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大肠杆菌 K1 株毒力岛基因 ibeT参与调节脑微血管内皮细胞
骨架重排
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摘要: 目的 探讨大肠杆菌 K1 株毒力岛基因 ibeT与人脑微血管内皮细胞( HBMEC) 骨架重排的关系。方法
从大肠杆菌 K1 E44 中剔除侵袭基因 ibeT，利用 ibeT基因缺失突变株侵袭 HBMEC 10 min后，再用罗丹明标记的毒伞
素对细胞骨架进行染色，荧光显微镜观察。结果 E44 与 E44:△ibeT均能引起 HBMEC的微丝发生重新分布。与 E44
相比，E44:△ibeT侵袭 HBMEC的微丝向细胞周边延伸的程度较 E44 侵袭后的 HBMEC弱，所形成的膜皱褶结构较少。
E44 侵袭细胞皮质区的肌动蛋白纤维基本消失，E44:△ibeT侵袭 HBMEC 细胞皮质区的肌动蛋白纤维仍然清晰可见。
结论 侵袭基因 ibeT参与大肠杆菌 K1 侵袭 HBMEC骨架重排。
关键词: ibeT;细胞骨架;脑微血管内皮细胞;大肠杆菌 K1
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ibeT，an Escherichia coli K1 pathogenicity island gene participated in regualtion of cytoskeleton rear-
rangement in brain microvascular endothelial cells
ZHANG Ke1，LI Qiang2，WANG Jia-he3，FANG Wen-gang1，CHEN Yu-hua1
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Abstract: Objective To investigate the relationship between the ibeT gene in Escherichia coli K1 and the cytoskeleton
rearrangement of human brain microvascular endothelial cells( HBMEC) ．Methods The invasive gene ibeT was deleted from
E44． After 10 min of ibeT gene deletion mutant( E44:△ibeT) invasion of HBMEC，cells were incubated with TＲITC-labeled
phalloidin to stain the actin filaments and then analyzed by using immunofluorescence microscope． Ｒesults The microfila-
ments in HBMEC was redistributed which was caused by E44 or E44:△ibeT． However，compared to E44，the extension to cell
edge of microfilaments of HBMEC infected by E44:△ibeT was weak and the cell membrane ruffle was less． Stress fibers and
cortical fibers disappeared in HBMEC which caused by E44 whereas the actin filaments of cortical fibers was still exsisted in-
fected by E44:△ibeT． Conclusion The invasion gene ibeT contributes to contrcytoskeleton rearrangement of HBMEC．
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新生儿细菌性脑膜炎是儿科严重感染性疾病之

一，临床上尽管可以选用相应的抗生素治疗，但病死

率仍得不到显著改善，且幸存者常伴有失听、失明、
癫痫、智力和运动障碍等后遗症［1-2］。因此，探讨该
病的发病机制对新生儿细菌性脑膜炎的防治策略具

有重要意义。大肠杆菌是导致新生儿脑膜炎最常见
的革兰阴性致病菌［2-3］。现已知引起大肠杆菌性脑

膜炎的首要条件是血行播散的大肠杆菌必须穿过主

要由脑微血管内皮细胞( brain microvascular endothe-
lial cells，BMEC) 组成的血脑脊液屏障。近年来，学
者们利用分离培养的 BMEC 作为研究模型，先后鉴
定了致脑膜炎大肠杆菌中的一些侵袭 BMEC 相关
基因，如 fimH、ompA、ibeA、ibeB 及 CNF1 等，并对与
大肠杆菌侵袭相关的细胞内信号转导通路进行了探

讨［2-3］，但细菌的这些侵袭基因如何参与侵袭进入宿

主细胞的机制，目前尚不清楚。作者在研究过程中，
从致新生儿脑膜炎大肠杆菌 K1 株 ＲS218( O18: K1:
H7) 中克隆鉴定了一个 20． 3 kb 的大肠杆菌 K1 毒
力岛基因 GimA［4］。GimA仅存在于大肠杆菌 K1，其
他非脑膜炎大肠杆菌中均不含 GimA 序列。ibeT 基
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因是 GimA中的一个编码基因，全长 1 404 bp，推断
的编码蛋白相对分子质量约为 5 × 104。有研究显
示，ibeT基因缺失的大肠杆菌 K1 突变株对人 BMEC
( human BMEC，HBMEC) 的侵袭能力下降［5］，ibeT在
大肠杆菌 K1 中的表达，有利于大肠杆菌 K1 在 HB-
MEC中繁殖。作者在近期的研究中发现，ibeT 参与
大肠杆菌 K1 侵袭 HBMEC时细胞骨架重排，并对其
涉及的机制进行了探讨。

1 材料与方法

1． 1 细菌培养 大肠杆菌以 LB 培养基( 每升中含
胰蛋白胨 10 g，NaCl 10 g，酵母提取物 5 g) 培养，贮
存时加入甘油至体积分数 15%置于 － 70 ℃。以大
肠杆菌 DH5α 作为亚克隆和质粒扩增的宿主菌。
SM10λπ作为与 E44 接合的供体菌用于传递质粒
pCVD442。在 LB 培养基 中 分 别 加 入 浓 度 为
100 mg·L －1 的氨苄西林和 50 mg·L －1的卡那霉

素，于 37 ℃、225 r·min －1条件下培养带有质粒的

DH5α和 SM10λπ宿主菌。大肠杆菌 E44 株用含有
100 mg·L －1 利 福 平 的 LB 培 养 基 于 37 ℃、
225 r·min －1 条件下培养。在行细胞侵袭试验前，
挑取 E44 单菌落接种于含有 100 mg·L －1利福平的

体积分数 3. 75% 的 BHI 培养基中于 37 ℃、
90 r·min －1条件下培养过夜。
1． 2 细胞培养 HBMEC 在 37 ℃、体积分数 5%
CO2、100%湿度的条件下，于含有体积分数 10%胎
牛血清、体积分数 10% Nu 血清、2 mmol·L －1谷氨

酰胺和 1 mmol·L －1丙酮酸钠的 ＲPMI( Ｒoswell Park
Memorial Institute) -1640 培养液中进行培养。每 2 ～
3 d更换新鲜培养液，待细胞在培养瓶底面生长至
约 90%时，用含体积分数 0． 25%胰蛋白酶的细胞消
化液消化细胞后，加入培养液，吹打成单细胞悬液

后，用培养液将其稀释 3 倍，分瓶继续培养。
1． 3 大肠杆菌 K1 ibeT 基因缺失突变株的构建
参照文献［6-7］报道的方法，依据 GimA( Genbank 登
录号: AF289032) 序列，针对 ibeT 基因上游序列，设
计 引 物 p1: 5'-GTCAGATGAAAATACGGTAGAGT-
CAGGT-3'，p2: 5'-AAGCTTAACTTTATTCCCTGTTA-
AAAGACT-3'，分别在 p1 和 p2 的 5'端加入 Sal I 和
Hind III的酶切位点;针对 ibeT 基因下游序列，设计
引 物 p3: 5'-AAGCTTGTTATTCAAGATAATAAAT-
GCG-3'，p4: 5'-GAGCTCGGCTGACAGAGTATAACG-
TAAT-3'，分别在 p3 和 p4 的 5'端加入 Hind III 和
Sac I的酶切位点。利用这 2 对引物，以 E44 基因组
DNA 为模板进行聚合酶链反应 ( polymerase chain
reaction，PCＲ) 扩增，分别获得 ibeT 基因上游和下游
的 DNA 序列; 将这 2 个序列分别克隆到 pGEMT-

easy载体上，再利用 p2 和 p3 上的酶切位点 Hind III
将 2 个片段拼接。利用 Sal I和 Sac I将拼接后的片
段克隆到自杀性载体 pCVD442 上，并将重组质粒转
化到 SM10λπ 感受态细菌中。将带有重组质粒的
SM10λπ供体菌接合转导至受体菌 E44 中，通过菌
体内同源交换，经 PCＲ 鉴定并测序验证，得到 ibeT
基因缺失的 E44:△ibeT突变株。
1． 4 荧光法观察微丝 将 HBMEC 接种到无菌处
理的盖玻片上，待细胞在盖玻片上生长至约 50%
时，将培养液更换为实验培养液，然后加入过夜培养

的 E44 株或 E44:△ibeT 突变株至 1010 L －1，在加入

细菌孵育 10 min 时，弃去实验培养液，磷酸盐缓冲
液( phosphate buffer saline，PBS ) 漂洗后，体积分数
4%多聚甲醛室温固定 15 min，PBS 洗 3 次，每次
5 min;体积分数 0． 25% Triton X-100 透化 10 min，
PBS 洗 3 次，每次 5 min;体积分数 5%牛血清白蛋白
室温封闭 1 h 后，在盖玻片上滴加罗丹明标记的毒
伞素室温避光染色 1 h，PBS 洗 3 次，每次 10 min。
去离子水略洗一下盖玻片后，体积分数 90%甘油封
片，用荧光显微镜进行观察。

2 结果

利用荧光标记技术，通过罗丹明标记的毒伞素

对细胞骨架的主要组分———肌动蛋白微丝观察发
现，E44 与 E44: △ibeT 均能引起 HBMEC 的微丝发
生重新分布。与 E44 相比，E44: △ibeT 侵袭 HB-
MEC的微丝向细胞周边延伸的程度较 E44 侵袭后
的 HBMEC 弱，所形成的膜皱褶结构较少。E44 侵
袭的 HBMEC横贯细胞的应力纤维数量减少，细胞
皮质区的肌动蛋白纤维基本消失，而 E44:△ibeT 侵
袭 HBMEC，细胞皮质区的肌动蛋白纤维仍然清晰可
见( 图 1) 。提示侵袭基因 ibeT 参与了大肠杆菌 K1
侵袭 HBMEC骨架重排。

A: E44:△ibeT; B: E44。

图 1 ibeT 基因缺失对大肠杆菌 K1 侵袭 HBMEC 骨架重
排的影响

Fig． 1 Effect of the deletion of ibeT gene on the cytoskeletal
rearrangement induced by Escherichia coli K1 invading to
HBMEC
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3 讨论

近年来，致病菌侵袭进入宿主细胞的机制日益

受到研究者的关注。细胞骨架是由蛋白质纤维构成
的网状结构，参与细胞运动、细胞分裂和细胞分化等
生命活动。肌动蛋白是细胞骨架中的重要成分，在
一些信号刺激下，肌动蛋白丝可发生聚合或重

排［8］。细菌正是利用肌动蛋白细胞骨架的不同信
号反应性，以不同方式进入细胞。细菌侵袭进入非
吞噬细胞的机制主要有 2 种: 一是拉链式机制。即
细菌接触宿主细胞后，与宿主相应受体结合，激活宿

主细胞信号传导系统，引发肌动蛋白细胞骨架重排。
随后宿主膜包裹于菌体周围，细菌似陷入其中，此过

程称为拉链式机制。采用此方式的典型致病菌为耶
尔森菌和产单核细胞李氏菌［8-10］。研究显示，大肠
杆菌 K1 侵袭进入 HBMEC 也是通过该机制。二是
触发式机制。细菌与宿主细胞接触后，迅速引发大
规模的细胞骨架反应，细胞质膜下的肌动蛋白聚合

物伸出片状或伪足样结构，将膜包裹的细胞外细菌

卷入细胞内。此过程又称为微胞饮，形成胞内膜包
涵体。与拉链式机制相比，触发式机制中宿主细胞
形态发生明显改变。典型代表为志贺菌和沙门菌
属［8-9］。
细菌的许多毒力蛋白参与宿主细胞的骨架重

排。目前已经鉴定了多个可直接被分泌到真核细胞
内的细菌效应分子，例如，EspB 是肠致病性大肠杆
菌的一种分泌蛋白，它可以通过细菌的Ⅲ型分泌系
统进入 Hela细胞质中，引起 Hela 细胞发生细胞骨
架变化［11］。在大肠杆菌 K1 侵袭 HBMEC 相关研究
中，本实验室曾报道［12］大肠杆菌 K1 的效应分子
IbeB蛋白可以引起 Hela 细胞的细胞骨架重新组装
( 片状伪足出现) ，该发现不仅为研究细菌的侵袭机

制累积了资料，而且可以利用致病菌基因组作为

“分子探针”研究真核细胞的骨架调控机制。作者
在近期的研究中发现，GimA 是定位在大肠杆菌 K1
中的毒力岛，且仅存在于大肠杆菌 K1，其他非脑膜
炎大肠杆菌中均不含 GimA 序列。ibeT 基因是 Gi-
mA中的一个编码基因，而且，还是一个具有侵袭功
能的毒力基因［5］。ibeT 基因的敲除，不仅可以使大
肠杆菌 K1 对 HBMEC的侵袭力下降，而且使大肠杆
菌 K1 逃逸 HBMEC 溶酶体的能力发生了缺陷。为
了探讨 ibeT参与大肠杆菌 K1 侵袭 HBMEC的机制，
作者构建了 ibeT 基因缺失突变株，对突变株侵袭
HBMEC后的细胞骨架进行了染色分析。结果显
示，与野生型大肠杆菌 K1 相比，ibeT 基因缺失突变

株侵袭 HBMEC 的微丝向细胞周边延伸的程度较
弱，所形成的膜皱褶结构较少，即 ibeT 基因的缺失
削弱了大肠杆菌 K1 对 HBMEC 骨架的破坏程度。
这些结果提示，ibeT 可能通过参与对 HBMEC 骨架
进行调节，从而有助于大肠杆菌 K1 对 HMBEC 的侵
袭。本研究一方面为大肠杆菌 K1 侵袭 HBMEC 的
机制累积了资料，另一方面，增加了对细菌基因调节

细胞骨架的认识，关于 ibeT 参与调节 HBMEC 所涉
及的细胞内信号分子，有待进一步研究。
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