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摘要：【目的】初步探索副溶血弧菌海产品分离株 #./ 基因区域的结构特征。【方法】采用长距离 X5Y 和基因

步移技术进行 #./ 基因侧翼序列扩增，测序验证后拼接成疑似毒力基因片段，将所获序列与 45Z2 数据库进

行比较，初步明确 #./ 基因侧翼序列的结构与功能。【结果】海产品分离株 [3*! 与参考菌株 Y2\+$$#1’** 的

#./ 基因区域（RXV#*#1HRXV#*$&）结构基本一致，核苷酸同源性达 ")]*^；而 E_#! 与 ‘[’! 株基因组中的 #./
基因均与 #./* 的同源性最高，在基因组中的位置也不同于 [3*! 株和参考菌株。E_#! 基因组中的 #./ 与 #’/H
0’1 基因簇相连，#./ 与 #’/ 基因间的距离约为 #% a/，中间分散着类插入序列；菌株 ‘[’! 没有 #’/ 基因，但

#./ 基因上游也有类插入序列。【结论】副溶血弧菌海产品分离株 #./ 基因区域具有多态性且存在类插入序

列，是毒力基因水平转移的佐证。
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副溶血弧菌（2&)’&( 3$’$/$14(*5#&"06，简称 2 B 3）

是沿海地区主要的食源性病原菌之一，可引起人类

胃肠炎和败血症［# ( $］。日本的发生率约为每年 $ 万

例［*］。我国 #""$（$11# 年间的微生物性食源性疾病

暴发事件中，由副溶血性弧菌引起的有 *#^，$11*
年高达 !1^［!］。副溶血弧菌临床分离株都能在莪

妻氏平板上呈现神奈川现象（Q?>?L?J?，QX），该现象

被认为是区分副溶血弧菌致病株与非致病株的主要

标志［%］。耐热直接溶血素（D+b）由 #./#H% 基因编

码，其中 D+b$ 被认为是引起神奈川现象的主要毒

力因子［’］。#")) 年，b<>O? 等在 QX 阴性的临床分离

株中 发 现 了 另 外 一 种 溶 血 素HD+b 相 关 溶 血 素

（DYb），DYb 和 D+b 具有相似的生物学特性，例如

溶血活性、肠毒性和细胞毒性［’H&］。通常认为，海产

品分离株很少产生 D+b 或 DYb［’，)］。而最近的研究

表明海产品分离株中 #./ G 与6或 #’/ G 菌株呈现不

断上升趋势［"］。$11& 年夏秋季节，本实验室在浙江

沿海地区分离到 $&) 株副溶血弧菌，其中 #./ 基因

检出率高达 "]&^，且大部分 #./ G 菌株表现出明显

的神奈川现象（未发表资料）。

副溶血弧菌临床分离株 Y2\+$$#1’**（T,>Z?>a
登陆号：ZV1111*$）的全基因组序列已经公布，但海

产品分离株的主要毒力基因分布结构鲜见报道。不

同来源副溶血弧菌的 #./ 基因有什么差异和特点，

#./ 阳性的海产品分离株是否也有较强的毒力尚不

明了。本研究采用长距离 X5Y（cVHX5Y）与基因步

移方法，获得海产品分离株 [3*!、E_#! 与 ‘[’! 在

#./ 基因两侧区域的序列，并初步分析其功能。结

果对于探明不同来源副溶血弧菌致病性差异的分子

基础 及 主 要 毒 力 基 因 的 水 平 转 移 机 制 具 有 重 要

意义。



! 材料和方法

! "! 材料

! "! " ! 菌株：副溶血弧菌海产品分离株 !"#$（%&&’
年分离自浙江舟山南美白对虾）、()*$（%&&+ 年分离

自福建牡蛎）和 ,!+$（%&&- 年分离自温州围塘养殖

的鳙鱼）均携带 !"# 基因，且在莪妻氏平板上均具有

明显的神奈川现象；()*$ 菌株还携带 !$# 基因。

! "! "# 主要试剂：%&’ 酶、*& . /01 234456、789/: 均

购自北京鼎国生物技术有限公司，;8< 抽提试剂盒

购自上海华舜核酸技术有限公司，割胶回收试剂盒

购于 <=>?@8 公司，连接试剂盒、基因步移试剂盒

购自大连宝生物有限公司。

! "# 引物设计与合成

基因步移引物按试剂盒要求设计。其它引物均

采用 /6AB56"5C5DE ’F& 软件设计，并由上海英骏生物

技术有限公司合成。引物序列见表 *。

表 ! 基因步移和长距离 $%& 反应的引物
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续表

! ! " "#$%&’"()**+""&,’ -%$.+# .+’+" /$&0+$" 1+23+’*+（45!65）
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! "# $%& 扩增 #$% 基因的 ’(与 #(端区域

按照基因步移试剂盒说明书，扩增 #$% 基因的

侧翼序列。以兼并引物 )/= 与上述特异性引物进

行三轮 /AB 反应，取上一轮的 /AB 反应液 =!< 作

为第二、三轮 /AB 反应的模板。最后取三轮 /AB 反

应液各 4!< 进行琼脂糖凝胶电泳。

! ") 长距离 $%& 扩增

/AB 反 应 体 积 为 6P !<，含 = ^ /AB K3JJ+$，
=_4 00,U(< W.AU>，P_=9 00,U(< E[-/"，P_Q6!0,U(<
相应引物，:\ ‘(0< <);,-. 酶及 6_6!< 模板 S[)。

/AB 扩 增 条 件 为：N:a 6 0&’；N:a = 0&’，4Qa
= 0&’，\>a = 0&’(RK，6P 个循环；\>a =P 0&’。扩增

产物用含 P_4!.(0< @,UEL&+H 染料的 =b琼脂糖凝胶

电泳检测。

! "’ *+, 片段的序列测定、拼接与数据库对比

将 /AB 反应产物经割胶回收和纯化后，连接至

FWS=Q;- 载体，转化 SM4"大肠杆菌，挑取阳性克隆

子，送上海英骏生物技术公司测序。获得的序列采

用 1+2W%’ 4_P 软件进行拼接，然后以拼接的序列为

模板设计引物进行 /AB 验证。已验证的序列通过

[AOV 数据库进行 OU%"#’ 分析，初步推测 #$% 侧翼序

列的结构特点及其功能。

- 结果

-.! 长距离 $%& 和 #$% 区域基因步移

根据副溶血弧菌临床株 BVWS>>=P966 设计的八

对引物，对 816:、CD=: 和 789: 的 #$% 基因区域进行

长距离 /AB 扩增。816: 能扩增到预期大小的 S[)
片段，但 CD=: 与 789: 中均没有相应的 S[) 扩增片

段。 测 序 结 果 表 明，816: 株 与 参 考 菌 株

BVWS>>=P966 的 #$% 基因区域结构相似，核苷酸同

源性为 NQ_6b，其中 #$% 基因与 #$%>（@+’O%’R 登陆

号：c4:6:=）仅有一个碱基的差异，序列同源性为

NN_Qb （图 = ）；而 CD=:、789: 与 参 考 菌 株

BVWS>>=P966 在 #$% 基因邻近区域的结构差异很

大。

Q\4= 1?3’% 7%’. +# %U ! (/0#- 1(0&23(2425(0- 6(’(0-（>PPN）:N（=>）



对 !"#$、%&’$ 和 (!)$ 的 !"# 与尿素酶基因簇

进行长距离 *+, 扩增。- 个 *+, 反应中，%&’$ 中均

能扩增到预期大小的 ./0 片段。测序结果表明，

%&’$ 中 !"#1尿 素 酶 基 因 簇 （!"#1$"%2）与 参 考 菌 株

,34.55’6)## 的核苷酸同源性在 768以上（图 ’、表

5）。海产品分离株 !"#$ 与 (!)$ 基因组中仅能扩

增出该基因簇中的 &’( 基因序列，表明这两株细菌

的 !"#1尿素酶基因簇区域序列结构不完整。

我们对长距离 *+, 未能扩增出相应 !)# 区域

的 %&’$ 与 (!)$ 株进行基因步移，并用 *+, 验证。

结果意外地发现，%&’$ 菌株的 !)# 左侧约 ’7669: 处

为 ;<=2，其间存在一个插入序列（图 5），表明在该菌

株中 !)# 基因与 !"#1尿素酶基因簇紧密相连。尽管

我们对基因步移条件进行各种优化，只扩增出 (!)$
株 !)# 基因上游的 5 个基因片段（分别为插入序列

和一 个 未 知 基 因），但 未 能 扩 增 出 其 下 游 的 片 段

（图 5）。

图 ! 副溶血弧菌分离株 "#$%（&）、’(!%（)）和 *"+%（,）!)# 基因区域核苷酸序列结构图

%>?@’ AB= CD<;ED;<FG H>F?<FIC JK !)#1FHLFE=MD GJE> JK *’+"’, -.".#.%/,01!’2$3 CD<F>MC !"#$，%&’$ FMH (!)$ 9N ?=MJI= OFGP>M?@

-.- 序列拼接及其与数据库比对结果

我们对基因步移和 *+, 验证扩增出的基因片

段进 行 测 序，在 %&’$ 的 !)# 基 因 区 域 测 出 长 为

’’’5Q 9: 的 ./0 序列，RGFCDM 分析结果表明（表 5），

!)# 基因两侧均分布有类插入序列元件，其左侧插

入序列 （3"1!）具 有 完 整 的 ’7 9: 反 向 重 复 序 列

（,,"）：22+AAA2AA2+2A00AA+2。3"1!序列与 3"S1
#T 的同源性为 778，而 3"S1#T 是与 !)## 相关联的

类插入序列［’6］。3"1!左侧为 $"%2 基因，即 !"# 与尿

素酶基因簇的末端序列，由此可以推测 %&’$ 的 !)#
基因与 !"#1尿素酶基因簇在基因组的位置相邻，由

测通的序列可推断 !)# 与 !"# 基因相距仅为 ’- P9，

而"HF 等 ’77Q 年报道 !)# 与 !"# 基因的距离约为

$6 P9［’’］。!"#1尿素酶基因簇中未知功能的 U,%’)［’’］

与副溶血弧菌中 3"S:F5 同源性为 VV8，提示 U,%’)
亦具有类插入序列结构。 !)# 右侧插入序列（3"1"）

具有 ’- 9:的 反 向 重 复 序 列：A2A0AA02AA++20+。

3"1"序列与创伤弧菌的 3"S4$$ 同源性为 QV8［’5］。

!)# 与 3"1"之间扩出长约 $W7 P9 的未知基因序列。

在 3"1"下游有长为 -55 9: 的 ./0 序列，与质粒

:&4’ 和 :&X+’ 的同源性为 Q68。

海产品分离株 (!)$ 的 !)# 基因上游区域测出

长为 $$#79: 的 ./0 序列（图 ’1+，表 #）。 !)# 基因的

上游 也 有 类 插 入 序 列，与 %&’$ 中 插 入 序 列 具 有

’668的同源性，但转录方向相反。该插入序列上游

有长 -66 9: 的未知基因，功能不详。
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图 ! 副溶血弧菌分离株 "#$%、&’(% 与 )"*% 的 !"# 基因启动子与终止子区域的对比

!"#$% &’()*+",# -./ )+’(’-’+ *,0 -/+(",*-’+ 1/23/,4/1 ’5 -./ !"# #/,/1 46’,/0 5+’( $%&’%( )*’*#*+,(-.!%/01 1-+*",1 789:，!;<: *,0

=7>:$

表 ! 副溶血弧菌 &’(% 株 !"# 基因毗邻序列与数据库序列的同源性分析
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表 ! 副溶血弧菌 "#$% 株 !"# 基因毗邻序列与数据库序列的同源性分析

!"#$% & ’%()%*+% "*"$,-.- /0 1234"25"+%*1 $/+)- /0 !"#$"% &’$’(’)*%+,-"./0 -16".* 789:

;/+"1./*
.* 789:

;/+"1./* .*
6%0%6%*+% -16".*- <2%*1.1,

=$"-1* 6%-)$1-
>)+$%/1.2%
-.?.$"6.1,@A

B6.C.*（"++%--./*
*)?#%6）

D4:EE D4:EE )*F*/G* C%*% H —

:EE4EEH :EE4EDH IJHKDK C%*% E: ! L .(%+)$’)（MNOO&PKP）

:EE4EK9 .*1%C6"-% 2/?".* Q6/1%.*；

16"*-Q/-"-% <’: 0"?.$, KD 1()2’3)++’
#’+-".’（JRHHHKED）

:EE4EK9 16"*-Q/-"-%（6%S%6-%） EK ! L & （=THHHH&U）

:EE4:KE <’I4&; EE ! L &（V9:DUD）

:EE4:KE <’I4PW EO ! L &（V9:DU&）

:EE4EKE <’I4P; EK ! L &（V9:DUU）

:EE4EEH 16"*-Q/-""%（/#S%6-%） EP ! L 4/+3"5"./0（=THHHH&O）

K9U4EEH 3,Q/13%1.+"$ Q6/1%.* KU ! L 4/+3"5"./0（=THHHH&K）

EP94UUHK EP94DKU9 -6(X EK ! L & （’9OK:D）

EOH4UHH& -6(D EK ! L &（MEHU&K）

EOP4DOEO -6(U E9 ! L &（=DDU&PP）

EKE4DEE& -6( ED ! L *"*"./0（V9:DUH）

EKD4DEKD >TY4 -6( E: ! L .(%+)$’)（VPP&D9）

DH&H4DOEO -6(& C%*% EK ! L & （XP:&:U）

DHUE4D9E: I34 -6( EH ! L (%++"0’)（VPOEHH）

DDUD4D9E& -6( EP ! L ’+7"3%+,-"./0（MN::HPU）

EOP4UHDU -6(8 EP ! L &（=THHHH&U）

&’% ()*% 和 "#$% 中 -6( 基因启动子与终止子区

域的对比

利用 V%CT$.C* PZH 软件，将 8’&:、[\D: 与 789:
中 -6( 基因的 BW[、启动子与终止子区域的序列与

Y%*="*F 数据库中的 -6(D、-6(U、-6(&、-6(:（登陆号

分别为 XP:&:H、XP:&:D、XP:&:U、XP:&:&）进行对比

分析 （图 U）。8’&: 中 -6(X 的 基 因 序 列 与 -6(D、

-6(U、-6(&、-6(: 的同源性分别为 E9ZKA、EEZKA、

EKZ:A和 EKZ:A，其 -6(X 序列的启动子区域、] DH
序列、] &P 序列和 ’M 序列［9］与 -6(U 序列（登陆号：

XP:&:D）的相应位点均相同，提示 8’&: 基因组中的

-6( 与 -6(U 更为接近。[\D: 中 -6(X 的基因序列与

-6(D、-6(U、-6(&、-6(: 的 同 源 性 分 别 为 E9ZPA、

EKZ:A、EEZPA和 EKZ:A，789: 中 -6(X 的基因序列

与它们的同源性分别为 E9Z&A、EOZEA、EKZEA 和

EOZEA，与 -6(& 序列（登陆号：XP:&:U）的核苷酸同

源性最高。[\D: 与 789: 的 -6(X 启动子区域、4DH
序列、4&P 序列和 ’M 序列均与 -6(& 序列相应位点也

完全一致。此外，在终止子 !TT 的下游有 O 个碱基

的插入，与 -6(& 序列类似，进一步提示海产品分离

株 [\D: 和 789: 基因组中的 -6( 基因与 -6(& 基因更

为接近。

! 讨论

!M^ 是判断副溶血弧菌致病力的主要因素之

一。副溶血弧菌海产品分离株 8’&: 与临床分离株

W<VMUUDH9&& 的 -6(U 基因区域结构相似，可能代表

着一类高致病性的副溶血弧菌，人类可能因食用污

染有这类菌株的海产品而发生食物中毒。

X) 等［D&］DEE: 年报道，副溶血弧菌 !^&O99 菌株

呈现 _R 阳性，且含 -$( 和 -6(X 基因，其中 -6(X 与

-6(D 具有较高的同源性。海产品分离株 [\D:、789:
亦可在莪妻氏兔血平板上呈现明显的神奈川现象，

但其 -6(X 基 因 与 -6(& 序 列 （Y%*="*F 登 陆 号 为

XP:&:U）同源性最高。一般认为 -6(U 是引起神奈川

现象的主要因子［D: ] DP］。那么，在这些菌株中是否还

存在着多拷贝的 -6( 基因（包括 -6(U 基因）而由于

结构上的保守性而未能得到分别扩增，这尚待进一

步探讨。

副溶血弧菌分离株 [\D: 同时携带 -6( 与 -$( 基

因，两者间相距仅有 DP F#（图 U4=），在基因组中的位

置紧密相连，而!MT 等报道表明，-6( 与 -$( 基因间

的距离约为 :H F#，且 -6( 在 -$( 基因的上游［DD］，与

[\D: 菌株该区域的结构有异。而分离株 789: 则无

法利用基因步移获得该区域更多的序列，可能是因

DKPD王淑娜等：副溶血弧菌海产品分离株 -6( 基因及其临近区域结构分析 L @微生物学报（UHHE）:E（DU）



为其基因组中的重复序列多难以进行扩增。同时也

表明其在该区域的基因结构即不同于 !"#$ 和参考

菌株 %&’())*+,##，也不同于菌株 -.*$。

通过 /01234 比对分析，可以看出 !"# 基因区域

的 (56 序列与其它弧菌，如拟态弧菌（$ 7 %&%&’(）、

霍乱弧菌（$ 7 ’#)*+,-+）、溶藻弧菌（$ 7 -*.&/)*0!&’(1）、

创伤弧菌（$ 7 2(*/&3&’(1）、哈氏弧菌（$ 7 #-,2+0&）、鳗

弧菌（$ 7 -/.(&**-,(%）等海洋微生物的 !"# 基因、类

插入序列及转座酶等有着相当程度的同源性（表 )、

表 #）。-.*$ 和 8!,$ !"#9 侧翼的类似插入序列均

属于 &":+# 家族，它们之间的核苷酸同源性在 :+;
以上［*,］。有报道认为，大多数弧菌均具有数量不等

的插入序列，其 < = > 含量（约 $? ;）与弧菌全基因

组的 < = > 含量相当，并明显高于 !"# 基因及其相

关基因序列（约 #$ ;）。由此可推测 !"# 基因来源

于其它种类的微生物，并由弧菌自身的类插入序列

介导而发生水平转移［*@］。5A2BACDEBA 等认为 !"# 基

因在弧菌属细菌中的广泛存在是由转座子或者质粒

介导的基因水平转移引起，而 !,# 基因的传播则是

由于在某些选择压力下发生的基因漂移引起的［*$］。

转座或基因漂移发生后，类插入序列在新的基因组

中又诱发了基因间的重组与碱基突变等［*F］。根据

其 ((G 模序、反向重复序列等特征，有些类插入序

列的转座活性也得到了证实［*: H )+］。然而，弧菌主要

毒力基因水平转移的机制尚无定论。

鳗弧菌通过铁离子吸收系统从寄主细胞中获取

铁元素，而鳗弧菌 @@? 菌株的载铁体正是由 I.’* 质

粒编码。JK0L12MN 等［)*］证实 I.’* 与 I.O>* 等多种

质粒能高效地表达产生大量的载铁体，从而明显增

强鳗弧菌的毒力。副溶血弧菌海产品分离株 -.*$
中 !"# 下游存在着与 I.’* 与 I.O>* 核苷酸同源性

为 F+;的 (56 序列，提示 -.*$ 菌株 !"#4 所在的毒

力岛中可能也存在与鳗弧菌类似的铁离子吸收系

统，它可能是副溶血弧菌一种潜在的新毒力因子。

本研究通过对 # 个副溶血弧菌海产品分离株

!"# 基因临近区域的结构特征分析发现，不同分离

株 !"# 基因临近区域结构具有多态性，并有类插入

序列在其上下游存在，表明该菌多态性显然是基因

水平转移的结果［))］。
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