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　 　 摘要:　 在禽致病性大肠杆菌(ＡＰＥＣ)ＡＥ１７ 及 ＡＥ１７△ＲｙｈＢ 的基础上利用 Ｒｅｄ 同源重组技术构建基因缺失株

ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥꎬ 对野生株和基因缺失株的生长、生物被膜形成和运动特性进行分析ꎬ并采用 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 技术比较野生株和缺失株中与运动性、生物被膜形成相关基因的转录水平ꎮ 结果显示ꎬ各菌株生长曲线无显

著差异ꎻＡＥ１７△ＲｙｈＢ、ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 生物被膜形成能力较 ＡＥ１７ 显著下降ꎻＡＥ１７△ｃｙｓＥ 、ＡＥ１７
△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 运动能力与 ＡＥ１７ 相比下降ꎻＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 与 ＡＥ１７ 相比 ｆｌｈＢ 、ｆｌｇＤ、ｆｌｉＦ 和 ｃｈｅＹ 转

录水平均降低ꎬ而 ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 与 ＡＥ１７△ｃｙｓＥ 相比基因转录水平均有所增强ꎻＡＥ１７△ＲｙｈＢ、ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、
ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 与 ＡＥ１７ 相比ꎬｆｌｈＤ 、ｆｌｇＣ、ｓｉｄＡ 转录水平均显著降低ꎮ 表明 ｃｙｓＥ 基因缺失降低了 ＡＰＥＣ 生物被

膜形成能力及运动能力ꎬ且 ＲｙｈＢ 基因缺失对 ｃｙｓＥ 基因的运动能力调控作用有代偿作用ꎬＲｙｈＢ、ｃｙｓＥ 基因均通过调

节与生物被膜形成相关的基因( ｆｌｈＤ 、ｆｌｇＣ、ｓｉｄＡ)转录水平调控 ＡＰＥＣ 生物被膜形成能力ꎬ本研究结果为研究 ＲｙｈＢ￣
ｃｙｓＥ 基因对 ＡＰＥＣ 的调控作用奠定了基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ (ＡＰＥＣ) ＡＥ１７ ａｎｄ ＡＥ１７△ＲｙｈＢꎬ ｇｅｎｅ￣ｄｅｌｅｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ＡＥ１７
△ｃｙｓＥ ａｎｄ ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｒｅｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ. Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈꎬ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒ￣
ｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｇｅｎｅ￣ｄｅｌｅｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄｓ ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｍ￣
ｐａｒｅ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｇｅｎｅ￣ｄｅｌｅｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｔｒａｉｎ. Ｔｈｅ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＡＥ１７△Ｒｙ￣
ｈＢꎬ ＡＥ１７△ｃｙｓＥꎬ ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＡＥ１７. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＥ１７ꎬ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖ￣
ｅｌｓ ｏｆ ｆｌｈＢꎬ ｆｌｇＤꎬ ｆｌｉＦ ａｎｄ ｃｈｅＹ ｉｎ ＡＥ１７△ｃｙｓＥ ａｎｄ ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ ｈａｄ ｅｎ￣
ｈａｎｃｅｄ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＥ１７△ｃｙｓＥ. Ｔｈｅ ＡＥ１７△ＲｙｈＢꎬ ＡＥ１７△ｃｙｓＥꎬ ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ ａｎｄ
ＡＥ１７ ｆｌｈＤꎬ ｆｌｇＣ ａｎｄ ｓｉｄＡ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｓＥ ｇｅｎｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆ ＡＰＥＣ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅꎬ ａｎｄ ＲｙｈＢ ｇｅｎｅ
ｈａｄ ａ ｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｓＥ ｇｅｎｅ'ｓ
ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｃａｐａｃｉｔｙ. ＲｙｈＢ ａｎｄ ｃｙｓＥ ｇｅｎｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｂｉｏ￣
ｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＡＰＥＣ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｅｎｅｓ( ｆｌｈＤꎬ ｆｌｇＣ ａｎｄ ｓｉｄＡ) ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒ￣
ｍａｔｉｏｎ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｌａｙ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｔｕｄ￣
ｙｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲｙｈＢ￣ｃｙｓＥ ｇｅｎｅ ｏｎ ＡＰＥＣ.
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎻ ＲｙｈＢ ｇｅｎｅꎻ ｃｙｓＥ ｇｅｎｅꎻ ｂｉｏｆｉｌｍꎻ ｍｏｔｉｌｉｔｙ

　 　 禽致病性大肠杆菌(Ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉ￣
ａｃｏｌｉꎬＡＰＥＣ)是肠外致病性大肠杆菌ꎬ可以导致禽类

出现全身性感染ꎬ严重影响全球养禽业ꎮ 同时

ＡＰＥＣ 可以通过食源性途径传播给人类ꎬ是人源肠

外致病性大肠杆菌毒力基因的潜在贮存宿主ꎮ 加强

对 ＡＰＥＣ 研究ꎬ不仅有助于养禽业的发展ꎬ也具有较

大的公共卫生学意义[１]ꎮ 在大肠杆菌研究中ꎬ已经

证明小分子 ＲＮＡ 参与了诸多生命过程ꎬ其中包括转

录翻译调控、铁代谢途径、糖代谢途径、膜蛋白生物

合成、群体感应系统以及致病菌的致病力调节等ꎮ
而 ＲｙｈＢ 作为小分子 ＲＮＡꎬ是目前已知调控的靶

ｍＲＮＡ 数目最多ꎬ其作为关键组成部分参与大肠杆

菌诸多调控网络ꎬ在细菌的致病过程中发挥着重要

作用[２]ꎮ 本试验前期已构建 ＡＥ１７ △ＲｙｈＢ 并进行

Ｌａｂｅｌ￣ｆｒｅｅ 蛋白组学测序及生物信息学预测ꎬ筛选出

ＲｙｈＢ 基因与 ＲＮＡ 伴侣 Ｈｆｑ 共同靶基因 ｃｙｓＥ[２]ꎮ
ＣｙｓＥ(Ｓｅｒｉｎｅ ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ)蛋白属于转移酶家

族的酰基转移酶ꎬ在微生物中参与合成半胱氨酸ꎮ 在

代谢调控系统中ꎬ半胱氨酸主要参与抵制细胞代谢中

硫化物的进入ꎬ同时半胱氨酸是一些生物元件合成途

径所必需的元素ꎬ例如甲硫氨酸、一些维生素和金属

簇等均由半胱氨酸参与合成ꎮ 这个蛋白质不仅参与

半胱氨酸合成反应ꎬ同时也参与蛋氨酸代谢、硫代谢

等[３]ꎬ对微生物的生长至关重要ꎮ
本研究利用 Ｒｅｄ 重组技术在 ＡＥ１７、 ＡＥ１７

△ＲｙｈＢ 的基础上ꎬ进一步构建了基因缺失株 ＡＥ１７
△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥꎬ并比较它们的生长曲

线、运动性、生物被膜形成能力等生物学特性差异ꎬ
并采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术比较野生株和缺失株中与运

动性、生物被膜形成相关基因的转录水平ꎬ为研究

ＲｙｈＢ￣ｃｙｓＥ 基因对 ＡＰＥＣ 的调控作用以及揭示

ＡＰＥＣ 的致病机理奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试验材料

１.１.１　 菌种、质粒及试剂 　 ＡＰＥＣ ＡＥ１７ꎬ为本实验

室保存的 Ｏ２ 血清型临床分离株ꎻＡＥ１７△ＲｙｈＢ 由本

实验室前期构建[４]ꎮ Ｒｅｄ 同源重组辅助质粒:
ｐＫＤ４６(氨苄青霉素抗性)、ｐＫＤ３(携带可被 ＦＬＰ 重

组酶识别的 ＦＲＴ 位点ꎬ氯霉素抗性)、ｐＣＰ２０(４２ ℃

可表达 ＦＬＰ 重组酶ꎬ用于消除 ＦＬＰ 位点间的氯霉素

抗性基因)均由安徽农业大学兽医病理生物学与疫

病防控安徽省重点实验室保存ꎮ 氯霉素、氨苄青霉

素、酵母提取物、胰蛋白胨、氯化钠、琼脂糖、质粒小

量提取纯化试剂盒均购自生工生物工程(上海)股

份有限公司ꎻ高保真酶 Ｐｈａｎｔａ Ｓｕｐｅｒ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、 ＡｃｅＱ 􀅸 ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ 􀅸 Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 购自诺唯赞生物科技有限公司ꎮ
１.１.２ 　 引物的设计与合成 　 根据 ＧｅｎＢａｎ 登录的

ＡＰＥＣ ｃｙｓＥ 基因序列( ＩＤ:４４９３５１７)ꎬ分别设计用于

扩增 ｃｙｓＥ 基因上游、下游序列 ２ 对引物 ｃｙｓＥ￣Ｕ￣Ｆ /
ｃｙｓＥ￣Ｕ￣Ｒ 和 ｃｙｓＥ￣Ｄ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣Ｄ￣Ｒꎮ 用于扩增抗性基

因的引物: ｃｙｓＥ￣ｃｍ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ｃｍ￣Ｒꎻ设计的用于鉴定

ＲｙｈＢ、ｃｙｓＥ 基因缺失株的 ２ 对引物:ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣
ＩＮ￣Ｒ、 ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｒ、 ＲｙｈＢ￣ＩＮ￣Ｆ / ＲｙｈＢ￣
ＩＮ￣Ｒ、ＲｙｈＢ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ＲｙｈＢ￣ＯＵＴ￣Ｒꎮ 以上引物(表 １)
均由合肥通用生物科技有限公司合成ꎮ

表 １　 本研究用到的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 大小
(ｂｐ)

ＲｙｈＢ￣ＩＮ￣Ｆ ＡＣＣＣＧＧＣＴＧＧＣＴＡＡＧＴＡＡＴＡＣ １５７
ＲｙｈＢ￣ＩＮ￣Ｒ ＣＴＴＴＣＡＡＡＴＧＣＧＡＧＴＣＡＡＡＴＧ
ＲｙｈＢ￣ＯＵＴ￣Ｆ ＣＴＧＣＧＧＡＴＧＴＣＡＴＡＡＧＣＧ １ ０２９
ＲｙｈＢ￣ＯＵＴ￣Ｒ ＧＣＡＣＣＴＧＴＡＧＣＧＴＧＴＴＧＴＡ
ｐＫＤ４６￣Ｆ ＧＡＴＡＣＣＧＴＣＣＧＴＴＣＴＴＴＣＣＴＴ ８８８
ｐＫＤ４６￣Ｒ ＴＧＡＴＧＡＴＡＣＣＧＣＴＧＣＣＴＴＡＣＴ
ｐＣＰ２０￣Ｆ ＴＴＡＧＴＧＧＴＴＧＴＡＡＡＡＡＣＡＣＣＴＧＡＣＣ ４０９
ｐＣＰ２０￣Ｒ ＧＴＴＡＧＣＧＴＴＧＡＡＧＡＡＴＴＴＡＧＣＣＣ
ｃｙｓＥ￣Ｕ￣Ｆ ＣＴＧＡＴＣＧＡＡＡＡＡＧＡＧＡＴＧＡＡＡＧ ７６０
ｃｙｓＥ￣Ｕ￣Ｒ ＣＣＡＧＣＣＴＡＣＡＧＧＡＴＡＧＣＧＡＴＡＡＡＣＣＧＴＣＡＡＴ
ｃｙｓＥ￣ｃｍ￣Ｆ ＡＴＣＧＣＴＡＴＣＣＴＧＴＡＧＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＣＴＴ １ ０３３
ｃｙｓＥ￣ｃｍ￣Ｒ ＡＡＧＣＴＧＡＡＧＣ ＣＡＴＡＴＧＡＡＴＡＴＣＣＴＣＣＴＴＡＧ
ｃｙｓＥ￣Ｄ￣Ｆ ＴＡＴＴＣＡＴＡＴＧＧＣＴＴＣＡＧＣＴＴＴＡＡＴＡＴＴＧＴＴＣＣ ８０８
ｃｙｓＥ￣Ｄ￣Ｒ ＴＧＡＴＧＣＧＣＧＴＣＴＧＧＴＧＴ
ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｆ ＧＧＡＡＣＧＣＣＡＧＣＧＧＣＡＧＴＡ ６２５
ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｒ ＡＣＧＣＧＡＣＧＣＴＡＣＴＣＡＡＧＣＡＣ
ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｆ ＴＴＡＡＧＧＧＴＴＡＧＡＣＧＡＡＴＡＴＣＴＧＣ １ ９９２
ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｒ ＴＧＣＴＧＣＡＣＴＧＴＧＧＣＡＡＡＡＧ

１.２　 试验方法

１.２.１　 ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 构建与鉴定

　 以 ＡＥ１７、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ 为亲本株ꎬ使用改良的 Ｒｅｄ
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重组方法[５￣６] 构建 ｃｙｓＥ 基因缺失菌株ꎮ 以提取的

ＡＥ１７、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ 基因组为模板ꎬ分别使用引物

ｃｙｓＥ￣Ｕ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣Ｕ￣Ｒ 和 ｃｙｓＥ￣Ｄ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣Ｄ￣Ｒꎬ通过 ＰＣＲ
扩增 ｃｙｓＥ 基因的上游和下游片段ꎮ 以 ｐＫＤ３ 为模

板ꎬ用引物 ｃｙｓＥ￣ｃｍ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ｃｍ￣Ｒ 通过 ＰＣＲ 扩增氯

霉素抗性(Ｃｍ＋)片段ꎮ 以上述纯化的 ＰＣＲ 产物为

模板ꎬ以 ｃｙｓＥ￣Ｕ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣Ｄ￣Ｒ 为引物ꎬ采用 Ｏｖｅｒｌａｐ￣
ＰＣＲ 技术ꎬＰＣＲ 扩增用于 ｃｙｓＥ 基因缺失的打靶片

段ꎮ 将构建的打靶片段电转化至含有 ｐＫＤ４６ 质粒

的 ＡＥ１７、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ 感受态细胞中ꎬ重组细菌在

３７ ℃培养 １ ｈ 后涂布于含有 ３０ μｇ / ｍｌ Ｃｍ＋的 ＬＢ 平

板上ꎬ孵育 ２４ ｈ 后ꎬ挑取单克隆ꎬ用 ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣
ＩＮ￣Ｒ、ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｒ 引物 ＰＣＲ 鉴定 ｃｙｓＥ
基因缺失株ꎬ利用 ｐＣＰ２０ 质粒将 ｃｙｓＥ 基因缺失株氯

霉素抗性消除并测序ꎬ鉴定成功的阳性重组子菌株

为 ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥꎮ
１.２.２　 各菌株生长曲线测定　 将 ＡＥ１７、ＡＥ１７△Ｒｙ￣
ｈＢ、ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ ４ 株菌分别接

种到 ＬＢ 平板ꎬ从平板上挑取单菌落接种到 ＬＢ 液体

培养基中振荡培养ꎬ每隔 １ ｈ 测其 ６００ ｎｍ 吸光度

ＯＤ６００值ꎬ根据 ＯＤ６００ 值绘制上述菌株的生长曲线ꎮ
上述试验重复 ３ 次ꎮ
１.２.３　 各菌株生物被膜形成能力测定 　 将 ＡＥ１７、
ＡＥ１７△ＲｙｈＢ、ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 菌株

分别培养至 ＯＤ６００ ＝ １􀆰 ０ꎬ用 ＬＢ 液体按照１ ∶ ５０(体积

比)稀释菌液ꎬ加入到 ９６ 孔聚丙烯板中ꎬ每孔 ２００
μｌꎬ以无菌培养基作为空白对照组ꎬ每组 ３ 个重复ꎮ
２８ ℃培养 ４８ ｈꎬ每孔加入 ２００ μｌ ＰＢＳ 洗涤 ３ 遍ꎬ晾
干后每孔加入 ２００ μｌ ０􀆰 １％结晶紫溶液ꎬ３７ ℃染色

２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 遍ꎬ晾干ꎬ每孔加入 ２００ μｌ ３３％
乙酸ꎬ充分溶解后ꎬ酶标仪测定每孔样本 ６２０ ｎｍ 处

的吸光度 ＯＤ６２０值ꎬ并通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ ｐａｉｒｅｄ ｔ
检验分析数据ꎮ
１.２.４　 扫描电镜观察各菌株生物被膜　 在 ６ 孔细胞板

中放入细胞爬片ꎬ分别加入 ２ ｍｌ 含量为 １０８ ＣＦＵ/ ｍｌ的
ＡＥ１７、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ、ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 菌

液ꎬ在 ３７ ℃培养箱中静置培养 ４８ ｈꎮ 将培养的细胞爬

片取出ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ晾干ꎬ细胞爬片经过固定、脱水、
干燥、黏台、喷金处理后用扫描电镜观察ꎮ
１.２.５　 各菌株运动性测定　 将 ＡＥ１７、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ、
ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 菌株分别培养至

ＯＤ６００ ＝ １􀆰 ０ꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ弃去培养基用

无菌 ＰＢＳ 缓冲液调整 ＯＤ６００ ＝ ２􀆰 ０ꎬ配制新鲜运动性

培养基(每 １００ ｍｌ 含有 １􀆰 ００ ｇ 蛋白胨、０􀆰 ５０ ｇ 氯化

钠、０􀆰 ８０ ｇ 葡萄糖、０􀆰 ２５ ｇ 琼脂粉)ꎬ待冷却后在板的

中央加入 ２ μｌ 菌体ꎬ置于 ３７ ℃培养箱静置培养６~８
ｈꎬ观察细菌运动情况并测量菌圈大小ꎮ
１.２.６ 　 透射电镜观察各菌株鞭毛形态 　 将上述 ４
株菌分别培养至 ＯＤ６００ ＝ １􀆰 ０ꎬ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎꎬ弃去培养基并用无菌 ＰＢＳ 缓冲液洗 ３ 次ꎬ最后

用 ＰＢＳ 重悬ꎬ吸取 ２００ μｌ 重悬液经负染处理后用透

射电镜观察ꎮ
１.２.７　 各菌株运动性、生物被膜相关基因转录水平

检测　 参照文献[７]ꎬ选取与细菌运动性、生物被膜

相关基因 ｆｌｉＹ、 ｆｌｈＢ、ｆｌｇＤ、 ｆｌｉＦ、 ｆｌｉＭ、 ｃｈｅＹ、 ｆｌｈＤ、 ｆｌ￣
ｈＣ、ｓｉｄＡꎬ１６Ｓ 作为内参基因ꎬ分别设计引物(表 ２)ꎬ
进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测缺失株与野生株基因的转录水

平差异ꎮ 参照文献[８]的方法ꎬ将上述 ４ 株菌培养

至对数中前期ꎬ各取 １ ｍｌ 菌液提取 ｍＲＮＡꎬ利用反

转录试剂盒反转录为 ｃＤＮＡꎬ并以相应的 ｃＤＮＡ 为模

板ꎮ 反应条件为:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０
ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ(Ｌｉｖａｋ)法分析并计算各

目的基因转录水平[９]ꎮ

表 ２　 用于 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

引物名称　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　

ｆｌｉＹ￣Ｆ ＡＧＣＡＣＣＡＡＡＣＣＡＴＴＴＴＴＣＧＧＡ
ｆｌｉＹ￣Ｒ ＧＣＴＧＣＧＴＡＡＡＧＧＡＡＡＴＧＡＡＧＡＣＣ
ｃｈｅＹ￣Ｆ ＧＣＣＧＣＡＧＣＡＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴＣ
ｃｈｅＹ￣Ｒ ＴＴＡＴＧＧＡＴＴＴＧＴＴＡＴＣＴＣＣＧＡＣＴＧＧ
ｆｌｈＢ￣Ｆ ＣＣＴＡＣＣＡＡＡＴＣＣＡＴＣＧＣＡＴＴＡＣＣＣ
ｆｌｈＢ￣Ｒ ＣＴＣＣＴＧＧＴＴＧＧＣＡＧＣＧＴＧＡ
ｆｌｇＤ￣Ｆ ＡＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＧＡＣＡＡＡＴＡＣＣＧ
ｆｌｇＤ￣Ｒ ＣＧＣＣＡＣＣＡＡＣＡＡＡＧＴＣＡＧＡＡＡ
ｆｌｉＦ￣Ｆ ＧＧＴＧＧＡＴＣＡＧＧＧＣＧＧＡＣＡ
ｆｌｉＦ￣Ｒ ＣＧＴＴＡＣＣＡＡＣＡＡＴＡＧＧＣＧＡＣＡＧ
ｆｌｉＭ￣Ｆ ＣＣＴＧＡＡＣＣＴＴＡＴＣＣＡＴＣＴＡＡＡＡＣＣＧ
ｆｌｉＭ￣Ｒ ＴＣＣＡＴＣＧＣＣＧＣＣＡＡＡＣＡ
ｆｌｈＤ￣Ｆ ＡＧＡＧＴＡＡＴＣＧＴＣＴＧＧＴＧＧＣＴＧＴＣ
ｆｌｈＤ￣Ｒ ＣＧＡＣＡＡＣＡＴＴＡＧＣＧＧＣＡＣＴＧ
ｆｌｈＣ￣Ｆ ＧＧＣＴＧＧＴＧＡＧＣＧＴＧＧＧＴＡＡＴＡ
ｆｌｈＣ￣Ｒ ＡＧＴＧＣＣＣＧＣＡＡＧＣＡＧＡＡＧＡＡＧ
ｓｄｉＡ￣Ｆ ＡＡＡＣＧＣＡＴＣＡＧＡＧＣＣＡＴＣＡＧ
ｓｄｉＡ￣Ｒ ＴＴＧＴＣＣＴＴＴＴＣＣＣＧＴＴＧＣＡＧ
１６Ｓ￣Ｆ ＴＴＴＧＡＧＴＴＣＣＣＧＧＣＣ
１６Ｓ￣Ｒ ＣＧＧＣＣＧＣＡＡＧＧＴＴＡＡ

９４２１涂　 健等:ＲｙｈＢ￣ｃｙｓＥ 基因对禽致病性大肠杆菌生物表型的影响



２　 结果与分析

２.１　 ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 的鉴定

采用 Ｒｅｄ 同源重组的方法构建 ｃｙｓＥ 基因缺失

株ꎬ通过特异性引物进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ 以 ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｆ /
ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｒ 为引物ꎬＡＥ１７、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ 扩增出 ６２５
ｂｐ 的 ｃｙｓＥ 基 因 片 段ꎬ ｃｙｓＥ 基 因 缺 失 株 ( ＡＥ１７

△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ)扩增不出目的片段(图
１)ꎮ 以 ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｒ 为 引 物ꎬ ＡＥ１７、
ＡＥ１７△ＲｙｈＢ 扩增出 １ ９９２ ｂｐ 目的片段ꎬ ＡＥ１７
△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 扩增出 １ ３０３ ｂｐ 目的片

段(图 １)ꎬ测序结果表明 ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ
△ｃｙｓＥ 构建成功ꎮ

图 ＡꎬＭ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＡＥ１７ꎬｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｒꎻ２:ＡＥ１７△ｃｙｓＥꎬｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｒꎻ３:ＡＥ１７ꎬ ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｒꎻ４:ＡＥ１７△ｃｙｓＥꎬｃｙｓＥ￣
ＯＵＴ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｒꎻ５:空白对照ꎻ图 ＢꎬＭ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＡＥ１７ꎬＲｙｈＢ￣ＩＮ￣Ｆ / ＲｙｈＢ￣ＩＮ￣Ｒꎻ２:ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥꎬＲｙｈＢ￣ＩＮ￣Ｆ / ＲｙｈＢ￣ＩＮ￣Ｒꎻ３:ＡＥ１７ꎬＲｙ￣
ｈＢ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ＲｙｈＢ￣ＯＵＴ￣Ｒꎻ４:ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥꎬＲｙｈＢ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ＲｙｈＢ￣ＯＵＴ￣Ｒꎻ５:ＡＥ１７△ＲｙｈＢꎬｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｒꎻ６:ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥꎬｃｙｓＥ￣
ＩＮ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｒꎻ７:ＡＥ１７△ＲｙｈＢꎬｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｒꎻ８:ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥꎬｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｒꎻ９:空白对照ꎮ
图 １　 用 ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｒ、ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｒ、ＲｙｈＢ￣ＩＮ￣Ｆ / ＲｙｈＢ￣ＩＮ￣Ｒ、ＲｙｈＢ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ＲｙｈＢ￣ＯＵＴ￣Ｒ 引物对 ＰＣＲ 鉴定 ＡＥ１７

△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ
Ｆｉｇ.１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＥ１７△ｃｙｓＥ ａｎｄ ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ ｂｙ ＰＣＲ ｗｉｔｈ ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＩＮ￣Ｒꎬ ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ｃｙｓＥ￣ＯＵＴ￣Ｒꎬ ＲｙｈＢ￣ＩＮ￣Ｆ /

ＲｙｈＢ￣ＩＮ￣Ｒꎬ ＲｙｈＢ￣ＯＵＴ￣Ｆ / ＲｙｈＢ￣ＯＵＴ￣Ｒ ｐｒｉｍｅｒｓ

２.２　 各菌株的生长曲线

各菌株生长曲线显示ꎬ ＡＥ１７、 ＡＥ１７ △ＲｙｈＢ、
ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 均经历０~３ ｈ 的延

滞期ꎬ在第 ３ ｈ 进入对数生长期ꎬ第 １２ ｈ 进入稳定

期ꎮ ４ 株菌株在 ２ ｈ 之前没有明显区别ꎻ在２~ ３ ｈꎬ
ＡＥ１７△ＲｙｈＢ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 与 ＡＥ１７ 相比没

有明显区别ꎬＡＥ１７△ｃｙｓＥ 与 ＡＥ１７ 相比生长缓慢ꎻ在
３~１２ ｈꎬＡＥ１７△ＲｙｈＢ 与 ＡＥ１７ 相比没有明显变化ꎬ
ＡＥ１７△ｃｙｓＥ 与 ＡＥ１７ 相比生长缓慢ꎬＡＥ１７△ＲｙｈＢ
△ｃｙｓＥ 与 ＡＥ１７ 相比在 ９ ｈ 后生长缓慢ꎻ在１３~ １６ ｈ
４ 株菌株之间无明显区别(图 ２)ꎮ 表明 ＲｙｈＢ 基因

缺失对 ＡＰＥＣ 的生长速度无影响ꎬ ｃｙｓＥ 基因缺失

ＡＰＥＣ 的对数期生长速度有所降低ꎬＲｙｈＢ、ｃｙｓＥ 基因

共同缺失对 ＡＰＥＣ 的生长速度无显著影响ꎮ
２.３　 各菌株生物被膜的形成能力

用改良结晶紫半定量法检测 ＡＥ１７、ＡＥ１７△Ｒｙ￣
ｈＢ、ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 生物被膜形成

图 ２　 生长曲线的测定

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ

能力ꎬ结果显示 ＡＥ１７△ＲｙｈＢ、 ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、 ＡＥ１７
△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 生物被膜形成能力极显著低于 ＡＥ１７
(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ表明 ＲｙｈＢ、ｃｙｓＥ 基因缺失 ＡＰＥＣ 生物被

膜形成能力下降(图 ３)ꎮ
扫描电镜观察各菌株生物被膜ꎬ结果显示ꎬ

ＡＥ１７ 在堆状的微菌落中ꎬ菌与菌之间丝状物较多ꎬ
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而 ＡＥ１７△ＲｙｈＢ、 ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、 ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ
菌与菌之间丝状物较少ꎻ４ 株菌株的生物被膜的片

状结构均不明显ꎬ但 ＡＥ１７ 依稀可见有大片片状结

构ꎬ 而 ＡＥ１７ △ＲｙｈＢ、 ＡＥ１７ △ｃｙｓＥ、 ＡＥ１７ △ＲｙｈＢ

△ｃｙｓＥ 几乎看不到片状结构的存在(图 ４)ꎮ 表明

ＲｙｈＢ、ｃｙｓＥ 基因缺失 ＡＰＥＣ 导致生物被膜形成能力

下降ꎮ

ａ:ＡＥ１７ꎻｂ:ＡＥ１７△ＲｙｈＢꎻｃ:ＡＥ１７△ｃｙｓＥꎻｄ:ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥꎻｅ:ＬＢ 液体空白对照ꎮ ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ３　 基因缺失株与野生株生物被膜形成能力比较

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅ￣ｄｅｌｅｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎｓ

该图是在放大了５ ０００倍的基础上观察的ꎮ
图 ４　 缺失株与野生株生物被膜形成能力比较

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅ￣ｄｅｌｅｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎｓ

２.４　 各菌株的运动能力

各菌株运动能力的测定结果显示:ＡＥ１７△ＲｙｈＢ
运动圈直径与 ＡＥ１７ 相比无明显差异ꎬＡＥ１７△ｃｙｓＥ
运动圈直径极显著小于 ＡＥ１７ (Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ ＡＥ１７

△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 运动圈直径显著小于 ＡＥ１７ (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ但比 ＡＥ１７△ｃｙｓＥ 大(图 ５)ꎮ 表明 ｃｙｓＥ 基因

缺失降低了 ＡＰＥＣ 运动能力ꎬＲｙｈＢ 基因缺失对 ｃｙｓＥ
基因运动能力调控有代偿作用ꎮ

∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ５　 各菌株的运动能力

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｔｒａｉｎ

１５２１涂　 健等:ＲｙｈＢ￣ｃｙｓＥ 基因对禽致病性大肠杆菌生物表型的影响



　 　 透视电镜观察各细菌鞭毛数ꎬ结果显示ꎬＡＥ１７
△ｃｙｓＥ 鞭毛数与 ＡＥ１７ 相比显著减少ꎬＡＥ１７△Ｒｙ￣
ｈＢ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 鞭毛数与 ＡＥ１７ 相比有所减

少ꎬ但比 ＡＥ１７△ｃｙｓＥ 多(图 ６)ꎮ 表明 ＲｙｈＢ、ｃｙｓＥ 基

因缺失 ＡＰＥＣ 鞭毛数均有所下降ꎬ但 ｃｙｓＥ 基因对

ＡＰＥＣ 鞭毛数的影响大于 ＲｙｈＢ 基因ꎬ且 ＲｙｈＢ 基因

缺失对 ｃｙｓＥ 基因的鞭毛调节作用有代偿作用ꎮ

图 ６　 缺失株与野生株鞭毛形成能力比较

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｌａｇｅｌｌｕｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅ￣ｄｅｌｅｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎｓ

２.５　 各菌株运动性、生物被膜形成相关基因的转录

水平检测

　 　 采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 对 ＡＥ１７、 ＡＥ１７△ＲｙｈＢ、 ＡＥ１７
△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 运动性相关基因转录水

平检测ꎬ结果显示ꎬＡＥ１７△ｃｙｓＥ 较 ＡＥ１７ ｆｌｉＹ、 ｆｌｈＢ 、
ｆｌｇＤ、ｆｌｉＦ、 ｆｌｉＭ 和 ｃｈｅＹ 基因转录水平均显著下降ꎬ
ＡＥ１７△ＲｙｈＢ 较 ＡＥ１７ ｆｌｈＢ、ｆｌｉＦ、ｆｌｉＹ、ｆｌｉＤ、ｃｈｅＹ 基因

转录水平有下降趋势ꎬ而 ｆｌｉＭ 基因转录水平有上调

趋势ꎻＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 与 ＡＥ１７ 相比ꎬ其 ｆｌｈＢ 、ｆｌ￣
ｇＤ、ｆｌｉＦ 和 ｃｈｅＹ 基因转录水平均下降ꎬ但与 ＡＥ１７
△ｃｙｓＥ 相比均有所增强(图 ７)ꎮ 表明 ｃｙｓＥ 基因缺

失 ＡＰＥＣ 运动性相关基因转录水平下降ꎬ且 ＲｙｈＢ
基因缺失对 ｃｙｓＥ 基因的转录水平有代偿作用ꎮ
ＡＥ１７、 ＡＥ１７ △ＲｙｈＢ、 ＡＥ１７ △ｃｙｓＥ、 ＡＥ１７ △ＲｙｈＢ
△ｃｙｓＥ 生物被膜相关基因转录水平检测结果显示ꎬ
ＡＥ１７△ＲｙｈＢ、 ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、 ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 与

ＡＥ１７ 相比ꎬ ｆｌｈＤ 、 ｆｌｈＣ、ｓｉｄＡ 转录水平均显著降低ꎬ
且转录水平降低幅度相近ꎬ表明 ＲｙｈＢ、ｃｙｓＥ 基因均

通过调节与生物被膜形成的相关基因 ｆｌｈＤ 、ｆｌｈＣ、ｓｉ￣
ｄＡ 转录水平来调控 ＡＰＥＣ 生物被膜形成能力ꎮ

３　 讨 论

大肠杆菌是人及动物肠道的常在菌群ꎬ但是致

病性大肠杆菌却可以引起人及动物诸多疾病[１０￣１２]ꎮ
病原菌的致病过程体现在病原和宿主细胞相互作用

的过程ꎬ对病原来说要经历黏附、侵入、生长繁殖、抵

∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ７　 生物被膜形成能力、运动性相关基因的转录水平

Ｆｉｇ.７　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｂｉｏｆｉｌｍ￣ｆｏｒｍｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｍｏｔｉｌ￣
ｉｔｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

抗宿主免疫反应、产生毒素等过程ꎬ大肠杆菌亦是如

此ꎮ 细菌的生物被膜状态被认为是一种细菌适应不

良环境而形成的保护模式ꎬ与浮游细胞相比ꎬ生活在

生物被膜内的细菌抵抗抗生素和免疫系统的能力更

强[１３￣１４]ꎮ 生物被膜通过增强细菌抗宿主免疫系统

和提高在环境中的生存能力ꎬ进而能增强细菌的致

病性[１５]ꎮ 细菌鞭毛介导的运动性和黏附性在细菌

致病性中发挥重要作用[１６]ꎮ 研究 ＲｙｈＢ、ｃｙｓＥ 基因

对禽致病性大肠杆菌的生物被膜形成及运动性影

响ꎬ可为揭示其致病机理奠定基础ꎮ
ＲｙｈＢ 基因缺失株 ＡＥ１７△ＲｙｈＢ 与野生菌株

ＡＥ１７ 相比生长曲线无明显变化ꎬ但 ｃｙｓＥ 基因缺失

ＡＰＥＣ 的对数期生长速度有所降低ꎬ而 ｃｙｓＥ、ＲｙｈＢ
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基因共同缺失时对 ＡＰＥＣ 的生长速率无显著影响ꎬ
仅在生长对数期后期生长速率稍微缓慢ꎮ ｃｙｓＥ 基因

单缺失时会影响 ＡＰＥＣ 生长对数期的生长速率ꎬ猜
测是由于基因影响细菌的代谢系统产生的ꎬ而 ｃｙｓＥ、
ＲｙｈＢ 基因共同缺失时无显著影响ꎬ仅在生长对数期

后期生长速率较慢ꎬ猜测是 ＲｙｈＢ 基因缺失对 ｃｙｓＥ
基因调控的细菌代谢作用具有补偿机制且该机制具

有时效性ꎬ具体机制仍有待进一步研究ꎮ
用改良结晶紫半定量法检测 ＡＥ１７、ＡＥ１７△Ｒｙ￣

ｈＢ、ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 生物被膜形成

能力ꎬ结果显示ꎬＡＥ１７△ＲｙｈＢ、ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、ＡＥ１７
△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ 生 物 被 膜 形 成 能 力 极 显 著 低 于

ＡＥ１７ꎬ且 ＡＥ１７△ＲｙｈＢ、 ＡＥ１７△ｃｙｓＥ、 ＡＥ１７△ＲｙｈＢ
△ｃｙｓＥ 生物被膜形成能力相似ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 测定结

果显示ꎬ ＡＥ１７ △ＲｙｈＢ、 ＡＥ１７ △ｃｙｓＥ、 ＡＥ１７ △ＲｙｈＢ
△ｃｙｓＥ 与 ＡＥ１７ ｆｌｈＤ 、ｆｌｈＣ、ｓｉｄＡ 均显著降低ꎬ且转录

水平降低幅度相近ꎮ 推测 ＲｙｈＢ 基因通过 ｃｙｓＥ 基因

调控 ＡＰＥＣ ｆｈｌＤ 、ｆｌｈＣ、ｓｉｄＡ 基因的生物被膜形成能

力ꎬＡＰＥＣ ｃｙｓＥ 基因是 ＲｙｈＢ 基因调控生物被膜形成

能力的调节靶点ꎮ ｆｌｈＤ 、ｆｌｈＣ、ｓｉｄＡ 均为 ＤＮＡ 结合转

录双重调节因子ꎬ推测其结合下游基因的启动子区

域ꎬ从而调控细菌的生物被膜形成能力ꎮ ｆｌｈＤ 、ｆｌｈＣ
的突变可对生物被膜形成产生促进或抑制的影响ꎬ
具体取决于突变位点[１７]ꎮ 本试验结果显示ꎬ缺失

ｃｙｓＥ、ＲｙｈＢ 基因的 ＡＰＥＣ 菌株中的 ｆｌｈＤ 、ｆｌｈＣ 基因

转录水平下调ꎬ说明 ＡＰＥＣ ｃｙｓＥ、ＲｙｈＢ 基因缺失菌

株通过调节 ｆｈｌＤ 、ｆｌｈＣ 基因转录水平从而抑制生物

被膜的形成ꎮ 研究结果表明ꎬ在肠致病性大肠杆菌

中缺失 ｓｄｉＡ 后ꎬ其生物被膜形成和运动性相关基因

(如纤维素合成亚基 ｂｃｓＡ 基因、鞭毛结构蛋白 ｆｌｉＣ
基因及 Ｃｕｒｌｉｎ 菌毛合成亚基 ｃｓｇＡ 基因)转录水平上

调ꎬ生物被膜的形成及运动能力增强ꎬ说明 ｓｄｉＡ 对

细菌的生物被膜形成具有负调控作用[１８]ꎮ 本试验

ＡＰＥＣ 缺失 ｃｙｓＥ、ＲｙｈＢ 基因后 ｓｄｉＡ 基因转录水平下

调ꎬ可能通过抑制生物被膜形成相关基因的转录而

降低其生物被膜的形成ꎮ 具体机制仍有待进一步研

究ꎮ
运动性能力测定以及透射电镜观察细菌鞭毛结

果显示ꎬｃｙｓＥ 基因缺失 ＡＰＥＣ 运动性显著下降ꎻＲｙ￣
ｈＢ 基因缺失 ＡＰＥＣ 运动性无显著变化ꎻＲｙｈＢ、ｃｙｓＥ
双基因缺失 ＡＰＥＣ 运动性较 ｃｙｓＥ 基因缺失 ＡＰＥＣ
运动性增强ꎬ与野生菌株相比降低ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 测定

结果显示ꎬｃｙｓＥ 基因缺失株与 ＡＥ１７ 相比ꎬＡＰＥＣ 运

动性相关基因 ｆｌｉＹ、 ｆｌｈＢ 、ｆｌｇＤ、ｆｌｉＦ、ｆｌｉＭ 和 ｃｈｅＹ 转

录水平均显著下降ꎻ但 ＡＥ１７△ＲｙｈＢ△ｃｙｓＥ ｆｌｈＢ、 ｆｌ￣
ｇＤ、ｆｌｉＦ、ｆｌｉＭ 和 ｃｈｅＹ 基因的转录水平较 ＡＥ１７△ｃｙｓＥ
均有所增强ꎬｆｌｈＢ 是鞭毛生物合成蛋白质[１９]ꎬ是Ⅲ
型分泌系统中与鞭毛蛋白转运有关的蛋白质ꎻｃｈｅＹ
是扩散性反应调节蛋白质ꎬ可以被 ｃｈｅＡ 磷酸化ꎬ能
改变鞭毛的运动方向[２０]ꎻｆｌｉＹ 是细菌鞭毛马达开关

蛋白质ꎬ在病原菌侵袭相关鞭毛运动中发挥关键作

用[２１]ꎻｆｌｉＦ 是鞭毛基体的 ＭＳ 环的主要成分ꎬ将鞭毛

固定在细胞质膜上ꎻｆｌｇＤ 与 ｆｌｉＭ 构成鞭毛基体的 Ｃ
环ꎬ参与改变鞭毛旋转方向[２２]ꎮ 推测 ｃｙｓＥ 基因缺

失通过下调 ｆｌｇＤ、ｆｌｉＦ、ｆｌｈＢ、ｃｈｅＹ、 ｆｌｉＭ 基因转录水平

控制鞭毛的合成及运动能力ꎬ使 ＡＰＥＣ 运动性下降ꎬ
ＲｙｈＢ 基因缺失影响 ｆｌｇＤ、ｆｌｉＦ、ｆｌｈＢ、ｃｈｅＹ、 ｆｌｉＭ 基因

转录水平ꎬ对 ｃｙｓＥ 基因调控菌株运动能力具有代偿

作用ꎮ 具体机制仍有待进一步研究ꎮ
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