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摘  要：【背景】空肠弯曲菌(Campylobacter jejuni)是世界范围内最重要的食源性病原菌之一，在家禽

盲肠内通常共生定殖，成为感染人的主要来源，目前该菌在家禽肠道内的定殖机制尚未阐明。【目的】

探究空肠弯曲菌不同效应蛋白在参与黏附侵袭肠上皮细胞、免疫细胞及激活炎性细胞因子中的作用，

解析该菌在鸡肠道内定殖的机制，为其防控提供潜在的作用靶标。【方法】首先利用同源重组技术构

建空肠弯曲菌 NCTC 11168 菌株不同效应蛋白 CiaB、CiaC、CiaD 和 CiaI 的基因缺失突变株，测定

突变株对细菌生物膜形成和自身凝集能力的影响，进而测定突变株对肠上皮细胞 Caco-2 的黏附和侵

袭能力，以及对鸡巨噬细胞系 HD11 的侵袭能力，最后利用 RT-qPCR 鉴定突变株感染 HD11 细胞对

炎性细胞因子表达的影响。【结果】构建空肠弯曲菌不同效应蛋白 CiaB、CiaC、CiaD 和 CiaI 的基

因缺失突变株；∆ciaD 突变株生物膜形成能力降低，∆ciaC、∆ciaD 和∆ciaI 突变株自身凝集能力增强；

∆ciaB 突变株黏附侵袭 Caco-2 细胞能力增强，而∆ciaC、∆ciaD 和∆ciaI 突变株黏附侵袭 Caco-2 以及侵

袭 HD11 细胞能力均显著降低；空肠弯曲菌感染 HD11 显著提高不同炎性细胞因子表达水平，∆ciaB、
∆ciaC 和∆ciaD 突变株显著降低不同炎性因子表达水平，而∆ciaI 突变株显著增强不同炎性因子表达水

平。【结论】空肠弯曲菌不同 Cia 效应蛋白在黏附侵袭肠上皮细胞、免疫细胞及激活炎性细胞因子表

达中发挥不同的作用，本研究为解析空肠弯曲菌与宿主肠道上皮相互作用机制提供了理论依据，并为

该菌的防控提供了潜在靶标。 
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Abstract: [Background] Campylobacter jejuni, one of the major foodborne pathogens 
worldwide, can colonize the cecum of poultry, becoming the main source of infection in 
humans. Currently, the mechanism of C. jejuni colonization in avian intestine has not been 
elucidated. [Objective] To investigate the roles of different Cia effectors of C. jejuni in the 
adhesion and invasion of intestinal epithelial cells and immune cells, as well as the activation of 
inflammatory cytokines, thus elucidating the mechanism of C. jejuni colonization in chicken 
intestine and providing potential targets for the prevention and control of this pathogen. 
[Methods] Firstly, homologous recombination was employed to construct gene knockout 
mutants of different effectors (CiaB, CiaC, CiaD, and CiaI) of the wild-type strain (WT, C. jejuni 
NCTC 11168). The effects of cia knockout on the biofilm formation and autoagglutination were 
determined. Subsequently, the adhesion and invasion of cia mutants on intestinal epithelial cell 
line Caco-2, as well as their invasion in the chicken macrophage line HD11, were determined. 
Finally, RT-qPCR was employed to determine the expression levels of inflammatory cytokines 
in HD11 cells infected by the mutants. [Results] The cia gene knockout mutants of C. jejuni 
were successfully constructed. Compared with WT, ∆ciaD showed reduced biofilm formation, 
while ∆ciaC, ∆ciaD, and ∆ciaI demonstrated enhanced autoagglutination. The mutant ∆ciaB 
showcased enhanced adhesion and invasion of Caco-2 cells, while ∆ciaC, ∆ciaD, and ∆ciaI 
exhibited reduced abilities to adhere and invade Caco-2 cells and invade HD11 cells. The 
infection of HD11 cells by C. jejuni WT significantly up-regulated the expression levels of 
different inflammatory cytokines, while ∆ciaB, ∆ciaC, and ∆ciaD showed down-regulated 
expression levels of different inflammatory cytokines. In contrast, ∆ciaI presented up-regulated 
expression levels of different inflammatory cytokines. [Conclusion] Different Cia effectors of 
C. jejuni play different roles in the adhesion and invasion of intestinal epithelial cells and 
immune cells, as well as the activation of inflammatory cytokine expression. The findings 
provided a theoretical basis for understanding the interaction mechanism between C. jejuni and 
host intestinal epithelium, and mining potential targets for the prevention and control of this 
bacterium. 
Keywords: Campylobacter jejuni; Cia effector; adhesion; invasion; inflammatory cytokine 
 
 

空肠弯曲菌 (Campylobacter jejuni)是最常

见的食源性病原细菌之一，在世界范围内广泛

流行[1]。该菌感染家畜出现腹泻、母畜流产等

临床表现[2]；感染家禽后在肠道内共生定殖，
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通常不会引起任何临床症状，通过家禽或制品

等途径传播，成为人感染的主要来源[3]；感染

人引发自限性胃肠炎、腹泻、腹痛及发热，且

与人体自身免疫性疾病如 Guillain-Barré 综合征

等密切相关[4]。为降低该菌感染人的风险，通

常认为降低家禽肠道内带菌量是最有效的途

径，虽然也尝试疫苗、抗体、益生菌、噬菌体、

有机酸、天然活性物质等多种途径，但尚未找

到生产中可有效实施的措施[5-8]。目前认为，空

肠弯曲菌在家禽肠道内生长和定殖的机制尚不

明确，特别是定殖家禽肠道内与上皮及免疫细胞

作用激活炎症和免疫反应的机制尚未解析[3,9]，

成为研制其防控策略的主要障碍，因而解析该

菌在家禽肠道内定殖的机制对其防控具有重要

意义。 
研究显示，细菌可通过不同类型分泌系统

释放效应蛋白(bacterial effector)，直接注入宿主

细胞内，调控细胞炎症和免疫功能，促进细菌

在宿主体内生长和定殖，在细菌与宿主互作过

程中发挥重要作用[10-12]。空肠弯曲菌自身没有

III 型分泌系统(type III secretion system, T3SS)，
但可通过其独特的鞭毛 III 型分泌系统(flagella 
type III secretion system, FT3SS)分泌效应蛋白，

注入宿主细胞内，参与该菌与宿主细胞的互作[13]。

目前鉴定的空肠弯曲菌效应蛋白包括弯曲菌入

侵抗原(Campylobacter invasion antigen, Cia)、鞭

毛共表达决定簇(flagellar co-expressed determinants, 
Feds)、鞭毛样蛋白(flagellin-like protein, FlaC)
以及鞭毛分泌蛋白(flagellar secreted protein A, 
FspA)等几种[13]，其中 Cia 是空肠弯曲菌中最早

鉴定的效应蛋白，主要包括 CiaB、CiaC、CiaD
和 CiaI 等 4 种，目前研究显示这些效应蛋白参

与细菌入侵、细胞内信号传导、细胞骨架重排、

肠道内定殖等多种功能[14-19]。 
空肠弯曲菌黏附细胞是通过 FT3SS 注入效

应蛋白的结构基础，而侵袭细胞的能力受到效

应蛋白与细胞内靶蛋白结合、启动信号传导、导

致细胞骨架重排等一系列级联反应的影响[20]。

目前研究显示，CiaB 缺失突变后空肠弯曲菌侵

袭 INT-407 细胞的能力显著降低[14]；FlaC 缺失

突变后空肠弯曲菌侵袭 Hep-2 细胞的能力也显

著降低[21]。然而目前空肠弯曲菌效应蛋白参与

家禽细胞黏附侵袭及激活炎症和免疫反应尚未

见报道。 
本试验通过构建空肠弯曲菌 Cia 效应蛋白

基因缺失突变株，鉴定不同 Cia 效应蛋白在黏

附侵袭宿主细胞以及激活炎性因子表达中的作

用，以期为解析空肠弯曲菌在家禽肠道中定殖

的机制提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

空肠弯曲菌参考菌株 NTCT 11168，中国疾

病预防控制中心张茂俊博士惠赠；鸡巨噬细胞

系 HD11，北京市农林科学院畜牧兽医研究所王

晶博士惠赠；人肠上皮细胞系 Caco-2 由本实验

室保存；质粒 pCE2 TA/Blunt-Zero 购自南京诺

唯赞生物科技股份有限公司。 

1.2  培养基和主要试剂、仪器 
弯曲菌培养用 Mueller-Hinton (MH)培养

基，Oxoid 公司；细胞培养用 DMEM 培养基和

1640 培养基及胎牛血清，Gibco 公司。DNA/RNA
提取试剂盒、反转录试剂盒及分子生物学试剂，

南京诺唯赞生物科技股份有限公司。三气培养

箱和细胞计数仪，Thermo Fisher 公司；电击仪

和荧光定量 PCR 仪，Bio-Rad 公司；多功能酶

标测定仪，Bio-Tek 公司。 

1.3  细菌培养 
空肠弯曲菌培养参考文献[22]的方法，接种

MH 肉汤或琼脂平板，于 42 ℃三气培养箱(5% 
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O2、10% CO2 和 85% N2)中培养。 

1.4  构建突变株所用引物的设计 
针对 4 个 Cia 效应蛋白基因(ciaB/C/D/I)，

设计第一对引物(F1/R1)用于扩增该基因及其两

侧的同源臂片段，第二对引物(F2/R2)用于反向

PCR 扩增，敲除目的基因。引物序列如表 1 所

示，由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.5  构建基因缺失突变株 
空肠弯曲菌 Cia 效应蛋白基因缺失突变株构

建流程如图 1 所示。首先利用 FastPure Bacteria 
DNA Isolation Mini Kit-BOX2 试剂盒抽提

NCTC 11168 基因组 DNA 为模板，利用引物对 
 
表 1  构建 Cia 效应蛋白基因缺失突变株的引物

信息 
Table 1  Primers information for construction of 
Cia effectors mutant 
引物 
Primer 

序列 
Sequence (5′→3′) 

CiaB F1 ATCCCTTGGTGGGACTTTCT 

CiaB R1 TCCCAAATCTGCACAAATCA 

CiaB F2 AACTCGAGTGTAAGTTCTAAGGCGGGCA 

CiaB R2 AGGTCGACTCGCCCACATCTTCTTTGTC 

CiaC F1 GTTGTGGGGCTCAATTTGTT 

CiaC R1 GGCTTCCGCAAAATCCTATT 

CiaC F2 AACTCGAGTATACAAATCAATCAAAACTC 

CiaC R2 AGGTCGACTTTCTCCTCCTTTATTTAAC 

CiaD F1 AGTGGCGCAATAGAAACGAT 

CiaD R1 CTCTCAAAGCCGAAAACCTG 

CiaD F2 AACTCGAGTCCCGATTTACAGTTTATCG 

CiaD R2 AGGTCGACCATATTTTTATCAACCACCTT 

CiaI F1 CATAGGCTCCCCAACTACCC 

CiaI R1 CCCAAAACGAATCTTCTCCA 

CiaI F2 AACTCGAGTCTTTACGCTTAAATCATATAAT 

CiaI R2 AGGTCGACTTCTTCCCCTTATATTTATAGT 

Chl F TGCTCGAGTTTAAGGGCACCAATAAC 

Chl R AGGTCGACAAATACCTGTGACGGAAGA 

序列中下划线表示添加的 Xho I 和 Sal I 酶切位点。 
The underlined sequences indicates the added restriction 
enzymes of Xho I and Sal I. 

F1/R1 扩增效应蛋白基因及上下游同源臂，将

扩增片段克隆入质粒 pCE2 TA/Blunt-Zero 中，

以重组质粒 DNA 为模板，利用反向引物对

F2/R2 进行 PCR 扩增[22]，敲除目的基因，扩增

产物经 Xho I 和 Sal I 双酶切后，与同样双酶切

的氯霉素抗性基因连接。参照文献[22]方法，抽

提含氯霉素抗性基因重组质粒 DNA 15 μg，以

2.5 kV、200 Ω、25 μF 电击条件转化入 NCTC 
11168 感受态菌株中，涂布于无抗性 MH 琼脂

平板，三气培养箱中培养 5 h，洗下菌体涂布于

含氯霉素(6 μg/mL)的 MH 平板上，三气培养箱

中 42 ℃培养 2−4 d 后挑取单菌落进行 PCR 和

测序鉴定。 

1.6  生物膜形成能力试验 
参考文献[23]的方法测定空肠弯曲菌不同

效应蛋白缺失突变对生物膜形成能力的影响。

将空肠弯曲菌 WT和突变株于 42 ℃三气培养箱

(5% O2、10% CO2、85% N2)中培养过夜至对数

生长后期，调整 OD600 至 0.1，加入 200 μL 菌

液于 96 孔聚苯乙烯培养板中，置三气培养箱中

42 ℃培养 24 h，弃去菌液后用 PBS 洗涤，100 μL
甲醇固定后加入 100 μL 1%结晶紫染色液，染色

洗涤后室温干燥，加入 100 μL 33%冰乙酸溶液

溶解结晶紫，利用多功能酶标测定仪测定 OD590

吸光值。 

1.7  细菌自身凝集试验 
参照文献[24]的方法测定空肠弯曲菌不同

效应蛋白缺失突变对自身凝集能力的影响。将

空肠弯曲菌 WT 和突变株培养至对数生长后

期，调整 OD600 至 0.1，取 2 mL 菌悬浮液加入

培养试管中，42 ℃微需氧条件下孵育 24 h，
吸取 1 mL 上层菌液混匀后测定 OD600 值。最

后计算不同菌株 OD600 值占 WT 菌株 OD600 平

均值的百分比，百分比值低的菌株表示凝集能

力强。 



 
武金亮 等 | 空肠弯曲菌 Cia 效应蛋白参与黏附侵袭细胞和激活炎性细胞因子的研究 683 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 1  空肠弯曲菌效应蛋白基因缺失突变株构建流程 
Figure 1  Diagram for construction of Cia effectors gene knockout mutants of C. jejuni. 
 
1.8  黏附侵袭细胞试验 

空肠弯曲菌 WT 和 Cia 效应蛋白基因缺失

突变株黏附侵袭 Caco-2 上皮细胞的试验参照文

献[23]进行，即将生长良好的 Caco-2 细胞接种

于 6 孔细胞板，培养至细胞单层约 80%时，将

处于对数生长期(约 108 CFU/mL)的空肠弯曲菌

培养液经离心(室温，12 000 r/min，2 min)洗涤

后，重悬于含 1% FBS 的 DMEM 培养液中，按

照 MOI 约为 100 接种细胞，37 ℃、5% CO2 培养

箱内孵育 3 h，经 PBS 洗涤和 Triton X-100 裂解

后，涂布 MH 平板(WT)或含 6 μg/mL 氯霉素 MH
平板(突变株)，细菌计数结果为黏附量和侵袭量

之和。为测定侵袭量，在同样条件下细菌感染

Caco-2 细胞并经 PBS 洗涤后，利用 250 μg/mL
庆大霉素杀灭细胞外细菌，进而利用 Triton 
X-100 裂解细胞，通过平板计数细菌侵袭量。

由于鸡巨噬细胞系 HD11 主要以悬浮培养形式

存在，因而在测定空肠弯曲菌黏附侵袭 HD11
细胞时，仅按照上述方法测定细菌侵袭量。 

1.9  RT-qPCR 
为测定不同 Cia 效应蛋白对细菌感染鸡巨

噬细胞 HD11 后激活炎性细胞因子表达的影响，

设计不同炎性细胞因子 qPCR 引物(表 2)，利用

RT-qPCR 测定不同炎性细胞因子表达量的变

化，即使用生长良好的 HD11 细胞，经细胞计数

后加入 MOI 约为 100 的空肠弯曲菌，37 ℃、5%  
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表 2  炎性细胞因子引物信息 
Table 2  Primer information for inflammatory 
cytokines 
Primer Sequence (5′→3′) 
iNOS F TTGAGCATTTTGGCCAAGGC 
iNOS R AAACTGCACAGACTGTTGGC 
IL-1β F GTGAGGCTCAACATTGCGCTGTA 
IL-1β R TGTCCAGGCGGTAGAAGATGAAG 
IL-6 F AAATGCCTGACGAAGCTCTC 
IL-6 R ACTCGACGTTCTGCTTTTCG 
CxCLi1 F ACCTCACTGCAAGAATGTGG 
CxCLi1 R TCTGCCTTGTCCAGAATTGC 
CxCLi2 F ATGGAAGAGAGGTGTGCTTGG 
CxCLi2 R GTGGTGCATCAGAATTGAGCTG 
IL-10 F AGTCATCAGCAGAGCATGGG 
IL-10 R TCTGCTTGATGGCTTTGCTC 
GAPDH F TGCTGGCATTGCACTGAATG 
GAPDH R TCAAGTCCACAACACGGTTG 
 
CO2 培养箱内孵育 4 h，洗涤后收集细胞，利用

FastPure Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit 抽提

细胞总 RNA，然后用 HiScript III RT SuperMix for 
qPCR 将 RNA 反转录为 cDNA，以 cDNA 为模

板，分别利用 qPCR 引物检测。qPCR 反应体系：

2×Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix 10 μL，
cDNA 1 μL，不同炎性细胞因子上下游引物对

F/R (10 μmoL/L) 0.4 μL (表 2)，加 ddH2O 补足

20 μL。反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 10 s、60 ℃ 
30 s，共 40 个循环。利用计算的 2−∆∆Ct值比较

效应蛋白基因缺失突变株与 WT 之间的差异。

每个样品设置 3 个重复，并重复 3 次。 

1.10  统计学分析 
利用 GraphPad Prism 8.0 软件进行统计学

分析，数据以平均数±标准差进行统计，采用 t
检验分析，P<0.05 表示差异显著，P<0.01 表示

差异极显著。 

2  结果与分析 
2.1  cia 缺失突变株的鉴定 

利用不同效应蛋白基因引物对 F1/R1 和氯

霉素抗性基因引物对 ChlF/R (表 1)分别对空肠

弯曲菌 WT 和效应蛋白基因缺失突变株进行

PCR 扩增，通过扩增产物鉴定突变株。结果显

示，利用 2 个引物对分别进行 PCR 扩增结果均

与预期相符(图 2)，即引物对 F1/R1 自 WT 中扩

增出包含效应蛋白基因的片段，而突变株中扩

增出氯霉素抗性基因替换效应蛋白基因的片

段；引物对 ChlF/R 自 WT 中无扩增产物，而突

变株中均扩增出氯霉素抗性基因片段。证实空

肠弯曲菌效应蛋白∆ciaB、∆ciaC、∆ciaD 和∆ciaI
基因缺失突变株构建成功。 

2.2  cia 缺失突变对细菌生物膜形成和

自身凝集的影响 
生物膜形成能力比较结果显示，∆ciaD 基

因缺失突变株较 WT 显著降低，而其他突变株

与 WT 相比无显著差异(图 3A)。细菌自身凝集

结果显示，∆ciaC、∆ciaD 和∆ciaI 基因缺失突

变株自身凝集能力较 WT 显著增强，∆ciaB 基

因缺失突变株与 WT 相比无显著差异(图 3B)。 

2.3  cia 缺失突变对细菌黏附侵袭细胞的

影响 
空肠弯曲菌 WT 和不同 cia 缺失突变株对

Caco-2 细胞黏附侵袭结果显示，WT 黏附量和侵

袭量分别约为 107 CFU/mL 和 104 CFU/mL；∆ciaB
突变株黏附量和侵袭量分别约为 107.5 CFU/mL
和 105 CFU/mL，显著高于 WT；而∆ciaC、

∆ciaD 和∆ciaI 突变株黏附量和侵袭量分别约为

106 CFU/mL 和 103 CFU/mL，显著低于 WT   
(图 4A、4B)。 

空肠弯曲菌 WT 和不同 cia 缺失突变株对

HD11 细胞侵袭量测定呈现类似的结果，即 WT
和∆ciaB 突变株侵袭量约为 106 CFU/mL，两者

之间无显著差异，而∆ciaC、∆ciaD 和∆ciaI 突

变株侵袭量约为 105 CFU/mL，显著低于 WT  
(图 4C)。 
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图 2  cia 基因缺失突变株 PCR 鉴定结果   A：ciaB；B：ciaC；C：ciaD；D：ciaI。M：DNA marker；
1 和 3：WT 为模板；2 和 4：突变株为模板。1 和 2：引物对 F1/R1 扩增效应蛋白基因片段；3 和 4：引

物对 ChlF/R 扩增氯霉素抗性基因。 
Figure 2  PCR amplification for identifying cia gene knockout mutants of C. jejuni. A: ciaB; B: ciaC; C: ciaD; 
D: ciaI. M: DNA marker; 1 and 3: Parental strain using as PCR template; 2 and 4: Mutant strains using as 
PCR template. 1 and 2: The cia gene fragments amplified by primer pairs F1/R1; 3 and 4: The chloramphenicol 
resistant gene fragment amplified by primer pairs ChlF/R. 
 

 
 

图 3  cia 缺失突变影响细菌生物膜形成(A)及自身凝集(B)的测定结果    
Figure 3  Effects of cia deletion mutants on biofilm formation (A) and autoagglutination (B). *: P<0.05; **: 
P<0.01. 
 
2.4  cia 缺失突变对 HD11 表达炎性细

胞因子的影响 
空肠弯曲菌 WT 和不同 cia 缺失突变株感

染 HD11 细胞后，检测不同炎性细胞因子转录 

水平的差异。以未感染 HD11 细胞作为对照，

不同菌株感染后各个炎性因子的相对表达差异

倍数计算结果如图 5 所示。结果显示，WT 菌

株感染 HD11 后不同炎性因子表达水平均显著 
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图 4  cia 缺失突变影响细菌黏附侵袭 Caco-2 和 HD11 细胞的测定结果   A：细菌对 Caco-2 细胞黏附

量测定结果；B：细菌对 Caco-2 细胞侵袭量测定结果；C：细菌对 HD11 细胞侵袭量测定结果。 
Figure 4  Effects of cia deletion mutants on adhesion and invasion of Caco-2 and HD11 cells. A: Adhesion 
results of Caco-2 by C. jejuni; B: Invasion results of Caco-2 by C. jejuni; C: Invasion results of HD11 by 
C. jejuni. **: P<0.01. 
 
升高，其中 IL-1β、CxCli-1 和 CxCli-2 升高 19.4、
11.4 和 9.5 倍，而 iNOS、IL-6 和 IL-10 仅升高

2–3 倍；不同效应蛋白基因缺失突变后，炎性

因子表达水平出现显著变化，∆ciaB、∆ciaC 和

∆ciaD 菌株与 WT 相比，除个别因子外(iNOS
中 WT 为 2.3 倍，而∆ciaB 为 3.0 倍)，呈现显著

降低的变化，特别是∆ciaB 和∆ciaD 菌株的

IL-1β、CxCli-1 和 CxCli-2 较 WT 极显著降低(如
IL-1β、∆ciaB 和∆ciaD 菌株由 WT 的 19.4 倍降

至 2.4 倍和 1.5 倍)；另外，∆ciaI 菌株与未感染对

照相比，所有测定因子均呈显著升高的变化，特

别是 IL-1β、CxCli-1 和 CxCli-2 分别升高 70.5 倍、

44.8 倍和 22.0 倍。 

3  讨论 
细菌通过不同类型分泌系统分泌效应蛋

白，直接注入宿主细胞内，与细胞内蛋白结合，

激活细胞信号通路，抑制较强的炎症和免疫反

应，为该菌的生长和定殖提供适宜的环境[10-12]。

空肠弯曲菌利用 FT3SS 分泌效应蛋白，同样注

入宿主细胞内，参与该菌入侵细胞、与细胞内

蛋白结合、激活信号通路、导致细胞骨架重排

等反应，影响该菌在肠道内生长和定殖[13-20]。

目前空肠弯曲菌效应蛋白研究主要集中于与人

源肠上皮细胞的相互作用，而作用于家禽细胞

的研究尚未见报道，本试验探究效应蛋白参与

家禽免疫细胞侵袭和激活炎性细胞因子的反

应，对深入解析该菌在鸡肠道内的定殖机制将

具有重要意义。 
空肠弯曲菌通过生物膜形成和自身凝集，可

在菌体周围形成屏障，逃避宿主炎症和免疫反

应，是该菌在宿主肠道内定殖的重要策略[25-26]。

目前研究认为，群体感应(quorum sensing, QS)
相关基因是影响该菌生物膜形成和自身凝集

的最主要因素[25-26]；研究也显示，空肠弯曲菌

T6SS 效应蛋白 Hcp1 参与生物膜的形成[27]。目

前尚未见 Cia 效应蛋白参与空肠弯曲菌生物膜

形成和自身凝集的报道。本试验结果显示，Cia
效应蛋白对生物膜形成影响较小，仅 ciaD 缺失

降低生物膜形成能力；而 ciaC、ciaD 和 ciaI 缺 
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图 5  RT-qPCR 检测 cia 缺失突变影响 HD11 表达炎性细胞因子的结果    
Figure 5  Effects of cia deletion mutants on inflammatory cytokines expression of HD11 by RT-qPCR. A: 
iNOS; B: IL-1β; C: IL-6; D: CxCli-1; E: CxCli-2; F: IL-10. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 
失可增强自身凝集能力，但具体影响的机制尚

不清楚。 
空肠弯曲菌通过鞭毛运动与宿主细胞接

触，表达黏附素 CadF 和 FlpA 与细胞纤维连接

蛋白(fibronectin)结合，进而分泌效应蛋白，激

活细胞信号通路，引起细胞骨架重排和膜皱缩，

促进细菌的侵袭[20]。研究显示，ciaB 和 ciaC 缺

失突变对人 INT407 上皮细胞的黏附无影响，但

可显著降低侵袭能力[14,16]；CiaD 同样参与侵袭细

胞，作用机制显示其可取代 RacGAP1 与宿主蛋白

IQGAP1 特异性结合，导致骨架重排，促进空肠

弯曲菌侵袭[19]；CiaI 介导空肠弯曲菌形成含弯曲

菌囊泡(Campylobacter-containing vacuole, CCV)，
提高该菌在细胞内存活能力[15]。本试验结果显

示，ciaC、ciaD 和 ciaI 缺失突变后显著降低对

Caco-2 细胞的侵袭能力，与文献报道一致，但

黏附能力也出现显著降低，同时 ciaB 缺失突变

后空肠弯曲菌黏附侵袭 Caco-2 细胞能力显著升

高，与发表文献[16]存在差异，这种差异是否与

空肠弯曲菌菌株、宿主细胞、培养条件等不同

造成尚未可知，需要进一步深入探究。 
细菌效应蛋白进入宿主细胞后，可与靶蛋

白结合激活细胞信号通路，调控炎性细胞因子

的表达[10-12]。研究显示，空肠弯曲菌 CiaD 可激

活人上皮细胞中 MAP 激酶信号通路分子 p38
和 Erk1/2，促进细菌侵袭和炎性因子 IL-8 的分

泌[28]；利用猪肠道感染模型同样证实 ciaD 缺失

后炎症反应减弱，IL-8 分泌减少[29]。空肠弯曲

菌感染人巨噬细胞 THP-1 可诱导细胞凋亡和

IL-1β 的分泌，而 ciaB 缺失突变会降低该活性[30]。

目前尚未见 Cia 效应蛋白影响鸡巨噬细胞表达

炎性因子的研究。本试验结果显示，空肠弯曲

菌感染 HD11 显著提高不同炎性细胞因子表达

水平，ciaB、ciaC 和 ciaD 缺失突变显著降低不
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同炎性因子表达水平，而 ciaI 缺失突变显著增

强不同炎性因子表达水平，其中的作用机制尚

不清楚。 

4  结论 
本试验结果显示，空肠弯曲菌 Cia 效应蛋

白参与该菌黏附侵袭宿主细胞以及激活炎性细

胞因子等功能，并且不同的效应蛋白发挥的效

应存在显著差异，提示效应蛋白进入宿主细胞

后通过不同的机制发挥作用。总体上，本研究

为解析空肠弯曲菌与宿主肠道上皮互作提供理

论基础，对该菌的防控提供潜在靶标。 
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