
第48卷第3期         西
 

南
 

大
 

学
 

学
 

报
 

(自然科学版)           2026年3月

Vol.48 No.3 Journal
 

of
 

Southwest
 

University
 

(Natural
 

Science
 

Edition) Mar. 2026

DOI:
 

10.13718/j.cnki.xdzk.2026.03.004

黄佳琪,
 

高丽旭,
 

张璇,
 

等.
 

Cpx系统基因缺失对多杀性巴氏杆菌环境响应及免疫保护性的影响
 

[J].
 

西南大学学报(自然科

学版),
 

2026,
 

48(3):
 

32-46.

Cpx系统基因缺失对多杀性巴氏杆菌
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摘要:CpxA/R是一种细菌双组份调控因子,
 

在细菌毒力、
 

环境适应和抗生素耐药性等方面发挥着重要调控作用,
 

利用同源重组方法分别构建牛源A型多杀性巴氏杆菌CQ2株(PmCQ2)cpxA 及cpxA/R 基因缺失株,
 

结果发现:
 

cpxA 及cpxA/R 基因缺失对PmCQ2的生长繁殖、
 

毒力及耐药性等方面并无显著影响,
 

对菌株适应不同金属离子

浓度、
 

氧化应激、
 

抗菌肽处理及营养方面也无明显影响,
 

但却能显著增强菌株对高温、
 

酸应激和盐应激的耐受性;
 

与此同时,
 

cpxA 及cpxA/R 基因缺失赋予了菌株较好的交叉免疫保护性,
 

小鼠模型中,
 

其缺失株灭活苗对牛源A

型、
 

B型和F型多杀性巴氏杆菌感染的免疫保护率可分别达100%、
 

50%、
 

50%,
 

显著优于野毒株PmCQ2。
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Abstract:
 

CpxA/R,
 

a
 

two-component
 

regulatory
 

system
 

in
 

bacteria,
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

modulating
 

virulence,
 

environmental
 

adaptation,
 

and
 

antibiotic
 

resistance.
 

In
 

this
 

study,
 

the
 

cpxA
 

and
 

cpxA/R
 

gene
 

mutants
 

derived
 

from
 

Bovine
 

P.
 

multocida
 

serotype
 

A
 

strain
 

CQ2
 

were
 

constructed
 

by
 

homologous
 

re-

combination
 

method.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

deletion
 

of
 

cpxA
 

and
 

cpxA/R
 

genes
 

had
 

no
 

significant
 

effects
 

on
 

the
 

growth,
 

reproduction,
 

virulence
 

and
 

drug-resistance
 

of
 

strains,
 

and
 

also
 

had
 

no
 

effects
 

on
 

the
 

strains
 

adapting
 

to
 

different
 

metal
 

ion
 

concentrations,
 

oxidative
 

stress,
 

antimicrobial
 

peptide
 

treat-

ment,
 

and
 

nutritional
 

conditions,
 

but
 

it
 

enhanced
 

the
 

strain􀆳s
 

tolerance
 

to
 

high
 

temperature,
 

acid
 

stress,
 

and
 

salt
 

stress.
 

Additionally,
 

the
 

deletion
 

of
 

cpxA
 

and
 

cpxA/R
 

genes
 

conferred
 

improved
 

cross-protective
 

immunity.
 

In
 

mouse
 

models,
 

the
 

inactivated
 

vaccines
 

derived
 

from
 

the
 

mutants
 

achieved
 

protective
 

efficacy
 

rates
 

of
 

100%,
 

50%,
 

and
 

50%
 

against
 

bovine
 

P.
 

multocida
 

type
 

A,
 

B
 

and
 

F,
 

respectively,
 

significantly
 

surpassing
 

the
 

protection
 

offered
 

by
 

the
 

wild-type
 

PmCQ2
 

strain.
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Cpx双组份调控系统(以下简称Cpx系统)广泛存在于细菌中,
 

由内膜组氨酸激酶CpxA及胞质反应调

节剂CpxR组成[1],
 

当细菌面临复杂环境应激时,
 

位于其内膜上的CpxA因子发生自磷酸化,
 

将磷酸基团

转移到CpxR,
 

促使CpxR蛋白磷酸化,
 

磷酸化的CpxR可作为转录激活因子,
 

从而调控下游相关基因的转

录,
 

帮助细菌适应不利环境。
 

cpxA/R 基因的缺失,
 

对多数细菌的毒力及其在多种环境刺激下的耐受性及

存活具有重大影响[2-5],
 

因此,
 

有研究利用Cpx系统(cpxR/lon)缺失导致的菌株毒力下调制成减毒活疫苗,
 

以此抵御野毒株感染[6]。
 

从另一个角度来看,
 

CpxA/R本身也可作为一个可调控的靶标分子,
 

通过外在因

子对其激活或失活,
 

从而达到控制细菌生长的目的。

基因组信息分析发现,
 

多杀性巴氏杆菌中也存在Cpx系统,
 

但目前作用并不清楚,
 

需进一步研究。
 

多

杀性巴氏杆菌作为一种重要的人畜共患细菌性病原,
 

传染性强,
 

发病率、
 

死亡率较高[7],
 

目前对其防控主

要依靠抗生素,
 

但过多抗生素使用会加剧多杀性巴氏杆菌耐药株的产生,
 

因此需要更多行之有效的方法。
 

本课题组前期通过基因编辑手段,
 

发现多杀性巴氏杆菌部分基因缺失能显著降低菌株毒力,
 

并赋予了菌株

较好的交叉免疫保护特性[8-9]。
 

基于对Cpx系统在其他细菌中功能的了解,
 

本研究选择了多杀性巴氏杆菌

Cpx系统进行研究,
 

旨在通过同源重组方法实现多杀性巴氏杆菌中cpxA 基因和cpxA/R 双基因的缺失,
 

探讨Cpx系统基因缺失对菌株毒力、
 

交叉保护性及环境应激耐受等方面的影响,
 

为多杀性巴氏杆菌的有效

防控提供新的依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

昆明小鼠(雌性、
 

18~22
 

g)、
 

C57BL/6小鼠(雌性、
 

18~22
 

g)购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司,
 

动物饲喂及相关实验操作均由西南大学实验动物伦理审查委员会批准(批准号:
 

IACUC-20210715-03)。
 

牛源A型、
 

B型、
 

F型多杀性巴氏杆菌(PmCQ2,
 

PmB,
 

PmF)、
 

猪源A型多杀性巴氏杆菌(PmP)及禽源

A型多杀性巴氏杆菌(PmQ),
 

暂存于西南大学动物医学院肉牛疫病防控研究室。
 

小鼠肺泡上皮细胞系存

于西南大学动物医学院肉牛疫病防控研究室。
 

用于构建基因缺失株的载体pUC19oriKanR 由实验室前期

构建并保存。

1.2 主要试剂

卡那霉素、
 

甲酰胺、
 

DMSO、
 

MTT,
 

上海生工生物工程有限公司;
 

马丁肉汤培养基、
 

脑心浸液肉汤培养
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基(20211109),
 

青岛海博生物技术有限公司;
 

透明质酸、
 

结晶紫染料,
 

Solarbio公司;
 

琼脂糖、
 

透明质酸酶、
 

脱脂奶粉,
 

BioFroxx公司;
 

BamH
 

I、
 

Hind
 

Ⅲ限制性核酸内切酶,
 

宝生物(大连)工程有限公司;
 

2×Taq
 

PCR
 

Mix,
 

Vazyme公司;
 

药敏纸片,
 

杭州微生物试剂有限公司;
 

Stains-All,
 

BBI公司;
 

氯化钠、
 

氯化钾、
 

果

糖、
 

葡萄糖、
 

氯化铁、
 

氯化镁、
 

氯化钙、
 

硫酸铜(分析纯),
 

北京科隆生物技术有限公司;
 

FeSO4·7H2O(分

析纯),
 

Alladin公司;
 

硫酸鱼精蛋白,
 

上海源叶生物科技有限公司;
 

DMEM、
 

1640培养基、
 

PBS缓冲液、
 

0.25%胰蛋白酶,
 

Gibco公司;
 

TMB显色液,
 

Beyotime公司;
 

HRP标记羊抗鼠IgG、
 

Mouse
 

IL-12、
 

TNF-α、
 

IFN-γ
 

ELISA
 

Kit,
 

Thermo公司;
 

细菌RNA提取试剂盒,
 

北京天漠科技开发有限公司;
 

改良型

Bradford蛋白浓度测定试剂盒,
 

Sangon公司。

1.3 基因缺失株的构建

本研究中基因缺失株的构建参照实验室前期hyaD 基因缺失株的构建方法[9],
 

即通过设计cpxA 及

cpxR 基因的上下游同源臂引物,
 

PCR扩增分别获得各自基因上下游同源臂,
 

融合上下游同源臂后连接到

pUC19oriKanR 基因缺失载体上。
 

选择牛源A型多杀性巴氏杆菌CQ2株(PmCQ2),
 

首先对其cpxA 基因

进行缺失,
 

其后对PmCQ2-ΔcpxA 进行cpxR 基因缺失,
 

基因的缺失验证采用DNA水平及转录水平检测。
 

缺失株构建及验证所用引物见表1。
表1 基因缺失株构建所需引物

引物 序列
 

(5'-3') 长度/bp

dcpxA-F GTGATGATAAAGGCTATTAT 1
 

480

dcpxA-R TGGCATTTTTCTAACACGCT

cpxA
 

Up-F GACCATGATTACGCCAAGCTTATGCCATTTGCGAAAGAAAG 379

cpxA
 

Up-R AATCACAATCCAAACACTTTTTTCAAAGGT

cpxA
 

Down-F AAAGTGTTTGGATTGTGATTGATGATAATG 232

cpxA
 

Down-R TTTATCGGTACCCGGGGATCCTTAACTGGTAATCCAAAGCG

dcpxR-F AGTAAGCCTGCAATTAACAA 1
 

080

dcpxR-R ATAGAAGTGATAATTTCTTG

cpxR
 

Up-F GACCATGATTACGCCAAGCTTATGCGGAGAAGAGTGCCTCA 300

cpxR
 

Up-R GTGCTATTGATAACGTCTCAACCCCATTGA

cpxR
 

Down-F TGAGACGTTAGTGCTATTGATATGCATATG 300

cpxR
 

Down-R TTTATCGGTACCCGGGGATCCCAGAATAAATGCGAGAATCA

pUC19-F GAGCGGATAACAATTTCACAC 151

pUC19-R ATTTAAGAATACCTTGCCGC

KMT-F ATCCGCTATTTACCCAGTGG 460

KMT-R GCTGTAAACGAACTCGCCAC

qPCR
 

cpxA-F CGTACACCACTGACCCGTTT 107

qPCR
 

cpxA-R TCTAAACGGCGTGCCTCAAT

qPCR
 

cpxR-F CGGTCTCGAACTTGGGGTAG 188

qPCR
 

cpxR-R GAAATGCCTGTTGTCGACCG

16
 

S
 

rRNA-F ACGCTGGCGGCAGGCTTAAC 101

16
 

S
 

rRNA-R ATTCCCAAGCATTACTCACCCGTCC

  注:
 

下划线为限制性核酸内切酶的酶切位点。
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1.4 荚膜多糖含量的测定

吸取1
 

mL处于对数生长期的PmCQ2、
 

PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 菌液,
 

13
 

400
 

r/min
离心15

 

min,
 

弃上清,
 

PBS洗2次,
 

最后用1
 

mL无菌PBS重悬菌体,
 

将上述液体置于42
 

℃
 

金属浴中处

理1
 

h
 

(处理前后均吸取100
 

μL进行稀释涂板计数)。
 

剩余菌液13
 

000
 

r/min离心20
 

min,
 

吸取100
 

μL
上清液加入到900

 

μL荚膜染色液中混匀,
 

测定OD630 值。
 

同时配制不同浓度梯度的透明质酸标准溶液

(每100
 

μL含0、
 

1、
 

3、
 

5、
 

10
 

μg),
 

分别吸取100
 

μL加入到900
 

μL荚膜染色液中,
 

测定OD630 值绘制标

准曲线。
 

根据标准曲线计算各菌株的荚膜多糖含量,
 

每组设置3个重复。

1.5 生物膜含量的测定

使用BHI培养基将计数后的PmCQ2、
 

PmCQ2-ΔcpxA 和 PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 菌液稀释至1×

108
 

CFU/mL,
 

吸取400
 

μL到48孔细胞培养板中,
 

以BHI培养基作阴性对照,
 

置于37
 

℃恒温培养箱中培

养48
 

h。
 

将培养基吸净,
 

每孔加入200
 

μL无水甲醇固定1
 

h,
 

吸出甲醇固定液,
 

用PBS洗3次,
 

室温晾干

1
 

h;
 

随后每孔加入200
 

μL
 

1%结晶紫,
 

于37
 

℃处理1
 

h,
 

吸出结晶紫染液,
 

PBS洗3次,
 

室温晾干1
 

h;
 

每

孔加入200
 

μL
 

33%冰乙酸,
 

37
 

℃处理30
 

min,
 

测定OD630 值,
 

每组设置3个重复。

1.6 生长曲线的测定

将处 于 对 数 生 长 期 的 PmCQ2、
 

PmCQ2-ΔcpxA 和 PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 菌 液 浓 度 调 整 为1×

109
 

CFU/mL,
 

吸取1
 

mL菌液至100
 

mL马丁肉汤培养基、
 

LB肉汤培养基、
 

脑心浸液肉汤培养基、
 

牛肉膏

蛋白胨液体培养基中,
 

置于37
 

℃振荡培养箱中培养14
 

h,
 

每组设置3个重复,
 

每2
 

h取样测定OD600 值,
 

绘制生长曲线。

1.7 细胞毒性的测定

接种约5×104 个/孔小鼠肺泡上皮细胞到96孔细胞培养板中,
 

放于37
 

℃、
 

5%
 

CO2 培养箱中贴壁

2
 

h。
 

以1
 

MOI
 

PmCQ2、
 

PmCQ2-ΔcpxA、
 

PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 以及实验室前期构建的毒力显著降低的

PmCQ2-ΔqseCΔluxS 感染细胞,
 

于37
 

℃、
 

5%
 

CO2 的培养箱中处理12
 

h,
 

吸出上清,
 

PBS洗2次,
 

之后每

孔加入100
 

μL
 

DMEM培养基和20
 

μL
 

MTT溶液(5
 

ng/mL),
 

继续放入培养箱中培养4
 

h,
 

弃上清,
 

每孔

加入100
 

μL
 

DMSO溶液,
 

于水平摇床上避光处理10
 

min,
 

测定OD570 值,
 

进行细胞毒性的比较。

1.8 脏器定殖量的测定

将处 于 对 数 生 长 期 的 PmCQ2、
 

PmCQ2-ΔcpxA 和 PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 菌 液 浓 度 调 整 为4×

106
 

CFU/mL,
 

将18只昆明小鼠随机分为3组,
 

每组6只,
 

每只注射100
 

μL上述菌液,
 

进行肌肉攻毒。
 

12
 

h后眼球采血,
 

解剖小鼠,
 

分离肺脏、
 

肝脏、
 

脾脏,
 

将组织称量后,
 

加入1
 

mL无菌生理盐水,
 

匀浆并稀

释涂板计数,
 

计算脏器定殖量。

1.9 感染小鼠腹腔巨噬细胞炎性因子分泌能力的比较

接种2×104 个/孔小鼠腹腔原代巨噬细胞到48孔细胞培养板中,
 

以“+”晃动,
 

于37
 

℃、
 

5%
 

CO2 培

养箱中贴壁2
 

h,
 

吸出上清,
 

PBS洗3次,
 

以1
 

MOI
 

PmCQ2、
 

PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 菌

液感染细胞,
 

于37
 

℃、
 

5%
 

CO2 培养箱中处理6
 

h。
 

感染结束后,
 

收集细胞上清液,
 

按照IL-12、
 

TNF-α、
 

IFN-γ 炎性因子ELISA试剂盒说明书测定其分泌量。

1.10 灭活苗的制备及交叉免疫保护性评价

吸取1
 

mL
 

PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 菌液,
 

转接至100
 

mL马丁液体培养基中,
 

于

37
 

℃振荡培养箱中培养至对数生长期,
 

进行稀释平板计数后,
 

将菌液13
 

400
 

r/min离心15
 

min后,
 

加入

适量PBS重悬菌体。
 

在重悬菌液中加入0.15%甲醛溶液,
 

充分混匀后置于37
 

℃灭活24
 

h,
 

每6
 

h涡旋振

荡1次。
 

灭活后的菌液、
 

无菌PBS分别与15
 

VG矿物油佐剂以4∶1的比例混匀,
 

制成5×109
 

CFU/mL
 

PmCQ2-ΔcpxA、
 

PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 灭活苗和PBS乳化剂。
 

将灭活苗涂布于马丁固体培养基中,
 

37
 

℃
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培养箱培养24
 

h,
 

检测其是否灭活完全。
 

在进行安全性评价后,
 

保存于4
 

℃冰箱。

将90只昆明小鼠随机分为15组,
 

每组6只,
 

免疫接种程序和攻毒情况见表2。
 

加强免疫7
 

d后对各组进

行肌肉攻毒,
 

根据各菌株的半数致死量(LD50)及课题组前期研究,
 

将菌株浓度调整为PmCQ2:
 

5×

108
 

CFU/mL,
 

PmB:
 

1×108
 

CFU/mL,
 

PmF:
 

5×109
 

CFU/mL,
 

PmP:
 

100
 

CFU/mL,
 

PmQ:
 

100
 

CFU/mL,
 

每

只小鼠注射100
 

μL菌液,
 

每12
 

h观察1次,
 

连续观察1周,
 

记录小鼠死亡情况。
表2 免疫程序及攻毒情况

组别 首免剂量/mL 二免剂量/mL 攻毒菌株

1 PmCQ2-ΔcpxA 灭活苗

2 PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 灭活苗 0.2 0.1 PmCQ2

3 PBS乳化剂

4 PmCQ2-ΔcpxA 灭活苗

5 PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 灭活苗 0.2 0.1 PmB

6 PBS乳化剂

7 PmCQ2-ΔcpxA 灭活苗

8 PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 灭活苗 0.2 0.1 PmF

9 PBS乳化剂

10 PmCQ2-ΔcpxA 灭活苗

11 PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 灭活苗 0.2 0.1 PmP

12 PBS乳化剂

13 PmCQ2-ΔcpxA 灭活苗

14 PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 灭活苗 0.2 0.1 PmQ

15 PBS乳化剂

1.11 抗体消长规律的测定

根据灭活苗交叉免疫保护性的评价结果,
 

仅测定针对牛源A型多杀性巴氏杆菌抗原的抗体消长规律,
 

将12只昆明小鼠随机分为2组,
 

每组6只,
 

按照表2对小鼠进行免疫。
 

免疫结束后,
 

尾静脉采血,
 

之后每

隔30
 

d,
 

进行1次尾静脉采血,
 

连续观察150
 

d,
 

测定血清抗体效价,
 

绘制抗体消长曲线。

1.12 药敏试验

将处 于 对 数 生 长 期 的 PmCQ2、
 

PmCQ2-ΔcpxA 和 PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 菌 液 浓 度 调 整 为1×

109
 

CFU/mL,
 

吸取100
 

μL菌液至马丁固体培养基中,
 

涂布均匀后,
 

用无菌镊子夹取药敏片贴于培养基上,
 

每组3个重复。
 

将贴好药敏片的培养基,
 

置于37
 

℃恒温培养箱中培养12
 

h(无需倒置),
 

测定抑菌圈直径,
 

判断菌株对抗生素的敏感性。

1.13 不良环境下生长曲线的测定

将处 于 对 数 生 长 期 的 PmCQ2、
 

PmCQ2-ΔcpxA 和 PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 菌 液 浓 度 调 整 为1×

109
 

CFU/mL,
 

吸取100
 

μL菌液到100
 

mL马丁液体培养基(含200
 

mmol/L
 

NaCl、
 

200
 

mmol/L
 

KCl、
 

4%葡萄糖、
 

4%果糖、
 

pH值为8.5)中,
 

于37
 

℃或特定温度的振荡培养箱中培养14
 

h,
 

每组设置3个

重复,
 

每隔2
 

h测定OD600 值,
 

绘制生长曲线。
 

以同样的方法将其接种至pH值为5.5的马丁液体培

养基中,
 

于37
 

℃培养,
 

从第8
 

h开始,
 

每隔1
 

h测定OD600 值,
 

第14
 

h结束,
 

每组设置3个重复,
 

绘

制生长曲线。
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1.14 其他模拟环境中生长状况的观察

将处 于 对 数 生 长 期 的 PmCQ2、
 

PmCQ2-ΔcpxA 和 PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 菌 液 浓 度 调 整 为1×

109
 

CFU/mL,
 

吸取50
 

μL菌液到5
 

mL马丁液体培养基(含200
 

μmol/L
 

C2H5O、
 

200
 

μmol/L
 

H2O2、
 

15
 

mmol/L
 

FeCl3、
 

5
 

mmol/L
 

MgCl2、
 

5
 

mmol/L
 

CaCl2、
 

200
 

μmol/L
 

FeSO4、
 

5
 

μmol/L
 

CuSO4)中,
 

每组

设置3个重复,
 

于37
 

℃振荡培养箱中培养12
 

h后测定OD600 值。

1.15 数据统计分析

采用Graphpad
 

Prism
 

9.0软件进行数据统计分析,
 

p<0.05为差异有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 基因缺失株的构建

Cpx系统对多数革兰氏阴性菌的毒力、
 

耐药性及环境响应能力等具有显著影响,
 

但其在多杀性巴氏杆

菌(Pm)中的作用尚未揭示。
 

本研究选择实验室前期分离到的一株强毒荚膜 A型多杀性巴氏杆菌菌株

PmCQ2,
 

对其Cpx系统基因进行缺失。
 

根据PmCQ2全基因组测序结果,
 

利用在线分析软件SMART对其

CpxA和CpxR蛋白结构域进行分析(图1)。

M为DNA
 

Maker,
 

泳道1、
 

4、
 

7、
 

10为 ΔcpxA,
 

泳道2、
 

5、
 

8、
 

11为 PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR,
 

泳道3、
 

6、
 

9为 PmCQ2,
 

泳道12为

pUC19oriKanR-ΔcpxAup+down,
 

泳道13为pUC19oriKanR-ΔcpxRup+down。
 

***表示p<0.001,
 

**表示p<0.01,
 

*表示p<0.005,
 

差异有统计学意义,
 

下同。

图1 PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 的构建

由图1a可知,
 

cpxA 基因全长1
 

404
 

bp,
 

其中15~37
 

aa、
 

164~186
 

aa为跨膜域,
 

89~96
 

aa为低度复

杂区域,
 

189~243
 

aa为HAMP信号转导域,
 

244~307
 

aa为 HisKA结构域,
 

355~465
 

aa为 HATPase_c
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结构域。
 

cpxR 基因全长702
 

bp,
 

编码蛋白的2~111
 

aa为CheY同源接收域,
 

153~229
 

aa为组氨酸激酶的

信号接受域(图1b)。
 

对CpxA部分结构域(核酸序列区段为379~1
 

172
 

bp)进行缺失,
 

筛选获得PmCQ2-

ΔcpxA(图1c);
 

其后对该缺失株中的CpxR部分结构域(核酸序列区段为189~586
 

bp)进行缺失,
 

筛选获得

PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR(图1d),
 

从DNA层面(图1e)及RNA转录层面(图1f)检测验证,
 

缺失株构建成功。

2.2 基因缺失株的生物学特性分析

为探究Cpx系统基因缺失对Pm生物学特性的影响,
 

本研究对菌液离心状态进行观察,
 

发现Cpx系统

基因缺失并不会对菌体的离心状态产生影响(图2a),
 

但在荚膜多糖产生方面,
 

cpxA/R 双基因的缺失能显

著降低菌株的荚膜多糖(图2b)。
 

有研究发现Pm具有荚膜多糖含量与生物膜含量呈反比的特点[9],
 

测定缺

失株与野生株生物膜发现,
 

3株菌株间差异无统计学意义(图2c),
 

同时该系统基因的缺失也并不会影响菌

株在多种培养基中的生长速度(图2d-2g)。

*表示p<0.05,
 

差异有统计学意义,
 

ns表示差异无统计学意义,
 

下同。

图2 PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 的生物学特性
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2.3 基因缺失对菌株毒力的影响

分别以相同剂量的PmCQ2、
 

PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 通过肌肉途径感染小鼠,
 

3株

菌株导致小鼠死亡的速率差异无统计学意义(图3a)。

图3 PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 的毒力测定
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采用小鼠肺上皮细胞来测定各菌株的细胞毒性作用,
 

并以另一个双基因缺失株PmCQ2-ΔqseCΔluxS
为参照,

 

发现Cpx系统基因缺失株对细胞的毒性和野毒株间差异无统计学意义,
 

但显著高于PmCQ2-

ΔqseCΔluxS(图3b)。

以4×106
 

CFU/mL的PmCQ2、
 

PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 肌肉攻毒感染小鼠,
 

发现

感染12
 

h后小鼠肺脏、
 

肝脏、
 

脾脏中的载菌量差异无统计学意义(图3c)。

以1
 

MOI的PmCQ2、
 

PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 感染小鼠腹腔巨噬细胞,
 

6
 

h后收集

细胞上清,
 

用ELISA试剂盒检测巨噬细胞分泌炎性因子的情况发现,
 

与野生株相比,
 

PmCQ2-ΔcpxA 感染

显著降低了细胞TNF-α、
 

IL-12、
 

IFN-γ 相关炎性因子的分泌量,
 

而PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 感染显著降低

了细胞IL-12的分泌量(图3d)。

2.4 交叉免疫保护性测定

前期发现,
 

部分基因缺失会赋予多杀性巴氏杆菌的交叉免疫保护特性[8-9],
 

为探究cpxA/R 基因缺失

是否会同样赋予Pm菌株交叉免疫保护能力,
 

我们通过制备野毒株和基因缺失株灭活苗,
 

同时以PBS乳化

剂为对照,
 

分别免疫小鼠,
 

首免14
 

d后加强免疫1次,
 

首免21
 

d后进行尾静脉采血并分离血清,
 

检测抗体

水平的产生情况,
 

随后对小鼠进行攻毒测试。
 

结果发现,
 

cpxA 及cpxA/R 基因缺失株灭活苗均能诱导小

鼠产生较高的抗体水平(图4a),
 

两个基因缺失株灭活苗对牛源A型Pm的保护率为100%,
 

对牛源B型、
 

F型Pm的保护率为50%,
 

但对猪源、
 

禽源A型Pm无保护性(图4b-4f)。
 

用这两个基因缺失株灭活苗免

疫小鼠后,
 

其抗体水平可达1∶25
 

600~1∶102
 

400,
 

并能稳定维持150
 

d以上(图4g)。

2.5 Cpx系统基因对Pm的环境响应能力的影响

有研究表明,
 

Cpx系统主要通过对下游因子的调节帮助细菌适应自然环境中的各种应激,
 

从而维持其

自身的生存能力[2-5]。
 

本研究发现,
 

PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 对绝大多数抗生素敏感性差

异无统计学意义,
 

但对氨苄西林的敏感性显著增加(表3)。

表3 PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 的抗生素敏感性比较

分类 抗生素
抑菌圈直径/mm

PmCQ2 PmCQ2-ΔcpxA PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR
结果

青霉素类 青霉素 30 31 31 S/S/S

苯唑西林 16 15 15 R/R/R

氨苄西林 19 24 26 I/S/S

羧苄西林 35 34 32 S/S/S

哌拉西林 32 33 30 S/S/S

头孢菌素类 头孢氨苄 22 22 22 S/S/S

头孢唑林 25 25 22 S/S/S

头孢拉定 23 24 21 S/S/S

头孢呋辛 33 34 29 S/S/S

头孢他啶 21 24 21 S/S/S

头孢曲松 35 33 34 S/S/S

头孢哌酮 31 28 27 S/S/S

大环内酯类 红霉素 20 21 20 I/I/I

麦迪霉素 16 16 16 I/I/I
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 续表3

分类 抗生素
抑菌圈直径/mm

PmCQ2 PmCQ2-ΔcpxA PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR
结果

氨基糖苷类 丁胺卡那 12 12 12 R/R/R
庆大霉素 14 15 13 I/I/I
卡那霉素 17 17 16 S/S/I
新霉素 13 14 11 I/I/R

四环素类 四环素 23 23 21 S/S/S
多西环素 21 20 20 S/S/S
米诺环素 20 20 20 S/S/S

喹诺酮类 环丙沙星 41 37 36 S/S/S
多肽类 多黏菌素B 14 13 13 S/S/S
磺胺类 复方新诺明 21 21 16 R/R/R

硝基呋喃类 呋喃唑酮 24 18 18 S/S/S
酰胺醇类 氯霉素 34 29 30 S/S/S

林可霉素类 克林霉素 12 11 11 R/R/R

  注:
 

R表示耐药、
 

I表示中介、
 

S表示敏感。

图4 PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 灭活苗的交叉免疫保护性
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为进一步探究Cpx系统基因对Pm应对环境刺激能力的影响,
 

通过在培养基中添加不同的刺激因

子或改变培养条件,
 

模拟各种应激环境测试基因缺失株的生长情况。
 

结果显示:
 

在添加盐离子及糖的

环境中,
 

基因缺失株仅对高浓度 Na+、
 

K+ 离子的添加有所响应,
 

Cpx系统基因的缺失能促进菌株的

生长(图5a-5d);
 

在温度反应测试中,
 

发现Cpx系统基因的缺失促进了菌株在高温环境中的生长,
 

减缓了菌株在低温环境中的生长(图5e-5f);
 

在酸碱耐受性方面,
 

Cpx系统基因的缺失促使了菌株对

酸的耐受性,
 

降低了菌株对碱的耐受性(图5g-5h)。

图5 PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 在不同条件下的生长曲线

考虑到Cpx通路在其他细菌中能够应对氧化应激、
 

金属离子胁迫及抗菌肽毒性,
 

本研究也在Pm中

进行了测试,
 

结果发现,
 

在添加15
 

mmol/L
 

Fe3+后,
 

3种菌株的生长速度均减缓,
 

PmCQ2-ΔcpxA 的生

长情况与野生株差异无统计学意义,
 

而PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 的生长速度显著高于PmCQ2-ΔcpxA,
 

其

余测试差异无统计学意义,
 

说明Cpx系统基因的缺失并未影响到Pm菌株对氧化应激及抗菌肽的敏感性

(图6a-6i)。

3 讨论与结论

鉴于cpxA/R 基因对部分细菌毒力、
 

耐药性和应对环境应激等方面的调控,
 

且未有相关报道表明该系

统对Pm的影响,
 

因此本研究对cpxA/R 基因进行了敲除,
 

但一直未能成功构建PmCQ2-ΔcpxR,
 

课题组

也会继续进行构建,
 

以对本研究的相关数据进一步加以论证。
 

另外,
 

在基因敲除的过程中发现,
 

cpxA 基因

的位点对其功能的发挥至关重要,
 

也有研究发现,
 

cpxA 基因某些位点突变或定向缺失,
 

会导致 HAMP功

能域晶体结构变化,
 

从而对CpxA与CpxP的结合或信号转导产生影响[10-11]。
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图6 PmCQ2-ΔcpxA 和PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 在其他应激环境中的生长情况

探究细菌毒力最常用且直观的方法是测定半数致死量(LD50),
 

本研究在前期探索时,
 

测定了PmCQ2

和PmCQ2-ΔcpxA 的LD50,
 

但二者毒力差异无统计学意义,
 

且PmCQ2的LD50 与课题组前期的结果相

差100倍左右,
 

我们推测这种差异可能源于攻毒方式的不同。
 

生存曲线结果表明,
 

Cpx系统基因缺失株

与PmCQ2毒力差异无统计学意义,
 

仅小鼠死亡时间略微提前。
 

结合这一结果,
 

同时考虑到PmCQ2在感

染早期仅发生肺部脏器定殖,
 

因此我们选择测定感染12
 

h时的脏器定殖量,
 

Pletzer等[12]的研究结果发
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现,
 

baeR 在定殖早期发挥作用,
 

而cpxR 在定殖后期发挥作用,
 

这说明时间点的选择有助于揭示Cpx系

统在细菌 毒 力 方 面 的 贡 献。
 

选 择 肺 上 皮 细 胞 进 行 细 胞 毒 性 试 验,
 

并 将 毒 力 显 著 降 低 的 PmCQ2-

ΔqseCΔluxS 作为对照,
 

以证明试验结果的可靠性。
 

结果发现,
 

与野生株相比,
 

PmCQ2-ΔcpxA、
 

PmCQ2-

ΔcpxAΔcpxR 的毒力差异无统计学意义。
 

在Pm感染过程中,
 

机体通过免疫系统产生高水平的炎性细胞

因子,
 

以防御细菌入侵[13];
 

Qiu等[14]研究发现,
 

感染Pm的小鼠肺组织,
 

其炎症因子 MCP-1、
 

TNF-α和

IL-1β表达均显著上调,
 

高毒力菌株感染所导致的表达水平显著高于低毒力菌株。
 

本研究结果发现,
 

缺

失株感染巨噬细胞后,
 

上清中部分炎性因子分泌量降低,
 

我们推测,
 

这可能与细菌荚膜含量不同导致的

炎症反应程度变化有关[15]。

敲除沙门氏菌lon 和cpxR 基因,
 

其菌株毒力显著降低,
 

但却能刺激机体产生更强的免疫反应[6]。
 

本课

题组前期研究也发现,
 

多杀性巴氏杆菌某些基因如qseC、
 

hyaD 等的缺失,
 

可致使菌株具有较强的交叉免

疫保护作用,
 

其中ΔhyaD 灭活苗几乎能对本试验所用的攻毒菌株产生完全的保护作用[9],
 

因此,
 

我们探究

cpxA/R 基因缺失能否发挥与上述菌株相同的作用。
 

由于cpxA/R 基因缺失后细菌毒力无显著变化,
 

若制

备成活苗,
 

易导致毒力返强,
 

因此将其制备成灭活苗,
 

研究结果表明,
 

灭活苗的交叉保护作用有限,
 

仅对牛

源B型、
 

F型多杀性巴氏杆菌具有50%的免疫保护性。
 

我们推测,
 

特定的基因缺失才能赋予菌株良好的交

叉免疫保护性。
 

对于这些特定基因缺失后引起的菌株灭活苗保护性发生变化的原因,
 

一方面,
 

基因缺失可

能直接影响保护性抗原的表达,
 

从而提升疫苗的保护效果;
 

另一方面,
 

基因缺失后,
 

导致细菌表型改变,
 

使

部分抗原裸露在菌体表面更易被识别,
 

进而增强了保护效力。

在发现Cpx系统对牛源A型Pm的生物膜、
 

毒性、
 

抗生素敏感性等方面均无显著贡献时,
 

我们通过在

培养基中添加相应因子以模拟外界环境压力,
 

测试cpxA/R 基因缺失株的生长情况,
 

从而探讨Cpx系统对

这一方面的影响。
 

结果显示,
 

不论是cpxA 单基因缺失还是cpxA/R 双基因缺失,
 

都显著增加了Pm在模

拟酸性环境中的耐受性,
 

这与其他细菌截然不同,
 

如副猪嗜血杆菌cpxR 基因缺失后,
 

在酸性、
 

碱性、
 

氧化

应激条件下的抗性显著降低[16]。
 

我们从以下3方面对其进行了推测:
 

1)
 

在课题组构建的多个缺失株中,
 

如

ΔqseC、
 

ΔhyaD、
 

ΔqseC、
 

ΔluxS 等,
 

大多表现为毒力降低的同时,
 

对环境应激抗性也降低[8-9];
 

在双组份系

统相关基因ompR 缺失后,
 

毒力与野生株差异不大,
 

但耐酸性显著增加,
 

表现出与本研究的两个缺失株相

同的特性。
 

这种共性可能表明双组份系统在Pm中有特殊作用,
 

需进一步研究。
 

2)
 

不同双组份调控系统在

环境应激中的作用机制是复杂的,
 

在本试验中,
 

Cpx系统在酸性和碱性环境中的表现差异很大。
 

有研究表

示,
 

大肠杆菌仅在Na+、
 

K+与碱性环境共同存在的情况下,
 

Cpx系统才被激活[17],
 

因此Cpx系统在不同

pH下的表现也许与其多样的触发机制有关。
 

3)
 

测定方法的不同导致的结果差异。
 

冯芬芬[18]发现,
 

副猪嗜

血杆菌在0.02
 

mol/L
 

NaOH 处理时,
 

Cpx系统不发挥作用,
 

但在pH 为8.5、
 

9.5时,
 

与野生株相比,
 

ΔcpxA 差异无统计学意义,
 

但ΔcpxR 和ΔcpxA/R 耐性显著降低;
 

大肠杆菌的耐酸反应系统,
 

在指数相

细胞中,
 

被Fur和PhoP/Q 调控因子激活,
 

而在固定相细胞中,
 

被RpoS 和OmpR 激活[19]。
 

本研究测试的

是菌株在改变pH后培养基中的生长情况,
 

并未考虑极性pH胁迫下的细菌存活率。

cpxA/R 基因缺失后,
 

铁摄取和转运相关基因表现为上调,
 

但不明显。
 

我们推测,
 

这可能与Cpx系统

相关基因缺失对金属离子应激的反应有关,
 

因此在马丁培养基中添加了金属离子进行测试。
 

结果显示,
 

仅

在添加15
 

mmol/L
 

Fe3+时,
 

PmCQ2-ΔcpxAΔcpxR 的生长速度显著高于PmCQ2-ΔcpxA,
 

表明cpxR 基因

对Pm菌株在高浓度铁离子环境下的生长有抑制作用。
 

考虑到宿主对细菌的先天防御限铁策略,
 

我们在马

丁培养基中添加了不同浓度的螯合剂2,
 

2􀆳-联吡啶,
 

结果表明,
 

缺失株与野生株间差异无统计学意义。
 

分析

其原因,
 

一方面,
 

我们认为细菌通过不同的双组份系统适应应激[20],
 

而在多杀性巴氏杆菌中,
 

Cpx系统可
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能并非主要的包膜应激反应;
 

另一方面,
 

有研究表明,
 

在限铁条件下,
 

竞争性金属离子的存在,
 

如Cu2+、
 

Zn2+等,
 

会诱导Cpx系统的转录[21],
 

且营养条件的改变也会影响其调控。
 

在大肠杆菌中发现,
 

转铁蛋白的

调控依赖于酸性环境诱导的Cpx系统[22]。
 

我们将在后续研究中,
 

通过螯合剂清除培养基中的Fe3+并添加

其他金属离子,
 

或组合不同应激条件,
 

以探究Cpx系统是否发挥作用。

Cpx系统在Pm中的表现与其他革兰氏阴性菌不同,
 

cpxA/R 基因缺失后的Pm在高温、
 

高渗透压、
 

酸性环境中表现出适应性,
 

在应对氧化应激和抗菌肽处理时无明显反应,
 

仅在对碱应激和低温应激时表现

出与其他细菌相似的反应。
 

这种差异性也在霍乱弧菌的研究中被观察到,
 

该研究发现,
 

Cpx系统仅在氯离

子添加后被触发[23],
 

证实霍乱弧菌Cpx系统对氯离子的刺激是特异性的。
 

我们推测,
 

在Pm中,
 

该系统的

触发机制可能显著异于其他革兰氏阴性菌,
 

且在巴氏杆菌cpxA/R 基因缺失株中,
 

可能存在替代的信号转

导途径。
 

此外,
 

考虑到牛源A型多杀性巴氏杆菌是重要的呼吸道病原体,
 

在体内主要经受呼吸道气体浓度

变化及温度策略的环境压力,
 

因此在试验设计时应注重这方面条件的优化和机制探究。
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