
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2023, 63(3): 1141–1151  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20220535  

 Research Article 研究报告 
 

                           

资助项目：国家自然科学基金(32172851)；四川省科技计划应用基础研究项目(2020YJ0344) 
This work was supported by the National Nature Science Foundation of China (32172851) and the Applied and Fundamental 
Research Project of Science and Technology Program in Sichuan Province (2020YJ0344). 
#These authors contributed equally to this work. 
*Corresponding author. Tel: +86-28-62891176, E-mail: liumafengra@163.com 
Received: 2022-07-18; Accepted: 2022-09-21; Published online: 2022-09-30 

鸭疫里氏杆菌B739_RS00825基因缺失株抗血红素

毒性和氧化应激损伤以及定殖能力分析 

郭方 1,2,3#，邱媛媛 1,2,3#，程安春 1,2,3，刘马峰 1,2,3* 

1 四川农业大学动物医学院 预防兽医研究所，四川 成都 611130 
2 四川农业大学动物医学院 禽病防治中心，四川 成都 611130 
3 动物疫病与人类健康四川省重点实验室，四川 成都 611130 
 

郭方, 邱媛媛, 程安春, 刘马峰. 鸭疫里氏杆菌 B739_RS00825 基因缺失株抗血红素毒性和氧化应激损伤以及定殖能力分

析[J]. 微生物学报, 2023, 63(3): 1141-1151. 
GUO Fang, QIU Yuanyuan, CHENG Anchun, LIU Mafeng. B739_RS00825-deleted strain of Riemerella anatipestifer CH-1: 
heme detoxication, oxidative stress resistance, and colonization[J]. Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(3): 1141-1151. 

摘   要：【目的】血红素可作为细菌重要的铁离子来源，然而转运过多的血红素也会对细菌造成

毒性。细菌通过调节、外排、螯合等多种方式减轻血红素毒性作用。鸭疫里氏杆菌(Riemerella 
anatipestifer, RA)是一种感染鸭及其他禽类的革兰氏阴性病原菌。前期研究表明，该菌编码血红素

转运系统，且能够从血红蛋白获取血红素，然而该菌是否编码血红素解毒蛋白未知。本研究以编

码一氧化氮合成酶的基因 B739_RS00825 为研究对象，分析其在抗血红素毒性和氧化应激损伤以

及定殖能力中的功能。【方法】构建 B739_RS00825 缺失株，并通过测定生长曲线、细菌存活率、

毒力及定殖等试验方法鉴定其在抗血红素毒性、抗氧化应激损伤、宿主致病中的功能。【结果】

与 RA CH-1 相比，RA CH-1ΔB739_RS00825 在添加过量血红素的培养基中生长不受影响；然而与

RA CH-1Δfur 相比，RA CH-1ΔfurΔB739_RS00825 在含血红素培养基中的生长明显受到抑制且对

H2O2 的抵抗力降低；B739_RS00825 基因在氧化应激条件下及 fur 缺失株中明显上调；与 RA CH-1
相比，RA CH-1ΔB739_RS00825 在雏鸭的毒力和定殖能力无明显减弱。【结论】B739_RS00825 基

因参与了该菌抗血红素毒性和抗氧化应激反应的功能，且受铁摄取调节子(ferric uptake regulator, 
Fur)调控。然而，B739_RS00825 基因并未参与该菌在宿主体内的定殖。 

关键词：鸭疫里氏杆菌(RA)；血红素毒性；氧化应激 
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Abstract: [Objective] The heme of host is an important iron source for pathogenic bacteria. 
However, excessive heme can cause damage to bacteria. Bacteria can reduce the heme toxicity 
through regulation, efflux, and chelation. Riemerella anatipestifer is a Gram-negative 
bacterium that infects ducks and other birds. The available studies have demonstrated that    
R. anatipestifer encodes a heme transport system to obtain heme from host hemoglobin. 
However, we are not clear whether this bacterium encodes heme detoxification protein or not. 
In this study, we analyzed the roles of B739_RS00825 encoding nitric oxide synthase in heme 
detoxification, oxidative stress resistance, and host colonization. [Methods] We constructed the 
B739_RS00825-deleted strain and studied its roles in heme detoxification, oxidative stress 
resistance, and host colonization through establishing the growth curve and determining the 
survival rate under H2O2 stress, the lethality to ducklings, and the colonization ability in 
ducklings. [Results] Compared with that of R. anatipestifer CH-1, the growth of 
CH-1ΔB739_RS00825 in the medium supplemented with excessive heme was not affected. 
However, compared with CH-1Δfur, CH-1ΔfurΔB739_RS00825 showed significantly inhibited 
growth in the medium containing excess heme and weakened resistance to H2O2. The 
transcription of B739_RS00825 was significantly upregulated under oxidative stress and in 
CH-1Δfur. Compared with CH-1, CH-1ΔB739_RS00825 did not show attenuated lethality or 
colonization in ducklings. [Conclusion] Gene B739_RS00825 was involved in the heme 
detoxification and oxidative stress resistance of R. anatipestifer and it was regulated by ferric 
uptake regulator (Fur). However, the gene was not involved in the lethality or colonization of 
R. anatipestifer in ducklings. 
Keywords: Riemerella anatipestifer (RA); heme toxicity; oxidative stress 
 

铁离子是绝大多数细菌生存所必需的营养

物质之一。在体外有氧环境，大多数的铁主要

以不溶性的 Fe2O3 或 Fe(OH)3 等形式存在。在无

氧或还原性条件下，铁主要以二价铁离子的可

溶性形式存在[1]。在宿主体内，绝大多数的铁

离子以血红素的形式储存在血红蛋白等血红素

结合蛋白中，其余铁离子以转铁蛋白，乳铁蛋

白的形式储存于血清、乳汁当中 [2]。细菌为获

取铁源，进化出了多种铁离子摄取机制，如铁

载体(siderophore)依赖的铁离子摄取机制、血
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红素摄取系统等，来满足细菌对铁的需求 [3]。

然而，摄取过多的铁离子和血红素都会对细菌

造成氧化应激损伤。所以，细菌同时会通过调

节、外排、螯合等机制来对抗铁离子或血红素

毒性 [4]，例如：细菌编码铁摄取调节子(ferric 
uptake regulator, Fur)蛋白来调节铁离子和血红

素的摄取，当胞内铁离子浓度降低时，转运铁和

血红素的基因上调表达，促进铁和血红素转运；

当胞内铁离子浓度升高时，转运铁和血红素的基

因表达下调，抑制铁离子和血红素的转运[5]。 
鸭疫里氏杆菌(Riemerella anatipestifer, RA)

是一种主要感染鸭及其他禽类的革兰氏阴性

菌，其中雏鸭最为易感，该病引起的浆膜炎、

心包炎、肝周炎等临床症状极易造成雏鸭死亡，

这对我国养鸭业造成了巨大的经济损失[6]。鸭

疫里氏杆菌的生长及致病需要铁离子的参与，

其可以通过鸭血清、鸭血红蛋白等多种途径获

取铁源[7]。前期研究结果表明，鸭疫里氏杆菌

编码 TonB 复合物及 TonB 依赖性的受体能够从

鸭血红蛋白获取血红素 [8-10]，此外，该菌编码

Fur 调节蛋白来调节铁和血红素的转运，以维持

胞内铁稳态[11]。然而，鸭疫里氏杆菌是否编码

抗血红素毒性的蛋白未知，因此，本研究鉴定

了 B739_RS00825 基因在鸭疫里氏杆菌 CH-1 抗

血红素毒性的功能和作用，并且评价了其是否

参与宿主的致病。 

1  材料与方法 
1.1  菌株及试剂 

菌株 RA CH-1 由本实验室保存； RA 
CH-1Δfur在前期研究中构建[10]，本实验室保存；

RA CH-1ΔB739_RS00825，RA CH-1ΔfurΔB739_ 
RS00825 本研究构建；分子生物学试剂，如 DNA
纯化回收试剂盒，质粒小提试剂盒等购自北京

天根生化科技有限公司；荧光定量 PCR 试剂盒

购自南京诺唯赞生物科技有限公司；培养基购

自北京索莱宝科技有限公司。 
1.2  引物设计与合成 

本研究所使用基因序列来自 NCBI 数据库，

引物序列由华大基因有限公司合成(表 1)。 

1.3  实验动物 
实验动物购买于成都克里莫公司，购买后

饲养于四川农业大学成都校区动物房。动物实

验方法经四川农业大学动物福利委员会审阅和

批准。 

1.4  菌株 RA CH-1ΔB739_RS00825 和 RA 
CH-1ΔfurΔB739_RS00825 构建 

RA CH-1ΔB739_RS00825 无痕缺失株采用

自然转化的方法构建[12]。具体步骤如下：通过

PCR 分别扩增 B739_RS00825 基因上下游片段，

并将其克隆至质粒 pBAD24::cfx-SacB，构建质

粒 pBAD24::B739_RS00825 up-cfx-SacB-B739_ 

RS00825 down。使用引物 B739_RS00825 up P1
和 B739_RS00825 down P2 从质粒扩增 DNA 片段

B739_RS00825 up-cfx-SacB-B739_RS00825 down，

纯化回收后进行第一次自然转化，用含头孢西丁

(1 μg/mL)抗性的血平板筛选第一次同源重组菌

株，并命名为 RA CH-1ΔB739_RS00825::cfx-SacB；

用引物B739_RS00825 fusion up和B739_RS00825 

fusion down 分别扩增 B739_RS00825 基因上游

片段和下游片段，并将其通过 PCR 的方式融合为

B739_RS00825 up-down。通过自然转化的方式将

融合片段转入菌株 RA CH-1ΔB739_RS00825::cfx- 

SacB 中，用含有 12.5%蔗糖的血平板进行反向筛

选。使用引物B739_RS00825 up P1/B739_RS00825 
down P2、cfx P1/P2 和 SacB P1/P2 进行鉴定，并

将鉴定正确菌株命名为RA CH-1ΔB739_RS00825。 
在RA CH-1ΔB739_RS00825菌株的基础上通

过自然转化的方式来构建 RA CH-1ΔfurΔB739_ 
RS00825。具体步骤如下：用引物 fur up P1/fur  
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表 1  引物序列 
Table 1  Primer sequences 
Primer Primer sequences (5′→3′) Restriction enzyme 

site (underline) 
B739_RS00825 up P1 CTAGCTAGCTAGTGTACAATACGCCAGTCCAGAACTTGTAG Nhe Ⅰ 
B739_RS00825 up P2 GGGGTACCCCGGCTAAACCCAAGTGTAGATAACG Kpn Ⅰ 
B739_RS00825 down P1 ACGCGTCGACGAAACCGCTATCAACAACTATTCTG Sal Ⅰ 
B739_RS00825 down P2 ACATGCATGCATGTATGAGGTAGGCGGTATATTTTGG Sph Ⅰ 
B739_RS00825 fusion up P1 TTTAGCATTAGGACTAGGGCTTATCCAGAA  
B739_RS00825 fusion up P2 TAGTTGTTGATAGCGGTTTCGGCTAAACCCAAG 

TGTAGATAACG 
 

B739_RS00825 fusion down P1 CGTTATCTACACTTGGGTTTAGCCGAAACCGCTATCAACAAC
TATTCTG 

 

B739_RS00825 fusion down P2 GTAAAGGCTTCGGGTGTACCTACCTTTTTA  
fur up P1 CACTGATTGCAGACGGAGTAATAACAC  
fur down P2 
fur identify P1 
fur identify P2 

CTGGAAAAAATCTTTTTTCTTTGTTTACC 
GCCTGAACGCTATACTATATTAG 
TATGACCGTAGAAATAAAGCG 

 

qB739_RS00825 qRTP1 AATGAACCACTACACCACCT  
qB739_RS00825 qRTP2 TTATAGAGCCAAATCCCACGA  
cfx P1 CGGGGTACCTGACCCCGAAGCAGGGTTATGC  
cfx P2 GCTCTAGAGCAAAGCAAGTGCAGTTTAAGATTTTACTG  
SacB P1 GCTCTAGACAATGAACATCAAAAAGTTTGC  
SacB P2 ACGCGTCGACTTATTTGTTAACTGTTAATTGTCC  

 
down P2 从菌株 RA CH-1Δfur::spc 扩增片段 fur 
up-spc-fur down。将 DNA 片段 fur up-spc-fur 
down 通过自然转化的方式转入 RA CH-1ΔB739_ 
RS00825 涂布于含壮观霉素(spectinomycin, Spc) 
(80 μg/mL)的血平板进行筛选，用引物为 fur up 
P1/fur down P2 和 fur identify P1/P2 进行鉴定，

将鉴定正确的菌株命名为 RA CH-1ΔfurΔB739_ 
RS00825。 

1.5  血红素敏感性实验 
比较 RA CH-1 和 RA CH-1ΔB739_RS00825

菌株分别在 GCB (gonorrhoeae-culture broth) 
[1.5% proteose peptone (Oxoid 公司 )、 0.4% 
K2HPO4 (Sigma 公司)、0.1% KH2PO4 (Sigma 公

司)、0.5% NaCl (Sigma 公司)、40% glucose 
(Sigma 公司)、1% L-glutamine (Sigma 公司)、
0.002% thiamine pyrophosphate (Sigma 公司)、

0.5% Fe(NO3)3 (Sigma 公司)]及 GCB+35 μmol/L
血红素液体培养基中的生长情况，同时比较 RA 
CH-1ΔfurΔB739_RS00825 和 RA CH-1Δfur 在

GCB+10 μmol/L 血红素液体培养基中的生长情

况。具体步骤如下：将菌株复苏于血平板，待

长出单克隆后将其接种至 4 mL GCB 液体培养

基中培养过夜。次日，将菌液接种至 20 mL GCB
或 GCB 加血红素培养基，起始 OD600 值为 0.1，
菌液置于 37 ℃摇床培养，每 2 h 测量一次 OD600

值，实验重复 3 次。以时间为横坐标，菌液 OD600

值为纵坐标，绘制细菌的生长曲线。 

1.6  H2O2 敏感性实验 
H2O2 敏感性实验方法参照文献[12]进行。

具体步骤如下：将菌株复苏于血平板并培养过

夜。待长出单克隆后，再接种至 4 mL GCB 液

体培养基中过夜培养。次日，将菌液接种于 GCB
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液体培养基中，起始 OD600 值为 0.1，摇菌至生

长对数期。收集菌体后，用 PBS 重悬、洗涤并

调整至 OD600=0.5。用 5 mmol/L H2O2 处理 30 min
后，稀释涂板计数。用未处理组作为对照，实

验重复 3 次。 

1.7  荧光定量 PCR 
将菌株在 GCB 培养基培养至对数生长期，

收集菌体。用细菌总 RNA 抽提试剂盒[天根生

化科技(北京)有限公司]提取总 RNA，用反转录

试剂盒(南京诺唯赞生物科技有限公司)将 1 μg 
RNA 反转录为 cDNA 样品。荧光定量 PCR 采

用上述 cDNA 作为模板，经 SYBR Green I 嵌合

荧光法专用试剂(南京诺唯赞生物科技有限公司)
的反应体系和反应程序进行，得到各样品目标基

因的 Ct 值，运用 2−ΔΔCt法计算 B739_RS00825 基

因的相对表达水平，编码 16S rRNA 的基因作

为内参基因[13]。 

1.8  雏鸭体内定殖能力测定 
菌株在雏鸭体内的定殖实验参照文献进行

操作[14]。具体实验过程为：将菌株培养至对数生

长期，通过离心方式收集菌体，用 PBS 洗涤并调

整至OD600值为2.5 OD/mL，即得到5×109 CFU/mL 
(鸭疫里氏杆菌 OD600 值与菌落数对应关系为：

1 OD≈2×109 CFU)。将 3 日龄雏鸭随机分成 2 组，

每组鸭子通过腿部肌肉注射 109 CFU。雏鸭攻毒

24 h 后，每组随机选取 6 只雏鸭，采集血液、肝

脏、脾脏和脑等组织，将组织匀浆、梯度稀释后

涂布于含卡那霉素和多黏菌素的血平板(鸭疫里

氏杆菌对这2种抗生素具有天然抗性)上长出来的

细菌数量，计算出雏鸭每克组织含有的载菌量。 

1.9  实验数据处理 
所有实验数据采用软件 GraphPad Prism 8

进行统计学分析，通过 T 检验确定数据的统计

学显著性。*代表 P<0.05，**代表 P<0.01，***
代表 P<0.001，****代表 P<0.000 1。 

2  结果与分析 
2.1  RA CH-1ΔB739_RS00825 和 RA 
CH-1ΔfurΔB739_RS00825 构建 

B739_RS00825 基因在鸭疫里氏杆菌基因组

中被注释为一氧化氮合成酶基因，然而其编码蛋

白与大肠杆菌一氧化氮合成酶的同源性较低

(24.33%)。为研究该基因编码蛋白的功能，本研

究首先在鸭疫里氏杆菌 CH-1 菌株中对其进行了

缺失。第一次自然转化用 B739_RS00825 up-cfx- 

SacB-B739_RS00825 down 片段作为底物 DNA，

RA CH-1 作为受体菌，在含头孢西丁抗性的平板

上筛选。结果如图 1A 所示，通过 PCR 能扩增出

B739_RS00825 up-cfx、cfx-SacB、SaB-B739_RS00825 

down片段，说明第一次同源重组成功且位置正确。

第二次自然转化用 B739_RS00825 up-down 作为

底物 DNA，RA CH-1ΔB739_RS00825::cfx-SacB

为受体菌株，在含 12.5%蔗糖的血平板上进行

反向筛选。结果如图 1B 所示，通过 PCR 能扩增

出 B739_RS00825 up-down 片段，而不能扩增出

cfx-SacB 片段。这表明 RA CH-1ΔB739_RS00825

无痕缺失株构建成功。 
将 fur up-SpcR-fur down 片段通过自然转化

的方式转入菌株 RA CH-1ΔB739_RS00825，在

含有壮观霉素抗性的平板上筛选重组菌株。结

果如图 1C 所示，通过 PCR 能够扩增出 fur 
up-SpcR-fur down 片段而不能够扩增出 fur 基因。

这说明 RA CH-1ΔfurΔB739_RS00825 构建成功。 

2.2  B739_RS00825 基因参与了抗血红素

毒性 
游离的血红素具有毒性，本研究通过测定

各菌株在 GCB 液体培养基及 GCB 液体培养基

添加血红素的生长状态来判定菌株对血红素的

抵抗力。结果如图 2A 所示，与亲本株相比，RA 
CH-1ΔB739_RS00825 在 GCB 及含 35 μmol/L 血
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红素 GCB 培养基中的生长曲线均无明显差异。

鸭疫里氏杆菌血红素的转运受 Fur 蛋白的调控，

在铁离子丰富条件下，Fur 蛋白抑制血红素转运

基因的转录[11]。考虑到此因素，本研究进一步

比较了 RA CH-1Δfur 与 RA CH-1ΔfurΔB739_ 
RS00825 在 GCB 及含 10 μmol/L 血红素 GCB 培

养基中的生长曲线有无明显差异。结果如图 2B
所示，与 RA CH-1Δfur 相比，RA CH-1ΔfurΔB739_ 
RS00825 在 GCB 培养基对数生长期生长缓慢。

本研究进一步比较了 RA CH-1Δfur 与 RA 
CH-1ΔfurΔB739_RS00825 对血红素的抵抗能力，

结果如图 2B 所示，当加入 10 μmol/L 血红素后对

RA CH-1Δfur 在 GCB 中的生长无任何影响。然

而，与在 GCB 中的生长相比，加入 10 μmol/L 血

红素后 RA CH-1ΔfurΔB739_RS00825 的生长明

显受到了抑制。此结果表明，B739_RS00825 基

因参与了血红素毒性抵抗作用。 

2.3  B739_RS00825 基因参与了对 H2O2抵抗 
对细菌造成氧化应激反应损伤是血红素毒

性的机制之一[15]。因 B739_RS00825 基因参与

了血红素毒性抵抗作用，本研究进一步推测

B739_RS00825 基因参与了对 H2O2的抵抗作用。

为了验证此假说，本研究比较了不同菌株在

H2O2 中的存活率。结果如图 3A 所示，与亲本 
 

 
 
图 1  PCR 鉴定 B739_RS00825 基因缺失株的凝胶电泳图 
Figure 1  The gel electrophoresis pattern of B739_RS00825 gene mutant strain by PCR. A: The PCR 
identification of the strain RA CH-1ΔB739_RS00825::cfx-SacB. Lane M: DNA Marker; Lane 1: The PCR 
fragments B739_RS00825 up-cfx; Lane 2: Positive control; Lane 3: Negative control; Lane 4: The PCR 
fragments cfx-SacB; Lane 5: Positive control; Lane 6: Negative control; 7: The PCR fragments 
SaB-B739_RS00825 down; Lane 8: Positive control; Lane 9: Negative control. B: The PCR identification of 
the strain RA CH-1ΔB739_RS00825. Lane 1: The PCR fragments B739_RS00825 up-down from RA 
CH-1ΔB739_RS00825; Lane 2: The PCR fragments B739_RS00825 up-down from RA CH-1; Lane 3: The 
PCR fragments cfx-SacB from RA CH-1ΔB739_RS00825; Lane 4: Positive control. C: The PCR identification 
of the strain RA CH-1ΔfurΔB739_RS00825 strain. Lane 1: The PCR fragments fur up-SpcR-fur down from 
RA CH-1ΔfurΔB739_RS00825; Lane 2: The PCR fragments fur up-SpcR-fur down from RA CH-1; Lane 3: 
The PCR fragments fur from RA CH-1ΔfurΔB739_RS00825; Lane 4: Positive control. 
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图 2  不同菌株在 GCB、GCB 含血红素液体培养基中的生长曲线 
Figure 2  The growth curves of different strains in GCB and GCB supplemented by heme. A: Growth curves 
of RA CH-1 and RA CH-1 ∆B739_RS00825 in GCB and GCB supplemented with 35 μmol/L heme. B: Growth 
curves of RA CH-1 ∆fur and RA CH-1 ∆fur∆B739_RS00825 in GCB and GCB supplemented with 10 μmol/L 
heme. Data are shown as the mean of three replicates, with the error bars representing±standard error. Statistical 
significance was determined by Student’s t-test (ns: No significant difference; ****: P <0.000 1). 
 

 
 

图 3  不同菌株经 H2O2 处理后的存活率 
Figure 3  The survival rate of different strains after H2O2 treatment. A: Survival rate of RA CH-1 and RA 
CH-1∆B739_RS00825 after 5 mmol/L H2O2 treatment. B: Survival rate of RA CH-1∆fur and RA CH-1 
∆fur∆B739_RS00825 after 5 mmol/L H2O2 treatment. Data are shown as the mean of three replicates, with 
the error bars representing±standard error. Statistical significance was determined by Student’s t-test (ns: No 
significant difference; ***: P <0.001). 
 

 

株相比，RA CH-1ΔB739_RS00825 对 H2O2 的抵

抗力无明显改变。然而，结果如图 3B 所示，与

RA CH-1Δfur 相比，RA CH-1ΔfurΔB739_RS00825
在 H2O2 中的存活率明显降低。此结果表明，

B739_RS00825 基因参与了血红素毒性抵抗是

通过抵抗氧化应激反应而实现的。 

2.4  B739_RS00825 基因转录水平测定 
通过对基因表达的调控，是细菌适应环境
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的一种常规策略。因此，本研究进一步测定了

影响 B739_RS00825 基因转录的因素。结果如 
图 4A 所示，经 H2O2 刺激后，B739_RS00825 基

因转录并未发生明显的改变。然而，与亲本株相

比，B739_RS00825 基因的转录在 fur 缺失株中明

显上调(图 4B)。此结果表明，B739_RS00825 基

因受 Fur 的调控。 

2.5  RA CH-1 和 RA CH-1 ΔB739_RS00825
在雏鸭体内定殖能力测定 

宿主会释放活性氧来抵抗病原菌的入侵。

因 B739_RS00825 基因参与了对氧化应激反应的

抵抗，本研究进一步探索了是否 B739_RS00825

基因与宿主致病相关。结果如图 5A 所示，与亲

本株相比，RA CH-1ΔB739_RS00825 对雏鸭的致

死能力并未减弱。为进一步研究 B739_RS00825

基因缺失后是否会对菌株在雏鸭的定殖有影

响 ， 本 研 究 进 一 步 测 定 了 亲 本 株 和 RA 
CH-1ΔB739_RS00825 在雏鸭各脏器的载菌量。

结 果 如 图 5B 所 示 ， 与 亲 本 株 相 比 ， RA 

CH-1ΔB739_RS00825在雏鸭体内的定殖没有明

显地减弱。 

3  讨论与结论 
绝大多数细菌在生长过程中需要血红素，

因为血红素参与到了细菌有氧呼吸链中的电子

传递、氧气储存、信号传递等生理功能[16]。同

时，血红素作为宿主体内最大的铁离子来源可

以为细菌提供生长所需的铁离子[17]。一些细菌

可以自身合成血红素，另一些细菌则需要从外

界环境中获取血红素，但细菌胞内过量的血红

素会对细菌造成氧化应激损伤。因此，细菌会

编码抗血红素毒性的系统，其主要通过外排和

螯合等作用方式来抵抗这一毒性作用[15]。一氧

化氮合成酶(nitric oxide synthase, NOS)具有抗

血红素毒性的作用仅在金黄色葡萄球菌中被报

道[18]。在鸭疫里氏杆菌中，B739_RS00825 基因

被注释为一氧化氮合成酶基因，但其在血红素

代谢中的功能未知。 
 

 
 
图 4  B739_RS00825 基因在不同条件下的相对转录水平 
Figure 4  The relative transcriptional level of B739_RS00825 gene under different conditions. A: The 
relative transcriptional level of B739_RS00825 gene in RA CH-1 after treating with 20 mmol/L H2O2. B: The 
relative transcriptional levels of B739_RS00825 gene in RA CH-1 and RA CH-1 ∆fur. Data are shown as the 
mean of three replicates, with the error bars representing±standard error. Statistical significance was 
determined by Student’s t-test (ns: No significant difference; ****: P <0.000 1). 
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图 5  RA CH-1 和 RA CH-1 ΔB739_RS00825 对雏鸭的致死率及其在雏鸭体内的定殖情况 
Figure 5  Survival rate and colonization of ducklings infected with RA CH-1 and RA CH-1ΔB739_RS00825. 
A: Survival of ducklings infected with 109 CFU of RA CH-1 and RA CH-1 ΔB739_RS00825, respectively. B: 
The bacterial load of RA CH-1 (solid symbol) and RA CH-1 ΔB739_RS00825 (hollow symbol) in different 
tissues of ducklings at 24 hours after infection. Statistical significance was determined by Student’s t-test (ns: 
No significant difference). 
 
 

本研究首先构建了 B739_RS00825 的基因缺

失株，并比对了与亲本株在 GCB 及 GCB 含过量

血红素中的生长状况。结果表明，B739_RS00825
基因缺失株和亲本株在以上 2 种不同的培养基中

均无明显的生长差异。在革兰氏阴性菌中，血红

素的摄取受 Fur 蛋白的调控，当胞内铁离子充足

时，Fur 蛋白会抑制铁离子和血红素摄取基因的

表达。因此，本研究推测，即便在 GCB 培养基

中加入了过量的血红素，血红素也不会被细菌转

运至胞内。为创造胞内过量的血红素环境，本研

究构建了 RA CH-1ΔfurΔB739_RS00825 菌株用于

后续研究。结果表明，在 GCB+10 μmol/L 血红

素培养基中，RA CH-1Δfur 的生长并未受到影

响，而 RA CH-1ΔfurΔB739_RS00825 生长明显

受到抑制，此结果说明，B739_RS00825 基因参

与了胞内血红素毒性的抵抗作用。 
由于过量的血红素会对细菌造成氧化应激

的损伤，因此本实验进一步比较了 RA CH-1 和

RA CH-1ΔB739_RS00825，以及 RA CH-1Δfur
和 RA CH-1ΔfurΔB739_RS00825 对 H2O2的抵抗

力。结果表明，与 RA CH-1Δfur 相比，RA 
CH-1ΔfurΔB739_RS00825 的存活率明显降低。

此结果进一步证明，B739_RS00825 基因是通过

抵抗氧化应激损伤的机制来抵抗血红素毒性

的。RA CH-1 和 RA CH-1ΔB739_RS00825 对

H2O2 的敏感性无明显差异，这可能解释为有其他

多种抗 H2O2 的酶存在；而在 RA CH-1Δfur 中铁

离子代谢失调，导致对 H2O2 更加敏感，此时

B739_RS00825 基因抵抗 H2O2 的功能得到体现。 
为进一步研究 B739_RS00825 基因发挥抗

血红素毒性的调控机制，本研究利用荧光定量

PCR 实验测定了 B739_RS00825 基因的转录与

氧化应激及 fur 基因的关系。结果表明，与亲本

株相比，B739_RS00825 基因转录水平在 fur 缺

失株中上调 20 倍左右。然而，B739_RS00825
基因在 H2O2 刺激后转录水平并没有发生变化，
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此结果更加印证了 B739_RS00825 基因在 Fur
功能失调的情况下发挥作用。 

为抵抗细菌入侵，宿主会通过巨噬细胞产

生活性氧(reactive oxygen species, ROS)等其他

非特异性免疫反应对细菌造成损伤[19]。由此可

以推测，当细菌抵抗氧化应激反应的能力降低

时，其对宿主的入侵和定殖能力也会降低。因

此，本研究评价了 B739_RS00825 基因对雏鸭

的致病和定殖能力的影响。然而，实验结果表

明，与亲本株相比，B739_RS00825 基因缺失株

对雏鸭的致病和定殖能力并未减弱。其原因可能

为，B739_RS00825 基因只有在过多铁离子或血

红素的情况下才会显示其抗氧化应激反应功能

的重要性，而在宿主体内为一个铁离子限制性环

境；另外一种可能的解释为，鸭疫里氏杆菌编码

多个抗氧化应激反应的基因，B739_RS00825 基

因在体内不起主要的作用。为研究 B739_RS00825
基因发挥功能的机制，本研究曾多次在大肠杆菌

表达全长 B739_RS00825 重组蛋白，但未发现有

表达。因此，未能对其蛋白功能进行进一步鉴定。

推测其发挥功能的机制为，B739_RS00825 蛋白

能够结合游离的血红素，并以血红素为辅基发

挥抵抗氧化应激反应的作用。 
总之，本研究首次证实了在鸭疫里氏杆菌

中 存 在 有 编 码 抵 抗 血 红 素 毒 性 的 基 因 。

B739_RS00825 基因通过抵抗氧化应激反应而

发挥抗血红素毒性的功能，未来需进一步鉴定

是否鸭疫里氏杆菌编码血红素外排的基因。 
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