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摘 要：杀香鱼假单胞菌(Pseudomonas plecoglossicida)是大黄鱼内脏白点病的致病菌，目前对该

菌的致病机制已有一定了解，并筛选出部分有效疫苗，但尚无商品化疫苗问世。【目的】深入研

究该菌的致病机制，开发高效的杀香鱼假单胞菌弱毒活疫苗。【方法】以亲本株杀香鱼假单胞菌

NB2011 为基础，采用双同源重组法，选择与群体感应系统(quorum sensing, QS)相关的 luxR 基因、

σ 因子 rpoE 基因进行敲除，构建缺失突变株；同时构建主要毒力因子六型分泌系统(T6SS1)与

luxR 基因联合缺失株 ΔT6SS1ΔluxR。对缺失突变株进行生物学特征检测、毒力特性分析及对金鱼

的免疫保护率评估。【结果】成功构建缺失突变菌株 ΔluxR、ΔT6SS1ΔluxR 及 ΔrpoE。与野生株相

比， 3 株缺失突变株的生长速度、泳动能力以及游泳能力未表现出显著差异； ΔluxR、

ΔT6SS1ΔluxR 两突变株的生物膜形成能力显著降低。观察不同菌株对小鼠巨噬细胞 J774A.1 的内

化、吸附和胞内增殖现象，发现 3 株缺失突变株均能在巨噬细胞中存活，但增殖能力明显低于野

生株。以 1.0×107 cells/mL 的浓度腹腔注射人工感染草金鱼，与野生株相比，2 株单突变株对鱼体

的毒力表现了明显的降低；相同剂量的双突变株 ΔT6SS1ΔluxR 攻击草金鱼未表现出毒力，其对草

金鱼的 LD50>108 cells/mL。选择双突变株 ΔT6SS1ΔluxR 注射接种草金鱼，28 d 后用野生株进行人

工攻击，免疫保护率为 78.60%，达到有效保护水平。【结论】本研究成功构建了 3 株毒力基因缺

失突变株，突变株的毒力明显下降，其中 ΔT6SS1ΔluxR 株有望作为开发杀香鱼假单胞菌弱毒活疫

苗的候选株。
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Abstract: Pseudomonas plecoglossicida is the pathogen of visceral white spot disease in large 
yellow croaker (Larimichthys crocea). At present, the pathogenic mechanism of P. plecoglossicida 
has been partially understood, and some effective vaccines have been screened, whereas no 
commercial vaccine has been developed. [Objective] To deepen the understanding about the 
pathogenic mechanism and develop efficient attenuated live vaccines of P. plecoglossicida.
[Methods] We targeted luxR and the RNA polymerase σ factor gene rpoE associated with quorum 
sensing to construct deletion mutants of P. plecoglossicida NB2011 by double homologous 
recombination. In addition, the strain ΔT6SS1ΔluxR with deletion of both the type VI secretion 
system 1 (T6SS1) gene and luxR was constructed. The biological characteristics and virulence of 
the mutants were analyzed. The relative percent of survival of fish after vaccination with the double 
deletion mutant was investigated.[Results] We successfully constructed ΔluxR, ΔT6SS1ΔluxR, and 
ΔrpoE. Compared with the wild type, none of the three mutants showed significant changes in the 
growth rate, swarming ability or swimming ability, while ΔluxR and ΔT6SS1ΔluxR showed 
significant decreases in biofilm formation. The internalization, adsorption, and intracellular 
proliferation of the mutants in mouse macrophages were observed. All the three mutants could 
survive in J774A. 1 macrophages and showed lower proliferation capacities than the wild type. 
Compared with the wild type, the two single mutants showed significantly reduced virulence to 
goldfish (Carassius auratus) after intraperitoneal injection at a concentration of 1.0×107 cells/mL. 
The double deletion mutant ΔT6SS1ΔluxR showed no virulence when challenging goldfish at the 
same dose, with the LD50>108 cells/mL. In the immune protection experiment, the goldfish was 
vaccinated with ΔT6SS1ΔluxR, and the fish was artificially challenged with the wild type 28 days 
later. The relative percent of survival reached 78.60%, which indicated effective protection.
[Conclusion] In this study, three gene deletion mutants were successfully constructed, and the 
virulence of the mutants was significantly decreased. Among them, ΔT6SS1ΔluxR is expected to be 
a candidate strain for the development of the attenuated live vaccine against P. plecoglossicida 
infection.
Keywords: Pseudomonas plecoglossicida; double homologous recombination; deletion mutation; 
biological characteristics; virulence assay; relative percent of survival

杀香鱼假单胞菌(Pseudomonas plecoglossicida)

是养殖大黄鱼和斜带石斑等海水鱼类内脏白点

病的致病菌[1]。目前，关于该菌的致病机制已有

一定了解。该菌通常在低温条件下感染鱼类导

致发病，其主要毒力因子包括六型分泌系统

(type Ⅵ secretion system, T6SS)、三型分泌系统
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(type Ⅲ secretion system, T3SS)、铁载体和多套

鞭毛等；致病基因包括编码冷休克蛋白家族成

员(CspA1)的基因、σ 因子 E (rpoE)、锌运输系

统的成员(ZnuCBA、ZnuA、ZnuC)、转录调控编

码基因(RK21−RS10325)等[2]。研究者先后观察到

了该菌在感染鱼巨噬细胞中胞内增殖的现象，

并提出该菌具有兼性胞内寄生菌的特性[3]。疫苗

保护性研究表明，灭活疫苗对该菌感染的保护

效果较弱，而多种通过缺失毒力因子/基因构建的

弱毒活疫苗(live attenuated vaccine, LAV)获得了

相对理想的保护效果，包括 ΔTssD、ΔT6SS1Δ4885、

ΔrpoS 等[4-6]。利用基因沉默技术获得的 cspA1、

rpoE 基因敲低株免疫斜带石斑鱼后，也激发了

有效保护[7-8]。这种结果与该菌兼性胞内寄生菌

的生物学特性是一致的：弱毒活疫苗能够模拟

病原自然感染进入宿主体内的过程，有效激活

宿主的细胞免疫和体液免疫，从而在后续感染

中全面清除体内的病原菌。目前，弱毒活疫苗

已成为该菌疫苗研制的主要方向。

本研究参考杀香鱼假单胞菌弱毒活疫苗的

前期研究思路，选择与毒力因子或重要生物学

通路相关的基因作为靶基因构建缺失突变株。

LuxR 是细菌密度依赖的群体感应系统(quorum 

sensing, QS)中的转录调控蛋白，在调节菌体密

度相关表型中起到关键作用，推测其与菌体致

病性存在密切关联[9]。RpoE 是一种细胞外功能

σ 因子，可以响应环境刺激(如温度)调节基因表

达[10]；该因子在一些细菌病原体的转录水平上

参与毒力调节，可能在 P. plecoglossicida 的发病

机制中起重要作用[11]。研究者已验证 T6SS1 是

该菌的重要毒力因子[4,12]。因此，本研究选择

luxR、rpoE 作为靶基因构建缺失突变株，并对

突变株的生物学表型、毒力特性及免疫原性进

行了检测与分析，旨在为开发杀香鱼假单胞菌

弱毒活疫苗提供更多的候选菌株。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株、质粒与细胞

P. plecoglossicida NB2011 野生株(WT)从浙

江省象山港养殖网箱的患病大黄鱼脾脏中分

离，经鉴定后由本实验室保存[13]，ΔT6SS1 突变

株由本课题组前期构建并保存[12]。Escherichia 

coli DH5α、E. coli WM3064 [2,6-二氨基庚二酸

(2,6-diaminopimelic acid, DAP)营养缺陷型]感受

态细胞和自杀质粒 pK18mobsacB-Ery 均由实验

室保存。小鼠巨噬细胞 J774A.1 购自海星生物科

技有限公司。

1.1.2　主要试剂

假单胞菌显色培养基(科玛嘉)购自CHROMagar

公 司 ； 酵 母 粉 、 蛋 白 胨 购 自 Oxoid 公 司 ；

DMEM 培养基购自 Hyclone 公司；胎牛血清购

自 Corning 公司；胰酶购自 Gibco 公司；割胶回

收试剂盒购自 Omega Bio-Tek 公司；DAP 购自

上海阿拉丁生化科技股份有限公司；结晶紫、

卡那霉素、氨苄青霉素、庆大霉素均购自生工

生物工程(上海)股份有限公司，各抗生素的使用

浓度分别为 50、100、200 µg/mL；限制性内切

酶购自宝生物工程 (大连)有限公司； 2×Taq 

MasterMix 购自江苏康为世纪生物科技股份有限

公司；氯化钠等常规试剂购自国药集团化学试

剂有限公司，试剂均为分析纯。

1.1.3　实验动物

实验动物为平均体重(10±5) g 的健康草金

鱼，购自宁波某花鸟市场。本研究所有动物

实验均获得浙江万里学院实验动物伦理委员

会的伦理审查批准，批准号为 20250417001。

1.1.4　引物设计

根据 P. plecoglossicida NB2011 全基因组序

列(NCBI 登录号为 ASJX00000000)，按照同源重

组的原理，利用 SnapGene 软件设计构建 luxR、

rpoE 基因缺失株的引物，引物由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成，引物序列见表 1。
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1.2　基因缺失突变菌株的构建

为清晰阐述实验方法，本研究以 ΔrpoE 缺

失突变株为例，详细描述整个构建过程。单个

基 因 缺 失 突 变 株 构 建 的 亲 本 株 为 野 生 株

P. plecoglossicida NB2011，T6SS1/luxR 双基因缺

失突变株则以 ΔT6SS1[12]为出发菌株，构建方法

与 ΔluxR 相同。

1.2.1　P. plecoglossicida NB2011 基因组提取

取甘油保藏的 P. plecoglossicida NB2011 菌

株在科玛嘉显色培养基上划线活化，28 ℃培养

至单菌落长出。之后用无菌枪头挑取单菌落至

装有 50 μL 无菌水的 PCR 管中，金属浴 105 ℃

处理 15 min。

1.2.2　pK18mobSacB-rpoE 重组自杀质粒的

构建及转化

以 P. plecoglossicida NB2011 基因组为模

板，采用引物 rpoE-MF1/rpoE-MR1、rpoE-MF2/

rpoE-MR2 分别扩增，得到 rpoE 上游同源臂 A

片段和下游同源臂 B 片段，并采用 PCR 产物纯

化试剂盒纯化；以 A、B 片段为模板，采用引物

rpoE-MF1/rpoE-MR2 扩增，获得 rpoE 的融合

AB 片段，并用纯化试剂盒进行纯化。PCR 反应

体系(50 μL)：ExTaq (5 U/µL) 0.25 µL，10×ExTaq 

buffer 5 µL，dNTP Mixture 4 µL，上、下游引物

(10 µmol/L)各 1 µL，DNA 模板 1 µL，ddH2O 

37.75 µL。PCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min，

表1　本研究所用引物

Table 1　Primers used in this study

Primers name

luxR-MF1

luxR-MR1

luxR-MF2

luxR-MR2

rpoE-MF1

rpoE-MR1

rpoE-MF2

rpoE-MR2

luxR-wS

luxR-wA

luxR-dS

luxR-dA

rpoE-wS

rpoE-wA

rpoE-dS

rpoE-dA

M13F(−47)

M13R(−48)

Primer sequences (5′→3′)

GCTCTAGAAGGGTCAGGAAGCCGAAT

GGAATGGCTGTCAGATCAGCATCCGTTACTCCCTTGGT

ACCAAGGGAGTAACGGATGCTGATCTGACAGCCATTCC

CCCAAGCTTGTACTTCTCCAGCAGGTC

GCTCTAGAGCCTCTTCATTGCACAGG

GCTGTCTCAGGTTTCCTGCTGGGTTAGCATGAACAC

GTGTTCATGCTAACCCAGCAGGAAACCTGAGACAGC

AAAACTGCAGGTTGCTCACTGCTCTCAC

CACCGAATACACCAGCTTGAT

GGTACGCGATTCTACAGCG

CCGCAAGCTGAACAGGTT

CTTCTTCTGAGCCAGCGA

CAGGTGGAACTCGAAACC

CGACGCAATTCCAATTCG

CTGCGTATCCGAAACCTG

CCCTGGTAACTCTGCTTT

CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

AGCGGATAACAATTTCACACAGGA

Amplicon size (bp)

529

585

686

480

714/1 410

914/1 610

897/1 539

957/1 479

MF1/MR1、MF2/MR2分别为上、下游同源片段的克隆引物；wS/wA、dS/dA分别为缺失突变株和插入突变株的检测引物；

M13F(−47)/M13R(−48)为重组克隆子的鉴定引物；下划线表示限制性内切酶识别位点。

MF1/MR1, MF2/MR2 were the cloning primers for the upstream and downstream homologous fragments, respectively; wS/wA, 

dS/dA were used as the detection primers for the deletion and insertion mutants, respectively; M13F(−47)/M13R(−48) were used as 

the identification primers for the recombinant clone; Underscores indicate restriction enzyme recognition sites.
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95 ℃变性 45 s，57.6 ℃退火 1 min，72 ℃延伸

30 s，5 个循环；95 ℃变性 45 s，68 ℃退火

1 min，72 ℃延伸 2 min 30 s，30 个循环；72 ℃

终延伸 10 min，10 ℃保温。

将 AB纯化片段与自杀质粒 pK18mobsacB-Ery

分别置于 37 ℃，用 Xba I 和 Pst I 进行双酶切。

片段纯化后在 16 ℃低温连接过夜，将连接的产

物转化至大肠杆菌 DH5α 感受态细胞。待菌落

长好，用 M13F(−47)/M13R(−48)引物筛选 AB 插

入的重组克隆，并将鉴定成功的阳性克隆子进

行测序。测序完成并比对后，挑选出序列完全

一致、无突变的阳性克隆子用于后续实验并进

行菌种保藏，同时提取重组质粒 pK18mobsacB-

rpoE (简称 pK18-rpoE)，将提取的质粒转化至

DAP 营养缺陷型 E. coli WM3064 中，得到供体

菌 WM3064 (pK18mobsacB-rpoE)。

采用相同方法构建得到 pK18mobSacB-luxR

重组自杀质粒并转化培养后保藏。

1.2.3　插入突变株的构建

将供体菌 E. coli WM3064 (pK18-rpoE)与受

体菌 P. plecoglossicida NB2011 按一定比例混合，

将混合后的菌悬液在固体 LB (DAP=0.3 mmol/L)

上 28 ℃接合 24 h。之后，取重悬菌液进行 10 倍

梯度稀释后涂布于 LB (卡那霉素为 50 μg/mL)平

板。28 ℃培养过夜后，挑取纯化后的单克隆在

LB 液体培养基中 28 ℃、180 r/min 振荡培养至

OD600=0.6，分别 采 用 引 物 rpoE-wS/rpoE-wA、

rpoE-dS/rpoE-dA 对克隆进行 PCR 检测，以野

生型 NB2011 作为阴性对照。PCR 反应体系

(50 μL)：2×Taq 酶 (0.1 U/μL) 25 µL，鉴定引物

(10 µmol/L)各 1 µL，模板 4 µL，ddH2O 24 µL。

PCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性

45 s，47.5 ℃退火 1 min，30 个循环；72 ℃延伸

3 min 30 s，10 ℃保温。

1.2.4　缺失突变株的构建

挑取阳性克隆子接种于液体 LB 中，28 ℃、

180 r/min 振荡培养至 OD600=0.6。取重悬菌液进

行 10 倍梯度稀释后涂布在含 20% 蔗糖的 LB 平

板上，28 ℃培养过夜。挑取平板上的克隆，采

用与插入突变株相同的检测方法对其进行 PCR

检测，以野生型作为阴性对照。

1.3　突变株生物学特性分析

1.3.1　细菌生长曲线检测

分 别 挑 取 新 鲜 活 化 的 NB2011、 ΔluxR、

ΔrpoE 和 ΔT6SS1ΔluxR 菌株，接种至 LB 液体培

养基中 28 ℃、180 r/min 培养过夜。取过夜培养

物，调整菌液浓度至 OD600=0.6，按照 1:100 的

比例转接至 100 mL LB 液体培养基中 28 ℃、

180 r/min 培养。以转接时刻为 0 h，3 h 后开始

检测，每间隔 1 h 分别测定 3−13 h 时刻的 OD600

值。绘制横坐标为培养时间，纵坐标为菌液

OD600 值的生长曲线图，每组设 3 个平行。

1.3.2　细菌泳动能力检测

分 别 挑 取 新 鲜 活 化 的 NB2011、 ΔluxR、

ΔrpoE 和 ΔT6SS1ΔluxR 单菌落接种于 5 mL LB

液体培养基中，28 ℃、180 r/min 培养过夜。调

整培养菌液至 OD600=0.6，吸取 2 μL 菌液点种于

新鲜配制的 LB 固体培养基中心，分别培养 24 h

和 72 h 后，用游标卡尺测量细菌泳动圈直径，

每组设 3 个平行。

1.3.3　细菌游泳能力检测

分 别 挑 取 新 鲜 活 化 的 NB2011、 ΔluxR、

ΔrpoE 和 ΔT6SS1ΔluxR 菌株，接种至 5 mL LB

液体培养基中，28 ℃、180 r/min 培养过夜。调

整培养菌液至 OD600=0.6，吸取 2 μL 菌液穿刺于

半固体培养基中心(0.5% 琼脂浓度)，分别培养

24 h 和 72 h 后，用游标卡尺测量细菌游泳圈直

径，每组设 3 个平行。

1.3.4　细菌生物膜形成测定

细菌生物膜形成能力参照文献[14]进行。吸

取 100 μL 调整好的菌液加入 96 孔微量板，

28 ℃静置孵育 24 h。弃去孔中上清，用无菌

PBS 缓冲液清洗后加入甲醇固定，固定结束后

加入 2% 结晶紫溶液，室温下染色 15−20 min，

用无菌水冲洗直至无紫色水流出，除去孔中残
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余水后常温晾干；加入 33% 冰乙酸溶液以溶解

结晶紫。在 590 nm 条件下，测定培养孔中溶液

的 OD 值。每次试验每菌株做 3 个孔的重复，试

验数值取 3 次平均值(D 值)；以未接种菌的培养

液作为阴性对照，阴性值的 2 倍作为界限值

(Dc)。根据 D 值，将菌株分类为：强生物被膜形

成株(D 值大于 2 倍 Dc)、弱生物被膜形成株(D

值在 Dc 与 2 倍 Dc 之间)、无生物被膜形成株(D

值小于或等于 Dc)。

1.4　突变株毒力检测

1.4.1　突变株对巨噬细胞的黏附、内化和增

殖特性观察

突变株对巨噬细胞的黏附、内化和增殖特

性观察方法依照文献[12]进行。将培养 3 代后状

态良好的鼠巨噬细胞 J774A.1 以 106 cells/孔的密

度接种于 24 孔板中，在 37 ℃、5% CO2 的培养

箱中生长过夜。根据巨噬细胞的计数结果，将

用 PBS 调整好的 NB2011 和突变株按照感染复

数(multiplicity of infection, MOI)=10:1 在 DMEM

完全培养基中感染细胞。置于 30 ℃、含 5% CO2

的培养箱中孵育 1 h，PBS 清洗细胞 3 次，用

1% Triton X-100 裂解细胞，涂布于含氨苄青霉

素(100 µg/mL)的平板上检测活菌数，最终数值

代表黏附值。其余的 24 孔板中以 PBS 清洗后，

向孔中加入添加了 200 μg/mL 庆大霉素的

DMEM 培养基进行 2 h 孵育，杀死胞外细菌，

用于检测内化的细菌数量。之后用 PBS 清洗细

胞，除去庆大霉素，裂解细胞后，涂布于含氨苄

青霉素(100 µg/mL)的平板上并计数活菌数量。

其余的孔中，用 PBS 清洗将庆大霉素除去，以

DMEM 培养基继续培养，并以此时作为 0 h，每

隔 4 h 用 PBS 清洗细胞，加入 1% Triton X-100

裂解细胞，进行活菌计数，检测细菌在巨噬细

胞内的增殖情况。

1.4.2　突变株对草金鱼的毒力试验

分 别 挑 取 新 鲜 活 化 的 NB2011、 ΔluxR、

ΔrpoE 和 ΔT6SS1ΔluxR 单菌落接种至 5 mL LB

液体培养基中， 28 ℃、 180 r/min 培养过夜

(OD600=1.0)，经血细胞计数板取样计数后，用无

菌 PBS 洗涤并将菌液稀释至 1.0×107 cells/mL 的

菌悬液浓度，备用。

杀香鱼假单胞菌对鲫鱼也表现出致病力[15]。

本研究选取同批次、平均体重(10±5) g 的健康草

金鱼，先在养殖室以充气水暂养适应 1 周以上。

每组设 20 尾，分别经腹腔注射 0.1 mL 不同浓度

的菌悬液，对照组注射相同剂量的 PBS。观察

注射后 7 d 内的发病情况，统计死亡率。实验期

间水温控制在(20±1) ℃。

1.5　突变株对草金鱼的免疫保护力

本研究选取同批次、平均体重(10±5) g 的健

康草金鱼，先在养殖室以充气水暂养适应 1 周

以上。将鱼随机分为 4 组，每组 30 尾。根据毒

力试验结果，选择毒力显著降低的突变株进行

免疫保护试验。第 1 组和第 2 组为免疫组，经

腹腔注射 0.1 mL 1.0×107 cells/mL 的菌悬液(菌悬

液的注射浓度依据 LD50)；第 3、4 组为对照组，

注射相同剂量的灭菌生理盐水。

接种 28 d 后，免疫试验组与对照组分别抽

取 30 尾鱼，经腹腔注射 0.1 mL 1.0×108 cells/mL 

的野生株 P. plecoglossicida NB2011 菌悬液进行

人工攻击，随后记录感染鱼的症状和死亡情况。

对病鱼进行解剖和观察，以确定死亡原因。试

验结束后使用公式(1) [16]计算相对免疫保护率

(relative percent survival, RPS)。

RPS=(1−免疫组死亡率/对照组死亡率)×100% (1)

2　结果与分析　结果与分析

2.1　基因缺失菌株的构建

2.1.1　重组自杀质粒的构建及转化

经过 PCR 扩增分别获得 rpoE 的上游同源臂

A 片段(686 bp)、下游同源臂 B 片段(480 bp)及

融合 AB 片段(1 166 bp) (图 1)，与预期大小一致

并进行割胶回收纯化。
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2.1.2　插入突变株的构建

挑取纯化后的阳性克隆子转接至液体培养

基 培 养 ， 分 别 用 引 物 rpoE-wS/rpoE-wA、

rpoE-dS/rpoE-dA 进行检测，以野生型和空白作

为对照。野生株扩增片段分别为 1 479 bp、

1 539 bp，插入突变形成 5′端重组：采用引物

rpoE-wS/rpoE-wA 扩增片段为 897 bp，采用引物

rpoE-dS/rpoE-dA 扩增片段为 1 539 bp；3′端重组：

采用引物 rpoE-wS/rpoE-wA 扩增片段为 1 479 bp，

采用引物 rpoE-dS/rpoE-dA 扩增片段为 957 bp。

结果如图 2 所示，1、3、4、6、7、8、9、10 均

为阳性克隆子，可以判断 1、3、4、7 克隆子为

3′端重组，6、8、9、10 克隆子为 5′端重组。

2.1.3　缺失突变株的构建

挑取在含 20% 蔗糖的 LB 平板上长出的克隆

子，分别以 rpoE-wS/rpoE-wA、rpoE-dS/rpoE-dA

引物进行 PCR 检测，以野生型和空白作为对照。

正确的缺失突变克隆扩增产生 897、957 bp片段，

野生型扩增片段为 1 479、1 539 bp。结果如图 3 所

示，克隆纯化后，再次扩增验证，并递交 PCR

产物测序，测序结果证实缺失突变株构建

成功。

同样采用上述方法，成功构建了 ΔluxR 单

基因缺失突变株以及双基因突变株；以Ⅵ型分

泌系统缺失突变株 ΔT6SS1[12]作为受体菌，构建

了双突变株 ΔT6SS1ΔluxR。

2.2　突变株生物学特性分析

2.2.1　细菌的生长曲线

以转接时刻为 0 h，3 h 后每隔 1 h 检测 1 次

OD600，分别测定 3−13 h 时刻的 OD600值。如图 4

所示，与野生株相比，ΔluxR、ΔT6SS1ΔluxR 两

突变株的生长速度无明显变化，ΔrpoE 突变株的

生长量在 0−5 h 期间与野生株相近，5 h 后其生

长量持续低于野生株，但在统计学上差异不显

著(P>0.05)。

2.2.2　细菌的泳动能力

所有菌株分别培养 24 h 和 72 h 后，用游标

卡尺测量细菌泳动圈直径。根据测量结果绘制

柱状图与分析，如图 5 所示。野生菌株 NB2011

与 3 株突变株在 24 h 和 72 h 的泳动能力均无显

著性差异(P>0.05)。

2.2.3　细菌的游泳能力

吸取 2 μL 菌液穿刺于半固体培养基中心

(0.5% 琼脂浓度)，28 ℃静置培养 24 h 和 72 h

后，用游标卡尺测量细菌游泳圈直径。根据实

图1　rpoE基因上下游片段的扩增与融合。A：rpoE上下游片段的扩增(泳道1、2：A片段；泳道4、5：B

片段)；B：rpoE上、下游片段的融合(泳道1：AB融合片段；泳道M：DL5000 DNA marker)。

Figure 1　Amplification and fusion of upstream and downstream fragments of the rpoE gene. A: Amplification 

of the upstream and downstream fragments of rpoE (Lane 1, 2: A fragment; Lane 4, 5: B fragment); B: Fusion of 

the upstream and downstream fragments of rpoE (Lane 1: Fusion AB fragment; Lane M: DL5000 DNA marker).
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图2　rpoE插入突变株检测。A：采用引物rpoE-wS/rpoE-wA检测结果；B：采用引物rpoE-dS/rpoE-dA检测

结果。泳道1、3、4、6、7、8、9、10：阳性克隆；泳道11：以NB2011为阴性对照；泳道12：空白对照；

泳道M：DL5000 DNA marker。

Figure 2　Detection of rpoE insertion mutants. A: Primers rpoE-wS/rpoE-wA assay; B: Primers rpoE-dS/rpoE-dA 

assay. Lanes 1, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10: Positive clones; Lane 11: NB2011 was used as a negative control; Lane 12: 

Blank control; Lane M: DL5000 DNA marker.

图3　rpoE缺失突变株检测。A：采用引物rpoE-wS/rpoE-wA检测结果；B：采用引物rpoE-dS/rpoE-dA检测

结果。泳道1：阳性克隆；泳道2−5：阴性克隆；泳道6：以NB2011为阴性对照；泳道7：空白对照；泳道

M：DL5000 DNA marker。

Figure 3　Detection of rpoE deletion mutant. A: Primers rpoE-wS/rpoE-wA assay; B: Primers rpoE-dS/rpoE-dA 

assay. Lane 1: Positive clone; Lanes 2−5: Negative clones; Lane 6: NB2011 was used as a negative control; Lane 

7: Blank control; Lane M: Lane DL5000 DNA marker.
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验结果绘制柱状图进行分析，如图 6 所示。与

野生株相比，在 24 h 时 ΔluxR、ΔT6SS1ΔluxR、

ΔrpoE 的游泳能力均无显著性差异(P>0.05)；在

72 h 时，虽然 3 株突变株的游泳能力低于野生

株，但在统计学上差异不显著(P>0.05)。

2.2.4　细菌的生物膜形成能力

各菌株的生物被膜形成能力数据绘制柱状

图，如图 7 所示。基于 D 值与 Dc 值判断，

NB2011 菌株与突变株 ΔrpoE 均为强生物被膜形

成株，ΔluxR 介于强弱之间。3 株突变株的生物

膜形成能力均弱于野生株，与野生株相比，突

变株 ΔluxR、ΔT6SS1ΔluxR 的差异显著(P<0.01)。

图7　野生株与突变株的生物膜形成能力。Dc为阴

性值的2倍；数据以3次试验的均值±标准差表示；

**表示差异极显著(P<0.01)。

Figure 7　 Detection of biofilm-forming capacity in 

wild type and mutant strains. Dc indicates negative 

control value; Data are expressed as mean±SD of 

three trials. **: Highly significant difference (P<0.01).

图6　野生株与突变株游泳能力检测。数据以3次

试验的均值±标准差表示。

Figure 6　 Swimming ability test for wild type and 

mutant strains. Data are expressed as mean±SD of 

three trials.

图4　野生株和突变株的生长曲线

Figure 4　Bacterial growth curves of wild type and 

mutant strains.

图5　野生株与突变株泳动能力检测。数据以3次

试验的均值±标准差表示。

Figure 5　Detection of swarming ability of wild type 

and mutant strains. Data are expressed as mean±SD 

of three trials.
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2.3　突变株的毒力特性

2.3.1　突变株对巨噬细胞的黏附、内化和增

殖特性

以小鼠巨噬细胞 J774A.1 作为细胞模型，统

计了野生株与突变株对巨噬细胞的黏附及被细

胞内化后在胞内增殖的情况，如图 8 所示。突

变株对巨噬细胞的黏附性与野生株相似，内化

率也非常接近，自内化 4 h 后，所有菌株开始相

似的快速增殖。到内化后 8 h，各菌株的增殖速

率出现了分化：野生株仍然较快增殖，一直持

续到 24 h；突变株 ΔT6SS1ΔluxR 和 ΔrpoE 较缓

慢地增殖，ΔluxR 在 8−16 h 时间段基本未增殖，

但在 16−24 h 出现了暴发性增殖。到 24 h 观察

结束时，各菌株增殖速率接近，但突变株的菌

体数量均低于野生株。该结果表明，靶基因与

该菌的胞内增殖和持续存活有关，相应的缺失

突变降低了菌体在巨噬细胞内的增殖能力。

2.3.2　突变株对草金鱼的毒力

三株突变株以相同浓度腹腔注射人工感染

草金鱼，观察 7 d 内鱼体发病情况，并统计死亡

率。如表 2 所示，与野生株相比，ΔT6SS1ΔluxR

突变株的毒力显著减弱，在实验过程中未发生

死亡，在 1.0×106−1.0×108 cells/mL 的浓度范围内

未表现出对草金鱼的毒力，LD50>108 cells/mL；

突变株 ΔluxR、ΔrpoE 的毒力也明显减弱，但仍

具有一定的致病性。

2.4　突变株对草金鱼的免疫保护力

根据毒力分析结果，选择 ΔT6SS1ΔluxR 突

变株免疫草金鱼，并在接种 28 d 后进行人工攻

击，随后观察症状，记录死亡数量，计算突变

株对草金鱼的免疫保护率，结果如图 9 所示。

对照组在感染 2 d 后陆续出现死亡现象，解剖后

观察发现脾脏组织中出现白色结节(图 10)；免疫

组出现死亡的时间推迟，在感染第 5 天后才出

图8　J774A.1中野生株与突变株的黏附、内化与

增殖

Figure 8　 Adhesion, internalization and replication 

of the wild type and mutants in J774A.1.

表2　突变株对草金鱼毒力试验

Table 2　Virulence test of the mutant strains against Carassius auratus

菌株
Strains

ΔrpoE

ΔluxR

ΔT6SS1ΔluxR

NB2011

Control

菌液浓度
Bacterial concentration 
(cells/mL)

1.0×107

1.0×107

1.0×105

1.0×106

1.0×107

1.0×108

1.0×107

PBS

样本数
Sample (pcs)

20

20

20

20

20

20

20

20

试验鱼的每日死亡数
Daily mortality rate of experimental fish

1 d

0

0

0

0

0

0

0

0

2 d

0

0

0

0

0

0

3

0

3 d

0

1

0

0

0

2

0

4 d

0

0

0

0

0

0

2

0

5 d

3

4

0

0

0

2

0

6 d

0

2

0

0

0

0

3

0

7 d

0

0

0

0

0

0

3

0

死亡率
Mortality
(%)

15

35

0

0

0

0

75

−
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现少量死亡。免疫实验组的死亡率为 10.00%，

而 对 照 组 在 攻 击 后 的 死 亡 率 为 46.67%。

ΔT6SS1ΔluxR 突变株免疫在人工攻击中的免疫保

护率为 78.60%，提供了有效保护。

3　讨论与结论　讨论与结论

本研究使用的自杀质粒 pK18mobsacB-Ery

是由 Wang 等在基因敲除载体 pK18mobsacB 的

BamH I/EcoR I 位点插入红霉素耐药基因后构建

的衍生载体，改良的 pK18mobsacB 载体在假交

替单胞菌中具有自杀性[17]。pK18mobsacB-Ery

含有枯草芽孢杆菌修饰的 sacB 基因和质粒 RP4

的广泛宿主转移机制[18]。sacB 基因编码的果聚

糖酶能够水解蔗糖生成葡萄糖和果糖，并进一

步促使果糖分子聚合形成高分子量的果聚糖。

这种酶的作用对大多数革兰氏阴性细菌是致命

的，因此 sacB 可以作为这些细菌的反向筛选标

记基因[19]。本研究通过双同源重组法成功构建

了 3 株 P. plecoglossicida NB2011 基因缺失突变

株，表明该自杀质粒适用于杀香鱼假单胞菌，

为后续突变株的构建提供了可靠的平台。

本研究构建的 3 株突变株中，ΔluxR 和

ΔT6SS1ΔluxR 的生长未受明显影响，提示相关基

因未直接作用于基础代谢过程，这与前期报道

一致[12,14]；ΔrpoE 的生长速度在对数期后弱于野

生株，提示 RpoE 在一定生长时相参与代谢相关

基 因 的 调 控 ， 类 似 现 象 在 伤 寒 沙 门 氏 菌

(Salmonella enterica serovar Typhi) 中也曾观察

到[20]。运动能力分析表明，与野生株相比，3 株

突变株的泳动和游泳能力并无明显变化；细菌

的游泳、泳动运动主要依赖鞭毛的旋转[21]，相

图9　突变株免疫实验鱼对人工攻击的保护率

Figure 9　 Survival rate of Carassius auratus after 

challenge with the wild type NB2011.

图10　草金鱼内脏解剖图。A：健康鱼组织解剖图(图中黑色箭头指示健康脾脏)；B：患病鱼组织解剖图

(图中白色箭头指示脾脏白点)。

Figure 10　Anatomy of the internal organs of Carassius auratus. A: Tissue anatomy of a healthy fish (The black 

arrow indicates the healthy spleen); B: Tissue anatomy of diseased fish (The white arrow indicates white nodules 

in the spleen).
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关靶基因的缺失基本未影响菌体的运动能力，

提示这些基因可能未直接参与鞭毛表达及运动

的调控。在本研究中，ΔrpoE 突变株的运动能力

与野生株相比基本无变化，这与 Huang 等报道

的 rpoE 沉默株的结果不同，沉默株 rpoE-RNAi

的运动能力急剧下降[8]，具体原因需进一步研

究。在生物膜形成实验中，3 株突变株的生物膜

形成能力均明显下降，提示相关靶基因直接或

间接参与了生物膜的生成过程，生物膜形成能

力通常与毒性和致病力密切相关[22]，这也部分

解释了突变株在巨噬细胞内增殖能力的下降及

对草金鱼毒力的减弱。

Mao 等[3] 研 究 发 现 ， P. plecoglossicida 

NB2011 进入大黄鱼体内后被脾和肾中的巨噬细

胞吞噬，部分菌体在巨噬细胞内持续存活和复

制，提示该菌可能是一种兼性胞内寄生菌；

Huang 等[23]、Shu 等[24]也观察到了类似的现象。

本研究中突变株对鼠巨噬细胞黏附、内化和增

殖特性观察结果进一步验证了这一点：菌体被

巨噬细胞内化 4 h 后，所有菌株均出现了明显增

殖，且增殖趋势一直持续到内化后 24 h；但在

8−24 h 期间，3 株突变株的菌体数量和增殖速率

明显低于野生株，说明靶基因的缺失影响了菌

体的胞内增殖和存活过程。在内化后 16−24 h 期

间，3 株突变株的增殖速率上升，推测这主要是

由于细胞老化和死亡所致；而在鱼体感染中，

健康鱼可以调动自身免疫系统有效清除病原菌，

从而控制感染[12]。

杀香鱼假单胞菌可以自然感染大黄鱼和斜

带石斑等海水鱼类导致内脏白点病[2]；人工感染

中，尖吻鲈易感性好，症状明确，可能作为一种

比较理想的模式鱼[25]。Yan 等[15]报道了杀香鱼

假单胞菌对鲫鱼的致病性，表明该菌也能感染鲤

科鱼类。本课题组在前期检测了草金鱼对杀香鱼

假单胞菌的易感性，其 LD50为 1.47×107 cells/mL，

虽然杀香鱼假单胞菌对金鱼的毒力弱于大黄

鱼[26]，但感染后内脏白点症状相似，病程相仿。

结合草金鱼廉价易得、养殖方便的特点，且鲤

科鱼类与石首鱼科等拥有基本相同的硬骨鱼类

免疫系统[27]，其免疫应答机制应该大同小异，

提示草金鱼可以作为杀香鱼假单胞菌的感染和

免疫模型。

在毒力实验中，luxR 基因缺失株感染草金

鱼的死亡率仍有 35%，与野生株相比毒力稍有

减弱，但仍然出现鱼体批量死亡的情况，提示

作为一个转录调控蛋白，LuxR 可能参与了部分

毒力机制的调控，但该株尚不适合作为弱毒活

疫苗候选株。同时，rpoE 单基因缺失株毒力也

显著降低，相对死亡率为 15%，提示该基因与

毒力相关，这与 Huang 等构建的基因沉默株

rpoE-RNAi 的毒力显著下降的结果一致，该沉

默株免疫斜带石斑后试验鱼获得了有效保护[8]。

结合本研究结果，可以推测 rpoE 可能作为弱毒

活疫苗构建的靶基因，但 ΔrpoE 需要进一步减

毒后方能安全使用；可以构建 rpoE 与其他毒力

因子联合缺失的突变株，可能获得更理想的候

选株。当观察联合突变株 ΔT6SS1ΔluxR 时，试

验鱼未发生死亡现象，解剖后内脏也未观察到

白点症状，提示该株的毒力急剧下降；由于

luxR 单基因缺失株仅使 P. plecoglossicida 毒力部

分下降，可以推测 ΔT6SS1ΔluxR 毒力的急剧减

弱主要归因于 T6SS1 的功能缺失，这与 Jin

等[12]研究结果一致。在免疫保护实验中，该突

变株一次性腹腔注射接种金鱼 28 d 后的 RPS 为

78.60%，提供了有效保护。结合生物学特性以

及毒力分析结果，ΔT6SS1ΔluxR 毒力显著下降，

免疫后能提供显著的保护，可作为杀香鱼假单

胞菌弱毒活疫苗的候选株。进一步研究中需开

展更多的草金鱼免疫相关指标检测与分析，如

抗体效价、免疫相关基因的表达水平等，为免

疫应答机制提供更深层次的解释。

本研究成功构建了 3 株杀香鱼假单胞菌基

因缺失突变菌株，对突变株进行了生物学和毒

力特性分析，并在草金鱼中验证了双突变株的

免疫保护性，为后续的 LAV 开发奠定了基础。
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