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摘 要：UvrY 是 BarA/UvrY 双组分系统的关键反应调节因子，在调控细菌毒力与环境适应性中

起重要作用。【目的】探究 UvrY 对副溶血弧菌 SH112 株的生物学特性及致病性的调控作用。【方

法】通过同源重组技术构建 uvrY 基因缺失株(ΔuvrY)及其互补株(CΔuvrY)，并采用生长曲线测定、

运动能力(泳动和群集运动)、生物被膜形成、细菌竞争、HeLa 细胞黏附能力与毒性实验，以及小

鼠感染模型(组织载菌量和致死率分析)等多方面实验，系统比较野生株、缺失株和互补株的表型

差异。【结果】与野生株相比，ΔuvrY 菌株在指数生长后期表现出显著的生长缺陷；运动能力明

显下降，其中泳动和群集运动分别降低了 33% 和 70%，但生物被膜形成能力未受到显著影响。

此外，ΔuvrY 菌株对大肠杆菌的竞争抑制能力减弱，对 HeLa 细胞的黏附率降低了 36.7%，细胞

毒性下降了 15.8%。小鼠感染实验进一步表明，ΔuvrY 菌株的组织定殖能力显著降低，致病性减

弱了 75%。【结论】本研究揭示了 UvrY 通过调控副溶血弧菌的生长、运动性、竞争能力和宿主

互作等过程在其致病机制中发挥关键作用，为深入理解 BarA/UvrY 双组分系统的调控网络提供了

重要依据。
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Abstract: UvrY is a key response regulator of the BarA/UvrY two-component system (TCS) and 
plays an important role in regulating bacterial virulence and environmental adaptability. [Objective]
To investigate the regulatory role of UvrY in the biological characteristics and pathogenicity of 
Vibrio parahaemolyticus SH112. [Methods] The uvrY-deleted mutant (ΔuvrY) and its 
complementary strain (CΔuvrY) were constructed by homologous recombination. Phenotypes were 
systematically compared among the wild type, mutant, and complementary strains by growth curve 
plotting, motility (swimming and swarming) assays, biofilm formation assay, bacterial competition 
assay, HeLa cell adhesion and cytotoxicity assays, as well as a mouse infection model (analysis of 
bacterial loads in tissues and lethality). [Results] Compared with the wild type strain, ΔuvrY 
exhibited significant growth defects during the late exponential phase and weakened motility, with 
swimming and swarming reduced by 33% and 70%, respectively, while the biofilm formation of 
the mutant remained unaffected. Additionally, ΔuvrY showed weakened competitive inhibition 
against Escherichia coli, a 36.7% reduction in HeLa cell adhesion, and a 15.8% decrease in 
cytotoxicity. Mouse infection experiments further demonstrated that ΔuvrY had significantly 
reduced tissue colonization capacity and the attenuation of 75% in pathogenicity. [Conclusion] 
This study reveals that UvrY plays a crucial role in the pathogenicity of V. parahaemolyticus by 
regulating the growth, motility, competitive ability, and interaction with the host, giving insights 
into the regulatory network of the BarA/UvrY two-component system.
Keywords: Vibrio parahaemolyticus; UvrY; two-component system; pathogenicity; virulence 
regulation

副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一种

革兰氏阴性菌，广泛分布在气候条件温暖的海

洋和河口环境中[1-2]。自 1950 年首次分离鉴定以

来，副溶血弧菌已逐渐成为全球食源性海产品

中毒事件的首要致病因子，并引起虾等水产动

物的急性坏死性肝胰腺炎，对水产养殖业造成

经济损失，严重威胁公共卫生安全[3]。截至目

前，其主要毒力因子包括黏附素、溶血素、III

型分泌系统 (type III secretion system, T3SS)以

及 VI 型 分 泌 系 统 (type VI secretion system, 
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T6SS)[4-6]。然而副溶血弧菌的致病机制仍未被完

全阐明。因此深入研究副溶血弧菌的致病机理，

尤其是关键信号转导系统的功能，将为开发精

准防控策略提供理论依据。

在细菌适应宿主环境的过程中，信号转导系

统通过感知外界刺激并协调毒力因子表达调控致

病作用。其中，双组分系统在原核生物中广泛存

在，调控多种细胞过程[7-8]。UvrY 作为 BarA/

UvrY 双组分系统的反应调节因子，在细菌中发挥

转录因子的作用[9]。BarA/UvrY 双组分系统是信号

转导的关键，由跨膜感应激酶蛋白 BarA 及其协同

调控的胞内反应调节蛋白 UvrY 构成[10]。BarA 通

过感知环境信号发生自磷酸化，随后将磷酸基团

转移至 UvrY，调控非编码 RNA 控制下游基因表

达[11]。该调控模块在大肠杆菌、副溶血弧菌、沙

门氏菌等革兰氏阴性病原菌中的毒力调控具有高

度保守性[12-14]。BarA/UvrY 双组分系统精密调控

细菌的运动性、生物被膜形成、黏附、定殖及毒

力因子表达等关键生理过程[15-17]。例如，UvrY 可

正向调控大肠杆菌 I 型菌毛的转录，增强其肠道定

殖能力[18]。在气单胞菌中，UvrY 通过调控一系列

毒力因子来影响病原体的毒力[19]。此外，研究表

明 BarA/UvrY 是副溶血弧菌的重要毒力因子，能

够调控 III 型和 VI 型分泌系统等毒力因子，在致

病过程中发挥关键作用[13]。BarA/UvrY 系统在许

多细菌的毒力调控中发挥了核心作用。然而副溶

血弧菌的 BarA/UvrY 双组分系统与毒力之间的密

切关系目前尚不完全清楚。

本研究成功构建了副溶血弧菌 SH112 株

uvrY 基因缺失株及互补株，并对各菌株的生物

学特性进行了深入分析，以期为揭示 BarA/

UvrY 双组分系统与副溶血弧菌生物学特性和毒

力调控之间关联性的研究提供重要依据。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　菌种和质粒

本研究所用菌株及质粒均由本实验室保存：

副溶血弧菌 SH112 (tdh+，血清型 O3:K6)、携带

pRK2013 质粒的大肠杆菌 HB101、大肠杆菌

CC118λpir、含 pBAD33-Gm 质粒的大肠杆菌

DH5α、自杀质粒 pYAK1、互补质粒 pMMB207、

HeLa 细胞。

1.2　主要试剂和仪器

细菌基因组提取试剂盒、质粒提取试剂盒，

天根生化科技(北京)有限公司；CytoTox 96®非放

射性细胞毒性检测试剂盒， Promega 公司；

BamH I、Pst I、Sac I 内切酶与 T4 DNA 连接酶，

TaKaRa 公司；Triton X-100，国药集团化学试剂

有限公司；DMEM 培养基、胎牛血清，Gibco

公司。

全波长酶标仪、PCR 仪，Eppendorf 公司。

1.3　实验动物

Institute of Cancer Research (ICR)小鼠购自上

海杰思捷实验动物有限公司。本研究所有动物

实验经中国农业科学院上海兽医研究所动物伦

理委员会批准，编号为 SYXK (沪) 2020-0027。

1.4　引物设计与合成

根据 GenBank 中副溶血弧菌 RIMD2210633

标准株的 uvrY 基因序列，采用 Primer Premier 

5.0 软件设计特异性引物(表 1)。其中，sacB-F/R

引物特异性靶向质粒 pYAK1 多克隆位点两侧的

sacB 标记基因，通过 PCR 特异性检测同源重组

后质粒在宿主菌中的丢失情况。该筛选策略利

用 sacB 基因编码的果聚糖蔗糖酶特性，当质粒

成功切除时 sacB 基因随载体同步丢失，从而实

现重组菌株的精准筛选。

1.5　uvrY 基因缺失株与互补株的构建

参考文献[20]构建 uvrY 基因缺失株及互补

株。以副溶血弧菌 SH112 株为野生株(wild type 

strain, WT)，并提取全基因组作为扩增模板，所

用引物见表 1。分别使用引物 uvrY-A/B 和 uvrY-

C/D 扩增同源臂 AB、CD 片段，通过重叠 PCR

获得缺失 uvrY 基因的融合片段 uvrY-AD。将该

片段经 BamH I/Pst I 酶切后连接至自杀质粒
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pYAK1，获得重组质粒 pYAK1-ΔuvrY。通过接

合转移(供体菌：CC118λpir/pYAK1-ΔuvrY；受体

菌：SH112；辅助菌：pRK2013-HB101)将重组

质粒导入 SH112。用含 10 μg/mL 氯霉素的

TCBS 平板和含 20% 蔗糖的 LB 平板筛选结合

子。将筛选到的疑似缺失株用相应引物进行鉴

定，PCR 产物送至生工生物工程(上海)股份有限

公司进行测序分析，经鉴定正确的缺失株命名

为 ΔuvrY。经过 20 代传代后，用引物 uvrY-E/F

和 sacB-F/R 进行鉴定，确定自杀质粒已丢失，

保存菌株并用于后续实验。

参考构建缺失株的方法获得互补质粒

pMMB207-uvrY，并通过结合转移的方法导入副

溶血弧菌 SH112，分别使用 uvrY-E/F 和 uvrY-

pMMB-F/R 特异性引物进行 PCR 验证，经电泳

检测将阳性菌株命名为互补株 CΔuvrY。

1.6　生长曲线的测定

将过夜培养的 WT、ΔuvrY 及 CΔuvrY 菌株

分别接种至含 3% NaCl 的 LB 液体培养基中，

在 37 ℃、 180 r/min 振荡培养至对数生长期

(OD600 为 0.20±0.02)。采用无菌 96 孔板进行动

态监测，每组设置 3 个平行重复，按 100 μL/孔

定量接种菌悬液，使用酶标仪测定 OD600 (间隔

1 h)，持续监测 12 h。最终通过生长曲线比较分

析各菌株间的增殖差异。

1.7　运动性测定

根据 Li 等[21]的方法，分别检测菌株的泳动

和群集运动能力。泳动运动 (swimming)：将

WT、ΔuvrY 及 CΔuvrY 培养至对数生长期，各

取 1 µL 的菌液垂直接种于泳动平板(含 0.3% 琼

脂、3% NaCl 的 LB 培养基)上，37 ℃恒温培养

4 h 后观察扩散圈；群集运动(swarming)：用含

1.5% 琼脂的 HIB 培养基制备运动平板，接种

1 µL 对数期菌液后置于 30 ℃培养箱中持续孵育

16 h。拍照记录泳动和群集运动情况，并测量

直径。

1.8　生物被膜的测定

采用结晶紫染色法评估细菌生物被膜形成

能力[15]。将各菌株培养至对数生长期，取 200 μL

菌液加入 96 孔板中，分别在 30 ℃和 37 ℃静置

孵育 48 h。用 PBS 洗涤 3 次，甲醇固定 15 min，

结晶紫染色 15 min，PBS 洗涤并晾干后，加入

95%乙醇溶解，测量 OD595 值。

1.9　细菌竞争试验

参照文献[22]进行细菌竞争试验。将 WT、

ΔuvrY 及 CΔuvrY 与大肠杆菌 DH5α (含 pBAD33

质粒)按 4:1 的比例混合(副溶血弧菌为攻击者，

大肠杆菌为猎物)。取其中 1 份倍比稀释后分别

涂布于 TCBS 培养基和含有庆大霉素的 LB 平板

上，以确定共培养 0 h 时攻击者和猎物的菌体浓

表1　本研究所用引物

Table 1　Primers used in this experiment

Primers name

uvrY-A

uvrY-B

uvrY-C

uvrY-D

uvrY-E

uvrY-F

uvrY-pMMB-F

uvrY-pMMB-R

sacB-F

sacB-R

Primer sequences (5′→3′)

ACCGGATCCTTGGCGAGTAAGTAGGAAAC

ACTTGTATCTCCACACTTTTTATTGGC

TGTGGAGATACAAGTTGTGAATCCTCCTTTC

ACCCTGCAGCGTCTTATCGCTTGTATCTG

TTCTGGATACGATGAAAGCC

TACCTCTTGTTGGCTCGTGT

CGCGGCCTGCAG TTGATTAATGTTTTCCTTGT

AATGAGCTCCTAAAGGGTCTCGGTGTCCA

ACGGCACTGTCGCAAACTATA

TTCCGTCACCGTCAAAGAT

Restriction enzyme

BamH I

Pst I

Pst I

Sac I

Product size (bp)

548

606

Wide type: 2 461
Mutant: 1 816

663

600
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度(CFU/mL)；另外 2 份混合菌液分别在 30 ℃和

37 ℃共培养 4 h 后稀释至 10−4−10−6，涂布于相

应平板上，获得共培养 4 h 时各副溶血弧菌和大

肠杆菌的菌体浓度(CFU/mL)。

1.10　细胞黏附试验

将 HeLa 细胞接种于 24 孔板，于 37 ℃、

5% CO2 条件下培养至约 80% 汇合度。分别以

MOI=10:1 的 WT、 ΔuvrY 及 CΔuvrY 感染细

胞 1 h，加入含 0.5% Triton X-100 的裂解液处

理 20 min。裂解液经 PBS 梯度稀释后涂布于含

3% NaCl 的 LB 平板，记录菌落数量，计算相对

黏附效率。

1.11　细胞毒性检测

将 HeLa 细胞接种于 96 孔细胞板中，培养

至约 80% 汇合度。将各菌株培养至对数生长期，

以 MOI=10:1 感染细胞，37 ℃、5% CO2 条件下

孵育 1.5 h。按照 CytoTox96®试剂盒说明书操

作，反应终止后通过酶标仪测定 OD490，并计算

各菌株的细胞毒性率。

1.12　小鼠致病性分析

参照 Bai 等[22]的方法，将 3−4 周龄雌性

ICR 小鼠随机分为 4 组 (WT 组、 ΔuvrY 组、

CΔuvrY 组和空白组，n=8)，分别通过腹腔注射

接种终浓度为 3×108 CFU/mL 的菌悬液或等体积

无菌生理盐水。感染后连续监测 7 d，每小时记

录小鼠的存活状态。

1.13　组织载量测定

参考文献 [23]将 5 周龄的小鼠分成 4 组，

每组 10 只，分别通过腹腔注射接种终浓度为

5×107 CFU/mL 的对数生长期菌悬液和无菌生理

盐水。感染 10 h 后无菌解剖取样，用 PBS 倍比

稀释，涂布于 TCBS 琼脂平板上，以评估细菌

定植情况。

1.14　数据分析

连续变量以均值±标准差(mean±SD)形式表

达；采用 GraphPad Prism v8.0 软件进行单因素

方差分析(one-way ANOVA)，以 P<0.05 作为差

异显著性阈值。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　uvrY 基因缺失株和互补株的鉴定

采用菌株的基因组 DNA 作为扩增模板进行

PCR 验证(图 1)。以 WT 基因组为模板，引物

uvrY-E/F 扩增出大小约为 2 500 bp 的特异性条带

(图 1，泳道 1)，而以 ΔuvrY 及 CΔuvrY 基因组为

模板，均呈现约 1 800 bp 的扩增产物(图 1，泳

道 2、3)。PCR 产物经比对正确，WT 和 ΔuvrY

扩增出的目的片段大小分别是 2 461 bp 和 1 816 bp。

用引物 uvrY-pMMB-F/R 扩增 WT 和 CΔuvrY 基

因组，获得目的片段 (图 1，泳道 4、6)，而

图1　uvrY基因缺失株及其互补株的PCR鉴定结

果。M：DL2000 DNA marker；泳道1−3：以WT、

ΔuvrY和CΔuvrY为模板，用uvrY-E/F引物扩增的目

的片段；泳道4−6：以WT、ΔuvrY和CΔuvrY为模

板，用uvrY-pMMB-F/R引物扩增的目的片段；泳道

7：以ΔuvrY为模板，用sacB-F/R引物扩增的目的

片段。

Figure 1　 PCR identification of the uvrY gene 

deletion strain and its complementation strain. M: 

DL2000 DNA marker; Lanes 1−3: Target fragments 

amplified with WT, ΔuvrY and CΔuvrY as templates 

using uvrY E/F primers; Lanes 4−6: Target fragments 

amplified with WT, ΔuvrY and CΔuvrY as templates, 

and the target fragment amplified withuvrY-pMMB-F/

R primers; Lane 7: The target fragment of ΔuvrY 

amplified with sacB-F/R primers.
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ΔuvrY 扩增不出目的条带(图 1，泳道 5)，经测序

比对表明目的片段为 663 bp，表明互补株构建

正确。多次传代后，采用 sacB-F/R 引物对

ΔuvrY 进行自杀质粒的丢失情况进行筛查，电泳

未检测到 sacB 基因特异性条带(图 1，泳道 7)，

表明 ΔuvrY 与 CΔuvrY 构建成功且传代稳定，可

用于后续实验。

2.2　uvrY 基因参与调控副溶血弧菌生长

能力

如图 2 所示，在相同的培养条件下(37 ℃、

含 3% NaCl 的 LB 培养基)培养 6 h 内 uvrY 基因

的缺失对副溶血弧菌的生长无显著影响。从 7 h

开始，缺失株 ΔuvrY 的生长速度低于 WT 和

CΔuvrY (*：P<0.05)。这表明 uvrY 基因参与调控

副溶血弧菌的生长。

2.3　UvrY 参与副溶血弧菌的泳动及群

集运动

各菌株在泳动平板上培养 4 h 时后，均形成

特征性半圆形扩散环；定量分析显示，ΔuvrY 突

变株的泳动直径较 WT 下降了 33% (****：P<

0.000 1)，CΔuvrY 未恢复至 WT 水平(****：P<

0.000 1) (图 3A、3B)。各菌株在群集平板上均表

现出明显的运动性；ΔuvrY 的群集运动能力较

WT 下降了 70% (****：P<0.000 1)，而 CΔuvrY

的群集运动能力恢复至 WT 水平(图 3C、3D)。

上述结果证实 UvrY 对副溶血弧菌的泳动及群集

运动具有调控作用。为排除 ΔuvrY 生长缺陷对

运动表型的干扰，同步检测了泳动平板菌体的

增殖情况(6 h 培养)。经菌落计数验证(图 3E)，

WT、ΔuvrY 和 CΔuvrY 在运动检测期间的生长

能力无统计学差异(P>0.05)，确证运动表型变化

是 uvrY 缺失的直接效应。上述结果表明，作为

双组分系统的调控枢纽，UvrY 对副溶血弧菌的

泳动和群集运动具有差异性调控作用，且该功

能独立于其生长调控途径。

2.4　UvrY 不参与副溶血弧菌生物被膜

的形成

采用结晶紫染色法定量评估 WT、ΔuvrY 及

CΔuvrY 的生物被膜形成能力。经 48 h 静态培养

后，染色分析显示(图 4A、4B)在 30 ℃和 37 ℃

的培养条件下，ΔuvrY 菌株的生物被膜吸光度值

与 WT 组无统计学差异(P>0.05)，提示 uvrY 基

因不参与副溶血弧菌生物被膜的形成。

2.5　UvrY 参与副溶血弧菌细菌竞争过程

将各组副溶血弧菌与大肠杆菌进行混合孵

育，分别在 30 ℃和 37 ℃作用 4 h 后进行计数，

考察 uvrY 基因缺失后对副溶血弧菌杀伤大肠杆

菌能力的影响。如图 5A 所示，在 30 ℃时，与

大肠杆菌共孵育 4 h 后 ΔuvrY 组的大肠杆菌存活

数显著高于 WT 组(***：P<0.001)，表明 ΔuvrY

缺失株杀伤大肠杆菌的能力显著低于野生株。

同时，对共孵育 4 h 后的各组副溶血弧菌进行计

数。结果显示，各组活菌量均无显著差异，排

除了由于 uvrY 基因缺失导致副溶血弧菌生长变

慢而引起的杀菌作用减弱的可能性(图 5B)。在

37 ℃时，各组与大肠杆菌共孵育 4 h 后大肠杆

菌和副溶血弧菌的浓度差异均不显著(图 5C、

5D)。然而，在 30 ℃和 37 ℃共孵育 4 h 后，

CΔuvrY 组的大肠杆菌存活数未能恢复至 WT 水

平(****：P<0.000 1)。上述结果表明，在 30 ℃

时 uvrY 基因有助于副溶血弧菌对大肠杆菌的抗

菌作用。

图2　WT、ΔuvrY和CΔuvrY的生长曲线

Figure 2　The growth curves of the WT, ΔuvrY and 

CΔuvrY. *: P<0.05.
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2.6　UvrY 参与副溶血弧菌对细胞的黏

附过程

以 MOI 为 10 的条件感染 HeLa 细胞 1 h，

细胞黏附实验结果显示(图 6A)：ΔuvrY 的黏附水

平较 WT 显著下降 36.7% (***：P<0.001)，而

CΔuvrY 则恢复至 WT 的细胞黏附水平。该结果

证实 uvrY 基因正向调控副溶血弧菌对宿主细胞

的黏附过程。为明确黏附缺陷是否源于细菌增

图3　运动性分析。A、B：菌株的泳动运动；C、D：菌株的群集运动；E：各菌株在泳动过程中的生长

情况。

Figure 3　 Motility analysis. A, B: The swimming pattern of the strains; C, D: The swarming pattern of the 

strains; E: Growth of each strain during swimming motility. ****: P<0.000 1.

图4　生物被膜形成能力。通过结晶紫染色法观察菌株在48 h内形成生物被膜的能力(A)和测量数据(B)。

Figure 4　Biofilm forming capacity. Quantitative profiling of biofilm formation ability in bacterial strains using 

crystal violet assay: phenotypic morphology (A) and spectrophotometric quantification (B) following 48 h static 

incubation.
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殖差异，实验采用平行对照设计：各菌株以

MOI=10:1 感染 HeLa 细胞 1 h 后裂解细胞，接

着连续 10 倍比稀释后涂布至 LB 平板上，观察

并记录菌落的生长情况。如图 6B 所示，感染时

各菌株活菌浓度无统计学差异(P>0.05)，排除了

生长速率对黏附表型的潜在影响。UvrY 可能通

过调控细菌表面黏附因子的表达，而非影响基

础生长特性，来介导副溶血弧菌与宿主细胞的

黏附作用。

2.7　uvrY 基因缺失影响副溶血弧菌对细

胞的毒性作用

为了研究 UvrY 是否影响副溶血弧菌的毒

力，本研究对感染 WT、ΔuvrY 和 CΔuvrY 菌株

的 HeLa 细胞(MOI=10:1，感染 1.5 h)的乳酸脱氢

酶释放水平进行了定量分析。与 WT 相比，

ΔuvrY 诱导的细胞毒性下降了 15.8% (**：P<

0.01)(图 7)，表明 UvrY 作为关键调控因子能够

促进副溶血弧菌对宿主细胞的毒性作用。

2.8　UvrY 调控副溶血弧菌对小鼠的致

病性作用

本研究利用小鼠腹腔感染模型系统评估了

UvrY 在哺乳动物感染模型中的毒力调控作用。

WT 组小鼠在感染 2 h 后即出现精神萎靡、呼

吸急促、眼球充血、粪便稀薄等临床症状，

图5　副溶血弧菌菌株与大肠杆菌共培养时的抗菌作用。A、B：30 ℃下竞争前(0 h)和竞争后(4 h)大肠杆

菌和副溶血弧菌的计数；C、D：37 ℃下竞争前(0 h)和竞争后(4 h) 大肠杆菌和副溶血弧菌的计数。***：  

P<0.001；****：P<0.000 1。

Figure 5　Antibacterial efficacy of V. parahaemolyticus against E. coli in co-culture systems. A, B: Comparative 

quantification of E. coli and V. parahaemolyticus populations at pre-interaction (0 h) vs. post-competitive (4 h) 

phases under 30 ° C; C, D: Comparative quantification of E. coli and V. parahaemolyticus populations at pre-

interaction (0 h) vs. post-competitive (4 h) phases under 37 °C. ***: P<0.001; ****: P<0.000 1.
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并在 10 h 内全部死亡(图 8)。与 WT 组相比，

ΔuvrY 组小鼠的临床症状显著减轻，且死亡起

始时间延迟，最终存活率达 75%；CΔuvrY 组

小鼠的症状与 WT 组相似，存活率为 25%；

空白对照组小鼠未出现上述临床症状，存活

率为 100%。该结果不仅证实 uvrY 基因缺失可

显著降低副溶血弧菌对小鼠的致病性，还为

BarA/UvrY 双组分系统的宿主体内功能研究提

供了依据。

2.9　UvrY 参与副溶血弧菌在小鼠组织

的定殖过程

为了解 UvrY 对副溶血弧菌在宿主体内定殖

的影响，本研究进行了小鼠组织载菌量测定。

结果显示(图 9)，接种 10 h 后 ΔuvrY 组菌株在小

鼠心脏、肝脏、脾脏和肾脏的载菌量分别下降为

WT 组的 1/27、1/273、1/54 和 1/47 (**：P<0.01；

****：P<0.000 1)，表明 uvrY 基因参与副溶血弧

菌在小鼠组织中的定殖过程。然而，CΔuvrY 在

各个组织中的定殖能力未能恢复到 WT 水平

(****：P<0.000 1)。

图6　各菌株对HeLa细胞的黏附作用。A：菌株对HeLa细胞的黏附作用；B：感染HeLa细胞1 h后各菌株

的生长情况。

Figure 6　Adhesion of each strain to HeLa cells. A: Adhesion to HeLa cell monolayers of the strains; B: Growth 

of each strain 1 h after infection of HeLa cells. ***: P<0.001.

图7　WT、ΔuvrY和CΔuvrY对HeLa细胞的毒性

影响

Figure 7　 Cytotoxic effects of the WT, ΔuvrY, and 

CΔuvrY on HeLa cells. **: P<0.01.

图8　各菌株感染ICR小鼠后的存活率

Figure 8　 The survival rate of ICR mice infected 

with different strains.
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3　讨论与结论　讨论与结论

UvrY 作为 BarA/UvrY 双组分系统的核心反

应调节因子，在多种致病菌的碳代谢、生物被

膜形成、运动性和毒力过程中发挥调控作

用[13,24-25]。本研究通过构建 ΔuvrY 突变株系统解

析了该调控因子对细菌生长、细菌竞争、运动

性、对宿主的黏附和毒性以及致病性的影响，

揭示了其在副溶血弧菌感染过程中的关键作用。

在生长特性方面，ΔuvrY 表现出独特的表

型：在标准培养条件下，短周期培养(6 h 内)其

生长能力与 WT 相当，但在后期出现生长迟滞。

这一现象提示 UvrY 可能通过双相调控机制影响

代谢通路，缺失 uvrY 可能阻碍了 BarA/UvrY 系

统对碳代谢的调控，进而限制能量供应。早期

通过非碳代谢依赖途径维持基础生长，而在对

数生长期后期则通过激活碳代谢相关基因来优

化能量分配，导致 ΔuvrY 在中后期出现生长缺

陷。这种时序性调控模式拓展了对 BarA/UvrY

系统功能的认识。本研究还通过实验证实，在

短周期培养下泳动检测(图 3E)及细胞黏附实验

(图 6B)中生长未受影响。

UvrY 及其同源蛋白还影响大肠杆菌、沙门

氏菌、霍乱弧菌、铜绿假单胞菌和黏质沙雷氏

菌等的鞭毛基因表达和/或运动性[24,26-28]。副溶

血弧菌通过游动运动在液体中移动，并利用群

集运动在表面上移动，这使得细胞能够到达有

利的环境。UvrY 在副溶血弧菌的环境适应功能

中扮演关键角色，uvrY 基因的缺失显著降低了

副溶血弧菌的泳动和群集运动能力。此外，细

菌竞争试验表明 UvrY 可增强副溶血弧菌在

30 ℃条件下的环境生存优势，这是揭示 BarA/

UvrY 双组分系统对抗菌活性具有调控作用。运

动能力作为细菌毒力的重要决定因素，结合已

有研究[29]，我们推测 UvrY 可能通过调控鞭毛基

因的表达，从而协调运动性与抗菌活性以及致

病性的关系，这一发现为理解病原体环境适应

机制提供了新视角。

图9　各菌株的定殖能力。各菌株在小鼠心(A)、肝(B)、脾(C)、肾(D)组织的细菌载量。

Figure 9　The colonization ability of each strain. Bacterial loads in heart (A), liver (B), spleen (C), kidney (D) of 

infected mice. **: P<0.01; ****: P<0.000 1.
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通过比较分析，本研究证实 UvrY 促进了

副溶血弧菌对宿主细胞的黏附和毒性作用。

黏附于宿主组织是微生物建立感染的基础，

有助于避免被宿主的天然免疫机制清除[30]。

BarA/UvrY 双组分系统是禽致病性大肠杆菌黏

附 和 毒 力 的 决 定 因 素[31]。 Zhang 等[13] 发 现

UvrY 通过调控 T3SS2 和 T6SS 效应蛋白的分

泌来促进副溶血弧菌的毒力。本研究表明，

uvrY 基因的缺失显著削弱了副溶血弧菌对

HeLa 细胞的黏附能力及细胞毒性作用。值得

注意的是，病原菌通过释放毒性因子介导的

宿主细胞损伤过程是其突破宿主防御屏障实

现体内定殖的重要病理机制。在肠出血性大

肠杆菌中，UvrY 能够增加 T3SS 基因的表达，

促进其在小鼠组织中的定殖能力[12]。本研究

证实 UvrY 通过多途径调控副溶血弧菌的黏

附 -定殖过程。小鼠感染实验进一步证实了

UvrY 在系统性毒力调控中的核心地位。uvrY

基因缺失导致临床症状延迟出现以及致死率

显著降低，同时，ΔuvrY 表现出的黏附率下降

与组织载菌量降低存在显著相关性。这些结

果提示，UvrY 为副溶血弧菌提供了生存优势，

导致突变菌株的毒力、黏附和定殖能力下降，

使病原菌更易被宿主清除，而 WT 在组织内

持续存在，导致宿主死亡。这表明 UvrY 可能

通过调控副溶血弧菌的系统性毒力因子显著

影响其在哺乳动物宿主中的致病进程。

上述结果提示，UvrY 是副溶血弧菌重要的

毒力因子，参与协调细菌生长、抗菌活性、运

动性、毒力、黏附和定殖能力，进而影响副溶

血弧菌的生物学特性和对宿主的致病性。这些

发现不仅显著深化了对副溶血弧菌致病分子机

制的理解，同时也为相关感染的防治开辟了新

的思路，使其成为一个极具潜力的抗菌靶标。

基于当前研究成果，未来我们将继续深入解析

UvrY 的精确调控网络，从而为开发针对副溶血

弧菌的新型防控策略打下坚实的基础。
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