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摘   要：【目的】探究小 RNA (small RNA, sRNA) RybB 和伴侣蛋白 Hfq 对沙门氏菌孔蛋白 OmpD
表达的调控作用。【方法】以鼠伤寒沙门菌(Salmonella Typhimurium, STM)为研究对象，将含有

编码 β-半乳糖苷酶的 lacZ 报告基因的 pCE40 质粒转入 ompD 基因单缺失菌株中以获得 lacZ 报告

菌株；在此基础上，利用 P22 噬菌体转导技术分在 lacZ 报告菌株中构建 rybB 全序列缺失、hfq 全

序列缺失、hfq 点序列敲除和 hfq 序列截短以获得双突变实验菌株，以及 rybB 全序列缺失和 hfq
全序列缺失的三突变实验菌株。通过 β-半乳糖苷酶活性试验和 RT-qPCR 探究 sRNA RybB 及伴侣

蛋白 Hfq 对孔蛋白 OmpD 表达的调控作用。【结果】成功在 lacZ 报告菌中构建 rybB 全序列缺失、

hfq 全序列缺失、hfq 点序列敲除和 hfq 序列截短等双缺失实验菌株，以及 rybB 全序列缺失和 hfq
全序列缺失的三突变实验菌株。与野生型(wild type, WT)菌株相比，在 lacZ 报告菌株中，hfq 基因

截短为 87 个氨基酸序列的突变株中的 OmpD 蛋白活性下调了 2.16%，其余实验株 OmpD 蛋白的

β-半乳糖苷酶活性均呈上升趋势。与 WT 菌株相比，实验菌株 ompD 基因转录水平除了            
STM LT2∆ompD::lacZΔhfq65 的上调不具有显著性外，其余实验菌株均显著(P<0.05)上调，其中 lacZ
报告菌株、rybB 全序列缺失和 hfq 全序列缺失的三突变实验菌株 ompD 基因转录水平上调最明显，
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为 1.83 倍。【结论】ompD 基因的转录及蛋白表达主要受 hfq 基因和 sRNA RybB 的负反馈调节；

Hfq 的远端面在对 ompD 基因的转录抑制中起关键作用。通过多个基因突变菌株的构建，阐述了

sRNA 伴侣蛋白 Hfq 与孔蛋白 OmpD 的相互作用关系，探索了 Hfq 对 ompD 的调控关键区域，丰

富了 sRNA 的调控理论。 

关键词：鼠伤寒沙门菌；λ-Red 同源重组；sRNA RybB；Hfq；ompD  
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Abstract: [Objective] To investigate the role of the small RNA (sRNA) RybB and the 
chaperone protein Hfq in regulating the expression of porin OmpD in Salmonella. [Methods] 
In this study, Salmonella Typhimurium (STM) was used as the research object. The pCE40 
plasmid carrying the reporter gene lacZ encoding β-galactosidase was transferred into the 
single mutant lacking ompD to obtain the lacZ reporter strain. On this basis, we employed P22 
phage-mediated transduction to construct the double mutants lacking full-length rybB, 
full-length hfq, partial sequence of hfq, or truncated hfq sequence and the triple mutantlacking 
full-length rybB and full-length hfq. The regulatory effects of RybB and Hfq on the expression 
of OmpD were probed by β-galactosidase activity assay and RT-qPCR. [Results] We 
successfully constructed the double and the triple mutant. Compared with that in the wild type 
(WT), the OmpD activity was down-regulated by 2.16% in the lacZ reporter strain with 
truncated sequence (87 residues) of hfq, and the β-galactosidase activity of OmpD increased in 
the rest strains. Compared with WT, except for STM LT2∆ompD::lacZ∆hfq6, all the mutants 
showed up-regulated transcript level of ompD (P<0.05), with the most significant up-regulation 
of 1.83-folds in the triple mutant. [Conclusion] The transcription and translation of ompD are 
mainly regulated by the negative feedback of hfq and RybB. The distal end of Hfq plays a key 
role in the transcriptional repression of ompD. By construction of several mutants, this article 
illustrated the interactions of RybB and Hfq with OmpD and explored the key regions of Hfq in 
regulating ompD, which enriched the theory of sRNA regulation. 
Keywords: Salmonella Typhimurium; λ-Red homologous recombination; sRNA RybB; Hfq; ompD 
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沙门菌(Salmonella)是一种革兰氏阴性菌，

已知有超过 2 400 种不同的血清型[1]，为全球范

围内最常见的食源性致病菌之一，可引起广泛的

胃肠道和全身性疾病[2-3]。 
鼠 伤 寒 沙 门 菌 (Salmonella Typhimurium, 

STM)是通常用于研究非编码 sRNA 功能的病原

体之一[4]。sRNA 在细菌中广泛存在，其作用在

任何生物体中都不容忽视[5]。STM 中许多非编码

sRNA 都是在静止阶段积累的，在这个阶段会上

调许多应激反应调节因子，如 sRNA SdsR、sRNA 
MicC、伴侣蛋白 Hfq 等[6]。STM 在调节过程中，

部分 sRNA 的调节需要结合伴侣蛋白 Hfq，Hfq
使用端面结合 sRNA 形成的复合物具有保护

sRNA 降解、促使 sRNA 与靶标 RNA 结合、提

高 sRNA 靶向特异性等功能[7-8]。 
STM 中孔蛋白以同源或异源三聚体的形式

存在，可形成水通道，允许小分子量(<600 Da)
的亲水分子被动转运[9]；细菌能通过孔蛋白形成

的通道摄取细胞外营养物质以及排出细胞内废

物和有毒物质，维持细胞外环境中周质的等渗

性，孔蛋白也可作为一种保护系统抵御外来有害

大分子[10]。OmpD 是经典孔蛋白家族的成员，也

是 STM 外膜中最丰富的蛋白质[11]。OmpD 具有

免疫原性，且在 STM 感染宿主的过程中，该蛋

白表达有利于其在宿主内克服诸多不利条件，使

其能成功感染宿主[12]。RybB 是一种西格玛因子

(σE)依赖性 sRNA，可调节大肠杆菌和沙门氏菌

中主要孔蛋白的合成[13]。OmpD 作为 RybB 和

Hfq 联合调控的靶标，在国内研究较少。lacZ 基

因主要编码 β-半乳糖苷酶，作为一种广泛使用

的报告基因可用于研究沙门氏菌和其他病原体

在不同条件下的启动子活性，也可在细菌、出芽

酵母、果蝇、小鼠等的研究中作报告基因[14-15]。 
本研究通过同源重组技术构建了 STM 

ompD 单基因缺失株与 lacZ 基因融合的 lacZ 报

告菌株，将本课题组保存的 Hfq 远端面核心氨基

酸第 25 位氨基酸残基酪氨酸突变为丙氨酸的菌

株 hfqY25A [STM LT2 hfq (TAT73−75>GCG)::tet]、
Hfq 近端面核心氨基酸第 56 位氨基酸残基赖氨

酸突变为丙氨酸的菌株 hfqK56A [STM LT2 hfq 
(AAG166−168>GCG)::tet]、Hfq 蛋白 C 端分别截

短至 65、72 和 87 个氨基酸的菌株：hfq65 [STM 
LT2hfqΔ(196−306)::tet]、 hfq72 [STM LT2hfqΔ 
(217−306)::tet]、hfq87 [STM LT2hfqΔ(262−306):: 
tet]以及 hfq 基因完全缺失株(STM LT2Δhfq::tet)，
通过 P22 噬菌体分别与 lacZ 报告菌株进行双缺

失；再将 rybB 和 hfq 基因缺失菌株与 lacZ 报告

菌株分别进行双缺失、三缺失，以探究 rybB、

hfq 基因对沙门氏菌 ompD 基因转录和蛋白表达

的影响。 

1  材料与方法  
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒   

鼠伤寒沙门菌野生型菌株 STM LT2 (WT)、
pKD13 质粒(含有卡那霉素抗性片段)、pCE40 质

粒(含有 lacZ 基因片段)、STM 12488 株(携带质

粒 pCP20)、STM 7455 株(携带质粒 pKD46)、P22
噬菌体，均由法国国家科学研究中心(National 
Centre for Scientific Research, CNRS)分子遗传学

Bossi 实验室惠赠；邻硝基苯 β-半乳吡喃糖苷

(o-nitrobenzene β-galactopyranoside, ONPG)购自

北京索莱宝科技有限公司；鼠伤寒沙门菌 hfq 基

因完全缺失株菌株 MA10675 (STM LT2Δhfq:: 
tet)、hfqY25A [STM LT2 hfq (TAT73−75>GCG):: 
tet]、 hfqK56A [STM LT2 hfq (AAG166−168> 
GCG)::tet]、hfq65 [STM LT2hfqΔ(196−306)::tet]、
hfq72 [STM LT2hfqΔ(217−306)::tet]、hfq87 [STM 
LT2hfqΔ(262−306)::tet]、rybB 基因缺失株(基因型：

STM LT2ΔrybB::cat)均由本实验室构建保存。 
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1.1.2  主要试剂 
Green Taq Mix、琼脂糖、DNA 回收试剂盒

购自生工生物工程 (上海 )股份有限公司；

GeneJET 质粒小提试剂盒、L-阿拉伯糖、R6950 
Bacterial RNA Kit 和 HiScript Ⅲ RT SuperMix for 
qPCR 试剂盒购自贵州卓一生物科技有限公司。 

实验室配制 Z 缓冲液(Z buffer)：Na2HPO4·7H2O 
16.1 g，NaH2PO4·H2O 5.5 g，KCl 0.75 g，

MgSO4·7H2O 0.246 g，β-巯基乙醇 2.7 mL，ddH2O
定容至 1 L，pH 调至 7.0，过滤除菌。 
1.2  基因缺失株的构建 
1.2.1  引物设计  

以NCBI公布的鼠伤寒沙门菌LT2的全基因

组序列(序列号为：NC_003197.2)为参考序列，

设计基因 ompD 的打靶片段引物及特异性验证

引物。打靶片段引物序列如表 1 所示；引物均送

至生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 
1.2.2  打靶片段的制备  

用 GeneJET 质粒小提试剂盒提取 pKD13 质

粒，以质粒 pKD13 为模板，P1、P2 为引物进行

Touchdown PCR 扩增。PCR 反应体系(50 μL)：
pKD13模板(10 mg/L) 8 μL，P1、P2引物(1×10−5 mol/L)

各 2 μL，ddH2O 13 μL，Green Taq Mix 25 μL。

PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s，55 ℃   
30 s，72 ℃ 1.5 min，循环 5 次；95 ℃ 10 s，54 ℃ 
30 s，72 ℃ 1.5 min，循环 5 次；95 ℃ 10 s，52 ℃ 
30 s，72 ℃ 1.5 min，循环 15 次；72 ℃ 8 min；
取 10 μL PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，剩

余产物纯化后进行下一步操作。 
1.2.3  ompD 基因缺失株的构建  

感受态细胞的制备：挑取 STM 7455 菌株单

菌落接种于 5 mL LB 中，37 ℃、170 r/min 振荡

培养过夜，次日 1:100 复接于 70 mL LB 中，加

入 52 μL 20%的阿拉伯糖，30 ℃振荡培养至对数

早期(OD600 为 0.2−0.3)，用 10%甘油洗涤 4 次后

重悬于 200 μL 的甘油中，每管分装 50 μL 并置

于冰上备用。 

一次重组菌株的构建：将纯化后 PCR 产物

按 1:10 的比例与感受态细胞混合后，2.5 kV 电

压进行电转化，37 ℃孵育 1 h，取 200 μL 涂布

于卡那霉素抗性平板，37 ℃过夜培养，次日挑

取阳性转化子，利用引物 P3、P4 进行鉴定。构

建成功的基因命名为：STM LT2∆ompA::kn。 
 
表 1  本研究使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Fragment size (bp) 
P1 TAAGGATTATTAAAATGAAACTTAAGTTAGTGGCAGTGGC 

GATCCGTCGACCTGCAGTTC 
1 377 

P2 TGTTGTCGGTAGACACTTTAGCCGCTTTGGTGAAGTCGCT 
TGTGTAGGCTGGAGCTGCTT 

P3 GGCGGGCCGATATTGATATT 725 
P4 ATAGCCCAGTAGCTGACATTC 
P5 TGAACTTATGCCACTCCGTC 365 
P6 TGCACGGCATACTCCTTATG 
P7 TGAACTTATGCCACACTCCGTC 

ATGTGAGCGAGTAACAACCC 
561 

P8 
P9 AAGTTAGTGGCAGTGGCAGT 115  
P10 GCTGAGCGTGAACTTTACCG 
下划线标记区域为基因 ompD 的同源臂区域，未标记下划线为质粒 pKD13 中 Kan 抗性扩增引物 
The underlined area represents the homologous arm region of the gene ompD, while the unlabeled area represents the Kan 
resistance amplification primer in plasmid pKD13. 
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二次重组菌株的构建：取 1 μL pCP20 质粒

与 50 μL STM LT2∆ompA::kn 感受态细胞混合

后， 2.5 kV 电压进行电转化，去除 STM 
LT2∆ompA::kn 中的卡那抗性基因，30 ℃、170 r/min
振荡培养 1 h 后涂布于氨苄青霉素抗性平板，

30 ℃、170 r/min 培养过夜后挑取单个菌落以 P5、
P6 进行验证，PCR 产物送至生工生物(上海)股
份有限公司进行测序鉴定。最终获得 STM 
LT2∆ompD。 

1.3  lacZ 报告菌株的构建  
利用λ-Red同源重组技术，将STM LT2∆ompD

菌株接种于 5 mL LB 中，37 ℃、170 r/min 振荡培

养过夜，按 1.2.3 方法制备感受态细胞，取 1 μL
质粒 pCE40 与其混合后，2.5 kV 电压进行电转

化，37 ℃、170 r/min 振荡培养 1 h 后涂布于卡

那霉素抗性平板，37 ℃培养过夜。次日挑取单

个菌落作为模板，以引物 P7、P8 进行 PCR 验证，

并将 PCR 产物送至生工生物工程(上海)股份有

限公司进行测序。最终获得 lacZ 报告菌株 STM 
LT2∆ompD::lacZ。 

1.4  缺失 lacZ 报告菌株中 rybB 和 hfq 基因

的实验菌株构建  
将 MA10675 (STM LT2hfq::tet)、hfqY25A 

[STM LT2 hfq (TAT73−75>GCG)::tet]、hfqK56A 
[STM LT2 hfq (AAG166−168>GCG)::tet]、hfq65 
[STM LT2hfqΔ(196−306)::tet] 、 hfq72 [STM 
LT2hfqΔ(217−306)::tet] 、 hfq87 [STM LT2hfqΔ 
(262−306)::tet]和 rybB 基因缺失株为供体菌，

STM LT2∆ompD::lacZ 为受体菌，取 P22 噬菌体

肉汤与菌株 STM LT2∆ompD::lacZ 混合培养过

夜，次日 12 000 r/min 离心 3 min，取离心后上

清液，加入 50 μL 氯仿振荡，4 ℃静置 1 h 后备

用。取供体菌 100 μL 与受体菌 50 μL 混匀，在

37 ℃、170 r/min 振荡培养 1 h 后取 30 μL 涂布

于卡那霉素抗性平板，37 ℃培养过夜，次日挑

取单个菌落进行 PCR 验证。 

1.5  实验菌株中OmpD蛋白表达水平的影响 
将所有实验菌株培养至 OD600 为 0.4−0.7，

取菌液 100 μL 与 900 μL Z buffer 混匀，加入 20 μL
甲苯后水浴 2 h，再加入 200 μL ONPG (4 mg/mL)，
记录起始时间 t1，待溶液变黄，立即加入 500 μL 
Na2CO3终止液，记录终止时间 t2，最后 10 000 r/min
离心 5 min，取上清液测 OD420，记录数值后计

算 β-半乳糖苷酶活性。计算公式如下[16]：β-半乳糖

苷酶活性=1 000×OD420/[(t2−t1)×0.1×OD600]。 

1.6  实时荧光定量 PCR 检测实验菌株中

ompD 基因转录水平 
将所有实验菌株过夜培养，根据 R6950 

Bacterial RNA Kit 提取菌株总 RNA，以相应的菌

株 RNA 作为模板反转录成 cDNA，反转录得到的

cDNA 作为模板，引物为 P9、P10，进行 RT-qPCR
试验，每个样品设置 3 个重复，以 16S rRNA 基因

作为内参，结果采用 Cq值法[17] (Qr=2−ΔΔCt)计算。 

1.7  数据统计和分析 
试验数据使用软件 GraphPad Prism 7 作图，

比较各组间的变化与差异，并采用 SPSS 20.0 软

件进行单因素方差分析 (one-way analysis of 
varianceone-way, ANOVA)和邓肯氏法(Duncan’s)
多重比较，结果采用(平均值±标准差)表示。

P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果与分析 
2.1  lacZ 报告菌株构建结果  

以质粒 pKD13 为模板扩增产物经琼脂糖凝

胶电泳检测，结果显示，缺失株的目的条带大小

为 1 377 bp (图 1A)。 
对两次重组结果分别进行 PCR 鉴定，两次

重组菌株均出现与预期大小相符目的条带(图
1B、1C)。结果显示，两次重组菌株目的条带大

小分别为 725 bp 和 365 bp。 
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将转入质粒 pCE40 作为模板进行 PCR 扩

增，条带与预期相符(图 1D)。结果显示目的条

带大小为 561 bp，lacZ 报告菌株成功构建。 

2.2  实验菌株构建结果 
利用 P22 噬菌体转导技术构建双缺失及三

缺失的实验菌株，PCR 鉴定结果显示，rybB 基

因和 hfq基因缺失菌株与STM LT2∆ompD::lacZ的

实验菌株成功构建：STM LT2ΔompDΔrybB::cat 
(图 2A)、STM LT2∆ompD::lacZ∆rybB::cat∆hfq::tet 

(图 2B)，将 lacZ 报告菌株 STM LT2∆ompD::lacZ
和 hfq 全基因缺失、hfq 基因定点缺失、hfq 基因

截短缺失的菌株进行转导，构建实验菌株：STM 
LT2∆ompD::lacZΔhfq::tet 、 STM LT2∆ompD:: 
lacZΔhfqK56A、STM LT2∆ompD::lacZΔhfq65、
STM LT2∆ompD::lacZΔhfq72、STM LT2∆ompD:: 
lacZΔhfq87 和 STM LT2∆ompD::lacZΔhfqY25A，

PCR 扩增后条带均与预期相符(图 3)，实验菌株

成功构建。 
 

 
图 1  lacZ 报告菌株构建图 
Figure 1  lacZ report strain construction map. A: Electrophoresis results of PCR products carrying kanamycin 
resistance. M: DL2000 DNA marker; Lane 1: Negative control using total DNA of the wild type bacteria as the 
template; Lane 2: Primers P1 and P2 were amplified to obtain the shooting clip. B: PCR electrophoresis results 
of bacteria STM LT2 ompD::kn. M: DL2000 DNA marker; Lane 1: Negative control using total DNA of the 
wild type bacteria as the template; Lane 2: Primers P3 and P4 were amplified to obtain the bacteria STM LT2 
ompD::kn. C: PCR electrophoresis results of mutant STM LT2 ∆ompD. M: DL2000 DNA marker; Lane 1: 
Negative control using total DNA of the wild type bacteria as the template; Lane 2: Primers P5 and P6 were 
amplified to obtain the mutant STM LT2∆ompD. D: PCR electrophoresis results of the mutant STM 
LT2∆ompD::lacZ. M: DL2000 DNA marker; Lane 1: Primers P7 and P8 were amplified to obtain the mutant 
STM LT2∆ ompD::lacZ; Lane 2: Negative control using total DNA of the wild type bacteria as the template. 
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图 2  实验菌株构建结果图 
Figure 2  Result map of experimental strain 
construction. A: Transduction construction results 
of rybB deletion strain and ompD of experimental 
strain. M: DL2000 DNA marker; Lane 1: Negative 
control using total DNA of the wild type bacteria as 
the template; Lane 2: Blank control; Lane 3: Verify 
lacZ gene inserted in STM LT2 
ΔompD::lacZΔrybB::cat strain; Lane 4: Verify 
chloramphenicol fragments inserted in STM LT2 
ΔompD::lacZΔrybB::cat strain. B: rybB, hfq 
deletion strains and ompD fusion strains 
transducted to construct three deletions. M: 
DL2000 DNA marker; Lane 1: Verify lacZ gene 
inserted in STM LT2ΔompD::lacZ∆hfq∆rybB 
strain; Lane 2: Verify missing hfq gene in STM 
LT2ΔompD::lacZ∆hfq∆rybB strain; Lane 3: Verify 
missing rybB gene in STM 
LT2ΔompD::lacZ∆hfq∆rybB strain; Lane 4: 
Negative control using total DNA of the wild type 
bacteria as the template.  
 

2.3  实验菌株中 OmpD 蛋白表达水平  
在实验株构建成功的基础上进行 β-半乳糖

苷酶活性分析实验，探知 hfq 基因全缺失、hfq
基因定点缺失、hfq 基因截短缺失和 rybB 基因缺 

 
 

图 3  hfq 全序列、点序列敲除、hfq 序列截短菌

株分别与 ompD 融合菌株转导构建结果   
Figure 3  Results of transduction constructs of hfq 
full sequence, point sequence knockout, and hfq 
sequence truncation strains with ompD fusion 
strains. M: DL2000 DNA marker; Lane 1, 2: Verify 
lacZ gene and tetracycline fragments inserted in 
STM LT2∆ompD::lacZ∆hfq::tet; Lane 3, 4: Verify 
lacZ gene inserted and Hfq protein lacks the 56th 
amino acid near the end face in STM 
LT2∆ompD::lacZ∆hfqK56A; Lane 5, 6: Verify lacZ 
gene inserted and Hfq protein deletion to the 25th 
amino acid in STM LT2∆ompD::lacZ∆hfqY25A; 
Lane 7, 8: Verify lacZ gene inserted and Hfq protein 
deletion to the 87th amino acid in STM 
LT2∆ompD::lacZ∆hfq87; Lane 9, 10: Verify lacZ 
gene inserted and hfq gene deletion to the 72th 
amino acid in STM LT2∆ompD::lacZ∆hfq72; Lane 
11, 12: Verify lacZ gene inserted and the 65th amino 
acid at the distal end of the Hfq protein was missed 
in STM LT2∆ompD::lacZ∆hfq65. 
 
失对 OmpD 蛋白水平表达的影响，并使用软件

GraphPad Prism 7 进行作图和数据分析。结果显

示：与 WT 菌株相比，所有实验菌株的 OmpD
的 β- 半 乳 糖 苷 酶 活 性 除 STM 
LT2∆ompD::lacZ∆hfq87 外均有所升高，STM 
LT2∆ompD::lacZ∆hfqY25A 、 STM 
LT2∆ompD::lacZ∆hfqK56A 、 STM 
LT2∆ompD::lacZ∆hfq65 、 STM LT2∆ompD:: 
lacZ∆hfq72、STM LT2∆ompD::lacZ ∆hfq、STM 
LT2∆ompD::lacZ∆rybB 和 STM 
LT2∆ompD::lacZ∆hfq∆rybB 依次上升 1.76、1.29、
1.13、1.04、1.79、1.88 和 2.06 倍(图 4)，以上实
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验菌株中所缺失基因对 OmpD 蛋白都具有负反馈

调节作用，其中 STM LT2∆ompD::lacZ∆hfq∆rybB
上调最明显；与 WT 菌株相比，STM LT2∆ompD:: 
lacZ∆hfq87 中 OmpD 蛋白下调了 2.16%。 

2.4  实验菌株中 ompD 基因转录水平  
使用荧光定量 PCR 检测实验菌株中 ompD

基因转录水平的影响，并使用软件 GraphPad 
Prism 7 进行作图和数据分析。结果显示(图 5)，
与 WT 相比，实验菌株 ompD 基因转录水平除

STM LT2∆ompD::lacZΔhfq65 的上调不具有显著

性外，其余菌株均显著(P<0.05)上调，所有实验

菌株中 ompD 基因转录水平上调趋势依次为 1.67、 
 

 
图 4  实验菌株中 OmpD 蛋白表达水平 
Figure 4  Expression levels of OmpD protein in experimental strains. * indicates significant difference 
(P<0.05), **, ***, **** indicate extremely significant difference (P<0.01). The same below. 

 

 
图 5  实验菌株中 ompD 基因转录水平 
Figure 5  Transcription levels of ompD gene in experimental strains. 



 

 

 

陈世雄 等 | 微生物学报, 2024, 64(4) 1271 

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

 

1.06、1.01、1.10、1.12、1.68、1.77 和 1.83 倍，

其中 STM LT2∆ompD::lacZ∆hfq∆rybB 实验菌株

中 ompD 基因转录水平上调最明显。结果表明，

Hfq 和 sRNA RybB 对 ompD 基因转录水平具有

负反馈调节作用。 

3  讨论与结论 
革兰氏阴性菌的外膜含有密集的孔蛋白，外

膜结合的 β-桶状蛋白有助于运输盐、糖、营养

物质、多肽、氨基酸和维生素等[18]。许多细菌

通过孔蛋白来改变其外膜通透性，以产生对抗生

素、抗菌肽等耐药性[19-20]。大多数肠杆菌科都需

要丰富的外膜孔蛋白 OmpA、OmpC、OmpD 和

OmpF 来产生抗生素耐药性，例如在鼠伤寒沙 

门氏菌中，OmpA、OmpC、OmpD 和 OmpF 这

4 种孔蛋白在对两种广谱 β-内酰胺类抗生素头

孢他啶和美罗培南等产生耐药性方面有着重要

作用[18-21]；Chowdhury 等[18]研究表明，敲除 ompA

基因后，增加了外膜通透性并促进抗生素的进

入，使抗生素对其更具杀伤性。所以对孔蛋白的

研究有助于了解细菌耐药性，对开发抗菌药物有

重要意义。 

细菌包膜应激反应是由包膜损伤或包膜蛋

白过度合成、错误折叠不断积累时触发的，由 σE

介导，激活 σE 途径会导致主要 omp mRNA 的快

速下调，防止未组装的包膜蛋白大量聚积，并在

需要包膜重塑的条件下释放易位和折叠装置[23]。

在沙门菌中，σE 控制的非编码 sRNA RybB 是维

持包膜稳态的主要调节因子之一[13]。如图 4、图

5 所示，缺失 sRNA RybB 的菌株表现出对 OmpD
蛋白活性及 ompD 基因的转录表达的明显上调，

呈现负反馈调节趋势。RNA 伴侣蛋白 Hfq 在细

菌生理学中作用众多，sRNA RybB 可以与伴侣

蛋白 Hfq 近端面、远端面及侧面 3 个位置分别结

合成复合物，从而对靶标 mRNA 进行调节[22]；

Hfq突变远端面的菌株相对于 Hfq突变近端面和

3 株 Hfq C 端截短突变的菌株，ompD 基因的转

录量及蛋白表达量增长幅度明显，显示 Hfq 对

ompD 基因的调节主要集中在远端面上，说明

Hfq 的远端面对 ompD 基因的转录抑制中起关键

作用。推测 Hfq 远端面的突变，可能导致 Hfq
与 RybB 的结合障碍，使两者不能形成相应的复

合物，降低 sRNA RybB 对 ompD 基因的抑制；

也可能是影响了Hfq蛋白与 ompD基因上的某段

序列的直接结合，从而不能催化 sRNA RybB 对

ompD 基因的转录降解作用。 
Hfq 蛋白有多个面可与 RNA 结合，且能同

时结合多个 RNA；Hfq 蛋白的 C 端本质上是无

序的、灵活的，该结构特点有助于 Hfq 与 RNA
底物的相互作用[24]。研究证实 hfq mRNA 转录后

的表达受 Hfq 反馈调节，Hfq 蛋白同时与 hfq 
mRNA 5′-UTR-55−50 的富 U 以及−20 至+4 包含

核糖体结合位点的序列结合，抑制 hfq mRNA 的

翻译[25]。在潘永[26]研究中，对 Hfq 蛋白的 C 端

进行截短后均导致 Hfq 蛋白水平上调。结合本试

验，对 Hfq 蛋白的非结构化 C 端突变后，Hfq
蛋白水平上调，应该加强其对 ompD 基因转录和

蛋白的抑制作用，然而在本实验中 ompD 基因转

录和蛋白表达并未表现出明显的抑制作用，甚至

表现出轻微的促进作用。据此推测，hfq 基因进

行突变和截短处理后，可能改变了 Hfq 蛋白分子

构象，破坏了 ompD 基因与 Hfq 六聚体以远端面

为主要结合面的关键作用位点，导致对 Hfq 蛋白

C 端进行截短处理后，ompD 基因转录和蛋白表

达并未表现出明显变化，具体调控机制则需进行

更为深入的研究确证。 
试验通过 β-半乳糖苷酶活性试验、RT-qPCR

试验检测实验菌株中 ompD 基因转录水平和蛋

白表达水平的变化。缺失 hfq 基因和 rybB 基因
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均使 ompD 基因转录和蛋白表达水平上调，显示

Hfq 和 sRNA RybB 对 ompD 基因具有负调控作

用；hfq 定点突变和截短缺失对 ompD 基因转录

和蛋白表达水平产生不同程度的影响，表明

ompD 基因在 Hfq 的结合位置主要集中在远端

面，Hfq 的近端面和非结构 C 端对 ompD 基因也

有一定调节作用，但并非主要调节。目前沙门氏

菌中被鉴定出许多具有调节作用的 sRNA，一些

sRNA 在对 mRNA 调节过程中都有 Hfq 蛋白参

与，三者间相互作用方式不尽相同，值得进行更

深入研究和探索。 
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