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不同培养条件对禽源沙门菌菌毛基因表达的影响
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要!旨在研究不同血清型禽源沙门菌菌毛基因分布特征及不同培养条件下菌毛基因的表达差异(通过
<91

方

法对鸡白痢沙门菌'鸡伤寒沙门菌'鼠伤寒沙门菌和肠炎沙门菌的
%>

种沙门菌菌毛操纵子基因进行检测(同时!应

用
16!<91

方法对肉汤静置'肉汤震荡与平板静置
*

种培养条件下菌毛基因的表达情况进行检测(研究结果显示!

被检测的
)

种血清型禽源沙门菌菌株的菌毛基因型各不相同!其中
%&

种菌毛基因为保守基因!而其它
>

种存在差异

性分布(

16!<91

检测发现!不同血清型菌株在
*

种培养条件下菌毛基因的表达存在一定差异!其中鸡白痢沙门菌和

肠炎沙门菌在肉汤静置培养条件下表达的菌毛基因数量显著高于其它
0

种培养条件"

H

$

&'&@

#!而鸡伤寒沙门菌和

鼠伤寒沙门菌在
*

种培养条件下表达的菌毛基因数量差异较小"

H

#

&'&@

#(结果提示$

)

种血清型禽源沙门菌菌株具

有不同的菌毛基因类型!鸡白痢沙门菌与肠炎沙门菌的菌毛基因表达数量与其培养方式存在相关性(
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沙门菌是革兰阴性'细胞内寄生的一种肠道菌(

该菌广泛存在于自然界中!不仅能引起畜禽及其他

动物发生急性'慢性或隐性感染!而且还能通过污染

食品导致人的食物中毒!对人类健康造成威胁(由

沙门菌引起的食物中毒是所有细菌性食物中毒中比

例最高'危害最广的一种!占细菌性食物中毒的

)0e.a

#

.&a

*

%!*

+

(研究表明!沙门菌感染的禽群是

通过食物链传给人的沙门菌最为常见的储存库之

一(从家禽和禽产品中分离出沙门菌的报道明显多

于其它动物!造成这一结果的主要原因是由于沙门

菌在被感染的家禽中能通过水平传播和垂直传播造

成广泛流行!而这与作为食品动物的家禽饲养数量

巨大是密切相关的*

)!.

+

(目前!全世界已发现的沙门

菌血清型总数超过
0.&&

种!其中约
%&a

来源于禽

类*

>

+

(对禽源沙门菌而言!通常根据其对宿主的依

赖性分为两类!一类是专嗜性的鸡白痢沙门菌与鸡

伤寒沙门菌!主要感染鸡与火鸡&另一类是泛嗜性的

禽副伤寒沙门菌!包含多种血清型!其中以肠炎沙门

菌与鼠伤寒沙门菌为代表!可以感染各种禽类*

(!%%

+

(

菌毛是细菌表面的丝状蛋白附属物!又称柔毛

或纤毛!是细菌与宿主细胞相互作用的关键因子(

对沙门菌而言!菌毛在疫苗免疫与诊断试剂研发等

领域具有极其重要的意义*

%0!%@

+

(对
QK-_=-W

中已

公开沙门菌全基因组序列的分析表明!有
*@

种菌毛

操纵子存在于沙门菌中!不同血清型沙门菌通常含

有
@

#

%)

种菌毛操纵子*

%.

+

"如亚利桑那沙门菌含有

@

种!邦戈尔沙门菌含有
(

种!肠道沙门菌含有
%%

#

%)

种#!但关于不同菌毛基因在体外培养条件下的

表达情况报道较少(为了研究不同培养方式对禽源

沙门菌菌毛基因表达的影响!本研究选取
)

种具有

代表性的禽源沙门菌为研究对象!对
*

种不同体外

培养条件下菌毛基因的表达情况进行了检测!探讨

不同血清型禽源沙门菌菌毛基因类型与体外表达的

差异!为进一步研究禽源沙门菌感染机理'预防用疫

苗与诊断试剂提供理论依据以及试验素材(

#

!

材料与方法
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#和肠炎沙门菌

鸡源分离株
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$

G

!

A

$
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!
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#均由中国农

业科学院家禽研究所保存并提供&禽多杀性巴氏杆

菌
9]99))(&%

购自中国兽医药品监察所(

#D!

!

主要试剂

细菌基因组
Z23

快速抽提试剂盒购自上海生

物工程有限公司&

/$

S

Z23

聚合酶'

Z23 S=VWKV

Z70&&&

'

123<91\$M

'

123$,#<BF,

均购自宝生

物工程"大连#有限公司&沙门菌属诊断血清"

*&

种#

购自宁波天润生物药业有限公司&改良马丁培养基

为自行配制(

#DE

!

引物

根据
QK-_=-W

中已公开的部分沙门菌菌毛操

纵子基因序列信息!用
Z23;M=V

"

@'&%

#软件分析设

计引物!用于
<91

及
16!<91

扩增(引物由上海

英潍捷基公司合成"表
%

#(

#D$

!

菌毛基因的
NIB

扩增

取过夜培养的菌液按
Z23

快速抽提试剂盒要

求制 备
Z23

模 版!设 禽 多 杀 性 巴 氏 杆 菌

9]99))(&%

作为阴性对照株(

<91

反应体系为
0@

&
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!其中
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!
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!上下游引物各
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7

!模板
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S
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(检测
4
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!
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基因的

反应条件$

/)m

预变性
@A$-

&

/)m

变性
)&,

!

@@m

退火
)&,

!

>0m

延伸
@&,

!

*&

个循环&

>0m

延伸
%&

A$-

&检测
3"

4

E

'

;#

4

!

'

;#8@

'

;#&@

基因的反应条件$

/)m

预变性
@A$-

&

/)m

变性
%A$-

!

@(m

退火
%

A$-

!

>0 m

延伸
% A$-

!

*&

个循环&

>0 m

延伸
%&

A$-

(所有菌毛基因均重复检测
*

次!扩增结束后

各取
@

&

7

于
%'@a

琼脂糖凝胶电泳!紫外灯下观察

并记录结果(

#D%

!

不同培养条件下菌毛基因的
B'ONIB

扩增

取过夜培养的菌液按
%k@&

接种量分别加入改

良马丁肉汤或涂布改良马丁琼脂平板!在
*>m

条件

下采用肉汤静置'肉汤震荡'平板静置
*

种方式培养

0)D

后收获细菌(使用
123$,#<BF,

试剂提取细

菌总
123

!提取的
123

沉淀用适量的
Z8<9

水溶

解后!进行琼脂糖电泳检测!分光光度计检测
123

纯度和含量!保证
123

样品质量可靠&经检测合格

的总
123

参照
123<91\$M

要求逆转录成
HZ!

23

!进一步检测相关菌毛基因的表达并统计分析(

>%%
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沙门菌菌毛基因检测用引物序列
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!

!

结
!

果

!D#

!

菌毛基因的
NIB

检测

%>

种沙门菌菌毛基因的
<91

检测结果见表
0

(

在上述被检测的菌毛基因中!

4

(<!

'

3"

4

E

'

";

A

!

'

6

>4

I

'

;$

4

E

'

;#3I

'

;#(!

'

;#,@

'

;#

4

!

和
;#8@

这
%&

种

菌毛基因存在于所调查的
)

种不同血清型的禽源沙

门菌中&而其余
>

种基因中!

;#"E

'

;#

U

@

和
;#L!

仅存

在于鼠伤寒沙门菌中&

>

&

A

!

'

;&

4

!

和
;#&@

存在于鼠

伤寒沙门菌之外的
*

种血清型中&

>

&

4

I

存在于鸡

白痢沙门菌之外的
*

种血清型中(而阴性对照菌株

禽多杀性巴氏杆菌均未检测出上述菌毛基因(

表
!

!

禽源沙门菌菌毛基因的分布

'/=,)!

!

;-90>-=70-12133-<=>-/,

8

)2)9-2/W-/203>B.,;>>3

菌毛基因

5$AXV$=B

G

K-K

沙门菌菌株
-$6<+)&66$,MV=$-,

-.

>

966+'9<

9]99>/0&%

-.

A

$66()$'9<

9]99@*/

-.#

1>

,(<9'(9<

;6&(&%

-.&)#&'(#(8(;

;8&/&0

H.<96#+"(8$

9]99))(&%

4

(<! f f f f g

3"

4

E f f f f g

";

A

! f f f f g

6

>4

I f f f f g

>

&

A

! f f g f g

;$

4

E f f f f g

;#3I f f f f g

;#(! f f f f g

;#,@ f f f f g

;#

4

! f f f f g

;#8@ f f f f g

;#"E g g f g g

;#

U

@ g g f g g

>

&

4

I g f f f g

;&

4

! f f g f g

;#L! g g f g g

;#&@ f f g f g

f'

阳性&

g'

阴性(下表同

f'<#,$M$YK

&

g'2K

G

=M$YK'6DK,=AK=,XKB#U

!D!

!

不同培养条件下菌毛基因的
B'ONIB

检测

通过
16!<91

分别检测不同培养方式"肉汤静

置'肉汤震荡'平板静置#细菌菌毛基因
A123

的转

录情况!结果见表
*

(在上述被检测的菌毛基因中!

鼠伤寒沙门菌转录的菌毛基因最多"

%)

种#!其次分

别是鸡伤寒沙门菌"

%*

种#'肠炎沙门菌"

%*

种#和鸡

白痢沙门菌"

%0

种#(其中肠炎沙门菌的
;#&@

基因'

鸡白痢沙门菌的
;#8@

基因与鸡伤寒沙门菌的
;#8@

基因在
*

种培养方式下均没有检测到转录产物!而

鼠伤寒沙门菌含有的
%)

种菌毛基因均可检测到转

录产物(

比较不同培养方式发现!鸡白痢沙门菌在肉汤

静置培养条件下转录的菌毛基因数量最丰富"

%%

%

%0

#!其次分别为肉汤震荡"

.

%

%0

#与平板静置"

@

%

%0

#!肠炎沙门菌也与之相似"

%*

%

%)

'

/

%

%)

'

)

%

%)

#!经

1

0检验表明!上述
0

种血清型菌株在不同培养条件

/%%
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表
E

!

不同培养条件下禽源沙门菌菌毛基因的转录

'/=,)E

!

'>/29.>-

+

0-12133-<=>-/,

8

)2)913/W-/203>B.,;>>372A)>A-33)>)20.7,07>).12A-0-129

菌毛基因

5$AXV$=B

G

K-K

肉汤静置
;M=M$HXV#MD

肉汤震荡
;D=WK-XV#MD

平板静置
;M=M$H

T

B=MK

;< ;Q ;6 ;8 ;< ;Q ;6 ;8 ;< ;Q ;6 ;8

4

(<! f f f f g f f f g f f f

3"

4

E f f f f f f f g f f f g

";

A

! f f f f g f f f g f f g

6

>4

I f f f f g f f f g f f g

>

&

A

! f f 26 f g g 26 g g g 26 g

;$

4

E g f g f f f f f g f f g

;#3I f f f f g f f f g f f g

;#(! f f f f f f f f f f f f

;#,@ f f f f g f f f g f f g

;#

4

! f f f f f f f g f f f g

;#8@ g g g f g g g g g g f g

;#"E 26 26 f 26 26 26 f 26 26 26 f 26

;#

U

@ 26 26 f 26 26 26 f 26 26 26 f 26

>

&

4

I 26 f f f 26 f f f 26 f f f

;&

4

! f f 26 f f f 26 f f f 26 f

;#L! 26 26 f 26 26 26 f 26 26 26 f 26

;#&@ f f 26 g f f 26 g f f 26 g

;<'-.

>

966+'9<9]99>/0&%

&

;Q'-.

A

$66()$'9<9]99@*/

&

;6'-.#

1>

,(<9'(9<;6&(&%

&

;8'-.&)#&'(#(8(;;8&/&0

&

26'2#M

MK,MK"

下转录的菌毛基因数量有显著差异"

H

$

&'&@

#&而

鼠伤寒沙门菌和鸡伤寒沙门菌
*

种培养方式的菌毛

基因表达数量差异较小"

H

#

&'&@

#(总体而言!肉

汤培养尤其是肉汤静置的培养方式所转录的菌毛基

因种类要高于固体培养方式!主要体现在鸡白痢沙

门菌和肠炎沙门菌这
0

种血清型中(

E

!

讨
!

论

沙门菌可以合成多种菌毛!不同菌毛由相应的

菌毛基因簇编码表达!在介导细菌黏附于各种宿主

组织细胞!促进细菌在巨噬细胞中生存与繁殖以及

在肠黏膜表面形成生物被膜等方面发挥了极其重要

的作用*

%>!00

+

(本研究以
%>

种沙门菌常见菌毛基因

为研究对象!根据
QK-_=-W

中已公开的基因序列设

计特异性检测引物!通过
<91

方法对
)

种禽源沙门

菌的代表菌株进行相关菌毛基因的检测!结果发现

有
%&

种菌毛基因存在于上述
)

种禽源沙门菌菌株

中!推测上述菌毛基因为禽源沙门菌的保守基因&而

其它
>

种菌毛基因中!

;#"E

'

;#

U

@

和
;#L!

仅存在于

鼠伤寒沙门菌中!

>

&

A

!

'

;&

4

!

和
;#&@

存在于非鼠伤

寒沙门菌的血清型!

>

&

4

I

存在于鸡白痢沙门菌之

外的血清型(国外相关研究表明!沙门菌菌毛基因

簇在不同血清型中的特异性分布可能与其遗传进

化'宿主嗜性'致病性等方面存在一定的联系*

0*!0@

+

(

通过比较发现!同属
Z

群的鸡白痢沙门菌'鸡伤寒

沙门菌和肠炎沙门菌这
*

种血清型沙门菌的菌毛基

因类型较为相似!而与
_

群的鼠伤寒沙门菌存在一

定的差异性(由此推测!上述菌毛基因可能与沙门

菌血清群存在相关性!但仍需通过更多菌株进一步

研究进行验证(

关于培养方式对沙门菌菌毛表达影响的研究较

少!主要集中于
J$A

操纵子编码的
;850%

菌毛"

(

&0%



!

%

期 龚建森等$不同培养条件对禽源沙门菌菌毛基因表达的影响

型菌毛#'

H,

G

操纵子编码的
;85%>

菌毛'

,KJ

操纵子

编码的
;85%)

菌毛等少数几种沙门菌菌毛!如培养

的温度'

T

N

值'培养方式'缓冲体系等都均可影响

菌毛的体外表达!说明不同培养基与培养方式对沙

门菌菌毛表达有较大影响*

0.!0/

+

(根据预试验结果!

本研究选用了自行研制的改良马丁培养基!采用
*

种培养方式!通过
16!<91

定性检测不同菌毛基因

的体外表达情况(发现应用不同培养方式以及在不

同血清型菌株之间!菌毛基因的表达存在着显著的

差异!如鸡白痢沙门菌和肠炎沙门菌
0

种血清型菌

株在肉汤静置培养条件下表达的菌毛基因数量最丰

富!而鸡伤寒沙门菌和鼠伤寒沙门菌
0

种血清型菌

株在
*

种培养条件下菌毛基因的表达差异并不显

著(另外!除鼠伤寒沙门菌之外的
*

种血清型各有

%

种菌毛基因没有检测到表达产物!是否与培养条

件的不同引起菌毛基因表达的差异!或不同血清型

菌株中可能存在的菌毛基因失活有关*

%.

+

!需进一步

研究探讨(

目前沙门菌疫苗及诊断试剂的生产大多通过发

酵罐深层通气培养方式来提高菌数(但是!如何在

保证菌数的前提下使菌毛抗原能够充分表达!从而

提高疫苗的免疫原性和确保诊断试剂的抗原广谱性

仍值得进一步深入研究(本研究结果!不仅对探寻

获得全面完整抗原的沙门菌最适培养条件奠定基

础!同时也可以为检测沙门菌疫苗有效构成提供新

的评估方法(

$

!

结
!

论

检测'分析鸡白痢沙门菌'鸡伤寒沙门菌'鼠伤

寒沙门菌和肠炎沙门菌菌毛基因类型的差异以及与

血清型之间的关联&同时检测肉汤静置'肉汤震荡与

平板静置
*

种不同培养方式对菌毛基因表达的影

响(鸡白痢沙门菌与肠炎沙门菌的菌毛基因表达与

其培养方式存在显著相关性!而鸡伤寒沙门菌与鼠

伤寒沙门菌在
*

种培养条件下菌毛基因的表达差异

不显著(
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