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摘   要：伪结核棒状杆菌是一种可以感染多种动物和人的兼性胞内寄生病原，主要引起被感染

动物慢性化脓性炎症反应。【目的】为进一步评价磷脂酶 D 基因(pld)在伪结核棒状杆菌感染致病

中的作用。【方法】本研究采用同源重组技术，在不引入外源基因情况下，构建伪结核棒状杆菌

pld 无痕缺失株。通过比较 pld 缺失株和野生株的菌落形态及生长曲线、体外对巨噬细胞乳酸脱氢

酶(LDH)释放及其在胞内的繁殖情况以及体内感染小鼠致死率及促炎细胞因子分泌水平，研究 pld
与该病原感染致病之间的关系。【结果】无痕缺失 pld 对伪结核棒状杆菌的菌落形态及生长无明显

影响。与野生株 ATCC 19410 和 XH02 相比，ATCC 19410Δpld 和 XH02Δpld 失去了与马红球菌

ATCC 6939 的协同溶血功能，所感染巨噬细胞的 LDH 释放水平显著下降，胞内细菌数量显著降
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低；体内试验发现 ATCC 19410Δpld 对小鼠的致死率、肝脏和脾脏载菌量以及腹水及脏器促炎细

胞因子水平均低于 ATCC 19410。【结论】成功构建了伪结核棒状杆菌 pld 无痕缺失株。证实 pld
在该病原体外感染引发巨噬细胞死亡以及体内感染小鼠致病中具有重要作用。 

关键词：伪结核棒状杆菌；pld 无痕缺失；巨噬细胞；小鼠；致病性；炎症因子  
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Abstract: [Objective] Corynebacterium pseudotuberculosis, a facultative intracellular pathogen, 
infects a variety of animals and human, causing chronic suppurative inflammation. This paper aims to 
further evaluate the role of phospholipase D gene (pld) in C. pseudotuberculosis infection. [Methods] 
We employed homologous recombination to construct the traceless pld deletion strains (Δpld) of C. 
pseudotuberculosis without introducing foreign genes. Then, we compared the colony morphology and 
growth curves of deletion strains and wild-type strains, observed the influence of pld deletion on lactate 
dehydrogenase (LDH) release of C. pseudotuberculosis-infected macrophages and the proliferation of the 
pathogen in macrophages, and determined the death rates of and levels of pro-inflammatory cytokines in 
mice infected with the wild type and the deletion strain, thereby dissecting the relationship between pld 
and pathogenicity of the bacterial species. [Results] Traceless deletion of pld had no obvious effects on 
colony morphology and growth of C. pseudotuberculosis. Compared with ATCC 19410 and XH02, 
ATCC 19410Δpld and XH02Δpld showed no synergistic hemolysis with Rhodococcus equi ATCC6939. 
The LDH release of the macrophages infected with ATCC 19410Δpld and XH02Δpld was significantly 
less than that of the macrophages infected with the wild strains, and pld deletion decreased the 
intracellular bacteria in macrophages. The death rate, bacterial load in the liver and spleen, and the levels 
of pro-inflammatory cytokines in ascites and organs of mice infected with ATCC 19410Δpld were lower 
than those of mice infected with ATCC 19410. [Conclusion] The traceless pld deletion strains of C. 
pseudotuberculosis were developed. We confirmed that pld played an important role in death of C. 
pseudotuberculosis-infected macrophages and pathopoiesis of C. pseudotuberculosis in mice. 

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis; traceless pld deletion; macrophages; mice; 
pathogenicity; inflammatory cytokines 

伪结核棒状杆菌是一种重要的兼性胞内寄

生菌，该病原可以感染包括羊、牛、马、猪等

多种动物和人，引起皮下淋巴结及内脏器官的

化脓性炎症和以干酪样淋巴结炎为主要特征的
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慢性传染病[1]。近年来，我国四川、重庆和福

建等众多省市关于山羊受伪结核棒状杆菌感染

的报道日益增多[2–5]，给养羊业造成的潜在危害

不容忽视，阐明其感染致病的机制具有重要意

义。伪结核棒状杆菌感染致病与其毒力因子如

磷脂酶 D (PLD)、σ 因子、分枝菌酸和寡肽透过酶

等有关，其中 PLD 是该病原最重要的毒力因子之

一，与该病原的存活及传播密切相关[6]。为进一步

明确 pld 在该病原培养适应性及体内感染致病中

的作用，本研究在不引入外源基因的情况下，构

建了伪结核棒状杆菌 pld 无痕缺失株，评价 pld 无

痕缺失对该病原在巨噬细胞内繁殖及引发细胞死

亡，以及对体内感染小鼠致病性的影响。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、质粒及主要试剂 

伪结核棒状杆菌(ATCC 19410 购自广东

微生物菌种保藏中心；宣汉株 XH02 由本实验

室分离鉴定保存)；马红球菌 ATCC 6939 购自广

东环凯微生物科技有限公司；LB 营养肉汤和

LB营养琼脂购自北京奥博星生物技术有限公司；

巯基乙酸盐肉汤购自 Eiken 公司；pK18mobsacB
质粒由本实验室保存；DL 2000 DNA Marker、
Premix Taq、Pyrobest DNA Polymerase、细菌裂

解液、限制性核酸内切酶 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ购

自 TaKaRa 公司；庆大霉素、蔗糖、异烟肼、甘

氨酸购自北京索莱宝科技有限公司；胎牛血清、马

血清和 RPMI 1640 购自 BI (Biological Industries)公
司；Opti-MEM 购自 Gibco 公司；Triton X-100、
乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒购自上海碧云

天生物技术有限公司；卡那霉素和胶回收试剂

盒购自北京全式金生物技术有限公司；质粒提

取试剂盒购自 OMEGA；IL-1β、TNFα ELISA
试剂盒购自 Thermo Fisher Scientific 公司。 

1.2  试验动物及细胞 
C57BL/6 小鼠购自重庆市中药研究院，昆

明系小鼠购自重庆莱彼特生物科技有限公司。 

1.3  伪结核棒状杆菌 pld 无痕缺失株构建 
参照伪结核棒状杆菌 ATCC 19410 全基因

组序列(GenBank 登录号：CP021251.1)设计伪结

核棒状杆菌 pld 上、下游同源臂的引物(表 1)，
送北京擎科生物科技有限公司合成。 

分别以 N-F/N-R 和 C-F/C-R 扩增 pld 的上、

下游同源臂，1%琼脂糖凝胶电泳检测，以基因

组纯化试剂盒回收扩增片段。参考文献[7]，以

N-F/C-R 引物对回收的上、下游同源臂进行融

合 PCR 扩增，以 1%琼脂糖凝胶电泳检测融合

片段大小，以基因组纯化试剂盒回收上下游融

合片段。将融合片段克隆入 ZTOPO-T 载体，转

化 DH5α 感受态细胞，以 M13 引物进行菌液 
 
表 1  本研究所用检测引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Sequence of primers (5′→3′) Purpose Product length/bp 
N-F CGCGGATCCTCCCATTCGTAATCGTCT Upstream homology 

arms amplification 
1 326 

N-R GCAACTGCGTCATCCAC 
C-F GTGGATGACGCAGTTGCCAACTCCGTAAGTCCAGC Downstream 

homology arms 
amplification 

970 
C-R CCCAAGCTTTGTGCCCGTATTCTTGC 

pld-F ATGAGGGAGAAAGTTGTTTTA Screening and 
identification of pld 
traceless deletion 
strains  

924/426# 
pld-R TCACCACGGGTTATCCGC 

The underline is the restriction site; # indicates that the amplified fragment of the pld traceless deletion strain is 426 bp. 
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PCR 鉴定筛选阳性克隆 (ZTOPO-T-Δpld)。用

BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ分别双酶切 ZTOPO-T-△ pld 和

pK18mobsacB 质粒，回收 pld 上、下游同源臂

融合片段与 pK18mobsacB 质粒片段连接，转化

JM110 感 受 态 细 胞 ， 涂 布 于 含 卡 那 霉 素     
(50 μg/mL) LB 抗性琼脂平板，以同源臂引物进行

鉴定所构建的 pld 基因缺失自杀质粒，命名为

pK18mobsacBΔpld。 
参考文献报道的方法 [8–9] ，制备 ATCC 

19410 感受态细胞，将 pK18mobsacBΔpld 电转

化入所制备的 ATCC 19410 感受态细胞中，涂

布于含卡那霉素 25 μg/mL 和 5%兔血的琼脂平

板培养，直至长出单个菌落。参考文献报道方

法[10]并适当调整，以 pld-F/pld-R 筛选出 pld 基

因缺失单交换的菌株，将所筛选菌株在含 20%
蔗糖的血琼脂平板上传代培养，PCR 筛选鉴定直

至获得仅出现 426 bp 片段的双交换菌株(ATCC 
19410Δpld) 。 将 pld-F/pld-R 扩 增 ATCC 
19410Δpld 的片段送生物公司测序验证。利用伪

结核棒状杆菌 PLD 与马红球菌协同溶血的特

性，进一步将 ATCC 19410Δpld 与马红球菌

ATCC 6939 在 5%兔血琼脂平板上互相垂直而

不相交划线接种，37 °C 培养 24 h 观察 ATCC 
19410Δpld 与马红球菌的协同溶血情况。同时以

同样的方法构建 XH02 的 pld 无痕缺失株

(XH02Δpld)。 

1.4  无痕缺失 pld 对伪结核棒状杆菌菌落

形态及生长曲线的影响 
将 ATCC 19410、ATCC 19410Δpld、XH02

和 XH02Δpld 接种在含 5%兔血琼脂平板上，

37 °C 培养 24 h，观察菌落形态特点是否有差

异。进一步挑取上述菌株单个菌落接种于 1 mL
含 10%马血清的 LB 肉汤中，37 °C、180 r/min

振荡培养 24 h，用一次性 96 孔板在 595 nm 处

测吸光值，调整各菌 OD595 值至相同水平，按

1:50 比例将菌液接种于含 10%马血清的 LB 肉

汤中，37 °C、180 r/min 振荡培养。每隔 8 h 测

一次 OD595 值，比较其生长曲线。 

1.5  无痕缺失 pld 对伪结核棒状杆菌感染

巨噬细胞乳酸脱氢酶(LDH)释放的影响 
参考文献报道的方法[1,11]，对 C57BL/6 小

鼠腹腔注射 4%的灭菌巯基乙酸盐肉汤，4 d 后

收集腹腔巨噬细胞，在 48 孔板(2.5×105 细胞/孔)

过夜培养，以 ATCC 19410、ATCC 19410Δpld、

XH02 和 XH02Δpld 按 MOI=10 分别侵染巨噬细

胞 1 h (ATCC 19410)或 2 h (XH02)，洗去未感染

的细菌，加入含庆大霉素的 Opti 培养液培养。

在第 2、4、6、8、16 和 24 h (包含侵染时间)，

按照乳酸脱氢酶(LDH)细胞毒性检测试剂盒说

明书测定 LDH 释放水平(公式 1)。 

LDH 释放(%)=(感染组样品吸光度−样品对照孔

吸光度)/(细胞最大酶活性的吸光度−样品对照

孔吸光度)×100                  公式(1) 

1.6  无痕缺失 pld 对伪结核棒状杆菌感染

巨噬细胞胞内菌繁殖的影响 
参考文献报道的方法 [1,11]收集腹腔巨噬细

胞，在 12 孔板(1×106 细胞/孔)培养过夜，以

ATCC 19410 和 ATCC 19410Δpld 按 MOI=10 分

别侵染巨噬细胞 1 h，洗去未感染的细菌，加入

含庆大霉素的 RPMI1640 培养液。在第 4 和 6 h 

(包含侵染时间)，以 0.5% Triton X-100 裂解细

胞稀释后在血琼脂平板上涂板，37 °C 培养 24 h，

计数细胞内伪结核棒状杆菌的数量。 

1.7  无痕缺失 pld 对伪结核棒状杆菌体内

感染小鼠致死率的影响 
将 21 只 昆 明 系 小 鼠 随 机 分 为 ATCC 

19410Δpld、ATCC 19410 感染组和对照组，每组

7 只。以灭菌 PBS 液将 ATCC 19410Δpld 和

ATCC 19410 稀释至 3×106 CFU/mL，分别腹腔
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接种对应组小鼠(0.2 mL/只)。对照组小鼠每只接

种 0.2 mL 灭菌 PBS 液，攻毒后连续观察 2 周，

记录小鼠的死亡及病变情况。 

1.8  无痕缺失 pld 对伪结核棒状杆菌体内

感染小鼠脏器载菌量的影响 
将 9 只 C57BL/6 小鼠随机分为 ATCC 19410 

Δpld、ATCC 19410 感染组和对照组，每组 3 只。

将 ATCC 19410Δpld、ATCC 19410 菌液以灭菌

PBS 稀释至 5×105 CFU/mL，分别腹腔接种对应

组小鼠(0.2 mL/只)。对照组小鼠每只接种 0.2 mL
灭菌 PBS 液。攻毒后 72 h 无菌摘取小鼠的肝脏

和脾脏于 4 mL 离心管中，分别加入 1 mL 生理

盐水用匀浆机进行充分匀浆，进而以灭菌生理

盐水稀释涂板计数细菌数量。 
1.9  无痕缺失 pld 对伪结核棒状杆菌体内

感染小鼠促炎细胞因子水平的影响 
将 9 只昆明系小鼠随机分为 ATCC19410Δpld、

ATCC19410 攻毒组和对照组，每组 3 只。3 组小鼠

分别对应接种 ATCC 19410Δpld 菌液(6×105 CFU/ 
0.2 mL/只)、ATCC 19410 (6×105 CFU/0.2 mL/只)
和 PBS 液(0.2 mL/只)。攻毒后 12 h 处死小鼠，打

开腹腔皮肤，向每只小鼠腹腔注射 5 mL 灭菌 PBS
灌洗后收集腹水，之后无菌摘取小鼠肝脏、脾脏、

肺脏和肾脏于 4 mL 离心管中，分别加入 2 mL 
PBS 液(肝脏)和 1 mL 生理盐水(脾脏、肺脏和肾

脏)，用匀浆机进行充分匀浆，离心取上清。参照

ELISA 试剂盒说明书检测 TNFα 和 IL-1β 水平。 
1.10  数据分析 

采用 Graph Pad Prism 8.0.1 作图，并以双尾

非配对 t 检验进行统计分析，其中生存曲线以

log-rank 检验分析。试验结果用平均数±标准误

( SEX ± )表示。P<0.05 认为差异显著。 

2  结果与分析 
2.1  伪结核棒状杆菌pld无痕缺失株构建结果 

以 N-F/N-R 和 C-F/C-R 扩增获得长度为 1 326 

和 970 bp 左右的 pld 上、下游同源臂(图 1A)。

以 N-F/C-R 引物扩增 pK18mobsacBΔpld，获得

长度约 2 296 bp 的上、下游同源臂融合片段(图

1B)。将 pK18mobsacBΔpld 电转入伪结核棒状

杆菌，在含卡那霉素抗性平板上培养，以 pld-F/ 

pld-R 筛选出 pld 缺失单交换菌株(图 1C)，进一

步在蔗糖板上培养筛选出仅能扩增出 426 bp 片

段的双交换菌株(图 1D、1E)，进一步测序证实

成功构建了伪结核棒状杆菌 pld 无痕缺失株。

协同溶血试验发现，与 ATCC 19410 和 XH02

相比，ATCC 19410Δpld 和 XH02Δpld 失去了与

马红球菌 ATCC 6939 的协同溶血功能(图 2)。 

2.2  无痕缺失 pld 对伪结核棒状杆菌菌落

形态及生长曲线的影响结果 
在鲜血琼脂平板上培养 ATCC 19410、

ATCC 19410Δpld、XH02 和 XH02Δpld，均表现

为针尖大小的乳白色菌落，质地干燥，易推动，

两者之间无明显差异(图 3A)。在液体培养基中

ATCC 19410Δpld 与 ATCC 19410、XH02 与

XH02Δpld 的生长状态亦无显著差异(图 3)。 

2.3  无痕缺失 pld 对伪结核棒状杆菌感染

巨噬细胞 LDH 释放及其在细胞内繁殖影响

结果 
为评价 pld 缺失对伪结核棒状杆菌感染巨

噬细胞致病力的影响，本文检测了 pld 缺失株

及其同源野生株感染巨噬细胞 LDH 的释放水

平。结果发现，与 ATCC 19410 和 XH02 感染

巨噬细胞相比，ATCC 19410Δpld 和 XH02Δpld

感染巨噬细胞的 LDH 释放水平均显著或极显

著降低(图 4A−C)。同时巨噬细胞内伪结核棒状

杆菌数量计数结果显示，与 ATCC 19410 感染

组相比，无痕缺失 pld 基因后，在巨噬细胞内

繁殖存活的 ATCC 19410Δpld 极显著降低(图

4D)。 
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2.4  无痕缺失 pld 对伪结核棒状杆菌体内

感染小鼠致死率、体内载菌量和细胞因子含

量影响结果 
致病力试验显示，ATCC 19410 组小鼠在接

种后第 2 天开始死亡，在试验观察期内，其致

死率为 85.7% (6/7)，而 ATCC 19410Δpld 组小

鼠仅在接种后第 5 天死亡 1 只，致死率仅为

14.3% (1/7)，比 ATCC 19410 野生株对小鼠的致

死率下降 71.4% (图 5A)。脏器载菌量检测显示，

ATCC 19410Δpld 感染小鼠肝脏和脾脏中的伪

结核棒状杆菌载菌量均低于 ATCC 19410，其中

以脾脏最显著，其载菌量下降 84%，差异极显

著(P<0.01%)(图 5B)。细胞因子检测发现，与

ATCC 19410 感染小鼠相比，ATCC 19410Δpld
感染小鼠肝脏和肾脏中 IL-1β 含量，以及肺脏

和腹水中 TNFα 含量均显著下降。此外，ATCC 
19410Δpld 感染小鼠脾脏、肺脏和腹水中的

IL-1β 含量，以及肝脏、脾脏和肾脏中的 TNFα
含量也低于 ATCC 19410 感染小鼠，差异不显

著(图 6)。 
 

 
 

图 1  伪结核棒状杆菌 pld 无痕缺失株构建结果 
Figure 1  Results of traceless deletion of pld in C. pseudotuberculosis. A: amplification of pld upstream and 
downstream homologous arms from ATCC 19410. M: 2 000 bp DNA marker; lane 1: upstream homologous 
arm; lane 2: downstream homologous arm; B: identification of recombinant plasmids pK18mobsacB/Δpld. M: 
10 000 bp DNA marker; lane 1−2: pK18mobsacB/Δpld; C: results of homologous arms single exchange of 
ATCC 19410. M: 2 000 bp DNA marker; lane 1−3: single exchange strains; D: results of homologous arms 
double exchange of ATCC 19410. Lane 1: ATCC 19410; lane 2: ATCC19410Δpld; E: results of homologous 
arms double exchange of XH02. Lane 1: XH02; lane 2: XH02Δpld. 
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图 2  ATCC 19410、ATCC 19410Δpld、XH02 及 XH02Δpld 与马红球菌协同溶血结果 
Figure 2  Hemolytic results of ATCC 19410, ATCC 19410Δpld, XH02 and XH02Δpld with Rhodococcus 
equi. A: ATCC 19410 and ATCC 19410 Δpld synergistically lysed with Rhodococcus equi (Re). ATCC 19410 
and Re showed significant synergistic hemolysis (    ), ATCC 19410 Δpld completely lost synergistic 
hemolysis. Re is R. equinus ATCC 6939; Cp is ATCC 19410; CpΔpld is ATCC 19410 Δpld. B: XH02 and 
XH02 Δpld synergistically lysed with Rhodococcus equi (Re). XH02 and Re showed significant synergistic 
hemolysis (    ), and XH02Δpld completely lost synergistic hemolysis. Re is R. equinus ATCC 6939; Cp is 
XH02; CpΔpld is XH02Δpld. 

 

 
 

图 3  ATCC 19410、ATCC 19410Δpld、XH02 及 XH02Δpld 菌落形态及生长曲线 
Figure 3  Colony morphology and growth curve of ATCC 19410, ATCC 19410Δpld, XH02 and XH02Δpld. 
A: colony morphology of ATCC 19410; B: colony morphology of ATCC 19410Δpld; C: growth curve of 
ATCC 19410 and ATCC 19410Δpld; D: colony morphology of XH020; E: colony morphology of XH02Δpld; 
F: growth curve of XH02 and XH02Δpld. The data on growth curve represented mean±standard error. 
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图 4  缺失 pld 基因对伪结核棒状杆菌感染巨噬细胞 LDH 释放及胞内菌繁殖的影响 
Figure 4  Effect of pld mutant on LDH release and bacterial replication in C. pseudotuberculosis infected 
macrophages. A−C: the level of LDH release in macrophages infected with ATCC 19410, ATCC 19410Δpld, 
XH02 or XH02Δpld at indicated time post infection; D: the number of bacteria recovered from macrophages 
at 4 and 6 h post infection. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 

 

 
 

图 5  ATCC 19410 和 ATCC 19410Δpld 感染小鼠生存曲线及脏器载菌量 
Figure 5  Survival curve and bacterial load in organs of mice infected with ATCC 19410 and ATCC 
19410Δpld. A: survival curve of KM mice infected with ATCC 19410 and ATCC 19410Δpld; B–C: bacterial 
load in liver and spleen of C57BL/6 mice infected with ATCC 19410 and ATCC 19410Δpld. **: P<0.01. 
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图 6  ATCC 19410 和 ATCC 19410Δpld 感染小鼠脏器及腹水细胞因子水平 
Figure 6  Cytokines in organs and ascites of mice infected with ATCC 19410 and ATCC 19410Δpld. *: 
P<0.05; **: P<0.01. 

 

3  讨论与结论 
伪结核棒状杆菌感染致病与其具有的多种

毒力因子有关，因此通过基因缺失手段评价相

关毒力因子在该病原感染中的作用具有重要价

值。基于同源重组技术，Hodgson 等最早构建

了该病原的 pld 缺失株[12]，之后陆续有关于缺

失 aro Q[13]、Fag B[14]、Opp D[15]和 pho P[16]的

报道，然而这些研究大多采用了以耐药基因替

换目的基因的方式构建缺失株。引入外源耐药

基因存在以下不足：其一，外源基因可能影响

所构建缺失株的生物学特性；其二，耐药基因

的存在限制了缺失株在生产中的应用；其三，

以耐药基因替换目的基因的方法不利于构建连 

续缺失多个基因的菌株。而基于 sacB 基因反向

筛选成为原核生物基因无痕缺失株构建的重要

方案，sacB 编码分泌型果聚糖蔗糖酶，可水解

蔗糖形成果糖被细菌摄入，大量的高分子果聚

糖积聚于胞内影响细胞代谢活动而造成细菌死

亡[17]。已有基于此方法成功构建了肺炎克雷伯

菌 crp 基因和鸭疫里默氏杆菌 RIA_1117 基因无

痕缺失株的报道[17–18]。本研究将 pld 上、下游

同源臂融合后，克隆进大肠杆菌-谷氨酸棒状杆

菌穿梭质粒 pK18mobsacB，利用卡那霉素平板

上筛选第一次同源重组的单交换菌株，利用

pK18mobsacB 中含 sacB 蔗糖致死基因特性[19]，

在含蔗糖板上筛选出第二次同源重组的双交换

菌株，因本研究未在伪结核棒状杆菌的基因组
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中引入抗性基因，从研究减毒疫苗及其他临床

应用角度而言，其安全性更高。同时，本研究

发现，pld 缺失株与野生株在固体培养基上的菌

落形态和液体培养基中的生长状态均无明显差

异，其结果与肺炎链球菌(K. pneumoniae) pld1
基因突变后对其在 LB 肉汤中的生长无显著影

响相似[20]，提示 PLD 与伪结核棒状杆菌的菌落

形态维持及体外生长繁殖不相关。 
磷脂酶是多种病原的重要毒力基因。Stead

等研究发现，缺失 pldA 的贝纳柯克斯体

(Coxiella Burnetii)在巨噬细胞内的繁殖速率降

低，认为缺失 pldA 后该病原对溶酶体的抵抗能

力减弱[21]。Jacobs 等研究表明，鲍曼不动杆菌

(Acinetobacter baumannii) pld 缺失后，该菌对细

胞侵袭能力及对小鼠致病力均有所下降 [22]。

Driskell等研究显示，普氏立克次氏体(Rickettsia 
prowazekii) pld 突变后对豚鼠的毒力下降[23]。

Lery 等发现， pld1 突变的肺炎链球菌 (K. 
pneumoniae)在急性肺炎小鼠模型中似乎无毒，

而感染野生型菌株和回复突变的小鼠在不到一

周的时间内均死亡[20]。虽然 PLD 已被证实是伪

结核棒状杆菌最重要的毒力因子之一，然而 pld
缺失对该病原在被感染巨噬细胞内的繁殖情

况、对巨噬细胞的致死水平，以及对被感染小

鼠致炎作用的影响等均不清楚。本研究发现，

缺失 pld 后，伪结核棒状杆菌引起被感染巨噬

细胞 LDH 释放水平显著减少，而且巨噬细胞内

存活的伪结核棒状杆菌数量也极显著下降，表

明 pld 缺失对该病原引起巨噬细胞死亡及其在

巨噬细胞内存活密切相关。体内试验证实，缺

失 pld 的伪结核棒状杆菌对小鼠致病力下降，

被感染小鼠肝脏、脾脏载菌量降低，提示缺失

pld 降低了该病原入侵上述脏器，这可能与伪结

核棒状杆菌 PLD 可水解细胞膜鞘磷脂中的酯

键，有助于该病原从感染部位扩散有关[24]。伪

结核棒状杆菌感染的主要特征是引起化脓性肉

芽肿 (pyogranulomas)，以肉芽肿中 IL-1β 和

TNF-α 表达水平升高为特征[25]，IL-1β 和 TNFα
均为重要的促炎细胞因子，在应答该病原感染

致病中起着重要作用[26]。本研究发现无痕缺失

pld 后，该病原感染小鼠肝脏和肾脏中 IL-1β，
以及肺脏和腹水中 TNFα 含量均显著低于野生

菌株，表明 pld 无痕缺失可减轻伪结核棒状杆

菌感染小鼠的致炎作用。 
综上，本研究在国内率先构建了伪结核棒

状杆菌 pld 无痕缺失株，发现 PLD 与该病原在

巨噬细胞内生长繁殖及引发巨噬细胞死亡密切

相关。同时证实 PLD 在该病原感染致病中发挥

重要作用。在伪结核棒状杆菌感染过程中 PLD
引发巨噬细胞死亡以及影响该病原致病性的详

细机制还有待进一步研究。 
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