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摘 要：【目的】探究生物被膜形成能力减弱的转座子插入突变株对副鸡禽杆菌生物学特性的调

控作用。【方法】以野生株 JZIC-005 和转座子突变株 Tn-1504 (从突变库中筛选获得，生物被膜形

成能力减弱)为研究对象，进行插入位点鉴定及生物学特性分析。【结果】PCR 验证显示转座子特

异性插入副鸡禽杆菌 TonB 基因中。与野生株相比，突变株 Tn-1504 的增殖能力未发生显著改变

(P>0.05)，但对 DF-1 细胞的黏附率降低 46.57%，侵袭率下降 77.61%，细胞毒性减弱 34.97%。上

述表型差异均具有统计学意义(P<0.01)。【结论】本研究证实 TonB 基因失活可特异性削弱副鸡禽

杆菌的宿主黏附、侵袭及毒性特征，为解析该病原致病机制及抗毒力策略开发提供了关键靶点。
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Abstract: [Objective] To elucidate the virulence-associated biological characteristics of a 
transposon insertion mutant with impaired biofilm formation of Avibacterium paragallinarum.
[Methods] The wild-type strain JZIC-005 and a biofilm-deficient mutant Tn-1504 (from a 
pre-established transposon mutant library) were selected for determination of insertion sites 
biological characterization. [Results] PCR results demonstrated site-specific transposon integration 
into TonB of A. paragallinarum. While mutant Tn-1504 exhibited no growth defects compared with 
the wild-type strain (P>0.05), it demonstrated reductions of 46.57% in adhesion to DF-1 cells and 
77.61% in cellular invasion. Cytotoxicity assays revealed a 34.97% reduction of Tn-1504 in 
inducing host cell damage. All of the above phenotypic differences were statistically significant (P<
0.01). [Conclusion] We demonstrate that inactivation of TonB specifically impairs the adhesion, 
invasion, and virulence characteristics of A. paragallinarum, providing a key target for analyzing 
the pathogenic mechanism and developing anti-virulence strategies for this pathogen.
Keywords: Avibacterium paragallinarum; transposon; biological characteristics; TonB

副 鸡 禽 杆 菌 (Avibacterium paragallinarum, 

Apg)属于巴氏杆菌科禽杆菌属，为革兰氏阴性

短杆菌，是鸡传染性鼻炎(infectious coryza, IC)

的病原体[1]。该病可导致肉鸡生长迟滞、蛋鸡产

蛋率下降，造成严重经济损失。目前已鉴定

Apg 存在 A、B、C 三种血清型[2]，且不同血清

型间交叉保护作用微弱。值得注意的是，我国

近年 IC 发病率持续攀升，且流行血清型呈现动

态变迁特征，显著增加了疫苗防控难度。尽管

抗生素仍是养殖场的主要防控手段，但 Apg 耐

药性的广泛出现已严重制约其应用效能。

生物被膜是细菌抵御环境胁迫的关键生存

策略，由胞外多糖基质包裹的微生物聚集体构

成，其三维结构包含蛋白质、DNA 等多种组

分[3]。这种特殊存在形态不仅阻碍抗生素渗透、

降低细菌对抗菌药物的敏感性，还通过介导免疫

逃逸机制促进持续性感染[4]。因此，解析生物被膜

形成机制对突破现有防治瓶颈具有重要意义。

TonB 蛋白是革兰氏阴性菌铁摄取系统的核

心组分，通过质子动力势偶联驱动铁载体-受体

复合物的跨膜转运[5]。众多革兰氏阴性致病菌通

过 TonB 系统特异性摄取宿主铁离子等必需营养

物质，从而在营养限制性环境中建立感染[6]。值

得关注的是，生物被膜的形成涉及胞外多糖

(exopoly saccharides, EPS)、菌毛和鞭毛的协同

作用：铁离子可通过激活 pel/psl 等生物被膜相

关基因促进 EPS 分泌，而铁限制环境则通过 Fur

调控子介导的全局性调控抑制胞外聚合物合成，

最终导致被膜结构稳定性下降[7-8]。

转座子作为天然基因转移载体，其转座特
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性为构建随机突变库提供了重要技术路径[9]。通

过筛选表型变异株鉴定毒力/生物被膜相关基因

已成为病原体致病机制研究的经典策略。例如，

贺云霞等[10]通过 EZ-Tn5 转座子文库筛选副猪嗜

血杆菌减毒株，系统阐明其毒力调控网络；Guo

等[11]从 Apg 突变库中鉴定出 17 个生物被膜相关

基因，揭示了关键致病因子的作用机制。然而，

目前针对 Apg 生物被膜形成基因的系统研究仍

显不足。基于此，本研究选取前期构建的转座

子突变库中筛选获得的生物被膜缺陷株，系统

解析其生物学特性，以期为 Apg 防控提供创新

理论依据。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　菌株、质粒及主要试剂

副鸡禽杆菌血清 A 型 JZIC-005 株和转座子

插入突变株 Tn-1504 均由本实验室保存；大肠杆

菌 S17-1λpir (pEVS170)由美国佐治亚大学 Eric 

V. Stabb 教授惠赠，此大肠杆菌中携带的质粒

pEVS170 中含 mini-Tn5 转座子序列。

胰蛋白胨大豆肉汤(TSB)培养基、DMEM 培

养基、CytoTox96®细胞毒性检测试剂盒，上海

秋爽生物科技有限公司；普通鸡血清、Fetal 

Bovine Serum Gold 胎牛血清(特级)，上海彩朵生

物技术有限公司；氧化型辅酶 I，生工生物工程

(上海)股份有限公司；琼脂糖凝胶 DNA/PCR 产

物小量回收试剂盒，上海蝉藤生物技术有限

公司。

1.2　引物设计与合成

根据 NCBI 数据库中质粒 pEVS170 (GenBank

登 录 号 为 MH370733.1) 的 基 因 序 列 ， 使 用

Premier 5.0 和 SnapGene 软件设计突变株的鉴定

引物，以及根据《鸡传染性鼻炎检疫技术规范》

(SN/T 1556—2020)设计副鸡禽杆菌鉴定引物[12]，

由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。引物

序列见表 1。

1.3　突变株中转座子插入位点的鉴定

参考张小芸[13]的方法，确定突变株中转座子

插入基因组中的位置。挑取生物被膜形成能力减

弱的突变株 Tn-1504 的单克隆菌落，用水煮法提

取其基因组，然后用 Apg-F 和 Apg-R 引物 PCR

检测副鸡禽杆菌的特异性基因 HagA。PCR 反应体

系(20 µL)：2×Taq Master Mix 10 µL，上、下游引

物(10 µmol/L)各 1 µL，DNA 模板 2 µL，ddH2O  

6 µL。PCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃

变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 31 s，共

30 个循环；72 ℃终延伸 10 min。用 Erm-F 和

Erm-R 引物 PCR 检测转座子上 Erm 基因。PCR

反应体系(20 µL)：2×Taq Master Mix 10 µL，上、

下游引物(10 µmol/L)各 1 µL，DNA 模板 2 µL，

ddH2O 6 µL。PCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min；

95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 29 s，

共 30 个循环；72 ℃终延伸 10 min。然后采用热不

对称 PCR (TAIL-PCR)法和 BLAST (https://blast.

ncbi.nlm.nih. gov/Blast.cgi)来鉴定转座子 mini-Tn5

插入基因组中的位置，具体操作参考文献[13]完成。

1.4　生长曲线的测定

取新鲜培养的野生株和突变株菌液，分别

按 1:10 的比例接种于含有 50 mL TSB 液体培养

表1　转座子插入鉴定的相关引物

Table 1　Primers related to transposon insertion identification

引物
Primers name

Erm-F

Erm-R

Apg-F

Apg-R

引物序列
Primer sequences (5′→3′)

GACGATATTCTCGATTGACC

TTAACGACGAAACTGGCTAA

TGAGGGTAGTCTTGCACGCGAAT

CAAGGTATCGATCGTCTCTCTACT

PCR产物长度
Lenth of PCR products (bp)

484

510
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基的锥形瓶中，37 ℃、180 r/min 振荡培养。之

后每 1 h 从锥形瓶中吸取 1 次样品，测定突变株

Tn-1504 和野生型菌株 JZIC-005 在不同培养时

间的 OD600 值，记录培养时间及相对应的 OD600

值。以菌液 OD600 值为纵坐标，以培养时间(t/h)

为横坐标，绘制相应菌株的生长曲线。

1.5　细胞黏附试验

参照 Han 等[14]的方法进行试验。将 DF-1

细胞用含有 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基培

养至 T75 细胞瓶中，待细胞长至 70%−90% 左

右，用胰酶消化 DF-1 细胞吹匀铺于 24 孔细

胞培养板中，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养长至单层细胞。弃上清培养基，用 PBS 洗

3 次。将各菌株培养至对数生长期(OD600 约为

0.2)， 以 100:1 的 感 染 复 数 (multiplicity of 

infection, MOI)对野生株和突变株进行稀释，

加入 24 孔细胞培养板中并设置 3 个重复，置

于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 2 h，弃上清，

用 PBS 洗 3 次，向每孔加入 1 mL 0.5% 的

Triton X-100，反复吹打以使细胞充分裂解，

将收集的 Triton X-100 稀释至 10−2 后涂布于

TSA 培养基，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养 18−24 h 后进行活菌计数。

1.6　细胞入侵试验

参考 Han 等[14]的方法进行试验。将 DF-1 细

胞用 DMEM 完全培养基培养至 T75 细胞瓶中，

待细胞长至 70%−90% 左右，用胰酶消化吹匀铺

于 24 孔细胞培养板中，置于 37 ℃、5% CO2 培

养箱中培养长至单层细胞。弃上清培养基，用

PBS 洗 3 次。将各菌株培养至对数生长期，以

感染率 MOI=100:1 对野生株和突变株进行稀释，

加入 24 孔细胞培养板中，每个菌株设置 3 个重

复，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 2 h，弃

上清，用 PBS 洗 3 次，加入 500 µL 的 25 µg/mL

的庆大霉素抗生素孵育 1 h。向每孔加入 1 mL 

0.5% 的 Triton X-100，反复吹打以使细胞充分裂

解，将收集的 Triton X-100 倍比稀释后涂布于

TSA 培养基，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养 18−24 h 后进行活菌计数。

1.7　细胞毒性试验

参考 Yu 等[15]的方法进行细胞毒性测定。将

生长状况良好的 DF-1 细胞均匀铺于 96 孔细胞

板中，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养长至

单层细胞。按照感染率 MOI=1 000:1 稀释各菌

液，试验孔的每菌重复 4 个孔。为使细菌与细

胞充分接触，将 96 孔细胞培养板在放入细胞培

养箱中培养前进行 1 000 r/min 离心 5 min，而后

孵育 4 h。靶细胞最大裂解孔在收上清前 45 min

加入靶细胞裂解液。按照 CytoTox96®细胞毒性

检测试剂盒说明书检测细胞上清液中乳酸脱氢

酶(lactate dehydrogenase, LDH)的含量，以反映

不同菌株对 DF-1 细胞毒性作用。

1.8　数据分析

利用 GraphPad Prism 9.5.0 软件进行统计学

分析，数据采用 t-检验的方法分析菌株之间的平

均差异。P<0.05 表示差异显著，P<0.01 表示差

异极显著。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　转座子插入 JZIC-005 株基因组中

位置的鉴定

挑取生物被膜形成能力减弱的突变株 Tn-

1504 的单克隆菌落，提取其基因组，通过 PCR

检测转座子是否插入以及转座子插入基因组中

的位置。结果显示，突变株 Tn-1504 单克隆菌落

经 PCR 检测扩增出了大小为 510 bp 左右的条带

(图 1A)，符合副鸡禽杆菌 HagA 基因的大小，

且也扩增出了大小为 484 bp 左右的条带(图 1B)，

符合红霉素基因的大小。这表明转座子成功插

入副鸡禽杆菌基因组中。热不对称 PCR 后将产

物送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序，

测序结果经 NCBI 比对显示，突变株 Tn-1504 中

转座子 mini-Tn5 插入副鸡禽杆菌的 TonB 基因中

(图 1C)。
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2.2　生长曲线

为了评价 TonB 转座子插入突变株是否影响

副鸡禽杆菌的生长速率，对野生株 JZIC-005 和

突变株 Tn-1504 进行了连续 15 h 的 OD600 值记

录，并绘制其生长曲线。结果如图 2 所示，突

变株 Tn-1504 的生长速度与野生菌株相比无明显

图1　转座子突变株及其插入位点的鉴定。A：副鸡禽杆菌HagA基因的PCR鉴定(泳道M：DNA相对分子量

标准；泳道1−22：突变株Tn-1504的单克隆菌落；泳道23：阴性对照)；B：转座子Tn5中的红霉素基因的

PCR鉴定(泳道M：DNA相对分子量标准；泳道1−22：突变株Tn-1504的单克隆菌落；泳道23：阴性对照；

泳道24：阳性对照)；C：转座子插入位点测序结果(蓝色底纹的是转座子末端的19个碱基对，右边是插入

的基因组序列，中间连接处是转座子插入位点)。

Figure 1　Identification of transposon mutant strains and insertion sites. A: PCR identification of the HagA gene 

of Avibacterium paragallinarum (Lane M: DNA marker; Lanes 1−22: Monoclonal colonies of mutant strain Tn-

1504; Lane 23: Negative control); B: PCR identification of the erythromycin gene in transposon Tn5 (Lane M: 

DNA marker; Lanes 1−22: Monoclonal colonies of mutant strain Tn-1504; Lane 23: Negative control; Lane 24: 

Positive control); C: Transposon insertion site sequencing results (The 19 bp at the end of the transposon with 

blue background, the inserted genomic sequence is on the right, and the junction in the middle is the transposon 

insertion site).

4532



范冰冰 等 || 微生物学报, 2025, 65(10)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

差异(P>0.05)。这表明转座子插入 TonB 基因后

不影响副鸡禽杆菌的生长特性。

2.3　转座子插入 TonB 基因后对细胞黏

附的影响

为了探索转座子插入 TonB 基因后是否影响

副鸡禽杆菌对细胞的黏附性，测定了野生株

JZIC-005 和突变株 Tn-1504 对 DF-1 细胞的黏附

数。如图 3 所示，JZIC-005 株与 Tn-1504 株对

DF-1 细 胞 的 细 菌 黏 附 平 均 数 分 别 为

10.2×104 CFU/孔和 5.45×104 CFU/孔。与野生株

相比突变株 Tn-1504 对 DF-1 细胞的黏附率降低

46.57%，显著低于野生株(P<0.01)。这表明转座

子插入 TonB 基因后影响副鸡禽杆菌的黏附能力。

2.4　转座子插入 TonB 基因后对细胞入

侵的影响

为了探索转座子插入 TonB 基因后是否影响

副鸡禽杆菌对细胞的入侵作用，测定了野生株

JZIC-005 和突变株 Tn-1504 对 DF-1 细胞的入侵

数。如图 4 所示，JZIC-005 株与 Tn-1504 株对

DF-1 细胞的细菌入侵平均数分别为 335 CFU/孔和

75 CFU/孔。与野生株相比突变株 Tn-1504 对

DF-1 细胞的侵袭率下降 77.61%，显著低于野生

株(P<0.01)。这表明转座子插入 TonB 基因后减

弱了副鸡禽杆菌对细胞的入侵能力。

2.5　转座子插入 TonB 基因后对细胞毒

性的影响

为进一步探索转座子插入 TonB 基因后是否

影响副鸡禽杆菌对细胞的毒性作用，测定了野

生株 JZIC-005 和突变株 Tn-1504 对 DF-1 细胞的

毒性。如图 5 所示，JZIC-005 株与 Tn-1504 株

图3　JZIC-005和Tn-1504对鸡胚成纤维细胞DF-1

的黏附能力

Figure 3　Adhesion capacity of JZIC-005 and Tn-1504 

to chicken embryo fibroblast DF-1. **: P<0.01.

图2　野生株JZIC-005、突变株Tn-1504的生长

曲线

Figure 2　Growth curves of wild strain JZIC-005 and 

mutant strain Tn-1504.

图4　JZIC-005和Tn-1504对鸡胚成纤维细胞DF-1

的入侵能力

Figure 4　Invasion capacity of JZIC-005 and Tn-1504 

to chicken embryo fibroblast DF-1. **: P<0.01.
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对 DF-1 细胞的平均细胞毒性分别为 12.17% 和

7.91%。与野生株相比，突变株 Tn-1504 的细胞

毒性减弱 34.97%，显著低于野生株(P<0.01)。这

表明转座子插入 TonB 基因后会引起副鸡禽杆菌

毒力下降。

3　讨论与结论　讨论与结论

鸡传染性鼻炎的流行及其防治过程中面临

的挑战已对养禽业造成显著的经济损失。在本

研究中，通过对前期构建的副鸡禽杆菌转座子

突变库进行筛选，获得了一株生物被膜形成能

力显著减弱的突变株。通过测序比对分析发现

转座子插入至编码 TonB 蛋白的基因序列中。进

一步的生物学特性研究表明，该突变株在生长

特性方面与野生株未表现出显著差异，然而其

对 DF-1 细胞的黏附与侵袭能力以及细胞毒性均

呈现明显下降趋势。这些发现提示，TonB 基因

位点的转座子插入可能通过干扰铁离子摄取系

统、调控毒力因子表达网络以及影响细菌群体

行为协调机制，进而重塑副鸡禽杆菌的环境适

应能力与毒力调控体系。

值得注意的是，致病菌在宿主感染过程中

对铁离子、血红素及维生素 B12 等必需营养物质

的获取是其成功定殖的关键前提[16]。本研究观

察到 TonB 转座子插入突变株在 TSB 液体培养基

中的生长速率与野生株相当，这可能表明：转

座子插入并未破坏该基因维持细菌基础代谢的

核心功能，或者存在其他替代性调控途径补偿

了 TonB 基因的功能缺失。在黏附侵袭机制层

面，细菌通常依赖表面黏附素(如菌毛、外膜蛋

白)与铁载体系统的协同作用完成宿主识别过程。

本研究中 TonB 转座子插入突变株黏附侵袭能力

的显著降低，可能与铁离子浓度依赖性毒力因

子(如 IV 型菌毛、OmpA 外膜蛋白等)的表达调

控紊乱密切相关[17]。已有研究证实，TonB 依赖

性受体系统不仅承担铁载体跨膜转运的生物学

功能，还可直接介导病原体与宿主细胞表面的

分子互作[18]。这一机制在大肠杆菌研究中得到

有力佐证：TonB3/TonB6 双突变株由于无法有效

识别宿主铁载体受体，完全丧失了在小鼠肠道

的定殖能力[19]。此外，铁离子作为细菌毒素(如

溶血素、蛋白酶等)生物合成的重要辅因子，其

获取效率直接影响病原体的致病潜能。本研究

中 TonB 突变株毒力减弱的现象与禽致病性大肠

杆菌 TonB 基因敲除模型的研究结果高度一

致[20]，其潜在机制可能涉及：TonB 基因失活导

致细菌铁摄取系统功能障碍，引发铁限制应激

反应，进而通过全局调控网络抑制铁依赖性毒

力因子(如溶血素)的表达与活性，最终削弱病原

体对宿主细胞的侵袭效力。

随着现代分子生物学技术的快速发展，转

座子随机突变技术已成为解析病原微生物致病

机制的重要工具。通过构建转座子突变库并筛

选表型变异株，结合高通量测序技术，研究者

可高效定位表型相关基因并阐释其功能。本研

究正是基于该方法学优势，成功鉴定了 TonB 基

因在副鸡禽杆菌致病过程中的关键调控作用。

值得注意的是，该转座子突变株在保持正常生

长能力的同时表现出定殖、侵袭和毒性特征的

多维度衰减，这与“抗毒力策略”中削弱病原体

图5　JZIC-005和Tn-1504对鸡胚成纤维细胞DF-1

的毒性

Figure 5　 Toxicity of JZIC-005 and Tn-1504 to 

chicken embryo fibroblasts DF-1. **: P<0.01.
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致病力而不影响其生存的核心理念高度契合。

为进一步验证 TonB 基因的功能特异性，后续研

究需构建精确的基因缺失株与回补株进行功能

恢复试验，同时系统解析 TonB 与其他毒力调控

通路(如群体感应系统、双组分信号转导系统)的

交互网络，为开发靶向 TonB 系统的精准抗菌策

略提供理论支撑。

综上所述，本研究明确了转座子插入 TonB

基因对副鸡禽杆菌致病特性的多维度影响：在

维持基本生长特性的前提下，显著降低其对宿

主细胞的黏附侵袭能力与毒性效应。这一发现

不仅为深入解析 TonB 介导的致病机制提供了关

键实验证据，同时为开发基于铁代谢干预和毒

力因子调控的新型防控策略开辟了创新性研究

方向。
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