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摘要： 副溶血弧菌是一种重要的食源性病原菌。 Ⅲ型分泌系统 （ｔｙｐｅ Ⅲ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ， Ｔ３ＳＳ） 作为该菌的主要毒力因子之一， 在致病过程中发

挥重要作用。 ｖｓｃＨ 位于 Ｔ３ＳＳ１ 基因座中， 功能未知。 为探究 ｖｓｃＨ 基因的生物学功能， 通过同源重组的方法在副溶血弧菌 ＰＯＲ－１ 菌株的基础上构

建 ｖｓｃＨ 缺失株 ΔｖｓｃＨ 及回补株 ＣΔｖｓｃＨ， 比较各菌株在生物被膜形成、 细胞毒性等生物学特性上的差异； 应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｔ３ＳＳ１ 效应蛋白的

分泌量及其在 ＨｅＬａ 细胞中易位量； 通过 ＧＳＴ－Ｐｕｌｌ Ｄｏｗｎ 试验鉴定与 ＶｓｃＨ 相互作用的 Ｔ３ＳＳ１ 相关蛋白。 结果： 与 ＰＯＲ－１ 菌株相比， 缺失株 ΔｖｓｃＨ
在生长性能上无明显差异， 但生物被膜形成能力下降， 同时对 ＨｅＬａ 细胞和 ＣａＣｏ－２ 细胞的毒性作用明显下降； ｖｓｃＨ 基因的缺失使效应蛋白 ＶｏｐＲ、
ＶｏｐＳ 和胞外针结构蛋白 ＶｓｃＩ 的分泌显著减少， 同时使 ＶｏｐＲ 和 ＶｏｐＳ 在 ＨｅＬａ 细胞内易位量显著下降； ＧＳＴ－Ｐｕｌｌ Ｄｏｗｎ 试验发现 ＶｓｃＨ 与一种位于

Ｔ３ＳＳ１ 的 ＡＴＰ 酶 ＶｓｃＮ 存在相互作用。 本研究表明， ｖｓｃＨ 基因影响副溶血弧菌生物被膜形成， 参与 Ｔ３ＳＳ１ 介导的毒性作用， 同时对 Ｔ３ＳＳ１ 效应蛋

白的分泌和易位发挥重要功能。
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　 　 副溶血弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） 是一种革

兰阴性菌， 天然地存在于河口与海洋环境中［１］， 人

类通常因食用污染的海产品而感染， 引起胃肠炎、 伤

口感染及败血症等病症［２］。 １９５０ 年， 副溶血弧菌在

日本首次被分离并确认为食源性致病菌［３］， 目前已

成为人类海产品相关性胃肠炎的主要病原菌。
副溶血弧菌主要毒力因子有耐热直接溶血素

（ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅ ｄｉｒｅｃｔ ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ， ＴＤＨ）， ＴＤＨ 相关溶血

素 （ ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅ ｄｉｒｅｃｔ ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ － ｒｅｌａｔｅｄ ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ，
ＴＲＨ）， 不 耐 热 溶 血 素 （ ｔｈｅｒｍｏｌａｂｉｌｅ ｈｅｍｏｌｉｓｉｎ，
ＴＬＨ）， 黏附素， Ⅲ型分泌系统 （ ｔｙｐｅ Ⅲ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ， Ｔ３ＳＳ） 和Ⅵ型分泌系统 （ ｔｙｐｅ Ⅵ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ， Ｔ６ＳＳ） 等［４］。 Ｔ３ＳＳ 是存在于许多革兰阴性致

病菌中的一种复杂分子装置， 与鞭毛输出装置有共同

的起源［５］。 Ｔ３ＳＳ 可分为鞭毛 Ｔ３ＳＳ， 以及向真核宿主

细胞注射效应蛋白的易位相关 Ｔ３ＳＳ［６］， 二者结构高

度相似。 易位相关 Ｔ３ＳＳ 是由多种蛋白复合物组成的

一种形似针筒状结构的跨膜装置［７］， 在志贺菌［８］、
沙门菌［９］、 耶尔森菌［１０］ 和肠致病 ／肠出血性大肠杆

菌［１１］等动物致病菌及假单胞菌［１２］、 黄单胞菌［１３］ 等

植物致病菌中均存在。 副溶血弧菌拥有 ２ 套 Ｔ３ＳＳ 即

Ｔ３ＳＳ１ 和 Ｔ３ＳＳ２， Ｔ３ＳＳ１ 主要引起细胞毒性， Ｔ３ＳＳ２
与肠毒性有关［１４］。 副溶血弧菌 Ｔ３ＳＳ１ 由 ４２ 个基因编

码， 与耶尔森菌的 Ｔ３ＳＳ 基因位点具有高度相似

性［１５］。 ｖｓｃＨ 基因位于 Ｔ３ＳＳ 基因位点内， 其编码的

ＶｓｃＨ 蛋白属于耶尔森菌 ＹｏｐＲ 蛋白家族。 研究表明，
耶尔森菌 ＹｏｐＲ 在感染的早期阶段分泌到细胞外环境

中并与毒力相关［１６］。 Ｓｏｒｇ 等［１７］ 发现 ＹｏｐＲ 控制耶尔

森菌 Ｔ３ＳＳ 早期底物的分泌， 其与二氢叶酸还原酶

（ｄｉｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ， ＤＨＦＲ） 融合产生的杂交体

会阻断耶尔森菌 Ｔ３ＳＳ 向宿主细胞注射效应蛋白。 目

前 ｖｓｃＨ 基因在副溶血弧菌 Ｔ３ＳＳ 中是否发挥作用尚未

见报道。
本研究以副溶血弧菌 ｖｓｃＨ 基因为研究对象， 在

ＰＯＲ－１ 菌株基础上通过同源重组的方法构建缺失株

与回补株， 通过生物被膜、 细胞毒性等试验探究其在

副溶血弧菌中的生物学作用； 通过检测蛋白分泌、 易

位及 ＧＳＴ － ｐｕｌｌｄｏｗｎ 蛋白互作试验初步探究其在

Ｔ３ＳＳ１ 结构组装过程中发挥的功能， 为进一步阐明副

溶血弧菌 Ｔ３ＳＳ１ 的致病机理提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要菌株及质粒

副溶血弧菌菌株 ＲＩＭＤ２２１０６３３， ＰＯＲ－１ （ ｔｄｈＡ ／
Ｓ 缺陷菌株）， 同源重组质粒 ｐＹＡＫ１， 穿梭质粒

ｐＭＭＢ２０７， 原核表达载体 ｐＥＴ－３２ａ （ ＋） 和 ｐＧＥＸ－
４Ｔ－１， 大肠杆菌 ＳＭ１０、 ＤＨ５α 和 ＢＬ２１－λｐｉｒ 感受态

细胞， ＣａＣｏ－２ 和 ＨｅＬａ 细胞均为南京农业大学动物

健康与食品安全国际合作联合实验室保存。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

２×Ｐｈａｎｔａ Ｆｌａｓｈ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ） （Ｐ５２０－
０１）、 ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｐ２２２－０１）、 限制性内

切酶、 单片段一步法克隆试剂盒， 购自诺唯赞生物技

术有限公司； 细胞全蛋白提取试剂盒， 购自江苏凯基

生物技术有限公司； ＧｅｎｅＪＥＴ 试剂盒、 细菌 ＲＮＡ 分

离试剂盒、 细菌质粒小提试剂盒， 购自 Ｏｍｅｇａ 公司；
细胞毒性检测试剂盒 （ＬＤＨ Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ），
购自 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ 生物科技股份有限公司； ＤＭＥＭ 培

养基和胎牛血清， 购自 ＨｙＣｌｏｎｅ （中国） 有限公司；
ＣｙａＡ 抗体、 ＲＮＡＰ 抗体， 购自圣克鲁斯生物技术有

限公司。 辣根酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ 抗体 （二抗），
购自武汉三鹰生物技术有限公司。

蛋白电泳仪、 全自动化学发光图像分析系统、
ＥＣＬ 化学发光液 （Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ）， 上

海 Ｔａｎｏｎ 公司产品； 荧光定量 ＰＣＲ 仪、 细胞培养箱，
Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品； 微孔板检测仪， 帝

肯 （上海） 贸易有限公司产品； 蛋白纯化仪， 通用

电气 （中国） 有限公司产品。
１􀆰 ３　 引物设计与合成

本研究所用引物名称及序列见表 １。 引物由南京

金斯瑞生物科技有限公司合成。
１􀆰 ４　 ＶｓｃＨ 蛋白同源性比对

ｖｓｃＨ （ＮＣ ＿００４６０３􀆰 １） ＯＲＦ 长度 ６７２ ｂｐ， 编码

ＶｓｃＨ 蛋白共 ２０８ 个氨基酸。 从蛋白质相似度分析

ＶｓｃＨ 蛋白， 结合生物信息学软件 ＭＥＧＡ 进行氨基酸

序列比对， ＥＳＰｒｉｐｔ 在线数据处理。
１􀆰 ５　 基因缺失株 ΔｖｓｃＨ 和回补株 ＣΔｖｓｃＨ 的构建

采用 同 源 重 组 的 方 法［１４］， 在 副 溶 血 弧 菌

ＲＩＭＤ２２１０６３３ 的 ｔｄｈＡ ／ Ｓ 缺陷菌株 ＰＯＲ－１ 上构建缺失

株 ΔｖｓｃＨ， 步骤如下： 提取副溶血弧菌 ＲＩＭＤ２２１０６３３
基因组 ＤＮＡ 作为模板， 使用上下游引物对 ｖｓｃＨ－１ ／ ２
和 ｖｓｃＨ－３ ／ ４ 分别扩增出 ｖｓｃＨ 的上游和下游同源臂，
再以扩增得到的上下游同源臂混合物为模板， ｖｓｃＨ－
１ ／ ｖｓｃＨ－４ 为引物， 进行融合 ＰＣＲ 以构建缺失片段。
将缺失片段与自杀性质粒 ｐＹＡＫ１ 相连接， 得到的重

组质粒转化至 ＳＭ１０ 感受态细胞中， 进行接合转移试

验。 将大肠杆菌 ＳＭ１０ 接合转移至受体菌 ＰＯＲ－１ 上，
使用带有氯霉素抗性的 ＴＣＢＳ 平板筛选重组菌株， 以

含 ２０％蔗糖的 ＬＢ 连续传代， 经 ＰＣＲ 鉴定筛选出稳定

遗传的突变株 ΔｖｓｃＨ。
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表 １　 引物信息

引物 　 　 上游序列 （５′→３′） 　 　 下游序列 （５′→３′）

ｖｓｃＨ－１ ／ ２ ＣＡＧＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＴＴＡＧＡＣＧＡＣＡＴＣＧＡＡ ＡＴＧＴＧＴＡＣＴＣＴＣＡＴＣＣＡＡＧＡＴＴＣＣＴＡＡＴＧＴＣＴＴＧＧ

ｖｓｃＨ－３ ／ ４ ＴＣＴＴＧＧＡＴＧＡＧＡＧＴＡＣＡＣＡＴＧＡＴＣＡＡＴＡＣＡＣＡＧＴＡ ＣＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＣＣＧＣＣＧＴＴＴＣＴＴＴＧＧＴＡＡＣ

Ｃ－ｖｓｃＨ－１ ／ ２ ＣＡＧＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＣＡＡＣＡＧＴＴＧＣＧＣＡＧＧ ＡＴＡＡＴＴＣＣＧＧＡＡＣＣＧＣＡＴＣＡＴＣＣＧＴＴＣ

Ｃ－ｖｓｃＨ－３ ／ ４ ＴＧＡＴＧＣＧＧＴＴＧＡＣＣＧＧＡＡＴＴＡＴＴＧＡＧＣＧＴＴＣ ＣＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＣＡＧＧＣＧＣＧＴＡＣＧＡＡＧ

ｖｓｃＨ－ＮＦ ／ ＮＲ ＴＴＡＧＣＴＣＡＧＣＣＣＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＡＡＧＣＧＣ ＧＴＣＧＡＣＣＣＴＡＧＣＴＴＴＧＴＣＧＧＡＣＡＡＡＣＧＣ

Ｐ２０７－１６８３ＣｙａＡ －Ｆ ／ Ｒ ＣＧＧＴＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＡＴＧＧＴＴＡＡＴＡＴＣＡＡＴＡＣＧＴＣＡＣＡＣＡ ＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＡＣＣＡＡＧＴＴＴＧＴＧＧＣＴＡＴＣＧ

Ｐ２０７－１６８６ＣｙａＡ －Ｆ ／ Ｒ ＣＧＧＴＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＡＴＧＡＴＣＡＧＴＴＴＴＧＧＡＡＡＴＧＴＧＡＧ ＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＡＣＣＡＡＧＴＴＴＧＴＧＧＣＴＡＴＣＧ

Ｐ２０７－ｖｓｃＦ－ＣｙａＡ －Ｆ ／ Ｒ ＣＧＧＴＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＡＴＧＴＣＡＴＴＴＴＡＣＧＡＴＧＣＧＡＣ ＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＡＣＣＴＴＣＴＧＣＡＧＧＡＴＣＧ

Ｐ２０７－ｖｓｃＩ－ＣｙａＡ －Ｆ ／ Ｒ ＣＧＧＴＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＡＴＧＡＴＣＡＡＴＡＣＡＣＡＧＴＡＣＡＣＣＧ ＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＴＧＣＧＣＣＴＴＣＡＡＡＡＧＣ

ｐＧＥＸ４Ｔ１－ｖｓｃＨ－Ｆ ／ Ｒ ＴＴＣＣＡＧＧＧＧＣＣＣＣＴＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＡＧＴＣＧＡＣＣＣＴＡ ＡＣＣＣＧＧＧＡＡＴＴＣＣＧＧＧＧＡＴＣＣＣＴＡＣＧＡＣＡＡＡＴＣＴＡＡ

ｐＥＴ３２ａ－ｖｓｃＮ－Ｆ ／ Ｒ ＧＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＴＴＧＡＡＣＧＡＴＴＴＣＴＣＡＴＡＣＡＴＣＡＣＣ ＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＴＴＧＡＣＣＴＧＣＧＡＴＧＣＣＴ

ｓａｃＢ－Ｆ ／ Ｒ ＡＣＧＧＣＡＣＴＧＴＣＧＣＡＡＡＣＴＡＴ ＴＴＣＣＧＴＣＡＣＣＧＴＣＡＡＡＧＡＴ

ｖｓｃＨ－ＲＴ －Ｆ ／ Ｒ ＴＧＧＴＡＴＧＣＧＴＣＧＡＴＣＡＡＧＧＡ ＴＴＡＧＣＴＣＡＧＣＣＣＡＡＣＡＡＴＧＣ

ＤｎａＫ－ＲＴ－Ｆ ／ Ｒ ＡＣＴＧＣＴＴＣＧＴＣＡＧＧＧＴＴＣ ＧＴＣＡＧＡＣＴＣＧＴＡ ＴＧＣＣＡＡＴＧ

ｓｙｐＧ－ＲＴ－Ｆ ／ Ｒ ＧＡＣＡＧＧＴＣＧＴＧＡＴＧＣＣＡＴＴＣ ＧＧＣＧＡＴＧＡＴＧＡＣＣＧＡＡＧＴＧ

ｓｃｒＡ－ＲＴ－Ｆ ／ Ｒ ＣＡＣＡＣＣＡＣＧＡＡＣＡＣＡＴＴＧＣ ＴＣＡＡＴＡＧＣＧＴＣＡＣＧＧＡＡＴＧＣ

　 　 用上游片段回补引物对 （Ｃ－ｖｓｃＨ－１ ／ ２） 和下游

片段引物对 （Ｃ－ｖｓｃＨ－３ ／ ４）， 以 ＲＩＭＤ２２１０６３３ 株基

因组 ＤＮＡ 作为模板， 进行 ｖｓｃＨ 回补片段上、 下游同

源臂的扩增， 再以扩增得到的上下游同源臂混合物为

模板， Ｃ－ｖｓｃＨ－１ ／ ４ 为引物， 进行融合 ＰＣＲ 以构建回

补片段， 与自杀性质粒 ｐＹＡＫ１ 相连接。 为区分野生

株与回补株， 将回补区域内的 ＧＣＧ 同义突变为 ＧＣＣ
（两者均编码丙氨酸）。 进行接合转移试验将测序后

的重组质粒转移至构建成功的 ｖｓｃＨ 基因缺失株中，
方法同上， 挑取完成第一次重组的单菌落进行传代培

养， 诱导其发生同源臂的交换， 以含 ２０％蔗糖的 ＬＢ
连续传代， 经 ＰＣＲ 鉴定筛选出稳定遗传的回补菌株

ＣΔｖｓｃＨ。
１􀆰 ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ）

使用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测副溶血弧菌 ｖｓｃＨ 的基因表达

量， 将 ＰＯＲ－１、 ΔｖｓｃＨ、 ＣΔｖｓｃＨ 菌株接种于 ＬＢ 培养

基中， 置于摇床震荡培养至 ＯＤ６００值为 ０􀆰 ８ 左右， 提

取菌体 ＲＮＡ 并逆转录为 ｃＤＮＡ 进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应，
检测各菌株 ｖｓｃＨ 基因表达量， 所用引物序列见表 １。
反应体系： ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ （ ２ ×） １０ μＬ，
ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ （５０×） ０􀆰 ４ μＬ， ｖｓｃＨ－ＲＴ－Ｆ （１０
μｍｏｌ ／ Ｌ ） ０􀆰 ４ μＬ， ｖｓｃＨ － ＲＴ － Ｒ （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ）
０􀆰 ４ μＬ， ｃＤＮＡ ２ μＬ， ＤＥＰＣ Ｈ２Ｏ ６􀆰 ８ μＬ。 反应程序：
９５ ℃ ３０ ｓ； ９５ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环； 熔解

曲线： ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ， ９５ ℃ １５ ｓ。 反应结

束后， 采用 ２－ΔΔＣｔ法计算数据， 测定 ｖｓｃＨ 基因的相对

表达量。
１􀆰 ７　 生长曲线测定

对 ＰＯＲ－１、 ΔｖｓｃＨ、 ＣΔｖｓｃＨ 进行生长曲线测定，
检测 ｖｓｃＨ 基因缺失对副溶血弧菌生长性能的影响。
将相应菌株接种至新鲜 ＬＢ 培养基， 置于 ３７ ℃、 １８０
ｒ ／ ｍｉｎ 摇床过夜培养， 按 １ ∶ １００ 比例扩大培养至

５０ ｍＬ ＬＢ 培养基中， 每隔 １ ｈ 取样测量培养液的

ＯＤ６００值， 测定至 １２ ｈ， 每次测量重复 ３ 次。
１􀆰 ８　 生物被膜试验

选用结晶紫染色试验测定 ｖｓｃＨ 基因缺失对副溶

血弧菌生物被膜形成能力的影响， 挑取 ＰＯＲ － １、
ΔｖｓｃＨ、 ＣΔｖｓｃＨ 的单菌落接种于新鲜 ＬＢ 培养基中，
置于摇床培养至 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ６， 在无菌 ９６ 孔板中加入

１００ μＬ 培养液， 接种 １０ μＬ 过夜培养液， ３７ ℃静置

培养 ４８ ｈ， 新鲜的 ＬＢ 液体培养基作为阴性对照。 弃

去培养液， 无菌 ＰＢＳ 清洗后放入通风橱干燥， 加入

甲醇固定 １５ ｍｉｎ， 吸出培养孔中的甲醇， 自然风干；
加入 １％结晶紫溶液室温下染色 ５ ｍｉｎ， 吸去培养孔

中的染液， 洗涤干燥后加入 ２００ μＬ 无水乙醇溶解生

物被膜， 酶标仪测定 ＯＤ５９５值。
除结 晶 紫 染 色 试 验 外， 以 提 取 的 ＰＯＲ － １、

ΔｖｓｃＨ、 ＣΔｖｓｃＨ 的 ｃＤＮＡ 为模板， 通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 试

验对生物被膜相关基因 ｓｃｒＡ 和 ｓｙｐＧ 进行检测， 反应

程序参照步骤 １􀆰 ６， 进一步探究 ｖｓｃＨ 基因对生物被膜

相关基因的影响。
１􀆰 ９　 细胞毒性测定

根据 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ ＬＤＨ 乳酸脱氢酶细胞毒性比色
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法测试盒， 设置背景空白对照孔、 样品最大酶活性对

照孔、 样品对照孔和样品处理孔。 将野生株、 缺失

株、 回补株于摇床中培养至对数期， 无菌 ＰＢＳ 洗涤 ２
次， 通过离心重悬的方式用含有 １％血清的 ＤＭＥＭ 制

备感染细胞的菌悬液， 取上述菌悬液分别感染 ９６ 孔

板中 ＨｅＬａ 细胞和 ＣａＣｏ－２ 细胞， 每株菌设置 ６ 个重

复孔， 置于 ５％ ＣＯ２培养箱中孵育 ２ ｈ， 感染 １ ｈ 后，
在样品最大酶活性对照孔中加入裂解液， 吹打混匀后

继续培养 １ ｈ。 各样品孔中加入反应工作液， ３７ ℃避

光孵育 １０ ｍｉｎ， 酶标仪测定 ＯＤ４９０值。
１􀆰 １０　 分泌试验

参照 Ｌｉｎ 等［１８］ 方法， 测定 ｖｓｃＨ 基因对效应蛋白

Ｖｐ１６８３ （ＶｏｐＲ［１９］） 和 Ｖｐ１６８６ （ＶｏｐＳ［２０］） 分泌以及

结 构 蛋 白 ＶｓｃＦ［２１］、 ＶｓｃＩ［２２］ 分 泌 的 影 响。 构 建

ｐＭＭＢ２０７－ｖｐ１６８３ － ＣｙａＡ、 ｐＭＭＢ２０７ － ｖｐ１６８６ － ＣｙａＡ、
ｐＭＭＢ２０７－ｖｓｃＦ－ＣｙａＡ、 ｐＭＭＢ２０７－ｖｓｃＩ－ＣｙａＡ 载体化

转化至大肠杆菌 ＳＭ１０ 中。 通过接合转移试验将上述

载体分别转移至 ＰＯＲ－１、 ΔｖｓｃＨ、 ＣΔｖｓｃＨ 菌株中， 接

种于新鲜的 ＬＢ 培养基， 置于摇床中培养至对数期，
取培养后的菌液于离心机中高速离心， 分别收集菌体

沉淀和上清液。 上清液过滤后转移至超滤管中离心浓

缩， 浓缩后的菌液作为上清液样品。 向菌体沉淀中加

入 ＰＢＳ 混悬， 取混悬液为沉淀样品。 分别向上清液

及沉淀样品中加入 ５×ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ， ９５ ℃煮沸

后备用。 制备好的样品进行蛋白免疫印迹试验， 使用

５％脱脂奶粉封闭， 洗膜后依次用 ＣｙａＡ 抗体 （一

抗）， 辣根酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ 抗体 （二抗） 孵

育， Ａｎｔｉ－ＲＮＡＰ 作为菌体内参抗体， ＥＣＬ 化学发光

液进行显色， 全自动化学发光图像分析仪拍照。
１􀆰 １１　 易位试验

根据细胞的大小和生长速度将适量细胞接种到 ６
孔细胞培养板中， 使待检测时细胞密度不超过 ８０％ ～
９０％。 用无菌 ＰＢＳ 清洗 ２ 次待用， 将带有 Ｖｐ１６８３－
ＣｙａＡ 及 Ｖｐ１６８６ － ＣｙａＡ 载 体 的 ＰＯＲ － １、 ΔｖｓｃＨ、
ＣΔｖｓｃＨ 菌株置于摇床中培养至对数期， 离心后弃去

培养液， 加入预冷的 ＰＢＳ， 清洗后重悬， 向 ６ 孔板中

加入培养液感染 ＨｅＬａ 细胞， 使感染比 （ＭＯＩ） 为

１０ ∶ １， 培养 ２ ｈ， 感染结束后提取细胞全蛋白样品，
加入 ５×ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 后 ９５ ℃煮沸备用， 制备好

的样品进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， 使用 ５％脱脂奶粉封闭， 洗

膜后依次用 ＣｙａＡ 抗体 （一抗）， 辣根酶标记山羊抗

小鼠 ＩｇＧ 抗体 （二抗） 孵育。 ＧＡＰＤＨ 作为细胞内

参， ＥＣＬ 化学发光液曝光显色， 拍照， 用软件 ＩｍａｇｅＪ
分析条带灰度值。

１􀆰 １２　 蛋白互作试验

为了探索 ＶｓｃＨ 是否与 Ｔ３ＳＳ１ 特定蛋白存在潜在

相互作用， 选用 ＧＳＴ－Ｐｕｌｌ Ｄｏｗｎ 试验检测与 ＶｓｃＨ 相

互作用的蛋白， ｐＥＴ３２ａ 表达载体原核表达 ＶｓｃＮ－Ｈｉｓ
（ＶｓｃＮ 是为 Ｔ３ＳＳ 产生能量的 ＡＴＰ 酶）、 ＶｏｐＲ－Ｈｉｓ、
ＶｓｃＦ－Ｈｉｓ、 ＶｓｃＩ－Ｈｉｓ 融合蛋白， ｐＧＥＸ－４Ｔ－１ 表达载

体原核表达 ＶｓｃＨ－ＧＳＴ 融合蛋白， 根据 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
Ｍａｇａｒｏｓｅ Ｂｅａｄｓ 说明书将适量磁珠与 ＶｓｃＨ－ＧＳＴ 融合

蛋白相结合， 得到 ＶｓｃＨ－Ｇｓｔ 融合蛋白－磁珠复合物，
孵育洗杂后与上述 Ｈｉｓ 融合蛋白结合， 孵育洗杂后加

入洗脱液得到蛋白复合物， 加入 ５ × ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ， 煮沸 １０ ｍｉｎ， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分析。

２　 结果

２􀆰 １　 缺失株 ΔｖｓｃＨ 及回补株 ＣΔｖｓｃＨ 构建与鉴定

通过同源重组的方法成功构建 ｖｓｃＨ 基因缺失株，
ＰＣＲ 鉴定如图 １Ａ 所示。 用 ｖｓｃＨ－１ ／ ４ 引物扩增， 野

生株 ＲＩＭＤ２２１０６３３ 基 因 组 ＤＮＡ 作 为 阳 性 对 照，
ΔｖｓｃＨ 扩增出 ２ ０００ ｂｐ 大小的片段， 野生株扩增出

２ ６７２ ｂｐ 的片段。 同样用 ｖｓｃＨ－ＮＦ ／ ＮＲ 引物扩增缺失

株和野生株， ΔｖｓｃＨ 无扩增条带， 野生株扩增片段正

常。 用质粒筛选引物对 ｓａｃＢ － Ｆ ／ Ｒ 扩增产物 （图

１Ｃ）， ΔｖｓｃＨ 无扩增条带， 野生株扩增片段正常， 表

明缺失株 ΔｖｓｃＨ 构建成功。
用外部引物 （Ｃ－ ｖｓｃＨ－ １ ／ ４） 和内部引物 （Ｃ－

ｖｓｃＨ－ＮＦ ／ ＮＲ） 进行互补株鉴定。 ＰＣＲ 鉴定如图 １Ｂ
所示， 外部引物扩增回补株 ＣΔｖｓｃＨ 的产物长度与

ＰＯＲ－１ 的产物大小保持一致 （１ ６７１ ｂｐ）， 同时内部

引物扩增回补株 ＣΔｖｓｃＨ 的产物长度与 ＰＯＲ－１ 的产物

大小保持一致 （６２７ ｂｐ）。 用质粒筛选引物对 ｓａｃＢ－
Ｆ ／ Ｒ 扩增产物 （图 １Ｃ）， ＣΔｖｓｃＨ 无扩增条带， 野生

株扩增片段正常， 表明回补株 ＣΔｖｓｃＨ 构建成功。
２􀆰 ２　 ＶｓｃＨ 蛋白氨基酸同源性比对

ＮＣＢＩ 数据库检索比对发现 ＶｓｃＨ 与 ＰｓｃＨ 和

ＬｓｃＨ 等属于 ＹｏｐＲ 家族蛋白， 在氨基酸序列上高度

同源， 存在与 ＹｏｐＲ 蛋白中心结构域高度同源的保守

位点 （图 ２）。
２􀆰 ３　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证

使用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 对 ＰＯＲ－１、 ΔｖｓｃＨ 和 ＣΔｖｓｃＨ 菌株

进行目的基因转录检测， 结果如图 ３ 所示， ΔｖｓｃＨ 内

无目的基因转录， 野生株 ＰＯＲ－１ 与回补株 ＣΔｖｓｃＨ 中

目的基因转录水平正常， 表明缺失株 ΔｖｓｃＨ 和回补株

ＣΔｖｓｃＨ 均构建成功。
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Ａ． ΔｖｓｃＨ ＰＣＲ 产物电泳， 其中： Ｍ 表示 ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ， １～３ 分别表示引物 ｖｓｃＨ－１ ／ ｖｓｃＨ－４ 扩增 ΔｖｓｃＨ、 野生株和阴性对照， ４～ ６ 分别表示引

物 ｖｓｃＨ－ＮＦ ／ ｖｓｃＨ－ＮＲ 扩增 ΔｖｓｃＨ、 野生株和阴性对照；
Ｂ． ＣΔｖｓｃＨ ＰＣＲ 产物电泳， 其中： Ｍ 表示 ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ， １～３ 分别表示引物 Ｃ－ｖｓｃＨ－１ ／ Ｃ－ｖｓｃＨ－４ 扩增 ＣΔｖｓｃＨ、 野生株和阴性对照， ４ ～ ６ 分

别表示引物 Ｃ－ｖｓｃＨ－ＮＦ ／ Ｃ－ｖｓｃＨ－ＮＲ 扩增 ＣΔｖｓｃＨ、 野生株和阴性对照；
Ｃ． 质粒筛选引物 ＰＣＲ 产物电泳， 其中： Ｍ 表示 ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ， １～３ 分别表示引物 ｓａｃＢ－Ｆ ／ Ｒ 扩增 ΔｖｓｃＨ、 ｐＹＡＫ１ 和阴性对照， ４～６ 分别表示

引物 ｓａｃＢ－Ｆ ／ Ｒ 扩增 ＣΔｖｓｃＨ、 ｐＹＡＫ１ 和阴性对照。

图 １　 ＰＣＲ 鉴定缺失株与回补株

注： 阴影部分表示 ＹｏｐＲ 中心结构域序列。

图 ２　 ＶｓｃＨ 蛋白同源性比对

２􀆰 ４　 生长曲线测定

对野生株、 ｖｓｃＨ 基因缺失株和回补株的生长性能

进行测定， 结果如图 ４ 所示， 相比于野生株， ｖｓｃＨ 基

因缺失株的生长速度没有受到明显的影响， 表明副溶

血弧菌的生长性能不受 ｖｓｃＨ 基因的影响。
２􀆰 ５　 生物被膜形成能力测定

选用结晶紫染色试验对 ｖｓｃＨ 基因缺失菌株的生

物被膜产生量进行测定， 结果如图 ５Ａ 所示， ｖｓｃＨ 基

因缺失后， 缺失株的生物被膜形成能力相比野生株

ＰＯＲ－１ 显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 为探究 ｖｓｃＨ 基因对生

物被膜形成相关基因的影响， 选取 ｓｃｒＡ 和 ｓｙｐＧ 作为

靶基因， ＤｎａＫ 作为内参基因， 对 ＰＯＲ－１、 ΔｖｓｃＨ 和

ＣΔｖｓｃＨ 的 ｃＤＮＡ 进行靶基因转录水平的检测。 结果

如图 ５Ｂ 所示， 缺失株的 ｓｃｒＡ 和 ｓｙｐＧ 的表达量显著降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： ∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０００ １， 下同。

图 ３　 ＰＯＲ－１、ΔｖｓｃＨ 与 ＣΔｖｓｃＨ 菌株中 ｖｓｃＨ 基因表达量检测

图 ４　 ＰＯＲ－１、 ΔｖｓｃＨ 和 ＣΔｖｓｃＨ 菌株的生长曲线测定

注： Ａ 为结晶紫染色试验， Ｂ 为生物被膜相关基因的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 ＰＯＲ－１、 ΔｖｓｃＨ 及 ＣΔｖｓｃＨ 菌株生物被膜形成能力

２􀆰 ６　 细胞毒性测定

利用 ＬＤＨ 细胞毒性比色法测试盒检测 ＰＯＲ－１、
ΔｖｓｃＨ 和 ＣΔｖｓｃＨ 菌株对 ＨｅＬａ 和 ＣａＣｏ－２ 细胞的毒性。
通过比色法检测细胞毒性时释放的乳酸含量， 发现

ｖｓｃＨ 基因缺失后， 副溶血弧菌对 ＨｅＬａ （图 ６Ａ） 和

ＣａＣｏ－２ 细胞 （图 ６Ｂ） 的毒性作用有显著下降 （Ｐ＜
０􀆰 ０００ １）， 表明 ｖｓｃＨ 基因参与副溶血弧菌的细胞毒

性作用。

图 ６　 ＰＯＲ－１、 ΔｖｓｃＨ 和 ＣΔｖｓｃＨ 对 ＨｅＬａ （Ａ） 和 ＣａＣｏ－２ （Ｂ） 细胞的毒性作用

２􀆰 ７　 蛋白分泌测定

在 ＰＯＲ－１、 ΔｖｓｃＨ、 ＣΔｖｓｃＨ 菌株的上清液和菌体

中分别检测 Ｖｐ１６８３ － ＣｙａＡ、 Ｖｐ１６８６ － ＣｙａＡ、 ＶｓｃＦ －
ＣｙａＡ 和 ＶｓｃＩ － ＣｙａＡ 的分泌量， 结果如图 ７ 所示，

ＶｓｃＨ 的缺失会使菌株上清液中效应蛋白 Ｖｐ１６８３
（ＶｏｐＲ） 和 Ｖｐ１６８６ （ＶｏｐＳ） 和胞外针结构蛋白 ＶｓｃＩ
分泌量显著降低， 但并不影响结构蛋白 ＶｓｃＦ 在上清

液中的分泌。
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图 ７　 ＰＯＲ－１、 ΔｖｓｃＨ 和 ＣΔｖｓｃＨ 菌株中 Ｖｐ１６８３－ＣｙａＡ （Ａ）、 Ｖｐ１６８６－ＣｙａＡ （Ｂ）、 ＶｓｃＦ－ＣｙａＡ （Ｃ） 和

ＶｓｃＩ－ＣｙａＡ （Ｄ） 的分泌量

２􀆰 ８　 蛋白易位测定

用带有 ｖｐ１６８３ 及 ｖｐ１６８６ 过表达载体的 ＰＯＲ－１、
ΔｖｓｃＨ、 ＣΔｖｓｃＨ 菌株感染 ＨｅＬａ 细胞， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测细胞内的 Ｖｐ１６８３－ＣｙａＡ ／ Ｖｐ１６８６－ＣｙａＡ。 结

果如图 ８ 所示， ｖｓｃＨ 基因缺失后， 缺失株感染的

ＨｅＬａ 细胞内的两者的含量显著下降， （Ｐ＜０􀆰 ０００ １）。
表明 ｖｓｃＨ 基因缺失后， 副溶血弧菌 Ｔ３ＳＳ１ 效应蛋白

向宿主细胞的易位显著减少。

Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨｅＬａ 细胞内 ＣｙａＡ 含量， ＮＣ 为阴性对照； Ｂ． 灰度分析。

图 ８　 易位试验检测效应蛋白 Ｖｐ１６８３－ＣｙａＡ 及 Ｖｐ１６８６－ＣｙａＡ 向 ＨｅＬａ 细胞的转移量

２􀆰 ９　 蛋白互作分析

ＧＳＴ－Ｐｕｌｌ Ｄｏｗｎ 试验检测与 ＶｓｃＨ 互作的蛋白，
ｐＥＴ３２ａ 表达载体原核表达 ＶｓｃＮ －Ｈｉｓ、 ＶｏｐＲ －Ｈｉｓ、
ＶｓｃＦ－Ｈｉｓ、 ＶｓｃＩ－Ｈｉｓ 融合蛋白， ｐＧＥＸ－４Ｔ－１ 表达载

体原核表达 ＶｓｃＨ－ＧＳＴ 融合蛋白， 根据 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ

Ｍａｇａｒｏｓｅ Ｂｅａｄｓ 说明书将 ＧＳＴ 融合蛋白与 Ｈｉｓ 融合蛋

白结合孵育， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶｓｃＨ－ＧＳＴ 与 ＶｓｃＮ－
Ｈｉｓ、 ＶｏｐＲ－Ｈｉｓ、 ＶｓｃＦ－Ｈｉｓ、 ＶｓｃＩ－Ｈｉｓ 融合蛋白之间

能否体外结合， 发现 ＶｓｃＨ 与 ＶｓｃＮ 之间存在物理相

互作用， 结果如图 ９ 所示。
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图 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＶｓｃＨ 与 ＶｓｃＮ 互作

３　 讨论

副溶血弧菌 Ｔ３ＳＳ 是一种重要的毒力因子， 将分

泌的效应物运输至宿主细胞发挥作用［２３］。 Ｔ３ＳＳ 由基

体和胞外针结构组成， 其中底物分泌和针结构组装的

过程高度受控且有序［２４］。 ＶｓｃＨ 蛋白属于 ＹｏｐＲ 蛋白

家族， 在耶尔森菌中 ＹｏｐＲ 调控 Ｔ３ＳＳ 胞外针结构的

组装与有序分泌［２５］。 副溶血弧菌中 ｖｓｃＨ 基因的功能

尚未有研究， 本文利用同源重组技术构建 ｖｓｃＨ 基因

缺失株和回补株， 通过细胞毒性、 生物被膜等试验探

究其在副溶血弧菌中的生物学功能。 生长曲线发现，
ｖｓｃＨ 基因缺失后， 副溶血弧菌的生长速度无明显变

化， 说明其不影响副溶血弧菌的生长性能。 生物被膜

是微生物细胞被包埋在细胞外聚合物基质中的生态聚

集体， 由 水 溶 性 多 糖、 蛋 白 质、 细 胞 外 ＤＮＡ
（ｅＤＮＡ） 和水不溶性化合物组成［２６］， 主要功能是保

护细菌免受抗生素和宿主免疫防御系统的威胁［２７］。
Ｍｏｒｒｉｓ 等［２８］发现 ＳｙｐＧ 通过与 ｓｙｐ 增强子结合来激活

ｓｙｐ 基 因 座 转 录， 进 而 促 进 生 物 被 膜 的 形 成。
Ｋｉｍｂｒｏｕｇｈ 等［２９］发现 ｓｃｒ 基因座中 ｓｃｒＡＢＣ 操纵子的消

除增加了细胞 ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ 含量， 导致生物被膜形成增

加。 Ｚｈａｎｇ 等［３０］发现副溶血弧菌密度感应系统 （ｑｕｏ⁃
ｒｕｍ ｓｅｎｓｉｎｇ， ＱＳ） 相关调控因子 ＯｐａＲ 与生物被膜的

形成以及荚膜多糖的产生有关， 且对于部分 Ｔ３ＳＳ１ 表

达相关的基因有负调控作用。 结晶紫染色试验发现

ｖｓｃＨ 基因缺失株的生物被膜能力形成显著下降，
ｑＲＴ－ＰＣＲ 发现 ｖｓｃＨ 基因缺失会使生物被膜形成相关

基因 ｓｙｐＧ 和 ｓｃｒＡ 的表达量显著降低， 表明 ｖｓｃＨ 基因

具有促进副溶血弧菌生物被膜形成的能力。 ｖｓｃＨ 对生

物被膜相关基因的具体调控机制还有待进一步研究。
研究发现， Ｔ３ＳＳ１ 存在于所有的副溶血弧菌中，

而 Ｔ３ＳＳ２ 主要存在于临床菌株中， 与肠毒性相关［１３］。
Ｔ３ＳＳ１ 通过向宿主细胞注射效应蛋白， 诱导细胞发生

自噬、 变圆和裂解等系列过程发挥毒性作用， 目前已

鉴定的 Ｔ３ＳＳ１ 效应蛋白有 ４ 种， 包括 ＶｏｐＱ［３１］、
ＶｏｐＳ［２０］、 ＶｏｐＲ［１９］和 ＶＰＡ０４５０［３２］。 细胞毒性试验结

果显示， 当 ｖｓｃＨ 基因缺失后， 副溶血弧菌对于 ＨｅＬａ
细胞和 ＣａＣｏ－２ 细胞的毒性作用明显下降， 表明 ｖｓｃＨ
基因影响 Ｔ３ＳＳ１ 介导的细胞毒性作用。 Ｂｌａｙｌｏｃｋ 等［２５］

发现鼠疫耶尔森菌中 ＹｏｐＲ 缺失会导致对小鼠的毒力

缺陷， 结肠炎耶尔森菌中 ＹｏｐＲ 缺失会使其向巨噬细

胞注射效应物的能力降低。 本试验中， 为了研究

ＶｓｃＨ 是否影响 Ｔ３ＳＳ１ 胞外针结构的组装以及效应蛋

白的分泌和易位， 通过 ＣｙａＡ 报告系统［３３］构建效应蛋

白 ＶｏｐＲ、 ＶｏｐＳ 与胞外针结构蛋白 ＶｓｃＦ、 ＶｓｃＩ 的

ｐＭＭＢ２０７－ＣｙａＡ 过表达载体， 分别接合至 ＰＯＲ－ １、
ΔｖｓｃＨ 和 ＣΔｖｓｃＨ 菌株， 测定蛋白分泌和易位的影响。
分泌试验结果显示， ｖｓｃＨ 缺失会使效应蛋白 ＶｏｐＲ、
ＶｏｐＳ 和胞外针结构蛋白 ＶｓｃＩ 的分泌显著减少； 易位

试验结果显示 ｖｓｃＨ 缺失导致 ＶｏｐＲ 和 ＶｏｐＳ 在 ＨｅＬａ 细

胞内易位量显著下降， 表明 ｖｓｃＨ 对效应蛋白的分泌

和易位是必须的。 由此推测， ｖｓｃＨ 基因的缺失会使得

Ｔ３ＳＳ１ 分泌装置的胞外针结构无法正常组装， 导致菌

体向宿主细胞注射效应物的能力显著降低。 根据 Ｓｏｒｇ
等［１７］的研究， 耶尔森菌中 ＹｏｐＲ 与 ＡＴＰ 酶相互作用，
引起 Ｔ３ＳＳ 早期或中期底物的有序分泌， 本研究通过

ＧＳＴ－Ｐｕｌｌｄｏｗｎ 试验体外也证明了 ＶｓｃＮ 与 ＶｓｃＨ 之间

存在相互作用， 而 ＶｓｃＮ 蛋白则属于 ＳｃｔＮ ＡＴＰａｓｅ 家

族［１８］。 耶尔森菌 Ｔ３ＳＳ１ 中内杆状蛋白 ＹｓｃＩ 与针状蛋

白 ＹｓｃＦ 存在相互作用， 共同参与组装针状结构， 在

副溶血弧菌上缺失 ＶｓｃＨ 虽然不影响针状蛋白 ＶｓｃＦ
的分泌， 但是显著降低了杆状结构蛋白 ＶｓｃＩ 的分泌，
并且 ＧＳＴ－Ｐｕｌｌ Ｄｏｗｎ 试验发现在体外 ＶｓｃＨ 与胞外针

组成结构蛋白 ＶｓｃＩ 和 ＶｓｃＦ 之间并不存在直接的相互

作用， 同时与效应蛋白 ＶｏｐＲ 之间也不存在直接的相

互作用。 除直接物理作用外， ＶｓｃＨ 可能能够通过影

响 ＶｓｃＩ 的分泌从而参与副溶血弧菌 Ｔ３ＳＳ１ 针状结构

的组装， 但是 ＶｓｃＨ 是否存在其他功能以及具体如何

影响 Ｔ３ＳＳ１ 装置的组装还有待进一步研究。
综上， 本研究证实 ｖｓｃＨ 基因与副溶血弧菌的毒

力密切相关， 对于 Ｔ３ＳＳ１ 效应蛋白的分泌和易位必不

可少， 且与 ＡＴＰ 酶 ＶｓｃＮ 之间存在相互作用， 为进一

步揭示副溶血弧菌 Ｔ３ＳＳ１ 针状结构的组装和调控机制

提供了试验依据。
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