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产酸克雷伯氏菌游动性减弱突变体的筛选
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摘要　以产酸克雷伯氏菌 KO１０８为研究对象,通过构建转座子突变体文库,筛选获得２株游动性显著降低

的突变菌株,并以转座子 mTn５gusAＧpgfp２１构建突变体库,利用地高辛生物标记gfp 基因序列作为探针,

Southern杂交验证突变体库的质量,根据杂交条带判断mTn５gusAＧpgfp２１转座子插入染色体的拷贝数,以反

向PCR获取未知序列,通过基因组学分析预测游动性相关基因.结果表明:产酸克雷伯氏菌 KO１０８具 Kan抗

性标记、GUS活性、GFP遗传标记的突变体库可由两亲结合经转座子 mTn５gusAＧpgfp２１转座突变获得;随机

选择１００株突变体进行游动性筛选,仅获得２株游动性显著降低的目标菌株 MA和 MD;MA、MD与 KO１０８差

异显著(P＜０．０５),而 MA和 MD之间没有显著差异;Southern杂交结果显示 MA和 MD的转座子mTn５gusAＧ

pgfp２１为单插入,且插入位点所在的酶切片段大小不同;经反向PCR、测序、序列分析,发现 MA突变基因为醌

类氧化还原酶(NAD(P)H:quinoneoxidoreductase)(NQR)基因簇的NqrA,MD突变基因为LPS脂多糖生物合

成基因簇基因;生长曲线检测显示 KO１０８和 MA、MD无显著差异;菌膜检测发现 MD与 KO１０８、MA有一定差

异,但 KO１０８与 MA之间无显著性差异;以 BiologECO 检测 KO１０８和 MA、MD 的碳源利用情况,结果表明

MA和 MD７２h后仍然不能利用羧酸类碳源DＧ半乳糖酸γＧ内酯和２Ｇ羟基苯甲酸.
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　　产酸克雷伯氏菌(Klebsiellaoxytoca)为革兰

氏阴性菌,不仅能自生固氮,合成植物生长激素

IAA,而且可以和植物根系建立联合固氮体系促进

植物生长及增强植物抗性[１Ｇ３],也是氯氰菊酯农药的

高效降解者[４].其中不少菌株因具有高效的２,３Ｇ
丁二醇合成能力而成为重要的工业菌株[５],其耐氧

产氢特性和降解工业污染物的性能也逐渐被人们重

视[６].产酸克雷伯氏菌是条件性致病菌,其分泌的

耐热肠毒素可导致食物中毒[７]、腹泻[８]、肠炎[９],受
其感染可导致尿路感染[１０]、脑膜炎[１１]、败血症[１２].
最新研究显示产酸克雷伯氏菌乃桑树细菌性枯萎病

的病原菌之一[１３].游动性是运动型细胞和生物体

的一 种 普 遍 特 性.细 菌 主 要 通 过 鞭 毛 逆 时 针

(counterＧclockwise,CCW)发生直线运动和顺时针

(clockwise,CW)发生翻滚运动的交替进行使自身

处于一种随机运动状态[１４].细菌的运动能力影响

其致病性[１５].

突变体库是研究功能基因组学的基础,DNA转

座是介导细菌基因组重排的一个重要生物学现

象[１６].转座子(transposon)依赖转座酶在细菌的染

色体和质粒之间进行 DNA 剪切、粘贴.由于转座

子具有体内移动和体外驱动转座 DNA 同时不受宿

主种类、生长周期等影响的特点,当前被广泛用于突

变体库的构建[１７].miniＧTn５转座子是 Tn５转座子

的衍生物,能将外源基因随机整合到细菌染色体上,
不以游离质粒的形式存在,具有高表达稳定性[１８].
转座子mTn５gusAＧpgfp２１不仅有 Tn５的特性,同
时携带有绿色荧光蛋白基因gfp.由于gfp 能够

在活细胞中表达且其产物在紫外光及蓝光下持续发

出荧光,检测非常方便,同时其对目的基因功能干扰

极少,转化后的细胞株可以继续稳定传代保留,因此

被广泛用于表达载体构建.有研究表明被gfp 标

记的目标菌所发出绿色荧光的强弱除了与宿主菌的

生理状态有关外,还与选用的gfp 类型以及gfp 基



　第１期 江绍锋 等:产酸克雷伯氏菌游动性减弱突变体的筛选 　

因的拷贝数有关[１９].AbdelＧSalam 等[２０]用 Tn５转

座固氮螺菌获得１株以色氨酸(tryptophan)为前体

的吲哚乙酸(IAA)合成途径被阻断的突变体.PisＧ
torio等[２１]以荧光显微镜观察被gfp 基因标记的苜

蓿根瘤菌在植物根部的动态,如根部菌落的变化、根
瘤的发展和侵染路线的形成.安千里等[２２]、BertsoＧ
va等[２３]证实gfp 基因标记的Klebsiellaoxytoca
SA２可在甘蔗、玉米、水稻根内定殖.

目前有关产酸克雷伯菌游动性的报道还较少,
本研究以转座子 mTn５gusAＧpgfp２１构建突变体

库,利用地高辛生物标记gfp 基因序列作为探针,

Southern杂交验证突变体库的质量,根据杂交条带

判断mTn５gusAＧpgfp２１转座子插入染色体的拷贝

数,以反向PCR获取未知序列,通过基因组学分析

预测游动性相关基因,旨在为进一步揭示产酸克雷

伯氏菌游动性的功能基因奠定基础.

1　材料与方法

1.1　菌株与质粒

本研究所使用的菌株与质粒列于表１.
1.2　主要试剂

PCR引物合成由生工生物工程上海(股份)有
限公司完成,基因组 DNA 提取试剂盒购自天根生

化科技公司,限制性内切酶EcoRⅠ、Sau３AⅠ、T４Ｇ
DNA连接酶等购自 TaKaRa公司,DIG Random
LabelingandDetectionKitI(POD)和硫酸卡那霉

素分别由博士德公司和北京索莱宝科技有限公司

提供.
表１　本研究用到的菌株与质粒

Table１　Strainsandplasmidsusedinthiswork

菌株和质粒

Strainsandplasmids
相关特性

Characteristics
来源

Sources

EscherichiacoliS１７．１Lambdapir pFAJ１８１９∶∶２１AmprKmr
美国密歇根大学奚传武博士惠赠

FromChuanwuXI,UniversityofMichigan,USA
Klebsiellaoxytoca１０８ WildtypeEryr 笔者所在实验室 Thislaboratory
Klebsiellaoxytoca mutants KＧM∶∶mTn５gusAＧpgfp２１Kmr 本研究 Thiswork
MAmutant Tn５insertmutantofKO１０８,ΔNADP(H)gene,Kmr 本研究 Thiswork
MDmutant Tn５insertmutantofKO１０８,ΔLPSgene,Kmr 本研究 Thiswork

1.3　培养基

LB培养基:胰蛋白胨 １０g,酵母提取物５g,

NaCl１０g,蒸馏水定容至１L,pH７．０~７．２;LA 固

体培养基为每升LB液体培养基加入１５g琼脂.
阿须贝无氮液体培养基:葡萄糖１０g,KH２PO４

０．２g,MgSO４􀅰７H２O０．４g,NaCl０．２g,蒸馏水定

容至１L,pH７．０~７．２;阿须贝无氮固体培养基为每

升阿须贝无氮液体培养基加入１５g琼脂.
1.4　引　物

用于检测产酸克雷伯氏菌 KO１０８ 突变体中

gfp 基因的引物为引物 OJM０９１:CTGAGGTACＧ
CTGACTAGCTAAGGAGGATATACATATGGＧ
CTAGC 和 引 物 OJM０９２:CTGAGGTACCATＧ
TATTTGTAGAGCTCATCC;定位突变体 Tn５插

入位点的引物为引物IS５０R１:GATCTGATCTTCＧ
CATGTGACCTCC及引物GUS１:AGACTGAATＧ
GCCCACAGGCC.
1.5　突变体库的构建

采用两亲接合法构建突变体库.

１)菌 体 培 养.以 pFAJ１８１９/E．coli S１７．１
Lambdapir为供体菌,KO１０８为受体菌,挑取新活

化的供体菌单菌落接种于含５０μg/mLKan的１０
mLLB液体培养基中,３７℃摇床２００r/min震荡培

养１２~１８h;挑取新活化的受体菌单菌落接种于１０
mLLB中３０℃摇床２００r/min震荡１４~１８h.

２)菌液处理.第２天,将０．１mL的２种菌液分

别接种于１０mL的LB培养液,震荡培养至D６００≈
０．５;各取１ mL 菌液于４℃下５０００r/min离心

５min,弃上清.

３)菌体接合.制备 LA 培养基平板,将直径为

１．５cm、孔径为０．４５μm 的无菌硝酸纤维膜置于该

平板中央,吸取供体菌和受体菌菌泥于膜中央混匀,
菌泥水分绝大多数被培养基吸收后３０℃倒置培养

１２~１６h.

４)接合子筛选.以１mL无菌生理盐水将混合

菌泥从硝酸纤维膜上洗下,分别吸取１５０μL涂布于

含有５０μg/mL Kan、吖啶橙的无氮固体培养基

３０℃培养３~４d观察,长出的菌落即为接合子.利

用无氮培养基筛除供体菌,因其不能自生固氮,受体

菌具自生固氮性能生长;吖啶橙对游离质粒复制的

抑制作用较强,但对于染色体的复制抑制作用较弱,
起到消除假接合子(pFAJ１８１９游离存在)的作用;

９６
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同时当 mTn５gusAＧpgfp２１转座子不插入 KO１０８
基因组DNA 时,由于 KO１０８不合成pFAJ１８１９复

制所需的复制蛋白,此类假接合子被稀释.接合子

基因组由于转座子mTn５gusAＧpgfp２１插入并一起

复制使其具 Kan抗性标记.
1.6　目标突变体的筛选及游动性检测

随机从突变体库中选取１００个克隆筛选游动性

显著减弱的目标突变体.具体方法为:挑取出发菌

株 KO１０８和随机选取的突变体单菌落分别接种于

装有１０mLLB培养基的指形瓶,３０℃、２００r/min
培养２４h,测定D６００值.用 LB培养基将过夜培养

物调节到D６００＝０．２,各取２μL点接于含有０．３％
(W/V)琼脂的LB培养基上.３０℃静置培养３d后

比较菌株KO１０８和突变体游动性大小,采用十字交

叉法测量直径,３次重复.以菌落直径最小者为目

标突变体.筛选到菌落直径最小的菌株２株,分别

命名为 MA和 MD.
1.7　目标突变体 mTn5gusAＧpgfp21 随机插入拷贝

数检测

　　将目标突变体和出发菌株 KO１０８用无菌牙签

接种于４种培养基上:①含有２０μg/mLXＧGluc的

LA培养基;②含有５０μg/mLKan和２０μg/mLXＧ
Gluc的LA培养基;③含有２０μg/mLXＧGluc的无

氮固体培养基;④含有５０μg/mLKan和２０μg/mL
XＧGluc的无氮固体培养基;置于３０℃培养箱培养,

４８h后观察菌体生长及gus、gfp 基因表达情况.
目标突变体的mTn５gusAＧpgfp２１插入以gfp

基因PCR验证.PCR反应体系为:１０×TaqBuffer
５μL,２．５mmol/LdNTP Mix４μL,引物 OJM０９１
１μL,引物 OJM０９２１μL,模板 DNA１μL,Taq 酶

０．３μL,补足ddH２O 至５０μL.PCR 反应条件为:

９４℃３min,９４℃１min,５５℃４５s,７２℃１min,３５
个循环,７２℃７min,４℃保存,产物送生工生物工

程上海(股份)有限公司测序.
目标突变体mTn５gusAＧpgfp２１随机插入拷贝

数检测以Southern杂交完成.运用上述gfp 基因

PCR产物制备杂交探针,具体操作参考 DIGRanＧ
domLabelingandDetectionKitI(POD)使用手册

进行.
1.8　目标突变体 Tn5 插入位点的定位

提取目标突变体总 DNA,Sau３AI完全酶切,
产物纯化后在低浓度下 T４连接酶４℃过夜连接,
然后用上述连接产物进行PCR.PCR反应体系为:

１０×Taq Buffer５μL,２．５ mmol/LdNTP Mix
４μL,引物IS５０R１１μL,引物 GUS１１μL,连接

DNA１μL,Taq酶０．５μL,补足ddH２O 至５０μL.

PCR反应条件为:９４℃ ３min,９４℃ １min,５５℃
１min,７２℃２min,３５个循环,７２℃１０min,４℃保

存,产物送生工生物工程上海(股份)有限公司测序.
1.9　生长曲线的测定

在LA平板上挑取 KO１０８和目标突变体单菌

落分别接种于装有５０mLLB培养基的三角瓶中,

３０℃、２００r/min培养２４h,测定D６００值.用LB培

养基将过夜培养物调节至D６００＝０．１,各取１mL接

种于装有２００mLLB培养基的三角瓶中,３０℃、２００
r/min震荡培养,每２h测定 D６００值,绘制 KO１０８
菌株和目标突变体的生长曲线,３次重复.
1.10　菌膜的检测

KO１０８和目标突变体过夜震荡培养并用LB培

养基将培养物调至D６００＝０．１.将１mL的菌液接

种于含有９mlLB培养基指形瓶中,３０℃静置培养

１０d,比较 KO１０８和目标突变体在LB培养基的絮

凝程度,３次重复.
1.11　Biolog ECO 对碳源利用的检测

采用 BiologECO 对菌株 KO１０８和目标突变

体的碳源利用多样性进行检测.在富集培养基上划

线活化 KO１０８和目标突变体２次,用无菌棉签挑取

少量菌体于无菌的０．９％生理盐水中,调整浊度直至

达到允许的范围;将上述稀释液用八通道移液枪加

入BiologECO 平板,每孔接种菌液１５０μL,在２０
min内完成,编号并３０℃恒温培养.为避免９６孔

板边缘孔口干燥,在平板下面垫置湿毛巾,每隔２４h
用Biolog读数仪读取结果,上述操作均在无菌条件

下进行,重复３次.

2　结果与分析

2.1　突变体库的构建和筛选

菌株 KO１０８和突变体在４种不同培养基上的

显色和生长情况见表２,接合子筛选结果如图１.由

于被gfp 标记的突变体发射绿色荧光强弱与宿主

菌的生理状态有关[１９],所以在同一强度紫外光激发

时可看到不同的突变体绿光强度有差别,在 LA 培

养基上突变体的绿色大部分都在菌落的中央形成,
成雪花状,而野生菌株KO１０８不发出绿光.不同突

变体gus基因表达强度也不同,蓝色越深指示表达

越强,反之越弱;同一突变体的gus基因表达强度,

０７
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LA培养基的优于无氮培养基者(图１).
2.2　目标突变体转座子 Tn5 插入的确定

以转座子mTn５gusAＧpgfp２１的绿色荧光蛋白

基 因 (gfp)的 DNA 序 列 的 引 物 OJM０９１ 和

OJM０９２进行PCR检测,结果如图２.PCR产物测

序结果与基因库中的gfp 相应片段完全相同,证明

转座子 mTn５gusAＧpgfp２１已经插入到突变体菌株

染色体中.
表２　４组培养基上供体菌、受体菌及接合子生长及标记基因的表达

Table２　Growthandgeneexpressionofthestrainsonthescreeningmedium

菌株

Strain

无氮培养基＋XＧGluc
Ashbymedium＋XＧGluc

生长

Growth
荧光

Fluorescence
蓝色

Blue

无氮培养＋Kan＋XＧGluc
Ashbymedium＋Kan＋XＧGluc

生长

Growth
荧光

Fluorescence
蓝色

Blue

LA＋ XＧGluc

生长

Growth
荧光

Fluorescence
蓝色

Blue

LA＋XＧGluc＋Kan

生长

Growth
荧光

Fluorescence
蓝色

Blue

供体菌 Donor － / － － / / ＋ ＋ － ＋ ＋ －

受体菌 Recipient ＋ － ＋ － / / ＋ － ＋ － － －

接合子 Transformant ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　注:＋表示阳性,－表示阴性,/表示无法观察.Note:Itisshownas“＋”positive;“－”negative;“/”notobserved．

　A．培养基是LA＋Kan＋XＧGluc(紫外光);B．无氮＋XＧGluc(自然光);C．无氮＋Kan＋XＧGluc(自然光);D．LA＋XＧGluc(自然光).

A．KanandXＧGlucwithLA(UV);B．XＧGlucwithnitrogenＧfreemedium(Naturallight);C．Kan＋XＧGlucwithnitrogenＧfreemedium
(Naturallight);D．XＧGlucwithLA(Naturallight)．

图１　不同培养基及不同光照条件下gfp、gus和Kan基因表达强度的比较

Fig．１　Theexpressioncompareofgfp,gusandKanwithdifferentmediumundervisibleandultravioletlight

　M．DL２０００marker;１．菌株 KO１０８;２．MA;３．MD;４~６:其他

突变 体. M．DL２０００ marker;Lane１．PCR productofstrain

KO１０８;Lane２．MA;Lane３．MD;４Ｇ６．Othermutants．

图２　gus基因产物PCR电泳图

Fig．２　ElectrophoresisofgusgenePCRproduct

2.3　Southern 杂交

提取 MA、MD 总 DNA,加 入 １ μL 的 １０
mg/μLRNA酶去除 RNA (５~１０min),以超微量

分光光度计检测D２６０/D２８０比值为１．６~１．８,证明所

提取的细菌组DNA符合实验要求.经限制性内切

酶EcoR Ⅰ 酶切,以绿色荧光蛋白基因(gfp)PCR
产物进行 DIG 标记作为探针,Southern杂交说明

MA、MD的mTn５gusAＧpgfp２１为单插入,插入位

点所在酶切片段大小不同,证明突变体库随机性较
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好(图３).
2.4　游动性检测结果

图４为 KO１０８和 MA、MD菌落直径的统计结

果.由图４可知,MA 和 MD游动性没有显著性差

异(P＜０．０５),但是两者与野生株 KO１０８相比差异

显著(P＜０．０５),很显然是 Tn５插入突变的基因控

制 KO１０８的运动性.

　１．菌株 KO１０８;２．MA;３．MD;４~８:其他突变体.１．KO１０８;

２．MA;３．MD;４Ｇ８．Othermutants．

图３　以gfp基因DNA序列为探针的Southern杂交

Fig．３　Southernhybridizationwithprobeofgfpgene

　注:图中数据表示为平均值±标准差,柱形图上的不同字母表示

差异显著(P＜０．０５).Note:Errorbarsindicatethemeanand

standarddeviation,differentlettersaboveeachbarindicatestatisＧ

ticaldifference(P＜０．０５)．

图４　菌株KO１０８和突变体MA、MD的游动性分析

Fig．４　MotilityanalysisofstrainKO１０８andmutantMA,MD

2.5　MA 和 MD Tn5 插入位点侧翼序列的确定

利用反向 PCR 的方法,对 MA 和 MD 基因组

的转座子mTn５gusAＧpgfp２１插入位点进行定位.
首先提取突变体 MA 和 MD 的总 DNA,然后用

Sau３AⅠ酶切总 DNA,再用 T４ＧDNA 连接酶在低

浓度下随机连接酶切片段;以自连接成环的产物为

模板进行反向PCR,用１％的琼脂糖凝胶,１２０V 电

压下电泳,电泳结果如图５所示;回收目标PCR产

物并纯化回收后送上海生工测序.所得序列经NCＧ
BI比对显示转座子 mTn５gusAＧpgfp２１插入 MA
的基因为编码醌类氧化还原酶(NAD(P)H:quiＧ
noneoxidoreductase)(NQR)的基因簇的 NqrA;插
入 MD者为编码脂多糖合成基因簇相关基因.

　M．DL２０００ marker;１．MA;２．MD.M．DL２０００ marker;Lane

１．PCRproductofmutantMA;Lane２．PCRproductofmutantMD．

图５　突变体MA和MD反向PCR产物

Fig．５　ElectrophoresisofmutantMA
andMDinversePCRproduct

2.6　生长曲线的测定

菌株 KO１０８和突变体 MA、MD生长曲线如图

６.三者的生长曲线没有明显的差异,延滞期为４h,

４~１２h为指数期,１２h以后进入稳定期.

图６　菌株KO１０８和突变体MA、MD生长曲线

Fig．６　GrowthcurvesofstrainKO１０８andmutantMA,MD
2.7　菌膜的检测结果

菌株KO１０８和 MA、MD菌膜检测结果如图７.
培养１０d后,KO１０８ 和 MA、MD 在 LB培养基中

生长都出现了浑浊,其中 KO１０８和 MA在LB培养

基表面形成絮状圆形菌膜,MD的菌膜不呈大片絮

状体,可能是受mTn５gusAＧpgfp２１插入脂多糖合

成基因簇的影响.

图７　菌株KO１０８和突变体MA、MD菌膜的检测

Fig．７　Biofilmtestingformationofstrain
KO１０８andmutantMA,MD
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2.8　目标突变体碳源利用检测

菌株 KO１０８ 和 MA、MD 碳源利用的 Biolog
ECO检测结果如图８所示.７２h后 MA 仍然不能

利用 DＧ半乳糖酸γＧ内酯(DＧgalactonicacidγＧlacＧ
tone(A７))和２Ｇ羟基苯甲酸(２Ｇhydroxybenzoicacid
(C７));７２h后 MD仍然不能利用DＧ半乳糖酸γＧ内

酯(DＧgalactonicacidγＧlactone(A１１))、LＧ精氨酸

(LＧarginine(A１２))、２Ｇ羟基苯甲酸(２ＧhydroxybenＧ
zoicacid (C１１))、LＧ苯 丙 氨 酸 (LＧphenylalanine
(C１２))、DＧ苹果酸(DＧmalicacid (H１１))和腐胺

(putrescine(H１２)).KO１０８ 和 突 变 体 MA、MD
７２h后都不能利用的碳源为衣康酸(itaconicacid
(F３))、αＧ丁酮酸(αＧketobutyricacid(G３))和苯乙

胺(phenylethylＧamine(G４)).

　１~４:菌株 KO１０８;５~８:突变体 MA;９~１２:突变体 MD.DＧ
半乳糖酸γＧ内酯(A３、A７、A１１);LＧ精氨酸(A４、A８、A１２);２Ｇ羟

基苯甲酸(C３、C７、C１１);LＧ苯丙氨酸(C４、C８、C１２);DＧ苹果酸

(H３、H７、H１１);腐胺(H４、H８、H１２).１Ｇ４:StrainKO１０８;５Ｇ８:

MutantMA;９Ｇ１２:MutantMD．Note:DＧgalactonicacidγＧlactone
(A３,A７,A１１);LＧArginine(A４,A８,A１２);２ＧHydroxybenzoic

acid(C３,C７,C１１);LＧPhenylalanine(C４,C８,C１２);DＧMalicacid
(H３,H７,H１１);Putrescine(H４H８H１２)．

图８　菌株KO１０８和突变体MA、MD
的碳源利用结果(７２h)

Fig．８　Utilizationcarbonsourceforstrainof
KO１０８andmutantMA,MD(７２h)

3　讨　论

为系统研究产酸克雷伯氏菌 KO１０８的游动性

相关基因,本研究将其与EscherichiacoliS１７．１两

亲结合,经转座子mTn５gusAＧpgfp２１转座突变技

术获得KO１０８的Kan抗性、GUS活性和GFP遗传

标记的突变体库,说明以转座子 mTn５gusAＧpgＧ
fp２１插入产酸克雷伯氏菌 KO１０８构建突变体是可

行的.从中筛选到的目标突变体 MA、MD以gfp
基 因 为 探 针,Southern 杂 交 结 果 显 示 两 者 的

mTn５gusAＧpgfp２１插入为单拷贝,且插入位点所

在的酶切片段大小不同,提示突变体库随机性良好.

MA、MD 的 游 动 性 与 KO１０８ 的 差 异 显 著

(P＜０．０５),显然 Tn５插入的基因与 KO１０８的游动

性密切相关.反向PCR产物测序表明 MA 突变基

因为 NQR基因簇的 A亚基(NqrA)基因,MD突变

基因为脂多糖生物合成基因簇基因.NQR基因簇

乃６个 ORF组成的操纵子,编码该酶的６个亚基

(NqrAＧF)[２３];此酶也称为钠泵ＧNADPH 醌类氧化

还 原 酶 (Na＋Ｇpumping NADH:quinone oxiＧ
doreductase(Na＋ＧNQR))[２４],镶嵌于膜上,NqrA
位于细胞膜的细胞质一侧,有证据显示该亚基包含

醌的结合位点[２５].NQR是细菌最重要的 Na＋ 转运

载体,在NqrF亚基氧化NADH,于NqrA亚基还原

醌成氢醌(醌醇)而实现电子传递的同时偶联 Na＋

外运形成 Na＋ 电化学梯度,此梯度势能可用于细菌

ATP的合成、鞭毛 Mot蛋白的旋转、养分的转运、
抗生素抗性相关的多种药物转运[２６].NQR最先发

现于溶藻弧菌(Vibrioalginolyticus)[２６],目前已在

１００多种细菌,包括海洋细菌及病原菌和其他细菌

中注释[２５].经检索发现,全基因组测序的克雷伯氏

菌属所有菌株均包含此酶的基因.
MA与 KO１０８相比,显著的变化是游动性降低

和碳源 DＧ半乳糖酸ＧγＧ内酯(DＧgalactonicacidγＧ
lactone(A７))、２Ｇ羟 基 苯 甲 酸 (２Ｇhydroxybenzoic
acid(C７))代谢的缺陷.NQR是众多细菌(包括产

酸克雷伯氏菌)生物能形成的关键组分[２５],MA 编

码 A亚基(NqrA)的基因被突变,可能降低其对醌

类物质的亲和性,导致产能效率下降进而使鞭毛的

Mot蛋白的转速率降低,从而减低其游动性.当然,

Tn５插入NqrA 也会使其下游的基因发生移码突

变,降低电子传递速率从而降低产能.主动运输及

基团移位是细菌逆浓度梯度吸收养分的２种主要方

式,两者均耗能且由构象可变化的特异性载体蛋白

参与[２７].MA 的 DＧ半乳糖酸ＧγＧ内酯、２Ｇ羟基苯甲

酸代谢缺陷表型显然不能完全用 NQR醌类物质亲

和性下降、产能效率降低来解释,因为LB培养基内

MA和 KO１０８的生长曲线无显著差别,可能的原因

是转运DＧ半乳糖酸ＧγＧ内酯、２Ｇ羟基苯甲酸的特异受

体蛋白对底物的转运完全或者更多地依赖 NQR参

与的产能代谢途径.
革兰氏阴性细菌胞外膜的脂多糖(lipopolysacＧ

charide,LPS)一般由三部分组成,由内向外依次是

疏水性的类脂 A、核心寡糖和由重复性糖单元构成

的 OＧ抗原;它的组成和结构与细胞完整性、外膜通

透性、菌膜的形成及细菌抗干燥能力和运动能力等

细胞生化特性密切相关[２８].大豆慢生根瘤菌RhiＧ

３７



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３６卷　

zobiumleguminosarum biovarviciae３８４１胞外脂

多糖的类脂 A 缺失羟基２８烷酸(２７ＧhydroxyoctaＧ
cosanoate)修饰时,对干旱和渗透压极为敏感,对固

体基质的固着能力下降,无鞭毛不能运动,但仍然能

固氮[２９].MD的 Tn５插入基因为编码脂多糖合成

的基因簇.与 KO１０８相比,MD的显著差异是游动

性降低、菌膜的形成量减少和碳源 DＧ半乳糖酸ＧγＧ
内酯(DＧgalactonicacidγＧlactone(A１１))、LＧ精氨酸

(LＧarginine(A１２))、２Ｇ羟基苯甲酸(２ＧhydroxybenＧ
zoicacid (C１１))、LＧ苯 丙 氨 酸 (LＧphenylalanine
(C１２))、DＧ苹果酸 (DＧmalicacid (H１１))和腐胺

(putrescine(H１２))代谢的缺陷.游动性降低的成

因很可能是鞭毛的缺失;菌膜的形成量减少应是脂

多糖组分减少或者结构的改变;碳源代谢的缺陷推

测为外膜通透性改变所致.由于本研究所得的 MD
Tn５插入位点两翼序列很短(２００bp),还无法确定

脂多糖合成基因簇被突变的具体基因,MD表型变

异的相关功能基因及其与这些表型的关联机制成为

后续研究工作的主要内容.产酸克雷伯氏菌乃高效

自生固氮的植物促长菌,同时其条件性致病频率不

断增加,由于细菌的运动能力影响其致病性[１５],也
与其在植物根系表面及内部定殖的程度有关,确定

其游动性决定性基因,对产酸克雷伯氏菌致病及定

殖的控制是有帮助的.
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ScreeningformotilityreductionmutantsofKlebsiellaoxytoca
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Abstract　Methodsincludinginsertion mutagenesiswithtransposonmTn５gusAＧpgfp２１,inverse
PCR,DNAsequencing,Southernblot,motilitytestsandBiologECOwereusedtostudythemotility
correlatedgenesinKlebsiellaoxytocaKO１０８．TheresultsshowedthatamutantlibraryofKO１０８with
Kanresistance,GUSandGFP markerwasconstructedbyconjugatingKO１０８withpFAJ１８１９∶∶２１/

EscherichiacoliS１７．１．Twostrainswithstrikingdecreaseinmotilityability,namedasMAandMD,

werescreenedfrom１００mutantsrandomlyselectedfromthelibrary．Thesoloinsertionoftransposon
mTn５gusAＧpgfp２１intheMAandMDwasverifiedwithSouthernblotbyusinggfpasprobe．Thesize
offragmentsinsertedbymTn５gusAＧpgfp２１wasconfirmedwiththesamemethod．Resultsofmotility
testsshowedthatthemovementabilityofKO１０８wasdistinctlystrongerthanthatofMAand MD
(P＜０．０５)．TherewasnosignificantdifferenceofmovementabilitybetweenMAandMD．ResultsofinＧ
versePCRandDNAsequencingprovedthattheflankingsequenceofmTn５gusAＧpgfp２１integration
sitesinthegenomeofMAwashomologouswithgeneofNAD(P)Hquinoneoxidoreductase(NqrA)for
theMAandtheflankingsequenceofmTn５gusAＧpgfp２１integrationsitesinthegenomeofMDwashoＧ
mologouswiththegeneclusteroflipopolysaccharidesynthesisfortheMD．Thegrowthcurvesamong
thestrainsofMA,MDandKO１０８werenotobviouslydifferent．ResultsofvelumtestsshowedthatMD
wasdifferentfromKO１０８andMA,butitcouldnotbedistinguishedeasilybetweenthelatertwo．ReＧ
sultsofassayingcarbonsourceutilizationwithBiologECOshowedthatMAandMDcouldnotusegamＧ
maＧDＧgalactoseacidlactoneand２Ｇhydroxybenzoicacidin７２h．Itwilllayasolidfoundationforfurther
studyinggenesinvolvedinmotilityofK．oxytoca．

Keywords　Klebsiellaoxytoca;Tn５insertionmutagenesis;mutants;cellmotility
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