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摘  要：冷鲜牛肉生产过程中弱酸的压力环境能够引发沙门氏菌产生诱导耐酸响应

（Acid tolerance response, ATR），危害肉品安全。但该现象一旦产生，其在牛肉低温成熟与贮藏过程中的

消长规律仍不明确、调控机制尚不清楚。为了探究牛肉生产和销售过程中沙门氏菌 ATR 的存在程度及其

产生机制，本实验探究了微酸诱导、双组分基因敲除、低温长期贮藏对沙门氏菌耐酸能力的影响，同时借

助 λRed 同源重组、RT-qPCR 及氨基酸添加实验探索菌株耐酸性产生的内在机理。结果表明微酸诱导能够

显著增强沙门氏菌的耐酸能力（P < 0.05），并且 ATR 一旦形成，在牛肉低温贮藏（4 ℃）的过程中至少

可以维持 1 周，对食品安全有极大危害。牛肉培养基作为微酸的细菌生长介质，在低温下其本身并不能引

发沙门氏菌产生诱导耐酸反应，说明低温处理可能是抑制沙门氏菌 ATR 的重要方法。RT-qPCR 和氨基酸

添加实验表明，沙门氏菌的双组分系统 PhoP/PhoQ 和 PmrA/PmrB 均参与酸性环境的感知，并能通过调控

精氨酸脱羧和赖氨酸脱羧系统来提高菌株的耐酸性，这从氨基酸代谢角度解释了沙门氏菌 ATR 的产生机

制，同时也揭示了食品基质提升微生物耐酸性这一表观现象的内在机理。
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Abstract: Mild acidic and nutrient environment of chilled beef may induce acid tolerance response (ATR) of 

Salmonella, posing a great risk to meat quality and safety. But the existence and mechanism of this phenomenon 

during the aging and storage of beef was still unclear. The influence of acid induction, two-component systems and 

the low-temperature storage on the formation of ATR were evaluated, λRed recombination system, RT-qPCR and 

amino acid addition experiments were also conducted to explore the mechanism. The results showed that mild acid 

induction significantly enhanced the acid tolerance of Salmonella (P < 0.05), and once induced, it could be 
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maintained for at least 1 week at 4 ℃. As a mild acidic incubation medium, beef does not induce the ATR at 4 ℃, 
indicating that low-temperature treatment may be an important method to inhibit ATR in Salmonella typhimurium. 

RT-qPCR and amino acid addition experiments showed that PhoP/PhoQ and PmrA/PmrB are involved in the 

perception of the acidic environment, improving the bacterial acid resistance by regulating arginine 

decarboxylation and lysine decarboxylation systems. This explains the formation of the ATR from the aspect of 

amino acid metabolism, which may also reveal an explanation of why substrates enhance the acid resistance of 

some bacteria in food.

Key words: Beef; Salmonella; acid tolerance response; two-component regulatory system; PhoP/PhoQ; 

PmrA/PmrB; food safety
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沙门氏菌（Salmonella）能够引起腹痛、腹泻、肠胃炎和发烧等疾病，是世界范围内造成人类感

染和经济损失的重要食源性致病菌[1]。据欧盟食品安全局统计，沙门氏菌在 2017 年引发 93583 例人

类感染，并在 2013-2017 年间始终是引发欧盟食源性疾病的第二大食源性致病菌[2]。在我国，动物性

食品的消费是引发沙门氏菌病的首要原因[3]。诱导耐酸响应（Acid tolerance response, ATR）是指细菌

在微酸条件下生存一段时间后（即诱导过程），对于普遍致死的强酸性环境（即酸激介质）的抵抗能

力增强的现象，又称作酸耐受应答反应[4]。ATR 一旦形成，不仅能提高细菌对酸的抵抗，还能增强

菌株毒力基因的表达，增强细菌耐热、耐盐、耐氧化等能力，使细菌轻易越过食品加工过程中的各

类栅栏因子，危害终端食品的安全[4-5]。针对肉类生产，冷鲜牛肉的生产及成熟（aging）过程具有诱

发沙门氏菌 ATR 的可能，这些诱导因素包括酸性消毒减菌剂的广泛应用在工厂内部形成的弱酸环境、

宰后胴体 pH 的降低、高蛋白的营养成分等[6-8]。然而目前沙门氏菌 ATR 被引发后，其在肉牛的屠宰

过程及牛肉贮藏过程中的消长规律仍不明确，并且，外界的弱酸性环境具体是如何诱发细菌的

ATR？相关反应机理仍需进一步探索。

细菌诱导耐酸现象的产生是多重生理生化作用的共同结果，如双组分调控系统（Two-component 
regulatory system, TCS）、酸休克蛋白（Acid shock proteins, ASPs）、细胞膜脂肪酸组成的调节、膜系

统对质子的阻挡及外排以及基于氨基酸代谢的细胞内 pH 平衡的维持等过程[9]。其中，TCS 对于酸性

信号的感知至关重要[10]，它由一个跨膜的组氨酸蛋白激酶（histidine protein kinase, HK）和一个位于

胞质内的调控蛋白（reaction regulatory protein, RR protein）组成，是细菌感知外界环境信号，并将信

号分子传导至菌体内部，从而激发相应调控机制的重要结构[11]。多个研究表明，作为 TCS 体系中的

一种，PhoP/PhoQ 可以响应酸性信号，激活下游的耐酸响应，产生小分子 ASPs 来增强细菌的酸耐受

能力[12-14]。然而，除 ASPs 外，PhoP/PhoQ 与氨基酸代谢等机制的相互作用仍鲜见报道。氨基酸代谢

能够通过脱羧作用消耗质子并产生碱性物质，是细菌维持胞内 pH 稳定的重要生化过程，沙门氏菌

的精氨酸脱羧和赖氨酸脱羧系统也被广泛报道[15-16]。Tran 等[10]通过定量蛋白质组对沙门氏菌

PhoP/PhoQ 正常及缺失菌株进行对比，发现缺失组中与精氨酸代谢相关的约 10 种蛋白质表达出现差

异，说明沙门氏菌的精氨酸代谢与 PhoP/PhoQ 调控有关。鉴于精氨酸代谢是细菌耐酸响应的重要机

制[15]，本研究推测，除了 ASPs 途径，氨基酸代谢可能也是 PhoP/PhoQ 调控的重要靶过程。与此同

时，除 PhoP/PhoQ 外，双组分系统有着多元化的信号感应体系，如 PmrA/PmrB、EvgS/EvgA 也能对

H+作出响应[17-18]，有可能在调节氨基酸代谢方面存在协同或拮抗作用。

因此，本研究模拟了沙门氏菌在牛肉生产、贮藏过程中经历的弱酸、低温、高蛋白的环境，辅

以 λRed 基因敲除技术，探究了微酸诱导、低温长期贮藏、双组分调控对沙门氏菌耐酸响应的影响，

以明确耐酸响应在牛肉加工与贮藏过程中的存在程度与消长规律。并通过 RT-qPCR、氨基酸添加实

验等技术建立双组分系统与氨基酸代谢的联系，提出并验证沙门氏菌的双组分系统 PhoP/PhoQ 和

PmrA/PmrB 能够感应细胞外 H+浓度，并调控氨基酸代谢系统以获得更高的耐酸性这一理论假设，旨

在进一步解释细菌诱导耐酸反应产生的内在机理。



1 材料与方法

1.1   菌株与试剂

鼠伤寒沙门氏菌标准菌株（S. Typhimurium ATCC 14028）由山东农业大学食品科学与工程学院

肉品实验室保存。

脑心浸液培养基 （Brain Heart Infusion medium，BHI） 北京陆桥技术股份有限公司；脑心浸液

琼脂 （Brain Heart Infusion Agar，BHIA） 北京陆桥技术股份有限公司；MiniBEST Universal RNA
提取试剂盒 宝生物工程（大连）有限公司；PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect 
Real time） 宝生物工程（大连）有限公司；L-精氨酸 北京博奥拓达科技有限公司；L-赖氨酸 北京

博奥拓达科技有限公司。

1.2   主要仪器设备

5804R 离心机 德国 Eppendorf 公司；G154DWS 灭菌锅 厦门致微；移液枪 德国 Eppendorf 公司；

T100 PCR 仪 美国 Bio-Rad 公司；CFX96 实时 PCR 检测系统 美国 Bio-Rad 公司。

1.3   方法

1.3.1   TCS 缺陷菌株的构建

    参照姜娜等[19]的方法，利用 λRed 重组系统，分别构建 TCS PhoP/PhoQ 缺失菌株△phoP 和 TCS 
PmrA/PmrB 缺失菌株△pmrA。首先，利用 PCR 技术构建 phoP 和 pmrA 基因的同源打靶片段，片段

的上下游为目的基因的同源臂，中间为卡那霉素抗性基因。同时，为制作感受态细胞，将质粒

pKD46 转化至鼠伤寒沙门氏菌 14028，并用 L-阿拉伯糖诱导 Red 重组蛋白的表达。而后将 PCR 扩增

的同源片段电转化至宿主细胞，使打靶片段与菌体基因组发生同源重组，并同时获得氨苄抗性，立

刻孵育重组细胞，复苏后用卡那霉素和氨苄青霉素抗性平板筛选突变子。最后将质粒 pCP20 转化入

鉴定成功的突变子，利用其表达的 FLP 翻转酶去除重组菌的抗性，获得△phoP 和△pmrA 菌株。

1.3.2   肉质培养基（meat medium, ME）的制备

参照 Álvarez-Ordóñez 等[20]的方法，将牛肉去除脂肪和筋腱后切碎，375 g 牛肉与 750 mL 去离子

水在烧杯中混匀后灭菌（121℃、15min），然后用无菌纱布过滤出肉汤，分装于 100 mL 离心管并置

于-20 ℃备用。

1.3.3   低温贮藏过程中沙门氏菌耐酸能力的测定

参照 Buchanan 等[21]的方法，利用添加葡萄糖的方式激发出细菌的 ATR。添加了 10 %（w/v）葡

萄糖的 TSB 培养基（TSBG）的 pH 在培养过程中缓慢下降，能够为细菌提供一个温和的酸性适应环

境，达到酸诱导的目的。

将-20 ℃保存的正常沙门氏菌 14028 和△phoP（20 μL）接种于 10 mL NTSB 培养基（TSB 去除

葡萄糖）中 37 ℃过夜活化，然后取 100 μL 的培养物分别接种于 50 mL NTSB（对照组）和 50 mL 
TSBG（微酸诱导组），37 ℃过夜培养。将培养物离心（10000 × g、4 ℃、5min）得到的菌体转移至

4±2 ℃的 100 mL ME 中低温贮藏 7 天。贮藏过程中菌株耐酸能力的测定参照 Liu 等[22]的方法，在第

1 天和第 7 天从 ME 中取出适量菌液，根据提前测定的培养基中的活菌浓度，通过蛋白胨缓冲液稀

释后接种于 9 mL 的 pH 值为 3 的 BHI（用 HCl 调节）中，统一细胞浓度为 5 log CFU/mL，37 ℃下

酸激 2h。在酸激前和酸激后，梯度稀释并涂布于 BHIA 平板，37 ℃过夜培养后进行菌落计数。进行

三次独立重复实验。

参照 Skandamis 等[23]的方法，用△log 表示的耐酸能力。△log 是指菌株在酸激前与酸激后的菌落

对数值的差，单位表示为△log CFU/mL。计算公式为：△log = (log N)0h - (log N)2h，其中，(log N)0h

为酸激前的菌落数的对数值，(log N)2h为酸激结束后的菌落数的对数值，△log 值越大，代表菌株的

耐酸能力越弱。

1.3.4   氨基酸代谢相关基因表达量的测定



将沙门氏菌 14028、△phoP 和△pmrA（20 μL）接种于 10 mL NTSB 中活化后，取 20 μL 培养物

接种于 10 mL 的 pH 值为 5.4 的 NTSB（牛肉的极限 pH 值为 5.4[24]）中，37 ℃过夜诱导。

按照 RNA 提取试剂盒（TaKaRa，中国大连）的说明提取三种菌的 RNA，将符合浓度和纯度的

RNA 反转录成 cDNA，置于-20 ℃保存。按照 PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser 
（Perfect Real time，TaKaRa，中国大连）的说明进行 RT-qPCR，一个 PCR 体系包括 2 μL 
cDNA、12.5 μL 2 × SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus)、9.5 μL RNase Free Water 和 0.5 μL 浓度

为 10 μM 的上下游引物。PCR 程序为：1）95 ℃ 30 s；2）39 个循环：95 ℃ 5 s、60 ℃ 30 s； 3）

95 ℃ 10 s；4） Melt Curve 65 ℃ to 95 ℃ 5s。 
本实验所用的基因为精氨酸代谢中编码精氨酸脱羧酶的 adiA、赖氨酸代谢中编码赖氨酸脱羧酶

的 cadA 以及内参基因 rrsA，引物的碱基序列见表 1。
表 1 RT-qPCR 的引物序列

Table 1 Primer sequences of RT-qPCR

基因名称 引物名称 碱基序列 (5'-3') 参考文献

rrsA rrsA-F CAACGAGCGCAACCCTTATC Álvarez-Ordóñez 等[25]

rrsA-R TCCCCACCTTCCTCCAGTTT

adiA adiA -F AACAGTCCGCAGGTGGGTTA Álvarez-Ordóñez 等[25]

adiA -R AATTTCCGTGCCTTCGGTTT

cadA cadA -F ACGCCTGAAAAGCGAATCTG Álvarez-Ordóñez 等[25]

cadA -R CATGCCATGCGCTATCTGAA

参照 Livak 等[26]的 2–∆∆Ct方法进行基因相对表达分析，将组分系统正常的沙门氏菌的基因表达量

作为对照，最终结果用 2–∆∆Ct表示。实验进行三次独立重复。

1.3.5   添加氨基酸实验的菌株 ATR 的测定

参照 Jonge 等[27]的方法，取 1 mL 的 1.3.4 中过夜诱导后的三种菌液（细胞浓度约为 7.5 log 
CFU/mL），分别接种于 9 mL 的 pH 值为 2.5（用 HCl 调节）的纯矿物质培养基（MM）、添加 0.01 
%（w/v）的 L-精氨酸的矿物质培养基（MM+Arg）、添加 0.01 %（w/v）的 L-赖氨酸的矿物质培养基

（MM+Lys）中，置于 37 ℃酸激 2 h。在酸激前和酸激后分别进行菌落计数，最终用△log 表示菌株

的耐酸能力。实验进行三次独立重复。

1.4   数据分析

RT-qPCR 的数据用 Bio-Rad CFX Manager 3.1 软件处理。用 SAS 9.0 软件的混合模型（MIXED 
Procedure）进行耐酸性分析，在低温贮藏的耐酸性测定实验中，双组分系统、微酸处理、贮藏时间

和它们的交互作用作为影响耐酸性的固定因素，实验重复作为随机因素，在酸激介质中添加氨基酸

的耐酸性测定实验中，酸激介质、双组分系统和它们的交互作用作为影响耐酸性的固定因素，实验

重复作为随机因素，数据用平均值±标准误表示，差异显著水平 P < 0.05。用 Sigmaplot 10.0 软件作

图。

2 结果与分析

2.1   微酸诱导、双组分基因敲除及长时间低温贮藏对沙门氏菌耐酸性的影响

表 2 显示了经过不同诱导处理的 PhoP/PhoQ 正常菌（14028）和缺失菌（△phoP）在不同贮藏

时间点的耐酸情况，△log 值越大代表细菌的耐酸能力越弱。由分析结果看出，双组分系统、微酸诱

导处理、低温贮藏时间三因素的交互作用对耐酸能力影响不显著（P > 0.05）。双组分系统和微酸处

理、微酸处理和贮藏时间的交互作用对耐酸能力有显著影响（P < 0.05）。
表 2 低温贮藏（4±2℃）过程中不同诱导处理的菌株耐酸能力的测定（△log CFU/mL）



Table 2 The acid tolerance of strains of different induction treatments during the storage at 4 ± 2 ℃

 贮藏时间（d）      P 值
微酸

处理

双组分

系统

PhoP/PhoQ
1 7

SE 双组分系统

×贮藏时间

贮藏时间×

微酸处理

双组分系统

×微酸处理

双组分系统×微酸

处理×贮藏时间

未诱导 正常

（14028）

4.75 4.74

缺失（△

phoP）

4.23 5.15

诱导 正常

（14028）

2.21 1.44

缺失（△

phoP）

3.31 2.26

0.31 0.450 0.006 0.032 0.173

注：△log CFU/mL：酸激处理 2h 后沙门氏菌的菌落下降数

如图 1 所示为沙门氏菌 ATR 的产生以及在低温贮藏过程中的消长变化，及贮藏前微酸处理和贮

藏时间的交互作用对沙门氏菌耐酸性的影响。经过 TSBG 微酸诱导的菌株的耐酸能力显著高于对照

组（P < 0.05），说明沙门氏菌分解其中的葡萄糖形成的微酸环境能够激发细菌的 ATR，与 Malheiros
等[28]和 Samelis 等[29]的研究结果一致。诱导菌株在第 7 天的耐酸性仍显著高于未诱导组（P < 0.05），
这说明，沙门氏菌的 ATR 一旦产生，在低温环境中至少可以维持 7 天，该结果表明，致病菌的

ATR 可能会贯穿牛肉的整个分割、运输和贮藏过程，并且其产生的耐酸、耐渗透压、耐盐等交叉保

护作用可能随原料一直进入下游产品（如发酵肉制品），突破栅栏因子，对食品安全造成极大的危害，

但目前这种现象在牛肉产业的存在却很少受到重视。

相对于微酸诱导组，对照组菌株在 7 天低温贮藏过程中的耐酸能力无显著变化（P > 0.05），说

明虽然在长期贮藏过程中沙门氏菌一直处于微酸的肉汤培养基中（pH 值为 5.2-5.7），但该低温环境

并未引发对照组菌株耐酸性的增强，其原因可能是沙门氏菌的诱导耐酸应激状态的产生需要蛋白质

的从头合成以及能量的大量消耗[30]，而低温的贮藏环境可能抑制了相关酶的活性，进而抑制了贮藏

过程中 ATR 的产生。与之形成对比的是，诱导菌株在第 7 天的耐酸能力显著高于第 1 天（P < 0.05），
这可能是因为贮藏期之前的微酸处理已经激发了细菌的包含诱导耐酸在内的某些应激机制，产生酸

休克蛋白，在贮藏过程中持续调节沙门氏菌生理过程，进而表现出逐步增强的耐酸性现象。类似的，

Tiwari 等[30]的研究表明贮藏前诱导的沙门氏菌从外界酸性信号的感知到 ATR 相关蛋白的合成仅需要

1 小时，在 1 小时后添加四环素和氯霉素等抑制蛋白产生的抗生素对于诱导耐酸的抑制已经失去效

果，同时，温度因素对于 ATR 的影响极大，并且显著高于培养基中营养成分对耐酸性的影响。
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图 1 低温贮藏（4±2℃）过程中沙门氏菌耐酸能力的测定（△log CFU/mL）

Fig. 1 The acid tolerance of Salmonella during the incubation at 4 ± 2 ℃

注： a-b：表示不同贮藏时间内差异显著（P < 0.05）；x-y：表示不同诱导条件间差异显著（P < 0.05）；△log CFU/mL：酸

激处理 2h 后沙门氏菌的菌落下降数

为研究双组分系统 PhoP/PhoQ 对菌株诱导耐酸能力的贡献，分析微酸处理和敲除双组分基因的

交互作用对耐酸性的影响，结果如图 2 所示。结果显示，PhoP/PhoQ 对耐酸性的提升与细菌贮藏前

微酸处理（诱导）有显著的交互影响（P < 0.05）。phoP 基因的敲除能够显著降低微酸处理组沙门氏

菌的耐酸能力（P < 0.05），但对对照组的影响并不显著（P > 0.05）。该结果表明微酸处理和双组分

系统能够协同提升沙门氏菌的耐酸能力，是沙门氏菌 ATR 系统的两个重要组成成分，并证实了微酸

环境中的 H+通过 PhoP/PhoQ 启动沙门氏菌内部的耐酸机制。Soncini 等[17]的研究结果表明

PhoP/PhoQ 能够感应环境中的 H+，当环境中的 Mg2+浓度较高时，被 PhoP/PhoQ 激活的下游基因的

表达反而出现下调，出现拮抗效应，但本实验中 PhoP/PhoQ 调控耐酸响应的过程是否受金属离子影

响仍待研究。

当 phoP 缺失后，经过诱导的沙门氏菌的耐酸能力虽然降低，但仍显著高于未经诱导的菌株（P 
< 0.05），这说明在诱导菌株抵抗酸性胁迫的过程中，除了 PhoP/PhoQ，还有其他耐酸机制的保护作

用，如其他双组分信号感应体系、细胞膜系统和质子外排系统等。已有研究表明，细菌的

PmrA/PmrB、OmpR/EnvZ 等双组分系统也能够对外界的酸性信号作出响应[17,31]。
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图 2 不同菌株的耐酸能力的测定（△log CFU/mL）

Fig. 2 The acid tolerance of different strains

注： a-b：表示不同菌株间差异显著（P < 0.05）；x-y：表示不同诱导条件间差异显著（P < 0.05）；△log CFU/mL：酸激处

理 2h 后沙门氏菌的菌落下降数

2.2   TCS 缺失对精氨酸和赖氨酸代谢相关酶基因表达量的影响

氨基酸脱羧反应能够消耗细胞内部的质子，配合细胞膜上的氨基酸转运体系，维持细胞内部的

pH，减少外界酸性环境对细胞的损伤，提高细菌在酸性胁迫下的残存率，其中，精氨酸脱羧系统和

赖氨酸脱羧系统是重要的组成部分[15-16]。为了研究 PmrA/PmrB 是否跟 PhoP/PhoQ 一样，也能调控沙

门氏菌 ATR，并且该过程是否是通过精氨酸和赖氨酸两种脱羧代谢途径来实现的，本研究对比了

PmrA/PmrB 和 PhoP/PhoQ 缺失前后，沙门氏菌的两种脱羧酶编码基因（adiA 和 cadA）的表达水平。

图 3 结果显示，沙门氏菌的 phoP 和 pmrA 缺失后，精氨酸脱羧酶编码基因 adiA 的表达量显著

降低（P < 0.05）。该结果表明，除了 PhoP/PhoQ，PmrA/PmrB 也能被环境中的 H+信号激活，进而对

ATR 产生调控，精氨酸脱羧系统是它们的正向调控靶系统。Brenneman 等[32]发现当菌株的 adiA 和

adiC（编码逆向转运蛋白）被诱导表达时，PhoP/PhoQ 缺失沙门氏菌在 pH 3.0 的环境中的存活能力

显著提升，间接证实了双组分系统对氨基酸代谢的调控。Tran 等[10]发现沙门氏菌的 PhoP/PhoQ 缺失

后，与精氨酸代谢相关的 10 种蛋白质表达出现差异，说明精氨酸代谢与 PhoP/PhoQ 有关，与本实验

的结果是一致的。
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图 3 组分系统基因缺失后精氨酸脱羧酶编码基因 adiA 的表达量变化

Fig.3 The change of adiA (encoding arginine decarboxylase) expression after the deficiency of TCS-related gene 

注：a-b：表示不同菌株间差异显著（P < 0.05）

图 4 结果显示，与 adiA 结果类似，△phoP 和△pmrA 的赖氨酸脱羧酶编码基因 cadA 的表达也

显著低于正常菌（P < 0.05）。该现象说明，除了精氨酸脱羧通路外，赖氨酸脱羧系统也能够受到

PhoP/PhoQ 和 PmrA/PmrB 的正向调控。值得注意的是，沙门氏菌的 PhoP/PhoQ 和 PmrA/PmrB 在应

激调控的过程中可能存在协同作用，如 Kato 等[33]和 Spector 等[5]的研究表明，当菌株的 PhoP/PhoQ
被环境中的 Mg2+信号激活后，能够促进下游 PmrD 蛋白的表达，而 PmrD 又能够进一步激活

PmrA/PmrB，两种 TCS 进而共同调控下游机制，如对脂多糖上脂质 A 进行修饰等。但本实验中的两

种氨基酸代谢的调控过程中，PmrA/PmrB 与 PhoP/PhoQ 是否存在联系，仍需进一步研究与验证。
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 图 4 组分系统基因缺失后赖氨酸脱羧酶编码基因 cadA 的表达量变化

Fig.4 The change of cadA (encoding lysine decarboxylase) expression after the deficiency of TCS-related gene

注：a-b：表示不同菌株间差异显著（P < 0.05）

2.3   酸激介质中添加精氨酸和氨基酸对菌株 ATR 的影响

为了从表观现象验证 PhoP/PhoQ 和 PmrA/PmrB 能够通过精氨酸代谢和赖氨酸代谢进一步调控沙



门氏菌的诱导耐酸现象，本研究通过在酸激介质中添加精氨酸和赖氨酸，对比了 PhoP/PhoQ 和

PmrA/PmrB 正常与缺陷菌株的诱导耐酸能力（表 3），结果显示双组分系统、氨基酸的添加的交互作

用能显著影响沙门氏菌的耐酸性（P < 0.05）。
对于同一菌株，在作为酸激介质的纯矿物质培养基 MM 中添加精氨酸和赖氨酸后，三种双组分

系统处理（正常菌、△phoP、△pmrA）的耐酸性均显著升高（P < 0.05），该结果说明精氨酸和赖氨

酸代谢都是沙门氏菌提高自身耐酸性的重要途径，同时，在 MM 中双组分系统突变菌的耐酸性显著

低于正常菌（P < 0.05），说明除氨基酸代谢外，PhoP/PhoQ 和 PmrA/PmrB 可能还调动了其他的耐酸

机制来帮助细菌应对酸性胁迫。Álvarez-Ordóñez 等[25]发现向 MM 中添加精氨酸和赖氨酸能显著提高

正常沙门氏菌的耐酸能力，Park 等[34]也发现赖氨酸的存在能使正常沙门氏菌在 pH 值为 3 的环境中

的残存率显著上升，与本实验结论一致。此外，MM+Arg 组和 MM+Lys 组的耐酸能力差异不显著

（P > 0.05），即不同的氨基酸种类对耐酸性的提高并无显著影响。但 Liu 等[22]发现在酸激培养基中

添加赖氨酸后沙门氏菌的存活能力高于添加精氨酸的实验组，这种差异可能是不同血清型菌株

（S. Typhimurium 与 S. Heidelberg）对氨基酸代谢能力的不同所致。

虽然 MM+Arg 和 MM+Lys 组中添加了精氨酸和赖氨酸，但 phoP 或 pmrA 基因敲除后菌株的耐

酸性仍显著低于正常组（P < 0.05），说明氨基酸虽然有助于细菌提高酸耐受能力，但并不能改变

TCS 缺失导致的耐酸缺陷，该结果从表观水平上验证了前述 RT-qPCR 的结论，即 PhoP/PhoQ 和

PmrA/PmrB 能够通过控制氨基酸代谢增强沙门氏菌的耐酸能力。该发现进一步解释了前期学者们在

富含营养的食物中的耐酸实验结果：如 Álvarez-Ordóñez 等[20]将微酸诱导后的沙门氏菌接种在肉汤中，

发现肉汤培养基能够显著延长沙门氏菌在 pH 值为 3 的盐酸中存活的时间；Waterman 等[8]将沙门氏

菌涂抹于富含蛋白质的蛋清上也发现了类似的现象。此外，有学者将沙门氏菌中 PhoP/PhoQ 的反应

调控蛋白 PhoP 结合磷酸基团的天冬氨酸位点作为药物作用的目标，验证了药物控制细菌毒力的可行

性[35]，这提示可以通过破坏 PhoP/PhoQ 和 PmrA/PmrB 的结构或阻断其作用途径来减弱沙门氏菌的

ATR，增强杀菌剂效果，减少其对食品安全的危害。

表 3 不同酸激条件下菌株的诱导耐酸能力的测定（△log CFU/mL）

Table 3 The acid tolerance of different strains at different acid challenge conditions

双组分系统

酸激条件 正常

（14028）

PhoP/PhoQ 缺失

（△phoP）

PmrA/PmrB 缺失

（△pmrA）

SE

MM 1.30cx 1.83ax 1.72bx

MM+Arg 0.05cy 0.46ay 0.32by 0.03

MM+Lys 0.08cy 0.49ay 0.31by

注： a-c：表示不同菌株间差异显著（P < 0.05）；x-y：表示不同酸激培养基间差异显著（P < 0.05）；△log CFU/mL：酸

激处理 2h 后沙门氏菌的菌落下降数

3 结论

本研究表明微酸诱导过程能显著增强沙门氏菌的耐酸能力（P < 0.05），并且菌株的 ATR 一旦形

成，在牛肉低温贮藏（4 ℃）的过程中可以维持至少 1 周，其产生的交叉保护作用可能会严重威胁以

牛肉为原料的下游产品的安全性。随着贮藏保鲜技术的发展，冷鲜牛肉的货架期也逐步延长，沙门

氏菌耐酸性的存续时间与不同包装、贮藏方式下货架期的关系仍待进一步确定。微酸性肉质介质

（pH 值为 5.2-5.7）的低温贮藏环境不能引发沙门氏菌的耐酸反应，说明低温处理可以作为抑制沙门

氏菌诱导耐酸反应的方法。基因敲除和氨基酸添加实验揭示了沙门氏菌的双组分系统 PhoP/PhoQ 和

PmrA/PmrB 均参与了外界酸性环境的感知，并可以通过调节精氨酸和赖氨酸的代谢水平来提高细菌

的耐酸性，因食品中丰富的氨基酸含量，该推论进一步解释了食品基质在强酸环境下能为沙门氏菌



提供保护的内在机理。除 PhoP/PhoQ 和 PmrA/PmrB 外，是否有其他组分系统参与沙门氏菌 ATR 的

调控，以及这些系统能否通过酸休克蛋白和氨基酸代谢外的其他机制影响 ATR 仍待研究。
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