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调控因子Fis对肺炎克雷伯菌致病力影响与机制研究*

马仁惠1,谢继臣1,全秋航1,张志强1,李蓓1,2**

(1.湖北医药学院基础医学院,湖北十堰
 

442000;2.湖北医药学院生物医药研究院)

【摘要】 目的 探究调控因子Fis对肺炎克雷伯菌毒力及致病相关因子的影响。 方法 构建肺炎克雷伯菌fis基因

缺失突变株及回补株,通过体外实验分析肺炎克雷伯菌野生株(WT),fis基因敲除株(Δfis)及回补株(C-fis)的生长能

力及生物被膜、荚膜、铁载体合成能力;通过体内小鼠感染实验分析Fis对肺炎克雷伯菌致病力的影响。 结果 肺炎

克雷伯菌fis基因缺失后细菌生长速度明显降低,荚膜合成能力增强,铁载体产生降低,而生物被膜合成能力无差异。

通过小鼠腹腔感染实验发现肺炎克雷伯菌fis基因缺失后细菌的致病力下降。 结论 本研究证实肺炎克雷伯菌Fis
调控子可通过影响细菌生长速度、荚膜形成及离子利用而影响细菌的致病力。
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【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

regulatory
 

factor
 

Fis
 

on
 

the
 

virulence
 

and
 

pathogenic
 

factors
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae. Methods The
 

fis
 

gene
 

deletion
 

and
 

replacement
 

strains
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

were
 

constructed.
 

The
 

growth
 

ability
 

of
 

wild
 

WT,fis
 

knockout
 

strain
 

(Δfis)
 

and
 

replacement
 

strain
 

C-fis
 

and
 

their
 

biofilm,capsule
 

and
 

ferric
 

carrier
 

synthesis
 

ability
 

were
 

analyzed
 

by
 

in
 

vitro
 

experiments.
 

Meanwhile,the
 

effect
 

of
 

Fis
 

on
 

the
 

pathogenicity
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

was
 

analyzed
 

by
 

in
 

vivo
 

mouse
 

infection
 

experiment. Results After
 

the
 

deletion
 

of
 

fis
 

gene,the
 

growth
 

rate
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

was
 

significantly
 

decreased,the
 

capsule
 

synthesis
 

ability
 

was
 

enhanced,and
 

the
 

production
 

of
 

iron
 

carrier
 

was
 

decreased,but
 

the
 

biofilm
 

synthesis
 

ability
 

was
 

not
 

different.
 

The
 

pathogenicity
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

decreased
 

after
 

the
 

deletion
 

of
 

fis
 

gene
 

in
 

mice. Conclusion This
 

study
 

confirmed
 

that
 

the
 

Fis
 

regulator
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

can
 

affect
 

the
 

virulence
 

of
 

bacteria
 

by
 

affecting
 

the
 

growth
 

rate,capsule
 

formation
 

and
 

ion
 

utilization
 

of
 

bacteria.
【Key

 

words】 Klebsiella
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***肺炎克雷伯菌为肠杆菌科细菌,是一种主要的人类

病原体[1]。其可存在于环境(土壤和表层水)和非生物

表面(例如医疗器械),亦可定植于人类粘膜表面(特别

是口咽和胃肠道),在机体免疫力下降等情况下侵入其

他组织引起肺炎、脑膜炎、血流和泌尿系统感染[2-4]。
高致病性肺炎克雷伯菌也可在健康个体中引起肝脓

肿、眼内炎等[5]。随着高致病性肺炎克雷伯菌感染率

上升及多重耐药肺炎克雷伯菌菌株的增加[3-6],对肺炎

克雷伯菌致病机制的深入了解将帮助我们更好地预防

和控制相关感染性疾病。

Fis 是 一 种 核 相 关 蛋 白 (nucleoid-associated
 

protein),Fis蛋白最初被鉴定为大肠埃希菌同源 Hin
和Gin位点特异性DNA重组酶反转刺激的因子。其

作用包括调节细菌毒力因子和优化细菌对各种环境的

适应等[7]。有研究表明Fis在致病性大肠埃希菌菌

株、福氏志贺菌、沙门氏菌[8]、弧菌霍乱弧菌和菊欧文

氏菌等[9-10]的调控网络中发挥着重要作用,是多种致

病菌毒力的关键调节因子。但其在肺炎克雷伯菌中的

作用特别是在对致病相关因素方面的调控作用尚不清

楚。为了进一步了解肺炎克雷伯菌致病机制,本研究

聚焦肺炎克雷伯菌调控因子Fis,构建其基因缺失株

与回补株并分析Fis调控子在细菌生长、生物膜形成、
荚膜合成及离子获得过程中的作用。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株、质粒肺炎克雷伯菌 NTUH-K2044菌株
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(K1血清型,分离自肝脓肿患者浓汁)、Escherichia
 

coli
 

DH5α菌株、温度敏感型自杀载体pKO3-km(卡
那霉素抗性)、回补质粒pGEM-T-easy由本实验室保

存。

1.2 主要试剂 引物琼脂粉、酵母粉、蛋白胨、NaCl
为OXOID公司产品;氨苄青霉素(ampicillin,AMP)、
硫酸卡那霉素(kanamycin,KAN)为Biotopped公司

产品;各 种 酶 与 分 子 Marker 为 Takara 公 司 或

Promega公司产品;PCR产物纯化、切胶回收、质粒提

取试剂盒购自 QIAGEN公司;Zwittergent3-14、间羟

基联苯、柠檬酸、NaOH、硼酸购自sigma或国药集团

化学试剂有限公司。引物由上海生工生物公司合成,
序列见表1。

表
 

1 引物序列

Table
 

1 Primers
 

sequence
 

引物
Primer

序列(5'→3')
Sequence

基因敲除引物

fis-A GTATGCGGCCGCgacgttcctgtgactctcaag

fis-B
AGAGCGCCTTTTATATCAAGCGAATTTACTGCG
TTGTCGAAC

fis-C gttcgacaacgcagtaaattcgcttgatataaaaggcgctct
fis-D GTATGCGGCCGCTTTGATTCAGCCCAGTCAG
基因敲除鉴定引物

fis-F TTTGCTCAACTGAACGGTC
fis-R GTTACCACGGGTGTATTGC
基因回补引物

C-fis-F GATAGGGCCCGACGTTCCTGTGACTCTCAAG
C-fis-R GATTGCGGCCGCGCTTAGAGATTTGATTCAG
  注:下划线表示限制性内切酶位点。

Note:Underlined
 

parts
 

indicate
 

restriction
 

enzyme
 

sites。

2 方法

2.1 构建fis基因缺失突变株和回补株fis基因 敲

除方法参考文献[11]。利用基因敲除技术(基于同源

重组原理),通过融合PCR获得fis基因上下游侧翼

序列的PCR产物,克隆至温度敏感型自杀载体pKO3-
Km上,获得pKO3-Km-fis质粒,将此质粒电转至肺

炎克雷伯菌
 

NTUH-K2044株,通过同源重组的方法

以及蔗糖反向筛选获得fis基因缺失株Δfis,然后将

包含fis基因编码区及上游启动子结合区和下游转录

终止区的PCR片段克隆入质粒pGEM-T-Easy中,电
转至敲除株获得回补株C-fis。

2.2 生长曲线取保存的 WT,Δfis 与C-fis 甘油菌

 分别接种于3
 

mL新鲜LB液体培养基中,37
 

℃,

200
 

r/min培养过夜。次日,取过夜活化的菌液1∶
100转接至新的3

 

mL
 

LB液体培养基中,培养至A600
约为1.6,调整A600 值约1.2,之后1∶100转接于新

的LB液体培养基中,37
 

℃振荡培养,利用全自动细菌

生长仪检测、绘制生长曲线。

2.3 生物被膜形成实验细菌培养 如上所述,取A600
值约1.2的 WT、Δfis及C-fis菌液转接至干净透明

的无菌玻璃试管中,37
 

℃静置培养24
 

h及48
 

h后分

别观察三株菌的生物被膜形成情况。

2.4 荚膜检测实验 荚膜离心试验:将不同菌株过夜

培养菌液1%比例转接至新鲜LB培养基中,培养至

A600 约1.5,各取等量菌液12
 

000
 

r/min离心5
 

min
观察细菌沉淀量并测量上清液A600 值,分析细菌荚膜

产生情况。
荚膜定量实验:取-80

 

℃保存的不同菌株(WT、

Δfis及C-fis)培养过夜后1∶100转接至新鲜LB培

养基中培养至对数期(A600 大约1.6-1.8),调至 A600
约2.0(细菌计数),取500

 

μL
 

LB培养基中培养的样

品与100
 

μL含有1%
 

Zwittergent3-14洗涤剂的100
 

mmol/L柠檬酸混合,然后在50
 

℃下孵育30
 

min。

12
 

000
 

r/min离心10
 

min后,将250
 

μL上清液转移

至新管中,并添加1
 

mL无水乙醇。之后在4
 

℃沉淀

30
 

min,然后将样品离心5
 

min,将沉淀溶解在100
 

μL
蒸馏水中,然后将600

 

μL
 

12.5
 

mmol/L硼酸 H2SO4
溶液添加到每个样品中。将样品煮沸5

 

min,然后添

加1.5
 

mg/mL间羟基联苯溶于5
 

mg/mL
 

NaOH,涡
旋5

 

min,最后测量520
 

nm处的吸光度,并从葡萄糖

醛酸的标准曲线确定荚膜的量,以μg/10
9

 

CFU 表

示[12]。

2.5 铁载体含量检测实验 过夜培养的细菌活化后

调整A600 约1.2后分别取5
 

μL菌液滴至CAS固体培

养基,37
 

℃培养24
 

h以上,观察菌落周围螯合圈大

小,测量直径判断细菌生成铁载体含量。同时,将菌液

按1∶100转接CAS液体培养基中37
 

℃、200
 

r/min
震荡培养24

 

h以上,使用CAS检测液测取630
 

nm处

的吸光度(As),得到细菌铁载体的相对含量,从而判

断其铁代谢的能力。

2.6 小鼠感染实验 取过夜培养的细菌菌液按1%
比例转接入LB液体培养基中,培养至细菌生长对数

期(A600 值约为1.6),取1
 

mL菌液,25
 

℃、12
 

000
 

r/

min离心10
 

min,弃去上清,将菌体用磷酸缓冲盐溶液

洗涤重悬,重复两次,调整细菌浓度为1×105
 

CFU/

mL备用。将36只BALB/c小鼠随机分为3组(每组

12只)。分别腹腔注射100
 

μL
 

WT,Δfis与C-fis菌

株(1×104
 

CFU),每日观察小鼠生存状况,计算小鼠

存活率。

2.7 统计分析 本研究统计方法为非配对双尾t检

验(two-tailed
 

Students
 

t
 

test)和 Kaplan-Meier法

(log-rank和Gehan-Breslow-Wilcoxon)。相关图表使

用GraphPad
 

Prism
 

8生成。
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结 果

1 成功构建fis基因缺失肺炎克雷伯菌突变株及

回补株

通过PCR对不同菌株进行鉴定,结果显示:当以

敲除外部引物fis-A/fis-D扩增时,WT扩增片段为

1
 

417
 

bp,而Δfis扩增片段为1
 

127
 

bp,两者相差290
 

bp;当用内部引物fis-F/fis-R扩增时,WT、C-fis扩

增片段为105
 

bp,而Δfis 未扩增出片段。说明成功

构建肺炎克雷伯菌fis基因的缺失株及回补株(图1)。

图
 

1 肺炎克雷伯菌fis基因缺失株与回补株的鉴定

Fig.1 Identification
 

of
 

K.
 

pneumoniaefis
 

gene
 

deletion
 

and
complementation

 

strains

2 fis基因缺失影响细菌生长

利用全自动细菌生长仪检测、绘制 WT、Δfis及

C-fis在LB培养基中生长曲线,结果显示,Δfis菌株

的生长速度显著低于 WT(P<0.01),生长在C-fis
得到一定程度的恢复(图2),说明fis基因缺失可影

响肺炎克雷伯菌在体外生长。

注:不同时间 WT组与Δfis组比较 ***P<0.05;****P<0.01.
图

 

2 菌株 WT、Δfis和C-fis体外生长曲线

Notes:Comparison
 

between
 

WT
 

group
 

and
 

Δfis
 

group
 

at
 

different
 

time
 

 ***P<0.05;****P<0.01.
Fig.2 In

 

vitro
 

growth
 

curves
 

of
 

WT,Δfis,and
 

C-fis
 

strains

3 fis基因缺失不影响细菌生物被膜形成

生物被膜是肺炎克雷伯菌重要致病相关因子,为

探究fis基因是否影响肺炎克雷伯菌生物被膜的形

成,利用试管法将 WT,Δfis及C-fis菌株分别在LB
培养基中37

 

℃静置培养24
 

h或48
 

h后观察液-气交

界处生物膜形成情况。结果显示,在LB液体培养基

中不同菌株生物被膜的形成无明显差异,fis基因不

影响肺炎克雷伯菌生物被膜的形成(图3)。

A 24
 

h B 48
 

h
图

 

3 WT、Δfis及C-fis生物被膜形成

Fig.3 Biofilm
 

formation
 

of
 

WT,Δfis
 

and
 

C-fis

4 fis基因缺失影响细菌荚膜合成

除生物膜外,荚膜是肺炎克雷伯菌重要致病相关

因子。高速离心实验发现,fis 基因缺失株在12
 

000
 

r/min离心5
 

min后形成的沉淀较 WT更加松散,上
清液A600 明显高于 WT株(图4A、B)。高速离心实验

细菌的沉降速率与细菌荚膜含量相关,该实验结果说

明Fis调控子可能负调控细菌荚膜形成。荚膜定量实

验亦证明Δfis菌株荚膜量显著高于 WT及C-fis株

(图4C),fis基因负调控肺炎克雷伯菌荚膜的合成。

  A 荚膜离心实验 B 荚膜离心后测量上清液细菌密度实验 C
 荚膜定量实验(Δfis与 WT相比:*P<0.05,***P<0.001;Δfis与

C-fis相比:#P<0.05,###P<0.001)
图

 

4 fis基因缺失影响细菌荚膜合成

A Capsule
 

centrifugation
 

experiment B Measurement
 

of
 

bacterial
 

density
 

in
 

the
 

supernatant
 

after
 

capsule
 

centrifugation
 

experiment C Capsule
 

quantification
 

experiment
 

(Δfis
 

vs
 

WT:*P
<0.05,***P<0.001;Δfis

 

vs
 

C-fis:#P<0.05,###P<0.001)
Fig.4 Deletion

 

of
 

the
 

fis
 

gene
 

affects
 

bacterial
 

capsule
 

synthesis

5 fis基因缺失影响细菌铁载体的产生

铁载体也是肺炎克雷伯菌重要致病相关因子。利

用CAS固体与液体培养基分别检测野生株、突变株及

回补株生成铁载体的含量。从图5A中可以看出,在
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CAS固体培养基中Δfis菌株(直径约1.1
 

cm)周围的

螯合圈明显小于野生株(直径约1.6
 

cm)与回补株(直
径约1.3

 

cm),野生株与回补株的螯合圈直径无明显

差异。定量分析CAS液体培养基中三种菌产生的铁

载体含量,测630
 

nm处的吸光度计算三种菌产生铁

载体的相对含量(图5B)。结果显示Δfis产生的铁载

体含量少于 WT和C-fis,与CAS固体培养基定性实

验的检测结果相符。fis基因缺失减弱了肺炎克雷伯

菌产生铁载体的能力,影响细菌的离子应用。

  A CAS平板 B CAS液体培养基(Δfis与 WT相比:***P<
0.01;Δfis与C-fis相比:##P<0.01)

图
 

5 fis基因缺失对细菌铁载体产生的影响

A CAS
 

solid
 

medium B CAS
 

liquid
 

medium(Δfis
 

vs
 

WT:
 

***P<0.01;Δfis
 

vs
 

C-fis:
 ##P<0.01)

Fig.5 Effect
 

offis
 

gene
 

deletion
 

on
 

bacterial
 

siderophore
 

production

6 fis基因缺失影响细菌致病力

为确定fis基因对肺炎克雷伯菌致病力的影响,
分别将104

 

CFU
 

WT、Δfis及C-fis通过腹腔注射途

径感染BALB/c小鼠,记录感染后小鼠死亡情况绘制

存活率曲线图。生存率曲线结果显示,在感染后2
 

d
及4

 

d内,野生株、回补株腹腔感染小鼠分别全部死

亡,而Δfis株感染小鼠14
 

d内存活率达83.3%(P<
0.01)(图6),表明fis基因缺失会减弱细菌致病性。

Fis调控子调控肺炎克雷伯菌致病力。

Δfis组与 WT组相比:P<0.01
图

 

6 WT,Δfis及C-fis腹腔感染BALB/c小鼠的存活率

Fig.6 Survival
 

rate
 

of
 

WT,Δfis
 

and
 

C-fis
 

in
 

BALB/c
 

mice
 

infected
with

 

abdominal
 

cavity

讨 论

肺炎克雷伯菌是一种较为常见的革兰阴性机会致

病菌,在免疫功能低下的个体中可引起菌血症、肺炎和

肝脓肿等多种感染性疾病[13-14]。20世纪80年代以

来,高致病型肺炎克雷伯菌被发现可在年轻和相对健

康的个体中引起感染[15]。目前已经发现多种致病相

关因子如荚膜多糖、脂多糖、菌毛、外膜蛋白和铁载体

参与肺炎克雷伯菌致病过程,有利于细菌在宿主体内

生存和逃避宿主免疫[4]。而且毒力基因的表达与整体

细胞功能相协调[16]。据估计,65%~80%的细菌感染

与生物膜有关,肺炎克雷伯菌在宿主可导致泌尿道、胃
肠道和呼吸道等部位的定植,及后续对宿主的侵袭性

感染,与其生物膜密切相关[14]。生物膜是复杂的细菌

群落,由一种或多种包裹在细胞外基质中的物种组成,
生物膜中的细菌可免受免疫反应和抗生素的影响[3]。
研究中通常采用光滑的管壁内表面以观察肺炎克雷伯

菌生物膜的形成。荚膜多糖(CPS)和菌毛是肺炎克雷

伯菌重要的表面结构。其中,荚膜多糖参与肺炎克雷

伯菌生物膜的形成并介导细胞间通讯;菌毛参与肺炎

克雷伯菌在宿主中的粘附[14]。
调控因子在细菌感应环境变化调控致病相关因子

表达的过程中起着非常重要的作用。对于肺炎克雷伯

菌,已经有研究证明多个调控因子与细菌致病相关。
例如 RcsAB 和 Fur调 控 肺 炎 克 雷 伯 菌 铁 获 取 系

统[17];双组分系统 OmpR
 

通过肺炎克雷伯菌的能量

代谢调节细菌粘度和毒力[18];oxyR 缺失株荚膜多糖

(CPS)合 成 降 低,减 弱 了 对 线 虫 感 染 模 型 的 致 病

性[19];RmpA可参与FNR介导的cps转录抑制,从而

调节CPS量、血清抗性和抗吞噬作用[20],也可以直接

作用于cps簇启动子,促进荚膜的产生,可增强肺炎克

雷伯菌对大蜡螟幼虫的毒力[21];CRP(cAMP受体蛋

白)负调节荚膜合成,促进生物膜形成,增强菌毛活性

而正向调节细菌毒力[22]。虽然在调控因子对肺炎克

雷伯菌致病性方面已经有一定研究,但仍有许多未知

的机制。
全局性调控因子Fis是一种生长阶段依赖性、类

核相关蛋白,在不同细菌物种中的许多基因的转录调

节中发挥作用。在大肠埃希菌中,Fis是最丰富的蛋

白质之一,在有氧生长条件下,在早期指数期细胞中高

度表达,但在稳定期细胞中消失。Fis是大肠埃希菌

和沙门氏菌中DNA负超螺旋所必需的[23]。在菊欧文

氏菌潜伏感染阶段,Fis抑制纤维素的产生(纤维素是

菊欧文氏菌生物膜的主要成分),并激活鞭毛产生促进

浮游生活方式和宿主细胞间隙的定植[9]。在副溶血弧

菌中,Fis连接群体感应和表面感应来控制细菌的运
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动[23]。在铜绿假单胞菌中,Fis通过调节脓毒素合成

及exsA 的转录影响细菌对环丙沙星的耐药性及III
型分泌系统[24-25]。在多杀性假单胞菌中,Fis可调节

细菌铁的吸收及毒力[26]。本研究发现fis基因敲除

后细菌通过腹腔途径感染时致病力降低,但不影响细

菌生物膜的形成并且促进了荚膜的合成,说明细菌致

病力的降低与调控荚膜及生物膜的合成关系不大。肺

炎克雷伯菌在fis基因缺失后的生长能力及铁离子获

取能力有所下降,这也许是影响细菌致病力的因素。
关于fis基因具体如何调控细菌的致病性及调控机制

课题组将会进一步进行研究。
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