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【摘要】　目的　了解狔犮犺犑基因及其编码蛋白ＹｃｈＪ对鼠伤寒沙门菌抗逆能力的影响。　方法　基于ＥｘＰＡＳｙ
ＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ和ＣｌｕｓｔａｌＯｍｅｇａ对ＹｃｈＪ蛋白性质及氨基酸序列保守性等生物信息学进行分析和预测。采用ＣＲＩＳＰＲ
Ｃａｓ９法构建鼠伤寒沙门菌ＡＴＣＣ１４０２８ｓ的狔犮犺犑基因敲除株△狔犮犺犑，并通过ＤＮＡ扩增技术进行鉴定。分别对野生株
和敲除株进行抗逆功能试验，通过结晶紫半定量法和刚果红染色法确定ＹｃｈＪ对沙门菌生物膜形成的影响；采用生长曲
线测定法和菌落计数法确定ＹｃｈＪ对沙门菌抗生素耐受能力的影响；利用半固体平板移动法检测ＹｃｈＪ对沙门菌运动能
力的影响。　结果　ＹｃｈＪ是一种稳定的亲水性蛋白，其氨基酸序列相对保守，狔犮犺犑基因敲除株构建成功。与野生株的
ＲＤＡＲ表型（红色、干燥和粗糙）相比，该敲除株表现为ＳＡＷ表型（光滑、白色、湿润）。经结晶紫染色后，野生株的Ａ５７０／
Ａ６００值为０．８３４５±０．１０１６，显著高于狔犮犺犑敲除株的０．２６３３±０．０５０５１。在抗生素耐受性实验中，低浓度氨苄青霉素或
诺氟沙星压力下，狔犮犺犑敲除株的生存能力显著降低，仅为野生型的１０％６０％。在半固体平板实验中，狔犮犺犑敲除株的扩
散直径达到（５．００±０．１０）ｃｍ，显著大于野生株的（１．９３３±０．１１５５）ｃｍ，表明狔犮犺犑敲除株表现出更强的移动能力。　结
论　未知功能蛋白ＹｃｈＪ的缺失会影响鼠伤寒沙门菌的运动能力、生物膜形成能力和抗生素耐受能力，为沙门菌及其他
胞内寄生菌ＹｃｈＪ功能的确定提供理论基础。
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　　鼠伤寒沙门菌（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿，ＳＴＭ）
是一种兼性胞内寄生的革兰阴性菌，能通过污染的水
和食物进入人体肠道，侵入小肠绒毛上皮细胞进入宿
主体内，而后被巨噬细胞吞噬，随巨噬细胞扩散到淋巴
结、肝脏和脾脏，进而引发全身多器官感染和菌血
症［１］。据估计，全球每年有超过９万人死于与沙门菌
感染引发的疾病［２］，且其耐药性也不断增强，已被世界
卫生组织认定为“１５种严重耐药的病原菌”之一。因
此，沙门菌作为“对公共卫生最具威胁的细菌”之一，对
其致病机制的深入备受关注。

在侵染宿主过程中，沙门菌面临一系列生存压力，
包括营养匮乏、环境变化、宿主免疫系统的攻击、以及
抗生素的杀伤，宿主通过这些不利压力环境来快速杀
灭沙门菌［４］。然而，在与宿主相互作用过程中，沙门菌
通过一系列适应性防御机制来应对这些挑战［５６］。鞭
毛作为沙门菌的运动器官，不仅通过趋化性引导沙门
菌找到最佳的感染部位，还帮助其逃避宿主免疫细胞
的捕获［７］。生物膜可作为自我保护屏障帮助沙门菌抵
御宿主各种环境压力、免疫系统攻击和抗生素杀伤，从
而提高沙门菌的生存能力［８］。此外，沙门菌还可以通
过调节关键蛋白的表达水平来增强其对抗生素的耐受
性［９］。这些机制不仅增强了沙门菌在宿主体内的生存
和繁殖能力，还可导致其耐药性的产生，增加治疗的难
度［１０］。因此，探究沙门菌所面临的生存压力及其应对
机制对开发新的抗菌药物靶标和制定有效预防策略至
关重要。

ＹｃｈＪ是细菌的未知功能蛋白之一，其相关研究鲜
有报道。前期研究表明，ＹｃｈＪ影响大肠埃希菌生物膜
的形成［１１］和蛋白质的分泌［１２］，提示ＹｃｈＪ可能在大肠
埃希菌的抗逆能力中发挥重要作用。目前，沙门菌
ＹｃｈＪ蛋白功能的相关及该基因缺失后对于菌株的影
响尚不清楚。因此，本研究基于ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术成
功构建鼠伤寒沙门菌ｙｃｈＪ基因敲除株，比较野生株和
敲除株的运动能力、生物膜形成能力和抗生素耐受能
力，旨在为沙门菌及胞内寄生菌ＹｃｈＪ功能的确定提
供理论基础。

材料与方法
１　材料
１．１　菌株及质粒　鼠伤寒沙门菌ＡＴＣＣ１４０２８ｓ（ＷＴ
菌株）菌株购于美国ＡＴＣＣ菌种库，ＣＲＩＳＰＲＢ质粒
购于广州源井生物科技有限公司。

１．２　主要试剂和仪器　引物序列由铂尚公司合成；
ＰＣＲ基因扩增仪购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；氨苄青霉素
（Ａｍｐ）和诺氟沙星购自北京索莱宝科技有限公司；
ｍＲＮＡ逆转录试剂盒购自南京诺维赞公司；ｍＲＮＡ
提取试剂盒购自山东思科捷生物技术有限公司；实时
荧光定量ＰＣＲ试剂盒购自Ｔａｋａｒａ宝日医生物技术
（北京）有限公司；全自动生长曲线分析仪以及生长曲
线分析仪专用微孔板均购自芬兰ＢｉｏＳｃｒｅｅｎＣ公司。
２　方法
２．１　ＹｃｈＪ生物信息学分析　从ＵｎｉＰｒｏｔ数据库中得
到ＹｃｈＪ蛋白的氨基酸序列，使用ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍ
ｔｏｏｌ对ＹｃｈＪ蛋白的基本理化性质进行预测。从
ＮＣＢＩ数据库中得到１３种病原菌，包括犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪
狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿、犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻、犛犺犻犵犲犾犾犪狊狅狀狀犲犻、
犃犾犻犻狏犻犫狉犻狅犳犻狊犮犺犲狉犻、犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪狆狊犲狌犱狅犿犪犾犾犲犻、
犔犲犵犻狅狀犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狆犺犻犾犪、犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲、
犘狊犲狌犱狅狀狅犮犪狉犱犻犪 犱犻狅狓犪狀犻狏狅狉犪狀狊、 犛犲狉狉犪狋犻犪
狆犾狔犿狌狋犺犻犮犪、犛犺犲狑犪狀犲犾犾犪犫犪犾狋犻犮犪、犐狊狅狆狋犲狉犻犮狅犾犪
狏犪狉犻犪犫犻犾犻狊、 犖犻狋狉狅狊狅犿狅狀犪狊、 犛狋犲狀狅狋狉狅狆犺狅犿狅狀犪狊
犿犪犾狋狅狆犺犻犾犻犪的ＹｃｈＪ蛋白氨基酸序列，使用Ｃｌｕｓｔａｌ
Ｏｍｅｇａ进行序列比对，分析ＹｃｈＪ蛋白序列的保守性。
２．２　狔犮犺犑敲除菌株构建及验证
２．２．１　狔犮犺犑敲除菌株的构建　使用表１中包含同源
臂序列的引物ＪＤ狔犮犺犑Ｆ和ＪＤ狔犮犺犑Ｒ进行ＰＣＲ扩
增打靶区域，对ＰＣＲ产物进行测序，确认ｇＲＮＡ打靶
位点序列的正确性。将ＣＲＩＳＰＲＢ质粒电转入
ＡＴＣＣ１４０２８ｓ感受态细胞，将线性打靶ＤＮＡ片段电
转化入ＡＴＣＣ１４０２８ｓＣＲＩＳＰＲＢ感受态细胞，选择测
序正确的克隆，将ＣＲＩＳＰＲＢ质粒消去，获得敲除阳性
克隆菌株ＡＴＣＣ１４０２８ｓΔ狔犮犺犑。

表１　犘犆犚扩增引物
犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

引物名称
Ｓｅｇｍｅｎｔ

引物序列（５′－３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒ

ＪＤ狔犮犺犑Ｆ ＣＣＧＧＡＴＴＡＡＣＧＡＣＴＧＣＧＣＣＡ
ＪＤ狔犮犺犑Ｒ ＧＣＡＧＧＡＡＴＧＡＧＴＧＧＴＧＧＡＴＡ

狔犮犺犑Ｆ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＧＴＧＴＣＴＣＡＧＣＣＴＴＧＴＣＣＣＴＧＴＧ
ＧＴＡＧＣ

狔犮犺犑Ｒ ＡＴＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＣＡＣＴＧＧＣＣＧＣＡＧＣＡＣＴＴＴ
ＴＴＡＡＡＴＴＴＴＴＴＧＣＣ

狔犮犺犑５′ ＧＡＡＣＡＡＧＧＧＡＡＡＡＡＣＧＧＧＧＣ
狔犮犺犑３Ｔ ＧＣＡＧＧＧＡＴＣＡＴＴＴＣＧＡＣＣＣＡ
１６ｓＲＮＡＦ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ
１６ｓＲＮＡＲ ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ
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２．２．２　狔犮犺犑敲除菌株的验证　将过夜培养的ＷＴ
及Δ狔犮犺犑按１∶１００转接于ＬＢ液体培养基中，在３７
℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下培养至Ａ６００值约为０．５。以菌液
为模板，使用表１中狔犮犺犑Ｆ和狔犮犺犑Ｒ为引物对两株
菌进行基因扩增验证。其余菌液经５０００ｒ／ｍｉｎ离心
２ｍｉｎ后弃上清，收集菌体。用ＲＮＡ提取试剂盒提取
细菌总ＲＮＡ，然后使用反转录试剂盒将ＲＮＡ反转录
成ｃＤＮＡ。使用实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒加入狔犮犺犑
基因特异引物狔犮犺犑５和狔犮犺犑３Ｔ进行实时定量
ＰＣＲ实验。内参选用１６ｓＲＮＡ。引物序列如表１。
２．３　生物膜形成能力检测
２．３．１　刚果红染色法　配制刚果红培养基，配方为蛋
白胨１０ｍｇ／ｍＬ，酵母粉５ｍｇ／ｍＬ，琼脂粉７．５ｍｇ／
ｍＬ，刚果红４０μｇ／ｍＬ，１２１℃高压灭菌３０ｍｉｎ，获得
刚果红平板。取２μＬ过夜培养的菌液轻轻点在刚果
红平板上，３７℃继续培养４８ｈ，观察细菌生物膜表型。
２．３．２　结晶紫半定量法将过夜培养的ＷＴ及Δ狔犮犺犑
菌株按１∶１００转接于ＬＢ液体培养基中，在３７℃、
２００ｒ／ｍｉｎ条件下培养至Ａ６００值约为０．５，随后再次按
１∶１００稀释于ＬＢ液体培养基中。将稀释后的菌液转
接至９６孔板中，３０℃静置培养７２ｈ。测量每孔Ａ６００
值后，弃去菌液。测量每孔Ａ６００值后，用ＰＢＳ冲洗，加
入甲醇固定２０ｍｉｎ，０．１％的结晶紫染色液，静置染色
１５ｍｉｎ，最后加入乙酸溶液，溶解结晶紫染料。在５７０
ｎｍ下测定每孔吸光度，Ａ５７０／Ａ６００与生物膜生长量成
正比。
２．４　抗生素耐受性检测
２．４．１　生长曲线测定法　将过夜培养的ＷＴ及
Δ狔犮犺犑菌株按１∶１００转接于ＬＢ液体培养基中，在３７
℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下培养至Ａ６００值约为０．５，随后再
次按１∶１００稀释于ＬＢ液体培养基中，加入终浓度为
０．５μｇ／ｍＬ氨苄青霉素或０．１μｇ／ｍＬ诺氟沙星。在
９６孔生长曲线测定板中加入３００μＬ／孔的菌液，随后
将孔板放入生长曲线仪中进行Ａ６００值的测定。仪器
参数设定：温度为３７℃，测定波长为６００ｎｍ，振荡频
率为１０ｓ／ｍｉｎ，间隔检测时间为５ｍｉｎ，连续记录２４
ｈ。
２．４．２　菌落计数法　分别取生长曲线测定实验中培
养５ｈ（对数期）及１２ｈ（平台期）的菌液，用ＰＢＳ进行
１０倍稀释，稀释后的菌液涂布于ＬＢ琼脂平板上，３７
℃静置培养过夜，计数平板中细菌数目。
２．５　移动性检测　将过夜培养的ＷＴ及Δ狔犮犺犑菌株
按１∶１００转接于ＬＢ液体培养基中，在３７℃、２００ｒ／
ｍｉｎ条件下培养至Ａ６００值约为０．５。取１ｍＬ菌液
３０００ｒ／ｍｉｎ低速离心５ｍｉｎ，弃上清后用２０μＬＰＢＳ
重悬，吸取１μＬ重悬液滴在含０．２５％琼脂的半固体

培养基上，２５℃培养２４ｈ，测量菌圈直径，以确定运动
能力的差异。
３　统计与分析

数据分析使用ＧｒａｐｈａｄＰｒｉｓｍ８（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ
ｔｅｓｔ，ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅＩＮＣ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）统
计作图软件对数据进行统计分析，数据比较采用狋检
验分析法，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果
１　犢犮犺犑蛋白理化性质及氨基酸保守性分析

从ＵｎｉＰｒｏｔ数据库中获取沙门菌ＡＴＣＣ１４０２８ｓ
ＹｃｈＪ蛋白的氨基酸序列：ＭＳＱＰＣＰＣＧＳＡＤＥＹＳＬＣＣ
ＧＲＩＶＳＧＥＲＶＡＰＤＰＳＨＬＭＲＳＲＹＣＡＦＶＭＫＤＡＤＹＬＩ
ＫＳＷＨＰＴＣＮＡＡＡＦＲＤＤＩＩＡＧＦＡＮＴＲＷＬＧＬＴＩＦＥＨ
ＴＷＳＥＡＥＮＴＧＹＶＳＦＩＡＲＦＳＥＱＧＫＴＧＡＩＩＥＲＳＲＦＩＫ
ＥＮＧＱＷＹＹＩＤＧＴＲＰＱＬＧＲＮＤＰＣＰＣＧＳＧＫＫＦＫＫＣ
ＣＧＱ。Ｐｒｏｔｐａｒａｍ在线软件分析显示，ＹｃｈＪ蛋白由
１５２个氨基酸组成，相对分子质量１７０６５．３５，等电点
（ｐＩ）为８．３３，是一种碱性蛋白，不%

定系数为２９．３７，
推测此蛋白较稳定且全长可溶性好。使用多序列比对
工具ＣｌｕｓｔａｌＯｍｅｇａ对包括沙门菌在内的１３种病原
菌的ＹｃｈＪ蛋白进行了氨基酸序列比对。ＹｃｈＪ蛋白在
上述１３种病原菌中序列相对保守（图１），尤其是在
Ｍｅｔ３４到Ａｒｇ３７这一段序列，该区域的保守性超过
了９５％，提示其可能在维持ＹｃｈＪ蛋白功能中不可或
缺。

图１　犢犮犺犑蛋白氨基酸序列保守性分析
犉犻犵．１　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犪犿犻狀狅犪犮犻犱犮狅狀狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犢犮犺犑狆狉狅狋犲犻狀

２　狔犮犺犑敲除菌株的鉴定
沙门菌狔犮犺犑基因序列全长为４５９ｂｐ，ＰＣＲ扩增

产物经１％琼脂糖凝胶电泳分析，发现ＷＴ菌株的
ＰＣＲ扩增条带大小与预期相符，Δ狔犮犺犑菌株没有相应
大小条带（图２Ａ）。此外，ｑＰＣＲ扩增结果也显示
Δ狔犮犺犑菌株的狔犮犺犑基因表达量接近于零，而ＷＴ菌
株中的狔犮犺犑基因表达量显著高于敲除株（图２Ｂ）。
狔犮犺犑敲除菌株构建成功。
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　　Ａ　狔犮犺犑基因ＰＣＲ扩增ＭＤＮＡ标志物（ＤＬ－２０００）　１　以ＷＴ
为模板ＰＣＲ产物　２　以Δ狔犮犺犑为模板ＰＣＲ产物　Ｂ　狔犮犺犑基因
ｍＲＮＡ表达情况

图２　狔犮犺犑敲除菌株鉴定
Ａ　狔犮犺犑ＰＣＲＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＭＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ－２０００）　１　

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ　２　Δ狔犮犺犑ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ　Ｂ　Ｒｅｌａｔｉｖｅ狔犮犺犑ｍＲＮＡｌｅｖｅｌ
犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狔犮犺犑犽狀狅犮犽狅狌狋狊狋狉犪犻狀狊

３　犢犮犺犑提高沙门菌生物膜的形成能力
刚果红染色结果显示，Δ狔犮犺犑菌株的生物膜形成

能力明显低于ＷＴ菌株。野生株菌落形态呈红色、干
燥、粗糙的典型ＲＤＡＲ表型，而Δ狔犮犺犑株菌落形态则
表现为ＳＡＷ表型（光滑、白色、湿润）（图３Ａ）。结晶
紫半定量染色结果表明，ＷＴ株与结晶紫染料的结合
能力显著高于Δ狔犮犺犑株（图３Ｂ）（图３Ｃ）。此外，ＷＴ
株的Ａ５７０／Ａ６００值（０．８３４５±０．１０１６）显著高于Δ狔犮犺犑
（０．２６３３±０．０５０５１）（狋＝１７．４７，犘＜０．０１），说明ＷＴ
株在７２ｈ内形成了厚重的生物膜，而Δ狔犮犺犑株形成
的生物膜则较薄。两种生物膜形成能力检测结果均表
明Δ狔犮犺犑株的生物膜形成能力低于野生株，说明
狔犮犺犑基因的敲除显著降低了沙门菌的生物膜形成能
力。
４　犢犮犺犑提高沙门菌的抗生素耐受能力

结果如图４所示，在氨苄青霉素压力下，ＷＴ与
Δ狔犮犺犑的生长速度在培养前６ｈ几乎完全一致。培养
６ｈ之后，Δ狔犮犺犑生长速度逐渐变慢，最终在平台期，
两株菌的Ａ６００值差别最大（图４Ａ）。与在氨苄青霉素
压力下的生长特性相一致，在诺氟沙星压力下，培养４
ｈ后，Δ狔犮犺犑的生长速度受到抑制，在平台期其Ａ６００
值低于ＷＴ菌株３７％（图４Ｃ）。此外，分别在培养５ｈ
（对数期）和１２ｈ（稳定期）的时间点对两株菌进行活
菌计数。计数结果表明，在氨苄压力下，对数期（培养
５ｈ）的ＷＴ与Δ狔犮犺犑菌的活菌数目无显著差异，而在
平台期（培养１２ｈ），ＷＴ活菌数目显著高于Δ狔犮犺犑（狋
＝７．０４４，犘＜０．０５）（图４Ｂ）。在诺氟沙星压力下，无
论是在对数期（培养５ｈ）还是在平台期（培养１２ｈ），
Δ狔犮犺犑的存活细菌数均显著下降（狋＝１９．１７，犘＜
０．０１）（图４Ｄ）。

　　Ａ　ＷＴ与Δ狔犮犺犑在刚果红平板上的菌落形态　Ｂ　结晶紫半定
量法检测ＷＴ与Δ狔犮犺犑生物膜形成　Ｃ　结晶紫半定量法ＷＴ与
Δ狔犮犺犑Ａ５７０／Ａ６００值统计

图３　犠犜与Δ狔犮犺犑生物膜形成能力检测
Ａ　ＣｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＷＴａｎｄΔ狔犮犺犑ｓｔｒａｉｎｓｏｎｃｏｎｇｏｒｅｄ

ａｇａｒｐｌａｔｅ　Ｂ　ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＷＴａｎｄΔ狔犮犺犑ｂｉｏｆｉｌｍ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔａｓｓａｙ　Ｃ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＷＴａｎｄ
Δ狔犮犺犑Ａ５７０／Ａ６００ｖａｌｕｅｓｉｎｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔａｓｓａｙ
犉犻犵．３　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犅犻狅犳犻犾犿犉狅狉犿犪狋犻狅狀犃犫犻犾犻狋狔犻狀犠犜犪狀犱Δ狔犮犺犑

　　Ａ　０．５μｇ／ｍＬ氨苄青霉素ＬＢ中２４ｈ生长曲线测定　Ｂ　氨苄生
长曲线中５ｈ和１２ｈＷＴ与Δ狔犮犺犑菌落计数　Ｃ　０．１μｇ／ｍＬ诺氟沙
星ＬＢ中２４ｈ生长曲线测定　Ｄ　诺氟沙星生长曲线中５ｈ和１２ｈＷＴ
与Δ狔犮犺犑菌落计数

图４　犠犜与Δ狔犮犺犑抗生素环境生长曲线及菌落计数
Ａ　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｉｎＬＢｗｉｔｈ０．５μｇ／ｍＬａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ

ｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ　ＢＷＴａｎｄΔ狔犮犺犑ｃｏｌｏｎｙｃｏｕｎｔａｔ５ｈａｎｄ１２ｈｉｎｔｈｅ
ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅ　ＣＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｉｎＬＢｗｉｔｈ０．１
μｇ／ｍＬｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓＤＷＴａｎｄΔ狔犮犺犑ｃｏｌｏｎｙｃｏｕｎｔａｔ５ｈ
ａｎｄ１２ｈｉｎｔｈｅｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅ

犉犻犵．４　犌狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲犪狀犱犮狅犾狅狀狔犮狅狌狀狋狅犳犠犜犪狀犱Δ狔犮犺犑
犻狀犪狀狋犻犫犻狅狋犻犮犲狀狏犻狉狅狀犿犲狀狋

５　犢犮犺犑降低沙门菌的移动能力
ＷＴ与Δ狔犮犺犑的运动性检测结果表明，ＷＴ在２４

ｈ内形成了直径为（１．９３３±０．１１５５）ｃｍ的扩散圈，而
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Δ狔犮犺犑的扩散直径明显增大，为（５．００±０．１０）ｃｍ。
ＷＴ菌株与Δ狔犮犺犑菌株之间的移动性具有显著性差
异（狋＝３４．７７，犘＜０．０１）（图５），表明狔犮犺犑基因的缺
失显著提高鼠伤寒沙门菌的运动能力。

　　Ａ　ＷＴ与Δ狔犮犺犑在半固体培养基上扩散情况　Ｂ　ＷＴ与Δ狔犮犺犑
扩散直径统计

图５　犠犜与Δ狔犮犺犑移动性实验
Ａ　ＷＴａｎｄΔ狔犮犺犑ｄｉｆｆｕｓｉｏｎｏｎｓｅｍｉ－ｓｏｌｉｄｍｅｄｉｕｍ　Ｂ　

ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＷＴａｎｄΔ狔犮犺犑ｄｉｆｆｕｓｉｏｎｄｉａｍｅｔｅｒ
犉犻犵．５　犕狅狋犻犾犻狋狔犃狊狊犪狔狅犳犠犜犪狀犱Δ狔犮犺犑

讨　论
ＹｃｈＪ隶属于ＵＰＦ０２２５（ｕｎｋｎｏｗｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｆｕｎｃｔｉｏｎ０２２５）家族成员，该家族的结构和功能未知，
归类为细菌的未知功能蛋白。目前，ＹｃｈＪ的相关研究
极少，其结构未知，ＰＤＢ数据库中也无与ＹｃｈＪ同源性
较高的蛋白结构。生物信息学分析表明，ＹｃｈＪ含有
ＳｅｃＡ样金属结合域。该域可以与ＳｅｃＢ和核糖体结
合，从而影响蛋白质分泌过程。前期研究表明，大肠埃
希菌的ＹｃｈＪ通过其ＳｅｃＡ样金属结合域与铁结合［１３］，
敲除狔犮犺犑大肠埃希菌的蛋白分泌量显著提高，提示
ＹｃｈＪ可能通过与ＳｅｃＡ蛋白竞争影响蛋白质的分泌
过程。此外，狔犮犺犑基因的缺失还显著增强了大肠埃希
菌生物膜的形成［１１］。生物膜作为细菌的重要生存形
式，为细菌提供了一层物理屏障，使得其能够在各种不
利环境中生存和繁殖。因此，ＹｃｈＪ可能通过影响生物
膜形成、优化蛋白质分泌和应对环境压力等方面增强
大肠埃希菌的抗逆能力。

为了探究鼠伤寒沙门菌ＹｃｈＪ蛋白的生物学功
能，本研究采用系统化的生物信息学方法对ＹｃｈＪ蛋

白进行了全面分析，通过对１３种病原菌中ＹｃｈＪ蛋白
氨基酸序列进行保守性分析，清晰地展示了ＹｃｈＪ保
守性氨基酸残基的位置和保守程度。在成功构建了鼠
伤寒沙门菌狔犮犺犑基因敲除株ＡＴＣＣ１４０２８ｓΔｙｃｈＪ的
基础上，鉴于ＹｃｈＪ在大肠埃希菌中具有抑制生物膜
形成的作用，首先用刚果红染色法和结晶紫半定量法
对两株菌的生物膜形成能力进行了测定。结果显示，
ＷＴ和Δ狔犮犺犑在生物膜形成能力上存在差异，敲除株
的生物膜形成能力显著降低，表明ＹｃｈＪ蛋白在沙门
菌中促进生物膜的形成。这一结果与之前大肠埃希菌
的相关研究结果相矛盾，除了实验中所用菌种的不同，
本实验使用的培养基为ＬＢ培养基，而之前的大肠埃
希菌研究中使用培养基为含有葡萄糖的ＬＢ培养基。
葡萄糖作为一种重要的碳源，可以通过促进细菌的快
速生长和胞外多糖的合成，以及调控相关基因表达和
群体感应系统，影响细菌生物膜的形成和稳定性［１４］，
这一差异可能导致了不同的实验结果。

基于沙门菌鞭毛合成和生物膜形成之间的反调控
关系［１５１６］，本研究在半固体培养基上检测了两株菌的
运动能力。Δ狔犮犺犑表现出更强的运动能力。此外，在
正常培养基中连续培养２４ｈ，Δ狔犮犺犑和野生株的生长
速率和菌体密度均无显著差异，这表明狔犮犺犑基因的
缺失对沙门菌的初级代谢无显著影响。然而，在氨苄
和诺氟沙星两种不同抑菌作用机制的抗生素压力条件
下，野生型的生长速度、最大菌体密度及生存能力均显
著高于Δ狔犮犺犑。这表明狔犮犺犑基因在沙门菌的普遍抗
药性机制中扮演了重要角色，其缺失可能影响了某些
关键代谢途径，使得细菌在面对不同抗生素时缺乏必
要的代谢适应能力。因此，沙门菌的ＹｃｈＪ蛋白具有
增强生物膜形成、提高抗生素耐受性和和抑制细菌运
动的功能，从而调控沙门菌的抗逆能力。

前期的大规模遗传筛选并没有显示ＹｃｈＪ蛋白质
具有明显的功能［１７］，表明ＹｃｈＪ在实验室培养条件下
可能不发挥其功能或不正常表达，ＹｃｈＪ需要在特定培
养条件可下才能发挥其真正功能，与推测并验证的其
影响沙门菌抗逆能力相一致。目前在不同环境和压力
条件下ＹｃｈＪ的表达水平和功能变化尚不完全清楚，
研究其机制可能为开发新的抗菌策略提供理论基础，
对解决日益严重的抗生素耐药问题具有重要意义。
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何一个环节出现问题，都可能导致最终检验结果的不
准确，从而影响诊断和治疗的效果。针对这些问题，医
院应加强对检验人员的培训，提升标本采集、处理和运
输的标准化操作，以减少不合格标本的产生。

如今，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术在病原菌的鉴定以
及细菌耐药性的检测方面取得了显著的进步，并且展
现出了巨大的发展潜力。为了充分利用这一技术，需
要不断地进行优化和深入发掘其潜力。各个微生物实
验室应当根据自身的特点和需求，建立一套适合自己
的ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检测体系。这包括规范标本的前
处理流程、选择合适的基质等关键步骤，以确保检测结
果的准确性和可靠性。通过这些努力，可以显著缩短
检测的周转时间，从而为临床提供更为迅速和准确的
微生物检测报告，进而指导细菌感染患者的抗生素使
用，提高治疗效果。
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