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摘　要：对８５株副溶血弧菌的Ⅵ型分泌系统（ｔｙｐｅⅥ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ６ＳＳ）相关基因的携带情况进行分析，
并选取部分副溶血弧菌菌株进行混合培养，探究其种内竞争情况。利用ｑＰＣＲ技术，分析混合培养后Ｔ６ＳＳ相
关基因的表达情况。结果表明：８５株副溶血弧菌均携带Ｔ６ＳＳ２，６２株副溶血弧菌携带Ｔ６ＳＳ１，其中临床分离株
４１株，占全部临床分离株的９３．２％；环境分离株２１株，占全部临床分离株的 ５１．２％，并且Ｔ６ＳＳ１基因簇在不
同来源的副溶血弧菌中存在一定的差异性。在混合培养条件下，部分Ｔ６ＳＳ１＋的副溶血弧菌存在明显的种内
竞争优势。基因表达分析结果显示，较单一培养的菌株，混合培养中副溶血弧菌Ｔ６ＳＳ１和Ｔ６ＳＳ２相关基因的
表达量均有明显的上调。导致这一现象的原因可能是在混合培养的条件下，副溶血弧菌可通过增强自身

Ｔ６ＳＳ１和Ｔ６ＳＳ２相关基因的表达，以提升其在种内的竞争力。初步探究了副溶血弧菌Ⅵ型分泌系统对其种内
竞争的影响，为副溶血弧菌Ｔ６ＳＳ功能的进一步揭示提供科学的参考。
关键词：副溶血弧菌；Ｔ６ＳＳ；种内竞争；定量ＰＣＲ；基因表达
中图分类号：ＴＳ２０１．３　　　文献标志码：Ａ

　　副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ，Ｖｐ）是
一种常见的嗜盐性革兰氏阴性菌，广泛分布于近

海水域及海底沉积物中［１］，是我国海产品中最为

常见的病原菌之一［２３］。食用被该菌污染的水产

品，可引起恶心、呕吐、腹泻等肠胃炎反应，严重

的可能引发败血症甚至导致死亡［４］。近年来，副

溶血弧菌还被证实是对虾肝胰腺坏死综合征的

主要诱因［５］，严重危害对虾的质量安全，制约着

对虾养殖业的可持续发展。

副溶血弧菌全基因组序列显示，该菌存在两

种Ⅵ型分泌系统（ｔｙｐｅⅥ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ６ＳＳ）：
位于１号染色体上的Ｔ６ＳＳ１和位于２号染色体上
的Ｔ６ＳＳ２［６］。Ｔ６ＳＳ是近年来新发现的一种蛋白

转运系统，与细菌的毒力和环境适应能力密切相

关［７９］。近期研究发现 Ｔ６ＳＳ可帮助霍乱弧菌在
种内和种间竞争中发挥优势［１０１１］，并且有研究［１２］

表明副溶血弧菌的 Ｔ６ＳＳ１与其生态位的竞争相
关。然而，关于副溶血弧菌Ⅵ型分泌系统对其种
内竞争的影响，研究尚属空白。

本研究针对这一空白，首先对８５株副溶血
弧菌的Ｔ６ＳＳ相关基因的携带情况进行了分析，
并选取Ｔ６ＳＳ１＋与Ｔ６ＳＳ１－的副溶血弧菌菌株进行
混合培养，探究其种内竞争情况，同时运用 ｑＰＣＲ
技术分析混合培养后 Ｔ６ＳＳ相关基因的表达情
况，以期探究副溶血弧菌 Ｔ６ＳＳ对其种内竞争的
影响，为副溶血弧菌 Ｔ６ＳＳ功能的进一步揭示提
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供科学的参考。

１　材料与方法

１．１　菌株来源
选取本实验室分离自环境的４１株菌株，其

中３株（ｖｐｓ３、ｖｐｓ５、ｖｐｓ７）来自于中国科学院微生
物研 究 所 （ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，Ｃｈｉｎｅｓｅ
ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＩＭＣＡＳ），１株（ｖｐｓ３９）来自
于美国疾病预防控制中心 （ＣｅｎｔｅｒｓｆｏｒＤｉｓｅａｓｅ
ＣｏｎｔｒｏｌａｎｄＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎ，ＣＤＣ），其余３７株均来自于
上海市各水产市场的水产品中。其中 ｔｄｈ＋基因
型（ｔｄｈ＋／ｔｒｈ＋和ｔｄｈ＋／ｔｒｈ－）菌株２２株，ｔｄｈ－基因
型（ｔｄｈ－／ｔｒｈ＋和ｔｄｈ－／ｔｒｈ－）菌株１９株。４４株临
床分离株，其中４２株来自于肠道门诊腹泻患者
肛拭子样本，２株为标准菌株 ＡＴＣＣ１７８０２、
ＡＴＣＣ３３８４７由本实验室保存。其中 ｔｄｈ＋基因型
（ｔｄｈ＋／ｔｒｈ＋和ｔｄｈ＋／ｔｒｈ－）菌株３８株，ｔｄｈ－基因型
（ｔｄｈ－／ｔｒｈ＋和 ｔｄｈ－／ｔｒｈ－）菌株６株，所有菌株均
为ｔｌｈ阳性（种特异性基因）。基本信息如表１所
示。

１．２　培养基及试剂
硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂培养基

（Ｔｈｉｏｓｕｌｆａｔｅｃｉｔｒａｔｅｂｉｌｅｓａｌｔｓｓｕｃｒｏｓｅａｇａｒｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｄｉｕｍ，ＴＣＢＳ）、蛋白胨大豆琼脂培养基（Ｔｒｙｐｔｉｃ
ｓｏｙｂｒｏｔｈ，ＴＳＢ）和蛋白胨购自北京陆桥科技有限
公司；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自宝生物工程（大连）有限
公司，ＰＣＲＭｉｘ、琼脂糖和细菌基因组 ＤＮＡ提取
试剂盒均购自北京天根生化科技有限公司，动物

总ＲＮＡ快速提取试剂盒（Ｔｒｉｚｏｌ离心柱型）、反转
录试剂盒和荧光定量试剂盒购于 ＴａＫａＲａ公司。
以上试剂均在有效期内使用。

１．３　菌种活化及菌液制备
将副溶血弧菌菌株从 －８０℃保存的甘油管

中取出，划线接种于 ＴＣＢＳ平板，３７℃倒置培养
１２～１６ｈ，挑取合适单菌落于１０ｍＬＴＳＢ试管中
（３％ ＮａＣｌ），３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养８～１０ｈ，
连续活化２次，作为ＤＮＡ提取菌液备用。
１．４　副溶血弧菌基因组ＤＮＡ的提取

按照细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书对

８５株副溶血弧菌基因组 ＤＮＡ进行提取，将提取
的ＤＮＡ储藏于－２０℃的冰箱中备用。
１．５　ＰＣＲ引物与扩增条件

引物设计：ｔｌｈ，ｔｄｈ，ｔｒｈ引物序列参考文献
［１３］合成。其他引物参考副溶血弧菌 ＲＩＭＤ
２２１０６３３（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＢＡ００００３２）基因序
列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计，委托生工生物工
程（上海）股份有限公司合成。序列信息见表２。
ＰＣＲ扩增条件：２５μＬ体系，９５℃，４ｍｉｎ；９４℃，１
ｍｉｎ；退火３０ｓ，退火温度见表２；７２℃，１０００ｂｐ／
ｍｉｎ；３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用
１．５％ 琼脂糖凝胶电泳进行验证，阳性对照由生
工生物工程（上海）有限公司测序验证，所有实验

均独立重复２次。
１．６　ｑＰＣＲ检测副溶血弧菌混合培养中的数量
变化

１．６．１　不同基因型副溶血弧菌的混合培养
由于同种菌株之间的检测需要不同的目标

基因，所以选取 ｔｄｈ和 ｔｒｈ基因为目标引物和探
针。每组选取１个 ｔｄｈ菌株与１个 ｔｒｈ菌株进行
混合培养，其中：ｔｄｈ＋菌株为 ｖｐｓ２、ｖｐｃ１６、ｖｐｓ１６
（Ｔ６ＳＳ１＋）和 ｖｐｄ１８（Ｔ６ＳＳ１－）；ｔｒｈ＋菌株为 ｖｐｓ７
（Ｔ６ＳＳ１＋），ｖｐｒ１０８、ｖｐｒ１１１和ｖｐｃ１８（Ｔ６ＳＳ１－）。

菌株活化 ２次，离心取沉淀，用蛋白胨水
（Ｐｅｐｔｏｎｅｗａｔｅｒ，ＰＷ，０．８５％ ＮａＣｌ，０．１％蛋白胨）
进行稀释，将ＯＤ６００值调整至０．６左右，保证接种
量一致。将其分为８组，第１组：ｖｐｓ２（Ｔ６ＳＳ１＋）
和ｖｐｒ１０８（Ｔ６ＳＳ１－）；第２组：ｖｐｃ１６（Ｔ６ＳＳ１＋）和
ｖｐｒ１０８（Ｔ６ＳＳ１－）；第 ３组：ｖｐｓ７（Ｔ６ＳＳ１＋）和
ｖｐｄ１８（Ｔ６ＳＳ１－）；第４组：ｖｐｓ７（Ｔ６ＳＳ１＋）和 ｖｐｓ１６
（Ｔ６ＳＳ１＋）；第 ５组：ｖｐｃ１６（Ｔ６ＳＳ１＋）和 ｖｐｃ１８
（Ｔ６ＳＳ１－）；第 ６组：ｖｐｓ２（Ｔ６ＳＳ１＋）和 ｖｐｒ１１１
（Ｔ６ＳＳ１－）；第 ７组，ｖｐｄ１８（Ｔ６ＳＳ１－）和 ｖｐｒ１０８
（Ｔ６ＳＳ１－）；第 ８组，ｖｐｓ７（Ｔ６ＳＳ１＋）和 ｖｐｃ１６
（Ｔ６ＳＳ１＋）。按０．１％接种量将两株菌接种到同
一１０ｍＬＴＳＢ试管中，置于 ３７℃摇床培养 ８ｈ
后，取 １ｍＬ菌液按上述方法提取 ＤＮＡ，用于
ｑＰＣＲ反应。

０３４
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表１　８５株副溶血弧菌的基本信息
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ８５Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｉｓｏｌａｔｅｓ

菌株

Ｓｔｒａｉｎｓ
来源

Ｓｏｕｒｃｅ ｔｌｈ ｔｄｈ ｔｒｈ

ｖｐｃ１ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ２ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ１５ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ１６ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ１７ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ１８ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ － ＋
ｖｐｃ１９ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ２０ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ２１ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ２２ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ２５ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ２６ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ２７ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ２８ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ２９ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ３２ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ３３ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ３４ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ３５ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ３６ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ － ＋
ｖｐｃ３７ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ３８ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ４０ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ４１ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ４２ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ４３ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ ＋
ｖｐｃ４４ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ － －
ｖｐｃ４５ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ４６ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ４７ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ４８ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ４９ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ ＋
ｖｐｃ５０ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ５１ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ５４ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ ＋
ｖｐｃ５５ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ８５ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ － ＋
ｖｐｃ８９ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ９０ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ９４ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ － ＋
ｖｐｃ９７ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ｖｐｃ１００ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －
ＡＴＣＣ１７８０２ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ － ＋
ＡＴＣＣ３３８４７ 临床Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＋ ＋ －

菌株

Ｓｔｒａｉｎｓ
来源

Ｓｏｕｒｃｅ ｔｌｈ ｔｄｈ ｔｒｈ

ｖｐｓ１ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｓ２ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｓ３ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ ＋ －
ｖｐｓ４ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｓ５ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ ＋ －
ｖｐｓ７ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ － ＋
ｖｐｓ９ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｓ１０ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ － ＋
ｖｐｓ１２ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｓ１４ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｓ１５ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｓ１６ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｓ１７ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｓ１８ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ － －
ｖｐｓ１９ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ － －
ｖｐｓ２０ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ － －
ｖｐｓ２２ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｓ３２ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｓ３３ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ － －
ｖｐｓ３４ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ － －
ｖｐｓ３５ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ － －
ｖｐｓ３６ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ － －
ｖｐｓ３８ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ － －
ｖｐｓ３９ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ ＋
ｖｐｄ８ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｄ１４ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｄ１８ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｄ３３ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｄ３４ 牡蛎　ＯｓｔｒｅａｇｉｇａｓＴｈｕｎｂｅｒｇ ＋ ＋ －
ｖｐｄ５７ 日本沼虾　Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ ＋ ＋ －
ｖｐｄ５８ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ ＋ －
ｖｐｄ６１ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ ＋ －
ｖｐｒ１０２ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ － ＋
ｖｐｒ１０３ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ － ＋
ｖｐｒ１０４ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ － ＋
ｖｐｒ１０５ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ － ＋
ｖｐｒ１０６ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ － ＋
ｖｐｒ１０７ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ － ＋
ｖｐｒ１０８ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ － ＋
ｖｐｒ１１０ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ － ＋
ｖｐｒ１１１ 凡纳滨对虾　Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ ＋ － ＋

注：“＋”表示阳性，“－”表示阴性
Ｎｏｔｅｓ：“＋”ｍｅａｎｓｐｏｓｉｔｉｖｅ，“－”ｍｅａｎｓｎｅｇａｔｉｖｅ
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表２　引物序列信息
Ｔａｂ．２　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

蛋白名称

Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅｓ
基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅｓ
引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列 （５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）
产物

Ａｍｐｌｉｃｏｎ／ｂｐ
退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ／℃

ＶｉｐＡ１ ｖｉｐＡ１
ｖｉｐＡ１Ｆ ＡＣＣＧＴＧＡＣＧＧＣＴＣＧＧＴＧＧ
ｖｉｐＡ１Ｒ ＣＴＣＴＴＣＴＴＴＣＧＣＧＴＣＴＴＧＧＴＣＧ

４５７ ５８

ＶｉｐＡ２ ｖｉｐＡ２
ｖｉｐＡ２Ｆ ＣＧＡＧＴＡＴＣＣＡＣＴＣＧＡＡＡＣＴＴＴＣ
ｖｉｐＡ２Ｒ ＴＴＣＴＧＣＴＣＣＣＴＣＡＧＴＡＣＴＴＴＣＴＧ

４８７ ５２

ＶｇｒＧ１ ｖｐ１３８８
１３８８Ｆ ＧＧＡＡＡＴＧＧＧＡＡＣＴＧＧＧ
１３８８Ｒ ＧＧＴＣＧＧＡＡＣＡＡＧＧＧＡＴ

４０９ ５１

ＯｍｐＡ ｖｐ１３９０
１３９０Ｆ ＣＴＧＴＧＧＧＣＡＡＣＴＡＡＴＣＡＴ
１３９０Ｒ ＴＣＣＡＡＣＴＧＧＣＴＡＣＴＣＡＡＣ

５５１ ４８

Ｈｃｐ１ ｖｐ１３９３
１３９３Ｆ ＣＧＣＣＡＧＴＣＧＴＣＧＴＴＡ
１３９３Ｒ ＣＡＣＣＧＴＣＣＡＣＴＴＧＴＴＧ

ＶＰ１４１５ ｖｐ１４１５
１４１５Ｆ ＡＡＧＣＣＧＣＡＡＣＣＡＡＡＣ
１４１５Ｒ ＡＧＧＣＧＴＣＡＧＣＡＡＣＡＡＣ

５５９ ５０

１．６．２　荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）
菌液活化２次，确定其 ＯＤ６００值后，用 ＰＷ进

行１０倍梯度稀释，取合适浓度涂布于ＴＣＢＳ平板
上，３７℃过夜培养计数。同时取１ｍＬ菌液进行
ＤＮＡ提取，－２０℃冰箱保存备用。将平板涂布
结果为１０９ＣＦＵ／ｍＬ的副溶血弧菌菌悬液进行１０
倍梯度稀释，获得终浓度为１０～１０９ＣＦＵ／ｍＬ的
菌液，分别取１ｍＬ提取ＤＮＡ后进行ｑＰＣＲ反应，
输出相应的循环阈值（Ｃｔ值）作为标准曲线ｙ轴。
同时将菌液稀释涂布于 ＴＣＢＳ培养基，计数结果
作为ｘ轴（ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ），构建该反应的标准曲
线，并计算曲线的斜率（ｓｌｏｐｅ），利用公式Ｅ＝
１０－１／ｓｌｏｐｅ－１计算反应的扩增效率［１４］。

选择副溶血弧菌 ｔｄｈ基因和 ｔｒｈ基因作为荧
光定量ＰＣＲ的扩增靶基因，其中ＴａｑＭａｎ探针分
别标记为ＣＹ５和ＦＡＭ作为荧光基团。本实验所
使用的ＴａｑＭａｎ探针以及相关引物根据参考文
献［１５］由上海英潍捷基公司合成。荧光定量
ＰＣＲ的反应体系为２０μＬ，包括１０×ＰＣＲ缓冲液
２μＬ，Ｍｇ２＋缓冲液（５０μｍｏｌ／μＬ）１．２μＬ，ｄＮＴＰｓ
Ｍｉｘ（１０μｍｏｌ／μＬ）０．５μＬ，正反向引物（１０μｍｏｌ／
μＬ）各０．５μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，Ｔａｑ酶０．２μＬ，探
针（１０μｍｏｌ／μＬ）０．２μＬ及 ｄｄＨ２Ｏ１３．９μＬ。
ｑＰＣＲ反应参数为：９５℃预变性１ｍｉｎ；共４０个循

环，每个循环９５℃，５ｓ；５９℃，４５ｓ。在延伸阶段
收集荧光信号，反应结束后，对获得的信号数据

进行处理。

１．７　Ｔ６ＳＳ相关基因表达量的检测
荧光定量 ＰＣＲ的反应体系（２０μＬ）：ＴＢ

ＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ １０μＬ，ＰＣＲＰｒｉｍｅｒＦ０．８
μＬ（１０μｍｏｌ／μＬ），ＰＣＲＰｒｉｍｅｒＲ０．８μＬ（１０
μｍｏｌ／μＬ），ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ０．４μＬ，ｃＤＮＡ模
板２μＬ及 ｄｄＨ２Ｏ６μＬ。ＰＣＲ反应参数为：９５℃
预变性３０ｓ；４０个循环中，每个循环均 ９５℃ １５
ｓ，６０℃ ６０ｓ。

将１６ＳｒＲＮＡ基因定为副溶血弧菌的内参基
因，其 上 下 游 引 物 ５′端 到 ３′端 分 别 为
ｇａｃａｃｇｇｔｃｃａｇａｃｔｃｃｔａｃ／ｇｇｔｇｃｔｔｃｔｔｃｔｇｔｃｇｃｔａａｃ［１６］，参考
副溶血弧菌 ＲＩＭＤ２２１０６３３（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：
ＢＡ００００３２）基因序列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件将
Ｔ６ＳＳ相关蛋白基因作为靶基因设计引物，委托生
工生物工程（上海）股份有限公司合成。引物序

列及基因功能信息见表３。
１．８　数据分析

使用ＳＰＳＳ１９．０软件对数据进行单因素方差
分析（ＡＮＯＶＡ），检验水平为 Ｐ＜０．０５时为差异
显著，具有统计学意义。
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表３　反转录荧光定量ＰＣＲ反应引物序列信息
Ｔａｂ．３　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因

Ｇｅｎｅｓ
引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）
功能

Ｐｕｔａｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＯｍｐＡ１ ＣＡＡＡＡＧＣＧＡＴＣＡＣＡＡＡＡＧＣＡ
ＡＧＣＧＡＣＴＴＡＡＣＧＧＣＡＴＣＡＴＣ Ｔ６ＳＳ１跨膜蛋白Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ

Ｈｃｐ１ ＡＣＡＣＣＧＴＣＣＡＣＴＴＧＴＴＧＴＧＡ
ＡＧＴＡＧＴＧＣＴＣＴＴＧＣＴＴＧＣＣＴ Ｔ６ＳＳ１转位蛋白Ｔｒａｎｓｆｅｒｐｒｏｔｅｉｎ

Ｈｃｐ２ ＴＣＧＣＣＣＴＧＣＴＴＡＧＴＧＡＴＧＴＧ
ＧＧＴＡＣＡＧＣＡＡＴＧＧＡＣＣＧＴＧＡ Ｔ６ＳＳ２转位蛋白Ｔｒａｎｓｆｅｒｐｒｏｔｅｉｎ

ＶｇｒＧ１ ＣＣＴＧＴＡＡＴＧＧＧＧＣＡＧＧＴＧＡＧ
ＡＧＣＴＧＴＡＡＣＣＡＧＡＣＧＣＣＡＡＡ Ｔ６ＳＳ１转位蛋白Ｔｒａｎｓｆｅｒｐｒｏｔｅｉｎ

ＶｇｒＧ２ ＣＴＧＧＡＡＧＡＧＡＡＴＡＣＧＧＧＧＧＣ
ＴＣＧＧＧＴＡＧＧＧＣＡＡＧＡＧＧＴＴＡ Ｔ６ＳＳ２转位蛋白Ｔｒａｎｓｆｅｒｐｒｏｔｅｉｎ

ＶｉｐＢ２ ＡＡＧＴＡＡＴＴＣＡＧＣＣＣＡＣＧＣＣＡ
ＣＣＧＴＡＡＣＴＴＴＣＣＧＴＧＡＡＧＣＧ Ｔ６ＳＳ２结构蛋白Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ

２　结果与分析

２．１　Ｔ６ＳＳ基因携带情况分析
选取 Ｔ６ＳＳ１结构蛋白 ＶｉｐＡ１和 Ｔ６ＳＳ２结构

蛋白 ＶｉｐＡ２基因，以及 ４个 Ｔ６ＳＳ１相关基因
ｖｐ１３８８、ｖｐ１３９０、ｖｐ１３９３、ｖｐ１４１５［１７］进行检测。结
果发现，在 ８５株副溶血弧菌中，有 ６２株携带
Ｔ６ＳＳ１结构基因ｖｉｐＡ１，其中临床分离株中有４１
株，占全部临床分离株的９３．２％，而环境分离株
中有２１株，占全部环境分离株的５１．２％，临床分

离株中的而Ｔ６ＳＳ２结构基因 ｖｉｐＡ２在所有的副溶
血弧菌中广泛存在。

所检测的 ４个 Ｔ６ＳＳ１相关基因 ｖｐ１３８８、
ｖｐ１３９０、ｖｐ１３９３、ｖｐ１４１５在 ８５株所测副溶血弧菌
中只有３４株为全部阳性，其余５３株中均至少缺
少１个Ｔ６ＳＳ１相关基因，并且这其中环境分离株
的缺失程度明显大于临床分离株，说明 Ｔ６ＳＳ１基
因簇在不同来源副溶血弧菌中存在一定的差异

性，检测结果见表４。

表４　临床与环境分离株Ｔ６ＳＳ相关基因携带情况
Ｔａｂ．４　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＴ６ＳＳｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｆｏｒａｌｌ８５Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｓｅａｆｏｏｄｓｏｕｒｃｅｓ

菌株数量

Ｎｕｍｂｅｒ
目的基因 Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ

ｖｉｐＡ１ ｖｉｐＡ２ ｖｐ１３８８ ｖｐ１３９０ ｖｐ１３９３ ｖｐ１４１５

临床分离菌株数量（ｎ＝４４）
Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓ（ｎ＝４４）

ｔｄｈ＋／ｔｒｈ－（ｎ＝３５） ３４ ３５ ３３ ２０ ３４ ２０
ｔｄｈ－／ｔｒｈ＋（ｎ＝５） ３ ５ ３ ０ ３ ０
ｔｄｈ＋／ｔｒｈ＋（ｎ＝３） ３ ３ ３ １ ３ １
ｔｄｈ－／ｔｒｈ－（ｎ＝１） １ １ １ ０ １ ０
总计（ｎ＝４４）
Ｔｏｔａｌ（ｎ＝４４） ４１ ４４ ４０ ２１ ４１ ２１

环境分离菌株数量（ｎ＝４１）
Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｅａｆｏｏｄｉｓｏｌａｔｅｓ（ｎ＝４１）

ｔｄｈ＋／ｔｒｈ－（ｎ＝２１） １５ ２１ １１ １０ １４ １０
ｔｄｈ－／ｔｒｈ＋（ｎ＝１１） ３ １１ ３ １ ２ １
ｔｄｈ＋／ｔｒｈ＋（ｎ＝１） １ １ １ １ １ １
ｔｄｈ－／ｔｒｈ－（ｎ＝８） ２ ８ １ １ １ １
总计（ｎ＝４１）
Ｔｏｔａｌ（ｎ＝４１） ２１ ４１ １６ １３ １８ １３

　　以溶血素基因为依据，所检测的６０株 ｔｄｈ＋

菌株（ｔｄｈ＋／ｔｒｈ＋和 ｔｄｈ＋／ｔｒｈ－）中，３２株含有全部
的Ｔ６ＳＳ基因，占５３．３％；２５株 ｔｄｈ－菌株（ｔｄｈ－／
ｔｒｈ＋和ｔｄｈ－／ｔｒｈ－）中只有２株含有全部的 Ｔ６ＳＳ
基因，占８．０％（２／２５），ｔｄｈ菌株更倾向于含有完

整的Ｔ６ＳＳ基因簇。以ｔｄｈ＋和ｔｄｈ－为分组，Ｔ６ＳＳ１
相关基因携带情况有显著性差异，Ｐ＜０．０５，具有
统计学意义，ｔｄｈ＋菌株比 ｔｄｈ－菌株携带更多的
Ｔ６ＳＳ１相关基因，未发现ｔｒｈ基因与Ｔ６ＳＳ１有何相
关性。
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２．２　副溶血弧菌混合培养中的数量变化
以已知菌数量的 ＤＮＡ建立标准曲线，标定

Ｃｔ值与菌落数的关系。以ｔｄｈ基因做标准曲线获
得方程为 ｙ＝４５．９２９－３．７５ｘ，Ｒ２＝０．９９０；以 ｔｒｈ

基因建立标准曲线方程为 ｙ＝４３．５７５－３．４９８ｘ，
Ｒ２＝０．９８４；其扩增效率 Ｅ在８０％ ～１２０％之间，
表明该方程能够较好地描述 Ｃｔ值与菌落数的线
性关系。见图１。

图１　副溶血弧菌ｑＰＣＲ定量标准曲线
Ｆｉｇ．１　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆｑＰＣＲｆｏｒＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

　　选取８株菌株，两两混合培养８ｈ，测定各菌
株数量，其中：ｖｐｓ２、ｖｐｃ１６、ｖｐｓ１６为 Ｔ６ＳＳ１＋菌株，
ｖｐｄ１８为Ｔ６ＳＳ１－菌株，但４株菌都携带ｔｄｈ基因，
且不含ｔｒｈ基因，因此将ｔｄｈ基因作为该菌株的标
志基因进行细菌数量检测；菌株 ｖｐｓ７为 Ｔ６ＳＳ１＋

菌株，ｖｐｒ１０８、ｖｐｒ１１１、ｖｐｃ１８为 Ｔ６ＳＳ１－菌株，４株
菌都携带ｔｒｈ基因，且不含ｔｄｈ基因，因此将ｔｒｈ基
因作为标志基因进行细菌数量检测。

每组以相同接种量进行混合培养８ｈ后，用
ｑＰＣＲ进行数量统计。由图２可知：８组中有４组
出现数量上的明显差异，携带 Ｔ６ＳＳ１的菌株
ｖｐｓ２、ｖｐｃ１６以及 ｖｐｓ７在特殊组别中呈现出了明
显的种内竞争力（组１、２、３、４），１、２组中 ｖｐｓ２和
ｖｐｃ１６为优势菌株，３、４组中 ｖｐｓ７为优势菌株，并
且优势菌株数量范围在 ９．３１～９．５８ｌｏｇ１０ＣＦＵ／
ｍＬ，劣势菌只有３．２７～３．９８ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ，统计
学分析显示两菌株之间数量差异极显著，Ｐ＜
０．０１。而第５、６、７、８组在混合培养时，各菌株数
量并未出现类似前４组的明显差异，其菌数量范
围均在８．１２～９．１４ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ之间，差异不显
著，Ｐ＞０．０５。这一结果表明，在混合培养条件
下，大部分携带Ｔ６ＳＳ１的副溶血弧菌存在明显的
种内竞争优势，但并非所有的 Ｔ６ＳＳ１＋菌株都对
Ｔ６ＳＳ１－菌株有明显抑制作用。Ｔ６ＳＳ１＋菌株对

Ｔ６ＳＳ１＋菌株之间也可能存在竞争作用，ｖｐｓ７
（Ｔ６ＳＳ１＋）可以抑制 ｖｐｓ１６（Ｔ６ＳＳ１＋），但是 ｖｐｓ７
和ｖｐｃ１６（Ｔ６ＳＳ１＋）混合培养后其数量差异不大。
在Ｔ６ＳＳ１－菌株中并未发现具有竞争优势的菌
株，当ｖｐｄ１８（Ｔ６ＳＳ１－）与 ｖｐｒ１０８混合培养，其数
量差异不大，无显著性差异，Ｐ＞０．０５。

表示差异显著，表示差异极显著

ｍｅａｎｓＰ＜０．０５， ｍｅａｎｓＰ＜０．０１

图２　混合培养条件下不同副溶血弧菌的数量变化
Ｆｉｇ．２　Ａｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎａｓｓａｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓａｔａ１∶１ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
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２．３　混合培养对Ｔ６ＳＳ相关基因表达量的影响
提取培养８ｈ后的副溶血弧菌 ＲＮＡ，以单独

培养时副溶血弧菌的基因表达量为参照，通过

ｑＰＣＲ相对定量法（ΔΔＣｔ），观察 Ｔ６ＳＳ相关基因
（ＯｍｐＡ、ＶｇｒＧ、Ｈｃｐ、ＶｉｐＢ）表达变化。ＯｍｐＡ为
Ｔ６ＳＳ的跨膜蛋白，介导分泌蛋白的跨膜转运，
ＶｇｒＧ为Ｔ６ＳＳ１的转位蛋白，介导效应物的转移；
Ｈｃｐ为Ｔ６ＳＳ的转位蛋白，同时也是 Ｔ６ＳＳ的结构
蛋白，构成Ｔ６ＳＳ注射器结构，ＶｉｐＢ是 Ｔ６ＳＳ的结
构蛋白。

较单一培养的菌株，混合培养８ｈ后的副溶
血弧菌Ｔ６ＳＳ１相关基因ＯｍｐＡ１、Ｈｃｐ１、ＶｇｒＧ１的表
达量均有明显的上调，结果如图３所示。图４呈
现了混合培养中副溶血弧菌 Ｔ６ＳＳ２相关基因
ＶｉｐＢ２、Ｈｃｐ２、ＶｇｒＧ２的表达情况，结果显示这些基
因的表达量在混合培养条件下也都明显上调。

导致这一现象的原因可能是，在混合培养的条件

下，副溶血弧菌可通过增强自身 Ｔ６ＳＳ１和 Ｔ６ＳＳ２
相关基因的表达，以应对其在混合培养中的种内

竞争。

表示差异显著，表示差异极显著

ｍｅａｎｓＰ＜０．０５， ｍｅａｎｓＰ＜０．０１

图３　混合培养后不同组副溶血弧菌Ｔ６ＳＳ１相关基因表达水平
Ｆｉｇ．３　Ｔ６ＳＳ１ｇｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｉｎＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

３　讨论

对８５株副溶血弧菌的基因检测发现，大约
９０％的临床分离株携带 Ｔ６ＳＳ１基因，而在环境分
离菌株中，只有约一半的菌株携带部分所检测的

Ｔ６ＳＳ１基因。针对Ｔ６ＳＳ１的主要结构蛋白进行调
查，发现在副溶血弧菌临床分离株中的 Ｔ６ＳＳ１基
因存在比例要远远高于环境分离株，而 Ｔ６ＳＳ２存
在于所有的副溶血弧菌中。这一结果大致与之

前的报道［１７］一致，比例上的差异可能跟细菌的分
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类不同（按血清型分类或按分离来源分类）有关， 也有可能与不同地区分离的细菌背景不同有关。

表示差异显著，表示差异极显著

ｍｅａｎｓＰ＜０．０５， ｍｅａｎｓＰ＜０．０１

图４　混合培养后不同组副溶血弧菌Ｔ６ＳＳ２相关基因表达水平
Ｆｉｇ．４　Ｔ６ＳＳ２ｇｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｉｎＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

　　Ｔ６ＳＳ是近年来新发现的与细菌致病力和适
应性密切相关的分泌系统，费氏弧菌可依赖Ⅵ型
分泌系统杀死非致病菌株，从而进行种内竞

争［１８］。在霍乱弧菌中Ｔ６ＳＳ介导抗菌作用和种内
竞争［１９２０］，副溶血弧菌的基因组结构与霍乱弧菌

的基因结构相似，因此，我们推测副溶血弧菌的

Ｔ６ＳＳ在功能上可能与霍乱弧菌相似，与种内竞争
相关［１２，２１］。本研究通过混合接种的方式，进一步

证实了该观点：部分 Ｔ６ＳＳ１＋的副溶血弧菌存在
明显的种内竞争优势，混合接种条件下能够特异

性地明显抑制其他同种菌株的生长繁殖。

在本实验条件下，有一部分 Ｔ６ＳＳ１＋的菌株
可与Ｔ６ＳＳ１－菌株兼容共生，例如ｖｐｃ１６和ｖｐｃ１８，
ｖｐｓ２和ｖｐｒ１１１，并且在 Ｔ６ＳＳ１＋与 Ｔ６ＳＳ１＋菌株的

混合培养组中，有 １组出现了数量上的差异
（ｖｐｓ１６和ｖｐｓ７），１组兼容共存（ｖｐｓ７和 ｖｐｃ１６）。
造成这一现象的原因可能是，这些菌株的 Ｔ６ＳＳ１
相关基因存在不同程度的突变或缺失，导致其种

内竞争力不能很好地展现。针对研究结果，提出

这样的推测：（１）副溶血弧菌针对的是一种细菌
成分，这种成分在某些菌株中是不存在的，或者

对某些菌株种类来说不是必需的，这可能和

Ｔ６ＳＳ１相关基因存在不同程度的突变或缺失有
关；（２）部分菌株能抑制 Ｔ６ＳＳ１活性；（３）一些菌
株对Ｔ６ＳＳ１的毒性具有抵抗力，例如霍乱弧菌和
费氏弧菌的 Ｔ６ＳＳ可以选择性的抑制同种菌
株［１２，１８］。

进一步分析Ｔ６ＳＳ１相关基因的表达情况，结

６３４



３期 穆丽丽，等：副溶血弧菌Ⅵ型分泌系统对其种内竞争的影响

果显示在混合培养之后，其相关基因表达量均上

调，这证实了混合培养确实激活了 Ｔ６ＳＳ１的表
达。并且，研究表明 Ｔ６ＳＳ２在混合培养后的基因
相对表达量也显著上调，这是否说明 Ｔ６ＳＳ２也参
与混合培养下的种内竞争？本研究初步探究了

副溶血弧菌Ⅵ型分泌系统对其种内竞争的影响，
表明Ｔ６ＳＳ１的存在可明显地提升副溶血弧菌在
混合培养中的生长能力，是其进行种内竞争的主

要工具之一。但是在自然环境中，副溶血弧菌的

种内竞争现象可能不只由 Ｔ６ＳＳ１单一因素介导，
可能是由于多种基因共同作用的结果，其作用机

理还有待进一步研究。
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