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　 　 摘要：　 为探讨粪肠球菌（Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ）Ｎ１０ 菌株在血清肉汤培养基和 ＴＳＢ 培养基中不同生长时期 １５ 种毒力基

因 ｍＲＮＡ 的表达情况及对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞黏附能力的影响，采用分光光度计测量 Ｎ１０ 菌株在血清肉汤培养基和 ＴＳＢ
培养基中的 ＯＤ 值，绘制生长曲线，确定生长时期（对数中期、对数后期和稳定期），用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法检测 Ｎ１０ 菌株

中不同基因不同生长时期的 ｍＲＮＡ 转录水平，然后将不同培养基不同时期的细菌黏附 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞，平板计数细

菌黏附数量。 结果显示，血清肉汤培养基培养的细菌浓度低于 ＴＳＢ 培养基培养的细菌浓度（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 在血清肉

汤培养基中，仅有 ｆｓｒＣ、ｓｐｒＥ、ｇｅｌＥ 和 ａｎｔ 基因的最高表达量低于在 ＴＳＢ 培养基中的，其他基因的最高表达量均高于

在 ＴＳＢ 培养基中的。 黏附试验中对数中期细菌的黏附数量最多，血清肉汤培养基培养的细菌黏附数量比 ＴＳＢ 培养

基培养的细菌黏附数量少（Ｐ＞０􀆰 ０５），但比不加血清的肉汤培养基培养的细菌黏附数量多（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 可见，血清肉

汤培养基有利于菌毛相关基因的表达，肉汤培养基中加入血清可促进细菌黏附。
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ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＴＳＢ （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ｂｕｔ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｓｅｒｕｍ⁃ｆｒｅｅ ｂｒｏｔｈ ｍｅｄｉｕｍ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｉｔ
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ｔｉｍｅ ＰＣＲ； ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌ

　 　 粪肠球菌是一种重要的条件致病菌［１］。 近年

来粪肠球菌引起的感染呈上升趋势，该菌不但能引

４５８



起人的泌尿道、心内膜炎等感染［２］，还可引起多种

动物发病［３］，且可在人与动物之间传播［４］。
粪肠球菌的致病是多个毒力基因和生长环境相

互协同作用的结果［５⁃６］。 不同来源粪肠球菌所携带

的毒力基因不同，且不同地区相同来源菌株携带的

毒力基因的种类也不尽相同［７⁃９］，虽然这些毒力基

因在动物模型中能明显增强细菌的致病性［１０］，但在

感染病例中这些毒力基因并不都能够完全表达。 说

明粪肠球菌生存的环境与其致病基因的表达有密切

关系。 为进一步了解不同营养成分对粪肠球菌致病

基因的表达及对细胞黏附能力的影响。 本试验采用

Ｎ１０ 菌株的 ｅｂｐＡＢＣ、ｅｂｐＲ、ｒｎｊＢ、ｅｓｐ、ｇｅｌＥ、ｓｐｒＥ、ａｃｅ 等

１５ 种基因在不同时期（对数中期、对数后期和稳定

期）对血清肉汤培养基和 ＴＳＢ 培养基的应答变化，
测定不同生长时期 １５ 种基因 ｍＲＮＡ 的表达情况，
然后用平板计数法测定肉汤培养基、血清肉汤培养

基和 ＴＳＢ 培养基培养 Ｎ１０ 菌株黏附细胞的情况，为
研究粪肠球菌的致病机制以及预防和控制其感染奠

定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株、细胞来源

粪肠球菌 Ｎ１０ 是由本实验室分离自河南地区

发病猪的病变内脏，菌株经 Ｖｉｔｅｋ⁃３２ 全自动细菌鉴

定系统及 １６ＳｒＲＮＡ 测序鉴定到种水平。 猪肠道上

皮细胞（ＩＰＥＣ⁃Ｊ２）为本实验室保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

普通肉汤培养基、脑心浸出液肉汤（ＢＨＩ）购于

青岛高科园海博生物技术有限公司，胰酪胨大豆肉

汤（ＴＳＢ）培养基购于北京奥博星生物技术有限责任

公司，胎牛血清（ＦＢＳ） 购于浙江天航生物科技有限

公司， ＤＭＥＭ 液体培养基、 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶、 Ｄ⁃
Ｈａｎｋ’ｓ 缓冲液均购于 ＧＩＢＣＯ 公司，细胞培养板、细
胞培养瓶购于 ＮＥＳＴ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃
１００、马血清购于 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司，ＤＮＡ 抽提试剂盒、
ＲＮＡ 抽提试剂盒购于生工生物工程（上海）股份有

限公司，反转录试剂盒、ＳＹＢＲ􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ 购
于大连 ＴａＫａＲａ 公司。
１􀆰 ３　 菌株、细胞的培养

将 Ｎ１０ 菌种活化后无菌条件下划线于 ＢＨＩ 琼

脂平板上，３７ ℃培养 ２４ ～ ４８ ｈ。 挑取单个菌落，接
种于 ５ ｍｌ 液体 ＢＨＩ 培养基中，培养至 ＯＤ６００ 值为

０􀆰 ８。 按 １％的比例分别接种于 ４０％灭活马血清肉

汤培养基和 ＴＳＢ 培养基中摇匀，置 ３７ ℃震荡培养，
每隔 １ ｈ 用分光光度计测 ＯＤ６００吸光度。 试验重复 ３
次，求其平均值，然后绘制生长曲线。 选取的细菌生

长时期为：对数中期（ＭＬ）、对数后期（ＬＬ）、稳定期

（ＳＳ）。 黏附试验前，细菌培养物用无血清无双抗的

ＤＭＥＭ 培养基洗涤并稀释到 １×１０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ 备用。
ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞生长在含 １０％灭活胎牛血清和双

抗的细胞培养液中，３７ ℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，待
细胞贴壁生长为单层细胞，用 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化

并计数。 调整细胞数为 １ ｍｌ ５×１０５个，接种到 ２４ 孔

细胞培养板中，置 ３７ ℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，待培

养板底部形成单层细胞时用于试验。 试验前细胞用

Ｄ⁃Ｈａｎｋ’ｓ 缓冲液洗 ３ 次。
１􀆰 ４　 ＲＮＡ 的提取和反转录

对数中期、对数后期、稳定期的菌液取样后立即

进行 ＲＮＡ 的提取和反转录，操作按试剂盒内说明书

进行。
１􀆰 ５　 荧光定量 ＰＣＲ
１􀆰 ５􀆰 １　 引物选择与合成 　 应用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ５􀆰 ０
软件设计引物，在 ＮＣＢＩ 上 ＢＬＡＳＴ 对引物特异性检

验后交由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。
引物名称及序列见表 １。
１􀆰 ５􀆰 ２ 　 荧 光 定 量 ＰＣＲ 　 反应体系 （ ２０􀆰 ０ μｌ）：
ＳＹＢＲ􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ （ Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ） （２ ×）
１０􀆰 ０ μｌ，ｃＤＮＡ １􀆰 ０ μｌ，上下游引物各 ０．５ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ
８．０ μｌ。 反应程序：９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １５
ｓ，５６ ℃退火 ３４ ｓ，７２ ℃延伸 ２０ ｓ，４０ 个循环。 重复

３ 次，结果采用 ２－ΔΔ ＣＴ（Ｌｉｖａｋ）方法进行比较分析，以
平均数±标准差（􀭵Ｘ±Ｓ）表示。
１􀆰 ６　 细菌黏附试验

细菌黏附试验分为 ３ 组：肉汤培养细菌、血清肉

汤培养细菌、ＴＳＢ 培养细菌，每组 ３ 个平行孔，每孔

１００ μｌ（１×１０７ ＣＦＵ），３７ ℃、５％ＣＯ２培养 １􀆰 ５ ｈ。 Ｄ⁃
Ｈａｎｋ’ｓ 缓冲液洗 ３ 次，用 １％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 溶解细

胞，并用 ＰＢＳ 混匀制成悬液进行 １０ 倍倍比稀释。
各稀释度取 １００ μｌ 涂布 ＢＨＩ 琼脂平板，记录平均菌

落数，重复 ３ 次。
１􀆰 ７　 统计分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ５􀆰 ０ 软件进行数据处理。
以∗∗∗（Ｐ＜０􀆰 ００１）、∗∗（Ｐ＜０􀆰 ０１）、∗（Ｐ＜０􀆰 ０５）表示

不同程度的差异显著性。
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表 １　 引物名称和序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因 引物 序列（５′→３′） 基因 引物 序列（５′→３′）

ｅｂｐＡ Ｆ ＣＡＡＣＡＡＣＡＣＣＡＧＧＧＣＴＴＴＴＴＧ ｓｐｒＥ Ｆ ＴＣＧＴＴＣＣＴＧＣＣＧＡＡＡＧＴＣＡＴ

Ｒ ＡＣＣＧＧＡＣＣＡＧＴＣＡＡＣＧＡＣＴＡＡＧ Ｒ ＴＴＣＣＧＡＴＴＧＡＣＧＣＡＡＡＡＧＧＣ

ｅｂｐＢ Ｆ ＣＧＴＡＣＡＧＧＣＧＧＣＡＡＧＴＣＴＴＴ ｇｅｌＥ Ｆ ＴＣＡＧＴＧＡＴＧＣＴＣＧＴＧＡＴＧ

Ｒ ＡＧＧＴＡＴＴＣＣＣＣＣＧＣＴＴＧＡＴＴＴ Ｒ ＣＴＴＴＡＧＣＴＣＣＧＡＴＴＣＣＡＧ

ｅｂｐＣ Ｆ ＧＣＧＧＣＡＣＡＣＴＡＡＡＡＴＴＣＧＴＴＴＡ ｅｓｐ Ｆ ＡＴＴＧＧＣＣＣＡＧＴＡＴＧＴＴＧＡ

Ｒ ＧＴＣＧＴＣＧＧＴＡＴＧＡＣＣＧＴＴＡＴＣＡ Ｒ ＣＡＣＣＧＴＴＡＧＧＡＧＣＡＧＴＴＴ

ｅｂｐＲ Ｆ ＡＡＡＡＣＧＴＣＡＡＣＧＡＣＣＡＣＣ ａｃｅ Ｆ ＴＣＡＣＴＴＧＣＣＧＡＧＴＴＴＧＡＧ

Ｒ ＣＡＡＣＧＡＴＡＡＣＧＣＧＡＡＧＡＧ Ｒ ＣＧＴＴＧＣＧＴＣＴＴＧＡＴＴＧＴＴ

ｒｎｊＢ Ｆ ＣＣＡＡＧＧＴＧＡＡＴＡＣＣＧＣＣＡＧＴ ｐｓｒ Ｆ ＴＣＡＣＴＴＧＧＧＡＡＡＴＴＡＧＴＣＧ

Ｒ ＡＴＡＴＣＧＣＣＧＡＣＡＣＣＡＡＴＣＣＣ Ｒ ＴＧＣＣＴＧＣＡＴＡＡＧＡＧＧＡＴＴ

ｆｓｒＡ Ｆ ＡＴＡＧＣＧＣＣＴＴＧＡＣＣＴＧＡＧＴＡ ｓｒｔＡ Ｆ ＴＣＧＴＡＣＧＣＣＧＴＴＡＧＣＡＡＧＴＴ

Ｒ ＣＡＴＣＧＴＧＴＧＴＣＡＡＴＧＧＴＴＧＧＴ Ｒ ＴＴＣＡＴＣＡＣＣＧＣＴＴＣＴＧＴＧＣＴ

ｆｓｒＢ Ｆ ＴＴＣＣＴＴＧＴＧＧＣＧＣＡＴＡＣＣＡＡ ａｔｎ Ｆ ＧＧＴＴＡＣＡＣＣＣＧＡＴＧＡＴＧＡＡＧ

Ｒ ＧＴＧＧＣＴＧＧＣＡＴＧＣＡＡＡＡＡＣＴＡ Ｒ ＡＣＧＡＧＣＴＡＡＣＴＣＧＧＣＡＡＴＡＡ

ｆｓｒＣ Ｆ ＡＡＴＡＣＣＧＣＡＡＡＧＣＡＡＧＣＡ ２３Ｓ ｒＲＮＡ Ｆ ＧＴＧＡＴＧＧＣＧＴＧＣＣＴＴＴＴＧＴＡ

Ｒ ＴＡＧＣＣＡＡＣＡＡＡＣＧＡＡＴＣＡＣＡ Ｒ ＣＧＣＣＣＴＡＴＴＣＡＧＡＣＴＣＧＣＴＴＴ
注：２３ＳｒＲＮＡ 为内参基因

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ：Ｎ１０ 在血清肉汤培养基中的生长曲线；Ｂ： Ｎ１０ 在 ＴＳＢ 培养基中的生长曲线。
图 １　 粪肠球菌 Ｎ１０ 菌株的生长曲线

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ Ｎ１０

２　 结果与分析

２􀆰 １　 Ｎ１０ 菌株生长曲线

Ｎ１０ 菌株在血清肉汤和 ＴＳＢ 培养基中生长趋

势相同，均呈 Ｓ 型（图 １）。 但血清肉汤培养基中菌

液 ＯＤ６００值明显低于 ＴＳＢ 培养基中的 ＯＤ６００ 值（Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 两种培养基中细菌对数中期、对数后期、稳
定期对应的培养时间为 ３􀆰 ５ ｈ、５􀆰 ０ ｈ、７􀆰 ０ ｈ。
２􀆰 ２　 １５ 种基因的荧光定量 ＰＣＲ 结果

２􀆰 ２􀆰 １　 １５ 种基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量　 血清肉汤

培养基中， ｅｂｐＡ、 ｅｂｐＢ、 ｅｂｐＣ、 ｅｂｐＲ、 ｒｎｊＢ、 ｆｓｒＡ、 ｆｓｒＣ、
ｇｅｌＥ、ｅｓｐ、ａｃｅ、ｐｓｒ、ｓｒｔＡ 和 ａｔｎ 这 １３ 种基因在对数后

期的表达量最高，仅 ｆｓｒＢ、ｓｐｒＥ 在稳定期的表达量最

高；ＴＳＢ 培养基中，ｅｂｐＡ、ｅｂｐＣ、ｅｂｐＲ、 ｆｓｒＡ、 ｆｓｒＣ、ｇｅｌＥ、
ａｃｅ 和 ｐｓｒ 这 ８ 种基因在对数中期的表达量最高，但
除 ｅｂｐＣ、ｆｓｒＣ 和 ａｃｅ 在对数中期和对数后期基因的

表达量有显著差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 外， ｅｂｐＡ、 ｅｂｐＲ、 ｆｓｒＡ、
ｇｅｌＥ 和 ｐｓｒ 这 ５ 种基因在对数中期和对数后期表达

量差异均不显著。 ｅｂｐＢ、 ｒｎｊＢ、 ｆｓｒＢ、 ｓｐｒＥ、ｅｓｐ、 ｓｒｔＡ 和

ａｔｎ 这 ７ 种基因在对数后期的表达量最高（表 ２）。
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２􀆰 ２􀆰 ２　 菌毛相关基因 ｍＲＮＡ 的表达　 两种培养基

中菌毛相关 ５ 种基因的最高表达量情况见图 ２。 在

两种培养基中，ｅｂｐＢ 的表达量最高。 在血清肉汤培

养基中，ｅｂｐＡ、ｅｂｐＢ、ｅｂｐＣ、ｅｂｐＲ 和 ｒｎｊＢ 的最高表达量

均高于在 ＴＳＢ 培养基中的。

表 ２　 毒力基因在不同培养基中的相对表达量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

基因

基因 ｍＲＮＡ 相对表达量

血清肉汤培养基 ＴＳＢ 培养基

对数中期（ＭＬ） 对数后期（ＬＬ） 稳定期（Ｓ） 对数中期（ＭＬ） 对数后期（ＬＬ） 稳定期（Ｓ）

ｅｂｐＡ １．００ ± ０ １０．４４ ± ０．３３ ４．２６ ± ０．０５ １．２５ ± ０．１１ ０．８７ ± ０．１０ ０．５７ ± ０．０１

ｅｂｐＢ １５．０１ ± ２．５８ ７９．００ ± ９．５５ ２６．８５ ± ０．６５ １４．９７ ± ０．５２ ３１．３５ ± ０．８６ ６．２７ ± ０．２４

ｅｂｐＣ １．２６ ± ０．０３ １４．１３ ± ０．６９ ９．３２ ± ０．４２ ２．６５ ± ０．０６ １．９９ ± ０．１５ ０．９０ ± ０．０９

ｅｂｐＲ ６．９３ ± ６．１１ １２．２０ ± １．９８ ０．７９ ± ０．０５ １．０８ ± ０．０２ ０．３４ ± ０．０４ ０．５６ ± ０．０１

ｒｎｊＢ １．２４ ± ０．０９ １４．６２ ± １．２６ １０．６６ ± ０．４４ ７．１６ ± ０．３０ ９．２５ ± ０．１１ ０．９６ ± ０．１３

ｆｓｒＡ １．２３ ± ０．１１ １０．４７ ± １．６３ ０．７８ ± ０．１２ ０．８８ ± ０．０６ ０．５３ ± ０．０７ ０．３８ ± ０．０２

ｆｓｒＢ ０．４１ ± ０．０３ ４．１１ ± ０．０６ ７．４７ ± ０．８５ ５．２９ ± ０．０４ ６．０２ ± ０．１３ ０．７６ ± ０．０６

ｆｓｒＣ ２．９６ ± １．５５ １６．９２ ± ０．０７ １０．４６ ± ０．１８ ２１．５１ ± ０．２３ １４．５２ ± ０．１０ １．３９ ± ０．０２

ｓｐｒＥ １．４８ ± ０．１５ １２．６６ ± ０．７９ １６．９１ ± ３．４２ ２２．９５ ± ０．７３ ２６．５３ ± ３．０４ ３．９６ ± ０．０７

ｇｅｌＥ １．０２ ± ０．０５ １．１９ ± ０．４３ １．０１ ± ０．０１ ２．４９ ± ０．０２ ２．２９ ± ０．２３ ０．３６ ± ０．０４

ｅｓｐ ０．０４ ± ０．０４ ０．２２ ± ０．０１ ０．０１ ± ０ ０．０５ ± ０．０１ ０．０７ ± ０．０１ ０．０１ ± ０

ａｃｅ ４．０３ ± ０ １０．０１ ± ０．３４ ０．９１ ± ０．０７ ４．８１ ± ０．１８ ２．２７ ± ０．０６ １．１１ ± ０．０３

ｐｓｒ １．１５ ± ０ ８．０４ ± １．１４ ２．３６ ± ０．１８ ０．９９ ± ０．０３ ０．８５ ± ０．０４ ０．５４ ± ０．１７

ｓｒｔＡ １．２９ ± ０．０４ １３．１５ ± １．１９ ５．２４ ± ０．０６ １．７７ ± ０．０６ ２．５２ ± ０．０３ ０．６４ ± ０．０３

ａｔｎ １．５２ ± ０．０９ １２．１０ ± ０．３８ １．９４ ± ０．０４ ３．２６ ± ０．０３ １７．１３ ± １．７７ １．５８ ± ０．０７

以 ｅｂｐＡ 基因对数中期的表达量为对照，通过 ２－△△ Ｃｔ方法计算其他基因相对表达量。

∗∗∗、∗∗、∗分别表示差异到达 ０􀆰 ００１、０􀆰 ０１、０􀆰 ０５ 显著水平。
图 ２　 菌毛相关基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｉｌｕｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｍＲＮＡ

２􀆰 ２􀆰 ３　 生物膜相关基因 ｍＲＮＡ 的表达　 毒力基因

ｓｐｒＥ、ｇｅｌＥ、ｅｓｐ、ａｃｅ、ｐｓｒ、ｓｒｔＡ 和 ａｔｎ 与肠球菌的生物膜

形成有关。 在这两种培养基中，ｓｐｒＥ 和 ａｔｎ 的相对

表达量较高，ｅｓｐ 的相对表达量最低；在血清肉汤培

养基中，ｅｓｐ、ａｃｅ、ｐｓｒ 和 ｓｒｔＡ 的最高相对表达量高于

在 ＴＳＢ 培养基中的，而 ｓｐｒＥ、ｇｅｌＥ 和 ａｔｎ 的最高相对

表达量低于在 ＴＳＢ 培养基中的（图 ３）。
２􀆰 ３　 细菌对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞的黏附

不同培养基不同生长时期细菌黏附数量不同，
对数中期（培养 ３􀆰 ５ ｈ）的黏附数量最多。 ＴＳＢ 培养

基培养的细菌黏附能力强于肉汤培养基培养的细菌

黏附能力。 血清肉汤培养基培养的细菌黏附数量低

于 ＴＳＢ 培养的细菌 （对数期 Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，稳定期 Ｐ ＜
０􀆰 ０１），但高于肉汤培养基培养的（对数期 Ｐ＜０􀆰 ０１，
稳定期 Ｐ＞０􀆰 ０５）（图 ４）。

３　 讨 论

粪肠球菌对营养要求较高，从 Ｎ１０ 菌株生长曲

线中可以看到，用血清肉汤培养基培养的细菌浓度

低于 ＴＳＢ 培养基的（Ｐ＜０􀆰 ０１），这可能与血清肉汤

７５８冯艳红等：不同培养基对粪肠球菌基因表达及黏附细胞能力的影响



∗∗∗、∗∗、∗分别表示差异到达 ０􀆰 ００１、０􀆰 ０１、０􀆰 ０５ 显著水平。
图 ３　 生物被膜相关基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量

Ｆｉｇ．３　 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｂｉｏｆｉｌｍ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｍＲＮＡ

∗∗∗、∗∗、∗分别表示差异到达 ０􀆰 ００１、０􀆰 ０１、０􀆰 ０５ 显著水平。
图 ４　 不同培养条件下粪肠球菌 Ｎ１０ 对 ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ 细胞的黏附

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ Ｎ１０ ｔｏ ＩＰＥＣ⁃Ｊ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ

培养基中营养成分少有关。 而 １５ 种基因 ｍＲＮＡ 表

达量测定结果显示，血清肉汤培养基中 １３ 种基因的

表达量都是在对数后期最高，ＴＳＢ 培养基中 ８ 种基

因的表达量在对数中期最高，但多数与对数后期的

表达量差异不显著。 说明粪肠球菌各基因表达情况

的复杂性，而这种受培养基营养成分和细菌代谢产

物共同调节的机制有待于进一步研究。
粪肠球菌主要通过黏附、侵袭和机体损伤导致

疾病发生，其中黏附是感染的关键一步。 菌毛是重

要表面黏附结构之一，菌体借助菌毛可牢固黏附在

宿主细胞上。 ｅｂｐＡＢＣ 作为粪肠球菌菌毛相关操纵

子，与其菌毛的生成和生物膜形成有关［１１］。 ｅｂｐＲ 是

ｅｂｐＡＢＣ 的转录调节子，Ｂｏｕｒｇｏｇｎｅ 等［２］ 研究发现，与
野生株相比，△ｅｂｐＲ 突变株的 ｅｂｐＡＢＣ 表达水平和

菌毛蛋白生成量均减少，早期黏附能力下降，从而导

致生物膜形成量下降。 ｒｎｊＢ 也参与菌毛蛋白基因表

达和生物膜的形成［１２］。 血清肉汤培养基培养的细

菌菌毛相关基因的最高表达量均高于 ＴＳＢ 培养基

培养的，说明血清肉汤培养基对菌毛的生成可能有

促进作用［１３］。 本研究中黏附试验结果表明，在血清

肉汤培养基中培养的 Ｎ１０ 细菌黏附数量明显比在

肉汤培养基中培养的细菌黏附数量多（Ｐ＜０􀆰 ０１），说
明肉汤培养基中加入血清可促进细菌黏附。

生物被膜是细菌为适应外界环境，吸附在惰性

物体如生物材料或者机体粘膜表面，分泌多糖基质、
纤维蛋白、脂质蛋白等，将自身包绕而形成的大量细

菌聚集物［１４］。 可保护细菌抵御抗生素、抗菌物质和

吞噬作用［１５］。 ｇｅｌＥ、ｓｐｒＥ、ｅｓｐ、ａｃｅ、ｐｓｒ、ｓｒｔＡ 和 ａｔｎ 等

基因均能不同程度地影响生物膜的形成及其结构变

化，而生物膜的形成与肠球菌的致病性有密切关系。
在血清肉汤培养基中 ｅｓｐ、ａｃｅ、ｐｓｒ 和 ｓｒｔＡ 基因的最高

表达量高于在 ＴＳＢ 培养基中的， ｓｒｔＡ 使表面蛋白

（Ｅｓｐ）被锚定到细胞壁上，参与细菌的表面黏附和

毒力效应［１６］。 ａｃｅ、ｅｓｐ 和 ｓｒｔＡ 均与细菌黏附和生物

被膜形成有关。 在血清肉汤培养基中黏附相关基因

的表达量高于在 ＴＳＢ 培养基中的，而体外黏附试验

中血清肉汤培养基培养的细菌黏附数量却比 ＴＳＢ
培养基培养的少（Ｐ＞０􀆰 ０５），这可能与菌毛 ｍＲＮＡ
翻译蛋白质水平的差异有关。 影响细菌黏附及生物

被膜形成的相关基因还有很多，比如 ａｓ、 ｅｆａＡ、 ｅｐａ
等，而我们研究的只是细菌的一部分基因。 在 ＴＳＢ
培养基中 ｓｐｒＥ、ｇｅｌＥ 和 ａｔｎ 基因的表达量均高于血

清肉汤培养基中的。 ｇｅｌＥ 基因位于肠球菌染色体

上，参与炎症反应，其上游是粪肠球菌调节基因 ｆｓｒ
的 ３ 个启动子，在转录水平调控明胶酶基因的表达；
下游是 ｓｐｒＥ，与肠球菌损伤宿主组织有关［１７］。 有研

究报道，ｓｐｒＥ 与细菌耐高温和抗氧化作用相关，且
ｓｐｒＥ 可能是参与粪肠球菌致病较为重要的毒力基

因，能够通过对它的突变降低粪肠球菌的毒力［１８］。
ａｔｎ 是主要的粪肠球菌自溶素，与细菌生物被膜的形

成有关［１９］。 故推测 ＴＳＢ 培养基中生长的细菌对宿

主的损伤及不利生存环境的抵抗能力可能更强一

些。 以上结论也证明了不同理化条件能影响粪肠球

菌生物被膜有关基因的表达［２０］，不同营养成分对粪

肠球菌黏附细胞的能力有影响。
细菌生长是一个动态变化的过程，它们利用培

养基中营养物质满足自身的生长繁殖。 然而随着细
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菌代谢产物和废物的连续产生与释放，就会引起培

养环境理化性质发生变化，如渗透压、ｐＨ、氮源、碳
源、厌氧环境等因素均能影响不同基因的表达。 由

于本试验仅研究了基础培养基培养 １２ ｈ 对粪肠球

菌 Ｎ１０ 菌株 １５ 种基因的影响作用，其他因素的影

响都有待于进一步研究。

参考文献：

［１］ 　 朱 　 波，强 　 华．肠球菌的毒力因子［ Ｊ］ ．检验医学与临床，
２００６，３（３）：１１３⁃１１５．

［２］ 　 ＢＯＵＲＧＯＧＮＥ Ａ，ＳＩＮＧＨ ＫＶ，ＦＯＸ ＫＡ，ｅｔ ａｌ． ＥｂｐＲ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｆｏｒ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｃａｒｄｉｔｉｓ
ａｎｄ ｂｉｏｆｉｌｍ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｉｌｕｓ ｏｐｅｒｏｎ （ ｅｂｐＡＢＣ） ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
ｆａｅｃａｌｉｓ ＯＧ１ＲＦ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ， ２００７，１８９（１７）：６４９０⁃６４９３．

［３］ 　 王亚宾，张　 祥，胡清林，等．仔猪关节炎粪肠球菌生物学特性

研究［Ｊ］ ．河南农业大学学报，２０１１，４５（２）： １８３⁃１８７．
［４］ 　 ＬＵ Ｈ Ｚ，ＷＥＮＧ Ｘ Ｈ，ＬＩ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ⁃ｒｅｌａｔｅｄ

ｏｕｔｂｒｅａｋ ｗｉｔｈ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ｐｉｇｓ ｔｏ ｈｕ⁃
ｍａｎｓ［Ｊ］ ．Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００２，４０（３）：９１３⁃９１７．

［５］ 　 ＹＵ Ｈ Ｂ，ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｌ，ＬＡＵ Ｙ Ｌ，ｅｔ ａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒ⁃
ｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｉｎＡｅｒｏｍｏｎａｓ
ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ ［ Ｊ ］ ． Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２００５， ７１ （ ８ ）：
４４６９⁃４４７７．

［６］ 　 朱大玲，李爱华，汪建国，等．嗜水气单细胞毒力与毒力基因分

布的相关性［Ｊ］ ．中山大学学报，２００６，４５（１）： ８２⁃８５．
［７］ 　 ＧＲＥＴＩ Ｒ，ＩＭＰＥＲＩ Ｍ，ＢＥＲＴＵＣＣＩＮＩ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｒｖｅｙ ｆｏｒ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ ａｍｏｎｇ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓ
ｓｏｕｒｃｅｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２００４，５３（Ｐｔ１）：１３⁃２０．

［８］ 　 ＥＬＩＳＡ Ｂ Ｍ，ＳÉＲＧＩＯ Ｓ．Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ Ｌｏｎｄｒｉｎａ，Ｂｒａｚｉｌ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００４，５３（Ｐｔ１１）：１０６９⁃１０７３．

［９］ 　 郭秉娇，王　 东，王熙楚，等． 致羔羊脑炎粪肠球菌 ａｓａ１、ａｃｅ 和
ｅｓｐ 基因的克隆与原核表达［ Ｊ］ ． 江苏农业学报，２０１４，３０（３）：
６８５⁃６８７．

［１０］ ＭＵＮＤＹ Ｌ Ｍ，ＳＡＨＭ Ｄ Ｆ，ＧＩＬＭＯＲＥ Ｍ． Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｅｎｔｅｒｏｃｏｃａｌ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ａｎｄ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｃｌｉｎ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｒｅｖ，２０００，１３（４）：５１３⁃５２２．

［１１］ 程　 璐，王　 肖，招洛丹，等．粪肠球菌毒力基因与生物膜形成

关系的研究 ［ Ｊ］ ． 牙体牙髓周病学杂志， ２０１３， ２３ （ １０ ）：
６２７⁃６３２．

［１２］ ＧＡＯ Ｐ，ＰＩＮＫＳＴＯＮ Ｋ Ｌ，ＮＡＬＬＡＰＡＲＥＤＤＹ Ｓ Ｒ，ｅｔ ａｌ． Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃ⁃
ｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ ｒｎｊＢ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｐｉｌｉｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏｆｉｌｍ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ， ２０１０，１９２（２０）：５４８９⁃５４９８．

［１３］ ＮＡＬＬＡＰＡＲＥＤＤＹ Ｓ Ｒ，ＳＩＮＧＨ Ｋ Ｖ，ＳＩＬＬＡＮＰÄÄ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｄｏ⁃
ｃａｒｄｉｔｉｓ ａｎｄ ｂｉｏｆｉｌｍ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｉｌｉ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ，２００６，１１６（１０）：２７９９⁃２８０７．

［１４］ 周坚芬．细菌生物被膜的形成及治疗［ Ｊ］ ．国外医药（抗生素手

册），１９９８，１９（２）：４８⁃６０．
［１５］ ＧＵＩＴＯＮ Ｐ Ｓ，ＨＵＮＧ Ｃ Ｓ，ＫＬＩＮＥ Ｋ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏ⁃

ｌｙｓｉｎ ａｎｄ ｓｏｒｔａｓｅ ａ ｄｕｒｉｎｇ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ ＤＮＡ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｂｉｏｆｉｌｍ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］ ． Ｉｎｆｅｃｔ Ｉｍｍｕｎ， ２００９，７７：３６２６⁃３６３８．

［１６］ ＬÉＶＥＳＱＵＥ Ｃ Ｍ，ＶＯＲＯＮＥＪＳＫＡＩＡ Ｅ，ＨＵＡＮＧ Ｙ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎ⁃
ｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｏｒｔａｓｅ ａｎｃｈｏｒｉｎｇ ｏｆ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒ⁃
ｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｍｕｔａｎｓ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，
２００５，７３（６）：３７７３⁃３７７７．

［１７］ ＱＩＮ Ｘ，ＳＩＮＧＨ Ｋ Ｖ，ＷＥＩＮＳＴＯＣＫ Ｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏ⁃
ｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ ｆｓｒ ｇｅｎｅｓ ｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｌａｔｉｎａｓｅ ａｎｄ ａ ｓｅｒｉｎｅ
ｐｒｏｔｅａｓｅ ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｆｅｃｔ Ｉｍｍｕｎ， ２０００， ６８ （ ５ ）：
２５７９⁃２５８６．

［１８］ 吴利先，黄文祥，孙小平．粪肠球菌类毒力基因 ｓｐｒＥ 功能的动

物实验研究［ Ｊ］ ．中华微生物学和免疫学杂志，２００７，２７（２）：
１５５⁃１５９．

［１９］ ＥＣＫＥＲＴ Ｃ，ＬＥＣＥＲＦ Ｍ，ＤＵＢＯＳＴ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ＡｔｌＡ， ｔｈｅ ｍａｊｏｒ Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ
［Ｊ］ ．Ｊ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ，２００６，１８８（２４）：８５１３⁃８５１９．

［２０］ 冉淑君，鄂　 佳，朱彩莲，等．不同理化条件对粪肠球菌生长周

期及生物膜形成能力的影响［ Ｊ］ ．中华口腔医学杂志，２０１３，４８
（９）：５２９⁃５３４．

（责任编辑：张震林）

９５８冯艳红等：不同培养基对粪肠球菌基因表达及黏附细胞能力的影响


