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摘  要：【背景】结核分枝杆菌牛变种(Mycobacterium tuberculosis variant bovis)可以感染人和多种

动物，是重要的人兽共患病原菌。【目的】以结核分枝杆菌牛变种 C68001 为母本菌株，利用

MycoMar T7 转座子系统，构建结核分枝杆菌牛变种突变体库，为深入探究结核分枝杆菌牛变种基

因功能和致病机制提供技术平台。【方法】以 C68001 为母本菌株，对其全基因序列进行分析预测；

筛选温敏型噬菌体，优化噬菌体扩增条件和侵染条件；获得高库容的结核分枝杆菌牛变种 C68001
突变体库。【结果】基于 Nanopore 三代和二代测序技术绘制细菌基因组完成图，C68001 的完整基

因组大小为 4.342 Mb，含有 4 093 个基因。成功筛选到温敏型噬菌体，并且滴度高于 1×1011 PFU/mL，
以感染复数(multiplicity of infection, MOI)为 10 侵染菌株 C68001 3 h 后获得 9 216 个单克隆的转

座子突变体，随机挑选 7 个克隆进行 PCR 鉴定，证实转座子成功插入母本菌株。【结论】成功构

建了结核分枝杆菌牛变种 C68001 的突变体库。 
关键词：结核分枝杆菌牛变种；MycoMar T7；突变体库；噬菌体 
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Abstract: [Background] Mycobacterium tuberculosis variant bovis is a zoonotic pathogen 
capable of causing tuberculosis in both humans and animals. [Objective] To construct a mutant 
library of M. tuberculosis var. bovis with M. tuberculosis var. bovis C68001 as the maternal 
strain and the MycoMar T7 transposon system, providing a technical platform for further 
investigation of the gene functions and pathogenic mechanisms of M. tuberculosis var. bovis. 
[Methods] The whole genome sequence of M. tuberculosis var. bovis C68001 was systematically 
analyzed. The temperature-sensitive phages were screened and the conditions of phage 
proliferation and infection were optimized. Finally, a mutant library with high storage capacity 
for M. tuberculosis var. bovis C68001 was obtained. [Results] Based on Nanopore 
third-generation and second-generation sequencing technology, the whole genome of C68001 
was 4.342 Mb in size and contained 4 093 genes. A temperature-sensitive phage with a titer 
higher than 1×1011 PFU/mL was successfully screened. After infecting C68001 at MOI=10 for  
3 h, 9 216 monoclonal transposon mutants were obtained. Seven clones were randomly selected 
for PCR, which confirmed that transposons were successfully inserted into C68001. 
[Conclusion] The mutant library of M. tuberculosis var. bovis C68001 was successfully 
constructed. 
Keywords: Mycobacterium tuberculosis variant bovis; MycoMar T7; mutant library; phage 
 
 

结 核 分 枝 杆 菌 牛 变 种 (Mycobacterium 
tuberculosis variant bovis)是结核分枝杆菌复合

群(Mycobacterium tuberculosis complex, MTBC)
中的一员，可感染多种野生动物、家畜[1-2]，还

可以通过接触患病动物或摄入带菌动物产品而

感染人[3-4]。世界卫生组织统计数据显示，每年

有 1 000 万人罹患结核病，150 万人死于结核病

感染，其中罹患人兽共患结核病的人数在 14 万

以上，死亡人数超过 1.2 万[5-6]。深入研究结核

分枝杆菌牛变种对于理解结核病病原演化、宿

主适应性及致病机制至关重要，也为开发新的

结核病疫苗和诊断工具提供理论基础。 
在表型筛选和调控网络分析领域，突变体

文库发挥着至关重要的作用[7-8]。构建突变体文

库的过程中，常用的方法包括有理化诱变、

CRISPR/Cas9 系统和转座子随机插入诱变等。其

中，转座子诱变技术因其操作简单、易于筛选

突变体，并且能够与高通量测序技术相结合进

行大规模筛选，已经成为发现新基因、克隆功

能基因、探索已知基因的新功能及研究蛋白质
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功能的重要工具[9-10]。转座子诱变技术作为一种

高效的文库构建方法，能够迅速产生大量的突

变体，并且每个突变位点都可以通过插入的转

座子序列进行精确定位[11]。1990 年，Martin 等[12]

首次将 Tn610 转座子系统应用于耻垢分枝杆菌

(Mycobacterium smegmatis) 的 研 究 中 ， 随 后

Guilhot 等[13]利用一种能在 30 ℃复制但在 37 ℃
无法复制的条件复制型载体，成功构建了一个

包含 30 000 个突变体的 Tn611 随机插入突变体

文库[12-13]。随后，由 Himar1 衍生的 MycoMar 
T7 转座子因其具备能在 30 ℃复制而 37 ℃无

法 复 制 的 条 件 复 制 特 性 和 识 别 序 列 短 小

(5′-TA-3′)的优势，TA′二核苷酸在分枝杆菌基

因组中的出现频率约为 50 个核苷酸 1 次，出现

频次和分布较为平滑，因此以 Himar1 为基础的

转座子系统插入效率高且无明显偏好，还能够

在无抗生素选择的情况下稳定遗传，能够产生

高饱和度且稳定的突变库，被许多研究人员用

于分枝杆菌突变体库的构建，为深入了解分枝

杆菌的生物学特性和致病机制提供了强有力

的工具[14-16]。 
本研究采用中国兽医药品监察所标准强毒

株结核分枝杆菌牛变种 C68001 作为母本菌株，

拟绘制细菌完成图，并预测突变文库库容及非

必需基因。同时，本研究计划筛选温敏型

MycoMar T7 噬菌体，探索其最优侵染条件，以

期获得高库容的结核分枝杆菌牛变种 C68001
突变体库，进而为研究结核分枝杆菌牛变种的

基因功能、致病机制和疫苗开发提供技术平台。 

1  材料与方法 
1.1  供试菌株、噬菌体 

结核分枝杆菌牛变种 C68001 由中国兽医

药品监察所保存。耻垢分枝杆菌(M. smegmatis) 
mc2 155 和噬菌体 ΦMycoMar T7 由复旦大学基

础医学院高谦教授惠赠。 

1.2  主要试剂和仪器 
Middlebrook OADC 增菌液，Becton Dickinson 

(BD)公司；硫酸卡那霉素，MedChemExpress 
(MCE)公司；十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)、
MgSO4、CaCl2、Tyloxapol 和琼脂粉，Sigma-Aldrich
公司；MP 缓冲液(含 50 mmol/L Tris、150 mmol/L 
NaCl、10 mmol/L MgSO4、2 mmol/L CaCl2，高压

灭菌后备用)。恒温培养箱，Thermo Fisher 公司；

冷冻离心机，Eppendorf 公司；恒温振荡培养箱，

上海右一仪器有限公司；旋转混匀仪，Biologix
公司。 

1.3  培养基 
Middlebrook 7H9 肉汤培养基和 Middlebrook 

7H10 琼脂培养基，Becton Dickinson (BD)公司；

7H9-OADC-Ty、7H9-OADC-Ty-kana (含 50 μg/mL
硫酸卡那霉素)、7H10、7H10-OADC 及 7H10- 
OADC-kana (含 50 μg/mL 硫酸卡那霉素)按照参

考文献[16]配制。 
Top agar：0.1 mmol/L CaCl2，4 g/L 琼脂粉。

121 ℃灭菌 20 min。 

1.4  结核分枝杆菌牛变种 C68001 的全

基因序列测定 
取冻存的菌株 C68001 接种 7H9-OADC-Ty 培

养基，于恒温培养箱中 37 ℃静置培养 2−3 周，

使用 CTAB 法提取基因组，基于 Nanopore 三代

和二代测序技术进行测序，过滤接头、短片段

和低质量数据后通过 Unicycler 对过滤后的

reads 进行组装，使用 R 包 cirlcize 绘制细菌基

因组完成图。使用 Prokka 对组装后的基因组进

行编码序列 (coding sequence, CDS)预测和注

释，并与 UniProt 数据库进行 BLAST+比对，得

到基因功能注释结果，通过与 DEG database 进

行 BLAST 预测必需基因，通过基因组浏览器

Ensemble 统计 TA′二核苷酸位点。 
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1.5  噬菌体的制备 
1.5.1  MycoMar T7 噬菌体扩增 

取 冻 存 的 菌 株 mc2 155 划 线 接 种 于

7H10-OADC 平板，挑取单菌落转接 10 mL 
7H9-OADC-Ty 培养基，于 37 ℃、110 r/min 培

养至平台期 (OD600=2.0)，以 1%接种量转接

7H9-OADC-Ty 培养基，振荡培养至 OD600 为 1.0。
用 MP 缓冲液对 ΦMycoMar T7 毒种进行连续

10 倍梯度稀释，分别取 100 μL 稀释后的噬菌体

与 300 μL 的菌液混匀，37 ℃孵育 30 min，加

入 6 mL 提前融化的 Top agar 中，颠倒混匀后立

即倒入 7H10 平板，室温冷却凝固后，倒扣于

30 ℃培养 3 d。 

1.5.2  温敏型 MycoMar T7 噬菌体的筛选 
向 500 μL OD600 为 1.0 的菌株 mc2 155 菌液

加入 6 mL 提前融化的 Top agar，颠倒混匀后立

即倒入 7H10 平板，室温冷却凝固。从 1.5.1 扩

增噬菌体的平板上随机挑取 50 个噬菌斑同步接

种于 2 块铺有菌株 mc2 155 的平板，分别置于

30 ℃和 37 ℃培养 3 d，挑取 4 个在 30 ℃增殖

而 37 ℃不复制的噬菌斑加入 EP 管，添加 200 μL 
MP 缓冲液于 4 ℃孵育过夜后，12 000 r/min
离心 3 min 后取上清，用 MP 缓冲液进行连续

10 倍梯度稀释，分别取 100 μL 稀释后的噬菌

体与 300 μL 的菌液混匀，37 ℃孵育 30 min
后加入 Top agar，颠倒混匀后立即倒入 7H10
平板，室温冷却凝固后倒扣于 30 ℃培养 3 d。
选择噬菌斑紧密相连的平板，加入 2 mL MP
缓冲液，刮取琼脂，在 4 ℃旋转混匀过夜，   
12 000 r/min 离心 3 min 取上清经 0.22 μm 滤器

过滤除菌。 

1.5.3  温敏型 MycoMar T7 噬菌体扩增及

效价测定 
取 1.5.2 筛选的温敏型噬菌体按照 1.5.1 步

骤连续扩增 3 代，将第 3 代的噬菌体用 MP 缓

冲液连续 10 倍稀释，分别取 100 μL 稀释后的

噬菌体与 300 μL 菌液混匀，37 ℃孵育 30 min
后加入 Top Agar，颠倒混匀后立即倒入 7H10
平板，室温冷却凝固后倒扣于 30 ℃培养 3 d。
选择 30−300 个噬菌斑的平板进行计数，计算噬

菌体滴度。并随机选择数个噬菌斑按照 1.5.2 的

方法复测温敏性。选择滴度大于 1011 PFU/mL
且温敏特性稳定的噬菌体用于建库。 

1.6  侵染条件优化 
1.6.1  最佳感染复数(multiplicity of infection, 
MOI)的确定 

取 C68001-P1 划线接种于 7H10-OADC 平

板，挑取单菌落转接 10 mL 7H9-OADC-Ty 培养

基至平台期，按照 1%接种量接种于 50 mL 
7H9-OADC-Ty 培养 2 周至 OD600 为 0.8−1.0。  
12 000 r/min 离心 3 min 后去除上清，加入 MP 缓

冲液洗涤 3 次，重悬于 5 mL MP 缓冲液。1 mL 菌

液涂布于 7H10-OADC-kana 平板，检测自发突变

率。100 μL菌液10倍连续梯度稀释用于计算CFU。

3 mL 菌液分别以 MOI (噬菌体:细菌)=10、5、1
的比例在 37 ℃侵染 24 h，涂布 7H10-OADC-kana
平板，37 ℃连续培养 3−4 周，计算不同 MOI 的
阳性克隆数，确定最佳 MOI。 

1.6.2  最佳侵染时间和菌液稀释浓度的优化 
按照 1.6.1 步骤，以最佳的 MOI 分别在

37 ℃侵染 3 h 和 24 h，侵染结束后，分别将菌

液稀释成 2、20、100、200 倍，各取 50 μL 涂

布 7H10-OADC-kana 平板，放入培养箱中 37 ℃
倒置培养 3−4 周，计算不同条件下阳性克隆数，

确定最佳侵染时间和菌液涂布浓度。 

1.7  转座子突变体库的建立 
按照 1.4 的方法扩增 100 mL 的 C68001，洗

涤后用 10 mL MP 缓冲液重悬。取 5 mL 菌液以

最佳 MOI 加入噬菌体，振荡混匀后于 37 ℃温

育 。 侵 染 后 的 菌 液 经 以 最 佳 稀 释 度 涂 布
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7H10-OADC-kana 平板，37 ℃培养 3−4 周。取

剩余 1 mL 浓缩后的菌液涂布 7H10-OADC-kana 
平板，检测自发突变率，另取 100 μL 菌液进行 
10 倍连续梯度稀释，涂布 7H10-OADC 平板上

测定 CFU。待平板上长出单菌落时，将单菌落

挑取至预先加入200 μL/孔的7H9-OADC-Ty-kana 
96 孔板中，需挑取 9 216 株，在 37 ℃培养 2−3 周，

加入终浓度为 20%的甘油，冻存于−80 ℃。 

1.8  转座子突变体库的鉴定 
随机挑取平板上的单菌落用 PCR 扩增转座

子上的 aphII 卡那霉素耐药基因，上游引物 KanF：
5′-GATGGATTGCACGCAGGTTC-3′，下游引物

KanR：5′-ATATCACGGGTAGCCAACGC-3′，以

野生型 C68001 作为阴性对照，以噬菌体 DNA
作为阳性对照。PCR 反应体系(25 μL)：2×Taq 
Master Mix 12.5 μL，正、反向引物(10 μmol/L)
各 1 μL，模板 2 μL，纯水 8.5 μL。反应条件：

95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，55 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 30 s，30 个循环；72 ℃总延伸

10 min。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测

并送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序

鉴定。 

1.9  突变体库转座子插入位点定位 
为鉴定 9 216 株突变克隆的转座子插入位

点，以 Vandewalle 等[17]的方法将 96 孔板中的

菌液进行混合。提取得到的 40 个混池基因组

DNA，在对所有 DNA 样品进行 NGS 测序后，

使用 Groomer 对测序数据进行质量过滤，去除

低质量的 reads。通过 ClipAdaptor 去除接头和

index 序列，并过滤去除不含转座子末端序列

(CAACCTGT)的 reads，将剩余序列使用 Trim

修剪至 25 bp并通过 Bowtie2映射到结核分枝杆

菌牛变种 C68001 基因组，得到插入位点信息，

通过对 40 个混池的插入位点计算及反卷积，可

以回溯所有突变株的转座子插入位点。 

2  结果与分析 
2.1  结核分枝杆菌牛变种 C68001 的鉴定 

菌株 C68001 的完整基因组大小为 4.342 Mb 
(图 1)，G+C 含量为 65.64%，使用 Ensemble 查

找到 73 389 个 TA′位点，通过 Prokka 注释出

4 093 个基因；与 DEG database BLAST 预测出

必需基因数量为 929 个(29.4%)，含有 20 175 个

(27.5%) TA′二核苷酸位点；非必需基因数量为

3 164 个(70.6%)，含有 53 214 个(72.5%) TA′二
核苷酸位点(表 1)。全基因图谱的绘制为后期定

位转座子插入位点提供参考依据。 

2.2  温敏型噬菌体的筛选结果 
噬菌体在 4 ℃保存后容易丢失温敏特性，

所以我们对噬菌体进行了 2 次筛选，并且在侵

染结核分枝杆菌牛变种前测定噬菌体滴度，从

噬菌斑中随机挑选 19 个噬菌斑同步接种 2 块铺

有耻垢分枝杆菌的平板，分别放置于 30 ℃和

37 ℃培养 3 d，可见 37 ℃培养平板无噬菌斑，

而 30 ℃培养的平板可见噬菌斑(图 2)，证实侵

染试验所用的噬菌体的温敏特性稳定，并且滴

度为 2×1011 PFU/mL，可以用于构建随机突变

文库。 

2.3  最佳侵染条件 
如表 2所示，噬菌体与 C68001-P1 按照 MOI 

(噬菌体:细菌)为 10、5、1 在 37 ℃反应 24 h，分

别涂布 7H10-OADC-kana 平板，37 ℃连续培养

3−4 周后，阳性克隆分别约为 2 000、1 000 和

70 个，所以 MOI=10 作为最佳的感染比例。由

于侵染 24 h 时获得的阳性克隆过多，难以获得

单克隆，在 MOI=10 的侵染比例下，37 ℃分别

反应 3 h 和 24 h，并用 MP 缓冲液将反应后的

菌液稀释 2、20、100 和 200 倍涂板，连续培养 
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图 1  结核分枝杆菌牛变种 C68001 全基因组序列圈图 
Figure 1  Mycobacterium tuberculosis variant bovis C68001 whole-genome sequence circle plot. 
 
表 1  结核分枝杆菌牛变种 C68001 基因组信息统计 
Table 1  Statistics on the genome information of the bovine variant C68001 of Mycobacterium tuberculosis 
Item C68001 

基因组大小 Genome size (bp) 4 345 492 

基因数目 Number of genes 4 093 

非必需基因 Non-essential gene 3 164 (70.6%) 

必需基因 Essential gene 929 (29.4%) 

基因组中 TA′数目 TA′ site in genome 73 389 

非必需基因中 TA′数目 TA′ site in non-essential gene 53 214 (72.5%) 

必需基因中 TA′数目 TA′ site in essential gene 20 175 (27.5%) 

TA′中位数 Median number of TA′ site 12 

模型中基因组非必需基因数量 Non-essential gene in the model 4 435 

饱和非必需基因突变库大小 Size of saturated mutation library 39 803 

 
3−4 周后侵染 24 h 获得的克隆仍然过多，而将

侵染时间调整为 3 h 时，每块平板可获得

450−592 个单菌落，数量理想，此时以 20 倍稀

释涂板最适合挑取单菌落(图 3)。 

2.4  转座子突变体库的鉴定结果 
噬菌体以最佳条件(MOI=10，37 ℃作用 3 h)

侵染结核分枝杆菌 C68001-P1，菌液以 MP 缓冲

液稀释 20 倍，50 μL/板，涂布 7H10-OADC-kana 
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图 2  ΦMycoMar T7 噬菌体温度敏感性测试结果   
A：30 ℃培养，可见噬菌斑；B：37 ℃培养，无

噬菌斑。 
Figure 2  Results of the temperature sensitivity test 
for the ΦMycoMar T7 phage. A: Phages replicate at 
30 ℃, forming plaques; B: Phages do not replicate 
at 37 ℃, none plaques. 
 
表 2  不同 MycoMar T7 噬菌体侵染结核分枝杆

菌牛变的侵染时间菌落数量统计 
Table 2  Statistics of colony numbers at different 
infection times of M. tuberculosis variant bovis 
infected by MycoMar T7 phages at various MOIs 
MOI 侵染时间 

Infection duration 
(h) 

计数 
Count (number 
per plate) 

P value 

10 24 2 388 0.034 
2 104 
2 161 

5 24 768 0.045 
824 
852 

1 24 113 0.012 
74 
69 

 
平板，37 ℃培养 3−4 周，挑取单菌落接种于

96 孔细胞培养板，共获得 9 216 株转座子随机

突变菌株。本次建库所用浓缩菌液计数结果为

3×109 CFU/mL，转导效率为 3.38×10–6，自发突

变率为 6.67×10–10。随机挑取 7 个单菌落，PCR 扩

增卡那霉素耐药基因 aphⅡ，条带大小与测序结果

均正确，证实生长的克隆均为转座子突变株(图 4)。 

 
 
图 3  噬菌体侵染后结核分枝杆菌牛变种 C68001
不同稀释倍数菌落生长情况(MOI=10，侵染 3 h)   
A：2 倍稀释；B：20 倍稀释；C：100 倍稀释；

D：200 倍稀释。 
Figure 3  The growth of M. tuberculosis variant 
bovis C68001 colonies at different dilution factors 
following phage infection (MOI=10, 3 h). A: 2-fold 
dilution; B: 20-fold dilution; C: 100-fold dilution; D: 
200-fold dilution. 

 

 
 
图 4  突变株单菌落 PCR扩增 aphⅡ基因产物凝胶

电泳    M：DL2000 DNA Marker；+：噬菌体

DNA；1–7：突变株；–：C68001。 
Figure 4  PCR amplification of the aphⅡ gene 
product from single colonies of mutant strains and 
agarose gel electrophoresis. M: DL2000 DNA 
Marker; +: Phage DNA; 1–7: Mutants; –: C68001. 
 
2.5  突变体库转座子插入位点定位结果 

如表 3 所示，经过对测序下机数据的分析，

共鉴定到 13 856 个转座子插入位点。将所有插 
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表 3  本研究与其他研究转座子插入位点定位与结果对比 
Table 3  Transposon insertion site identification and comparison with other study 
研究项目 
Project 

参考文献[17]中 
In reference [17] 

本研究中 
In this study 

菌株 Strain BCG-Pasteur M. tuberculosis variant bovis C68001 
库容量 Library size 9 216 9 216 
转座子定位数 Transposon insertion localizations 8 259 13 856 
单次插入突变株定位比例 
Ratio of single-insertion transposon mutation strains 

48.12% (4 435/9 216) 67.57% (5 814/9 216) 

非必需基因覆盖率 Coverage of non-essential genes 64.42% (2 164/3 359) 70.03% (2 216/3 164) 
 
入位点信息进行回溯后得到 5 814 个仅发生过

一次转座子插入的突变株，约占库容量的

67.57% (5 814/9 216)。其中共命中了 2 216 个非

必需基因区域，约占全部非必需基因的 70.03% 
(2 216/3 164)。 

3  讨论 
转座子插入突变体文库技术在探究基因功

能方面发挥着关键作用，常用的诱变方法如

CRISPR/Cas9 等操作复杂繁琐，具有易脱靶和

难以进行后续鉴定等缺陷，分枝杆菌尤其是结

核分枝杆菌生长缓慢，理化诱变等方法需要较

长时间且效率较低，后续鉴定也需花费大量时

间和费用，转座子插入诱变具有操作简便、高

覆盖率、易筛选、低偏好性和稳定遗传的优点，

配合高通量测序技术尤其适用于大量样本的表

型筛选 [15,18-20]。本研究采用源自 Himar1 的

MycoMar T7 转座子系统具有更短的识别序列

(5′-TA-3′)，而分枝杆菌基因组中约每 50 个核苷

酸就包含一个 TA′二核苷酸，相较于经典的 T5
转座子系统，更易于实现转座子插入，本研究

使用该转座子系统成功构建了结核分枝杆菌牛

变种 C68001 高饱和度的突变体文库[14,21-22]。 
本研究以中国兽医药品监察所标准菌株

C68001 为母本菌株，并对其全基因序列进行测

定，采用三代之内的菌株构建文库，确保母本菌

株的表型和基因组的稳定，也为后续文库中转座

子 插 入 区 域 定 位 提 供 了 数 据 支 撑 。 利 用

MycoMar T7 系统构建随机突变文库时，不同的

分枝杆菌转导率存在较大差异 [23]，以 C68001
作为母本菌株时，侵染 24 h 转导率过高，一次

侵染即可获得 10 万克隆，转座子多次插入或细

菌在被转座子插入后发生复制，导致阳性克隆

过多，不利于挑取单克隆，并且增加了后期数

据的分析难度。虽然 Braunstein 等[24]研究指出，

降低 MOI 可以有效减少转座子多次插入，但

MOI=5 或 1 时，转座率过低，一次侵染仅能获

得 10 000 和 700 个克隆，可挑取的单克隆则过

少，需要多次建库。因此，我们在哈佛大学医

学院 Eric Rubin 教授的建议下，将侵染时间缩

短至 3 h，并优化了转导后菌液稀释倍数，从而

降低转座子多次插入和插入后发生复制的概

率，有效降低菌落密度，确保得到高质量的突

变体文库，成功获得转导效率为 3.38×10–6，库

容为 9 216 的随机突变库。 
本研究共鉴定到 13 856 个转座子插入位点，

测得 5 814 个仅发生过一次转座子插入的突变株，

约占库容量 67.57%，略高于 Vandewalle 等[17]

的结果(表 3)，推测原因是本研究测序时深度更

大，同时开展研究时所选取的菌株也不同。

C68001 具有 4 093 个基因，含 73 389 个 TA′
位点，位于非必需基因上的约有 53 214 个，
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非必需基因中 TA′位点的中位数为 12，推测共有

4 435 个(53 214/12)非必需基因组区域。计算每

个非必需基因至少被插入一次所需的库容，库容

量 E(T)和非必需基因数量 n 的关系可用公式表

示为
1

( ) n

k

nE T
k=

= ，据此计算 9 216 株突变株

可以覆盖结核分枝杆菌牛变种 C68001 基因组中

70%以上的非必需基因，这与本研究所得 70.03%
的覆盖率相吻合，而要获得覆盖度为 100%的突

变株文库，预测库容量为 41 409。 
结核分枝杆菌牛变种属于慢生菌，液体培

养需要 10−14 d，固体培养基培养需要 3−4 周，

构建基因缺失菌株需要花费 5−8 个月，功能基

因和表型研究中花费的时间成本巨大，所以本

研究采取优化方法所建立的随机突变文库突变

效率高，具有高库容的基因突变菌株，并且建

库成本低廉，操作便捷，为结核分枝杆菌牛变

种的致病力研究和疫苗开发提供了重要的技术

平台。我们将在后续的研究中利用文库对结核

分枝杆菌牛变种的抗酸、抗氧化等表型进行筛

选，为牛结核病的防控提供参考。 

4  结论 
本研究利用 MycoMar T7 转座子系统成功

构建了结核分枝杆菌牛变种 C68001 的突变体

库，为研究结核分枝杆菌牛变种的基因功能和

致病机制提供了重要工具。 
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