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摘要:【目的】通过基因缺失和噬菌体溶原转换研究大肠杆菌运动相关基因 flhDC、fliA、fliD 和 fliE 对 Stx2 噬
菌体 ΦMin27 溶原菌的影响。【方法】本实验利用 Ｒed 重组酶系统，构建了大肠杆菌 MG1655 的缺失株
MG1655△flhDC、MG1655△fliA、MG1655△fliD 及 MG1655△fliE，并将 flhDC 片段、fliA 片段、fliD 片段和 fliE
片段连接 pUC18 后分别转化相应的突变株，得到相应的互补菌株。通过 Stx2 噬菌体 ΦMin27 的感染获得各
缺失 株 的 溶 原 株 MG1655 △flhDCФMin27、MG1655 △fliAФMin27、MG1655 △fliDФMin27 及 MG1655
△fliEФMin27。随后测定了野生株、缺失株、互补株和溶原株的运动能力，并通过荧光定量 PCＲ 分析了 flhDC
缺失前后野生株和溶原株其他运动相关基因表达量的变化。【结果】Stx2 噬菌体 ФMin27 溶原感染可促进
MG1655 的 fliA 和 fliD 基因的表达，增强宿主菌 MG1655 的运动特性; MG1655 在 flhDC 基因缺失的状态下，
fliA 和 fliD 基因的表达同步出现上调，但运动性未发生变化，而 MG1655△flhDC 溶原菌丧失了运动特性，基
因转录水平检测发现 MG1655△flhDCФMin27 与 MG1655△flhDC 相比，fliA 和 fliD 基因的表达同步出现显著
下调，而对 fliE 基因的表达几乎没有影响。fliA、fliD 和 fliE 单个基因的缺失对大肠杆菌 MG1655 和 Stx2 噬菌
体 ΦMin27 溶原菌的运动性几乎没有影响。【结论】提示 fliA 和 fliD 基因共同参与了鞭毛运动的调控，flhDC
基因可影响噬菌体溶原菌株的运动性，为进一步研究噬菌体溶原与宿主基因之间的相互调节作用提供理论
依据。
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产志贺毒素大肠杆菌( Shinga Toxin-producing
Escherichia coli，STEC)是一种常见的可以引起人和
动物腹泻、出血性肠炎和溶血尿毒综合征的食源性
人兽共患病原菌，其中以血清型 O157:H7 最具有代
表性。该菌最显著的特点是能够产生志贺毒素
(Shiga toxin，Stx)。Stx 具有很强的细胞毒、肠毒和
神经毒，分为 Stx1 和 Stx2 两大类。研究显示 stx 基

因由溶原性噬菌体编码( Stx 噬菌体)，通过噬菌体
的溶原转换将 stx 基因整合到宿主菌的染色体上，
使宿主菌获得产生相应毒素的能力［1 － 2］。噬菌体不
仅可作为基因转移载体使细菌获得新的功能，还可
改变细菌脂多糖特性，利于病原菌抵抗宿主的内源
性免疫因子，另外宿主菌的某些基因也可影响噬菌
体的裂解周期，如宿主菌所编码的与 λ 噬菌体的抗
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终止蛋白 N 相互作用的蛋白，在调节噬菌体延迟和
晚期基因的短暂表达中起重要的作用［3］，因此噬菌
体与宿主菌复杂的相互关系，促进了细菌的基因多
样性、致病多样性。噬菌体 ΦMin27 是从引起仔猪
腹泻的大肠杆菌 O157:H7 Min27 菌株中用丝裂霉
素诱导出的 Stx2 噬菌体，其形态与 1983 年分离自
美国的 Stx2 噬菌体 933W 非常相似［4］。之前的研
究提示 ФMin27 的溶原转换改变了宿主菌的运动
性，Stx2 噬菌体 ФMin27(Δstx::cat) 的溶原感染可
以提高宿主鞭毛合成基因的表达，从而增强了宿主
菌在柔软半固体介质中的游泳运动性［4 － 5］。那么宿
主菌的运动相关基因在噬菌体溶原感染中发挥怎样
的作用，以及对溶原菌的运动性有着怎样的影响?
这正是本实验所探索的研究内容。

鞭毛的生成以及细菌的运动通过 3 个等级基因
进行调控，flhDC 为鞭毛调控系统的主调控基因，fliA
和 fliD 为第二等级调控基因，fliE 为第三等级调控
基因［6 － 7］。本实验分别选择了运动调节子 3 个等级
调控系统的 flhDC、fliA、fliD 和 fliE 基因，通过基因敲
除和噬菌体溶原转换，以研究宿主运动相关基因对
Stx2 噬菌体溶原菌株运动性所产生的影响，为进一
步揭示噬菌体溶原与宿主菌遗传多样性、毒力和致
病性变异的影响提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒: 含 Stx2 噬菌体的大肠杆菌
(Escherichia coli ) O157: H7 Min27 株、大肠杆菌
MC1061、MG1655 均由本实验室提供。携带 pKD46
质粒 (含 exo、redβ 和 redγ 基 因 ) 的 大 肠 杆 菌
BW25113 株由西班牙巴塞罗那大学 Muniesa 教授惠
赠，该质粒为同源重组的协助质粒，是温度敏感复制
子，高于 37℃该质粒会丢失，阿拉伯糖诱导后表达
能表达 Gam、Bet 和 Exo 3 个 λ 噬菌体重组酶。质粒
pKD4 含卡那霉素抗性基因和 FＲT 位点( FLP 重组
酶识别位点)。pCP20 是含氨苄抗性和氯霉素抗性
基因的温度敏感型复制子，携带能够表达 FLP 重组
酶质粒，由南京农业大学陆承平教授惠赠。pUC18
质粒为低拷贝质粒，用于缺失蛋白互补表达，由本实
验室保存。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:2 × Taq PCＲ MasterMix、

DL2000 DNA Marker 购自广州东胜生物科技有限公
司;氨苄青霉素、卡那霉素、丝裂霉素 C 购自上海阿
敏生物技术有限公司;引物由生工生物工程(上海)
股份有限公司合成。质粒提取试剂盒和 DNA 琼脂
糖凝胶回收试剂盒，均购自天根生化科技(北京)有
限公 司。普 通 DNA 产 物 纯 化 试 剂 盒、ＲNase
Inhibitor、ＲNase-Free DNase、PrimeScript II 1st Strand
cDNA Synthesis Kit、SYBＲ Premix Ex TaqTM II
(Perfect Ｒeal Time)购自宝生物工程(大连)有限公
司。E． Z． N． A． bacterial ＲNA isolation kit 购自
Omega Bio-Tek Inc。PCＲ 仪为德国 Biometra 公司产
品; ECM630 电 穿 孔 仪 是 美 国 BTX ( BTX The
Electroporation Experts)品牌产品;荧光定量 PCＲ 仪
PTC-200 为 BIO-ＲAD 品牌产品。
1. 2 运动相关基因缺失突变株的构建
1. 2. 1 PCＲ 引物 的 设计: 为构建 MG1655 的
flhDC、fliA、fliD 和 fliE 基因缺失突变株，参照文献
［7］报道的方法，依据 MG1655 ( GenBank accession
No． NC_000913)序列，设计合成引物对 PflhDCup /
PflhDCdown，PfliAup / PfliAdown，PfliDup / PfliDdown
和 PfliEup / PfliEdown，其上下游 5'端加划线序列分
别与预突变目的基因两翼序列同源，靠近 3'端未加
下划线的序列与质粒 pKD4 上 kan 基因两侧序列互
补。在 flhDC、fliA、fliD 和 fliE 基因两翼，设计引物
PflhDCL / PflhDCＲ，PfliAL / PfliAＲ，PfliDL / PfliDＲ 和
PfliEL / PfliEＲ，用于检测各基因缺失突变株。引物
k1 与 k2 用于卡那霉素抗性消失的鉴定。各引物序
列见表 1。
1. 2. 2 同源重组片段的制备:以质粒 pKD4 为模
板，PflhDCup / PflhDCdown，PfliAup / PfliAdown，
PfliDup / PfliDdown 和 PfliEup / PfliEdown 为引物分
别进行 PCＲ 扩增带有目的基因同源臂的重组片段。
PCＲ 产物用琼脂糖凝胶回收试剂盒进行回收纯化，
测定 DNA 浓度后，用于与 MG1655 菌株 flhDC、fliA、
fliD 和 fliE 基因进行同源重组。
1. 2. 3 缺失株的构建:参照文献［8］报道的方法，
提取大肠杆菌 BW25113 菌株所含的 pKD46 质粒，
电转入大肠杆菌 MG1655 株细菌中。接种 MG1655 /
pKD46 菌株 30℃培养至 A600 = 0. 25 时，加入 L-阿拉
伯糖至 10 mmol /L，诱导 1h，使 pKD46 上的 Exo、Bet
和 Gam 3 个蛋白充分表达，制备感受态细胞。取
5 μL同源重组片段 (约 500 ng) 电击转化 60 μL
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表 1． PCＲ 引物序列及片段大小
Table 1． The primer sequences and product size

primer sequence(5'→3') product size / bp
PflhDCup TGCTGGAATGTTGCGCCTCACCGTATCAGTTAAACAGCCTGTACTCTCTGgtgtaggctggagctgcttc 1572
PflhDCdown TCACGGGGTGCGGTGAAACCGCATAAAAATAAAGTTGGTTATTCTGGGTGgaatatcctccttagttcc 1572
PfliAup AAGTTAAAGTGCGGCATTTACTGACGTTATAACTTACCCAGTTTAGTGCGgtgtaggctggagctgcttc 1572
PfliAdown AAACGGATAATCATGCCGATAACTCATATAACGCAGGGCTGTTTATCGTGgaatatcctccttagttcc 1572
PfliDup ATAACCCCGGTATTCGTTTTACGTGTCGAAAGATAAAAGGAAATCGCATGZgtgtaggctggagctgcttc 1572
PfliDdown TACATGACCTGTCTCCCGATGAATATTGCTTACTTGGAATTACTGTTGTTgaatatcctccttagttcc 1572
PfliEup CGGATGTAATTAACAACAGGTTACAAAACCTACACCTGCATGCTCATCACgtgtaggctggagctgcttc 1572
PfliEdown TGACTTACTGGTAGGCTTTGCTACCAGAAATTATCCGGGAGACGAGAATGgaatatcctccttagttcc 1572
PflhDCL GTACCGAGAACAACCAGG 1207 /377
PflhDCＲ GCTTATCGCAACTATTCTAATG 1207 /377
PfliAL GCCAGCCATTTTCATCAA 1157 /539
PfliAＲ GCCGGATAAGGCGTTTAC 1157 /539
PfliDL TTTCCACCCGTCGGCTCA 1903 /598
PfliDＲ TTGGGTTAGTTCGTCTTTGCTC 1903 /598
PfliEL TGCGTCTGTGGTCGTAAC 893 /680
PfliEＲ GCTGAATAATGTGCGGTAG 893 /680
PflhDC1 CGCGGATCCttaaacagcctgtactctct 950
PflhDC2 CCCAAGCTTatgcatacctccgagttgct 950
PfliA1 CGCGGATCCgtgaattcactctataccgc 738
PfliA2 CCCAAGCTTttataacttacccagtttag 738
PfliD1 CCGGAATTCatggcaagtatttcatcgct 1425
PfliD2 CCCAAGCTTttacttggaattactgttgt 1425
PfliE1 CGCGGATCCatgtcagcga tacaggggat 333
PfliE2 CCCAAGCTTctacacctgcatgctcatca 333
Pstx2A acgatagacttttcgaccca 1088
Pstx2B tgtcaactgagcactttgca 1088
k1 attgtctactgactgggcacaaca 690
k2 ggagcatgcataccgtaaagcac 690
PfliAＲT1 CCGCTGAAGGTGTAATGG 100
PfliAＲT2 CACTGCGTAAGTTGTAAATGC 100
PfliDＲT1 AGTAATACCGTCAGTTCTTCCA 177
PfliDＲT2 TGAGTTTGTCGGCATCCA 177
PfliEＲT1 TATCGGTCATCACATCGTTT 197
PfliEＲT2 GGTTATCAGCCAGTTACAGG 197

MG1655 /pKD46 感受态细胞，电击后迅速加入 1 mL
的 SOC 培养基，30℃静止培养 4 h 后离心，将菌体涂
于 LB 平板(卡那霉素浓度为 30 μg /mL)，长出的单
菌落 即 为 理 论 上 的 阳 性 重 组 菌。以 PflhDCL /
PflhDCＲ，PfliAL / PfliAＲ，PfliDL / PfliDＲ 和 PfliEL /
PfliEＲ 为引物进行 PCＲ 验证 flhDC、fliA、fliD 和 fliE

基因的缺失，阳性的克隆接种液体 LB 培养基 42℃
培养 12 h，以去除 pKD46 质粒。

将 pCP20 质粒电转化入前面筛选到的 flhDC、
fliA、fliD 和 fliE 基因突变株，30℃培养 8 h 后再 42℃

培养过夜，去除质粒 pCP20。将培养后的菌液划线
接种于无抗生素的 LB 平板，37℃培养 24 h 后挑取

单个菌落同时点种于 LB 平板以及含有卡那霉素的
LB 平板上，在卡那霉素的 LB 平板上未生长的细菌
进一步用引物 k1 /k2 及 PflhDCL /PflhDCＲ，PfliAL /
PfliAＲ，PfliDL / PfliDＲ 和 PfliEL / PfliEＲ 进行 PCＲ

鉴定。将 PCＲ 产物进行琼脂糖凝胶回收后，用鉴定
引物进行测序，以确定获得基因缺失并去除卡那抗
性的突变株。
1. 2. 4 回 复 株 的 构 建: 以 PflhDC1 / PflhDC2，
PfliA1 / PfliA2，PfliD1 / PfliD2 和 PfliE1 / PfliE2 为引
物分别进行 PCＲ 扩增 flhDC、fliA、fliD 和 fliE 基因，

用 BamHⅠ和 HindⅢ酶切回收后连接经同样酶切回
收的 pUC18 质 粒，得 到 重 组 质 粒 pUCflhDC、

937
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pUCfliA、pUCfliD 和 pUCfliE。将重组质粒电转化入
突变株及突变株的溶原株，以获得各菌株的回复株。
1. 3 Stx2 噬菌体 ФMin27 对大肠杆菌 MG1655 各
突变株的溶原感染

参照张慧英等［2］的方法，从 O157:H7 Min27 株
中进行噬菌体的诱导和纯化，获得噬菌体 ФMin27。
ФMin27 对宿主菌 MG1655 及 MG1655 的 flhDC、
fliA、fliD 和 fliE 基因突变株的溶原感染试验根据
James 等［9］的方法进行，以引物 Stx2A /Stx2B 采用
PCＲ 方法验证是否溶原成功。将 PCＲ 验证为阳性
菌株继续震荡培养 48h 至获得稳定的溶原株，并进
行 LB 琼脂平板划线培养再次验证稳定的纯化溶原
株，对溶原菌再用丝裂霉素(0. 5 μg /mL)进行诱导，
用大肠杆菌 MC1061 作指示菌，采用双层琼脂法检
测是否能够诱导出 ФMin27 噬菌体及裂解指示菌，
将溶原成功的菌株分别命名为 MG1655ФMin27、
MG1655 △flhDCФMin27、 MG1655 △fliAФMin27、
MG1655△fliDФMin27 及 MG1655△fliEФMin27。
1. 4 运动性实验

将大肠杆菌 MG1655、MG1655 的 flhDC、fliA、
fliD 和 fliE 基因突变株及各菌株的溶原株分别接种
在 37 ℃ LB 培养基培养过夜。取 50 μL 过夜培养
的菌液接种在 5 mL LB 培养基中 37℃ 250 r /min 再
培养 5 h 后，测定细菌 OD600的光密度值，并用新鲜
的 LB 培养基将 OD600值调到 0. 3。取 5 uL 细菌(约

含 106 － 107CFU)，枪头轻轻接触平板，滴在游泳运
动培养基和爬行运动培养基平板的中央，待菌液吸
干后放入一个湿盒中，同时设 3 个重复［10 － 11］。37℃
培养 24 h 后观察菌落形态，测量菌落的直径。游泳
运动培养基是含 0. 3%琼脂的 LB 培养基，爬行运动
培养基是含 0. 5% 琼脂和 0. 5% D-( + )-葡萄糖的
LB 培养基［12 － 13］，因培养基中的琼脂含量低、水份
大，在接种细菌前需要在室温放置 5 － 6 h。
1. 5 qＲT-PCＲ

按 E． Z． N． A． bacterial ＲNA isolation kit
( OMEGA ) 说 明，将 MG1655、MG1655ФMin27、
MG1655△flhDC 和 MG1655△flhDCФMin27 在 LB 培
养基中相同条件下培养至 OD600约为 0. 6，分别提取
ＲNA，按照 ＲNase-free DNase I(TaKaＲa)说明书除去
基因组 DNA 污染，并测定 ＲNA 浓度。获得无 DNA
污染的细菌 ＲNA 之后，参照 PrimeScript ＲT reagent
kit(TaKaＲa)试剂盒使用说明书对 ＲNA 进行反转录

合成 cDNA 第一链，引物设计见表 1 ( PfliAＲT1 /
PfliAＲT2， PfliDＲT1 / PfliDＲT2， PfliEＲT1 /
PfliEＲT2)。

根据 SYBＲPremix Ex TaqTM II 说明进行荧光定
量 PCＲ，每个反应管做 3 次重复，同时设立空白对
照。PCＲ 反应条件:94℃ 10 s; 94℃ 5 s，53℃ 10 s，
72℃ 10 s，40 个循环。每个 PCＲ 产物的融解曲线及
Ct 值均由仪器及自带的软件自动生成。统计各个
反应的 Ct 值，数据分析采用 2 － ΔΔCt法计算［14］。得出
flhDC 缺失前后，野生株、溶原株及突变株和突变溶
原株中 fliA、fliD、fliE 相对表达量的差异。

2 结果

2. 1 大肠杆菌 MG1655 的 flhDC、fliA、fliD 和 fliE
基因缺失株的鉴定

大肠杆菌 MG1655 的 flhDC、fliA、fliD 和 fliE 基
因在与同源片段重组之后，经卡那霉素抗性初步筛
选到疑似缺失株。通过引物 PflhDCL /PflhDCＲ，
PfliAL / PfliAＲ，PfliDL / PfliDＲ 和 PfliEL / PfliEＲ 进
行 PCＲ 鉴定，分别筛选到 flhDC、fliA、fliD 和 fliE 基
因缺失株，质粒 pCP20 导入疑似缺失株后，表达的
FLP 重组酶可消除 FＲT 位点间的卡那霉素抗性基
因。通过卡那霉素抗性初步筛选到疑似卡那霉素基
因消除株;经 k1 /k2 及 PflhDCL /PflhDCＲ，PfliAL /
PfliAＲ，PfliDL / PfliDＲ 和 PfliEL / PfliEＲ 为引物进行
双重 PCＲ 扩增，分别获得不携带卡那霉素抗性基因
的 flhDC、fliA、fliD 和 fliE 基因缺失株，扩增条带分别
为 377、539、598 和 680 bp，与预期一致，经普通 DNA
产物纯化试剂盒回收后，由宝生物工程(大连)有限
公司测序，比对结果显示 flhDC、fliA、fliD 和 fliE 基因
已被敲除，分别命名为 MG1655△flhDC、MG1655
△fliA、MG1655△fliD 及 MG1655△fliE (图 1)。
2. 2 回复株的构建

根据表 1 的引物，以 MG1655 菌株为模板，扩增
出 flhDC、fliA、fliD 和 fliE 互补片段。pUC18 质粒与
互补片段经 T4 连接酶连接后，将重组质粒电转入
MG1655 △flhDC、MG1655 △fliA、MG1655 △fliD、
MG1655 △fliE、MG1655 △flhDCФMin27、MG1655
△fliAФMin27、MG1655 △fliDФMin27 及 MG1655
△fliEФMin27 中，在氨苄青霉素平板上筛选阳性转
化株，筛选到的互补株分别称为 MG1655(△flhDC /
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flhDC + )、MG1655(△fliA / fliA + )、MG1655(△fliD /
fliD + )、MG1655 ( △fliE / fliE + )、MG1655
( △flhDCФMin27 / flhDC + )、 MG1655
(△fliAФMin27 / fliA + )、MG1655 (△fliDФMin27 /
fliD + )及 MG1655(△fliEФMin27 / fliE + )。

图 1． flhDC、fliA、fliD 和 fliE 基因突变株的构建及
PCＲ 验证
Figure 1． Construction of flhDC，fliA，fliD and fliE mutants

and PCＲ confirmation of the mutant constructed． W / t，wide

type; N，negative control by dH2 O as template; M，DL2000

DNA Marker．

2. 3 Stx2 噬菌体 ФMin27 对大肠杆菌 MG1655 各
突变株的溶原感染

挑取 可 疑 被 Stx2 噬 菌 体 溶 原 的 MG1655

△flhDC、MG1655 △fliA、MG1655 △fliD 及 MG1655

△fliE 菌落进行 PCＲ 检测，结果显示可疑菌落中检
测出 stx2 基因，片段大小为 1088bp(图 2)，即该菌
落为 Stx2 噬菌体溶原菌。而 MG1655 △flhDC、
MG1655△fliA、MG1655△fliD 及 MG1655△fliE 各突
变株中未检测到 Stx2 基因。稳定的溶原菌经丝裂
霉素 C 诱导后，以 MC1061 作为指示菌，采用双层琼
脂平板法，同时以各突变株作为对照。结果显示未
溶原株诱导滤液在双层琼脂平板上没有出现肉眼可
见的噬菌斑，而 MG1655 △flhDCФMin27、MG1655

△fliAФMin27、MG1655 △fliDФMin27 及 MG1655

△fliEФMin27 诱导滤液在平板上则形成了许多噬菌
斑。证明已经获得了稳定的 MG1655 突变株溶
原菌。
2. 4 细菌运动性实验结果

MG1655 和 MG1655ФMin27 在含 0. 3% 琼脂
的半固体的 LB 培养基上长出的菌落为不整齐的
锯齿状边缘，MG1655ФMin27 菌落直径为 13mm，

而 MG1655 的菌落直径为 10mm，显示 Stx2 噬菌
体 ФMin27 溶原了 MG1655 后，可以增强宿主的
游泳运动能力(图 3 )。然而，flhDC 基因突变后，
MG1655△ flhDCФMin27 菌落边缘整齐，未出现有
鞭毛菌 落 的特征 性 锯 齿 状 边 缘，菌 落 直 径 为
6 mm，而 MG1655△ flhDC 的菌落仍为锯齿状边
缘，直径为 10 mm，显示 flhDC 基因突变后，溶原
菌株 MG1655△ flhDCФMin27 丧失了游泳运动能
力。这 4 株细菌在含 0. 5% 琼脂的半固体的 LB

培养基上长出的菌落直径大小相同，显示其具有
相似 的 爬行 运动 速度。大 肠 杆菌 MG1655 的
fliA、fliD 和 fliE 基因突变株及其回复株与溶原株
在含 0. 3% 琼脂和 0. 5% 琼脂的半固体的 LB 培
养基上长出的菌落直径大小相同，均为不整齐的
锯齿状边缘，显示 fliA、fliD 和 fliE 基因突变及突
变后 Stx2 噬菌体 ФMin27 的溶原均未影响其运
动能力，flhDC 的基因突变株及其回复株的运动
能力也未发生改变。

147



Dongmei Cao et al． / Acta Microbiologica Sinica(2014)54(7)

图 2． PCＲ 验证 Stx2 噬菌体在 MG1655 各突变株中的溶原转换
Figure 2． PCＲ confirm the Stx2 bacteriophage succeed converting the MG1655． M，DL2000 DNA Marker; lane 1，MG1655△ fliA ( fliA，

539bp) ; lane 2 and 3，MG1655△ fliAФMin27 ( fliA and stx2，539bp and 1088bp) ; lane 4，MG1655△ flhDC ( flhDC，377bp) ; lane 5

and 6，MG1655△ flhDCФMin27 ( flhDC and stx2，377bp and 1088bp) ; lane 7，MG1655△ fliD ( fliD，598bp) ; lane 8 and 9，MG1655

△ fliDФMin27 ( fliD and stx2，598bp and 1088bp) ; lane 10，MG1655△ fliE ( fliE，377bp) ; lane 11 ane 12，MG1655△ fliEФMin27

( fliE and stx2，377bp and 1088bp) ．

图 3． 大肠杆菌 MG1655(①)和 MG1655ФMin27(②)，

MG1655△flhDC(③ ) 和 MG1655△flhDCФMin27 (④ )

在 0. 3%琼脂的 LB 培养基 37℃培养 24 h 的运动性结果
Figure 3． Motility of E． coli MG1655 (① ) and MG1655ФMin27

(②)，MG1655△ flhDC (③ ) and MG1655△ flhDCФMin27 (④ )

cells grown on semisolid agar (0. 3% ) at 37℃ for 24 h．

2. 5 flhDC 突变对大肠杆菌 MG1655 及 ФMin27
溶原前后 fliA，fliD，fliE 基因转录水平的影响

ＲT-PCＲ 结束后，读出每个基因的 Ct 值，采用
2 － ΔΔCt 法 进 行 数 据 分 析 ( 表 2 )，溶 原 株
MG1655ФMin27 中 fliA 的转录水平是 MG1655 中的
12. 96 倍，fliD 为 8. 81 倍，fliE 的相对转录水平几乎
没有变化，为 1. 02 倍。但在 flhDC 基因突变后，溶
原株 MG1655△flhDCФMin27 中 fliA 的转录水平是
突变株 MG1655△flhDC 的 0. 21 倍，fliD 为 0. 36 倍，
fliE 的相对转录水平几乎没有变化，为 1. 04 倍。而
MG1655△flhDC 中 fliA 是野生株 MG1655 的 9. 06
倍，fliD 为 3. 54 倍，fliE 的相对转录水平几乎没有变
化，为 1. 02 倍。

表 2． 运动基因相对表达率的变化
Table 2． The relative expression rate for motility genes

gene
relative expression rate

( lysogens /wild strain)

relative expression rate

( flhDC mutant lysogens / flhDC mutant strain)

relative expression rate

( flhDC mutant strain /wild strain)
fliA 12. 96 0. 21 9. 06
fliD 8. 81 0. 36 3. 54
fliE 1. 02 1. 04 1. 02

3 讨论

运动对于细菌的生存十分重要，70 年代中期以
来的许多报道认为，细菌的运动性在致病早期过程
具有重要的作用［15］。噬菌体可作为基因转移载体
使细菌获得新的功能，如可产生一些毒素和毒力因

子，如白喉毒素和霍乱毒素［22］。大肠杆菌中存在许
多噬菌体的整合位点，Serra-Moreno 等发现 Stx 噬菌
体对大肠杆菌 K-12 序列菌株(如:DH5α、MC1061、
MG1655 等)的整合位点偏爱 wrbA 基因，当该基因
被其它噬菌体占据时，yehV 基因通常是它的候选位
点［23］。Su 等(2010)研究表明 Stx2 噬菌 ФMin27 在
大肠杆菌中 Min27 中的整合位点是 wrbA 基因，本课
题组已证实 ФMin27 对 MG1655 的整合位点也是在
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wrbA 基因(数据未发表)，这就说明噬菌体在溶原过
程中理论上不会破坏细菌的运动相关基因。Su 等
(2010)研究还表明 Stx2 噬菌体 ФMin27(Δstx∷cat)
溶原感染可以提高宿主在半固体介质表面的游泳运
动［4］。本研究发现 Stx2 噬菌体 ФMin27 溶原感染可
增强宿主的游泳运动，进一步验证了这一结果，初步
研究发现溶原感染可促进宿主菌 fliA 和 fliD 基因的
表达。 fliA 基因是一个鞭毛特异性的 sigma 因子
σ28，调控运动基因的转录起始，fliD 则在鞭毛组装中
起着关键作用。由 fliA 和 fliD 基因编码的调控蛋白
位于鞭毛运动调节子三级调控系统的第二等级，第
一等级的基因为处于整个调控体系顶端的 flhDC，
flhDC 表达 FlhD4C2 复合物。它是第二等级基因的
转录激活因子。fliE 位于第三等级编码一种鞭毛基
体蛋白［7］。本研究利用 Ｒed 酶重组系统获得的
flhDC、fliA、fliD 和 fliE 基因的单个基因缺失株在游
泳运动和爬行运动培养基上的运动能力均未发生变
化，揭示运动基因之间的调控是一个复杂有序的过
程，单个基因的缺少，可能会出现一些其他相关基因
的补偿。fliA、fliD 和 fliE 基因的缺失也未影响 Stx2
噬菌体的溶原转换。然而，在 flhDC 基因缺失状态
下，大肠杆菌 MG1655△flhDC 的 fliA 和 fliD 基因表
达同时出现上调，这也部分解释了 MG1655△flhDC
运动能力未发生变化的原因。但 Stx2 噬菌体
ФMin27 的 MG1655△flhDC 溶原株运动性丧失，基
因转录水平检测发现宿主菌 fliA 和 fliD 基因的表达
同时出现下调。噬菌体溶原后宿主菌 fliA 和 fliD 基
因表达同时出现上调，并观察到宿主菌游泳运动性
增强，而鞭毛运动一级调控基因 flhDC 缺失后，缺失
株运动性未发生变化，但检测到 flhDC 缺失株 fliA
和 fliD 基因表达同时出现了上调，以及 flhDC 缺失
溶原株 fliA 和 fliD 基因表达下调及观察到的菌株运
动性丧失，这一系列菌株运动变化与 fliA 和 fliD 基
因表达差异之间的相关性，揭示了噬菌体溶原与宿
主菌运动相关基因的相互调节作用，但其调控机制
还未见有相关报道。

近年来的研究表明，FlhDC 除参与细菌鞭毛运
动相关基因的调控外，还具有其他多种功能，如在
E． coli 中参与调控厌氧呼吸以及脱氧酮糖酸途径
(Entner-Doudoroff 途径)［18 － 19］;在小肠结肠炎耶尔
森菌(Y． Enterocolitica)［20］和液化沙雷氏菌( Serratia
liquefaciens)［21］中调节磷脂酶的表达和分泌，也是嗜

线虫致病杆菌(Xenorhabdus nematophilus)［22］中脂解
和溶 血 相 关 基 因 表 达 所 必 需。此 外 还 在 Y．
enterocolitica 中参与调节嘌呤和嘧啶生物合成途径
的一系列代谢基因包括 hut、carAB、pyrBI 的表达，

也参与 Yop 致病基因的表达调控［23］。FlhDC 所参
与的众多功能表明其不仅仅作为调控细菌鞭毛基因
表达的主调控因子，而且有可能是一个具有广泛调
节功能的调控蛋白。 flhDC 基因的缺失导致溶原株
运动性丧失表明 flhDC 基因对于溶原株的运动稳定
性具有重要意义，也说明了噬菌体溶原与菌株的多
种基因有密切的相关性，也是造成自然界菌株多样
性的一个重要方面，但 flhDC 对于溶原菌的稳定性
是否是必需的以及与溶原感染之间的相互关系还有
待进一步研究。
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Effect of Stx2-encoding phage on the motility and gene
expression involved in moving of Escherichia coli lysogen

Dongmei Cao1，Wenhui Ji1，Yaxian Yan1* ，Heng'an Wang1，Jianhe Sun1，
Chengping Lu2*

1 Shanghai Key Laboratory of Veterinary Biotechnology，School of Agriculture and Biology，Shanghai Jiaotong University，
Shanghai 200240，China
2 Key Laboratory of Animal Disease Diagnosis and Immunology of Ministry of Agriculture，Nanjing Agricultural University，
Nanjing 210095，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］ The effect of flhDC，fliA，fliD and fliE genes involved in moving of Escherichia coli (E． coli) on
the motility of lysogened strain by Stx2-encoding phage ΦMin27 was explored by gene knockout and phage lysogenic
conversion． ［Methods］ Using the lambda Ｒed recombinase system， the mutant strains of E． coli MG1655 named
MG1655△ flhDC，MG1655 △ fliA，MG1655 △ fliD and MG1655 △ fliE were constructed． Then the corresponding
complemented strains by ligating amplified targeted genes into the low copy vector pUC18 at the BamHI and HindⅢ sites
and transforming these plasmids into mutant strains were acquired． By lysogenic infection of Stx2-encoding phage

ФMin27，the lysogens for mutants named MG1655△ flhDCФMin27，MG1655△ fliAФMin27，MG1655△ fliDФMin27 and
MG1655△ fliEФMin27 were achieved． Subsequently，the motility of wild strain，the mutants，the complemented strains
and the lysogens were detected． The changes of expression of the other genes involved in motility between wild strain and
the lysogens before and after flhDC deletion by qＲT-PCＲ were analyzed． ［Ｒesults］Lysogenic infection of Stx2-encoding
phage ФMin27 could promote the expression of fliA and fliD gene and enhance the motility of MG1655． For flhDC
deletion，higher expression of fliA and fliD gene of MG1655 appeared，but the motility had no change． However，lysogen
for MG1655△ flhDC lost the swimming motility． By gene transcriptional level detection，the expression of fliA and fliD
gene of MG1655 △ flhDCФMin27 was down-regulated significantly compared with MG1655 △ flhDC，and no marked
variation was observed for fliE gene． The single deletion of fliA，fliD and fliE gene had no effect on the motility of E． coli
MG1655 and lysogened strain by Stx2-encoding phage ФMin27． ［Conclusion］ The results show that fliA and fliD gene
together participated the regulation for flagella motility and flhDC gene could affect the motility of the lysogened strain by
phage． It provides the theoretical basis for further research on the mutual regulation between phage lysogenization and host
genes．
Keywords: Escherichia coli，Stx2-encoding phage，lysogen，flhDC，motility
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