
!! 卷 " 期

#$$! 年 % 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!!
*+,-

.’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$!

基金项目：国家“/%" 计划”（#$$011%##$#$）；广东省科技厅专项资助项目（#23$4"$0.）

"通讯作者。5-(6789：/%:#$:/!00$;<%；=:>8?(：(@ABC$4D E@+) -F+) C,

作者简介：邓先余（0;<# G ），男，湖南怀化人，博士研究生，研究方向为水生经济动物病害与分子生物学。=:>8?(：F-,H9I#$$#D @?,8) C’>

收稿日期：#$$":$<:$/，修回日期：#$$":0#:$/

! 株杂色鲍致病菌———副溶血弧菌的 "#$%&!$ ’()* 间区序列的分析

邓先余 王智学 何建国"

（中山大学生命科学学院 广州 40$#<4）

摘 要：以细菌的 0%J BK.1 "L端和 #"J BK.1 4L端的高度保守区为引物，扩增了 " 株杂色鲍致病菌—副溶血弧菌

（!"#$"% &’$’(’)*%+,-"./0）的 0%J:#"J BK.1 间区，克隆到 MN=O:5 载体上，测序。用 3P1J5 和 K.1@Q8B 软件对 0%J:#"J
BK.1 间区序列及其内的 QR.1 基因进行比较分析。结果表明副溶血弧菌 SJT$$/ 和 SJT$$; 测出的 0%J:#"J BK.1 间

区均有 % 条，间区类型也相同，分别为 UNJNP1&、UNJNP&、UNJ1N、UNJU1、UNJN 和 UNJ$。其中 UNJNP1&最大，包含 QR.1N(+、QR:
.1PI@、QR.11(8和 QR.1&8(基因；UNJNP&包含 QR.1N(+、QR.1PI@和 QR.1&8(基因；UNJ1N包含 QR.11(8和 QR.1N(+基因；UNJU1，则为

QR.1U(-和 QR.11(8基因；UNJN 仅包含 QR.1N(+基因；而 UNJ$ 最小，未包含任何 QR.1。菌株 SJT$0$ 测出的 0%J:#"J BK.1
UNJ 序列有 4 条，除缺少 UNJ1N外，其余的 UNJ 类型均与 SJT$$/ 和 SJT$$; 相同。与 N-,38,V 内的副溶血弧菌 UNJ 序

列比较，发现副溶血弧菌所有类型的 UNJ 的 QR.1 基因两端的非编码区具有较高的种内同源性。0%J:#"J BK.1 间区

结构的差异为建立一种新的副溶血弧菌检测方法奠定了基础。

关键词：副溶血弧菌，0%J:#"J BK.1 间区，QR.1 基因
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细 菌 的 0%J:#"J BK.1 间 区（ U,Q-BH-,?C JM8C-B，
UNJ）大多数包含编码不同的 QR.1 基因，大小不一和

进化速率比 0%J BK.1 大 0$ 多倍［0］，近年来在细菌

系统分类，特别是相近种和菌株的区分和鉴定方面

倍受 关 注，不 少 学 者 相 继 报 道 了 荧 光 假 单 胞 菌

（10)/2%*%3’0 4+/%$)30.)30）［#］、霍乱弧菌（ !"#$"% .(%+5
)$’）［"］、拟 态 弧 菌（ !"#$"% *"*"./0）［"］、分 枝 杆 菌 属

（6,.%#’.-)$"/*）［!］、气单胞菌属（ 7)$%*%3’0）［4］和河

口弧菌（!"#$"% ’)0-/’$"’3/0）等弧菌［%］的 0%J:#"J BK.1
UNJ，并据之建立了相应的菌株［#］、种［"，!，%］及属间［4］

特异的分子鉴定手段。

副溶血弧菌（!"#$"% &’$’(’)*%+,-"./0）是一种广布

于世界各地的海湾和海岸线区域以及海产品中的嗜

盐菌。此菌在一定的环境因子作用下可引起鱼、虾、

贝类等海产品发病或大面积死亡，同时可通过受污

染的海产品感染人类，引发肠道急性传染病。近年

来，我国沿海地区常有因副溶血性弧菌引起海产品

发病或大面积死亡以及人类食物中毒的报道［< X 0$］。

因此，为了预防此菌引起的病害暴发，有必要建立快

速有效的检测方法。弄清副溶血弧菌的 0%J:#"J BK:

.1 UNJ 的结构，有利于阐明此菌的核糖体 R.1 操纵

元的进化路径及建立新的检测鉴定方法。日本学者

O8-F8 等［00］报道了一株副溶血弧菌的 0%J:#"J BK.1
UNJ的结构差异，但因只有一株菌，无法进行此菌

0%J:#"J BK.1 UNJ 的种内分析比较，进而建立此菌

的分子鉴定方法。笔者在本文中克隆、测序并分析

了 " 株副溶血弧菌共 0< 个 0%J:#"J BK.1 UNJ 片段，

以期阐明副溶血弧菌不同菌株间 0%J:#"J BK.1 UNJ
的关系，为建立一种新的检测方法奠定基础。

" 材料和方法

"+" 材料

"+"+" 菌株：" 株副溶血弧菌均由本实验室分离并

保藏，其中菌株 SJT$$/、SJT$$; 分别分离自广东汕

尾粤顺鲍鱼养殖公司的患病杂色鲍、死亡杂色鲍；副

溶血弧菌 SJT$$; 分离自该公司未过滤的养殖海水。

经人工感染试验证实了 " 株菌均对鲍有一定的致病

力，感染鲍表现的症状也相同。

"+"+& 试剂：8’9 K.1 聚合酶，F.5Y@，KP#$$$ 分子

量标准购自 5828R8 公司；MN=O:5 载体试剂盒购自



!"#$%&’ 公司；! ( "#$% )*+ 由本实验室保存。

!"# 方法

!"#"! 菌株培养：将 , 株副溶血弧菌分别用肉汤液

体培养基于 ,-.，//-"0$12 振荡培养 +3 4 /-5。

!"#"# 模板 678 的制备：取 +9:$; 菌液，<---"0$12
离心 :$12，得菌体，弃净上清。用 :--!; 无菌水重

悬。+--.水浴裂解 +-$12。3---"0$12 离心 +-$12，

取上清备用。

!"#"$ !=> 扩增反应：引物依据文献［+/］设计合

成：正向引物 ?：:@A88*)=*)88=88**)8A,@，对应于

!&"’()%"’%* "#$% +BC "678 上的保守序列（位置为 +<D+
4 +:-B），反 向 引 物 >：:@A**)8=))8*8)*)))=8*A
))=A,@，对应于 ! ( "#$% /,C "678 上的保守序列（位

置为 +33 4 /-3）。:-!; !=> 反应体系内含：,9-!;
+- E FGHH%"［+--$$#I0; )"1JAK=I（LKD9-），:--$$#I0;
M=I，N&=I/ +:$$#I0;，+O )"1P#2AQ+--］，引 物 各

-9:!$#I0;，R7)!J 各 /:-!$#I0;，+*, 678 聚 合 酶

/ S，模板 678 约 :-2&。反应在热循环仪上进行，循

环参数为：D<. ,$12；D<. B-J，B-. <:J，T/. D-J，
循环 ,: 次；T/. +-$12。取 +-!; 进行 /9:O琼脂糖

凝胶电泳，凝胶成像系统下分析结果。

!"#"% !=> 产物的连接、转化和测序：取经纯化的

!=> 产物进行连接和转化。按照 L*UNA) 载体系统

操作手册进行。随机挑选圆滑的白色菌落，提取质

粒，送上海申友生物工程公司进行 678 测序。

!"#"& 序列比较分析：序列分析利用 V;8C) 在线同

源性查询软件查询所测片段序列的属性，678JP’"
软件包中的 UR1PJ%W 程序对 +BCA/,C "678 间区序列

及其内的 P>78 基因进行分析，用 N%&’I1&2 软件与

N’%R’ 等［++］报道的副溶血弧菌 X?Y+/T++ 的相对应

序列进行比较分析。本文所测的序列在 *%2V’2Z 的

序列登陆号为 8[/<:///A8[/<:/,3。

# 结果和讨论

用细菌 +BCA/,C "678 间区两端的保守序列做

引物，在退火温度 B-.情况下 !=> 扩增结果表明：,
株副溶血弧菌均能扩增至少 / 条大小不等的带，大

小分别在 3--FL 和 ::-FL 左右（图 +），这表明副溶血

弧菌菌株间的 +BCA/,C "678 间区带谱是有差异的。

另外，各带的密度不一（表现为在紫外灯下的明暗度

不同），说 明 各 间 区 在 菌 体 内 的 拷 贝 数 亦 可 能 不

相同。

图 ! $ 株副溶血弧菌 !’()#$( *+,- 间区的 ./+ 扩增产

物的琼脂糖凝胶电泳图

?1&(+ UI%\P"#L5#"%J1J #H P5% !=>A’$LI1H1%R +BCA/,C "678 JL’\%"J 12 ,

JP"’12J #H -%.)%# /*)*’*(0#$12%"3&

N( 6;/--- $’"Z%"；+9 ]CS--3；/9 ]CS--D；,9 ]CS-+-9

每株副溶血弧菌测定 +: 个不同的 X*C 克隆。

每个克隆片段末端的序列与高度保守的 +BC 和 /,C
"678 末端序列一致，表明扩增的产物的确为 +BCA
/,C "678 X*C。为方便分析，对这部分序列，本文分

别保留了 +BC "678 ,@ 末端和 /,C "678 :@ 起始端的

各 : 个碱基。用 V;8C) 查询所测片段序列的属性

结果（表 +）表明，, 株副溶血弧菌均测出 : 4 B 条大

小不等的 +BCA/,C "678 X*C 序列，各 X*C 内含有的

P>78 基因数目为 - 4 < 个不等。其中菌株 ]CS--3
和 ]CS--D 测出的 +BCA/,C "678 X*C 均有 B 条，且类

型也相同，分别为 X*C*;8^、X*C*;^、X*C8*、X*CX8、X*C*

和 X*C-。其中最大的为 X*C*;8^，依次包含 P>78*IG、

P>78;_J、P>788I’和 P>78^’I基因（从 ,@ 到 :@）；X*C*;^则

包含 P>78*IG、P>78;_J 和 P>78^’I 基因；X*C8* 包含 P>A
788I’和 P>78*IG 基因；X*CX8 包含 P>78XI% 和 P>788I’ 基

因；X*C*仅包含 P>78*IG基因；而 X*C- 未包含任何 P>A
78 基因。菌株 ]CS-+- 测出的 +BCA/,C "678 X*C 序

列共有 : 条带，除缺少 X*C8* 外，其余的 X*C 均与

]CS--3 和 ]CS--D 相同。这可能因为送出测序的克

隆是随机挑选的，而且数目亦非足够多的缘故。尽

管测出的每一个间区都代表了来自一个 ))4 操纵元

（ ))4 #/()#4）的序列，但是每一菌株的 ))4 操纵元数

目并不能确定，因为并非所有的间区都能被克隆上，

并被挑出测序［+,］。另外，由于各 X*C 在菌体内的拷

贝数可能不相同，某些低拷贝的 X*C 经扩增后，密度

较低，在紫外灯下不可见，但经克隆后，可能被挑出

测序，因此测出序列的 X*C 带的数目往往比电泳图

谱上可见带的数目要多，这一现象与 N’%R’ 等［++］报

道的基本一致。

除菌株 ]CS-+- 少了 X*C8* 外，, 株菌的其余间

区类型与 N’%R’ 等［++］报道的菌株 X?Y+/T++ 的 +BCA
/,C "678 X*C 类型完全一致。

:-,, 期 邓先余等：, 株杂色鲍致病菌———副溶血弧菌的 +BCA/,C "678 间区序列的分析



表 ! " 株副溶血弧菌的 !#$%&"$ ’()* 间区大小及其 +,)* 成分

!"#$% & !’% ()*% "+, -./0 12342()-)2+ 25 -’% &6789:7 ;</0 )+-%;=%+)1 (4"1%;( 25 : (-;")+( 25 !"#$"% &’$’(’)*%+,-"./0

7-;")+( 72>;1%( ?@7 -A4% -./0 =%+% 12+-")+%, )+ -’% ?@7 ?@7 $%+=-’B#4

C7D EEF ?+5%1-%, "#"$2+% ?@7E

?@7@

?@70@

?@7?0

?@7@GH

?@7@G0H

/2

@$>（DDI）

0$"（@@I），@$>（DDI）

?$%（@0D），0$"（D@I）

@$>（DDI），GA(（DDD），H"$（D0I）

@$>（DDI），GA(（DDD），0$"（D@I），H"$（D0I）

9F&

JFE

KJ6

K9L

6L9

L&E

C7D EEM <%", "#"$2+% ?@7E

?@7@

?@70@

?@7?0

?@7@GH

?@7@G0H

/2

@$>（DDI）

0$"（@@I），@$>（DDI）

?$%（@0D），0$"（D@I）

@$>（DDI），GA(（DDD），H"$（D0I）

@$>（DDI），GA(（DDD），0$"（D@I），H"$（D0I）

9F9

JFE

KJ6

K:E

6L9

L&E

C7D E&E 7%" N"-%; ?@7E

?@7@

?@7?0

?@7@GH

?@7@G0H

/2

@$>（DDI）

?$%（@0D），0$"（D@I）

@$>（DDI），GA(（DDD），H"$（D0I）

@$>（DDI），GA(（DDD），0$"（D@I），H"$（D0I）

9F9

JFE

K9M

6L&

L&E

与副溶血弧菌标准菌株 ?OP&9L&& 的对应序列

进行比较分析结果（表 9）表明，J 株副溶血弧菌内相

同 ?@7 类型的序列同源性达到 MJQ9R S MMQJR，其

中菌株 C7DEEF 的 ?@7?0与 C7DEEM、C7DE&E 的 ?@7?0相

差最 大，各 有 &6 个 碱 基 不 同；而 菌 株 C7DEEM 的

?@7@ 与 C7DEEF、C7DE&E 的相差最小，仅各有 9 个碱

基不同。相同 ?@7 类型中的少数碱基差异可能是由

于个别碱基替代或缺失而导致，几乎所有报道过的

细菌 &6789:7 ;</0 ?@7 中都有类似情况发生［&:］。而

不同 ?@7 类型的序列同源性达到 KJQ&R S MEQJR，

其中 C7DEEM 的 ?@70@ 与 C7DE&E 的 ?@7@GH 同源性最

小，为 KJQ&R；而 C7DEEM，C7DE&E 的 ?@7E 与

?OP&9L&& 的 ?@7@GH同源性最大，达 MEQJR。

另外，J 株菌的不同类型的 ?@7 两端紧邻 &67 和

9:7 的区域分别有 JE 和 9EM 个左右的碱基序列基本

一致，这表明这些非编码 -./0 的区域可能为种内

比较保守的区域，推测可以成为设计针对副溶血弧

菌的特异性引物和探针的靶区。

间区 -./0 基 因 序 列 分 析 的 结 果 表 明：&J 个

-./00$"基因中，除了菌株 C7DEEF 的 ?@7?0 多缺失 9
个碱基外，J 株菌的 ?@7@G0H 和 ?@7?0 中的 -./00$"（D@I）

基因序列完全一致，包括反密码子的第一个碱基在

内，各 有 &9 个 碱 基 与 菌 株 ?OP&9L&& 的 ?@70@ 的

-./00$"（@@I）基因不同，而与 C7DEEF、C7DEEM 的 ?@70@

的 -./00$"基因有 &: 个碱基相区别。&K 个 -./0@$>基

因中，J 株菌的 ?@7@GH与 ?@70@中的 -./0@$>基因完全

相同，?@7@ 的 J 个 -./0@$> 基因也完全相同，但它们

与 ?@7@GH和 ?@70@中的 -./0@$> 基因有一个碱基的区

别，而与菌株 C7DEEF、C7DEEM 和 C7DE&E 的 ?@7@G0H中

的 -./0@$> 基因有 9 个碱基不同。J 个 -./0?$% 基因

中，C7DEEM 和 C7DE&E 的 ?@7?0的 -./0?$%基因相同，各

有 J 个碱基与 ?OP&9L&& 的不同，与 C7DEEF 则有 :
个不 同。而 F 个 -./0GA( 基 因 中，菌 株 C7DEEF 和

C7DEEM 中的 ?@7@G0H的 -./0GA(基因相同，均有 & 个碱

基 与 其 它 的 -./0GA( 基 因 不 同，菌 株 C7DE&E 的

?@7@G0H则有 9 个碱基与其它的不同。J 株副溶血弧

菌的 F 个 -./0H"$基因序列完全相同。

6E: 微 生 物 学 报 JJ 卷



表 ! " 株副溶血孤菌 #$%&!’% ()% 序列相似性

!"#$% & ’() *%+,%-.%* */0/$"1/2/%* "03-4 5 *21"/-* 36 !"#$"% &’$’(’)*%+,-"./0

778
’()7

797
’()7

9&:99
’()7

77;
’()(

778
’()(

797
’()(

9&:99
’()(

77;
’()<(

778
’()<(

9&:99
’()<(

77;
’()’<

778
’()’<

797
’()’<

9&:99
’()’<

77;
’()(=>

778
’()(=>

797
’()(=>

9&:99
’()(=>

77;
’()(=<>

778
’()(=<>

797
’()(=<>

9&:99
’()(=<>

8?@8 8?@8 8?@8 ;?@? ;?@A ;B@? ;:@A ;B@8 ;5@B ;;@7 ;;@: ;A@& ;&@B ;:@? 87@7 ;8@A ;?@8 ;8@7 ;B@& ;B@& ;9@5 ;:@A 77; ’()7

8;@? 8:@? ;;@: ;;@5 ;:@: ;8@7 ;:@A ;?@? ;8@5 ;:@7 ;A@& ;5@& ;8@7 ;:@: ;?@? ;5@& 87@5 ;?@? ;?@? ;&@8 ;;@: 778 ’()7

8:@A ;;@5 ;;@7 ;:@A ;;@: ;:@7 ;?@A ;8@: ;?@? ;&@8 ;A@? ;;@: ;;@7 ;:@A ;5@? 87@5 ;?@A ;?@A ;&@B ;;@5 797 ’()7

;:@: ;:@A ;?@? ;;@5 ;?@A ;?@? ;;@: ;B@? ;&@& ;A@& ;;@: ;:@A ;?@? ;A@8 87@9 ;?@A ;?@A ;&@B ;;@5 9&:99 ’()7

88@5 8;@; 87@7 ;A@8 ;A@: ;5@8 ?B@8 ?5@9 ?5@: ?;@& :B@B :5@8 :A@: ::@9 ;7@? ;7@? :;@? ;9@; 77; ’()(

88@5 8;@; ;A@: ;A@B ;5@: ?B@: ?A@8 ?5@B :7@? :B@B :5@8 :A@: ::@9 ;7@? ;7@? :;@? ;9@; 778 ’()(

8;@5 ;A@A ;&@8 ;5@A ?B@B ?A@A ?5@9 :7@& :B@9 :5@B :A@A :?@: ;7@& ;7@& :;@& ;9@5 797 ’()(

;5@: ;5@A ;B@: ?8@? ?5@: ?B@B ?;@; :B@8 :B@A :5@9 ::@; ;7@; ;9@7 :8@& ;&@8 9&:99 ’()(

8;@: 8;@7 ??@A ?A@7 ?A@; ?:@B ?A@B ?A@B B5@B ?5@8 :7@B :7@B ?9@: :9@? 77; ’()<(
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近年来，随着细菌基因组学研究的发展，越来越

多的细菌（主要为病原菌）全序列被测定。作为细菌

基因组的一部分，9?)I&A) 1JK< ’() 的相关信息也

越来越丰富。=%% 等［B］于 &77& 年报道了 97 种弧菌

的 : 类 ’()，即 ’()(<>、’()’<>、’()(>、’()’<、’()(、’()<

和 ’()7。经核对比较，我们发现其中的两种类型有

误，即 ’()(<>实际上为 ’()(=<>，’()(>实为 ’()(=>。经

L=<)! 比较，发现到目前为止，’()(=<>仅在副溶血弧

菌、河流弧菌（ ! H 1+/2"’+"0）、黑美人弧菌（ ! H 3"4$"&5
/+.($"-/6%）、美人鱼弧菌（! H 6’*0)+’）和创伤弧菌（! H
2/+3"1"./0）中出现。霍乱弧菌（! H .(%+)$’）也具有包

含 5 个相同 2MK< 基因的 ’()，但其 2MK< 基因在 ’()
中的 顺 序 与 前 三 者 不 同，依 次 为 2MK<($,I2MK<=N*I
2MK<>"$ I2MK<<$"［95］，可能是基因重排的结果。’()(=>

则除了在上述 ? 种弧菌中发现外，还在拟态弧菌

（! H *"*"./0）［A］、河口弧菌（! H ’)0-/’$"’3/0）、解蛋白

弧菌（ ! H &$%-)%+,-"./0）、杀鲑弧菌（ ! H 0’+*%3"."6’）等

弧菌的 ’() 中发现过［B］。而在迄今所报道的以及本

实验室测出的众多弧菌科的 9?)I&A) 1JK< ’() 中，

’()’<、’()( 和 ’()7 这 A 种类型出现的频率较高，又

因它们在某些属种内的序列同源性较高，而属种间

差异明显，故常被用做设计属内或种间特异性引物

的靶区［B］。至于哪类 ’() 适合作设计副溶血弧菌的

特异性引物的靶区，有待于进一步比较更多的副溶

血弧菌菌株及其近缘种和远缘种的 ’() 序列。
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