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研究报告 

肠炎沙门氏菌 ssrAB、hilA、hilD 基因缺失菌株的构建及其

生物学特性 

唐正露 Δ  曹堃 Δ  张丽  韩敏敏  罗聪玉  李郁* 
安徽农业大学动物科技学院  安徽 合肥  230036 

摘  要：【背景】沙门氏菌(Salmonella)是重要的人畜共患病原菌，由于耐药菌株的不断出现，新型

防治方法的研究迫在眉睫。【目的】探究 ssrAB、hilA、hilD 基因对肠炎沙门氏菌致病作用的影响，

筛选安全可靠的沙门氏菌减毒活疫苗或载体用菌株。【方法】采用自杀性质粒介导的同源重组技术，

分别构建 ssrAB、hilA、hilD 单基因缺失株(ΔssrAB、ΔhilA、ΔhilD)、双基因缺失株(ΔssrABhilA、

ΔssrABhilD、ΔhilAhilD)和三基因缺失株(ΔssrABhilAhilD)，并比较上述缺失菌株与亲本菌株间生物学

特性的差异。【结果】基因缺失后菌株的生长速率无显著变化(P>0.05)；除 ΔhilD 生物膜形成能力最

强外，其他基因缺失菌株生物膜形成能力变化不显著(P>0.05)；ΔssrABhilAhilD 和 ΔssrABhilA 的 LD50

值最高，ΔssrAB、ΔhilA、ΔhilD 次之；亲本菌株引起的小鼠十二指肠的病变程度较所有缺失菌株明

显严重；在所有缺失菌株中，ΔssrABhilAhilD 对 HeLa 细胞的黏附力最低，ΔhilD 在小鼠体内的定殖

率最高；而机体分泌 IL-1、IL-18、IFN-γ 的能力与沙门氏菌 ssrAB、hilA、hilD 基因无显著相关性

(P>0.05)。【结论】构建的 7 株基因缺失株中，ΔssrAB、ΔhilA、ΔhilD、ΔssrABhilA 和 ΔssrABhilAhilD

有致病力低、生长速率良好、能有效刺激细胞因子产生等特性，具备作为沙门氏菌减毒活疫苗或载

体的潜质。 
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Construction and characterization of ssrAB, hilA, hilD-deficient 
mutants of Salmonella enteritidis 
TANG ZhengluΔ  CAO KunΔ  ZHANG LI  HAN Minmin  LUO Congyu  LI Yu* 

College of Animal Science and Technology, Anhui Agriculture University, Hefei, Anhui 230036, China 

Abstract: [Background] Salmonella is an important zoonotic pathogen, due to the continuous emergence 
of drug-resistant strains, research on new prevention methods is imminent. [Objective] In order to 
investigate the effect of ssrAB, hilA, hilD genes on the pathogenicity of Salmonella enteritidis and screen 
safe and reliable strains for Salmonella live attenuated vaccines or vectors. [Methods] Using suicide 
plasmid-mediated homologous recombination technology to construct the single (ΔssrAB, ΔhilA, ΔhilD), 
double (ΔssrABhilA, ΔssrABhilD, ΔhilAhilD) and triple (ΔssrABhilAhilD) gene deletion strains, then 
comparing the differences in biological characteristics between the above-mentioned deletion strains and 
the parent strain. [Results] The growth rate of the mutant strains was not significantly different from the 
parent strains (P>0.05). The biofilm formation ability of ΔhilD was the strongest, and the other gene 
deletion strains had no significant changes (P>0.05). The LD50 of ΔssrABhilAhilD and ΔssrABhilA were 
the highest, ΔssrAB, ΔhilA and ΔhilD were the second, and the degree of duodenal lesions in mice caused 
by the parent strain is significantly more serious than deleted strains. Among all the deleted strains, the 
adhesion of ΔssrABhilAhilD to HeLa cells was the lowest, while the colonization rate of ΔhilD in mice was 
the highest. Besides, the body’s ability to secrete IL-1, IL-18 and IFN-γ has no significant correlation with 
ssrAB, hilA and hilD genes of Salmonella (P>0.05). [Conclusion] Among the 7 gene deletion strains 
constructed in this study, ΔssrAB, ΔhilA, ΔhilD, ΔssrABhilA and ΔssrABhilAhilD had the characteristics of 
low pathogenicity, well growth rate, and they could effectively stimulate cytokine production, which had 
the potential to be Salmonella live attenuated vaccines or vectors. 

Keywords: Salmonella enteritidis, ssrAB, hilA, hilD, deletions strains, construct, biological characteristic 
 

沙门氏菌(Salmonella)是一种兼性细胞内寄生

的人畜共患病原菌，可通过水、食物等进入人和

动物肠道内，引起腹泻、伤寒、副伤寒、败血症

等病症，对人和动物的健康造成巨大危害，具有

广泛的医学、兽医学和公共卫生学研究价值。随

着耐药沙门氏菌的不断出现，传统抗生素疗法在

预防和治疗沙门氏菌病中效果不佳，而且残留的

抗生素严重影响食品安全，因此疫苗免疫对预防

和治疗沙门氏菌感染更加安全有效，其中沙门氏

菌基因工程减毒活疫苗抗原性良好、风险性较

低，已成为预防沙门氏菌病的重要手段。 

沙门氏菌的致病作用与其毒力岛(Salmonella 

Pathogenicity Island，SPI)基因的表达密切相关，

SPI 是位于沙门氏菌染色体或质粒上成簇分布的

用于编码毒力相关基因的特定区域，其中，SPI1

和 SPI2 分别编码一套与沙门氏菌入侵细胞及在胞

内 复 制 相 关 的Ⅲ型 分 泌 系 统 (T3SS)[1] 。 研 究 表

明，ssrAB 具有激活 SPI2-T3SS 的调控作用，hilA

参与 SPI1 的表达，hilD 则通过对 hilA 和 ssrAB 的

调控实现其对 SPI1 和 SPI2 的调节[2-5]。然而有关

SPI ssrAB、hilA 和 hilD 调控基因在沙门氏菌感染

过程中的作用机制研究尚不深入，关于沙门氏菌

ssrAB、hilA、hilD 基因缺失菌株的生物学特性及

其对小鼠致病力的研究也未见报道。 

为了解 ssrAB、hilA、hilD 基因对沙门氏菌致

病力的作用，筛选更为安全有效的减毒株，本研

究以肠炎沙门氏菌 G9 菌株为研究对象，通过自杀

质粒介导的同源重组技术 [6]，分别构建 ssrAB、

hilA 、 hilD 单 基 因 缺 失 株 (ΔssrAB 、 ΔhilA 、

ΔhilD)、双基因缺失株(ΔssrABhilA、ΔssrABhilD、

ΔhilAhilD)和三基因缺失株(ΔssrABhilAhilD)，并对

其生物学特性进行研究，包括各菌株的生长速率
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和生物膜形成能力、对小鼠的 LD50 及在小鼠体内

的定殖能力，以及对 HeLa 细胞的黏附性及机体感

染后细胞因子 IL-1、IL-18、IFN-γ 的分泌水平

等，以期为沙门氏菌基因工程减毒活疫苗或载体

的研制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒和细胞 

本研究亲本菌株 G9StrR 由肠炎沙门氏菌 G9 菌

株诱导而成，具有链霉素(Str)抗性的同时对氨苄

青霉素(Amp)敏感，G9 菌株由安徽农业大学动物

传染病实验室保存，pWM91 自杀质粒、大肠杆菌

SM10λpir 细胞、HeLa 细胞均由安徽农业大学动物

传染病实验室保存。 

1.2  主要试剂和仪器及实验动物 

重组 Taq DNA 聚合酶、Not I 和 Xho I 限制性

核 酸 内 切 酶 、 T4 连 接 酶 、 高 保 真 PrimeSTAR 

DNA 聚合酶，宝生物工程(大连)有限公司；琼脂

糖凝胶 DNA 回收试剂盒，天根生物科技(北京)

有限公司；酵母提取物、胰蛋白胨，OXID 公司；

胎牛血清、胰酶细胞消化液、DMEM 培养基，杭

州四季青生物工程材料有限公司；氨苄青霉素

(Amp)、链霉素(Str)，Biosharp 公司。PCR 仪，

Biometra 公司；恒温培养振荡器、电热恒温水槽，

上海智城分析仪器制造有限公司；CO2 培养箱，赛

默飞世尔科技公司。920 只体重为 18−20 g 清洁级

KM 系雌性小鼠，安徽医科大学实验动物中心。 

1.3  引物设计 

根据 GenBank 上公布的 ssrAB、hilA、hilD 基

因序列设计 7 对引物，分别用于 ssrAB、hilA、

hilD 基因的敲除与验证，引物序列见表 1。引物

由上海金斯瑞生物有限公司合成。 

1.4  肠炎沙门氏菌 G9StrR 菌株 ssrAB、hilA、

hilD 基因缺失菌株的构建及鉴定 

1.4.1  ssrAB、hilA、hilD 上下游同源臂的扩增 

SDS 法[7]提取 G9StrR 基因组 DNA 作为模板，

利 用 引 物 pssrAB-1/2 、 pssrAB-3/4 、 philA-1/2 、

philA-3/4、philD-1/2 和 philD-3/4 分别进行 PCR 扩

增，获得 ssrAB、hilA、hilD 上、下游同源臂片段

并经0.8%凝胶电泳后回收。PCR反应体系(50 μL)： 

 
表 1  ssrAB、hilA、hilD 基因敲除引物的信息 
Table 1  Primer information for ssrAB, hilA, hilD gene knockout 

引物名称 

Primers name 

序列 

Sequences (5′→3′) 

用途 

Usage 
pssrAB-1 ATAGCGGCCGCCGCTGAGCGAGCTAACAAAC ssrAB 基因敲除、验证 

ssrAB gene knockout and verification pssrAB-2 TATCCAGGCCCAACTGCCAGGGTGGTAACA 

pssrAB-3 CTGGCAGTTGGGCCTGGATATCATTCCTCA 

pssrAB-4 GCGCTCGAGAGCGCTTGTCGAATATCGTC 

pssrAB-5 GCGGAATTCCGCCGTTTGCTTGCGTATAG 

pssrAB-6 ATACTGCAGACGCCGCTGTTTGCAATGAG 

philA-1 ATAGCGGCCGCTAGCTTTCTGCCAGGCATAC hilA 基因敲除、验证 

hilA gene knockout and verification philA-2 TCGGTAAGGCTTCGAGCAGGATGACCAGAA 

philA-3 CCTGCTCGAAGCCTTACCGACGATAAGAGA 

philA-4 GCGCTCGAGCGGGATTCACGGAACAATAG 

philD-1 ATAGCGGCCGCTCCGGGCGAATCAGGATAAG hilD 基因敲除、验证 

hilD gene knockout and verification philD-2 AAGCTTCCACTTGCTGCCGGGTATTTGTCA 

philD-3 CCGGCAGCAATGGAAGCTTACGGATGTTGC 

philD-4 GCGCTCGAGAAAGGCAGGAGGGTTATGAG 

注：下划线表示限制性内切酶位点 

Note: The underline indicates the restriction endonuclease site 
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10×PCR Buffer 5 μL，MgCl2 (25 mmol/L) 3 μL，

dNTP Mix 4 μL，重组 Taq DNA 聚合酶(5 U/μL) 

0.2 μL，PrimeSTAR 高保真酶 DNA 聚合酶(1 U/μL) 

0.8 μL，上、下游引物(10 mmol/L)各 1 μL，DNA

模板 1 μL，ddH2O 34 μL。PCR 反应条件：95 °C  

5 min；94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 1 min，30 次

循环；72 °C 5 min。 

以回收后的 ssrAB、hilA、hilD 上、下游同源

臂片段为模板，pssrAB-1/4、philA-1/4 和 philD-1/4

为引物分别进行 Overlap PCR 反应。其中第 1 轮

PCR 反应体系(47 μL)：10×PCR Buffer 5 μL，

MgCl2 (25 mmol/L) 3 μL，dNTP Mix 4 μL，重组

Taq DNA 聚 合 酶 (5 U/μL) 0.3 μL ， 高 保 真

PrimeSTAR 酶(1 U/μL)0.7 μL，模板 1 μL，ddH2O 

33 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；94 °C 30 s，

60 °C 30 s，72 °C 90 s，循环 10 次；72 °C 5 min。

第 2 轮反应体系：第 1 轮产物 48 μL，上、下游引物

(10 mmol/L)各 1 μL，重组 Taq DNA 聚合酶(5 U/μL) 

0.1 μL，高保真 PrimeSTAR DNA 聚合酶(1 U/μL) 

0.2 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；94 °C 30 s，

55 °C 30 s，72 °C 90 s，循环 30 次；72 °C 5 min。

Overlap PCR 产物经 0.8%琼脂糖凝胶电泳回收。 

1.4.2  重组自杀质粒 pWM91-ssrAB、pWM91- 

hilA、pWM91-hilD 的构建 

CaCl2 法[8]制备大肠杆菌 SM10λpir 感受态细

胞，用 Not I 和 Xho I 这 2 种限制酶对 Overlap PCR

胶回收产物与自杀质粒 pWM91 同时双酶切，乙醇

沉淀法回收酶切产物，用 T4 DNA 连接酶连接 2 个

双酶切产物，将酶连产物转化入大肠杆菌 SM10λpir

感受态细胞中。随机挑取 10 个转化子，分别以

pssrAB-1/4、philA-1/4、philD-1/4 为引物采用 PCR

方法验证上述转化子。PCR 反应体系(20 μL)：

2×PCR Mix 10 μL，上、下游引物(10 mmol/L)各

0.5 μL，菌液模板 1 μL，ddH2O 8 μL。PCR 反应

条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，95 °C 30 s，72 °C 

90 s，循环 25 次；72 °C 5 min。回收 1 500 bp 的

PCR 产物，转化入大肠杆菌 SM10λpir 感受态细

胞，提取转化子阳性克隆质粒，用 Not I 和 Xho I

这 2 种限制性内切酶验证并送至上海金斯瑞生物

有限公司测序。 

1.4.3  重组自杀质粒与 G9StrR 菌株的接合 

将 1.4.2 重组自杀质粒转入大肠杆菌感受态细

胞 SM10λpir 中，将转化产物和 G9StrR 菌株分别在

抗生素浓度为 100 μg/mL (下同)的 LB/Amp、LB/Str

琼脂培养基上四区划线纯化，挑取单菌落分别转

接种于 LB/Amp、LB/Str 肉汤，37 °C、180 r/min

培养过夜，获得供体菌和受体菌，滤膜接合法[9]

获得所需 3 种接合子。 

1.4.4  ssrAB、hilA、hilD 单基因、双基因和三基

因缺失菌株的构建 

将 1.4.3 获得的 3 种接合子在 LB/Amp、LB/Str

琼脂培养基上纯化并转接至 LB 固体培养基，置于

37 °C 恒温培养箱培养过夜，挑取单菌落接种至含

25%蔗糖的 LB 固体培养基，22 °C 培养 40 h，再

挑取单菌落分别转接于 LB 固体培养基和 LB/Amp

固体培养基，置于 37 °C 恒温培养箱过夜。选择

在 LB 固体培养基上正常生长而在 LB/Amp 固体培

养基上无法生长的菌落为模板，以 pssrAB-5/6、

philA-1/4、philD-1/4 分别作为上、下游引物，对

缺失菌株进行验证(方法同 1.4.2)，目的条带变短

表示 ssrAB、hilA、hilD 基因缺失菌株(ΔssrAB、

ΔhilA、ΔhilD)构建成功。双基因、三基因缺失菌

株则分别以单基因、双基因缺失菌株为受体菌，

以重组自杀性质粒 SM10λpir 大肠杆菌为供体菌进

行同源重组，构建双基因、三基因缺失菌株并进

行 PCR 验证(方法同上)。 

1.5  G9StrR 菌株 ssrAB、hilA、hilD 基因缺失菌

株的生物学特性分析 

将亲本菌株 G9StrR 和 7 株基因缺失菌株于 LB

琼脂培养基上四区划线进行纯化，挑取各组单菌落

分别接种于 5 mL LB 肉汤培养基，37 °C、180 r/min

培养过夜备用，同步进行后续试验。 

1.5.1  生长曲线的测定 

将上述 1.5 的培养物按 5%的比例转接至 LB 肉
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汤培养基中，37 °C、180 r/min 培养，分别测定培

养 0、2、4、6、8、10 h 时培养物的 OD600 值。以

时间为横坐标、吸光度为纵坐标，绘制 8 株细菌的

生长曲线。 

1.5.2  生物膜形成能力的测定 

将上述 1.5 的培养物按 5%的比例转接至 800 μL 

LB 肉汤培养基中，37 °C、180 r/min 培养，结晶

紫法[10]测定 8 株细菌在培养 24、48、72、96、 

120 h 时的成膜能力。以时间为横坐标、OD570 值

为纵坐标，绘制 8 株细菌生物膜形成曲线。 

1.5.3  对小鼠的致病力测定 

将上述 1.5 的培养物按 5%的比例转接至 LB

肉汤培养基，37 °C、180 r/min 培养 8 h 至稳定期

(下同)。每株菌设置 5 个稀释度(稀释 1、4、16、

64 和 256 倍)，分别以口腔和腹腔注射两种方式对

实验组进行攻毒(10 只/组，0.2 mL/只)，对照组以

同样方式注射等剂量的灭菌生理盐水(共 6 只)。统

计攻毒后一周内每组小鼠死亡情况，采用寇氏改

良法计算 8 株细菌对小鼠的 LD50。 

1.5.4  小鼠病理组织切片的制作 

解剖 1.5.3 中各组死亡的小鼠，选取十二指肠

完成石蜡切片的制作，HE 染色后观察小鼠小肠上

皮绒毛的病理组织变化。 

1.5.5  在小鼠体内定殖能力的测定 

将上述 1.5 的培养物按 5%的比例转接至 LB

肉汤培养基，培养至稳定期。将 45 只小鼠随机分

为 9 组(8 组试验组和 1 组对照组)，采用口腔攻毒

方式，试验组每只小鼠 0.5 mL 菌液，对照组给予

同等剂量灭菌生理盐水。攻毒 48 h 解剖小鼠，取

小肠研磨并进行 10 倍比稀释(10、100 倍)，再取

100 μL 的原液、10 倍稀释液及 100 倍稀释液分别

涂布于 LB/Str 固体培养基，37 °C 培养过夜，计算

每株细菌在小鼠体内的定殖率：定殖率=攻毒后

菌落总数/攻毒前菌落总数。 

1.5.6  对 HeLa 细胞黏附性的测定 

将上述 1.5 的培养物按 5%的比例转接至 LB

肉汤培养基，培养至稳定期，同时培养 HeLa 细

胞至贴壁状态。按照 MOI 为 100:1 将 8 株菌分别

接种至 HeLa 细胞，37 °C 孵育 30 min，弃菌液并

用 PBS 洗涤，0.2%结晶紫溶液染色 5 min，再用

10% SDS 溶解结晶紫，测定 OD550 值，以此反映

每株细菌对 HeLa 细胞的黏附作用。 

1.5.7  感染小鼠后相关细胞因子的测定 

将上述 1.5 的培养物按 5%的比例转接至 LB

肉汤培养基，培养至稳定期。将 45 只小鼠随机分

为 9 组(8 组实验组和 1 组对照组)，采取口腔攻毒

方式，试验组每只小鼠 0.5 mL 菌液，对照组给予

同等剂量灭菌生理盐水，分别于攻毒后 24、48、

72 h 时眼球采血。再按 ELISA 商品试剂盒说明分

别测定各组细菌对小鼠 IL-1、IL-18 以及 IFN-γ 分

泌量的影响。 

1.5.8  数据统计分析 

试验数据采用 SAS 9.0 单因素方差分析(Anova)

进行显著性检验，P<0.05 具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  肠炎沙门氏菌G9StrR菌株 ssrAB、hilA、hilD

基因缺失菌株的构建及鉴定结果 

通过对构建的单基因(ssrAB、hilA、hilD)、双

基 因 (ssrABhilA 、 ssrABhilD、 hilAhilD)和 三 基 因

(ssrABhilAhilD)缺失菌株进行 PCR 验证，以 G9StrR

菌株作为对照，分别获得了预期的扩增片段大小

(图 1)，表明缺失菌株构建成功。 

2.2  G9StrR 菌株 ssrAB、hilA、hilD 基因缺失菌

株的生物学特性分析结果 

2.2.1  生长曲线的测定结果 

在绘制的 8 株细菌生长曲线中，各菌生长曲

线基本保持一致，基因缺失菌株生长速度较亲本

菌株并无明显变化(图 2)。 

2.2.2  生物膜形成能力的测定结果 

在 8 株细菌中，除 ΔhilD 和 ΔssrABhilAhilD

在培养 48 h 时生物膜形成能力最强外，其余 6 株

菌均在培养 96 h 后生物膜形成能力最强，而且所

有菌株在培养后 120 h 生物膜形成能力持下降趋

势(图 3)。 
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图 1  各缺失菌株的 PCR 鉴定结果 
Figure 1  PCR identification result of each deletion strain 
注：A：引物为 philA-1/4 引物对；B：引物为 philD-1/4 引物

对；C：引物为 pssrAB-5/6 引物对。–：阴性对照；M：DL2000 

DNA Marker；+：G9StrR 菌株；1：ΔhilA 菌株；2：ΔhilD 菌株；

3：ΔssrAB 菌株；4：ΔhilAhilD 菌株；5：ΔssrABhilA 菌株；6：

ΔssrABhilD 菌株；7：ΔssrABhilAhilD 菌株  

Note: The primers in Figure A are philA-1/4 primer pairs; the 
primers in Figure B are philD-1/4 primer pairs; The primers in 
Figure C are pssrAB-5/6 primer pairs. –: Negative control; M: 
DL2000 DNA Marker; +: G9StrR strain; 1: ΔhilA strain; 2: ΔhilD 
strain; 3: ΔssrAB strain; 4: ΔhilA hilD strain; 5: ΔssrABhilA strain; 
6: ΔssrABhilD strain; 7: ΔssrABhilAhilD strain 
 

2.2.3  对小鼠致病力的测定结果 

8 株细菌对小鼠的 LD50 值见表 2、3，腹腔攻

毒时 ΔssrABhilAhilD 和 ΔhilA 的 LD50 值较亲本菌

株差异显著(P<0.05)，口腔攻毒时仅 ΔssrABhilD、

ΔhilAhilD 的 LD50 值 与 亲 本 菌 株 无 显 著 差 异

(P>0.05)，而且 2 种攻毒方式中 ΔssrABhilAhilD 和

ΔhilA 的 LD50 值均显著高于亲本菌株(P<0.05)。 

 
 
图 2  8 株细菌的体外生长曲线 
Figure 2  The growth curve of 8 strains in vitro 
 

 
 
图 3  8 株细菌的生物膜形成能力 
Figure 3  The biofilm formation ability of 8 strains  
 
表 2  8 株细菌腹腔攻毒小鼠的 LD50 
Table 2  The LD50 of 8 strains intraperitoneally challenged 
mice 

菌株 

Strains 

LD50 95%上限 

95% upper 
limit 

95%下限 

95% lower 
limit 

WT 5.466×108cd 1.45×109 2.07×108 

ΔssrAB 5.507×108cd 1.14×109 2.66×108 

ΔhilD 7.75×108bc 1.68×109 3.57×108 

ΔssrABhilD 4.10×108d 7.39×108 2.28×108 

ΔhilA 1.07×109ab 1.07×109 1.07×109 

ΔssrABhilA 8.17×108bc 1.58×109 4.22×108 

ΔhilAhilD 5.50×108cd 1.26×109 2.34×108 

ΔssrABhilAhilD 1.34×109a 2.60×109 6.92×108 

注：表中字母相同表明组间毒力差异不显著(P>0.05)，字母不

同表明组间毒力差异显著(P<0.05) 

Note: The same letter in the table indicates that the difference in 
virulence between the groups is not significant (P>0.05), the 
different letter indicates that is significant (P<0.05) 
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表 3  8 株细菌口腔攻毒小鼠的 LD50 
Table 3  The LD50 of 8 strains orally challenge mice 

菌株 

Strains 

LD50 95%上限 

95% upper 
limit 

95%下限 

95% lower 
limit 

WT 6.51×1010d 1.27×1011 5.07×1010 

ΔssrAB 3.27×1011b 5.77×1011 1.21×1011 

ΔhilD 2.99×1011b 6.77×1011 9.57×109 

ΔssrABhilD 9.10×1010cd 1.84×1011 4.67×1010 

ΔhilA 1.22×1011c 2.97×1011 5.73×1010 

ΔssrABhilA 5.87×1011a 1.73×1012 2.99×1011 

ΔhilAhilD 8.92×1010cd 2.87×1011 2.43×1010 

ΔssrABhilAhilD 5.32×1011a 1.89×1012 2.14×1011 

注：上表中字母相同表示组间毒力差异不显著(P>0.05)，字母

不同表明组间毒力差异显著(P<0.05) 

Note: The same letter in the above table indicates that the 
difference in virulence between the groups is not significant 
(P>0.05), the different letter indicates that is significant (P<0.05) 

 
2.2.4  感染小鼠病理组织切片的观察结果 

取未攻毒小鼠的十二指肠制作病理切片作为

空白对照，对 8 株细菌感染小鼠的病理切片进行

观察。其中，亲本菌株毒力最强，感染小鼠的肠

绒毛结构较为松散，表现有出血、充盈、脱落等

沙门氏菌感染的典型病理变化；ΔssrAB 攻毒组肠

绒毛轻微出血、脱落，ΔhilD 攻毒组肠绒毛仅表现

轻度出血，两组均比亲本菌株攻毒组病变程度

轻；ΔssrABhilA 攻毒组肠道绒毛仅可见轻度出血

和充盈的病变，较 ΔssrAB 和 ΔhilD 攻毒组的病变

程度弱；ΔssrABhilD 攻毒组小肠绒毛仅表现轻度

出血的病变，未见充盈、脱落等病理变化，较

ΔssrABhilA 攻毒组弱；ΔhilA、ΔhilAhilD 攻毒组肠

道绒毛仅可见轻度充盈，而且绒毛状态基本恢

复；ΔssrABhilAhilD 毒力最弱，该组小鼠肠道绒

毛仅轻微出血，而且已基本恢复正常形态；空白

对照组肠道绒毛结构正常，未见出血、充盈、脱

落等病理变化(图 4)。 

2.2.5  在小鼠体内定殖能力的测定结果 

如图 5 所示，定殖能力测定结果中，8 株菌的

定 殖 能 力 均 显 著 高 于 空 白 对 照 组 ( 无 定 殖 ) 

(P<0.05)，其中亲本菌株的定殖率最高，显著高

于 7 株基因缺失菌株(P<0.05)，而缺失菌株中，

ΔhilD 的定殖率最高，ΔhilA 和 ΔssrABhilA 次之，

而且 3 株缺失菌株的定殖率均显著高于剩余 4 株

(P<0.05)。 

2.2.6  对 HeLa 细胞黏附性的测定结果 

图 6 结果显示，攻毒组对 HeLa 细胞的黏附力均

显著高于空白对照组(P<0.05)，其中 ΔssrABhilAhilD

的黏附力最低，显著低于其他各缺失菌株(P<0.05)。 

2.2.7  感染小鼠后细胞因子分泌的测定结果 

8 株细菌感染小鼠后的细胞因子分泌量均显

著高于空白对照组(P<0.05)，各攻毒组之间 IL-1

的含量无显著差异(P>0.05)，而且各攻毒组分泌

IL-1 的能力不随时间的变化而变化；各攻毒组之

间 IL-18 的 含 量 无 显 著 差 异 (P>0.05) ， 其 中

ΔssrABhilAhilD 攻毒组的 IL-18 分泌量较其他 7 组

略少，且在攻毒后 72 h 达到峰值；感染后 24 h

时，ΔhilA、ΔhilD、ΔssrABhilA、ΔhilAhilD 以及

ΔssrABhilAhilD 攻毒组的 IFN-γ 分泌量均显著高于

亲本菌株(P<0.05)，感染后 48 h 和 72 h 时，所有攻

毒组的 IFN-γ 含量无显著差异(P>0.05) (图 7−9)。 

3  讨论与结论 

沙门氏菌作为一种常见的人畜共患病原菌，

其疫苗的研究正日渐成熟。弱毒活疫苗较常规的

灭活疫苗免疫效果良好，已成为目前预防沙门氏

菌病的主要手段，其中基因工程减毒疫苗的研究

是一大热点[11]。本研究采用 pWM91 自杀性质粒

介导的同源重组法成功构建出 ΔssrAB、ΔhilA、

ΔhilD 、 ΔssrABhilA 、 ΔssrABhilD 、 ΔhilAhilD 、

ΔssrABhilAhilD 这 7 株肠炎沙门氏菌 G9StrR 的单基

因、双基因及三基因缺失菌株，该方法既能快速

准确地敲除目的基因，又不易对缺失菌株造成外

源污染，在国内外构建基因缺失菌株的研究中多

被运用。Shippy 等[12]利用 pKD46 系统进行沙门氏

菌 stdA 基因的缺失；Mayola 等[13]利用 pKOBEGA

自杀质粒构建沙门氏菌 RecA 蛋白的基因缺失菌

株，研究 RecA 蛋白在肠炎沙门氏菌生长过程中的 
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图 4  小鼠十二指肠病理切片的显微观察结果(40×) 
Figure 4  Microscopic observation results of murine duodenal pathological sections (40×) 
注：A：空白对照组；B：亲本菌株攻毒组；C：ΔssrAB 攻毒组；D：ΔhilA 攻毒组；E：ΔhilD 攻毒组；F：ΔssrABhilD 攻毒组；

G：ΔssrABhilA 攻毒组；H：ΔhilAhilD 攻毒组；I：ΔssrABhilAhilD。攻毒组图中箭头所指为组织病变部位 

Note: A: Control group; B: Wild type challenge group; C: ΔssrAB challenge group; D: ΔhilA challenge group; E: ΔhilD challenge group; 
F: ΔssrABhilD challenge group; G: ΔssrABhilA challenge group; H: ΔhilAhilD challenge group; I: ΔssrABhilhilD challenge group. The 
arrow in the figure above points to the tissue lesion 
 

 
图 5  8 株细菌在小鼠体内的定殖率 
Figure 5  The colonization rate of 8 strains in mice  
 

 
 
图 6  8 株细菌对 HeLa 细胞的黏附能力 
Figure 6  The adhesion ability of 8 strains to HeLa cells 
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图 7  亲本菌株和缺失菌株感染小鼠后血清中 IL-1 的

变化 
Figure 7  The IL-1 level of murine blood after challenged 
by parent strain and deleted strains 

 

 
 

图 8  亲本菌株和缺失菌株感染小鼠后血清中 IL-18 的

变化 
Figure 8  The IL-18 level of murine blood after 
challenged by parent strain and deleted strains  

 

 
 

图 9  亲本菌株和缺失菌株感染小鼠后血清中 IFN-γ的

变化 
Figure 9  The IFN-γ level of murine blood after 
challenged by parent strain and deleted strains 

作 用 ； 杨 亚 东 等 [14] 利 用 重 组 自 杀 性 质 粒

PREΔsseK1 成功构建了鼠伤寒沙门氏菌 SL1344 株

sseK1 基因缺失菌株。 

ssrAB、hilA、hilD 是参与沙门氏菌毒力调控

的基因，hilA 位于 SPI1 上，ssrAB 位于 SPI2 上，

两者均可由沙门氏菌毒力调控中心 hilD 诱导表

达，从而实现各毒力岛间的信息交流[4]，但目前

关于肠炎沙门氏菌 ssrAB、hilA、hilD 基因缺失菌

株及其生物学特性的研究尚未见报道。 

本研究首先对 7 株基因缺失菌株(ΔssrAB、

ΔhilA、ΔhilD、ΔssrABhilA、ΔssrABhilD、ΔhilAhilD、

ΔssrABhilAhilD)的生长速率和体外生物膜形成能力

进行测定，发现缺失菌株的生长速率与亲本菌株

无 显 著 差 异 ； 对 于 体 外 生 物 膜 形 成 能 力 ， 除

ΔssrAB 和 ΔhilD 外，其余菌株与亲本菌株之间无

显著差异，且 ΔssrAB 的成膜能力显著低于亲本菌

株，而 ΔhilD 则显著高于亲本菌株，提示基因

ssrAB、hilA 和 hilD 可能不参与细菌基础生长代谢

过程，但 ssrAB 和 hilD 可能与肠炎沙门氏菌体外生

物膜形成过程密切相关。生物膜形成能力越强，

菌株对抗生素的耐药性越高，而且较容易形成持

续感染[15]，ΔhilD 生物膜形成能力强耐药性高，适

于沙门氏菌减毒载体的研究；而 ΔssrAB 生物膜形

成能力弱，适合作为沙门氏菌减毒疫苗用菌株。 

其次，通过对小鼠 LD50 及十二指肠病理切片

观察、细菌在小鼠体内定殖率、对 HeLa 细胞黏附

性及细胞因子分泌水平的测定，分析基因缺失菌株

与亲本菌株致病力的差异，结果显示，无论采取腹

腔攻毒还是口腔攻毒，ΔhilA 和 ΔssrABhilAhilD 的

LD50 均显著高于亲本菌株，且攻毒后肠道病变不

明显，而 ΔssrABhilD 和 ΔhilAhilD 的 LD50 值与亲

本菌株差异不显著，但病理变化却明显减弱，推

测基因 hilA、hilD 和 ssrAB 能增强沙门氏菌对宿主

的 致 病 力 及 对 宿 主 免 疫 系 统 的 抵 抗 力 ， 而

ΔssrABhilD 和 ΔhilAhilD 可能引起了持续性感染。

小鼠首次感染沙门氏菌后可恢复正常肠道结构，

但持续感染会造成机体多器官系统衰竭最终引起
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死亡，而且急性感染较持续感染造成的肠道病理

变化更明显，也解释了 LD50 值与肠道组织病变

程度不一致的现象[16-18]。 

沙门氏菌进入机体识别小肠后，能迅速吸附

定殖引发感染，定殖后的沙门氏菌又可作为新的

传染源，通过粪便排出体外感染其他易感动物，

而黏附作为沙门氏菌定殖过程的关键一步，也可

用 于 衡 量 菌 株 毒 力 的 强 弱 [19-21] 。 本 研 究 中 ，

ΔssrAB 的定殖能力与黏附力表现不一致，其定殖

能力低于亲本菌株而黏附力高于亲本菌株，其余

6 株基因缺失菌株保持一致，均低于亲本菌株，

提示缺失 ssrAB、hilA、hilD 基因后沙门氏菌的毒

力降低，而且 ΔssrAB 造成的感染可能为一过性

的，在宿主体内无蓄积，适合制备沙门氏菌减毒

疫苗，而 ΔssrABhilAhilD 定殖率低且黏附能力也

不强，对细胞的入侵能力不足，在制备沙门氏菌

减毒疫苗或载体时应全面考虑。IL-1 和 IL-18 是由

炎性小体分泌的调节先天性和适应性免疫的细胞

因子，而 IL-18 又能促进 IFN-γ的分泌[22]。IL-18 的

水平反映出宿主对沙门氏菌的细胞免疫水平，也

能最真实地反映宿主的抵抗能力，而 IL-1 和 IFN-γ

的水平则反映出机体对沙门氏菌的总体免疫应答

能力[23]。7 株基因缺失菌株刺激小鼠分泌的 IL-1、

IL-18 和 IFN-γ 水平与亲本菌株均无显著差异，满

足作为沙门氏菌减毒疫苗或载体的必需条件。 

综合 7 株肠炎沙门氏菌基因缺失株的生物膜

形成能力、对小鼠的半数致死量及病理组织学观

察、在小鼠体内的定殖率、对 HeLa 细胞的黏附性

等测定结果，ΔssrAB、ΔhilA、ΔhilD、ΔssrABhilA

和 ΔssrABhilAhilD 的毒力减弱，与亲本菌株间存

在显著差异，具有制备沙门氏菌减毒疫苗或载体

的潜质。 
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