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!" #$% 型 &#’!对 () 群不同霍乱弧菌的转染性研究

刘广文 闫梅英 祁国明 高守一 阚 飙"

（中国疾病预防控制中心传染病预防控制所 国家传染病预防控制重点实验室 北京 %$##$6）

摘 要：研究丝状噬菌体 G9H!对 *% 群不同霍乱弧菌的水平转移效率及菌株的噬菌体免疫能力。利用带有氯霉

素抗性基因遗传标记的 G9H=9!感染颗粒对 *% 群的 ! 株不同霍乱弧菌进行体外和体内转染实验，根据氯霉素抗性

筛选转染子，通过 I’J,K./A L(’, 等方法进行验证并判断 G9H!基因组的存在形式，计算比较不同菌株的转染率，分析

转染及噬菌体免疫机制。带有遗传标记的 G9H=9!对古典型霍乱弧菌 %%%1 的体内转染率高于体外；体内转染实验

中，古典菌株 %%%1 的转染率远高于其它 3 株 =( 9’/ 型霍乱弧菌；在 =( 9’/ 型霍乱弧菌中，不含 !"#$ 基因的 M=N%$% 的

转染率高于另外两株带有 !"#$ 基因的霍乱弧菌 # O 3 个数量级。古典型霍乱弧菌比 =( 9’/ 型菌株对 G9H=9!噬菌体

颗粒更易感，9GP 菌毛的表达和 !"#$ 基因介导的噬菌体免疫影响 G9H!在霍乱弧菌中的水平转移。
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霍乱毒素（GK’(./; ,’<?A，G9）是霍乱的主要致病

因子，它由霍乱弧菌的毒力基因 %#&’( 编码。 %#&’(
基因是由霍乱弧菌中的溶原性丝状噬菌体 G9H!携

带［%］，G9H!基因组包括核心区（G’/. /.E?’A）和重复

序列 RI# 区，核心区长约 !S6@-，含有编码 G9 和与

噬菌 体 颗 粒 形 成 相 关 蛋 白 的 基 因；RI# 区 长 为

#S!@-，包括 !"#’#、!"#(# 及 !"#$ 基因，!"#’ 与 G9H!
基因组的复制有关，!"#( 与整合有关，!"#$ 基因编码

的 RT,R 蛋白为阻遏蛋白，抑制 !"#’# 基因的表达，使

G9H!维持溶原状态［#］。整合在染色体上的 G9H!
基因组可被诱导成为具有感染性的 G9H!颗粒［3］，

它能以霍乱的毒素共调菌毛（9GP）为受体进入新的

菌体内［!，"］，从而造成 %#&’( 基因在有毒株与无毒株

之间的水平扩散。霍乱弧菌对 G9H!的噬菌体免疫

是由 !"#$ 基因介导的，而且单独的 RT,R 即可完成这

种免疫功能［6］。

为了深入了解噬菌体免疫力的具体程度以及

!"#$ 基因在阻止同型 G9H!感染的过程中所发挥的

作用大小，我们利用带有氯霉素抗性基因遗传标记

的 =( 9’/ 型 G9H"对 *% 群霍乱弧菌包括古典型菌

株 %%%1 和 3 株 =( 9’/ 型菌株 M=N%$%、M=N%$5 及吴

江8# 进行了体内、体外转染实验。体外转染便于实

验条件的设定和控制，体内转染则更接近自然感染

过程，两实验结合能更好地说明噬菌体对宿主菌的

侵袭力。

我们选用的 M=N%$% 是天然不含 G9H"基因组

的 =( 9’/ 型霍乱弧菌。M=N%$5 是本室构建的霍乱

菌苗候选株，它以 M=N%$% 为出发株，加入了高效表

达的 %#&( 基因，同时导入 =&G 流行株的 !"#$ 基因，

并采用以管家基因 #)*’ 为选择压力的质粒8染色体

致死平衡系统使之稳定表达［2 O 1］。吴江8# 为携带

G9H=9"基因组的自然菌株，对同型噬菌体具有免疫

能力。在先前的实验中，我们已经对噬菌体颗粒进

行了遗传标记［%$］：通过自杀质粒介导的 U07 同源

重组技术将 =( 9’/ 型霍乱菌株 0%616% 染色体上

G9H!基因组中的 %#&’( 基因缺失掉，替换以氯霉素

抗性基因（ %+#），筛选得到了重组菌株 08!+，利用丝

裂霉素 G 可以诱导出带有氯霉素抗性基因标记的

噬菌体颗粒 G9H!+，并且具有感染活性。

本实验就是利用 =( 9’/ 型的 G9H!+ 对 ! 株 *%
群霍乱弧菌进行体内、体外的转染，计算各菌株的转

染率，分析研究霍乱弧菌对 G9H!的噬菌体免疫能

力及其影响因素。由于 %#&’( 基因只是为噬菌体在

肠道内宿主菌中的生存提供有利条件，而不直接参

与 G9H!噬菌体颗粒的形成，缺失掉部分 %#&’( 基

因并不影响噬菌体的形态发生［%，%%］，实验能够反映

出 G9H!携带毒素基因在霍乱弧菌中进行水平转移

的情况，可以评价霍乱菌苗候选株 M=N%$5 的生物安



全性，同时为探讨产毒型霍乱菌株的进化提供参考

依据。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株来源：实验用菌株见表 !。

表 ! 实验用菌株

"#$%& ! ’#()&*+#% ,)*#+-, .,&/ +- )0+, ,)./1
2)*#+-, 3&,(*+4)+5- 25.*(&

67!(
6!898! /&*+:&/，;% "5*，<-#$#，!"#$%! !&"，
=>?*

［!@］

!!!9 (%#,,+(#%， <-#$#， ="A;" !B ， ="A(%#,, !C ，

"!’$ C D.* %#$

E.F+#-G7H ;% "5*，<-#$#，="A;"!C ，="A(%#,,!B ，"!’$ C D.* %#$

<;I!@! ;% "5*， DG#J#， ="A;" !B ， ="A(%#,, !B ，

"!’$ C ［9］

<;I!@K <;I!@! /&*+:&/，!"#% C ，()"* C ，"+,$ B ［L］

!"!"# 培养基和抗生素：M’ 培养基和庆大霉素琼

脂选择培养基按常规配制。=?’ 培养基：每升含

!NOG 酵母粉，!@G 水解酪蛋白，O@PG 的 IG2DQ，OPG
的 I-=%H，4R 为 8NK，!H!S、!@TUV# 高压灭菌。抗生

素按以下浓度加入：氯霉素（=>?）为 !O"GWPM，庆大

霉素（X&)）为 @NOYWPM。

!"!"$ 实验动物：新西兰纯种大白兔，体重约 HUG，
由本所动物室提供，合格证号为 @!7T@8T。

!"!"% 主要试剂和仪器：-&. 36> 聚合酶、限制性

核酸内切酶等购自华美生物工程和 "#Z#[# 公司；地

高辛（3<X）标记与检测试剂盒购自德国 [5(0& 公司；

37环 丝 氨 酸（37(1(%5,&*+-&）为 2+GP# 公 司 产 品；

@NHH"P 一次性滤器为 I+%%+45*& 公司；其它试剂均为

分析 纯。V=[ 扩 增 仪 为 V; 公 司 X&-& >P4 V=[
,1,)&P 98@@ 型；凝 胶 成 像 仪 为 英 国 Y\V 公 司

X32LO@@ 型；高速冷冻低温离心机为日本日立公司

=[ HD’T 型。

!"# 霍乱弧菌 &’!( 中噬菌体 )*+!( 的诱导［!,］

接种 67!( 单菌落于 TPM M’ 中，T@S摇菌 H ]
T0 至稀薄，集菌，洗两次后加到 H@@PM 含丝裂霉素

=（H@-GWPM）和氯霉素的 M’ 中，T@S振荡培养 8 ]
L0，将培养液低温高速离心 T 次后上清过 @NHH"P 孔

径 的 除 菌 滤 器，滤 液 中 加 入 !WQ 体 积 的 含 H@^
V;XK@@@ 和 !@^6#=% 的液体并混匀，冰浴 Q@P+-，离

心沉淀噬菌体 ="A!(，用少量 ";2 溶解，QS保存。

";2的配置为：HPM !P5%WM 的 "*+,（4R _ LNO），H@"M

@NOP5%WM 的 ;3">（KN@），@NHPM OP5%WM 的 6#=%，用三

蒸水 定 容 到 !@@PM，用 于 噬 菌 体 ="A!的 溶 解 和

保存。

!"$ 体内、体外转染实验［!#］

将受体菌接在 =?’ 液体培养基中，T@S静止培

养 !K ] HQ0，然后把具有感染性的噬菌体与受体菌

按 ! ‘ Q 的比例混合。体外实验时，把混合液加到新

鲜的 M’ 中 T@S静置培养 T0，然后做 !@ 倍的梯度稀

释，再将稀释液分别涂 X&) 和 =>?WX&) 抗性培养基，

TLS培养 !H ] T80，细菌长出后进行菌种鉴定和菌落

计数，计算转染率；体内实验时，先用生理盐水把噬

菌体与受体菌的混合液扩容至 !PM，再用注射器将

液体注入结扎好的兔子肠段内，K ] !@0 后取出肠

段，吸取肠液，稀释后进行涂板，方法同上计算转染

率。对照为单噬菌体液及单种菌液。

!"% 兔子肠段结扎试验

把健康大白兔禁食（不禁水）HQ0 后，固定于实

验动物固定板上，用乙醚麻醉，腹部脱毛，消毒腹部

皮肤并盖上消毒敷布后，以脐为中点纵向切开，剪开

腹膜后取出肠管。找到回盲部，沿回肠向上约 !@(P
处开始结扎肠段，实验段长约 O(P，每两段之间留约

!(P 长的间隔段。肠段结扎完毕后，在实验段中分

别注入实验样品，然后将肠管送回腹腔，缝合腹壁，

消毒皮肤伤口。作用时间结束后，耳缘静脉气体栓

塞处死兔子，取出肠段。

!"- .)/
模板的制备是用接种环挑取单菌落于 8@"M 灭

菌去离子水中，置沸水中 !@P+-，冰浴 !@P+-，高速离

心取上清。扩增体系：$.aa&*（IGH C 4%.,）、/6"V（各

@NHPP5%WM）、引物（各 @NO"P5%WM）、-&. 36> 聚合酶

（@N@HOYW"M），用三蒸水补足 H@"M 的总体系。

!"-"! 以 !&" 引物的扩增：扩增产物长 K@@$4（初始

模板为质粒 (5,P+/O），引物为 V!：Ob7 =X">X=>==>XX

=X""">>X7Tb，VH：Ob7X>"=XX=>=X">>X>XX""= 7Tb。

扩增条件：9QS OP+-；9QS T@,，OOS Q@,，LHS !P+-，

T@ 个循环；LHS LP+-。

!"-"# 以 !"#% 引物的扩增：扩增产物长 LQ9$4，是

本实验中缺失片段内部的一段序列，引物为 V!：Ob7

>""""X>XX"X""==>"X"X7Tb，VH：Ob7>">>>X=>X"=

>XX"XX"="7Tb。扩 增 条 件：9QS OP+-；9QS T@,，
OOS Q@,，LHS !P+-，T@ 个循环；LHS LP+-。

!"0 酶切、12345678 9:24 等分子生物学操作

碱法提取质粒、染色体的提取等按文献［!T］进

KOL 微生物学报 $!"& /0!(12013140!& 5060!& H@@O，\5%cQO 65cO



行。核酸的纯化、酶切等操作按照公司试剂的说明

书进行。!"# 探针的制备采用 !$% 标记随机引物

法，显色按照试剂盒说明进行。杂交方法包括原位

杂交、打点杂交和 &’()*+,- ./’)，采用含 012甲酰胺

的杂交液 345预杂交 3 6 0*，杂交 74*。

!"# 统计学分析方法

分别计算出各株菌每次的转染率，然后数据汇

总进行正态性检验，如不服从正态性分布则取对数

进行数据转换，检验水准为 ! 8 1910，最后计算出各

自的平均转染率并进行相互比较，统计处理软件为

&:&&7191。

图 ! 不同菌株转染子的 !"# 探针 $%&’()*+ ,-%’ 鉴定结果

;<=> 7 &’()*+,- ./’) *?.,<@<AB)<’- ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C @<CC+,+-) " >

#$%&’()’ F<)* #)* G,’.+

H：!!"#I+,-@"；7：J’)B/ !"# ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C 777KI.&/#；4：

J’)B/ !"# ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C 777K；L：:/BEM<@ ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C

777KI.&/#；3：:/BEM<@ ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C 777K；0：J’)B/ !"# ’C

<-C+D)+@ E),B<-E ’C F(N<B-=O4I.&/#；P：J’)B/ !"# ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C

F(N<B-=O4；Q：:/BEM<@ ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C F(N<B-=O4I.&/ #；R：

:/BEM<@ ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C F(N<B-=O4；K：J’)B/ !"# ’C <-C+D)+@ E),B<-E

’C $SH717I.&/#；71：J’)B/ !"# ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C $SH717；77：

:/BEM<@ ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C $SH717I.&/#；74：:/BEM<@ ’C <-C+D)+@

E),B<-E ’C $SH717；7L：J’)B/ !"# ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C $SH71RI.&/#；

73：J’)B/ !"# ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C $SH71R；70：:/BEM<@ ’C <-C+D)+@

E),B<-E ’C $SH71RI.&/#；7P：:/BEM<@ ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C $SH71R>

. 结果

."! 体内转染实验结果

."!"! 转染子的鉴定：在 T#;I%+) 双抗培养基中筛

选抗性克隆子，随机挑取进行鉴定。凝集反应：转染

子的霍乱 U7 血清凝集反应均为阳性，且与相应受

体菌的血清型一致；:TV 结果，#)* 引物扩增 777K、

$SH717、$SH71R、吴江O4 等出发菌株时均为阴性，而

各自的转染子则都变为阳性，#*01 引物的 :TV 中转

染子与相应的出发株结果一致；打点杂交结果，#)*
基因作探针时出发菌都为阴性，转染子为阳性，#*01
作探针时转染子与相应的出发株结果一致。表明转

染子源于相应的出发株，并且具有了出发株所没有

的 #)* 基因，#)* 标记的 TJW$成功转入了相应的受

体菌中。

."!". &’()*+,- ./’)：.&/#是 TJW$D 基因组上的单

一酶切位点，如果转染子中的 TJW$D 以复制型质粒

的形 式 存 在，酶 切 后 则 变 为 线 性 !"#，大 小 约

Q90X.；如果 TJW$D 整合到染色体上，酶切后与 #)*
探针 杂 交 得 到 的 片 段 约 为 77X.，据 此 可 以 判 断

TJW$D 在转染子中的存在形式。结果见图 7，根据

条带大小可以看出在 777K 和吴江O4 的转染子中

TJW$D 以质粒形式存在，没有与染色体发生整合；

在 $SH717 和 $SH71R 的转染子中，TJW$D 则与染色

体基因组发生了整合。

."!"/ 转染率：TJW$D 对 777K、吴江O4、$SH717 和

$SH71R 的体内平均转染率及 K02可信区间见表 4。

表 . 012!3 对 4! 群霍乱弧菌的体内平均转染率

JB./+ 4 $-C+D)<’- ,B)+E ’C " > #$%&’()’ U7 E),B<-E .? TJW$ ,- 2,2%
&),B<-E H+B- ’C <-C+D)<’- ,B)+ K02 T’-C<@+-D+ <-)+,YB/
777K 79P7 Z 71 [ 4 09P7 Z 71 [ L 6 39PL Z 71 [ 4

$SH717 4914 Z 71 [ P P9QL Z 71 [ Q 6 P91Q Z 71 [ P

$SH71R L910 Z 71 [ K 791P Z 71 [ K 6 791L Z 71 [ R

\(N<B-=O4 49QL Z 71 [ R 7971 Z 71 [ R 6 P9P1 Z 71 [ R

.". 体外转染实验结果

体外转染实验，只有古典型菌株 777K 被 TJW$D
转染，其它 L 株菌均未筛到阳性克隆子。

."."! 777K 转染子的鉴定：转染子与霍乱 $-B.B 型

血清凝集反应呈阳性，与出发菌株一致；#)* 基因的

:TV 和打点杂交结果均为阳性；#*01 基因的 :TV 和

打点杂交结果与出发菌株一致。

.".". &’()*+,- ./’)：结果表明（图 4），777K 转染子

的质粒酶切后的片段约为 Q 6 RX.，与 TJW$D 长度的

理论值相近，全 !"# 的杂交结果与质粒一致，并无

新带型出现，表明 TJW$D 转移到 777K 中后是以质

粒的形式存在，没有与染色体发生整合。

图 . !!!5 转染子的 !"# 探针 $%&’()*+ ,-%’ 结果

;<=>4 &’()*+,- ./’) *?.,<@<AB)<’- ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C 777K F<)* #)*

G,’.+

H：!!"#I+,-@"；7：J’)B/ !"# ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C 777KI.&/#；4：

J’)B/ !"# ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C 777K；L：:/BEM<@ ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C

777KI.&/#；3：:/BEM<@ ’C <-C+D)+@ E),B<-E ’C 777K >

K0Q4110，]’/>30 "’>0 刘广文等：S/ J’, 型 TJW$对 U7 群不同霍乱弧菌的转染性研究



!"!"# !"#!$ 对 %%%& 的体外平均转染率：平均转

染率为 %’() * %+, )；转染率的 &(-可信区间为 .’%)
* %+, . / 0’+1 * %+, )。

!"# 转染率的比较

在体内转染实验中，不同菌株转染率的比较见

图 0。2322 统计学分析结果为：!"#!$ 对古典型菌

株 %%%& 的体内转染率均高于 0 株 45 "67 型菌株吴

江81、94:%+% 和 94:%+.；45 "67 菌株中，94:%+% 的体

内转染率为最高；!"#!$ 对吴江81 的体内转染率高

于 94:%+.，差异均具有统计学意义。表明古典型菌

株 %%%& 比其它 0 株 45 "67 型菌株对 !"#"$ 更易感，

45 "67 型菌株中含有 !"#$ 基因的吴江81 和 94:%+.
比不含 !"#$ 基因的 94:%+% 具有更高的抵抗 !"#!$
的噬菌体免疫力。

古典菌株 %%%& 的 !"#!$ 体内转染率高于体外

转染率（图 ;），差异具有统计学意义。表明 %%%& 菌

株在体内环境中对 !"#!$ 更易感。其它 45 "67 型

菌株的体外实验均未筛选到转染子，提示可能比体

外能够测到的 %%%& 菌株的转染率还低，超出实验的

检测极限。

图 # 不同霍乱菌株的体内转染率

<=>?0 "7@ABCD$E=6A 7@EF 6G C=GGF7FAE % ? &’()*!+* BE7@=AB ,- .,.(

图 $ 菌株 %%%& 的体内、外转染率
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# 讨论

#"% 转染子中 ’()!基因组的存在形式

溶原性噬菌体 !"#!颗粒转染进入霍乱弧菌

后，有两种存在方式，一是位点特异性地整合于受体

菌染色体上，形成稳定的溶原态；二是以质粒的形式

存在于染色体外。位点特异性整合是通过 !"#!基

因组中 %.HI 的末端重复序列与受体菌染色体上序

列与之几乎一样的 +##$/ 位点间的同源重组实现

的［%;］。本实验对 45 "67 型 !"#!$ 在转染子中的存

在方式进行了定位研究，发现在 %%%& 和吴江81 的转

染子中 !"#!$ 是以质粒形式存在，而在 94:%+% 和

94:%+. 中 则 可 以 整 合 到 染 色 体 上。国 外 研 究 发

现［%，%(］，来源于 45 "67 菌株的 !"#!感染古典菌株后

不发生整合，噬菌体 JKL 以质粒形式复制，这与实

验中古典型菌株 %%%& 的结果一致，但这并不是因为

古典菌株中缺乏 !"#!整合的 +##$/ 位点，相反古典

菌株中存在两个整合位点［%M］，其原因有待进一步研

究；同时 :FN@5@A6B 等曾报道［%M，%)］，45 "67 型菌株中的

多拷贝 !"#!在染色体上以串联形式排列，而古典

型菌株中则没有串联。本实验结果与之是否有联

系，有待进一步探讨。

45 "67 型菌株的转染子中，!"#!$ 以质粒的形

式存在于菌株吴江81 中，而在 94:%+% 和 94:%+. 中

则可以与染色体发生整合。自然菌株吴江81 中已

存在完整的 !"#4"!基因组，菌株具有完全的噬菌

体免疫作用，能够抵抗 !"#4"!的再次转染，而且可

以抑制 !"#!基因组与染色体发生整合；94:%+% 菌

株中不含 !"#!，染色体上存在 !"#!整合所需的

+##$/ 位 点，所 以 !"#!$ 可 以 整 合 到 染 色 体 上；

94:%+. 来源于 94:%+%，虽然加入的 !"#$ 基因能够

有效抵抗 !"#!$ 的转染，但依然存在 +##$/ 位点，如

果 !"#!$ 一旦转入仍有可能与染色体发生整合。

#"! 转染率的比较

45 "67 菌 株 的 体 内 转 染 实 验 表 明，94:%+% 对

!"#!$ 的噬菌体免疫力较弱，源于 94:%+% 但加入了

!"#$ 基因的 94:%+. 则有很强的抵抗力，甚至高于具

有自然免疫力的吴江81 菌株。在噬菌体免疫的过

程中 !"#$ 基因表达的抑制蛋白 OBEO 起重要作用，它

能够抑制与 !"#!基因组复制功能有关的 !"#0 的转

录，而且可以单独介导噬菌体免疫［M］。 !"#$ 基因的

这种噬菌体免疫作用，得以使 !"#!$ 向 94:%+. 的

水平转移能力比出发菌株 94:%+% 降低了 %+++ 倍。

94:%+. 中导入的 !"#$ 基因是以 IP!%. 为载体的质
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粒形式存在，吴江!" 中则含有溶源性 #$%&$!基因

组，其 !"#$ 基因在于染色体上。 !"#$ 在质粒中的表

达量 可 能 高 于 存 在 染 色 体 上 时，所 以 ’&()*+ 的

,-., 蛋白含量可能高于吴江!"，其发挥的噬菌体免

疫作用也就会更大，导致转染率更低；另外一个原

因，也可能是由于菌株吴江!" 中含有 !"#% 基因，该

基因编码的 ,-.# 蛋白能够与 ,-., 蛋白结合，从而

抑制 ,-., 介导的噬菌体免疫作用，而在 ’&()*+ 中

没有 !"#%，,-., 可以充分发挥其噬菌体免疫作用。

因此，’&()*+ 中 !"#$ 基因发挥的噬菌体免疫功能甚

至强于携带 #$%&$!基因组的自然 &/ $01 菌株。

实验结果中还测得 #$%&$!标记噬菌体感染古

典型霍乱弧菌 )))2 的体内转染率比体外高约 )*3

倍，差异具有统计学意义；&/ $01 型弧菌的体外转染

实验没 有 得 到 转 染 子；体 内 实 验 中，古 典 型 菌 株

)))2 的转染率比 &/ $01 菌株高 4 5 6 个数量级，这与

7819:9; 新近报 道 的 古 典 生 物 型 菌 株 比 &/ $01 和

<)=2 型菌株更易被噬菌体感染结果一致［)+］。 !"#$
基因介导噬菌体免疫作用具有特异性，)))2 中的古

典型 !"#$ 对 #$%&$!没有免疫力，它只针对 #$%>/8--

!，造成转染率不同的原因，除了这种同型噬菌体免

疫作用外，还可能与 $#? 菌毛的表达有关。$#? 菌

毛是 #$%!转染霍乱弧菌的受体，由 #&’ 基因簇编

码，它的表达状况直接影响噬菌体转染的效率。体

外生长时 <) 群霍乱弧菌两个生物型菌株的 $#? 菌

毛表达存在差异，古典型菌株的 $#? 菌毛比 &/ $01
型菌株表达好［)2］，所以古典型菌株 )))2 比 &/ $01 型

菌株更容易受 #$%!的感染。@8/A01 等报道［)］，&/
$01 型菌株的体内转染率是体外的 )*B 倍，推测可能

是由于 #&’ 基因在体内的表达远远高于体外环境。

本实验中，古典型菌株 )))2 的体内外转染结果也是

如此。考虑到菌株和环境的因素，&/ $01 型霍乱弧

菌的 $#? 菌毛在体外的表达可能会更差，转染率也

更为降低，超出筛选的灵敏度以至实验中没有检测

到 &/ $01 菌株体外转染的发生。

早先在构建完成 ’&()*+ 后，本实验室曾应用一

简化的转染模型考核了 ’&()*+ 中引入的 !"#$ 对

#$%!的转染抑制作用［"*］。该模型是将 #$%&$!的

,C 序列克隆到自杀质粒 DE$F6*) 中，然后进行接合

转移，根据 !"#$ 抑制具有同型 ,C 区的重组自杀质

粒的复制来反映其噬菌体免疫作用。此模型相当于

检测 #$%!基因组进入 ’&()*+ 细胞内后，!"#$ 对其

复制整合的抑制作用。结果证明，由于引入了 !"#$，

使 ’&()*+ 对 #$%!的抑制作用比其出发株 ’&()*)

提高了 )** 倍。在本研究中，使用带有遗传标记的

完整噬菌体颗粒 #$%!> 做转染，被替换掉的 &#()*
基因并不直接参与 #$%!噬菌体颗粒的形成，不影

响噬菌体的形态发生［)，))］，因此本实验能够更加直

接、客观地反映不同霍乱菌株抵抗 &/ $01 型 #$%!
的免疫能力以及 #$%!的水平转移情况。
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