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肺炎克雷伯氏菌 VBNC状态转化突变株的筛选与特性研究

沈 � 菊 � 胡章立 � 黎双飞
(深圳大学生命科学学院,深圳 � 518060 )

摘要: 采用双亲本接合法对从文山湖富营养化水体中分离得到肺炎克雷伯氏菌进行 Tn5转座子插入诱变, 在含四

环素和卡那霉素的 LB培养基上获得接合子 ,利用饥饿冷冻高渗透压法对接合子进行细菌 VBNC状态转化突变株

的筛选和特性的研究。结果表明 ,带有卡那霉素基因的 Tn5成功地插入到了肺炎克雷伯氏菌的染色体中, 在双抗

性培养基上获得约 2�3 � 104 ce ll/mL的接合子, 转座效率为 6�58 � 10- 4。对多个接合子和对照肺炎克雷伯氏菌的

诱导、筛选及比较,发现 KPQT-7是最快进入 VBNC状态的突变株,该突变株在胁迫诱导 9d后超过 30%的细胞都进

入了 VBNC状态, 而对照的肺炎克雷伯氏菌至少要在诱导 21d后才大部分进入 VBNC状态。在此基础上,对 VBNC

转化突变株 KPQT-7作进一步的遗传学分析将会为细菌 VBNC状态分子机理的研究奠定坚实的基础。
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细菌 �活的非可培养状态 ( V iab le but non-cu-l

turab le state, VBNC ) �是徐怀恕等 [ 1]
在 1982年首次

报道的细菌的一种特殊存活形式, 该状态下的细菌

在常规培养条件下不能繁殖,但仍然处于活的状态,

当给予合适的条件,细菌又能恢复生长繁殖。迄今

为止, 已先后报道 40多种细菌可以进入 VBNC状

态。诱导细菌进入 VBNC状态的因素有很多, 主要

包括温度
[ 2]
、盐度

[ 3]
、寡营养

[ 4]
、紫外照射

[ 5]
、生物

或化学因子
[ 6]
等。VBNC细菌在这些胁迫条件下可

以存活很长时间, 有的甚至超过一年。目前国外有

关细菌 VBNC状态方面的研究比较多, 国内相对较

少,关于细菌 VBNC状态的分子机理研究则更少。

Romanova, et al�[ 7]利用转座子插入突变法得到若干
鼠伤寒沙门氏菌的变异株, 尽管这些变异株中转座

子插入染色体的部位不同, 但都具干扰细胞进入

VBNC状态的功能。根据这些表型的差异, 将变异

株划分为 3个组, 通过基因克隆和序列分析,最后得

到 3个能控制鼠伤寒沙门氏菌进入 VBNC状态的基

因,分别是 lpf (脂褐素 )、pqi( SoxRS调节子的组成部

分 )和 g lgC (腺苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶 )。最新

研究
[ 8, 9]
发现编码过氧化氢酶的 KatG 基因在大肠

杆菌与霍乱弧菌进入 VBNC状态的过程中起着重要

调控作用,表明了细菌进入 VBNC状态与基因调控

有关,不同的细菌其进入 VBNC状态受不同或相同

的基因所调控。当前,研究工作者对细菌如何由正

常生活状态转变为 VBNC状态及 VBNC状态如何转

化成可培养细胞等形成机理还知之甚少,而更深层

次地揭示细菌 VBNC状态的生态、生理和分子生物

学机理是解决与细菌 VBNC细胞相关的卫生学、预

防医学和环境生物学问题的前提。

利用转座子插入突变法将转座子导入染色体

DNA, 使转座子插入位点处基因发生插入突变,通过

筛选功能发生变化的突变株来研究突变株中被插入

位点相邻的 DNA序列。该方法已成为当今开展基

因定位及其功能研究,特别是一系列调控基因研究

的有效方法
[ 10, 11]

。 20世纪 50年代美国遗传学家

BarbaraM c lintock通过对玉米籽粒色斑不稳定现象

的研究而发现了转座子 ( T ransposon ), 它是一类能

在基因组间或组内 �跳跃 �的 DNA片段, 它可以从

遗传物质的一部分跳跃到另一部分, 从而引起遗传

变异。细菌转座子可分成插入序列 ( Insertionse-

quences)、复合转座子 ( Compositetransposons)、TnA

转座子家族 ( TnA fam ily )和可转移噬菌体 (M uph-

age)。Tn5属于复合转座子, 其两端具有两段倒置
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的 IS50序列, 右末端 ( IS50R )编码转座酶 ( Tnp)和

一个阻遏转座蛋白 ( Inh) ;左末端 ( IS50L)存在一个

赭石突变,不能编码有功能的转座酶
[ 12 ]
。由于 Tn5

是非复制型转座子,因此相对于其他转座子来说,更

被广泛地应用于新基因的发现、基因功能的分析和

突变体库的构建。

本研究主要通过 M in-iTn5转座子对自然水体

中分离出来的与微囊藻种群动态之间存在一定相

关性的肺炎克雷伯氏菌进行转座插入突变, 筛选

肺炎克雷伯氏菌 � VBNC�状态转化突变株, 为今后

寻找和鉴定调控细菌 VBNC状态的相关基因奠定

基础。

1� 材料与方法

1�1� 菌株和质粒 � 供体菌株 E�co li S17-1 /Pm in-i

Tn5为中国农业科学院植物保护研究所生物技术研

究组提供
[ 13]

; 受体菌株肺炎克雷伯氏菌 (K lebsiella

p eneumoniae )为本实验室分离保存菌种。

1�2� 受体菌与供体菌抗生素敏感性测定 � 受体菌
和供体菌各取 100�L分别加入到含氨苄青霉素

(Amp ic illin)、卡那霉素 ( K anamycin )、利福平 ( R i-f

amp icin)和四环素 ( Tetracyc line )的 LB培养基中涂

布均匀, 4种抗生素的使用浓度分别为 100�g /mL、

50�g /mL、100�g /mL和 15�g /mL。每个抗性实验

重复 3次,以确保受体菌和供体菌抗生素敏感性测

定的准确性。

1�3� 转座子的诱变 � 供体菌和受体菌分别被接种
到 LB培养液中, 37� 震荡培养 (转速为 200r/m in) ,

待其生长到对数期, 取供体菌 600�L 和受体菌

300�L于同一张无菌纤维素滤膜 ( 0�22�m)上过滤,

滤膜有菌面朝上置于 LB培养基上, 37� 培养过夜,

次日用无菌 PBS缓冲液将滤膜上生长的菌苔洗下,

洗下的菌液充分混匀, 10 mmo l/L M gSO4稀释 1000

倍后涂布于含利福平和卡那霉素的 LB培养基上,

37� 倒置培养 24h。

1�4� 接合子的 DNA提取 � 按碱裂解法提取接合

子质粒,通过 1%琼脂糖凝胶电泳进行观察, 方法参

照文献 [ 14]。基因组 DNA的提取方法参照文献

[ 15]。

1�5� 接合子 PCR鉴定 � 根据 Tn5转座子卡那霉素

基因上的一段序列, 设计出引物 IS1 ( 5�-gctat-t

gggcgaag tgccgg-3�) 和 IS2 ( 5�-cga tg cgctgcgaatcggg-

3�),通过引物 IS1和 IS2对接合子基因组 DNA进行

扩增。扩增条件 94� 变性 5m in, 94� , 30s; 60� ,

30s; 72� , 1m in, 30个循环; 72� 延伸 10m in。 PCR

反应完成后, 取 5�L样品进行 1%琼脂糖凝胶电泳

检测。

1�6� 肺炎克雷伯氏菌 VBNC状态转化突变株的筛

选 � 双抗培养基上随机挑取 10个转座接合子进行

VBNC状态的检测。转座接合子被接种到 LB培养

液中, 37� 震荡培养 (转速为 200r/m in) , 待其生长

到对数期,按 1%的接种量加入到含 3% N aC l的无

菌蒸馏水中,置于 4� 低温培养。定期取样观察, 利

用 4, 6-联脒-2-苯基吲哚 ( DAPI)荧光显微镜直接计

数法检测活菌总菌数的变化, 每毫升菌液用 100�L

浓度为 1ppm的 DAPI进行染色;而可培养细菌数的

变化则通过平板菌落计数法检测, 采用 2个稀释度

平板法, 菌液稀释 10000倍和 100000倍后, 分别吸

取 100�L接种到 LB平板培养基上, 37� 培养 24h,

计数。

2� 结 � 果

2�1� 受体菌与供体菌抗生素敏感性测定结果 �
接合转座前须对受体菌与供体菌的耐药谱进行测

定,选择一种供体菌敏感而受体菌耐受的抗生素

进行接合子的筛选。测定结果表明, 受体菌对利

福平、四环素和氨苄青霉素都具有抗性作用,而在

含卡那霉素的单抗培养基上无法生长。由于本研

究所用的供体菌株对卡那霉素耐受,因此, 可以选

择含四环素和卡那霉素的双抗培养基对接合子进

行筛选。

表 1� 受体菌与供体菌抗生素敏感性测定结果

T ab�1� Fastn ess sensit ivity test of recep tor and host

氨苄青霉 (Amp)

100�g/mL

卡那霉素(Km )

50�g/mL

利福平 (L if)

100�g/mL

四环素 (Tc)

15�g/mL

受体菌 Receptor + - + +

供体菌 H ost + + + -

2�2� 接合转座
采用 1�3描述的双亲本滤膜接合法进行转座诱

变, 结果在四环素和卡那霉素双抗培养基上筛选到

约 2�3 � 104 cell /mL的接合子, 其转座效率达到

6�58 � 10- 4
。

2�3� 接合子的分子鉴定
质粒 Pm in-iTn5中编码卡那霉素的片段位于可

移动片段内,会随着转座子随机插入到受体菌的染

色体上 (肺炎克雷伯氏菌对卡那霉素敏感 )。通过

对接合子抗生素敏感测定, 发现所有的接合子都对

卡那霉素具有抗性。随机对 10个接合子进行质粒
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提取, 结果没有发现质粒, 这说明了接合子对卡那霉

素的抗性是由染色体而非质粒编码的。为了进一步

确定 Tn5已插入到受体菌染色体中,随机挑取了 10

个接合子进行 PCR鉴定, 根据 Tn5片段内的编码卡

那霉素的 DNA片段设计了 1对引物, 对所提取的基

因组 DNA进行扩增,获得 488bp的目的片段,测序

结果表明,该片段为编码卡那霉素的 DNA片段 (图

1)。

图 1� 菌落 PCR扩增的电泳图谱

F ig�1� E lectrophoressis of PCR p roduct

泳道 1为 M ark DL 2000;泳道 2为阳性对照;泳道 3为阴性对照;

泳道 4� 13为接合子

Lanes1: M ark DL 2000; Lanes2: posit ive con tro;l lanes: negative

contro;l lan es4� 13: m u tan ts

2�4� 肺炎克雷伯氏菌 VBNC状态转化突变株的筛选

利用饥饿、冷冻、高渗透压法筛选能更快或更慢

进入 VBNC状态的突变株。通过对多个接合子和对

照肺炎克雷伯氏菌的诱导、筛选及比较,发现 KPQT-

7是最快进入 VBNC状态的突变株。由图 2可以看

出,利用 4, 6-联脒-2-苯基吲哚 ( DAPI)荧光显微镜

直接计数法
[ 16 ]
检测的活细菌总数一直处于 10

6
与

10
7
之间, 平板菌落计数法检测到的可培养细菌数

则随着时间的推移逐渐减少, 其中 KPQT-7株的可

培养细菌数在培养前期减少得最快, 失去培养性的

细胞都进入了 VBNC状态。在活细菌总数一定的情

况下, KPQT-7株在胁迫诱导 9d后, 其超过 30%的

细胞都已进入了 VBNC状态,而对照的肺炎克雷伯

氏菌至少要在诱导 21d后才大部分进入 VBNC状

态。VBNC细菌数与可培养细菌数百分比变化示意

图 (图 3)显示出, 培养 9d后的 KPQT-7株进入

VBNC的细菌数是可培养细菌数的 0�45倍, 与培养

起始时的 0�2倍增加了 0�25,而对照的肺炎克雷伯
氏菌进入 VBNC状态的细菌数与可培养细菌数的百

分比则由起始的 0�1上升到 0�2, 升幅约为 0�1,这
说明了在活细菌总数一定的情况下, KPQT-7株的可

培养细菌数能更快地转化为 VBNC状态, 这可能与

KPQT-7中 Tn5插入的位点有关。

3� 讨 � 论

肺炎克雷伯氏菌为革兰氏阴性杆菌, 广泛存在

于河水、湖水中的致病菌,甚至存在于甲鱼等水生生

物的体内。到目前为止, 关于自然水体中肺炎克雷

伯氏菌的 VBNC状态方面国内外还没有相关的报

道, 而研究肺炎克雷伯氏菌的 VBNC状态对环境公

共卫生、水产疾病检测等方面都具有非常重要的意

义。

迄今为止,大部分关于 VBNC细菌的遗传学研

究都集中在核酸水平上。R ave,l et al� [ 17]通过转座
子插入的诱变方法,获得 2500多个霍乱弧菌的变异

株,将这些变异株于 4� 和 25� 下置入工海水中, 使

进入 VBNC状态,他们发现其中的 JRO9H1株能更

快地进入这种休眠状态, 提示细菌在不良环境条件

下进入 VBNC状态可能是由基因控制的; Romano-
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va, et al�[ 7]通过转座子 TnPhoA的插入诱变,得到若

干鼠伤寒沙门菌的变异株, 尽管这些变异株中转座

子插入染色体的部位不同, 但都能干扰细胞进入

VBNC状态, 通过对变异株的基因进行分析,发现 3

个能控制鼠伤寒沙门道菌进入 VBNC状态的基因。

二者都是利用转座子插入突变获得影响细菌进入

VBNC状态的相关基因, 表明转座子插入突变法是

研究细菌 VBNC状态分子机理的行之有效的方法。

本研究采用了具有卡那霉素选择标志的 M in-iTn5

转座子对肺炎克雷伯氏菌进行诱导, 卡那霉素标志

位于 Tn5转座末端序列之间,当转座子接合到受体

菌的染色体后,该菌就获得了转座子所编码的性状,

能很容易地与未诱变的菌体区分开来, 而转座必需

的转座酶 tnp则位于 Tn5转座末端序列之外,因此

在发生转座后,染色体上的转座片段不会再发生第

二次转移。与其他转座子相比, 本研究采用的 M in-i

Tn5转座子诱导突变株具有明显的优势, 诱变率高

且是插入性单突变,不会出现多重突变,而这些都是

利于本研究的深入性与准确性
[ 18 ]
。

丛延广等
[ 18]
在利用 M in i Tn5转座子诱导弗氏

枸橼酸杆菌插入突变的研究中,从 4047株转座接合

子中共筛选出 97株营养缺陷株, 转座突变频率为

0�024。本研究采用的 M in-iTn5转座子对肺炎克雷

伯氏菌的转座突变频率为 0�1, 二者相比,后者的转

座突变频率较高,这说明相同的转座子对不同的细

菌具有不同的转座突变频率。

细菌尤其是革兰氏阴性杆菌 VBNC状态的形成

与环境中的温度、盐度、寡营养等条件有着密切的关

系,其中最显著的影响因子是温度
[ 19� 22 ]

,低温比高

温更能促进细菌进入 VBNC状态。此外, 国外研究

得比较多的就是盐度
[ 23, 24]

对细菌 VBNC状态的影

响,研究表明,盐度为 3%左右的培养水体比盐度低

于 2%的培养水体更能促进细菌 VBNC状态的形

成。通常情况下都是两种或多种胁迫条件共同作用

促使细菌进入 VBNC状态的。本研究采用的 VBNC

状态转化突变株筛选方法为饥饿冷冻高渗透压法。

由于细菌在生长过程中必须从外界环境中摄取营养

满足物质合成和能量代谢的需要, 为了产生饥饿

(寡营养 )胁迫,本研究采用的培养水体是无菌蒸馏

水,其水体中的营养物含量很低。同时又处于低温

( 4� )和高渗透压 ( 3% N aC l)的胁迫条件下, 所以

使接合子逐渐进入 VBNC状态。该实验前后重复了

2次,每次都得到相同的结果,培养过程中活细菌总

数一直保持在 10
6
数量级左右, 可培养的细菌数则

随着时间的推移逐渐减少。而通过对多个突变株和

对照肺炎克雷伯氏菌的诱导、筛选及比较, 发现

KPQT-7株的可培养细菌数在培养前期减少得最快,

即其 VBNC状态的细胞数增加得最快。在活细菌总

数保持在 10
6
数量级的情况下, 该突变株在胁迫诱

导 9d后超过 30%都已进入 VBNC状态, 对照的肺

炎克雷伯氏菌至少要在诱导 21d后才大部分进入

VBNC状态。这显示了肺炎克雷伯氏菌在不良环境

条件下进入 VBNC状态可能是由基因调控的, 因为

转座子 Tn5的插入使 KPQT-7株进入 VBNC状态的

相关基因发生了插入突变, 促使 KPQT-7株更快更

容易进入 VBNC状态。由此推测, KPQT-7株中 Tn5

插入位点的侧翼序列可能在肺炎克雷伯氏菌进入

VBNC状态的过程中起着正负调控的作用, 而有关

该类细菌进入 VBNC状态前后相关基因的表达调控

变化还有待进一步的研究。
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STUD IES ON THE SCREENING FORKLEBSIELLA PENEUMONIAE VBNCMUTANTS

AND ITS TRANSFORMATION CHARACTERISTICS

SHEN Ju, HU Zhang-L i and L I Shuang-Fei

( Colleg e of L ife S cience, Shenzhen University, Sh enzh en� 518060 )

Abstract: VBNC ( viable but non-culturable state) bacteria are cons idered to represent a sub-population of cells which are

not able to grow in the usua l culturem edia but yet rema inm etabolically active, and can be resuscitatedwhen condit ions be-

come favorable�So far, them olecular bas is for entry into and resuscitat ion from theVBNC state are still poorly known, and

all these obscurat ionsmustm ake clear, becauseVBNC bacteria is concerned about public hea lth, evaluat ing w ater quality,

epidem ic prevent ion�To better understand the m olecular m echanism o f bacterial VBNC state, th is study used transposon

Tn5 to induce the gram negative bacteria-K lebsiella p eneumoniae by parental con jugat ion m ethod�Exconjugations were iso-

lated from culturem ed ium w ith 50 �g /mL km and 15 �g /mL Tc and detected by PCR using prmi ers IS1 and IS2 which

had been des igned us ing Tn5 as the template�PCR productsw ere v isualized on a 1% agarose gel�After that, exconjugations

w ere incubated in sterilized distilled waterw ith 3% sod ium chloride at4� for screeningm utantswhichw as the fastest and

the eas iest entered theVBNC state�The results show ed that transposon Tn5 were inserted in chromosom e ofK �p eneumoniae

successfully, about 2�3 � 104
cell/mL exconjugationsw ere obtained, and its transposon frequencywas high at 7�6 � 10- 5

.

Exconjugations cou ld be detected by PCR us ing prmi ers IS1 and IS2�Comparing w ith the other stains, a mutantKPQT-7

w as foundm uch faster and eas ier to enterVBNC state, throughout the incubation, total direct cell counts rem ained near the

original inoculum level of 10
6
to 10

7
cell/mL, and the plate cell counts decreased day by day, more than 30% ofKPQT-7

popu lation had been into VBNC state after 9d stress treatment, wh ile the contro l stain entered the VBNC state after 21d

stress treatm ent� It can be concluded thatK � peneum oniae entered the VBNC statem ight dea lw ith the sequence flanking

the Tn5 insertion s ite�The genet ic ana lysis on them utantKPQT-7 are ongo ing, this expermi ent has laid a solid foundation

for the further research on mo lecular m echanism of the VBNC transformation in aquat ic bacteria�

K ey words: VBNC; Tn5 transposon; K lebsiella p eneumoniae


