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摘要:【目的】通过鸡白痢沙门氏菌基因表达和缺失株生物特性的测定，鉴定其生物被膜形成的相关 σ 因
子。【方法】利用结晶紫染色定量法测定沙门氏菌生物被膜形成能力;通过触酶试验测定 rpoS 活性，确定
rpoS 基因依赖性和非依赖性生物被膜形成株;利用建立的荧光定量 PCＲ 方法比较 rpoS 基因非依赖株在指数
期和生物被膜形成期 6 个 σ 因子的基因表达差异;运用 Ｒed 同源重组系统构建所鉴定 σ 因子基因缺失株，
并测定野生株和基因缺失株对于环境应激的抵抗力差异。【结果】鸡白痢沙门氏菌 S6702 能够形成生物被
膜，触酶试验阴性，确定 S6702 为 rpoS 基因非依赖性生物被膜形成株;荧光定量 PCＲ 检测显示，培养 4 － 24 h
后 S6702 中 rpoE 基因表达量最高;与野生株相比，ΔrpoS 缺失株保留了生物被膜形成能力，而 ΔrpoE 缺失株
不能形成生物被膜。rpoS 和 rpoE 基因缺失株对于环境应激的抵抗力均显著降低。【结论】在 rpoS 基因非依
赖性生物被膜形成株中，rpoE 基因为参与生物被膜形成调控的 σ 因子之一，这一发现可用于进一步研究沙
门氏菌生物被膜形成的调控机制。
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沙门氏菌是一种能够引起人和动物感染的重要
致病菌，感染动物后临床上常表现为败血症、胃肠炎
及其它组织局部炎症［1］。鸡白痢沙门氏菌能引起
各年龄鸡发病，既可水平传播，也可垂直传播，严重
影响种蛋孵化率、育雏率、成活率，给养殖业带来严
重的经济损失［2］。沙门氏菌在畜禽体内极难清除，
甚至可以使动物终生带菌，造成持续感染。

自然界中大多数的细菌是以生物被膜状态存在
的，而沙门氏菌可以形成生物被膜［3］。细菌处于生
物被膜状态可增强细菌对外界不利条件如干燥、极
端的温度、抗菌素和消毒剂的抵抗力［4］。这不仅使
得沙门氏菌在饲养环境和家禽体内长期存活不易被

消灭，导致家禽的感染和家禽产品的污染，而且在肉
食品加工过程中这些细菌不能被正常的清洗程序所
去除［5］。沙门氏菌生物被膜形成涉及多个成分，如
卷曲菌毛［6］、纤维素［7］、荚膜多糖［8］、脂多糖［6］、分
泌蛋白 BapA［9］和Ⅲ型分泌系统 SpiA 蛋白［10］，其中
最重要的是卷曲菌毛和纤维素。

在肠杆菌科的细菌中已发现存在多种 σ 因
子［11］，其中 ＲpoS 蛋白是目前研究最多的 σ 因子，它
在稳定生长期及指数生长期受到环境应激 (饥饿、
渗透压、pH、温度和氧分压等)时控制着基因表达。
缺少 rpoS 基因可导致沙门氏菌对环境应激的抵抗
力下降，生物被膜形成能力下降，还可导致沙门氏菌
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的毒力显著下降。但是除 rpoS 外，沙门氏菌中也存
在不依赖 rpoS 基因的其他 σ 因子调控着生物被膜
形成。本实验室前期研究发现，鸡白痢沙门氏菌的
rpoS 缺失株仍可形成生物被膜，说明存在 rpoS 基因
非依赖性生物被膜形成途径，推测可能是其他 σ 因
子参与生物被膜的形成［12 － 13］。本研究通过结晶紫
染色法测定鸡白痢沙门氏菌生物被膜的形成能力，
通过触酶试验确定其 rpoS 活性，通过荧光定量 PCＲ
(Q-PCＲ)方法检测鸡白痢沙门氏菌生物被膜形成期
中不同 σ 因子基因表达差异;运用 Ｒed 同源重组法
构建所鉴定出的 σ 因子基因缺失株，最终确定新的
生物被膜形成相关因子 rpoE 基因。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株及质粒:鸡白痢沙门氏菌生物被膜形成
株 S6702［13］和大肠杆菌 DH5α 由本实验室保存;质
粒 pKD46、pKD3 和 pCP20 为 Murphy 教授(马萨诸
塞大学医学院，美国)惠赠;pGEM-T Easy Vector 购
自 Promega 公司。
1. 1. 2 仪器 和 试 剂: 所 用 仪 器 为 Ｒoche 公 司
LightCycler Nano 实时荧光 PCＲ 仪。结晶紫、刚果
红和考马斯亮蓝购自上海生工生物工程有限公司;
TSB 购自 Sigma 公司;连接酶、DNA 限制性内切酶、
Taq 酶、dNTP 等购自 Promega 公司;反转录试剂盒
PrimeScriptTM ＲT reagent Kit with gDNA Eraser，荧光
定量试剂盒 SYBＲ Premix Ex TaqTM均购自 TaKaＲa
生物工程公司 (大连 );质粒抽提试剂盒 QIAprep

Spin Miniprep Kit 购自 QIAGEN 公司，DNA 凝胶回
收试剂盒购自 AxyGen 公司，ＲNApure 超纯总 ＲNA
快速提取试剂盒购自 Biomed 公司。
1. 2 沙门氏菌生物被膜的结晶紫染色测定

生物被膜结晶紫染色定量法按 Pratt 等方法进
行［14］。每次重复 2 孔，测定 OD550值，重复 3 次取平
均值。
1. 3 生物被膜成分的检测
1. 3. 1 刚果红和考马斯亮蓝平板法:挑细菌单菌落
经 TSB 过夜培养，取 6 μL 接种于刚果红和考马斯
亮蓝平板 (胰蛋白胨 10 g /L，酵母浸出物 5 g /L，
Congo red 40 mg /L，Brilliant blue 20 mg /L，琼脂粉 15
g /L)，28℃静置培养 4 d，比较菌落形态［15］。
1. 3. 2 纤维素的检测:挑细菌单菌落经 TSB 过夜
培养，取 6 μL 接种于含 200 mg /L calcofluor 荧光增
强剂的无盐 LB 平板，28℃静置培养 4 d，紫外线下
观察菌落的荧光强度［15］。
1. 4 触酶试验

用接种环挑取一个菌落置于载玻片中央，加 1 滴
新配的 3% H2O2 于菌落上，立即观察有无气泡出
现［16］。
1. 5 Q-PCＲ 检测沙门氏菌中生物被膜形成时期不
同 σ因子的表达
1. 5. 1 引物的设计和合成:根据已找到的 σ24

( rpoE )、σ28 ( fliA )、σ32 ( rpoH )、σ38 ( rpoS )、σ54

( rpoN)、σ70( rpoD)序列，设计普通 PCＲ 扩增引物和
Q-PCＲ 扩增引物，由 TaKaＲa 生物工程公司(大连)
合成(表 1)。

表 1． PCＲ 及 Q-PCＲ 扩增引物序列
Table 1． Primers used for amplification of PCＲ and real-time qPCＲ

Genes Sizes of each gene / bp PCＲ Prime sequences (5'→3') Q-PCＲ Prime sequences (5'→3')

ＲpoE 576
TCAACGCCTGATAAGCGGTTGAACT GATGGCACATAGCGGGAAA
ATGAGCGAGCAGTTAACGGACCAGG AACGGGTCCAGAAGGGAGA

FliA 720
CTATAACTTACCCAGTTTGGTGCGT CAGCAGTTGATGTAACGGGTTTT
GTGAATTCACTGTATACCGCTGAAG TACGATGAGTGGCGGGAAG

ＲpoH 855
TTACGCTTCGATCGCAGCGCGAAGC CCACCATTTCAACCTCATCCT
ATGACCAAAGAAATGCAAAATTTAG CTGCGTAACTGGCGTATCGT

ＲpoS 993
ATGAGTCAGAATACGCTGAAAGTTC CGTCAGCCGTATGCTTCG
TTACTCGCGGAACAGCGCTTCGATA CGCTGTTTGGCGTTCAGTT

ＲpoN 1434
ATGAAGCAAGGTTTGCAACTCAGGC CGACAGTATTCCCCGTTTACAGA
TCAAACCAGCTGTTTGCGTTGGTTT TTATCAGCCATTTCGCATCCT

ＲpoD 1983
ATGCCGCATATCGATCGGGA CTCGTTTGTCCGATCTTATCACC
TTAATCGTCGAGGAAGCTGC GCCGTCTTCTTCATCTTCGTCT

1. 5. 2 沙门氏菌重组质粒标准品的制备:以细菌
DNA 为模板，应用所设计 PCＲ 引物进行扩增，电泳

后经 DNA 凝胶回收试剂盒进行回收。回收产物分
别与 pEASY-T3 载体连接、转化，均按分子克隆实验
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指南进行［17］。挑选阳性克隆菌用 QIAprep Spin
Miniprep Kit 试剂盒进行质粒抽提，所提的质粒用
EcoＲ I 酶切后，1%琼脂糖电泳进行鉴定。阳性质粒
送南京金斯瑞科技有限公司进行测序。
1. 5. 3 Q-PCＲ 检测方法的建立:①Q-PCＲ 体系:按
照 SYBＲ Premix Ex TaqTM说明书要求进行 Q-PCＲ
的绝对定量，Q-PCＲ 体系配置(20 μL)如下:SYBＲ
 Premix Ex TaqTM (2 × ) 10 μL、10 μmol /L 的 Q-
PCＲ 引物各 0. 4 μL、DNA 模板 2. 0 μL、dH2O(灭菌
蒸馏水) 7. 2 μL。反应条件为:95℃ 预变性 30 s;
95℃变性 5 s，60℃退火 20 s，共 40 个循环;融解曲
线阶段:60℃ 15 s，95℃ 1 s。反应结束后，对获得的
扩增曲线、Ct 值进行处理。

②重组质粒标准品标准曲线的绘制:利用公式
(1)计算出每微升质粒中的基因拷贝数。

N = C
M × 324. 5

× 6. 02 × 1023 公式(1)

C:质粒浓度( ng /μL);M:质粒大小( bp)。按 10 倍
梯度稀释的方法分别将构建的质粒稀释成 102 －
1010 copies /μL 共 8 个浓度梯度，用 LightCycler 

Nano 实时荧光 PCＲ 仪进行扩增，反应结束后得到
各个浓度的质粒所对应的扩增曲线、Ct 值，通过软
件分析得到相应的标准曲线。
1. 5. 4 沙门氏菌中生物被膜形成时期不同 σ因子
表达量的检测:S6702 接种 TSB 后，静置培养 4、8 和
24 h，使用 ＲNApure 超纯总 ＲNA 快速提取试剂盒提
取样品菌株的 mＲNA，按照 PrimeScriptTM ＲT reagent
Kit with gDNA Eraser 说明书要求，进行 DNA 去除和
反转录反应。以反转录完成的 cDNA 作为模板，用
表 1 中合成的各对引物，按照 1. 5. 3 的方法进行荧
光定量 PCＲ 扩增。
1. 6 σ因子基因缺失株的构建

细菌的缺失株构建方法按照 Murphy 等方法进
行［18］，引物序列见表 2。

最后测试辅助质粒 pCP20 和 cat 基因的丢失情
况，获得无抗性的突变株，分别命名为△rpoE 和
△rpoS。基因突变株的鉴定:煮沸裂解法提取含 cat
基因转化子和无抗性的突变株的 DNA，用表 1 中引
物 rpoE-F / rpoE-Ｒ 和 rpoS-F / rpoS-Ｒ 分别进行 PCＲ
扩增鉴定，预期的片段大小见表 3。

表 2． 扩增靶基因及打靶片段的引物序列
Table 2． Primers used for amplification of target genes and fragments

Primers PCＲ Prime sequences (5'→3')
ＲpoE-D1 CGCCGCCGCTTTCAAAGTTTTCTGCTTCAATCGCGTCTACATCACTGGAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
ＲpoE-D2 AGTGCGCTACCAGCATAAAGTGGCGAGTCTGGTTTCCCGCTATGTGCCACATATGAATATCCTCCTTAG
ＲpoS-D1 ATGAAGACGCGGAATTTGATGAGAACGGAGTAGAGGCTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
ＲpoS-D2 TGCGTCTGCAGAATTTCGCGCAGACGGCGCAGGCCTTCACATATGAATATCCTCCTTAG
ＲpoE-HF CGGGATCCTCAACAGCCTGATAAGCGGTTGAACT
ＲpoE-HＲ CCGCTCGAGATGAGCGAGCAGTTAACGGACCAGG
ＲpoS-HF CGGGATCCATGAGTCAGAATACGCTGAAAGTTC
ＲpoS-HＲ CCGCTCGAGTTACTCGCGGAACAGCGCTTCGATA

表 3． PCＲ 扩增片段大小 (bp)

Table 3． The size of amplified genes by PCＲ (bp)

Genes Wild type strain Mutants with cat gene Mutants without cat gene
rpoS 993 1260 330
rpoE 576 1368 438

1. 7 回复试验
以细菌基因组 DNA 为模板，分别用表 2 中引物

rpoE-HF / rpoE-HＲ 和 rpoS-HF / rpoS-HＲ 扩增 rpoE 和
rpoS 基因，扩增后的基因片段分别通过 BamHI 和
XhoI 酶切后连接到 pGEX-6P-1，酶切鉴定、测序后，
分别将其导入△rpoE 和△rpoS 中，测定其生物被膜
形成能力，进行表型鉴定。
1. 8 对环境应激抵抗力的测定

将细菌接种 LB 培养基中后 37℃ 静置培养过

夜，4000 r /min 离心 10 min，用等量的 PBS 重悬细
菌，将 OD600值调至 0. 4。热应激条件下，取 100 μL
重悬菌液，在 54℃热激条件下加热 3 min，;氧化应
激条件下，100 μL H2O2 (10 μmol /L)加入等量的细
菌重悬液，37℃振摇培养 30 min;酸性应激条件下，
将 100 μL 的重悬菌液加入 900 μL LB 培养基(醋酸
调至 pH = 5. 0)，37℃振摇培养 20 min;碱性应激条
件下，100 μL 的重悬菌液中加入 800 μL 1. 0 mol /L
Tris-HCl(pH = 10. 0)和 100 μL 的蒸馏水，37℃振摇
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培养 30 min。将所得菌液按 10 倍梯度稀释，接种麦
康凯平板培养后计算 CFU［19］。

2 结果

2. 1 沙门氏菌 rpoS 基因非依赖型生物被膜形成株
筛选

触酶试验不产生气泡，确定 S6702 为 rpoS 基因
非依赖性生物被膜形成株。
2. 2 6 个 σ 因子重组质粒标准品的标准曲线的
绘制

采用建立的 Q-PCＲ 检测体系进行扩增，熔解曲
线均能显示出很明显的单峰，说明特异性较好;扩增
曲线显示重组质粒浓度在 103 － 1010可形成较为理
想的扩增曲线和标准曲线。
2. 3 Q-PCＲ 检测生物被膜形成时期不同 σ因子的
表达差异

Q-PCＲ 检测结果显示，鸡白痢沙门氏菌 S6702
从指数期至生物被膜形成期，6 个 σ 因子的表达量
均呈下降趋势;rpoS 基因在 4 － 24 h 生物被膜形成
时的表达量不高，进一步证明了该株沙门氏菌的生
物被膜形成是 rpoS 基因非依赖性的。运用 SPSS
19. 0 数据分析软件，方差分析各组间差异，结果显
示在 24 h 生物被膜形成时期 rpoE 基因的表达量显
著高于其他 5 个 σ 因子(P ＜ 0. 05)。说明 rpoE 基
因可能为参与生物被膜形成的 σ 因子(图 1)。

图 1． 荧光定量 PCＲ 检测 S6702 生物被膜形成期 6

个 σ因子表达量
Figure 1． Expression of six different Sigma factors in S6702 during

the period of biofilm formation detected by real-time qPCＲ．

2. 4 基因缺失株的鉴定
运用 Ｒed 同源重组法构建 S6702△rpoS、S6702

△rpoE 基因缺失突变株。PCＲ 鉴定，含 cat 基因的
突变株扩增条带大小为 1260 bp 和 1368 bp，抗性基
因敲除后的突变株扩增条带为 330 bp 和 438 bp，所
有突变株均扩增出预期大小的条带(图 2)。

图 2． rpoS 和 rpoE 基因缺失株的 PCＲ 鉴定
Figure 2． Identification of rpoS and rpoE mutants by PCＲ． M: 2kb

Maker; lane 1: The amplified fragments of wild-type strains S6702; lane

2: The amplified fragments of mutants with cat gene; lane 3: The

amplified fragments of mutants with cat gene deletion; lane 4: Blank．

2. 5 沙门氏菌野生株、缺失株及回复株生物被膜形
成能力及生物被膜成分的测定

结晶紫染色定量法测定，野生株 S6702 的 OD550

值为 0. 543 ± 0. 038，空白对照值为 0. 105 ± 0. 017。
与野生株 S6702 相比，△rpoE 缺失株的 OD550值为
0. 112 ± 0. 012，说明其完全不能形成生物被膜(P ＜
0. 01); 而 △rpoS 缺失株 的 OD550 值 为 0. 512 ±
0. 039，说明其形成生物被膜的能力无明显变化。

生物被膜成分测定结果显示，在刚果红和考马
斯亮蓝平板上野生株 S6702 呈现棕色干燥粗糙型菌
落，紫外线下荧光板的荧光弱;而△rpoE 缺失株呈
现粉色干燥粗糙型菌落，紫外线荧光板荧光增强;
△rpoS 缺失株与野生株形成的菌落及荧光强弱无明
显差异。

回复试验结果显示，rpoS 回复株 (△rpoSＲ)的
OD550值为 0. 532 ± 0. 018，与△rpoS 缺失株和野生株
的生物被膜形成能力类似。rpoE 回复株(△rpoEＲ)
的 OD550值为 0. 539 ± 0. 014;在刚果红和考马斯亮
蓝平板上均呈现棕色干燥粗糙型菌落，荧光板荧光
强度与野生株相似，说明 rpoE 互补株恢复了生物被
膜形成能力(图 3)。
2. 6 对环境应激抵抗力的检测

与野生株 S6702 相比，△rpoS 和△rpoE 基因缺
失株在热应激(图 4-A)、氧化应激(图 4-B)、酸性应
激(图 4-C)和碱性应激(图 4-D)条件下对外界环境
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图 3． S6702 野生株、缺失株及回复株的生物被膜形成能力的测定(A)和生物被膜表型及纤维素的表达测定(B)
Figure 3． Determination of biofilm of strains (A)，and morphotypes and expressions of cellulose (B) by S6702 ，its rpoS and rpoE mutants，and revertants．

应激的抵抗力均显著降低(P ＜ 0. 05)。

3 讨论

沙门氏菌可形成生物被膜，而处于生物被膜状
态的细菌对外界不利的生长环境、机体和免疫力或
各种杀菌作用具有更强的抵抗力［20］。同时，生物被
膜的形成可以导致细菌的持续感染。鉴于沙门氏菌
对食品卫生的重要影响力，食品生产和加工企业会
投入巨大的资源来防止沙门氏菌的污染和传播［21］。
rpoS 基因已被证实是参与生物被膜被形成密切相关
的基因［22］，通过直接激活或通过 mlrA 基因间接激
活 csgD 基因［23］，而 csgD 基因通过激活 csgBAC 操纵
子合成卷曲菌毛，通过激活 adrA 基因调控纤维素的
生成，最终影响生物被膜的形成［24］。Ｒomling 等测
定鼠伤寒沙门氏菌和肠炎沙门氏菌生物被膜形成能
力时发现，在鼠伤寒沙门氏菌中卷曲菌毛和纤维素
的合成是依赖 rpoS 基因的，而在肠炎沙门氏菌中生
物被膜的形成却是不依赖 rpoS 基因的［25］。我们在

构建鸡白痢沙门氏菌 rpoS 基因缺失株时发现，鸡白
痢沙门氏菌卷曲菌毛和纤维素的合成及生物被膜形
成均不受影响，说明鸡白痢沙门氏菌中也存在 rpoS
基因不依赖性生物被膜调控途径。因此这种不依赖
rpoS 基因生物被膜形成途径中可能是由其他 σ 因
子参与调控完成的。

沙门氏菌生物被膜的主要成分为卷曲菌毛和纤
维素，在刚果红和考马斯亮蓝平板上能够形成四种
形态的菌落［26］，(1)红色干燥粗糙型(ＲDAＲ)，表示
该细菌可产生菌毛和纤维素;(2)棕色干燥粗糙型
(BDAＲ)，表示该细菌只产生菌毛;(3)粉色干燥粗
糙型(PDAＲ)，表示该细菌只产生纤维素;(4)白色
光滑型( SAW)，表示该细菌不产生菌毛和纤维素。
有研究表明，菌种、营养或粘附表面的不同会导致生
物被膜组成成分的不同。Solano 等指出纤维素是肠
炎沙门氏菌生物被膜的重要组成部分［27］，但是
Prouty 等证实纤维素并不是鼠伤寒沙门氏菌在胆结
石表面形成生物被膜的主要成分［28］。本实验室前
期研究证实，鸡白痢沙门氏菌 ompＲ 基因缺失株卷
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图 4． S6702 野生株和缺失株对于环境应激抵抗力的测定
Figure 4． Determination of resistance to environmental stress for S6702 and mutants． A: Heat shock; B: Oxidative stress; C:

Acid endurance; D: Alkali endurance．

曲菌毛蛋白显著下降，纤维素表达量没有变化，其生
物被膜形成能力降低;而另一 rfaG 基因缺失株卷曲
菌毛蛋白无变化，纤维素表达量显著增加，但生物被
膜形成能力无明显增加。因此，卷曲菌毛在鸡白痢
沙门氏菌生物被膜中起主要作用［12］。我们构建的
rpoS 基因缺失株与野生株 S6702 在该平板上均呈棕
色干燥粗糙型菌落，荧光板荧光弱，说明只产生卷曲
菌毛，证明 S6702 确为 rpoS 基因非依赖性生物被膜
形成株;而 rpoE 基因缺失株呈粉色干燥粗糙型，且
荧光板的荧光强，说明产生纤维素，但不产生卷曲菌
毛。因此 rpoE 基因的缺失是通过影响卷曲菌毛的
形成而导致其不能形成生物被膜。

当肠杆菌科细菌处于逆境条件下 rpoS 基因能
够启动复杂的调控网，从而改变细菌对不同环境压
力的应答以及某些特性［29］。野生株 S6702 虽然为
rpoS 基因非依赖性生物被膜形成株，rpoS 基因缺失
后仍能够形成生物被膜，但由于 rpoS 基因是细菌稳
定期和逆境下生存所必需的调控因子，故 rpoS 基因
缺失后细菌对于环境应激的抵抗力显著下降。rpoE
基因是另一种普遍存在于细菌中的调节基因，在细
菌遭受非致死性环境胁迫的过程中起着重要调节作
用［16］。在大肠杆菌中，细菌受到外膜压力和热应激

作用，rpoE 被活化释放到细胞质中，作为 σ 因子能
够激活 80 余种基因的表达，包括热休克蛋白、greA、
其他分子伴侣，并能指导外膜应激受损蛋白的重新
正确装配［30］。因此，S6702 缺失 rpoE 基因后不但使
缺失株不能形成生物被膜，而且对于外界环境应激
的抵抗力也显著降低。最新的一个对鼠伤寒沙门氏
菌中纤细凝集性菌毛形成表达的研究显示，rpoE 基
因参与了 csg 基因的表达调控，说明 rpoE 基因可以
通过经典的途径调控卷曲菌毛的表达，但其具体的
调控通路仍然是复杂的［31］。本研究鉴定出了在
rpoS 基因非依赖性生物被膜形成株中，rpoE 基因为
参与生物被膜形成的 σ 因子，这为进一步研究其调
控的下游基因，从而阐明沙门氏菌生物被膜的调控
机制奠定了基础。
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Identification of rpoE gene associated with biofilm
formation of Salmonella pullorum
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Abstract:［Objective］ In order to identify Sigma factor associated with biofilm formation of Salmonella pullorum，we

determined the gene expression in the wild type strain and biological characteristics of deletion mutants． ［Methods］

Biofilm forming ability of S． pullorum strain was detected by crystal violet assay． The rpoS gene-dependent or -independent

strain for biofilm formation was determined by catalase test． Ｒeal-time PCＲ was established to compare the expression of

six different Sigma factors during biofilm formation． Deletion mutants were constructed using the Ｒed recombination

system，and their resistance to environmental stress was determined． ［Ｒesults］ S． pullorum strain S6702 had strong

ability of biofilm formation． The result of catalase test was negative，indicating that S6702 was an rpoS-independent strain

for biofilm formation． The expression of rpoE gene was the highest during 4 h and 24 h post-incubation． Compared to wild-

type strains，ΔrpoS kept the biofilm-forming ability，whereas ΔrpoE mutant could not produce biofilm． Both mutants with

deletion of the rpoS and rpoE genes had reduced resistance to environmental stress． ［Conclusion］ The rpoE gene was

identified as one of biofilm formation associated genes in a S． pullorum rpoS-independent strain． The finding may help to

elucidate the regulatory mechanism of Salmonella biofilm formation．
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