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摘要 目的 旨在利用含有抗生素耐药盒的线性 PCＲ片段
对鲍曼不动杆菌靶基因片段进行同源重组替换，实现基因的

快速敲除及功能验证。方法 以鲍曼不动杆菌 Ab4294 菌株
为研究对象，PCＲ分别扩增 fim基因簇( 全长 4 980 bp) 上游
901 bp、下游 1 028 bp 的序列作为重组的同源臂; 从 pUC57

质粒中扩增获得卡那霉素抗生素耐药盒( KanＲ) ; 利用重叠
延伸 PCＲ技术将上述 3 个片段连接，并将连接片段转化至
鲍曼不动杆菌 Ab4294 中，筛选获得基因缺失突变株，构建质
粒回补株，对所得菌株进行表型鉴定，探究 fim 基因簇的功
能。结果 利用含有抗生素耐药盒的线性 PCＲ片段同源替
换的方法成功构建了 fim 基因簇缺失的鲍曼不动杆菌
Ab4294 突变菌株; 缺失菌株与野生株相比生长速率无明显
差异，蹭动运动能力明显下降，回补该基因簇后表型恢复。

结论 利用含有抗性耐药盒的线性 PCＲ片段同源替换的方
法成功敲除鲍曼不动杆菌 Ab4294 的 fim 家族基因簇，该基
因簇编码产物参与鲍曼不动杆菌的蹭动运动。
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鲍曼不动杆菌是一种常见的医院感染革兰阴性

细菌，可以引起多种感染，包括皮肤和软组织感染、
菌血症、尿路感染和肺炎等［1］。鲍曼不动杆菌具有
广泛的抗生素耐药性，可通过菌毛摄取外源质粒等

可移动遗传原件增加其抗生素耐药性［2］。菌毛是
一种覆盖在细菌菌体表面的毛发状结构，研究［3 － 7］

表明，Ⅰ型菌毛系统与尿道致病性大肠埃希菌( UP-
EC) 、血清型鼠伤寒沙门菌，肺炎克雷伯菌等菌株的
毒力及运动性有关，或者通过菌毛黏附于生物和非

生物的表面。
目前常用的基因敲除方法有利用 Ｒed 重组系

统敲除相关基因［8］、利用 pMO130 自杀质粒敲除相
关基因［9］、利用穿梭质粒载体敲除相关基因［10］等。
本实验室已经建立了利用 pMO130-TelＲ 敲除鲍曼
不动杆菌相关基因的方法［11］，该方法使用 10%蔗
糖筛选基因突变株为限速步骤，需要多次传代才可

获得基因突变株。该研究利用含有抗生素耐药盒的
线性 PCＲ片段对鲍曼不动杆菌 Ab4294 的 fim 基因
簇进行敲除，用以探索此基因簇的功能。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 菌株与质粒 鲍曼不动杆菌 Ab4294 菌株
( GenBank GCA_029931545. 1 ) 为临床分离菌株，由
军事医学研究院感染免疫与防治研究室保存。质粒
pUC57、pKK223-3、pWH1266、pET15b-abori 由本实
验室保存，质粒 pET15b-abori-fim 为本研究构建。
鲍曼不动杆菌 4294Δfim、4294Δfim-pET15b-fim为本
研究构建( 表 1) 。
1． 1． 2 主要试剂 基因组 DNA提取试剂盒购于北
京天根生化科技有限公司( 货号: DP302) ; 高保真酶
购自日本 Takara 公司( 货号: Ｒ045A) ; DNA Marker
( 货 号: BM141 ) 、DNA Loading Buffer ( 货 号:
GH101) 、TＲIzol UP( 货号: EＲ501) 均购于北京全式
金生物技术有限公司; 凝胶 DNA小量回收试剂盒购
于上海迈跟生物科技有限公司( 货号: D2111-02 ) ;
蛋白胨 ( 货号: LP0042 ) 和酵母提取物 ( 货号:
LP0021) 购于英国 OXOID公司; NaCl购于国药集团
化学试剂北京有限公司( 货号: 10019308) 。
1． 1． 3 主要仪器 恒温振荡培养箱购于苏州培英
实验设备有限公司( 型号: HZQ-X100 ) ; 离心机购于
德国 Eppendorf公司( 型号: Centrifuge 5418 Ｒ) ; 电泳
仪购于北京市六一仪器厂( 型号: JY600C) ; 全自动
凝胶成像分析系统购于北京赛智创业公司( 型号:

ChampGelTM 5000 plus ) ; PCＲ 热循环仪购于美国
Bio-Ｒad公司( 型号: T100) ; NanoDrop超微量分光光
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度计购于美国 Thermo 公司( 型号: NanoDrop 1000) ;
实时荧光定量 PCＲ 仪购于瑞士 Ｒoche 公司( 型号:
LightCycler 96) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 引物设计 根据本实验室前期测序得到的
鲍曼不动杆菌 Ab4294 的全基因组序列，通过序列
比对查找所需敲除基因 fim基因簇全长 4 980 bp 的
位置，选取上游 901 bp、下游 1 028 bp 的同源臂序
列，同时用 KanＲ基因序列( 921 bp) 替换 fim基因簇
序列( 图 1) 。根据 fim 基因簇同源臂设计引物 P1、
P2，并在 P2 的 5'端加入 20 bp的 KanＲ的 5'端片段，
在下游同源臂设计引物 P5、P6，并在 P5 的 5'端加入
22 bp的 KanＲ 的 3'端片段，根据质粒 pUC57 上的
KanＲ基因序列设计引物 P3、P4，并在 P3 的 5'端加
入 25 bp上游同源臂的 3'序列，在 P4 的 5'端加入 25
bp下游同源臂的 5'序列，P3 和 P2、P4 和 P5 完全反
向互补，fim基因簇完全被删除并由卡那霉素抗生
素耐药盒替换。引物由北京天一辉远生物公司合成
( 表 2) 。

1． 2． 2 扩增 fim基因簇上下游及替换基因 KanＲ 片
段 按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒步骤提取
Ab4294 基因组 DNA，以基因组 DNA 为模板，用 P1 /
P2 引物对扩增 fim 基因簇的上游同源臂序列，用
P5 /P6 引物对扩增 fim 基因簇下游同源臂序列。以
提取的 pUC57 质粒为模板，使用 P3 /P4 引物对扩增
替换片段 KanＲ。PCＲ 反应体系: 模板 1 μl，上下游
引物各 1 μl，高保真酶 25 μl，去离子水 22 μl。PCＲ
反应条件: 94 ℃、1 min; 94 ℃、30 s，52 ℃、30 s，72
℃、90 s，30 个循环; 72 ℃、5 min。用胶回收试剂盒
对目的片段回收。
1． 2． 3 重叠延伸 PCＲ 连接 fim 基因簇上下游同源
臂及 KanＲ 片段 以上述 fim 基因簇上下游同源片
段以及替换片段 KanＲ 的 PCＲ 回收产物为模板，以
P1 /P6 引物对为引物。PCＲ 反应体系: 模板为上下
游同源臂片段及 KanＲ 的片段摩尔浓度比约等于
1 ∶ 1 ∶ 1，共 2 μl，上下游引物各 1 μl，高保真酶 25
μl，去离子水 22 μl。PCＲ反应条件: 94 ℃、1 min; 94
℃、30 s，53 ℃、30 s，72 ℃、240 s，30 个循环; 72 ℃、

表 1 本研究所用菌株与质粒

菌株或质粒 特征 来源

Ab4294 鲍曼不动杆菌临床分离株 本实验室保存

4294Δfim fim基因簇敲除的 Ab4294 本研究构建

4294Δfim-pET15b-fim fim基因簇敲除并通过 pET15b-abori-fim质粒回补 fim基因簇的 Ab4294 本研究构建

pUC57 Km抗性 本实验室保存

pKK223-3 Amp抗性 本实验室保存

pWH1266 Amp抗性 本实验室保存

pET15b-abori Amp抗性 本实验室保存

pET15b-abori-fim Amp抗性 本研究构建

图 1 鲍曼不动杆菌基因敲除线性片段构建及引物设计

表 2 本实验所用引物

引物名称 序列( 5'→3') 产物大小( bp)
P1 AGTGAGATACGGGTCACATATTGTT P1 /P2: 901; P1 /P6: 2 850
P2 AAACAAATAGGGGTTCCGCGAGTGTTTTCTCAAAAAATCTGGAT 901
P3 TATCCAGATTTTTTGAGAAAACACTCGCGGAACCCCTATTTGTTT 921
P4 AGATTTAAAAACTATTGAATATGATTAGAAAAACTCATCGAGCATC 921
P5 GATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCATATTCAATAGTTTTTAAATCTA 1 028
P6 ACGGTCAGTAATGAGTTCATTAGAC P5 /P6: 1 028; P1 /P6: 2 850
JD-Ｒ AACACATACCATGCCTCTACAAG Kan-F /JD-Ｒ: 1 858
Kan-F ATGTTACAGATGAGATGGTCAGAC Kan-F /JD-Ｒ: 1 858
cfim-F AACTTTAAGAAGGAGATATACCATGAAAAAACTTGCTTTGATCGC 5 025
cfim-Ｒ GGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCCTTAATCATATTCAATAGTTACAG 5 025
pET5b-JD-F AGCTGCTATAGGGTTGCGTTCTTC 空 442 bp 插入目的片段: 5 354
pET5b-JD-Ｒ ATGCGCTCATCGTCATCCTCG 空 442 bp 插入目的片段: 5 354
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5 min。用胶回收试剂盒对目的片段回收，得到线性
片段 up-KanＲ-down。
1． 2． 4 线性 PCＲ 片段转化 通过自然转化的方
式，利用细菌的同源重组特性，将含有同源臂的 up-
KanＲ-down片段导入鲍曼不动杆菌 Ab4294 中。将
待敲除鲍曼不动杆菌 Ab4294 用 Mueller-Hinton
( MH) 培养基于 37 ℃、200 r /min 培养过夜后，以 1
∶ 100 的接种量加入 96 孔板中，每孔加入 200 μl 菌
液; 加入上述重叠延伸 PCＲ 所得连接片段，每孔
1 000 ng，置于 37 ℃培养 12 h; 取 100 μl 涂布含有
50 μg /ml卡那霉素的 Luria-Bertani ( LB ) 固体平板
上，37 ℃培养过夜。
1． 2． 5 基因敲除菌株验证 挑取上述筛选平板中
的单克隆进行 PCＲ鉴定，所用引物对为 KanＲ-F /JD-
Ｒ，该引物对扩增范围从 KanＲ基因内部扩增至下游
同源臂外侧。PCＲ反应体系: 模板 1 μl，上下游引物
各 1 μl，高保真酶 25 μl，去离子水 22 μl。PCＲ反应
条件: 94 ℃、5 min; 94 ℃、30 s，52 ℃、30 s，72 ℃、2
min，30 个循环; 72 ℃、5 min。将 PCＲ产物送至北京
天一辉远生物公司测序。
1． 2． 6 回补质粒 pET15b-abori-fim的构建 首先将
pKK223-3 质粒的 tac promoter 片段以及 pWH1266
的 Ab ori 片段连接，并将其替换至 pET15b 质粒的
酶切位点 SphI 之后以及 promoter 片段，构建成
pET15b-Abori质粒，然后将需要回补的 fim 基因簇
片段插入进 pET15b-Abori 质粒的 BamH Ⅰ和 Nco
Ⅰ酶切位点之间，构建成 pET15b-abori-fim质粒。

图 2 pET15b-abori-fim质粒图谱

1． 2． 7 pET15b-abori-fim 质粒电转化 4294△fim 细
胞 将鲍曼不动杆菌 4294△fim 菌株活化，培养至
600 nm吸光度( absorbance，A) 值约为 0. 6，收集菌
液，以 5 000 r /min、4 ℃离心 2 min，用无菌蒸馏水清

洗 3 次后，用 10%甘油清洗 3 次，最后用 100 μl 的
10%甘油重悬菌体，冰上静置 10 min 后，加入 2 μl
pET15b-abori-fim质粒，在冰上放置 15 min 后，将混
合菌液转移至电转杯，电转条件为: 2. 5 kV、200 Ω、
25 μF，电转结束后，向混合液中加入 1 ml LB 培养
基，放入 37 ℃摇床，200 r /min 孵育 40 min，取 100
μl菌液涂布于含有 100 μg /ml氨苄青霉素的 LB 固
体平板上，37 ℃培养过夜。
1． 2． 8 实时荧光定量 PCＲ鉴定 所有菌株均培养
至生长对数期( A600 nm = 0. 6) ，采用 TＲIzol 法提取细
菌总 ＲNA，使用 NanoDrop 测定 ＲNA 纯度和浓度。
实时荧光定量 PCＲ 采用 Ｒoche 公司的 LightCycler
96 定量 PCＲ系统，并用 Takara TB Green 作为染料，
对反转录的 cDNA 进行实时荧光定量 PCＲ 检测。
反应体系为: TB Green 12. 5 μl; Forward-Primer 1 μl;
Ｒeverse-Primer 1 μl; 模板 cDNA 2 μl; H2O 8. 5 μl。
反应条件为: 95℃、30 s; 95 ℃、5 s，60 ℃、30 s，40 个
循环; 95 ℃、5 s，60 ℃、1 min，95 ℃、1 s; 50 ℃、30 s。
基因表达量用 A． baumannii gyrB 基因归一化处理，
相对度采用 2 －△△Ct法计算。引物见表 3。

表 3 实时荧光定量 PCＲ引物

引物名称 序列( 5'-3')
A． baumannii gyrB F: AGCGGTAGAGCAAGCAAT

Ｒ: GCACTCTTACGGCGTGTC
fim F: AACCAGGTGCAACTGTTGAC

Ｒ: TCAGCACTTGCACCTTCAGC

1． 2． 9 生长曲线测定 取鲍曼不动杆菌 Ab4294
与鉴定替换成功的 4294△fim 及回补成功的 4294
△fim-pET15b-abori-fim单克隆加入 5 ml LB 液体培
养基中 37 ℃、200 r /min过夜培养，过夜菌按 1∶ 100
比例接种至 200 μl LB培养基中，37℃、200 r /min培
养，每 1 h测定 1 次菌液的 A600 nm值，每个菌种设置 3
个重复，置于 96 孔板培养，共培养测定 12 h。以培
养时间为横坐标，以 A600 nm值为纵坐标，统计各菌种

在不同时间的 A600 nm值，绘制鲍曼不动杆菌在 LB 中
的生长曲线。
1． 2． 10 细菌蹭动运动能力检测 蹭动运动( twitc-
hing motility) 是指细菌在固体表面的移动［12］，参考
文献［13］方法，取鲍曼不动杆菌 Ab4294、4294△fim
和 4294△fim-pET15b-abori-fim分别加入 5 ml LB 培
养基过夜培养，用无菌牙签分别蘸取 Ab4294、4294
△fim 和 4294△fim-pET15b-abori-fim 过夜菌液，垂
直穿刺至琼脂含量 1%的 LB平板上，需穿刺至平皿
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的塑料表面，将平皿正置于 37 ℃培养箱 18 h，揭去
固体培养基，用 0. 1%结晶紫溶液染色 10 min，倒去
多余染液，用水清洗平皿并风干，观察细菌蹭动轨

迹，拍照并分别量取蹭动轨迹的长轴直径及短轴直

径，计算面积并统计。
1． 3 统计学处理 使用 GraphPad prism 8. 0 软件
进行统计学分析，生长曲线统计采用双因素方差分

析，细菌运动能力比较采用 t 检验。以 P ＜ 0. 05 为
差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 fim基因簇序列比对 本研究运用生物信息
学技术，将鲍曼不动杆菌 fim 基因簇 ( QE150 _
01963、QE150_01964、QE150_01965、QE150_01966 )
与其他表达Ⅰ型菌毛的革兰氏阴性细菌大肠埃希菌
( Genebank GCA _ 000005845. 2 ) 、肺炎克雷伯菌
( Genebank GCA_000364385. 3 ) 、鼠伤寒沙门氏菌
( Genebank GCA_000715155. 2 ) 以及鲍曼不动杆菌
ATCC 19606 ( Genebank GCA_009759685. 1) 进行同源
比对，推断 QE150_01963-QE150_01966 为编码鲍曼不
动杆菌 Ab4294Ⅰ型菌毛组装蛋白之一。见表 4。
2． 2 线性 PCＲ片段的构建及验证 首先以鲍曼不
动杆菌 Ab4294 的基因组 DNA为模板扩增 fim 基因
簇的上下游同源片段，成功获得上下游同源臂片段

及替换片段 KanＲ 如图 3A 所示。然后通过重叠延
伸 PCＲ 和切胶回收获得 up-KanＲ-down 片段，产物
琼脂糖凝胶电泳结果如图 3B 所示，获得大小为 2
850 bp的含有同源臂的替换片段。

图 3 基因敲除线性片段的合成
A: PCＲ扩增 fim基因簇上下游及替换基因 KanＲ 片段; B: 通过

重叠延伸 PCＲ将 3 个基因片段连接，获得 up-KanＲ-down片段; 1: fim

基因簇上游 1 006 bp片段; 2: KanＲ 基因 816 bp 片段; 3: fim 基因簇

下游 1 028 bp片段; 4: up-KanＲ-down连接片段 2 850 bp; M: marker

2． 3 基因敲除菌株筛选及鉴定 含有 50 μg /ml卡
那霉素的 LB 固体培养基筛选敲除菌株，平板上生
长的阳性克隆使用 KanＲ-F /JD-Ｒ 引物对进行 PCＲ
鉴定，扩增产物为1 858 bp，见图4A。将PCＲ产物

表 4 Fim基因簇序列比对

基因编号 基因编码产物

同源基因
大肠埃希菌

( ACC × × × × )
肺炎克雷伯菌

( AHI × × × × )
鼠伤寒沙门菌

( AIE × × × × )
鲍曼不动杆菌 ATCC 19606

( QGX × × × × )
QE150_01963 FimA，菌毛组装蛋白 FimG( 77275) I型菌毛蛋白( 34778) FimF( 03952) 菌毛蛋白( 51309)
QE150_01964 FimC，菌毛组装蛋白 菌毛伴侣蛋白( 73251) FimC( 37874) FimC( 03948) 菌毛伴侣蛋白( 51554)
QE150_01965 FimD，菌毛组装蛋白 I型菌毛引导蛋白( 77273) FimD( 37875) FimD( 03949) 菌毛外膜引导蛋白( 51553)
QE150_01966 菌毛家族蛋白 FimF( 77274) 菌毛黏附蛋白( 37862) 菌毛蛋白( 04112) 菌毛蛋白( 51552)

图 4 鲍曼不动杆菌 Ab4294 fim基因簇敲除验证
A: 利用 KanＲ-F /JD-Ｒ引物对阳性菌株进行鉴定; B: 将图 A的 PCＲ产物进行测序，与原片段进行比对;

M: marker; 1: 样本
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送至北京天一辉远生物公司测序，测序结果显示

fim基因簇已成功被 KanＲ替换，见图 4B。鉴定正确
的菌株命名为 4294△fim。
2． 4 回补菌株筛选及鉴定 用含有 100 μg /ml 的
氨苄青霉素的 LB 固体培养基筛选回补菌株，用鉴
定引物 pET5b-JD-F /Ｒ 进行 PCＲ 检测，阳性条带大
小为 5 354 bp。将正确克隆命名为 4294△fim-
pET15b-abori-fim。见图 5。

图 5 4294△fim回补 fim基因簇鉴定
M: Marker; 1: 鲍曼不动杆菌 Ab4294; 2: 回补株 4294△fim-

pET15b-abori-fim

2． 5 实时荧光定量 PCＲ鉴定 为了证实 fim 基因
敲除及回补成功，本研究测量了 fim 基因簇的转录
水平，并于亲本菌株鲍曼不动杆菌 Ab4294 中相应
基因的转录水平进行比较。与亲本菌株相比，4294
△fim突变体的 fim基因簇的转录水平显著降低，而
该菌株回补 fim 基因簇后 4294△fim-pET15b-abori-
fim突变体中，该基因转录水平恢复到亲本水平。见
图 6。
2． 6 生长曲线测定 实验结果显示，与野生株
Ab4294 相比，4294△fim和 4294△fim-pET15b-abori-

fim在 LB培养基中生长没有明显的变化，说明 fim
基因簇的缺失对鲍曼不动杆菌的生长没有影响。见
图 7。
2． 7 细菌运动能力测定 对比观察结晶紫染色后
的 Ab4294、4294△fim 和 4294△fim-pET15b-abori-
fim在培养皿表面的蹭动运动印迹圈，结果显示，基
因缺失株印迹圈小于野生株，而回补株的蹭动印迹

圈完全恢复，表明 fim 基因簇的缺失影响鲍曼不动
杆菌的蹭动运动能力。见图 8。

图 6 fim基因敲除回补实时荧光定量 PCＲ验证
a: Ab4294; b: 4294△fim; c: 4294△fim-pET15b-abori-fim

图 7 鲍曼不动杆菌野生株与 fim基因簇敲除株以及回补株生长曲线

图 8 鲍曼不动杆菌野生株与 fim基因簇敲除株以及回补株运动能力检测

A: 蹭动印记圈统计图( n = 4) ; B: 蹭动印迹圈; a: Ab4294; b: 4294△fim; c: 4294△fim-pET15b-abori-fim; 与 Ab4294 组比较: * P ＜ 0. 05
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3 讨论

基因敲除技术是研究鲍曼不动杆菌基因功能的

重要分子生物学技术，但由于鲍曼不动杆菌的多耐

药性，导致在进行基因敲除时会出现种种问题，因此

对多耐药性的鲍曼不动杆菌进行基因敲除从而获得

基因缺失株的方法需要进一步探究。近年来，Amin
et al［9］建立了抗亚碲酸盐自杀载体 pMO130-TelＲ，
用于鲍曼不动杆菌的无痕基因敲除，该方法首先将

目的基因的上下游约 1 000 bp的同源臂克隆到自杀
质粒载体 pMO130-TelＲ上，通过 2 次重组事件替换
掉目标基因，最终获得突变体。此方法的优点是可
以获得完全无痕的基因缺失株，但由于在使用 10%
蔗糖筛选阳性克隆为限速步骤，需要多次传代才能

获得基因缺失菌株。本研究中无限速步骤，通过抗
生素筛选即可获得阳性克隆，只需 3 ～ 4 d 就可获得
基因缺失菌株，提高效率。

Tucker et al［14］在鲍曼不动杆菌菌株 IS-123 中
发现了一个 ＲecET重组酶系统，并将其作为鲍曼不
动杆菌基因敲除的工具，成功敲除鲍曼不动杆菌

ATCC 17978 和鲍曼不动杆菌 ATCC 19606 中的不
同大小和编码不同生物学功能的基因片段。Li et
al［15］用此方法构建了鲍曼不动杆菌 asaA 和 tssM 基
因突变体，用以探究其功能。该方法需要先将表达
重组酶的质粒导入进入鲍曼不动杆菌中，随后将目

标基因的 PCＲ产物电穿孔到鲍曼不动杆菌中，测序
确认阳性克隆后，将表达重组酶的质粒转化到突变

体中，用以产生无标记的突变体。该方法在敲除过
程中需要同时引入 3 种质粒载体，依赖于 2 种不同
的抗生素，因此阻碍了这种方法在多耐药菌株中的

应用。本研究在基因敲除过程中，无需构建质粒，而
是通过构建含有上下游同源臂的线性 PCＲ片段，对
待敲除基因进行同源替换，从而实现对目的基因的

敲除。
许多革兰阴性菌通过Ⅰ型菌毛使细菌黏附在生

物和非生物的表面，是细菌侵入靶细胞并持续存在

的原因。有研究［6，16］表明，Ⅰ型菌毛由 fim 基因簇
编码，且在大肠埃希菌中和鼠伤寒沙门菌中的 fim
基因簇有遗传和功能的差异。而 fim 基因簇在鲍曼
不动杆菌中的功能还没有报道，因此，本研究根据

NCBI公布的鲍曼不动杆菌 ATCC 19606 和鲍曼不
动杆菌 Ab4294 基因组序列信息与大肠埃希菌、肺
炎克雷伯菌、鼠伤寒沙门氏菌等革兰阴性菌的基因
同源比对，推断 fim 基因簇( QE150_01963- QE150_

01966) 为编码鲍曼不动杆菌 Ab4294 Ⅰ型菌毛组装
蛋白之一，并成功构建该基因簇的缺失菌株。与野
生株 Ab4294 相比 fim 基因簇缺失株在正常环境下
生长状态无变化，而通过观察蹭动印迹圈发现其蹭

动运动能力明显下降，回补 fim 基因簇后运动能力
恢复，表明 fim基因簇编码产物参与细菌蹭动运动。
综上所述，利用含有抗生素耐药盒的线性 PCＲ

片段成功敲除了鲍曼不动杆菌 fim 基因簇，该方法
能够在不引入外源质粒的情况下，快速地对鲍曼不

动杆菌进行基因敲除。此外，鲍曼不动杆菌 Ab4294
fim基因簇编码产物参与细菌蹭动运动，这些结果对
进一步阐明Ⅰ型菌毛系统在鲍曼不动杆菌中的作用
具有重要意义。
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Ｒapid verification of the effect of fim family genes on the motility of
Acinetobacter baumannii based on homologous recombination

Sun Qianzi1，2，Ning Nianzhi2，Wang Hui1，2

( 1School of Basic Medical Science，Anhui Medical University，Hefei 230032;
2State Key Laboratory of Pathogen and Biosecurity，Institute of Microbiology and Epidemiology，

Academy of Military Medicine，Academy of Military Sciences，Beijing 100071)

Abstract Objective To use linear PCＲ fragment containing antibiotic resistance cassette to carry out homologous
recombination and replacement of target gene fragment of Acinetobacter baumannii to achieve rapid gene knockout
and functional verification． Methods Acinetobacter baumannii Ab4294 was used as the research object，and the
upper ( 901 bp) and lower ( 1 028 bp) reaches of fim gene cluster ( 4 980 bp in length) were amplified by PCＲ，
which was used as the recombinant homologous arm． Kanamycin antibiotic resistance cassette ( KanＲ) was ampli-
fied from pUC57 plasmid． The above three fragments were connected by overlapping extended PCＲ technique，and
the connected fragments were transformed into wild Acinetobacter baumannii strains． The gene deletion mutant was
screened，and the plasmid complement strain was constructed． The phenotype of the obtained strains was identi-
fied，and the function of fim gene cluster was explored． Ｒesults A mutant strain of Acinetobacter baumannii
Ab4294 with deletion of fim gene cluster was successfully constructed by homologous substitution of linear PCＲ frag-
ment containing antibiotic resistance cassette． Compared with the wild strain，the growth curve of the deletion strain
had no significant difference，and the rubbing ability significantly decreased，and the phenotype recovered after
complementing the gene cluster． Conclusion The fim family genes of Acinetobacter baumannii Ab4294 is success-
fully knocked out by homologous substitution of linear PCＲ fragment containing antibiotic resistance cassette，which
encodes the product involved in the motile movement of Acinetobacter baumannii．
Key words Acinetobacter baumannii; deletion mutant; fim gene cluster; twitching motility
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