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鼠伤寒沙门氏菌 hilD 基因缺失突变株的构建及其表型分析
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摘 要 为研究鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella typhimurium, S.T) hilD 基因的功能，通过同源重组方法构建 S.T
hilD 基因缺失菌株 S.T (ΔhilD)，电转化法构建 hilD 基因回补株 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)、hilD 基因缺失株

空质粒菌 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)和亲本株空质粒菌 S.T (pcDNA3.1)，进而对 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)与 S.T
(pcDNA3.1)、S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)的表型进行比较。结果显示，S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)和 S.T (ΔhilD+
pcDNA3.1-hilD)遗传性状稳定；三株菌的生长速率无显著差异(P>0.05)；S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)的生物膜形成

能力显著高于 S.T (pcDNA3.1)和 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)的(P<0.05)；而对于小鼠的致病力及对 Hela 细

胞的黏附力和侵袭力，S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)均显著低于 S.T (pcDNA3.1)和 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD) (P<
0.05)。表明 S.T hilD 基因的缺失不影响其正常生长代谢过程，但毒力减弱。
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Abstract In order to study the function of the hilD gene in Salmonella typhimurium (S.T), the S.T ΔhilD gene
deletion mutant S.T (ΔhilD) was constructed by homologous recombination technology, the hilD gene-comple-
mentation strain S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD), the hilD gene deletion strain S.T (ΔhilD+pcDNA3.1) and with par-
ental strain S.T with the empty plasmid (pcDNA3.1) were constructed by electroporation, and then the phenotypes
of S.T (ΔhilD+pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD) and S.T (pcDNA3.1) were compared. The results showed
that the genetic characters of S.T (ΔhilD+pcDNA3.1) and S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD) were stable, and the growth
rate of the three strains had no significant difference (P>0.05). The biofilm formation ability of S.T (ΔhilD+pcDNA-
3.1) was significantly higher than that of S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD) and S.T (pcDNA3.1) (P<0.05). However, the
pathogenicity of mice, adhesion and invasion to Hale cells of S.T (ΔhilD+pcDNA3.1) were significantly lower than
that of S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD) and S.T (pcDNA3.1) (P<0.05). In conclusion, the deletion of hilD gene in S.T
did not affect the normal growth and metabolism process, but the virulence was reduced.
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图 1 S.T (ΔhilD)的 PCR 鉴定

注: M: DL2000 DNA Marker; 1~2: 亲本株 S.T; 3~4: S.T (ΔhilD)
Figure 1 The PCR verify of S.T (ΔhilD)
Note: M: DL2000 DNAMarker; 1~2: Parental strain S.T; 3~4: S.T
(ΔhilD)

图 3 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)的遗传稳定性测定

注: M: DL2000 DNA Marker; 1: 空白对照; 2: S.T (pcDNA3.1);
3~8: S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)第 5, 10, 15, 20, 25, 30 代菌株

Figure 3 Stability identification of S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)
Note: M: DL2000 DNA Marker; 1: Blank control; 2: S.T; (pcD-
NA3.1); 3~8: 5, 10, 15, 20, 25 and 30 generations of S.T (ΔhilD+
pcDNA3.1)

图 2 S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)和 S.T (ΔhilD+pcD-
NA3.1-hilD)的 PCR 鉴定

注 : M: DL2000 DNA Marker; 1,5,9: 空白对照 ; 2,6,10: S.T
(pcDNA3.1); 3,7,11: S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD); 4,8,12: S.T
(ΔhilD+pcDNA3.1)
Figure 2 The PCR verify of S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcD-
NA3.1) and S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)
Note: M: DL2000 DNA Marker; 1,5,9: Blank control; 2,6,10: S.T
(pcDNA3.1); 3,7,11: S.T (ΔhilD +pcDNA3.1-hilD); 4,8,12: S.T
(ΔhilD+ pcDNA3.1)

鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella typhimurium, S.T)是
沙门氏菌最主要的菌型之一，在世界范围内均有分

布且分离率高。该菌的天然宿主是老鼠，很容易传播

给猪、人和其他物种，多存在于人及多种动物的消化

道、肌肉、血液和其他组织中，在乳制品、肉蛋类等动

物性产品中也较常见，是一种典型的食源性人畜共

患病原菌。S.T 的致病因子包括菌毛、脂多糖、毒力相

关质粒和毒力基因等，其中毒力基因起到重要作用。
沙门氏菌的毒力基因除少数位于质粒上，其余

均存在于染色体上，这些染色体被称为沙门氏菌的

毒力岛(salmonella pathogenicity island, SPI) (曹恬雪

等, 2014)。沙门氏菌通过 SPI1 和 SPI2 编码的Ⅲ型分

泌系统侵入宿主肠道上皮细胞并在巨噬细胞内增殖

感染宿主。hilD 基因位于 SPI1 上，其编码的 hilD 蛋

白是沙门氏菌毒力调节系统的核心(Ellermeier et al.,
2005)。为探究 hilD 基因的功能及体内环境中 hilD 对

SPI2 的调控作用，本研究采用自杀质粒介导的同源

重组法，构建了 S.T hilD 基因缺失株及其回补株，并

比较了基因缺失株、回补株与亲本株遗传稳定性、体
外生长曲线、生物膜形成能力、对小鼠致病力、对
Hela 细胞的侵袭与黏附能力等生物学特性的差异。

1 结果与分析

1.1 S.T (ΔhilD)、S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)、S.T (Δ -
hilD+pcDNA3.1)和 S.T (pcDNA3.1)菌 株 的 构 建 及

鉴定

对构建的 S.T (ΔhilD)、S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-

hilD)、S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)和 S.T (pcDNA3.1)分别

进行 PCR 鉴定(图 1; 图 2)，图 1 中 3~4 号样品出现

比亲本菌株短 570 bp 的条带；图 2 中 invA 基因的

引物扩增出现250 bp 左右条带(1~4 孔)，hilD 基因的

引物扩增 S.T (pcDNA3.1(+))菌株和 S.T (ΔhilD+pcD-

NA3.1(+)-hilD) 菌株出现 948 bp 条带，S.T (ΔhilD+
pcDNA3.1(+)菌株出现 378 bp 条带(5~8 孔)，pcDNA3.1
(+)扩增均出现 250 bp 左右条带(9~12 孔)。表明缺失

菌株构建成功。

1.2 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)与 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-

hilD)及 S.T (pcDNA3.1)的表型比较

1.2.1 遗传稳定性测定

分别对 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)和 S.T (ΔhilD+pc-
DNA3.1-hilD) 的第 5、10、15、20、25、30 代培养物进

行 PCR 扩增，缺失株 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)和回补

株 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)均能够稳定遗传(图 3;
图 4)。

1.2.2 体外生长曲线测定

绘制体外培养条件下 3 株菌的生长曲线，可见 3
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图 6 S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcDNA3.1) 及 S.T (ΔhilD+pc-
DNA3.1-hilD)的生物膜形成能力

注: ***: P<0.05; ****: P<0.01
Figure 6 The biofilm formation of S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+
pcDNA3.1) and S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)
Note: ***: P<0.05; ****: P<0.01

图 5 S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)及 S.T (ΔhilD+
pcDNA3.1-hilD)的体外生长曲线

Figure 5 The growth curve of S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcD-
NA3.1) and S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD) in vitro

图 4 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)的遗传稳定性测定

注: M: DL2000 DNA Marker; 1: 空白对照; 2: S.T (pcDNA3.1);
3~8: S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)第 5, 10, 15, 20, 25, 30 代菌株

Figure 4 Stability identification of S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)
Note: M: DL2000 DNA Marker; 1: Blank control; 2: S.T (pcD-
NA3.1); 3~8: 5, 10, 15, 20, 25 and 30 generations of S.T (ΔhilD+
pcDNA3.1-hilD)

鼠伤寒沙门氏菌 hilD 基因缺失突变株的构建及其表型分析

株菌在经历迟缓期和对数生长期后，均于第 8 小时

进入稳定期，其中 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)的生长速度

较 S.T (pcDNA3.1)和 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)稍
快(图 5)。

1.2.3 生物膜形成能力测定

在 3 株菌中，S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)的生物膜形

成能力显著高于 S.T (pcDNA3.1)和 S.T (ΔhilD+pcD-
NA3.1-hilD) 的 (P <0.05)，而 S.T (pcDNA3.1) 与 S.T
(ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)的成膜能力无显著差异(P>
0.05)，且 3 株菌在 96 h 时生物膜形成能力均为最强，

在 144 h 成膜能力基本一致(图 6)。

1.2.4 对小鼠致病力测定

腹腔攻毒时，S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)的 LD50 是 S.
T (pcDNA3.1)的 5.3 倍，是 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-

hilD)的 4.6 倍；灌胃攻毒时，S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)的
LD50 是 S.T (pcDNA3.1)的 11.9 倍 ，是 S.T (ΔhilD+
pcDNA3.1-hilD)的 20 倍，表明 hilD 基因的缺失导致

鼠伤寒沙门氏菌的毒力显著减弱，且灌胃攻毒较腹

腔攻毒对毒力的减弱程度更高(表 1; 表 2)。

1.2.5 对 HeLa 细胞的黏附与侵袭试验

黏附试验结果显示，S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)的黏

附能力显著低于 S.T (pcDNA3.1)和 S.T (ΔhilD+pcD-
NA3.1-hilD)的(P<0.05)，黏附至 Hela 细胞的细菌数

较 S.T (pcDNA3.1)降低 8.4 倍，较 S.T (ΔhilD+pcD-
NA3.1-hilD)降低 7.6 倍；镜下观察空白对照组无菌

体黏附，S.T (pcDNA3.1)组细菌大量黏附于 Hela 细

胞上，S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)组黏附细胞的菌体数量

显著下降，而 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)组细菌黏

附数量明显回升(图 7)。
侵袭试验结果显示，S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)对

Hela 细胞的侵袭能力显著低于 S.T (pcDNA3.1)和 S.T
(ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)的(P<0.05)，侵袭细菌数较 S.
T (pcDNA3.1)降低 16.2 倍，较 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-

hilD)降低 8.4 倍(图 8)。

2 讨论

S.T 是当前研究最多的沙门氏菌血清型，也是

引起人和动物食源性疾病的主要病原菌，它能通过

多种致病因子黏附并侵入宿主，造成感染或死亡，具

有重要的公共卫生学意义。S.T 的 5 个 SPI 中，主要

由 SPI-1 和 SPI-2 表达的两个Ⅲ型分泌系统执行侵

入宿主细胞并在其内进行复制的功能。体外研究发

现，SPI-1 上的 hilD 基因是沙门氏菌的中心调节基

因，其编码的 hilD蛋白能参与 HilA 的调控实现对

SPI-1 的正调控，还能通过解除 SPI-2 上 ssrAB 启动

子上游的阻遏蛋白 H-NS 进而抑制 ssrAB 的作用，实
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表 1 S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcDNA3.1) 及 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)腹腔攻毒小鼠的 LD50 测定

Table 1 The LD50 of S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcDNA3.1) and S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD) in jection

注: 上表中字母相同表明组间毒力差异不显著(P>0.05); 字母不同表明组间毒力差异显著(P<0.05)
Note: The same letter in the above table indicates that the difference in virulence between the groups is not significant (P> 0.05); The
different letter indicates significant (P<0.05)

菌株

Strain
S.T (pcDNA3.1)
S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)
S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)

LD50

2.7×107a
3.0×107b
1.7×108a,b

95%上限

95% upper limit
1.0×108

4.4×107

2.6×108

95%下限

95% lower limit
8.2×106

2.1×107

1.0×108

图 8 S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcDNA3.1) 及 S.T (ΔhilD+pc-
DNA3.1-hilD)对 Hela 细胞的侵袭能力

注 : 1: S.T (pcDNA3.1); 2: S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD); 3: S.T
(ΔhilD+pcDNA3.1); **: P<0.01
Figure 8 The ability of S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)
and S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD) to invade Hela cells
Note: 1: S.T (pcDNA3.1); 2: S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD); 3: S.T
(ΔhilD+pcDNA3.1); **: P<0.01

图 7 S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcDNA3.1) 及 S.T (ΔhilD+
pcDNA3.1-hilD)对 Hela 细胞的黏附能力(1000×)
注 : 1: S.T (pcDNA3.1); 2: S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD); 3: S.T
(ΔhilD+pcDNA3.1); A: 空白对照组; B: S.T (pcDNA3.1); C: S.T
(ΔhilD+pcDNA3.1-hilD); D: S.T (ΔhilD+pcDNA3.1); ***: P<0.05;
****: P<0.01
Figure 7 The ability of S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)
and S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD) to adhere to Hela cells
Note: 1: S.T (pcDNA3.1); 2: S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD); 3: S.T
(ΔhilD+pcDNA3.1); A: Blank control; B: S.T (pcDNA3.1); C: S.T
(ΔhilD+pcDNA3.1-hilD); D: S.T (ΔhilD+pcDNA3.1); ***:P<0.05;
****: P<0.01

现对 ssrAB 的正调控，促进 SPI-2 上毒力基因的表达

(Luary et al., 2011)。目前，关于 hilD 基因的功能及其

缺失后生物学特征的变化尚未见报道。本研究通过

构建 hilD 基因缺失株及回补株，对其表型进行比较，

为研究 hilD 基因的功能和体内环境下 hilD 对 SPI2
的调控作用奠定基础。

研究基因功能的方法一般分为两种，一是对目

的基因进行表达，分析表达蛋白或 mRNA 的表达谱

以研究目的基因功能；二是使目的基因缺失或沉默

表达，研究缺失株功能的变化以反映目的基因的功能

(陈宝花等, 2019)。Daniel 等(2013)通过 pKD46 载体

成功构建了沙门氏菌 stdA 基因缺失株以研究 stdA
基因的功能；陈秀琴等(2013)利用 pWM91 自杀性质

粒介导的同源重组法对霍乱弧菌的 hfq 基因进行缺

失，并选用 pUC18 克隆载体成功构建 Δhfq 缺失菌株

的回补株。本研究采用自杀性质粒 pWM91 介导的同

源重组法成功构建了 S.T hilD 基因缺失株，该质粒含

有正向筛选的氨苄青霉素(Amp)抗性基因和反向筛

选的 sacB 蔗糖敏感基因，具有酶切酶连效率高、标记

性良好等特点，方便缺失菌株的鉴定筛选；又通过电

转化法成功获得 hilD 基因回补株、hilD 基因缺失株

空质粒菌和亲本株空质粒菌，并对 3 株菌的遗传稳

定性、生长曲线、生物膜形成能力、对小鼠致病力及

对 Hela 细胞的黏附力和侵袭力等生物学特性进行比

较，以研究 S.T hilD 基因的功能。
本研究中，S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)和 S.T (ΔhilD+

pcDNA3.1-hilD) 经 30 代传代培养后，hilD 基因缺失

片段与 pcDNA3.1-hilD 均能稳定遗传；缺失 hilD 基

因后，S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)较 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-

hilD)和 S.T (pcDNA3.1)的生物膜形成能力与 LD50 值

均升高，且灌胃攻毒方式较腹腔攻毒方式小鼠的

LD50 更高，对 Hale 细胞的黏附力和侵袭力均显著降

低。生物膜是细菌毒力因子的一种，形成生物膜的细

菌对抗外界不利环境的抵抗力增强，能通过释放膜
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表 2 S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcDNA3.1) 及 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)灌胃攻毒小鼠的 LD50 测定

Table 2 The LD50 of S.T (pcDNA3.1), S.T (ΔhilD+pcDNA3.1) and S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD) in oral

注: 上表中字母相同表明组间毒力差异不显著(P>0.05); 字母不同表明组间毒力差异显著(P<0.05)
Note: The same letter in the above table indicates that the difference in virulence between the groups is not significant (P>0.05), The
different letter indicates significant (P<0.05)

菌株

Strain
S.T (pcDNA3.1)
S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)
S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)

LD50

1.4×1011a,b

9.0×1010a,c

1.8×1012b,c

95%上限

95% upper limit
3.7×1011

1.4×1011

3.1×1012

95%下限

95% lower limit
5.2×1010

5.6×1010

1.1×1012

内的浮游菌感染宿主(Anna and Jordi, 2013)。研究表

明，细菌生物膜形成能力越强，毒力一般越弱(Li et al.,
2014)。不同感染途径细菌毒力存在差异，可能是因为

腹腔攻毒时菌液通过门静脉进入脾脏毛细血管或经

腹腔引流直接进入淋巴结，而灌胃攻毒时菌液主要

通过肠黏膜进入上皮组织继而感染宿主 (Ibarra and
Steele, 2009; 陈铖, 2016)。黏附力和侵袭力作为沙门

氏菌毒力判定标准之一，由鞭毛和菌毛协同作用，鞭

毛调控的主操纵子 flhDC 转录表达的 FlhD 4C2 复合

体能控制沙门氏菌生物膜的形成、SPI1 毒力基因的

表达及细胞表面抗原鞭毛蛋白的产生。P1 (flhDC)和
P5 (flhDC) 是起主要作用的 flhDC 潜在转录起始位

点，其中 P1 (flhDC)激活 flhDC 的正负两个调节环，负

调节环从 P1 (flhDC)开始形成 FlhD 4C2 进而反馈抑

制 P1 (flhDC)，而正调节环中 P1 (flhDC)能启动 SPI1
调控基因 hilD 转录 hilD 蛋白，激活 P5 (flhDC)启动

子的转录，而 hilD 又能反作用于 P1 (flhDC)和 P5
(flhDC) (Mouslim and Hughes, 2014; Wiedemann et al.,
2015)。可以推测，hilD 基因缺失后，P1 (flhDC)和 P5
(flhDC)转录被抑制，影响沙门氏菌生物膜形成和鞭

毛蛋白的表达，细菌的黏附力和侵袭力均减弱，而关

于 hilD 基因对菌毛的调控作用目前尚未见报道。
综上所述，hilD 基因缺失后，对 S.T 的生长速率

无影响，但其生物膜形成能力增强，毒力减弱，为后

续进一步研究体内环境下 hilD 对 SPI2 的调控作用

奠定基础。

3 材料与方法

3.1 菌株、质粒和细胞

S.T 标准株 CMCC50115 购自广东省菌种保藏

中心，亲本菌株 S.T (由 S.T 标准株 CMCC50115 诱

导，具链霉素(Str)抗性但对氨苄青霉素(Amp)敏感)，
大肠杆菌 DH5α、原核表达载体 pcDNA3.1(+)、自杀

性质粒 pWM91 和 Hela 细胞均由安徽农业大学动物

传染病实验室保存。

3.2 主要试剂、培养基和实验动物

氨苄青霉素(Amp)、链霉素(Str)购自 Biosharp 公

司；胰蛋白胨(Tryptone)、酵母提取物(Yeast Extract)购
自 OXID 公司；T4 DNA Ligase、普通 rTaq 酶、NotⅠ、
XhoⅠ、BamHⅠ、EcoRⅠ内切酶、高保真酶 Primer Star
购自上海宝生物科技有限公司。DMEM 培养基、胎
牛血清、胰酶消化液购自四季青生物有限公司。
dNTPs (25 mmol/L)、10×PCR Buffer、Taq DNA 聚合酶

(5 U/μL)、DNA Marker-2000、DNA Marker-600、2 ×
Taq PCR Master Mix、质粒小提试剂盒(离心柱型)均
购自天根生化科技(北京)有限公司；普通琼脂糖凝胶

DNA 回收试剂盒(离心柱型)购自天根生物科技有限

公司。150 只 18~22 g 清洁级昆明小鼠购自安徽医科

大学实验动物中心。

3.3 引物合成

根据 GenBank 上登录的基因序列设计引物，其

中 philD-del-1和 philD-del-4的 5'端分别加入了NotⅠ
和 XhoⅠ酶切位点，philD-del-2 和 philD-del-3 的 5'
端加入了 10 个互补配对的碱基。S.T 基因缺失株及

其回补株的相关引物序列(表 3)。

3.4 S.T (ΔhilD)、S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)、S.T
(ΔhilD+pcDNA3.1)和 S.T (pcDNA3.1)菌株的构建及

鉴定

3.4.1 pWM91 自杀质粒的抽提

将 SM10λpir (pWM91)接种于 LB/Amp 琼脂培

养基上分离纯化，取单菌落转接至 5 mL 的 LB/Amp
液体培养基，37℃ 180 r/min 过夜培养。使用质粒小

提试剂盒按说明书提取自杀质粒。

3.4.2 hilD 基因上、下游同源臂的扩增

以 SDS 法(颜瑛等, 2015)提取亲本菌株 S.T 的基
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表 3 实验中所用引物及其序列

Table 3 Primers and their sequences used in this study

引物名称

Primers name

invA-1

invA-2
pcDNA 3.1-1
pcDNA 3.1-2

p1
p2
p3
p4
p5
p6

引物序列(5'-3')
Primers sequence (5'-3')

GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA

TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
CCGCAGTGTTATCACTCATG
GTGGGTTACATCGAACTGGATC

ATAGCGGCCGCTCCGGGCGAATCAGGATAAG
AAGCTTCCACTTGCTGCCGGGTATTTGTCA
CCGGCAGCAAGTGGAAGCTTACGGATGTTG
GCGCTCGAGAAAGGCAGGAGGGTTATGAG
ATAGAATTCATGGAAAATGTAACCTTTGTAAG
GCGGGATCCTTAATGGTTCGCCATTTTTATGA

限制性

酶切位点

Restriction site

NotⅠ

XhoⅠ

EcoRⅠ

BamHⅠ

用途

Use

回补株验证

Validation of complemen-
tary strains

回补株验证

Validation of complemen-
tary strains
hilD 基因的敲除

Knockout of hilD gene

构建 hilD 基因回补株

Construction of hilD gene
complementary strains

目的片段(bp)
Destination
segment (bp)
250

250

776

765

948

因组 DNA 作为模板，引物 p1/p2，p3/p4 分别扩增

hilD 基因上下游同源臂。PCR 反应体系：10×PCR
Buffer 5 μL，25 mmol/L MgCl2 3 μL，上下游引物(10
μmol/L)各 1 μL，rTaqDNA 聚合酶(5 U/ μL) 0.2 μL，模

板 1μL，Primer Star 高保真酶 0.8 μL，双蒸水(ddH2O)
34 μL。PCR 反应条件：95℃ 5min；95℃ 30 s，55℃ 30
s，72℃ 1 min，30 个循环；72℃ 10 min，4℃保存。经

0.8%凝胶电泳后，使用凝胶回收试剂盒按说明书回

收 DNA 片段。以该片段为模板，p1、p4 为上下游引物

进行 Overlap PCR 反应，经 0.8%凝胶电泳后使用凝

胶回收试剂盒回收目的片段。

3.4.3 重组自杀质粒 pWM91-ΔhilD 的构建

根据设计位点对 Overlap PCR 的回收产物和自

杀质粒 pWM91 进行 NotⅠ和 XhoⅠ双酶切，乙醇沉

淀法回收酶切产物，T4 DNA 连接酶连接两双酶切产

物。CaCl2 法(李明才和何韶衡, 2005)制备大肠杆菌

SM10 (λpir)感受态细胞，并通过化学转化法转入酶

连产物。随机挑取转化子，以 p1、p4 为引物进行 PCR
验证，若表现阳性克隆，则扩大培养并取新鲜菌液提

取质粒，NotⅠ和 XhoⅠ双酶切后进一步鉴定可疑阳

性克隆，加 3 μL 10×Loading Buffer，0.8%琼脂糖凝胶

电泳验证。将酶切和 PCR 鉴定均为阳性的重组菌液

送至南京金斯瑞生物有限公司进行测序并保存。

3.4.4 重组自杀质粒(pWM91-ΔhilD)与亲本菌株 S.T
的接合

挑取 LB/Amp 琼脂培养基上纯化的 pWM91-

ΔhilD 和 LB/Str 琼脂培养基上纯化的 S.T 的单菌落，

分别接种于 5 mL LB/Amp 和 LB/Str 液体培养基中，

37℃ 180 r/min 过夜培养。按 5%的比例将 pWM91-

ΔhilD 转接至 LB/Amp 液体培养基，1%的比例将 S.T
接种到 LB/Str 液体培养基中，37℃ 180 r/min 培养至

OD600 达到 0.8，获得受体菌与供体菌。滤膜接合法

(Werner et al., 2003)获得接合子。

3.4.5 hilD 基因缺失株的构建

将上述结合子在 LB/Amp/Str 琼脂培养基上纯

化并转接至含 25%蔗糖的 LB 固体培养基上，22 ℃
培养 40 h 挑取单菌落，分别接种于 LB/Amp 琼脂培

养基和 LB 琼脂培养基，37℃过夜培养。选取在 LB/
Amp 琼脂培养基上不生长而 LB 固体培养基上生长

的菌落为模板，以 p1、p4 为引物，进行 PCR 验证，基

因条带变短者即为 hilD 基因缺失株 S.T (ΔhilD)。

3.4.6 S.T (ΔhilD)基因回补株的构建

以 S.T 基因组DNA 为模板，p5 和 p6 为引物扩

增 hilD 基因，经 0.8%琼脂糖凝胶电泳后回收目的片

段。对 hilD 的回收产物和表达质粒 pcDNA3.1(+)进
行 EcoRI 和 BamHI 双酶切，构建 pcDNA3.1-hilD 重

组表达载体，同时制备 S.T (ΔhilD)感受态细胞(方法

同 3.4.3 节,其中双蒸水替换 CaCl2)。将 pcDNA3.1-hilD
转入 S.T (ΔhilD)感受态细胞，构建 hilD 基因回补株

S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)，经 PCR 验证(包括 hilD
基因, invA 基因及 pcDNA3.1(+)的扩增)后保存待用。

2753



为避免差异，同样方法构建 hilD 基因缺失株空

质粒菌 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)和亲本菌株空质粒菌

S.T (pcDNA3.1)并进行 PCR 鉴定。

3.5 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)与 S.T (ΔhilD+pcDNA-
3.1-hilD)及 S.T (pcDNA3.1)的生物学特性比较

3.5.1 遗传稳定性的测定

分别将 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)和 S.T (ΔhilD+pcD-
NA3.1-hilD)于 LB/Amp 琼脂培养基上连续传代，挑

取第 5、10、15、20、25、30 代单菌落，以 p5、p6 为引物

进行扩增鉴定，探究 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)和 S.T
(ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)中 hilD 的遗传稳定性。

3.5.2 体外生长曲线的测定

分别将 S.T (pcDNA3.1)、S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)
及 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)以 1∶100 的比例转接

至 100 mL LB/Amp 液体培养基中，37 ℃、180 r/min
振 荡 培 养 ，0~15 h 内 每 1 h 取 600 μL 菌 液 测 定

OD600，重复 3 次，以时间为横坐标，吸光度为纵坐标，

绘制 3 株细菌的生长曲线。

3.5.3 生物膜形成能力的测定

分别将 S.T (pcDNA3.1)、S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)
及 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)接种于 LB/Amp 琼脂

培养基纯化培养，再转接至 5 mL LB/Amp 液体培养

基，37℃、180 r/min 过夜培养，按照 5%比例接种于

800 μL LB/Amp 液体培养基中，37℃静置培养。结晶

紫法(Mohd et al., 2007)测定 3 株细菌在培养 24、48、
72、96、120、144 h 时的成膜能力，以时间为横坐标，

OD570 值为纵坐标，绘制生物膜形成曲线。

3.5.4 对小鼠致病力的测定

分别将 S.T (pcDNA3.1)、S.T (ΔhilD+pcDNA3.1)
及 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)于 LB/Amp 液体培养

基培养至稳定期。110 只小鼠随机分为 11 组，每组

10 只，其中 10 组试验组，1 组对照组。采用腹腔注射

和灌胃两种方式对各试验组小鼠进行攻毒，剂量分

别为 LD0、LD0r、LD0r2、LD0r3 和 LD100，预试验测定 LD100

和 LD0，r= LD100/LD0
4
■ ，对照组每只小鼠注射 0.3 mL

灭菌生理盐水。记录攻毒后 7 d 内小鼠的死亡数，以

改良寇氏法计算细菌对小鼠的 LD50 (张成栋, 2009)。

3.5.5 对 Hela 细胞的黏附与侵袭试验

准备：分别将 S.T (pcDNA3.1)、S.T (ΔhilD+pcD
NA3.1)及 S.T (ΔhilD+pcDNA3.1-hilD)于 LB/Amp 液

体培养基培养至对数生长期，平板计数法计算活菌

数，同时培养 Hela 细胞至贴壁状态。按照 MOI=200∶1
将细菌加入 Hela 细胞中，每株菌重复 3 次，于 37℃、
5% CO2 培养箱孵育 1.5 h，待后续处理。

黏附试验：弃上清液，灭菌 PBS 洗涤 5 次，每孔

加入 0.1% Triton X-100 200 μL 作用 15 min，收集裂

解液进行 10 倍稀释，平板计数法计算黏附至 Hela 细

胞的细菌数，判定黏附力(张成栋, 2009)。同时对黏附

情况进行拍照，提前加入无菌盖玻片，于上述 PBS 洗

涤后每孔加入 200 μL 4%多聚甲醛溶液，室温固定

20 min，灭菌 PBS 洗涤 3 次，每孔再加入 500 μL
Giemsa 染液，室温孵育 30 min，PBS 轻轻冲洗 3 次，

取出盖玻片，封片后在油镜下观察并拍照。空白对照

组加无菌 DMEM 培养基。
侵袭试验：弃上清液，灭菌 PBS 洗涤 5 次，加入

含 250 μg/ mL 庆大霉素的 DMEM 培养基 500 μL 作

用 2 h，以杀灭未侵袭的细菌，灭菌 PBS 洗涤 5 次，每

孔加入 0.1% Triton X-100 200 μL，裂解 15 min，收集

裂解液进行 10 倍稀释，平板计数法计算侵袭细胞的

细菌数，判定侵袭力(张成栋, 2009)。

3.5.6 数据统计与分析

试验数据采用 GraphPad Prism 5 软件进行统计

分析。
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