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摘   要：【背景】鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella typhimurium)是一种重要的人兽共患病原菌，其多重耐

药性问题日益严重，双组分系统可调控鼠伤寒沙门氏菌的耐药性。【目的】通过构建鼠伤寒沙门氏菌

baeR 过表达株及回补株探究 BaeSR 双组分系统对鼠伤寒沙门氏菌耐药性的影响。【方法】在 BaeSR

双 组 分 系 统 和 AcrB 外 排 泵 双 缺 失 株 (CRΔbaeSRΔacrB) 的 基 础 上 构 建 baeR 过 表 达 株

(CRpbaeRΔbaeSRΔacrB)及 baeR 回补株(CRcbaeRΔbaeSRΔacrB)，测定双缺失株、回补株和过表达

株的最小抑菌浓度(minimum inhibitory concentration，MIC)，并对其生长特性、生物膜形成能力及

运动性进行分析。采用转录组学技术筛选与耐药相关的差异表达基因，RT-qPCR 验证耐药相关基

因。【结果】构建了鼠伤寒沙门氏菌 baeR 过表达株和 baeR 回补株。与双缺失株相比，过表达株对

氧氟沙星、恩诺沙星、氟苯尼考、乙酰甲喹、头孢他啶、头孢噻呋、阿莫西林和氨苄西林的 MIC

分别升高 2–256 倍，对大观霉素、安普霉素的 MIC 下降了 50%；与双缺失株相比，回补株对头孢

他啶、头孢噻呋、氟苯尼考、恩诺沙星的 MIC 分别升高了 2 倍；与双缺失株相比，过表达株和回

补株的生长速率无明显变化，生物膜形成能力及运动能力极显著升高(P<0.01)。转录组学分析表明

CRpbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB 比较组共筛选到 743 个差异表达基因(上调 724 个，下调   

19 个 )，差异表达基因主要富集在 β-内酰胺抗性、群体感应系统和双组分系统等通路中；

CRcbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB 比较组共筛选到 3 073 个差异表达基因(上调 1 467 个，下

调 1 606 个)，差异表达基因主要富集在碳代谢、氨基酸的生物合成和抗生素的生物合成等通路中。

筛选出 15 个外排泵、鞭毛、生物膜、双组分系统及外膜蛋白等耐药相关差异表达基因，随机选取

5 个差异表达基因进行 RT-qPCR 验证，趋势与转录组一致。【结论】baeR 过表达后通过调控生物

膜形成及运动性从而介导鼠伤寒沙门氏菌对多种药物的耐药性。转录组学测序结果显示，15 个耐
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药相关基因显著差异表达，表明 baeR 过表达后可通过调节外排泵、生物膜和鞭毛等相关基因的表

达影响鼠伤寒沙门氏菌的耐药性。 

关键词：鼠伤寒沙门氏菌；双组分系统；耐药性；基因过表达；转录组学  
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Abstract: [Background] Salmonella typhimurium is a major zoonotic pathogen, and its multi-drug 

resistance is becoming increasingly serious. The two-component system can regulate the resistance of  

S. typhimurium. [Objective] We constructed the baeR-overexpressing strain and complementary strain 

of S. typhimurium to study the effect of BaeSR on the antibiotic resistance of S. typhimurium. [Methods] 

A complementary strain (CRcbaeR∆baeSR∆acrB) and an overexpression strain (CRpbaeR∆baeSR∆acrB) 

were constructed based on a baeSR and acrB double-deletion strain of S. typhimurium (CR∆baeSR∆acrB), 

and their antimicrobial susceptibility and biological characteristics were tested. RNA-Seq was used to 

screen the differentially expressed genes (DEGs) related to drug resistance, and RT-qPCR was conducted 

to verify some drug-related genes. [Results] The baeR-overexpressing strain and complementary strain 

were successfully constructed. Compared with that in CR∆baeSR∆acrB, the minimum inhibitory 

concentrations (MICs) of ofloxacin, enrofloxacin, florfenicol, mequindox, ceftazidime, ceftiofur, 

amoxicillin, and ampicillin increased by 2–256 folds while that of spectinomycin and apramycin decreased 

by 50% in CRpbaeR∆baeSR∆acrB. The MIC of ceftazidime, ceftiofur, florfenicol, and enrofloxacin was 

two-fold higher in CRcbaeR∆baeSR∆acrB than in CR∆baeSR∆acrB. The growth curves of 

CR∆baeSR∆acrB, CRpbaeR∆baeSR∆acrB, and CRcbaeR∆baeSR∆acrB showed no significant difference. 

However, the biofilm-forming ability and motility of CRpbaeR∆baeSR∆acrB and CRcbaeR∆baeSR∆acrB 

were significantly higher than those of CR∆baeSR∆acrB (P<0.01). A total of 743 DEGs were identified 

between CRpbaeR∆baeSR∆acrB and CR∆baeSR∆acrB, including 724 upregulated genes and          

19 downregulated genes. Bioinformatics analysis showed that the DEGs were mainly enriched in pathways 

such as β-lactam resistance, quorum sensing, and two-component system. A total of 3 073 DEGs were 

identified between CRcbaeR∆baeSR∆acrB and CR∆baeSR∆acrB, including 1 467 upregulated genes and 

1 606 downregulated genes. These DEGs were mainly enriched in pathways such as carbon metabolism, 

biosynthesis of amino acids, and biosynthesis of antibiotics. A total of 15 drug resistance-related DEGs 

were screened out, mainly involving efflux pump, biofilm, and two-component system. Five out of the 

15 DEGs were randomly selected for RT-qPCR, which showed consistent results and confirmed the 

reliability of RNA-Seq results. [Conclusion] This study indicates that baeR affects the drug resistance 

of S. typhimurium by regulating its biofilm-forming ability and motility. RNA-Seq screened out      

15 resistance-related DEGs, indicating that baeR overexpression can affect the drug resistance of     
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S. typhimurium by regulating the expression of the genes associated with efflux pump, biofilm and flagella. 

Keywords: Salmonella typhimurium; two-component system; drug resistance; gene overexpression; 
transcriptomics 

沙门氏菌是一种重要的人兽共患病原菌，

其可引起动物发病，也可通过污染动物产品如

肉、蛋、奶等引起人发病。近年来随着畜牧业

的快速发展，大量抗菌药物被用于预防和治疗

沙门氏菌感染，但由于其在动物临床上的广泛

及不合理使用，不仅使动物性食品中残留了大

量的抗菌药物，而且也导致了沙门氏菌多重耐

药株的出现，给人们的健康带来了严重威胁，

因此深入了解沙门氏菌的多药耐药机制及保护

动物性食品安全已成为重中之重。研究表

明，双组分系统与外排泵在沙门氏菌耐药中

发挥着重要作用，可以作为降低细菌耐药性

的抗菌作用新靶点[1]。 

双组分系统(two-component system，TCS)

普遍存在于细菌中，可调节包括运动性、毒

力、新陈代谢、抗生素耐药性和应激反应等过

程[2]。在多数情况下，TCS 对抗生素的存在直

接产生反应，能够介导细菌对抗生素产生耐药

性。BaeSR 双组分系统最初是在大肠杆菌中被

发现 [3]，之后在鼠伤寒沙门氏菌中发现 [4]。

BaeSR 双组分系统由定位在细胞膜上的组氨酸

蛋白激酶 BaeS 和胞浆中与 DNA 结合的反应调

节因子 BaeR 组成，在膜压力作用下，活化的

BaeS 导致 BaeR 磷酸化，从而激活相关基因转

录[5]。Nishino 等[6]研究表明，由于 acrB 的存在

会掩盖 baeR 过表达对大肠杆菌的耐药性，所以

在 acrB缺失的基础上过表达 baeR赋予了大肠杆

菌对 β-内酰胺类抗生素的耐药性。Wang 等[7]的

研究也表明，在 acrB 缺失的基础上过表达

baeR，对头孢噻呋和头孢噻肟的最小抑菌浓度

(minimum inhibitory concentration，MIC)分别升

高 2.5 倍和 2.0 倍，同时显著降低外膜蛋白基因

ompC、ompF、ompA 和 ompX 的表达水平。在

鲍曼不动杆菌中，baeR 的过表达增强了对替加

环素的耐药性 [8]。在最新的研究中也证实了

BaeSR 双组分系统通过调控 AdeIJK 和 AdeABC

外排泵的表达影响替加环素的耐药性 [9]。此

外，BaeSR 双组分系统还可以通过调控外膜蛋

白的表达来介导细菌对抗生素的耐药性。在鼠

伤 寒沙门氏 菌 (Salmonella typhimurium) 中 ，

BaeR 通过结合到外膜蛋白 OmpW 和 STM3031

的启动子区赋予沙门氏菌对头孢曲松的抗性；

当 baeSR缺失后，通过下调 ompC、vacJ和 acrD

的 mRNA 水平降低了 baeSR 缺失株对头孢曲

松、庆大霉素和氯霉素等药物的耐药性[10]。此

外，baeSR 缺失后还可以下调 YejA、OppA、

AphA 和 FilD 等蛋白的表达量，从而降低菌株

对多种抗生素的耐药性 [11]。这些结果均表明

BaeSR 双组分系统可以调控细菌的耐药性。 

目前，很多研究都已证明 BaeSR 双组分系

统和 AcrB 外排泵都参与调控沙门氏菌耐药性。

但由于 AcrB 的存在会掩盖其他外排泵的功能，

使 BaeSR 不能完全发挥作用，从而不能完全阐

明 BaeSR 是如何在沙门氏菌耐药性中发挥作用

的。因此，本研究在 baeSR 和 acrB 双缺失株的

基础上构建 baeR 回补株及 baeR 过表达株，分

析双缺失株、baeR回补株及 baeR过表达株的生

长特性、抗菌药物敏感性、运动及生物膜形成

能力，采用转录组学技术筛选出 3 株菌的耐药

相关差异表达基因，并进行 RT-qPCR 验证，以

期为深入阐明 BaeSR 双组分系统对鼠伤寒沙门

氏菌产生的耐药机制提供理论基础。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

鼠伤寒沙门氏菌 (Salmonella typhimurium) 

ATCC 13311体外诱导环丙沙星耐药株CR的baeSR

和 acrB 基因双缺失株 (CRΔbaeSRΔacrB)[12]，

pUC19 质粒、Escherichia coli ATCC 25922 为实

验室保存；回补质粒 pBAD33cm-rp4、E. coli 

β2163 和 E. coli DH5α 购自广州诺晶生物技术有

限公司。 

1.1.2  主要试剂及培养基 

质粒小量提取试剂盒、DNA 凝胶回收试剂

盒，康宁生命科学(吴江)有限公司；PrimerSTAR 

Max DNA Polymerase、DNA Marker，TaKaRa

公司；Hind Ⅲ内切酶、BamH Ⅰ内切酶，上海

碧云天生物技术有限公司；Transgen 反转录试

剂盒、ClonExpress Ⅱ，南京诺唯赞生物科技有

限公司；Knogen 试剂盒，广州诺晶生物科技有

限公司；Spark DNA Quick Ligation Kit，山东思

科捷生物技术有限公司；UNIQ-10 柱式 Trizol

总 RNA 抽提试剂盒，生工生物工程(上海)股份

有限公司；恩诺沙星、氧氟沙星、头孢噻呋、

头孢他啶、氨苄西林、阿莫西林、庆大霉素、

大观霉素、美罗培南、乙酰甲喹、四环素、安

普霉素、磺胺甲恶唑、磺胺异恶唑、黏菌素、

氟苯尼考均购自中国兽医药品监察所。 

MH 肉汤培养基、LB 肉汤培养基，生工生

物工程(上海)股份有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  引物设计 

根据 GenBank 中公布的鼠伤寒沙门氏菌的

基因组序列(GenBank 登录号 CP009102.1)，利

用 Primer 5.0 设计 baeR 过表达引物构建过表达

株(baeR 片段扩增 baeR-BF/baeR-BR)，baeR 回

补引物构建回补株(载体扩增引物 pBAD30-ZF/ 

pBAD30-ZR，baeR 片段扩增 baeR-RF/baeR-RR，

pBAD33cm 质粒扩增引物 RP-FF/RP-FR 及回补

克隆检测 pBAD-TF/pBAD-TR)。使用 Oligo 6.0

设计 baeR、pmrF、mdtD、ompW、fliC 和 sodB

的引物用于 RT-qPCR 分析。各引物序列见   

表 1。 

1.2.2  baeR 回补株的构建 

将 CRΔbaeSRΔacrB 与 含 有 回 补 质 粒

pBAD33cm-rp4 (氯霉素抗性 Cm)的 E. coli β2163

进行共培养，37 °C 培养 6 h，培养后的菌液划

线于 LB平板(20 μg/mL Cm) 37 °C培养过夜，挑

取纯化后单克隆置于 LB 液体培养基中 37 °C、

180 r/min 培养过夜，以菌液为模板，RP-FF/ 

RP-FR 为引物扩增 baeR 基因片段。PCR 反应体

系(25 μL)：PrimerSTAR Max DNA Polymerase 

12.5 μL，正、反向引物(10 μmol/L)各 1 μL，模

板 1 μL，ddH2O 9.5 μL。PCR 反应条件：98 °C 

3 min；98 °C 10 s，56 °C 20 s，72 °C 1 min，

30 个循环；72 °C 7 min。 

在缺失株中检测回补质粒。以 CR 基因组

为模板，baeR-RF/baeR-RR 为引物扩增 baeR 基

因片段，PCR 反应体系(50 μL)：PrimerSTAR 

Max DNA Polymerase 25 μL，正、反向引物 

(10 μmol/L)各 1 μL，模板 2 μL，ddH2O 21 μL。

PCR 反应条件：98 °C 3 min；98 °C 10 s，56 °C 

20 s，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 7 min。 

以 pBAD33cm-rp4 质粒为模板，pBAD30-ZF/ 

pBAD30-ZR 为引物，扩增 pBAD33cm-rp4 载体

片段，PCR 反应体系(50 μL)：PrimerSTAR Max 

DNA Polymerase 25 μL，正、反向引物(10 μmol/L)

各 1 μL，模板 2 μL，ddH2O 21 μL。PCR 反应条

件：98 °C 3 min；98 °C 10 s，56 °C 20 s，

72 °C 3 min，30 个循环；72 °C 7 min。 
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表 1  引物序列 
Table 1  Primer sequences 

引物 Primers 引物序列 Primer sequences (5′→3′) Size (bp) 

baeR-BF CCCAAGCTTATGACTGAATTACCCATTGATGAA 741 

baeR-BR CGCGGATCCTTATACCAGGCGACACGCAT 

pBAD30-ZF CTAGAGTCGACCTGCAGGCA 5 529 

pBAD30-ZR AGCTCGAATTCGCTAGCCCA 

baeR-RF TGGGCTAGCGAATTCGAGCTAGGAGGAATTCACCATGACTGAATTACCC 774 

baeR-RR TGCCTGCAGGTCGACTCTAGTTATACCAGGCGACACGCATC 

RP-FF CGAATTGGGTACCAGCGCTT 273 

RP-FR TACCGTCGACGCCGGCCAGC 

pBAD-TF CCATAAGATTAGCGGATCCTACCT 881 

pBAD-TR CTTCTCTCATCCGCCAAAACAG 

baeR-ZF ATCATGGCGACAAGGTACTG 118 

baeR-ZR GAAAAACGGCGAATCTCCC 

pmrF-ZF GGACTGCTGGGCGAATACAT 95 

pmrF-ZR GACGTGCTTTCCGGGTAGAT 

mdtD-ZF CGGAATGCTGCTGGGTATG 114 

mdtD-ZR GCCGGTAGCGCGATAATAAC 

ompW-ZF GAGGCGCCAATTAACCAGTC 94 

ompW-ZR GGCTGTCCGATCTGAGCTTT 

fliC-ZF TTCAGTGGTCTGCGCAATG 125 

fliC-ZR TCAACAGCGCGAAAGACGAT 

sodB-ZF TTGATAGCGGCATCGGTGAA 156 

sodB-ZR TAATAACGCCGCTCAGGTGT 

 
将扩增的 baeR 片段与载体片段使用

Knogen 试剂盒纯化，−20 °C 保存。用重组酶

Exnase II (ClonExpress II)将目的基因片段与载体

片段无缝克隆连接，重组产物转入 E. coli DH5α

感受态细胞中。涂布于 LB 平板(20 μg/mL Cm)，

37 °C培养过夜。提取质粒并转化到E. coli β2163

感受态细胞，涂布 LB 平板[20 μg/mL Cm，邻

苯二甲 酸二烯丙 酯 (diallyl phthalate ， DAP)     

0.3 mmol/L]，挑取阳性克隆检测。将双缺失株

CRΔbaeSRΔacrB 与大肠杆菌 β2163 (含质粒

pBAD33cm-rp4-baeR) 37 °C 共培养过夜，培养

后的菌液划线 LB 平板(20 μg/mL Cm) 37 °C 培

养过夜。筛选重组克隆 (只有转入了 baeR- 

PBAD33cm-rp4 重组质粒的缺失株能存活)。 

以菌液为模板，pBAD-TF/pBAD-TR 为引

物进行 PCR 鉴定，PCR 反应体系(25 μL)：

PrimerSTAR Max DNA Polymerase 12.5 μL，

正、反向引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板 1 μL，

ddH2O 9.5 μL。PCR 反应条件：98 °C 3 min；

98 °C 10 s，56 °C 20 s，72 °C 1 min，30 个循

环；72 °C 7 min。 

将 PCR 产物送至生工生物工程(上海)股份

有限公司进行测序。构建成功的回补株命名为

CRcbaeRΔbaeSRΔacrB。 

1.2.3  baeR 过表达株的构建 

以 CR 基因组为模板，baeR-RF/baeR-RR 为

引物扩增 baeR 基因片段，PCR 反应体系(50 μL)：

PrimerSTAR Max DNA Polymerase 25 μL，正、



 
664 微生物学通报 Microbiol. China 

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

反向引物 (10 μmol/L)各 1 μL，模板 2 μL，

ddH2O 21 μL。PCR 反应条件：95 °C 3 min；

95 °C 15 s，60 °C 15 s，72 °C 1 min，30 个循

环；72 °C 5 min。PCR 产物使用 DNA 凝胶回收

试剂盒回收。用 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切 baeR

基因与 pUC19 质粒，酶切产物用 Spark DNA 

Quick Ligation Kit 连接，连接产物转入 E. coli 

DH5α 感受态细胞中，涂布在含有氨苄西林  

(50 μg/mL)抗性的 LB 平板上，37 °C 培养过夜

后挑取阳性重组质粒，于 5 mL LB 液体培养基

中 37 °C、180 r/min 培养过夜，以菌液为模

板，baeR-RF/baeR-RR为引物进行 PCR鉴定，

并将 PCR 产物送至生工生物工程(上海)股份有

限 公 司 进 行 测 序 。 制 备 电 转 感 受 态 细 胞

(CRΔbaeSRΔacrB)，将重组质粒 (pUC19-baeR)

电转入 CRΔbaeSRΔacrB 感受态细胞中，涂布在

含有氨苄西林(100 μg/mL)抗性的 LB 平板上，

37 °C 培养过夜。挑取平板上的单菌落接种于含

有氨苄西林(50 μg/mL)抗性的 LB 液体培养基

中，37 °C、180 r/min 培养过夜，以菌液为模

板，baeR-RF/baeR-RR 为引物进行 PCR 鉴定，

PCR 产物送至生工生物工程(上海)股份有限公

司进行测序。构建成功的过表达株命名为

CRpbaeRΔbaeSRΔacrB。 

1.2.4  RT-qPCR 测定 baeR 表达量 

以沙门氏菌 GAPDH 为内参基因，使用

UNIQ-10 柱式 Trizol 总 RNA 抽提试剂盒进行总

RNA 提 取 ， Transgen 反 转 录 试 剂 盒 合 成

cDNA，采用 SYBR Green I 法测定 baeR 的

mRNA 表达量，数据使用 2−ΔΔCT 处理。 

1.2.5  最小抑菌浓度测定 

参照美国临床实验室标准化委员会(Clinical 

and Laboratory Standards Institute，CLSI)试验操

作标准，以大肠杆菌ATCC 25922为质控菌株，

采用微量肉汤稀释法测定 16 种抗菌药物阿莫西

林、氨苄西林、头孢他啶、头孢噻呋、庆大

霉素、大观霉素、氟苯尼考、安普霉素、黏

菌素、美罗培南、乙酰甲喹、磺胺甲恶唑、

磺胺异恶唑、四环素、氧氟沙星、恩诺沙星

对 CRΔbaeSRΔacrB、CRcbaeRΔbaeSRΔacrB 和

CRpbaeRΔbaeSRΔacrB 的 MIC 值。实验重复  

3 次，结果取平均值。 

1.2.6  生长曲线测定 

将过夜培养物调整 OD600 约为 0.2，按照

1:100 的比例(体积比)接种于 LB 液体培养基

中，每隔 2 h使用紫外可见分光光度计分别测定

3株菌在600 nm波长处的吸光值，共测定12次，

绘制生长曲线，分析相同培养条件下 3 株菌的

生长差异性。实验重复 3 次，结果取平均值。 

1.2.7  生物膜形成能力测定 

参照文献[13]的方法分别测定 3 株菌的生物

膜形成能力。挑取 3 株菌的单菌落在 LB 液体培

养基中 37 °C、180 r/min 培养过夜，将各细菌培

养物调整 OD600 约为 0.2，在无菌 96 孔细胞培养

板中分别加入 200 μL 菌液，每株菌 3 个平行，

等量的 LB 液体培养基为阴性对照。将 96 孔板

置于湿盒内、37 °C 静置培养 48 h。吸弃菌液，

每孔加 200 μL 甲醇固定 15 min，无菌 PBS 洗涤

3 次，自然风干；每孔加 200 μL 0.5%结晶紫染

色 30 min，无菌 PBS洗涤 3次，自然风干；每孔

加 200 μL 乙酸溶解 30 min，用酶标仪测 OD570

值作为评价指标，使用酶标仪测定 OD570 值，比

较 CRΔbaeSRΔacrB、CRcbaeRΔbaeSRΔacrB 和

CRpbaeRΔbaeSRΔacrB这 3株菌的生物膜形成能

力。实验重复 3 次，结果取平均值。   

1.2.8  运动性测定 

挑取 CRΔbaeSRΔacrB、CRcbaeRΔbaeSRΔacrB

和 CRpbaeRΔbaeSRΔacrB 的单菌落于 5 mL LB

培养基中，37 °C、50 r/min 振荡培养至 OD600

约为 1.0，吸取待测菌株菌液 2 μL，轻轻扎在
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LB 半固体培养基(0.3%琼脂粉)中心打出菌液，

37 °C 正置培养 16 h，测量菌圈直径 。 

1.2.9  RNA-Seq 分析及荧光定量验证 

(1) 将各细菌 37 °C、180 r/min 培养至对数

生长期(8 h 左右)，5 500 r/min 离心 10 min 取沉

淀，无菌 PBS 洗 3 次，液氮速冻菌体沉淀，于

−80 °C 冰箱保存。 

(2) 使用HiSeq测序平台对CRΔbaeSRΔacrB、

CRcbaeRΔbaeSRΔacrB和CRpbaeRΔbaeSRΔacrB

进行转录组测序，由北京诺禾致源科技股份有

限公司完成。 

(3) 差异基因的基因本体论(Gene Ontology，

GO) 和 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书 (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG)富

集分析。 

通过 HTSeq 软件分析样品的基因表达水

平，比对结果使用 FPKM 法进行计算，以|Log2 

(fold change)|>1 且 Padj<0.05 为差异阈值筛选差

异表达基因。分别将筛选到的差异表达基因导

入 GO 数据库和 KEGG 数据库，以确定差异表

达基因所行使的主要生物信息学功能和参与的

主要代谢通路。 

(4) 从转录组中随机选取 5 个耐药基因

(pmrF 、 mdtD 、 ompW 、 fliC 和 sodB) 用 于

RT-qPCR 分析。以沙门氏菌 GAPDH 为内参基

因，采用 SYBR Green I 法进行 mRNA 表达量分

析，数据采用 2−ΔΔCT 处理。 

2  结果与分析 

2.1  baeR 回补株构建结果 

将 CRΔbaeSRΔacrB 作为受体菌，E. coli 

β2163 (baeR-pBAD33cm-rp4)作为供体菌进行接

合试验。培养过夜后以菌液为模板，pBAD-TF/ 

pBAD-TR 为引物进行 PCR 扩增，筛选阳性克

隆，片段大小为 881 bp，见图 1，划线纯化阳性

克隆，并将 PCR 产物送测序。测序结果表明

baeR 回补株构建成功。 

2.2  baeR 过表达株构建结果 

2.2.1  重组质粒的构建及转化结果 

将纯化后的 baeR 与 pUC19 质粒同时用

BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切，baeR 基因酶切片段

大小约为 738 bp，见图 2；pUC19质粒大小约为

2 656 bp，见图 3。酶切后的 baeR 与 pUC19 质

粒连接后转入 E. coli DH5α 感受态细胞中，构

建重组质粒 pUC19-baeR，用引物 baeR-BF/ 

baeR-BR 进行 PCR 鉴定，片段约为 750 bp，见

图 4。 

2.2.2  构建 baeR 过表达株及其鉴定结果 

将 重 组 质 粒 pUC19-baeR 电 转 入

CRΔbaeSRΔacrB感受态细胞，构建 baeR过表达

株 CRpbaeRΔbaeSRΔacrB ，用引物 baeR-BF/ 

baeR-BR 进行 PCR 鉴定，片段为 756 bp 见图 5，

测序鉴定结果正确。 

 

 
 
图 1  回补株检测结果    M ：DL2000 DNA 

Marker ； 1−7 ： 阳 性 克 隆 ； 8 ： E. coli β2163 

(pBAD33cm-rp4) 
Figure 1  PCR using primers pBAD-TF/pBAD-TR 
to test CRcbaeRΔbaeSRΔacrB. M: DL2000 DNA 
Marker; 1−7: Positive clone; 8: E. coli β2163 
(pBAD33cm-rp4). 
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图 2  baeR 酶切结果                   
Figure 2  baeR enzyme digestion result. M: DL2000 
DNA Marker; 1−2: baeR. 

 

 
 
图 3  pUC19 酶切结果 
Figure 3  pUC19 enzyme digestion result. M: 
DL5000 DNA Marker; 1−5: pUC19. 

 

 
 
图 4  重组质粒检测结果 
Figure 4  PCR using primers baeR-BF/baeR-BR to 
test pUC19-baeR. M: DL2000 DNA Marker; 1−4: 
pUC19-baeR. 

 
 
图 5  过表达株检测结果   
Figure 5  PCR using primers baeR-BF/baeR-BR to 
test CRpbaeRΔbaeRΔacrB. M: DL2000 DNA Marker; 
1−7: Positive clone. 
 

2.3  RT-qPCR 测定 baeR 表达量结果 
由图 6 可知，与双缺失株相比，过表达株的

表达量增加了 1 324 倍，回补株增加了 158 倍。 

2.4  抗菌药物敏感性测定结果 
由表 2 可知，与双缺失株相比，过表达株

对阿莫西林、氨苄西林、头孢他啶、头孢噻

呋、氟苯尼考、乙酰甲喹、氧氟沙星、恩诺沙

星的 MIC 分别升高 256、256、16、16、4、4、

2、2 倍；大观霉素、安普霉素的 MIC 下降了

50%；其他药物的 MIC 未发生变化。与双缺失

株相比，回补株对头孢他啶、头孢噻呋、氟苯

尼考、恩诺沙星的 MIC 分别升高了 2 倍，对其

他药物的 MIC 均未发生变化。 

 

 
 
图 6  baeR 的 RT-qPCR 验证结果 
Figure 6  RT-qPCR verification results of baeR. 
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表 2  16 种临床常用药物对鼠伤寒沙门氏菌 baeR 过表达株的 MIC 
Table 2  MIC of 16 commonly used clinical drugs against Salmonella typhimurium baeR overexpression 
strains (µg/mL) 

菌株 Strains CRΔbaeSRΔacrB CRcbaeRΔbaeSRΔacrB CRpbaeRΔbaeSRΔacrB 

阿莫西林 Amoxicillin (AMX) 0.50 0.50 128.00 

氨苄西林 Ampicillin (AMP) 0.50 0.50 128.00 

头孢他啶 Ceftazidime (CTD) 0.25 0.50 4.00 

头孢噻呋 Ceftiofur (CEF) 0.25 0.50 4.00 

美罗培南 Meropenem (IPM) 128.00 128.00 128.00 

氟苯尼考 Florfenicol (FFC) 0.50 1.00 2.00 

黏菌素 Colistin (COL) 1.00 1.00 1.00 

庆大霉素 Gentamicin (GEN) 0.25 0.25 0.25 

大观霉素 Spectinomycin (SPT) 8.00 8.00 4.00 

安普霉素 Apramycin (APR) 2.00 2.00 1.00 

乙酰甲喹 Methaquine (MEQ) 2.00 2.00 8.00 

磺胺甲恶唑 Sulfamethoxazole (SMZ) 128.00 128.00 128.00 

磺胺异恶唑 Sulfaisoxazole (SF) 128.00 128.00 128.00 

四环素 Tetracycline (TET) 0.25 0.25 0.25 

氧氟沙星 Ofloxacin (OFX) 4.00 4.00 8.00 

恩诺沙星 Enrofloxacin (ENR) 4.00 8.00 8.00 
 

2.5  生物学特性测定结果 
2.5.1  生长特性测定结果 

在 相 同 条 件 下 对 CRΔbaeSRΔacrB 、

CRcbaeRΔbaeSRΔacrB和CRpbaeRΔbaeSRΔacrB

进行培养，结果表明 3 株菌的生长速度无明显

差异，说明 baeR 的过表达对鼠伤寒沙门氏菌

的生长速率无影响，无统计学上的显著差异

(P>0.05)，见图 7。 
 

 
 

图 7  CRΔbaeSRΔacrB、CRcbaeRΔbaeSRΔacrB

和 CRpbaeRΔbaeSRΔacrB 的生长曲线 
Figure 7  The growth curve of CRΔbaeSRΔacrB, 
CRcbaeRΔbaeSRΔacrB and CRpbaeRΔbaeSRΔacrB. 

2.5.2  生物膜形成能力测定结果 

对 3 株菌的生物膜形成能力进行测定，结果表

明与CRΔbaeSRΔacrB相比，CRcbaeRΔbaeSRΔacrB

和 CRpbaeRΔbaeSRΔacrB 的生物膜形成能力极

显著升高(P<0.01)，见图 8。 

2.5.3  运动性测定结果 

通过对 3 株菌的运动性进行测定，测量其

运动直径发现，与 CRΔbaeSRΔacrB 相比，

CRcbaeRΔbaeSRΔacrB和CRpbaeRΔbaeSRΔacrB

的运动能力极显著升高(P<0.01)，见图 9。 

2.6  转录组学结果分析 
2.6.1  基因差异表达分析 

转录组学中鉴定到的差异表达基因共有   

4 596 个。以|Log2 (fold change)|>1 和 Padj<0.05 为

标准筛选差异表达基因，在CRcbaeRΔbaeSRΔacrB/ 

CRΔbaeSRΔacrB 比较组中，共筛选到的差异表

达基因有 3 073 个(下调 1 606 个，上调 1 467 个) 

(图10A)；在CRpbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB

比较组中，共筛选到 743 个差异表达基因(下调

19个，上调724个) (图10B)。CRcbaeRΔbaeSRΔacrB/  
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图 8  CRΔbaeSRΔacrB、CRcbaeRΔbaeSRΔacrB

和 CRpbaeRΔbaeSRΔacrB 的生物膜形成能力测定

结果   **：与 CRΔbaeSRΔacrB 相比差异极显著

(P<0.01) 
Figure 8  The biofilm forming ability of 
CRΔbaeSRΔacrB, CRcbaeRΔbaeSRΔacrB and 
CRpbaeRΔbaeSRΔacrB. **: The extremely significant 
difference compared with CRΔbaeSRΔacrB (P<0.01). 

 

 
 
图 9  CRΔbaeSRΔacrB、CRcbaeRΔbaeSRΔacrB

和 CRpbaeRΔbaeSRΔacrB 的运动性测定结果   

**：与CRΔBAESRΔACRB相比差异极显著(P<0.01) 

Figure 9  The migration assay of CRΔbaeSRΔacrB, 
CRcbaeRΔbaeSRΔacrB and CRpbaeRΔbaeSRΔacrB. 
**: The extremely significant difference compared 
with CRΔbaeSRΔacrB (P<0.01). 

 

 
图 10  差异基因分布火山图    A：CRcbaeR 

ΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB 组差异表达基因

数 ； B ： CRpbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB

组差异表达基因数量 

Figure 10  Volcano map of differential gene 
distribution. A: Olcano plot displaying differential 
expressed genes between strain CRcbaeRΔbaeSRΔacrB 
and CRΔbaeSRΔacrB; B: Olcano plot displaying 
differential expressed genes between strain 
CRpbaeRΔbaeSRΔacrB CRΔbaeSRΔacrB. 
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CRΔbaeSRΔacrB 与 CRpbaeRΔbaeSRΔacrB/ 

CRΔbaeSRΔacrB 两组之间重叠区域共有 695 个

共同差异基因(图 11)。然后对这些重叠的差异

表达基因进行聚类分析，热图中表达模式相近 

 

 
 

图 11  差异基因的维恩图 
Figure 11  Venn diagram of differential gene. 

的基因会被聚集在一起，横向比较时，红色表

示基因高表达，蓝色表示基因低表达(图 12)。

最后从韦恩图重叠区域的共同差异表达基因中

筛选 15 个耐药相关差异表达基因，见表 3。 

2.6.2  差异表达基因的 GO 富集分析和 KEGG

富集分析 

GO 分析结果显示，CRcbaeRΔbaeSRΔacrB/ 

CRΔbaeSRΔacrB 组中差异基因主要富集在细胞

内细胞器、核糖体、核糖体亚单位、核糖体

结构成分和结构分子活性等方面 (图 13A)。

CRpbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB 组中，

差异基因主要富集在肽生物合成、肽代谢、蛋

白质合成、细胞内非膜细胞器、核糖体结构成

分和结构分子活性等方面(图 13B)。 

 

 
 

图 12  差异基因聚类热图 
Figure 12  Heatmap of the clustered overlapping differential gene. 
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表 3  耐药相关差异表达基因 
Table 3  Resistance-related differentially expressed genes 

Gene 

name 

Description |Log2 (fold change)|>1 

CRcbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB CRpbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB

marR Transcriptional repressor of 

marRAB operon 

1.909 1 2.261 7 

marA AraC/XylS family transcriptional 

activator of defense systems 

3.053 4 2.919 5 

tolC Outer membrane channel 4.302 0 4.376 1 

pmrD Polymyxin resistance protein B 2.534 5 1.486 2 

pmrF Putative glycosyl transferase −4.878 2 0.927 0 

ompF Outer membrane protein F 3.895 4 −2.567 2 

ompC Outer membrane protein C 2.817 9 −1.5934 

ompW Outer membrane protein W 5.682 1 2.557 8 

fliC Flagellar biosynthesis flagellin 2.124 5 −2.143 5 

fliY Flagellar biosynthesis protein 2.660 9 1.170 1 

mdtD Putative MFS family transport 

protein 

−1.818 5 1.140 7 

phoB Response regulator in 

two-component regulatory 

system with PhoR  

1.128 7 5.091 4 

spy Periplasmic protein related to 

spheroplast formation 

3.877 4 8.698 4 

csrB Regulatory RNA 4.281 1 3.607 8 

sodB Iron superoxide dismutase 6.014 7 4.271 7 

 
KEGG 分析显示，CRcbaeRΔbaeSRΔacrB/ 

CRΔbaeSRΔacrB组中，富集到 79个信号通路的

差异表达基因共 1 160 个，其中表达量下调的差

异基因 618 个，表达量上调的差异基因 542 个，

主要富集在碳代谢、抗生素的生物合成、ABC

转运系统和次生代谢产物的生物合成等通路 

(图 14A)。CRpbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB

组中，富集到 79 个信号通路的差异表达基因共

287 个，其中表达量下调的差异基因 10 个，表

达量上调的差异基因 277 个，主要富集在细菌

分泌、β-内酰胺抗性、群体感应系统、双组分

系统、TCA 循环和脂多糖的生物合成等通路

(图 14B)。 

2.7  RT-qPCR 验证结果 

从转录组结果中随机选取 5 个差异表达基

因进行 RT-qPCR 验证。结果表明选取的差异表

达基因与 RNA-Seq 趋势基本一致(图 15)，证实

了 RNA-Seq 分析结果的可靠性。 

3  讨论与结论 

沙门氏菌是一种重要的人兽共患病原菌，

其可引起动物发病，也可通过污染动物产品引

起人类发病。近年来，沙门氏菌耐药性问题日

益严重，由于其耐药机制十分复杂，而且多种

耐药机制可协同作用，造成高水平耐药和多重

耐药(multidrug resistance，MDR)现象[2]。为了

探索 baeSR 在鼠伤寒沙门氏菌中与 RND 外排泵

之间的调控机制，本研究在 baeSR 和 acrB 双缺

失株的基础上，构建了 CRpbaeRΔbaeSRΔacrB

和 CRcbaeRΔbaeSRΔacrB。在本研究中，头孢
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噻呋和头孢他啶的 MIC 升高了 16 倍，Pletzer

等[14]发现在 acrB 缺失的基础上过表达 baeR，使

得 β-内酰胺抗生素氨苄西林(>4 倍)、头孢噻  

呋(>4 倍)、头孢他啶(4 倍)，氯唑西林(>4 倍)和

苯唑西林(>8 倍)的 MIC 升高，本研究与其研究

基本一致。然而氨苄西林和阿莫西林的 MIC 值

升高 256 倍是因为 pUC19 质粒本身带有氨苄

西林抗性，而氨苄西林与阿莫西林具有完全

交叉耐药性，所以这可能是造成阿莫西林和

氨苄西林的 MIC 值高的原因。有研究表明， 
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图13  GO功能富集   A：CRcbaERΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB组GO富集；B：CRpbaeRΔbaeSRΔacrB/ 

CRΔbaeSRΔacrB 组 GO 富集 

Figure 13  GO feature enrichment. A: GO enrichment in CRcbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB group; B: 
GO enrichment in CRpbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB group. 
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BaeSR 通过上调编码超氧化物歧化酶(super oxide 

dismutase，SOD)基因的转录水平提升了沙门氏

菌对氟喹诺酮类抗生素环丙沙星的耐药性，当

baeSR 缺失后 sodA 和 sodB 的 mRNA 表达水平

均降低[15]。提示氧氟沙星和恩诺沙星耐药性升

高可能是由于 baeR 过表达后，上调了 sodA 和

sodB 基因的表达量，从而增强了沙门氏菌对氟

喹诺酮类抗生素的耐药性。氨基糖苷类抗生素

大观霉素和安普霉素的 MIC 下降了 50%，可能

是因为与其调控的外膜蛋白的表达量有关。 
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图 14  KEGG 通路富集    A ： CRcbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB 组 KEGG 富 集 ； B ：

CRpbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB 组 KEGG 富集 

Figure 14  KEGG pathway enrichment. A: KEGG enrichment in CRcbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB 
group; B: KEGG enrichment in CRpbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB group. 
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图 15  部分差异表达基因 RT-qPCR 验证结果 
Figure 15  RT-qPCR verification results of the 
differentially expressed genes. 

 
研究表明，在高锌条件下缺失 baeSR 的沙

门氏菌菌株表现出显著的生长缺陷[16]。金属 Zn

是细胞中必要的营养物质，baeSR 的缺失会影

响细菌中金属 Zn 的分布，从而影响其生长性     

能 [17]。推测鼠伤寒沙门氏菌的生长性能需要

Zn2+和 baeSR 共同作用，因此双缺失株、baeR

回补株和 baeR 过表达株的生长性能没有显著差

异。生物膜(biofilm)是一种或多种微生物物种

组成的菌体集合，其存在会增强细菌对抗生素

的耐药性[18]。引起生物膜耐药的因素有很多，

主要因素是将细菌包裹在生物膜中的细胞外基

质。细胞外基质主要由细胞外多糖 (exopoly 

saccharides，EPS)、细胞外 DNA 和蛋白质组

成。EPS 含量减少会降低生物膜形成能力，而

EPS 含量增加会增强生物膜形成能力。细胞外

基质的数量和结构对生物膜形成的数量和结构

有非常显著的影响[19-20]。在以前的研究中，发

现 baeR 参与 EPS 的合成，baeR 的过表达增强

了生物膜形成能力及解淀粉欧文氏菌的生存能

力[14]。以上研究结果均表明细菌的耐药性可能

与生物膜的形成有关。因此在本研究中，我们

通过结晶紫染色法对 baeR 过表达前后的生物膜

形成能力进行测定，结果表明 baeR 的过表达显 

著增强了生物膜的形成能力，证明我们与前人

的研究结果是一致的。鞭毛在生物膜形成的早

期阶段起着重要作用，并提供了生物膜形成所

需的动力[21]。鞭毛由 3 个主要部分组成，包括

细丝结构、钩复合物和具有胞质杯状结构的基

体。鞭毛相关蛋白通过基体转运到细胞外部，

在那里它们被组装成螺旋钩和细丝复合物[22-23]。

细菌运动性与生物膜形成能力之间存在显著相

关性。生物膜的形成高度依赖于细菌的运动  

性[24]。在本研究中，运动性变化趋势与生物膜

形成趋势一致，表明 baeR 通过影响鼠伤寒沙门

氏菌的生物膜形成能力和运动性而影响鼠伤寒

沙门氏菌的耐药性。 

RNA-Seq 结果显示 CRcbaeRΔbaeSRΔacrB/ 

CRΔbaeSRΔacrB 组筛选到 3 073 个差异表达基

因；CRpbaeRΔbaeSRΔacrB/CRΔbaeSRΔacrB 组

筛选到 743 个差异表达基因。在两组共同变化

的差异表达基因中，共筛选到 15 个与耐药相关

的基因，其中包括外排泵相关基因 marR、

marA、mdtD 和 spy；鞭毛相关基因 fliC 和 fliY；

生物膜相关基因 csrB 和 sodB；阳离子抗菌肽耐

药相关基因 pmrF 和 pmrD；双组分系统相关基

因 phoB 以及外膜蛋白相关基因 tolC、ompF、

ompC 和 ompW。GO 功能和 KEGG 通路结果表

明与生物学表型及药敏试验结果基本一致，

baeR 的过表达不仅使生物膜及鞭毛相关基因发

生了显著性差异，并且在双组分系统、抗生素

的生物合成和 ABC 转运系统中也富集了数量较

大的差异基因，这些均与细菌耐药性有着密切

联系。 

革兰氏阴性细菌的主要特征是存在外膜，

该外膜可作为抑制有毒化学物质(如抗生素)渗

透的附加屏障，孔蛋白是与细胞渗透性和抗生

素耐药性调节相关的外膜蛋白。BaeR 过表达增

加了外膜通道 tolC 的表达，这是 MdtABC 和
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AcrD 多药输出系统功能所必需的[6]。在大肠杆

菌中，当外膜蛋白 ompF 缺失后对 β-内酰胺类、

氟喹诺酮类、酰胺醇类等多种抗生素具有抗

性，表明 ompF 是许多抗生素外膜渗透的主要途

径[7]。在沙门氏菌中，外膜蛋白 ompF 的表达水

平降低，增强了沙门氏菌对环丙沙星的耐药性，

这可能也是引起高水平喹诺酮耐药性的原因[25]。

提示外膜蛋白 ompW 可能与氨基糖苷类抗生素

耐药性有关。在本研究中，baeR 过表达后，多

种抗生素耐药性升高可能是由于膜孔蛋白 ompF

和 ompC 的表达量下降导致膜孔通透性下降、

转运药物能力降低引起的。然而，安普霉素和

庆大霉素耐药性下降的原因可能是由于 ompW

表达量升高，降低了生物膜的形成能力从而提

高菌株对氨基糖苷类抗生素的敏感性。有研究

表明，菌株群体泳动能力与生物膜形成能力显

著正相关性[26]。细菌运动受到鞭毛控制，fliY 不

仅介导细菌的运动，还参与调节鞭毛的合成[23]。

除去鞭毛基因后，形成生物膜的细菌数量明显

减少，这表明鞭毛在形成生物膜的结构中起着

重要的作用[27]。有研究表明 csrB 与生物膜显著

相关，可以抑制生物膜的形成[28]。sodB 基因的

缺失会增强生物膜形成能力[29]。在本研究中，

鞭毛相关基因 fliY 和生物膜相关基因 csrB、sodB

表达量均升高，与前人研究结果基本一致。提

示 baeR 可能通过影响鼠伤寒沙门氏菌的生物膜

形成能力及运动性而影响其耐药性。PhoB 属于

PhoRB 双组分系统，参与环境中磷酸盐的调

节，有研究表明 BaeSR、PhoBR 和 CreBC 双组

分系统之间存在交叉调节，baeR 过表达后激活

的基因包括麦芽糖转运、趋化反应和鞭毛生物

合成的基因，都需要完整的 PhoBR 或 CreBC 双

组分系统进行正调节[6]。pmrF、pmrD 都是与多

黏菌素耐药相关的基因，PhoPQ 和 PmrAB 双组

分系统主要通过激活 PmrF 操纵子的表达从而引

起肺炎克雷伯菌对黏菌素耐药。同时 PhoPQ 也

可以通过连接蛋白 PmrD 交叉激活 PmrAB[30]。 

综上所述，baeR 过表达后通过调控生物膜

形成及运动性从而介导鼠伤寒沙门氏菌对多种

药物的耐药性。转录组学测序结果显示，15 个

耐药相关基因显著差异表达，表明 baeR 过表达

后可通过调节外排泵、生物膜和鞭毛等相关基因

的表达影响鼠伤寒沙门氏菌的耐药性。 
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贾晓娟 

18600189362 

3 
2022 水产减抗高效养殖 
(国际农业产业园)论坛 

微生物资源专业委员会 3 月 100 
河北

廊坊 

李道君，周志刚 
15964394630，

18611531383 

4 
第四届合成微生物学与 
生物制造学术研讨会 

分子微生物学及生物工程

专业委员会 
3−4 月 200 

广东

广州 
刘建忠 

13922453898 

5 
青年微生物学工作者 

学术研讨会 
普通微生物学专业委员会 4 月 23−24 日 300 

山东

青岛 
李盛英 

15066181927 

6 
第五届全国病毒学青年学者 

学术研讨会 
病毒学专业委员会 4 月(暂定) 200–300

广东

深圳 
吴莹 

15901455682 

7 
第十届全国地质微生物学 

专业研讨会 
地质微生物学专业委员会 5 月 27−29 日 600 

广西

桂林 
夏源 

18977320423 

8 
第十七届全国芽胞杆菌青年 

工作者学术研讨会 
农业微生物学专业委员会 5 月中旬 200 北京 

张杰 
zhangjie05@caas.cn 

9 生物安全论坛 微生物生物安全专业委员会 6 月中旬 100 
山东

济南 
贾晓娟 

18600189362 

10 

《中国微生物学会第八届全国

农业微生物研究及产业化研讨

会》暨《第十七届全国杀虫微 
生物学术研讨会》 

农业微生物学专业委员会 7 月 200 
广东

广州 
杨凯 

yangkai@mail.sysu.edu.cn

11 儿科临床病毒学论坛 病毒学专业委员会 7 月 9 日 200 北京 
吴莹 

15901455682 

12 
第十二届兽医微生物学 
专业委员会学术报告会 

兽医微生物学专业委员会 8 月 200 
吉林

长春 

冯宇，朱良全 
010-62106555，

010-61255325 

13 
第二届全国根际微生物 

学术研讨会 
农业微生物学专业委员会 8 月 300 

江苏

南京 
张瑞福 

18705198006 

14 
中国微生物学会海洋微生物学

专业委员会 2022 年学术研讨会 
海洋微生物学专业委员会 8 月 100 

山东

青岛 
张玉忠，张熙颖 
0532-58632590 

15 
第十三届全国微生物资源 

学术研讨会 
微生物资源专业委员会 8 月 400 

湖北

武汉 

彭楠，阮志勇 
18062795566，

13301101231 
 


