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研究报告 

小肠结肠炎耶尔森菌对多粘菌素 B 的压力应答 

赵彤  苏雅  孟娇  陈晶瑜* 
中国农业大学食品科学与营养工程学院 食品质量与安全北京实验室  北京  100083 

摘  要：【背景】小肠结肠炎耶尔森菌(Yersinia enterocolitica)是重要的人畜共患食源性病原菌。由于

其生存环境与传染性生活方式，小肠结肠炎耶尔森菌暴露在各种生存压力中，而胞膜压力应答能力

对维持其环境耐受性和毒力发挥着重要作用。【目的】探究小肠结肠炎耶尔森菌在胞膜压力应答中的

调节机制。【方法】通过使用多粘菌素 B 破坏小肠结肠炎耶尔森菌细胞膜的稳定性，并从生长能力、

运动能力、生物被膜形成能力以及相关基因表达的变化探讨 Rcs (Regulator of Capsule Synthesis)系统

对多粘菌素 B 产生的胞膜压力的应答。【结果】多粘菌素 B 引起的细胞胞膜压力抑制了小肠结肠炎

耶尔森菌的运动和生物被膜形成能力；而阻断 Rcs 信号途径后，小肠结肠炎耶尔森菌的运动和生物

被膜形成能力有所恢复。对 flhC、hmsS、hmsT 等关键下游表型基因的表达水平的分析结果表明 Rcs

双组分系统对由多粘菌素 B 诱导的胞膜压力作出响应，通过感知胞膜胁迫向胞内传递信号，积极地

调控细菌增强对抗菌肽的抗性。【结论】明确了 Rcs 双组分系统在响应多粘菌素 B 压力胁迫中的特

异性调控作用，加深了对小肠结肠炎耶尔森菌环境应答机制的认识。 

关键词：小肠结肠炎耶尔森菌，多粘菌素 B，胞膜压力，压力应答，Rcs 双组分系统 

Stress response of Yersinia enterocolitica to polymyxin B 
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Abstract: [Background] Yersinia enterocolitica, an important food-borne zoonotic pathogen, is 
commonly exposed to cell envelope stresses due to its living environment and epidemic properties. The 
envelope stress responses of Y. enterocolitica play a very important role in maintaining its environmental 
tolerance and virulence. [Objective] Explore the role of Y. enterocolitica in regulation of cell envelope 
stress. [Methods] Polymyxin B was used to disrupt the cell membrane stability of Y. enterocolitica, and 
we explore the response of regulator of capsule synthesis (Rcs) system to the envelop stress by polymyxin 
B from the changes in growth, motility ability, biofilm formation ability and related gene expression of Y. 
enterocolitica. [Results] The cell membrane pressure caused by polymyxin B inhibited the motility and 
biofilm formation of Y. enterocolitica, which were restored after blocking the Rcs signaling pathway. The 
expression of genes regulated by Rcs system, such as flhC, hmsS and hmsT, were analyzed. The results 
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further confirmed the regulation of Rcs system in response to the membrane pressure induced by 
polymyxin B. After sensing the envelop stress signals, Rcs system could actively regulate gene expression 
and cause pleiotropic changes to improve the resistance of Y. enterocolitica to polymyxin B. [Conclusion] 
This study clarified the specific regulatory role of the Rcs system in response to membrane stress caused 
by polymyxin B, and will deepen the understanding of the environmental response mechanisms of Y. 
enterocolitica. 

Keywords: Yersinia enterocolitica, polymyxin B, envelope stress, stress response, regulator of capsule 
synthesis (Rcs) phosphorelay system 

小肠结肠炎耶尔森菌(Yersinia enterocolitica)是

一种典型的食源性致病菌，人感染后会引起耶尔森

菌病，表现为胃肠道症状、呼吸和心血管系统受损，

甚至能引起急性阑尾炎和败血症[1-2]。在欧洲食品安

全局(European Food Safety Authority，EFSA)的报告

中，小肠结肠炎耶尔森菌被列为仅次于弯曲杆菌和

沙门氏菌的第三大常见病原菌[2]。小肠结肠炎耶尔

森菌广泛分布于环境中，在土壤、水、动物和各种

食品中均有检出，能在 4 °C 冰箱中生存，也能在真

空包装的冷冻食品中生长和繁殖[3-6]，渗透压、pH、

温度、光强度和营养供应等物理、化学和环境条件

的变化使之暴露在各种生存压力中，这些变化均会

威胁小肠结肠炎耶尔森菌的存活[7-8]。 

细胞胞膜(Cell Envelope)是革兰氏阴性细菌特

有的结构屏障，由细胞内膜(Inner Membrane)、细胞

外膜(Outer Membrane)及膜之间含有肽聚糖的粘性

周质空间(Periplasm)组成[9]。该结构不仅对细胞的

结构完整性至关重要，而且还充当细菌与其周围环

境相互作用的界面[10]。细胞胞膜不是一个静态结

构，而是会根据环境的变化进行主动重建[11]。环境

胁迫导致的膜损伤或者由自身膜组分的生物合成、

组 装 及 转 运 错 误 都 会 引 起 细 胞 胞 膜 压 力 (Cell 

Envelope Stress)[12]。细胞胞膜压力应答(Envelope 

Stress Responses，ESRs)对于细菌尤其是病原菌的 

体外生存及毒力发挥尤为重要，细菌能感知胞膜损

伤或缺陷并调节转录以减轻破坏性压力，这种环境

应激能力通常由自身特定的双组分系统进行严格

调控[13]。 

多粘菌素 B (Polymyxin B)是一种阳离子抗菌

肽类粘菌素，对革兰氏阴性菌具有较强的抗菌活 

性[14]。多粘菌素的结构中含有氨基酸正电荷和肽

环，该结构特点使多粘菌素与革兰氏阴性菌细胞外

膜脂多糖(Lipopolysaccharide，LPS)有着高度的亲和

性；通过与细胞外膜脂多糖分子的相互静电作用以

及二价阳离子 Ca2+和 Mg2+的竞争性置换，多粘菌素

B 可破坏细胞外膜结构的稳定性，穿过细胞外膜到

达周质空间与细胞内膜接触，从而与磷脂双分子层

相结合形成孔洞，破坏细胞膜的通透性导致细胞膜

紊乱的发生，使细胞内容物泄漏，进而导致菌体的

死亡[14]。 

Rcs 系统是存在于肠杆菌中的非典型的双组分

系统，在不同环境信号分子的作用下可以调控细菌

的多种生命活动。该系统由 3 个核心蛋白组成，即

跨膜传感器激酶 RcsC、跨膜蛋白 RcsD 和响应调节

剂 RcsB，并且可以由外膜相关脂蛋白 RcsF 激活以

响应压力[15-16]。在渗透压、温度、pH、溶菌酶、细

胞膜缺陷等多种环境信号分子的作用下，通过作用

于鞭毛、生物被膜、毒力相关基因等多个靶标，进

而调控运动、生物被膜形成、毒力等多种生命活动

来启动应激调控[17-19]。在细菌 Rcs 系统的研究中，

可以发现 Rcs 系统在感受外界环境信号、调节自身

基因表达方面发挥着重要作用，但是不同细菌中

Rcs 系统的调控模式存在差异。例如：在大肠杆菌

中，Rcs 系统的突变导致菌株生物被膜形成能力有

缺陷[20]；在植物软腐病原菌中，RcsB 的缺失导致

细胞分裂和分化减慢[21]。在 Y. enterocolitica 中，Rcs

双组分系统在胞膜压力应答中的调控机制在一定

程度上是未知的。 
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本研究使用多粘菌素 B 破坏小肠结肠炎耶尔森

菌细胞膜的稳定性，探究小肠结肠炎耶尔森菌应对

胞膜压力时的调节机制。本研究有助于推动小肠结

肠炎耶尔森菌环境应答机制的研究，完善对小肠结

肠炎耶尔森菌中 Rcs 系统生理功能的认识，从而更

好地控制小肠结肠炎耶尔森菌的传播和感染。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

Y. enterocolitica ATCC23715 (以下简称 Y.E 

ATCC23715)，野生株，实验室保藏[22-23]；Y.E-ΔrcsB，

Y.E ATCC23715 的 rcsB 基因缺失突变株，实验室  

保藏[22-23]。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

多粘菌素 B，北京索莱宝科技有限公司；氯霉

素(Chloramphenicol，CM)、头孢磺啶、三氯生、新

生霉素，北京拜尔迪生物技术有限公司；罗丹明

123、N-苯基-1-萘胺(N-Phenyl-1-Naphthylamine，

NPN)，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；RNA

提取试剂盒、RT-qPCR 试剂盒，北京全式金生物技

术有限公司。 

多功能酶标仪，BioTek 公司；梯度 PCR 仪，

Eppendorf 公司；稳压稳流电泳，Bio-Rad 公司；凝

胶成像系统，UVP 公司；NanoDrop，Thermo Fisher

公司；实时荧光定量 PCR 仪，Hoffmann-LaRoche

公司。 

1.1.3  培养基 

LB 液体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提

取物 5.0，NaCl 10.0；固体培养基加琼脂粉 20.0；

如需氨苄青霉素抗性筛选，则添加氨苄青霉素至终

浓度 100 μg/mL。LNNS 培养基(g/L)：胰蛋白胨 1.25，

酵母提取物 0.625；半固体培养基需添加琼脂粉

0.07。CIN 选择性培养基(筛选 Y. enterocolitica)：在

LB 培养基中添加终浓度为 15 μg/mL 的头孢磺啶、

终浓度为 4 μg/mL 的三氯生和终浓度为 2.5 μg/mL

的新生霉素。 

1.2  方法 

1.2.1  最小抑菌浓度的测定 

参考文献[24]使用微量肉汤稀释法测定最小抑

菌浓度。在 96 孔板除第一列每孔加入 100 μL LNNS

培养基，将倍比稀释后浓度为 256 μg/mL 的多粘菌

素 B 吸取 200 μL 加入第 1 孔，然后吸取 100 μL 至第

2 孔，混匀后再吸取 100 μL 至第 3 孔，连续倍比稀

释至第 11 孔，并从第 11 孔吸取 100 μL 弃去，第

12 孔作为不含药物的生长对照。用紫外可见分光光

度计将培养过夜的小肠结肠炎耶尔森菌菌液调整

OD600 为 0.10，将 OD600 为 0.10 的小肠结肠炎耶尔

森菌菌液用 LNNS 培养基按 1:100 稀释后，每孔加

100 μL，吹吸混匀，密封后置 26 °C 恒温培养箱，

18−24 h 后利用酶标仪判读结果，不同组别设置   

3 组平行。 

1.2.2  膜电位的测定 

将生长到对数期(OD600 约为 0.4 左右)的小肠结

肠炎耶尔森菌菌液调整 OD600 约为 0.50 后转接于含

有 终 浓 度 为 最 小 抑 菌 浓 度 (Minimum Inhibitory 

Concentration，MIC)的多粘菌素 B 培养基中，继续

培养 1 h。菌液倒入无菌离心管，4 000 r/min 离心

10 min 收集菌体，用 PBS 缓冲液洗涤 2 次后重悬。

吸取 200 μL 细菌悬浮液加入到 96 孔板，加入 20 μL 

100 μg/L 罗丹明 123，使其终浓度为 10 μg/mL，用多

功能酶标仪间隔 10 min 测一次，不同组别设置 3 组

平行。多功能酶标仪参数设置为：激发光波长 480 nm、

发射光波长 530 nm。 

1.2.3  NPN 摄取的测定 

将生长到对数期的小肠结肠炎耶尔森菌菌液，

以起始 OD600 约为 0.50 转接于含有终浓度为 MIC

值的多粘菌素 B 培养基中，培养 1 h。将菌液倒入

无菌离心管，4 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，用

PBS 缓冲液洗涤 2 次后重悬。吸取 200 μL 细菌悬浮

液加入到 96 孔板，加入 20 μL 10 mmol/L NPN 荧光

试剂，使其终浓度为 100 μmol/L，用多功能酶标仪

间隔 10 min 测一次，不同组别设置 3 组平行。多功

能酶标仪参数设置为：激发光波长 350 nm、发射光
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波长 420 nm。 

1.2.4  核酸和蛋白质泄漏的测定 

将生长到对数期(OD600 约为 0.4)的小肠结肠

炎耶尔森菌菌液倒入无菌离心管，于 4 000 r/min

离心 10 min 收集菌体，用 PBS 缓冲液调节菌液。

取 20 mL 菌液，加入终浓度为 MIC 值的多粘菌素

B，并设置空白对照组，将各组分别摇晃混匀，

26 °C、180 r/min 持续培养。每 30 min 取出 1 mL

培养液，用紫外分光光度计测量 260 nm 处吸光

值，记录核酸泄漏数值变化；每 30 min 取出 1 mL

培养液，用紫外分光光度计测量 280 nm 处吸光

值，记录蛋白质泄漏数值变化。不同组别设置 3 组

平行。 

1.2.5  泳动能力和生物被膜形成能力的测定 

参照文献[23]方法，使用游标卡尺测量不同菌

株泳动圆环直径。 

用酶标仪测定 OD595 吸光值，减去空白对照组

的吸光值为每孔样品生物被膜的 OD595 吸光值，该

值与生物被膜形成量成正比。 

1.2.6  总 RNA 提取与 RT-qPCR 反应 

使 用 RNA 提 取 试 剂 盒 提 取 总 RNA ， 用

NanoDrop 测量不同样品的总 RNA 浓度。根据 RT- 

qPCR 试剂盒说明书配制体系。以 Y. enterocolitica 

ATCC23715 的基因组为模板设计 RT-qPCR 的扩增

引物，序列如表 1 所示。PCR 采用实时荧光定量

PCR 仪设定在以下条件下进行：95 °C 2 min；95 °C 

15 s，49 °C 15 s，68 °C 15 s，30 个循环；68 °C 5 min；

4 °C 保存。最后采用 2−∆∆Ct 相对定量法分析靶基因

的相对转录情况。 

1.3  数据的统计分析 

采用 GraphPad Prism 8.2.1 软件进行数据统计

分析和数据作图。 

2  结果与讨论 

2.1  多粘菌素 B 对小肠结肠炎耶尔森菌细胞膜

稳定性的破坏 

为了确定多粘菌素 B 对小肠结肠炎耶尔森菌的

最小抑菌浓度，依据美国临床实验室标准化委员会

(National Committee for Clinical Laboratory 
Standards，NCCLS)推荐使用微量肉汤稀释法测   

定小肠结肠炎耶尔森菌中多粘菌素 B 的最小抑菌  

浓度，在液体 LNNS 培养基中进行测定。实验结   

果表明多粘菌素 B 对 Y.E ATCC23715 的 MIC 值为

1 μg/mL。 

膜电位(Membrane Potential，MP)是以细胞膜相

隔的细胞内部和外部之间产生的一种电位差，存在

于细胞膜两侧。膜电位是细胞生命活动中一种非常

重要的电现象，在细胞膜感知外界环境扰动的过程

中起着重要的作用。本实验通过使用亲脂性阳离子

染料罗丹明 123[25]检测细菌细胞膜电位的变化。罗

丹明 123 可以通过跨膜电位进入到细胞基质中发出

荧光，通过罗丹明 123 荧光强度的大小可反映细胞

膜电位的变化情况，从而间接反映多粘菌素 B 对小

肠结肠炎耶尔森菌造成的膜电位扰动变化情况。与

对照组相比加入多粘菌素 B 溶液处理 10 min 后荧

光强度显著降低，随时间延长没有改变(图 1A)。说

明多粘菌素 B 会导致小肠结肠炎耶尔森菌膜电位降 

 
表 1  RT-qPCR 扩增引物 
Table 1  Primers for RT-qPCR amplification  

引物名称 

Primers name  

引物序列 

Primers sequence (5′→3′)  

产物长度 

Size (bp)  
flhC-F GGACCTTGGTTCGCTTTGTT 20 
flhC-R GGCAGATTGCGGAGAAAGTT 20 
hmsT-F TATAATCGCCGTGGGTTGGA 20 
hmsT-R CACTAAGGCTTGGTCTCCCA 20 
hmsS-F AGCATGGAAATGACGGGAGA 20 
hmsS-R TTAACGACCGGTGCAACTTC 20 
16S rRNA-F TACCGCATAACGTCTTCGGA 20 
16S rRNA-R TCTGGACCGTGTCTCAGTTC 20 
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低，影响细胞的正常代谢活动，结果会抑制其生长，

甚至导致细菌死亡。 

NPN (N-Phenyl-1-Naphthylamine)是一种疏水

敏感的荧光染料，在疏水环境中会产生强烈的荧

光，而在水环境中 NPN 则保持荧光淬灭状态[26]。

当细菌细胞外膜受损，NPN 就会进入到细菌外膜的

疏水内部而发出荧光，通过使用荧光染料 NPN 检

测荧光强度的变化可判断多粘菌素 B 对小肠结肠炎

耶尔森菌细胞外膜的渗透能力的影响，测定结果如

图 1B 所示。相比未添加多粘菌素 B 的小肠结肠炎

耶尔森菌培养液，添加多粘菌素 B 使 NPN 荧光强

度显著升高，表明多粘菌素 B 对细胞外膜有破坏作

用。结果说明多粘菌素 B 影响了小肠结肠炎耶尔森

菌的细胞外膜的稳定性，使得 NPN 荧光探针进入

到细胞外膜的疏水内部。 

由图 1C 和图 1D 可知，多粘菌素 B 处理后的

细菌泄漏的核酸吸光度值和蛋白质吸光度值均显

著高于对照组，细胞核酸泄漏和蛋白质泄漏量均随

时间增加而增加，说明多粘菌素 B 对小肠结肠炎耶

尔森菌细胞内膜的完整性造成了一定的破坏。如图

1C 所示，随时间的增加，经多粘菌素 B 处理后的

培养液核酸泄漏增长值为 19%。在 30 min 时核酸泄

漏量是 0.088，150 min 时为 0.130。如图 1D 所示，

经多粘菌素 B 处理后细菌泄漏的蛋白质的吸光度在

30 min 时为 0.059，在 150 min 时为 0.113。 

抗菌肽多粘菌素 B 主要作用于革兰氏阴性菌细

胞外膜脂多糖，通过对其膜电位测定、NPN 摄取

测定、核酸泄漏以及蛋白质泄漏的分析，发现多粘

菌素 B 破坏了小肠结肠炎耶尔森菌细胞膜的稳定

性，其对细胞外膜的完整性造成了一定程度的破

坏，表明多粘菌素 B 对小肠结肠炎耶尔森菌造成

了胞膜压力。 

 

 
 

图 1  多粘菌素 B 对小肠结肠炎耶尔森菌细胞膜稳定性的破坏 
Figure 1  Damage of polymyxin B to the stability of Y. enterocolitica cell membrane 

注：A：膜电位测定结果；B：NPN 测定结果；C：核酸泄漏测定结果；D：蛋白泄漏测定结果。*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001；

****：P<0.000 1 
Note: A: Membrane potential measurement result; B: NPN measurement result; C: Nucleic acid leakage test result; D: Protein leakage test 
result. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1 
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2.2  Rcs 系统在胞膜压力应答中对菌体生长的 

影响 

在 Rcs 系统中，rcsF 基因编码的外膜脂蛋白

RcsF 首先感受外界环境的变化然后将膜应激信号

传递胞内，最终传递至由基因 rcsB 编码的转录调控

因子 RcsB。RcsB 形成同源二聚体或与 RcsA 形成

异源二聚体，从而激活或抑制靶标基因的转录，调

节细菌的生命活动。因此，破坏 Rcs 双组分系统中

的关键组件，构建 rcsF 和 rcsB 突变株，可造成感

知外界环境 RcsF 蛋白与转录调控因子 RcsB 蛋白的

差异表达，从而探究 Rcs 双组分系统差异对多粘菌

素 B 造成的胞膜压力的调控。实验室已构建和保藏

rcsB 突变株[23]，本研究通过无痕同源重组技术构建

了 rcsF 突变株。 

通过预实验检测了 rcsF 和 rcsB 突变株对多粘

菌素 B 的敏感性。当在培养基中添加多粘菌素 B 终

浓度为 MIC 时，会抑制 rcsF 和 rcsB 突变株的生长，

在低于 MIC 浓度时对 rcsF 和 rcsB 突变株有一定的

抑制作用。因此，设置 0.5 MIC 与 0.8 MIC 浓度梯

度进行后续实验。 

通过生长曲线测定比较了野生株和突变株的

生长情况。图 2A 为不添加多粘菌素 B 的对照组，

在 LNNS 培养基中突变株与野生株相比生长只有很

低程度的减弱，野生株和突变株的生长几乎没有差

异，说明破坏 Rcs 磷酸化系统后对小肠结肠炎耶尔

森菌的生长并没有产生显著影响。图 2B 显示，添

加多粘菌素 B 后，突变株的生长有了较大程度的降

低，说明突变株增加了对多粘菌素 B 的敏感性，

RcsF 外膜蛋白的缺失使得小肠结肠炎耶尔森菌对

多粘菌素 B 更加敏感。图 2C 显示，将多粘菌素 B

在LNNS 培养基中的终浓度从0.5 MIC 增加到0.8 MIC

后，与对照组图 2B 相比，菌株的生长受到了更大

程度的阻碍，多粘菌素 B 对小肠结肠炎耶尔森菌的

生长产生抑制。通过对菌株生长曲线的测定，结果

表明 Rcs 系统对多粘菌素 B 造成的胞膜压力应答有

一定的调节作用。 

2.3  Rcs系统在胞膜压力应答中对运动性和生物

被膜形成能力的影响 

菌株的运动能力和生物被膜形成能力对小肠

结肠炎耶尔森菌的生存和毒力有重要意义。有报道

显示，Rcs 系统能够通过调节菌毛、鞭毛和胞外多

糖的结构影响细菌的毒力，从而影响其运动能力、

生物被膜形成能力和生长能力[27]。为了探究在小肠

结肠炎耶尔森菌中 Rcs 系统对多粘菌素 B 引起胞膜

胁迫的响应，本研究通过半固体平板培养的泳动实

验的测定和生物被膜培养来评价 Rcs 系统在胞膜压

力应答中对运动性和生物被膜形成能力的影响。 

在不添加多粘菌素 B 的 LNNS 半固体培养基 
 

 
 

图 2  野生株、rcsF 和 rcsB 突变株在 LNNS 培养基中的生长曲线 
Figure 2  Growth curve of wild-type, rcsF and rcsB mutant strains in LNNS broth 

注：A：未添加多粘菌素 B；B：添加 0.5 MIC 多粘菌素 B；C：添加 0.8 MIC 多粘菌素 B 
Note: A: No polymyxin B added; B: Add 0.5 MIC polymyxin B; C: Add 0.8 MIC polymyxin B 
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中，当 Rcs 途径被阻断后，rcsF 和 rcsB 突变株的泳

动直径显著高于野生株，泳动圆环直径分别增加

21%与 26%，说明 Rcs 途径的存在抑制了小肠结肠

炎耶尔森菌的泳动能力。在加入 0.5 MIC 浓度多粘

菌素 B 的半固体 LNNS 培养基中，野生株的泳动圆

环直径与未添加多粘菌素 B 的对照组相比较时显著

降低，降低了 19%。在加入 0.8 MIC 浓度多粘菌素

B 的半固体 LNNS 培养基中，野生株与突变株泳动

直径之间的差距更加明显(图 3A)。多粘菌素 B 的添

加抑制了小肠结肠炎耶尔森菌的泳动能力，而 Rcs

系统的存在对其引起的泳动能力的改变有着一定

的反向调节作用。 

如图 3B 所示，在不添加多粘菌素 B 的半固体

LNNS 培养基中，当阻断 Rcs 途径后，突变株的生

物被膜形成能力与野生株相比显著增加，说明 Rcs

途径对小肠结肠炎耶尔森菌生物被膜形成的影响

与运动性一致。培养基中添加多粘菌素 B 后，野

生株的生物被膜形成量明显降低，而突变株相比于

野生株，其生物被膜形成量的变化较小。 

通过比较泳动圆环直径与生物被膜形成能

力的变化，结果表明在多粘菌素 B 作用于小肠结

肠炎耶尔森菌后，引发了 Rcs 途径的胞内调控[28]。

Rcs 系统通过调节下游鞭毛与生物被膜形成，从

而使鞭毛的运动性和生物被膜形成能力受到了

抑制。 

2.4  表型相关基因的相对转录水平分析 

已知 Rcs 磷酸化系统能够激活或抑制表达鞭毛

装置基因所需的 flhDC 操纵子编码激活剂和生物

被膜形成所需的 hmsT 和 hmsS 操纵子，所以采用

RT-qPCR 方法比较 Y.E-ΔrcsB、Y.E-ΔrcsF 和野生

株之间的 flhC、hmsT 和 hmsS 基因的转录水平，

用 2–∆∆Ct 法对目标基因进行相对定量分析，结果

如图 4 所示。 

图 4A 为不添加多粘菌素 B 的对照组 flhC、

hmsS、hmsT 的相对转录水平。以 Y.E ATCC23715

的相对转录水平为基准，当 Rcs 双组分系统被破坏

后，Y.E-ΔrcsF 和 Y.E-ΔrcsB 中 flhC 基因的相对转录

水平与野生株相比分别呈 2 倍和 3 倍增加；

Y.E-ΔrcsF 和 Y.E-ΔrcsB 中 hmsS、hmsT 基因的相对

转录水平与野生株相比也有明显的增长。证明在小

肠结肠炎耶尔森菌中，Rcs 双组分系统对下游靶基

因 flhC、hmsS、hmsT 存在负调控，从而抑制了其

泳动能力及生物被膜形成能力。 

如图 4B 所示，添加多粘菌素 B 的野生株中

flhC、hmsS、hmsT 的相对转录水平与不添加多粘菌

素 B 的野生株相比下调，突变菌株 Y.E-ΔrcsF 和

Y.E-ΔrcsB 中 flhC、hmsS、hmsT 的相对转录水平也

有所下降。证明在添加多粘菌素 B 后，野生株和

突变株的泳动能力和生物被膜形成能力都受到了

抑制。 
 

 
 

图 3  多粘菌素 B 对野生株、rcsF 和 rcsB 突变株泳动能力(A)和生物被膜形成能力(B)的影响 
Figure 3  Changes in the levels of swim motility (A) and biofilm formation (B) in wild-type, rcsF and rcsB mutant strains in 
LNNS medium supplemented with different concentration of polymyxin B  

Note: A: Swim motility; B: Biofilm formation 
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图 4  表型相关基因的转录水平变化情况 
Figure 4  Changes in transcript levels of related phenotypic genes  

注：A：未添加多粘菌素 B；B：添加多粘菌素 B 
Note: A: No polymyxin B added; B: Add polymyxin B 

 
如 2.3 所述，在小肠结肠炎耶尔森菌中阻断 Rcs

系统后，菌株的运动能力和生物被膜形成能力都有

显著提高，相应地，编码激活表达鞭毛装置的 flhDC

操纵子和生物被膜形成所需的 hmsT 和 hmsS 基因的

转录表达水平也得到了显著提高。当添加多粘菌素

B 后，野生株的鞭毛形成能力和生物被膜形成能力

明显降低，结合表型实验结果分析得到，多粘菌素

B 抗菌肽作用于小肠结肠炎耶尔森菌后引起了 Rcs

系统参与对下游靶基因的调控，从而在一定程度上

抑制了菌株的运动能力和生物被膜的形成能力。 

3  结论 

胞膜应激是细菌内重要的调控方式。细菌通过

胞内的不同系统快速调节，以适应环境胁迫造成的

细菌胞膜结构和功能的障碍所造成的影响。双组分

系统响应于革兰氏阴性菌的胞膜应激，对细菌快速

适应环境及宿主细胞有着重要意义。抗菌肽多粘菌

素 B 直接作用于细菌细胞外膜脂多糖，能对细菌造

成一定的胞膜压力。本研究选取了多粘菌素 B 作用

于小肠结肠炎耶尔森菌，通过对菌株生长能力、泳

动能力和生物被膜形成能力的观察，探究小肠结 

肠炎耶尔森菌对多粘菌素 B 产生的胞膜压力的调控

作用。 

在小肠结肠炎耶尔森菌中，阻断 Rcs 双组分系

统后，缺失突变株的泳动能力和生物被膜形成能力

显著增高，证明 Rcs 双组分系统抑制了小肠结肠炎 

耶尔森菌的泳动能力和生物被膜形成量。当加入多

粘菌素 B 抗菌肽后，与缺失突变株相比，野生株的

运动能力和生物被膜形成能力进一步受到了抑制，

表明了 Rcs 双组分系统在调控多粘菌素 B 抗菌肽引

起的胞膜胁迫时起到一定的负调控作用。 

通过对小肠结肠炎耶尔森菌中 Rcs 双组分系统

所调控下游鞭毛合成和体外生物被膜合成相关基

因 flhC、hmsS、hmsT 进行实时荧光定量逆转录 PCR 

(RT-qPCR)，分析其相对转录水平。结果表明，Rcs

双组分系统抑制了小肠结肠炎耶尔森菌的泳动能

力和生物被膜形成能力，并且在受到多粘菌素 B 所

造成的外界胁迫时 Rcs 双组分系统能够感知并作出

响应，小肠结肠炎耶尔森菌的泳动能力和生物被膜

形成能力进一步受到抑制。然而同时因为野生株、

突变株 Y.E-ΔrcsF 和 Y.E-ΔrcsB 中基因 flhC、hmsS

和 hmsT 的表达量下调程度不同，表明小肠结肠炎

耶尔森菌对多粘菌素 B 所造成的胞膜紊乱不仅存在

Rcs 双组分系统的压力响应，同时也可能存在着多

种途径的共同调节。有研究发现，包括 PhoPQ、

PmrAB 和 Rcs 系统在内的多种双组分系统都可以调

节细菌对抗菌肽所造成的胞膜压力。同时，细菌

中还存在许多不同的 σ 因子，细菌会利用不同的

σ 因子识别不同的启动子，以此来应答复杂多变

的环境。因此，小肠结肠炎耶尔森菌在应对多粘

菌素 B 所产生的胞膜压力过程中，可能还存在其 
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他调控机制。小肠结肠炎耶尔森菌抵抗抗菌肽的

分子调节机制是一个复杂的过程，同时有多个基

因共同参与，该胁迫抵抗机制仍有待于进一步的

深入研究。 
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