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嗜水气单胞菌若干毒力因子同时缺失的突变株的构建及特性分析

刘永杰 陆承平"

（南京农业大学农业部动物疫病诊断与免疫重点实验室 南京 #1$$4"）

摘 要：以携带质粒 *)J1#$（5A+ 75C41<）的大肠杆菌 KL1#$株为供体菌，采用滤膜接合法与受体菌嗜水气单胞菌 M=1
株（ANO+）进行接合转移，在含 5A和 ANO选择平板上进行筛选。共获接合转移菌落 0;$$个，其接合频率为 0 P 1$F "（按

供体细胞计算）。任取 0;个接合子，提取基因组 Q-)，以嗜水气单胞菌特异性 1<R +Q-)引物进行 SKT扩增，所有
接合子均阳性。为证明 5C41<确实插入基因组，以四环素基因（ !"!）引物进行 SKT扩增，结果所有抗性接合子均扩
增出一条特异条带。与亲本 M=1株相比，所有接合子的主要毒力因子如蛋白酶、溶血素、Q-)酶和淀粉酶等均不表
达，对小鼠失去致病力，其 #$"$大于 1$4 K8U。接合子连传 1$次后，四环素抗性消失，但毒力未恢复，说明通过转座

子 5C41<的插入可获得稳定的无毒嗜水气单胞菌突变株。5C41<引起嗜水气单胞菌毒力性状改变的机制有待研
究，推测可能与该菌染色体上存在 5C41<的热点或毒力岛有关。
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嗜水气单胞菌（%"&’(’)*+ ,-.&’/,01*，)I）引起多
种动物发病，在公共卫生上占有重要地位。该菌的

致病性与其能产生毒素、R层、胞外酶、菌毛等多种
毒力因子有关［1］。凌红丽等［#］研究表明，胞外蛋白

酶和溶血素是嗜水气单胞菌的主要致病因子。陈怀

青和储卫华等［0，!］相继构建了嗜水气单胞菌 R层和
胞外蛋白酶缺失突变株，证实了此两种毒力因子在

细菌致病过程中发挥重要作用。单个毒力因子缺失

突变株的构建国内外报道较多，而多个毒力因子同

时缺失的突变株尚未见报道。

5C41<是来源于革兰氏阳性细菌粪肠球菌的接
合转座子，编码四环素抗性基因，可以在多种革兰氏

阳性菌和革兰氏阴性菌之间发生接合转移，具有广

泛的宿主范围，可通过一种不依赖重组的切除———

插入机制，插入到目的复制子的一个或多个位点［"］。

本试验用 5C41<对 )I进行接合诱变，以期构建若干
毒力因子同时缺失的突变株，为嗜水气单胞菌病的

防治奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株：供体菌为携带质粒 *)J1#$的大肠杆
菌（2+3,"&03,0* 3’10）KL1#$，携带 5C41<，具有四环素

抗性（5A+）标记，由加拿大 K’6W6’’博士惠赠；受体菌
为 )I M=1株，具有头孢唑啉抗性（ANO+）标记，由本实
验室分离鉴定并保存；)I !00# 由德国吉森大学
.9’D6+教授惠赠，天然无毒株；)I 5J<为陈怀青等

［0］

构建的 )I M=1株的 R层缺失株；)I X=1由本实验室
保存，天然无菌毛。

!"!"# 细菌培养：大肠杆菌和嗜水气单胞菌分别置
Y.培养基中 02Z和 #;Z培养［!］。所用抗生素的终
浓度分别为：头孢唑啉（ANO）1$$!H7?Y，四环素（5A）
1$!H7?Y。
!"!"$ 实验动物：昆明种小鼠，体重约 0$H7只，购自
南京医科大学实验动物中心。接种前，无菌采集血

清经菌体凝集试验测得 )I凝集抗体滴度为 $。
!"# 细菌的接合
供体菌大肠杆菌 KL1#$ 接种于 Y.培养基中，

02Z摇床培养过夜。受体菌 )I M=1接种于 Y.培养
基中，#;Z培养至对数生长期后备用。分别取供体
菌和受体菌菌液按 1：#（%7%）混合，总菌数约为 1$;

K8U，轻轻摇匀后，!$$$+7?,C离心 "?,C，收集菌体，用
生理盐水洗涤 1 [ #次，菌体溶于原混合液等体积的
生理盐水中，取 1$$!Y滴于孔径为 $\!"!?的灭菌微
孔滤膜上，滤膜置不含抗生素 Y.平板表面，02Z培
养 #!I后，将滤膜置于装有 #?Y灭菌生理盐水的三



角烧瓶中，轻摇，洗下菌体，将菌液连续 !"倍稀释，
取不同稀释度的菌液 !""!#涂布在含有 $%和 %&’的
#(平板上，另取等量的菌液涂布在不含 $%和 %&’的
#(平板上，以计算接合频率。
!"# $%&!’的稳定性
将菌株在不含 $%的 #(培养基中 )*+摇床培

养 !,-后，再以 !.接种量接种于新鲜的 #(培养基
中继续培养，如此连传 !" 次。取 !""!#菌液 !" 倍
梯度稀释，分别涂布于含 $% 和不含 $% 的 #( 平板
上。用含 $%平板上的菌落数与不含 $%平板上的菌
落数之比乘以 !"".表示转移接合子的稳定性。
!"( 嗜水气单胞菌 !’) *+,-特异性检测

!/0 1234 特异性引物为上游引物 5!：678
944499$$94$9::$44$4:9$48)7（;6! < ;*)）；下游
引物 5=：678:9$9:$99:44:444994:498)7（!!!6 <
!!)6）。引物由 $>?>@>有限公司协助完成。5:@反
应体系（=6!#）：!" A (B&&C1 =D6!#，=6EEFGH# IJ:G=
=D6!#，!"EEFGH# K3$5 =D6!#，引物（=6LEFGH!#）各
"D6!#，!"# 234聚合酶（6MH!#）"D)!#，模板 !!#，灭
菌超纯水 !6D=!#。5:@ 反应条件：N;+ ;EOP；N;+
!EOP，/"+ !EOP，*=+ !EOP，)"个循环；*=+ !"EOP。
!". $%&!’插入基因组的鉴定

$PN!/携带四环素基因（ $%$），根据已发表的 $%$
序列，用 51OEC16软件设计一对引物，其序列为：上游
引物（5!）：6784$9994$4:99$44$494998)7（!=/;;8
!=//)）；下游引 物（ 5=）：678:9$999494$94$9$
$$9$$8)7（!)!;,8!)!/*）。引物由 $>?>@> 有限公司
协助完成。5:@ 反应体系同 !D; 节。5:@ 反应条
件：N;+ 6EOP；N;+ !EOP，/=+ )"Q，*=+ ;6Q，)" 个
循环；*=+ !"EOP。
!"’ 主要毒力因子检测
采用平板法（5G>RC >QQ>S）。将待检细菌分别涂

布在含 !D6.脱脂乳、"D!. 234（TF1R-OPJRFP公司产
品，由大肠杆菌中提取）外加 "D6.甲基绿、"D=.淀
粉（菌落形成后，平板上滴加革兰氏碘液，必须以铺

满菌落周围为宜，然后观察）和 6.兔鲜血的 ;种 #(
平板上，培养 =;-后，观察菌落周围是否出现无色透
明圈，以确定菌体是否产生胞外蛋白酶、234酶、淀
粉酶和溶血素。

!"/ !".0的测定

将 U8!株、抗性接合子和连传 !"次失去 $%1的接
合子的 )*+培养物分别进行 ;+ /"""1HEOP 离心
)"EOP，弃上清，用灭菌生理盐水悬浮至原体积，作 !"
倍稀释至 !"N，每个稀释度 "D=E#，分别腹腔注射健

康小鼠，每组 !"只，观察记录 *K内死亡数。将死亡
小鼠剖检，作细菌学检查，并根据 @CCK8IBCP%-法计
算出 &’6"

［/］。

1 结果

1"! $%&!’接合转移诱变 -2
用微孔滤膜接合法接合诱变，以含 $%、%&’的 #(

平板筛选突变株，获得 %&’1、$%1抗性接合子 ),""个，
其接合频率约为 ) A !"V 6（按供体细胞计算）。接合

子的稳定性表明，在无选择压力下（不含 $%的 #(培
养基），连传 !"次，带有 $%1的细菌达 !6. < =6.。
1"1 !’) *+,-特异性检测
任取 ),个接合子 IU8! < ),，提取基因组 234，

以亲本 4-U8! 株作阳性对照、大肠杆菌 :9!=" 作阴
性对照，进行 !/0 1234扩增，发现所有接合子均能
扩增出 /,6WL长度的目的片段，说明这些接合子均
属嗜水气单胞菌（图 !）。

图 ! 嗜水气单胞菌 !’) *+,-的 345检测
XOJY! 5:@ KCRC%ROFP F& ( Y )*+,-.)/0" !/0 1234

! < )Y :FPZBJ>PRQ [OR- $%1；;D5FQORO\C %FPR1FG（ ( Y )*+,-.)/0" U8!）；

6D3CJ>RO\C %FPR1FG（1 Y 2-0/ :9!="）；IYI>1]C1 Y

图 1 质粒为模板的 #$# 345检测
XOJY= 5:@ KCRC%ROFP F& $%$ OP R-C LG>QEOKQ

I!DI>1]C1（="""WL）；! < )D5:@ L1FKB%RQ >ELGO&OCK 1CQLC%RO\CGS &1FE

R-C LG>QEOKQ F& > %FPZBJ>PR [OR- $%1，( Y )*+,-.)/0" U8! >PK 1 Y 2-0/

:9!="；I=D I>1]C1（!6"""WL）；; < /D5G>QEOKQ 1CQLC%RO\CGS &1FE >

%FPZBJ>PR [OR- $%1，( Y )*+,-.)/0" U8! >PK 1 Y 2-0/ :9!="D

1"# $%&!’插入基因组的鉴定
提取 4- U8!、大肠杆菌 :9!=" 和抗性接合子的

质粒，并以其为模板进行 $%$ 扩增，发现除大肠杆菌
:9!="的质粒能扩增出一条 6=;WL长度的目的片段
外，其余未扩出该片段（图 =）。以亲本 4- U8! 株基
因组为模板作阴性对照、大肠杆菌 :9!="质粒为模
板作阳性对照，将抗性接合子的基因组进行 $%$ 扩
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增，发现所有抗性接合子均能扩出 !"#$%长度的目
的片段（图 &）。以上结果说明 ’()*+插入到抗性接
合子的基因组中。&, 个抗性接合子连传 *- 次后，
有 .个失去 ’/0，相应地将其分别取名为 1234*、1234
#、1234.、1234**、1234*.、1234*)、1234"&。提取基因
组 567，进行 !"! 扩增，结果不能扩增出该片段。

图 ! 抗性接合子基因组为模板的 !"! "#$检测
89:;& <=> ?@A@/A9B( BC !"! 9( AD@ :@(BE@F BC /B(GH:I(AF J9AD ’/0

* K &L=B(GH:I(AF J9AD ’/0；#L6@:IA9M@ /B(A0BN（ # ; $%&’()$*+, 34*）；

!L<BF9A9M@ /B(A0BN（- ; .(+* =O*"-）；1;1I0P@0 ;

%&’ 毒力因子检测
分别检测亲本 34*株、&,个抗性接合子、.个失

去 ’/0的接合子、天然无毒株 7D #&&"、天然无菌毛株

7D Q4*、R层缺失株 7D ’1+的胞外蛋白酶、567酶、

淀粉酶和溶血素的产生情况，结果发现除 34*株外，
其余菌株均不产生胞外蛋白酶、567酶、淀粉酶和
溶血素。

%&( #$()测定

分别检测亲本 34* 株、抗性接合子（134.）和连
传 *-次后失去 ’/0的接合子（1234.）对小鼠的 /0!-

（表 *）。亲本 34*株对小鼠的 /0!-为 +L- S *-! =8T，

所有死亡的小鼠均在 &? 内发生；而分别接种 134.
和 1234.甚至达到 *L- S *-) =8T，在 .?内也未见小
鼠死亡，说明 134. 和 1234. 对小鼠的 /0!-均大于

*-)=8T，可认为是无毒力菌株［.］。

表 * +, -.*、/-.0和/1-.0对小鼠 #$()的计算

’I$N@ * =IN/HNIA9B(F BC /0!- B( FA0I9( 7D 34*，134. I(? 1234. CB0 E9/@

6HE$@0 BC $I/A@09I
（=8TU-L"EV）

6HE$@0 BC E9/@ ADIA ?9@?

7D 34* 134. 1234.

*-) *- - -

*-, *- - -

*-. , - -

*-+ + - -

*-! & - -

*-# - - -

*-& - - -

/0!- +L- S *-! W *-) W *-)

! 讨论
本试验将 ’()*+插入 7D染色体，致使 7D的多

个毒力因子如胞外蛋白酶、溶血素、淀粉酶和 567
酶的基因同时不表达，获得 7D无毒突变株，对小鼠
的致病性大大降低。’()*+ 的插入引起 7D 致病性
改变的机制有待研究，推测有几种可能原因：

第一，转座子 ’()*+在插入染色体中，并不是完
全随机的，可能会形成一些“热点”。有研究发现，在

某些细菌中，’()*+存在插入热点，它们是一些富含
74’碱基对的序列，同 ’()*+ 的右侧末端存在同源
性［,］；第二，7D的上述毒力因子基因可能由一个操
纵子控制，当 ’()*+插入到操纵子的上游基因时，有
可能因为该操纵子转录过程的提前中止而影响该操

纵子中下游基因的表达；第三，7D染色体可能有毒
力岛存在。本试验检测的天然无毒力株 #&&"、R层
缺失株 ’1+、菌毛缺失株 Q4*和作者构建的毒力突
变株同时缺失的毒力因子均为分泌性蛋白，恰好符

合毒力岛的一个特点，即毒力岛编码的基因产物多

为分泌性蛋白和细胞表面蛋白。XDI(:等［)］研究了
7D毒力菌株和非毒力菌株之间基因差异，并指出该
菌可能存在毒力岛。如想证实是否存在毒力岛，还

需利用分子生物学手段得到这段相关基因，分析是

否具有已知毒力岛的特点。

本试验将抗性接合子连传多次后，尽管四环素

抗性丢失，但曾经丢失的毒力因子均未恢复，且对小

鼠也无致病力，说明突变株毒力性状相当稳定，可能

与 ’()*+在切离时改变插入位点附近的序列有关。
RD9EBG9［*-］在研究猪丹毒丝菌无荚膜突变株基因组序
列时发现，当 ’()*+ 切离时 + 个新核苷酸取代了其
插入位点附近的核苷酸序列。
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