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高渗应激环境下伤寒沙门菌狋４６０６基因功能研究
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　　【摘要】　目的　研究狋４６０６基因在伤寒沙门菌适应高渗应激环境时的生物学作用，为临床治疗和预防伤寒沙

门菌感染提供可能的靶向基因。方法　采用原核生物基因同源重组技术制备伤寒沙门菌狋４６０６ 基因缺陷株及

狋４６０６基因缺陷回补株；以生长时间为横坐标，培养液６００ｎｍ处得吸光度值为纵坐标，绘制生长曲线，比较狋４６０６基

因缺陷株、回补株及野生株在高渗应激（３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）环境下的生长能力；统计学分析不同菌株间的吸光度值

差异。结果　成功制备伤寒沙门菌狋４６０６ 基因缺陷株和相应的回补株；生长曲线分析显示在高渗应激环境下，

狋４６０６基因缺陷株的生存能力明显弱于野生株。结论　狋４６０６基因在伤寒沙门菌适应高渗应激环境方面发挥着重

要的作用，狋４６０６基因有可能作为临床治疗和预防伤寒沙门菌感染的靶向基因。
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　　伤寒沙门菌是沙门菌属中经消化道感染人类的致病菌之

一，可导致感染患者发生全身系统性感染，并能引发肠穿孔等

严重的并发症，进而危及感染患者的生命［１２］。伤寒沙门菌作

为食源性致病菌，必须克服人体肠道内的高渗应激环境才能最

终致病。笔者在前期的研究工作中发现，在高渗应激环境下，

伤寒沙门菌狋４６０６基因的表达受到两个重要的ｓｉｇｍａ因子，即

ＲｐｏＥ和ＲｐｏＳ的双重调控
［３］，提示狋４６０６基因对伤寒沙门菌克

服高渗应激环境极为重要。本研究利用原核生物基因敲除技

术制备了伤寒沙门菌狋４６０６基因缺陷株，并分析了其在高渗应

激环境下的生物学特性，旨在通过分析狋４６０６基因的功能，及

其在沙门菌致病机制中的作用，为临床治疗和预防伤寒沙门菌

感染提供可能的靶向基因。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒　本试验所采用的伤寒沙门菌、自杀质粒及

大肠埃希菌（犈．犮狅犾犻）ＤＨ５α菌株由本实验室保存。

１．２　试剂　核酸限制性内切酶犅犵犾Ⅱ、犅犪犿犎Ⅰ及用于聚合

酶链反应（ＰＣＲ）的ＥＸＴａｑ酶购自宝生物工程（大连）有限公

司；质粒提取试剂、胶回收试剂及 Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自美国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

１．３　方法

１．３．１　狋４６０６基因缺陷株的制备　利用原核生物基因同源重

组技术制备狋４６０６缺陷变异株，筛选连续３次传代均获得稳定

重组的菌株作为狋４６０６基因缺陷变异株，并采用序列分析进行

验证。具体方法参考文献［４］。相关引物见表１。

１．３．２　狋４６０６基因缺陷株回补株的制备　设计特异性引物扩

增狋４６０６基因全长，上、下游引物的５′端分别加入 犖犮狅Ⅰ、犛犪犾

Ⅰ酶切位点（见表１），扩增获得的全长片段经酶切后与表达载

体ｐＢＡＤ／ｇⅢ（阿拉伯糖操纵元）连接，克隆至Ｅ．犮狅犾犻ＤＨ５α感

受态细胞，利用质粒的氨苄西林抗性初步筛选阳性重组质粒，

筛选获得的阳性重组质粒采用ＰＣＲ及序列分析进行验证（由

上海生工生物技术公司完成）。培养经验证确定的阳性重组菌

株，提取重组质粒ｐＢＡＤ狋４６０６，电击导入狋４６０６ 变异株，经酶
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切及ＰＣＲ验证后命名为回补菌Δ狋４６０６（ｐＢＡＤ狋４６０６）。采用

质量体积比（Ｗ／Ｖ）为０．２％的阿拉伯糖诱导质粒表达，具体方

法参考文献［５］。

表１　ＰＣＲ引物及序列

引物名称 引物序列 用途

Ｐ１Ａ（犅犪犿犎Ⅰ） ５′ＧＡＧＧＡＴＣＣＣＧＴＡＡＡＣＧＡＣＣＣＴＡＧＣＡ３′ 制备狋４６０６缺陷株

Ｐ１Ｂ（犖犮狅Ⅰ） ５′ＧＴＣＣＡＴＧＧＣＧＣＡＣＧＣＡＴＡＡＡＣＴＣＡＴ３′ 制备狋４６０６缺陷株

Ｐ２Ａ（犖犮狅Ⅰ） ５′ＧＴＣＣＡＴＧＧＣＧＴＧＡＧＧＡＴＴＡＣＡＡＡＡＣ３′ 制备狋４６０６缺陷株

Ｐ２Ｂ（犅犪犿犎Ⅰ） ５′ＧＡＧＧＡＴＣＣＡＧＧＡＴＣＧＴＣＡＴＣＧＧＣＡＴ３′ 制备狋４６０６缺陷株

Ｐ狋４６０６Ａ（犖犮狅Ⅰ） ５′ＣＡＣＣＡＴＧＧＧＴＧＧＧＣＣＡＧＣＧＡＡＴＡＣＣ３′ 回补狋４６０６基因

Ｐ狋４６０６Ｂ（犛犪犾Ⅰ） ５′ＴＴＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＧＣＣＡＧＡＴＣＣＴＣＧＴＣ３′ 回补狋４６０６基因

　　注：下划线碱基表示酶切位点。

１．３．３　生长曲线分析　基因缺陷株、缺陷回补株和野生株分

别在３７℃条件下，于ＬＢ培养液中振摇培养过夜；过夜培养后

以１∶１００的比例转入新鲜、预热的ＬＢ培养液，每隔１ｈ检测

培养液在６００ｎｍ处的吸光度值（Ａ６００值），以Ａ６００值为纵坐标，

培养时间为横坐标绘制生长曲线。用相同方法比较狋４６０６缺

陷株和野生株在高渗应激（３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）环境下的生存

能力。每组实验重复３次。于对数生长早期（培养４ｈ）和对数

生长晚期（１２ｈ）比较不同菌株培养液的Ａ６００值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据处理和统计

学分析。计量资料组间比较采用狋检验；犘＜０．０５为比较差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　成功制备狋４６０６基因缺陷株　首先利用自杀质粒所具有

的氨苄西林抗性，在含有氨苄西林的ＬＢ平板上筛选具有抗性

的菌落，再进一步筛选耐蔗糖的菌落。以筛选获得的阳性菌落

ＤＮＡ为模板，用狋４６０６ 基因上、下游引物 Ｐ１Ａ 和 Ｐ２Ｂ进行

ＰＣＲ扩增，分析伤寒沙门菌狋４６０６基因的重组变异情况。ＰＣＲ

扩增检测相应菌落，直至筛选获得连续传代超过３次均仅有缺

损片段的菌株。所获得的菌株即为稳定的狋４６０６基因缺陷株。

缺陷株及野生株ＰＣＲ产物电泳结果见图１。经ＤＮＡ序列分

析，进一步证实７０２ｂｐ处被ＢｇｌⅡ核酸限制性内切酶的６个碱

基酶切位点所替代。

　　注：１～７号泳道为完全重组的缺陷株；８号泳道为野生株；Ｍ 泳道

为ＤＮＡ分子标记物。

图１　狋４６０６缺陷株及野生株ＰＣＲ产物电泳图

２．２　成功构建回补菌株Δ狋４６０６（ｐＢＡＤ狋４６０６）　为进一步证

实狋４６０６基因的功能，利用表达载体ｐＢＡＤ／ｇⅢ将狋４６０６ 基因

回 补 引 入狋４６０６ 基 因 缺 陷 株，构 建 回 补 菌 株 Δ狋４６０６

（ｐＢＡＤ狋４６０６）。利用质粒的氨苄西林抗性，初步筛选携带回补

狋４６０６基因质粒的细菌后，提取质粒，进行酶切及ＰＣＲ验证，酶

切产物电泳结果见图２。ＤＮＡ序列分析证实碱基序列与实验

设计一致。

　　注：Ｍ泳道为ＤＮＡ分子标记物；１号泳道为回补狋４６０６基因阳性

质粒酶切产物；２号泳道为野生株ＤＮＡＰＣＲ产物。

图２　回补狋４６０６基因的鉴定

２．３　生长曲线分析　于对数生长早期（培养４ｈ）和对数生长

晚期（１２ｈ）检测并比较不同菌株培养液的 Ａ６００值，结果显示，

高渗应激环境下狋４６０６缺陷株（Δ狋４６０６）的生存能力明显弱于

野生株（４ｈ：狋＝２２．７２５，犘＜０．０５；１２ｈ：狋＝５．００８，犘＜０．０５），回

补狋４６０６基因至狋４６０６缺陷株后，细菌生存能力恢复至野生株

水平（４ｈ：狋＝３．５５９，犘＞０．０５；１２ｈ：狋＝０．４０４，犘＞０．０５），说明

狋４６０６基因在细菌适应高渗应激环境时发挥了重要作用。生长

曲线如图３所示。

图３　不同菌株在高渗应激环境下的生存曲线

３　讨　　论

伤寒沙门菌作为食源性致病菌，常通过污染食物而经消化

道入人体内，进而造成全身性感染，严重时可危及感染患者的

生命。全球每年约有２１００万人感染伤寒沙门菌，其中死亡人

数超过２１万，即使在发达国家，伤寒沙门菌的暴发流行也时有

发生［６］。伤寒沙门菌在致病过程中，必须克服人体肠道内的高

渗应激环境才能最终致病［７８］。在应激环境下，细菌需要及时

有效地调节某些基因的表达和蛋白的活性，从而适应新的环
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境。尽管伤寒沙门菌已成为重要的原核生物研究模式菌，其全

基因组结构也已阐明，然而仍然有近三分之一基因的功能尚不

明确，而这些基因在细菌生存过程中可能具有极为重要的生物

学作用。随着一些未知基因功能的逐步明确，对伤寒沙门菌致

病机制的认识也将进一步深入。然而，如何选择在伤寒沙门菌

适应应激环境时发挥重要作用的未知功能基因，是后续研究工

作中的难点。

笔者前期利用伤寒沙门菌全基因组芯片，研究了高渗应激

环境下的两个重要调节因子（ＲｐｏＥ和ＲｐｏＳ）的双重调控作用，

结果发现，在伤寒沙门菌处于高渗应激环境时，狋４６０６ 基因的

表达同时受到ＲｐｏＥ和ＲｐｏＳ的双重调控，说明狋４６０６ 基因在

伤寒沙门菌适应高渗应激环境方面具有重要的意义［３］。进一

步利用生物信息学软件对狋４６０６ 基因序列进行分析后发现，

狋４６０６基因具有７０％的Ｐａｔａｔｉｎ样磷脂酶基序，可能编码一种

Ｐａｔａｔｉｎ样磷脂酶。Ｐａｔａｔｉｎ样磷脂酶和细菌的侵袭性和毒力密

切相关。Ｂａｎｅｒｊｉ和Ｆｌｉｅｇｅｒ
［９］的研究表明，具有致病性的细菌

内，含有Ｐａｔａｔｉｎ样编码区域的蛋白比非致病性细菌更为常见。

也有研究表明，铜绿假单胞菌肺炎患者体内出现急性肺损伤，

有可能是由铜绿假单胞菌Ⅲ型分泌系统分泌的ＥｘｏＵ毒素进

入真核细胞的细胞质所致［１０］。ＥｘｏＵ毒素由犲狓狅犝基因编码，

而犲狓狅犝基因类似于伤寒沙门菌狋４６０６基因，其所编码蛋白质

的氨基酸序列中具有Ｐａｔａｔｉｎ样磷脂酶片段，且该片段与哺乳

动物体内的非钙离子依赖性磷脂酶 Ａ２具有同源性，并且Ｅｘ

ｏＵ毒素的溶血磷酸酶Ａ活性和细胞毒作用与该片段有关
［１０］。

伤寒沙门菌中是否存在Ｐａｔａｔｉｎ样磷脂酶尚无文献报道，值得

进一步深入研究。

本研究采用分子生物学技术，结合狋４６０６ 基因的特性，通

过优化相关实验条件，成功制备了伤寒沙门菌狋４６０６基因缺陷

株及其回补株，并观察了不同菌株在模拟人体肠道高渗应激环

境下的生存能力。通常情况下，肠道致病菌在进入人体肠道

后，必须适应环境渗透压的巨大改变，即从食物中的低渗环境

到肠道内的高渗环境。致病菌只有适应了新的渗透压环境，才

能侵袭肠上皮细胞。因此，了解伤寒沙门菌适应人体肠道内高

渗应激环境的机制，对进一步分析伤寒沙门菌的整体致病机制

具有重要的意义。本研究中的生长曲线分析证实，高渗应激环

境下，狋４６０６缺陷株的生长能力明显弱于野生株，但在回补

狋４６０６基因至狋４６０６缺陷株后，其生长能力恢复至野生株水平。

由此可见，狋４６０６基因在伤寒沙门菌适应高渗应激环境方面发

挥着重要的作用。

本文对高渗应激环境下伤寒沙门菌狋４６０６基因的生物学

功能进行了初步研究，为进一步深入了解狋４６０６基因在伤寒沙

门菌中发挥作用的机制奠定了基础，也说明狋４６０６有可能作为

临床预防和治疗伤寒沙门菌感染的靶向基因，为伤寒沙门菌感

染的临床分子靶向治疗提供了新的研究方向。
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