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尿路致病性大肠杆菌ｉｈａ基因敲除及其对细菌生物膜形成的影响

张晓雷，毛立群，葛　新，董小青
武警后勤学院病原生物与免疫学教研室，天津３００１６２

　　［摘要］　目的　构建尿路致病性大肠杆菌（ＵＰＥＣ）Ｗ１４０菌株的黏附素基因ｉｈａ缺陷株，分析ｉｈａ基因缺失对 ＵＰＥＣ生

物膜形成的影响。方法　采用Ｒｅｄ重组系统的３种质粒（ｐＫＤ４６、ｐＫＤ３、ｐＣＰ２０）敲除 Ｗ１４０菌株的ｉｈａ基因。ｐＫＤ４６表达λ
噬菌体的３个重组蛋白，转入 Ｗ１４０菌株使其具有同源重组能力。以ｐＫＤ３携带的两侧带有翻转酶结合位点（ＦＲＴ）的氯霉素

抗性基因替换目的基因ｉｈａ，再利用表达翻转酶重组酶的质粒ｐＣＰ２０将ＦＲＴ之间的氯霉素抗性基因删除，从而获得ｉｈａ基因

敲除菌株。采用结晶紫染色法比较野生菌株与基因敲除菌株的细菌生物膜形成差异。结果　ＰＣＲ验证和ＤＮＡ测序表明，
ＵＰＥＣＷ１４０菌株染色体上的ｉｈａ基因被成功敲除，得到ｉｈａ基因缺陷株ＵＰＥＣＷ１４０Δｉｈａ。基因缺陷菌株与野生菌株相比生

物膜形成能力降低（Ｐ＜０．０１）。结论　ｉｈａ基因及其编码产物参与ＵＰＥＣ生物膜的形成，通过抑制该基因的表达有望为控制
尿路感染提供新的靶点。
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　　尿路感染是常见病，据估计全球每年约有１．５
亿人患病，尿路致病性大肠杆菌（ｕｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＵＰＥＣ）是其主要致病菌［１］。尿路

感染的发生与细菌形成生物膜密切相关。ＵＰＥＣ形

成生物膜后可黏附于泌尿道上皮细胞表面或导尿管

壁，由于细菌生物膜对抗菌药物和宿主的免疫应答

有很强的抵抗力，而且不易清除，往往导致感染迁延

不愈。细菌黏附结构在生物膜形成中发挥重要作

用。我们在前期研究中利用基因芯片技术对国内临

床分离ＵＰＥＣ菌株 Ｗ１４０形成生物膜过程中的差异
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表达基因进行了分析，发现一种黏附素基因ｉｈａ表

达增强，其上调倍数为７．４０，表明该基因与生物膜

形成关系密切［２］。Ｉｈａ 全称为类似ＩｒｇＡ 黏附素

（ＩｒｇＡｈｏｍｏｌｏｇｕｅａｄｈｅｓｉｎ）基因，ＧｅｎＢａｎｋ注册号

８２１５８５１，ＯＲＦ为２０９１ｂｐ，该基因编码细菌外膜蛋

白Ｉｈａ，能够介导ＵＰＥＣ黏附人尿路上皮细胞，属于

ＵＰＥＣ的一种毒力因子［３］。本研究采用Ｒｅｄ重组系

统［４］，对ＵＰＥＣＷ１４０株进行ｉｈａ基因敲除，进一步

证实该基因与ＵＰＥＣ形成生物膜的关系。

１　材料和方法

１．１　菌株与质粒　ＵＰＥＣ Ｗ１４０株分离自导尿管

相关尿路感染患者尿标本，在我们的前期研究中已

证实能够形成明显细菌生物膜［５］。不能形成生物膜

的大肠杆菌ｐ６７８５４为无菌毛株［６］，由本实验室保

存。Ｒｅｄ重组系统包括３种质粒，ｐＫＤ４６（氨苄青霉

素抗性）携带λ噬菌体的３个重组蛋白（Ｅｘｏ、Ｂｅｔ和

Ｇａｍ），使宿主菌具有同源重组能力，同时携带温度

敏感复制子，高于３７℃该质粒会丢失；ｐＫＤ３携带氯

霉素抗性基因，两侧带有翻转酶结合位点（ｆｌｉｐａｓｅ

ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｔａｒｇｅｔ，ＦＲＴ）；ｐＣＰ２０（同时具有氨苄青

霉素和氯霉素抗性）表达翻转酶重组酶，可将ＦＲＴ

之间的氯霉素抗性基因删除，该质粒也具有温度敏

感复制子，在４２℃时表达翻转酶重组酶，同时质粒

逐渐消失。以上质粒购自北京金维克生命科学技术

中心。

１．２　培养基与试剂　细菌常规培养采用ＬＢ培养

基，生物膜培养采用 Ｍ６３基础培养基，均购自上海

生工生物工程技术服务有限公司；ＴａｑＤＮＡ 聚合

酶、质粒提取试剂盒、细菌基因组提取试剂盒购自

ＴａＫａＲａ公司；Ｌ阿拉伯糖购自Ｓｉｇｍａ公司；ＰＣＲ引

物合成和ＤＮＡ测序由天津润泰科技发展有限公司

完成。

１．３　ＰＣＲ引物设计　ＰＲ１和ＰＲ２是用于同源重组

的引物，５′端为５０ｂｐ的ｉｈａ基因两侧的同源臂，３′
端为２０ｂｐ的用于以ｐＫＤ３质粒为模板扩增氯霉素

抗性基因（包括两侧的 ＦＲＴ）的引物，扩增产物

１１３３ｂｐ。Ｐ１和Ｐ２为基因敲除鉴定引物，分别位于

ｉｈａ基因ＯＲＦ的５′和３′端，用于氯霉素抗性基因替

换目的基因的鉴定（扩增产物１１３３ｂｐ），以及最后

氯霉素抗性基因消除的鉴定（扩增产物２１５ｂｐ）。

Ｐ３和Ｐ４是ｉｈａ基因鉴定引物，用于检测菌株是否

携带该基因，其扩增产物１０７１ｂｐ，位于ｉｈａ基因序

列的中间部分。引物序列见表１。

表１　ＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｕｒｐｏｓｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＰＲ１ Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓ ＡＴＧＣＧＡＡＴＡＡＣＣＡＣＴＣＴＧＧＣＴＴＣＣＧＴＡＧＴＣＡＴＴＣＣＣＴＧＴＣＴＣ

　（ｉｈａｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓａｒｍｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ） 　ＧＧＡＴＴＴＴＣＡＧＣＧＡＴＴＧＴＧＴＡＧＧＣＴＧＧＡＧ

ＰＲ２ ＴＣＡＧＡＡＣＴＧＡＴＡＧＴＴＣＡＧＣＧＡＣＡＴＣＣＡＧＴＡＡＴＴＴＣＧＣＴＣＡＧＧ

　ＴＡＴＣＡＣＡＴＴＡＡＴＴＡＡＣＧＧＣＴＧＡＣＡＴＧＧＧ

Ｐ１ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ ＡＴＧＣＧＡＡＴＡＡＣＣＡＣＴＣＴＧＧＣ

Ｐ２ ＴＣＡＧＡＡＣＴＧＡＴＡＧＴＴＣＡＧＣＧ

Ｐ３ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｉｈａｇｅｎｅ ＴＴＴＣＡＧＣＣＡＧＣＡＧＣＡＴＡＧ

Ｐ４ ＧＧＡＣＡＡＣＴＣＣＧＴＣＴＴＴＣＡＴ

１．４　同源重组的一般步骤　首先 ＰＣＲ 扩增带

ＦＲＴ的氯霉素抗性基因（由质粒ｐＫＤ３提供模板），
将扩增的线性片段转入表达 Ｒｅｄ重组酶的菌株中，

然后选择氯霉素抗性转化子，最后利用质粒ｐＣＰ２０
表达的翻转酶重组酶将ＦＲＴ之间的氯霉素抗性基
因删除（图１）。

１．５　Ｒｅｄ重组系统的诱导　将质粒ｐＫＤ４６转化

Ｗ１４０菌株，３０℃培养过夜。次日１１００接种至

１００ｍＬ含有氨苄青霉素的ＬＢ培养基，３０℃培养至
光密度Ｄ６００＝０．２５。加入Ｌ阿拉伯糖至浓度为３０

ｍｍｏｌ／Ｌ诱导１ｈ，使质粒的Ｅｘｏ、Ｂｅｔ和 Ｇａｍ蛋白

充分表达。将菌液冰浴１０ｍｉｎ，４℃下１８００×ｇ离
心１０ｍｉｎ，弃上清，把沉淀用预冷１０％甘油离心洗
涤３次，制备电转感受态细胞。

１．６　用氯霉素抗性基因替换ｉｈａ基因　以质粒

ｐＫＤ３为模板，用引物ＰＲ１和ＰＲ２扩增氯霉素抗性

基因（含两侧ＦＲＴ）。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；
变性９４℃４０ｓ，退火５６℃３０ｓ，延伸７２℃２ｍｉｎ，进

行３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物纯
化后电转入表达重组酶的 Ｗ１４０菌株感受态细胞，
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用氯霉素抗性平板筛选阳性克隆，并在４２℃培养传

代３次，以去除转入的质粒ｐＫＤ４６。将克隆子分别

接种于氯霉素或氨苄青霉素抗性平板，在氯霉素抗

性平板中能生长而在氨苄青霉素抗性平板中不能生

长，即可证实质粒ｐＫＤ４６已丢失。提取阳性克隆基

因组ＤＮＡ作为模板，分别用基因敲除鉴定引物Ｐ１、

Ｐ２和ｉｈａ基因鉴定引物Ｐ３、Ｐ４进行ＰＣＲ验证。

图１　基因敲除步骤示意图

Ｆｉｇ１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｇｅｎｅｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｙ

ＦＲＴｒｅｆｅｒｓｔｏｆｌｉｐａｓｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｔａｒｇｅｔ；ＰＲ１ａｎｄＰＲ２ａｒｅ

ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ；Ｈ１ａｎｄＨ２ｒｅｆｅｒ

ｔｏｔｈｅｈｏｍｏｌｏｇｙｅｘｔｅｎｓｉｏｎ

１．７　消除氯霉素抗性基因　将质粒ｐＣＰ２０转入氯

霉素抗性菌株，３０℃培养８ｈ，然后提高到４２℃过

夜，热诱导翻转酶重组酶表达，同时质粒逐渐丢失。

将细菌在无抗生素ＬＢ培养基上划线培养，选取单

菌落接种于氯霉素抗性平板上，未生长的为氯霉素

抗性基因已被翻转酶重组酶删除。提取细菌基因组

ＤＮＡ，用鉴定引物进行ＰＣＲ对氯霉素抗性消失的

克隆进行鉴定，并对ＰＣＲ产物测序分析。

１．８　基因敲除菌株生物膜形成能力检测　采用结

晶紫染色法［７］。Ｍ６３基础培养基过夜培养野生菌

株、基因敲除菌株和生物膜阴性菌株，菌液稀释为

２×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，取１．２５μＬ菌液加入到９６孔板中

的１２５μＬ Ｍ６３培养基中，３７℃静置培养２４ｈ，按

１１００取菌液转移至新孔的１２５μＬ Ｍ６３培养基

中，３７℃静置培养２４ｈ或４８ｈ。每株菌设４个复

孔。培养完成后，吸去菌液，用生理盐水清洗游离细

菌，每孔加入结晶紫染色液１７５μＬ，染色１ｍｉｎ后吸

去染液，用生理盐水冲洗多余染液，室温放置１ｈ，待

完全干燥后每孔加入二甲基亚砜２００μＬ，使与生物

膜结合的结晶紫完全溶解，用酶标仪检测Ｄ５５０值，结

果取平均值。以只含培养基不含细菌的孔为空白对

照，比较不同菌株的光密度差异。

１．９　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行

ＡＮＯＶＡ方差分析和ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　同源重组 Ｗ１４０菌株（氯霉素抗性）的获

得　以引物ＰＲ１和ＰＲ２扩增质粒ｐＫＤ３上氯霉素

抗性基因及两端ＦＲＴ，所得ＰＣＲ产物转入已表达

重组酶的 Ｗ１４０菌株中，使带有ｉｈａ基因同源臂和

ＦＲＴ的氯霉素抗性基因片段与细菌染色体上的ｉｈａ
发生同源重组，将ｉｈａ基因替换下来。用两组鉴定

引物分别扩增阳性克隆子的氯霉素抗性基因片段与

ｉｈａ基因片段，电泳结果见图２。野生型 Ｗ１４０菌株

可扩增出２０９１ｂｐ的ｉｈａ基因（条带９），挑选出的４
个阳性克隆子均能够扩增出１１３３ｂｐ的氯霉素抗性

基因片段（条带１、３、５、７），而未见ｉｈａ基因（条带２、

４、６、８），表明在 Ｗ１４０菌株染色体上ｉｈａ基因已被

替换成氯霉素抗性基因。

图２　同源重组菌株ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ２　ＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎｓ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１，３，５，７：Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ

ｉｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｔｒａｉｎｓ；２，４，６，８：ｉｈａｇｅｎｅｉｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｓｔｒａｉｎｓ；９：ｉｈａｇｅｎｅｉｎｗｉｌｄＷ１４０

２．２　氯霉素抗性基因的去除　质粒ｐＣＰ２０转入重

组 Ｗ１４０菌株，４２℃热诱导翻转酶重组酶表达，以删

除抗生素基因及一侧ＦＲＴ，同时质粒逐渐丢失。利

用鉴定引物Ｐ１和Ｐ２分别对 Ｗ１４０野生株、Ｗ１４０
氯霉素抗性重组株和 Ｗ１４０ｉｈａ基因敲除株的染色

体ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，电泳结果见图３。野生型

Ｗ１４０菌株扩增产物为ｉｈａ 基因 ＯＲＦ本身大小

２０９１ｂｐ，氯霉素抗性重组株扩增产物为１１３３ｂｐ，

ｉｈａ基因敲除株扩增产物为２１５ｂｐ，与预期相符。

对ｉｈａ基因敲除株扩增产物进行ＤＮＡ测序，表明该

菌株染色体上氯霉素抗性基因已被删除，成功敲除

目标基因，将该菌株命名为ＵＰＥＣＷ１４０Δｉｈａ。
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图３　ＵＰＥＣＷ１４０菌株ｉｈａ基因敲除的ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ３　ＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｉｈａｍｕｔａｎｔｏｆＵＰＥＣＷ１４０

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｗｉｌｄＷ１４０ｓｔｒａｉｎ；

２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｗｉｔｈｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；３：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＵＰＥＣＷ１４０Δｉｈａ．ＵＰＥＣ：

ＵｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

２．３　ｉｈａ基因敲除菌株生物膜形成能力的改变　将

野生型 Ｗ１４０菌株、Ｗ１４０Δｉｈａ和生物膜阴性菌株

ｐ６７８５４分别接种于９６孔板中，使细菌黏附于孔壁

形成生物膜。从结晶紫染色的结果看，野生 Ｗ１４０
菌株生物膜覆盖了孔壁自液面下约１／２区域，菌膜

连接成片，比较致密、均匀（图４Ａ）；ｉｈａ敲除菌株的

生物膜呈斑点状，散在分布，比较稀疏，互不相连（图

４Ｂ）；ｐ６７８５４菌株只是在管壁形成轻微的附着物

（图４Ｃ）。２４ｈ时上述３株菌的生物膜染色Ｄ５５０检

测结果为１．３６±０．０５、０．３０±０．０３、０．０９±０．０２；４８

ｈ时分别为１．４０±０．０３、０．３４±０．０５、０．１０±０．０３，

组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），但各株菌２４ｈ
的生物膜染色Ｄ５５０检测结果与４８ｈ时比较差异无

统计学意义。以上结果表明，ｉｈａ基因敲除后细菌生

物膜形成能力降低，但可能由于其他黏附结构的替

代性尚未达到完全不能形成生物膜的程度。同时也

说明试验菌株形成的２４ｈ生物膜已经成熟，继续培

养生物膜的增加并不明显。

３　讨　论

　　Ｒｅｄ重组系统是近年来发展起来的大肠杆菌基

因敲除技术，在一系列基因工程菌的基因修饰中发

挥了重要作用。该系统主要通过λ噬菌体３个蛋白

Ｅｘｏ、Ｂｅｔ和 Ｇａｍ 发挥作用。Ｇａｍ 抑制 ＵＰＥＣ的

ＲｅｃＢＣＤ核酸外切酶活性，使外源线性ＤＮＡ不至立

即被降解；Ｅｘｏ和Ｂｅｔ引导线性片段与同源区发生

重组置换，其效率较传统的同源重组方法高几十

倍［４］。

图４　Ｗ１４０野生株、ｉｈａ基因敲除株与

生物膜阴性株在培养孔中形成的生物膜

Ｆｉｇ４　Ｂｉｏｆｉｌｍｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｗｅｌｌｓｏｆｗｉｌｄ，ｍｕｔａｎｔ，

ａｎｄｂｉｏｆｉｌｍｎｅｇａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

Ａ：Ｗｉｌｄ Ｗ１４０ｓｔｒａｉｎ；Ｂ：ＵＰＥＣＷ１４０Δｉｈａ；Ｃ：Ｅ．ｃｏｌｉ

ｐ６７８５４．ＵＰＥＣ：ＵｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

　　ＵＰＥＣ表面黏附素在生物膜形成过程中具有重

要作用，例如１型菌毛被认为在生物膜发生过程中

具有起始黏附的作用［８］，Ｆ９菌毛能够介导试验菌株

形成致密均一的生物膜［９］，ｃｕｒｌｉ菌毛能够与物体表

面直接作用促进细菌形成集束并且形成多层结

构［１０］。尽管上述黏附结构在 ＵＰＥＣ生物膜形成中

的作用得到证实，但根据 ＵＰＥＣ模型菌株 ＣＦＴ０７３
的全基因组测序结果，属于伴侣引导蛋白合成途径

（ｃｈａｐｅｒｏｎｅｕｓｈｅｒｐａｔｈｗａｙ）的菌毛操纵子就有１０
种，尚未完全被发现［１１］。而且 ＵＰＥＣ还有多种非菌

毛黏附素，这些黏附结构在细菌生物膜形成中的作

用值得深入探讨。

　　本研究的目的基因ｉｈａ编码一种具有黏附作用

的细菌外膜蛋白。国外学者Ｎａｖｅｓ等［１２］对１５株形

成生物膜的大肠杆菌多种黏附素基因进行分布调

查，其结果认为ｉｈａ基因与生物膜形成不相关。由

于该学者只对１５株细菌进行统计学分析，我们认为

样本数量较少，难以真实反映ｉｈａ基因在生物膜形

成中的作用，而且 ＵＰＥＣ菌株的多样性很可能导致

国内外菌株差异。本课题组前期进行的基因芯片检

测已证实ｉｈａ基因在 ＵＰＥＣ形成生物膜时上调表

达［２］，此外我们在国内临床分离 ＵＰＥＣ中检测到

ｉｈａ基因携带率为７６％，特别是在生物膜阳性的

ＵＰＥＣ菌株中的分布率高于生物膜阴性菌株，且差

异具有统计学意义（待发表资料），这都表明ｉｈａ基

因与生物膜形成的相关性。

　　本研究利用Ｒｅｄ重组系统对 Ｗ１４０株进行ｉｈａ
基因敲除，能够更直接反映该基因在生物膜形成中

的作用。从实验结果看，ＵＰＥＣ Ｗ１４０Δｉｈａ确实表
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现出生物膜形成能力的降低，说明ｉｈａ基因及其编

码产物是细菌生物膜形成的主要参与者。当然由于

参与生物膜形成的细菌黏附结构不只Ｉｈａ一种，其

他黏附素在Ｉｈａ缺失后能发挥一定程度代偿作用，

所以ＵＰＥＣＷ１４０Δｉｈａ仍然表现出较弱的生物膜形

成能力，这也反映出细菌生物膜形成机制的复杂性。

尽管如此，在证实ｉｈａ基因参与 ＵＰＥＣ生物膜形成

的基础上，通过进一步分析其发挥作用的具体途径

和方式，对该基因或其表达产物进行某种形式的干

预，有可能对 ＵＰＥＣ生物膜的发生、发展起到积极

地阻断作用，有望为尿路感染的防治增添有益的

内容。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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