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转座子 mini-Tn10 介导的运动突变对溶藻弧菌毒力的影响 
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2. 厦门大学海洋与地球学院, 福建 厦门  361005) 

摘要: 采用转座子 mini-Tn10/Km 构建了致病性溶藻弧菌的突变库, 采用半固体双层平板初

筛到 73 株运动缺陷突变株, 初筛的突变株纯化及重复筛选后获得运动性缺陷表型稳定的突

变株 ND-01MM, Southern 鉴定确定其为单位点插入。野生型菌株 ND-01 和运动缺陷突变株

ND-01MM 对致病性溶藻弧菌的天然宿主大黄鱼粘液的趋化、粘附以及在大黄鱼吞噬细胞内

存活能力等生理功能的比较研究发现, 溶藻弧菌运动缺陷后趋化及粘附能力均极显著下降

(P<0.01), 但在吞噬细胞内的存活能力则与野生型菌株差异不显著(P>0.05)。采用腹腔注射和

浸泡两种方式感染大黄鱼, 结果发现运动缺陷对浸泡感染的影响较为明显, 但对腹腔注射

的感染方式影响不大。 
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溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)是一种广泛 
分布于世界各地海水及河口的革兰氏阴性嗜盐 
菌 [1-2]。该菌寄主范围广，不仅能够感染多种海 
洋脊椎动物和无脊椎动物[3-5]，并给世界各国海水

养殖业造成巨大的经济损失, 还可感染人类引发

皮肤溃疡等疾病[6]。现有研究发现, 溶藻弧菌的毒

力因子涉及粘附、胞外产物、铁载体及Ⅲ型分泌系

统等[3-4], 但溶藻弧菌运动性与其致病性的关系很

少报道。 
大量研究表明, 细菌的运动性和致病性密切

相关[7-9]。运动功能在细菌获取营养、逃避毒性物

质、在宿主中寻找适宜位点粘附定殖、入侵宿主以

及向周围环境播散的过程中起着至关重要的作用, 
很多情况下运动是病原菌有效感染宿主的必要条

件[7, 10]。如铜绿假单胞菌(Pseudanonas aeruginosa)
和洋葱伯克霍尔德菌(Brukholderia cepacia)运动 
能力缺失后会明显削弱细菌对宿主细胞的侵袭 
力[11-12]。Morooka 等[13]用化学诱变剂诱变空肠弯曲

杆菌(Campylobacter jejuni) 野生型菌株 , 获得了

因鞭毛缺失导致运动性丧失的突变株和鞭毛部分

缺失且保留部分运动性的突变株, 结果缺失了运

动性的突变株不能在小鼠肠道内定殖,具有部分运

动性的菌株保留一部分定殖能力。对创伤弧菌

(Vibrio vulnificus)的研究也发现, 运动缺失后细菌

对细胞的粘附及形成生物被膜的能力降低, 对小

鼠的毒性也明显减弱[14]。Ormonde 等[9]发现鳗弧菌

（Vibrio anguillarum）运动缺失突变株对鱼类细胞

的入侵能力显著下降。 
本实验采用转座子 mini-Tn10/Km 构建溶藻弧

菌突变库, 并从突变库中筛选和鉴定运动缺陷表

型稳定的菌株, 研究野生型菌株与运动缺陷突变

株在趋化、粘附、吞噬细胞内存活等方面的生物学

特性, 并采用不同感染方式用野生型菌株与运动

缺陷突变株感染其天然宿主大黄鱼, 比较大黄鱼

的死亡率, 研究结果对了解溶藻弧菌运动性与毒

力的关系, 进一步揭示溶藻弧菌重要的运动相关

基因以及这些基因在其致病过程中的作用有重要 
意义。 
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1  材料与方法 
1.1  实验材料 

菌株和质粒    实验采用的菌株和质粒如表 
1所示, 其中大肠杆菌培养条件为LB培养基37 ℃培

养, 溶藻弧菌培养条件为含 2% NaCl 的 TSB(tryptic 
soy broth)或 TSA(tryptic soy agar)培养基 28 ℃培养。 

主要试剂    细菌基因组抽提试剂盒、质粒小

量抽提试剂盒为 Omega 公司产品, 地高辛标记检

测试剂盒为 Roche 公司产品, 链霉素等抗生素为

Amresco 公司产品, 限制性内切酶、异丙基硫代半

乳糖苷(IPTG)等购自大连宝生物公司 , 其余试剂

均为分析纯。 

表 1  菌株和质粒 

Tab. 1  Strains and plasmids 

 菌株和质粒 
strain or plasmid 

特性 
characteristic 

来源 
source 

 溶藻弧菌 V. alginolyticus   

 ND-01 野生型菌株, 分离自患病大黄鱼 (SmR)  [15] 
 ND-01MM 运动缺陷突变株(SmR KmR) 本实验 this paper 

 大肠杆菌 Escherichia coli   

 SM10 thi thr leu tonA lacY supE recA RP4-2-Tc::Mu::Km (λpir) [16] 
 质粒 plasmid   

 pLOFKm ApR; Tnl0-based delivery plasmid with KmR [16] 

 
1.2  实验方法 

溶藻弧菌突变库的构建    参照 Herrero 等[16]

的方法并适当改进, 供体菌 E.coli Sm10 (pLOF/Km)
在 LB(Ap 50 μg/mL, Km 100 μg/mL)培养基中 37 ℃

震荡培养过夜 , 受体菌溶藻弧菌 ND-01 菌株在

TSB(Sm 100 μg/mL)培养基中 28 ℃震荡培养过夜。

分别离心收集供体菌和受体菌, 用新鲜培养基洗

涤并重悬菌体, 供体菌与受体菌按 1︰4 的比例混

合均匀, 将混合菌液用 0.22 μm 的微孔滤膜过滤, 
取出滤膜置于 TSA 平板(3 mmol/L IPTG, 不含抗生

素)上, 28 ℃培养 4 h 后将滤膜取出，置于含 1 mL 
LB 的 Eppendorf 管中振荡，将滤膜上的细菌洗脱。 

运动缺陷突变株的筛选   取 100 μL 从上述

滤膜洗脱的菌液与半固体 TSA 培养基(0.3%琼脂, 
Sm 100 μg/mL, Km 100 μg/mL)混合后倒入培养皿

中, 室温下静置待半固体培养基凝固后再倒入一

薄层不含菌液的新鲜半固体培养基, 置 28 ℃培养

48 h, 将在双层半固体培养基中长出的明显小而厚

的菌株在 TSA 平板分离纯化后，穿刺接种于试管

中 TSA 半固体培养基(0.3%琼脂, Sm 100 μg/mL, 
Km 100 μg/mL), 28 ℃培养 48 h，根据菌株在试管

半固体培养基中的生长状态进行反复筛选, 并采

用悬滴法在显微镜下观察初筛菌株的运动性, 淘

汰运动性恢复的突变株, 最后获得运动缺陷表型

稳定的突变株。 
运动缺陷突变株的 Southern 鉴定    为进一

步验证筛选的突变株是否为转座子插入引起的稳

定 突 变 , 对 筛 选 出 的 菌 株 基 因 组 DNA 进 行

Southern 鉴定。采用限制性内切酶 Sac I 和 Pst I 对

野生型菌株和突变株的基因组 DNA 进行酶切 , 
0.7%琼脂糖凝胶电泳后转至尼龙膜,以标记地高辛

的卡那抗性基因约 176 bp 的片段作为探针, 参照

Rock 等[17]的方法进行杂交, 其中质粒 pLOF/Km 为

阳性对照, 野生型菌株为阴性对照。 
趋化试验    参照 Bordas 等[18]的方法制大黄

鱼表皮粘液、肠粘液和鳃粘液备用, 参照 Larsen
等[19]的方法测定溶藻弧菌及其突变株对粘液的趋

化作用, 具体方法如下：将菌株接种于 2% NaCl
的 TSB 中 30 ℃培养至指数期, 6000×g 离心 5 min 
收集菌体, 0.85%无菌生理盐水洗涤 3 次, 趋化缓

冲液调整菌浓度。取玻璃毛细管(内径为 0.3 mm)
一端吸入 5 μL 粘液物质, 另一端热熔封闭后插入

装有 0.3 mL 菌悬液的 1.0 mL 注射器中, 室温下保

持水平状态孵育 60 min。取出毛细管, 用灭菌水洗

去外表面的菌液, 将毛细管内溶物吹出, 用平板菌

落计数法计数。每个样品做 3 个平行, 以加入趋化

缓冲液的玻璃毛细管为对照。 
黏附试验    参考鄢庆枇等[20]的方法进行体



1128 水  产  学  报 36 卷 

http: //www.scxuebao.cn 

外 粘 附 实 验 , 取 50 μL 粘 液 滴 于 载 玻 片 (25.4 
mm×76.2 mm)中央, 然后用盖玻片(22 mm×22 mm)
均匀涂开, 与盖玻片大小相同, 放置在超净工作台

中 过 夜 干 燥 后 用 甲 醇 固 定 20 min 。 取 菌 液

(OD600=0.3)500 μL 滴加到固定有粘液的载玻片上, 
25 ℃孵育 1.5 h 后用无菌生理盐水荡洗 5 次以洗去

未粘附的菌, 自然干燥后, 用甲醇固定 20 min, 显

微镜下观察。再用结晶紫染色 3 min, 清洗、干燥

后在显微镜下随机选取 20 个视野, 用数码相机拍

照后在电脑上计数, 取平均值后换算为单位面积

的细胞数(/mm)。每个样品做 3 个平行, 以不涂粘

液的载玻片为空白对照。 
吞噬细胞内存活试验    参照 Martin 等[21]的

方法并稍作改进, 具体方法如下：大黄鱼(300 g)用
75%乙醇体表消毒后, 尾部取血置于 4 ℃预冷 L-15
细胞培养液(0.1%胎牛血清, 100 IU 链霉素/青霉素

/mL 和 10IU 肝素/mL)中。另取一支 10 mL 离心管, 
先加入 1.5 mL 51%的 percoll 液, 再加入 1.5 mL 
34%的 percoll 液, 然后将血细胞悬浮液沿试管壁

缓慢加入, 4 ℃下 350×g 离心 15 min, 收集交界面

处的细胞条带制备浓度约为 1×106 CFU/mL 的细

胞悬液。将细胞悬液加入六孔板中, 每孔 1 mL, 再

将浓度约为 1×108 CFU/mL 的野生菌和突变株菌

悬液也分别加入六孔板, 每孔各 1 mL(即感染复数

MOI 为 100)。两种悬浮液混合后放入湿盒中 28 ℃

培养 30 min, 再转移至无菌离心管, 28 ℃ 150×g
离心 5 min, 去除上清后加入庆大霉素杀胞外菌 20 
min, 28 ℃下 110×g 离心 5 min, 取上清液涂平板, 
检测胞外杀菌的效果, 沉淀则用 PBS 洗涤两次后

其中一份直接加 1 mL 的无菌蒸馏水使细胞涨破并

稀释涂板, 结果作为 0 时刻存活细菌数, 另一份加

L-15 细胞培养液重悬并 28 ℃培养 60 min 后裂解计

数。每个样品做 3 个平行, 并进行 3 次独立的重复

实验。 
感染试验    体质量 50~100 g 的健康大黄鱼

分为 6 组, 每组 15 尾, 分别于体积为 500 L 的塑料

水箱中暂养 3 d 后进行攻毒试验。其中 3 组采用腹

腔注射的方式感染, 分别注射 0.2 mL 野生型溶藻

弧菌 ND-01、突变株 ND-01MM 及无菌生理盐水(注
射的菌悬液浓度约为 2×107 CFU/mL); 另外 3 组采

用浸泡感染的方式, 其中两组实验鱼分别放入菌

悬液终浓度约为 2×106 CFU/mL 的野生型溶藻弧菌

ND-01 和突变株 ND-01MM 中浸泡感染 24 h 后去

除含菌海水, 换上新鲜海水, 另一组为不添加菌液

浸泡的对照组。每天观察和记录实验鱼的症状和死

亡数量, 共持续 1 周。采用自动加热棒使整个实验

过程的水温控制在 28 ℃左右。 
数据的处理    结果以平均数±标准差表示, 

用 EXCEL, SPSS 进行统计学分析。 

2  结果 

2.1  突变株的初步筛选 

供体菌与受体菌结合后在双层半固体培养基

平板中的生长状态如图 1-a 所示, 箭头所指菌落在

同样的培养条件下明显小于其他菌落, 菌落边缘

清晰不弥散, 将这些菌落挑出后纯化并穿刺试管

中的半固体培养基进一步筛选, 采用悬滴法在显

微镜下观察初筛菌株的运动性, 淘汰运动性恢复

的突变株, 最后获得运动缺陷表型稳定的突变株。

结果从 30 个双层半固体平板约 3 700 多个菌落中

共挑出 73 个初筛菌落, 经纯化及反复筛选后获得

1 株运动缺陷表型稳定的突变株(图 1-b)。 

 

图 1  运动缺陷突变株的筛选 
Fig. 1  Screen for mutants with deficiency in motility  

2.2  突变株的 Southrn 鉴定 

Southern 杂交结果显示, 阳性对照和突变株基

因组中均检测到单一的 mini-Tn10 条带, 而阴性对

照野生型菌株的基因组中未检测到, 从而证明突

变 株 ND-01MM 的 运 动 缺 陷 突 变 确 为 转 座 子

mini-Tn10 单位点插入引起（图 2）。 
2.3  突变株对大黄鱼粘液的趋化性 

野生型菌株和突变株对其天然宿主大黄鱼各

部位粘液的趋化结果显示, 野生株对各部位粘液

均具有较强的趋化作用, 其中对肠粘液的趋化量 
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图 2  Southern 杂交 

Fig.2  Southern-boltting analysis  

 
图 3  野生型菌株和突变株对大黄鱼粘液的趋化性 

Fig. 3  Chemotaxis of wild type strain and the  
mutants to mucus of P. crocea 

最大, 而突变株对各部位粘液的趋化量均极显著

低于野生株的趋化量(P<0.01), 说明运动性缺陷突

变对溶藻弧菌的趋化性有重要影响（图 3）。 
2.4  突变株对大黄鱼粘液的粘附 

野生型菌株和突变株对大黄鱼各部位粘液均

具有粘附作用, 其中对肠粘液的粘附量最大, 且两

者 对 各 部 位 粘 液 的 粘 附 量 均 存 在 极 显 著 差 异

(P<0.01)(图 4), 说明细菌的运动突变对粘附的影

响显著。 

 
图 4  野生型菌株和突变株对大黄鱼粘液的粘附 

Fig. 4  Adhesion of wild type strain and the  
mutants to mucus of P. crocea 

2.5  吞噬细胞内存活试验 

吞噬细胞内存活试验中胞外菌经庆大霉素处

理后取上清液涂平板, 检测胞外杀菌的效果, 结果

在平板上均没有细菌生长, 说明胞外杀菌效果良

好。野生型菌株和突变株在大黄鱼吞噬细胞内的存

活结果显示, 0 时间的结果表明野生型菌株和突变

株均可被大黄鱼吞噬细胞吞噬, 两者被吞噬的数

量并不存在显著性差异(P>0.05), 60 min 的结果表

明两者均可在吞噬细胞内存活而不被吞噬细胞完

全消灭, 二者 60 min 的存活量也不存在显著差异

(P>0.05)（图 5）, 说明运动性与细菌在吞噬细胞

内的存活能力并不直接相关。 

 
图 5 野生型菌株和突变株在大黄鱼吞噬细胞内存活 

Fig. 5  Persistence of wild type strain and the  
mutants in phagocytes of P. crocea 

2.6  感染试验 

分别采用腹腔注射和浸泡两种方式感染大黄

鱼发现，采用腹腔注射的方式感染野生型和突变株, 
结果两组实验大黄鱼的死亡率差别不大（表 2）; 而

采用浸泡方式感染则感染突变株的实验鱼死亡率

明显低于感染野生型菌株的实验组（表 3）。说明

运动缺陷对细菌毒力的影响与感染的方式密切相

关。 

表 2  腹腔注射感染试验结果 
Tab. 2  The results of intraperitoneal infection 

感染菌株

strain 
实验鱼数量

total fish 
累计死亡数量 

total deaths 
死亡率/% 

mortality rate 

ND-01 15 12 80 

ND-01MM 15 13 86.67 
生理盐水

saline 
15 2 13.3 

表 3  浸泡感染试验结果 
Tab. 3  The results of immersion infection 

感染菌株

strain 
实验鱼数量

total fish 
累计死亡数量 

total deaths 
死亡率/% 

mortality rate

ND-01 15 10 66．7 

ND-01MM 15 4 26.7 
生理盐水

saline 
15 1 6.7 

 

3  讨论 

现有的研究发现, 具有运动能力的病原菌的

运动功能在其趋化、粘附和侵袭过程发挥重要作用, 
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很多情况下运动是病原菌有效感染宿主的必要条

件[7,10]。例如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori)、空

肠弯曲菌等人类重要的病原菌正常的趋化性运动

可保证细菌在宿主体内正确定位和繁殖 [22-23], 而

霍乱弧菌(V. cholera)的运动性与其表达的多种毒

力决定因子及在肠道内的定殖紧密相关[8,24]。还有

报道认为，鳗弧菌鞭毛的运动是其在宿主鱼体内传

染的必要条件[25], 该菌经过转座突变获得的运动

缺失突变株以浸泡方式感染宿主，细菌的毒力较野

生型菌株下降 500 倍[26]。 
本研究发现，致病性溶藻弧菌运动缺陷突变后

对其天然宿主大黄鱼各部位粘液的趋化性显著降

低, 说明趋化性与运动性有着密切的相关性。细菌

的趋化性是细菌通过将细胞外的化学信号转化为

胞内各种信号控制鞭毛的运动方向, 从而产生相

对应的趋化性运动[10]。这种运动对获取营养、逃避

毒性物质、寻找适宜寄主和固着位点及向周围环境

播散起到至关重要的作用。如邹文政等[27]对河流弧

菌的研究表明, 河流弧菌运动性增强导致其对趋

化管内粘液和海水的趋化量增加; 单志英等[28]通

过研究推测, 铜绿假单胞菌基因组中Ⅳ型菌毛生

物合成基因簇很可能与上游和下游的基因共同组

成了铜绿假单胞菌的一个趋化作用信号传导系统,
控制 IV 型菌毛的运动。 

粘附作用是细菌感染的第一步, 它对细菌侵

入宿主细胞并有效发挥毒素作用具有重要意义。病

原菌只有先粘附于介质表面, 才能进一步侵染机

体感染致病, 因此对粘液的粘附能力的研究是病

原菌毒力研究的一个重要方面。本研究结果显示, 
溶藻弧菌野生型菌株在运动缺陷突变后对其宿主

各部位粘液的粘附量也是极显著降低。有研究表明, 
细菌的运动能力是决定其粘附性的一个重要因素, 
其鞭毛运动影响了其粘附的能力[29], 如副溶血弧

菌极鞭毛运动明显加强了其对介质的粘附作用 , 
而其侧生鞭毛对粘附也有一定的加强作用[30], 在

溶藻弧菌粘附早期, 细菌的极鞭毛在加速泳动速

率和粘附于介质表面也起着重要作用, 一旦细胞

开始吸附, 极性鞭毛就会影响随后的粘附[30]。 
在宿主吞噬细胞内的存活动力也是细菌毒力

的一个体现。但本研究结果发现, 野生型溶藻弧菌

和运动表型缺陷的突变菌株均可被大黄鱼吞噬细

胞吞噬, 且两者被吞噬的量并不存在显著性差异。

两株菌在被吞噬细胞吞噬后 60 min 仍然有相当部

分存活, 但两者在被吞噬 60 min 后的存活量也不

存在显著差异。因此, 吞噬细胞内存活试验结果表

明, 溶藻弧菌的运动性与细菌在吞噬细胞内的存

活能力并不直接相关。 
感染试验结果还发现, 运动性对溶藻弧菌以

浸泡方式感染有重要影响, 感染运动缺陷株的实

验组鱼死亡率仅有 26.7%, 远低于浸泡感染野生型

菌株实验组的 66.7%。采用腹腔注射感染方式时, 
感染野生型菌株和感染运动缺陷突变株的实验组

鱼死亡率差别不大, 说明当细菌以腹腔注射的方

式感染时运动性对细菌的毒力并没有明显影响。这

一结果与 O’Toole 等[26]的研究结果相吻合。O’Toole
等发现极鞭毛和随机的非趋性运动并非鳗弧菌毒

力的充分条件, 而鞭毛介导的趋化性运动才是鳗

弧菌在浸泡感染中所必需的。由此推测, 本研究所

获得的突变株 ND-01MM 突变的基因可能既影响

细菌鞭毛的形成, 也对细菌的趋化和粘附有重要

影响, 从而影响细菌对宿主的感染和入侵, 但并不

影 响 细 菌 在 宿 主 体 内 繁 殖 和 产 生 毒 素 。 有 关

ND-01MM 基因的突变及功能还需要进一步研究。 
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Effect of transposon-induced motility defect on  
virulence of Vibrio alginolyticus 

QIN Ying-xue1, XU Xiao-jin1, YAN Qing-pi1*, SU Yong-quan2, LIU Li-ming1, LI Xue-gang1 

(1. Fisheries College, Key Laboratory of Healthy Mariculture for the East China Sea of  
Ministry of Agriculture, Jimei University, Xiamen  361021, China;  

2. College of Ocean and Earth Science, Xiamen University, Xiamen  361005, China) 

Abstract: Motility is thought to contribute to the virulence of many pathogenic bacteria. Infection studies 
in many motile pathogens found that in many causes normal motility was required for efficient infection. 
However, there are few reports on the direct correlation between motility and virulence in Vibrio. In order 
to understand the role of motility of Vibrio alginolyticus in virulence, the mini-Tn10/Km transpo-
son-induced mutant bank was constructed and 73 motility defective mutants were screened out by double 
semi-soft agar medium. After purification and repeated screening the mutant ND-01MM with stable motil-
ity defect was obtained and identified by Southern blot. The chemotaxis and adhesion of wild-type strain 
ND-01 and the mutant ND-01MM to mucus of the natural host Pseudosciaena crocea and their persis-
tence in phagocytes of P. crocea were tested. The results showed that the chemotaxis and adhesion of the 
mutant was highly significantly impaired(P<0.01)when compared with the wild-type strain, however there 
was no significant difference in their ability of persistence in phagocytes(P>0.05). The results of infection 
test showed that the virulence of the mutant was decreased by immersion infection, but not different from 
the wild-type strain by intraperitoneal injection.  
Key words: Vibrio alginolyticu; motility defect; transposon; virulence 
Corresponding author: YAN Qing-pi. E-mail: yanqp@jmu.edu.cn 


