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肠出血性大肠杆菌 z4832 基因缺失突变株的构建
谭林林1，2，王建新2，李 涛2，王 慧1，2

摘要 目的 利用 Ｒed 重组系统的同源重组功能，敲除肠出

血性大肠杆菌 O157 ∶ H7 ( EHEC O157 ∶ H7) 的乙酰转移酶

基因 z4832，构 建 z4832 基 因 缺 失 突 变 株。方 法 EHEC
O157 ∶ H7 的基因组作为模板，PCＲ 扩增目的基因两侧的同

源臂序列; 将上下游同源臂连接于 pUC19-kana 质粒上卡那

霉素( kana) 抗性基因的两端; PCＲ 扩增获得中间嵌合卡那霉

素抗性基因的同源臂线性片段，利用质粒 pKD46 介导的重

组技术敲除 z4832 基因，利用 pCP20 质粒介导的重组技术去

除抗性标记。PCＲ 扩增及 DNA 测序验证目的基因缺失后，

测定突变株及野生株的生长曲线，检测在抗菌药物氧氟沙星

中的存活率。结果 成功构建 EHEC O157 ∶ H7 z4832 基因

缺失突变株。z4832 缺失突变株生长速度与野生株差异无统

计学意义，但在含氧氟沙星的 LB 培养基中突变株存活率升

高( P ＜ 0. 05) ，在含氧氟沙星的 M9 培养基中存活率下降( P
＜ 0． 05) 。结论 构建 z4832 缺失突变株，研究 z4832 与肠

出血性大肠杆菌耐药性之间的关系，为进一步研究乙酰转移

酶在 EHEC O157 ∶ H7 中的作用机制奠定了基础。
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肠出血性大肠杆菌( EHEC) 是主要的食源性致

病菌之一，通过粪便或屠宰过程污染饮水和肉类及

其他食品，并且可以在水果蔬菜中长期存活［1］。由

其引发的食物中毒在世界各地均有过暴发流行［2］。
人 感 染 该 病 原 菌 后 可 引 发 溶 血 性 尿 毒 综 合 征

( heomlytic uremic syndrome，HUS) 及血栓性血小板

减少紫癜( thrombotic thrombocytopenic purpura，TTP)

等严重并发症［3］。生物信息分析结果显示 EHEC
O157 ∶ H7 基因组中 z4832 基因所编码蛋白为乙酰

转移酶。蛋白质乙酰化修饰因为被发现参与转录、
代谢等多个重要领域而受到广泛关注和研究［4 － 6］。
经预测，z4832 基因属于 GNAT 家族。GNAT 家族在

生物界广泛存在，能够把乙酰辅酶 A 的乙酰基转移

至乙酰基受体上，通过改变小分子或者蛋白质的结

构和功能从而发挥生理功能［7 － 10］。该研究利用 Ｒed
同源重组系统，敲除 EHEC O157 ∶ H7 的乙酰转移

酶基因 z4832，构建 z4832 基因缺失突变株; 结果表

明，z4832 基因缺失突变株在含有氧氟沙星的培养

基中存活率发生改变。这为将来研究 EHEC 的致病

机制提供了依据和材料。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 菌株与质粒 EHEC O157 ∶ H7 EDL933 菌

株、pCP20 质粒、pKD46 质粒、插入卡那霉素( kana)

抗性基因的质粒 pUC19-kana 由军事医学科学院保

存; 大肠杆菌 DH5α 感受态细胞、pEASY-T1 simple
载体和大肠杆菌 BL21 ( DE3 ) 表达感受态细胞购自

北京 TransGen 生物技术有限公司。
1． 1． 2 引物设计 PCＲ 引物由中美泰和生物技术

有限公司合成( 表 1 ) ，其中 U1-HindⅢ、U2-SalⅠ用

于扩增 z4832 基因上游 500 bp 同源臂( z4832-up) ;

D1-BamHⅠ、D2-EcoＲⅠ用于扩增 z4832 基因下游

500 bp 同 源 臂 ( z4832-down ) ; kana-SalⅠ 、kana-
BamHⅠ用于扩增 kana 基因( 带有 FＲT 位点) 。

表 1 引物序列

引物名称 引物序列( 5' － 3')
U1-HindⅢ AAGCTTGAGAAAGGCGATCTGAAAGGC
U2-SalⅠ GTCGACAATTATTACATTCCCTGAAG
D1-BamHⅠ GGATCCCGCTTCTCCCAGCCGCCCTGC
D2-EcoＲⅠ GAATTCACTTTGTAATTATTGCTGTTA
kana-SalⅠ GTCGACAGCGATTGTGTAGGCTGGAG
kana-BamHⅠ GGATCCATGGGAATTAGCCATGGTCCA

1． 1． 3 主要试剂 基因组提取试剂盒购自美国

Promega 公司; TransStart Taq DNA 聚合酶、PCＲ 产物

纯化试剂盒购自北京 TransGen 生物技术有限公司;

质粒小提试剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒购自北京
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康为世纪生物科技有限公司; 限制性核酸内切酶、
T4 DNA 连接酶均购自美国 NEB 公司; 2 mm 电转杯

购自美国 BIO-ＲAD 公司。
1． 1． 4 主要仪器 恒温振荡摇床购自太仓市实验

设备厂; PE-2400 PCＲ 扩增仪购自 美 国 PE 公 司;

Scp85H 高速冷冻离心机购自日本 HITACHI 公司;

SpectroPlus 全自动酶联免疫检测仪购自美国 MD 公

司; GenePulser Xcell 电穿孔仪购自美国 BIO-ＲAD 公

司。
1． 2 方法

1． 2． 1 构建 z4832 打 靶 片 段 以 提 取 的 EHEC
O157 ∶ H7 EDL933 菌株 基 因 组 作 为 模 板，以 U1-
HindⅢ和 U2-SalⅠ为引物 PCＲ 扩增 z4832 基因上游

的 500 bp 同源臂序列，以 D1-BamHⅠ和 D2-EcoＲⅠ
为引物 PCＲ 扩增 z4832 基因下游的 500 bp 同源臂

序列。用 PCＲ 产物纯化试剂盒纯化回收 PCＲ 产

物，然后与克隆载体 pEASY-T1 simple 连接，分别获

得 pEASY-T1-z4832-up 质 粒 和 pEASY-T1-z4832-
down 质粒; 将两种质粒以及 pUC19-kana 分别转化

入大肠杆菌 DH5α 感受态细胞。分别构建 pEASY-
T1-z4832-up /DH5α、pEASY-T1-z4832-down /DH5α、
pEASY-T1-kana /DH5α 菌 株，并 从 中 提 取 pEASY-
T1-z4832-up 质 粒、pEASY-T1-z4832-down 质 粒、
pUC19-kana 质粒。

用 Hind Ⅲ 和 Sal Ⅰ 限 制 性 内 切 酶 双 酶 切

pEASY-T1-z4832-up 质粒; BamHⅠ和 EcoＲⅠ限制性

内切酶双酶切 pEASY-T1-z4832-down 质粒; SalⅠ和

BamHⅠ限制性内切酶双酶切 pUC19 质粒。上下游

同源臂分别连接至 kana 的两侧，构建 pUC19-z4832-
up-kana-z4832-down 质粒。提取该质粒，用引物 U1-
HindⅢ和 D2-EcoＲⅠ扩增 UKD 打靶片段，用 DpnⅠ
内切酶处理，纯化回收，获得线性打靶片段。
1． 2． 2 pKD46 质 粒 导 入 EHEC O157 ∶ H7 将

EHEC O157 ∶ H7 菌株接入新鲜的 LB 培养基中培养

过夜，复 苏 菌 株。将 复 苏 的 EHEC O157 ∶ H7 按

1 ∶ 100 的比例接入 10 ml 新鲜 LB 培养基中，37 ℃、
2 00 r /min 条件下培养至光密度 ( optical density，

OD) 值 OD600 mm约为 0，4 时取出，冰浴 10 min。4 000
r /min、4 ℃条件下离心 2 min，富集菌体。用冰冷的

10% 甘油洗涤 3 次菌体，每次离心条件均为 4 000 r /
min、4 ℃、2 min。将菌体溶解到 100 μl 10% 甘油中

制成感受态细胞。向感受态细胞中加入 pKD46 质

粒，2． 5 kv、200 Ω、25 μF 电击，然后加入 1 ml 冰冷

的 LB 培养基。将电转杯封口，在 30 ℃、2 00 r /min

条件下培养 1 h，取 500 μl 菌体涂于含 100 μg /ml 氨

苄青霉素的 LB 平板，30 ℃培养，次日挑取单克隆，

经 PCＲ 鉴定构建 pKD46 /EHEC 菌株。
1． 2． 3 z4832 目的基因的敲除 将 pKD46 /EHEC
菌株于 30 ℃、200 r /min 过夜复苏。次日按 1 ∶ 100
的比例转接于 10 ml 新鲜 LB 培养基中 30 ℃、200 r /
min 培养，待菌液 OD600 nm 到达 0. 3 时，添加 L-阿拉

伯糖 至 终 浓 度 为 30 mmol /L，继 续 培 养 1 h，待

OD600 nm约为 0. 6 时取出。冰浴 10 min，4 ℃、5 000
r /min 离心 2 min 收集菌体，相同的离心条件下用蒸

馏水洗菌体 3 遍，10% 甘油洗 3 遍，最后用 100 μl、
10%甘油重悬菌体，4 ℃放置 15 min 即制得感受态

细胞。向感受态细胞中加入 100 ng 纯化后的线性

打靶片段，混匀后冰浴 15 min，然后将混合物转移至

预冷的电转杯中，在电压 2. 5 kV，电阻 200 Ω，频率

25 μF 条件下电击。电击后加入 1 ml 冰冷的 LB 培

养基，37 ℃、200 r /min 条件下培养 1 h。吸取 500 μl
菌液涂布含 50 μg /ml 卡那霉素的 LB 平板，37 ℃培

养过夜。次日挑取单克隆，U1-HindⅢ和 D2-EcoＲⅠ
引物 PCＲ 鉴定打靶片段正确重组菌即为目的基因

缺失的阳性克隆，其中 kana 基因置换 z4832 基因。
1． 2． 4 卡那霉素抗性基因的消除 将已经敲除目

的基因的阳性克隆传代 3 次，37 ℃、200 r /min 培

养，待菌液 OD600 nm 到达 0. 6 时，按照 1. 2. 3 中方法

制备感受态细胞，加入 200 ng pCP20 质粒，冰浴 15
min，然后电击转化，电击之后立刻加入 1 ml 冰冷的

LB 培养基。封闭电转杯，30 ℃、200 r /min 培养 1 h。
取 200 μl 菌液涂布含 100 μg /ml 氨苄霉素的 LB 平

板，30 ℃倒置培养过夜，次日挑取单克隆，U1-Hind
Ⅲ和 D2-EcoＲⅠ引物鉴定阳性克隆，将卡那抗性基

因丢失的阳性克隆转接于新鲜 LB 培养基中，42 ℃、
200 r /min 继续培养过夜，次日将菌液适当稀释后涂

布 LB 平板，37 ℃培养过夜。挑取单克隆分别在含

100 μg /ml 氨苄霉素的 LB 平板和 50 μg /ml 卡那霉

素 LB 平板上划线培养。对在两种含抗生素的平板

上均不生长的克隆，进行基因组定位测序。其中不

具有 pKD46 和 pCP20 质粒的菌株即为 z4832 基因

缺失突变株。
1． 2． 5 野生株及缺失突变株生长曲线的测定 将

过夜培养的 EHEC O157 ∶ H7 野生株和 z4832 基因

缺失突变株按 1 ∶ 100 的比例接种至 200 ml 培养瓶

中。37 ℃、200 r /min 培 养。每 隔 1 h 测 定 1 次

OD600 nm。每株菌做 3 个平行。将所得数据绘成生长

曲线。
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1． 2． 6 野生株及缺失突变株在含氧氟沙星的 M9
和 LB 培养基中存活率的测定 将 EHEC O157 ∶ H7
野生株和 z4832 基因缺失突变株复苏后按 1 ∶ 100
接种到 5 ml LB 或 M9 培养基内。37 ℃、200 r /min
摇至 OD600 nm约为 0. 5 时取出 500 μl 加入到 500 μl
含 10 μg /ml 氧氟沙星的 LB 或 M9 培养基内，37 ℃、
200 r /min 培 养 5 h 后 取 出，13 000 r /min 离 心 5
min，收集所有菌液。PBS 洗 1 次后，取适量稀释后

涂 LB 平板，37 ℃培养 16 h，每个浓度和稀释度各 3
个平行。根据平板上的细菌克隆数计算存活率。只

取其中克隆数在 10 到 100 个之间的平板计数。

2 结果

2． 1 PCＲ 扩增 z4832 基因上下游同源臂 PCＲ 扩

增 z4832 基因上游 500 bp 同源臂 z4832-up 和下游

500 bp 同源臂 z4832-down( 图 1A) ; 分别酶切连接于

pUC19-kana 质 粒 kana 基 因 的 两 侧，构 建 pUC19-
z4832-up-kana-z4832-down，用引物 U1-HindⅢ和 D2-
EcoＲⅠ扩增出打靶片段( 图 1B) 。
2． 2 PCＲ 鉴定目的基因缺失突变株 挑取转化打

靶片段后的单克隆，以引物 U1-HindⅢ和 D2-EcoＲ
Ⅰ鉴定重组菌，正确重组菌 PCＲ 产物大小为 2 500
bp( 图 1C) 。
2． 3 卡那基因的敲除及鉴定 以 U1-HindⅢ和 D2-
EcoＲⅠ为引物鉴定 kana 基因敲除突变株。pCP20 质粒

表达的 FLP 重组酶识别 kana 基因两端的 FＲT 位点，敲

除 kana 基因，PCＲ 产物大小约 1 000 bp( 图 1D)。
2． 4 野生株及 z4832 缺失突变株生长曲线的比较

每隔 1 h 测定菌液的 OD600 nm，监测 10 h，绘制生

长曲线，z4832 缺失突变株与野生株生长速度差异

无统计学意义。见图 2。
2． 5 野生株及 z4832 缺失株在含氧氟沙星的 M9

和 LB 培养基中存活率的比较 在含有氧氟沙星的

LB 培养基中 z4832 基因缺失株存活率比野生株高

4. 3 倍，两者存活率差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。
见图 3。而在含有氧氟沙星的 M9 培养基中 z4832
基因缺失株存活率比野生株低 4 倍，两者存活率差

异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 4。

3 讨论

在病原微生物研究中基因敲除是确定基因未知

功能和阐明其致病机制的一种重要手段。目前 Ｒed
同源重组技术已经被广泛的应用于大肠杆菌的基因

敲除，该技术有同源序列短、重组效率高等特点，可

在 DNA 靶标分子的任意位点进行基因敲除、敲入、
点突 变 等 操 作。本 研 究 利 用 该 技 术 成 功 构 建 了

EHEC O157 ∶ H7 的 z4832 基因缺失突变株，并且对

传统的操作方法做了一些改进。感受态的制备采用

现用现制备的方案，制好后 4 ℃ 静置 15 min 后使

用，此时感受态细胞活力最佳，使转化效率提高; 电

击转化之前的操作使用 4 ℃预冷的枪头能够防止感

受态细胞升温，保持其活力; 阿拉伯糖终浓度为 30
mmol /L，诱导时间为 60 min，能够提高重组酶表达

量; 在卡那霉素基因替换目标基因后，将细菌传代 3
次有利于之后卡那霉素基因的去除。

GNAT 家族与许多生理反应相关，包括耐药、转
录调控、压力反应以及代谢等，其可以利用乙酰辅酶

A 乙酰化各自的底物并释放辅酶 A 和乙酰化的产

物［11］。通过测定生长曲线发现 z4832 基因缺失后

EHEC O157 ∶ H7 生长速度与野生株相比并无显著

差异，说明其表达产物作为乙酰转移酶在细菌生理

进程中的作用与生长速度无关，z4832 基因的缺失

并不会影响细菌的正常生长。

图 1 PCＲ 产物电泳结果

M: DNA 相对分子质量标志物; 1: z4832-up; 2: z4832-down; 3: PCＲ 扩增的打靶片段; 4: 打靶片段正确重组克隆; 5: 敲除 kana 基因的重组克

隆; A: PCＲ 扩增 z4832 基因上下游同源臂; B: PCＲ 扩增打靶片段; C: PCＲ 鉴定打靶片段正确重组克隆; D: 卡那基因的敲除鉴定
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图 2 野生株及 z4832 缺失突变株生长曲线

图 3 野生株及 z4832 缺失突变株在含有

氧氟沙星的 LB 培养基中的存活率

与野生株比较: * P ＜ 0. 05

图 4 野生株及 z4832 缺失突变株在含有

氧氟沙星的 M9 培养基中的存活率

与野生株比较: * P ＜ 0. 05

在含有氧氟沙星的 LB 培养基中 z4832 基因缺

失突变株存活率高于野生株，而在含有氧氟沙星的

M9 培养基中 z4832 基因缺失突变株存活率却低于

野生株。两者结果截然不同，说明不同的碳源影响

了乙酰转移酶的作用结果，进一步推测该乙酰转移

酶可能与细菌的代谢相关，其具体的作用机制将在

后续工 作 中 进 一 步 探 索。本 实 验 构 建 的 EHEC
O157 ∶ H7 的 z4832 基因缺失突变株为下一步机制

研究提供了材料和依据。
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Construction of z4832 defective mutant of
enterohemorrhagic Escherichia coli

Tan Linlin1，2，Wang Jianxin2，Li Tao2，et al
( 1Anhui Medical University，Hefei 230032; 2State Key Laboratory of Pathogen and

Biosecurity，Institute of Microbiology and Epidemiology，Academy of Military Medical Sciences，Beijing 100071)

Abstract Objective To construct acetyltransferase defective mutant of enterohemorrhagic Escherichia coli O157
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∶ H7( EHEC O157 ∶ H7) with λＲed recombination system． Methods Kanamycin-resistant gene with two FＲT sites
and homologous regions which were cloned from EHEC O157 ∶ H7 by PCＲ were inserted into plasmid pUC19 to
construct a recombinant vector． z4832 was deleted with the recombination function of plasmid pKD46． The kanamy-
cin-resistant gene was deleted with the recombination function of plasmid pCP20． The gene deletion mutant was ob-
tained and identified by PCＲ and sequencing． Then the growth curve was determined and the change of survival rate
were checked in LB or M9 medium containing ofloxacin． Ｒesults The acetyltransferase gene z4832 defective mu-
tantof EHEC O157 ∶ H7 was successfully constructed． The growth curve of the mutant had no significant difference
with that of wild strain． The viability of deletion mutant increased in the culture with LB medium( P ＜ 0. 05) but re-
duced with M9 medium( P ＜ 0． 05) ． Conclusion The construction of z4832 defective mutant would be helpful for
study of the effect of z4832 on antibiotic tolerance and the mechanism by which acetyltransferase works．
Key words EHEC O157 ∶ H7; λＲed recombinant system; acetyltransferase; antibiotics
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自噬在内质网应激诱导的肝星状细胞凋亡中的作用研究
汪应红1，王 欢1，左龙泉1，王亚飞2，黄 涛2，范宇哲2，李凡杰2，王旭东2，黄 艳1

摘要 目的 研究内质网应激诱导 HSC 凋亡的过程中自噬

的发生与否及其作用，为肝纤维化的逆转提供新的思路。方

法 采用血小板衍生生长因子( PDGF-BB) 诱导大鼠肝星状

细胞系 HSC-T6 活化模型，在此基础上，给予 EＲS 诱导剂毒

胡萝卜素( TG) 刺激 24 h，Western blot 法检测自噬相关蛋白

LC3B 的表达，MDC 染色法观察自噬小体的生成，观察 TG 对

HSC 自噬的影响，进一步采用 3-MA 阻断自噬，流式细胞术

检测各组细胞凋亡率，观察自噬在内质网应激诱导的肝星状

细胞凋亡中的作用。结果 TG 可以诱导 HSC 凋亡，伴随着

自噬的发生，用 3-MA 阻断自噬可以增强 TG 诱导的 HSC 凋

亡。结论 内质网应激诱导 HSC 凋亡的过程伴发自噬，阻

断自噬可以增强内质网应激诱导的 HSC 凋亡。
关键词 内质网应激; 自噬; 肝星状细胞; 肝纤维化; 凋亡
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肝纤维化是肝脏对各种慢性损伤的修复反应，

是受到各种致病因子的侵袭所致的慢性炎症性疾
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病，本 质 是 Collagen I 等 细 胞 外 基 质 ( extracellular
matrix，ECM) 相关主要成分的大量累积［1］。研究［2］

表明静止的肝星状细胞( hepatic stellate cell，HSC)

活化增殖、大量过度分泌 ECM 是导致肝纤维化发生

的主要原因。因此，促进活化的 HSC 发生凋亡是一

种有效的肝纤维化防治方法。内质网应激 ( endo-
plasmic reticulum stress，EＲS) 是内质网功能紊乱导

致的内质网未折叠和错误折叠蛋白的累积、细胞内

钙离子平衡失调［3 － 4］。内质网应激所诱导的细胞凋

亡是最近几年才被了解的一种新的凋亡途径，与经

典的线粒体和死亡受体介导的细胞凋亡明显不同。
目前已知由 EＲS 激活凋亡的路径有三条: ① 通过

PEＲK /eIF2α 路径激活 CHOP 基因的转录，下调抗

凋亡基 因 Bcl-2 的 表 达，促 进 细 胞 凋 亡; ② 通 过

IＲE1 激活 JNK 信号通路下调抗凋亡基因 Bcl-2 的

表达，激活线粒体凋亡级联反应、上调促凋亡基因

Bim;③ EＲS 特有的 Caspase-12 的激活，进一步激活

凋亡启动因子 Caspase-9 及凋亡执行因子 Caspase-
3［5］。EＲS 通过减少未折叠或错误折叠蛋白沉积，

激活促凋亡信号通路，被证实与许多疾病密切关

联［6］，前期研究［7］显示 EＲS 能够抑制活化的 HSC
分泌 α-平滑肌肌动蛋白 ( α-smooth muscle actin，α-
SMA) 和 I 型胶原( Collagen Ⅰ，Col-Ⅰ) ，促进活化的

HSC 凋亡。自噬是一个细胞吞噬自身细胞质蛋白

或细胞器，使其进入囊泡，并与溶酶体融合后形成自

噬溶酶体的过程，通过自噬溶酶体降解其所包裹的
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