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摘要:【目的】筛选霍乱弧菌 C6706-
中调控 LysR 家族蛋白 AphB 表达的基因。【方法】将霍乱弧菌埃尔托型

菌株 C6706 － aphB 启动子区克隆到 2 个报告质粒 pBBRLux 和 pKP302 上，并将其导入霍乱弧菌 C6706 －
中，

以此作为出发菌株。利用出发菌株与转座子 pSC123 接合构建 LZV630-302 转座子随机突变文库，通过测定

化学发光强度检测 aphB 启动子的表达水平，筛选 aphB 表达受影响的突变株。利用随机 PCR 方法检测转座

子插入位点，并测序比对分析基因。【结果】从 7 个转座子库中(共约 4 万个突变株) 得到能影响 aphB 表达

(均导致下降)的 2 株突变株 T1 和 T2。测序比对发现 T1 中转座子插入在 vc1585 读码框内，T2 中转座子插

入在距 vc1602 基因末端7 bp处。【结论】获得 aphB 表达改变的突变株，基因 vc1585 和 vc1602 可能直接或间

接影响 aphB 表达，为进一步研究 aphB 表达调控影响因素奠定了基础。
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霍乱是一种由霍乱弧菌引起的烈性腹泻疾病。
霍乱弧 菌 的 毒 力 因 子 主 要 为 霍 乱 毒 素 ( Cholerae
Toxin，CT)和毒素共调菌毛(Toxin coregulation pilus，
TCP)，其中 CT 是导致病人严重腹泻的主要毒力因

子，TCP 是重要的定殖因子
［1］，帮助霍乱弧菌定殖于

小肠。目前已知与霍乱弧菌发病机理相关的许多主

要基因都是属于 ToxR 毒力调控元件，这些基因的

表达依赖于转录调节子 ToxR。ToxT 受 ToxR /S 和

TcpP /H 的调节，激活下游毒力基因 tcpA 和 ctxAB 的

表达
［2 － 3］。上游调控蛋白 AphB 感应环境刺激并激

活 tcpP /H 的活性，这个过程需要另一个蛋白 AphA
的协助

［4］。这 2 个基因相互协作，在 TcpP /H 感应

环境变化，激活细菌毒力基因表达等方面发挥重要

作用。
霍乱弧菌有三套平行的群体感应系统

［5］，这些

群体感应系统共同作用调控下游关键应答调节器

LuxO 和 HapR。HapR 是通过直接抑制 aphA 的表达

来影响毒力表达，但是并不影响 aphB 的表达
［6］。

AphB 是属于 LysR 家族转录调控子，C 端是一个螺

旋-转角-螺旋保守结构域，该结构可与 DNA 结合调

节目的基因的表达。许多 LysR 家族蛋白只有在特

定 的 诱 导 物 存 在 时 才 调 控 基 因 的 表 达
［7］。

Kovacikova 等人
［4］

推测也许在 AphA 存在时，只有

在特定的环境条

件下 AphB 需 要 与 小 诱 导 物 分 子 共 同 激 活

tcpPH 的转录。而高表达的 AphA 或 AphB 也许足
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够或至少部分克服依赖诱导物来激活转录。到目前

为止，并不知道是什么因子在调控 aphB 的表达。本

研究通过构建转座子突变文库筛选 aphB 调控基因，

获得 2 株突变菌株，为进一步研究 LysR 家族蛋白在

霍乱弧菌群体感应调控系统中的功能提供了科学依

据。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌株和质粒:本文所用的菌株与质粒见表

1。

表 1 供试菌株与质粒

Table 1 Strains and plasmids used in this study
Strains and plasmids Relevant characteristics Source
Escherichia coli

SM10λpir(pSC123)
Transposon mutagenesis strain，

mariner transposon，KmR lab storage

DH5αλpir F － D ( lacZYA-argF ) U169recA
endA1 supE44 relA1 λ::pir

lab storage

V． cholerae
C6706 El Tor biotype lab storage
C6706 － El Tor biotype，LacZ － lab storage

LZV630-302 C6706 El Tor biotype LacZ － ，

pBBRLux-aphB，

pKP302-aphB，SmRCmR SpeR this study
Plasmids
pBBR-lux promoterless of luxCDABE，CmR lab storage
pKP302 promoterless of lacZ，SpeR lab storage

PaphB-luxCDABE
promoter of aphB in pBBRLux，

CmR lab storage

PaphB-lacZ
promoter of aphB in pKP302，

SpeR
this study

1. 1. 2 培养基与培养条件:在本文中研究所用到的

霍乱弧菌均来自于埃尔托 C6706［8］。霍乱弧菌和大

肠杆菌用 LB 培养基，于 37℃ 培养。培养基中加入

合适 的 抗 生 素，抗 生 素 所 用 浓 度 分 别 为: Sm
(100 μg /mL)，Km(100 μg /mL)，Spe(100 μg /mL)，

大肠杆菌所用的 Cm 浓度为10 μg /mL，霍乱弧菌所

用的 Cm 浓度为2 μg /mL。X-Gal 浓度为40 μg /mL。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:PCR 产物纯化试剂盒，琼

脂糖凝胶回收试剂盒，质粒抽提试剂盒购自德国

QIAGEN 公司;DNA 提取试剂盒购自天根公司;限制

性内切酶、Taq DNA 聚合酶、T4DNA 连接酶、高保真

酶、X-Gal 均购自 TaKaRa 公司;ONPG 购自 Sigma 公

司。酶 联 检 测 仪: 2608P10 及 infinite M200PRO，

TENCAN ;化学发光成像系统:美国 UVP;生物安全

柜为 Forma Class II，A2，Thermo;PCR 仪:tetrad2，美

国 Bio-rad;电泳仪，电泳槽，凝胶成像仪:美国 Bio-
rad。
1. 2 质粒构建

PaphB-luxCDABE 的构建是通过 PCR 扩增 aphB
启动子区并将其连接到 pBBR-lux 载体

［9］。而 PaphB-
lacZ 则是将 aphB 启动子区连接到载体 pKP302［10］，

所 用 PCR 引 物 为 aphB-f: 5'-CGGAATTCGAAGGA
TAGGACGAACTGAC-3' aphB-r: 5'-GCTCTAGAA-
GGCTTGGATCCGTCTTGTG-3'，下划线分别为 EcoRI
和 XbaI 酶 切 位 点。然 后 将 酶 连 产 物 电 击 到

DH5αλpir 感受态中，提质粒酶切验证，条带大小正

确送测序验证。2 个质粒在 V． cholerae 的兼容性和

稳定性都较好。
1. 3 转座子随机突变库的建立

转座子随机突变库的建立采用二亲接合的方

法，受 体 菌 LZV630-302 和 供 体 菌 SM10λpir
(pSC123) 接合后，pSC123 上的转座子 Tn5 可以随

机插入到受体菌 LZV630-302 的染色体或质粒中，通

过抗性平板即可筛选接合子。将供体菌和受体菌液

分别及混合均匀后铺在滤膜上 37℃ 培养箱正置培

养3 － 4 h。吸取100 μL供体、受体菌分别涂布作对

照，供受体混合菌液10 μL，50 μL涂布，37℃ 培养箱

中过夜培养。剩余混合菌液加入等量 50% 甘油后

保存在 － 70℃备用。次日观察平板生长状况，确保

本底(供体菌和受体菌)均没有生长。
1. 4 筛选调控 aphB 的基因

为了筛选调控 aphB 的基因，向霍乱弧菌埃尔托

生物型 C6706 －
中导入 2 个质粒，PaphB-luxCDABE 和

PaphB-lacZ 构成此次筛选试验中的出发菌 LZV630-
302。质粒 pBBRLux 是利用 luxCDABE 基因(发光基

因)作为报告基因，在此次试验中冷光的表达需要

借助被插入基因 aphB 启动子。而质粒 pKP302 是

以 lacZ 为报告基因，可以用 β-半乳糖苷酶法进行复

筛。通过二亲接合的方式，构建 LZV630-302 的转座

子随机突变文库。
1. 4. 1 初筛冷光值改变的突变株:化学发光凝胶成

像系统拍照筛选流程进行筛选。首先正常拍下平板

照片，然后在暗室的情况下拍下细菌发光的平板照

片，最后通过叠加处理寻找光值降低或升高的菌落。
将筛选到的含有 PaphB-luxCDABE 报告质粒的霍乱弧
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菌疑似株培养过夜，第 2 天按 1‰的比例转接到

3mL LB 试管中，37℃ 摇动培养，按时间点取 200μL
菌液转移到 96 孔透明板中( 避免产生气泡)，用酶

标仪测 OD600，再吸取100 μL到 96 孔透明板中检测

冷光值，以时间点为横坐标，冷光值 /OD600 为纵坐

标，得到光值曲线。
1. 4. 2 β-半乳糖苷酶法复筛:将初筛疑似菌株挑单

菌落液体活化培养 OD600 至 0. 6 左右。在离心管中

加入800 μL Z-buffer，200 μL移液器加 2 滴 0. 5%
SDS，3 滴 CHCl3 及200 μL上述培养菌液，充分振荡。
加入100 μL显色底物 ONPG，振荡10 s，计时至溶液

显黄 色，加 入 600 μL 1 mol /L NaCO3 终 止 反 应。
8000 × g 离心2 min，取上清测 OD420，试管中残留菌

体测 OD600。计算 Miller Units，检测 β-半乳糖苷酶

活性
［11 － 12］。
公式计算采用 Miller Units = 1000 × OD420 /

［OD600 × T × V］，其中 T 以分钟为单位，为溶液颜色

变 黄 所 需 时 间，V 为 反 应 时 所 加 的 菌 液 量

(0. 2 mL)。
1. 5 转座子插入突变基因的确认

1. 5. 1 随机 PCR 确定转座子插入位点
［13］:随机

PCR 包括两轮 PCR 扩增反应，在本实验室已做改

进，引物序列见表 2。第一轮 PCR 所用的引物为

123-1 和 随 机 引 物 ARB1 和 ARB6。反 应 体 系 为

10 μL，反 应 条 件 为:95℃，5 min;6 个 循 环:94℃，

30 s;30℃，30 s;72℃，1 min;30 个循环:94℃，30 s;
55℃，30 s;72℃，1 min;72℃，5 min。第 二 轮 PCR
的引 物 为 123-2 和 随 机 引 物 ARB2，反 应 体 系 为

50 μL，并取1 μL第一轮的产物作为第二轮的模板。
反应 条 件 为: 30 个 循 环: 94℃，30 s; 55℃，30 s;
72℃，1 min;72℃，5 min。将第二轮 PCR 得到的产

物送公司测序，测序引物 123-2。

表 2 随机 PCR 引物序列

Table 2 Oligonucleotides used as Arbitrary PCR primers
Primer for
PCR Nucleotide sequence(5 ˊ→3 ˊ)

123-1 TCACCAACTGGTCCACCTAC
123-2 CGCTCTTGAAGGGAACTATG
ARB1 GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNGATAT
ARB6 GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNACGCC
ARB2 GGCCACGCGTCGACTAGTAC

1. 5. 2 插入位点基因分析:基因序列同源性分析采

用 NCBI 的 BLASTX ( http: / /www． ncbi． nlm． gov /

BLAST)进行同源比对，确定转座子插入基因位点。
所有序 列 的 比 对 均 以 霍 乱 弧 菌 埃 尔 托 测 序 菌 株

N16961 全基 因 组 为 参 照 标 准 (GenBank 登 录 号:

AE003852 )。在 Microbesonline 网 站 上 ( http: / /
www． microbesonline． org)查询基因信息，同时查看上

下游基因信息。

2 结果

2. 1 筛选结果

从 7 个转座子库中( 共约 4 万个转座突变株)

得到 2 株冷光值下降的突变株，分别命名为 T1 和

T2。冷光值约为对照的 1 /5，β-半乳糖苷酶活性降

低至少一倍，见图 1 和图 2。图 1 中数据采用 t 检

验，LZV630-302 与 T1 的 P 值为 0. 0092，LZV630-302
与 T2 的 P 值为 0. 0103，都小于 0. 05，差异有统计学

意义。图 2 中 T1 及 T2 的 β-半乳糖苷酶活性与

LZV630-302 相比差异均有统计学意义。

图 1 突变株 T1 和 T2 的冷光曲线

Fig． 1 The luminescence changes of mutants T1 and T2．

图 2 突变株 T1 和 T2 的 β-半乳糖苷酶活性

Fig． 2 The Miller Unit of mutants T1 and T2．

2. 2 突变株转座子插入位点侧翼基因的确定

2. 2. 1 转座子侧翼序列的随机 PCR 扩增:分别提

852



陈海丽等: 霍乱弧菌中调控 aphB 的基因筛选及其功能． /微生物学报(2012)52(2)

取 T1、T2 2 株突变株的基因组 DNA 作为随机 PCR
扩增模板，第二轮 PCR 电泳图谱见图 3。将片段测

序后 BLASTX 同源比对获得了转座子插入位点的基

因。

图 3 2 株突变株随机 PCR 第二轮 PCR 电泳图谱

Fig． 3 The second round of Arbitrary PCR result of 2 mutants．

M: DL2000;Lane 1 and 2:T1;Lane 3 and 4:T2．

2. 2. 2 突变株转座子插入位点侧翼基因的比对分

析:通过序列同源性比对分析发现，所获得的 2 株突

变株 T1 插入到基因 vc1585 中，vc1585 全长1703 bp，

编码过氧化氢酶，而转座子插入到1024 bp处。T2
插入位点是 vc1602，全长986 bp，编码趋化性蛋白

CheV，转座子插入基因末端7 bp处。图 4 显示了 2
株突变株的转座子插入位点侧翼基因及其周围相关

基因。

图 4 2 株突变株的转座子插入位点

Fig． 4 Chromosomal locations of transposon insertion of the two

mutants． A: T1，vc1585 catalase; B: T2，vc1602 chemotaxis

protein CheV．

3 讨论

本 研 究 中 通 过 二 亲 接 合 的 方 式，构 建 了

LZV630-302 的转座子随机突变文库。筛选方式采

用快速便捷的化学发光成像仪拍照筛选，无需繁琐

耗时的挑菌过程，大大减少了工作量，提高了工作效

率。经过近 4 万株的筛选，最终筛选到 2 株突变株

T1、T2 能正调控 aphB 的表达。为排除 2 个质粒变

异而出现的假阳性，将突变株中的 2 个质粒丢失

(不加相应抗生素传代)，再导入原始构建好的质

粒，结果仍是一致的。
应用随机 PCR 的方法确定了所筛选得到的 2

株突变株中转座子的插入位点。经 BLASTX 序列同

源性比对发现:T1 中转座子插入一个1703 bp过氧

化氢 酶 基 因 vc1585 的 读 码 框 中，vc1583、vc1584、
vc1585 位于一个操纵子中，vc1584 编码 AnkB 蛋白，

vc1583 编码超氧化物歧化酶。而 T2 的转座子则插

入到编码趋化性蛋白 CheV 的基 因 vc1602 中，而

vc1602、vc1603、vc1604、vc1605 四个基因是一个操纵

子，转座子插入到基因末端7 bp处，可能影响了整个

操纵子的功能。而 vc1601 与 vc1602 间隔132 bp，所

以转座子的插入位点可能还影响邻近基因 vc1601
的表达。而 vc1601 是一个假设蛋白，蛋白同源性分

析可能为 ABC 型氨基酸转运子，为信号传递系统。
此突变株是怎么影响 aphB 的表达还需深入研究。

Kovacikova［14］
等发现 aphB 调控的基因表达水

平受低 pH 和低氧浓度影响，当培养环境 pH 为 5. 5
时，aphB 自身的表达没有显著的影响，而厌氧培养

时，aphB 自身的表达增加两倍以上。而 Liu［15］
等同

样发现 AphB 在厌氧情况下活性比好氧条件 高，

AphB 蛋白中有三个半胱氨酸，其中的一个(C235)

对感受氧压和调节 AphB 的活性非常重要。这些结

果都提示 AphB 的表达调控与氧浓度有关系。本实

验中筛选到的基因 vc1585 是过氧化氢酶，可能与氧

压有关。大肠杆菌中有两类过氧化氢酶或氢过氧化

物酶，双功能的过氧化氢酶-过氧化物酶 HPI 和单功

能的过氧化氢酶 HPII，分别由 katG［16］
和 katE［17］

编

码。这两类过氧化氢酶分别对不同刺激作出反应:

HPI 同时具有过氧化氢酶和过氧化物酶活性，其合

成能被添加到培养基中的 H2O2 诱导，katG 能被正

调控子 OxyR 诱导转录
［18］;而 HPII 的合成则需要生

长到稳定期
［19］，katE 的表达调控也完全不一样，其

转录需要 rpoS 的调控
［18］。实验证明，突然转变为厌

氧条件能诱导 HPII 的合成，而高浓度的葡萄糖能抑

制其合成。但是不同的菌其过氧化氢酶系统并不一

样，如 Rhodobacter sphaeroides 中 katE 能被双氧水强

诱导，而在创伤弧菌中则检测不到 HPII 的活性
［20］。

霍乱 弧 菌 中 同 样 存 在 着 HPI 和 HPII，vc1560 和

vc1585 分别编码 katG 和 katE。本研究通过构建转

座子突变文库筛选调控 aphB 的基因，通过对突变株
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的分析，vc1585、vc1602 可能和调控 aphB 有关。为

进一步研究 LysR 家族蛋白 AphB 在霍乱弧菌中的

功能提供了科学依据。
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Isolation and function of genes regulating aphB expression
in Vibrio cholerae
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Abstract:［Objective］ We identified genes that regulate the expression of aphB，the gene encoding a key virulence
regulator in Vibrio cholerae O1 El Tor C6706 － ． ［Methods］We constructed a transposon library in V． cholerae C6706 －

strain containing a PaphB-luxCDABE and PaphB-lacZ transcriptional reporter plasmids． Using a chemiluminescence imager
system，we rapidly detected aphB promoter expression level at a large scale． We then sequenced the transposon insertion
sites by arbitrary PCR and sequencing analysis． ［Results］We obtained two candidate mutants T1 and T2 which displayed
reduced aphB expression from approximately 40，000 transposon insertion mutants． Sequencing analysis shows that Tn
inserted in vc1585 reading frame in the T1 mutant and Tn inserted in the end of coding sequence of vc1602 in the T2
mutant． ［Conclusion］By using a genetic screen，we identified two potential genes that may involve in regulation of the
expression of the key virulence regulator AphB． This study sheds light on our further investigation to fully understand V．
cholerae virulence gene regulatory cascades．
Keywords: V． cholera，aphB，gene regulation
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