
副溶血性弧菌vtrB基因敲除菌株的构建及其在抵抗胆汁中的作用
郜蓉, 后来旺, 赵勇, 潘迎捷, 孙晓红

Construction of vtrB gene knockout strain of Vibrio parahaemolyticus and its
role in bile resistance
GAO Rong, HOU Laiwang, ZHAO Yong, PAN Yingjie, SUN Xiaohong

在线阅读 View online: https://doi.org/10.12024/jsou.20200403004

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

不同振动模式对副溶血性弧菌生物被膜形成的影响

Effects of different vibration modes on Vibrio parahaemolyticus biofilm

上海海洋大学学报. 2020, 29(6): 950   https://doi.org/10.12024/jsou.20190402619

三株AHPND致病型副溶血性弧菌烈性噬菌体的分离鉴定及其生物学特性

Isolation, identification and biological properties of 3 lytic bacterio phages against AHPND-associated Vibrio parahaemolyticus

水产学报. 2019, 43(5): 1378   https://doi.org/10.11964/jfc.20180711345

混合培养对副溶血性弧菌致病株和非致病株生长的影响

Effects of mixed culture on the growth of pathogenic and nonpathogenic V. parahaemolyticus

上海海洋大学学报. 2017, 26(5): 776   https://doi.org/10.12024/jsou.20170502041

对虾养殖池副溶血弧菌的分离鉴定及其耐药特征、毒力基因分析

Isolation and Identification of Vibrio parahaemolyticus from Shrimp Culture Ponds and Analysis of its Drug Resistance and

Virulence Genes

渔业科学进展. 2020, 41(6): 174   https://doi.org/10.19663/j.issn2095-9869.20190820003

巴氏消毒及冷藏温度作用下副溶血弧菌菌株失活异质性的比较

Inactivation variability of Vibrio parahaemolyticus under sterilization and storage temperature

上海海洋大学学报. 2020, 29(3): 420   https://doi.org/10.12024/jsou.20190302568

生食三文鱼中副溶血性弧菌污染调查及耐药性分析

Infection Survey and Drug Resistance of Vibrio parahaemolyticus in Raw Atlantic Salmon

水产科学. 2018, 37(2): 267   https://doi.org/10.16378/j.cnki.1003-1111.2018.02.021

http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20200403004
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20190402619
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.11964/jfc.20180711345
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20170502041
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.19663/j.issn2095-9869.20190820003
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20190302568
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.16378/j.cnki.1003-1111.2018.02.021


文章编号：１６７４５５６６（２０２１）０３０５５５０９ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０２００４０３００４

副溶血性弧菌 ｖｔｒＢ基因敲除菌株的构建及其在抵抗胆汁中的作用

收稿日期：２０２００４１７　　　修回日期：２０２００６０９

基金项目：上海市科技兴农重点攻关项目（２０１９０２０８００１０Ｆ０１１４９）；上海市科学技术委员会平台能力建设项目（１９ＤＺ２２８４０００）

作者简介：郜　蓉（１９９３—），女，硕士研究生，研究方向为食源性致病菌致病机理。Ｅｍａｉｌ：１５０２１０４７９３２＠１６３．ｃｏｍ

通信作者：孙晓红，Ｅｍａｉｌ：ｘｈｓｕｎ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

郜　蓉１
，后来旺

１
，赵　勇１，２，３

，潘迎捷
１，２
，孙晓红

１，２，３

（１．上海海洋大学 食品学院，上海　２０１３０６；２．农业农村部水产品贮藏保鲜质量安全风险评估实验室，上海　２０１３０６；
３．上海水产品加工及贮藏工程技术研究中心，上海　２１０３０６）

摘　要：构建副溶血性弧菌转录调节因子ＶｔｒＢ（Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓＴ３ＳＳ２ｒｅｇｕｌａｔｏｒＢ）敲除菌株和回补菌株，
探讨ＶｔｒＢ在副溶血性弧菌抵抗胆汁中的作用。根据ＧｅｎＢａｎｋ数据库中副溶血性弧菌ｖｔｒＢ基因上下游序列设
计引物，通过融合ＰＣＲ将ｖｔｒＢ基因上下游同源臂融合并克隆入自杀质粒ｐＤＳ１３２中，将重组自杀质粒转入大
肠杆菌Ｓ１７１λｐｉｒ中，再接合转移至副溶血性弧菌中进行同源重组，通过１０％蔗糖筛选获得ｖｔｒＢ基因突变株
ΔｖｔｒＢ。将ｐＢＡＤ３３ｖｔｒＢ重组质粒电转入ΔｖｔｒＢ突变株中获得回补菌株ＣΔｖｔｒＢ。研究副溶血性弧菌野生型、突
变株和回补株在２％脱氧胆酸盐（ＤＯＣ）处理后的存活率。基于同源重组原理，经 ｖｔｒＢ基因的 ＰＣＲ扩增和转
录水平检测结果表明，成功获得副溶血性弧菌ｖｔｒＢ基因缺失突变株ΔｖｔｒＢ和回补株ＣΔｖｔｒＢ。与野生型和回补
菌株ＣΔｖｔｒＢ相比，ΔｖｔｒＢ突变株在２％ ＤＯＣ处理２０、４０和６０ｍｉｎ后的存活率分别为１７％、４％和１％，ｖｔｒＢ基
因的失活使得副溶血性弧菌对胆汁抵抗能力极显著降低（Ｐ＜０．００１），表现出存活能力的缺陷。由此表明，转
录调节因子ＶｔｒＢ有助于副溶血性弧菌对胆汁的抵抗。
关键词：副溶血性弧菌；ｖｔｒＢ基因；基因敲除；同源重组；胆汁抵抗
中图分类号：Ｓ９３３　　　文献标志码：Ａ

　　副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）是革
兰氏阴性嗜盐细菌，广泛存在于世界各地的海洋

和河口环境中，并且通过被污染的水或者未煮熟

的海鲜进入人体，从而导致急性胃肠炎［１３］。作

为一种重要的肠道病原体，副溶血性弧菌必须克

服多种宿主因子的挑战才能成功定殖于人体胃

肠道并引起胃肠炎，其中胆汁是副溶血性弧菌在

感染期间遇到的一种宿主因子。胆汁由多种成

分组成，包括蛋白质、离子、色素、胆固醇和胆汁

盐，它们对人体的消化和营养吸收至关重要。在

这些成分中，胆汁盐已被证明可以保护人体免受

致病菌的伤害。研究［４６］表明，当小肠内胆汁盐

含量高时，细菌的生长受到抑制，而当胆汁分泌

减少后，患者的小肠内又会出现细菌的过度生

长。因此，胆汁盐不仅有助于脂肪的消化，还具

有杀菌作用。然而，包括副溶血性弧菌在内的肠

道致病菌不仅进化出了对胆汁杀菌特性的抵抗

能力，而且还可以利用胆汁来诱导毒力基因的表

达，从而在胃肠道中定殖并进行有效感染［７８］。

因此，具有对胆汁的抵抗能力是副溶血性弧菌在

宿主细胞中长期存活的关键因素之一。

ＶｔｒＢ（Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓＴ３ＳＳ２ｒｅｇｕｌａｔｏｒＢ）
是在神奈川现象（ＫＰ）阳性副溶血性弧菌的致病
岛（ＶｐＰＡＩ）上的一种新型 ＴｏｘＲ样转录调节蛋
白。在副溶血性弧菌感染宿主时，转录调节子

ＴｏｘＲ有助于副溶血性弧菌对胆汁的抵抗［９１１］。

ＶｔｒＢ与ＴｏｘＲ的Ｎ末端具有同源性，研究表明其
在胆汁存在时能被诱导表达，进而增强副溶血性

弧菌ＴＤＨ和 Ｔ３ＳＳ２介导的细胞毒性和肠毒性。
因此，ＶｔｒＢ被认为是胆汁诱导的 ＶｐＰＡＩ中毒力
基因表达的关键调控因子［１２１４］。然而作为胆汁

依赖性转录调节蛋白，ＶｔｒＢ在副溶血性弧菌抵抗
胆汁中的作用以及在胆汁诱导下对毒力基因的

整体调控功能还不明确。
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基因敲除又叫基因打靶，是建立在同源重组

基础上以达到细胞内某一目的基因敲除的一种

新型分子生物学技术。多年来，基因敲除技术已

成为研究微生物中特定基因功能最重要的手段

之一，在生物学等科研领域中都具有非常重要的

价值［１５１６］。基于自杀载体的同源重组法是基因

敲除技术中的一种，其基本原理是构建含目的基

因同源臂的重组自杀质粒，利用宿主自身的重组

系统在同源重组序列间交换，由于自杀性载体在

两次重组过程中可丢失上述重组质粒而完成重

组，最终实现目的基因的敲除。该方法操作简

单，重组效率高，被广泛应用于基因功能研究

中［１７］。因此，为了解 ＶｔｒＢ在副溶血性弧菌抵抗
胆汁中的作用，采用 ｐＤＳ１３２自杀载体同源重组
的方法对副溶血性弧菌 ｖｔｒＢ基因进行敲除，原理
见图１，随后利用表达载体 ｐＢＡＤ３３对 ｖｔｒＢ基因
进行回补，并研究突变株在胆汁盐胁迫下的生长

特性，为深入了解 ｖｔｒＢ基因功能、解析副溶血性
弧菌的胆汁抵抗机理奠定基础，为由副溶血性弧

菌引起的疾病的预防和控制提供新靶点。

图１　同源重组敲除副溶血性弧菌ｖｔｒＢ基因原理图
Ｆｉｇ．１　ＤｉａｇｒａｍｓｈｏｗｉｎｇｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｋｎｏｃｋｏｕｔｏｆｖｔｒＢｇｅｎｅｉｎＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株与质粒

副溶血性弧菌 Ｖｐ６菌株（ＷｉｌｄＴｙｐｅＳｔｒａｉｎ，
ＷＴ）（Ｏ３；Ｋ６血清型，ＫＰ＋，ｔｄｈ＋，Ｓｍｒ）由本实验
室保存；ｐＤＳ１３２自杀质粒（Ｃｍｒ）由法国格勒诺布
尔大学 ＤｏｍｉｎｉｑｕｅＳｃｈｎｅｉｄｅｒ教授惠赠，ｐＢＡＤ３３
质粒（Ｃｍｒ）为华东理工大学吴辉教授赠送，感受

态细胞 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α购自上海唯地生物技术有
限公司，Ｅ．ｃｏｌｉＳ１７１λｐｉｒ菌株由江苏大学张义
全教授馈赠。

１．１．２　主要试剂
ＬＢ培养基和 ＴＣＢＳ培养基购自陆桥技术有

限责任公司；ＰｒｅｍｉｘＴａｑ（ＥｘＴａｑＶｅｒｓｉｏｎ２．０ｐｌｕｓ
ｄｙｅ），高保真ＤＮＡ聚合酶，限制性内切酶ＸｂａⅠ、
ＳａｃⅠ和 ＨｉｎｄⅢ及其缓冲液购自 ＴａＫａＲａ公司；
Ｔ４ＤＮＡ连接酶及其缓冲液、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、质粒提

６５５
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取试剂盒和总ＲＮＡ提取试剂盒购自天根生化科
技（北京）有限公司；ＮａＣｌ、蔗糖、Ｌ阿拉伯糖、链
霉素（Ｓｍ）和氯霉素（Ｃｍ）购自生工生物工程（上
海）股份有限公司；ＰＣＲ产物以及胶回收试剂盒
和反转录试剂盒购自诺唯赞生物科技有限公司；

脱氧胆酸钠购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　方法
１．２．１　ｖｔｒＢ基因上下游同源臂及融合片段的扩增

根据ＧｅｎＢａｎｋ上公布的副溶血性弧菌中ｖｔｒＢ
基因（ＢＡ００００３２．２）及其上下游核苷酸序列，利用
生物学软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计引物（表１），

并由生工生物有限公司合成。以副溶血性弧菌

Ｖｐ６菌株基因组 ＤＮＡ为模板，用 ｖｔｒＢｕｐＦ、ｖｔｒＢ
ｕｐＲ和 ｖｔｒＢｄｏｗｎＦ、ｖｔｒＢｄｏｗｎＲ两对引物分别
扩增 ｖｔｒＢ基因上下游同源臂片段。ＰＣＲ反应条
件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ４０ｓ、５６℃ ４０ｓ、７２℃ １
ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。用２％琼脂糖凝胶
电泳检测ＰＣＲ产物，并回收纯化。将回收获得的
上下游同源臂片段等比例混合，以混合的 ＤＮＡ
片段为模板，引物 ｖｔｒＢｕｐＦ和 ｖｔｒＢｄｏｗｎＲ进行
融合ＰＣＲ扩增同源臂融合片段，用１．５％琼脂糖
凝胶电泳检测。

表１　ｖｔｒＢ基因突变株构建及鉴定用引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
酶切位点

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇｓｉｔｅ

ｖｔｒＢｕｐＦ ＧＣＴＣＴＡＧＡ
—————————

ＧＴＴＴＣＡＴＡＣＡＣＣＧＡＴＴＴＧ ＸｂａⅠ
ｖｔｒＢｕｐＲ ＡＡＡＡＴＣＡＴＣＧＡＧＴＡＡＧＴＡＧＴＴＴＣＴＴＡＡＣＡＴ －
ｖｔｒＢｄｏｗｎＦ ＡＣＴＡＣＴＴＡＣＴＣＧＡＴＧＡＴＴＴＴＧＴＴＧＣＴＴＡＡＡ －

ｖｔｒＢｄｏｗｎＲ ＣＧＡＧＣＴＣ
—————————

ＴＴＣＣＡＧＣＴＡＴＣＴＡＣＣＡＡＧ ＳａｃⅠ

ｖｔｒＢＨＢＦ ＧＣＴＣＴＡＧＡ
—————————

ＡＴＧＴＴＡＡＧＡＡＡＣＴＡＣＴＴＡＣＴＡＧＧＡＡ ＸｂａⅠ

ｖｔｒＢＨＢＲ ＣＣＡＡＧＣＴＴ
—————————

ＴＴＡＴＴＴＡＡＧＣＡＡＣＡＡＡＡＴＣＡＴＣＧ ＨｉｎｄⅢ

ｐＤＳ１３２Ｆ ＧＴＴＴＣＴＧＴＴＧＣＡＴＧＧＧＣＡＴＡＡＡＧ －
ｐＤＳ１３２Ｒ ＡＡＣＡＡＧＣＣＡＧＧＧＡＴＧＴＡＡＣＧ －
ｐＢＡＤ３３Ｆ ＡＴＧＣＣＡＴＡＧＣＡＴＴＴＴＴＡＴＣＣ －
ｐＢＡＤ３３Ｒ ＧＡＴＴＴＡＡＴＣＴＧＴＡＴＣＡＧＧ －
ｖｔｒＢＲＴＦ ＴＴＡＴＴＴＡＡＧＣＡＡＣＡＡＡＡＴＣＡＴＣＧＣＣＧ －
ｖｔｒＢＲＴＦ ＡＴＧＴＴＡＡＧＡＡＡＣＴＡＣＴＴＡＣＴＡＧＧＡＡＡＣＣ －

注：加粗部分为保护碱基，下划线标记为酶切位点。

Ｎｏｔｅｓ：Ｂｏｌｄｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｂａｓｅ，ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｍａｒｋｅｄｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇｓｉｔｅｓ．

１．２．２　重组自杀质粒ｐＤＳ１３２ΔｖｔｒＢ的构建
采用限制性内切酶 ＸｂａⅠ和 ＳａｃⅠ对融合片

段进行双酶切，经酶切产物回收后与相同内切酶

双酶切并胶回收的 ｐＤＳ１３２自杀质粒连接。连接
产物转化入 Ｅ．ｃｏｌｉＳ１７１λｐｉｒ感受态细胞中，在
含有３０μｇ／ｍＬ氯霉素的 ＬＢ固体培养基上筛选
阳性克隆。随后分别以引物对 ｖｒｔＢｕｐＦ、ｖｒｔＢ
ｄｏｗｎＲ和ｐＤＳ１３２Ｆ、ｐＤＳ１３２Ｒ进行 ＰＣＲ检测和
测序鉴定。

１．２．３　副溶血性弧菌ｖｔｒＢ突变株的构建
通过接合转移将自杀质粒 ｐＤＳ１３２ΔｖｔｒＢ从

供体菌Ｅ．ｃｏｌｉＳ１７１λｐｉｒ导入副溶血性弧菌 Ｖｐ６
中。在含５μｇ／ｍＬＣｍ的 ＴＣＢＳ平板上挑选阳性
重组克隆，接种在含１０％蔗糖的 ＬＢ平板上进行
同源重组。挑取单菌落分别转接于不含Ｃｍ抗性
和含Ｃｍ抗性（５μｇ／ｍＬ）的ＬＢ固体培养基上，３７

℃培养。挑选能在前者生长但不能在后者生长
的单克隆，用外侧引物 ｖｒｔＢｕｐＦ、ｖｒｔＢｄｏｗｎＲ和
内部引物ｖｒｔＢＦ、ｖｒｔＢＲ对单克隆进行ＰＣＲ鉴定。
１．２．４　ｖｔｒＢ基因回补株的构建

以副溶血性弧菌 Ｖｐ６基因组 ＤＮＡ为模板进
行ｖｔｒＢ基因的 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应条件：９８℃
１０ｓ；５５℃ １５ｓ、７２℃ １０ｓ，３０个循环；７２℃ ５
ｍｉｎ。对扩增回收后的片段利用ＸｂａⅠ和ＨｉｎｄⅢ
进行双酶切，与 ｐＢＡＤ３３表达载体连接。连接产
物转入 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞中，在含有 ３０
μｇ／ｍＬ氯霉素的 ＬＢ培养板上进行筛选，并用
ｖｒｔＢＨＢＦ和ｖｒｔＢＨＢＲ引物进行ＰＣＲ扩增鉴定。
正确的阳性克隆经测序验证无误后电转化入

ΔｖｔｒＢ突变株感受态细胞中，并用引物 ｐＢＡＤ３３Ｆ
和ｐＢＡＤ３３Ｒ对阳性质粒进行ＰＣＲ检测。
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１．２．５　ΔｖｔｒＢ突变株和 ＣΔｖｔｒＢ回补株中 ｖｔｒＢ基
因转录水平检测

用Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＷＴ、ΔｖｔｒＢ和 ＣΔｖｔｒＢ菌株
的总ＲＮＡ。利用反转录试剂盒去除总 ＲＮＡ中残
留的 ＤＮＡ后反转录为 ｃＤＮＡ。以 ｃＤＮＡ为模板，
用引物 ｖｔｒＢＲＴＦ和 ｖｔｒＢＲＴＲ进行 ＰＣＲ扩增。
通过比较野生型、ｖｔｒＢ突变株和回补株的ＲＴＰＣＲ
扩增结果来判定 ΔｖｔｒＢ和 ＣΔｖｔｒＢ菌株中 ｖｔｒＢ基
因的转录情况。

１．２．６　ＷＴ、ΔｖｔｒＢ和 ＣΔｖｔｒＢ菌株在脱氧胆酸盐
胁迫下的存活率测定

将ＷＴ和ΔｖｔｒＢ菌株接种于５ｍＬ的含Ｓｍ的
ＬＢ液体培养基中，同时将 ＣΔｖｔｒＢ菌株接种于５
ｍＬ的补充有 ０．２％阿拉伯糖的含 Ｓｍ和 Ｃｍ的
ＬＢ液体培养基中，培养至对数中期。离心获得菌
体后重悬于补充或未补充 ２％脱氧胆酸盐
（ＤＯＣ）［１８］的 ＬＢ液体培养基中，３７℃分别孵育
２０、４０和６０ｍｉｎ后进行菌落计数。

２　结果

２．１　ｖｔｒＢ基因的上下游同源臂扩增及融合ＰＣＲ
以副溶血性弧菌 ＷＴ菌株基因组 ＤＮＡ为模

板，利用特异性引物 ｖｔｒＢｕｐＦ、ｖｔｒＢｕｐＲ和 ｖｔｒＢ
ｄｏｗｎＦ、ｖｔｒＢｄｏｗｎＲ分别对 ｖｔｒＢ基因上、下游同
源臂进行ＰＣＲ扩增，结果见图２ａ，成功扩增得到
ｖｔｒＢ基因上游同源臂片段（大小为５４２ｂｐ）和下
游同源臂片段（大小为４９７ｂｐ）。随后以等比例
混合的上下游同源臂片段作为模板，用引物 ｖｔｒＢ
ｕｐＦ和 ｖｔｒＢｄｏｗｎＲ进行融合 ＰＣＲ，扩增得到长
度为１０００ｂｐ左右的融合片段，电泳结果与预期
大小相符（图２ｂ）。
２．２　重组自杀质粒ｐＤＳ１３２ΔｖｔｒＢ的构建与鉴定

用限制性内切酶 ＸｂａⅠ和 ＳａｃⅠ分别对 ｖｔｒＢ
基因上下游同源臂融合片段和质粒 ｐＤＳ１３２进行
双酶切，连接后转入 Ｅ．ｃｏｌｉＳ１７１λｐｉｒ感受态细
胞中，用含Ｃｍ的ＬＢ平板筛选阳性克隆，采用引
物ｖｒｔＢｕｐＦ和ｖｒｔＢｄｏｗｎＲ对目的重组自杀质粒
进行鉴定，结果见图３。以空质粒ｐＤＳ１３２为模板
未扩增出条带，以重组自杀质粒 ｐＤＳ１３２ΔｖｔｒＢ为
模板扩增出长度为１０００ｂｐ的片段，结果与预期
相符。测序后序列比对结果也与预期序列信息

完全相符，表明ｖｔｒＢ基因上下游同源臂已成功插

入ｐＤＳ１３２的ＸｂａⅠ和 ＳａｃⅠ酶切位点之间，获得
重组自杀质粒ｐＤＳ１３２ΔｖｔｒＢ。

（ａ）ｖｔｒＢ上下游同源臂 ＰＣＲ扩增结果。Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ；１．阴性对照（以 ｄｄＨ２Ｏ为模板）；２．上游同源臂；

３．下游同源臂；（ｂ）融合片段ＰＣＲ扩增结果。Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ；１．阴性对照（以ｄｄＨ２Ｏ为模板）；２．融合片段。

（ａ）ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｌａｎｋｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓｏｆｖｔｒＢ．Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ；１．ｄｄＨ２Ｏ；２．Ｕｐｓｔｒｅａｍｆｌａｎｋｉｎｇｒｅｇｉｏｎ；３．Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ

ｆｌａｎｋｉｎｇｒｅｇｉｏｎ；（ｂ）Ｆｕｓｉｏｎｏｆｆｌａｎｋｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓ．Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ；１．ｄｄＨ２Ｏ；２．Ｆｕｓｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔ．

图２　ｖｔｒＢ基因上下游同源臂及融合片段扩增结果
Ｆｉｇ．２　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｆｕｓｉｏｎｏｆ
ｆｌａｎｋｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓｏｆｖｔｒＢｇｅｎｅ

Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．空质粒（ｐＤＳ１３２）；２．敲除质粒

ｐＤＳ１３２ΔｖｔｒＢ的阳性克隆。

Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ｐＤＳ１３２ｐｌａｓｍｉｄ；２．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓ

ｃａｒｒｙｉｎｇｋｎｏｃｋｏｕｔｖｅｃｔｏｒｐＤＳ１３２ΔｖｔｒＢ．

图３　重组自杀质粒的ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｕｉｃｉｄｅｖｅｃｔｏｒｓ
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２．３　副溶血性弧菌ｖｔｒＢ突变株的筛选与鉴定
将含有ｐＤＳ１３２ΔｖｔｒＢ的Ｅ．ｃｏｌｉＳ１７１λｐｉｒ与

副溶血性弧菌Ｖｐ６菌株进行接合转移，在含１０％
蔗糖的ＬＢ平板上进行同源重组。随后在不含和
含Ｃｍ的 ＬＢ平板上筛选单克隆，结果见图４，在
含Ｃｍ平板上不能生长而在不含 Ｃｍ的平板上生
长的菌落即为 ｖｔｒＢ突变株的疑似菌落。选取疑
似菌株采用 ｖｔｒＢ基因外侧引物和内部引物进行
ＰＣＲ鉴定，结果如图５所示，当引物为 ｖｔｒＢ基因

外侧引物 ｖｒｔＢｕｐＦ和 ｖｒｔＢｄｏｗｎＲ时，以 ＷＴ菌
株的基因组ＤＮＡ为模板扩增的片段大小为１５５０
ｂｐ，以重组自杀质粒ｐＤＳ１３２ΔｖｔｒＢ和突变株ＤＮＡ
为模板扩增的片段大小为１０００ｂｐ，与预期结果
一致（图５ａ）。当引物为 ｖｔｒＢ基因内侧引物 ｖｒｔＢ
Ｆ和 ｖｒｔＢＲ时，ＷＴ扩增片段大小为 ５００ｂｐ，
ｐＤＳ１３２ΔｖｔｒＢ与突变株不能扩增出条带，与预期
结果一致（图５ｂ）。这表明副溶血性弧菌成功缺
失了ｖｔｒＢ基因，获得ｖｔｒＢ基因突变株ΔｖｔｒＢ。

图４　Ｖｐ６ΔｖｔｒＢ菌株的筛选照片（红圈表示疑似菌落）
Ｆｉｇ．４　ＳｃｒｅｅｎｏｆＶｐ６ΔｖｔｒＢｓｔｒａｉｎｓ（ｒｅｄｃｉｒｃｌｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｕｓｐｅｃｔｅｄｃｏｌｏｎｉｅｓ）

（ａ）以ｖｒｔＢｕｐＦ／ｖｒｔＢｄｏｗｎＲ为外侧引物对的ＰＣＲ扩增结果；
（ｂ）以 ｖｒｔＢＦ／Ｒ为内引物对的 ＰＣＲ扩增结果。Ｍ．Ｄ２０００
ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ＷＴ株；２．ｐＤＳ１３２ΔｖｔｒＢ；３．突变株。
（ａ）ＴｈｅｆｌａｎｋｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓｏｆｖｔｒＢｗｅｒｅｕｓｅｄｆｏｒＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；
（ｂ）ＴｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｐｒｉｍｅｒｓｏｆｖｔｒＢｗｅｒｅｕｓｅｄｆｏｒＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ．
Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ＷＴｓｔｒａｉｎ；２．ｐＤＳ１３２ΔｖｔｒＢ；
３．ΔｖｔｒＢｍｕｔａｎｔ．

图５　ｖｔｒＢ突变株的ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．５　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｖｔｒＢｍｕｔａｎｔ

２．４　ｖｔｒＢ基因回补株的构建
以ＷＴ菌株基因组 ＤＮＡ为模板，采用引物

ｖｒｔＢＨＢＦ和 ｖｒｔＢＨＢＲ扩增 ｖｔｒＢ基因全长，将
ＰＣＲ产物纯化后与表达载体ｐＢＡＤ３３在体外进行
连接，然后转入 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞中，采
用引物 ｖｒｔＢＨＢＦ和 ｖｒｔＢＨＢＲ进行 ＰＣＲ鉴定，
以空质粒为模板未扩增出条带，以重组质粒

ｐＢＡＤ３３ｖｒｔＢ为模板扩增的片段大小为５００ｂｐ左
右，结果与预期相符，测序结果也与 ｖｔｒＢ基因序
列一致，证实重组质粒ｐＢＡＤ３３ｖｔｒＢ构建成功，可
用于副溶血性弧菌ｖｔｒＢ回补株的构建。见图６。
　　将重组质粒ｐＢＡＤ３３ｖｔｒＢ电转入副溶血性弧
菌 ΔｖｔｒＢ突变株中，采用引物 ｐＢＡＤ３３Ｆ和
ｐＢＡＤ３３Ｒ进行ＰＣＲ扩增，结果见图７，以重组质
粒ｐＢＡＤ３３ｖｔｒＢ和ｖｔｒＢ基因回补株 ＤＮＡ为模板
扩增的片段大小约为７５０ｂｐ，而以 ｐＢＡＤ３３空质
粒、ＷＴ／ｐＢＡＤ３３和 ΔｖｔｒＢ／ｐＢＡＤ３３菌株 ＤＮＡ为
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模板扩增的片段大小约为２００ｂｐ，表明成功构建
副溶血性弧菌ｖｔｒＢ基因回补株ＣΔｖｔｒＢ。

Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ｐＢＡＤ３３空质粒；２．重组质粒

ｐＢＡＤ３３ｖｔｒＢ。

Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ｐＢＡＤ３３ｐｌａｓｍｉｄｓ；２．ｐＢＡＤ３３

ｖｔｒＢ．

图６　重组质粒ＰＣＲ鉴定电泳图
Ｆｉｇ．６　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅ
ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ｐＢＡＤ３３空质粒；２．ｐＢＡＤ３３ｖｔｒＢ；

３．回补株（ＣΔｖｔｒＢ）；４．ＷＴ／ｐＢＡＤ３３；５．ΔｖｔｒＢ／ｐＢＡＤ３３。

Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ｐＢＡＤ３３ｐｌａｓｍｉｄ；２．ｐＢＡＤ３３

ｖｔｒＢ；３．ＣΔｖｔｒＢ；４．ＷＴ／ｐＢＡＤ３３；５．ΔｖｔｒＢ／ｐＢＡＤ３３

图７　ｖｔｒＢ基因回补株的鉴定
Ｆｉｇ．７　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＣΔｖｔｒＢｓｔｒａｉｎ

２．５　突变株和回补株中ｖｔｒＢ基因转录水平验证
分别提取ＷＴ、ΔｖｔｒＢ和ＣΔｖｔｒＢ菌株总ＲＮＡ，

采用引物ｖｔｒＢＲＴＦ和ｖｔｒＢＲＴＲ进行ＲＴＰＣＲ扩
增以验证ΔｖｔｒＢ和ＣΔｖｔｒＢ菌株中ｖｔｒＢ基因的转

录活性。以ΔｖｔｒＢ突变株 ｃＤＮＡ为模板未扩增出
条带，以ＷＴ和ＣΔｖｔｒＢ菌株ｃＤＮＡ为模板扩增的
片段大小为５００ｂｐ左右，与 ｖｔｒＢ基因大小一致。
这表明 ΔｖｔｒＢ突变株中无 ｖｔｒＢ基因的 ｍＲＮＡ，而
ＣΔｖｔｒＢ中ｖｔｒＢ基因具有转录活性，进一步证明
成功构建副溶血性弧菌 ｖｔｒＢ基因突变株与回补
株。见图８。

Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１３．ＷＴ、ΔｖｔｒＢ和 ＣΔｖｔｒＢ菌株的

ｃＤＮＡ。

Ｍ．Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１３．ｃＤＮＡ（ＷＴ，ΔｖｔｒＢａｎｄＣΔｖｔｒＢ

ｓｔｒａｉｎｓ）．

图８　突变株和回补株中ｖｔｒＢ转录水平检测
Ｆｉｇ．８　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｖｔｒＢｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

ｉｎｍｕｔａｎｔａｎｄｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ

２．６　ΔｖｔｒＢ和 ＣΔｖｔｒＢ菌株在脱氧胆酸盐胁迫
下的存活率测定结果

　　为了确定 ＶｔｒＢ在副溶血性弧菌抵抗胆汁中
的作用，将 ＷＴ、ΔｖｔｒＢ和 ＣΔｖｔｒＢ菌株在含有２％
脱氧胆酸盐（ＤＯＣ）的培养基中分别培养 ２０、４０
和６０ｍｉｎ，然后测定ＷＴ、ΔｖｔｒＢ和ＣΔｖｔｒＢ的菌落
数。结果如图９所示，ＷＴ菌株在２％ ＤＯＣ处理
２０、４０和６０ｍｉｎ后的存活率分别为８４％、３３％和
９％，ΔｖｔｒＢ突变株的存活率下降至 １７％、４％和
１％，与野生型菌株相比，ΔｖｔｒＢ突变株的存活水平
极显著降低（Ｐ＜０．００１），表现出存活能力的缺
陷。ＣΔｖｔｒＢ菌株在２％ ＤＯＣ处理后的存活率为
７１％、２６％和９％，与 ＷＴ菌株的存活率无显著差
异，表明回补的ｖｔｒＢ基因能够恢复副溶血性弧菌
ΔｖｔｒＢ菌株在胆盐中的存活能力。
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“”代表差异极显著（Ｐ＜０．００１）。

“”ｓｈｏｗｓｖｅｒｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．００１）．

图９　脱氧胆酸盐对ＷＴ、ΔｖｔｒＢ和
ＣΔｖｔｒＢ菌株存活的影响

Ｆｉｇ．９　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤＯＣｏｎｓｕｒｖｉｖａｌｏｆ
ＷＴ，ΔｖｔｒＢａｎｄＣΔｖｔｒＢｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论

同源重组法可以实现基因的无痕突变，敲除

精准度高并且较易实施，是研究微生物中基因功

能的常用手段［１５，１９］。本研究选用自杀质粒

ｐＤＳ１３２作为突变载体敲除 ｖｔｒＢ基因，其含有反
向筛选基因 ｓａｃＢ，此基因可以编码分解蔗糖的产
物，进而产生能够杀死细菌的有毒物质。因此，

只有发生双交换将自杀质粒 ｐＤＳ１３２上的目的基
因同源臂的ＤＮＡ片段整合到副溶血性弧菌染色
体后的突变株才能够在含有蔗糖的平板上生长。

但值得注意的是，ｓａｃＢ很容易发生突变，因此才
需要在２次重组时进行大量筛选［１９２０］。并且，为

了保证第２次重组的效率，可将接合转移与第１
次重组生长出的单克隆菌落再划线于含５μｇ／ｍＬ
Ｃｍ的弧菌选择性平板 ＴＣＢＳ上进行筛选。与以
往构建副溶血性弧菌相关基因突变株不同，由于

本研究所使用的野生型菌株为链霉素抗性菌株，

而作为供体菌的Ｅ．ｃｏｌｉＳ１７１λｐｉｒ也含有链霉素
抗性［２１２２］，因此在接合转移后选择含氯霉素的弧

菌选择性平板进行筛选可以有效地抑制供体菌

的生长与干扰，提高阳性率。

转录调节因子 ＶｔｒＢ是副溶血性弧菌发挥毒
力的关键因素，其与跨膜毒力调节因子ＴｏｘＲ的Ｎ
末端具有同源性。已有研究表明毒力调节因子

ＴｏｘＲ有助于霍乱弧菌、河流弧菌和副溶血性弧菌
等病原体抵抗胆汁的杀菌作用。对于霍乱弧菌

ｔｏｘＲ基因突变株，其胆汁和脱氧胆酸盐的最小杀
菌浓度（ＭＢＣ）均低于亲本野生型。在胆汁和胆
汁盐的存在下，ＴｏｘＲ对于提高霍乱弧菌存活率和
生长都是必需的［２３］。此外，与经胆汁盐处理 ４０
ｍｉｎ后野生型２４％的存活率相比，副溶血性弧菌
ｔｏｘＲ缺失株的存活率为０．０４％，其表现出对胆汁
盐更高的敏感性［２４］。本研究通过对ＷＴ、ΔｖｔｒＢ和
ＣΔｖｔｒＢ菌株在脱氧胆酸盐存在下的存活率测定
发现，与野生株相比，脱氧胆酸盐处理２０ｍｉｎ后
的副溶血性弧菌ΔｖｔｒＢ突变株表现出存活能力的
急剧降低，而回补的 ＶｔｒＢ又在一定程度上恢复
ΔｖｔｒＢ突变株在胆盐中的存活能力，说明 ΔｖｔｒＢ突
变株对脱氧胆酸盐的敏感性升高。此结果与

ＴｏｘＲ有助于副溶血性弧菌抵抗胆汁的研究结果
相似，表明在胆汁盐的存在下ＶｔｒＢ是副溶血性弧
菌存活和生长所必需的因子。

４　结论

采用同源重组法，成功敲除副溶血性弧菌的

ｖｔｒＢ基因，构建获得 ｖｔｒＢ基因缺失突变株和回补
株。通过脱氧胆酸盐处理发现 ｖｔｒＢ基因有助于
提高副溶血性弧菌在脱氧胆酸盐胁迫下的存活

能力，为深入探讨ＶｔｒＢ是如何参与对其他毒力因
素的协调来促进副溶血性弧菌对胆汁的抵抗，进

而成功定殖并在宿主生态位中继发疾病奠定了

基础。
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