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摘　要:目的　以绿色荧光蛋白(GFP)标记的鼠伤寒沙门氏菌(Salmonellatyphimurium,S．Typhi)为研究对象,秀丽隐

杆线虫为模式生物,初步探究体内环境下 HilD对ssrAB 表达的调控作用.方法　通过基因工程技术分别构建携带gfp 基因

的亲本株S．Typhi(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)、hilD 基因缺失株S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)和hilD 基因回补

株S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)标记菌.利用荧光显微技术,观察３株标记菌在饲喂感染秀丽隐杆线虫

体内外的 GFP表达状况及其定殖分布,并通过ImegJ软件进行荧光强度的比较.结果　成功构建的３株标记菌在秀丽隐杆

线虫体内外均呈现绿色荧光,荧光强度为S．Typhi(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)高于S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１Ｇ
hilD)和S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１),S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)高于S．Typhi(ΔhilD
＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１);３株标记菌在线虫体内主要定殖分布于口咽部和肠道中,荧光强度为口咽部较肠道高.结论　
GFP在鼠伤寒沙门氏菌中得到稳定表达,感染秀丽隐杆线虫后同样获得 GFP的稳定表达,且在线虫的口咽部和肠道具有良

好的定殖分布,首次初步证明体内环境下 HilD介导ssrAB 表达,但并非为单一的调控作用.
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HilDmediatedexpressionofssrABbasedonGFPinSalmonellatyphimurium
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Abstract:Salmonellatyphimurium (S．typhi)labeledwithGFPwasusedastheresearchobjectandCaenorhabditiseleＧ
gansasamodelorganism,initiallytheroleofHilDintheregulationoftheexpressionofssrAB wasexploredinvivo．Genetic
engineeringtechnologywasusedtoconstructS．typhi(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１),hilDgenedeletionstrainS．typhi(ΔhilD＋ssＧ
rABＧgfp＋pcDNA３．１)andhilDgenereversionstrainS．typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)carryingGFPgenereＧ
spectively．FluorescencemicroscopywasusedtoobservetheexpressionanddistributionofGFPin３labelledstrainsinCaeＧ
norhabditiselegansinvitroandinvivo,andthefluorescenceintensitywascomparedbyImegJ．Threelabelledstrainswere
successfullyconstructedandshowedgreenfluorescenceinCaenorhabditiselegansinvitroandinvivo．ThefluorescenceintenＧ
sityofS．typhi(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)washigherthanthatof(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)(P＜０．０５)andS．
typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)(P＜０．０１),thefluorescenceintensityofS．typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１Ｇ
hilD)washigherthanthatofS．typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)(P＜０．０５)．Colonizationof３labelledstrainsinCaeＧ
norhabditiselegansinvitrowasmainlydistributedinoropharyngealandintestinaltract,thefluorescenceintensityoforopharyＧ
nxwashighthatofintestinal(P＜０．０５)．TheexpressionofGFPwasstableinSalmonellatyphimurium,expressingthesame
inCaenorhabditiselegans．ThreelabelledstrainscolonizedinoropharyngealandintestinalverywellinCaenorhabditiselegans．
ThestudyprovedthatHilDmediatedtheexpressionofssrABatthefirsttimeinvitro,notonlyaregulationrole．
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　　沙门氏菌(Salmonella)是一种重要的人兽共患

病原菌,在医学、兽医学和公共卫生方面均具有重要

意义.该菌为兼性胞内寄生菌,其致病性主要与基

因组上成簇分布的编码致病相关基因的特定区域—
毒力岛 (Salmonella pathogenicityisland,SPI)有

关.目前在沙门氏菌基因组上发现了约３９个SPI,
分别以SPIＧ１~SPIＧ３９表示,其中SPIＧ１和SPIＧ２与

致病性密切相关[１Ｇ２].有研究报道,位于 SPIＧ１上

hilD 基因编码的 HilD 在体外环境下,能对 SPIＧ１
的基因表达起调控作用,并且可以与位于SPIＧ２上

的ssrAB 启动子区域结合,诱导SPIＧ２上基因的表

达,实现调控沙门氏菌SPIＧ１和 SPIＧ２的作用[３Ｇ４].
然而,有关在体内环境中 HilD 对ssrAB 表达调控

的研究尚未见报道.
绿色 荧 光 蛋 白 (greenfluorescentprotein,

GFP)因具有无细胞毒性、荧光性质稳定、分子量小、
操作简单等特点,作为分子标记被广泛用于研究特

定的环境下生物体的基因表达和蛋白定位监控

等[５Ｇ６].本试验以鼠伤寒沙门氏菌(SalmonellatyＧ
phimurium)为研究对象,秀丽隐杆线虫为模式生

物,通过同源重组技术将编码绿色荧光蛋白的基因

(gfp)插入pMD１９ＧssrAB 质粒中构建pMD１９ＧssＧ
rABＧgfp 重组质粒,再转入pWM９１自杀质粒中构

建pWM９１ＧssrABＧgfp 重组自杀质粒,最终分别转

入鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 亲 本 株 空 质 粒 菌 S．Typhi
(pcDNA３．１)、hilD 基因回补株S．Typhi(ΔhilD＋
pcDNA３．１ＧhilD)和hilD 基因缺失株空质粒菌S．
Typhi(ΔhilD＋pcDNA３．１)中,经含有１００g/mL
链霉素Ｇ氨苄青霉素的双抗 LB琼脂培养基上筛选

鉴定后,获得能够稳定表达 GFP的标记菌株.将构

建的带有 GFP分子的标记菌株饲喂秀丽隐杆线虫,
利用荧光显微镜观察在线虫体内标记菌株 GFP表

达和绿色荧光强度及其在线虫体内定殖和分布情

况,初步探究体内环境下 HilD 与ssrAB 表达之间

的相互关系,为深入探究沙门氏菌 HilD介导ssrAB
表达调控奠定基础.

１　材料与方法

１．１　 菌株、质粒和模式生物 　 鼠伤寒沙门氏菌

(Salmonellatyphimurium,S．Typhi)标准株CMＧ
CC５０１１５购自广东省微生物研究所菌种保藏中心;
亲本株空质粒菌S．Typhi(pcDNA３．１)、hilD 基因

回补 株 S．Typhi(ΔhilD ＋pcDNA３．１ＧhilD)及

hilD 基 因 缺 失 株 空 质 粒 菌S．Typhi(ΔhilD ＋
pcDNA３．１)、pMD１９ＧssrAB 重组质粒均由安徽农

业大学动物传染病实验室构建和保存;pEGFP质粒

及pWM９１自杀质粒购自 TAKARA 公司;大肠杆

菌OP５０(E．coliOP５０)及秀丽隐杆线虫由安徽农业

大学李琳博士馈赠.

１．２　主要试剂和仪器　琼脂糖凝胶DNA回收试剂

盒(TIANGEN公司),M９培养基(上海羽朵生物科

技有限公司),S．Medium 培养基(北京普博斯生物

科技有限公司),NGM 琼脂平板(英国 OXIOD 公

司),聚乙二醇辛基苯基醚 TritonＧX１００(上海生工

生物 工 程 股 份 有 限 公 司),BamhI、HpaI、NotI、

XhoI、T４DNA 连接酶均购自于 TAKARA 生物科

技有限公司.荧光显微镜(日本 TOKYO 公司),

Eon全自动酶标仪(美国BioTek公司).

１．３　GFP标记菌株的构建与表达

１．３．１　GFP标记菌株的构建与鉴定　根据gfp 基

因序列(GeneID:DQ３９９４１１．１)设计１对引物,酶切

位点分别是BamhI和 HpaI(下划线标出),上游引

物:５′ＧATAGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAＧ
GGAＧ３′;下游引物:５′ＧGCGGTTAACTTACTTGＧ
TACAGCTCGTCCAＧ３′,由南京金斯瑞生物公司合

成.以pEGFP 为模板,PCR 扩增得到约 ７００bp
gfp 片段.参考文献[７Ｇ９],用BamhI和 HpaI 分

别双酶切gfp 片段和pMD１９ＧssrAB 载体质粒,按

１∶４摩尔比混合,T４DNA连接酶１６℃连接１２h.
连接产物 pMD１９ＧssrABＧgfp 和自杀质粒 pWM９１
分别用NotI和XhoI双酶切,将ssrABＧgfp 片段插

入pWM９１自杀质粒中,提取质粒 DNA,PCR鉴定

阳性克隆,重组质粒命名为 pWM９１ＧssrABＧgfp.
采用 固 相 滤 膜 杂 交 法,分 别 将 宿 主 菌 S．Typhi
(pcDNA３．１)、S．Typhi(ΔhilD＋pcDNA３．１ＧhilD)
和S．Typhi(ΔhilD ＋pcDNA３．１)与 pWM９１ＧssＧ
rABＧgfp 进行固相结合,涂布于１００g/mL链霉素Ｇ
氨苄青霉素双抗LB平板,挑取单克隆,经菌液PCR
和双酶切初步鉴定后,送南京金斯瑞生物公司测序

验证.

１．３．２　GFP标记菌株的表达　将S．Typhi(ssrABＧ
gfp＋pcDNA３．１)、S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋
pcDNA３．１ＧhilD)、S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋
pcDNA３．１)３株标记菌分别接种５mL含０．０４％组

氨酸的 M９培养基,培养至菌液浑浊,置４℃冰箱３
d.分别将诱导表达的标记菌离心后取沉淀,PBS
洗涤３次,取１０μL涂于载玻片,石蜡封片,经荧光

显微镜观察,同时以未转入pWM９１ＧssrABＧgfp 质

粒的S．Typhi(pcDNA３．１)为对照,确认 GFP表达

与否.
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１．４　标记菌株在秀丽隐杆线虫体内的定殖观察

１．４．１　线虫同期化培养　参考文献[１０Ｇ１１],将含秀

丽隐杆线虫虫卵的S．Medium 培养基置２０ ℃培养

１０h,１５００r/min离心３min,收集幼虫,转至含E．
coliOP５０的 NGM 平板,继续培养４８~６０h获L４
期幼虫.PBS洗下平板上线虫,洗涤３次收集幼虫,
分装于含２mLS．Medium 培养基的１２孔板里(每
孔大约１５~２０只虫体),静止培养过夜.

１．４．２　标记菌株前处理　将３株标记菌分别接种５
mL LB 液 体 培 养 基,培 养 过 夜,以 S．Typhi
(pcDNA３．１)为对照组.分别取培养的标记菌离心

后收集沉淀,用S．Medium 培养基洗涤２次并重悬

菌体,测定标记菌株 OD６００,调至所需浓度,备用.

１．４．３　标记菌株饲喂线虫　将同期化线虫分别涂

于含 ３ 株 标 记 菌 的 NGM 平 板,以 S．Typhi
(pcDNA３．１)为对照组,２０℃孵育１０h.

１．４．４　线虫体内 GFP的显微观察　用 PBS洗下

NGM 平板上线虫,清洗３次,分别放入含有１％
TritonＧX１００的 M９培养基,１５℃培养２h.PBS洗

涤３次收集菌体,取５％琼脂溶解后滴加于载玻片,
立刻轻轻用盖玻片压平,形成约０．４mm 厚的琼脂

圈,待 琼 脂 冷 却 后,移 去 盖 玻 片,滴 加 ２０μL１０
mmol/L的 NaN３于凝固的琼脂圈上,取线虫置琼

脂圈的表面,待线虫定型后盖上玻片,荧光显微镜下

观察标记菌在线虫口咽部和肠道内的分布情况.

１．４．５　统计学分析　利用ImegJ软件对拍摄的荧

光图片半定量分析,并采用Prism 软件作图.本研

究统计分析均采用SPSS１９．０软件分析,P＜０．０５
为有统计学意义.

２　结　果

２．１　GFP标记菌株的构建　将gfp 基因克隆于

pMD１９ＧssrAB 重组质粒载体上,PCR鉴定,由图１Ｇ
A可知,扩增片段大小为２０８１bp(ssrABＧgfp),与
预期结果一致;提取阳性重组质粒pMD１９ＧssrABＧ
gfp 双酶切鉴定,由图１ＧB及测序结果可知,双酶切

片段大小分别为２０８１bp(ssrABＧgfp)、２６９２bp
(pMD１９),与预期结果一致;将ssrABＧgfp 基因克

隆于pWM９１自杀质粒载体上,提取阳性重组质粒

pWM９１ＧssrABＧgfp 双酶切鉴定,由图１ＧC及测序结

果可知,双酶切片段大小分别为２０８１bp(ssrABＧ
gfp)、８４２３bp(pWM９１),与预期结果一致;通过固

相结合方法,将ssrABＧgfp 分别转化到S．Typhi
(pcDNA３．１)、S．Typhi(ΔhilD＋pcDNA３．１ＧhilD)
和S．Typhi(ΔhilD＋pcDNA３．１)中,由图１ＧD及测

序结果可知,扩增片段大小２０８１bp(ssrABＧgfp)、

２７４bp(pcDNA３．１)、９６５bp(pcDNA３．１ＧhilD),与
预期结果一致.成功构建了３株标记菌S．Typhi
(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)、S．Typhi(ΔhilD ＋ssＧ
rABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)、S．Typhi(ΔhilD ＋
ssrABＧgfp＋pcDNA３．１).

A:M:DNAMarkerDL２０００;１Ｇ２:ssrABＧgfp 基因PCR扩增产物;B:M:DNAMarkerDL２０００;１Ｇ２:pMD１９ＧssrABＧgfp 双酶切鉴定;

C:M１:DNA MarkerDL１００００;M２:DNA MarkerDL２０００;１Ｇ２:pWM９１ＧssrABＧgfp 双酶切鉴定;D:M:DNA MarkerDL２０００;１Ｇ２:

ssrABＧgfp 基因PCR扩增产物;３Ｇ４:pcDNA３．１PCR扩增产物;５Ｇ６:pcDNA３．１ＧhilD PCR扩增产物;

图１　PCR扩增及重组质粒酶切鉴定

Fig．１　AmplificationofPCRandtheenzymesdigestionoftherecombinantplasmids

２．２　标记菌株 GFP的荧光观察　以未插入gfp
基因的S．Typhi(pcDNA３．１)为对照,利用荧光显

微镜观察３株标记菌中 GFP的表达情况.对照组

S．Typhi(pcDNA３．１)未见绿色荧光(图２ＧA),而３
株标记菌均可见绿色荧光(图２ＧB、图２ＧC、图２ＧD),
显示标记菌已成功表达了外源 GFP,且荧光强度存

在明显差异.由图２ＧE可知,S．Typhi(ssrABＧgfp
＋pcDNA３．１)的 荧 光 强 度 显 著 高 于 S．Typhi
(ΔhilD ＋ssrABＧgfp ＋pcDNA３．１ＧhilD )(t ＝
３􀆰５１３,P＜０．０５)和S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋
pcDNA３．１)(t＝６．７２２,P ＜０．０５),且 S．Typhi
(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)荧光强度
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高于S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１) (t＝３．９８０,P＜０．０５).

A:荧光显微镜下S．typhi(pcDNA３．１)的表达;B:荧光显微镜下S．typhi(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)的表达;C:荧光显微镜下

S．typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)的表达;D:荧光显微镜下S．typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)的表达

图２　GFP在标记菌株中的表达差异

Fig．２　DifferencesofexpressionofGFPintaggedstrains

２．３　标记菌株在秀丽隐杆线虫体内的定殖显微观

察　将３株标记菌和对照菌S．Typhi(pcDNA３．１)
饲喂感染线虫,利用荧光显微镜观察 GFP在线虫体

内的表达及分布情况.由图３ＧA 可知,对照组未见

绿色荧光,但３株标记菌在线虫体内可见分布不均

的绿色荧光,主要分布在口咽部和肠道内(图３ＧB、
图３ＧC、图３ＧD),且荧光强度均为口咽部较肠道的高

(tA＝２．７９６;tB＝２．７８５;tC＝０．０９９,P＜０．０５,)(图３Ｇ
E),显示标记菌可在线虫体内定 殖 并 成 功 表 达

GFP.通过ImegJ软件比较绿色荧光强度,由图３Ｇ
F可以看出,３株标记菌的荧光强度由强到弱依次

为S．Typhi(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)＞S．Typhi
(ΔhilD ＋ssrABＧgfp ＋pcDNA３．１ＧhilD )＞S．
Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１).其中,

S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)荧光强

度显著低于S．Typhi(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)(t
＝１０．３７０,P＜０．０５)和S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧ
gfp＋pcDNA３．１ＧhilD)(t＝８．４７７,P＜０．０５),且S．
Typhi(ssrABＧgfp ＋pcDNA３．１)与 S．Typhi
(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)之间荧光

强度差异有统计学意义 (t＝３􀆰５５４,P＜０．０５).

１:口咽部;２:肠道

A:线虫体内S．typhi(pcDNA３．１)的表达;B:线虫体内S．typhi(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)的表达;C:线虫体内S．typhi
(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)的表达;D:线虫体内S．typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)的表达;E:标记菌

在线虫体内分布情况;F:标记菌在线虫体内荧光强度对比

图３　标记菌株在线虫体内定殖情况

Fig．３　ColonizationoftaggedstrainsinvivoofCaenorhabditiselegans
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２．４　标记菌株在线虫体内外环境下荧光强度比较

通过ImegJ软件比较３株标记菌和对照菌的绿色荧

光强度,由图４可知,在线虫体内和体外环境下,S．
Typhi(ssrABＧgfp ＋pcDNA３．１)与 S．Typhi
(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)之间荧光

强度无明显差异(tA＝０．５９５;tB＝０．７１９;P＞０．０５),
而S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)在体

内的荧光强度明显弱于体外(t＝７．０９１,P＜０．０５).

图４　３株标记菌在线虫体内与体外的荧光强度比较

Fig．４　Comparisonofthefluorescenceintensityofthree
taggedstrainsinvivoandinvitroofCaenorhabＧ
ditiselegans

３　讨　论

鼠伤寒沙门氏菌(Salmonellatyphimurium)
属于沙门氏菌属B群,是一群宿主非特异性肠道致

病菌,具有广泛的宿主谱和致病性,能致各种动物及

人的副伤寒,常引起人类食物中毒和其他疾病.近

年来,该菌是世界各国分离率最高的沙门氏菌菌型

之一[１２Ｇ１３],在医学、兽医学和公共卫生方面的重要性

均十分显著.
目前,关于沙门氏菌毒力岛调控的研究已经成

为探究该菌致病机理的重要方面.SPIＧ１和SPIＧ２
是感染、侵袭、定殖于宿主的关键因子[１４Ｇ１７].位于

SPIＧ１上的调节子 HilD不仅能调控SPIＧ１上基因表

达,而且 HilD 可通过结合于 SPIＧ２上ssrAB 二元

调控系统调节 SPIＧ２上基因的表达.Martínez和

Bustamante等研究发现体外环境下 HilD调控SPIＧ
２的机制与SPIＧ２上ssrAB 基因启动子有关,HilD
可结合到ssrAB 的启动子上,招募 OmpR蛋白,通
过蛋白相互作用,将阻遏蛋白 HSＧN 从ssrAB 基因

启动子上替换下来,使SPIＧ２上其他毒力基因得到

表达.体 外 环 境 下 HilD 能 够 介 导ssrAB 的 表

达[４,１８],但迄今尚未有文献报道体内环境中 HilD对

ssrAB 表达的调控作用.
秀丽隐杆线虫因体小、通体透明、生长周期短、

基因组信息明确、实验室条件下易于培养及观察等

优势,而作为经典的模式生物[１９].１９９４年 Chalfie
等首次报道以秀丽隐杆线虫为模型,通过观察原核

细胞或真核细胞中 GFP的发光强弱,研究单个细胞

基因表达和蛋白定位[２０].现已报道感染线虫的致

病菌有沙门氏菌、铜绿假单胞菌、粪肠球菌等,其中

鼠伤寒沙门氏菌是细菌中已发现的唯一感染秀丽隐

杆线虫的胞内菌[２１Ｇ２２].
本试验首先成功构建携带gfp 基因的３株标

记菌S．Typhi(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)、S．Typhi
(ΔhilD ＋ssrABＧgfp ＋pcDNA３．１ＧhilD )和 S．
Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１),以未携

带gfp 基因的S．Typhi(pcDNA３．１)菌株为对照,
通过荧光显微镜观察到３株标记菌均呈现绿色荧

光,对照菌则无荧光,表明外源 GFP在标记菌中得

到表达.继而重要的是将上述３株标记菌和对照菌

饲喂感染秀丽隐杆线虫后,以荧光显微镜仍可直接

观察到３株标记菌的绿色荧光,而对照菌无荧光,表
明携带gfp 基因的标记菌在线虫体内也获得了

GFP的表达.ImegJ软件半定量测定的结果显示,
标记菌的绿色荧光强度存在差异.在体外环境下,
虽然S．Typhi(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)的荧光显

著强于S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１Ｇ
hilD)(P＜０．０５),这可能由于hilD 基因缺失株回

复时转入了hilD 基因过表达质粒,使 HilD表达量

下 降,进 而 引 起ssrAB 表 达 水 平 低[２３Ｇ２４];但 S．
Typhi(ΔhilD ＋ssrABＧgfp ＋pcDNA３．１)与 S．
Typhi(ssrABＧgfp ＋pcDNA３．１)和 S．Typhi
(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)之间的差

异有统计学意义.在秀丽隐杆线虫体内呈现了同样

情况,S．Typhi(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)的荧光显

著强于S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１Ｇ
hilD)(P＜０．０５)及S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp
＋pcDNA３．１)(P＜０．０５),且S．Typhi(ΔhilD＋ssＧ
rABＧgfp＋pcDNA３．１)与 S．Typhi(ΔhilD ＋ssＧ
rABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)之间的差异有统计学

意义.不仅证实了体外环境下鼠伤寒沙门氏菌

HilD正调控ssrAB,也表明了体内环境中 HilD对

ssrAB 的调控具有相同作用.然而 HilD并非单一

介导ssrAB 的表达调控,尚存在其他调控因子的参

与.有研究表明,体外环境下ssrAB 的表达既受

HilD的调控,又能够通过EnvZ/OmpR、PhoP/Q双
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组份 系 统 以 及 转 录 调 控 因 子 SlyA 等 参 与 调

控[２５Ｇ２８].由此推断在体内环境中,HilD介导ssrAB
表达的调控机制可能与体外环境下的相似.

比较标记菌株在秀丽隐杆线虫体内外的绿色荧

光强度,S．Typhi(ssrABＧgfp＋pcDNA３．１)与S．
Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋pcDNA３．１ＧhilD)之

间无明显差异,但S．Typhi(ΔhilD＋ssrABＧgfp＋
pcDNA３．１)在线虫体内的荧光强度明显弱于体外,
其原因可能是:①标记菌株gfpＧssrAB 在线虫体内

的表达量较低;②在不同生长条件下,沙门氏菌的

HilD表达水平存在显著差异,从而导致ssrAB 表

达量的变化[２９Ｇ３０];③HilD与宿主间的相互作用也可

能影响其对ssrAB 表达的调控,LópezＧGarrido证

实hilD 基因的 mRNA 的３′端未翻译区存在一些

符合真核生物的特征序列,预测宿主体内的某些基

因可能影响了hilD 对ssrAB 表达的调控[３１].此

外,本试验结果显示,３株标记菌在线虫体内分布不

均,主要定殖在口咽部和肠道中,且其荧光强度为口

咽部较肠道高,这可能与线虫口咽部和肠道的结构

及其分泌的效应因子有关.Sulston[３２]发现线虫的

口咽部是由２０个肌肉细胞、２０个神经细胞和１８个

上皮细胞形成的３条辐射状结构,肠道则是由２０个

上皮细胞组成的简单线性结构,口咽部黏膜面积大

于肠道黏膜面积,有利于标记菌在该处定殖.BerＧ
man[３３]研究表明线虫表达的抗菌肽 ABF在口咽部

和肠道中均能发挥抑菌活性,同时肠道分泌的３种

溶菌酶lysＧ１、lysＧ７、lysＧ８也具有杀菌作用,能够有

效抑制标记菌在其内定殖.由此也可初步推断出鼠

伤寒沙门氏菌对秀丽隐杆线虫的侵染路线.
本试验成功在鼠伤寒沙门氏菌中稳定表达了

gfp 基因,利用秀丽隐杆线虫作为模式生物,使

GFP在其口咽部和肠道的黏膜表面得到表达,首次

进行了体内环境中 HilD 介导ssrAB 表达的初探,
为进一步开展 HilD 与ssrAB 基因结合位点的确

立,深入探究沙门氏菌 HilD 介导ssrAB 表达调控

奠定基础.

参考文献:
[１]HölzerSU,HenselM．DivergentrolesofSalmonellaPathogeＧ

nicityIsland２andmetabolictraitsduringinteracrionofS．enＧ

tericaservoartyphimurium withhostcells[J]．PLoSOne,２０１２,

７(３):e３３２２０．DOI:１０．１３７１/journal．pone．００３３２２０
[２]EspinozaRA,SilvaＧValenzuelaCA,AmayaFA,etal．DifferenＧ

tialrolesforPathogenicityIslandsSPIＧ１３andSPIＧ８intheinＧ

teractionofSalmonellaenteritidisandSalmonellatyphi with

murineandhumanmacrophages[J]．BiolRes,２０１７,５０(１):５．

DOI:１０．１１８６/s４０６５９Ｇ０１７Ｇ０１０９Ｇ８
[３]MartínezLC,YakhninH,CamachoMI,etal．Integrationofa

complexregulatorycascadeinvolvingtheSirA/BarAandCsr

globalregulatorysystemsthatcontrolsexpressionoftheSalmoＧ

nellaSPIＧ１andSPIＧ２virulenceregulonsthroughhilD[J]．Mol

Microbiol,２０１１,８０(６):１６３７Ｇ１６５６．DOI:１０．１１１１/j．１３６５Ｇ２９５８．

２０１１．０７６７４．x
[４]MartínezLC,BandaMM,FernándezＧMoraM,etal．HilDinＧ

ducesexpressionofSalmonellaPathogenicityIsland２genesby

DisplacingtheGlobalNegativeRegulator HＧNSfromssrAB
[J]．JBacteriol,２０１４,１９６(２１):３７４６Ｇ３７５５．DOI:１０．１１２８/JB．

０１７９９Ｇ１４
[５]NeveuB,LabbéC,BélangerRR．GFPtechnologyforthestudy

ofbiocontrolagentsintritrophicinteractions:acasestudywith

Pseudozymaflocculosa[J]．JMicrobiolMethods,２００７,６８(２):

２７５Ｇ２８１．DOI:１０．１０１６/j．mimet．２００６．０８．０１２
[６]ValdiviaRH,HromockyjAE,MonackD,etal．Applications

forgreenfluorescentprotein(GFP)inthestudyofhostＧpathoＧ

geninteractions[J]．Gene,１９９６,１７３(１):４７Ｇ５２．DOI:１０．１０１６/

０３７８Ｇ１１１９(９５)００７０６Ｇ７
[７]萨姆布鲁克J,拉塞尔 DW．分子克隆实验指南[M]．３版．北京:

科学技术出版社,２００２:３２Ｇ３５．
[８]OttemannKM,DiRitaVJ,MekalanosJJ．ToxRproteinswith

substitutionsinresiduesconservedwithOmpRfailtoactivate

transcriptionfromthecholeratoxinpromoter[J]．JBacteriol,

１９９２,１７４(２１):６８０７Ｇ６８１４．DOI:１０．１１２８/jb．１７４．２１．６８０７Ｇ６８１４．

１９９２
[９]YangM,GielJL,CaiT,etal．TheLuxRfamilyquorumＧsensＧ

ingactivatorMrtRrequiresitscognateautoinducerfordimerizaＧ

tionandactivationbutnotforproteinfolding[J]．JBacteriol,

２００９,１９１(１):４３４Ｇ４３８．DOI:１０．１１２８/JB．０１２４７Ｇ０８
[１０]WangC,WangJ,GongJ,etal．UseofCaenorhabditiseleＧ

gansforpreselectingLactobacillusisolatestocontrolSalmoＧ

nellatyphimurium[J]．JFoodProt,２０１１,７４(１):８６Ｇ９３．DOI:

１０．４３１５/０３６２Ｇ０２８X．JFPＧ１０Ｇ１５５
[１１]VoisineC,VarmaH,WalkerN,etal．IdentificationofpotenＧ

tialtherapeuticdrugsfor Huntington’sdiseaseusingCaeＧ

norhabditiselegans[J]．PLoSOne,２００７,２(６):e５０４．DOI:１０．

１３７１/journal．pone．００００５０４
[１２]BarcoL,LongoA,LettiniAA,etal．MolecularcharacterizaＧ

tionof＂inconsistent＂variantsofSalmonellatyphimuriumisoＧ

latedinItaly[J]．FoodbornePathogDis,２０１４,１１(６):４９７Ｇ４９９．

DOI:１０．１０８９/fpd．２０１３．１７１４
[１３]耿士忠,潘志明,方强,等．鼠伤寒沙门氏茵 X４５５０FlhD 基因缺

失株的构建 [J]．中国兽医科学,２０１０,４０(１):１Ｇ６．DOI:１０．

１６６５６/j．issn．１６７３Ｇ４６９６．２０１０．０１．００７
[１４]FàbregaA,VilaJ．Salmonellaentericaserovartyphimurium

skillstosucceedinthehost:virulenceandregulation[J]．Clin

MicrobiolRev,２０１３,２６(２):３０８Ｇ３４１．DOI:１０．１１２８/CMR．

０００６６Ｇ１２
[１５] HansenＧWesterI, Hensel M．Salmonella Pathogenicity

IslandsencodingtypeIIIsecretionsystems[J]．MicrobesInＧ

fect,２００１,３(３７):５４９Ｇ５５９．

７１１１１２期 韩敏敏等:基于 GFP观察鼠伤寒沙门氏菌 HilD介导ssrAB 表达的初探



[１６]HaragaA,OhlsonMB,MillerSI．Salmonellaeinterplaywith

hostcells[J]．NatRevMicrobiol,２００８,６(１):５３Ｇ６６．DOI:１０．

１０３８/nrmicro１７８８
[１７]MoestTP,MeresseS．Salmonella T３SSs:successfulmission

ofthesecretionagents[J]．CurrOpinMicrobiol,２０１３,１６(１):

３８Ｇ４４．DOI:１０．１０１６/j．mib．２０１２．１１．００６
[１８]BustamanteVH,MartínezLC,SantanaFJ,etal．HilDＧmediaＧ

tedtranscriptionalcrossＧtalkbetweenSPIＧ１andSPIＧ２[J]．Proc

NatlAcadSciUSA,２００８,１０５(３８):１４５９１Ｇ１４５９６．DOI:１０．

１０７３/pnas．０８０１２０５１０５
[１９]Kim Y,MylonakisE．CaenorhabditiselegansimmunecondiＧ

tioningwiththeprobioticbacteriumLactobacillusacidophilus

strainNCFMenhancesgramＧpositiveimmuneresponses[J]．InＧ

fectImmun,２０１２,８０(７):２５００Ｇ２５０８．DOI:１０．１１２８/IAI．０６３５０Ｇ

１１
[２０]ChalfieM,TuY,EuskirchenG,etal．GreenfluorescentproＧ

teinasamarkerforgeneexpression [J]．Science,１９９４,２６３
(５１４８):８０２Ｇ８０５．DOI:１０．１０１６/S１２８６Ｇ４５７９(０１)０１４１１Ｇ３

[２１]LabrousseA,ChauvetS,CouillaultC,etal．Caenorhabditis

elegansisamodelhostforSalmonellatyphimurium[J]．CurＧ

rentBiology,２０００,１０(２３):１５４３Ｇ１５４５．DOI:１０．１０１６/S０９６０Ｇ

９８２２(００)００８３３Ｇ２
[２２]GarsinDA,SifriCD,MylonakisE,etal．Asimplemodelhost

foridentifyingGramＧpositivevirulencefactors[J]．ProcNatl

AcadSciUSA,２００１,９８(１９):１０８９２Ｇ１０８９７．DOI:１０．１０７３/

pnas．１９１３７８６９８
[２３]黄维,钟辉,曹诚．染色体Ｇ质粒平衡致死系统的构建及应用[J]．

生物技 术 通 讯,２００２,５(１３):３７８Ｇ３８２．DOI:１０．３９６９/j．issn．

１００９Ｇ０００２．２００２．０５．０１８
[２４]孙建和,严亚贤,陆承平．大肠杆菌vpr基因突变株的蛋白表达

及功能研究[J]．中国农业科学,２００６,３９(１):１７６Ｇ１８０．DOI:１０．

３３２１/j．issn:０５７８Ｇ１７５２．２００６．０１．０２５
[２５]FassE,GroismanEA．ControlofSalmonellaPathogenicity

IslandＧ２geneexpression[J]．CurrOpin Microbiol,２００９,１２
(２):１９９Ｇ２０４．DOI:１０．１０１６/j．mib．２００９．０１．００４

[２６]BijlsmaJJ,GroismanEA．ThePhoP/PhoQsystemcontrols

theintramacrophagetypethreesecretionsystemofSalmonella

enterica[J]．MolMicrobiol,２００５,５７(１):８５Ｇ９６．DOI:１０．１１１１/

j．１３６５Ｇ２９５８．２００５．０４６６８．x
[２７]XuX,MichaelH．SystematicanalysisoftheSsrABvirulonof

Salmonellaenterica[J]．Infectimmun,２０１０,７８(１):４９Ｇ５８．

DOI:１０．１１２８/IAI．００９３１Ｇ０９
[２８]OkadaN,OiY,TakedaＧShitakaM,etal．IdentificationofaＧ

minoacidresiduesofSalmonellaSlyAthatarecriticalfortranＧ

scriptionalregulation[J]．Microbiology,２００７,１５３(２):５４８Ｇ５６０．

DOI:１０．１０９９/mic．０．２９２５９Ｇ０
[２９]KrogerC,ColganA,SrikumarS,etal．AninfectionＧrelevant

transcriptomiccompendium forSalmonellaenterica serovar

Typhimurium[J]．CellHost Microbe,２０１３,１４(６):６８３Ｇ６９５．

DOI:１０．１０１６/j．chom．２０１３．１１．０１０
[３０]刘子健,陈韵,李扬,等．肠炎沙门菌调控基因hilD 与hilA 的体

外表达规律研究[J]．扬州大学学报,２０１６,３７(４):５Ｇ８．DOI:１０．

１６８７２/j．cnki．１６７１Ｇ４６５２．２０１６．０４．００２
[３１]LópezＧGarridoJ,PuertaＧFenándezE,CasadesúsJ．AeukaryＧ

oticＧlike３′untranslatedregioninSalmonellaentericahilD mRＧ

NA[J]．NucleicAcidRes,２０１４,４２(９):５８９４Ｇ５９０６．DOI:１０．

１０９３/nar/gku２２２
[３２]SulstonJ,HodgkinJ．MethodsinthenematodeCaenorhabditis

elegans[M]．NewYork:ColdSpringHarborLaboratoryPress,

１９８８:５８７Ｇ６０６．
[３３]BermanJR,KenyonC．GermＧcelllossextendsC．eleganslife

spanthroughregulationofDAFＧ１６bykri２１andlipophilicＧhorＧ

monesignaling[J]．Cell,２００６,１２４(５):１０５５Ｇ１０６８．DOI:１０．

１０１６/j．cell．２００６．０１．０３９．

收稿日期:２０１８Ｇ０１Ｇ１０　编辑:张智芳

(上接第１１０１页)
[１６]ZhouF,KongF,WangB,etal．Molecularcharacterizationof

enterovirus７１andcoxsackievirusA１６usingthe５′untranslatＧ

edregionandVP１region[J]．JMed Microbiol,２０１１,６０(３):

３４９Ｇ３５８．DOI:１０．１０９９/jmm．０．０２５０５６Ｇ０
[１７]HanY,WangL,CuiJ,etal．SIRT１inhibitsEV７１genome

replicationandRNAtranslationbyinterferingviralpolymerase

and５′UTR RNA[J]．JCellSci,２０１６,１２９(２４):４５３４Ｇ４５４７．

DOI:１０．１２４２/jcs．１９３６９８
[１８]LiW,YiL,SuJ,etal．SeroepidemiologyofhumanenterovirＧ

us７１andcoxsackievirusA１６amongchildreninGuangdong

province,China[J]．BMCInfectDis,２０１３,１３(１):３２２Ｇ３２９．

DOI:１０．１１８６/１４７１Ｇ２３３４Ｇ１３Ｇ３２２
[１９]LinK,HwangK,KeG,etal．EvolutionofEV７１genogroup

inTaiwanfrom１９９８to２００５:Anemergingofsubgenogroup

C４ofEV７１[J]．JMedVirol,２００６,７８(２):２５４Ｇ２６２．DOI:１０．

１００２/jmv．２０５３４
[２０]ChanYF,SamIC,AbubakarS．Phylogeneticdesignationof

enterovirus７１genotypesandsubgenotypesusingcompletegeＧ

nomesequences[J]．InfectGenEvol,２０１０,１０(３):４０４Ｇ４１２．

DOI:１０．１０１６/j．meegid．２００９．０５．０１０
[２１]WangX,ZhuC,BaoW,etal．CharacterizationoffullＧlength

enterovirus７１strainsfromsevereandmilddiseasepatientsin

northeasternChina[J]．PLoSOne,２０１２,７(３):e３２４０５Ｇe３２４１３．

DOI:１０．１３７１/journal．pone．００３２４０５
[２２]YiEJ,ShinYJ,KimJH,etal．Enterovirus７１infectionand

vaccines[J]．ClinExpVaccineRes,２０１７,６(１):４Ｇ１４．DOI:１０．

７７７４/cevr．２０１７．６．１．４
[２３]YeePT,PohCL．DevelopmentofnovelvaccinesagainstenＧ

terovirusＧ７１[J]．Viruses,２０１５,８(１):１Ｇ１３．DOI:１０．３３９０/

v８０１０００１
收稿日期:２０１７Ｇ１２Ｇ０８　编辑:李友松

８１１１ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０１８,３４(１２)




