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嗜水气单胞菌cpxRA缺失株构建及生物学特性研究
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摘要: 为了探讨Cpx系统在嗜水气单胞菌生长及毒力等方面发挥的作用, 利用融合PCR和基因同源重组原理,
以自杀质粒pRE112为载体构建缺失57—1879 bp序列的cpxR-A基因簇突变株 Δcpx, 然后比较缺失株和野生株

在生长、生物膜形成、应激耐受及毒力等生物学特性方面的差异。普通PCR及荧光定量PCR结果验证了突

变株中cpxRA基因簇片段的部分缺失,  表明突变株构建成功;  生物学特性研究结果显示,  突变株在形态、生

长、生物膜形成及毒力等方面与野生株没有显著差异, 两者主要在应对高渗透压、SDS (十二烷基磺酸钠)刺
激及含有EDTA (乙二胺四乙酸二钠)或多黏菌素B环境表现不同。结果表明Cpx双组分系统在嗜水气单胞菌

应对外界刺激方面扮演着重要角色, 但在毒力方面则可能处于次要地位。
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嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)属于弧

菌科气单胞菌属, 是一种革兰氏阴性短杆菌, 广泛

分布于自然界各种水体及淤泥、土壤中, 对水产动

物、畜禽和人均具有致病性
[1—4], 尤其是对水产动

物危害严重, 可导致水产动物患败血症、肠炎、烂

尾病、腹水病等
[5], 造成水产养殖业严重的经济损

失。

细菌生存和繁殖的前提是适应环境
[6], 这就需

要细菌多种分子调控系统来有效整合外界信息并

控制细菌行为应对方式。细菌分子调控系统包括

单组分、双组分及三组分调控系统, 其中双组分调

控系统处于中心地位。CpxRA系统是革兰氏阴性

菌中普遍存在的一种双组分系统, 由细胞质内膜上

的组氨酸蛋白激酶CpxA和细胞质内的反应调节蛋

白CpxR组成。当CpxA蛋白感知到外界信号分子变

化时, 通过自磷酸化使一个保守的组氨酸残基带上

磷酸基团, 然后将磷酸基团转移到细胞质内反应调

节蛋白CpxR的天冬氨酸残基上, 磷酸化的CpxR被

激活, 会与靶基因启动子区的特异序列结合, 激活

转录
[7]
。已有学者对大肠杆菌、霍乱弧菌、迟缓爱

德华氏菌等的CpxRA双组分系统进行深入研究, 但
有关嗜水气单胞菌中Cpx系统的作用则鲜有报道。

因此本文通过构建嗜水气单胞菌株DBHS101的
cpxRA双基因缺失突变株Δcpx来研究Cpx系统在嗜

水气单胞菌的功能, 为后续深入认识该系统提供参

考。

1    材料与方法

1.1    菌株及质粒

嗜水气单胞菌DBHS101由本实验室于2009年
6月在患病鳙鱼肾脏分离得到

[8], 具有氨苄青霉素抗

性; 大肠杆菌S17-1λpir和pACYC184质粒由中国科

学院水生生物研究所谢海侠博士馈赠; pMD18-T质
粒购自大连TaKaRa公司; pRE112质粒由华中农业

大学林蠡博士馈赠。

1.2    主要试剂和仪器

细菌基因组提取试剂盒、DNA Marker、2×Taq
MasterMix购自北京康为世纪生物科技有限公司;

第 42 卷 第 1 期 水   生   生   物   学   报 Vol . 42 ,  No . 1
 

2018  年   1  月 ACTA HYDROBIOLOGICA SINICA J a n . ,  2 0 1 8 

 
 

收稿日期: 2017-03-09; 修订日期: 2017-06-18
基金项目: 通威股份有限公司国际合作计划项目(2015HH0070); 江苏省海洋与渔业局项目(D2015-11); 国家重点实验室自主创新课题

(2016FBZ04)资助 [Supported by Tongwei Group Co., Ltd project (2015HH0070); Jiangsu Marine and Fisheries Bureau Project
(D2015-11); FEBL Project (2016FBZ04)]

作者简介: 张兰梨(1991—), 女, 湖北孝感人; 硕士研究生; 主要研究方向为细菌病理学。E-mail: zhanglanli9999@163.com
通信作者: 陈辉, E-mail: chenhuijsbf@163.com; 李爱华, E-mail: liaihua@ihb.ac.cn

http://dx.doi.org/10.7541/2018.001


质粒提取试剂盒购于OMEGA公司; 限制性内切

酶、T4 DNA连接酶、PrimeSTAR Max DNA Poly-
merase、SYBR GreenⅠ购自大连TaKaRa公司; 蔗
糖、氯霉素、氨苄青霉素购自Sigma公司。PCR仪
购于Thermo公司; 核酸电泳仪购于Bio-Rad公司; 引
物合成于北京擎科新业生物技术有限公司(表 1)。
1.3    基因缺失株及互补株的构建和鉴定

基因缺失株的构建和鉴定　　根据Ho等[9]
的

方法利用融合PCR获得基因缺失片段, 通过同源重

组筛选出缺失突变株。以嗜水气单胞菌DBHS101
的基因组为模板, 根据已公布的Aeromonas hydro-
phila ML09-119 (CP005966)、JBN2301 (CP013178)、
NJ-35 (CP006870)全基因组序列, 同源克隆扩增得

到DBHS101的cpxRA基因簇全序列 ,  用Primer
Premier 5.0对序列设计引物。用引物cpx-5O/5I和
cpx-3I/3O分别扩增cpx基因的上下游片段F1、F2,
然后用F1、F2片段为模板, 用cpx-5O/3O进行融合

PCR得到大片段F1F2, 将F1F2片段连接到pMD18-
T载体上送测序, 验证片段序列正确后, 在限制性内

切酶Xba Ⅰ和KpnⅠ及T4 DNA连接酶的作用下将

片段与自杀性质粒pRE112连接起来构建重组质粒

pRE-Δcpx; 把重组质粒转入大肠杆菌S17-1λpir感受

态中, 然后利用接合转移法将重组质粒pRE-Δcpx转
入受体菌DBHS101中进行同源重组, 通过含氨苄青

霉素(Amp 100 μg/mL)、氯霉素(Cm 25 μg/mL)或蔗

糖(SacB 0.1 g/mL) 的TSA平板筛选出SacBRCms
表

型菌株, 即为阳性菌株, 用cpx-5O/3O及两对检测引

物cpx-outcheck F/R、cpx-incheck F/R对阳性菌株

进行PCR验证, 条带大小符合期望值的即为cpxR-A
基因缺失突变株Δcpx。双交换及筛选过程如图 1。

互补株CΔcpx的构建　　以DBHS101的基因

组为模板, 用互补引物com-F/com-R扩增cpx 互补片

段, 连T载测序正确后经限制性内切酶Hind Ⅲ 和
SphⅠ 双酶切后连接pACYC184载体构成互补质粒

pACYC-cpx, 互补质粒电转入缺失突变株Δcpx中,
即可构建互补株, 经氯霉素抗性平板筛选和PCR验
证挑出阳性克隆, 送测序。

1.4    扫描电镜观察

划线后分别挑取野生株、突变株和互补株的

单菌落在TSB中过夜培养, 按照1%比例转接至底部

放有盖玻片的新鲜的TSB培养基中, 28℃静置培养

24h ,  取出盖玻片用无菌PBS冲洗3次 ;  接着用

2.5%戊二醛4℃固定4h, 之后依次用10%、30%、50%、

70%、90%和无水乙醇脱水, 叔丁醇进行置换, 最后

真空冷冻干燥, 喷金进行扫描电镜观察。

1.5    生长曲线、运动能力及生物膜形成能力测定

挑取野生株、突变株的单菌落在5 mL TSB中

过夜培养, 调节吸光度值A600=1.0, 按照1%比例分

别转接至新鲜的TSB培养基中28℃ 180 r/min进行

振荡培养, 每1h取样测定OD600, 连续观察12h并绘

制生长曲线; 当菌株长至A600=1.0时, 取2 μL接种至

含0.35%琼脂的半固体TSB平板, 28℃ 静置培养

24h后观察并测量泳动圈大小; 采用96孔法
[10] 进行

生物膜的测定 ,  在菌株按照1%比例转接至新鲜

TSB后, 立即将含菌的培养基以200 μL/孔的量转移

到三个96孔细胞培养板中 ,  分别在24h、48h、
96h各取出一板, 弃掉培养基, 用PBS洗涤3次自然

风干后, 以Bouin’s固定液固定1h之后加入1%结晶

紫染液, 染色30min。最后用蒸馏水洗涤3次, 待干

燥后加入95%乙醇溶解, 静置10min; 以无菌培养基

表 1    本研究中使用的引物

Tab. 1    Primers used in this study

引物Primers 序列Sequences (5′—3′) 用途Usage

cpx-5O 　　CGCTCTAGACAGGTCGGAGCGGTAGT
Amplification of up-stream of gene cpxR:F1

cpx-5I 　　CGAAAGAAGGGCAGGAACTCGGTGAGCAACTGGGT

cpx-3O 　　CCCGGTACCTTGGTGGTACAGGCGAAT
Amplification of down-stream of gene cpxA:F2

cpx-3I 　　ACCCAGTTGCTCACCGAGTTCCTGCCCTTCTTTCG

cpx-incheck-F 　　TTGAGCAGGGAGGAGATG
Identification of cpxRA mutant

cpx-incheck-R 　　TGTCATCCCACTCAAACCC

cpx-outcheck-F 　　AGACCTCCTCCTGACCT
Identification of cpxRA mutant

cpx-outcheck-R 　　TGCACCGATTCATAGC

PRE-check-F 　　TTCGTCTCAGCCAATC
Sequencing the recombinant plasmid pRE-Δcpx

pRE-check-R 　　TGGTGCGTACCGGGTTG

com-F 　　CCCAAGCTTGGTAATCAGCAGGGTGGC
Construction of cpxRA complementary strain

com-R 　　GTGAGCATGCGAGTCTGCTCAGCCGATG

注: 引物序列下划线部分表示酶切位点
Note: The underline primer sequence represents restriction site
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做空白对照, 用酶标仪检测570 nm波长(结晶紫最

大吸收波长)各孔的光吸收值从而比较生物膜含量

差异。

1.6    刺激耐受实验

急性刺激　　挑野生株和突变株的单菌落活

化后按照1%比例扩大培养至A600=0.5, 4℃ 8000×g
离心5min, 加入TSB重悬; 之后取100 μL菌液加入

到900 μL TSB (对照组)或含刺激因子的TSB (实验

组)中, 28℃, 180 r/min培养30min; 对照组和实验组

分别用TSB进行连续十倍倍比稀释, 每个浓度稀释

液各取10 μL在含Amp的TSA平板上点样
[11], 28℃

培养12—14h后计数, 比较野生株和突变株的存活

率差异(存活率%=实验组CFU/对照组CFU×100%)。
刺激因子及终浓度　　0.02 mol/L HCl、0.02 mol/

L NaOH、0.5 mol/L KCl、0.5 mg/mL SDS、5 mg/mL
EDTA，2 μm孔径滤膜过滤除菌。

慢性刺激　　挑单菌落活化后, 培养至A600=
1.0时 ,  按照1%比例转接至30 mL含刺激因子的

TSB培养基(对照组不含刺激因子)中28℃ 180 r/min
培养12h, 每小时测定A600值。刺激因子及终浓度

5 mg/mL EDTA溶液, 20 μg/mL多黏菌素B溶液。

1.7    致病性相关实验

斑马鱼浸泡感染实验　　挑取野生株和突变

株的单菌落活化后扩大培养至对数期, 用PBS洗涤

3次后调节菌液浓度为108 CFU/mL, 分别用1 L的野

生株、突变株菌悬液或PBS各浸泡15条健康斑马

鱼24h, 之后每天正常换水, 但不喂食观察1周内鱼

的生长状态及存活情况。

斑马鱼腹腔注射攻毒实验　　挑取野生株和

突变株的单菌落活化后扩大培养至对数期(培养约

2.5h), 用PBS调节菌液浓度(野生株浓度分别是

1.29×105
、6.45×104

、3.23×104
和1.62×104 CFU/mL;

突变株浓度为1.32×105
、6.59×104

、3.30×104
和1.65×

104 CFU/mL)[12], 然后各取50 μL分别腹腔注射斑马

鱼(平均长度为3 cm, 随机分为9组, 每组15条)对照

组注射等量PBS, 统计2周内斑马鱼存活情况, 根据

软件SPSS 16.0 通过几率单位加权回归法(Bliss)计
算斑马鱼半数致死量LD50。

1.8    实时荧光定量PCR
为了进一步验证Cpx系统相关基因表达量的变

化, 筛选了与Cpx系统可能相关的基因序列设计引

物
[11, 13, 14](表 2)进行荧光定量分析。培养野生株和

突变株至对数期, 然后提细菌RNA, 测定其浓度及

电泳检测质量后进行反转录, 以野生株作为对照组,
选取稳定表达的16S rRNA基因作内参, 进行荧光定

量PCR。反转录和荧光定量PCR过程严格按照试

剂盒说明书进行操作。

根据前期实验, 选取5 mg/mL EDTA作为诱导

Upstream F1 cpxRA Downstream F2

cpx-5O cpx-5I

cpx-5O cpx-3O

Cm

Cm

pRE112

pRE112

SacB

SacB

F1 F2

F1

F1

F2

F2
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Slection for sucroseR CmS AmpR
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SacB Cm F1

F1 F2

cpx-3I

Cross-over PCR

Mutated copy

cpx-3O

cpxRA

Upstream F1 cpxRA Downstream F2

图 1    cpxR-A基因缺失株的构建过程

Fig. 1    Construction of cpxR-A mutant strain
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剂, 当菌株培养至对数前期(A600为0.2—0.3)时, 加
入EDTA溶液或等量无菌双蒸水(对照组), 继续培

养30min, 提取细菌RNA, 迅速反转录得到cDNA后,
选取外膜相关的5个基因进行荧光定量PCR, 比较

野生株、突变株中这些基因经EDTA处理后的表达

量变化。

实时荧光定量PCR反应体系为20 μL: SYBR
GreenⅠMix 10 μL, 上、下游引物(10 μmol/L)各

0.8 μL, 模板cDNA 1 μL, DEPC H2O 7.4 μL。
PCR反应条件为: 95℃ 预变性2min; 95℃ 变性

10s, 58℃ 退火30s, 72℃ 延伸30s, 40个循环。

野生株和突变株各3个生物学重复, 每1个样品

重复3次, 基因转录水平的变化根据2–ΔΔCt
方法

[15]
计

算。

1.9    数据分析

实验结果图通过GraphPad Prism 5.01绘制, 采
用双尾t检验方法, 但斑马鱼浸泡实验的结果采用

的是log-rank (Mantel-Cox) 检验, 显著性水平定义

为P<0.05, 在图中用“*”标出, P<0.01, 用“**”标出。

2    结果

2.1    基因缺失株、互补株的鉴定

以嗜水气单胞菌野生株DBHS101为模板, 通过

PCR分别获得cpxRA基因的上下游同源臂F1、F2
(理论值F1=646 bp F2=505 bp), 然后进行融合

PCR得到缺失cpxRA基因部分片段的上下游片段

F1F2 (理论值F1F2=1116 bp), 结果如图 2A所示。

对构建的重组质粒进行XbaⅠ/KpnⅠ双酶切验证

(图 2B)并送测序, 测序结果正确。通过接合转移和

同源重组, 在氨苄、蔗糖和氯霉素的压力条件下逐

步筛选得到了嗜水气单胞菌cpxRA基因缺失株Δcpx,
以cpx-incheck F/R、cpx-5O/3O、cpx-outcheck
F/R三对引物同时对野生株和突变株进行PCR验证,
结果如图 2C所示, 和理论值相符(理论值: 野生株

做模板时3对引物扩增产物大小应该为2649、
2921和3325 bp, 阳性突变株做模板3对引物扩增产

物大小应该为826、1116和1501 bp), 说明构建的缺

失株Δcpx正确。

以嗜水气单胞菌野生株DBHS101为模板, 以
com-F/com-R为引物扩增得到cpxRA互补片段, 将片

段与质粒pACYC184酶切连接后电转入突变株

Δcpx中, 筛选在含Cm的TSA平板上生长的单菌落,
以com-F/com-R为引物, 野生株和突变株为对照进

行PCR来验证, 结果如图 3所示, 符合预期值(理论

值: 野生株为模板时PCR产物应该为2238 bp, 突变

株为模板时PCR产物应该为415 bp),  将互补株

PCR产物送测序, 序列正确, 说明互补株CΔcpx构建

成功。

2.2    扫描电镜观察

载有菌液的玻片在固定、冷冻、干燥后用扫

描电镜进行观察, 结果如图 4(进行了3次重复, 未显

示所有重复图), 结果显示在20000倍放大下, 野生

株、突变株和互补株的形态没有明显差异。

表 2   荧光定量PCR引物

Tab. 2   Primers used in qRT-PCR

引物编号
Primers

引物序列
Sequences (5′—3′)

编码基因
CDS

cpxR-F GCTGCTGGACGTGATGATGC CpxR
cpxR-R CGTTGACCCGATCCTGGC

cpxA_F GCTGTTGCTGGTGGTGGC CpxA

cpxA-R AATCCTGATTGGGGTCTG

16s-F CAACCCCTGTCCTTTGTT 16S rRNA

16s-R TTTGGGATTCGCTCACTA

alt-F TGCTGGAGCTGAGCTTTG Alt

alt-R CTGTCCTTGAGGGAGTCG

hly-F GATGGCATCGGTGGCATA Hly

hly-R CGCTGGACGAAGAGTCGG

aer-F TAACCCGGCCCCATTATT Aer

aer-R CGGCAGAGCCCGTCTATC

env-F TCTCCTATGCCACCTTCT EnvZ

env-R TCGGCGTCTTCACTCAAC

omp-F TCAGGCTGAAGTTCTCAC OmpR

omp-R AATACAAGGTTCTGGTCG

QseB-F GTCACGGGCGGTGAGGAT QseB

QseB-R TCAAGAGCGAGGAGTTTG

QseC-F GAGATGAGCCACCACAGC QseC

QseC-R CAACAACGTCACCAAGGA

dsbA-F TTCCTTGCTGCCATGCTG DsbA

dsbA-R GTTGGGCGCTACCGGTCT

RpoE-F TTCGCCACCGCCATAGTA RpoE

RpoE-R CGCAGGAGGCATTCATCA

ExbD1-F CTGCTTGTCTGGCTGGTT ExbD1

ExbD1-R TGGTGCTGCTCATCGTCT

b561-F GAGCATCAGGGGGGAGAG B561

b561-R ATGGAGTTCAGGGACATC

FimA F AAGTGGGGAAGAGATCGTG FimA

FimA R ATAAAGTCGGCGGAGGCAT

PilA F GAATTGATGATCGTGGTCG PilA

PilA R CGCTGTTGCTATGTTTGCC

ycfS F GTCGATCCCTATTTGCCAA YcfS

ycfS R CACCATCACCTCGTTTTTA

HK-F CGCAGCAGAGCCATCCACAA Histidine
HK-R AGTCCGCCGATCCACCACAT kinases
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2.3    生长曲线、运动能力及生物膜形成能力测定

结果

野生株和缺失株生长曲线如图 5A, 两者的生

长曲线无明显差异, 说明cpxRA基因同时缺失不影

响嗜水气单胞菌DBHS101正常条件下的生长; 运动

能力结果如图 5B, 对数据进行统计分析, 野生株、

缺失株和互补株间泳动能力无明显差异。

在生物膜形成能力测定中, 通过测定生物膜吸

附的结晶紫含量来分析菌株在静置培养24h、48h和
96h后形成的生物膜浓度, 结果如图 6所示, 突变株

生物膜形成能力较野生株稍低, 且在96h两者差距

更大, 但没有达到显著性水平; 而互补株则在24h时
与野生株相似, 但在48h、96h菌膜形成较野生株少,
这可能是因为后期菌株营养缺乏时互补株表达抗

性基因会耗用能量。从总的结果分析, cpxRA基因

簇对生物膜形成有一定作用但不是其关键因子。
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1000
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500
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100

1000
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图 2    基因缺失株的构建和鉴定

Fig. 2    Construction and identification of cpxRA mutant strain
图A中, M1. DL2000 Marker; 1、2. 上游片段F1; 3、4. 下游片段F2; 5、6.融合片段F1F2; 图B中, 1—3是重组质粒pRE-Δcpx双酶切的

3个重复, M1. DL2000 Marker; 图C中, M1. DL2000 Marker; M2. DL5000 Marker; 1—4. 以cpx-incheckF/R为引物PCR扩增; 5—8. 以cpx-
5O/3O为引物PCR扩增; 9—12. 以cpx-outcheckF/R为引物PCR扩增; 1、2、5、6、9、10. 以野生株基因组为模板PCR扩增; 3、4、7、
8、11、12.以突变株基因组为模板PCR扩增

Fig. A: M1. DL2000 Marker; 1, 2. Upstream fragment F1; 3, 4. downstream fragment F2; 5, 6. fusion fragment F1F2; Fig.B: 1—3.
recombination plasmid pRE-Δcpx; M1. DL2000 Marker; Fig.C: M1. DL2000 Marker; M2. DL5000 Marker; 1—4. PCR amplification using
cpx-incheckF/R as primers; 5—8. PCR amplification using cpx-5O/3O as primers; 9—12. PCR amplification using cpx-outcheckF/R as
primers; 1, 2, 5, 6, 9, 10. PCR amplification using wild strain genome as template; 3, 4, 7, 8, 11, 12. PCR amplification using mutant genome
as template

1 GG32 Δ Δ p MM

 
图 3   互补株的鉴定

Fig. 3   Identification of cpxRA complementary strain
1—3. 以待鉴定菌株基因组为模板PCR扩增; G. 以野生株基因

组为模板PCR扩增; Δ.以突变株基因组为模板PCR扩增; p. 以互

补质粒pACYC-CΔcpx为模板PCR扩增;  M. DL5000/2000
Marker
1—3. PCR amplification using candidate strains genome as
template; G. PCR amplification using wild strain genome as
template; Δ. PCR amplification using mutant genome as template;
p. PCR amplification using complement plasmid pACYC-CΔcpx
as template; M. DL5000/2000 Marker

Wild

2 μm 2 μm 2 μm

∆cpx C∆cpx
 

图 4   菌株扫描电镜图

Fig. 4   SEM images of strains
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2.4    刺激耐受实验

急性刺激实验　　分别选取酸性、碱性、高

渗透压及去污剂和螯合剂刺激作为实验对象, 比较

这些刺激对野生株和缺失株存活率的影响, 从而了

解Cpx系统和这些刺激应对机制间的关系。结果如

图 7, 去污剂SDS存在环境下突变株较野生株存活

率显著增加, 而高渗透压环境下突变株相比于野生

株存活率则是显著下降的, 在其他环境中两者差异

不显著, 这说明在嗜水气单胞菌中Cpx双组分系统

参与细菌对高渗透压和SDS刺激的应答。

慢性刺激实验　　为了了解菌株对刺激的一

个动态反应过程, 采用了测定吸光度值绘制生长曲

线的方法来观察突变株和野生株对影响外膜结构

的刺激的表现。结果如图 8所示, 可以看出野生株

和突变株在这2种刺激条件下生长情况有着显著差

异, 在观察的12h内, 突变株在含有EDTA的环境中

依然能缓慢生长, 而野生株则一直处于生长停滞状

态; 在多黏菌素B刺激下, 突变株反而停滞生长, 而
野生株则是持续生长。

2.5    毒力试验结果

斑马鱼浸泡攻毒试验　　以108 CFU/mL浓度

的野生株和缺失株菌液1 L同时各浸泡15条健康斑

马鱼24h, 之后每天换水, 观察1周内斑马鱼的存活

情况, 以PBS做空白对照。1周后根据实验结果绘

制斑马鱼累积存活曲线(图 9)并用log-rank (Mantel-
Cox)检验进行差异分析, 结果显示通过菌液浸泡感
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图 5   菌株的生长曲线及泳动直径

Fig. 5   The growth curve of strains and motility assays
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图 6   生物膜形成能力

Fig. 6   The assay of biofilm formation
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图 7   不同急性刺激下菌株存活率

Fig. 7   The survival of strains in different acute stimulus
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图 8   在不同刺激下菌株的生长曲线

Fig. 8   The growth curve of strains in different stimulus

6 水   生   生   物   学   报 42 卷



染, 野生株对斑马鱼毒力较缺失株较大, 但差异不

显著(P=0.283>0.05)。
斑马鱼腹腔注射攻毒试验　　分别用4个浓度

菌液各50 μL腹腔注射斑马鱼(n=15), 同时以PBS作
对照。斑马鱼死亡情况如表 3, 经计算LD50(wild)=
6.19×102 cfu/尾, LD50(Δcpx)= 7.00×102 cfu/尾, 说明

野生株和缺失株腹腔注射对斑马鱼的毒力均很强,
并且缺失株毒力较野生株稍弱。

2.6    实时荧光定量PCR
提取细菌对数期的RNA进行反转录, 然后选取

嗜水气单胞菌毒力蛋白基因、其他双组分系统基

因及菌毛基因等共15个基因设计引物进行荧光定

量PCR检测, 结果如图 10。通过荧光定量PCR, 再
次验证了突变株的cpxR和cpxA基因缺失, 并且可以

看到突变株的毒力基因hly、aer、alt相比野生株显

著上调, 但幅度不大; 另外可以发现CpxRA双组分

系统的缺失会导致OmpR-EnvZ双组分系统上调, 说
明CpxRA双组分系统可能和OmpR-EnvZ在功能上

存在协调关系; 但CpxRA缺失对QseBC无显著影响,
QseBC双组分系统与生物膜形成相关, 这和前面的

实验结果一致, 说明cpxRA基因簇缺失对细菌生物

膜形成影响不大; 当加入诱导剂EDTA后, 菌株的部

分基因表达如图 11所示, 经EDTA处理0.5h后, 野生

株和突变株dsbA/exbD1/histidine kinase gene (AHML_
03870)/hly基因均上调表达, 其中有显著差异的是

exbD1和histidine kinase gene。

3    讨论

自从1980年McEwen等[16]
研究大肠杆菌基因缺

失株特征时发现CpxRA系统, 这个双组分系统逐渐

受到研究者的关注, 它的生物功能在越来越多的细

表 3    斑马鱼腹腔注射累积死亡情况

Tab. 3    The cumulative death of zebrafish injected A. hydrophila strains by intraperitoneal

菌株
Strain

菌液浓度(cfu/尾)
Concentration

累积死亡数
Cumulative death number 累积死亡率

Cumulative mortality rate (%)1 2 3 4 5 6 7

Wild 6450 1 14 15 15 15 15 15 100
3225 0 12 13 13 13 13 13 86.67

1613 1 6 12 12 12 12 12 80

807 0 7 7 7 7 8 8 53.33

Δcpx 6600 1 13 15 15 15 15 15 100

3300 3 12 13 14 14 14 14 93.33

1650 2 7 11 11 11 11 11 73.33
825 0 9 9 9 9 9 9 60.00
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图 9   斑马鱼浸泡攻毒累积存活曲线

Fig. 9   The survival curve of zebrafish attacked by Aeromonas
hydrophila strains soak
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图 10    相关基因表达量变化

Fig. 10    Related genes expression level

1 期 张兰梨等: 嗜水气单胞菌cpxRA缺失株构建及生物学特性研究 7



菌中被揭示。Cosma等[17]
研究发现Cpx系统的激活

能缓和膜蛋白的错误折叠; De Wulf等 [18,  19]
认为

cpx系统能使细菌获得对不良应激的抵抗力; Gal-
Mor等[20]

研究表明Cpx系统可以调节嗜肺军团菌

(Legionella pneumophila)毒力基因icm和dot的表达;
Jubelin等[21]

研究发现, Cpx系统可以调控大肠杆菌

菌毛的合成, 间接影响病原菌的粘附和侵袭。本实

验通过融合PCR构建嗜水气单胞菌CpxRA双基因

缺失片段, 利用自杀质粒pRE112和同源重组获得

cpx缺失突变株Δcpx来研究Cpx系统在嗜水气单胞

菌中的作用。

结果显示突变株的外部形态以及在正常环境

下摄取养分生长、运动、形成生物膜和野生株相

比没有显著差异, 这说明cpxRA基因缺失对这些过

程的影响程度较小; 斑马鱼腹腔注射实验结果显示

野生株和缺失株相对于斑马鱼而言均为强毒株, 两
者毒力没有明显差异, 而在浸泡感染过程中, 缺失

株毒力较野生株稍弱, 但差异还没有达到显著水

平。因此我们推测cpxRA基因簇不是主要毒力基

因。在这些结果中, 突变株和野生株表现一致, 根
据qRT-PCR比较, 可能有2种原因, 一种是cpxRA基
因簇确实不参与嗜水气单胞菌的这些过程, 对毒力

基因影响也不大; 另一种可能是CpxRA被敲除后,
有其他系统取代了该系统在这些过程中的作用, 因
而细菌表现与野生株无差异, 可以看到突变株的

ompR、envZ双组分系统基因以及经EDTA诱导后

类似于CpxA的组氨酸激酶(AHML_03870)是上调

的, 这说明这些基因是受Cpx系统影响的
[22]
。

在急性刺激实验中, 突变株在0.5 mg/mL SDS
刺激下存活率显著高于野生株, 而在0.5 mol/L KCl
的高渗透压环境下则是显著低于野生株的; 同样

的, 当给予慢性刺激时, 突变株在5 mg/mL的EDTA
刺激下存活率显著高于野生株, 在20 μg/mL多黏菌

素B刺激下甚至停滞生长。这些结果说明Cpx双组

分系统参与嗜水气单胞菌对外界刺激的应答, 且对

不同刺激的表现不同。突变株在SDS刺激反应中

存活率较野生株高, 这可能是因为Cpx系统增加细

菌对SDS的敏感性, 所以当失去这个系统后, 细菌

敏感性反而减弱, 但这也许会对突变株其他方面带

来不利; 突变株在高渗透条件下存活率显著降低表

明Cpx系统参与嗜水气单胞菌抗高渗透压的调控过

程。对于EDTA刺激, 综合急性和慢性刺激结果: 短
时间的刺激没有明显降低菌株的存活率, 当刺激时

间延长至12h, 野生株生长停滞, 突变株表现出缓慢

生长, 由此说明5 mg/mL浓度的EDTA对菌株并不

会带来明显致死效应, 但这种刺激环境的持续会干

扰菌株的正常活动过程, 突变株由于缺少Cpx系统,
对这种刺激反应迟钝, 因而生长较快, 但EDTA对细

菌的累积损伤可能会造成突变株其他方面如离子

吸收的改变。在荧光定量实验中, 经EDTA诱导后

野生株exbD1基因的上调表达倍数高达62.7, 是突

变株上调的3倍多, exbD1基因编码的蛋白是ExbB-
ExbD-TonB转运系统的一部分, 该转运系统是能量

依赖的运输外界阳离子进入机体进行生命活动的

一个通道
[23, 24]

。野生株在受刺激后大量表达exbD1
基因, 有助于机体同EDTA争夺阳离子, 为细菌的大

量繁殖做准备。多黏菌素B刺激结果说明野生株

DBHS101对20 μg/mL多黏菌素B有一定耐药性, 突
变株在这种条件下生长停滞可能是因为缺失Cpx双
组分系统, 机体不能迅速启动耐药机制所以生长受

阻, 由此我们推测Cpx系统参与多黏菌素B耐药过

程, 当然这还需要后续进一步验证。本研究通过实

验说明敲除cpxRA基因簇并不影响嗜水气单胞菌

DBHS101毒力, 这与沙门氏菌
[25]

、大肠杆菌
[26]

等是

不同的; 因此我们需要从嗜水气单胞菌的不同双组

分系统间的关系及毒力基因表达谱方面继续探究

来分析原因; 此外比较缺失突变株在其他环境压

力、代谢等方面与野生株的差异来系统了解Cpx在
嗜水气单胞菌中发挥的功能也是后续值得讨论的

问题。
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图 11   加入EDTA诱导剂后菌株荧光定量结果

Fig. 11   The result of qRT-PCR after EDTA induction
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Abstract: To investigate the roles of two Cpx component systems in the growth and virulence of Aeromonas hydro-
phila, we constructed the cpxRA gene cluster mutant Δcpx with the deletion of 57—1879 bp using suicide plasmid
pRE112 as the vector. This procedure was based on fusion PCR and gene homologous recombination principles.
Through electrophoresis and fluorescence quantitative PCR, the partial deletion of the cpxRA gene cluster in the mutant
was confirmed. Then we compared the differences between mutant and wild strains in biological characteristics includ-
ing growth, biofilm formation, stress tolerance and virulence. The results showed that the mutant had no signifi-
cant difference with the wild strain in morphology, growth, biofilm formation and virulence. The main differences exis-
ted in the response to high osmotic pressure, SDS (Sodium dodecyl sulfate), EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic
Acid) and polymyxin B stimulation. This study reveals that the Cpx system of Aeromonas hydrophila is involved in the
response to external stimulus factors, and plays a relatively minor role in virulence.

Key words: Aeromonas hydrophila; cpxRA; pRE112; Stress tolerance
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