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摘   要：【背景】细菌的 VI 型分泌系统作为杀死真核捕食者或原核竞争对手的“武器”，其杀伤

作用是通过释放有毒物质即效应因子来实现。尽管已发现一些效应因子，但大多数效应因子的功

能仍然未知。【目的】研究 rhs 基因编码的效应因子 Rhs 对鼠伤寒沙门菌生物学特性的影响。

【方法】利用 Red 同源重组的方法构建鼠伤寒沙门菌 rhs 基因缺失株及相应的基因回补株。通过

试验分析比较亲本株与缺失株、回补株在生化特性、生物被膜形成、耐药性、细菌间竞争、抗血

清补体杀菌能力、组织载菌量及感染小鼠后炎症因子 IL-18、IL-1β 释放量上的差异。【结果】效

应因子 Rhs 不影响鼠伤寒沙门菌的生化代谢、生物被膜形成、耐药性及抗血清补体杀菌能力。细

菌种间竞争试验中，基因缺失株 CVCC541Δrhs1、CVCC541Δrhs2 和 CVCC541Δrhs1-2 的竞争指数

(competition index，CI)值分别为 0.85、0.77 和 0.87，毒力均被轻度致弱。体内组织载菌量试验中，

CVCC541Δrhs1、CVCC541Δrhs2 和 CVCC541Δrhs1-2 基因缺失株在小鼠肝脏和脾脏中的细菌数均

较亲本株明显下降(P<0.05)；机体分泌 IL-1β、IL-18 的能力与鼠伤寒沙门菌效应因子 Rhs 具有相关

性(P<0.05)。【结论】鼠伤寒沙门菌 Rhs 效应因子能在细菌间的竞争及细菌在宿主器官内的定殖上

发挥作用，同时参与调控宿主体内炎性因子 IL-1β 和 IL-18 的分泌。 

关键词：鼠伤寒沙门菌；基因缺失；效应因子 Rhs；生物学特性  
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Abstract: [Background] The type VI secretion system of bacteria acts as a weapon to kill eukaryotic 

predators or prokaryotic competitors by releasing toxins, known as effectors. Although some effectors 

have been identified, the functions of most effectors remain unknown. [Objective] To study the role of 

the effector Rhs encoded by rhs gene in Salmonella typhimurium. [Methods] The rhs-deleted mutants of 

Salmonella typhimurium CVCC541 were constructed via Red recombination, including single gene 

deletion strains CVCC541Δrhs1 and CVCC541Δrhs2 and the double genes deletion strain 

CVCC541Δrhs1-2. Meanwhile, the corresponding gene complemented strains C-Δrhs1, C-Δrhs2 and 

C-Δrhs1-2 were constructed. The biochemical characteristics, biofilm formation, antibiotic resistance, 

competition between bacteria, bactericidal ability of complement in antiserum, dynamic distribution in 

vivo and the amounts of IL-18 and IL-1β released by host after infection were compared among the 

wild-type strain, gene-deleted strains and gene-complemented strains. [Results] Rhs did not affect the 

metabolism, biofilm formation, antibiotic resistance or complement bactericidal ability of Salmonella 

typhimurium. The competition index (CI) of CVCC541Δrhs1, CVCC541Δrhs2 and CVCC541Δrhs1-2 

was 0.85, 0.77 and 0.87, respectively, which indicated slightly weakened virulence. Compared with the 

wild-type strain, CVCC541Δrhs1, CVCC541Δrhs2 and CVCC541Δrhs1-2 showed decreased number in 

the liver and spleen of mice (P<0.05). The host secretion of IL-1β and IL-18 was correlated with the Rhs 

of Salmonella typhimurium (P<0.05). [Conclusion] The Rhs effectors of Salmonella typhimurium play a 

role in the competition between bacteria, the colonization of bacteria in host organs, and the regulation 

of the secretion of inflammatory cytokines IL-1β and IL-18 in the host. 

Keywords: Salmonella typhimurium; gene deletion; Rhs effectors; biological characteristics 

鼠伤寒沙门菌(Salmonella typhimurium)是

一种兼性细胞内寄生的革兰氏阴性致病菌，

通过受病菌污染的饮水、牛奶、肉类和加工

后的食物传播给人，该菌主要定殖于宿主的

肠道中，可使宿主罹患严重的食物中毒 [1-2]。

目前鼠伤寒沙门菌是世界各国分离率最高的

菌型之一，对该菌的研究具有重要的公共卫生

意义[3]。 

细菌为了争夺生存空间和营养物质，进化

出了接触性抑制机制 [4]。例如，在大肠杆菌中

报道的接触依赖性生长抑制(contact-dependent 

growth inhibition，CDI)系统和 VI 型分泌系统

(type VI secretion system，T6SS)[5-6]。CDI 系统

参与细菌间的竞争，并通过细胞间的直接接触

抑制邻近竞争者的生长[7]。同一种细菌具有多

种机制获得竞争优势，T6SS 广泛存在于革兰
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氏阴性细菌中，其结构与噬菌体的尾部相似，

作用是通过直接接触(横跨细菌内膜-周质-外膜)

将分泌的效应蛋白转运到原核和真核细胞    

中[8-9]。T6SS 的分泌蛋白主要包括具有转运功

能的结构蛋白和具有生物活性的效应蛋白。

T6SS 的效应蛋白通常对真核或原核细胞具有

细胞毒性[10-11]。 

鼠伤寒沙门菌的 rhs (rearrangement hotspot)

基因由一个 rhs 核心基因和一个与之相邻的“孤

儿” rhs 毒素基因组成[12]。rhs 基因编码的蛋白

折叠形成锥形壳状结构，包裹高度可变的 C-末

端毒素结构域[13-14]。这些 C-末端毒素在细胞与

细胞接触时被输送到靶细胞内[15]。在革兰氏阴

性细菌中，效应因子 Rhs 由 T6SS 分泌和动    

员[16-17]。研究表明，Rhs 蛋白是 CDI 毒素之

一，Rhs 效应因子可以抑制蛋白质合成[18]。此

外，研究人员在假单胞菌中发现了一种类似

rhs的基因参与了细菌素的产生[19]。Rhs蛋白已

被证明可以调节宿主的炎症反应[20]。上述研究

结果表明，效应因子 Rhs 与细菌的感染及致病

力有联系。本研究利用 Red 同源重组的方法构

建鼠伤寒沙门菌 rhs 基因缺失株和相应的回补

株，并通过试验探究效应因子 Rhs 在鼠伤寒沙

门菌生物学特征及致病性的作用，以期为进一

步研究 T6SS 分泌的效应蛋白对鼠伤寒沙门菌

的致病机制提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 

伤寒沙门菌标准菌株 CVCC541 及载体质

粒 pKD46、pKD4 和 pCP20 均为实验室保存；

pSTV28 质粒购自 TaKaRa 公司。 

1.2  主要试剂及试验动物 
质粒提取试剂盒，Omega 公司；高保真酶

PrimeSTAR® Max DNA Polymerase、长链高保真酶

PrimeSTAR® GXL DNA Polymerase、DNA 凝胶回

收试剂盒、DL5000 DNA Marker、限制性内切

酶 EcoR I、Hind III，TaKaRa 公司；L-(+)阿拉

伯糖，生工生物(上海)股份有限公司；沙门氏

菌生化鉴定盒，广东环凯微生物科技有限公

司；药敏纸片，杭州微生物试剂有限公司；

QuantiCyto® Mouse IL-18 ELISA Kit (小鼠白细胞

介素-18)、QuantiCyto® Mouse IL-1β ELISA Kit 

(小鼠白细胞介素-1β)，欣博盛公司；雌性 6 周

龄 18−20 g SPF 级昆明(KM)小鼠，兰州兽医研

究所实验动物中心。 

1.3  引物的设计 
根据 NCBI 鼠伤寒沙门菌 14028S 基因组序列

(GenBank 登录号为 CP001363.1)，使用 Premier 

5.0 软件设计相关引物。分别取目的基因前后

各 45 bp 为该引物的同源片段，并且在引物 3′端

添加扩增 pKD4 质粒的卡那霉素抗性基因。

设 计敲除 rhs1 (STM14_0340)基因的引物对

P1-F/P1-R；敲除 rhs2 (STM14_0341)基因的引

物对 P2-F/P2-R；并用 rhs1 基因上游引物 P1-F

和 rhs2 基因下游引物 P2-R 作为 rhs1-2 双基因敲

除引物。此外，分别在位于 rhs1、rhs2、rhs1-2

基因同源臂的外侧设计引物对 P3-F/P3-R、

P4-F/P4-R、P3-F/P4-R 用于缺失株的鉴定。

P5-F/P5-R、P6-F/P6-R、P5-F/P6-R 引物对用于

扩增 rhs1、rhs2、rhs1-2 基因完整开放阅读框，

构建回补质粒。鉴定回补株引物对 pSTV28-F/ 

pSTV28-R (表 1)，引物由西安擎科泽西生物科

技有限责任公司合成。 

1.4  rhs1、rhs2 和 rhs1-2 基因缺失株及回

补株构建 

利用 Red 同源重组系统原理及方法 [21]，

将质粒 pKD4 作为模板，分别以 P1-F/P1-R、

P2-F/P2-R 和 P1-F/P2-R 为引物对进行 PCR。PCR

反应体系(50 μL)：PrimeSTAR Max Premix (2×)  
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表 1  本文所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

引物名称 

Primer name 

引物序列 

Primer sequences (5′→3′) 

产物大小 

Product size (bp)

P1-F GGCTTTCAGCCGGATAAAAACGAATAATCACACGGAGGTGTGACCGAGCGATTGT

GTAGGCTGGAG 

1 567 

P1-R TTACCGTATAATCAGTATGTTTGCTCACCCACAATTTAAATTTATTTAACGGCTGAC

ATGGGAATTAG 

P2-F ATCAATCCGGAGACGCGCTACCGGTACGATGCGCTGGGCAGGCGGGAGCGATTGT

GTAGGCTGGAG 

1 567 

P2-R TAATCGCATTCTCCAGTTCGATTCTAAGTTCAGACATATTTGAATTTAACGGCTGAC

ATGGGAATTAG 

P3-F TGACCAGTCCCCGTCCTTT 535 

P3-R GAACCCCTCCCACACAAAG 

P4-F AAGGATGGGCAAAAATAGTAGG 1 131  

P4-R ATTGCTGTTTCCCCTGCC 

P5-F CCGgaattcGGAGGAAGTGAAGTTCCACG 5 971 

P5-R CCCaagcttGATTGATGCTCCAGGATAGC 

P6-F CCGgaattcCGTACTTTCACCAGCCGCTG 2 719 

P6-R CCCaagcttTGTGCGCTGGGATCTGTTCG  

pSTV28-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 93 

pSTV28-R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 

注：下划线为卡那霉素抗性基因序列；gaattc 为 EcoR I 酶切位点；aagctt 为 Hind III 酶切位点 

Note: Underline kanamycin resistance gene sequence; gaattc is the restriction site of EcoR I; aagctt is the Hind III restriction 
site. 

 
25 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，ddH2O 

21 μL。PCR 反应条件：95 °C 2 min；98 °C 10 s，

55 °C 15 s，72 °C 60 s，35 个循环；72 °C 5 min。

扩增含有 rhs1、rhs2 和 rhs1-2 基因同源臂的卡那

霉素抗性片段，然后将其电转入含有 pK46 质粒

的 CVCC541 感受态细胞中进行敲除。筛选得到阳

性重组子Δrhs1::kan、Δrhs2::kan和Δrhs1-2::kan并

以 pCP20 质粒 42 °C 进行消抗，用 P3-F/P3-R、

P4-F/P4-R、P3-F/P4-R 作为引物对，PCR 反应体

系及反应条件同上，对构建的 rhs1、rhs2、rhs1-2

基因缺失株 CVCC541Δrhs1、CVCC541Δrhs2 和

CVCC541Δrhs1-2 进行 PCR 鉴定并测序。 

以CVCC541基因组DNA为模板，分别利用

回补引物 P5-F/P5-R、P6-F/P6-R、P5-F/P6-R，

PCR 反应体系(50 μL)：5×PrimeSTAR GXL Premix 

(1×) Buffer 10 μL，dNTP Mixture 4 μL，上、下

游引物(10 μmol/L)各 1 μL，PrimeSTAR GXL 

DNA Polymerase (25 U/mL) 1 μL，ddH2O 33 μL。

PCR 反应条件：95 °C 2 min；98 °C 10 s，

60 °C 15 s，68 °C 5 min，30 个循环；72 °C   

5 min。扩增含有酶切位点的 rhs1、rhs2和 rhs1-2

基因片段，并构建回补质粒 pSTV28-rhs1、

pSTV28-rhs2、pSTV28-rhs1-2 将回补质粒电转

入基因缺失株感受态细胞 CVCC541Δrhs1、

CVCC541Δrhs2 、 CVCC541Δrhs1-2 中 ， 通 过

pSTV28-F/pSTV28-R 引物鉴定测序，构建基因

回补株 C-Δrhs1、C-Δrhs2、C-Δrhs1-2。 

1.5  细菌生化特性试验 
挑取经纯化鉴定的亲本菌株 CVCC541、基

因缺失菌株 CVCC541Δrhs1、CVCC541Δrhs2、



 
2164 微生物学通报 Microbiol. China 

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

CVCC541Δrhs1-2 和基因回补菌株 C-Δrhs1、

C-Δrhs2、C-Δrhs1-2 单菌落悬浮于培养基中，

制成 0.5 麦氏浊度的均一菌悬液，分别接种至

生化反应管中，将接种后的鉴定条和反应管静

置于 37 °C 培养 24 h，观察并记录结果。 

1.6  细菌生物被膜形成能力的测定 
采用 96 孔微孔板法测定细菌生物被膜形

成能力，将亲本株、基因缺失株和基因回补株

过夜培养，分别按 1:10 转接于 LB 液体培养基

并以 200 μL/孔加入 96 孔板中，同时以 LB 作阴

性对照，每组 6 个重复，静置于 37 °C 培养  

72 h，弃培养基并用无菌 PBS 洗涤 3 次后晾

干，用结晶紫染色 30 min，用 95%无水乙醇溶

解，酶标仪测定其 OD600 吸光度。每次试验重

复 3 次，取平均值，计算统计学差异。 

1.7  亲本株、基因缺失株和回复株对抗生

素敏感性的比较 
参照 national committee for clinicallaboratory 

standards (NCCLS)标准，使用 Kirby-Bauer 纸

片扩散法(K-B 法)进行抗生素敏感性试验[22]。

分别将鼠伤寒沙门菌亲本株、基因缺失株和基

因回复株，37 °C、180 r/min 振荡培养过夜，

将培养物调整至 0.5 个麦氏浊度，涂布于无抗

性的 LB 固体培养基上，并贴上药敏纸片，培

养 24 h 测定药敏纸片的抑菌圈直径，以毫米

计，判定被检细菌对每种药物的敏感性：敏感

(susceptible，S)、中敏(intermediate，I)和耐药

(resistance，R)，以检测抗生素对该菌的抑制

程度。试验重复 3 次。 

1.8  亲本株与 rhs 基因缺失株的体外竞争

试验 
为测定 rhs 基因调控的效应因子 Rhs 对鼠伤

寒沙门菌竞争性生长能力的影响，进行体外竞

争试验。将亲本株 CVCC541 及含卡那霉素抗性

的缺失株 Δrhs1::kan、Δrhs2::kan 和 Δrhs1-2::kan

分别按 1:100 接种于 LB 培养基中，以 37 °C、

180 r/min 振荡培养至 OD600值为 0.7，分别将亲

本株与缺失株细菌浓度调至 1×108 CFU/mL 以

1:1 比例混匀，接种于 LB 液体培养基 37 °C 静

置培养 4 h，培养结束后，经 106 稀释，分别用

kanamycin 抗性和无抗性的 LB 固体培养基进行

细菌计数，37 °C 培养 18 h 观察结果，按照参

考文献 [23] 的方法计算竞争指数 (competition 

index，CI)值。 

1.9  血清杀菌试验 
为了测定鼠伤寒沙门菌亲本株、基因缺失

株和回复株抗血清补体杀菌能力，参照副猪嗜

血杆菌抗血清杀伤试验方法[24]进行。采集 SPF

级小鼠全血分离血清，以 90 μL/孔加入 96 孔细

胞板备用，将培养至对数生长期的各菌用无菌

PBS 调整至 OD600为 0.3，取 10 μL 菌液至 100%

血清中混匀，同时以 60 °C 灭活的小鼠血清作

为阴性血清对照，重复 3个孔，37 °C静置培养

1 h，培养结束后用无菌 PBS 倍比稀释，取

102−104 倍稀释液涂于 LB 平皿上，37 °C 培养

18 h 后计数菌落。试验重复 3 次，计算亲本株、

基因缺失株和基因回复株的相对存活率。 

1.10  体内载菌量试验 
为了测定亲本株、基因缺失株和基因回

复株在小鼠脾脏和肝脏内的定殖，分别将鼠

伤寒沙门菌亲本株 CVCC541 及基因缺失株

CVCC541Δrhs1、CVCC541Δrhs2、CVCC541Δrhs1-2

和基因回复株 C-Δrhs1、C-Δrhs2、C-Δrhs1-2

接种于 LB 液体培养基中，37 °C、180 r/min 振

荡培养至 OD600 为 0.7，3 000×g 离心 10 min 弃

上清，收集菌体用无菌 PBS 调整至 OD600 为

1.0，将菌液稀释至 1×106 CFU/mL，腹腔注射

6 周龄 SPF 级昆明小鼠，每组 5 只，攻毒剂量

为 0.1 mL，分别在攻毒 48 h 后处死，无菌条

件取小鼠肝脏和脾脏称量并加入无菌 PBS 匀



 
董震等: 鼠伤寒沙门菌 VI 型分泌系统效应因子 Rhs 生物学特性分析 2165 

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

浆，10 倍比稀释后取 100 μL 涂布于 LB 平板，

37 °C 培养进行菌落计数，测定不同菌株在小

鼠肝脏和脾脏的定殖生存能力。 

1.11  细菌感染小鼠后炎症因子 IL-1β 和

IL-18 的测定 
为了测定小鼠感染细菌后体内相关炎症因

子分泌量的差异。将 40 只小鼠随机分为 8 组 

(7 组试验组和 1 组对照组)，按体内载菌量试验

方法培养细菌，采用腹腔注射攻毒方式，试验

组以每毫升菌液中含有的细菌群落总数为

1×106 CFU/mL的菌液注射小鼠，剂量为0.1 mL/只，

对照组给予同等剂量灭菌 PBS，分别于攻毒后

48 h 时眼球采血。按 ELISA 商品试剂盒说明分

别测定各组细菌对小鼠 IL-1β和 IL-18 释放量的

影响。 

1.12  数据统计分析  
试验数据使用 SPSS2.0 和 GraphPad Prism 

5.0 软件分析，试验数据差异性分析采用 t 检验

或者 ANOVA 分析，各组间差异比较采用方差

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  rhs1、rhs2、rhs1-2 基因缺失株、回

补株的构建及鉴定结果 
利用 Red 同源重组系统，首先由 pKD4 提

供模板 PCR扩增带 FRT位点的抗药性基因；其

次将该线性打靶基因转入含 pKD46 表达 Red 重

组酶的 CVCC541 菌株中进行同源重组；最后

利用 pCP20 表达的 FLP 翻转酶消除抗药性基因

构建基因缺失株。采用引物对 P1-F/P1-R、

P2-F/P2-R 和 P1-F/P2-R，以 pKD4 质粒为模板

进行 PCR 扩增，分别得到 1 567 bp 带有 rhs1、

rhs2、rhs1-2 同源臂的卡那霉素抗性基因片段

rhs1-pKD4、rhs2-pKD4 和 rhs1-2-pKD4 (图 1)，

将同源片段分别电转入含 pKD46/CVCC541 的

感受态菌株，得到 Δrhs1::kan、Δrhs2::kan 和

Δrhs1-2::kan菌株并以 pCP20质粒进行消抗，以

最终获得的菌株为模板，同时以亲本株作为阴

性对照，分别以鉴别引物对 P3-F/P3-R、P4-F/ 

P4-R 和 P3-F/P4-R 进行 PCR 鉴定。结果显示，

rhs1、rhs2 和 rhs1-2 基因缺失株扩增出 535、  

1 131 和 633 bp 的 DNA 片段，亲本株作为阴性

对照则分别扩增出 4 316、1 855 和 5 918 bp 的

DNA 片段(图 1)。测序结果表明缺失株构建成

功，将新菌株分别命名为 CVCC541Δrhs1、

CVCC541Δrhs2 和 CVCC541Δrhs1-2。用引物

对 P5-F/P5-R、P6-F/P6-R、P5-F/P6-R 扩增含有

酶切位点、启动子、开放阅读框的 rhs1、

rhs2、 rhs1-2 回补基因片段并构建回补质粒

pSTV28-rhs1、pSTV28-rhs2、pSTV28-rhs1-2，

双酶切鉴定结果得到 5 971、2 719、6 005 bp

的回补基因片段和 2 999 bp 的 pSTV28 载体

片段  (图 2)。将回补质粒电转入基因缺失株

感受态细胞 CVCC541Δrhs1、CVCC541Δrhs2、

CVCC541Δrhs1-2 构建得到相应的回补株，以

pSTV28-F/pSTV28-R 为引物对筛选得到的回补

株进行 PCR 扩增获得 5 971、2 719、6 005 bp

的 DNA 片段(图 2)。结果表明回补质粒被导

入缺失株中，回补株分别命名为 C-Δrhs1、

C-Δrhs2、C-Δrhs1-2。 

2.2  细菌生化特性试验结果 
为了研究效应因子 Rhs 在细菌生长代谢

中发挥的作用，利用生化反应试剂盒进行试

验。结果显示，亲本株 CVCC541、缺失株

CVCC541Δrhs1、CVCC541Δrhs2、CVCC541Δrhs1-2

和回补株 C-Δrhs1、C-Δrhs2、C-Δrhs1-2 的甘露

醇、山梨醇、卫矛醇、水杨苷、ONPG、丙二

酸盐、尿素、赖氨酸、硫化氢、靛基质、氰化

钾等多个生化反应的结果均相同(表 2)，表明  
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图 1  基因缺失菌株 CVCC541Δrhs1、CVCC541Δrhs2、CVCC541Δrhs1-2 的 PCR 鉴定结果   M：

DL5000 DNA Marker；1：rhs1-pKD4 同源片段 PCR 鉴定结果；2：rhs2-pKD4 同源片段 PCR 鉴定结果；

3：rhs1-2-pKD4 同源片段 PCR 鉴定结果；4：CVCC541Δrhs1 PCR 结果；5：CVCC541Δrhs2 PCR 结果；

6：CVCC541Δrhs1-2 PCR 结果；7：rhs1 基因未敲除 PCR 结果；8：rhs2 基因未敲除 PCR 结果；9：rhs1-2

基因未敲除 PCR 结果 

Figure 1  PCR identification results of gene deletion strains CVCC541Δrhs1, CVCC541Δrhs2, 
CVCC541Δrhs1-2. M: DL5000 DNA Marker; 1: PCR identification result of rhs1-pKD4 homologous 
fragment; 2: PCR identification result of rhs2-pKD4 homologous fragment; 3: PCR identification result of 
rhs1-2-pKD4 homologous fragment; 4: CVCC541Δrhs1 PCR result; 5: CVCC541Δrhs2 PCR result; 6: 
CVCC541Δrhs1-2 PCR result; 7: PCR results of rhs1 gene not knockout; 8: PCR results of rhs2 gene not 
knockout; 9: PCR results of rhs1-2 gene without knockout. 

 

 
 
图 2  基因回补菌株 C-Δrhs1、C-Δrhs2、C-Δrhs1-2 的鉴定结果   M：DL5000 DNA Marker；1：双酶

切鉴定回补质粒 pSTV28-rhs1；2：双酶切鉴定回补质粒 pSTV28-rhs2；3：双酶切鉴定回补质粒

pSTV28-rhs1-2；4：rhs1 基因回补菌株 C-Δrhs1 PCR 鉴定结果；5：rhs2 基因回补菌株 C-Δrhs2 PCR 鉴定

结果；6：rhs1-2 基因回补菌株 C-Δrhs1-2 PCR 鉴定结果 

Figure 2  Identification results of gene-replenishing strains C-Δrhs1, C-Δrhs2, C-Δrhs1-2. M: DL5000 DNA 
Marker; 1: Double restriction digestion to identify the supplementary plasmid pSTV28-rhs1; 2: Double 
restriction digestion to identify the supplementary plasmid pSTV28-rhs2; 3: Double restriction digestion to 
identify the supplementary plasmid pSTV28-rhs1-2; 4: PCR identification result of rhs1 gene-replenishing 
strain C-Δrhs1; 5: rhs2 gene-replenishing strain C-Δrhs2 PCR identification result; 6: rhs1-2 gene-replenishing 
strain C-Δrhs1-2 PCR identification result. 
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表 2  生化特性比较结果 
Table 2  Comparison of the biochemical characterization 

项目 

Item 

菌株 Strains 

CVCC541 CVCC541Δrhs1 CVCC541Δrhs2 CVCC541Δrhs1-2 C-Δrhs1 C-Δrhs2 C-Δrhs1-2

甘露醇 Mannitol + + + + + + + 

山梨醇 Sorbitol + + + + + + + 

卫矛醇 Dulcose + + + + + + + 

水杨苷 Salicin – – – – – – – 

ONPG – – – – – – – 

丙二酸盐 Malonate – – – – – – – 

尿素 Urea – – – – – – – 

赖氨酸 Lysine + + + + + + + 

赖氨酸对照 Lysine control + + + + + + + 

硫化氢 Hydrogen sulfide + + + + + + + 

靛基质 Lndigo  – – – – – – – 

氰化钾 Potassium cyanide + + + + + + + 

氰化钾对照 

Potassium cyanide control 

+ + + + + + + 

注：+：阳性；–：阴性 

Note: +: Positive; –: Negative. 

 
rhs基因编码的效应因子Rhs不影响鼠伤寒沙门

菌的生化代谢过程。 

2.3  细菌生物被膜形成能力测定结果 
为了研究效应因子 Rhs 对于鼠伤寒沙门菌生

物被膜形成能力的影响，用结晶紫染色法对各菌

株的生物被膜进行定量。结果显示，缺失株和回

补株与亲本株 CVCC541 相比，形成生物被膜的

厚度无显著差异(P<0.05) (图 3)，提示效应因子

Rhs 不参与鼠伤寒沙门菌生物被膜形成的调控。 

2.4  亲本株、基因缺失株和回补株对抗生

素敏感性的比较结果 
为了评价鼠伤寒沙门菌效应因子 Rhs 在细

菌耐药性方面是否发挥作用，采用 K-B 纸片琼

脂扩散法，选择氨苄西林、头孢唑林、环丙沙

星、诺氟沙星、链霉素、克拉霉素、四环素、

万古霉素、复方新诺明、呋喃妥因、氯霉素、

利福平、庆大霉素、多粘菌素 B等 14种抗生素

对亲本株、基因缺失株和回补株的耐药性进行

检测。根据 NCCLS 判定标准进行判定，结果 

 
 

图 3  细菌生物被膜形成能力测定 
Figure 3  Determination of the bacterial biofilm 
formation. 
 
显示，鼠伤寒沙门菌对万古霉素和利福平具有

耐药性，对克拉霉素中等敏感，对其他抗生素

敏感。亲本株、rhs 基因缺失株和回补株对抗

生素的敏感性无显著差异(表3)，表明效应因子

Rhs 不会改变鼠伤寒沙门菌的耐药性。 
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表 3  药物敏感性结果(抑菌圈直径) 
Table 3  Results of drug sensitivity (Antimicrobial zone diameter (mm)) 
抗生素 

Antibiotics 

菌株 Strain 抗生素敏感

性判断标准 

Standard for 

antibiotic 

sensitivity 

CVCC541 CVCC541Δrhs1 CVCC541Δrhs2 CVCC541Δrhs1-2 C-Δrhs1 C-Δrhs2 C-Δrhs1-2 

氨苄西林

Ampicillin 

S S S S S S S R: ≤13; I: 

14–16; S: ≥17

头孢唑林 

Cefazolin 

S S S S S S S R: ≤14; I: 

15–17; S: ≥18

环丙沙星

Ciprofloxacin 

S S S S S S S R: ≤15; I: 

16–20; S: ≥21

诺氟沙星

Norfloxacin 

S S S S S S S R: ≤12; I: 

13–16; S: ≥17

链霉素

Streptomycin 

S S S S S S S R: ≤11; I: 

12–14; S: ≥15

克拉霉素

Clarithromycin 

I I I I I I I R: ≤13; I: 

14–17; S: ≥18

四环素 

Tetracycline 

S S S S S S S R: ≤14; I: 

15–18; S: ≥19

万古霉素

Vancomycin 

R R R R R R R R: ≤14; I: 

15–16; S: ≥17

复方新诺明

Compound 

sulfamethoxazole 

S S S S S S S R: ≤10; I: 

10–16; S: ≥16

呋喃妥因

Nitrofurantoin 

S S S S S S S R: ≤14; I: 

15–16; S: ≥17

氯霉素

Chloramphenicol 

S S S S S S S R: ≤12; I: 

13–17; S: ≥18

利福平 

Rifampicin 

R R R R R R R R: ≤16; I: 

17–19; S: ≥20

庆大霉素

Gentamicin 

S S S S S S S R: ≤12; I: 

13–14; S: ≥15

多粘菌素 B 

Polymyxin B 

S S S S S S S R: ≤8; I: 8–11; 

S: ≥12 

注：R：耐药；I：中等敏感；S：敏感  

Note: R: Resistant; I: Intermediate; S: Susceptible. 

 
2.5  细菌体外竞争试验结果 

通过亲本株与基因缺失株的体外竞争试

验，验证效应因子 Rhs 在细菌间竞争的功能。

所得结果按照竞争指数 (CI)方法进行计算分

析，竞争指数(CI)计算方法：输出量的比率(缺

失株 /亲本株)除以输入量的比率(缺失株 /亲本 

株)。CI 值在 0.1–1.0 之间，表明缺失株的毒力

被轻度致弱；CI 值在 0.01–1.00 之间，表明缺

失株的毒力被中度致弱；CI 值在 0.00–0.01 之

间，表明基因缺失株的毒力被高度致弱。计

算得到亲本株 CVCC541 和含卡那霉素抗性的

缺失株 Δrhs1::kan 的 CI 值为 0.85，CVCC541
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和 Δrhs2::kan 的 CI 值 0.77，CVCC541 和

Δrhs1-2::kan 的 CI 值 0.87。体外竞争试验结果

表明，基因缺失株毒力被轻度致弱，缺失菌株

竞争力低于亲本株，效应因子 Rhs 在鼠伤寒沙

门菌间竞争中发挥了作用。 

2.6  血清杀菌试验结果 
将鼠伤寒沙门菌亲本株、rhs 基因缺失株

及回补菌株与 SPF 级健康小鼠血清混合同时以

灭活的小鼠血清作为阴性对照，评测细菌对抗

血清补体杀伤的能力。细菌存活率=(当前菌数/

初始菌数)×100%。血清杀菌结果显示(图 4)，

以亲本株 CVCC541 在小鼠血清的存活率为标

准，rhs 基因缺失株和相应的回补株在血清中的

相对存活率较亲本株均无显著差异(P>0.05)。

表明效应因子 Rhs 不影响鼠伤寒沙门菌抗血清

杀菌能力。 

2.7  小鼠体内载菌量测定结果 
分别对感染 48 h 后的小鼠器官组织进行

平板计数，统计肝脏和脾脏中的细菌数量，

计算器官组织内的载菌量 log10 (CFU/g)，载

菌量(CFU/g)=[3 个平板的 CFU 的平均数×匀

浆液体积(mL)×稀释倍数]/组织重量(g)。在小

鼠脾脏中，亲本株 CVCC541 的 log10 (CFU/g)

平 均 值 为 6.51 ， 缺 失 株 CVCC541Δrhs1 、

CVCC541Δrhs2和CVCC541Δrhs1-2的 log10 (CFU/g)

分别为 6.38、6.40 和 6.37，回补株 C-Δrhs1、

C-Δrhs2 和 C-Δrhs1-2 分别为 6.45、6.47 和 6.46。

在肝脏中亲本株 CVCC541 的 log10 (CFU/g)平均值

为 5.96，缺失株 CVCC541Δrhs1、CVCC541Δrhs2

和 CVCC541Δrhs1-2 分别为 5.70、5.74 和 5.68，

回补株 C-Δrhs1、C-Δrhs2 和 C-Δrhs1-2 分别为

5.93、5.84 和 5.90 (图 5)。结果显示，缺失株感

染小鼠后在肝脏和脾脏中的细菌量均低于亲本株

(P<0.05)，其中，缺失株CVCC541Δrhs1-2在肝脏

中的定殖能力显著下降(P<0.01)。表明效应因

子 Rhs 缺乏导致鼠伤寒沙门菌在小鼠脾脏和肝

脏组织中的定殖力降低。 

2.8  细菌感染小鼠后细胞因子分泌的测定

结果  
7 株细菌分别感染小鼠后的细胞因子分泌量

均显著高于空白对照组(P<0.01)，其中 3 株基因

缺失株细菌与亲本株 CVCC541 相比，小鼠血清

中 IL-1β和 IL-18 含量有所下降(P<0.05)，而亲本

株与回补株相比无显著差异(P<0.05) (图 6)，说

明鼠伤寒沙门菌 rhs 基因编码的效应因子 Rhs

能够调控宿主分泌 IL-1β和 IL-18 等炎性因子。 

 

 
 

图 4  各菌株抗小鼠血清杀菌能力的比较   A：小鼠血清存活；B：阴性对照 

Figure 4  Comparrison of bacterial resistances to serum. A: Survival in mouse serum; B: Negative control. 
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图 5  各菌株在小鼠脾组织和肝组织的细菌载量   A：脾；B：肝 

Figure 5  Bacterial loads in spleen and liver of infected mice. A: Spleen; B: Liver. *: P<0.05; **: P<0.01. 

 

 
 

图 6  各菌株感染小鼠后血清中 IL-1β (A)和 IL-18 (B)的变化 
Figure 6  Changes of IL-1β (A) and IL-18 (B) in the serum of mice infected with each strain. *: P<0.05. 
 

3  讨论与结论 

鼠伤寒沙门菌能够侵入宿主细胞并在胞内

存活，这与细菌通过 T6SS 释放到胞内的效应

因子功能密切相关。近年来对细菌效应因子功

能的研究取得了重要进展，效应因子能够影 

响宿主的炎症反应、重塑细胞骨架和促进沙门

菌在宿主体内的存活[25]。因此，对细菌效应因

子的研究备受人们关注。 

rhs 基因广泛存在于革兰氏阴性菌中，为了

更进一步探究该基因编码的效应因子 Rhs 的作

用，本试验通过 Red 同源重组技术构建 rhs 基 
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因缺失株及回补株，并对其生物学特性进行研

究。试验结果表明，rhs 基因的缺失不影响鼠伤

寒沙门菌的生化特性和细菌生物被膜的形成；

与亲本株相比，缺失株和回补株对抗生素的敏

感性无变化；各菌株抗小鼠血清杀菌的能力无

明显差异。细菌间竞争试验结果显示，基因缺

失株的竞争指数(CI)值分别在 0.1–1.0 之间，基

因缺失株种间竞争能力下降，这提示鼠伤寒沙

门菌效应因子 Rhs 参与细菌间竞争，之所以出

现缺失株的种间竞争能力减弱，是因为物理性

的穿透并不能对细胞产生致死性伤害，细菌之

间会通过 T6SS 向靶细胞转运蛋白，而分泌的

蛋白则决定了 T6SS 的杀伤功能[9,26]。有研究发

现，Rhs 家族蛋白和同源免疫蛋白与细菌接触

依赖的生长抑制(CDI)有关[27]。以上报道表明效

应因子 Rhs 具有一定的毒性并且在细菌的竞争

中发挥作用，本研究结果也与文献报道一致。

小鼠组织载菌量试验中，缺失株在小鼠脾脏和

肝脏中的定殖菌量均少于亲本株且差异显著

(P<0.05)。利用 ELISA 方法检测细菌感染小鼠

血清中促炎因子 IL-1β 和 IL-18 的水平，结果

显示，相较于亲本株，基因缺失株感染宿主后

血清中炎性因子 IL-1β 和 IL-18 的水平降低。

炎性因子是宿主天然免疫系统的一部分，炎性

因子的激活与半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -1 

(caspase-1，casp-1)的激活有关，casp-1 的激活

促使细胞因子 IL-1β、IL-18 的加工和释放[28]。

虽然在感染早期，IL-1β 和 IL-18 的激活通常起

到清除病原体的作用，但某些微生物可以利用

促炎因子引起宿主过度炎症反应而加重感染[29]。

例如，志贺氏菌、肠道沙门氏菌和梭状芽胞杆

菌分别分泌 IpaB、SipB 和毒素 TcdA/B，以激

活 casp-1 并导致 IL-1β 释放，随之而来的是宿

主过度炎症，这一机制被认为是这些细菌致病

的关键一步[29-32]。本研究中亲本株感染小鼠血

清中 IL-1β、IL-18 水平、组织载菌量均高于缺

失株，猜测效应因子 Rhs 可能激活了蛋白酶

casp-1，激活的 casp-1 进一步切割加工白介素

IL-1β、IL-18 的前体，使其成为成熟形式并且

分泌到胞外，随着促炎因子 IL-1β、IL-18 的释

放引起小鼠过度炎症反应，导致脾和肝组织中

亲本株细菌数量增加。 

目前对鼠伤寒沙门菌效应因子 Rhs 的生物

学研究仅是开始，找出效应因子 Rhs 在宿主内

的靶蛋白，并阐明效应因子如何通过对靶蛋白

的修饰来影响宿主细胞的正常活动，这是下一

步重要的研究方向。 
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