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鸡白痢沙门氏菌 犕犻狀犻犜狀５转座子插入突变
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摘　要：将氯霉素（Ｃｍ）抗性基因克隆到ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２载体中，利用含卡那霉素（Ｋｍ）和氯霉素（Ｃｍ）抗性基

因的ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２（Ｃｍ）转座载体将Ｋｍ和Ｃｍ抗性基因随机插入鸡白痢沙门氏菌基因组中，以相应的抗生素

进行筛选，获得大量在不同位点插入突变的突变体，从中筛选鸡白痢沙门氏菌某功能缺陷型突变株。通过对突变

株的基本特征以及ＰＣＲ鉴定后，再进行插入基因定位。结果表明，Ｋｍ和Ｃｍ抗性基因已成功转座至鸡白痢沙门

氏菌基因组上；基因定位显示突变株均有且只有１个插入位点，插入位点的位置不尽相同。这为研究鸡白痢沙门

氏菌功能基因和筛选特定突变株提供了必要的基础。
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　　鸡白痢是由鸡白痢沙门氏菌（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪狆狌犾

犾狅狉狌犿）引起的一种危害严重的常见传染病，各年龄

鸡都可发生［１］。雏鸡发病表现急性败血症经过，以

发热、排灰白色粥样或黏液性粪便为特征。成年鸡

发病以损害生殖系统为主的慢性或隐性感染为特

征。鸡白痢给养鸡业造成巨大经济损失。对鸡白痢

沙门氏菌的感染与致病的分子机制进一步研究有利

于寻求新的防治措施。转座突变为此提供了有效的

手段［２３］，通过转座突变可使受体菌某些基因功能缺

失，并对其某种功能进行有针对性的筛选（如肠内黏

附、细胞内生存等），最后通过基因定位鉴定突变株

插入的功能失活基因，从而获得诸多与此功能相关

的突变株［３］。因此突变株的获得对研究细菌的感染

与致病的分子机制十分有用［４５］。为此，本研究利用

自杀性质粒ｐＵＴ携带的ｍｉｎｉＴｎ５转座子对鸡白痢

沙门氏菌进行转座突变［６８］，构建并鉴定突变株，以

期为进一步研究提供必要的材料。
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１　材料与方法

１．１　材料

　　菌株和质粒见表１。

　　高保真犜犪狇酶、普通犜犪狇酶、ｄＮＴＰｓ、连接酶、

ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡｅｘｔｒａｃｔＫｉｔ、ｐｌａｓｍｉｄｅｘｔｒａｃｔＫｉｔ、限制

性内切酶和ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购自宝生物工

程 （大连）有限公司。沙门氏菌 Ｏ９单克隆抗

体［９］、常规生化试剂、培养基以及抗生素为实验室

自备。

表１　试验用的细菌和质粒

犜犪犫犾犲１　犅犪犮狋犲狉犻犪犪狀犱狆犾犪狊犿犻犱狊犻狀狋犺犲狉犲狊犲犪狉犮犺

材料 Ｍａｔｅｒｉａｌ 名称Ｎａｍｅ 用途Ｕｓｅ 来源Ｓｏｕｒｃｅ

细菌

Ｂａｃｔｅｒｉａ

鸡白痢沙门氏菌Ｓ０６００４（ＮａｌＲ） 受体菌 本实验室分离保存

Ｓ１７λｐｉｒ（ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２）（Ｃｍ） 供体菌 本实验室构建

Ｓ１７λｐｉｒ（Ｓｍ
Ｒ） 克隆用细菌 德国Ｇｅｉｄｅｒ教授馈赠

犈．犮狅犾犻ＤＨ５α 克隆用细菌 本实验室保存

质粒

Ｐｌａｓｍｉｄ

ｐＫＤ３ 克隆ＣｍＲｇｅｎｅ 加拿大 Ｍａｒｏｌｄａ教授馈赠

ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２载体 携带转座子 德国Ｇｅｉｄｅｒ教授馈赠

ｐＵＣ１８ 克隆用载体 本实验室保存

图１　转座载体示意

犉犻犵１　犉犻犵狌狉犲狅犳狆犝犜犿犻狀犻犜狀５犓犿２狏犲犮狋狅狉

１２　犆犿抗性基因的克隆

　　根据质粒ｐＫＤ３中氯霉素（Ｃｍ）抗性基因设计

引物ｐＵＴ（Ｃｍ）犖狅狋ＩＴａｇＦ和ｐＵＴ（Ｃｍ）犖狅狋ＩＲ，引

入犖狅狋Ⅰ限制性酶切位点，并在引物ｐＵＴ（Ｃｍ）

犖狅狋ＩＴａｇＦ上引入特异性鉴定引物 ＴａｇＦ，ｐＵＴ

（Ｃｍ）犖狅狋ＩＴａｇＦ：５′ＡＣＣ犌犆犌犌犆犆犌犆 ＧＴＡＣ

ＣＧＣＧＣＴＴＡＡＴＣＡＡＧＡＣＧ ＡＴＧＧＧＡＡＴＴＡＧＣ

ＣＡＴＧＧＴＣＣ３′，ｐＵＴ（Ｃｍ）犖狅狋ＩＲ：５′ＡＧＧ犌犆犌

犌犆犆犌犆ＧＴＧＴＡＧＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＣＴＴＣ３′，Ｔａｇ

Ｆ：５′ＧＴＡＣＣＧＣＧＣＴＴＡＡＴＣＡＡＧＡＣＧ３′。ＰＣＲ

体系：１０×ｂｕｆｆｅｒ５．０μＬ、ｄＮＴＰｓ（２．５μｍｏｌ／Ｌ）３

μＬ、高保真犜犪狇酶０．２５μＬ、ｐＵＴ（Ｃｍ）犖狅狋ＩＴａｇＦ

（１０μｍｏｌ／Ｌ）４μＬ、ｐＵＴ（Ｃｍ）犖狅狋ＩＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ）

４μＬ、质粒ｐＫＤ３１．０μＬ、超纯水补足至５０μＬ。反

应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，６０℃４５ｓ，７２℃８０

ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物预期大小约

为１．０ｋｂ。回收ＰＣＲ产物连接至ｐＵＣ１８载体中，

转化至犈．犮狅犾犻ＤＨ５α，获得重组质粒，命名为ｐＵＣ

Ｃｍ，经鉴定后送宝生物工程（大连）有限公司测序。

１３　转座载体的构建

　　用犖狅狋Ⅰ 酶切ｐＵＣＣｍ 质粒获得Ｃｍ 抗性基

因，将Ｃｍ 抗性基因连接至ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２载

体，再转化至Ｓ１７λｐｉｒ细菌中，用链霉素、氨苄青霉

素、卡那霉素和氯霉素进行筛选，获得重组质粒，命

名为ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２（Ｃｍ）。用特定引物 ＰＣＲ

扩增鉴定方向。ＰＣＲ 体系：１０×ｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ、

ＤＭＳＯ１．２μＬ、ｄＮＴＰｓ１．２μＬ、犜犪狇酶 ０．１μＬ、

ＴａｇＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．６μＬ、ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５ＫａｎａＲ１

（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．６μＬ（引物序列见突变株Ｋｍ
Ｒ基因

ＰＣＲ鉴定）、ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２（Ｃｍ）质粒ＤＮＡ１．０

μＬ、超纯水补足到２０μＬ。反应条件：９４℃５ｍｉｎ；

９４℃４５ｓ，６２．５℃４５ｓ，７２℃８０ｓ，３５个循环；７２℃

１０ｍｉｎ，ＰＣＲ产物预期大小约为１．５ｋｂ。

１４　双亲本滤膜接合转座

　　供体为携带ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２（Ｃｍ）质粒的

大肠杆菌Ｓ１７λｐｉｒ，受体为鸡白痢沙门氏菌Ｓ０６００４

（ＮａｌＲ）。两种细菌分别于含相应抗生素的ＬＢ培养

基中过夜培养。离心后，以１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４溶液

悬浮并调整菌浓度。分别取２００μＬ 供体菌（约

４．５×１０８ ＣＦＵ）和２００μＬ受体菌（约１．０×１０
９

２２６
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ＣＦＵ）滤过于同一张０．４５μｍ的无菌滤膜上，取下

滤膜置于ＬＢ平板中央，于３０℃培养２４ｈ。然后用

无菌ＰＢＳ缓冲液将滤膜上生长的菌苔洗下，以三抗

ＬＢ平板（Ｋｍ１００μｇ／ｍＬ、Ｎａｌ５０μｇ／ｍＬ、Ｃｍ４０

μｇ／ｍＬ）进行选择培养
［１０１１］。

１５　鸡白痢沙门氏菌转座突变株的筛选及鉴定

１．５．１　转座突变株抗生素筛选　将待测转座突变

菌分别点种于含氨苄青霉素（Ａｍｐ）１００μｇ／ｍＬ、链

霉素（Ｓｍ）５０μｇ／ｍＬ、氯霉素（Ｃｍ）４０μｇ／ｍＬ、卡那

霉素 （Ｋｍ）１００μｇ／ｍＬ 和萘啶酮酸 （Ｎａｌ）５０

μｇ／ｍＬ的ＬＢ平板上，３７℃培养过夜后观察对抗生

素的耐药性，选择Ａｍｐ和Ｓｍ双敏感的菌株。

１．５．２　血清学鉴定　用沙门氏菌 Ｏ９单克隆抗体

对筛选出的突变株进行凝集试验。

１．５．３　ＰＣＲ鉴定

１．５．３．１　鸡白痢沙门氏菌特异性ＰＣＲ鉴定：　参

照文献［１２］鉴定鸡白痢沙门氏菌转座突变细菌，引

物 为 狉犳犫ＳＦ（５′ＴＧＣＣＴＡＴＣＡＧＡＧＴＡＴＴＡＧＴ

ＧＴ３′） 和 狉犳犫ＳＲ （５′ＴＡＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴ

ＧＡＴＡＴＡＴＣＣ３′）。ＰＣＲ反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；

９４℃１ｍｉｎ，６０℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；

７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ预期产物大小为４００ｂｐ
［１３１４］。

１．５．３．２　Ｃｍ抗性基因的鉴定：　根据质粒ｐＫＤ３

中氯霉素（Ｃｍ）抗性基因设计引物ＲｅｄＰ１（５′ＧＴＧ

ＴＡＧＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＣＴＣＣ３′）和 ＲｅｄＰ２（５′ＡＴ

ＧＧＧＡＡＴＴＡＧＣＣＡＴＧＧＴＣＣ３′），ＰＣＲ 反 应 条

件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，６０℃４５ｓ，７２℃８０ｓ，３５

个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物预期大小为１．０

ｋｂ。

１．５．３．３　Ｋｍ抗性基因的鉴定：　根据质粒ｐＵＴ

ｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２卡那霉素（Ｋｍ）抗性基因设计引物

ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５ＫａｎａＦ１（５′ＧＧＣＡＧＣＧＣＡＡＣＧＧＡ

ＡＣＡＴＴＣＡ３′）和ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５ＫａｎａＲ１（５′ＧＣＧＧＣ

ＣＴＣＧＡＧＣＡＡＧＡＣＧＴＴＴ３′）。ＰＣＲ反应条件：９４℃

５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，６０℃４５ｓ，７２℃８０ｓ，３５个循环；

７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物预期大小为４９２ｂｐ。

１．５．３．４　ｐＵＴ载体的鉴定：　根据质粒ｐＵＴｍｉｎｉ

Ｔｎ５Ｋｍ２设计转座子Ｏｅｎｄ外侧的验证引物ｐＵＴ

ｍｉｎｉＴｎ５ｙｚＦ （５′ＧＧＡＴＧＴＡＡＣＧＣＡＣＴＧＡＧＡＡ

Ｇ３′）和位于转座子 Ｏｅｎｄ内侧ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋａ

ｎａＲ１ （５′ＧＣＧＧＣＣＴＣＧＡＧＣＡＡＧＡＣＧＴＴＴ３′）。

ＰＣＲ反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，６０℃４５ｓ，

７２℃８０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物预期

大小１．５ｋｂ。

１６　质粒营救法基因定位

１．６．１　细菌基因组 ＤＮＡ 的制备　按 Ｇｅｎｏｍｉｃ

ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ介绍的方法提取ＤＮＡ。

１．６．２　转座子侧翼序列的克隆　通过质粒营救法

克隆ＫｍＲ或ＣｍＲ基因及侧翼序列
［１３１４］，选用４种限

制性内切酶犛狆犺Ⅰ、犡犫犪Ⅰ、犘狊狋Ⅰ、犛犪犾Ⅰ分别对基

因组ＤＮＡ充分酶切。１００μＬ酶切体系中含有２μｇ

基因组和２０Ｕ限制性内切酶，反应体系在３７℃温

育８～１２ｈ。酶切产物加入１／５体积的５ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ和３倍体积的无水乙醇沉淀后，与相应酶酶切

过的ｐＵＣ１８载体进行连接，并按如下体系进行连

接：约０．５μｇ单酶酶切的基因组ＤＮＡ、１μＬ１０×

Ｔ４ＤＮＡ连接缓冲液、１μＬ（１５Ｕ）Ｔ４ＤＮＡ 连接

酶、４μＬｐＵＣ１８用相应的限制性内切酶所获得的载

体，无菌水补至１０μＬ。１６℃保温１８～２４ｈ后，将连

接产物转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α细菌。

１．６．３　克隆的鉴定与基因鉴定　挑Ａｍｐ
Ｒ ＫｍＲ或

Ａｍｐ
ＲＣｍＲ的细菌进行ＰＣＲ、抗性、ｐＵＴ载体的鉴

定，将获得的阳性克隆进行测序。Ａｍｐ
ＲＫｍＲ的菌

株 测 序 用 引 物 为 Ｐ６ （５′ＣＣＴＡＧＧＣＧＧＣ

ＣＡＧＡＴＣＴＧ３′），Ａｍｐ
ＲＣｍＲ的菌株测序用引物为

Ｐ４（５′ＧＧＡＣＣＡＴＧＧＣＴＡＡＴＴＣＣＣＡＴ３′）。测序

后，与ＧｅｎＢａｎｋ中基因序列进行比对，通过基因序

列相似性判定插入失活的功能基因。

２　结　果

２１　转座载体狆犝犜犿犻狀犻犜狀５犓犿２（犆犿）的构建与鉴

定结果

　　从质粒ｐＫＤ３中扩增的Ｃｍ抗性基因ＰＣＲ产

物大小约为１．０ｋｂ，将ＰＣＲ产物克隆至ｐＵＣ１８载

体中构建成重组质粒ｐＵＣＣｍ，犖狅狋Ⅰ酶切结果表明

大小正确（图２），测序结果显示Ｃｍ抗性基因序列

完全正确。用犖狅狋Ⅰ酶切ｐＵＣＣｍ质粒，回收并克

隆至ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２（犖狅狋Ｉ）载体中，形成重组质

粒ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２（Ｃｍ），犖狅狋Ｉ酶切结果显示正

确（图２）；特异性引物ＰＣＲ鉴定结果表明方向正确

（图３）。

２２　鸡白痢沙门氏菌转座突变株的筛选结果

　　携带ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２（Ｃｍ）质粒的大肠杆

菌Ｓ１７λｐｉｒ供体菌和鸡白痢沙门氏菌Ｓ０６００４受体

３２６
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Ｍ．λＥｃｏＴ１４Ｉ；１．ｐＵＣＣｍｐｌａｓｍｉｄ；２．犖狅狋Ｉｏｆ

ｐＵＣＣｍ；３．ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２（Ｃｍ）ｐｌａｓｍｉｄ；４．

犖狅狋ＩｏｆｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２（Ｃｍ）ｐｌａｓｍｉｄ

图２　狆犝犆犆犿 和狆犝犜犿犻狀犻犜狀５犓犿２（犆犿）构建与

鉴定

犉犻犵．２　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犝犆犆犿

犪狀犱狆犝犜犿犻狀犻犜狀５犓犿２（犆犿）

Ｍ．１２５ｂｐｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１－１１．Ｃｏｎｔｒｏｌｐｒｉｍ

ｅｒｓ；１２．ＳｐｅｃｉａｌｐｒｉｍｅｒＴａｇＦ

图３　转座载体狆犝犜犿犻狀犻犜狀５犓犿２（犆犿）犘犆犚特

异性引物签定

犉犻犵．３ 　 犛狆犲犮犻犪犾 犘犆犚 犱犲狋犲犮狋犻狅狀 狅犳 狆犝犜犿犻狀犻

犜狀５犓犿２（犆犿）

菌固相杂交后，用含３种抗生素的平板（Ｋｍ、Ｎａｌ、

Ｃｍ）进行初步筛选（图４），将获得的转座突变细菌

再次进行５种抗生素（Ｎａｌ、Ｋｍ、Ｃｍ、Ｓｍ、Ａｍｐ）检

验，结果表明，有部分细菌 Ａｍｐ抗性仍然存在，如

表２中转座突变细菌２，表明自杀载体ｐＵＴ没有丢

失，该细菌就要放弃。而转座突变细菌１则没有

Ａｍｐ抗性，表明自杀载体ｐＵＴ已经丢失，此细菌说

明转座突变成功（表２）。凝集试验显示该突变细菌

能够与沙门氏菌Ｏ９单克隆抗体发生凝集反应，结果

进一步表明突变细菌是受体菌－鸡白痢沙门氏菌。

图４　抗生素选择平板上的鸡白痢沙门氏菌突变

株菌落

犉犻犵．４　犛．狆狌犾犾狅狉狌犿犿狌狋犪狀狋狊狅狀狊犲犾犲犮狋犻狏犲犿犲犱犻狌犿

２３　转座突变细菌犘犆犚鉴定

　　选择经过抗生素筛选所获得的阳性转座突变细

菌进行ＰＣＲ鉴定，结果表明都带有Ｋｍ、Ｃｍ抗性基

因，没有Ａｍｐ抗性基因，能够扩增出鸡白痢沙门氏

菌狉犳犫Ｓ基因特异性条带，转座子外侧的部分没有转

座到细菌染色体中。而对照表明，鸡白痢沙门氏菌

Ｓ０６００４不能扩增出Ｋｍ、Ｃｍ抗性基因，供体菌Ｓ１７

表２　转座突变细菌抗生素检验结果

犜犪犫犾犲２　犃狀狋犻犫犻狅狋犻犮狊狋犲狊狋狅犳犛狆狌犾犾狅狉狌犿犿狌狋犪狀狋狊

细菌Ｂａｃｔｅｒｉａ 萘啶酮酸Ｎａｌ 卡那霉素Ｋｍ 氯霉素Ｃｍ 链霉素Ｓｍ 氨苄青霉素Ａｍｐ

受体菌沙门氏菌Ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ犛．狆狌犾犾狅狉犿 ＋ － － － －

供体菌Ｄｏｎｏｒ － ＋ ＋ ＋ ＋

转座突变细菌１Ｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎ１ ＋ ＋ ＋ － －

转座突变细菌２Ｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎ２ ＋ ＋ ＋ － ＋

“＋”为正常生长，“－”为不生长

λｐｉｒ（ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２（Ｃｍ））除了能扩增出 Ｋｍ、

Ｃｍ抗性基因外，还能扩增转座子外侧的部分基

因，因此所获得转座突变株都是鸡白痢沙门氏菌

（图５）。

２４　质粒营救法基因定位

２．４．１　基因组 ＤＮＡ 的提取　用 ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ介绍的方法提取基因组 ＤＮＡ；ＰＣＲ

显示基因组ＤＮＡ中含有Ｋｍ、Ｃｍ抗性基因。

４２６
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Ｍ．１２５ｂｐｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１．ｐＵＴｖｅｃｔｏｒｏｆ犛．

狆狌犾犾狅狉狌犿；２．Ｃｍ
Ｒ
ｇｅｎｅｏｆ犛．狆狌犾犾狅狉狌犿；３．Ｋｍ

Ｒ

ｇｅｎｅｏｆ犛．狆狌犾犾狅狉狌犿；４．狉犳犫犛ｇｅｎｅｏｆ犛．狆狌犾犾狅狉狌犿；

５．ｐＵＴｖｅｃｔｏｒｏｆＳ１７λｐｉｒ（ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５Ｋｍ２

（Ｃｍ））；６．ＣｍＲｇｅｎｅｏｆＳ１７λｐｉｒ（ｐＵＴｍｉｎｉＴｎ５

Ｋｍ２（Ｃｍ））；７．ＫｍＲｇｅｎｅｏｆＳ１７λｐｉｒ（ｐＵＴｍｉｎｉ

Ｔｎ５Ｋｍ２（Ｃｍ））；８．ｐＵＴｖｅｃｔｏｒｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔ；９．

ＣｍＲｇｅｎｅｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔ；１０．Ｋｍ
Ｒ
ｇｅｎｅｏｆｔｈｅｍｕ

ｔａｎｔ；１１．ＰＣＲｏｆ狉犳犫犛ｇｅｎｅｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔ

图５　转座突变鸡白痢沙门氏菌犘犆犚检测结果

犉犻犵．５　犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳犛．狆狌犾犾狅狉狌犿犿狌狋犪狀狋

２．４．２　基因组 ＤＮＡ 的酶切　将提取的基因组

ＤＮＡ用犛狆犺Ⅰ、犡犫犪Ⅰ、犘狊狋Ⅰ、犛犪犾Ⅰ４种限制性内

切酶分别酶切８～１２ｈ；电泳显示基因组ＤＮＡ酶切

完全。

２．４．３　转座子侧翼序列的克隆　将完全酶切的基

因组ＤＮＡ与相应内切酶酶切后的ｐＵＣ１８载体进

行连接，转化入细菌犈．犮狅犾犻ＤＨ５α，用氨苄青霉素和

卡那霉素以及氨苄青霉素和氯霉素分别进行筛选。

质粒营救法所获得的阳性克隆含有转座子一侧的基

因序列。

２．４．４　序列测定与基因鉴定　将质粒营救法所获

得的阳性克隆进行测序，得到３株突变株细菌

ＳＴＭ１、ＳＴＭ２、ＳＴＭ３的转座子侧翼序列，结果表

明，突变株均有且只有１个插入位点，且插入位点不

尽相同。将测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中序列进行比对，

从相似性上判定被插入失活的功能基因。ＳＴＭ１测

序结果见图６。

３　讨　论

３１　ｍｉｎｉＴｎ５系列转座子构建于自杀性质粒ｐＵＴ

图６　鸡白痢沙门氏菌突变株犛犜犕１测序结果

犉犻犵６　犛犲狇狌犲狀犮犲狅犳犛．狆狌犾犾狅狉狌犿犿狌狋犪狀狋犛犜犕１

上，序列中有来自Ｒ６Ｋ质粒的π蛋白依赖性复制起

点，故质粒只能在表达π蛋白的菌株中复制，如λｐｉｒ

溶源性感染的大肠杆菌Ｓ１７λｐｉｒ（Ｓｍ
Ｒ）、ＳＭ１０λｐｉｒ

（ＫｍＲ）和ＣＣ１１８λｐｉｒ。质粒中有ＲＰ４质粒的转移

起点ｏｒｉＴ，因此可以接合性转移至受体菌。另外序

列中还带有Ｔｎｐ５基因
［２３］，它编码转座酶，是 ｍｉｎｉ

Ｔｎ５转座所必需的。转座时该片段不进入受体菌的

染色体，故转座后，染色体上的转座片段不会发生二

次转移。当转座子结合到受体菌的染色体后，该菌

就获得该标志所编码的ＫｍＲ性状，能很容易地与未

诱变的菌体区分开来。与普通诱变法（如亚硝基胍

诱变、紫外线照射诱变）比较，采用ｍｉｎｉＴｎ５系列转

座子诱导突变株有明显的优势：第一，诱变率较高；

第二，导致插入性单突变，不会出现多重突变，有利

于准确地定位基因；第三，插入序列已知，便于对基

因定位［６］。本研究建立了 ｍｉｎｉＴｎ５转座子突变鸡

白痢沙门氏菌的方法，为进一步深入研究鸡白痢沙

门氏菌功能基因，以及鸡白痢沙门氏菌致病机制奠

定基础。

３２　在转座子中克隆入Ｃｍ抗性基因，在做双亲本

滤膜接合转座时，便于筛选重组转座子，减少假阳性

的出现。在试验中尽管增加了抗性基因，但仍然还

有５％～１０％假阳性重组转座子的出现
［１０１１］。在双

亲本固相杂交后，要去除有Ａｍｐ抗性的菌株，因为

存在Ａｍｐ抗性说明转座载体仍然存在，转座突变

还没有完成。

５２６
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３３　基因定位时运用犛狆犺Ｉ、犡犫犪Ｉ、犘狊狋Ｉ、犛犪犾Ｉ限制

性内切酶，此４种限制性内切酶识别位点位于ＫｍＲ

和ＣｍＲ基因中间
［１４１５］，否则就要破坏 ＫｍＲ和ＣｍＲ

基因的序列，不能起到用相应的抗生素筛选的目的。

由于这些酶识别位点都不在ＫｍＲ和ＣｍＲ基因上，这

样通过质粒营救法克隆ＫｍＲ或ＣｍＲ基因及侧翼序

列时就可以有４种限制性内切酶的选择，用４种限

制性内切酶分别进行单酶切，可以增加克隆的概率，

大大提高了效率；而且还可以通过不同克隆之间的

测序相互印证是否在同一个被插入失活的基因上。

另外在用相应的抗生素筛选克隆时，并不是所有的

筛选都有克隆出现，有时一种酶也只能克隆出一种

抗性（ＫｍＲ或ＣｍＲ）基因，甚至都没有克隆出现。
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