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摘要 细菌生物膜(bacterial biofilm，BF)与大部分的细菌感染相关，有助于病原菌抵抗外部不利的环境，包括抗生素和抗噬
菌体等．为了研究生物膜和抗噬菌体的作用机制，本文以 6株抗噬菌体甲型副伤寒杆菌(副甲菌)突变菌作为研究对象，在
Rif+(利福平)(200 mg/L)平板中划线并滴加噬菌体验证能否抗噬菌体，将 6株突变菌接种于 96孔板中，每组 3个重复，观察
其成膜能力以及生物膜的形态，定点突变和互补实验验证突变菌的噬菌体抗性是否由突变基因所引起．结果显示：划线平板

中野生型副甲菌在滴加 1.2伊106个噬菌体处出现空缺，而 6株突变菌在滴加 2.4伊109个噬菌体后仍能生长，表明 6株突变菌具
有抗噬菌体特性；6株突变菌中，滓-54依赖的翻译调节器突变菌成膜能力(A 595=1.1依0.2)较野生型副甲菌(A595=0.5依0.1)显著性
增强，且差异显著(P < 0.05)，光学显微镜下菌体聚集成粗大的不规则团块；同源重组敲除野生型副甲菌 滓-54依赖的翻译调
节器，突变菌出现噬菌体抗性，将表达 滓-54依赖的翻译调节器的载体转化该突变菌，突变菌又恢复了噬菌体敏感性．结果
表明，滓-54依赖的翻译调节器是抗噬菌体和生物膜形成相关的基因．
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甲型副伤寒杆菌(副甲菌，Salmonella paratyphi
A)是人兽共患病甲型副伤寒的病原菌，能够入侵并
生存在宿主肠道细胞，导致急性肠道炎症、腹泻

等 [1]．据报道，全球伤寒肠热病临床病例估计有

2700万，死亡病例约为 20万，其中大部分是由副
甲菌引起的[2]，在中国特别是广西、浙江、江苏、

贵州、云南等省份近十几年均有甲型副伤寒暴发或

流行．

生物膜是细菌黏附于表面分泌的多糖基质、纤

维蛋白、脂质蛋白等并将其自身包绕其中而形成的

含有大量细菌膜样复合体，生物膜中的细菌能够耐

受多种环境压力，例如紫外线、抗生素和噬菌体

等[3]．由于生物膜在食品工业和公共健康等方面具

有十分重要的作用，自 1978年被首次描述以来已
经成为研究热点．细菌生物膜的形成包括最初的吸

附、微菌落形成和群体扩张 3个时期[4]，细菌胞外

信号分子参与调节特定的转录因子，从而促进基因

组的表达，改变浮游的生活方式形成生物膜．据

临床统计表明，大约 80%的细菌感染与生物膜相
关 [5]，生物膜是病原菌耐药性形成的重要机制之

一，极大地增加了治疗难度[6]．

前期研究 [7]中，作者以强毒株副甲菌

CMCC50973为研究对象，通过接合转座、不对称
PCR、NCBI比对分析 6株抗噬菌体突变菌，获知
转座插入位点分别是溶菌酶、甲基转移酶、硫代硫

酸盐还原酶电子前体、假定传感器激酶蛋白、乙酰

乳酸合酶同工酶芋大亚基和 滓-54依赖的翻译调节
器．本研究中，进一步对 6株抗噬菌体突变菌生物
膜的形成能力进行了分析，并通过定点突变和互补

实验，证明了 滓-54依赖的翻译调节器是抗噬菌体
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和生物膜形成的相关基因，为深入研究副甲菌抗噬

菌体和副甲菌成膜机制，以及治疗成膜病原菌提供

了一个新的思路．

1 材料与方法

1.1 菌株与试剂

利福平抗性(Rif+)副甲菌 CMCC50973：实验室
保存，源自强致病株 CMCC50973，通过抗性诱导
Rif+(200 mg/L)抗性，并验证；是本实验转座子受
体菌，也是实验中野生型副甲菌 (wild-type S.
paratyphi A)[7]．

副甲噬菌体 LSPA1[8]：实验室保存，从医院污

水中分离． 已进行全基因组测序，并提交

GenBank，GI:676402673．
SM10姿pir/pSC189[9]：带有转座质粒 pSC189的

SM10姿pir，是本实验转座子供体菌．pSC189是一
种自杀性质粒，只能在 SM10姿pir中复制．

6株抗噬菌体副甲菌突变菌：SM10姿pir/pSC189
和 Rif+ 副甲菌接合转座后，经噬菌体筛选抗噬

菌体突变菌，并利用不对称 PCR测序得知插入位
点[10]．

实 验 中 所 用 DNA marker DL2000、 DNA
marker DL5000 购自大连宝生物工程 (TaKaRa)公
司；卡那霉素、利福平购自上海生工有限公司；引

物由上海捷瑞生物工程有限公司合成．TranStart
FastPfu Fly DNA聚合酶及配套 PCR试剂购自北京
全式金生物技术有限公司．

1.2 野生型副甲菌及噬菌体 LSPA1的培养
取-20℃保存的野生型副甲菌、噬菌体 LSPA1

和 SM10姿pir/pSC189 接种于 5 ml LB 液体培养基
中，37℃培养过夜；将噬菌体 LSPA1 10 000 g离
心 1 min，上清液用无菌 0.2 滋m滤膜过滤，并测量
噬 菌 体 LSPA1 滴 度 ； 将 野 生 型 副 甲 菌 和
SM10姿pir/pSC189 划线，挑取单菌落接种于 5 ml
LB液体培养基中 37℃培养 6 h备用．
1.3 6株突变菌抗噬菌体验证
取-20℃保存的 6株突变菌和野生型副甲菌，

37℃摇床(转速 200 r/min)培养过夜，按 1%比例接
种，37℃摇床(转速 200 r/min)培养 6 h于含有 Rif+的

LB平板划线，并滴加 2 滋l噬菌体(1.2伊1012 PFU/ml),
野生型副甲菌滴加 2 滋l噬菌体(6伊108 PFU/ml)为对
照，观察是否具有抗噬菌体的特性．

1.4 成膜突变菌的筛选

将 6 株突变菌和野生型副甲菌于 5 ml 含有

Rif+(200 mg/L)的 LB液体培养基中 37℃培养过夜，
按 1%比例接种至 5 ml含有 Rif+(200 mg/L)的 LB液
体培养基中 37℃培养 4 h备用．
将 96 孔板进行无菌处理：用 75%乙醇浸泡

20 min，放入超净台中晾干，再用紫外线照射 20 min.
在 96孔板中加入 300 滋l含有 Rif+(200 mg/L)的 LB
液体培养基，按 1%比例分别接种 6 株突变菌和
Rif+副甲菌，每组 3个重复，放置潮湿环境中培
养 10 天，在第 5 天时去净上清液并加入新鲜的
300 滋l含有 Rif+(200 mg/L)的 LB液体培养基[11]．

1.5 结晶紫染色观察成膜情况

去除 96 孔板中的培养基，再用无菌水震荡
洗涤 5次，清除未形成生物膜的松散细菌，放置
45 min 晾干；加入 300 滋l 1%结晶紫溶液静置
45 min，弃去染色液，用无菌水震荡洗涤 3次，在
96孔板可以清晰看见紫色状颗粒(此步可以用荧光
显微镜观察生物膜的形态)；加入 300 滋l 95%乙醇
使 96孔板褪色，A 595定量分析 6 株突变菌和 Rif+

副甲菌成膜的能力[4, 12]．

1.6 定点突变

根据副甲菌 ATCC9150(NC 006511)基因组序
列，设计引物(6-1、6-2和 6-3、6-4)扩增插入基因
前端和末端各 500 bp片段(需给出引物序列或给出
相应参考文献)，然后利用融合 PCR将 2个片段融
合在一起构建重组同源臂；将融合的片段和 pYG4
用 Bgl域进行酶切、回收，并将 pYG4回收的载体
去磷酸化再回收，将 pYG4载体和融合片段在 T4
连接酶作用下连接，构建 pYG4-6重组质粒，转化
SM10姿pir感受态细胞，提取重组质粒并用 Bgl域进
行酶切鉴定．

将鉴定成功的 SM10姿pir/pYG4-6 和野生型副
甲菌按 1%比例接种，37℃摇床(转速 200 r/min)培
养 10 h，首先进行接合转座[13-15]：各取 100 滋l混合
均匀后，涂布于无菌 0.2 滋m滤膜上，正面朝上贴
于不含抗性的 LB固体平板中，37℃培养 3 h；用
1 ml LB液体培养基冲洗下滤膜上的菌苔，取 100 滋l
涂布于含有 Rif+(200 mg/L)和 K+(50 mg/L)的双抗
LB平板，37℃培养过夜；然后，挑取单菌落于含
有 Rif+(200 mg/L)的 LB液体培养基中，37℃摇床
(转速 200 r/min)培养过夜，在含有 5%蔗糖不含抗
性的 LB 平板中划线；挑取单菌落于含有 Rif+

(200 mg/L)的 LB 液体培养基中，37℃摇床(转速
200 r/min)培养过夜，用噬菌体鉴定是否具有抗噬
菌体特性．
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Fig. 4 The biofilms morphology of the 6th mutant and
wild鄄type S. paratyphi A

(a) The wild-type S. paratyphi A biofilms morphology. (b) Biofilms

morphology of the 6th mutant.

(a) (b)

将具有抗噬菌体特性的定点突变菌株接种于

5 ml 含有 Rif+ (200 mg/L)的 LB 液体培养基中，
37℃摇床(转速 200 r/min)培养过夜，提取基因组：
将 5 ml的 6号突变菌 10 000 g离心 1 min，沉淀用
567 滋l TE(pH 8.0)重悬，加入 30 滋l 10% SDS、3 滋l
蛋白酶 K(20 g/L)，37℃温育 1 h；加入 100滋l 5 mol/L
NaCl，混匀加入 80 滋l CTAB/NaCl(0.1 g/ml)，混
匀后 65℃温育 10 min；加入等体积的氯仿 / 异戊
醇，震荡混匀，10 000 g离心 10 min，收集上清液；
再加入等体积的酚 / 氯仿 / 异戊醇，震荡混匀，
10 000 g离心 10 min，收集上清液，然后加入 0.6
倍体积的异丙醇，震荡混匀有白色沉淀，12 000 g
离心 10 min，沉淀用 70%乙醇、无水乙醇各洗 1
次、晾干，沉淀用 100 滋l TE(pH 8.0)重悬，进行
PCR验证．
1.7 互补实验

将鉴定正确的定点突变菌制备电转化感受态细

胞．利用 6-1、6-4引物扩增插入基因全序列，并
连接 pMD-18T载体上，构建 T-6重组质粒；将重
组 T-6质粒电转化至感受态细胞，构建互补突变
菌；将互补突变菌 30℃摇床(转速 200 r/min)培养
8 h于含有 Rif+的 LB平板划线，并滴加 2 滋l噬菌
体(6伊108 PFU/ml)，观察互补突变菌对噬菌体的敏
感性[16]．

2 实验结果

2.1 验证野生型副甲菌 Rif+抗噬菌体和突变菌抗

噬菌体特性

验证野生型副甲菌的抗性，将 SM10姿pir/pSC189
和野生型副甲菌在含有 Rif+(200 mg/L)的 LB 平板
上划线，证明野生型副甲菌能正常生长而

SM10姿pir/pSC189不能生长(图 1)．

将 6株突变菌在含有 Rif+(200 mg/L)的 LB 平
板划线，然后滴加噬菌体(图 2)．野生型 Rif+副甲

菌在滴加 1.2伊106个噬菌体处出现缺失，而 6株突
变菌在滴加 2.4伊109个噬菌体仍能正常生长，证明

了 6株突变菌不能被噬菌体 LSPA1感染，具有抗
噬菌体特性．

2.2 突变菌成膜能力检测

将新鲜的 6株突变菌接种于无菌的 96孔板中，
37℃潮湿环境下培养 10 d，测量 A 595(图 3)，结果
表明 6号突变菌成膜能力与野生型副甲菌相比有显
著增加(P < 0.05)，其他 5株突变菌无显著性变化；
显微镜(10伊40倍)下观察 6号菌及野生型副甲菌生
物膜形态(图 4)，其中野生型副甲菌生物膜分布均

Fig. 1 Verification Rif+ resistance of the wild鄄type
S. paratyphi A and SM10姿pir/pSC189

Wild-type S.paratyphi A

SM10pir/pSC189

Fig. 2 Verification the anti鄄phage of mutants

Dropping bacteriophage

Wild-type S.paratyphi A

The 1st mutant

The 2nd mutant

The 3rd mutant

The 4th mutant

The 5th mutant
The 6th mutant

Fig. 3 Determination the BF forming ability of
mutants and wild鄄type S. paratyphi A

*P < 0.05. 1: The 1st mutant; 2: The 2nd mutant; 3: The 3rd mutant; 4:
The 4th mutant; 5: The 5th mutant; 6: The 6th mutant; 7: Wild-type
S. paratyphi A.
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Fig. 7 Identification of the recombinant pYG4鄄6
1: Recombinant pYG4-6 Bgl域 digested product; 2: 5 K Marker.
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Fig. 8 Anti鄄phage verification of the 6th site鄄mutant

Dropping bacteriophage

Wild-type S.paratyphi A

6th Site-mutant

Fig. 9 Identification of site鄄mutant by PCR
1: Site-mutant PCR; 2: Wild-type S.paratyphi A PCR; 3: 5K Marker.
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bpFig. 5 Construction of homology arms

1: Amplification before the 6th inserted 500 bp fragment; 2:

Amplification after the 6th inserted 500 bp fragment; 3: Fusion PCR of

target fragment; 4: 5K Marker.
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Fig. 6 pYG4 digested map
1: 5K Marker; 2: pYG4 Bgl域digested product; 3: pYG4 plasmid.
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匀、大小相近且形状规则，而 6号突变菌体积偏大
且形态明显不规则；结果表明 6号突变菌成膜能力
显著增强且生物膜形态明显发生改变．因此，推断

滓-54依赖的翻译调节器可能参与调节与副甲菌的
生长和群体效应相关机制，一旦发生突变，则副甲

菌面临生存压力和群体效应失调，从而引起成膜能

力增加和生物膜形态发生变化．

2.3 定点突变

由于 6号突变株的转座插入位点是 滓-54依赖
的翻译调节器，因此根据 ATCC9150中 滓-54依赖
的翻译调节器全基因序列，设计引物扩增整个基因

前后各 500 bp，并融合在一起构建同源臂(图 5)；
将融合构建的同源臂和 pYG4质粒(图 6)连接构建

pYG4-6，酶切鉴定(图 7)；将构建的 pYG4-6电转
化至 SM10姿pir感受态细胞中，利用接合转座筛选
抗噬菌体同源重组单菌(图 8)，提取其基因组、
PCR鉴定，野生型副甲菌目的片段约为 3 000 bp，

重组成功的为 1 300 bp(图 9)，证明了定点突变成
功．上述结果表明，定点突变成功的突变菌具有抗

噬菌体特性，滓-54依赖的翻译调节器参与了抗噬
菌体过程．

2.4 互补实验

将突变位点全基因构建到 pMD-18T，并转化
至 6 号突变菌中，30℃摇床(转速 200 r/min)过夜
培养，检验是否对噬菌体 LSPA1敏感．结果如图
图 10所示，在互补突变菌和野生型副甲菌单线中
滴加 1.2伊106个噬菌体处均出现缺失，表明了互补

表达 滓-54依赖的翻译调节器恢复 6号突变菌噬菌
体敏感性．
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3 讨 论

噬菌体是公认的环境生态参与者，对微生物生

态环境和宿主细菌进化具有重要的影响，因此在大

多数环境下，噬菌体和宿主菌参与持续的协同进

化，在这种协同进化系统中噬菌体侵染和噬菌体抗

性机制扮演调节的关键角色，两者之间达到宿主 -
噬菌体的动态平衡．在噬菌体侵染的压力下宿主菌

会产生多种抗噬菌体的机制，而促进生物膜的形成

是其中的机制之一[17]．

利用 96孔板研究生物膜是目前检测细菌生物
膜形成机制的常用方法．一般来说液体培养基于空

气交界处是细菌最易黏附的场所，但是本实验研究

对象甲型副伤寒杆菌为兼性厌氧菌，所以在 96孔
板底部形成生物膜相对较多，结晶紫染色可见明显

颗粒状存在，从结晶紫颜色和测量的 A 595值能够反

映形成生物膜的能力．

为了研究抗噬菌体和成膜的相关基因，我们对

6 株抗噬菌体突变菌进行了生物膜分析，证明了
滓-54依赖的翻译调节器突变菌抗噬菌体且成膜能
力显著增强．在互补实验中，构建的 T-6重组质粒
在野生型副甲菌中因大量表达 滓-54依赖的翻译调
节器，会严重影响宿主的生长，导致细菌生长状态

极差．文献报道，在 30℃下含有 ColE1复制子的
质粒拷贝数会明显下降[18]，而 T-6中的复制子正是
ColE1，因此本研究中我们选择 30℃条件下进行互
补实验，此时细菌生长状态正常，而获得 T-6互补
的突变菌又恢复了噬菌体敏感性．

生物信息学分析发现，滓-54依赖的转录调节
因子在多株伤寒杆菌中高度保守，其编码的 滓-54
依赖的转录调节因子为 NorV、W启动子的转录激
活子 NorR，调控 NO还原酶合成，进而降解 NO[19].
NO对微生物生长影响具有两面性：一方面 NO能
够杀伤微生物[20]，另一方面 NO也可增强微生物耐
药性以及致病能力[21]．研究表明 NO能够增强细菌
的群体效应，而生物膜的形成是细菌群体效应的一

个重要结果[22]．虽然目前尚无 NO与宿主抗噬菌体
之间关系的报道，但根据本文实验结果，我们推测

滓-54依赖的翻译调节器缺失，造成 NO还原酶合
成障碍，导致 NO浓度增高，进而通过群体效应增
强了副甲菌形成生物膜的能力，使突变菌表现出抗

噬菌体抗性，这其中的具体途径和过程有待进一步

的研究证实．此外，滓-54依赖的翻译调节器的表达
会明显抑制生物膜的形成，因此可以通过增强该基

因的表达，来抑制病原菌生物膜的形成，为抗生物

膜治疗提供了一个新的思路．
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Abstract Biofilm (bacterial biofilm, BF) are associated with most bacterial infections, which can help pathogens
against adverse environment, such as antibiotic and phages. In order to exploid the mechanism involved with BF
formation and anti-phage, six Salmonella paratyphi A (S. paratyphi A) mutants resistant to phage were analyzed in
this study. Phages were dropped on bacteria line on LB plate containing Rif+ (200 mg/L)to confirm phage
resistance. Six mutants were cultured in 96 well plate with three replications to monitor biofilm formation and
morphology. Site-directed mutagenesis and complementation test were used to confirm whether phage resistance
was caused by gene mutant. Results of this study showed that all six mutants were resistant to phage, because those
could growth with dropped 2.4伊109 phages and wild bacteria could not with dropped 1.2伊106 phages. Among six
mutants, BF formation of mutant of 滓-54-dependent translation regulator was significantly enhanced contrast with
wild bacteria (P < 0.05, 1.1依0.2 vs 0.5依0.1). Bacteria aggregated to large irregular mass. Site-directed mutation of
滓-54-dependent translation regulator with homologous recombination led to be resistant to phages. This resistance
could be recovered by supplemented with plasmid expressed 滓-54-dependent translation regulator. All those
showed that 滓-54-dependent translation of the regulator was associated with anti-phage and BF formation.
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