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摘要: 【目的】研究双组分系统 ompR/envZ 中的组氨酸激酶基因 envZ 对禽致病性大肠埃希菌 (Avian pathogenic

Escherichia coli，APEC)生物被膜形成能力的影响，了解该双组分系统在 APEC中对生物被膜的调控机制，为探

索生物被膜影响禽致病性大埃希菌耐药性的途径提供参考。【方法】采用 Red同源重组的方法构建 envZ 基因缺

失株，比较野生株和 envZ 基因缺失株生长特性、生物被膜形成能力的差异。利用转录组学方法分析 envZ 在转录

调控网络中对其生物被膜形成相关基因的调控机制。【结果】成功构建 envZ 基因缺失株 AE17ΔenvZ；envZ 基因

缺失对 APEC的生长速度无明显影响，但使 APEC生物被膜的成膜能力减弱。与野生株 AE17相比，envZ 基因

缺失株有 711个基因发生差异表达，与生物被膜形成相关的基因显著下调。【结论】envZ 基因除了响应环境渗透

压，还参与调控 APEC生物被膜的形成。
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Mechanism of histidine kinase gene envZ regulating biofilm of
avian pathogenic Escherichia coli
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Anhui Agricultural University, Hefei 230036, China)

Abstract: 【Objective】To study the effect of histidine kinase gene envZ in two-component system ompR/envZ

on biofilm formation ability of avian pathogenic Escherichia coli (APEC), understand the regulation mechanism

of  the  two-component  system  on  biofilm  of  APEC,  and  provide  a  reference  for  investigating  the  ways  of

biofilms affecting APEC antibiotic resistance.【Method】The red homologous recombination method was used

to  construct  the  envZ-gene-deleted  strain,  and  the  differences  in  growth  characteristics  and  biofilm  formation

abilities between wild strain and the envZ-gene-deleted strain were compared. The mechanism of envZ regulating

biofilm  formation  related  genes  in  transcriptional  regulatory  network  was  analyzed  by  transcriptomics.

【Result】The envZ-gene-deleted strain AE17ΔenvZ was successfully constructed. The envZ gene deletion had

no significant effect on growth rate of APEC, but weakened the APEC biofilm formation ability. Compared with

wild strain AE17, AE17ΔenvZ had 711 differentially expressed genes, and the genes related to biofilm formation
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were significant  down regulation.【Conclusion】In addition to responding to environmental  osmotic  pressure,

envZ gene is also involved in regulating the formation of APEC biofilm.

Key words:  avian pathogenic Escherichia coli; envZ gene; biofilm; transcriptome analysis
  

禽致病性大肠埃希菌 (Av i an  pa thogen i c
Escherichia coli，APEC) 作为禽类疾病重要的病原

菌之一[1]，常引起禽类呼吸道感染、心包炎、败血症、

腹膜炎、肝周炎和气囊炎等[2]，给家禽业造成巨大的

经济损失[3-4]。二元调控系统是细菌感知和响应环境

的主要手段[5-7]，通常包含接收外部输入信号的传感

器—组氨酸激酶和传递细菌细胞生理学变化的

响应调节剂[8-11]。

envZ 是构成 ompR/envZ 系统的组氨酸激酶基

因[12-15]。在鼠伤寒沙门氏菌中 envZ 参与调控数百种

与毒力、孔蛋白形成和鞭毛组装等相关的基因的表

达[16]。在肺炎克雷伯菌中 ompR/envZ 是调节 c-di-
GMP信号通路、3型菌毛表达以及在渗透压应激下

产生的生物被膜量的关键因素[17]。生物被膜通常由

胞外多糖、蛋白质和核酸组成[18]，可以使内部细菌

逃避抗生素或机体免疫系统的作用，造成机体持续

性感染或免疫性疾病。细菌从游离状态到聚集形成

成熟生物被膜牵涉到复杂的调控机制[19]，例如在放

线杆菌中组氨酸激酶基因 arcB 可以感知氧化还原

的生长条件并调节生物被膜的形成[20]，但在 APEC
中 envZ 与生物被膜形成之间可能存在的调控联系

尚不明确。本研究用 Red 同源重组方法构建 envZ

基因缺失株，对其生物被膜形成特性以及可能参与

的调控通路进行研究分析，为探索 APEC 的生理学

功能提供理论基础。

1   材料与方法

1.1    菌株、质粒

APEC菌株 AE17由安徽省兽医病理生物学与

疫病防控省重点实验室保存。质粒 pKD3(氯霉素抗

性)、pCP20(氯霉素和氨苄青霉素抗性) 和 pKD46
(氨苄青霉素抗性)均购自 Takara公司。

1.2    主要试剂和仪器

2×PCR Mix、DL2000 DNA marker、高保真

PCR酶购自南京诺唯赞生物科技公司，质粒提取试

剂盒购自北京天根生化科技有限公司，L−阿拉伯糖

购自 Sigma公司，PCR 扩增仪购自美国 Bio-Rad 公

司，凝胶成像系统购自北京新技术公司，电转化仪

购自美国 BTX公司。

1.3    引物设计

根据 NCBI公布的 envZ 基因序列，利用 Primer
5.0 软件并结合 Red 同源重组原理设计 envZ 基因

缺失引物和缺失鉴定引物 (表 1)，引物由北京擎科

新业生物技术有限公司合成。

 

表 1   envZ 基因缺失和缺失鉴定引物

Table 1    Primers used for construction and identification of envZ gene deletion
 

引物 Primer 序列(5′→3′) Sequence 产物大小/bp Product size

envZ-U-F GCGGGCCACGCAACGAAAGTTAT    810 

envZ-U-R CCAGCCTACAACCATTAGCGGCACGGGATTAGGGC

envZ-cm-F CGCTAATGGTTGTAGGCTGGAGCTGCTT 1 013 

envZ-cm-R TGAACTTCGCCATATGAATATCCTCCTTAG

envZ-D-F TATTCATATGGCGAAGTTCAGCACCACCAGATA    736 

envZ-D-R CGAAGCGTCGCTAATGCAGAACA

envZ-out-F ATCAAACCCAGTACCACTTCCTCT 2 102 

envZ-out-R GCTCTCCCGCGATAAGCT

envZ-in-F TCCCGCTCATAGCCACTT    499 

envZ-in-R TTCATCAGGGCGATTTCTC

pKD46-F GATACCGTCCGTTCTTTCCTT    888 

pKD46-R TGATGATACCGCTGCCTTACT

pCP20-F TTAGTGGTTGTAAAAACACCTGACC    409 

pCP20-R GTTAGCGTTGAAGAATTTAGCCC
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1.4    envZ 基因缺失株的构建

根据 Red 同源重组系统原理及方法[21]，将扩增

的含氯霉素抗性片段的 envZ 基因同源臂电转化入

AE17-pKD46 感受态细胞中，涂布氯霉素抗性平板

筛选基因缺失株。挑取单克隆菌落，PCR鉴定 envZ
基因是否缺失成功，若成功，则利用 pCP20 质粒在

42 ℃ 环境中诱导消除 pKD46，缺失成功的菌株命

名为 AE17ΔenvZ。
1.5    生长曲线的测定

野生株 AE17 和缺失株 AE17ΔenvZ 培养至对

数生长期，调整 D600 nm=1.0，按体积比 1∶100 接种

于 LB 培养基，37 ℃、200 r/min 条件下振荡培养，

每隔 1 h取样并测定菌液的 D600 nm，记录并绘制细

菌生长曲线。

1.6    envZ 缺失对生物被膜形成的影响

1.6.1    生物被膜形成能力观察　野生株 AE17和缺

失株 AE17ΔenvZ 培养至对数生长期，用经高压灭菌

的 LB 液体培养基按体积比 1∶50 稀释菌液，加入

到 96 孔聚丙烯板中，每孔 200 μL，每组 3 次重复。

28 ℃条件下培养 48 h后，吸出菌液，每孔加 200 μL
PBS 缓冲液洗涤 3 遍，晾干后每孔加入 200 μL
0.1%(φ) 结晶紫溶液，37 ℃ 条件下染色 20 min 后

用 PBS 缓冲液洗涤 3 遍，晾干。拍照留图后，每孔

加入 200 μL 33%(φ) 乙酸溶解 10 min，然后使用酶

标仪测定 D620 nm。

1.6.2    扫描电镜观察细菌生物被膜　在 6 孔细胞

板中放入细胞爬片，加入 2 mL 菌液 (1×108 CFU)，
在 28 ℃ 培养箱中静置培养 48 h。扫描电镜观察前

处理方法如下。

1) 样本制备：将培养的细胞爬片取出，用 PBS
缓冲液清洗 3遍，晾干。

2) 固定：用 2.5%(φ) 戊二醛溶液固定 2 h，用
PBS缓冲液清洗 3遍，尽快将样本放入 3%(φ)戊二

醛溶液中，置于 4 ℃ 条件下固定 6 h，用 PBS 缓冲

液漂洗 3次，每次 20 min。
3) 梯度脱水：使用体积分数分别为 50%、70%、

80%、95%和 100%的乙醇溶液依次处理 20 min；弃
去乙醇溶液后，用丙酮处理 20 min，重复 2次。

4) 干燥：将处理好的样本浸泡在丙酮中送至安

徽农业大学生物科技楼公共平台中心进行真空冷

冻干燥。

5) 黏台：用导电胶将干燥后的样品固定于样品

台上。

6 ) 喷金：在不导电的样品表面喷镀一层约

10 nm厚的贵金属。

7)进样观察。

1.7    基于 RNA-Seq 技术筛选 envZ 缺失株差异表

达基因

分别提取 AE17和 AE17ΔenvZ 菌株的总 RNA，
采用琼脂糖凝胶电泳分析 RNA 降解程度以及是否

有污染，采用 Nanodrop 检测 RNA 的纯度 (D260 nm/
D280 nm)，采用 Qubit 对 RNA 浓度进行精确定量并

采用 Agilent 2100 精确检测 RNA 完整性的方法对

总 RNA样品进行检测。样品检测合格后，进行文库

构建，之后库检以保证文库质量。库检合格后，把不

同文库按照有效浓度及目标下机数据量的需求汇

集后进行 HiSeq/MiSeq测序。下机数据的处理由北

京诺和致源科技股份有限公司完成，参照文献 [17]
进行数据处理分析。以 log2 F 的绝对值大于 1 且

q 小于 0.005 为标准筛选差异基因，其中，F 是样本

间表达量差异倍数，q 为校正后的 P 值。

1.8    实时荧光定量 PCR 检测部分基因转录水平

参照文献 [22-23]，分别提取野生株 AE17和缺

失株 AE17ΔenvZ 的 RNA，利用反转录试剂盒将

RNA 反转录为 cDNA 进行实时荧光定量 PCR 检

测，反应体系为 20 μL：SYBRGreen PCR Master Mix
10 μL，上下游引物 (表 2)各 1 μL，cDNA模板 2 μL，
补足双蒸水至 20 μL。反应条件：95 ℃ 2 min；95 ℃
5 s，60 ℃ 10 s，40 个循环。采用 2−ΔΔCT 法[24] 分析基

因转录水平，并利用 SPSS软件对 RNA-Seq和实时

荧光定量 PCR 2种方法的结果进行相关性分析。

 

表 2   实时荧光定量 PCR 引物

Table 2    Primers used in real time fluorogenic quantitative
PCR

 

引物 Primer 序列(5′→3′) Sequence

dnaERT-F GATTGAGCGTTATGTCGGAGGC

dnaERT-R GCCCCGCAGCCGTGAT

fhlART-F GAAGTGGTGGTCGTTGCCGATAAA

fhlART-R GCTGGAGTTGAAGATAATGGGGG

flhDRT-F AGAGTAATCGTCTGGTGGCTGTC

flhDRT-R CGACAACATTAGCGGCACTG

flhCRT-F GGCTGGTGAGCGTGGGTAATA

flhCRT-R AGTGCCCGCAAGCAGAAGAAG

fimDRT-F CACCTTTGTCATCTGCCGAACTCTA

fimDRT-R GTCCCTGGCGGTAATTCTTGC

fimHRT-F GCTATCCATTTCCGACCACCA

fimHRT-R GCACTGCTCACAGGCGTCAAA

mlrART-F TTAGTTCACCGTTACGAATCGC

mlrART-R AAACAACAGCCTCCACCAGC

mcbRRT-F CTGTTGAAAACCTCACCCCG

mcbRRT-R TTAATGATTTGTTCCATGTCGCC
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2   结果与分析

2.1    envZ 基因缺失株的构建和鉴定

对 AE17 和 AE17ΔenvZ 进行 PCR 鉴定，结果

显示，野生株可以扩增到 499 bp 的内侧条带和

2 012 bp的外侧条带，而 envZ 缺失株不能扩增到相

应的内侧条带，且外侧扩增到的条带为 976 bp(图 1)，
表明 envZ 的缺失株构建成功。

2.2    生长曲线的测定

野生株 AE17 和缺失株 AE17ΔenvZ 的生长曲

线 (图 2) 表明，envZ 基因缺失对 AE17 菌株在

LB液体培养基中的生长性能无明显影响 (P>0.05)。

2.3    生物被膜形成能力检测

AE17 和 AE17ΔenvZ 在 96 孔板中培养 48 h
后，利用酶标仪检测其生物被膜形成能力，结果如

图 3 所示，envZ 缺失使 AE17 生物被膜形成能力显

著减弱 (P<0.05)。结晶紫染色观察生物被膜结果如

图 4 所示，培养 48 h 后，AE17ΔenvZ 的生物被膜生

成量比 AE17显著减少 (P<0.05)。

2.4    扫描电镜观察 AE17ΔenvZ 生物被膜

在 6 孔板中放入细胞爬片，分边加入 AE17 和

AE17ΔenvZ 在 6孔板中培养，经过处理后进行扫描

电镜观察，结果如图 5 所示。相对于野生株 AE17
形成的较厚的生物被膜以及菌与菌之间的紧密连

接，AE17ΔenvZ 生成的生物被膜比较薄且菌体之间

的分布相对松散，说明缺失株 AE17ΔenvZ 形成生物

被膜的能力减弱。

2.5    RNA-Seq 测序数据分析

2.5.1    差异基因 GO 功能分类　共筛选到 711个差

异表达基因，其中，表达上调基因 303 个，表达下调

基因 408 个 (图 6)。筛选出的差异基因 GO 功能分

类结果 (图 7) 显示，注释到 GO 数据库的差异基因

共有 269 个，得到 1 163 个 GO 功能注释，涉及分子

功能、细胞组分及生物学过程 3大功能。在生物学过

程方面，共发现 664 个功能注释，占 57.1%；细胞组

分方面，共发现 71 个功能注释，占 6.1%；在分子功

能方面，共发现 428 个功能注释，占 36.8%。差异表

达基因在生物学过程、细胞成分、分子功能中涉及的

显著性 GO功能分析以及差异基因参与情况见图 7。
2.5.2    生物被膜差异表达基因调控通路　大肠埃

希菌中与生物被膜形成有关的基因有鞭毛蛋白合

 

M 1 2 3 4 5 6

2 000

1 000
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750
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M：DL2000 DNA marker，1：空白对照 (envZ-in-F/R)，2：AE17ΔenvZ 内

侧 (envZ-in-F/R)，3：AE17 内侧 (envZ-in-F/R)，4：空白对照 (envZ-out-
F/R)，5：AE17ΔenvZ 外侧 (envZ-out-F/R)，6：AE17外侧 (envZ-out-F/R)
M: DL2000 DNA marker, 1: Blank control (envZ-in-F/R), 2: AE17ΔenvZ

inside (envZ-in-F/R), 3: AE17 inside (envZ-in-F/R), 4: Blank control (envZ-
out-F/R), 5: AE17ΔenvZ outside (envZ-out-F/R), 6: AE17 outside (envZ-
out-F/R)

图 1     envZ 基因缺失株 AE17ΔenvZ 的鉴定

Fig. 1    Identification of envZ deletion strain AE17ΔenvZ
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图 2    AE17 和 AE17ΔenvZ 的生长曲线

Fig. 2    Growth curves of AE17 and AE17ΔenvZ
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“*”代表不同菌株间差异显著 (P<0.05，t 检验)
“*” indicates significant difference between different strains (P<0.05,

t test)　　

图 3    酶标仪测定 AE17 和 AE17ΔenvZ 生物被膜形成能力

Fig. 3    Biofilm formation abilities of AE17 and AE17ΔenvZ
detected by microplate reader

 

AE17
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图 4    培养 48 h 后结晶紫染色观察 AE17 和 AE17ΔenvZ 生

物被膜生成量

Fig. 4    Biofilm formation amounts of AE17 和 AE17ΔenvZ
observed by crystal violet staining after 48 hours’
cultivation
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成基因、抗原 43 合成基因等。鞭毛相关基因如

flhD、flhC、fliA 和 fliZ 等表达下调并间接参与生物

被膜形成的调控。转录组数据中参与生物被膜调控

的基因变化如表 3所示。

2.5.3    差异表达基因的 KEGG 信号通路功能分

类　KEGG 信号通路结果显示，被注释的 661 个差

异表达基因共涉及 78 个信号通路，主要涉及氮代

谢、β−内酰胺抗性、精氨酸和脯氨酸代谢、缬氨酸和

亮氨酸以及异亮氨酸的降解、乙醛酸和二羧酸酯代

谢等通路。其中有 6 个基因参加生物被膜调控通

路。差异表达基因富集 KEGG 功能分类以及差异

基因参与情况见图 8。
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图 5    扫描电镜观察 AE17 和 AE17ΔenvZ 生物被膜

Fig. 5    Biofilms of AE17 and AE17ΔenvZ observed by scanning electron microscope
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图 6    AE17ΔenvZ 差异表达基因火山图

Fig. 6    Volcano map of AE17ΔenvZ differentially expressed genes
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图 7    差异表达基因的 GO 功能分类

Fig. 7    GO functional classification of differentially expressed genes
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表 3   生物被膜相关的差异表达基因

Table 3    Differentially expressed genes associated with biofilm
 

基因

Gene
基因描述

Gene description
log2F

tabA 编码含DUF386结构域的毒素−抗毒素生物被膜蛋白 Encoding toxin-antitox biofilm protein that contains
DUF386 domain

−7.086 6

lsrR 大肠埃希菌群体感应的主要调节器 Main regulator of Escherichia coli quorum sensing −5.905 8

mcbR 编码GntR家族转录调节剂 Encoding GntR family transcription regulator −4.944 8

bdcA 编码c-di-GMP结合生物被膜弥散介质 Encoding c-di-GMP binding biofilm dispersion medium −4.598 6

mlrA 编码MerR家族转录调节剂，csg基因激活剂，调控csgD基因表达，是生物被膜形成的关键调节因子

Encoding MerR family transcription regulator, csg gene activator, regulating csgD gene expression,
a key regulator of biofilm formation

−3.587 1

flhD 编码1类启动子，与flhC形成转录激活物复合物FlhD4C2，决定细菌是运动还是非运动

Encoding a type of promoter, forming transcriptional activator complex FlhD4C2 with flhC,
determining bacterium moving or not

−1.900 9

flhC 编码1类启动子，与flhD形成转录激活物复合物FlhD4C2，决定细菌是运动还是非运动

Encoding a type of promoter, forming transcriptional activator complex FlhD4C2 with flhD,
determining bacterium moving or not

−1.313 0

fliA 鞭毛特异性转录σ因子(σ28)，负责所有3类启动子的激活，3类启动子控制形成细丝、运动蛋白以及

趋化蛋白的蛋白表达

A flagella-specific transcription σ factor (σ28), responsible for the activation of all three types of promoters
which control the protein expression of filaments, motor proteins and chemotactic proteins

−1.197 1

fliZ 所有鞭毛基因有效表达所必需 Necessary for effective expression of all flagellar genes −1.274 4
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图 8    差异表达基因的 KEGG 功能分类

Fig. 8    KEGG functional classification of differentially expressed genes
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2.6    实时荧光定量 PCR 验证部分基因转录水平

实时荧光定量 PCR 验证鞭毛基因 fhlA、flhD、

flhC 与生物被膜基因 mlrA、mcbR 的转录水平与转

录组学差异倍数的相关系数为 0.82，是正相关关系

(图 9)，说明转录组测序数据结果可靠，进一步证实

envZ 缺失在转录水平上调控与生物被膜相关的基

因的表达。

3   讨论与结论

感应环境渗透压的大肠埃希菌 ompR/envZ 双

组分调节系统由组氨酸激酶基因 envZ 和响应调节

剂基因 ompR 组成[25]。其中 envZ 有 2 个跨膜螺旋，

一个为周质结构域，另一个是在 His-243 处经历自

磷酸化的细胞质结构域，envZ 就是通过细胞质结构

域感知渗透压的变化。转录组学是研究转录组的学

科，广泛用于各物种生理生化特征以及分子调控机

制的研究，可用于解析基因组与表型之间的关系[26]。

本研究利用这一组学技术挖掘了 envZ 与生物被膜

形成特性之间可能存在的调控关系，为进一步研究

该基因在禽致病性大肠埃希菌中的作用[27] 提供参考。

envZ 基因缺失后，生物被膜形成能力减弱。结

合转录组数据分析可知这一结果可能是调控生物

被膜形成的基因表达下调导致的。flhD 编码 1类启

动子，其与 flhC 形成转录激活物复合物 FlhD4C2，
决定细菌是运动还是非运动，其在帮助大肠埃希菌

在较长时间内维持生物被膜的生物量方面发挥重

要作用[28]。mlrA 参与编码形成 MerR 家族转录调节

剂，是 csg 基因激活剂，与 ydaM 互作，调控 csgD 基

因表达，csgD 编码 LuxR 家族转录调节剂，是生物

被膜形成的关键调节因子。lsrR 是大肠埃希菌群体

感应的主要调节器，大肠埃希菌中生物被膜的数量

和结构均受此独特机制调控[29]。mcbR 是荚膜异多

糖和生物被膜基因的转录调节因子，可通过下调生

物膜相关基因 bcsA、fliC、wcaF和 fimA 的转录而减

少生物被膜的形成[30-31]。bdcA可降低 c-di-GMP 的

浓度，进而通过降低鞭毛旋转、卷曲纤维素合成使

生物被膜形成量减少[32]。tabA 编码含 DUF386结构

域的毒素−抗毒素生物被膜蛋白,可通过抑制 1型菌

毛使生物被膜形成量减少[33]。

envZ 不仅对 APEC的生物被膜有调控作用，且

更广泛地参与调控其他特殊基因及信号通路，如已

知的其他的二元调控系统的组氨酸激酶基因 evgS、
barA，如调控新陈代谢基因，尤其是碳代谢和氮代

谢。碳、氮是生物体生长的基本元素，envZ 缺失后

大量的代谢基因发生显著变化。本研究推测

envZ 可能还参与细菌能量代谢基因的调控。

本论文研究了组氨酸激酶基因 envZ 对 APEC
生物被膜形成能力的影响，并采用转录组学方法研

究了 envZ 对生物被膜可能的调控机制，发现 envZ
缺失可减弱细菌成膜能力，与生物被膜形成相关的

基因表达显著下调。
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