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要!为了探索
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因子
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在鼠伤寒沙门菌生物被膜形成过程中的作用!对两株生物被膜形成能力较强的鼠

伤寒沙门菌利用
1D"

同源重组系统构建
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基因缺失株!利用原核表达载体构建回复株(比较野生株&缺失株和

回复株的生物被膜形成能力和对环境应激抵抗力的差异!并通过建立的
"8

A

!

和
1"8!

基因实时定量
VX1

方法检测

编码生物被膜成分基因的表达差异'结果显示!与野生株相比!
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缺失株生物被膜形成能力增强!主要由卷

曲菌毛表达量显著增加引起'回复株生物被膜形成能力与野生株相似'
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缺失株在酸性应激和碱性应激条

件下对外界环境应激的抵抗力均显著增强'
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为鼠伤寒沙门菌中生物被膜形成相关
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因子之一!为进一步研

究沙门菌生物被膜形成的调控机制提供理论基础'
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沙门菌属是肠杆菌科中重要的病原菌属!人感

染后常引起肠炎和急性胃肠炎等'全球每年感染沙

门菌病例约有
/

千多万!其中死亡人数高达
%:

万+

%

,

'鼠伤寒沙门菌为泛嗜性的沙门菌!能引起家

禽&哺乳动物和人的感染!是目前世界各国分离率最

高的菌型之一!具有重要的公共卫生意义+
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因子是
123

聚合酶全酶的重要组成成分!专

一性地识别特定的启动子并起始转录'肠杆菌科的

细菌中存在多种
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因子+
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!其中
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C

#8

"由
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基因

编码#能够在细菌的指数生长期和稳定生长期受到

环境应激时调控特定基因的转录与表达'
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+-

基

因的缺失可影响沙门菌生物被膜形成!降低其对环

境应激的抵抗力'除
'

<

+-

基因外!其他
6

因子也参

与了卷曲菌毛和纤维素的合成及生物被膜的形成'

由于这种
'

<

+-

基因不依赖调控途径在鼠伤寒沙门

菌占有一定的比例!有必要鉴定出沙门菌中参与卷

曲菌毛和纤维素的合成及生物被膜形成的其他
6

因

子!并阐明其调控通路'前期研究发现!
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因子在沙

门菌指数期和生物被膜形成期的基因表达存在差

异+

)
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'本研究运用
1D"

同源重组法构建出两株生

物被膜的形成能力较强的鼠伤寒沙门菌的
'
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基

因缺失株!通过结晶紫染色法测定其生物被膜的形

成能力!利用实时荧光定量
VX1

"

[

1J!VX1

#方法检

测了编码卷曲菌毛合成的
"8

A

!

基因和编码纤维素

合成的
1"8!

基因的表达差异!最终确定
'
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基因

缺失可导致鼠伤寒沙门菌生物被膜形成能力增强'
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材料与方法
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材料
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菌株及质粒
!!

鼠伤寒沙门菌
8&%.

&

8&0:

为本实验室临床病料分离株(大肠杆菌
TE:

%

由本

实验室保存(质粒
C

ZT).

含有温度敏感型复制子(

质粒
C

ZT*

含氯霉素抗性基因和
U1J

位点(质粒

C

XV0&

含氨苄青霉素抗性和氯霉素抗性的温度敏

感性复制子!为美国马萨诸塞大学医学院
S@K

C

B

?

教授惠赠'

%'%'0
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仪器和试剂
!!

酶标仪"

YFI!J<Z

#!

4$
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BO!

X

?

67DK
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2>-#

实时荧光
VX1

仪"

1#6BD

#'结晶紫

"

XK

?

,O>7a$#7DO

#&刚果红"

X#-

5

#KD"

#和考马斯亮蓝

"

X##=>,,$DQK$77$>-OQ7@D

#购自上海生工生物工程

有限公司(胰酪胨大豆肉汤培养基
J8Y

购自
U7@R>

公司(限制性核酸内切酶&

M$

N

酶&

"2JV

&

J)

连接

酶等购自
J>Z>1>

公司(

T23

凝胶回收试剂盒购自

3P

?5

D-

公司!质粒抽提试剂盒
bF3

C

KD

C

8

C

$-S$-$!

C

KD

C

Z$O

购自
bF3H<2

公司(反转录试剂盒
VK$=D!

86K$

C

O

JS

1JKD>

5

D-OZ$ON$OB

5

T23<K>,DK

!荧光

定量 试 剂 盒
8_Y1

,

VKD=$P <P J>

[

JS 均 购 自

J>Z>1>

生物工程公司"大连#'

#G!

!

生物被膜的结晶紫染色测定

参照
4'3'VK>OO

等+

:

,方法!利用
/.

孔聚苯乙烯

]

型细胞培养板!进行沙门菌生物被膜结晶紫染色

定量测定'每次试验重复
0

个孔!置于酶标仪测定

IT

::&-=

值!重复三次取其平均值'

#G'

!

生物被膜成分的检测

挑取单个菌落接种于液体
J8Y

中!

*9 j

&

00&

K

0

=$-

d%过夜振荡培养!取
%&

(

4

培养液分别接种

于含刚果红 "

)& =

5

0

4

d%

#和考马斯亮蓝 "

0&

=

5

0

4

d%

#平板或含荧光增强剂"

0&&=

5

0

4

d%

#的

无盐
4Y

平板!置于
0(j

静置培养!

)"

后比较各菌

落的形态!后者于紫外灯下观察各菌落的荧光强

度+

.

,
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因子基因缺失株的构建

缺失株构建方法按照
Z'X'S@K

C

B

?

等+

9

,的方

法进行!

5

1D"

同源重组所用引物由两部分组成!分

别是
:\

端
:&Q

C

的序列与目的基因两侧序列同源!

和
*\

端
0&Q

C

的序列与
C

ZT*

质粒中氯霉素抗性基

因"

"$#

#两端序列同源!打靶引物
K

C

#2!T%

%

K

C

#2!T0

序列见表
%

'所有引物由南京金斯瑞生物科技有限

公司合成'以鼠伤寒沙门菌
8&%.

和
8&0:

为母本

进行同源重组操作!煮沸裂解法提取缺失株的

T23

!以引物
K

C

#2!U

%

K

C

#2!1

进行
VX1

扩增鉴

定!野生株&

"$#

基因插入株和无抗性缺失株
VX1

扩

增预期的片段大小分别为
%)*)

&

%%/0

和
0.*Q

C

'

鉴定正确的缺失株分别命名为
8&%.

1

K

C

#2

和

8&0:

1
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C

#2
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表
#
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3M+

扩增引物序列

H0C(/#

!

319B/1.;./86410B

A

(969*0:94)463M+

引物
VK$=DK,

序列"

:\

&

*\

#

VX1VK$=D,D

[

@D-6D,

用途
V@K

C

#,D

K

C

#2!U

K

C

#2!1

3JH33HX33HHJJJHX33XJX3HHX

JX333XX3HXJHJJJHXHJJHHJJJ

VK$=DK,@,D"M#K

>=

C

7$M$6>O$#-#M'

<

+I

5

D-D,

K

C

#2!T%

3JH3XHXXJX3HXJ3X33X3HHXX3JXXHJXJHJJ

HX3HJJHJXJ3XHXJHJHJ3HHXJHH3HXJHXJJX

K

C

#2!T0

3JHH3J333H3XJXJXHHJ3XJJXHX33X3HJHXH

HXHXHXX3XX3JH3JX3J3JH33J3JXXJXXJJ3H

VK$=DK,@,D"M#K>=

C

7$M$6>O$#-

#MMK>

5

=D-O,N$OB"$#

5

D-D

K

C

#2!EU

K

C

#2!E1

XHHH3JXX3JH33HX33HHJJJHX33XJX3HHX

XXHXJXH3HJX333XX3HXJHJJJHXHJJHHJJJ

VK$=DK,@,D"M#K

5

D-D

6#=

C

7D=D-O>O$#-

6,

5

3!U

6,

5

3!1

3JH333XJJJJ3333HJHHX3HX

JJ33J3XJHHJJ3HXXHJHH

VK$=DK,@,D"M#K>=

C

7$M$6>O$#-

#M"8

A

!

5

D-D,

Q6,3!U

Q6,3!1

X3JJJ3XHXJJXHXJJHH

JXXXJJJHJHXHH3JJH3

VK$=DK,@,D"M#K>=

C

7$M$6>O$#-

#M1"8!

5

D-D,

6,

5

3!bU

6,

5

3!b1

Q6,3!bU

Q6,3!b1

JXH3XX3HJHH33XHXJ3333

3XX33XXJH3XHX3XX3JJ3X

XHHHXHJH33JX3JJJXHJX

JX3HH33XX3HXXX3JJHJX

[

1J!VX1

#GI

!

实时荧光定量
3M+

检测
6C

H

&

基因和
F6C&

基

因的表达

%':'%

!

引物设计
!!

根据
"8

A

!

基因和
1"8!

基因

的核苷酸序列!设计
VX1

扩增引物和
[

1J!VX1

引

物!引物序列见表
%

'

%':'0

!

标准品制备
!!

以细菌
T23

为模板!

6,!

5

3!U

%

1

和
Q6,3!U

%

1

为引物
VX1

扩增
"8

A

!

基因

和
1"8!

基因!克隆至
C

<38_!J

*

载体获得重组质

粒'用
:"+1

&

酶切后!

%':e

琼脂糖凝胶电泳进行

鉴定!阳性质粒送测序'

%':'*

!

细菌总
123

的提取与
123

反转录
!!

取

*9j00&K

0

=$-

d%过夜培养的菌液用
%l%&

稀释的

J8Y

培养基按
%l%&&

稀释!接种到聚丙乙烯一次性

细胞培养瓶!

0(j

静置培养
)

&

(

和
0)B

'使用
123!

C

@KD

超纯总
123

快速提取试剂盒提取样品菌液的

123

!按照
VK$=D86K$

C

O

JS

1JKD>

5

D-OZ$ON$OB

5

T23

<K>,DK

说明去除
T23

进而反转录'以反转录
6T23

和标准品质粒
T23

作为模板!

6,

5

3!bU

%

b1

和
Q6,3!

bU

%

b1

为引物进行荧光定量
VX1

扩增'

%':')

!

实时荧光定量
1J!VX1

!!

荧光定量
VX1

反应体系$

8_Y1

,

VKD=$P<PJ>

[

JS

"

0

"

#

%&'&

(

4

!

VX1U#KN>K"VK$=DK

"

%&

(

=#7

0

4

d%

#&

VX1 1D!

LDK,DVK$=D

"

%&

(

=#7

0

4

d%

#各
&')

(

4

!

1IW1DM!

DKD-6DT

?

D

"

:&

"

#

&')

(

4

!

T23

模板
0'&

(

4

!

"E

0

I

"灭菌蒸馏水#

.'(

(

4

!共
0&'&

(

4

'反应条

件$

/:j

预变性
*&,

(

/:j

变性
:,

!

.&j

退火
0&

,

!共
)&

个循环(熔解曲线阶段$

.&j%:,

!

/:j%

,

'以扩增曲线&

C#

值为标准!通过软件分析得到相

应的标准曲线!计算目的基因的拷贝数'

#G$

!

回复株的构建

根据
HD-Y>-R

中的
'

<

+I

基因序列设计扩增

引物"

K

C

#2!EU

%

K

C

#2!E1

#!并在上下游引物中分

别加入
J$4E

&

和
E,+

&

酶切位点!以细菌基因组

T23

为模板扩增
'

<

+I

基因'克隆至
C

<38_ J

*

载体后获得重组质粒
C

<38_!K

C

#2

'用限制性内切

酶
J$4E

&

和
E,+

&

分别对重组质粒
C

<38_!K

C

#2

和原核表达载体
C

H<W!.

C

!%

进行双酶切!经
T23

纯化试剂盒回收目的片段后连接过夜'连接产物转

化
Ŝ%&/

感受态细胞后!涂布于含氨苄青霉素的

4Y

平板上!

*9j

过夜培养'鉴定阳性克隆!测序验

证'将构建成功的重组表达质粒通过电击转化分别

转入
8&%.

1

K

C

#2

和
8&0:

1

K

C

#2

中!并分别命名为

8&%.

1

K

C

#21

和
8&0:

1

K

C

#21

'

#G&

!

生长曲线的测定

挑取 野 生 株 "

8&%.

&

8&0:

#&基 因 突 变 株

"

8&%.

1

K

C

#2

&

8&0:

1

K

C

#2

#和回复株"

8&%.

1

K

C

#21

&

8&0:

1

K

C

#21

#的单个菌落接种于液体
4Y

培养基!

*9j

过夜振荡培养'将过夜培养液接种于新鲜
4Y
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培养基!

IT

.&&-=

值调至
&'%

!

*9j

&

00&K

0

=$-

d%振

荡培养
(B

!每隔
%B

测定菌液的
IT

.&&-=

值!绘制出

各菌株的生长曲线'

#GJ

!

对环境应激抵抗力的测定

挑取单个菌落接种于液体
4Y

培养基!

*9j

静

置培养过夜后
)j

&

)&&&K

0

=$-

d%离心
%&=$-

!用

等量的
VY8

重悬菌体!并将其
IT

.&&-=

调至
&':

'酸

性应激条件"

C

En:'&

#下!

*9j

振荡培养
0&=$-

(

碱性应激条件"

C

En%&'&

#下!

*9 j

振荡培养
*&

=$-

(

:)j

热应激条件下!取
%&&

(

4

重悬菌液热击

*=$-

(氧化应激条件"

%&

(

=#7

0

4

d%

E

0

I

0

#下!

*9

j

振摇培养
*&=$-

'取各应激条件下所得菌液按

%&

倍倍比稀释!接种于麦康凯琼脂平板!过夜培养

后计数+

(

,

'

!

!

结
!

果

!G#

!

基因缺失株的鉴定

以引物
1

C

#2!U

%

1

C

#2!1VX1

扩增
0

株鼠伤寒

沙门菌
'

<

+I

基因!测序显示开放阅读框架全长

%)*)Q

C

!相似性
//'/e

'运用
5

1D"

同源重组系统

构建出
8&%.

1

K

C

#2

&

8&0:

1

K

C

#2

基因缺失株'

VX1

鉴

定!所有缺失株均扩增出预期大小的条带"图
%

#'

S'T40&&&T23

相对分子质量标准(

%'

野生型菌株扩增

条带(

0'"$#

基因插入株扩增条带(

*'

缺失株扩增条带

S'T40&&&=>KRDK

(

%'JBD>=

C

7$M$D"MK>

5

=D-O,#MN$7"!

O

?C

D,OK>$-

(

0'JBD>=

C

7$M$D"MK>

5

=D-O,#M=@O>-O,N$OB

"$#

5

D-D

(

*'JBD>=

C

7$M$D"MK>

5

=D-O,#M=@O>-O,N$OB#@O

"$#

5

D-D

图
#

!

<"#$

和
<"!I

突变株的
3M+

鉴定

P9

5

G#

!

Y8/):969*0:94)46<"#$0)8<"!IB;:0):.C

E

3M+

!G!

!

回复株的构建

重组表达质粒
C

H<W!.

C

!K

C

#2

经
J$4E

&

和

E,+

&

双酶切成约
:RQ

大小的
C

H<W!.

C

!%

载体片

段以及
%':RQ

左右的
'

<

+I

目的片段!结果与预期

相符!证明重组表达质粒构建成功"图
0

#'将表达

质粒
C

H<W!.

C

!K

C

#2

分别导入两株
1

K

C

#2

缺失株

中获得回复株
8&%.

1

K

C

#21

和
8&0:

1

K

C

#21

'

S'%RQT23

相对分子质量标准(

%'

C

H<W!.

C

!K

C

#2

S'%RQ=>KRDK

(

%'

C

H<W!.

C

!K

C

#2

图
!

!

重组质粒的酶切鉴定图谱

P9

5

G!

!

+/.:19*:94)/)84);*(/0./89

5

/.:94)

A

0::/1)461/T

*4BC9)0):

A

(0.B98

!G'

!

生长曲线的测定

对 野 生 株 "

8&%.

&

8&0:

#&基 因 突 变 株

"

8&%.

1

K

C

#2

&

8&0:

1

K

C

#2

#和回复株"

8&%.

1

K

C

#21

&

8&0:

1

K

C

#21

#

IT

.&&-=

值的测定!绘制出生长曲线

"图
*

#'由图可见!与野生株相比!两株
'

<

+I

基因

缺失株的生长速度低于野生株'回复株的生长速度

与野生株相似'

!G%

!

生物被膜形成能力及成分的测定

以结晶紫染色定量法测定生物被膜形成能力!结

果显示!野生株
8&%.

和
8&0:

的
IT

::&-=

值分别为

%i:.(o&'%9.

和
%'&*%o&'&%:

!缺失株
8&%.

1

K

C

#2

和
8&0:

1

K

C

#2

的
IT

::&-=

值分别为
*i*.9o&'&0:

和
%'*/%o&'&:*

'与野生株相比!

8&%.

1

K

C

#2

缺失

株能形成较强的生物被膜!差异极显著"

@

#

&'&%

#(

而
8&0:

1

K

C

#2

缺失株形成生物被膜的能力稍有增

强"图
)

#'

刚果红和考马斯亮蓝平板法测定生物被膜成分

结果显示!野生株
8&%.

和
8&0:

均呈红色干燥粗糙

型菌落!紫外灯下荧光板的荧光强'与野生株相比!

8&%.

1

K

C

#2

缺失株呈更为明显的红色干燥粗糙型

菌落!表面更为粗糙!同时紫外灯下荧光板荧光增

强(而
8&0:

1

K

C

#2

缺失株表型变化与
8&%.

1

K

C

#2

缺失株类似!但程度弱于后者"图
:

#'
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"

'@

#

&'&:

图
'

!

野生株
<"#$

"

-

#和
<"!I

"

L

#及各自缺失株和回复株的生长曲线

P9

5

G'

!

N14F:2*;1@/.46F9(8T:

EA

/.:109).<"#$

"

-

#

0)8<"!I

"

L

#

0)8:2/91B;:0):.0)81/@/1:0):.

""

'@

#

&'&%

图
%

!

V$

孔细胞板上形成生物被膜后结晶紫染色结果"

-

#以及
Z?

II")B

测定"

L

#

P9

5

G%

!

L9469(B641B/84)V$TF/((

A

(0:/0)8.:09)/8C

E

M\

"

-

#

0)88/:/1B9)0:94)46Z?

II")B

"

L

#

图
I

!

野生株$缺失株及回复株的生物被膜表型及纤维素的表达测定

P9

5

GI

!

H2/B41

A

24:

EA

/0)8/O

A

1/..94)46*/((;(4./C

E

F9(8T:

EA

/.:109).

'

B;:0):.0)81/@/1:0):.
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回复试验结果显示!回复株
8&%.

1

K

C

#21

和

8&0:

1

K

C

#21

的
IT

::&-=

值分别为
%')&:o&'&%:

和

%'&).o&'&0&

!且菌落均呈现红色干燥粗糙型!荧光

强度与野生株相似!说明
K

C

#2

回复株恢复了类似

野生株的生物被膜形成能力'

!GI

!

Q

+HT3M+

检测
6C

H

&

基因和
F6C&

基因的转录

差异

以引物
6,

5

3!bU

%

b1

和
Q6,3!bU

%

b1

建立的

[

1J!VX1

呈现单峰!说明特异性较好(扩增曲线显

示重组质粒浓度在
%&

0

)

%&

/ 可形成标准曲线'

[

1J!VX1

检测结果显示!在生物被膜形成过程中!

特别是在
0)B

!两株缺失株编码卷曲菌毛合成的

"8

A

!

基因的转录量与野生株相比均显著增加!其中

8&%.

1

K

C

#2

缺失株
"8

A

!

基因的转录量增加极显

著(而缺失株编码纤维素合成的
1"8!

基因的转录较

野生株相比没有显著差异"图
.

#'

"

'@

#

&'&:

(

""

'@

#

&'&%

图
$

!

荧光定量
3M+

检测细菌在生物被膜形成过程中
6C

H

&

基因"

-

#和
F6C&

基因"

L

#的转录量

P9

5

G$

!

H10).*19

A

:94)466C

H

&

"

-

#

0)8F6C&

"

L

#

5

/)/.9)/;@<25A@@;.:109).8;19)

5

:2/

A

/194846C9469(B641B0:94)8/T

:/*:/8C

E

:2/

Q

;0):9:0:9@/1/0(T:9B/3M+

!G$

!

对环境应激抵抗力的检测

与野生株
8&%.

相比!

8&%.

1

K

C

#2

缺失株在酸

性应激和碱性应激条件下对外界环境应激的抵抗力

均显著增强"

@

#

&'&:

#(在热应激&氧化应激条件下抵

抗力轻度增强'与野生株
8&0:

相比!

8&0:

1

K

C

#2

缺

失株对各种外界应激的抵抗力均略有增强"图
9

#'

'

!

讨
!

论

鼠伤寒沙门菌是一种能引起人畜共患病的常见

致病菌!能够在动物体内以及动物肉产品的包装和

转运过程中形成生物被膜'从而起到抵御外界不利

环境和宿主免疫系统的作用!最终导致疾病的发生

和持续反复感染+

/!%%

,

'目前已发现多种与沙门菌生

物被膜形成有关的基因!启动生物被膜形成的中心

基因是
"8

A

H

!

'

<

+-

基因可通过直接或间接激活
"8G

A

H

基因调控卷曲菌毛和纤维素的合成!进而影响

生物被膜的形成+

%0!%*

,

(

'

<

+:

基因也能通过调控卷曲

菌毛的表达影响生物被膜的形成+

%)

,

'在本实验室

前期研究的基础上!作者运用
1D"

同源重组法构建

出两株生物被膜形成能力较强的鼠伤寒沙门菌的

'

<

+I

基因缺失株!发现其生物被膜形成能力增强!

由此推断
'

<

+I

基因与鼠伤寒沙门菌生物被膜形成

相关'

转录起始是细菌基因调控的关键一步!

'

<

+I

基因能够促进活化剂依赖的转录起始!从而调节各

种代谢和细菌的发病有关的基因表达'

a'8'F

?

DK

等研究发现!

'

<

+I

基因缺失可使粪肠球菌对自体

溶解产生耐受!生物被膜的形成能力增强+

%:

,

'

3'

8'YD7$R

等研究也表明!在大肠杆菌
Z!%0

中!

'

<

+I

基因缺失能增强细菌生物被膜的形成+

%.

,

'本研究

构建的两株
'

<

+I

基因缺失株的生物被膜形成能力

较野生株相比均有增强!同时在刚果红和考马斯亮

蓝平板上菌落更为粗糙!荧光定量
VX1

检测显示在

生物被膜形成时期缺失株
"8

A

!

基因的表达显著增

加!说明其卷曲菌毛表达量增多(紫外灯下荧光板中

'

<

+I

基因缺失株的荧光强度与野生株相似!荧光

定量
VX1

检测显示在生物被膜形成时期缺失株
1"G

8!

基因的表达量与野生株也无明显差异!说明纤维

素表达量没有变化'因此!在鼠伤寒沙门菌中!

'

<

+I

基因的缺失也同样可以增强细菌生物被膜的

形成!并通过影响卷曲菌毛的合成而导致其生物被

膜形成能力增强'

细菌处于外界不利条件"如极端的营养条件及

温度变化&氧化&抗菌素和消毒剂等#时!可产生胞外

.99
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3'

热应激(

Y'

氧化应激(

X'

酸应激(

T'

碱应激'

""

'@

#

&'&%

3'ED>O,B#6R

(

Y'IP$">O$LD,OKD,,

(

X'36$"D-"@K>-6D

(

T'37R>7$D-"@K>-6D'

""

'@

#

&'&%

图
&

!

野生株$缺失株和回复株对于环境应激抵抗力的测定

P9

5

G&

!

?/:/1B9)0:94)461/.9.:0)*/:4/)@914)B/):0(.:1/..641F9(8T:

EA

/.:109).

'

B;:0):.0)81/@/1:0):.

聚合物黏附在介质表面!以固着的方式形成生物被

膜!从而更好地适应环境+

%9!%/

,

'环境应激试验结果

表明!

'

<

+I

基因缺失使细菌在酸应激和碱应激条

件下对外界抵抗力增强!这可能与其生物被膜形成

能力增强有关'因此!

1

C

#2

是一个重要的压力调

控因子'本研究鉴定出
'

<

+I

基因为鼠伤寒沙门菌

中生物被膜形成相关
6

因子之一!同时
'

<

+I

基因

能够通过影响卷曲菌毛的合成从而影响沙门菌生物

被膜形成'这一发现不仅能丰富
6

因子对生物被膜

调控的机制!而且为新型药物的设计和新型疫苗的

研制提供靶标'

%

!

结
!

论

成功构建了
0

株鼠伤寒沙门菌
'

<

+I

基因缺失

株'

'

<

+I

基因缺失株生物被膜形成能力增强!对

外界环境应激的抵抗力也显著增强'以上结果表明

1

C

#2

为鼠伤寒沙门菌中生物被膜形成相关
6

因子

之一'
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