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摘   要：【目的】本研究构建禽致病性大肠杆菌(avian pathogenic Escherichia coli, APEC) ygeG 基因缺

失株，并对其进行生物学特性及致病性分析，探究 ygeG 在 APEC 致病过程中的作用，为后期深入研究

其所在的Ⅲ型分泌系统 2 (type three secretion systems 2，ETT2)毒力岛的致病机制奠定基础。【方法】利

用 Red 同源重组技术构建 ygeG 缺失株 APEC81-ΔygeG 及其回复株 APEC81-CΔygeG，通过运动性、

生物被膜形成能力、抗逆性、抗血清杀菌能力等试验分析 ygeG 对 APEC 致病性相关的生物学功能的影

响，并通过细胞黏附、侵袭试验及荧光定量 PCR 检测细胞炎性因子转录水平探究 ygeG 对 APEC 感染宿

主过程的影响。【结果】成功构建了缺失株 APEC81-ΔygeG 和回复株 APEC81-CΔygeG；与野生株

APEC81 相比，缺失株 APEC81-ΔygeG 生长特性无显著变化(P>0.05)，生物被膜形成能力显著降低

(P<0.01)，运动能力极显著升高(P<0.001)，对酸休克和氧化休克的耐受力极显著降低(P<0.001)，对碱、渗

透压和热休克的耐受力显著降低(P<0.01)；血清杀菌实验表明，ygeG 缺失能显著降低其抗血清杀菌作用

(P<0.01)，血清浓度为100%、30%时，差异极显著(P<0.001)；与野生株APEC81相比，缺失株APEC81-ΔygeG

对鸡气管粘膜上皮细胞的黏附能力极显著下降(P<0.001)，侵袭能力显著升高(P<0.01)；同时，经 APEC81- 

ΔygeG 感染的鸡气管粘膜上皮细胞炎性因子转录水平显著升高(P<0.01)。【结论】ygeG 影响 APEC 的

生物被膜形成、运动性、抗逆性、黏附侵袭能力、以及对血清的敏感性等，并可抑制细胞炎性因子表达。 
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Effect of ygeG on biological characteristics and the 
pathogenicity of avian pathogenic Escherichia coli 

JIANG Nan, ZHENG Qianqian, LI Qianwen, TU Jian, SONG Xiangjun, SHAO Ying,  
QI Kezong* 
Anhui Province Key Laboratory of Veterinary Pathobiology and Disease Control, College of Animal Science and 
Technology, Anhui Agricultural University, Hefei 230036, Anhui, China 

Abstract: [Objective] To construct the ygeG deletion strain of avian pathogenic Escherichia coli 

(APEC), and analyze its biological characteristics and pathogenicity to explore the role of ygeG plays 

on the pathogenesis of APEC, so as to lay a foundation for further research on the pathogenesis of type 

three secretion system 2 (ETT2), which ygeG locates in. [Methods] The ygeG deletion strain 

(APEC81-ΔygeG ) and complementary strain (APEC81-CΔygeG) were constructed by Red homologous 

recombination technology. Then, the growth curve, motility, biofilm formation, stress resistance, serum 

resistance among APEC81, APEC81-ΔygeG and APEC81-CΔygeG were compared and analyzed. The 

effect on host infection of ygeG was investigated by cell adhesion, invasion test and inflammatory 

factor expression level detection by fluorescence quantitative PCR. [Results] We successfully 

constructed APEC81-ΔygeG and APEC81-CΔygeG. Compared with APEC81, there was no significant 

changes in growth characteristics in APEC81-CΔygeG (P>0.05). However, biofilm formation ability of 

APEC81-ΔygeG significantly decreased (P<0.01), motility of APEC81-ΔygeG extremely significantly 

improved (P<0.001). Compared with APEC81, APEC81-ΔygeG showed lower tolerance to acid 

(P<0.001) and oxidative shock (P<0.001), and higer tolerance to alkali (P<0.01), osmotic pressur 

(P<0.01) and heat shock (P<0.01). Furthermore, serum survival experiments results showed that 

deletion of ygeG significantly decreased survival abilities of APEC81 in serum (P<0.01), and extremely 

significantly decreased at serum concentrations of 100% and 30% (P<0.001); The adhesion of 

APEC81-ΔygeG to epithelial cells of chicken trachea mucosa was extremely significantly decreased 

(P<0.001), and the invasion ability was significantly increased (P<0.01). Furthermore, qPCR results 

also showed that APEC81-ΔygeG significantly up-regulated the transcription level of of inflammatory 

factors in chicken tracheal epithelial cells (P<0.01). [Conclusion] These data indicated that ygeG plays 

roles in regulation of biofilm formation, motility, stress resistance, adhesion and invasion ability, and 

serum resistance of APEC, it also can inhibit cell inflammatory factor expression. 

Keywords: avian pathogenic E. coli; ETT2; ygeG; biological characteristics; pathogenicity 
 

禽 致 病 性 大 肠 杆 菌 (avian pathogenic 

Escherichia coli，APEC)是一种典型的肠道外致

病菌，在禽类中具有广泛的宿主谱，不仅是严

重危害养禽业健康发展的重要病原菌，而且是

人类肠外致病性大肠杆菌毒力基因的潜在储

库，由于血清型复杂多样，毒力基因簇突变率

高，其防治仍存在诸多困难[1]。 

大肠杆菌Ⅲ型分泌系统 2 又称 ETT2 毒力

岛[2]，是在 Escherichia coli O157:H7 Sakai 菌株

的基因组中首次被发现的一种新的大肠杆菌
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Ⅲ型分泌系统[3]。ETT2 存在于大多数大肠杆菌

基因组中，并且在参与细菌致病性中起重要作

用[4]。Ideses 等[5]、Osawa 等[6]及 Kim 等[7]先后

在败血病、新生儿脑膜炎病和腹泻性大肠杆菌

病研究中，分别证实了 ETT2 对于人肠外致病

性大肠杆菌感染致病的重要性。同时，ETT2 在

APEC 中广泛存在，并与致病性生物学表型密

切相关[8]。APEC-ETT2 可协助分泌具有泛素连

接酶活性的效应蛋白 EspE3[9]，但其具体分泌机

制及 EspE3 与宿主互作机制仍未探明。作为主

要的毒力基因簇，APEC-ETT2 编码至少 35 个开

放阅读框，位于 yge (ecs3707-3712)开放阅读框

内的 ygeG (ecs3708)编码 YgeG 蛋白，该蛋白为

假定的 ETT2 伴侣蛋白[8]。在大肠杆菌Ⅲ型分泌

系统中，伴侣蛋白可以辅助效应蛋白正确折叠

并易位至宿主细胞，对效应蛋白的分泌及细菌

致病作用具有重要意义[10–11]。 

本实验室曾研究 ygeG 在含有不完整 ETT2

基因簇的 APEC40 中的生物学特性及部分致病

作用[8]，发现 ygeG 对部分生物学特性具有重要

调控作用，例如 ygeG 能够抑制 APEC40 生物被

膜的形成、降低细菌运动性等。本研究在

APEC81 上展开，该菌株含有完整的 ETT2 基因

簇[12]。由于国内外对于 ygeG 的研究较少，且目

前尚未见对含有完整 ETT2 基因簇的菌株中

ygeG 调控功能的研究，因此，本研究的开展可

为阐明 ETT2 致病机制提供理论支撑，为 APEC

的防治提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒和细胞株 
APEC81[12]，质粒 pKD46、pKD3、pCP20、

pSTV28，鸡气管粘膜上皮细胞均由兽医病理生

物学与疫病防控安徽省重点实验室保存。 

1.2  主要试剂、仪器及培养基 

限制性内切酶 EcoR I 和 BamH I 均购自赛

默飞世尔科技(中国)有限公司；T4 连接酶购自

TaKaRa 公司；大肠杆菌 DH5α 感受态细胞、LB 

Broth 购自生工生物工程(上海)股份有限公司；

L-阿拉伯糖购自 Sigma 公司；SPF (specific 

pathogen free)级鸡血清购自 Gibco 公司；胎牛

血清、细胞培养基购自赛百慷(上海)生物技术股

份有限公司；荧光定量 PCR 仪购自上海昆士兰

生物科技发展有限公司；Gene Pulser Xcell 电

穿孔系统(Bio-rad 伯乐)购自北京赛百奥科技有

限公司；低温冷冻高速离心机购自北京博雅创

新科技发展有限公司。 

1.3  引物的设计及合成 

根据 GenBank 公布的 Escherichia coli 

O157:H7 Sakai 菌株 ETT2 毒力岛中的 ygeG 基因

序列(NC_002695.2)，使用软件 Primer Premier 5

设计引物，由生工生物工程(上海)股份有限公司

合成，引物具体信息见表 1。 

1.4  基因缺失株和回复株的构建 

根据 Red 同源重组系统原理及方法[13]，将

同源臂片段电转化到含有 pKD46 质粒的

APEC81 感受态细胞中进行敲除。筛选阳性重

组子，电转入 pCP20 质粒(氨苄青霉素抗性) 

42 °C 过夜培养，用 ygeG-in-F/R，ygeG-out-F/R

引物进行 PCR 验证，筛选消除氯霉素抗性片段

的缺失株。经测序验证后的缺失株命名为

APEC81-ΔygeG。将含有酶切位点的 ygeG 基因

片段连接到 pSTV28 载体上，转化到 DH5α 中，

使用 M13-F/M13-R 引物筛选、鉴定回复质粒

pSTV28-ygeG，并电转化至 APEC81-ΔygeG 感

受态细胞中，构建基因的回复株。经测序验证

后的回复株命名为 APEC81-CΔygeG。引物序列

见表 1。 
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表 1  缺失株及回复株引物设计 
Table 1  Primers used in the gene deletion and complementary strains 

Primers Sequences (5′→3′) Usage 
Product 

size/bp 

ygeG-in-F CGCATTATCGAAAGGAG Endogenous identification 

primers of ygeG 

300 

ygeG-in-R CCAATTTGACATTGACC  

ygeG-out-F CCTCGTCACCAGACATAA Exogenous identification 

primers of ygeG 

1 387 

ygeG-out-R CAGGGACTCGTCACTAACAATA  

ygeG-up-F TCATAAAACTGACCAAA The upstream sequence of 

ygeG 

481 

ygeG-lap-cm-up-R CCAGCCTACATCCATAATATTCCTCTG  

ygeG-lap-cm-down-F TATTCATATGTCAGAAGATAATGGCTAA The downstream sequence of 

ygeG 

601 

ygeG-down-R ATGAAGTAGTGAAAGGG  

pkd3-cm-lap-ygeG-F ATATTATGGATGTAGGCTGGAGCTGCT Chloramphenicol resistance 

cassette 

1 013 

pkd3-cm-lap-ygeG-R TATCTTCTGACATATGAATATCCTCCTTAGTT  

ygeG-C-EcoR I-F CCGGAATTCCTCTTGGAGGAAAATACCTAACAC Used for constructing ygeG 

complementary plasmid 

1 087 

ygeG-C-BamH I-R CGCGGATCCAATGCTTAGTTATTATCTTCT  

M13-F CAGGAAACAGCTATGAC Used for identifying 

complementary plasmids 

1 197 

M13-R GTTTTCCCAGTCACGAC  

 
1.5  生长曲线测定 

培 养 野 生 株 APEC81 、 基 因 缺 失 株

APEC81-ΔygeG、基因回复株 APEC81-CΔygeG

至对数生长期，然后将 3 株菌调整至 OD600=1.0，

按 1:100 比例，将菌液转接至 96 孔板，每隔 1 h

用酶标仪测定 OD620，根据 OD620 数值绘制生长

曲线[14]。 

1.6  运动性测定 
培 养 野 生 株 APEC81 、 基 因 缺 失 株

APEC81-ΔygeG、基因回复株 APEC81-CΔygeG

至对数生长期，无菌 PBS 洗涤、重悬，取 2 μL

调整至 OD600=2.0 的菌液点样于琼脂粉含量为

2.5 g/L 的半固体培养基上，37 °C 培养 8 h 后观

察细菌菌圈直径，比较 3 株菌的运动能力[14]。 

1.7  生物被膜形成能力的测定 
根据文献[14]方法采用 10 mL 离心管测定

细菌生物被膜形成能力。培养野生株 APEC81、

基 因 缺 失 株 APEC81-ΔygeG 、 基 因 回 复 株

APEC81-CΔygeG 至对数生长期，无菌 PBS 洗

涤、重悬，然后将 3 株菌调整至 OD600=0.03，

37 °C 静置培养 18 h。无菌 PBS 洗涤后加入 0.1%

结晶紫染色 10 min。用 PBS 洗涤并自然风干

后，加入 95%乙醇，酶标仪测定 OD595 数值。 

1.8  运动性及生物被膜形成相关基因的转

录水平检测 
参照文献[8]选取与细菌运动性、生物被膜

形成相关的基因，参照 Trizol 法提取细菌的总

mRNA。核酸蛋白浓度测定仪检测 RNA 浓度。

采用反转录试剂盒对 RNA 进行反转录。细菌

16S rRNA 作为内部参考基因，通过 qRT-PCR

检测 APEC81、APEC81-ΔygeG 相关基因转录水

平，使用 2–∆∆CT 方法计算基因相对表达量。 

1.9  环境耐受力测定 
培养野生株 APEC81、基因缺失株 APEC81- 

ΔygeG、基因回复株 APEC81-CΔygeG 至对数生

长期，无菌 PBS 洗涤、重悬，然后将 3 株菌

OD600 调至相同。细菌在 75 °C 处理 10 min，通

过活菌计数法测定细菌在热休克中的存活率。
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将细菌分别重悬于 pH 3.0、pH 10.0、4.8 mol/L

浓度的 NaCl 溶液、10 mmol/L 浓度的 H2O2 溶

液中，37 °C 孵育 1 h 后梯度稀释，涂板计数，

测定细菌在酸、碱、渗透压和氧化休克中的存

活率。 

1.10  血清杀菌实验 
参照文献[14]方法通过测定活菌数分析 3 株

菌的血清敏感性。培养野生株 APEC81、基因

缺失株 APEC81-ΔygeG、基因回复株 APEC81- 

CΔygeG 至对数生长期，无菌 PBS 洗涤、重悬，

调整细菌数量为 1×108 CFU/mL。将 SPF 鸡血清

用 PBS 稀释至 10%、30%、50% 3 个梯度，将

热灭活的血清设置为阴性对照，取 10 μL 菌液

至 190 μL 不同浓度的血清(100%、50%、30%

和 10%)中，混匀，37 °C 静置 30 min，取处理

后菌液梯度稀释，涂板计数。 

1.11  细胞黏附、侵袭试验 
鸡气管粘膜上皮细胞黏附及侵袭试验参考

文献[8]方法进行。培养野生株 APEC81、基因

缺失株 APEC81-ΔygeG、基因回复株 APEC81- 

CΔygeG 至对数生长期，无菌 PBS 洗涤后以含

10%胎牛血清的鸡气管粘膜上皮细胞培养基重

悬，按 100 个感染复数(multiplicity of infection，

MOI)感染鸡气管粘膜上皮细胞后，置于 37 °C、

5% CO2 细胞培养箱中孵育 1 h。无菌 PBS 洗涤

细胞后，用预冷的 0.5% TritonX-100 将其裂解，

PBS 倍比稀释裂解液后涂板计数。 

细胞侵袭试验与细胞粘附试验的感染方式

相同，感染细胞 1 h 后用无菌 PBS 洗涤，加入

含有 1%庆大霉素的培养基，37 °C、5% CO2 细

胞培养箱中继续孵育 1 h。无菌 PBS 洗涤细胞

后，用预冷的 0.5% Triton X-100 将其裂解，PBS

倍比稀释裂解液后涂板计数。 

1.12  宿主细胞炎性因子转录水平 

培养野生株 APEC81、基因缺失株 APEC81- 

ΔygeG、基因回复株 APEC81-CΔygeG 至对数

生长期，无菌 PBS 洗涤后以含 10%胎牛血清的

鸡气管粘膜上皮细胞培养基重悬，按 100 个感

染复数 MOI 感染鸡气管粘膜上皮细胞后，置

于 37 °C、5% CO2 细胞培养箱中孵育 2 h。无

菌 PBS 洗涤细胞后，用动物细胞 RNA 提取试

剂盒提取总 mRNA，采用反转录试剂盒对

RNA 进行反转录，β-actin 作为内部参考基因，

参照文献[15]选取部分炎性因子相关的基因，

通过 qRT-PCR 检测 APEC81、APEC81-ΔygeG

感染后鸡气管粘膜上皮细胞的炎性因子基

因转录水平，使用 2–∆∆CT 方法计算相对表达

水平。 

1.13  数据分析 

利用 GraphPad Prism 8.0 软件 Student’s t-test

方法分析数据并作图 (*：P<0.05；**：P<0.01；

***：P<0.001)。 

2  结果与分析 

2.1  基因缺失株 APEC81-ΔygeG 和基因回

复株 APEC81-CΔygeG 的鉴定 

对挑取的疑似阳性缺失株进行 PCR 鉴定。

以 ygeG-in-F/R 进行检测，野生株扩增的片段大

小为 300 bp (图 1A：泳道 1)，缺失株无扩增条

带(图 1A：泳道 3)；用 ygeG-out-F/R 鉴定，野

生株扩增大小为 1 387 bp (图 1A：泳道 2)，缺

失株扩增大小为 901 bp (图 1A：泳道 4)，测序

表明缺失株构建成功，将缺失成功的菌株命名

为 APEC81-ΔygeG。同时，回复株用 M13 引物

进行验证，pSTV28 空质粒作为对照，结果显示，

pSTV28 空质粒扩增大小为 110 bp (图 1B：泳

道 1)，回复株出现 1 197 bp 条带(图 1B：泳道 2)，

测序显示基因回复株构建成功，将回复株命名

为 APEC81-CΔygeG。 
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图 1  基因缺失株和基因回复株的 PCR 鉴定 
Figure 1  Identification of the mutant and complementary strains by PCR. A: identification of 
APEC81-ΔygeG by PCR. M: trans 5K DNA marker I; lane 1: wild strain by primers ygeG-in-F/R; lane 2: 
wild strain by primers ygeG-out-F/R; lane 3: APEC81-ΔygeG by primers ygeG-in-F/R; lane 4: 
APEC81-ΔygeG by primers ygeG-out-F/R; B: identification of APEC81-CΔygeG by PCR. M: trans 2K DNA 
ladder; lane 1: pSTV28 empty plasmid; lane 2: APEC81-CΔygeG. 
 

2.2  生长曲线测定 
野生株 AE81、基因缺失株 APEC81-ΔygeG、

基因回复株 APEC81-CΔygeG 在 LB 液体培养基

中的生长速度基本一致，无显著差异(图 2)，表

明缺失 ygeG 不影响细菌的生长特性(P>0.05)。 

2.3  运动性检测 
运动性检测结果显示，APEC81-ΔygeG 运

动能力极显著高于野生株(P<0.001)，回复株运

动能力有所恢复，见图 3。 

 

 
 
图 2  不同菌株的生长曲线 
Figure 2  Bacterial growth kinetics of each strain. 

 
 
图 3  各菌株运动性测定结果 
Figure 3  Bacterial motility of each strain. A: 
APEC81, APEC81-ΔygeG and APEC81-CΔygeG; B: 
data analysis of motility diameter. ***: P<0.001; **: 
P<0.01. 
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2.4  ygeG 基因缺失影响生物被膜的形成 

生物被膜形成能力检测结果表明，缺失了

ygeG 后，APEC 生物被膜形成能力显著降低

(P<0.01)，回复株生物被膜形成能力稍有恢复，

见图 4。 

2.5  qRT-PCR 验证运动性和生物被膜相

关基因的转录水平 

与野生株 APEC81 相比，APEC81-ΔygeG

生物膜相关基因 adrA、mlrA、csgD 转录水平极

显著下降(P<0.001)，鞭毛相关基因 flgC、flgM、

flgL 转录水平极显著升高(P<0.001)，见图 5。 

 

 
 
图 4  各菌株生物被膜形成能力测定结果 
Figure 4  Biofilm formation of each strain. A: 
APEC81, APEC81-ΔygeG and APEC81-CΔygeG; B: 
Biofilm formation ability. **: P<0.01; *: P<0.05. 

 

 
 
图 5  运动性、生物被膜形成能力相关基因的转

录水平 
Figure 5  Transcription level of genes related to 
motility and biofilm formation ability. ***: P<0.001; 
**: P<0.01. 

 
2.6  环境耐受力的检测 

与野生株 APEC81 相比，APEC81-ΔygeG

在酸休克(图 6A)、氧化休克(图 6D)应激条件下

存活率极显著下降(P<0.001)，在碱休克(图 6B)、

渗透压休克(图 6C)、热休克(图 6E)应激条件下

存活率显著下降(P<0.01)；在回复株中，抗酸、

抗碱、抗渗透应激、抗氧化应激和抗热应激能

力均有所恢复。 

2.7  抗血清杀菌能力 
血清杀菌结果表明，3 株菌在灭活血清中

的 存 活 能 力 无 显 著 性 差 异 (P>0.05) ，

APEC81-ΔygeG 在不同浓度的血清中抗血清杀

菌能力均低于野生株(100%、50%、30%、10%)，

APEC81-CΔygeG 在不同浓度的血清中抗血清

杀菌能力均有所恢复(100%、50%、30%、10%)。

当 血 清 含 量 分 别 为 100% 、 30% 时 ，

APEC81-ΔygeG 的抗血清杀菌能力极显著低于

野生株(P<0.001)，见图 7。 

2.8  细胞黏附侵袭试验 
与野生株相比，ygeG 的缺失极显著地降低

了 APEC 对鸡气管粘膜上皮细胞的黏附能力

(P<0.001)，见图 8A，ygeG 的缺失显著升高了 
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图 6  各菌株在不同环境下的存活率测定 
Figure 6  The survival rates of each strain in different environment. A: acid-shock; B: alkaline-shock; C: 
osmotic-shock; D: oxidative-shock; E: heat-shock. ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05. 
 

 
 
图 7  抗 SPF 鸡血清杀伤能力 
Figure 7  Resistance to bactericida activities of 
SPE chicken serum. ***: P<0.001; **: P<0.01; *: 
P<0.05. 

APEC 对鸡气管粘膜上皮细胞的侵袭能力，见

图 8B。在回复株中黏附、侵袭能力均有所恢复。 

2.9  qRT-PCR 验证炎性细胞因子转录水平 
与野生株相比，ygeG 缺失株感染细胞 2 h

后，TNF-α、 IL-1β 的转录水平极显著升高

(P<0.001)，IL-6 转录水平显著升高(P<0.01)，

IFN-γ转录水平升高(P<0.05)，IL-8 无明显差异，

见图 9。 

3  讨论 

APEC 是导致家禽死亡的主要病原体之一，

该菌可以感染所有类型和所有年龄段的禽类，给 
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图 8  各菌株对鸡气管粘膜上皮细胞的黏附及侵袭能力 
Figure 8  Adhesion and invasion capacity of each strain to chicken tracheal epithelial cells. A: relative 
adhesion rates; B: relative invasion rates. ***: P<0.001; **: P<0.01. 
 

 
 

图 9  各菌株感染后对炎性细胞因子转录水平的

影响 
Figure 9  Effects of each strain infection on 
transcription levels of inflammatory cytokines. ***: 
P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05. 
 

世界各地养禽行业造成了巨大的经济损失[16–17]。

APEC 是人肠外致病性大肠杆菌毒力基因和耐

药基因的潜在贮库，污染的禽类食品可能是

ExPEC 跨宿主传播的主要来源[18]。在感染过程

中，APEC 不仅能通过调控毒力因子如 LPS、毒

素、荚膜等的表达促进其感染及定殖，还可通过

分泌系统释放效应蛋白直接发挥致病作用。

ETT2 毒力岛作为新发现的Ⅲ型分泌系统，已经

在多种大肠杆菌中被检测到，但其在 APEC 感染

宿主的致病过程中发挥的功能尚不明确[3,19–20]。

本研究对 APEC-ETT2 毒力岛中假定的伴侣蛋

白基因 ygeG 进行研究，为探究 ETT2 在 APEC

致病作用中扮演的角色提供理论依据。 

本研究结果表明，ygeG 基因缺失不影响

APEC81 的生长速度，但可以显著降低细菌的

生物被膜形成能力。细菌生物被膜是一种堆砌

而成的立体结构，包裹在细胞外基质中，主要由

细菌分泌的脂类、多糖、蛋白质等物质构成[21]。

生物被膜可以增强细菌抵抗宿主免疫系统杀伤

和抗生素威胁的能力，同时还能提高细菌在不

同环境中的存活率，从而增强细菌的致病性。

在本研究中，ygeG 基因缺失后，adrA、mlrA、

csgD 等生物被膜形成相关的基因转录水平下

降，导致 APEC81-ΔygeG 生物被膜形成能力显

著下降，同时可能由于生物被膜减少，导致了

其在酸休克、氧化休克中的存活率极显著降低，

在碱休克、渗透压休克和热休克中的存活率也

显著降低。有研究发现，绝大部分分子伴侣可
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在胁迫条件下被诱导生成[22]，对蛋白质结构具

有稳定作用，并能有效地防止变性蛋白的积聚，

加速降解错误合成的中间产物，使细胞内环境

处于稳定水平[23]，因此，可能由于 ygeG 缺失使

其生物被膜成分底物稳定性减弱，导致生物被

膜形成能力降低。此外，本研究结果显示，ygeG

基因缺失后细菌的运动性显著增加，Real-time 

PCR 检测结果表明，ygeG 基因抑制鞭毛基因

flgC、 flgM 和 flgL 的转录水平，这可能是

APEC81-ΔygeG 运动能力显著升高的原因之

一。Darwin 等[24]发现，在沙门氏菌 T3SS 中，

伴侣蛋白 SicA 和调节因子 InvF 形成复合物后

可激活一系列基因的转录。同时，本实验室前

期研究发现，转录调节因子 yqeH 的转录水平受

到 ygeG 负反馈调控，从而影响下游靶基因的表

达[8]。因此我们推测，ETT2 分子伴侣基因 ygeG

可能通过影响某些调控因子的调控作用，参与

生物被膜形成和鞭毛合成，进而影响 APEC 生

物被膜形成能力及运动能力，贡献于细菌的抗

逆性及致病性。此外，本研究中缺失 ygeG 基因

APEC 运动能力升高，生物被膜形成能力降低，

这种运动性和生物被膜的负调控现象并不特

殊。研究发现，在铜绿假单胞菌生物被膜形成

过程中，运动能力降低可以稳定三维结构的形

成[25]。Borlee 等[26]发现细菌的 c-di-GMP 可以控

制细菌运动方式和固着的转变。生物被膜形成

和运动性的调控机制庞大而复杂，其具体机制

仍有待进一步研究。 

评价 APEC 毒力的参数众多，其中包含细

菌对血清的敏感性。菌体入侵宿主后，宿主的

第一道体液免疫防线是血清补体系统，细菌想

要存活，必须抵抗血清的杀伤作用[27–28]。本研

究中，APEC81-ΔygeG 相较 APEC81 具有更高

的血清敏感性，然而，在灭活血清中这种敏感

性差异消失。血清的温和热灭活破坏了免疫补

体，对 APEC 产生铁、氧等营养免疫抑制作用，

ygeG 缺失株与野生株对灭活血清的敏感性并

无差异，表明 ygeG 对 APEC 的营养免疫相关通

路基因并无影响。这提示 ygeG 可能通过影响某

些血清抗性基因的表达抵抗宿主血清中补体等

天然免疫因子的杀菌作用，对 APEC 在宿主体

内的存活和扩散具有重要辅助作用。血清中含

多种免疫因子，包括补体、溶菌酶、乙型溶素等，

目前研究报道已知补体多作用于革兰氏阴性菌，

如大肠杆菌[29]，溶菌酶、乙型溶素等一般作用

于革兰氏阳性菌[30]，然而血清中免疫成分仍存

在很多未知组分，这也是如今细胞培养仍将血

清作为营养补充剂直接添加到培养基中的原因

之一。有研究报道使用不同浓度的血清培养动物

细胞使细胞分化和发育不同[31]，表明不同浓度

血清可能在其成分发挥作用的过程中有一定差

异。在血清杀菌实验中，不同浓度的血清对

APEC81、APEC81-ΔygeG 和 APEC81-CΔygeG 的

杀菌效果存在一定差异，差异都具有显著性，

表明 ygeG 影响 APEC81的血清抗性，其中 100%

和 30%浓度血清杀菌都具有极显著性，我们推

测可能是由于这 2 个浓度血清中的免疫因子组

分(如补体及其他未知免疫因子)发挥作用的能

力强于其他浓度，但其具体机制尚未可知，有

待探究。 

禽致病性大肠杆菌最初通过呼吸道感染家

禽，黏附是其感染宿主细胞的第一步，侵袭是

内化的关键步骤[32]，因此，禽致病性大肠杆菌

对鸡气管粘膜上皮细胞的黏附和侵袭能力对其

定殖和抵抗宿主细胞清除至关重要[33]。Hartleibet

等[4]发现，大肠杆菌分离株的毒素和黏附素可

被 ETT2 毒力岛编码的蛋白所影响，这提示大肠

杆菌黏附侵袭宿主细胞的过程中，ETT2 毒力岛

发挥着重要的作用。目前，APEC-ETT2 在禽上

皮细胞的致病作用研究未见报道。本研究结果
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显示 ygeG 基因缺失后，APEC81 对鸡气管粘膜

上皮细胞的黏附能力显著降低，侵袭能力显著

升高，推测 ygeG 可能通过影响某些黏附因子的

转录水平来参与其对宿主细胞的黏附入侵功能。

炎性反应的发生依赖于多种效应分子的参与，并

表现出促炎效应或抑炎效应[34]。在沙门氏菌中，

T3SS 可抑制巨噬细胞中早期促炎细胞因子的表

达，包括 NF-κB 通路和 TLRs 通路下游调控的

炎性因子 IL-6、TNF-α、IL-1β、IFN-γ，使巨噬

细胞向 M2 型极化，进而降低炎症反应[35–37]。王

海光等 [38]发现肠致病大肠杆菌(EHEC、EPEC)

感染宿主上皮细胞能够上调Ⅲ型分泌系统的

表达。王玉瑞等[39]研究发现大肠杆菌可以通过

Ⅲ型分泌系统将效应因子注入到宿主细胞内，

破坏宿主细胞内的多种信号通路，从而有利于

细菌的感染及定殖。本研究中，ygeG 缺失后

IL-6、TNF-α、IL-1β、IFN-γ 等炎性因子转录水

平显著升高，这提示 ETT2-YgeG 可能在感染早

期通过促进其特异性底物效应蛋白的折叠及分

泌，抑制宿主细胞的过度炎性反应，为 APEC

进一步感染提供便利。 

本研究通过分析 ygeG对 APEC81的生物学

特性和致病性，发现 ygeG 能够增强 APEC81

的运动能力，降低生物被膜的形成能力，并在

抑制鸡气管黏膜上皮细胞炎性因子转录中具有

重要作用，为深入了解 ETT2 在禽致病性大肠

杆菌中的致病机制及其效应蛋白的寻找提供了

理论基础。 
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