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　 　 摘要:　 为探究禽致病性大肠杆菌(Ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ ＡＰＥＣ)中大肠杆菌Ⅲ型分泌系统(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉ￣
ａ ｃｏｌｉ Ｔｙｐｅ Ⅲ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ２ꎬ ＥＴＴ２)转录因子 ＥｉｖＦ 的功能ꎬ通过透射电镜观察检测野生株(ＡＥ８１)、缺失株(ＡＥ８１
△ｅｉｖＦ)和回复株(ＡＥ８１△ｅｉｖＦ￣ｃｏｍｐ) Ｃｕｒｌｉ 菌毛的合成能力ꎬ并探究 ３ 种菌株在不良环境中的存活情况ꎬ通过 ＲＴ￣
ｑＰＣＲ 检测鞭毛和环境耐受相关基因的转录水平ꎮ 结果表明ꎬ与野生株相比ꎬ缺失株的 ｃｕｒｌｉ 菌毛合成能力无明显变

化ꎬ在透射电镜下缺失株鞭毛数量明显减少ꎬ缺失株在强酸、强碱、氧化应激、高温、高渗环境中的存活率均显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)或极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)降低ꎬ回复株上述表型基本恢复ꎮ 转录组数据显示ꎬ缺失株的 ｆｌｇＢ、ｆｌｇＣ、ｆｌｇＥ 等鞭毛相关基

因和 ｐｒｏＶ、ｃａｄＡ 等环境耐受相关基因的转录水平下调ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果显示ꎬｆｌｇＢ、ｆｌｇＣ、ｆｌｇＥ、ｐｒｏＶ 等基因的转录水平下

调ꎮ 综上所述ꎬＥＴＴ２ 转录因子 ＥｉｖＦ 参与调控禽致病性大肠杆菌运动能力和在不良环境中的存活能力ꎮ
关键词:　 禽致病性大肠杆菌ꎻＥＴＴ２ 转录因子 ＥｉｖＦꎻ鞭毛ꎻ环境胁迫
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Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＴＴ２ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＥｉｖＦ ｏｎ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅ￣
ｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ
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Ａｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈｅｆｅｉ ２３００３６ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＥｉｖＦ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＴｙｐｅⅢ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ２ (ＥＴＴ２)
ｉｎ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅ. ｃｏｌｉ (ＡＰＥＸ)ꎬ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ ｆｏｒ Ｃｕｒｌｉ ｐｉｌｉ ｏｆ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ (ＡＥ８１)ꎬ ｄｅｌｅｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ (ＡＥ８１△ｅｉｖＦ)
ａｎｄ ｒｅｖｅｒｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ (ＡＥ８１△ｅｉｖＦ￣ｃｏｍｐ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ａｄｖｅｒｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｗａｓ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｌａｇｅｌｌａ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ Ｃｕｒｌｉ ｐｉｌｉ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｅｌｅｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ. Ｔｈｅ ｆｌａｇｅｌｌａ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅｌｅｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ (ＡＥ８１△ｅｉｖＦ) ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｎ￣
ｄｅｒ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ. Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｅｌｅｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ｓｔｒｏｎｇ ａｃｉｄꎬ ｓｔｒｏｎｇ ａｌｋａｌｉꎬ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｏｓｍｏｔｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０.０５)ｏｒ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０􀆰 ０１)
ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｗａｓ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｖｅｒｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ｔｈｅ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｌａｇｅｌｌｕｍ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｆｌｇＢꎬ ｆｌｇＣꎬ ｆｌｇＥ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｐｒｏＶꎬ

ｃａｄＡ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｌｇＢꎬ
ｆｌｇＣꎬ ｆｌｇＥꎬ ｐｒｏＶ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｉｎ
ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ ＥＴＴ２ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒ ＥｉｖＦ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｔｏｒ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｖｉ￣
ａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅ. ｃｏｌｉ ｉｎ ａｄｖｅｒｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ.
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎻ ＥＴＴ２ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＥｉｖＦꎻ ｆｌａｇｅｌｌａꎻ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 禽致病性大肠杆菌(Ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉ￣
ａ ｃｏｌｉꎬ ＡＰＥＣ)属于肠外致病性大肠杆菌(Ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉ￣
ｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ ＥｘＰＥＣ)ꎬ常与其他病原混合

感染引起禽类细菌性疾病或死亡ꎬ主要临床症状有

腹膜炎、输卵管炎、慢性呼吸道疾病和败血症等[１￣２]ꎮ
ＡＰＥＣ 血清型众多ꎬ且不同血清型、不同菌株之间缺

乏交叉免疫ꎬ给养殖业造成巨大的经济损失[３]ꎮ 研

究发现ꎬＡＰＥＣ 与脑膜炎大肠杆菌 ( Ｎｅｃｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ ＮＭＥＣ)有相似的遗传因子ꎬ是人源

肠外致病性大肠杆菌毒力基因的贮存库[４]ꎬ因此开

展 ＡＰＥＣ 致病机制相关的研究对防控 ＡＰＥＣ 引起的

疾病具有重要的公共卫生学意义ꎮ
大肠杆菌Ⅲ型分泌系统(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｔｙｐｅ Ⅲ

ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ２ꎬ ＥＴＴ２)首次在肠出血性大肠杆菌

(Ｅｎｔｅｒｏｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬＥＨＥＣ)Ｏ１５７:Ｈ７
中发现[５]ꎮ ＥＴＴ２ 的基因簇包含 ５ 个转录因子ꎬ分别

是 ＹｑｅＩ(ＥＣｓ＿３７０４)、ＹｇｅＨ(ＥＣｓ＿３７０９)、ＹｇｅＫ(ＥＣｓ＿
３７１２)、ＥｔｒＡ(ＥＣｓ＿３７２０)和 ＥｉｖＦ(ＥＣｓ＿３７３４) [６]ꎮ 转

录因子 ＹｇｅＫ 直接与 ＥＨＥＣ 的 ｌｅｒ 调控区相互作用ꎬ
激活肠细胞脱落位点 ＬＥＥ 毒力岛表达ꎬ促进黏附及

擦拭性损伤(Ａｔｔａｃｈｉｎｇ ａｎｄ ｅｆｆａｃｉｎｇ ｌｅｓｉｏｎｓꎬＡ / Ｅ Ｌｅ￣
ｓｉｏｎｓ)形成[７]ꎮ 在肠聚集菌株 ０４２ 中ꎬ转录因子

ＹｇｅＨ 诱导了 ｉｎｖＦ 的表达[８]ꎮ ｅｔｒＡ 基因缺失显著降

低了 ＡＰＥＣ 菌毛的表达量、在巨噬细胞中的存活能

力以及在鸭中的增殖能力和毒力[９]ꎮ 同时 ＥＴＴ２ 转

录因子还能够参与调控细菌生物被膜形成、运动鞭

毛组装、抗血清杀菌、调节肠细胞脱落位点(ＬＥＥ)毒
力岛分泌等致病过程[１０￣１２]ꎮ 转录因子 ＥｉｖＦ 位于

ＥＴＴ２ ｅｉｖ 侵袭基因簇最末端[１３]ꎬ与沙门氏菌 ＳＰＩ￣１
毒力岛核心转录调控基因 ｉｎｖＦ 同源ꎮ 研究发现ꎬ在
ＥＨＥＣ Ｏ１５７:Ｈ７ 中ꎬ缺失 ＥｉｖＦ 导致细菌 ＬＥＥ 毒力岛

编码的蛋白质分泌量大幅增加ꎬ细菌对人肠细胞的

黏附力增加[１４]ꎮ
鞭毛是 ＡＰＥＣ 的毒力因子ꎬ是细菌蛋白质输出

装置ꎬ控制细菌的运动和行为[１５]ꎮ 研究发现ꎬＫｄ￣
ｐＤ / ＫｄｐＥ 双组分系统、转录调节因子 ＡｒｃＡ、群体感

应系统等多种调控因子影响 ＡＰＥＣ 鞭毛组装过

程[１５￣１７]ꎮ ＡＰＥＣ 在入侵和定殖机体的过程中ꎬ会经

过机体的高氧、强酸等不良环境ꎬ细菌通过调节相关

基因从而适应不良环境ꎬ增强其存活能力[１８￣１９]ꎮ

ＰｈｏＲ / ＰｈｏＢ 双组分系统、转录因子 ＩｂｅＲ 等参与调控

ＡＰＥＣ 对环境胁迫的耐受[１８ꎬ２０]ꎮ ＥｉｖＦ 是 ＥＴＴ２ 毒力

岛重要的转录因子ꎬ在鞭毛组装和环境胁迫耐受等

过程中扮演的作用尚未见报道ꎮ
本研究以 ＡＰＥＣ ＥＴＴ２ 转录因子 ｅｉｖＦ 基因为研

究对象ꎬ基于转录组数据分析 ＥｉｖＦ 参与调控的细菌

信号通路ꎬ通过透射电镜、环境耐受和荧光定量

ＰＣＲ 等试验ꎬ探究 ｅｉｖＦ 基因调控 ＡＰＥＣ 运动和响应

环境胁迫的能力ꎬ为深入研究禽致病性大肠杆菌致

病机制提供研究基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 菌株　 禽致病性大肠杆菌 ＡＥ８１ 菌株为本实

验室保存的临床分离株ꎬ缺失株 ＡＥ８１△ｅｉｖＦ 和回复

株 ＡＥ８１△ｅｉｖＦ￣ｃｏｍｐ 由本实验室构建和保存[１２]ꎮ
１.１.２　 主要试剂和仪器　 酵母浸粉、胰蛋白胨、三羟

甲基氨基甲烷(Ｔｒｉｓ)、刚果红、考马斯亮蓝购自生工

生物工程(上海)股份有限公司ꎬ氯化钠购自国药集团

化学试剂有限公司ꎬ琼脂粉购自索莱宝科技有限公

司ꎬＲＮＡ 裂解液、ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅺ⅢＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ、
ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自

诺唯赞生物科技有限公司ꎬ超净工作台(型号 ＳＷ￣ＣＪ￣
２Ｆ)购自苏州设备进化有限公司ꎬ恒温培养箱(型号

ＤＨＰ￣９０８２)购自上海一恒科技有限公司ꎬＶｉｉＡＴＭ７ Ｒｅ￣
ａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪购自赛默飞世尔科技公司ꎮ
１.２　 基于转录组学测序筛选差异基因

本实验室前期获得 ＡＥ８１ 和 ＡＥ８１△ｅｉｖＦ 转录

组数据[１２]ꎮ 使用 Ｂｏｗｔｉｅ２ 比对软件( ｈｔｔｐ: / / ｂｏｗｔｉｅ￣
ｂｉｏ. ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ. ｎｅｔ / Ｂｏｗｔｉｅ２ / ｉｎｄｅｘ. ｓｈｔｍｌ ) 将 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ 与 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ１５７:Ｈ７ ｓｔｒ. Ｓａｋａｉ 参考基因

进行比对ꎬ使用 ＲＳＥＭ 软件包(ｈｔｔｐ: / / ｄｅｗｅｙｌａｂ.ｂｉｏ￣
ｓｔａｔ.ｗｉｓｃ. ｅｄｕ / ＲＳＥＭ) 计算基因的表达水平ꎮ 使用

ｐｏｓｓｉｏｎＤｉｓ 差异分析方法检测样品之间的差异表达

基因( ＤＥＧｓ)ꎬ对差异表达基因进行 ＧＯ 分析和

ＫＥＧＧ 通路分析ꎮ
１.３　 透射电镜观察

将野生株 ＡＥ８１、缺失株 ＡＥ８１△ｅｉｖＦ 和回复株

ＡＥ８１△ｅｉｖＦ￣ｃｏｍｐ 培养至对数生长期ꎬ取 ５ ｍｌ 菌液ꎬ
用无菌滤膜过滤ꎬ再用磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)洗涤 ２

９３４吴剑梅等:ＥＴＴ２ 转录因子 ＥｉｖＦ 调控禽致病性大肠杆菌运动性和环境胁迫耐受性



次ꎬ加入等体积 ＰＢＳ 重悬ꎮ 铜网正面覆盖在菌液表

面ꎬ静置约 ２ ｍｉｎꎬ滴加磷钨酸负染液ꎬ用滤纸吸干铜

网表面多余样品ꎬ然后将铜网覆在负染液上ꎬ负染

２~３ ｍｉｎꎬ再用滤纸吸取多余的染液ꎬ烘干铜网ꎬ用
透射电镜观察拍照ꎮ
１.４　 红色、干燥、粗糙(ｒｄａｒ)表型的观察

将野生株 ＡＥ８１、缺失株 ＡＥ８１△ｅｉｖＦ 和回复株
ＡＥ８１△ｅｉｖＦ￣ｃｏｍｐ 于 ３７ ℃静置培养至对数生长期ꎬ
用 ＰＢＳ 洗涤菌液 ２ 次ꎬ再用 ＰＢＳ 重悬ꎬ浓缩至 ＯＤ６００

为 ３􀆰 ０ꎮ 按参考文献[２１]ꎬ配制 ＣＲ 培养基(刚果红

０􀆰 ００８ ｇꎬ考马斯亮蓝 ０􀆰 ００４ ｇꎬ蛋白胨 ２􀆰 ０００ ｇꎬ酵母
粉 １􀆰 ０００ ｇꎬ琼脂粉 １􀆰 ６００ ｇꎬ２００ ｍｌ ｄｄＨ２Ｏ)ꎮ 取 １
μｌ 菌液滴于刚果红(ＣＲ)培养基上ꎬ３７ ℃培养 ４８ ｈꎬ
观察菌落形态ꎮ
１.５　 环境耐受试验

将野生株 ＡＥ８１、缺失株 ＡＥ８１△ｅｉｖＦ 和回复株
ＡＥ８１△ｅｉｖＦ￣ｃｏｍｐ 培养至对数生长期ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 ２
次ꎬ重悬备用ꎮ 分别检测野生株、缺失株及回复株在

酸性、碱性、氧化、高渗透压和高温不利环境中的存

活情况ꎮ
１.５.１　 耐酸试验　 用乙酸(ＨＡＣ)溶液调节 ＬＢ 培养

基 ｐＨ 至 ４.０ꎮ 将菌液与酸性培养基等体积混合ꎬ３７
℃培养 ３０ ｍｉｎꎮ 用 ＰＢＳ 进行 １０ 倍梯度稀释ꎬ挂板

于 ＬＢ 固体培养基平板上ꎬ３７ ℃过夜培养ꎬ次日进行

菌落计数ꎬ比较 ３ 株菌存活情况ꎮ
１.５. ２ 　 耐碱试验 　 菌液与 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液 (１００
ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＨ＝ １０􀆰 ０) 等体积混匀后ꎬ于 ３７ ℃作用 ３０
ｍｉｎꎮ 梯度稀释后挂板于 ＬＢ 固体培养基平板上ꎬ于
３７ ℃过夜培养后ꎬ进行菌落计数ꎮ
１.５.３　 氧化应激试验 　 菌液与 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２溶

液等体积混合ꎬ３７ ℃培养 ２０ ｍｉｎꎮ 用 ＰＢＳ 进行 １０
倍梯度稀释ꎬ滴板于 ＬＢ 固体培养基平板上ꎬ３７ ℃过

夜培养后ꎬ进行菌落计数ꎮ
１.５.４ 　 渗透压试验 　 菌液与等体积的 ＮａＣｌ 溶液

(４􀆰 ８ ｍｏｌ / Ｌ)混匀后ꎬ３７ ℃作用 ６０ ｍｉｎꎮ 用 ＰＢＳ 进

行 １０ 倍梯度稀释ꎬ滴板于 ＬＢ 固体培养基平板上ꎬ
３７ ℃过夜培养后ꎬ进行菌落计数ꎮ
１.５.５　 耐热试验　 菌液于 ５４ ℃作用 ３ ｍｉｎꎮ 用 ＰＢＳ
稀释到一定梯度后滴板于 ＬＢ 固体培养基平板上ꎬ
３７ ℃过夜培养后ꎬ进行菌落计数ꎮ
１.６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测鞭毛和环境胁迫相关

基因转录量

１.６.１　 设计引物 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发布的内参

基因 １６Ｓ ｒＲＮＡꎬ选取环境耐受相关基因 ｃａｄＡ、ｃａｄＢ、
ｃａｄＣ、ａｄｉＡ、ａｄｉＣ、ｇａｄＡ、ｇａｄＣ、ｐｒｏＶ 和鞭毛组装相关

基因 ｆｌｇＢ、ｆｌｇＣ、ｆｌｇＥꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件分析并

设计特异性引物ꎬ引物序列见表 １ꎮ

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 所用引物列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

引物名称　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　

Ｒｔ￣１６Ｓ ｒＲＮＡ￣Ｆ ＴＴＴＧＡＧＴＴＣＣＣＧＧＣＣ

Ｒｔ￣１６Ｓ ｒＲＮＡ￣Ｒ ＣＧＧＣＣＧＣＡＡＧＧＴＴＡＡ

Ｒｔ￣ｃａｄＡ￣Ｆ ＣＧＴＡＧＴＧＣＧＧＡＧＡＡＧＴＧＧＴＧ

Ｒｔ￣ｃａｄＡ￣Ｒ ＣＴＣＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＡＡＣＡＴＴＣ

Ｒｔ￣ｃａｄＢ￣Ｆ ＡＧＡＣＣＴＴＴＴＴＴＣＧＧＡＡＴＡＣＣＧＴＴＧＣ

Ｒｔ￣ｃａｄＢ￣Ｒ ＣＴＴＣＴＣＴＧＧＧＣＴＣＣＴＧＧＡＴＧＡ

Ｒｔ￣ｃａｄＣ￣Ｆ ＡＡＣＧＣＴＡＣＣＡＧＴＧＣＴＡＣＡ

Ｒｔ￣ｃａｄＣ￣Ｒ ＣＴＣＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＡＡＣＡＴＴＣ

Ｒｔ￣ａｄｉＡ￣Ｆ ＴＧＧＡＧＴＡＧＴＴＣＣＧＡＣＣＴＴＧＡ

Ｒｔ￣ａｄｉＡ￣Ｒ ＡＣＴＴＧＣＣＣＴＧＣＣＣＴＴＴＡＴ

Ｒｔ￣ａｄｉＣ￣Ｆ ＡＣＧＧＧＣＡＡＡＡＡＴＣＧＧＴＧＧＧＡ

Ｒｔ￣ａｄｉＣ￣Ｒ ＣＴＧＣＧＧＧＴＴＧＣＴＴＡＧＧＴＴＣＡＣＴＧ

Ｒｔ￣ｇａｄＡ￣Ｆ ＴＣＣＡＧＣＡＡＣＡＧＴＴＣＡＧＣＡ

Ｒｔ￣ｇａｄＡ￣Ｒ ＡＧＡＴＣＣＧＣＧＡＴＡＣＡＣＣＣＴ

Ｒｔ￣ｇａｄＣ￣Ｆ ＧＣＣＡＣＣＡＡＡＣＴＧＣＧＴＡＡ

Ｒｔ￣ｇａｄＣ￣Ｒ ＴＴＣＧＧＣＴＧＣＧＴＡＴＣＡＡＡＴ

Ｒｔ￣ｐｒｏＶ￣Ｆ ＣＡＣＡＧＣＴＡＣＣＣＧＡＡＴＧＡＡ

Ｒｔ￣ｐｒｏＶ￣￣Ｒ ＴＣＧＴＧＧＧＡＡＡＴＡＡＡＧＡＣＡＡ

Ｒｔ￣ｆｌｇＢ￣Ｆ ＡＡＣＡＡＧＡＧＧＴＧＣＴＣＡＡＴＣ

Ｒｔ￣ｆｌｇＢ￣Ｒ ＡＧＴＴＣＴＧＣＧＧＴＡＧＧＡＧＧＣ

Ｒｔ￣ｆｌｇＣ￣Ｆ ＣＧＴＡＡＡＧＧＴＴＧＣＣＧＡＴＧＴ

Ｒｔ￣ｆｌｇＣ￣Ｒ ＧＴＡＴＴＧＡＣＣＧＡＧＣＧＴＡＡＧＧ

Ｒｔ￣ｆｌｇＥ￣Ｆ ＣＴＴＴＡＣＣＧＡＴＧＧＣＡＣＧＡＣ

Ｒｔ￣ｆｌｇＥ￣Ｒ ＴＡＴＴＣＡＣＣＡＧＧＴＴＡＣＧＡＴＴＴ

１.６.２　 总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成　 将 ＡＥ８１、ＡＥ８１
△ｅｉｖＦ 和 ＡＥ８１△ｅｉｖＦ￣ｃｏｍｐ ３ 株菌培养至对数生长

期ꎬ取 １ ｍｌ 菌液于１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清

液ꎬ加入 １ ｍｌ ＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｒ 吹打混匀ꎬ再加入 ２００ μｌ
三氯甲烷剧烈振荡 １５ ｓꎬ４ ℃ 静置 ５ ｍｉｎꎬ１２ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ吸取上清液ꎬ加入等体积的异丙

醇ꎬ上下颠倒混匀ꎬ４ ℃静置 １０ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离
心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ加入 １ ｍｌ 去 ＲＮＡ 酶的 ７５％乙

醇ꎬ上下颠倒混匀并室温静置３~５ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ
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离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ开口干燥３~５ ｍｉｎꎬ加入 ３０ μｌ
ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ 溶解ꎬ－８０ ℃ 保存备用ꎮ 将 ＡＥ８１、
ＡＥ８１△ｅｉｖＦ 和 ＡＥ８１△ｅｉｖＦ￣ｃｏｍｐ ３ 株菌培养至对数

生长期ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ加入等量的酸性 ＬＢ 培养

基(ｐＨ＝ ４􀆰 ０)ꎬ３７ ℃静置共培 １ ｈꎮ 按上述方法提取

细菌 ｍＲＮＡꎬ －８０ ℃ 保存备用ꎮ 使用反转录试剂

ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅺Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲꎬ按试剂盒说明

书进行反转录ꎬ－２０ ℃保存备用ꎮ
１.６.３　 荧光定量 ＰＣＲ　 以 １６Ｓ ｒＲＮＡ 为内参基因ꎬ
用 ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 荧光定量试

剂盒检测各菌株 ｃａｄＡ、ｃａｄＢ、ａｄｉＡ、ｐｒｏＶ 等基因的表

达水平ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应体系(１０ μｌ):２×Ｔａｑ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ５􀆰 ０ μｌꎬｃＤＮＡ １􀆰 ０ μｌꎬ上、下游引物(１０
μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ２ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ３􀆰 ６ μｌꎮ ＰＣＲ 反应条件:
预变性 ９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循

环ꎻ熔解曲线 ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ９５ ℃ １５ ｓꎮ 每

株菌进行 ３ 次重复ꎮ 数据采用 ２ －△△Ｃｔ 法计算上述

基因的 ｍＲＮＡ 转录水平ꎮ
１.７　 数据统计分析

利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件分析数据ꎬ采用 ｔ 检
验法对试验数据进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 转录组学差异基因分析

以差异倍数(Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ)≥２ 为筛选标准ꎬ分
析显著差异表达基因ꎮ 与 ＡＥ８１ 相比ꎬ缺失株 ＡＥ８１
△ｅｉｖＦ 有 ５７６ 个基因差异表达ꎬ其中上调表达基因

３６８ 个ꎬ下调表达基因 ２０８ 个ꎮ ＫＥＧＧ 信号通路分析

发现 ＥｉｖＦ 参与调控细菌多个信号通路ꎬ其中参与鞭

毛组装和微生物在不良环境中代谢这 ２ 条信号通路

的基因表达差异显著ꎮ 筛选转录组数据中与之相关

的差异表达基因ꎬ发现与鞭毛组装相关基因均下调

表达ꎬ在不良环境中微生物代谢相关基因以下调表

达为主(表 ２)ꎮ
２.２　 ｅｉｖＦ 基因对禽致病性大肠杆菌 ＡＥ８１ 鞭毛微

观形态的影响

　 　 透 射 电 镜 观 察 结 果 ( 图 １ ) 显 示ꎬ 野 生 株

(ＡＥ８１)鞭毛数量多且长ꎬ结构完整ꎻ而缺失株

(ＡＥ８１△ｅｉｖＦ)鞭毛数量明显减少ꎬ只有几根ꎻ回复

株(ＡＥ８１△ｅｉｖＦ￣ｃｏｍｐ)鞭毛数量基本恢复至野生

株水平ꎮ 表明转录因子 ＥｉｖＦ 参与 ＡＰＥＣ 鞭毛的形

成ꎮ

表 ２　 与鞭毛组装和环境代谢相关的显著差异表达基因

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ｆｌａｇｅｌｌａ ｐａｃｋａｇｅ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

基因编号 基因 功能　 　 　
差异表达倍数
(ＡＥ８１△ｅｉｖＦ /

ＡＥ８１)

ＥＣｓ＿１８７９ ｐｕｕＥ 氨基丁酸转氨酶 ３.７０

ＥＣｓ＿３３２６ ｔａｌＡ 转醛醇酶 ２.４０

ＥＣｓ＿２０７１ ｎａｒＧ 硝酸还原酶 ２.２４

ＥＣｓ＿３６０６ ｃｙｓＤ 硫酸腺苷基转移酶亚基 ２ ２.１２
ＥＣｓ＿２０９７ ｇａｄＣ 谷氨酸 ∶ ｖ￣氨基丁酸(ＧＡＢＡ)逆

向转运
１.８５

ＥＣｓ＿１４１６ ｃｓｇＥ Ｃｕｒｌｉ 生产装配 / 运输组件(ｃｓｇＥ) １.４４
ＥＣｓ＿２０９８ ｇａｄＡ 谷氨酸脱羧酶 １.２６
ＥＣｓ＿１７４１ ａｄｈＥ 乙醛脱氢酶 / 醇脱氢酶 １.１８
ＥＣｓ＿５１１５ ｃａｄＣ ｃａｄ 操纵子的转录激活因子 ０.３７
ＥＣｓ＿１４５１ ｆｌｇＢ 鞭毛基体棒蛋白(ＦｌｇＢ) －３.５１
ＥＣｓ＿５１１３ ｃａｄＡ 赖氨酸脱羧酶 －３.４０
ＥＣｓ＿１４５２ ｆｌｇＣ 鞭毛基体棒蛋白(ＦｌｇＣ) －２.０４
ＥＣｓ＿３８８２ ｈｙｂＯ 氢化酶小亚基 －１.５３
ＥＣｓ＿５１１４ ｃａｄＢ 赖氨酸脱羧酶 －１.４９
ＥＣｓ＿３５４０ ｐｒｏＶ 甘氨酸甜菜碱 / 脯氨酸运输系统

ＡＴＰ 结合蛋白
－１.３９

ＥＣｓ＿１４５７ ｆｌｇＨ 鞭毛 Ｌ 环蛋白前体(ｆｌｇＨ) －１.３４
ＥＣｓ＿２５９０ ｆｌｈＢ 鞭毛生物合成蛋白(ｆｌｈＢ) －１.２８
ＥＣｓ＿５０９７ ａｄｉＣ 精氨酸 ∶ 胍基丁胺转运体 －１.２５
ＥＣｓ＿１４５４ ｆｌｇＥ 鞭毛钩蛋白(ＦｌｇＥ) －１.１４
ＥＣｓ＿４７２５ ｗｚｘＥ 肠杆菌共同抗原翻转酶 －１.０８
ＥＣｓ＿３４３６ ｒｓｅＣ ｓｉｇｍａ￣Ｅ 因子负调控蛋白(ｒｓｅＣ) －１.０６
ＥＣｓ＿５０９９ ａｄｉＡ 精氨酸脱羧酶 －０.８３

图 １　 禽致病性大肠杆菌 ＡＥ８１ 的鞭毛形态(×１０ ０００)
Ｆｉｇ.１ 　 Ｆｌａｇｅｌｌｕｍ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ

ｃｏｌｉ ＡＥ８１(×１０ ０００)

２.３　 禽致病性大肠杆菌 ＡＥ８１ 的 ｒｄａｒ(红色、干燥、
粗糙)形态

　 　 如图 ２ 所示ꎬ在 ＣＲ 培养基上ꎬ ＡＥ８１、 ＡＥ８１
△ｅｉｖＦ 和 ＡＥ８１△ｅｉｖＦ￣ｃｏｍｐ ３ 种菌株菌落形态均无

差异ꎬ均呈现 ｒｄａｒ(红色、干燥、粗糙)表型ꎬ说明这 ３
株菌产生 Ｃｕｒｌｉ 菌毛和纤维素[２２]ꎬ缺失 ｅｉｖＦ 基因不

会影响 ＡＥ８１ 菌毛和纤维素合成的能力ꎮ

１４４吴剑梅等:ＥＴＴ２ 转录因子 ＥｉｖＦ 调控禽致病性大肠杆菌运动性和环境胁迫耐受性



图 ２　 禽致病性大肠杆菌 ＡＥ８１ 的 Ｃｕｒｌｉ 菌毛合成能力比较

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｃｕｒｌｉ ｐｉｌｉ ｏｆ ａｖｉａｎ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＥ８１

２.４　 转录因子 ＥｉｖＦ 对禽致病性大肠杆菌 ＡＥ８１ 环

境耐受能力的影响

　 　 如图 ３ 所示ꎬ在碱性(ｐＨ＝ １０)、氧化应激(１０
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２)、高渗透压(４􀆰 ８ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ)、高热

(５４ ℃)环境中 ＡＥ８１ 的存活率显著(Ｐ<０􀆰 ０５)或极

显著(Ｐ<０􀆰 ０１)低于野生株ꎬ碱性、高热环境下回复

株的存活率有所回升ꎬ表明转录因子 ＥｉｖＦ 影响

ＡＰＥＣ 的环境耐受能力ꎮ

Ａ:碱性(ｐＨ＝１０)ꎻＢ:氧化应激(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２)ꎻＣ:高渗透压(４.８ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ)ꎻＤ:高热(５４ ℃)ꎮ ａ:野生株(ＡＥ８１)ꎻｂ:缺失株(ＡＥ８１△ｅｉｖＦ)ꎻｃ:回复

株(ＡＥ８１△ｅｉｖＦ￣ｃｏｍｐ)ꎮ ∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ∗∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬｎｓ 表示差异不显著ꎮ
图 ３　 ＡＥ８１ 在酸性、氧化应激、高渗、高热条件下的存活情况

Ｆｉｇ.３　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＡＥ８１ ｕｎｄｅｒ ａｃｉｄꎬ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｈｙｐｅｒｏｓｍｏｓｉｓ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２.５　 转录因子 ＥｉｖＦ 对 ＡＰＥＣ 抗酸能力的影响

在酸胁迫下ꎬ与野生株 ＡＥ８１ 比较ꎬ缺失株

ＡＥ８１△ｅｉｖＦ 存活率 (活菌数) 极显著降低 (Ｐ<
０􀆰 ００１)ꎬ回复株有所回升ꎻＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ在酸

胁迫下耐酸基因 ａｄｉＡ、ａｄｉＣ、 ｃａｄＡ、 ｃａｄＢ 均下调表

达ꎬｃａｄＣ、ｇａｄＡ、ｇａｄＣ 均上调表达(图 ４)ꎮ 表明转录

因子 ＥｉｖＦ 影响 ＡＰＥＣ 的耐酸能力ꎮ

２.６　 转录因子 ＥｉｖＦ 的缺失对 ＡＥ８１ 鞭毛和环境耐

受基因转录水平的影响

　 　 图 ５ 的转录组数据显示ꎬ鞭毛相关基因 ｆｌｇＢ、
ｆｌｇＥ、ｆｌｇＣ 下调表达ꎬ环境耐受相关基因 ｐｒｏＶ、ｃａｄＡ
下调表达ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果与转录测序结果一致ꎬ说
明转录组数据可信ꎬ基因 ｅｉｖＦ 的缺失影响其鞭毛和

环境耐受基因的转录ꎮ

Ａ:酸性( ｐＨ ＝ ４.０)条件下的活菌数ꎻＢ:酸胁迫下的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 数据ꎮ ａ:野生株(ＡＥ８１)ꎻｂ:缺失株(ＡＥ８１△ｅｉｖＦ)ꎻｃ:回复株(ＡＥ８１△ｅｉｖＦ￣
ｃｏｍｐ)ꎮ ∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ∗∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬｎｓ 表示差异不显著ꎮ

图 ４　 禽致病性大肠杆菌 ＡＥ８１ 的耐酸能力

Ｆｉｇ.４　 Ａｃｉｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ａｖｉａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＥ８１
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Ａ:不同基因的差异表达倍数ꎻＢ:不同基因的相对转录量ꎮ
图 ５　 ＡＥ８１ 鞭毛和环境耐受基因的转录水平

Ｆｉｇ.５　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｌａｇｅｌｌａ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｔｏｌｅｒａｎｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＡＥ８１

３　 讨 论

ＡＰＥＣ 作为典型的肠道外致病菌ꎬ具有促使细

菌远离外界不利环境的运动系统ꎬ还具备抵抗外界

不良环境的能力ꎮ ＥＴＴ２ 是大肠杆菌重要的毒力岛ꎬ
其转录因子参与调控 ＬＥＥ 毒力岛基因的表达[７ꎬ１４]ꎬ
目前还未见 ＥＴＴ２ 转录因子 ＥｉｖＦ 对 ＡＰＥＣ 鞭毛组装

和不良环境存活影响的报道ꎮ 本研究结果表明ꎬ缺
失 ＥＴＴ２ 毒力岛的转录因子 ｅｉｖＦ 基因将减弱 ＡＰＥＣ
鞭毛的形成能力ꎬ降低其在不良环境中的存活率ꎮ
本研究初步探讨了转录因子 ＥｉｖＦ 对 ＡＰＥＣ 运动能

力及环境耐受的影响ꎬ研究结果可以为深入研究禽

致病性大肠杆菌致病机制和禽大肠杆菌病的防治提

供参考ꎮ
鞭毛是细菌的运动装置ꎬ当细菌受到外界刺激

时ꎬ鞭毛驱使细菌躲避不良环境ꎬ同时还能定植于宿

主细胞引起感染[２３]ꎮ ＥＴＴ２ 转录因子 ＹｑｅＩ 影响

ＡＰＥＣ 鞭毛形成能力[１５]ꎬｅｉｖＣ 的缺失导致 ＡＰＥＣ 鞭

毛减少[２４]ꎮ 在本研究中ꎬｅｉｖＦ 基因不影响细菌 ｒｄａｒ
形态ꎬ影响 ＡＰＥＣ 鞭毛的形态ꎮ ｆｌｇＢ 和 ｆｌｇＥ 基因参

与细菌鞭毛组成ꎮ ｆｌｇＢ 是鞭毛复合体 ＭＳ 环上亚

基ꎬ介导从 ＭＳ 环到杆的扭矩传递ꎬ可克服电机旋转

结构和螺旋结构之间的对称不匹配[２５]ꎻｆｌｇＥ 参与编

码鞭毛环蛋白[２６]ꎮ 转录组数据中与鞭毛组装相关

的基因 ｆｌｇＢ、 ｆｌｇＥ、 ｆｌｇＨ、 ｆｌｇＣ 等的表达量均下调ꎮ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ基因 ｆｌｇＢ、 ｆｌｇＥ、 ｆｌｇＣ 也表现出

明显下调表达ꎬ猜测转录因子 ＥｉｖＦ 可能通过调控 ｆｌ￣
ｇＢ、ｆｌｇＥ、ｆｌｇＣ 等基因ꎬ进而影响细菌鞭毛组装过程ꎮ

细菌在感染过程中ꎬ除通过鞭毛运动远离不良

环境、定植机体外ꎬ还必须快速响应外界环境变化ꎬ
以促进其在局部微环境或宿主细胞中的适应和生

存ꎮ 本研究结果表明ꎬｅｉｖＦ 基因参与 ＡＰＥＣ 在酸性、
碱性、氧化应激、渗透压和高温等不良环境中存活情

况的调控ꎮ 转录组数据显示ꎬｈｙｂＯ、ｗｚｘＥ、ｐｒｏＶ、ｒｓｅＣ
等均下调表达ꎮ ｈｙｂＯ 基因参与还原型辅酶 Ⅱ
(ＮＡＤＰＨ)合成ꎬＮＡＤＰＨ 在细胞代谢、生物合成和氧

化应激反应中起着至关重要的作用[２７￣２８]ꎮ ｐｒｏＶ 编

码脯氨酸运输系统 ＡＴＰ 结合蛋白以应对高渗透条

件ꎬ增强细菌的存活能力[２９￣３０]ꎮ 猜测转录因子 ＥｉｖＦ
正调控 ｈｙｂＯ、ｗｚｘＥ、ｐｒｏＶ 等基因的表达ꎬ从而促进

ＡＰＥＣ 在不良环境中存活ꎮ
细菌引起机体感染ꎬ需要突破机体免疫系统ꎬ而

这会使细菌暴露在酸性环境中ꎮ 细菌主要依赖氨酸

脱羧酶系统来中和细胞内酸性ꎬ快速适应酸性环

境[３１]ꎮ 相关研究结果表明ꎬ精氨酸 /胍丁胺和赖氨

酸 / １ꎬ５￣戊二胺系统有助于沙门氏菌适应酸性环境ꎬ
细菌通过逆向转运体(ａｄｉＣ 和 ｃａｄＢ)将精氨酸脱羧

成胍丁胺和赖氨酸ꎬ这个过程消耗细胞中质子ꎬ从而

调节胞内 ｐＨ[３２]ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ在酸胁迫条

件下ꎬ缺失株 ＡＥ８１△ｅｉｖＦ 的基因 ａｄｉＡ、ａｄｉＣ、ｃａｄＡ、
ｃａｄＢ 表达量下调ꎬ而 ｇａｄＡ、ｇａｄＣ 表达量上调ꎬ猜测

原因可能是转录因子 ＥｉｖＦ 能够正向调控 ａｄｉＡ、ａｄ￣
ｉＣ、ｃａｄＡ、ｃａｄＢꎬ进而促进细菌适应酸性环境ꎮ 本研

究初步探讨了转录因子 ＥｉｖＦ 对 ＡＰＥＣ 的鞭毛组装

和环境耐受能力的影响ꎬｅｉｖＦ 的缺失使得细菌鞭毛

数量减少ꎬ对不良环境的耐受力减弱ꎮ
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ｔｒａｎｓｆｅｒ ｆｒｏｍ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｔｏ ｂｅｎｚｙｌ ｖｉｏｌｏｇｅｎ ｂｙ ｔｈｅ [ＮｉＦｅ] ￣ｈｙｄｒｏｇｅ￣

ｎａｓｅｓ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｓ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉ￣

ｒｏｎ￣ｓｕｌｆｕｒ ｃｌｕｓｔｅｒ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｍａｌｌ ｓｕｂｕｎｉｔ[Ｊ] . Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏ￣

ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ １９３(１２):８９３￣９０３.
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[２８ ] ＳＰＩＥＬＭＡＮＮ Ａꎬ ＢＡＵＭＧＡＲＴ Ｍꎬ ＢＯＴＴ Ｍ. ＮＡＤＰＨ￣ｒｅｌａｔｅｄ

ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｗｉｔｈ ａ ＳｏｘＲ￣ｂａｓｅｄ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

[Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙｏｐｅｎꎬ２０１８ꎬ２５:ｅ７８５.

[２９] ＭＡＹ Ｇꎬ ＦＡＡＴＺ Ｅꎬ ＬＵＣＨＴ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｓ￣

ｍｏｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｐｒｏＵ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ＰｒｏＶ ａｓ ａ ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ[ Ｊ] .Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏ￣

ｇｙꎬ ２０１０ꎬ ３(１１):１５２１￣１５３１.

[３０] ＳＣＨＩＥＦＮＥＲ Ａꎬ ＢＲＥＥＤ Ｊꎬ ＢＯＳＳＥＲ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｔｉｏｎ￣π ｉｎｔｅｒａｃ￣

ｔｉｏｎｓ ａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ ｆｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ｓｏｌｕｔｅｓ ｇｌｙｃｉｎｅ

ｂｅｔａｉｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｎｅ ｂｅｔａｉｎｅ ｂｙ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｌａｓｍｉｃ ｌｉｇａｎｄ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏ￣

ｔｅｉｎ ＰｒｏＸ ｆｒｏｍ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓ￣

ｔｒｙꎬ ２００４ꎬ ２７９(７):５５８８￣５５９６.

[３１] ＳＥＮ Ｈꎬ ＡＧＧＡＲＷＡＬ Ｎꎬ ＩＳＨＩＯＮＷＵ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎｄ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ａｃｉｄ￣ｓｅｎｓｉｎｇ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｋｉ￣

ｎａｓｅ ＥｖｇＳ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌꎬ２０１７ꎬ２２:ｅ００３１０￣１７.

[３２] ＧＡＶＲＩＩＬ Ａꎬ ＰＡＲＡＭＩＴＨＩＯＴＩＳ Ｓꎬ ＳＫＯＲＤＡＫＩ Ａꎬｅｔ ａｌ . Ｐｒｉｏｒ

ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐＨ ａｎｄ ｕｎｄｉｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｃｅｔｉｃ

ａｃｉｄ ｃａｎ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐｐ. ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ

ｍａｙｏｎｎａｉｓｅ ｓｔｏｒｅｄ ｕｎｄｅｒ ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｉｄ￣ｒｅ￣

ｓｉｓｔａｎｃｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ２０２１ꎬ９５:１０３６８０.
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５４４吴剑梅等:ＥＴＴ２ 转录因子 ＥｉｖＦ 调控禽致病性大肠杆菌运动性和环境胁迫耐受性




