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摘要 大肠杆菌是导致新生儿细菌性脑膜炎最常见的革兰氏阴性致病菌．为探讨毒力岛基因 ibeT在大肠杆菌 K1株致病过程
中的作用，构建了 ibeT基因缺失的大肠杆菌 K1株，细菌在细胞内存活试验结果显示，ibeT基因缺失抑制了大肠杆菌 K1株
在人脑微血管内皮细胞中的生长．利用激光共聚焦扫描显微镜观察到，在细菌侵袭进入人脑微血管内皮细胞后，与野生型相

比，ibeT基因缺失突变株较多地滞留在溶酶体内；透射电镜结果进一步显示，ibeT基因缺失使大肠杆菌 K1株逃逸 ECV(含
有大肠杆菌的囊泡)的能力发生了下降，继而使其在细胞浆内的复制减少．利用体外模拟的弱酸性环境，检测大肠杆菌菌体
胞内的缓冲容量，发现 ibeT基因缺失突变株菌体胞内的缓冲能力较野生型低．这些结果提示，在大肠杆菌 K1株侵袭进入人
脑微血管内皮细胞后，ibeT基因有利于大肠杆菌降解 ECV膜，避免与溶酶体融合，进而促使大肠杆菌逃逸进入细胞浆并进
行复制．
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新生儿细菌性脑膜炎是儿科严重感染性疾病之

一，临床上尽管可以选用相应的抗生素治疗，但是

病死率仍然得不到显著的改善 [1, 2]．大肠杆菌

(E援 coli)是导致新生儿脑膜炎最常见的革兰氏阴性
致病菌[2, 3]．现已知，引起大肠杆菌性脑膜炎的首

要条件是：血行播散的大肠杆菌必须穿过主要由脑

微血管内皮细胞 (brain microvascular endothelial
cells，BMECs)组成的血脑屏障．大肠杆菌穿过
BMECs涉及两个关键性环节，一是 E援 coli黏附并
侵袭进入 BMECs，二是 E援 coli在 BMECs中逃避
宿主细胞的防御并进行繁殖，最终穿过 BMECs入
脑．近年来，学者们利用分离培养的 BMECs作为
研究模型，先后鉴定了致脑膜炎大肠杆菌中的一些

侵袭 BMECs 相关基因，如 fimH，ompA， ibeA，
ibeB，CNF1等，并对与大肠杆菌侵袭相关的细胞
内信号转导通路进行了探 讨[2, 3]，但是对于进入

BMECs中的 E援 coli如何逃避宿主细胞的防御并进
行繁殖的机制目前尚不清楚．

我们在研究过程中，从致新生儿脑膜炎 E援 coli
K1 株 RS218 (O18∶K1∶H7)中克隆鉴定了一个
20.3 kb 的 E援 coli K1 毒力岛基因 GimA (genetic

island of meningitic E援 coli containing ibeA )[4]．GimA
仅存在于 E援 coli K1，其他非脑膜炎大肠杆菌中均
不含 GimA序列． ibeT基因是 GimA中的一个编码
基因，全长 1 404 bp，推断的编码蛋白约 50 ku．
有研究显示，ibeT基因缺失的 E援 coli K1突变株对
人脑微血管内皮细胞 (human brain microvascular
endothelial cells，HBMECs)的黏附和侵袭能力下
降[5]．我们在最近的研究中发现了 ibeT基因有利于
E援 coli K1在 HBMECs中进行繁殖的新现象，并对
其涉及的机制进行了探讨．

1 材料和方法

1援1 材料

E援 coli K1 株 RS218(O18∶K1∶H7)由新生儿
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脑膜炎患者的脑脊液中分离[6]，E44是 RS218的抗
利福平突变株；核酸内切酶，T4 DNA连接酶购自
Takara公司；pGEMT-easy载体为 Promega公司产
品；质粒 DNA 提取试剂盒购自 Qiagen 公司；
DNA片段纯化及胶回收试剂盒为上海生工生物有
限公司产品；HBMECs由美国约翰霍普金斯大学
医学院 Kwang Sik Kim博士惠赠；BHI (brain heart
infusion)细菌培养基和 Nu血清为美国 BD 公司产
品；RPMI-1640 培养基为美国 Invitrogen 公司产
品；胎牛血清(fetal bovine serum，FBS)为 Hyclone
公司产品；兔抗人早期内体抗原 1(early endosomal
antigen 1，EEA1)和溶酶体相关膜蛋白 1(lysosome
associated membrane protein 1，Lamp1)抗体为美国
Abcam公司产品；兔抗人组织蛋白酶 D (Cathepsin
D)抗体为美国 Santa Cruz Biotechnology公司产品．
1援2 方法

1援2援1 细菌培养．大肠杆菌以 LB培养基(每升中
含胰蛋白胨 10 g，NaC1 10 g，酵母提取物 5 g)培
养，贮存时加入甘油至 15%置于-70℃．以 E援 coli
DH5琢作为亚克隆和质粒扩增的宿主菌．在 LB培
养基中分别加入浓度为 100 mg/L 氨苄青霉素和
50 mg/L卡那霉素，于 37℃、225 r/min条件下培养
带有质粒的 DH5琢和 SM10姿仔 宿主菌．大肠杆菌
E44 株用含有 100 mg/L 利福平的 LB 培养基于
37℃、225 r/min条件下培养．在进行侵袭细胞的试
验之前，挑取 E44株单菌落接种于含有 100 mg/L
利福平的 3.75% BHI培养基中，在 37℃ , 90 r/min条
件下培养过夜．

1援2援2 细胞培养．HBMECs 在 37℃ 、 5% CO2、

100%湿度的条件下，于含有 10%FBS、10%Nu血
清、2 mmol/L 谷氨酰胺和 1 mmol/L 丙酮酸钠的
RPMI-1640培养液中进行培养．每 2～3天更换新
鲜培养液，待细胞在培养瓶底面生长至 90%左右
时，用含 0.25%胰蛋白酶的细胞消化液消化细胞
后，加入培养液，吹打成单细胞悬液后，用培养液

将其稀释 3倍，分瓶继续培养．
1援2援3 E44:驻ibeT基因缺失突变株的构建．参照文
献[7, 8]报道的方法，依据 GimA(GenBank登录号：
AF289032) 序列，针对 ibeT 基因上游序列，设计
引物 p1, 5忆 GTCAGATGAAAATACGGTAGAGTC-
AGGT 3忆， p2, 5忆 AAGCTTAACTTTATTCCCTG-
TTAAAAGACT 3忆，分别在 p1 和 p2 的 5' 端加入
Sal玉和 Hind芋的酶切位点，针对 ibeT基因下游序
列，设计引物 p3, 5忆AAGCTTGTTATTCAAGAT-

AATAAATGCG 3忆，p4, 5忆 GAGCTCGGCTGACA-
GAGTATAACGTAAT 3忆，分别在 p3和 p4的 5忆端
加入 Hind芋和 Sac玉的酶切位点．利用这两对引
物，以 E44 基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增，
分别获得 ibeT基因上游和下游的 DNA序列，将这
两个序列分别克隆到 pGEMT-easy载体上，再利用
p2和 p3上的酶切位点 Hind芋将两个片段拼接．利
用 Sal玉和 Sac玉将拼接后的片段克隆到自杀性载
体 pCVD442上，并将重组质粒转化到 SM10姿仔感
受态细菌中．将带有重组质粒的 SM10姿仔供体菌
接合转导至受体菌 E44中，通过菌体内同源交换，
经 PCR 鉴定并测序验证，得到 ibeT 基因缺失的
E44:驻ibeT突变株．
1援2援4 细菌在细胞内存活试验．按文献[9]报道的
方法，简述如下：将 HBMECs接种到 24孔板中，
待细胞长成单层时将培养液更换为实验培养液

(RPMI-1640，5% FBS，1 mmol/L丙酮酸钠)，同时
每孔加入 1伊107 个过夜培养的大肠杆菌，37℃、
5% CO2、100%湿度的条件下孵育 1.5 h 后，弃去
实验培养液，用 RPMI-1640 洗 3 次，加入含有
100 U/ml庆大霉素的实验培养液杀死细胞外的细菌
后，分别在继续培养 0 h，2 h，4 h，8 h，12 h，
24 h，48 h后用无菌水裂解细胞，将细胞裂解液涂
布于在含有利福平的 LB琼脂平板上，过夜培养，
计数菌落个数．

1援2援5 细菌生长曲线测定．参照文献[10]报道的方
法，在 LB培养基中，分别接种过夜培养的 E44株
或 E44:驻ibeT突变株，在 37℃、225 r/min条件下
继续培养，分别在接种后的第 2 h，4 h，6 h，8 h，
10 h，12 h 时收集部分菌液，测定菌液在波长为
600 nm时的吸光度值．以时间为横坐标，所测得
的吸光度值为纵坐标，绘制生长曲线．

1援2援6 免疫荧光实验．将 HBMECs接种到无菌处
理的盖玻片上，待细胞在盖玻片上生长至 50%左
右时，将培养液更换为实验培养液，然后加入过夜

培养的 E44株或 E44:驻ibeT突变株至 1伊107/ml，分
别在加入细菌孵育后 30 min、1 h及 2 h时，弃去
实验培养液，PBS漂洗后，4%多聚甲醛室温固定
15 min，PBS 洗 3 次，每次 5 min．0.25% Triton
X-100透化 10 min，PBS洗 3次，每次 5 min．5%
BSA室温封闭 1 h后，在孵育 30 min、1 h及 2 h
的盖玻片上分别滴加抗 EEA1 (1∶500)、Lamp1
(1∶500)以及 Cathepsin D(1∶400)抗体，4℃过夜．
PBS漂洗盖片 3次，每次 5 min，然后加入 TRITC
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2援2 ibeT基因缺失导致 E援 coli K1逃逸 HBMECs
溶酶体的能力发生缺陷

有研究表明，E援 coli K1侵袭进入 HBMECs内

部后，首先形成含有大肠杆菌的囊泡，即 ECV，
ECV会先后募集早期内体标志性蛋白和晚期内体
标志性蛋白，但是 ECV最终没有全部与溶酶体发

Fig. 1 Deletion of ibeT gene inhibited the intracellular growth of E援 coli K1 in HBMECs
(a) HBMECs were infected with E44 strain or its isogenic ibeT mutant for 1.5 h, treated with gentamicin to kill extracellular bacteria，and the number

of intracellular bacteria was determined at the indicated time points． (b) Growth curves of E44 strain and its isogenic ibeT mutant in LB medium．The

error bars represent standard deviations of triplicate samples and the results shown are representative of three independent experiments．

: E44; : 驻ibeT.

标记的二抗(1∶200)，室温孵育 1 h．PBS洗 3次，
每次 5 min．4, 6-联脒 -2-苯基吲哚(DAPI, 1∶1000)
室温染色 3 min，去离子水略洗一下盖片后，90%
甘油封片，以激光共聚焦扫描显微镜进行观察．随

机选取 10个视野，计算与溶酶体标志物发生共定
位的细菌数量占细胞内细菌数量的百分率．

1援2援7 透射电镜观察．将细胞以适当的密度接种到

培养皿中，待细胞铺满单层时，更换为实验培养

液，然后加入过夜培养的 E44株或 E44:驻ibeT突变
株至 1伊107/ml，分别在加入大肠杆菌后的第 1、第
2和第 3小时，弃掉实验培养液并用细胞刮刀收集
细胞．按照文献[9]报道的方法，将所收集的细胞
用 2.5%戊二醛固定后，再用 2%四氧化锇固定 1 h，
经丙酮脱水后，用环氧树脂浸透并包埋，利用超薄

切片机将包埋块切成 70～80 nm的超薄切片，并将
超薄切片用醋酸铀和柠檬酸铅染色，用透射电镜进

行观察．在细菌侵袭细胞 2 h后，选取 30个位于
细胞浆内的细菌，计算具有完整膜结构的含有大肠

杆菌的囊泡(E援 coli containing vacuole，ECV)占细
胞浆内全部细菌数量的百分率．

1援2援8 细菌缓冲容量测定．参照文献[11]的方法，
简述如下：在对数生长期收集细菌，将细菌重悬于

去离子水中．取 4管细菌悬液，将其用 0.05 mol/L
HCl 缓慢地调到 pH 分别为 7.5，7.0，6.5，6.0 和
5.5，利用酚酞作为指示剂，用 0.05 mol/L KOH进
行滴定，计算出细菌胞外缓冲容量记作 Bo．用同
样方法，但在用 KOH 进行滴定前以终浓度为 5%

Triton X-100对细菌菌体进行透化，得到细菌胞内
和胞外总的缓冲容量记作 Bt．Bt与 Bo的差值即为
细菌胞内缓冲容量，记作 Bi．

2 结 果

2援1 ibeT基因缺失抑制了 E援 coli K1在 HBMECs
中的生长

为了分析 ibeT基因是否能够影响 E援 coli K1侵
袭进入 HBMECs后在宿主细胞内部的生长，我们
首先构建了 E44:驻ibeT突变株，并利用该突变株进
行了细胞内细菌存活试验．在细菌侵袭 HBMECs
之后，用庆大霉素杀死细胞外的大肠杆菌，并将

HBMECs继续培养一定时间后，检测 HBMECs中
存活的细菌．如图 1a所示，随着培养时间的延长，
E44株在 HBMECs内繁殖速度较快，培养 12 h获
得的菌落数明显高于培养 0 h获得的菌落数，获得
的菌落数于培养 24 h达到顶点，是培养 0 h所获得
菌落数的 4.5倍，在培养 48 h所获得的菌落数仍保
持较高水平．而 E44:驻ibeT突变株与 E44株的生长
情况差别明显，E44:驻ibeT 突变株在侵袭进入
HBMECs后的 48 h内所获得的菌落数均无明显变
化．为了排除细菌本身的生长速度对该实验的影

响，我们还对 E44株和 E44:驻ibeT突变株的生长曲
线进行了测定(图 1b)，结果显示，两者在体外的生
长速度没有显著性差异．这些结果表明，在 E援 coli
K1侵袭进入 HBMECs后，ibeT基因的缺失能够抑
制 E援 coli K1在宿主细胞内部的生长繁殖．
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2援3 ibeT基因有利于 E援 coli K1从 ECV中逃逸入
细胞浆

我们的上述结果显示，敲除了 ibeT基因后的
E44:驻ibeT株逃逸溶酶体的能力发生了缺陷．为了
进一步观察 ibeT基因在 E援 coli K1逃逸溶酶体过程
中的作用，利用透射电镜观察了 E44和 E44:驻ibeT
突变株在侵袭 HBMECs过程中的表现．如图 3所
示，在 E44 株和 E44:驻ibeT 突变株侵袭 HBMECs
后 30 min，HBMECs质膜向外伸出伪足将细菌菌
体包围，在侵袭 HBMECs后 2 h，进入 HBMECs

细胞浆内的 E44株菌体大多表现为游离于细胞浆，
菌体完整，周围没有膜结构包绕，而进入

HBMECs细胞浆的 E44:驻ibeT突变株菌体仍位于具
有完整膜结构的 ECV 内．半定量分析结果显示，
在 细 菌 侵 袭 HBMECs 后 2 h， E44:驻ibeT 在
HBMECs内所形成的完整 ECV数量约占胞浆内总
的细菌数量的 70%，明显高于 E44侵袭组．这些
结果表明，ibeT 基因有利于 E援 coli K1 破坏 ECV
膜并从 ECV逃逸入细胞浆．

生融合，从而使 E援 coli K1免于降解[12]．我们的结

果显示，ibeT基因缺失使得 E援 coli K1在 HBMECs
中的繁殖受到了抑制，这种现象是否与 ECV逃逸
溶酶体相关值得探讨．因此，我们利用激光共聚焦

扫描显微镜，以 EEA1、Lamp1 和 Cathepsin D 分
别作为早期内体、晚期内体和溶酶体的标志物，观

察了 HBMECs 内吞大肠杆菌的过程．结果显示，
向培养的 HBMECs加入细菌共同孵育 30 min 后，
E44株和 E44:驻ibeT突变株的菌体大多与 HBMECs
表达的 EEA1 有共定位(如图 2a 箭头所示，呈黄
色)，在加入细菌孵育 1 h后，E44株和 E44:驻ibeT
突变株也与 HBMECs 的 Lamp1 有较多的共定位

(图 2b)．需要指出的是，在加入细菌孵育 2 h后，
大部分 E44株的菌体所在位置看不到溶酶体标志
物———Cathepsin D的荧光，而 E44:△ ibeT突变株
菌体与 Cathepsin D的荧光信号仍表现为明显的重
叠现象(图 2c)．对免疫荧光共定位的结果进行分析
发现，E44:驻ibeT突变株与 Cathepsin D共定位的比
率明显高于 E44株，统计学分析有显著性差异(图
2d)．这些结果表明，ibeT基因缺失不影响 E援 coli
K1进入 HBMECs后 ECV与早期内体和晚期内体
融合的过程，而是使大部分 ECV与溶酶体发生了
融合，即 ibeT 基因缺失后， E援 coli K1 逃逸
HBMECs溶酶体的能力发生了缺陷．

Fig. 2 Intracellular trafficking of the E44 strain and its isogenic ibeT mutant in HBMECs
HBMECs were infected by the E44 strain or its isogenic ibeT mutant for 30 min (a), 1 h (b) and 2 h (c), followed by wash of extracellular bacteria. Cells

were fixed and EEA1 (a), Lamp1 (b) and Cathepsin D (c) were stained with respective primary antibodies followed by respective secondary antibodies

conjugated with TRITC, bacteria were labeled with DAPI. EEA1, Lamp1 were acquired on E44 strain except Cathepsin D. However, EEA1, Lamp1 and

Cathepsin D were acquired on isogenic ibeT mutant. Scale bar: 10 滋m. (d) Quantification of co-localization of cytoplasmic bacteria with EEA1, Lamp1

and Cathepsin D based on examination of 10 random visual fields. The error bars represent standard deviations of triplicate samples and the results

shown are representative of three independent experiments．*P < 0.05. : E44; : 驻ibeT.
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2援4 敲除 ibeT基因后的 E44:驻ibeT突变株菌体胞内
的缓冲容量下降

大肠杆菌进入 HBMECs后，以 ECV的形式存
在于 HBMECs细胞浆内，而 ECV大多数与溶酶体
发生融合．研究表明，ECV的内部环境呈逐渐酸
化的趋势(其内部 pH值可以下降至 5.6左右) [13]．

而细菌胞内缓冲容量通常被作为细菌在外界 pH变
化时维持其内环境稳定的重要指标[14, 15]，因此，我

们利用体外实验检测了偏酸性条件下 E44株与 E44:
驻ibeT突变株菌体胞内的缓冲容量．结果显示，在
溶液 pH值分别为 6.5 和 6.0时，E44株菌体胞内
的缓冲容量较 E44:驻ibeT突变株为高，统计学分析
有显著性差异，而在 pH值分别为 7.5、7.0和 5.5
时，二者的胞内缓冲容量区别不大(图 4)．这使我

们有理由推断，在 E援 coli K1 侵袭进入 HBMECs
后，ibeT基因的表达可以使 ECV内的大肠杆菌表
现出较强的维持菌体内环境稳定的能力．

3 讨 论

近年来，在对病原体与宿主细胞相互作用的研

究中，病原体如何抵抗宿主细胞的防御机制进而在

宿主细胞的胞浆中存活，逐渐受到研究人员的关

注[16, 17]．我们在研究中发现，将致脑膜炎 E援 coli K1
的毒力岛基因 ibeT敲除后，侵袭进入 HBMECs的
E援 coli K1在 HBMECs内的生长繁殖受到了抑制，
这提示 ibeT基因的表达产物可能参与了 E援 coli K1
抵抗 HBMECs防御的过程．
已有研究显示，微生物大多以吞噬体的形式进

入吞噬细胞内部[16, 17]．吞噬体在进入吞噬细胞后，

胞浆内早期内体特异性蛋白 EEA1、Rab5等即黏附
于吞噬体的外表面并发挥作用，形成早期内体．接

着，早期内体外表面的 Rab5逐渐减少，随着表面
募集的晚期内体相关蛋白 Rab7、Lamp1以及 6-磷
酸甘露糖受体逐渐增多，早期内体开始向晚期内体

成熟演变．在依赖于三磷酸腺苷(ATP)的质子泵作
用下，氢离子进入晚期内体使晚期内体酸化，形成

吞噬性溶酶体，最终使微生物被降解[16, 17]．对于一

些非吞噬细胞(如上皮细胞，内皮细胞等)而言，微
生物进入宿主细胞后，在宿主细胞浆内的运输过程

与吞噬体的成熟过程有一定相似性[18]．我们用激光

共聚焦扫描显微镜观察到，在 E44株和 E44:驻ibeT
突变株侵袭进入 HBMECs后，在 HBMECs胞浆内
形成的 ECV 会依次募集早期内体特异性蛋白
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Fig. 3 The E44:驻ibeT mutant failed to escape from the ECV into the cytoplasm of HBMECs
(a) Representative electron micrographs of ECV after HBMECs infected with E44:驻ibeT mutant at indicated times, compared with E44 strain

(10 000伊 )．Arrows showed the uptake of E援 coli by HBMECs 30 min postinfection. Free bacteria were observed in the cytoplasm 2 h after E44

infection, whereas intact ECV were showed 2 h after E44: 驻ibeT infection. (b) Quantification of intact ECV in cytoplasm of HBMECs from different

sections 2 h after infection. The error bars represent standard deviations of triplicate samples and the results shown are representative of three

independent experiments. *P < 0.05．
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Fig. 4 Cytoplasmic buffering capacity of E44 strain and
E44:驻ibeT mutant at different pH values

Cytoplasmic buffering capacity (Bi) values for E44 strain and E44:驻ibeT
mutant over a range of external pH values．Bi values were calculated as
described in the Materials and methods．The error bars represent
standard deviations of triplicate samples and the results shown are
representative of three independent experiments. * P <0.05. : E44; :
驻ibeT.
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EEA1、晚期内体相关蛋白 Lamp1．接着，我们又
以 Cathepsin D作为溶酶体的标志物，观察了 E44
株和 E44:驻ibeT突变株在侵袭 HBMECs过程中与
HBMECs溶酶体的共定位．结果显示，大多数野
生型 E44 株最终会逃逸 HBMECs 溶酶体，而将
ibeT基因敲除后的 E44:驻ibeT突变株却大部分与溶
酶体发生了融合．这说明，ibeT基因的表达产物并
不影响 ECV募集早期内体相关蛋白和晚期内体相
关蛋白的过程，而是参与了 E援 coli K1从 HBMECs
溶酶体逃逸的过程．

不同的病原菌通过不同的方式来逃逸宿主细胞

内溶酶体的降解，以利于其在宿主细胞内的寄生及

播散致病．如军团杆菌可以通过分泌一些信号分子

使其避免与早期内体融合进入内吞途径，柯克斯体

通过适应溶酶体内的偏酸性环境而在细胞内部存

活，志贺杆菌则可以破坏其周围的囊泡结构逃逸入

胞浆，继而避免被溶酶体降解[18]．为了进一步观察

E援 coli K1从 HBMECs溶酶体逃逸的过程，我们利
用透射电镜观察了在 E援 coli K1侵袭 HBMECs过程
中 ECV的变化．结果显示，ibeT基因的缺失影响
了 E援 coli K1裂解 ECV 膜结构的能力．这使我们
有理由推断，由于 ibeT 基因缺失后的 E44:驻ibeT
突变株不能破坏 ECV膜结构，从而使大多数进入
HBMECs胞浆的大肠杆菌与溶酶体融合而被降解，
造成游离于胞浆大肠杆菌的数量明显减少，最终导

致 E44:驻ibeT突变株在 HBMECs胞浆内的繁殖数
量明显下降．

病原体侵袭进入宿主细胞浆后，病原体所处的

小囊泡的内部环境常表现为逐渐酸化的过程[18]．我

们的研究显示，当外环境的 pH值分别为 6.5和 6.0
时，E44的菌体胞内缓冲能力明显高于 E44:驻ibeT
突变株．这提示，ibeT基因参与了 E援 coli K1在外
界环境发生酸化时的自我调节过程，即 ibeT基因
的表达可以使 E援 coli K1在外界 pH发生酸化时恢
复菌体内环境稳态并维持自身的活力．

从我们的结果可以看出，ibeT基因的表达有利
于进入 HBMECs胞浆的 E援 coli K1降解 ECV膜结
构，使 ECV 避免了与溶酶体的融合，从而协助
E援 coli K1逃逸入 HBMECs 胞浆，促进 E援 coli K1
在 HBMECs胞浆内的生长繁殖．而 ibeT基因如何
通过维持 E援 coli K1 的菌体胞内缓冲能力来参与
E援 coli K1降解 ECV膜结构，这是我们下一步打算
研究的内容．
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IbeT, an Escherichia coli K1 孕athogenicity 陨sland 郧ene,
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(Department of Developmental Biology, China Medical University, Key Laboratory of Cell Biology, Ministry of Public Health, Shenyang 110001, China)

Abstract Escherichia coli is the most common gram-negative organism causing neonatal meningitis. In order to
characterize the role of the pathogenicity island gene ibeT of Escherichia coli K1 in the pathogenesis of neonatal
meningitis, an ibeT gene isogenic in-frame deletion mutant strain was constructed. Intracellular survival assay in
human brain microvascular endothelial cells (HBMECs) showed that the deletion of ibeT inhibited the growth of
Escherichia coli K1 within HBMECs. Confocal microscopy analysis showed that much more ibeT mutant
remained in lysosomes of HBMECs compared with wild type Escherichia coli K1 after bacterial invasion into
HBMECs. Transmission electron micrographs further showed that ibeT mutant strain was failed to disrupt the
Escherichia coli containing vacuole (ECV) and escape into the cytoplasm. Furthermore, cytoplasmic buffering
capacities of ibeT mutant were lower than wild type Escherichia coli K1 at pH 6.5 and pH 6.0. These results
suggested that the expression of ibeT in Escherichia coli K1 contributed to ECV membrane degradation and
subsequent escape from lysosomes into the cytoplasm for replication after Escherichia coli K1 invasion into
HBMECs.
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