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摘　要:目的　探索caf１基因缺失对鼠疫耶尔森菌体外生物学特性与对小鼠致病性的影响.方法　利用 CRISPR/

Cas１２a介导的基因编辑技术构建鼠疫耶尔森菌caf１基因缺失株,并通过PCR技术对caf１基因缺失验证.比较鼠疫耶尔森

菌caf１基因缺失株和野生株２０１在生长速率、液体培养状态、聚集情况等体外生物学特性和对小鼠致病性等方面的差异.结

果　PCR扩增结果证实,caf１基因缺失株构建成功.体外生物学特征分析表明,与野生株相比,caf１基因缺失株的形态学和

生长速率并未发生明显变化,自凝聚率升高.肺递送途径 LD５０分析表明,caf１的缺失导致鼠疫耶尔森菌气溶胶感染小鼠半

数致死剂量显著降低.结论　不同途径感染结果表明,caf１基因缺失株相较于野生株,在肺递送、滴鼻、皮下、尾静脉注射４
种途径下对BALB/c小鼠的毒力均降低.caf１基因的缺失导致鼠疫耶尔森菌自凝聚率升高,对BALB/c小鼠致病性下降.
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Abstract:Toexploretheeffectofthecaf１genedeletiononbiologicalcharacteristicsandpathogenicityofY．pestis．A
caf１deletionstrainofY．pestiswasconstructedusingCRISPR/Cas１２abasedgeneeditingmethod,andthedeletionofcaf１
wasconfirmedbyPCR．TheinＧvitrobiologicalcharacteristics(includingmorphology,growthrate,aggregationrate)andviruＧ
lenceofcaf１deletionmutantstrainweredeterminedandcomparedwiththoseofwildtypestrain．PCRresultsshowedthat
caf１deletionmutantstrainwassuccessfullyconstructed．Themorphologyandgrowthrateofthemutantstraindidnotchange
significantlycomparedwiththoseofthewildstrain．Comparedwiththewildstrain,thecaf１deletionmutantstraincangather
anddepositfromtheliquidmedium morequickly．LD５０analysisshowedthatthelethaldoseofcaf１deletionmutantstrainto
miceinfectedviaaerosolroutereducedsignificantly．Furthermore,thevirulenceofcaf１deletionmutantstraintomicewassigＧ
nificantlyreducedcomparedwiththatofwildtypestraininfectedviaintratrachealinoculation,nasaldrops,subcutaneousand
tailveininjectionsroutes．Thedeletionofcaf１geneenhancestheaggregationrateofY．pestis,butreducethevirulenceofY．

pestistomice．
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　　鼠疫耶尔森菌是引起烈性传染病鼠疫的病原

菌,可以通过蚤类在鼠与鼠之间,鼠与人之间传播,
或通过气溶胶在人与人之间传播肺鼠疫[１].自２０
世纪８０年代以来,鼠疫进入了一个活跃时期,自然

疫源逐渐扩大,动物间鼠疫重新活跃,人间鼠疫也经

常发生[２].
现有研究表明,鼠疫耶尔森菌表面的荚膜蛋白

抗原因子(fractionF１)是鼠疫耶尔森菌的免疫保护

性抗原之一,是由pMT１质粒携带的 F１抗原操纵

子编码产生.F１抗原操纵子包括是caf１M(编码

分子伴侣)、caf１A(锚定蛋白)和caf１(编码 F１抗

原)３个基因,此外,还有一个调控基因caf１R[３].

F１抗原操纵子位于与编码噬菌体 T３连接酶基因

高度同源的 ORF２、IS１００和与霍乱弧菌原噬菌体整

合酶高度同源的 ORF１２之间[４].表明 F１抗原基

因可能通过基因重组水平传递而来.其中caf１是

F１的结构基因,编码 F１抗原的亚单位,其编码的

F１抗原是鼠疫耶尔森菌的毒力决定因子之一.F１
抗原的主要作用是抗吞噬作用,通过掩盖作用阻断

黏附素Ｇ受体相互作用,大大减少与吞噬细胞相互作

用的细菌数,从而阻断吞噬细胞的吞噬作用[５].F１
抗原的另一个作用是使被吞噬的鼠疫耶尔森菌存活

并繁殖,产生致死量的细菌数,其机制可能是通过表

达F１抗原产生的封闭作用完成的[６].
鉴于此,本研究对鼠疫耶尔森菌的caf１基因

进行探讨,以期阐明caf１基因的缺失对鼠疫耶尔

森菌体外生物学功能的影响,并建立小鼠动物感染

模型来比较caf１基因缺失株对小鼠毒力的影响.

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　菌株、质粒及实验动物　鼠疫耶尔森菌２０１
株(田鼠分离株,对人不致病菌,本室保存),质粒

pACＧcrRNA、pKD４６ＧCas１２a(本室保存),SPF级６
到８周龄雌性BALB/c小鼠(北京维通利华实验动

物技术有限公司,许可证号:SCXK(京)２０１６Ｇ０００６).

１．１．２　试剂　氨苄西林(MP,美国)、氯霉素(MP,
美国)、BHI培养基(BD公司,美国)、LB培养基(实
验室自制)、血平板(北京陆桥技术股份有限公司)、

DNA MarkerDL２,０００(TaKaRaBIOTECH 公司,
大连)、QIAquickPCRPurificationKit(Qiagen公

司,德国)、QIAquickGelExtractionKit(Qiagen公

司,德 国)、PrimeSTARTM HS DNA Polymerase
(TaKaRaBIOTECH 公司,大连)、TaqDNApolyＧ
merase(TaKaRaBIOTECH 公司,大连)、T４polyＧ

nucleotidekinase(NEB,美国)、１０T４DNAligase
buffer(NEB,美国)、引物均合成自北京天一辉远生

物科技有限公司.

１．１．３　仪器　手持式液体气溶胶肺递送装置(北京

慧荣和科技有限公司),霉菌培养箱 MJPＧ２５０型(上
海精宏实验设备有限公司),UVＧ８０００A型紫外分光

光度计(上海元析仪器有限公司),GeneAmpPCR
System９７００型PCR仪(美国 ABI公司),凝胶成像

分析系统(北京君意东方电泳设备有限公司),电泳

仪PowerPac３００(BIORAD公司,美国).

１．２　方　法

１．２．１　caf１基因缺失株的构建　通过前期建立的

CRISPR/Cas１２a介导的基因编辑方法构建F１抗原

编码 基 因caf１ 的 缺 失 株[７].首 先 合 成 靶 向 的

crRNA引物caf１delcrRNAＧF、caf１delcrRNAＧR
(表１),退火克隆到crRNA 表达质粒pACＧcrRNA
上,同时设计并合成重组引物caf１deloligo(表１).
之后将λRed重组酶及核酸酶 Cas１２a表达质粒

pKD４６ＧCas１２a转入鼠疫耶尔森菌２０１株,诱导重组

酶表达,制备其感受态细胞.向感受态细胞中转入

约３００ng靶向caf１基因的crRNA 表达质粒和

５００ng重组oligo,加１mLLB培养基复苏２h,４０

μL/４００μL梯度涂布于双抗 LB平板(氨苄西林６０

μg/mL,氯霉素３０μg/mL)培养２天.挑选单菌落

到双抗板上划线,PCR(预变性９５ ℃/５min;变性

９４℃/４０s;退火５０℃/４０s;延伸７２ ℃/１min;再
延伸７２℃/５min)、测序筛选重组正确克隆后,在含

７％蔗糖的LB平板及４２ ℃培养丢掉辅助质粒,获
得最终的caf１基因缺失株,标记为２０１Δcaf１,保
藏菌株(BHI培养液含３０％甘油,保存于－８０℃).

表１　实验所用引物

Tab．１　Primersofexperiment

　引物名称 　　引物序列(５′—３′)

caf１delcrRNAＧF TACTTTACAGATGCCGCGGGTGATCCGT

caf１delcrRNAＧR GGATCACCCGCGGCATCTGTAAAGTATC

caf１deloligo
TGGATTGGATTATTCGATAGAGGTAＧ
ATATATC

TAACCAATAATCCATATAGATAATAGA

JDＧcaf１ＧF CAACTGCTAATGCGGCAGAT

JDＧcaf１ＧR TGCAAGTTTACCGCCTTTGG

１．２．２　caf１基因缺失株的鉴定　将获得的基因缺

失株２０１Δcaf１和鼠疫耶尔森菌２０１株进行１０min
的热裂解获得其DNA模板,并以表１的JDＧcaf１ＧF
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和JDＧcaf１ＧR作为鉴定引物对 DNA 进行鉴定.通

过琼脂凝胶电泳技术,验证基因缺失株２０１Δcaf１
构建成功.

１．２．３　细菌培养　鼠疫耶尔森菌２０１株与基因缺

失株２０１Δcaf１均转接三代培养.接种甘油菌种接

种于２０mL的BHI肉汤中,２６℃ ２００r/min培养

３６h至平台期(OD６００≥２．５)后收取菌液,２０倍稀释

并转接于２０mL的 BHI肉汤中,２６ ℃ ２００r/min
培养至 OD６００≈１．０时再次收菌,而后１００倍稀释转

接于２０mL的 BHI肉汤中,２６ ℃下２００r/min培

养至对数中期(OD６００≈１．０)后转入３７℃２００r/min
培养３h,获得最终培养菌液.

１．２．４　菌落形态观察　鼠疫耶尔森菌２０１株与基

因缺失株２０１Δcaf１均通过１．２．２所述方法进行培

养,随后采用分区划线法,将菌液接种于血平板,２６
℃培养７２h,最后观察比较２株菌在血平板上的菌

落形态.

１．２．５　生长曲线测定　鼠疫耶尔森菌２０１株与基

因缺失株２０１Δcaf１参照１．２．２所述方法培养至第

二代,同等比例转接第三代后在２６℃下２００r/min
持续培养,并在培养后的第０~３６h内每２h 取１
次２００μL的菌液,菌液样本使用终浓度为５％的甲

醛固定,取样结束后用紫外分光光度计测定所有菌

液样本的吸光值(６００nm),绘制生长曲线.实验共

重复３次,取平均值.

１．２．６　菌株自凝聚率测定　将培养好的鼠疫耶尔

森菌２０１株与基因缺失株２０１Δcaf１菌液以３０００
r/min离心１０min,收集菌体,用生理盐水洗涤２
次,然后悬垂于生理盐水中,以生理盐水为空白对

照,调节菌液使之在 ６００nm 波长下 OD 值约为

１􀆰０,记为 OD１.取５支型号一致的试管,每支试管

加入２mL调整好浓度的同一株菌的菌悬液,分别

室温静置０．５h、１h、１．５h、２h、２．５h、３h,然后各吸

取２００μL 上层溶液测得其 OD６００吸光值,重复３
次,取平均值,记为 OD２.通过不同时间吸光值的

差异,可分别计算出２株菌的自凝聚率,计算公式

如下:
菌株自凝聚率＝(OD２/OD１)×１００％

１．２．７　气溶胶肺递送途径感染小鼠 LD５０测定　使

用含有０．０５％泊洛沙姆的生理盐水将菌液配制成理

论感染剂量(２０００CFU/５０μL、５００CFU/５０μL、

２００CFU/５０μL、１００CFU/５０μL、５０CFU/５０μL、

２５CFU/５０μL、１０CFU/５０μL、２CFU/５０μL).
选取SPF级６到８周龄雌性BALB/c小鼠１６０只,
随机分成１６组,每组１０只小鼠.１到８组分别肺

递送不同剂量的鼠疫耶尔森菌２０１株菌液５０μL,９
到 １６ 组 分 别 肺 递 送 不 同 剂 量 的 基 因 缺 失 株

２０１Δcaf１菌液５０μL.每天观察记录２次小鼠发

病及死亡情况,连续观察２周,根据各感染剂量组小

鼠死亡情况分别求出２株菌株气溶胶肺递送感染小

鼠的半数致死剂量(LD５０).

１．２．８　不同途径感染小鼠生存曲线观察　选取

SPF级６到８周龄雌性BALB/c小鼠８０只,随机分

成８个组,每组１０只小鼠.使用含有０．０５％泊洛沙

姆的生理盐水将鼠疫耶尔森菌２０１株与基因缺失株

２０１Δcaf１菌液配制成理论感染剂量２０００CFU/５０

μL,分别以气溶胶肺递送、滴鼻、腹腔注射、尾静脉

注射４种途径感染小鼠,每天观察记录２次小鼠发

病及死亡情况,连续观察２周,绘制生存曲线.

１．２．９　统计学分析　在菌株自凝聚率测定实验中,
应用SPSS１６．０软件进行统计分析,同一时间点内

比较采用 multivariate检验,以P＜０．０５表示差异

具有统计学意义.在不同途径感染小鼠生存曲线观

察实验中,应用 GraphPadPrism８．０．１软件进行统

计学分析,并绘制生存曲线,组间比较采用 LogＧ
rank(MantelＧCox)检验,以P＜０．０５表示差异具

有统计学意义.

２　结　果

２．１　caf１基因缺失株的鉴定　利用１．２．１设计的

用于鉴定caf１基因的上下游引物JDＧcaf１ＧF/R对

缺失株和野生株进行菌落PCR扩增,扩增产物通过

１􀆰５％琼脂糖凝胶电泳进行检测,结果显示野生株

caf１基因扩增为阳性,产物长度４１６bp,所有缺失

株caf１基因扩增均为阴性(图１),表明基因缺失株

２０１Δcaf１构建成功.

M:DNAladdermaker(M);１:鼠疫耶尔森菌２０１株;２~５:基因

缺失株２０１Δcaf１株;６:阴性对照

图１　鼠疫耶尔森菌２０１株与基因缺失株２０１Δcaf１的

caf１基因PCR产物琼脂糖凝胶电泳图

Fig．１　ElectrophoresisofPCR ofY．pestis ２０１and
２０１Δcaf１

７０６８期 程鹏博,等:鼠疫耶尔森菌caf１基因缺失株体外生物学特性和对小鼠致病性分析



２．２　菌落形态观察　鼠疫耶尔森菌２０１株与基因

缺失株２０１Δcaf１接种血平皿培养７２h后,可见二

者均长出浅灰色、表面光滑的细小菌落,菌落形态观

察结果无明显差异.

２．３　菌株生长曲线分析　２６℃培养条件下鼠疫耶

尔森菌２０１株与基因缺失株２０１Δcaf１的生长曲线

基本一致(图２).２株株菌均经历适应期、对数期、
稳定期３个阶段,均经过８h适应期后进入对数生

长期,培养１４h后进入稳定期.

图２　鼠疫耶尔森菌２０１株与基因缺失株２０１Δcaf１的

生长曲线

Fig．２　GrowthcurveofY．pestis２０１and２０１Δcaf１

２．４　菌株自凝聚率比较　在静置的液体环境中鼠

疫耶尔森菌２０１株与基因缺失株２０１Δcaf１的自凝

聚率如图３所示,２个菌株的自凝聚率呈现出上升

趋势.菌液自凝聚率的上升趋势并不是一条直线,
基因缺失株２０１Δcaf１在０~２h内自凝聚率上升快

于鼠疫耶尔森菌２０１株,在２~３h内自凝聚率上升

较慢于鼠疫耶尔森菌２０１株.当静置３h后,野生

株与缺失株的自凝聚率基本不会发生显著性的变

化,维持在８０％左右.基因缺失株２０１Δcaf１的自

凝聚率高于鼠疫耶尔森菌２０１株,F０．５h＝８９．９９,P＜
０．０５;F１．０h＝５４．９３,P＜０．０５;F１．５h＝５７．６０,P＜０．０５,
差异有统计学意义.在２h、３h时时间点上基因缺

失株２０１Δcaf１的自凝聚率与鼠疫耶尔森菌２０１株

的自凝聚率无明显差异,提示caf１基因缺失影响

鼠疫耶尔森菌早期自凝聚率.此实验重复３次,实
验结果一致.

２．５　气溶胶肺递送途径感染小鼠LD５０比较　鼠疫

耶尔森菌２０１株与基因缺失株２０１Δcaf１通过气溶

胶肺递送途径感染BALB/c小鼠,根据各感染剂量

组小鼠死亡情况绘制出生存曲线(图４),并使用

ReedＧMuench法 求 出 两 株 菌 气 溶 胶 肺 递 送 感 染

BALB/c小鼠的LD５０.计算结果鼠疫耶尔森菌２０１
株的LD５０为１４CFU/只,基因缺失株２０１Δcaf１的

图３　鼠疫耶尔森菌２０１株与基因缺失株２０１Δcaf１株

不同时间的自凝聚率图

Fig．３　CoherencyofY．pestis２０１and２０１Δcaf１

LD５０为８２CFU/只,缺失株 LD５０约是野生株的６
倍.由此可见,caf１基因的缺失引起了鼠疫耶尔森

菌气溶胶途径感染小鼠毒力的下降.

２．６　不同途径小鼠感染试验　鼠疫耶尔森菌２０１
株与基因缺失株２０１Δcaf１分别以气溶胶肺递送、
滴鼻、皮下注射、尾静脉注射途径对 BALB/c小鼠

进行２０００CFU/５０μL剂量的感染,由生存曲线图

可知BALB/c小鼠全部死亡(图５),但每个途径缺

失株的全部死亡时间均晚于鼠疫耶尔森菌２０１株.
通过４种途径下的鼠疫耶尔森菌２０１株与基因缺失

株２０１Δcaf１的生存曲线比较可知,基因缺失株死

亡时间与野生株相比气溶胶肺递送途经(χ２＝１９．０,

P＜０．０５)、滴鼻途经(χ２＝１８．０,P＜０．０５),皮下注射

途经(χ２＝１０．２３,P＜０．０５),尾静脉注射途经(χ２＝
１５．３１,P＜０．０５),提示caf１基因缺失影响鼠疫耶尔

森菌通过４种不同途径感染小鼠的毒力.

３　讨　论

CRISPRＧCas系统,即成簇的规律间隔的短回

文重 复 序 列 簇 (clusteredregularlyinterspaced
shortpalindromicrepeats,CRISPR)和 CRISPR 相

关蛋白(CRISPRassociatedprotein,Cas),广泛存

在于细菌和古生菌基因组中[８],作为一种获得性免

疫系统来有效地抵抗噬菌体和外界各种基因原件造

成的 干 扰.利 用 CRISPRＧCas 系 统,构 建 靶 向

crRNA引导 Cas核酸酶对靶点进行剪切产生双链

断裂,则 可 对 基 因 组 进 行 剪 切[９].本 研 究 利 用

CRISPRＧCas１２a系统结合噬菌体蛋白重组系统成

功构建了应用于鼠疫耶尔森菌的基因编辑体系,用
于鼠疫耶尔森菌caf１基因敲除.

成功获得鼠疫耶尔森菌caf１基因缺失株后,
本研究探讨了caf１基因的缺失对鼠疫耶尔森菌生

长曲线、菌落形态、自凝聚率等生物学特性的影响.
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图４　鼠疫耶尔森菌２０１株(A)与基因缺失株２０１Δcaf１(B)气溶胶肺递送感染小鼠生存曲线图

Fig．４　SurvivalcurvesofY．pestis２０１and２０１Δcaf１

A:气溶胶肺递送途径;B:滴鼻途径;C:皮下注射途径;D:尾静脉注射途径

图５　鼠疫耶尔森菌２０１株与基因缺失株２０１Δcaf１株４种途径感染小鼠生存曲线图

Fig．５　FourwaysofsurvivalcurvesofY．pestis２０１and２０１Δcaf１

通过 比 较 鼠 疫 耶 尔 森 菌 ２０１ 株 与 基 因 缺 失 株

２０１Δcaf１的生长曲线和菌落形态,发现２株菌没有

明显差异,表明caf１基因的缺失并不影响鼠疫耶

尔森菌的生长曲线和菌落形态.但在２h以内因缺

失株２０１Δcaf１的自凝聚率比鼠疫耶尔森菌２０１株

的高,在３h后自凝聚率趋于一致,表明caf１基因

的缺失影响鼠疫耶尔森菌的自凝聚率.有研究表明

微生物的聚集作用与微生物产生的胞外聚合物

(ExtracellularPolymericSubstances,EPS)密切相

关,对微生物聚集体结构的形成和维持起着至关重

要的作用[１０].当不同类型的EPS或EPS中的某些

成分比例发生变化时,微生物之间的聚集性会出现

变化[１１].而F１蛋白作为 EPS的组成成分时,在基

因缺失株２０１Δcaf１不能合成 F１蛋白的情况下,

EPS的成分和结构均发生了变化.从而影响了基

因缺失株２０１Δcaf１的自凝聚率的变化和聚集体的

稳定.与本实验结果相符,当caf１基因缺失后自

凝聚率在短期内升高,在３h后缺失株与野生株的

自凝聚率基本一致,推测是由于微生物聚集体在重

力作用的影响下出现沉淀现象导致自凝聚率的

升高.
随后本研究对caf１基因的缺失是否引起鼠疫

耶尔森菌毒力的变化进行了验证.首先,使用气溶

胶肺递送途径对 BALB/c小鼠进行鼠疫耶尔森菌

２０１株与基因缺失株２０１Δcaf１的感染,结果表明缺

失株LD５０是野生株的约６倍,可见caf１基因的缺

失引起了鼠疫耶尔森菌毒力在气溶胶肺递送感染小

鼠模型上的下降.其次,本研究通过肺递送、滴鼻、

９０６８期 程鹏博,等:鼠疫耶尔森菌caf１基因缺失株体外生物学特性和对小鼠致病性分析



皮下、尾静脉注射４种途径中给予小鼠绝对致死量

的鼠疫耶尔森菌,结果表明基因缺失株２０１Δcaf１
死亡时间均晚于鼠疫耶尔森菌２０１株.在这４种途

径下BALB/c小鼠对于基因缺失株２０１Δcaf１的敏

感度降低.目前已知鼠疫耶尔森菌中由F１抗原和

由低钙反应质粒编码的Ⅲ型分泌系统共同完成的抗

吞噬作用[１２],当缺失Ⅲ型分泌系统的菌株失去 F１
抗原后,被吞噬的鼠疫耶尔森菌会增加６倍,当缺失

F１抗原的菌株失去Ⅲ型分泌系统后,被吞噬的鼠疫

耶尔森菌会增加１４倍,当两者均缺失时吞噬率会增

加１８倍[１３].虽然F１抗原有抗吞噬作用,但F１抗

原不是必须的毒力因子,F１抗原基因的缺失并不能

明显降低不同动物模型的半数致死量[１４].与本实

验结 果 相 符,BALB/c 小 鼠 对 于 基 因 缺 失 株

２０１Δcaf１的敏感性降低,LD５０升高６倍.
本实验构建了基因缺失株２０１Δcaf１,并对其从

基因水平进行鉴定.通过生物学功能实验,我们发

现基因缺失株２０１Δcaf１和鼠疫耶尔森菌２０１株在

相同的培养条件下菌落形态和生长速率上无明显差

异,自凝聚率有所升高.而且BALB/c小鼠对基因

缺失株２０１Δcaf１的敏感性降低,LD５０也有所升高.
本研究基于 CRISPR/Cas１２a方法构建了基因缺失

株２０１Δcaf１,证实该基因参与细菌的自凝聚过程和

致病过程.在此基础上我们将进一步通过研究

caf１基因,以便更加深入的研究诠释F１蛋白的生

物学功能.
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