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尿路感染是临床中最普遍的细菌感染之一，每年导

致约6~7百万人就医。由于性别之间解剖学上的差异，

多发于女性，60%的女性一生中至少有一次尿路感染［1］。

其中尿路致病性大肠杆菌（UPEC）引起的尿路感染约占

90%［2］，约95%的尿路感染的起始感染部位是膀胱［3］。

UPEC临床分离株具有高度的遗传学异质性，表现出

不同的定植及持续感染膀胱等靶器官的能力。绝大多

数UPEC都携带外膜蛋白 T（OmpT）基因［4］，其编码的

（OmpT）是一种弱活性的纤溶蛋白酶原激活剂［5］，但是

其在大肠杆菌致尿路感染中的作用机制并不清楚。本

研究利用RED同源重组系统构建尿路致病性大肠杆菌

CFT073的ompT基因敲除株，并建立C57/BL6小鼠（易

被UPEC感染）［5］尿路感染动物模型，通过体内外实验考

察ompT基因的缺失对致病株定植能力的影响，从而初

步探索OmpT参与致病的机制，为最终明确OmpT在大
肠埃希菌致尿路感染中的作用打下基础。

1 材料和方法

1.1 菌株与质粒

尿路致病性大肠埃希菌CFT073由美国南加州大

学洛杉矶儿童医院黄胜和教授惠赠；质粒pET-28a为本

室保存，ompT基因缺失株COTD（含有Kan抗性）由本

实验室构建。

1.2 实验动物

SPF级C57B/L6小鼠（对尿路感染敏感）［6］购自南

方医科大学实验动物中心。

1.3 试剂

DNA marker购自TaKaRa公司，卡那霉素、戊巴比
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摘要：目的 探索外膜蛋白T（OmpT）基因在尿路致病性大肠埃希菌（UPEC）CFT073致尿路感染中的作用。方法 利用RED重组

技术构建UPEC CFT073 ompT基因缺失株（命名为COTD），并建立小鼠急性尿路感染模型，体内外实验比较野生株与敲除株之

间在膀胱组织的定植能力。结果 PCR分析及测序鉴定证实ompT基因缺失株构建成功；体外实验结果显示野生株粘附率为

（8.3±1.9）%，敲除株粘附率为（6.7±2.2）%，敲除株粘附率明显低于野生株（P<0.05）。体内实验膀胱组织内，野生株定植细菌数为

（7±2）×105 cfu，敲除株定植细菌数为（17±8）×104 cfu，ompT敲除株定植于膀胱组织的能力明显降低（P<0.05）。结论 证实OmpT

作为毒力因子参与细菌定植膀胱组织，在UPEC致尿路感染的过程中发挥重要作用。
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Abstract: Objective To explore the role of ompT gene in uropathogenic E. coli (UPEC) CFT073 strain in urinary tract infection
(UTI). Methods An ompT deletion mutant (COTD) was generated by λ Red recombineering in the UPEC CFT073 strain, which
was characterized by PCR and sequencing. C57B/L6 mouse models of acute UTI with the mutant and wild-type strains were
established to compare the colonization abilities of the two strains in the bladder. The adhesion of CFT073 mutant to human
unthelial 5637 cells was also investigated in vitro. Results PCR and DNA sequencing confirmed the loss of ompT gene in the
mutant COTD. The in vitro adhesion rate of the mutant strain COTD to 5637 cells was (6.7±2.2)%, significantly lower than that
of (8.3 ± 1.9)% of the wild-type strain (P<0.05). In the murine models of acute UTI, the mutant strain showed a mean
colonization number of about (17±8)×104 cfu, which was significantly lower than that of (7±2)×105 cfu of the wide-type CFT073
strain (P<0.05). Conclusion OmpT gene can be involved in the colonization of UPEC in the bladder tissue and plays an
important role in the pathogenesis of UPEC-induced UTI.
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妥钠粉剂购自Sigma公司。酵母提取物、胰蛋白胨、琼脂

均购自北京盈信公司。

1.4 方法

1.4.1 ompT基因敲除株的构建 根据pET-28a载体的

3400~4901 bp位置的卡那霉素抗性基因以及GenBank

公布的 CFT073 ompT 及其上下游序列（Gene ID:

004431）［7］，设计合成一对引物：OmpT_Kan_F2 和

OmpT_Kan_R2，见表 1；以 pET-28a 为模板，条件为

95 ℃预变性5 min，95 ℃变性30 s，62 ℃退火45 s，72 ℃
延伸90 s，共30个循环，最后延伸7 min扩增。胶回收

敲除子。将pKD46质粒（~50 ng）电转化入CFT073感

受态细胞，（电击参数：电压=2.5 kV，电容=25 μF，电阻=

200 Ω）；AMP 抗性筛选、挑取单克隆，即为 E.coli
CFT073/pKD46。CFT073/pKD4以1∶100比例加入LB

培养基（不含抗生素），同时加入100 μl 1 mol/L L-阿拉

伯糖（终浓度达到2 mmol/L），30 ℃、220 r/min培养至

D600达到0.5(2~3 h)，诱导RED同源重组系统启动，取400

ng纯化的敲除子片段加入CFT073/pKD46感受态细胞

进行电转化［8］。转化细胞涂板（含50 μg/ml卡那霉素），

置37 ℃培养箱培养至单克隆形成。

正向筛选：在 5'和 3'同源重组臂的外侧设计引

物：OmpT-2F、OmpT-2R（表1）。比较从卡那霉素抗性

和E.coli CFT073菌株扩增出的PCR片段的大小。从E.
coli CFT073菌株和未发生正确重组的细菌上，这对引

物扩增产物的长度为1781 bp；而从发生正确敲除的细

菌（敲除株）上，这对引物扩增产物的长度为2066 bp。

反向筛选：在ompT基因开放阅读框序列内部设计

引物OmpT_F1，OmpT_R1（表1）。从E.coli CFT073菌

株和未发生正确重组的细菌上，这对引物可扩增出预期

长度567 bp的PCR片段；而从已正确敲除ompT基因的

敲除株上，这对引物不能扩增出相应的产物。

1.4.2 细菌生长曲线测定及菌落形成能力的比较 从平

引物

OmpT_Kan_F2

OmpT_Kan_R2

OmpT-2F

OmpT-2R

OmpT_F1

OmpT_R1

链方向

+

-

+

-

+

-

序列

5'-AGGTTAAATGCTTACAATATTAGGGGATATTGTTTGCTTTTACCGGTAACAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATG-3'

5'-CCTCATGCTATTATCGCTAATATGCATCTAAAGGCATGGCACTTGAATAGGTGCGCTCTCCTGTTCCGAC-3'

5'-CGTTCAGGCTAGCTTCGTTC-3'

5'-ATTGCGAGGCCTTATGTGTC-3'

5'-ATACCTGCTCCATTTTTGCTGT-3'

5'-AACCTGGACGGATGAAAGTAGA-3'

表1 构建敲除株所用引物

Tab.1 Primers used for OmpT gene knockout in this study

板上分别挑取E.coli CFT073和COTD单菌落静置培养

过夜，1∶100 分别接种到LB液体 培养基，160 r/min，

37 ℃培养，间隔时间取样测 D600，适应期每2 h测定1

次，指数生长期30 min测定1次，平台期1 h测定1次，绘

制生长曲线。另取10 µl E.coli CFT073和COTD培养菌

按1∶106、1∶107梯度稀释，均匀涂板，8 h后计菌落数。

1.4.3 体外粘附实验 E.coli CFT073及COTD 37 ℃反

复培养。利用D600估算细菌浓度，将各细菌浓度调到基本

一致。并将要加到细胞的细菌作倍比稀释涂平板计数

作为加入细菌总数。人膀胱癌上皮细胞株5637传代2次，

接种到24孔板，至细胞单层（1×105 /孔）。用RMPI 1640

培养基清洗3次，再加入完全培养基备用。

将细菌按照100∶1的比例加到每孔细胞，37 ℃，5%

CO2孵育2 h，去掉培养基，1×PBS清洗5遍，加入150 µl

0.5% Triton-X100 37 ℃孵育15 min，然后加入350 µl去

离子水37 ℃孵育10 min，轻柔吹打混匀，取100 µl样品倍

比稀释涂LB平板计算菌落数，作为粘附到细胞的细菌

数。粘附率=粘附到细胞的细菌数/加入细菌总数×100%。

1.4.4 动物模型的建立及体内定植能力检测 将E.coli
CFT073和COTD分别接种到LB 培养基，37 ℃静置培养

过夜。实验前利用D600估算细菌浓度，将各细菌浓度调

到约1×108 CFU。选取SPF级（7周龄）C57B/L6小鼠，随

机分成两组，每组7只；一组接种野生株E.coli CFT073，简

称野生组；一组接种敲除株COTD，简称敲除组。

0.6%戊巴比妥钠麻醉小鼠，每只用量约为0.25 ml。

观察小鼠，当棉花刺激小鼠眼结膜无反射时；至小鼠于

泡沫塑料固定器，仰卧［9］；下腹部轻轻地按压，排除剩余

尿液，擦拭尿道口多余液体，消毒尿道外口；将静脉留置

针（BD公司）浸石蜡油后在强光观察下缓缓插入尿道外

口，以一定角度至耻骨联合下；稍有阻力感，大约3~4 mm

处。降低留置针朝向，直到接近小鼠平面时继续进针；

至有落空感后，逐渐放平针尾使针头上翘，无阻力地经

尿道置入膀胱内［10］。当进入达1~2 cm时拔出留置针铁

针心，套入50 ml微量注射器，吸取膀胱剩余尿液；取另

一只50 ml微量注射器接种细菌，接种量为 50 ml；再

一只50 µl微量注射器接种PBS溶液，接种量为50 ml。

注意接种细菌的时候要缓慢，避免压力太大造成膀胱输

尿管反流、膀胱上皮细胞的脱落或菌液的溢出。将受感

染的小鼠仰卧放回笼中，防止菌液溢出，继续饲养；密切

观察小鼠生存状况。组内相同处理。
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细菌接种完毕12 h后处死小鼠，腹部消毒，取出膀

胱；用PBS清洗5~10次；加入10 ml PBS后匀浆，匀浆

液作1∶10、1∶100、1∶1000梯度稀释。取出10 μl稀释液

均匀涂布于LB平板，12 h后计数菌落数。定植率 = 定

植到细胞的细菌数/加入细菌总数×100%［11］。

1.5 统计学处理

数据利用SPSS 13.0统计软件包进行处理。采用两

组间独立样本t检验，P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 ompT基因的敲除鉴定

敲除子的PCR扩增和纯化中，得到大小为1602 bp

的片段，见图1的泳道1，与预测的大小一致。经测序证

明敲除子构建成功。

2.1.1 正向筛选 直接做菌落PCR反应，获得约2066 bp

的片段，见图2。其余克隆扩增出约为1781 bp大小片

段。判断第1、2、3、4、12、14号克隆为ompT基因缺失的

敲除体。

2.1.2 反向筛选 进行菌落PCR反应。如图3所示，第

1、2、3、4、12、14号克隆无567 bp长度的PCR片段扩增，

与预期一致。其余克隆菌扩增出大约567 bp大小的片

段。进一步判断第1、2、3、4、12、14号克隆为ompT基因

缺失的敲除体。

2.1.3 测序验证 选取第2、3号克隆的正向筛选PCR产

物，用两侧扩增引物进行测序。然后用BLAST进行比对。

测序及比对结果显示：第2、3号克隆基因组上ompT基因

ORF区域按设计完全敲除。E.coli CFT073本身的基因组

序列在测序范围内未发生任何突变；敲除株构建成功。

2.2 CFT073 与 COTD生长曲线及菌落形成能力比较

由图4可以看出，CFT073 与 COTD 的生长曲线基

本一致，表明ompT基因敲除对细菌生长无影响，敲除株

可以用于后续实验。

菌落形成能力的比较可以看出，稀释 106 倍后，

CFT073菌落形成单位为120.40±5.64，COTD菌落形成

单位为 123.80±3.52，无统计学意义，t值为-1.617，P>

0.05；稀释 107倍后，CFT073 菌落形成单位为 12.00±

1.63，COTD菌落形成单位为12.10±1.76，无统计学意

义，t值为0.000，P>0.05；两组间菌落形成能力无差异，

表明ompT基因敲除对细菌生长无影响。

2.3 粘附实验结果

计算不同菌株对细胞5637的粘附率，分析结果显

示，CFT073 粘附率为（8.3 ± 1.9）%，COTD 粘附率为

（6.7±2.2）%，两种菌株的粘附率差异有统计学意义，t值
为2.143，P<0.05，可认为突变株对细胞5637的粘附率

低于野生株对细胞5637的粘附率。

M 1bp

5000

3000

2000

1500

750

500

bp

1602

图1 ompT敲除子线性打靶
片段的扩增
M: DNA Maker DL5000; 1: 以

pET28a为模板OmpT_Kan_F2

和OmpT_Kan_R2为引物的扩

增产物

Fig.1 Amplification of ompT
gene knockout targeting
sub-linear fragments.

bp

5000
3000
2000
1500
1000
750
500

M + - 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

2066
1781

bp

图2 ompT基因敲除株的正向筛选
M: DNA MakerDL5000; +: 加入E.coli CFT073菌液的阳性对

照; -: 不加菌液模板的阴性对照; 1-14: 以OmpT-2F和OmpT-2R

为引物，各单克隆为模板的PCR产物

Fig.2 Forward screening of ompT mutant.

M + - 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1bp bp

5000
3000
2000
1500
1000
750
500
250

567

图3 ompT基因敲除株的反向筛选
M: DNA Maker DL5000; +: 加入E.coli CFT073菌液的阳性

对照; -: 不加菌液模板的阴性对照; 1-14: 以 OmpT-F1 和

OmpT-F2为引物, 各单克隆为模板的PCR产物

Fig.3 Reverse screening of ompT mutant.

2.0

1.8

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

D
60

0

CFT073
COTD

0 2 4 6 8 10 12
t/h

图4 CFT073与COTD生长曲线的比较
Fig.4 Growth curves of CFT073 and COTD.
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2.4 动物模型

膀胱体外组织PCR扩增如图5显示，野生组扩增出

ompT基因，敲除组扩增出Kan基因。扩增片段大小与

预期相符，表明细菌有定植到膀胱组织，动物模型构建

成功。

2.5 膀胱组织细菌定植水平的比较

向小鼠膀胱分别接种野生株和敲除株，12 h后取膀

胱组织研磨涂板，培养后菌落计数，分析、比较二组间菌

落数的差异。野生株为（7±2）×105，敲除株为（17±8）×

104，t值为2.312，P<0.05，有统计学意义。造模12 h后，

膀胱组织中野生株细菌定植的细菌数明显高于敲除株

（P<0.05），可以认为OmpT与细菌定殖有关。

3 讨论

OmpT是一种在变性溶液中具有很强活性的蛋白

水解酶，可引起外源表达蛋白的显著降解［12］。但关于

OmpT尿路致病机制中的功能一直未得到实验证实，推

测应该是一种混合机制［13］。

以RED重组系统为基础的基因敲除是近年发展较

快的技术，可用于微生物基因的功能研究。与传统的基

因敲除方法相比，重组效率明显提高。RED重组不但

可达到较高的成功率，而且此方法利用线性打靶DNA，

不需构建打靶质粒，因此实验周期大大缩短［14］。

在进行体内实验过程中，我们参照Hung等［10］的方

法并加以改进，构建动物模型的方法简单、成功率高、易

于操作，便于大量进行接种感染的研究。另外本法插管

注菌增置了留置针，避免反复插管，减少操作因素对实

验动物的影响。本模型的建立对于研究尿路感染具有

一定的参考价值。

体外实验显示，将基因敲除株与其野生株分别进行

粘附实验后，发现与野生株CFT073相比，敲除株粘附

活菌数明显减少，粘附率明显降低。ompT基因敲除可

显著降低致病菌对膀胱组织的粘附能力。推测ompT基

因可调控菌毛蛋白的表达，在尿路致病性大肠埃希菌的

致病过程中具有重要作用，其机制还需进一步证实。

将ompT基因敲除株COTD与其野生株CFT073分

别接种C57B/L6小鼠后，对比二者定殖膀胱组织的能

力。结果表明造模12 h后，COTD及其野生株CFT073

相比，COTD在膀胱定植的细菌量明显减少。

综上所述，本研究利用RED同源重组技术成功构

建了尿路致病性大肠埃希菌CFT073的ompT基因缺失

株，并建立了C57B/L6小鼠的急性尿路感染模型。通过

动物模型实验发现，缺失 ompT 基因后，大肠埃希菌

CFT073对小鼠膀胱组织的定植能力下降。但OmpT在大

肠埃希菌致尿路感染中的作用机制有待于进一步证实。
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M COTD CFT073

图5 动物膀胱组织的PCR检测
M: DNA Marker DL5000; CFT073:

以ompT基因设计引物扩增; COTD:

以Kan基因设计引物扩增

Fig.5 PCR analysis of mouse
bladder tissue.
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