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Abstract
AIM: To developed a new suicide plasmid, 
pUC19-SacB, for Brucella mutant construction. 

METHODS: The counter-selection gene sacB, 
released from plasmid pKOBEG-SacB by diges-
tion with NdeⅠ, was inserted into the same site 
of plasmid pUC19 to produce pUC19-SacB. This 
plasmid was then applied to the construction of 
a Brucella mutant. DNA sequencing and sucrose 
selection were used.

RESULTS: The counter-selection gene sacB was 
successfully released from pKOBEG-SacB and 
cloned into pUC19 to produce pUC19-SacB. Us-
ing DNA sequencing and sucrose selection, the 
pUC19-SacB plasmid was shown to have coun-
ter-selection capability. Using pUC19-SacB, we 
successfully constructed an unmarked deletion 
mutant of the VirB operon, showing that this 
plasmid can be efficiently used to modify the 
Brucella chromosome.

CONCLUSION: The successfully constructed 
new suicide plasmid pUC19-SacB can be used to 
construct a Brucella unmarked mutant.
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摘要
目的: 改建布鲁氏菌自杀载体.

方法: 用NdeⅠ将pKOBEG-SacB质粒中的反
向筛选基因sac B切下来, 与同样酶切处理的
pUC19质粒连接, 得到pUC19-SacB, 经测序和
蔗糖筛选实验证实.

结果: 成功将SacB从pKOBEG-SacB中切下来
并插入到pUC19质粒中, 构建得到了pUC19-
SacB. 测序和蔗糖筛选实验证实, 插入的sac B
基因具有较好的反筛功能. 我们利用该质粒, 
成功的构建了布鲁氏菌Ⅳ型分泌系统的突变
株, 改建的载体能高效的应用于布鲁氏菌染色
体的精确修饰. 

结论: 构建了一个新的自杀质粒pUC19-SacB, 该
质粒能用于布鲁氏菌无痕缺失突变株的构建.

关键词: 布鲁氏菌; 反向筛选; 自杀载体
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0  引言

布鲁氏菌病(Brucellosis)是由布鲁氏菌(Brucella )
引起的一种人畜共患病, 在世界各地都有广泛

流行[1]. 在我国, 布鲁氏菌病曾在一段时间内得

到了较好的控制, 人间和畜间布鲁氏菌病的发

®

■背景资料
布鲁氏菌危害严
重, 在世界各地都
有广泛流行. 一直
以来, 致病机制研
究都是布鲁氏菌
研究的重点, 而突
变株的构建是致
病机制研究的前
提.



王玉飞, 等. 布鲁氏菌自杀载体的改建及其在突变株构建中的应用                                                                                 2935

www.wjgnet.com

病率下降到了一个较低的水平. 但是, 由于没有

较好的监测畜间疫情并及时采取控制措施, 近
年来, 布鲁氏菌病在我国有重新抬头的趋势. 一
直以来, 致病机制研究都是布鲁氏菌研究的重

点和热点[2]. 目前, 病原菌的致病机制研究主要

是通过失活或缺失特定的基因, 然后分析突变

株各种表型的变化, 从而解析目标基因的功能[3]. 
因此, 突变株的构建是致病机制研究的前提. 在
以往的研究中, 常以克隆载体pUC19等作为自杀

载体来构建布鲁氏菌的插入失活突变株, 而精

确的缺失则是采用经典的自杀载体构建的, 如
pCVD442等[4]. 但是, 由于这类载体的分子操作

需要在特殊的宿主菌中进行, 并且克隆的效率

较低, 突变株的构建往往比较困难, 已成为后基

因组时代大规模功能研究的一个限速步骤[5-6]. 
为了进一步提高布鲁氏菌突变株的构建效率, 
我们对布鲁氏菌的常用自杀载体pUC19质粒进

行了改建, 在其中插入反向筛选基因sac B, 得到

pUC19-SacB. 并且, 利用该质粒成功的构建Ⅳ型

分泌系统编码基因vir B的无痕缺失突变株.

1  材料和方法

1.1 材料 布鲁氏菌B. melitensis  55 009购自中国

药品生物制品鉴定所, DH5α和pUC19质粒及

pKOBEG-SacB质粒均为本室保存[7]. DNA胶回收

试剂盒及质粒提取试剂盒购自Promega公司, 各
种限制性内切酶均购自TaKaRa公司, T4 DNA连

接酶购自NEB公司.
1.2 方法 
1.2.1 自杀质粒pUC19-SacB的改建 pKOBEG-
SacB质粒用NdeⅠ进行酶切后, 胶回收sac B片

段, 与同样酶切处理的pUC19质粒连接, 得到

pUC19-SacB. 对质粒进行PCR和酶切鉴定, 并送

Invitrogen公司进行测序. 测序正确后, 为进一步

验证sac B基因的有效性, 将携带有pUC19-SacB
质粒的DH5α在无抗性培养基中培养4 h, 稀释后

分别等量涂布含有氨苄青霉素和含有50 g/L蔗
糖的平板. 比较两块平板上的克隆数, 如果蔗糖

板上的克隆数远远低于抗性板, 则说明sac B基因

是有效的. 
1.2.2 利用pUC19-SacB载体构建Ⅳ型分泌系统
缺失突变株

1.2.2.1 缺失引物的设计 设计两对缺失引物分别

用于扩增Ⅳ型分泌系统启动子的上游和下游片

段, 并通过融合PCR将这两个片段融合在一起, 
从而得到缺失启动子区域511bp(-510-+1)的缺失

突变盒. 此外, 设计一对引物PRO-F和PRO-R用
于确定启动子的缺失; 一对引物针对31 kDa蛋白

基因, 用于鉴定布鲁氏菌; 一对引物针对pUC19-
SacB质粒上的sac B基因, 用于确定质粒的消除. 
设计的引物见表1.
1.2.2.2 缺失突变载体的构建 用IVB-N-F和IVB-
N-R扩增Ⅳ型分泌系统启动子的上游片段, 用
IVB-C-F和IVB-C-R扩增下游片段, 切胶回收

PCR产物, 等量混合, 稀释后作为第二轮PCR反
应的模板. 第二轮扩增的引物为IVB-N-F和IVB-
C-R, 扩增产物切胶回收, 得到缺失突变盒IVB-
NC. 用Hin dⅢ和Eco RⅠ对IVB-NC进行双酶切, 
然后与构建好的自杀载体pUC19-SacB质粒连

接, 得到缺失突变载体pUCSacB-IVB.
1.2.2.3 缺失突变体的构建与鉴定  将0.8 μg 
pUCSacB-IVB质粒与100 μL布鲁氏菌感受态

细胞充分混合以后, 预冷10 min, 随后将混合物

加入冷却的电击杯狭缝中, 电击转化参数为1.8 
KV/cm, 400 Ω. 电击以后, 迅速向电击杯中加入

1 mL SOC培养基, 转移至试管中37℃振摇20 h, 
随后涂含100 mg/L氨苄青霉素的TSA平板, 37℃
培养3-4 d, 对长出的抗性克隆进行菌落PCR鉴

定. PCR鉴定的靶标基因包括布鲁氏菌特异的31 
kDa蛋白的基因、质粒DNA的sac B基因和突变

盒的IVB片段, 并用PRO-F和PRO-R鉴定启动子

的缺失情况. 四者均能扩增出预期大小的片段

即为阳性重组克隆. 为获得无痕缺失突变体, 将
重组克隆转接至无抗性的TSB液体培养基中, 培
养5 h后进行倍比稀释, 涂布蔗糖平板, 37℃培养

3-4 d, 随机挑取16个蔗糖抗性克隆, 用上述4对
引物进行鉴定. sac B基因扩增结果为阴性, 而其

余3对引物均能扩出预期大小片段的克隆即为

我们所需的无痕缺失突变体.

2  结果

2.1 自杀质粒pUC19-SacB的构建 为了提高布鲁

氏菌遗传操作的效率, 我们对pUC19质粒进行

了改建, 在该质粒中插入一个反向筛选基因, 使
其能用于染色体的精确修饰. 用NdeⅠ内切酶从

pKOBEG-SacB质粒中切下sac B基因, 胶回收后

与同样酶切处理的pUC19质粒连接, 转入大肠

杆菌DH5α中, PCR、酶切鉴定以及测序结果表

明sac B正确插入到了pUC19质粒中, 我们成功的

构建了自杀载体pUC19-SacB. 图1是改建得到的

pUC19-SacB的质粒图谱.
2.2 SacB反向筛选效率分析 观察氨苄青霉素

■相关报道
克隆载体pUC19
主要用于布鲁氏
菌插入突变株的
构建, 而精确的缺
失则是采用经典
的自杀载体来构
建的, 如pCVD442
等. 但是, 这类载
体的分子操作比
较困难.
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平板和蔗糖平板上的克隆数, 发现蔗糖平板上

的克隆数远远低于抗性平板的克隆数, 大约为

0.01%(图2), 表明改建的pUC19-SacB质粒中的

sac B基因具有非常高的反向筛选能力.
2.3 pUC19-SacB在布鲁氏菌无痕缺失突变株构
建中的应用 为了验证pUC19-SacB自杀质粒的

功能, 我们利用pUC19-SacB成功的构建了布鲁

氏菌Ⅳ型分泌系统编码基因vir B的无痕缺失突

变株. 按照材料方法中描述的步骤, 我们构建了

vir B的缺失突变载体, 将其通过电转化导入布鲁

氏菌中, 经过两轮筛选, 成功的筛选到了vir B启
动子缺失的无痕缺失突变株. PCR和DNA测序

结果证实, vir B无痕缺失突变株构建正确. 

3  讨论

布鲁氏菌是一个比较特殊的胞内寄生菌, 他没

有质粒, 而且大多其他来源的质粒也不能在布

鲁氏菌中复制. 据此推理，很多质粒都可作为

自杀载体来构建布鲁氏菌的突变株. pUC19是
一种常见的克隆载体, 主要用于布鲁氏菌插入

突变株的构建[8]. 虽然其重组效率较高, 但是插

入失活的策略不能用于分析染色体特定区域

的功能, 特别是分析操纵子中的个别基因的功

能, 因为插入的外源载体序列会影响基因其他

部分的功能, 从而不能确定表型的变化是否真

实[9-10]. 对于这类情况, 需要缺失目的基因编码

框的一部分, 并且不能带有载体序列, 即必须构

建无痕缺失突变株. 一般来说, 细菌无痕缺失

突变株的构建主要是利用带有反向筛选基因的

自杀质粒来实现的[11]. 我们在前期的研究中采

用经典的自杀质粒来构建无痕缺失突变株. 但
是, 这些自杀载体存在一定的不足, 如: 分子操

作需要在特殊的宿主菌中进行、重组的效率较

表  1  本研究设计的引物及序列

     
引物名 	                                                                引物序列(5'-3') 

IVB-N-F 	                       CTGCGAAGCTTGCAAATTCCCGTCCGGTTCG 

IVB-N-R                        GAGGACAAGGAATGGCACCACGACGCAGGACGGAAAGGAC 

IVB-C-F 	                       GTCCTTTCCGTCCTGCGTCGTGGTGCCATTCCTTGTCCTC 

IVB-C-R 	                       CGACCGGAATTCGAAGCCGCCCGTAAAGTTGC 

PRO-F 	                        GAGCGGCTGGAACTGCAAAC 

PRO-R 	                        GACCAACCGCCCACCAACGAC 

31KD-F   	                       GGCGGCAAGTTCAAGCATC 

31KD-R 	                        GGTCGGTGTAGAGGTATTCC 

sacB-F 	                        TCGCATTATCCGAACCATCC 

sacB-R 	                        CACCCAGTCCCAGACGAAGC

SacBpUC19-SacB
(4557 bp)

bla

rep

MSC(SacⅠ, SmaⅠ, BamHⅠ, XbaⅠ, SalⅠ, PstⅠ)

图  1  pUC19-SacB质粒图谱.

■应用要点
为了提高布鲁氏
菌遗传操作的效
率, 本文对pUC19
质粒进行了改建, 
在该质粒中插入
一个反向筛选基
因, 使其能用于染
色体的精确修饰. 

图  2  50 g/L蔗糖平板(A)和氨苄青霉素平板(B).

A

B
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低, 因此, 布鲁氏菌无痕缺失突变株的构建往往

比较困难. sac B作为反向筛选基因, 在革兰氏阴

性菌突变株的构建中应用非常广泛. 表达该蛋

白的革兰氏阴性菌在含有蔗糖的培养基中生长

时, 会将蔗糖分解为对细菌有毒的产物, 从而杀

死表达该蛋白的细菌. 因此, sac B作为反筛基因

常与抗性基因等正向筛选基因联合, 用于构建

细菌的无痕缺失突变株[12]. pEX18Gm是一种含

有反向筛选基因sac B的克隆载体[13], 在前期的

研究中, 我们利用该载体作为自杀载体成功的

构建了布鲁氏菌的突变株. 但是, 我们在应用该

载体时发现了一些问题, 利用蔗糖抗性消除质

粒得到的无痕缺失突变株由于一些不清楚的原

因在体外培养一段时间后部分克隆又丢失了蔗

糖抗性. 为此, 在本研究中, 我们对布鲁氏菌常

用质粒pUC19进行了改建, 在该质粒中插入一

个反向筛选基因sac B, 构建了pUC19-SacB. 蔗
糖敏感性实验证实构建的载体反向筛选效率很

高. 我们利用改建的载体, 成功的构建了vir B无
痕缺失突变株, 这不仅证实了pUC19-SacB自杀

质粒的功能, 也为深入研究VirB操纵子的功能

奠定了基础. 此外, 利用改建的载体, 我们还构

建了多个其他基因的无痕缺失突变株, 包括双

组分系统BvrR/BvrS的突变株和Omp 25基因的

突变株. 这些突变株的稳定性较好, 没有发生

蔗糖抗性丢失的情况. 试验结果表明, pUC19-
SacB不仅保持了pUC19的高效重组效率, 而且

反筛效率也很高, 是一个非常高效的自杀质粒, 
可以为布鲁氏菌基因功能的研究提供了一个有

力的分析工具. 有了快速高效的构建突变株的

方法, 必将大大加速布鲁氏菌基因功能研究的

步伐. 
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■同行评价
本文构建pUC19-
SacB载体, 并证实
其反向筛选效率
很高, 且利用其构
建布鲁氏菌的突
变株, 技术方法先
进, 有一定的参考
价值和指导意义.


