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［摘要］ 为了阐明不耐热肠毒素 （ｈｅａｔ⁃ｌａｂｉｌｅ ｃｙｔｏｔｏｎｉｃ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ） ／ 脂肪酶基因 （ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ） 在嗜水气单

胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 感染宿主过程中的生物学功能及致病机制， 以鳗鲡源性嗜水气单胞菌 Ｂ１１
为材料， 采用荧光标记与基因缺失技术， 成功构建了携带绿色荧光蛋白 （ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＧＦＰ）
标记的菌株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ、 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 基因缺失的菌株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ、 回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 和

Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ， 并分析了这 ４ 株细菌的特征。 结果显示， 缺失 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 不影响 Ｂ１１ 生长速度， 但明显

降低 Ｂ１１ 生物被膜的形成能力； 通过激光共聚焦荧光显微镜可以在活体斑马鱼中观察到细菌感染定位。
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０　 引言
嗜水气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 属于气单胞菌科气单胞菌属， 是革兰氏阴性

兼性厌氧菌， 普遍存在于自然界中， 是一类重要的人⁃畜⁃鱼共患致病菌［１］ 。 该菌可引起

人类腹泻、 胃肠炎、 创伤感染、 败血症等， 已被纳入腹泻病原的常规检测范围； 它也可

以导致多种陆生动物腹泻感染和多种水产动物的细菌性肠炎、 烂鳃、 赤皮、 竖鳞和出血

性败血等， 给水产养殖业带来巨大的经济损失［２］ 。 在预防医学、 预防兽医学、 公共卫生

学、 鱼类病害学等领域， 致病性嗜水气单胞菌被高度关注。
嗜水气单胞菌的致病性与其所携带毒力因子的种类和数量密切相关， 不同毒力因子

所导致的疾病症状和致病机制各不相同［３］ 。 肠毒素是嗜水气单胞菌的重要毒力因子， 包

括不耐热细胞肠毒素 （编码基因为 ａｌｔ）、 耐热细胞肠毒素 （编码基因为 ａｓｔ） 和细胞毒性

肠毒素 （编码基因为 ａｃｔ） ３ 类［４ － ６］ 。 其中， 不耐热细胞肠毒素是一种对热不稳定 （５６ ℃
条件下 ２０ ｍｉｎ 即失活） 的胞外毒素， 在污染食品、 人类腹泻和病鱼等样本所分离的细菌

中， 该基因的阳性检出率高， 分别达 ４３％ ～ ９９％ ［２，７ － ８］ 、 ６６􀆰 ７％ ～ １００％ ［９ － １０］ 、 ５６％ ～
９２％ ［１１ － １２］ 。 携带 ａｌｔ 基因的菌株可引起人类和多种水产动物的腹泻、 肠道充血发红、 肠

道溃疡、 溃疡性结肠炎等肠炎症状， 严重时可导致宿主死亡［２，１３ － １４］ 。 不耐热细胞肠毒素

具有细胞毒性和肠毒性， 其细胞毒性可通过提高真核细胞中环磷酸腺苷 （ ｃＡＭＰ） 的水

平， 引起仓鼠卵巢细胞发生形变拉长； 肠毒性可引起实验兔和大鼠结扎肠袢内液体分泌

物增加［６］ 。 此外， ａｌｔ 缺失的嗜水气单胞菌株在实验小鼠肠道内的定植能力显著下降［５］ 。
尽管 ａｌｔ 可能在嗜水气单胞菌诱发宿主肠炎过程中发挥着重要作用， 然而该基因的功能

及致病机制仍未解析。
本课题组从患有严重肠胃炎和腹腔充血的鳗鲡病灶部位分离、 纯化并鉴定到一株嗜

水气单胞菌 Ｂ１１。 首先， 利用特异性 ＰＣＲ 引物分别检测了肠毒素的 ３ 类基因 （ａｌｔ、 ａｓｔ
和 ａｃｔ）， 结果显示， 该菌株仅携带 ａｌｔ， 不含 ａｃｔ 和 ａｓｔ［１５ － １６］ 。 随后， 将 ａｌｔ 部分序列

（８２２ ｂｐ） 在 ＮＣＢＩ 数据库进行 ＢＬＡＳＴ 比对， 发现该序列与 ａｌｔ 基因 （Ｇｅｎｅ ＩＤ Ｌ７７５７３􀆰 １，
１３７１ ｂｐ） 和脂肪酶 ｌｉｐａｓｅ 基因 （Ｇｅｎｅ ＩＤ ＡＢ２３７１８３􀆰 １， ２４１８ ｂｐ） 的序列均高度相似， 相

似度分别高达 ９６􀆰 ７２％ 和 ９６􀆰 ８４％ 。 同时， 对 Ｂ１１ 进行全基因组测序 （ＩＤ ＣＰ０５３８５９􀆰 １），
结果发现， 在 Ｂ１１ 基因组中， ａｌｔ 位于注释为 ｌｉｐａｓｅ （ ｌｉｐａｓｅ 位于基因组第 ４ ６９９ ８３０ ～
４ ７０２ ２４７ 位， 全长为 ２４１８ ｂｐ） 的第 ４ ６９９ ８３０ ～ ４ ７０１ ３２８ 位， 全长为 １４９９ ｂｐ， 该结果

与之前报道［６，１７］的结果相近。 由于当前研究数据尚不足以明确区分 ａｌｔ 与 ｌｉｐａｓｅ 的功能差

异， 因此文中采用 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 表示该基因区域。
构建基因缺失株是解析细菌特定基因功能的重要手段［１８］ ， 而荧光标记技术可为致病

菌的动态研究提供可视化工具［１９］ 。 基因缺失技术与荧光标记技术的结合， 则可同时实现
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可视化追踪特定基因在致病菌中的功能， 为深入理解基因功能及致病机制提供重要材

料。 为了解析 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 的基因功能及其致病机制， 本文通过同源重组双交换技术构建绿

色荧光蛋白 （ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＧＦＰ） 标记的 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 菌株， 在此基础上， 利

用自杀质粒同源重组技术构建 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 缺失菌株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ， 利用抗性质粒构

建回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 和 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ。 此外， 本文通过分析上述不同菌株的生长

和生物被膜形成能力变化， 并通过激光共聚焦荧光显微镜观察 ＧＦＰ 标记菌株在斑马鱼活体

中的感染情况， 为进一步探究 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 的生物学功能及其致病机制提供重要的生物材料。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 菌株与质粒

嗜水气单胞菌 Ｂ１１ 菌株分离自患有严重肠胃炎和腹腔充血的鳗鲡病灶部位， 本课题

组分离保种； Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ β２１５５、 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＷＭ３０６４ 为本课题组储备。 质粒 ｐＣＶＤ４４２ （氨苄西林

抗性）、 ｐＡＣＹＣ１８４ （四环素抗性）、 ｐＭＭＢ２０７ （氯霉素抗性） 为本课题组储备。
１􀆰 ２　 引物的设计与合成

根据嗜水气单胞菌 Ｂ１１ 基因组 （ＣＰ０５３８５９􀆰 １）， 分别以 ｈｕ （第 ２ ６１６ ７３３ ～ ２ ６２１ ６６５
位） 基因序列设计荧光标记上下游同源重组臂引物对； 以 ｌｉｐａｓｅ （第 ４ ６９９ ８３０ ～ ４ ７０２ ２４７
位） 基因序列设计敲除、 回补上下游引物对。 本研究所用引物序列见表 １。

表 １　 本研究所用引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

序列名称 引物序列 用途　

ｈｕ⁃５Ｆ 　 　 ｇｔａａｔｃｃｇｇｔｔｃｇｔｇｃｔｇａｔｇｔｇｇｃｃ

ｈｕ⁃５Ｒ 　 　 ｇｔｔｇａｃｃｇｃｇｔｃｔｔｔｃａｇｇｇｃｃｔｔａｃ
ｈｕ 上游同源重组臂引物

ｈｕ⁃３Ｆ 　 　 ｇｃｃｇｇｇｃｇｃｔｇａｔｔｃｔａｃａｔｃｇｇ

ｈｕ⁃３Ｒ 　 　 ｃｔｔｃａｔｃｇｇａｇａｃｔｔｔｃａｃｇｔｃａｃｃｃａｇａｔａｇｇ
ｈｕ 下游同源重组臂引物

ｇｆｐ⁃Ｅｍ⁃Ｆ 　 　 ｇｔａａｇｇｃｃｃｔｇａａａｇａｃｇｃｇｇｔｃａａｃｃｇｔｇｇｔｔｃｔｇｇｔｇｇｔｇａａｇ

ｇｆｐ⁃Ｅｍ⁃Ｒ 　 　 ｃｃｇａｔｇｔａｇａａｔｃａｇｃｇｃｃｃｇｇｃｇｔｔａａｇｇｇａｔｇｃａｇｔｔｔａｔｇｃａｔｃ
ｇｆｐ⁃Ｅｍ 扩增引物

Ｂ１１⁃ｏｕｔＦ 　 　 ｇａｃｔｔｃｔａｃｇａｇａａｇｃｇｃｇａｃａｔｃｃａｃｇ

Ｂ１１⁃ｏｕｔＲ 　 　 ｃａｇｃａｇａｔａｇｔｃｇａｃｃｔｔｇａｃｃｔｇｃｔｃｇｔｃ
外侧鉴定引物

ｌｉｐａｓｅ⁃５Ｆ 　 　 ｃａｇｃａｇｇａｇｇｔｇａａｇｃｇｃｔｔｃｃｔｇ

ｌｉｐａｓｅ⁃５Ｒ 　 　 ｇｔｇａｃｃａａｃｇｇｃａｇｃｃｔｇｃｔｃａａｇ
ｌｉｐａｓｅ 上游同源重组臂引物

ｌｉｐａｓｅ⁃３Ｆ 　 　 ｃａｇｃａｔａｇｃａｃｔｇａｃｇａｃｔｇｃｇｇｃ

ｌｉｐａｓｅ⁃３Ｒ 　 　 ｇａｃｔｔｃｇｔｃａｇｃｃｔｇｃａｔｇａｃｔａｃｇａｃａｔｃ
ｌｉｐａｓｅ 下游同源重组臂引物

Ｔｃ⁃Ｆ 　 　 ｃｔｔｇａｇｃａｇｇｃｔｇｃｃｇｔｔｇｇｔｃａｃｃｃａａｇｇｇｔｔｇｇｔｔｔｇｃｇｃ

Ｔｃ⁃Ｒ 　 　 ｇｃｃｇｃａｇｔｃｇｔｃａｇｔｇｃｔａｔｇｃｔｇｔａａｔｔｃｔｃａｔｇｔｔｔｇａｃａｇｃｔｔａｔｃａｔｃ
四环素抗性基因扩增引物

ｌｉｐａｓｅ⁃ｏｕｔＦ 　 　 ｃａｃｔｇｇｔｇｇａｃｔａｃｃｔｃｔｃｃａｃｃ

ｌｉｐａｓｅ⁃ｏｕｔＲ 　 　 ｃｔｔａｃｃｔａｃａｔｃｃｃｔｇｔｇｇｔｇｃａｇｇ
外侧鉴定引物
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　 续表 １

序列名称 引物序列 用途　

ｌｉｐａｓｅ⁃ｉｎＦ 　 　 ｃａｔｔｇｃｃｇａｔｇｇａｃｔｇｇｔｔｇｇｃｇａｃ

ｌｉｐａｓｅ⁃ｉｎＲ 　 　 ｃａｇａｔｃｔａｔｇｃｃｇｇｃａｔｇｃａｇｇｃａｇ
内侧鉴定引物

ｐＭＭＢ２０７⁃Ｆ 　 　 ｇａｇｃｔｇｔｔｇａｃａａｔｔａａｔｃａｔｃｇｇｃ

ｐＭＭＢ２０７⁃Ｒ 　 　 ｃｔａｃｇｇｃｇｔｔｔｃａｃｔｔｃｔｇａｇｔｔｃ
载体通用引物

ｌｉｐａｓｅ⁃Ｆ 　 　 ａｃａｃａｇｇａａａｃａｇａａｔｔｃａｃｇｃｃｇｔｃａｇｃａｔｔｔｃａｔｇｇａｔａａｃ

ｌｉｐａｓｅ⁃Ｒ 　 　 ｃｔｇｃａｇｇｔｃｇａｃｔｃｔａｇａｔｔａｃｔｇｃｔｔｇａｇｃａｇｇｃｔｇｃｃ
ｌｉｐａｓｅ 扩增引物

ａｌｔ⁃Ｆ 　 　 ａｃａｃａｇｇａａａｃａｇａａｔｔｃｇａｃｃｃｇａｃｃｃｇｃｃａｇａｇｃｇａｇｔｔｇ

ａｌｔ⁃Ｒ 　 　 ｃｔｇｃａｇｇｔｃｇａｃｔｃｔａｇａｔｔａｃｔｇｃｔｔｇａｇｃａｇｇｃｔｇｃｃｇｔｔｇｇ
ａｌｔ 扩增引物

１􀆰 ３ 　 ＧＦＰ 标记嗜水气单胞菌株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 的构建与筛选

１􀆰 ３􀆰 １　 打靶片段的获取

利用超保真 ＤＮＡ 聚合酶从嗜水气单胞菌 Ｂ１１ 基因组中 （ ＣＰ０５３８５９􀆰 １ ∶ ２６１６７３３ ～
２６２１６６５） 以 ｈｕ 基因的上游引物 ｈｕ⁃５Ｆ ／ ５Ｒ 或下游引物 ｈｕ⁃３Ｆ ／ ３Ｒ 分别扩增上游、 下游同

源臂。 采用的反应体系为： ２ × ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ （ ＴａＫａＲａ） １０ μＬ， Ｂ１１ 基因组

ＤＮＡ ０􀆰 ２ μＬ， ｈｕ⁃５Ｆ ／ ５Ｒ （５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ２ μＬ 或 ｈｕ⁃３Ｆ ／ ３Ｒ （５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ２ μＬ，
水补足至 ２０ μＬ。 从 ｐＵＣ５７⁃ｇｆｐ⁃Ｅｍ 质粒中扩增 ｇｆｐ 基因、 红霉素抗性基因 （Ｅｍ）， 构建

引物序列 （ ｇｆｐ⁃Ｅｍ⁃Ｆ ／ Ｒ）， 反应体系为： ２ × ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ １０ μＬ， ｐＵＣ５７⁃ｇｆｐ⁃
Ｅｍ （１０ ｍｇ ／ Ｌ） ０􀆰 ２ μＬ， ｇｆｐ⁃Ｅｍ⁃Ｆ ／ Ｒ 各 ０􀆰 ２ μＬ， 水补足至 ２０ μＬ。 利用融合 ＰＣＲ 技术将

ｈｕ 基因上游、 下游同源臂与 ｇｆｐ、 Ｅｍ 序列连接， 反应体系为： ２ × ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ
１０ μＬ， ｈｕ⁃５Ｆ ／ ５Ｒ 扩增产物 ３􀆰 ２ μＬ， ｈｕ⁃３Ｆ ／ ３Ｒ 扩增产物 ３􀆰 ２ μＬ， ｇｆｐ⁃Ｅｍ⁃Ｆ ／ Ｒ 扩增产物

３􀆰 ２ μＬ， ｈｕ⁃５Ｆ ０􀆰 ２ μＬ， ｈｕ⁃３Ｒ ０􀆰 ２ μＬ。 通过 ＰＣＲ 扩增获得完整打靶片段 ｈｕ⁃ｇｆｐ⁃Ｅｍ （上
游同源臂⁃ｇｆｐ⁃Ｅｍ⁃下游同源臂）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 打靶载体 ｐＣＶＤ４４２⁃ｈｕ⁃ｇｆｐ⁃Ｅｍ 的构建和供体菌株的制备

利用限制性内切酶 Ｓｍａ Ｉ 将 ｐＣＶＤ４４２ 质粒于 ３０ ℃酶切 ４ ｈ， 电泳并回收线性化产物。
将打靶片段与线性化载体进行连接， 连接体系为： ｐＣＶＤ４４２ ／ Ｓｍａ Ｉ （５０ ｍｇ ／ Ｌ） ２ μＬ， ｈｕ⁃
ｇｆｐ⁃Ｅｍ （５０ ｍｇ ／ Ｌ） ６ μＬ， １０ × Ｔ４ ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ， Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ （５ Ｕ ／ μＬ， ＭＢＩ） １ μＬ。 将

连接产物电转化入大肠杆菌 ＤＨ５α λｐｉｒ， 利用含 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 氨苄青霉素 （Ａｍｐ） 和 ２００ ｍｇ ／ Ｌ
Ｅｍ 的 ＬＢ 平板进行抗性筛选， 阳性克隆命名为 ｐＣＶＤ４４２⁃ｈｕ⁃ｇｆｐ⁃Ｅｍ。

３７ ℃扩大培养单克隆， 提取打靶质粒 ｐＣＶＤ４４２⁃ｈｕ⁃ｇｆｐ⁃Ｅｍ， 将其电转化进入大肠杆

菌 β２１５５ 菌株， 铺含 １００ ｍｇ ／ Ｌ Ａｍｐ、 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 二氨基庚二酸 （ＤＡＰ） ＬＢ 平板进行抗

性筛选， ３７ ℃ 培养至单克隆形成。 此克隆即为用于接合实验的供体菌株 β２１５５ ／
ｐＣＶＤ４４２⁃ｈｕ⁃ｇｆｐ⁃Ｅｍ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 菌株接合与同源重组双交换

将节 １􀆰 ３􀆰 ２ 制备的 ５００ μＬ 供体菌 β２１５５ ／ ｐＣＶＤ４４２⁃ｈｕ⁃ｇｆｐ⁃Ｅｍ 菌液与 ５００ μＬ 受体菌

嗜水气单胞菌 Ｂ１１ 菌液混合进行接合， 将接合后菌液洗脱于 １ ｍＬ ＬＢ 培养液， 吸取 ５０ μＬ
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涂布含抗 ＬＢ 平板 （含 ２００ ｍｇ ／ Ｌ Ｅｍ）， ３０ ℃培养至单克隆形成。 这些克隆的基因组上通

过一侧同源臂重组整合有完整的打靶质粒序列， 即为单交换重组克隆， 命名为 Ｂ１１ ／
ｐＣＶＤ４４２⁃ｈｕ⁃ｇｆｐ⁃Ｅｍ。 随机挑选若干单克隆， 接种于无抗性 ＬＢ 培养液， ３０ ℃ 、 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ
扩大培养， 筛选双交换重组克隆。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＧＦＰ 标记菌株的阳性筛选

图 1 GFP 标记的嗜水气单胞菌株
B11∶∶GFP 的构建流程图

Fig.1 Construction flowchart of
GFP鄄labeled Aeromonas
hydrophila strain B11∶∶GFP

利用重组手臂外侧引物对双交换重组克隆进行菌

液 ＰＣＲ 鉴定。 取阳性克隆少量菌液， 划线接种 ＬＢ 蔗

糖平板 （不含 ＮａＣｌ， 含 １０％ （质量分数） 蔗糖和 ２００
ｍｇ ／ Ｌ Ｅｍ）， ３０ ℃ 培养至单克隆形成， 以去除整合有

自杀质粒的单交换重组克隆和双交换重组回复的原始

克隆。 挑取阳性克隆扩大培养， 外侧引物再次验证。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＧＦＰ 标记的嗜水气单胞菌株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 的构建

流程

ＧＦＰ 标记的嗜水气单胞菌株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 的构建流

程见图 １。
１􀆰 ４　 ＧＦＰ 标记 ｌｉｐａｓｅ 基因缺失嗜水气单胞菌株 Ｂ１１∶ ∶

ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 的构建与筛选

１􀆰 ４􀆰 １　 打靶片段的获取

用超保真 ＤＮＡ 聚合酶从嗜水气单胞菌 Ｂ１１ 基因

组上扩增 ｌｉｐａｓｅ 基因的上游、 下游同源臂， 引物序列为

ｌｉｐａｓｅ⁃５Ｆ ／ ５Ｒ 和 ｌｉｐａｓｅ⁃３Ｆ ／ ３Ｒ， 反应体系为： ２ × Ｐｒｉｍｅ⁃
ＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ １０ μＬ， Ｂ１１ 基因组 ＤＮＡ ０􀆰 ２ μＬ，
ｌｉｐａｓｅ⁃５Ｆ ／ ５Ｒ （ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ） ０􀆰 ２ μＬ 或 ｌｉｐａｓｅ⁃３Ｆ ／ ３Ｒ
（５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ２ μＬ， 水补充至 ２０ μＬ。 从 ｐＡＣＹＣ１８４
质粒上扩增四环素抗性基因 （Ｔｃ）， 反应体系为： ２ ×
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ １０ μＬ， ｐＡＣＹＣ１８４ （１０ ｍｇ ／ Ｌ）
０􀆰 ２ μＬ， Ｔｃ⁃Ｆ ／ Ｒ （５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ２ μＬ， 水补充至

２０ μＬ。 利用融合 ＰＣＲ 技术， 将 ｌｉｐａｓｅ 基因上游、 下游

同源臂与 Ｔｃ 抗性基因片段连接， 反应体系为： ２ ×
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ １０ μＬ， ｌｉｐａｓｅ⁃５Ｆ ／ ５Ｒ 扩增产物

３􀆰 ２ μＬ， ｌｉｐａｓｅ⁃３Ｆ ／ ３Ｒ 扩增产物 ３􀆰 ２ μＬ， Ｔｃ⁃Ｆ ／ Ｒ 扩增产物 ３􀆰 ２ μＬ， ｌｉｐａｓｅ⁃５Ｆ ０􀆰 ２ μＬ，
ｌｉｐａｓｅ⁃３Ｒ ０􀆰 ２ μＬ。 扩增得到完整打靶片段 Δｌｉｐａｓｅ∶ ∶ Ｔｃ （上游同源臂⁃Ｅｍ⁃下游同源臂）。
１􀆰 ４􀆰 ２　 打靶质粒 ｐＣＶＤ４４２⁃Δｌｉｐａｓｅ∶ ∶ Ｔｃ 的构建与供体菌株的制备

利用限制性内切酶 Ｓｍａ Ｉ 将 ｐＣＶＤ４４２ 质粒在 ３０ ℃条件下酶切 ４ ｈ。 将打靶片段与线

性化 ｐＣＶＤ４４２ 质粒 １６ ℃ 连接过夜， 连接体系为： ｐＣＶＤ４４２ ／ Ｓｍａ Ｉ （５０ ｍｇ ／ Ｌ） ２ μＬ，
Δｌｉｐａｓｅ∶ ∶ Ｔｃ （５０ ｍｇ ／ Ｌ） ６ μＬ， １０ × Ｔ４ ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ， Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ １ μＬ。 连接产物回收纯

化， 并电转化入大肠杆菌 ＤＨ５α λｐｉｒ， 在含 ５０ ｍｇ ／ Ｌ Ａｍｐ 和 １０ ｍｇ ／ Ｌ Ｔｃ 的 ＬＢ 平板上涂
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板， 于 ３７ ℃培养至单克隆形成。 在 Ａｍｐ、 Ｔｃ 双抗性平板上生长的克隆为含有打靶片段

的阳性克隆， 命名为 ｐＣＶＤ４４２⁃Δｌｉｐａｓｅ∶ ∶ Ｔｃ。
将上述阳性克隆扩大培养并提取打靶质粒 ＤＮＡ， 将打靶质粒 ｐＣＶＤ４４２⁃Δｌｉｐａｓｅ∶ ∶ Ｔｃ 电

转化入大肠杆菌 β２１５５ 菌株， 铺 ＬＢ 平板 （含 １００ ｍｇ ／ Ｌ Ａｍｐ， ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＡＰ）， ３７ ℃培

养至单克隆形成。 此克隆即为用于接合实验的供体菌株 β２１５５ ／ ｐＣＶＤ４４２⁃Δｌｉｐａｓｅ∶ ∶ Ｔｃ。
１􀆰 ４􀆰 ３　 菌株接合

将 ５００ μＬ 供体菌 β２１５５ ／ ｐＣＶＤ４４２⁃Δｌｉｐａｓｅ∶ ∶ Ｔｃ 菌液与 ５００ μＬ 受体菌嗜水气单胞菌

Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 菌液进行接合。 取 ５０ μＬ 接合后菌液涂布于含有 ２０ ｍｇ ／ Ｌ Ｔｃ 的 ＬＢ 平板， ３０ ℃
培养至单克隆形成。 随机挑选单克隆扩大培养， 取 ５０ μＬ 培养液铺于含 １０％ （质量分

数） 蔗糖的 ＬＢ 平板 （含 ２０ ｍｇ ／ Ｌ Ｔｃ， 不含 ＮａＣｌ）， ３０ ℃培养至单克隆形成。
１􀆰 ４􀆰 ４　 ｌｉｐａｓｅ 基因敲除菌株筛选

图 2 GFP 标记 lipase 基因缺失嗜
水气单胞菌株 B11∶∶GFP Δalt/lipase

的构建流程
Fig.2 Construction flowchart of

GFP鄄labeled lipase鄄deleted
Aeromonas hydrophila strain

B11∶∶GFP Δalt/lipase

Δ

随机挑取单克隆并扩大培养， 利用 ｌｉｐａｓｅ 基因内

侧、 外侧引物对其进行菌液 ＰＣＲ 鉴定。 将阳性克隆命

名为 Ｂ１１⁃ＧＦＰ ／ Ｅｍ／ Δｌｉｐａｓｅ ∶ ∶ Ｔｃ， 简称为 Ｂ１１ ∶ ∶ ＧＦＰ
Δｌｉｐａｓｅ。
１􀆰 ４􀆰 ５　 ＧＦＰ 标记 ｌｉｐａｓｅ 基因缺失嗜水气单胞菌株 Ｂ１１∶ ∶

ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 的构建流程

ＧＦＰ 标记 ｌｉｐａｓｅ 基因缺失嗜水气单胞菌株 Ｂ１１∶ ∶
ＧＦＰ Δｌｉｐａｓｅ 的构建流程见图 ２。
１􀆰 ５　 回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 和 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ 的构建

１􀆰 ５􀆰 １　 基因扩增与克隆

用超保真 ＤＮＡ 聚合酶扩增 ｌｉｐａｓｅ （或 ａｌｔ） 基因片

段。 使用限制性内切酶 ＥｃｏＲ Ｉ、 Ｘｂａ Ｉ 将 ｐＭＭＢ２０７ 质

粒线性化， 利用 Ｉｎ⁃ｆｕｓｉｏｎ 方法将 ｌｉｐａｓｅ （或 ａｌｔ） 基因

片段与线性化 ｐＭＭＢ２０７ 质粒连接， 将连接产物热激

转化 ＴＯＰ１０ 化学感受态细胞后， 吸取 １００ μＬ 菌液铺

在含 ２０ ｍｇ ／ Ｌ 氯霉素 （ Ｃｍ） 的 ＬＢ 平板上， 于 ３７ ℃
培养至单克隆形成。 随机挑取若干单克隆并扩大培

养， 利用 ｐＭＭＢ２０７⁃Ｆ ／ Ｒ 载体通用引物对菌液进行

ＰＣＲ 鉴定。
１􀆰 ５􀆰 ２　 供体菌的制备

将构建的质粒 ｐＭＭＢ２０７⁃ｌｉｐａｓｅ 或 ｐＭＭＢ２０７⁃ａｌｔ 电
转化入大肠杆菌 ＷＭ３０６４ 菌株。 取 ５０ μＬ 复苏后电转

化菌液铺 ＬＢ 平板 （ 含 ２０ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｍ、 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＤＡＰ） ， ３７ ℃ 培 养 至 单 克 隆 形 成， 克 隆 命 名 为

ＷＭ３０６４ ／ ｐＭＭＢ２０７⁃ｌｉｐａｓｅ 或 ＷＭ３０６４ ／ ｐＭＭＢ２０７⁃ａｌｔ。
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图 3 回补株 B11∶∶GFP C鄄lipase 与
B11∶∶GFP C鄄alt 的构建流程图

Fig.3 Construction flowchart of
B11∶∶GFP C鄄lipase and B11∶∶GFP C鄄alt

１􀆰 ５􀆰 ３　 接合反应及阳性克隆的鉴定

取 ５００ μＬ 供体菌 ＷＭ３０６４ ／ ｐＭＭＢ２０７⁃ｌｉｐａｓｅ
菌液或 ＷＭ３０６４ ／ ｐＭＭＢ２０７⁃ａｌｔ 菌液， 与 ５００ μＬ 受

体菌 Ｂ１１ ∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 菌液混合进行接合实

验。 取 １００ μＬ 接合后菌液涂布于含有 ２０ ｍｇ ／ Ｌ
Ｃｍ 的 ＬＢ 平板， ３０ ℃培养至单克隆形成。 挑取单

克隆扩大培养， 用 ｐＭＭＢ２０７⁃Ｆ ／ Ｒ 引物对其进行

菌液 ＰＣＲ 鉴定。 将阳性克隆命名为 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃
ｌｉｐａｓｅ 或 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ。
１􀆰 ５􀆰 ４　 回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 与 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃

ａｌｔ 的构建流程

回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 与 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ
的构建流程见图 ３。
１􀆰 ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 验证

利用 Ｐｒｏｍｅｇａ Ｅａｓｔｅｐ® Ｓｕｐｅｒ 总 ＲＮＡ 提取试

剂盒分别提取 Ｂ１１ ∶ ∶ ＧＦＰ、 缺失株 Ｂ１１ ∶ ∶ ＧＦＰ
Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ、 回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 与 Ｂ１１∶ ∶
ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ 的 总 ＲＮＡ 后， 用 ｂｉｏｓｈａｒｐ® Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ 逆转录试剂盒制备各菌 ｃＤＮＡ 模

板。 使用 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ 将制备的 ｃＤＮＡ 质量浓度

调整至 １００ ｍｇ ／ Ｌ 作为模板。 利用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应体

系， 以 １６Ｓ ｒＲＮＡ 作为内参 （１６Ｓ ｒＲＮＡ⁃ｑＦ：ＴＡＡＴ⁃
ＡＣＣＧＣＡＴＡＣＧＣＣＣＴＡＣ； １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃ｑＲ：ＧＧＡＣＣＧＴＧ⁃
ＴＣＴＣＡＧＴＴＣＣＡＧ） ［２０］ ， 检测 ａｌｔ 毒力基因 （ ａｌｔ⁃
ｑＦ：ＣＣＡＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＣＡＡＣＡＣＣ； ａｌｔ⁃ｑＲ：ＣＡＧＣＧ⁃
ＣＡＴＡＧＧＣＧＴＴＣＴＣＴＴ） 的相对表达水平。 反 应 体 系 为： ２ × ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ｑＰＣＲ Ｐｒｅｍｉｘ
（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ） ５ μＬ， ａｌｔ⁃ｑＦ ／ ｑＲ （ 或 １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃ｑＦ ／ ｑＲ） 各 ０􀆰 ２ μＬ， ｃＤＮＡ ０􀆰 ２５ μＬ，
ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ Ｈ２ Ｏ 补足 １０ μＬ。 两步法扩增， 扩增条件为： ９５ ℃ ， １０ ｍｉｎ； ９５ ℃ ， １５ ｓ，
６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环。
１􀆰 ７　 生长曲线的绘制

将 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ、 缺失株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ、 回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ、 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ
Ｃ⁃ａｌｔ 分别于相应抗性 ＬＢ 平板 （２００ ｍｇ ／ Ｌ Ｅｍ、 ２０ ｍｇ ／ Ｌ Ｔｃ、 ２０ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｍ、 ２０ ｍｇ ／ Ｌ Ｃｍ）
划线接种， 于 ３０ ℃复苏。 挑取单克隆培养至对数生长期 （Ａ６００ ≈ ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ９）。 用无抗 ＬＢ
培养液将上述菌株分别调整至 Ａ６００ ＝ ０􀆰 ２， 使用 ＬＢ 培养液稀释 １０ ０００ 倍。 ９６ 孔板各孔

吸入 ２００ μＬ 菌液， 每株菌共进行 ６ 个重复孔， 将板放置酶标仪内， 设定 ３０ ℃连续线性

振荡培养 ４８ ｈ， 程序设定每间隔 １ ｈ 检测一次 Ａ６００ ， 用以指示菌株生长情况［２１］ 。
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１􀆰 ８　 生物被膜形成能力的测定

将 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ、 缺失株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ、 回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ、 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ
Ｃ⁃ａｌｔ 调整至 Ａ６００ ＝ ０􀆰 ２。 ９６ 孔板每孔上样 １００ μＬ 各菌液， 在 ３０ ℃条件下静置培养 ２４ ｈ，
用灭菌 ＰＢＳ 轻洗每孔 ３ 次， 风干 １０ ｍｉｎ。 每孔加入 １５０ μＬ ０􀆰 １％ （质量分数） 结晶紫溶

液对孔内形成的生物膜染色 １５ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 轻洗后， 每孔加入 ２００ μＬ ３３％ （体积分数）
乙酸溶液， 轻轻吹打混匀。 将板放置酶标仪内测定 ５９０ ｎｍ 处的吸光度值， 每株菌 ６ 个重

复孔， 用以指示生物被膜形成情况［２２］ 。
１􀆰 ９　 激光共聚焦荧光显微镜的观察

１） 观察 ＧＦＰ 标记菌株。 将 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 菌液 ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ， 吸弃上清液， 灭

菌 ＰＢＳ 清洗 ２ 次， ＰＢＳ 重悬菌体沉淀。 吸取 １５ μＬ 菌液滴于无菌载玻片中央以制片。 同

时设置未加 ＧＦＰ 荧光标记的 Ｂ１１ 菌株作为阴性对照。 激光共聚焦显微镜对载玻片进行拍

照观察， 进一步验证 ＧＦＰ 标签是否添加成功。
２） 观察菌株感染过程。 制备 Ｂ１１ ∶ ∶ ＧＦＰ、 缺失株 Ｂ１１ ∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ、 回补株

Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 的 ＰＢＳ 菌悬液， 并将菌液浓度调至 １ × １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 对孵化 ６ ｄ 后的

斑马鱼幼鱼进行浸泡感染 ３０ ｍｉｎ。 使用 ＭＳ⁃２２２ 麻醉液将幼鱼麻醉， 用 １％ （质量分数）
低熔点琼脂糖固定幼鱼， 于激光共聚焦荧光显微镜下观察拍照。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 的构建、 筛选与鉴定

首先， 选择 Ｂ１１ 基因组 （ＣＰ０５３８５９􀆰 １） 第 ２ ６１６ ７３３ ～ ２ ６２１ ６６５ 位的 ｈｕ 基因区域插

入 ｇｆｐ 基因。 利用 ＰＣＲ 技术成功扩增得到 ｈｕ 的上游、 下游同源臂， 大小分别为 ７８５ ｂｐ
（图 ４ａ 的泳道 １） 和 ７９１ ｂｐ （图 ４ａ 的泳道 ２）； 同时， 成功从 ｐＵＣ５７⁃ｇｆｐ⁃Ｅｍ 质粒上扩增

得到 ｇｆｐ⁃Ｅｍ 扩增片段， 大小为 １６６５ ｂｐ （图 ４ａ 的泳道 ３） ； 通过融合 ＰＣＲ 技术， 成功

连接 ｈｕ 基因上游、 下游同源臂序列与 ｇｆｐ⁃Ｅｍ 序列， 得到完整打靶片段 ｈｕ⁃ｇｆｐ⁃Ｅｍ， 大小

为 ３１９２ ｂｐ （图 ４ａ 的泳道 ４）。
然后， 利用同源臂外侧引物 （Ｂ１１⁃ｏｕｔ Ｆ ／ Ｒ） 对双交换重组克隆进行菌液 ＰＣＲ 鉴定，

结果如图 ４ｂ 所示， 第 １７ 号克隆扩增到与预期大小相符的双片段， 长度为 ３３７８、 １７６５ ｂｐ
（图 ４ｂ 的泳道 １９）。 取第 １７ 号阳性克隆， 划线接种于 ＬＢ 蔗糖平板 （不含 ＮａＣｌ， 含 １０％
蔗糖和 ２００ ｍｇ ／ Ｌ Ｅｍ）， ３０ ℃培养至单克隆形成， 挑取阳性克隆扩大培养， 外侧引物再

次验证， 扩增到与预期大小相符的 ３３７８ ｂｐ 片段 （图 ４ａ 的泳道 ６）， 说明第 １７ 号阳性克

隆荧光标记成功， 且成功除去整合有自杀质粒的单交换重组克隆和双交换重组回复的原

始克隆。
对 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 菌株进行进一步的荧光标记鉴定， 结果显示， Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 菌株可以明

显观察到绿色荧光蛋白标记的菌体， 而未添加 ＧＦＰ 标记的 Ｂ１１ 菌株则无法在荧光显微镜

视野中成像 （图 ４ｃ）。
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图 4 B11∶∶GFP 的构建、 筛选与鉴定
Fig.4 Construction,screening and identification of B11∶∶GFP

c） 荧光标记菌株 B11∶∶GFP 的验证

a) 构建与鉴定

说明： 泳道 1 为阴性对照； 泳道 2 为原始菌株； 泳道 3~24 为单克隆。

b） B11∶∶GFP 阳性克隆筛选

说明： 泳道 1 为 hu 上游同源臂片段； 泳道 2 为 hu 下游同源臂片段； 泳道 3 为 gfp鄄Em 片段；泳道
4 为打靶片段 hu鄄gfp鄄Em； 泳道 5 为无模板阴性对照外侧引物扩增结果； 泳道 6 为第 17 号
单克隆阳性鉴定外侧引物扩增结果。

２􀆰 ２　 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 的构建、 筛选与鉴定

ＰＣＲ 扩增得到 ｌｉｐａｓｅ 基因上游同源臂、 下游同源臂和四环素抗性基因编码序列， 片

段大小分别为 ８４０ ｂｐ （图 ５ａ 的泳道 １）、 ８６４ ｂｐ （图 ５ａ 的泳道 ２） 和 １４２５ ｂｐ （图 ５ａ 的

泳道 ３）； 融合 ＰＣＲ 技术成功将这 ３ 个片段融合， 得到打靶片段 Δｌｉｐａｓｅ ∶ ∶ Ｔｃ， 大小为

３０８１ ｂｐ （图 ５ａ 的泳道 ４）。
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四环素抗性和 １０％ 蔗糖对单克隆进行筛选， 利用内侧引物 （ ｌｉｐａｓｅ⁃ｉｎ Ｆ ／ Ｒ） 进行鉴

定， 结果 （图 ５ｂ） 显示， １ ～ １０ 号克隆扩增到了片段大小为 ３４３ ｂｐ 的 ｌｉｐａｓｅ 特异性序列

（泳道 ３ ～ １２）， 说明基因缺失失败； １１ ～ １４ 号克隆则显示无任何扩增片段 （泳道 １３ ～
１６）， 说明 ｌｉｐａｓｅ 缺失成功。

用外侧引物 （ ｌｉｐａｓｅ⁃ｏｕｔ Ｆ ／ Ｒ） 进一步鉴定， 结果 （图 ５ａ） 显示， 扩增到与预期替代

片段大小相符的 ３２６６ ｂｐ 片段 （图 ５ａ 的泳道 ６）， 说明 ｌｉｐａｓｅ 基因缺失成功。 此外， 将扩增

片段进行了测序， 与预期序列相符， 表明成功构建了 ｌｉｐａｓｅ 基因缺失株 Ｂ１１∶ ∶ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ。

图 5 B11∶∶GFP Δalt/lipase 的构建、 筛选与鉴定
Fig.5 Construction,screening and identification of B11∶∶GFP Δalt/lipase

a) 构建与鉴定

说明： 泳道 1 为阴性对照； 泳道 2 为原始菌株， 含有 alt/lipase； 泳道 3~16 为待筛选的单克隆。

b） B11∶∶GFP Δalt/lipase 阳性克隆筛选内部引物扩增结果

说明： 泳道 1 为 lipase 上游同源臂片段； 泳道 2 为 lipase 下游同源臂片段； 泳道 3 为四环素
抗性基因片段； 泳道 4 为打靶片段 Δlipase∶∶Tc； 泳道 5 为阴性对照； 泳道 6 为第 14 号
阳性单克隆外侧引物扩增结果。

·８８３·
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２􀆰 ３　 回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 和 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ 的构建、 筛选与鉴定

采用携带氯霉素抗性基因的 ｐＭＭＢ２０７ 质粒作为缺失株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 的回补

质粒。 当 ｌｉｐａｓｅ 或 ａｌｔ 基因克隆入设计位点后， 扩增产物长度分别为 ２７２３、 １５１７ ｂｐ。 结

果显示， 成功扩增到 ｌｉｐａｓｅ 基因， 片段长度为 ２４９９ ｂｐ （图 ６ａ 的泳道 １）。 利用 ｐＭ⁃
ＭＢ２０７⁃Ｆ ／ Ｒ 载体通用引物进行 Ｔｏｐ１０ 阳性克隆鉴定， 结果显示， 单克隆 １ ～ ５ 号 （图 ６ｂ
的泳道 ２ ～ ６） 和 ７ 号 （图 ６ｂ 的泳道 ８） 仅扩增到 ２８１ ｂｐ 片段， 说明 ｐＭＭＢ２０７⁃ｌｉｐａｓｅ 质

粒转化失败； 单克隆 ６ 号扩增到了与预期大小相符的 ２７２３ ｂｐ 片段 （图 ６ｂ 的泳道 ７），
说明单克隆 ６ 号 ｐＭＭＢ２０７⁃ｌｉｐａｓｅ 质粒转化 Ｔｏｐ１０ 成功。

菌株接合鉴定结果显示， 单克隆菌液扩增到与预期大小 ２７２３ ｂｐ 相符的片段 （图 ６ａ
的泳道 ３）， 表明成功构建了回补菌株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ。 同理， 图 ７ 的结果显示， 成功

扩增了 ａｌｔ 基因， 片段长度为 １２９３ ｂｐ （图 ７ａ 的泳道 １）。 Ｔｏｐ１０ 阳性克隆鉴定结果显示，
１１ 个单克隆均扩增到与预期大小 １５１７ ｂｐ 相符的片段 （图 ７ｂ 的泳道 ３、 ５、 ７、 ８、 １１、
１３、 １４、 １５、 １７、 １８、 ２０）， 为 ａｌｔ 基因的阳性质粒回补株。 菌株接合鉴定结果显示， 单

克隆菌液具有符合预期长度的 １５１７ ｂｐ 扩增片段 （图 ７ａ 的泳道 ３）， 表明成功构建了回

补菌株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ。

图 6 回补株 B11∶∶GFP C鄄lipase 的构建、 筛选与鉴定
Fig.6 Construction,screening and identification of B11∶∶GFP C鄄lipase

a) 构建与鉴定

说明： 泳道 1 为 lipase 基因扩增结果； 泳道 2 为
阴性对照； 泳道 3 为 6 号阳性克隆
pMMB207 通用引物扩增结果。

b) pMMB207鄄lipase 阳性克隆筛选扩增结果

说明： 泳道 1 为阴性对照； 泳道 2~8 为单克
隆 pMMB207 通用引物扩增结果。

3000

2000
2723 bp

281 bp

3000

2000

3000

2000

bpbp M 1 bpbp M 2 3 bpbp M 2 61 43 75 8

·９８３·



集美大学学报 （自然科学版） 第 ３１ 卷

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

图 7 回补株 B11∶∶GFP C鄄alt 的构建、 筛选与鉴定
Fig.7 Construction, screening and identification of B11∶∶GFP C鄄alt

a) 构建与鉴定

说明： 泳道 1 为 alt 基因扩增结果； 泳道 2 为阴性
对照； 泳道 3 为 19 号阳性克隆 pMMB207
通用引物鉴定结果。

b） pMMB207鄄alt 阳性克隆筛选扩增结果

说明： 泳道 1 为阴性对照； 泳道 2~24 为单克
隆 pMMB207 通用引物扩增结果。
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２􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 验证结果

以 １６Ｓ ｒＲＮＡ 作为内参， 以 ａｌｔ 为检测靶标， 定量检测 Ｂ１１ ∶ ∶ ＧＦＰ、 Ｂ１１ ∶ ∶ ＧＦＰ
Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ、 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 和 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ 中的 ａｌｔ 相对表达量。 结果 （图 ８） 显

示， ａｌｔ 在缺失株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 中不表达， 说明 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 缺失彻底； 回补株 Ｂ１１∶ ∶
ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ 中 ａｌｔ 表达量是 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 的 ４􀆰 ０９ 倍； 回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 中 ａｌｔ 表达量

是 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 的 ３􀆰 ５３ 倍， 说明以质粒形式回补的菌株中， ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 的拷贝数显著提升。
２􀆰 ５　 生长曲线的绘制

将 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ、 缺失株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ、 回补株 （Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 和 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ
Ｃ⁃ａｌｔ） 调整至相同 Ａ６００ 值， 接种于 ９６ 孔板， 培养 ４８ ｈ， 每间隔 １ ｈ 检测 Ａ６００ 值。 结果

（图 ９） 显示， Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ、 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ、 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 和 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ
在 ４ ｈ 内生长速率无差异， 约 ５ ｈ 时均进入对数生长期； ８ ～ ３４ ｈ 时， Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 生长速

率较 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ、 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 和 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ 稍快， 四者生长趋势

相同； ４２ ｈ 后四者生长速率相似。 表明 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 的缺失并未影响嗜水气单胞菌的生长。

图 9 B11∶∶GFP、 B11∶∶GFP Δalt/lipase、 B11∶∶
GFP C鄄lipase、 B11∶∶GFP C鄄alt 的生长曲线图
Fig.9 Growth kinetics of B11∶∶GFP, B11∶∶
GFP Δalt/lipase, B11∶∶GFP C鄄lipase and

B11∶∶GFP C鄄alt
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图 8 B11∶∶GFP、 B11∶∶GFP Δalt/lipase、 B11∶∶
GFP C鄄lipase 和 B11∶∶GFP C鄄alt 的 alt 相对表达量

Fig.8 alt relative expression of B11::GFP,
B11∶∶GFP Δalt/lipase, B11∶∶GFP C鄄lipase and

B11∶∶GFP C鄄alt
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说明： 1—B11∶∶GFP； 2—B11∶∶GFP Δalt/lipase；
3—B11∶∶GFP C鄄lipase； 4—B11∶∶GFP C鄄alt
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２􀆰 ６　 生物被膜形成能力

采用结晶紫法测定 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ、 缺失株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ、 回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃
ｌｉｐａｓｅ 和 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ 的生物被膜形成能力。 结果 （图 １０） 显示， 缺失株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ
Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 的生物被膜形成能力较 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 显著降低； 回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ、 Ｂ１１∶ ∶
ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ 的生物被膜形成能力恢复， 介于 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ 和 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 之间。 表

明， ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 缺失可显著降低嗜水气单胞菌生物被膜形成能力。

图 10 alt/lipase 缺失对嗜水气单胞菌生物被膜形成能力的影响
Fig.10 Effect of alt/lipase deletion on the biofilm formation ability of A. hydrophila

说明： 不同小写字母表示差异具有统计学意义（P<0.05）。 1—B11∶∶GFP； 2—B11∶∶GFP Δalt/lipase；
3—B11∶∶GF C鄄lipase； 4—B11∶∶GFP C鄄alt
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２􀆰 ７　 荧光活体观察

斑马鱼幼鱼人工感染嗜水气单胞菌后， 荧光观察结果 （图 １１） 显示， 在斑马鱼幼鱼

头部内可以明显观察到 ＧＦＰ 标记的嗜水气单胞菌定位情况， 表明嗜水气单胞菌 ＧＦＰ 标

记株、 基因缺失与回补株可应用于活体示踪观察。

图 11 B11∶∶GFP、 B11∶∶GFP Δalt/lipase、 B11∶∶GFP C鄄lipase 感染斑马鱼幼鱼活体成像图
Fig.11 In vivo imaging of zebrafish larvae infected with B11∶∶GFP,

B11∶∶GFP Δalt/lipase and B11∶∶GFP C鄄lipase

·１９３·
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３　 讨论
３􀆰 １　 采用同源重组双交换技术构建荧光标记的嗜水气单胞菌菌株 Ｂ１１∶ ＧＦＰ

荧光蛋白标记技术为研究致病菌入侵宿主的动态过程提供了强有力的可视化工具。
其中， 绿色荧光蛋白 （ＧＦＰ） 因其分子质量相对较小、 基因序列短、 发光机制独特 （紫

外或蓝光范围波长的激发下不需添加其他外源底物即可发出绿色荧光）、 检测方便等优

点在生物学研究中得以广泛应用［２３］ 。 目前， ＧＦＰ 基因已成功转化到嗜水气单胞菌

（Ａ􀆰 ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ ） ［２４］ 、 杀 鲑 气 单 胞 菌 （ Ａ􀆰 ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ ） ［２５］ 、 鳗 弧 菌 （ Ｖｉｂｒｉｏ ａｎｇｕｉｌｌａ⁃
ｒｕｍ） ［１９］ 、 灿烂弧菌 （Ｖ􀆰 ｓｐｌｅｎｄｉｄｕｓ） ［１９］等多种水产动物致病菌， 通过 ＧＦＰ 示踪可以实时

观察致病菌入侵活细胞的动态过程， 定量检测致病菌增殖情况， 可视化展示组织切片中

致病菌在细胞或组织中的分布情况， 为研究致病菌侵染宿主的相关致病机制提供了有效

手段。 然而， 上述研究中 ＧＦＰ 荧光标记主要依靠外源表达质粒载体， 其原理是首先将

ＧＦＰ 基因克隆到适当的表达载体上， 然后通过电击、 热激或化学等方法将携带 ＧＦＰ 基因

的表达载体导入宿主菌， 最后利用选择性培养基或抗生素等筛选方法， 筛选出成功转化

并表达荧光标记物的阳性菌株［１９，２４ － ２５］ 。 这种传统的荧光标记方式需要利用载体质粒和抗

生素来维持荧光标记物的表达， 一旦载体质粒丢失或菌株产生了耐药性， 就会造成 ＧＦＰ
荧光标记的失败。

本文利用同源重组双交换技术， 将 ＧＦＰ 基因直接整合到目标菌株的基因组中以实现

荧光标记［２６ － ２７］ 。 将 ＧＦＰ 基因克隆到自杀质粒载体 ｐＣＶＤ４４２ 上， 并在其两端引入与宿主

菌基因组中目标整合位点同源的序列； 利用电击法将其转入大肠杆菌中制备供体菌； 通

过接合转移的方式将携带 ＧＦＰ 基因的自杀质粒通过同源重组整合到宿主菌基因组的指定

位置。 由于自杀质粒无法在宿主菌中自主复制， 因此， 在选择性压力下 （如 １０％ 蔗糖）
筛选出同源重组成功的阳性菌株［２６］ 。 目前， 利用同源重组双交换技术已经成功将 ＧＦＰ
基因有效整合至青枯雷尔氏菌 （Ｒａｌｓｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ） 基因组指定区域， 并发现其生

物学特性、 致病性与野生菌株的差异不具有统计学意义［２８］ 。
与传统荧光标记的方法相比， 本研究构建的 ＧＦＰ 标记菌株能将荧光特性稳定遗传给

下一代， 更加适合进行长期观察和研究， 同时减少对外源质粒的依赖， 以及抗生素耐药

性等带来的荧光信号减弱或丢失的风险， 且在后续实验中无需额外操作来保持荧光信号

的稳定性。 以这种方法构建荧光标记菌株， 更加适合在此基础上构建特定基因的缺失菌

株。 可见， 本研究构建的嗜水气单胞菌荧光标记菌株 Ｂ１１∶ ＧＦＰ 具有稳定性强、 无外源质

粒依赖、 操作简单等优势， 同时为进一步构建荧光标记的基因缺失菌株和回补菌株提供

了更加稳定的菌株材料。
３􀆰 ２　 采用自杀载体同源重组法构建缺失株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ

构建基因缺失株是研究细菌相关致病基因功能的重要途径。 目前， 常见的基因缺失

方法主要有同源重组法、 随机插入突变法、 ＲＮＡ 干扰法、 锌指核酸酶技术 （ ＺＦＮ 法）、
转录激活因子样效应蛋白核酸酶技术 （ ＴＡＬＥＮ 法） 和 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 技术等［２９］ 。 其中，
同源重组法常用于细菌基因功能的研究， 主要包括自杀载体同源重组法和 Ｒｅｄ 同源重组

法。 相比于 Ｒｅｄ 同源重组法， 自杀载体法优势在于可以做到无痕缺失， 不会在细菌基因
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组上残留 ＦＲＴ 位点， 更加适合难以通过热击或电击导入外源 ＤＮＡ 的菌种［３０］ 。 目前， 国内

外已有许多利用自杀载体介导的同源重组技术成功构建基因缺失菌株的报道［３０ － ３２］ 。
本研究采用自杀载体同源重组法构建嗜水气单胞菌 Ｂ１１ 的 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 基因缺失株。 目

前， 同源重组常用的自杀载体有 ｐＣＶＤ４４２、 ｐＫ１８ｍｏｂ、 ｐＳＶＰ２０２、 ｐＫＳＶ７、 ｐＥＸ１８Ｔｃ 等，
不同自杀载体实现缺失的原理不尽相同［３３］ 。 本研究选择 ｐＣＶＤ４４２ 自杀载体， 主要考虑

该载体具有同源序列短、 重组效率高、 操作相对简单等优势［３３］ 。 此外， 大多数革兰氏阴

性菌无法产生 π 蛋白， 而这种蛋白质又是 ｐＣＶＤ４４２ 载体复制所必需的。 因此， 当

ｐＣＶＤ４４２ 载体进入宿主细胞后， 迫于生存压力， 它会促使自身与宿主染色体发生整合，
这也是自杀载体 ｐＣＶＤ４４２ 用于实现基因缺失工具的理论基础［３３］ 。 本研究选择同源重组

技术， 利用 ｐＣＶＤ４４２ 载体构建嗜水气单胞菌 Ｂ１１ 的 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 基因缺失株， 主要有 ２ 个

关键步骤： １） 当含有目的基因 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 同源臂的自杀载体 ｐＣＶＤ４４２ 导入目的菌株 Ｂ１１
时， 由于 Ｂ１１ 无法产生 ｐＣＶＤ４４２ 载体复制所必需的 π 蛋白， 于是在生存压力下， 自杀

载体 ｐＣＶＤ４４２ 与 Ｂ１１ 染色体 ＤＮＡ 同源重组， 完成第 １ 轮单交换； ２） 在 １０％ 蔗糖反向

筛选的压力下发生第 ２ 轮的单交换消除载体， 以在蔗糖平板上生长， 最终将基因敲除，
成功构建嗜水气单胞菌 Ｂ１１ 的 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 基因缺失株。 至此， 本研究结合荧光示踪技术和基

因缺失技术成功构建了 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ， 为实现致病菌特定基因的功能缺失和可视化

追踪， 以及进一步深化对基因功能及致病机制的理解提供了实验材料。
３􀆰 ３　 ａｌｔ 与 ｌｉｐａｓｅ 的序列同源性分析

本项目组从患有严重肠胃炎和腹腔充血的鳗鲡病灶部位分离、 纯化并鉴定到一株嗜水

气单胞菌 Ｂ１１， 对 Ｂ１１ 全基因组 （ＩＤ ＣＰ０５３８５９􀆰 １） 测序完成后， 发现 ａｌｔ 基因位于 ｌｉｐａｓｅ
基因内部的后半部分。 其中： ｌｉｐａｓｅ 位于 Ｂ１１ 基因组第 ４ ６９９ ８３０ ～ ４ ７０２ ２４７ 位， 全长为

２４１８ ｂｐ； ａｌｔ 位于 Ｂ１１ 基因组第 ４ ６９９ ８３０ ～ ４ ７０１ ３２８ 位， 全长为 １４９９ ｂｐ， 两者都有完

整的开放阅读框。 经 ＢＬＡＳＴ 多序列同源比对发现， Ｂ１１ 基因组中的 ａｌｔ 全长序列不但与

多条气单胞菌 ａｌｔ 基因全序列 （例如 Ｇｅｎｅ ＩＤ Ｌ７７５７３􀆰 １、 ＤＱ３０２１２８􀆰 １、 ＤＱ３０２１３０􀆰 １、
ＤＱ３０２１３１􀆰 １、 ＤＱ３０２１３２􀆰 １、 ＤＱ０７４９７９􀆰 １ 等） 高度相似 （相似度超过 ９７％ ）， 还与多条

气单胞菌 ｌｉｐａｓｅ 基因全序列 （例如 Ｇｅｎｅ ＩＤ ＡＢ２３７１８３􀆰 １、 ＡＢ２３７１８２􀆰 １、 ＡＢ２３７１８１􀆰 １、
Ｂ２３７１８０􀆰 １、 ＡＢ２３７１７９􀆰 １、 ＡＢ２３７１７６􀆰 １、 ＡＢ２３７１７５􀆰 １、 ＡＢ２３７１７４􀆰 １、 ＥＦ５２２１０５􀆰 １ ） 和

数百条气单胞菌基因组中 ｌｉｐａｓｅ 的序列 （ ＩＤ ＣＰ０００４６２􀆰 １、 ＣＰ１８７１８６􀆰 １、 ＣＰ１７８４０５􀆰 １、
ＯＹ７３１３８０􀆰 １、 ＣＰ０２３１４１􀆰 １、 ＣＰ１４９１２４􀆰 １、 ＣＰ０１８２０１􀆰 １、 ＣＰ１２１８０２􀆰 １、 ＣＰ０９７２０３􀆰 １ ） 相

似性超过 ９７％ ， 这与之前的报道结果［４，１７］相吻合。
为了进一步验证和了解 ａｌｔ 与 ｌｉｐａｓｅ 的关系， 通过查阅文献发现， 目前主要有 ５ 对特

异性 ＰＣＲ 引物用于扩增气单胞菌属的 ａｌｔ， 分别是 ａｌｔ 引物序列 （ａｌｔ⁃Ｆ：ＴＧＡＣＣＣＡＧＴＣＣＴ⁃
ＧＧＣＡＣＧＧＣ； ａｌｔ⁃Ｒ：ＧＧＴＧＡＴＣＧＡＴＣＡＣＣＡＣＣＡＧＣ， 扩增全长为 ４４２ ～ ４４４ ｂｐ） ［１４ － １５，３４ － ３８］ 、
ａｌｔ 引物序列 （ ａｌｔ⁃Ｆ： ＴＧＣＴＧＧＧＣＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＣＧＧＴ； ａｌｔ⁃Ｒ： ＡＧＧＡＡＣＴＣＧＴＴＧＡＣＧＡＡＧ⁃
ＣＡＧＧ， 扩增全长为 ３６１ ｂｐ ） ［８，１０，１２，３９］ 、 ａｌｔ 引物序列 （ ａｌｔ⁃Ｆ： ＣＣＡＴＣＣＣＣＡＧＣＣＴＴＴＡＣ
ＣＣＡＴ； ａｌｔ⁃Ｒ： ＴＴＴＣＡＣＣＧＡＧＧＴＧＡＣＧＣＣＧＴ， 扩增全长为 ３３８ ｂｐ） ［７，４０⁃４２］ 、 ａｌｔ 引物序列

（ａｌｔ⁃Ｆ：ＣＡＧＡＡＣＡＴＣＧＧＣＣＧＣＴＴ； ａｌｔ⁃Ｒ：ＣＡＧＣＧＣＡＴＡＧＧＣＧＴＴＣＴＣＴ， 扩增全长为 １５３ ｂｐ） ［７］
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和 ａｌｔ 引物序列 （ ａｌｔ⁃Ｆ：ＣＡＡＧＣＴＧＣＣＣＴＡＣＴＴＣＣＴＣＴ； ａｌｔ⁃Ｒ：ＣＣＡＣＣＧＧＴＡＴＣＧＡＡＣＴＴＧＡ，
扩增全长为 ８１９ ～ ８２２ ｂｐ） ［１６］ 。

接着对上述各对 ａｌｔ 引物在 ＮＢＣＩ 数据库中使用 ｐｒｉｍｅ⁃ｂｌａｓｔ 软件进行扩增， 发现所有

引物对扩增产物均覆盖 ａｌｔ 和 ｌｉｐａｓｅ。 下面以引用率较高的 ２ 对引物为例进行阐述。
１） ａｌｔ 引物序列 （ 扩增全长为 ４４２ ～ ４４４ ｂｐ） ［３４］ 可扩增 １７ 条 ａｌｔ 非全长序列

（ ＫＰ９４２４６１􀆰 １、 ＫＰ９４２４５７􀆰 １、 ＫＰ９４２４５６􀆰 １、 ＫＰ９４２４５２􀆰 １、 ＪＸ４８９３７７􀆰 １、 ＪＸ４８９３７６􀆰 １、
ＪＸ４８９３７５􀆰 １、 ＪＱ００３２０９􀆰 １、 ＪＱ００３２０８􀆰 １、 ＪＱ００３１９６􀆰 １、 Ｎ６０２７２６􀆰 １、 ＪＮ６０２７２５􀆰 １、
ＪＮ６０２７２４􀆰 １、 ＪＮ６０２７２３􀆰 １、 ＪＦ７３８０３３􀆰 １、 ＰＱ３５６１８７􀆰 １、 ＫＵ５２７５５０􀆰 １）、 ６ 条 ａｌｔ 全长序列

（ＩＤ ＤＱ０７４９７９􀆰 １ 的第 ２ ～ ４４５ 位、 Ｌ７７５７３􀆰 １ 的 １０７ ～ ５５０ ｂｐ、 ＤＱ３０２１３２􀆰 １、 ＤＱ３０２１３１􀆰 １、
ＤＱ３０２１３０􀆰 １、 ＤＱ３０２１２８􀆰 １ 的第 ２ ～ ４４５ 位） 和数百条气单胞菌全基因组中注释的 ｌｉｐａｓｅ
（如 ＩＤ ＣＰ０３８５１３􀆰 １、 ＣＰ１７８４０５􀆰 １、 ＣＰ１８７１８６􀆰 １、 ＣＰ１７８４０５􀆰 １、 ＯＹ７３１３８０􀆰 １、 ＣＰ０２３１４１􀆰 １、
ＣＰ１４９１２４􀆰 １、 ＣＰ０１８２０１􀆰 １、 ＣＰ１２１８０２􀆰 １、 ＣＰ０９７２０３􀆰 １、 ＣＰ１１８９４２􀆰 １、 ＣＰ１０２３６８􀆰 １、
ＣＰ０１０９４７􀆰 １、 ＬＲ９６３１３８􀆰 １、 ＬＲ９６３１３５􀆰 １、 ＬＲ９６３１３２􀆰 １、 ＬＲ９６３１２９􀆰 １、 ＬＲ９６３１２７􀆰 １、
ＣＰ００７５７６􀆰 １、 ＣＰ０００４６２􀆰 １、 ＣＰ１８７１８６􀆰 １ 等）。 随机挑选其中 ２０ 条序列， 经过多重序列

比对发现， 序列相似性均约为 ９７％ 。
２） ａｌｔ 引物序列 （扩增全长为 ３６１ ｂｐ） ［３８］ 可扩增 ６ 条 ａｌｔ 全长序列 （ ＩＤ Ｌ７７５７３􀆰 １

６８６ ～ １０４６ ｂｐ、 ＤＱ３０２１２８􀆰 １、 ＤＱ３０２１３０􀆰 １、 ＤＱ３０２１３１􀆰 １、 ＤＱ３０２１３２􀆰 １、 ＤＱ０７４９７９􀆰 １
５８１ ～ ９４１ ｂｐ）、 １ 条 ａｌｔ 非全长序列 （ＩＤＥＵ ８４９０９４􀆰 １ ４１０ ～ ７６７ ｂｐ）、 １０ 条 ｌｉｐａｓｅ 全长序

列 （ ＩＤ ＡＢ２３７１７３􀆰 １、 ＡＢ２３７１７４􀆰 １、 ＡＢ２３７１７５􀆰 １、 ＡＢ２３７１７６􀆰 １、 ＡＢ２３７１７７􀆰 １、 ＡＢ２３７１７８􀆰 １、
ＡＢ２３７１７９􀆰 １、 ＡＢ２３７１８０􀆰 １、 ＡＢ２３７１８１􀆰 １、 ＡＢ２３７１８２􀆰 １、 ＡＢ２３７１８３􀆰 １ １６０７ ～ １９６７ ｂｐ）、
３ 条 ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｉｐａｓｅ （ ＩＤ ＥＦ５２２１０５􀆰 １ １８２４ ～ ２２０４ ｂｐ、 Ｓ６５１２３􀆰 １ ２１２８ ～ ２４８１ｂｐ、
Ｕ６３５４３􀆰 １ １９８８ ～ ２３４１ ｂｐ ）、 ２ 条 ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ａ１ （ ＡＦ０９２０３３􀆰 １ １７８２ ～ ２１４２ ｂｐ、
Ｕ１４０１１􀆰 １ １８１４ ～ ２６１７ ｂｐ） 和数百条气单胞菌全基因组注释的 ｌｉｐａｓｅ （如 ＣＰ０３８５１３􀆰 １、
ＣＰ１７８４０５􀆰 １、 ＣＰ１８７１８６􀆰 １、 ＣＰ１７８４０５􀆰 １、 ＯＹ７３１３８０􀆰 １、 ＣＰ０２３１４１􀆰 １、 ＣＰ１４９１２４􀆰 １、
ＣＰ０１８２０１􀆰 １、 ＣＰ１２１８０２􀆰 １、 ＣＰ０９７２０３􀆰 １、 ＣＰ１１８９４２􀆰 １、 ＣＰ１０２３６８􀆰 １、 ＣＰ０１０９４７􀆰 １、
ＬＲ９６３１３８􀆰 １、 ＬＲ９６３１３５􀆰 １、 ＬＲ９６３１３２􀆰 １、 ＬＲ９６３１２９􀆰 １、 ＬＲ９６３１２７􀆰 １、 ＣＰ００７５７６􀆰 １、
ＣＰ０００４６２􀆰 １、 ＣＰ１８７１８６􀆰 １ 等）。

此外， 利用 ｌｉｐａｓｅ 引物序列 （ Ｌｉｐ⁃Ｆ： ＡＴＣＴＴＣＴＣＣＧＡＣＴＧＧＴＴＣＧＧ； Ｌｉｐ⁃Ｒ： ＣＣＧＴＧＣ⁃
ＣＡＧＧＡＣＴＧＧＧＴＣＴＴ， 扩增全长为 ３８３ ｂｐ） ［３５］进行扩增， 结果显示， 只特异性扩增 ｌｉｐａｓｅ，
不扩增 ａｌｔ。 分析发现， 该 Ｌｉｐ⁃Ｆ ／ Ｒ 扩增片段靠近 ｌｉｐａｓｅ 基因的 ５􀆳 端部分， 与 ａｌｔ 部分不重

合。 例如， 该片段可扩增 １１ 条 ｌｉｐａｓｅ 全长序列 （ ＩＤ ＡＢ２３７１７３􀆰 １ ～ ＡＢ２３７１８３􀆰 １， 全长

２４１８ ｂｐ， 扩增部分位于第 ６６４ ～ １０４６ 位）、 ３ 条 ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｉｐａｓｅ 基因 （ＩＤ ＥＦ５２２１０５􀆰 １，
全长 ３４７６ ｂｐ， 扩增部分位于 ６６４ ～ １０４６ 位； ＩＤ Ｓ６５１２３􀆰 １， 全长 ２５６８ ｂｐ， 扩增部分位于

１１８０ ～ １５６４ 位； ＩＤ Ｕ６３５４３􀆰 １， 全长 ２７６１ ｂｐ， 扩增部分位于 １１６６ ～ １５４４ 位） 和 ２ 条

ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｃ 基因 （ ＩＤ Ｕ１４０１１􀆰 １， 全长 ２２５４ ｂｐ， 扩增部分位于 ８６６ ～ １２５０ 位； ＩＤ
ＡＦ０９２０３３􀆰 １， 全长 ２５９３ ｂｐ， 扩增部分位于 ８３９ ～ １２２１ 位）， 其余对应的均是气单胞菌全

基因组注释的 ｌｉｐａｓｅ 基因前面部分和 ｌｉｐａｓｅ 非全长序列。
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总之， 由于 ａｌｔ 靠近 ｌｉｐａｓｅ 的 ３􀆳 端， 因此当引物设计靠近 ５􀆳 端时， 则仅显示扩增

ｌｉｐａｓｅ； 而当引物设计靠近 ｌｉｐａｓｅ 的 ３􀆳 端时 （与 ａｌｔ 重复部分）， 则扩增结果就会覆盖 ａｌｔ
和 ｌｉｐａｓｅ。 目前检索到的文献显示， 所有 ａｌｔ 的引物序列均可同时扩增 ａｌｔ 和 ｌｉｐａｓｅ， 但目

前缺少气单胞菌 ａｌｔ 和 ｌｉｐａｓｅ 两者基因功能的比较研究。 在本研究的嗜水气单胞菌 Ｂ１１ 基

因组中发现， ａｌｔ 完整阅读框与 Ｂ１１ 基因组测序注释为 ｌｉｐａｓｅ 基因共用了一段序列。 因

此， 为了更好地研究两者之间的关系， 本文在缺失株构建的同时， 也分别构建了 ｌｉｐａｓｅ
和 ａｌｔ 回补株作为后续研究材料。

４　 结论
本研究结合荧光标记与基因缺失技术， 成功构建了 ＧＦＰ 标记的嗜水气单胞菌 Ｂ１１

菌株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ、 ＧＦＰ 标记的基因缺失菌株 Ｂ１１ ∶ ∶ ＧＦＰ Δａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ、 回补株 Ｂ１１ ∶ ∶ ＧＦＰ
Ｃ⁃ｌｉｐａｓｅ 和回补株 Ｂ１１∶ ∶ ＧＦＰ Ｃ⁃ａｌｔ； 初步确定 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 缺失可以降低 Ｂ１１ 的致病性； 激

光共聚焦荧光显微镜观察结果显示， 荧光标记菌株有望实现斑马鱼活体感染途径示踪。
这为进一步解析 ａｌｔ ／ ｌｉｐａｓｅ 基因功能和致病机制提供了材料支撑与理论基础， 同时也为后

续嗜水气单胞菌其他潜在毒力基因敲除株的构建提供技术支持。
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