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拟态弧菌 Q0Bb蛋白的黏附功能及所介导的致病作用
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摘要! 为了探明拟态弧菌 ":D#蛋白的黏附功能!利用同源重组技术敲除基因组中 8=#Q基

因!并构建其互补株!再经组合 7-$方法和序列测定!证实了 8=#Q基因的缺失和互补# 对野

生株"缺失株和互补株进行了遗传稳定性"生长特性"生化特性"细胞黏附性"致病性等方面比

较研究# 结果显示!缺失株具有遗传稳定性&在相同的培养条件下!与野生株相比!突变株的培

养特性和生化特性没有明显变化!生长速率略减慢!对实验草鱼的毒力降低了 5 倍!对鲤上皮

瘤细胞$,7-%的黏附能力显著降低!下降了 8818J!而互补株的黏附能力和毒力又得到恢复!

与野生株无明显差异# 研究首次确证了拟态弧菌 ":D#蛋白具有黏附功能!":D#蛋白通过

黏附参与致病作用#

关键词! 拟态弧菌& ":D#蛋白& 缺失株& 黏附性& 毒力

中图分类号! B901& *:54666666666 文献标志码'&

66拟态弧菌 #J%E$%+ =%=%)'("J=$是一种与霍

乱弧菌#J%E$%+ )>+-,$*,$的表型特性极为相似+遗

传特征略有差异的人和水产动物共患病原菌
(4)

*

该菌不仅可引起水产养殖动物严重的腹水病"而

且可通过水产动物和水产品感染人类"引起人类

细菌性食物中毒
(2 75)

* 长期以来抗菌药物是控制

水产养殖动物腹水病的一种重要手段"但是随着

抗菌药物的长期使用"细菌不断产生耐药性"使得

抗菌治疗无明显效果"导致患病动物大批死亡"严

重制约了水产养殖业的健康发展* 因此"寻找有

效的防治腹水病的新方法具有重要意义*

细菌黏附是病原菌引发感染的关键起始步

骤"其实质是细菌黏附素与宿主受体之间的相互

作用"使病原菌选择性地定植于宿主细胞表面"进

而生长繁殖"产生毒力因子或侵入深部"损伤或破

坏组织"导致疾病的发生
(1)

* 从分子水平研究病

原菌黏附素与宿主受体相互作用的分子基础"明

确药物作用靶点"才能最直接+最有效地阻止病原

菌侵入机体细胞"这是当前细菌性疾病防治研究

中的热点问题* 目前人们已明确了致病性大肠杆

菌 # K()>,$%)>%* )+-%$+ 沙 门 氏 菌 # 4*-=+&,--*

,&<,$%)*$ 和 金 黄 色 葡 萄 球 菌 # 4<*#>"-+)+))'(

*'$,'($等一些重要病原菌的黏附素与其受体相

互识别作用的结合域
(8 70)

* 新近"国外学者
(: 744)

又试图通过突变或修饰黏附素受体结合域+破坏

黏附素蛋白的顺应力+使用纳米材料封闭受体蛋

白等途径阻断或拮抗细菌对宿主细胞的黏附"达

到防治细菌性疾病的目的*

外膜蛋白#/=EFG:F:OG3>FDG/EF;><"":D<$是

革兰氏阴性菌外膜的主要结构"它们位于细菌细

胞膜表面"当病原菌入侵和感染宿主时"在维持细

菌形态+物质代谢+细菌黏附组织细胞和致病等方

面发挥作用* 目前已有文献报道 ":D#蛋白是

存在于河流弧菌 # J%E$%+ B-'/%*-%($+拟态弧菌

#J%E$%+ =%=%)'($+霍乱弧菌#J%E$%+ )>+-,$*,$+鳗

弧 菌 # J%E$%+ *&.'%--*$'=$+ 创 伤 弧 菌 # J%E$%+

/'-&%B%)'($等多种病原弧菌中较为保守的功能蛋

白
(42 74/)

* *DFG3>N;/ 等
(45)

和 9// 等
(41)

先后探明

了 ":D#蛋白是霍乱弧菌和创伤弧菌的黏附素"

具有黏附功能* 在前期研究中发现拟态弧菌
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":D#蛋白 %末端含有黏附素基序"重组 ":D#

蛋白具有免疫保护作用"抗重组 ":D#蛋白抗体

对拟态弧菌具有明显的黏附抑制作用"提示

":D#蛋白是拟态弧菌的黏附素
(48 749)

"但 ":D#

蛋白的黏附功能仍需确认"以排除 ":D#蛋白特

异性抗体的黏附抑制作用是抗原抗体反应造成的

空间位阻效应* 对此"本研究通过自杀性质粒介

导的同源重组方法从拟态弧菌基因组中缺失

8=#Q基因"并构建其互补株* 对野生株+缺失株

和互补株的细胞黏附性和致病性等进行比较研

究"确证拟态弧菌 ":D#蛋白的黏附功能和介导

的致病作用"从而为深入研究拟态弧菌的分子致

病机理"以及研制黏附拮抗剂奠定基础*

46材料与方法

$%$&实验材料

拟态弧菌 35 745 菌株由本实验室从患腹水

病病鱼中分离+ 鉴定并保存' 质粒 D#-19 和

DK&5// 由本实验室保存'质粒 DP5/ 和 K0)+-%

*4984 由上海兽医研究所兽医公共卫生研究室惠

赠'自杀质粒 DT2:4 购自中国质粒载体保藏中

心'鲤#!"#$%&'()*$#%+$上皮瘤细胞 #FD;EMF0;/:3

D3D=0/<=:A4DG;>;",7-$购自上海海洋大学农业

部渔业动植物病原库'草鱼 #!<,&+#>*$"&.+C+&

%C,--'($ # 13 @1 $ I6尾购自安徽肥东县某渔场*

&7)8)5/2,测试卡为法国梅里埃公司产品*

$%'&引物设计与合成

根据 9F>K3>U 中登录的拟态弧菌 .:22/ 株

#登录号%SE&5&!3433333814$的 8=#Q基因及其

上+下游同源序列"质粒 DP5/ 序列以及 DT2:4 的

多克隆位点"设计 5 对引物"其中引物 -:84 1a端前

44 OD 序列与 ":D#'82 1a端前 44 OD 序列反向互

补'-:82 /a端前 41 OD 序列与":D#$84 1a端前 41

OD 序列呈反向互补"以便进行重叠延伸 7-$#*",

7-$$* 引物序列和扩增基因片段大小见表 4* 引

物由上海生物工程公司合成*

表 $&本研究所用的引物序列

",-%$&S8L687C8.9B/308/4375<84562:

基因

IF>F

引物

DG;:FG

序列#1a

-

/a$

<FL=F>AF

酶切位点

GF<EG;AE;/> <;EF

产物长度6OD

DG/N=AE0F>IEM

=D<EGF3:/V8=#Q

":D#'84 --9-C9&9&9-CC-99-&&C-9-CC N>+

$

":D#'82 -C--&9--C&--CC&CC&&9C--C&& 6

892

N/@><EGF3:/V8=#Q

":D#$84 -C&&99&99&C&CC-C9CC9&-CC&&-9C- 6

":D#$82 &CCC9-99--9---&9--&C&&&C-&--&CC D+<

$

129

!=

$

-:84 9C&99-C99&9-C9-CC-9& 6

-:82 -&C&C9&&C&C--C--CC&9 6

4 342

8=#Q

":D#84 -9999C&--&C9&&-&&9&-C-C9&CC9- U#&

$

":D#82 C9-&-C9-&9CC&9&&9C-9C&&-9C&9&- :(<

$

4 392

注!划线部位为引入的酶切位点

%/EF<!EMF=>NFG0;>FN >=A0F/E;NF<;>N;A3EFAGF3E;/> /V3GF<EG;AE;/> <;EF

$%+&重组自杀性质粒 B̂ AH$\

%

Q0B的构建

用 ":D#'846":D#'82+":D#$846":D#$8

2 两对引物从拟态弧菌 35 745 基因组分别 7-$

扩增 8=#Q基因的上+下游同源臂 ":D#'和

":D#$"同时以 DP5/ 质粒为模版"用引物 -:8

46-:82 扩增氯霉素抗性基因 !=

$

#图 4$* 将纯

化后的 -:

G

和 ":D#$片段按 4D4 混合作为模

板"以 -:846":D#$82 为引物"通过 *",7-$将

-:

G

+":D#$连接起来* *",7-$反应条件为

:1 Q预变性 5 :;>":5 Q变性 4 :;>"50 Q退火 /3

<"92 Q复性 4 :;>"1 个循环后"再以 :5 Q变性 4

:;>"50 Q退火 /3 <"92 Q复性 4 :;> 扩增 /3 个

循环"最后 92 Q延伸 43 :;>* 连接片段 ":D#$8

-:

G

经纯化回收后再与 ":D#'混合作为模板"用

引物":D#'846":D#$82 进行*",7-$#条件同

上$"获得的 ":D#$8-:

G

8":D#'融合片段克隆

至 D#-19 形成重 组质 粒 D#-198":D#' -:

G

":D#$* 测序正确后"用 N>+

$

6D+<

$

双酶切重

组质粒和自杀质粒 DT2:4* 将酶切后的自杀质

粒和融合片段按适当的比例混合"加入 C

5

连接酶

连接过夜"再将连接产物热激法转化到 K0)+-%

*4984 感受态细胞中"构建一个 !=

$

基因两侧具有

":D#基因上+下游同源臂的重组自杀性质粒

DT24:8

#

":D"并进行双酶切和测序鉴定*

459
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图 $&重组自杀性质粒 B̂ AH$\

%

Q0B的构建示意图

@3;%$&SC<80,53C23,;/,0 .9C.745/6C53.7.9B1,4032B̂ AH$\

%

Q0B

$%K&"1&C基因缺失株的构建与鉴定

以携带重组自杀质粒 DT2:48

#

":D 的 K0

)+-%*4984 为供体菌"拟态弧菌 35 745 株为受体

菌进行自杀性质粒的接合转移* 分别将培养至对

数生长期的受体菌与供体菌等体积混匀后滴加到

铺于 'K琼脂平板表面的无菌微孔滤膜上"/3 Q

接合 511 M"同时做供体菌和受体菌对照* 用 7K*

洗下滤膜上菌液"涂布双抗性 'K琼脂平板 #433

!

I6:'&:D"43

!

I6:'-:$"/3 Q培养 25 M"长

出的菌落即为阳性接合子* 二步法筛选基因缺失

株的流程见图 2"即将阳性接合子接种含 43J蔗

糖无 %3-0的 'K琼脂平板"21 Q培养 50 M"各挑

取 /3 个有蔗糖耐性菌落分别点种到 'K琼脂平

板和含 433

!

I6:'&:D 的 'K琼脂平板上"在

'K平板上能生长而在含 &:D 'K平板上不能生

长的菌株为可疑缺失突变株*

用引 物 对 ":D#846":D#82+ -:846-:82+

":D#'846-:82+-:846":D#$82 对可疑缺失突

变株 进 行 组 合 7-$ 鉴 定* 同 时" 将 用 引 物

":D#'846":D#$82 扩增的 7-$产物克隆于

D25408C载体中进行测序验证*

$%T&互补株的构建

以拟态弧菌 35 745 株基因组 5%&为模板"

用引物 ":D#46":D#2 扩增 ":D#基因全序列"

用 U#&

$

6:(<

$

双酶切 7-$产物及低拷贝质粒

DK&5//"将酶切产物用 C

5

5%&连接酶连接并转

化至 5+1

'-

D;G感受态细胞中"提取质粒进行序

列分析"将测序正确的重组 DK&5//8":D#质粒

电转至缺失株 35 7458

#

":D#中"通过 &:D 筛

选+7-$鉴定和测序鉴定回补质粒已存在缺失株

中"从而获得携带 8=#Q基因的互补株 35 7

458

#

":D+K*

$%G&缺失株的遗传稳定性测定

将缺失株 35 7458

#

":D 接种于 'K琼脂培

养基中连续盲传 21 代"挑取第 1+43+41+23+21 代

单菌落"用引物 ":D#846":D#82 进行 7-$扩

增"以检测基因缺失株的遗传稳定性*

$%Y&缺突株的生长特性和生化特性测定

在相同培养条件下"挑取野生株和缺失株的

单菌落接种 K+)培养液"/3 Q过夜培养后"按

4D433转接到 K+)培养液中"/3 Q振荡培养 23 M"

每隔 4 M 测定菌液 "5

833

值"重复实验 / 次并绘制

259
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生长曲线* 将野生株和缺失株分别接种于 K+)

琼脂培养基"置 20 Q培养 25 M"观察细菌的形态

和培养特性* 此外"将野生株和缺失株配成

311 2A(3G03>N的菌悬液"接种 &7)8)5/2,测试

卡"置 20 Q培养 25 M"观察其生化特性*

图 '&缺失突变株的筛选示意图

@3;%'&SC<80,53C23,;/,0 .94C/88737; .95<8

%

Q0Bb065,75

$%V&缺失株的细胞黏附性测定

,7-用含 43J胎牛血清的 24:: 培养液"在

20 Q+1J -"

2

培养箱中培养"将生长状态良好的

上皮细胞#2 B43

1

个6:'$接种于 25 孔细胞培养

板#一半孔中预先加有盖玻片$"待细胞长满至单

层的 03J时"用无菌 7K*洗 2 遍"分别加入 133

!

'浓度为 2 B43

9

AV=6:'的野生株+缺失株和互

补株菌液 #各设置 8 个平行孔 $"室温孵育 83

:;>"弃菌液"用无菌 7K*洗 / 遍以去除未黏附的

细菌* 一份#含 / 个平行孔$经甲醇6冰乙酸固定

后结晶紫染色+水洗+封片"油镜下随机计数 /3 个

细胞表面的黏附菌数* 另一份 #含 / 个平行孔$

经含 4JCG;E/>W8433 的胰酶裂解细胞后"取细胞

裂解液做 43 倍连续稀释"分别取 433

!

'平行涂

布 2 块营养琼脂平板"/3 Q培养 25 M 后计数菌落

数"计算细菌黏附数 #细菌黏附数 A菌落平均数

B稀释倍数$* 采用 *E=NF>E. <<检验分析野生

株+缺失株和互补株对 ,7-细胞黏附的差别*

$%H&缺失株对草鱼的毒力测定

实验草鱼在仿生态式循环水系统 (水温为

#21 @4$ Q"空气湿度为 13J<83J)暂养 43 N

后用于实验* 实验鱼随机分成 48 组"44 尾6组"4 <

1 组腹腔注射野生株菌液"剂量分别为 41:2 B

43

8

+9180 B43

1

+/138 B43

1

+4122 B43

1

+5100 B

43

5

AV=6尾'8 <43 组腹腔注射缺失株菌液"剂量

分别为 44121 B43

8

+911 B43

8

+8 B43

8

+5 B43

8

+

2189 B43

8

AV=6尾'44 <41 组腹腔注射互补株菌

液"剂量同野生株'第 48 组为阴性对照"注射无菌

7K** 注射后各组鱼转移至不同的鱼缸饲养"并

将水温控制在#20 @4$ Q"观察记录 45 N 内实验

鱼的发病和死亡情况"死亡鱼内脏接种营养琼脂

培养基再次分离细菌"并根据 $FFN82=F>AM 法
(40)

计算突变株+野生株和互补株的半数致死量

#'5

13

$*

/59
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26结果

'%$&重组自杀性质粒 B̂ AH$\

%

Q0Bb的鉴定

经 N>+

$

6D+<

$

双酶切后"获得大小约为

0 284和 2 49: OD 2 条 5%&条带 #图 /$"分别与

DT2:4 和融合片段#":D#$8-:

G

8":D#'$的大

小一致* 5%&测序结果亦显示 / 个 5%&片段序

列和连接顺序完全正确"说明重组自杀性质粒

DT2:48

#

":D 构建成功*

'%'&缺失株 WK R$K\

%

Q0B的筛选与验证

重组自杀性质粒 DT2:48

#

":D 经转化+接

合转移至拟态弧菌 35 745 菌株"通过抗生素筛选

和蔗糖反向筛选获得的单菌落为疑似缺失株* 分

别以疑似缺失株+野生株和互补株的基因组 5%&

为模板"用引物对 ":D#846":D#82+-:846-:8

2+ ":D#'846-:82+ -:846":D#$82 进 行 组 合

7-$鉴定* 分别扩增出大小为 4 392+4 34/+4 895

和 4 121 OD 的 5%&片段"与预期结果相符* 测

序结果亦证明8=#Q基因缺失株和互补株构建

成功#图 5$*

图 +&重组自杀性质粒 B̂ AH$\

%

Q0B的酶切鉴定

215%&分子量标准' 41双酶切产物

@3;%+&I7̀:0823;8453.7.9/8C.0-37,75B1,4032

B̂ AH$\

%

Q0B

215%&:/0FA=03G<;RF:3GUFG/V213 E/ 43 333 OD' 41DT2:48

#

":D N;IF<EFN @;EM N>+

$

3>N D+<

$

图 K &"1&C基因缺失株和互补株的组合 UN?验证结果

215'2333' 4 </1":D#846":D#82 7-$产物' 5 <81-:846-:82 7-$产物' 9 <:1":D#'846-:82 7-$产物' 43 <421-:846

":D#$82 7-$产物"其中 4+5+9+43 为野生株扩增条带"2+1+0+44 为缺失突变株扩增条带"/+8+:+42 为互补株扩增条带

@3;%K&A6153B18\UN?C.793/0,53.7.9"1&C ;878281853.7

065,75,72C.0B1808758245/,374

215'2333' 4 7/1":D#846":D#82 7-$3:D0;V;A3E;/> /V@;0N <EG3;>"NF0FE;/> :=E3>E<EG3;> 3>N A/:D0F:F>EFN <EG3;>"GF<DFAE;HF04' 5 7

81-:846-:82 7-$3:D0;V;A3E;/> /V@;0N <EG3;>"NF0FE;/> :=E3>E<EG3;> 3>N A/:D0F:F>EFN <EG3;>"GF<DFAE;HF04' 9 7:1":D#'846-:82 7-$

3:D0;V;A3E;/> /V@;0N <EG3;>"NF0FE;/> :=E3>E<EG3;> 3>N A/:D0F:F>EFN <EG3;>"GF<DFAE;HF04' 43 7421-:846":D#$82 7-$3:D0;V;A3E;/> /V

@;0N <EG3;>"NF0FE;/> :=E3>E<EG3;> 3>N A/:D0F:F>EFN <EG3;>"GF<DFAE;HF04

'%+&缺失株的遗传稳定性

缺失株 3 5 74 5 8

#

":D在'K琼脂培养基

中连续盲传 1 +43 +41 +23 和 21 代的单菌落"用

引物":D#84 6":D#82进行7-$扩增 "结果发
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现"每 一 代 均 未 扩 增 出 大 小 为 4 392 OD 的

8=#Q目的基因#图 1 $ "而从野生株 35 745 基

因组中可扩增到目的基因"说明缺失株稳定

遗传*

图 T&UN?鉴定缺失株的遗传稳定性

215'2333' 41阴性对照' 21野生株扩增结果' / <91第 1+43+

41+23 和 21 代缺失株扩增结果

@3;%T&Z87853C45,-3135: .95<8065,7545/,37

WK R$K\

%

Q0Bb3287539382-: UN?

215'2333' 41>FI3E;HFA/>EG/0' 217-$3:D0;V;A3E;/> /V@;0N

<EG3;> 35 745' / 7917-$3:D0;V;A3E;/> /VEMF1EM"43EM"41EM"

23EM 3>N 21EM IF>FG3E;/> /V35 7458

#

":D :=E3>E

'%K&缺失株的生长特性和生化特性

3 </ M 野生株和缺失株的生长速率基本一

致'5 <43 M 缺失株生长速率略小于野生株'缺失

株和野生株分别在培养 44 和 48 M 后达到稳定

期"稳定期内缺失株的细菌密度值#平均 "5

833

为

41/$较野生株低#平均 "5

833

为 41:$"两者间差异

极显著 #:?3134$ #图 8$* 野生株和缺失株在

K+)琼脂平板上均形成无色+圆形+半透明+边缘

整齐+表面湿润+略隆起的菌落"只是缺失株的菌

落直径略小些'革兰氏染色显示均为 9

7

弧菌*

生化特性方面几乎没有变化"缺失株仅丧失了分

解麦芽糖的能力#表 2$*

'%T&缺失株的黏附性

在相同的培养条件下"比较野生株+突变株和

互补株对 ,7-细胞的黏附能力* 结果发现它们

均有黏附作用"平均每个细胞黏附细菌数分别为

/21/ @511+4310 @311 和 /41/ @210 个"7K*空

白对照组的细胞形态完好"无细菌黏附#图 98&$*

由图 98K可见"以野生型菌株对 ,7-细胞的黏附

能力作为参照"8=#Q基因缺失株黏附细胞的能

力显著下降了 8818J#:?3134$"而互补株的黏

附能力又恢复到野生株的 :0J"说明 ":D#蛋白

是拟态弧菌的黏附素*

表 '&缺失株与野生株的生化特性

",-%'&>3.C<803C,1C<,/,C58/3453C4.9

E31245/,37,72065,7545/,37

特性

AM3G3AEFG

野生株

@;0N <EG3;>

缺失株

:=E3>E<EG3;>

鸟氨酸脱羧酶 "5- = =

精氨酸双水解酶 &5+ 7 7

赖氨酸脱羧酶 '5- 7 7

尿素酶 #$, 7 7

阿拉伯糖醇 '&$' 7 7

半乳糖酸盐 9&C 7 7

1 7酮基葡萄糖酸钠 1P9 7 7

脂肪酸 ')7 7 7

酚红 $7 = =

(

8葡萄糖苷酶
(

89'# 7 7

甘露醇 2&% 7 7

麦芽糖 2&' = 7

侧金盏花醇 &5" 7 7

异麦芽酮糖 7', 7 7

(

8葡萄糖酸酶
(

89#$ 7 7

丙二酸盐利用 2%C 7 7

吲哚产生 )%5 = =

%8已酰8

(

8葡萄糖苷酶
(

8%&9 7 7

(

8半乳糖苷酶
(

89&' = =

葡萄糖 9'# = =

蔗糖 *&- 7 7

'8阿拉伯糖 '&$& 7 7

58阿拉伯糖 5&$& 7 7

'

8葡萄糖
.

I0= 7 7

'

8半乳糖苷酶
'

9&' 7 7

海藻糖 C$, 7 7

鼠李糖 $+& 7 7

肌醇 )%" 7 7

纤维二糖 -,' 7 7

山梨醇 *"$ 7 7

'

8麦芽糖苷酶
'

2&' 7 7

'8天门冬素芳胺酶 &*7& 7 7

注!% =&代表阳性'% 7&代表阴性

%/EF<!% =& "D/<;EHF'% 7& ">FI3E;HF

图 G&野生株和缺失株的生长曲线

@3;%G&Z/.E5<C6/D84.9E/1(1(,*+45/,37

WK R$K ,725<8

%

Q0Bb065,75
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图 Y&野生株"缺失株和互补株对 IUN细胞的黏附

&41,7-细胞对照' &21野生株对 ,7-细胞的黏附' &/1缺失株对 ,7-细胞的黏附' &51互补株对 ,7-细胞的黏附' K1缺失株+互

补株的相对黏附率

""

示与其他组相比差异极显著

@3;%Y&*2<843.75. IUNC811.9E/1(1(,*+45/,37WK R$K#

%

Q0Bb065,75,72C.0B1808758245/,37

&41,7-AF00<A/>EG/0' &213NMF<;/> E/ ,7-AF00</VEMF@;0N <EG3;>' &/13NMF<;/> E/ ,7-AF00</VEMF

#

":D#:=E3>E' &513NMF<;/> E/

,7-AF00</VEMFA/:D0F:F>EFN <EG3;>' K1GF03E;HF3NMF<;/> G3EF/VEMF

#

":D#:=E3>E3>N A/:D0F:F>EFN <EG3;>

""

:?3134 H</EMFGIG/=D<

'%G&缺失株的毒力

经 $FFN82=F>AM 法计算"获得野生株+缺失株

和互补株的 '5

13

分别为 4139 B43

8

+515/ B43

8

和

412/ B43

8

-(#6:'"与野生株毒力比较"缺失突变

株的毒力降低了 5 倍"而野生株和互补株的毒力差

异不显著#:>3131$#表 /$*

/6讨论

基因敲除技术主要是运用 5%&同源重组原

理"用设计的同源片段替代靶基因片段"从而达到

基因敲除的目的
(4:)

* 目前该技术已经广泛应用

于生命科学研究的各个领域"尤其是病原菌功能

基因组学的研究
(23)

* 本研究为探明拟态弧菌

":D#蛋白的黏附功能和是否参与致病作用"利

用基因敲除技术"通过构建一个 !=

$

基因两侧具

有与 ":D#基因上下游同源序列同源的重组自

杀质粒 DT2:48

#

":D"进而在自杀质粒和拟态弧

菌基因组 5%&之间进行双向同源重组获得

8=#Q基因缺失株"同时构建了基因互补株* 研

究中选用的重组自杀质粒 DT2:48

#

":D 含有正

向选择的氯霉素抗性基因和反向选择的蔗糖敏感

基因#(*)V$2 种选择标记"(*)V基因编码果聚糖

蔗糖酶"能催化蔗糖水解成果聚糖"后者对许多革

兰氏阴性菌来说是一种致死性的有毒化合物* 因
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此"用 -:抗性的蔗糖培养基筛选缺失株"只有经

过二次同源重组 != 基因替换了目的基因"

DT2:4 载体脱落的菌株才能在 -:抗性的蔗糖

培养基中生长"从而明显提高了筛选效率*

表 +&不同菌株对草鱼的 #(

TW

测定

",-%+&#(

TW

2858/037,53.74.923998/87545/,3745. ;/,44C,/B

菌株

<EG3;>

攻毒剂量6

-(#

N/<3IF

死亡数

>/1/V

NF3EM

存活数

>/1/V

0;H;>I

累计结果 A=:=03E;HFGF<=0E<

存活

0;H;>I

死亡

NF3EM

死亡比例

DG/D/GE;/> /VNF3EM

死亡率6J

:/GE30;E4

半数致死量6

#-(#6:'$

'5

13

野生株

@;0N <EG3;> 35 745

41:2 B43

8

43 4 4 4/ 4/645 :2108

9180 B43

1

/ 0 : / /642 21

/138 B43

1

3 44 23 3 3623 3

4122 B43

1

3 44 /4 3 36/4 3

5100 B43

5

3 44 52 3 3652 3

4139 B43

8

缺失株

35 7458

#

":D

44121 B43

8

44 3 3 // //6// 433

911 B43

8

43 4 4 22 2262/ :1181

8 B43

8

9 5 1 42 42649 9311:

5 B43

8

1 8 44 1 1648 /4121

2189 B43

8

3 44 22 3 3622 3

515/ B43

8

互补株

35 7458

#

":D+K

41:2 B43

8

0 / / 44 44645 90119

9180 B43

1

2 : 42 / /641 23

/138 B43

1

4 43 22 4 462/ 51/1

4122 B43

1

3 44 // 3 36// 3

5100 B43

5

3 44 55 3 3655 3

412/ B43

8

66尽管已有研究发现"拟态弧菌 ":D#蛋白 %

末端含有黏附素基序"重组 ":D#蛋白抗体具有

明显的黏附抑制作用
(48 749)

"但 ":D#蛋白的黏

附功能仍需确认* ,7-细胞来源于鲤乳头状上

皮瘤细胞"具有贴壁生长"培养简单"生长快速等

优点"是水生动物病毒分离和鉴定中的常用细胞

系
(24 722)

* 一些研究报道认为 ,7-细胞也是研究

鱼类病原菌黏附和侵袭特性的理想细胞模

型
(2/ 729)

* 考虑到拟态弧菌 35 745 菌株是从患腹

水病病鱼体内分离获得"故本研究以 ,7-细胞作

为体外细胞黏附模型"比较野生株+缺失株和互补

株对 ,7-细胞的黏附能力* 结果发现"与野生株

相比"8=#Q基因缺失株对 ,7-细胞的黏附能力

显著下降了 8818J"而互补株的黏附能力又得到

恢复"从而在基因水平上首次确证了 ":D#蛋白

是拟态弧菌的一种重要黏附素* 分析缺失株黏附

力降低的原因可能是 8=#Q基因的缺失改变了

菌体表面结构"细胞壁的完整性被破坏"最终影响

了细菌的正常黏附功能* 研究中同时发现 8=#Q

基因缺失株没有完全丧失对 ,7-细胞的黏附力"

提示拟态弧菌的黏附除了由 ":D#蛋白介导外"

可能还有其他黏附素#如菌毛$的参与*

李玉英等
(20)

报道拟态弧菌的致病性取决于

多种毒力因子"如黏附素+肠毒素+溶血素等"但通

过黏附素黏附易感组织细胞是造成感染的关键第

一步"病原菌的黏附力降低"其毒力随之降低* 本

实验结果也说明了这一点"即与野生株相比"

8=#Q基因缺失株对实验草鱼的毒力降低了 5

倍"":D#蛋白黏附素参与拟态弧菌的致病作用*
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