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摘   要：【目的】探讨 VI 型分泌系统(type VI secretion system, T6SS)效应蛋白 Clpv 在鼠伤寒沙

门菌(Salmonella enterica serovar Typhimurium)致病过程中的功能。【方法】以鼠伤寒沙门菌 SL1344
基因组为模板克隆 clpv 基因，并比较与其他革兰氏阴性菌台湾假单胞菌(Pseudomonas taiwanensis)、
植生拉乌尔菌(Raoultella planticola)、鳗利斯顿氏菌(Listonella anguillarum)、菠萝多源菌(Pantoea 
ananatis)、粘放线菌(Actinomyces viscosus)和大肠埃希菌(Escherichia coli)的同源性；将 clpv 基因克

隆至 pEGFP-N1 载体构建重组质粒 pEGFP-Clpv，利用 Western blotting、实时荧光定量聚合酶链式

反应(real-time quantitative polymerase chain reaction, q-PCR)、荧光显微镜以及流式细胞术检测蛋白

表达、定位及诱导小鼠巨噬细胞 M1 型和 M2 型极化水平。【结果】clpv 基因全长为 2 637 bp，与

台湾假单胞菌的同源性最高；Western blotting、qPCR 和免疫荧光检测表明重组蛋白大小约 120 kDa，
在细胞中有明显绿色荧光并且主要定位于细胞膜；q-PCR 和流式细胞术结果发现 Clpv 转染组巨噬
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细胞 M1 型极化显著增加(P<0.01)，M2 型巨噬细胞极化显著减少(P<0.01)。【结论】成功克隆表达

鼠伤寒沙门菌 T6SS 效应蛋白 Clpv，并明确其胞内表达定位以及对巨噬细胞极化的影响。 

关键词：鼠伤寒沙门菌；VI 型分泌系统；Clpv 蛋白；表达定位；极化 

Effect of T6SS effector protein Clpv of Salmonella 
typhimurium on macrophage polarization 

DU Fuxi1,2,3#, WANG Wenjie1,2,3#, SHANG Ke1,2,3, YU Zuhua1,2,3, LI Jing1,2,3, JIA Yanyan1,2,3, 
LIAO Chengshui1,2,3, DING Ke1,2,3, ZHANG Chunjie1,2,3, CHENG Xiangchao1,2,3*,  
CHEN Songbiao1,2,3* 

1 Luoyang Key Laboratory of Live Carrier Biomaterial and Animal Disease Prevention and Control, Henan 
University of Science and Technology, Luoyang 471003, Henan, China 

2 Laboratory of Functional Microbiology and Animal Health, Henan University of Science and Technology, 
Luoyang 471003, Henan, China 

3 College of Animal Science and Technology, Henan University of Science and Technology, Luoyang 471003, 
Henan, China  

 
Abstract: [Objective] To investigate the role of type VI secretion system (T6SS) effector 
protein Clpv in the pathogenesis of Salmonella typhimurium. [Methods] We cloned the clpv 
gene from SL1344 genome of S. typhimurium and compared it with the clpv genes of other 
Gram-negative bacteria (Pseudomonas taiwanensis, Raoultella planticola, Listonella anguillarum, 
Pantoea ananatis, Actinomyces viscosus, and Escherichia coli). The clpv gene was cloned into 
pEGFP-N1 vector to construct the recombinant plasmid pEGFP-Clpv. The protein expression, 
localization, and the induced M1 and M2 polarization of mouse macrophages were detected by 
Western blotting, q-PCR, fluorescence microscopy, and flow cytometry. [Results] The clpv 
gene was 2 637 bp, showing the highest homology to clpv of P. taiwanensis. Western blotting, 
q-PCR, and immunofluorescence showed that the recombinant protein was about 120 kDa and 
apparent green fluorescence in cells was found. The protein was located primarily in cell 
membrane. The results of q-PCR and flow cytometry indicated that Clpv enhanced M1 
polarization (P<0.01) but weakened M2 polarization of mouse macrophages (P<0.01). 
[Conclusion] The T6SS effector protein Clpv of S. typhimurium was cloned and expressed, and 
its intracellular localization and effect on macrophage polarization were clarified. 
Keywords: Salmonella typhimurium; type VI secretion system; Clpv; expression localization; 
polarization 
 
 

鼠伤寒沙门菌(Salmonella typhimurium)是
一种重要的人畜共患病病原菌[1]，临床上感染

发病率居沙门菌首位，约占沙门菌感染的

40%–80%，具有重要的公共卫生学意义。 

沙门菌常将巨噬细胞作为生存场所，来逃

避机体的免疫杀伤[2]。目前已确定沙门菌基因

组编码 5 套效应蛋白分泌系统，分别是 I 型分

泌系统(type I secretion system, T1SS)、III 型分
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泌系统(T3SS)、IV 型分泌系统(T4SS)、V 型分

泌系统 (T5SS)和 VI 型分泌系统 (T6SS)[3] 。

Pukatzki 等 [4]于 2006 年在霍乱弧菌中首次报道

T6SS，其能够参与霍乱弧菌杀灭阿米巴原虫，

并进一步证实该功能需要细菌-变形虫、细胞-
细胞接触以及毒力相关分泌系统 (virulence 
associated secretion, VAS)参与。T6SS 在其他革

兰氏阴性菌中也被相继发现[5-6]，沙门菌 T6SS 包

含 3 种核心蛋白组分[7]，分别为溶血素协同调节

蛋白(haemolysin coreg lated protein, Hcp)、缬氨

酸-甘氨酸重复 G 蛋白(valine-glycine repeat G, 
VgrG)和 AAA+类 ATP 酶超级家族 Clpv 蛋白。

Hcp 与 T4 噬菌体尾管具有显著结构同源性，对

于 T6SS 系统的组装和效应蛋白的合成分泌是

必不可少的，常作为 T6SS 激活的指示分子[8]。

VgrG 是一个三聚体结构，位于 T6SS 管道结构

的尖端，一般可作为受体与相应效应因子结合，

将之转运到宿主靶细胞内。Clpv 被报道与细菌

对宿主细胞侵袭、细菌竞争优势以及环境适应

性相关[9]，但具体调控机制不明。 
沙门菌感染致病与其诱导组织炎症因子过

度激活密切相关，而巨噬细胞极化在炎症形成过

程发挥关键调节作用。鼠伤寒沙门菌感染能够显

著增强巨噬细胞诱导性一氧化碳合酶(iNOS)表
达[10]，促进巨噬细胞向 M1 型极化，此过程可

能与其在巨噬细胞内存活以及持续性感染相关。

研究发现，鼠伤寒沙门菌 SPI-6 毒力岛突变后不

影响细菌在肠系膜淋巴结、肝脏及脾脏中的定殖

能力，但是其效应蛋白 Clpv 突变显著降低沙门

菌同肠道其他病原菌竞争力，进而降低病原菌致

病性。此外，T6SS 还能够参与细菌定殖过程中

所诱导的肠道炎症免疫反应[11]。然而，Clpv 是否

参与此过程进而调控沙门菌致病性尚不清楚。 
因此，本研究首先克隆 Clpv蛋白编码基因，

构建真核表达载体 pEGFP-Clpv，并对重组蛋白

表达和定位进行分析，最后将其转染至巨噬细

胞检测对巨噬细胞极化影响，为进一步研究鼠

伤寒沙门菌分子致病机制奠定理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  主要菌株、质粒和细胞 

鼠伤寒沙门菌 SL1344、真核表达载体

pEGFP-N1、大肠埃希菌(Escherichia coli) DH5α、
人胚肾细胞 HEK293T、小鼠巨噬细胞 RAW264.7
均由本实验室保存。 

1.2  主要试验试剂 
DNA 快速纯化试剂盒以及胶回收试剂盒

均购自北京全氏金生物公司；高保真 DNA 聚合

酶、EcoR I 和 BamH I 限制性核酸内切酶、T4 
DNA 连接酶等均购自大连宝生物技术有限公

司；DMEM 细胞培养基、脂质体 Lipofetmiane 
2000 购自 Invitrogen 公司；胎牛血清购自 Gibico
公司；Western blotting 和 IP 细胞裂解液、苯甲

基磺酰氟(PMSF)、DAPI 染料、蛋白定量试剂

盒(BCA)、鼠抗 β-actin 单克隆抗体和羊抗鼠

HRP-IgG 购自碧云天生物技术公司；蛋白

Marker 购自 GenScript 公司；鼠抗 GFP 单克隆

抗体(MAb)、鼠抗 CD206、鼠抗 CD80 和鼠抗

F4/80 均购自 Biolegend 公司。 

1.3  鼠伤寒沙门菌与其他革兰氏阴性菌 clpv
基因同源性分析 

根据 GenBank 已经公布的鼠伤寒沙门菌

clpv 基因(登录号为 NC_016810)，采用 Primer 
Premier 5.0 软件设计 clpv 基因引物 clpv-F1/ 
clpv-R1 (表 1)，以 SL1344 基因组作为模板扩

增 clpv 基因并连接至 pMD-19T 载体，测序后

利用 MEGA 6 软件与 GenBank 公布其他革兰

氏 阴 性 致病菌 [ 台湾假单胞菌 (Pseudomonas 
taiwanensis)、植生拉乌尔菌(Raoultella planticola)、
鳗利斯顿氏菌(Listonella anguillarum)、菠萝多源 
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表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers and sequences used in this study 
Gene Primer Sequence (5′→3′) Enzyme 
clpv clpv-F1 ATGGAAACTCCTGTTTCACGCAG − 

clpv-R1 GCAAACGATCTCAAAAACAATCT 
clpv clpv-F2 TATGAATTCATGGAAACTCCTGTTTCACGCAG BamH I 

clpv-R2 ATTGGATCCGCAAACGATCTCAAAAACAATCT EcoR I 
q-clpv q-PCR-clpv-F TGACAGCAGAGGATGGAACA – 

q-PCR-clpv-R CCTGGATATTGGCACTGGTAAC 
iNOS q-PCR-miNOS-F GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA – 

q-PCR-miNOS-R GTGGACGGGTCGATGTCAC 
mCD80 q-PCR-mCD80-F ACCCCCAACATAACTGAGTCT – 

q-PCR-mCD80-R TTCCAACCAAGAGAAGCGAGG 
mIFN-γ q-PCR-mIFN-γ-F TTAACTCAAGTGGCATAG – 

q-PCR-mIFN-γ-R  TGATTCAATGACGCTTAT 
CD206 q-PCR-CD206-F CTGCAGATGGGTGGGTTATT – 

q-PCR-CD206-R GGCATTGATGCTGCTGTTATG 
IL10 q-PCR-mIL10-F ACTGGCATGAGGATCAGCAG – 

q-PCR-mIL10-R CTCCTTGATTTCTGGGCCAT 
Arg1 q-PCR-mArg1-F GATTATCGGAGCGCCTTTCT – 

q-PCR-mArg1-R CCACACTGACTCTTCCATTCTT 
β-actin β-actin-F GTGACGTTGACATCCGTAAAGA – 

β-actin-R GCCGGACTCATCGTACTCC 
−: No restriction sites. Restriction sites are underlined in bold italics. 
 
菌 (Pantoea ananatis)、粘放线菌 (Actinomyces 
viscosus)和大肠埃希菌 (Escherichia coli)]以及

不同血清型来源沙门菌进行遗传进化关系比对

分析。 
1.4  pEGFP-Clpv 重组质粒构建 

以 pMD-19T-Clpv 为模板，用特异性引物

clpv-F2/clpv-R2 扩增 clpv 全长基因，经 PCR 及

测序鉴定正确后克隆至 pEGFP-N1 真核表达载

体构建重组质粒，将构建成功重组质粒命名为

pEGFP-Clpv。 

1.5  pEGFP-Clpv 重组蛋白表达鉴定 
1.5.1  荧光显微镜鉴定 pEGFP-Clpv 重组蛋白

表达 
pEGFP-Clpv 重组质粒和脂质体分别加入

无血清无双抗 DMEM 培养基稀释后静置转染

至生长状态良好 HEK293T 细胞，转染后 24 h

置于荧光显微镜观察荧光。 
1.5.2  q-PCR 鉴定 pEGFP-Clpv 重组蛋白表达 

按照上述方法将重组质粒转染至 HEK293T
细胞，转染后 24 h 收集细胞，使用 TRIzol 试剂

(Thermo Fisher Scientific, Inc)提取各转染组的

总 RNA，微量分光光度计检测 RNA 质量和浓

度，并反转为 cDNA 进行 q-PCR。各样本中 clpv
基因的相对转录量以 β-actin 为内参，以 2‒ΔΔCt

计算 Clpv 表达的相对定量。 
1.5.3  Western blotting 鉴定 pEGFP-Clpv 重组

蛋白表达 
参照 Zheng 等[12]所描述方法进行操作，简

述如下：将 pEGFP-Clpv 重组质粒转染至

HEK293T 细胞，转染后 24 h 收集各处理组细胞

蛋白，冰浴裂解后收集细胞蛋白，用 BCA 试剂

盒定量，上样量为 30 μg/孔，300 mA 恒流冰浴
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转膜 90 min，转膜结束后取出将 PVDF 膜置于

封闭液(5%脱脂奶粉的 PBS 液)中，室温封闭   
2 h，加入稀释过鼠抗 GFP 单克隆抗体(或 β-actin) 
4 ℃摇晃过夜孵育，PBS-T 洗涤 3 遍，再加入

辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)
标记的羊抗鼠二抗室温孵育 2 h，PBS-T 洗涤  
3 遍，干燥滤纸吸净多余液体，采用化学发光

法(enhanced chemiluminescence, ECL)鉴定目的

蛋白表达。 

1.6  pEGFP-Clpv 重组蛋白亚细胞定位 
参照 Steiner 等[13]和张辉等[14]所描述方法

进行操作，简述如下：将 RAW264.7 细胞按照

105 个/孔接种至提前放置细胞爬片的 24 孔细胞

培养板，次日按照 1 μg/孔转染 pEGFP-Clpv 重组

质粒，转染后 24 h 弃去培养基，无菌 PBS 轻轻

洗涤 3 遍，加入 4%多聚甲醛室温固定 10 min，
弃去甲醛后加入 0.3% Triton-X 100 处理 10 min，
弃去 Triton-X 100 后再加入 5%脱脂奶粉室温封

闭 2 h，加入特异细胞膜红色探针 Dil 染色    
10 min，回收后无菌 PBS 轻轻洗涤 3 遍，最后

DAPI 室温染色 10 min，洗涤后封片置于激光共

聚焦显微镜观察。 

1.7  pEGFP-Clpv重组蛋白对巨噬细胞M1
免疫表型影响 

参照 Mantovani 等[15]和尹超等[16]所描述方

法进行操作，简述如下：将生长状态良好新鲜

RAW264.7 细胞按照 107 个/孔接种至 60 mm 皿，

次日按照 8 μg/孔量转染 pEGFP-Clpv重组质粒，

在转染后 24 h 收集细胞样品，一份提取 RNA
并反转录，利用 q-PCR 检测 iNOS、CD80 和

IFN-γ 等 M1 型基因的转录水平。另外一份按照

106 个/管加入流式管并根据组别进行编号，用

FITC 标记的 F4/80 抗体以及相应的同型对照抗

体进行胞外因子染色，用 PE 标记的 CD80 抗体

和 CD20 抗体分别进行膜蛋白染色，用 350 µL 

Staining Buffer 洗涤重悬，流式细胞仪上机进行

检测。通过前向散射角和侧向散射角确定巨噬

细胞群，应用 FlowJo 10.8.1 软件分析 F4/80+ 
CD80+ M1 型巨噬细胞数量。 

1.8  pEGFP-Clpv重组蛋白对巨噬细胞M2
免疫表型影响 

参照 1.7 所述方法，利用 q-PCR 检测 CD206、
IL-10 和 Arg-1 等 M2 型基因的转录水平；在流

式细胞仪上机检测后应用 FlowJo 10.8.1 软件分

析 F4/80+ CD206+ M2 型巨噬细胞数量。 
1.9  数据统计分析 

所有试验重复 3 次，应用 GraphPad 8.0 软

件进行数据分析，运用独立样品 t 检验进行统

计学分析(*: P<0.05 表示数据具有统计学意义，

**: P<0.01 表示数据具有显著差异，ns 表示无

显著差异)。 

2  结果与分析 
2.1  鼠伤寒沙门菌与其他革兰氏阴性菌

clpv 基因同源性分析 
将测序鼠伤寒沙门菌 clpv 基因序列与其他

常见的革兰氏阴性菌(台湾假单胞菌、植生拉乌

尔菌、鳗利斯顿氏菌、菠萝多源菌、粘放线菌

和大肠埃希菌)的 clpv 基因同源性进行比对，结

果显示鼠伤寒沙门菌 clpv 基因和台湾假单胞菌

(GenBank：KE384450) clpv 基因的遗传关系最

近(图 1)。 

2.2  pEGFP-Clpv 重组质粒鉴定 
将 clpv 基因克隆至 pEGFP-N1 真核表达载

体，并进行 PCR 和酶切鉴定。PCR 结果显示在

2 637 bp 出现与预期大小一致的目的条带(图 2A)，
对 PCR 产物进行测序，测序结果与预期一致。

BamH I 和 EcoR I 双酶切鉴定结果出现 4 733 bp
载体片段和 2 637 bp 基因片段(图 2B)。以上结

果表明 pEGFP-Clpv 重组质粒构建成功。 
 
 
 
 



 

 

 

杜付熙等 | 微生物学报, 2023, 63(7) 2625 

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

 

 
 

图 1  鼠伤寒沙门菌 clpv 基因和其他革兰氏阴性菌 clpv 基因的系统发育树分析 
Figure 1  Phylogenetic tree analysis of the clpv gene of Salmonella typhimurium and other Gram-negative 
bacteria. The box shows the clpv sequence of Salmonella typhimurium obtained in this experiment. 
Phylogenetic tree based on nucleotides sequence of homology. Numbers in parentheses represent the 
sequences’ accession number in GenBank. The number at each branch points is the percentage supported by 
bootstrap. Bar, 0.050% sequence divergence. 

 

 
 
图 2  pEGFP-Clpv 重组质粒鉴定 
Figure 2  Identification of recombinant plasmid pEGFP-Clpv. A: PCR identification of clpv recombinant 
plasmid. B: Identification of clpv recombinant plasmid by enzyme digestion. M: DL5000 DNA marker; 1: 
PCR amplification of clpv gene; 2: Negative control; 3–4: Identification of clpv recombinant plasmids EcoR I 
and BamH I by double digestion. 
 
2.3  Clpv 重组蛋白表达鉴定 

将 pEGFP-Clpv 质粒转染至 HEK293T 细胞，

转染后 24 h 检测蛋白的表达。荧光显微镜结果

显示相较未转染对照组，pEGFP-Clpv 和空载体 

pEGFP-N1 组均出现明显绿色荧光信号(图 3A)；
Image J 量化分析结果显示重组质粒 Clpv 绿色

荧光强度和空载体组无明显差异(图 3B)；q-PCR
检测结果显示，相较于未转染对照组和空载体



 

 

 

2626 DU Fuxi et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(7) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

pEGFP-N1 组，pEGFP-Clpv 组的 clpv 基因转录

水平显著升高(图 3C)；Western blotting 结果显示，

pEGFP-Clpv 和空载体 pEGFP-N1 组出现 120 kDa
和 26 kDa 左右的目的条带(图 3D)。以上结果表

明 Clpv 重组蛋白成功表达。 

2.4  Clpv 重组蛋白亚细胞定位鉴定 
将 pEGFP-Clpv 质粒转染至 RAW264.7 细

胞，转染后 24 h 用激光共聚焦检测 Clpv 蛋白在

细胞中表达定位，结果显示空载体 pEGFP-N1
组在细胞核质中均匀分布，而 pEGFP-Clpv 重

组蛋白主要在胞膜上表达，与红色探针所标记

细胞膜二者存在明显共定位(图 4A、4B)。 

2.5  Clpv 重组蛋白诱导巨噬细胞 M1 型免

疫表型鉴定 
收集 pEGFP-Clpv 质粒转染后细胞样品，

q-PCR 检测 M1 型标志性分子 CD80、iNOS、
和 IFN-γ 的 mRNA 表达水平，结果显示重组蛋

白组处理后 M1 型免疫表型显著增加(P<0.01) 
(图 5)；同时流式细胞术结果也显示 F4/80+ 
CD80+双阳性巨噬细胞数量显著增加 (P<0.01) 
(图 6A、6B)。结果表明 Clpv 重组蛋白能够显

著诱导 M1 型巨噬细胞数量增加。 
 

 
 
图 3  Clpv 重组蛋白的表达鉴定 
Figure 3  Expression and identification of Clpv recombinant protein. A: Fluorescence microscopy was used 
to detect the expression of Clpv recombinant protein. B: Quantitative analysis of Clpv recombinant protein 
expression by Image J. C: The expression of Clpv was detected by q-PCR. D: The expression of Clpv was 
detected by Western blotting. ns: P>0.05; **: P<0.01; Scale bar=20 μm. 
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图 4  Clpv 重组蛋白亚细胞定位分析 
Figure 4  Subcellular localization analysis of Clpv recombinant protein. A: Laser confocal identification of 
Clpv recombinant protein subcellular localization. B: Colocalization analysis of Clpv recombinant protein 
and cell membrane by Image J. Scale bar=10 μm. 

 

 
 
图 5  q-PCR 检测巨噬细胞 M1 型极化相关分子水平变化 
Figure 5  The changes of M1 polarization related molecules in macrophages were detected by q-PCR. A: 
The change of CD80 level was detected by q-PCR. B: The change of iNOS level was detected by q-PCR. C: 
The change of IFN-γ level was detected by q-PCR. ns: P>0.05; **: P<0.01. 
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图 6  流氏细胞术检测巨噬细胞 M1 型极化相关分子水平变化 
Figure 6  Flow cytometry was used to detect the changes of M1 polarization related molecules in 
macrophages. A: The number of F4/80+ CD80+ double positive macrophages was detected by flow cytometry. 
B: Quantitative analysis of F4/80+ CD80+ double positive macrophages. ns: P>0.05; **: P<0.01. 
 
2.6  Clpv重组蛋白诱导巨噬细胞M2型免疫

表型鉴定 
按照上述方法利用 q-PCR 检测 M2 型标志

性分子 CD206、Arg-1 和 IL-10 的 mRNA 表达

水平，结果显示 Clpv 蛋白处理后巨噬细胞 M2
型免疫表型细胞数量显著降低(P<0.01) (图 7)；
流式细胞术结果也显示 F4/80+ CD260+双阳性

巨噬细胞数量显著降低(P<0.01) (图 8A、8B)。
以上结果表明 Clpv 蛋白会促使 M1 巨噬细胞的

极化，并抑制 M2 巨噬细胞的极化。 

3  讨论 
鼠伤寒沙门菌是一种重要的人畜共患病原

菌，宿主感染谱广泛，能够导致急性肠炎、败

血症甚至死亡，在医学、兽医学以及公共卫生

学上具有重要的意义[17]。 
沙门菌在自然界中广泛存在，能够抵抗各

种不利的环境因素，而 T6SS 被报道与细菌的

生物被膜形成、细菌的竞争性优势以及致病过

程密切相关[18]。沙门菌 T6SS 包含 13 种关键核

心蛋白，而 Clpv 是构成 T6SS 结构和介导其发

挥功能重要蛋白之一 [ 1 9 ]，它是一种细胞质

AAA+ ATP 酶蛋白，能够特异性结合于 T6SS “噬
菌体”结构末端的收缩鞘，从而使 T6SS 装置再

循环；同时 Clpv 在假单胞菌[20]、支气管波士杆

菌[21]、野油菜黄单胞菌[22]以及弗氏柠檬酸杆菌[23] 
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图 7  q-PCR 检测巨噬细胞 M2 型极化相关分子水平变化 
Figure 7  The changes of M2 polarization related molecules in macrophages were detected by q-PCR. A: 
CD206 levels were detected by q-PCR. B: The change of Arg-1 level was detected by q-PCR. C: The changes 
of IL-10 levels were detected by q-PCR. ns: P>0.05; **: P<0.01. 
 

 
 
图 8  流氏细胞术检测巨噬细胞 M2 型极化相关分子水平变化 
Figure 8  Changes of M2 type polarization related molecules of macrophages detected by flow cytometry. A: 
The number of F4/80+ CD206+ double positive macrophages was detected by flow cytometry. B: Quantitative 
analysis of F4/80+ CD206+ double-positive macrophages. ns: P>0.05; **: P<0.01. 
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等多种革兰氏阴性菌的致病过程中发挥重要作

用。研究表明鼠伤寒沙门菌诱导炎症来维持其在

肠道内的持续性复制[24]，同时发现 T6SS 能够激

活宿主炎性小体来促进宿主细胞焦亡[25]，但是

Clpv 是否参与 T6SS 所诱导的炎症反应尚不清楚。 
本研究克隆了鼠伤寒沙门菌 clpv 基因，将

其与其他常见革兰氏阴性菌的 clpv 基因进行序

列比对，发现其与台湾假单胞菌的 clpv 基因有

较高的同源性。蛋白发挥功能与其在靶细胞内

表达定位密不可分，对 Clpv 重组蛋白的胞内定

位结果显示，该蛋白主要定位于细胞膜上，少

量分布在胞浆中。沙门菌在感染过程中能够诱

导巨噬细胞发生极化[26-28]，巨噬细胞极化是免

疫细胞接收外界环境讯号所表现的不同功能过

程[29]，巨噬细胞可分化为经典活化 M1 型和选

择性活化的 M2 型。M1 型和 M2 型具有不同的

免疫功能，M1 型巨噬细胞促进 Th1 反应，在

细菌感染早期阶段，细菌中病原体相关分子模

式被机体病原体受体识别时，M1 型巨噬细胞活

化后产生大量促炎介质，从而杀灭入侵病原微

生物或进一步激活适应性免疫过程；而 M2 型

巨噬细胞促进 Th2 反应，具有抑制炎症的作用，

二者平衡对维持机体正常生理功能至关重要[30]。

为了确定 Clpv蛋白是否与鼠伤寒沙门菌感染过

程中所诱导巨噬细胞极化相关，通过检测 Clpv
重组蛋白转染巨噬细胞后 M1 型标志性分子

(CD80、iNOS 和 IFN-γ)变化水平，结果显示相

比于未处理对照组以及空载体组 Clpv能够显著

增加(CD80、iNOS 和 IFN-γ)表达水平，同时

F4/80+ CD80+双阳性 M1 型巨噬细胞数量和比

例显著增加；与之相反的是 M2 型标志性分子

(CD206、Arg-1 和 IL-10)以及 F4/80+ CD260+阳

性 M2 型巨噬细胞数量和比例显著降低。然而，

后续还需要进一步回归至鼠伤寒沙门菌构建

Clpv 缺失后对巨噬细胞极化的影响。 

4  结论 
本研究克隆了鼠伤寒沙门菌 clpv 基因，构

建真核表达载体 pEGFP-Clpv，并检测 Clpv 蛋

白在细胞中表达定位以及对巨噬细胞极化影

响。结果表明 Clpv 蛋白主要定位于细胞膜上，

少量分布于胞浆；Clpv 蛋白能够显著诱导 M1
型巨噬细胞活化以及促进 M2 型向 M1 型转换。

该研究为后续深入研究 T6SS 核心蛋白 Clpv 功

能奠定理论基础。 
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