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摘 要：【目的】构建伪结核棒状杆菌 (Corynebacterium pseudotuberculosis, Cp)宣汉株 (XH02) 

LPXTG 基序蛋白编码基因敲除菌株(XH02Δlpxtg270)，探究 lpxtg270 在 XH02 生长、生物被膜形

成及感染致病过程中的作用。【方法】采用 CRISPR/Cas9 技术构建 XH02Δlpxtg270，比较该敲除

菌株与野生菌株 XH02 在生物学特性、对 J774A.1 巨噬细胞的侵袭能力、体内感染小鼠致病力等

方面的差异。【结果】与 XH02 相比，XH02Δlpxtg270 的菌落形态、生长曲线、黏附 J774A.1 巨噬

细胞的能力及胞内增殖能力均无明显变化，但 XH02Δlpxtg270 的生物被膜形成能力、对 J774A.1

的侵袭能力、感染引发 J774A.1 释放乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)及分泌 IL-1β 的能力

显著降低，XH02Δlpxtg270 体内感染小鼠的致病力及在肝脏、脾脏、肾脏、肺脏和脑中的载菌水

平显著下降，引起小鼠上述脏器的病理变化较轻。【结论】本研究证实 LPXTG270 与 Cp 形成生

物被膜、感染侵袭巨噬细胞的能力相关，在 Cp 感染小鼠致病过程中发挥重要作用。

关键词：伪结核棒状杆菌；LPXTG 基序蛋白基因 lpxtg270；基因敲除；生物学特性；致病性

Research Article  研究报告

2025, 65(10): 4550-4564
CSTR: 32112.14.j.AMS.20250217
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20250217

资助项目：国家级大学生创新创业训练计划(202410635070)；重庆市自然科学基金(CSTB2024NSCQ-MSX1262)
This work was supported by the National College Students Innovation Training Program (202410635070) and the Chongqing 
Natural Science Foundation (CSTB2024NSCQ-MSX1262).
#These authors contributed equally to this work.
*Corresponding author. Tel: +86-23-46751547, E-mail: zzyxnny@163.com
Received: 2025-03-19; Accepted: 2025-05-09; Published online: 2025-06-24



牛禄婷 等 || 微生物学报, 2025, 65(10)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

An lpxtg270 knockout strain of Corynebacterium pseudotuberculosis: 
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pathogenicity in mice
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Abstract: [Objective] To construct a strain XH02Δlpxtg270 with knockout of the LPXTG motif 
protein-coding gene from Corynebacterium pseudotuberculosis XH02 and explore the role of 
lpxtg270 in the growth, biofilm formation, and infection of XH02. [Methods] CRISPR/Cas9 was 
employed to construct XH02Δlpxtg270. The knockout strain and the wild strain XH02 were 
compared in terms of biological characteristics, invasion into J774A.1 macrophages, and 
pathogenicity in mice. [Results] Compared with XH02, XH02Δlpxtg270 did not change 
significantly in the colony morphology, growth curve, adhesion to J774A.1 macrophages, or 
intracellular proliferation, while it demonstrated reductions in the biofilm formation and invasion 
into J774 A.1 cells. Moreover, the release of lactate dehydrogenase and secretion of interleukin-1β 
from J774 A.1 cells infected with the knockout strain decreased compared with those infected with 
the wild strain. Compared with XH02, XH02Δlpxtg270 showed weakened pathogenicity in mice 
and decreased loads in the liver, spleen, kidney, lung, and brain, causing milder pathological 
changes of above organs in mice. [Conclusion] LPXTG270 of C. pseudotuberculosis is related to 
the biofilm formation and invasion into macrophages, playing a key role in the pathogenicity of this 
bacterium in mice.
Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis; LPXTG motif protein-coding gene lpxtg270; 
gene knockout; biological characteristic; pathogenicity

伪 结 核 棒 状 杆 菌 (Corynebacterium 

pseudotuberculosis, Cp)是一种重要的兼性胞内寄

生人畜共患病原菌，可引发家畜、野生动物和

人类罹患慢性炎症性传染病，如羊的干酪样淋

巴结炎 (caseous lymphadenitis, CLA) [1]、水牛的

水肿性皮肤病(oedematous skin disease, OSD)[2]、

奶牛的临床型乳腺炎[3]、马的溃疡性淋巴管炎[4]

及人类的坏死性淋巴结炎[5]等，其典型特征是在

淋巴结及内脏器官等部位形成脓肿和干酪样坏

死等病变。Cp 在全球范围内流行感染，临床上

以山羊和绵羊感染最为常见。据统计，在巴

西[6]、韩国[7]等国家山羊血清阳性率超过 50%；

在我国陕西[8]、四川[9]、重庆和贵州[10]等地的山

羊脓肿样本中 Cp 分离率高达 57% 以上。Cp 感

染致病过程与其多种毒力因子密切相关，如磷

脂酶 D (phospholipase D, PLD)、寡肽通透酶

(oligopeptide permease, Opp)、与铁摄取和调节相

关的毒力因子(fag A−D)等[11]。此外，Cp 细胞壁

上分布着与受感染宿主相互作用的蛋白质对接

位点，这些蛋白质在细菌黏附、侵袭以及与宿
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主免疫系统相互作用过程中至关重要。由于革

兰阳性菌细胞壁表面无外膜，仅有一层厚的肽

聚糖，许多表面蛋白通过含有 LPXTG 基序的 C

末端锚定在肽聚糖上[12]。这类蛋白普遍具有细

胞壁分选信号 (cell wall sorting signal, CWSS)，

CWSS 位于 C 末端，由 LPXTG 基序、疏水结构

域和带正电的残基尾部组成[13]。对应的分选酶

能够识别 LPXTG 基序，催化该表面蛋白共价结

合到细胞壁肽聚糖上，使其呈现在细胞表面并

发挥重要作用。据报道，猪链球菌、肺炎链球

菌、单增李斯特菌、粪肠球菌的 LPXTG 锚定蛋

白在这些病原菌感染致病过程中发挥重要作

用[14-17]。目前，涉及 Cp 黏附侵袭、免疫逃避及

致病的具体机制尚未完全明确。Galvão 等[18]研

究指出 LPXTG 蛋白在 Cp 中具有抗原特征，可

认为是一类假定黏附素，但其在该病原菌感染

致病过程中的具体作用尚无相关研究。

本研究利用 CRISPR/Cas9 技术构建 Cp 的

LPXTG 蛋白编码基因(lpxtg270)敲除菌株，并借

助体外细胞感染模型和体内小鼠感染模型，分

析该基因缺失对 Cp 感染致病的影响，以期为明

确 lpxtg270 基因在 Cp 感染致病过程中的作用提

供研究资料。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　主要试剂

BHI 肉汤、LB 肉汤、TSA 营养琼脂、LB

营养琼脂，北京奥博星生物技术有限责任公

司；DMEM 培养液，武汉塞维尔生物科技有

限公司；小牛血清，浙江天杭生物科技股份有限

公司；胎牛血清，Biological Industries 公司；氯霉

素、卡那霉素、质粒小提试剂盒、2×TransFast® 

Taq PCR SuperMix (+dye)、 pEASY®-Basic 

Seamless Cloning and Assembly Kit，北京全式

金生物技术有限公司；硫酸庆大霉素、碘化

丙锭 (propidium iodide, PI)，北京索莱宝科技

有限公司；DNA marker、 DNA Ligation Kit、

PrimeSTAR 高保真酶，宝生物工程(大连)有限公

司；琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒，天根生化科

技(北京)有限公司；鼠 IL-1β ELISA 检测试剂

盒，Invitrogen 公司；IPTG、乳酸脱氢酶(LDH)

检测试剂盒、Opti-MEM 培养基，Gibco 公司。

1.2　质粒、菌株、细胞、试验动物及培

养条件

所用菌株、质粒见表 1。J774A.1 巨噬细胞

为本实验室保存，昆明系小鼠购自西南医科大

学实验动物中心。培养基包括 LB 固体培养基

表1　本研究中的菌株和质粒

Table 1　Strains and plasmids used in this study

Strains and plasmids

Strains

DH5ɑ

XH02

XH02Δlpxtg270

Plasmids

pEC-XK99E

pCas9gRNA-ccdB

pEC-lpxtg270gRNA

pEC-lpxtg270gRNA-HDarm

Descriptions

Escherichia coli DH5α

Corynebacterium pseudotuberculosis wild-type strain

XH02 lpxtg270-knockout strain

E. coli-Corynebacterium shuttle vector, Ptrc promoter, KmR

Derived from pXMJ19, IPTG induces expression of Cas9, CmR

Derived from pEC-XK99E, with lpxtg270gRNA, KmR

Derived from pEC-XK99E, with lpxtg270gRNA and HDarm of 
lpxtg270, KmR

Sources

Lab stock

Lab stock

This study

Provided by Dr. Sun Jibing 
and Liu Jiao

Provided by Dr. Sun Jibing 
and Liu Jiao

This study

This study
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(含 5% 兔血)、BHI 肉汤(含 0.1% 吐温-80)。抗

生素使用浓度：氯霉素终浓度 20 mg/L，卡那霉

素终浓度 50 mg/L，庆大霉素终浓度 100 mg/L。

本研究所有动物实验已通过西南大学实验动

物 伦 理 审 查 委 员 会 审 批 ， 编 号 为 IACUC-

20240806-03。

1.3　引物设计与合成

从 GenBank 数据库获取 Cp 基因组序列

(GenBank 登录号为 CP021251.1)，截取 803 878−
804 690 之间的 LPXTG 基序锚定蛋白编码基因

序列(该蛋白共 270 个氨基酸，命名为 lpxtg270)，

使用 SnapGene 软件设计基因敲除相关引物

(表 2)。所有引物均由北京睿博兴科生物技术有

限公司合成。

1.4　Cp lpxtg270 敲除株的构建和筛选

参照文献 [19] 的方法构建 lpxtg270 敲除

株 (XH02 Δ lpxtg270) ， 设 计 20 bp 间 隔 序 列

(spacer)：5′-GTTACAGGAGGAACCCAAGG-3 ′。

以 pCas9gRNA-ccdB 为 模 板 ， 以 表 2 中 的

lpxtg270gRNA-F 和 gRNA-R 为引物，参照文献

[19]通过 PCR 扩增 lpxtg270gRNA。扩增产物经

EcoR I 和 Sal I 双酶切后克隆至 pEC-XK99E，得

到 pEC-lpxtg270gRNA。以 XH02 基因组 DNA

为模板，用 lpxtg270-up-F/R 和 lpxtg270-dw-F/R

扩增 lpxtg270 的上、下游同源臂，再通过重

叠 PCR 获得上下游同源臂融合片段，将其

无缝克隆至开环质粒 pEC-lpxtg270gRNA，获

得 pEC-lpxtg270gRNA-HDarm。将该质粒电转至

含 pCas9gRNA-ccdB 的 XH02 感受态细胞中，经

IPTG (0.5 mmol/L)诱导及卡那霉素和氯霉素双抗

性筛选，利用 lpxtg270-JD-F/R 鉴定阳性克隆，并

进行测序验证，最终获得 XH02Δlpxtg270 (图 1)。

1.5　敲除 lpxtg270 对 Cp 菌落形态观察

及生长曲线测定

分别挑取 XH02 和 XH02Δlpxtg270 单克隆，

接种于含 5% 兔血的 LB 固体培养基，37 ℃

表2　本研究所用lpxtg270敲除相关引物

Table 2　Primers used for lpxtg270 deletion in this study

Primers name

lpxtg270gRNA-F

gRNA-R

pECjd-F

pECjd-R

lpxtg270-up-F

lpxtg270-up-R

lpxtg270-dw-F

lpxtg270-dw-R

pEC-lpxtg270-F

pEC-lpxtg270-R

lpxtg270-JD-F

lpxtg270-JD-R

Primer sequences (5′→3′)

CCGGAATTCGTTACAGGAGGAACCCAAGGGTTTTAG
AGCTAGAAATA

GGGGTCGACCCTGGAAAAAAAGCACCGA

CACTCCCGTTCTGGATAAT

TCACCGACAAACAACAGATAA

GGATTGATGGGATCCGATCTTCCAGTGGGCGGAC

AATTTTCTCACAGTTCAGTTTTATT

TGAACTGTGAGAAAATTCCCACACAAATT

GTTCCGCTTCAATGTTCGCTCTGGGAAACTAAC

CAGAGCGAACATTGAAGCGGAACACGtAGAAAG

GAAGATCGGATCCCATCAATCCTGCCTATTTG

CGATTCTTGATCCATGGGTT

CTTCAGCCTGCAAGTTTGA

Purpose

lpxtg270gRNA amplification

Detect whether the pEC-lpxtg270
gRNA plasmid was successfully 
constructed

Amplification of upstream 
homologous arms in lpxtg270

Amplification of downstream 
homologous arms in lpxtg270

Ring opening of the pEC-lpxtg270
gRNA plasmid

Screening for lpxtg270 knockout 
strains

Product 
length (bp)

122

   471/593*

517

519

7 073

1 349/2 162#

Underline indicates the restriction site; Wavy line indicates spacer; * indicates that if the construction of pEC-lpxtg270gRNA 

plasmid is success, the amplified fragment is 593 bp; # indicates that the amplified fragment of the lpxtg270 deletion strain is 

1 349 bp, and the amplified fragment of wild type strain is 2 162 bp.
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恒温培养 48 h，观察菌落形态。将 XH02 和

XH02Δlpxtg270 单克隆接种于 1 mL 含 0.1% 吐

温-80 的 BHI 肉汤，37 ℃、200 r/min 培养 12 h，

调整 OD595 至约 0.2，取 100 μL 菌液至 10 mL 新

鲜 BHI 培养基中，在相同条件下培养 30 h，每

隔 6 h 测量 OD595，绘制生长曲线。

1.6　敲除 lpxtg270 对 Cp 生物被膜形成

能力的影响

1.6.1　结晶紫测定生物被膜形成

参照文献 [20]进行生物被膜测定。挑取

XH02、XH02Δlpxtg270 单克隆分别接种于 1 mL

含 0.1% 吐温-80 的 BHI 肉汤，37 ℃、200 r/min

培养过夜，用新鲜 BHI 肉汤稀释菌液，调整

OD595 至约 0.2，各取 200 μL 加入到 96 孔微孔

板中，37 ℃恒温静置培养 12、24、36 和 48 h。

弃去孔中培养液，每孔加入 100 μL PBS 轻柔润

洗 3 次，吸净液体；每孔加入 100 μL 99% 甲醇

液，固定 10 min，吸净、挥干；每孔加入

100 μL 结晶紫溶液，染色 20 min，吸净、挥干；

再加入 PBS 润洗 3 次，吸净，每孔加入 100 μL 

33% 醋酸溶液，溶解吸附的结晶紫，在 OD595 处

测定吸光值。

1.6.2　扫描电镜观察生物被膜形成情况

分别挑取 XH02 和 XH02Δlpxtg270 单克隆，

接种于 1 mL 含 0.1% 吐温 -80 的 BHI 肉汤，

37 ℃、200 r/min 培养过夜。用新鲜 BHI 肉汤稀

释菌液，调整 OD595 至约 0.2。在 12 孔细胞板内

放置圆形玻片，加入 1 mL 新鲜 BHI 肉汤，每孔

加入 100 μL 菌液，37 ℃恒温培养 24 h。弃去培

养基，用 PBS 轻柔漂洗，弃去 PBS 后加入 3%

戊二醛，转移至 4 ℃固定 6 h。将样品送至成都

里来生物科技有限公司制样，并用扫描电镜观

察生物被膜形成的差异。

图1　XH02Δlpxtg270构建流程

Figure 1　The construction process of XH02Δlpxtg270.
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1.7　体外试验评价敲除 lpxtg270 对 Cp

感染 J774A.1 巨噬细胞活力和 IL-1β 分

泌的影响

1.7.1　敲除 lpxtg270 对 Cp 感染 J774A.1 巨

噬细胞活力的影响

参照文献[19]的方法，以 LDH 释放水平和

PI 染色比例评价细胞活力。将 J774A.1 细胞接

种于 48 孔细胞板(2.5×105 细胞/孔，用于 LDH

检测)或 12 孔细胞板(1×106 细胞/孔，用于 PI 染

色)，在 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养，待

细 胞 贴 壁 后 ， 以 感 染 复 数 (multiplicity of 

infection, MOI)为 10 的 XH02 和 XH02Δlpxtg270

侵染 1 h，之后用 PBS 洗涤，加入含 100 mg/L

庆 大 霉 素 的 Opti-MEM ( 用 于 LDH 检 测) 或

DMEM (用于 PI 染色)，培养 12 h。根据 LDH

检测试剂盒说明书检测 LDH 释放水平。PI 染色

时，弃上清后加入 100 μL 10 μg/mL 的 PI 溶液，

染色 10 min 后再以 PBS 洗涤，加入 50 μL 含

DAPI 的抗荧光淬灭封片液。通过荧光显微镜拍

照，采用公式(1)计算 PI 染色细胞含量。

PI染色细胞含量=PI染成红色的细胞数/

细胞总数×100% (1)

1.7.2　敲除 lpxtg270 对 Cp 感染 J774A.1 巨

噬细胞 IL-1β分泌的影响

将 J774A. 1 细 胞 接 种 于 12 孔 细 胞 板

(1×106 细胞/孔)，在 37 ℃、5% CO2培养箱中培养

过夜。以 XH02 和 XH02Δlpxtg270 侵染(MOI=10) 

1 h，PBS 洗涤后加入含 100 mg/L 庆大霉素的

DMEM，培养 24 h。收集细胞上清，按鼠 IL-1β 

ELISA 检测试剂盒说明书检测 IL-1β 分泌水平。

1.8　敲除 lpxtg270 对 Cp 黏附、侵袭以及

在 J774A.1 巨噬细胞内增殖的影响

取 1 mL 过夜培养的 XH02、XH02Δlpxtg270

菌液，10 000 r/min 离心 1 min，弃上清，用

PBS 洗涤 3 次后用 DMEM 稀释至 MOI=10，侵

染 J774A.1 巨噬细胞(12 孔板，1×106 细胞/孔)。

侵染 30 min 后，弃去培养液，用 PBS 洗涤

3 次，每孔加入 100 μL 0.1% Triton X-100 裂解细

胞 1 min，用 PBS 稀释后涂布 TSA 平板，在

37 ℃培养 48 h，统计菌落数。侵染 1 h 后，弃

培养液，用 PBS 洗涤 3 次，加入含 100 mg/L 庆

大霉素的 DMEM，在 37 ℃、5% CO2 培养 1 h，

弃培养液，用 PBS 洗涤 3 次，按上述方法裂解

细胞并涂 TSA 板，统计菌落数。以侵袭试验时

间点为 T0，在 10 h (T10)裂解细胞并进行菌落计

数，计算 Cp 在胞内的增殖情况。

1.9　体内试验评价敲除 lpxtg270 对 Cp

感染小鼠致病力的影响

1.9.1　被感染小鼠生存曲线观察

将 24 只昆明系小鼠[体重(23.5±0.5) g]随机

分为 3 组 (XH02 组、XH02Δlpxtg270 组和 PBS

对照组)，每组 8 只。将过夜培养的 XH02、

XH02Δlpxtg270 菌液 10 000 r/min 离心 1 min，

弃 去 上 清 液 ， 用 PBS 洗 涤 3 次 后 稀 释 至

8×107 CFU/mL (本研究后续的菌液培养及稀释方

法与此相同)。试验组小鼠分别腹腔注射对应菌

液(0.2 mL/只)，PBS 组小鼠采用相同方法注射

0.2 mL PBS。记录小鼠 14 d 内的死亡情况，并

绘制生存曲线。

1.9.2　被感染小鼠脏器载菌量检测及病理变

化观察

将昆明系小鼠[体重(25.0±1.0) g]随机分为

XH02 组、XH02Δlpxtg270 组和 PBS 对照组，每

组 3 只。用 PBS 将 Cp 稀释至 8×107 CFU/mL，

对应组小鼠分别腹腔注射 XH02、XH02Δlpxtg270

或 PBS (均为 0.2 mL/只)。参考文献[21]的方法，

于感染后 3 d 采集小鼠眼球血、肝脏、脾脏、肾

脏、肺脏和脑。取血清 100 μL 直接涂板，脏器

则加入灭菌 PBS，用匀浆机充分匀浆后，以

PBS 稀释涂板计数，统计小鼠血清和上述脏器

的载菌量。

将 9 只昆明系小鼠[体重(25.0±1.0) g]随机分

为 XH02 组、XH02Δlpxtg270 组和 PBS 对照组。

用 PBS 将 Cp 稀释至 5×106 CFU/mL，对应组小
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鼠分别腹腔注射 XH02、XH02Δlpxtg270 或 PBS 

(均为 0.2 mL/只)。在感染第 8 天剖检小鼠，观

察肝脏、脾脏、肾脏、肺脏和脑的大体病变。

同时，取小鼠上述脏器用 10% 甲醛固定后，送

成都里来生物科技有限公司制作组织切片，HE

染色后用显微镜观察组织病理变化。

1.10　数据统计与分析

利用 GraphPad Prism 10.0 进行统计学检

验，分析组间差异。P<0.05 为差异有统计学

意义 (*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001)，

P>0.05 时，视为差异无统计学意义(ns)。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　Cp 的 lpxtg270 敲除结果

成功构建重组质粒 pEC-lpxtg270gRNA 与

pEC-lpxtg270gRNA-HDarm，PCR 扩增 DNA 片

段结果证实所构建质粒正确(图 2A、2B)。挑取单

个菌落鉴定，XH02 的 PCR 扩增条带为 2 162 bp，

XH02Δlpxtg270 的 PCR 扩增条带为 1 349 bp，

验证结果正确(图 2C)。测序比对(图 2D)证实成

功敲除了 XH02 的 lpxtg270 全部序列。

2.2　XH02 和 XH02Δlpxtg270 菌落形态

及生长曲线测定结果

比较 XH02 和 XH02Δlpxtg270 在 LB 固体培

养基上的菌落形态以及在 BHI 肉汤中的生长能

力。结果显示，XH02 和 XH02Δlpxtg270 在含

5% 兔血的 LB 固体培养基上培养时生长良好，

菌落均呈乳白色，表面干燥，肉眼观察菌落形

态无明显差异(图 3A、3B)，2 株菌在 BHI 肉汤

中培养，在 0−30 h 期间生长状态无显著差异

(图 3C)。上述结果表明，敲除 lpxtg270 后不影

响 Cp 体外培养的菌落形态和生长过程。

2.3　XH02 和 XH02Δlpxtg270 生物被膜

形成能力测定结果

采用结晶紫染色检测生物被膜，发现培养

24、36 和 48 h 时 XH02Δlpxtg270 形成生物被膜

的能力显著低于 XH02 (图 4A)。扫描电镜观察

显示：XH02 可形成大面积的生物被膜，而

XH02Δlpxtg270 仅形成少量生物被膜(图 4B)。这

表明敲除 lpxtg270 会影响 Cp 的生物被膜形成

能力。

2.4　敲除 lpxtg270 对 Cp 侵染 J774A.1

细胞活力的影响结果

相较于 XH02 菌株，XH02Δlpxtg270 菌株感

染 J774A.1 细胞后 LDH 释放量显著减少(图 5A)，

PI 阳性细胞的比例极显著降低(图 5B)。这表明

敲除 lpxtg270 可降低 Cp 对被感染巨噬细胞的损

伤作用。

2.5　敲除 lpxtg270 对 Cp 感染 J774A.1

巨噬细胞 IL-1β分泌水平的影响结果

相较于 XH02 菌株，XH02Δlpxtg270 菌株感

染 J774A.1 细胞后 IL-1β 的分泌量极显著下降

(图 6)。这表明敲除 lpxtg270 会使 Cp 感染诱导

巨噬细胞分泌 IL-1β 的能力下降。

2.6　敲除 lpxtg270 对 Cp 黏附、侵入

J774A.1 巨噬细胞及胞内增殖的影响结果

与 XH02 相 比 ， XH02Δlpxtg270 黏 附

J774A.1 巨噬细胞及在胞内增殖的能力无显著变

化，但其对 J774A. 1 的侵袭能力显著降低

(图 7A−7C)。

2.7　XH02Δlpxtg270 体内感染小鼠的生

存曲线、脏器载菌量测定及大体病变观

察结果

与 XH02 感染组相比，XH02Δlpxtg270 感染

组小鼠的死亡率下降 25% (图 8A)。XH02Δlpxtg270

感染小鼠的肝、脾、肾、肺和脑的载菌量均显

著低于 XH02 感染小鼠(图 8B−8F)；而血清中未

检测到 Cp，在 XH02Δlpxtg270 感染小鼠的脑组

织中也未检测到 Cp。观察病程较长的小鼠发现，

XH02 感染组部分小鼠出现不自主颤抖、呼吸困

难、食欲下降和消瘦等症状，而 XH02Δlpxtg270

感染组小鼠仅出现食欲下降和消瘦。剖检显示

XH02 感染组有 3 只小鼠的脾脏严重肿大、肝脏
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图2　XH02Δlpxtg270构建结果。A：pEC-lpxtg270gRNA构建结果(泳道M：2 000 bp DNA marker；泳道1：

pEC-lpxtg270gRNA；泳道2：pECXK99E空载体)；B：pEC-lpxtg270gRNA-HDarm构建结果(泳道M：2 000 bp 

DNA marker；泳道1：lpxtg270上游同源臂；泳道2：lpxtg270下游同源臂；泳道3：lpxtg270上、下游同源

臂的连接)；C：Cp lpxtg270基因敲除结果 (泳道M：5 000 bp DNA marker；泳道1：XH02；泳道2：

XH02Δlpxtg270)；D：测序对比结果。

Figure 2　 Construction results of XH02Δlpxtg270. A: Results of the pEC-lpxtg270gRNA construction (M: 

2 000 bp DNA marker; Lane 1: pEC-lpxtg270gRNA; Lane 2: pECXK99E empty vector); B: Results of the 

pEC-lpxtg270gRNA-HDarm construction (M: 2 000 bp DNA marker; Lane 1: lpxtg270 upstream homologous 

arm; Lane 2: lpxtg270 downstream homologous arm; Lane 3: Connection of upstream and downstream 

homologous arms of lpxtg270); C: Results of Cp lpxtg270 gene knockout (M: 5 000 bp DNA marker; Lane 1: 

XH02; Lane 2: XH02Δlpxtg270); D: Alignment of lpxtg270 sequences in XH02 and XH02Δlpxtg270.
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上有脓肿；而 XH02Δlpxtg270 感染小鼠仅有

1 只脾脏严重肿大(图 8G)，且小鼠肺脏和脑的外

观病变不明显(图 8G)。观察病理切片发现，与

PBS 组小鼠相比，XH02 感染小鼠的脑组织内部

分毛细血管结构不完整，间隙内可见少量纤维

蛋白，个别神经元细胞核部分溶解；肺部出现

明显炎症，肺泡壁增厚，肺泡壁上可见少量嗜

中性粒细胞和红细胞，肺泡中出现均质红染的

蛋白浆液；肝细胞严重肿大变圆，胞浆中可见

大量蛋白颗粒，部分肝细胞的细胞核溶解、碎

裂，肝血窦闭锁；整个脾组织内弥漫性分布着

大量红细胞和纤维蛋白；肾小球高度肿大，可

见散在分布的红细胞，肾小囊内可见少量纤维

蛋白。XH02Δlpxtg270 组小鼠的组织病理变化比

XH02 组小鼠轻，脑组织无明显病变，肺部出现

轻微炎症，肝组织内仅有少数肝细胞轻微肿胀，

图3　XH02和XH02Δlpxtg270的菌落形态及生长曲线测定结果。A：XH02的菌落形态；B：XH02Δlpxtg270

的菌落形态；C：XH02和XH02Δlpxtg的生长曲线。

Figure 3　Determination of colony morphology and growth curve of XH02 and XH02Δlpxtg270. A: Colony 

morphology of XH02; B: Colony morphology of XH02Δlpxtg270; C: Growth curves of XH02 and XH02Δlpxtg.

图4　XH02和XH02Δlpxtg270的生物被膜形成能力测定结果。A：结晶紫测定生物被膜结果；B：扫描电

镜观察XH02和XH02Δlpxtg270的生物被膜。

Figure 4　 The biofilm-forming capability of XH02 and XH02Δlpxtg270. A: Crystal violet determination of 

biofilm results (**: P<0.01; ***: P<0.001); B: The biofilm morphology of XH02 and XH02Δlpxtg270 observed 

by electron microscopy. The white arrows indicate the biofilm.
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图5　XH02和XH02Δlpxtg270感染J774A.1细胞的

LDH释放水平及PI染色比例检测结果。A：XH02

和XH02Δlpxtg270感染J774A.1细胞的LDH释放水

平检测结果； B： XH02 和 XH02Δlpxtg270 感染

J774A.1细胞PI染色比例检测结果。

Figure 5　 Results of LDH release and PI stain 

proportion in J774A.1 infected with XH02 and 

XH02Δlpxtg270. A: The level of LDH release in 

J774A.1 infected with XH02 or XH02Δlpxtg270; B: 

PI staining proportion of J774A.1 infected with XH02 

or XH02Δlpxtg270. *: P<0.05; ***: P<0.001; UI: 

Uninfected J774A.1.

图 6　XH02和XH02Δlpxtg270感染 J774A. 1细胞

IL-1β分泌水平检测结果

Figure 6　 Results of IL-1β secretion in J774A.1 

infected with XH02 and XH02Δlpxtg270. ***: 

P<0.001; UI: Uninfected J774A.1.

图7　XH02和XH02Δlpxtg270对J774A.1的黏附、

侵 袭 及 其 在 胞 内 增 殖 的 结 果 。 A： XH02 与

XH02Δlpxtg270对J774A.1的黏附结果；B：XH02

与XH02Δlpxtg270对J774A.1的侵袭结果；C：XH02

与XH02Δlpxtg270在J774A.1内的增殖结果。

Figure 7　 Results of adhesion and invasion in 

J774A.1 by XH02 and XH02Δlpxtg270, and their 

proliferation within J774A.1. A: The Cp recovered 

from J774A.1 infected with XH02 and XH02Δlpxtg270 

(0.5 h) (ns: Not significant); B: The Cp recovered 

from J774A.1 infected with XH02 and XH02Δlpxtg270 

(2 h) (*: P<0.05); C: Proliferation of XH02 and 

XH02Δlpxtg270 within J774A.1 (ns: Not significant).
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肝血窦和中央静脉可见少量红细胞，脾小结周

边的淋巴细胞轻微减少，肾小球轻微肿胀

(图 8H)。这表明敲除 lpxtg270 可使 Cp 感染小鼠

的致病力下降。

3　讨论与结论　讨论与结论

3.1　关于 LPXTG270 影响 Cp 生物被膜

形成的探讨

革兰阳性菌表面蛋白通过介导宿主细胞黏

附、免疫逃逸及生物被膜形成等过程，在其环

境适应与致病过程中发挥关键作用[22]。大多数

革兰阳性菌表面蛋白通过保守的 LPXTG 基序实

现细胞壁锚定，该基序能被分选酶 A (sortase A)

特异性识别并催化转肽反应[23]，进而使其发挥

相应功能。研究表明金黄色葡萄球菌的 ClfA、

链球菌的 M 蛋白等典型 LPXTG 蛋白均直接参

与病原 - 宿主互作[24-25]。然而，不同菌属中

LPXTG 蛋白的功能特异性及其在生物被膜动态

调控中的作用机制仍待探索。本研究采用基因

敲除方法研究 LPXTG 基序锚定蛋白(LPXTG270)

在 Cp 生长特性及致病性中的作用。研究发现敲

除 lpxtg270 不影响 Cp 在体外培养时的菌落形态

及生长曲线，提示 lpxtg270 并非维持 Cp 菌落形

态和生长繁殖的必需基因，相似结果在李斯特

菌的研究中也有报道[16]，说明细菌表面蛋白可

能与致病性有关，但与其存活无关[12]。生物被

膜的形成是细菌致病性的重要因素之一。生物

被膜能使细菌抵抗宿主免疫系统的攻击及抗生

素的治疗，在细菌的慢性感染中发挥关键作

用[26]。本研究发现，敲除 lpxtg270 后 Cp 形成生

物被膜的能力下降。该结果与 Shi 等报道的敲除

单增李斯特菌 LPXTG 表面蛋白基因 lmo0159 显

著降低该病原形成生物被膜的能力相似[27]，提

示敲除 lpxtg270 直接或间接地影响 Cp 形成生物

被膜的能力。表面蛋白影响革兰氏阳性菌生物

被膜形成的机制包括：(1) 作为表面黏附素介导

菌体-基质初始附着，如金黄色葡萄球菌 SasG 通

过 LPXTG 锚定促进生物被膜的积累[28]；(2) 通

过蛋白-蛋白相互作用形成细胞间连接网络，类

似分选酶依赖的菌毛组装机制[29]。LPXTG270

是否通过上述机制影响 Cp 的生物被膜形成还有

待进一步研究。

3.2　LPXTG270 对 Cp 黏附、入侵巨噬

细胞及在胞内增殖的影响分析

Cp 作为一种兼性胞内寄生菌，可感染并在

巨噬细胞内存活[30]，引起巨噬细胞分泌炎症介

质 IL-1β[31]，还能诱导巨噬细胞死亡，其特点为

被感染细胞 LDH 释放增加及 PI 染色细胞比例提

高[12]。本研究发现，敲除 lpxtg270 使 Cp 感染

J774A.1 巨噬细胞的 LDH 释放量显著减少、PI

染色比例下降、 IL-1β 分泌水平降低，提示

lpxtg270 是影响 Cp 感染损伤巨噬细胞及诱发

IL-1β 分泌的重要因子。本研究还发现，敲除

lpxtg270 显著降低 Cp 对 J774A.1 巨噬细胞的入

图8　XH02和XH02Δlpxtg270感染小鼠生存曲线、脏器载菌量测定及病理变化观察结果。A：XH02和

XH02Δlpxtg270感染KM小鼠生存曲线；B−F：感染XH02和XH02Δlpxtg270的KM小鼠的肝、脾、肾、肺和

脑的载菌量；G：XH02和XH02Δlpxtg270感染小鼠的大体病变；H：小鼠肝、脾、肾、肺和脑的病理

变化。

Figure 8　Survival curve of mice, organ bacterial load and pathological changes from mice infected with XH02 

and XH02Δlpxtg270. A: Survival curve of KM mice infected with XH02 and XH02Δlpxtg; B−F: Bacterial loads 

in liver, spleen, kidney, lung, and brain of KM mice infected with XH02 and XH02Δlpxtg270; G: The gross 

lesions of XH02 and XH02Δlpxtg270 infected mice were observed; H: Pathological changes in brains, lungs, 

livers, spleens and kidneys of mice. UI: Uninfected J774A.1; CFU: Colony-forming unit; **: P<0.01; ***: 

P<0.001.
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侵能力，但不影响 Cp 对 J774A.1 的黏附以及在

该病原在胞内的增殖能力。 Shi 等[27] 报道

LPXTG 表面蛋白基因 lmo0159 的敲除显著降低

单增李斯特菌对 RAW264.7 巨噬细胞黏附和侵

袭能力；而林柯辰等[16]发现 LPXTG 蛋白基因

Lmo0880 敲除不影响单增李斯特菌对人肠上皮

细胞 Caco-2 的黏附能力，但其对 Caco-2 的侵袭

能力显著降低。出现这些差异的原因可能有：

(1) 即使是相似的 LPXTG 基序蛋白，病原类别

以及细胞类别的不同可能影响细菌 LPXTG 基序

蛋白对相应细胞的黏附及入侵；(2) 含 LPXTG

基序蛋白种类多，不同的蛋白在病原菌感染宿

主细胞中发挥的作用不完全相同。据报道，

LPXTG 基序蛋白数量的差异可能是白喉棒状杆

菌不同菌株之间黏附性能变化的原因[32]。虽然

黏附到宿主细胞被认为是宿主-病原体相互作用

的初始步骤，但黏附可能并非病原微生物表现

出完全毒力的必要条件[33]。例如四环素处理的

白喉棒状杆菌仍然能够附着在宿主细胞上，但

失去了侵入细胞的能力[34]。LPXTG270 影响 Cp

入侵 J774A.1 巨噬细胞的具体机制尚有待进一步

研究。

3.3　LPXTG270 在 Cp 体内感染小鼠致

病中的作用探讨

本研究发现敲除 lpxtg270 降低 Cp 对感染小

鼠的致病力以及被感染小鼠肝脏、脾脏、肾脏、

肺脏和脑的载菌水平以及上述脏器的组织病理

损伤，这与敲除单增李斯特菌 LPXTG 基序蛋白

基因 lmo0880、lmo0159 降低该病原对小鼠的致

病力[16,27]，以及敲除 LPXTG 蛋白 SspB 基因降

低猪链球菌 2 型对小鼠的致病力[14]相似，表明

lpxtg270 是影响 Cp 致病的相关基因。本研究发

现 Cp 攻毒小鼠的死亡高峰在第 3 天。因此进一

步检测了感染小鼠血清中 Cp 情况，结果未检出

该病原，提示引起小鼠死亡的原因并非 Cp 感染

导致的菌血症。根据脏器载菌量结果，推测可

能是由于多器官损伤引起的急性死亡，但其具

体原因有待进一步探索。Cp 感染致病与其多种

毒力因子相关，如 PLD 水解动物细胞膜鞘磷脂

而增加血管渗透性，促进 Cp 从嗜中性粒细胞逃

逸；而 OppD 缺失导致 Cp 对巨噬细胞黏附和感

染能力下降等[11]。本研究进一步拓展了 Cp 毒力

相关因子类别，即 LPXTG270 影响 Cp 对小鼠的

致病力。本研究发现 lpxtg270 和 cp40[19] 2 个完

全不同的基因敲除在该病原的表型及引起巨噬

细胞损伤和 IL-1β 分泌中表现相似，提示该病原

感染损伤巨噬细胞及介导 IL-1β 分泌的毒力相关

因子并非唯一。这些毒力相关因子是像 PLD 一

样直接发挥毒力作用，还是通过影响 Cp 入侵等

间接发挥作用，尚待深入研究。后期可考虑表

达获得 LPXTG270 重组蛋白研究其影响 Cp 致病

性的机制。此外，本研究发现 Cp 感染可引起部

分小鼠表现出神经症状，同时在脑组织中检测

到该病原的定殖。Glass 等报道在出现神经症状

山羊的脑部脓肿中观察到形态和染色特征与 Cp

一致的细菌[35]，表明该病原感染可入侵大脑。

病理组织学检查显示，XH02 感染导致小鼠脑组

织内部分毛细血管结构不完整，间隙内出现少

量纤维蛋白，以及个别神经元细胞核部分溶解，

提示 Cp 能穿透血脑屏障，导致脑组织炎症及

损伤。

综上所述，本研究证实 lpxtg270 是 Cp 感染

致病相关基因，为深入探究 LPXTG270 在该病

原感染致病中的作用机制奠定了基础。
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