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摘 要：产毒和非产毒的 71 0<F 生物型霍乱弧菌对甘露醇发酵利用的速率有明显差别，在霍乱致病株的快速判断

中有重要的参考价值。通过比较快发酵菌株（非产毒株）和慢发酵菌株（产毒株）!"#$ 缺失突变株与野生株在含

%G$H甘露醇的 I- 培养液及甘露醇发酵液中生长、产酸等的变化，定性地证明了 !"#$ 基因的抑制作用；另外通过

定量 J03KLJ 进一步验证了 IM1J 蛋白在 !"#%&’ 转录水平发挥负调控作用。但是 !"#$ 还不是引起快慢发酵菌株对

甘露醇发酵差异的直接原因。本研究也为我们研究霍乱弧菌甘露醇快慢发酵差异机制提供了必要的参考依据。
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Q/ 群和 Q/#- 群霍乱弧菌（()*+), -.,#/+0/）中的产毒株是

目前引起暴发流行的主要病原。在我国的霍乱防治中，根据

噬菌体3生物分型方案，又将 Q/ 群的 71 0<F 生物型菌株区分

为流行株和非流行株两类菌株［/］，其中从流行中分离的菌株

属于前者，目前发现几乎均为产毒株（产生霍乱毒素），而后

者不致疾病或个别菌株从散发的轻症病人中分离到，为非产

毒株。该方案已应用 #% 多年，在我国霍乱防治中发挥了重

要作用。在该分型方案中，山梨醇发酵试验在两类菌株中具

有明显的特征，流行株发酵试验慢而非流行株发酵快，我们

也发现在甘露醇发酵中表现同样的特点。我们的研究提示，

在这两类菌株中甘露醇被转运的快慢与其发酵快慢有明确

的关联。

细菌中有超过 $% 种的碳水化合物（糖、醇）多通过磷酸

烯醇 丙 酮 酸 依 赖 的 磷 酸 转 运 酶 系 统（KD<RSD<,+<1SEF*T5M,：

>5F;<DE?F5M, KD<RSD<MF5+RU,F5R, NERM,8R，K0N）进行跨膜转运，该

K0N 系统在细菌界普遍存在［$］。K0N 在不同种的细菌中转运

并伴随磷酸化多种底物碳水化合物。在霍乱弧菌标准株

V/&-&/ 基因组中没有预测到山梨醇的 K0N 基因簇、但在小染

色体上预测出甘露醇代谢相关的 K0N 操纵子［#］，由 # 个开放

读码框构成，分别为 !"#%&’、!"#1 和 !"#$，推测依次编码甘

露醇膜转运蛋白、甘露醇3/3磷酸3’3脱氢酶以及转录调节蛋

白。我们通过基因缺失等方法已明确验证了 !"#%&’、!"#1
基因在甘露醇代谢过程中发挥作用，但是 !"#$ 对 K0N 操纵

子的转录调节功能、以及其是否会在两类菌株的甘露醇发酵

快慢特征中发挥作用尚未明确。甘露醇 K0N 的 !"#$ 基因在

枯草杆菌［$，!］、嗜热脂肪芽孢杆菌［$，’］、丙酮丁醇梭菌［$，&］、变

形链球菌［"］等中发挥激活蛋白的作用，对 K0N 结构基因的转

录起增强作用；而在大肠杆菌（23-./+)-.)0 -,#)）［2］、肺炎克雷

伯杆菌［-］等中则编码转录抑制子。因此，本文就霍乱弧菌甘

露醇 K0N 中 !"#$ 基因的调控功能展开研究，并分析其对流

行株和非流行株的不同甘露醇转运能力是否有影响作用。

( 材料和方法

()( 材料

()()( 主要试剂和材料：核酸酶购自 05W5J5 公司；Q+, NM,S
NXYJ J03KLJ W9M（05W5J5）；扩 增 检 测 仪 器 为 J<>D, 公 司

Z9CDM,F>E>1,F !。

()()* 质粒和菌株：霍乱菌株流行株（产毒株）V/&-&/、非流

行株（非产毒株）-#%-"、以及质粒 S[L/2、自杀质粒 S\N/#$、大

肠杆菌 NI/%"S9F 由本实验室保存。

()()+ 引用：表 ( 为 KLJ 扩增用引物

表 ( 实验用引物

05;1, / 0D, SF98,FR *R,? 9+ MD9R B<F:
KF98,F N,]*,+>,（’^# #^） KF<?*>M_;S
!"#$ [K34K： LL..PP00LP0LP0L.LL0.0.P.P -"/
!"#$ [K3JK： PL.L.0L.PLPP.PP0LL0L.0PLL.0.
!"#$ \Q‘V34K： PL.L.0L.PL PL0LPPLPPP.PLP.LL -/&
!"#$ \Q‘V3JK： PLP0.LP0.L0L..0.0LLPP0L0000P
S[LJ34K： 0.LPL0.LP.P0LP0L.LL0.0.P.P /22"
S[LJ3JK： PLP0.LP0.L0L..0.0LLPP0L0000P
4!"#$34K： P.L0.0LPL0L.L0L0L.PL #%/
4!"#$3JK： .0..PPPPLL0LP0L0...P
!"#%&’34K： ...L.0.P00.0L..0PLL //!
!"#%&’3JK： L0.L.LPL000PLLP0L.P000
".5’34K： PLP0...PL.L.0.0P0.. &/
".5’3J4： P0P0.PLLPLLP0LP..L00P.L
!"#$ D*9;*34K LL..PP00LLPLPL00.LLL.L0P0 PLL "//
!"#$ D*9;*3JK PL.L.0L.PL00PPPPL...L0.0L000

[+?,F19+, S5FMR U<F ?9C,RM9<+ R9M,R 5+? SF<M,>M9T, ;5R,R@



!"# 培养方法

甘露醇!"# 培养基配制方法参见文献［$%］，其中添加的

唯一碳源为 %&’(的甘露醇。甘露醇发酵液的配制参见文献

［$］中山梨醇发酵液的配置，其中甘露醇为 %&’(。发酵液培

养过程见参考文献［$］，非流行株（非产毒株）一般于培养 ) *
+, 后发酵液颜色变黄，流行株（产毒株）于 - * ., 之后发酵液

颜色变黄。发酵液中的酚红作为显色指示剂，当发酵液 /0
值大于 .&1 时，发酵液显示紫红色；/0 降至 -&1 左右，发酵液

呈橘黄色。

!"$ !"#$ 缺失突变重组质粒 %&’( 及回补重组质粒 %)*+(
的构建

以霍乱弧菌流行株（产毒株）2$-#-$ 和非流行株（非产毒

株）#)%#. 作为构建 !"#$ 缺失株的出发菌株，以出发菌株染

色体为模板，将 !"#$ 缺失基因的上下游同源臂片段，通过酶

切位 点（ %&’3!4 ()#!、()#!4 (*+!）顺 次 克 隆 入 质 粒

/56$7，再将此连接片段克隆至自杀质粒 /89$)’ 得到重组自

杀质粒 /893，转化带"*,- 的 % : &’,# 9"$%，筛选转化子 9"!
893。将 2$-#-$、#)%#. 染色体上含有完整 !"#$ 基因包括上

游启动子区域片段，克隆到质粒 /56$7，构建用于回补试验

的重组质粒 /56!#3、/56!23。

!", 生长曲线制作和甘露醇发酵液的 %-值测定

分别将 #)%#. 和 2$-#-$ 及各自的 !"#$ 缺失株在 %&’(
甘露醇!"# 培养基和甘露醇发酵试验所用的发酵液中培养，

每隔 $, 吸 取 ’%%#; 培 养 液 稀 释 ) 倍 作 为 平 行 对 照 测 定

./1#1 ，各自以不加菌液的 "# 培养基、发酵液作为空白对照，

连续监测 $%,，记录每次所得数据，绘制生长曲线。./ 值的

测定用 <=6>2 公司的 ?=2@AB!C>9D6 多功能酶标仪。

菌株在甘露醇发酵液的培养过程中，在每个时间点取

样、集菌、提取 <AEFG 32> 用于荧光 H63 检测的同时（见后），

从中取出 $I; 各发酵培养液，使用 /0 计（0>22> 公司）测定

发酵液 /0 值，连续监测至各发酵液均变成黄色，绘制 /0 变

化曲线。

!". 荧光定量 (/+0*(
2$-#-$、2$-#-$!JIEG3、#)%#.、#)%#.!JIEG3 在 %&’(甘露醇

发酵液中培养，于培养第 $,、’,、),、+,、1,、-, 直至各发酵液

均由紫红色变为橘黄色，每个样品收集 $ * ’I; 菌液，使用

32KFBL "@M@ ND<（OD>PKM）提 取 <AEFG 32>，以 82FBK BKE ND<
（OD>PKM）去除各样品中 82> 的污染。使用 2FMA 8QA/ 28!
$%%% 核酸定量检测仪和琼脂糖凝胶电泳对各样品总 32> 进

行定量和定性检测。稀释各样品至终浓度 $MP4#; 作为定量

逆转录 H63 的模板，以管家基因 "+01 作为内对照，进行荧光

定量 H63，每个样品平行 ) 次。荧光定量 3<!H63 体系、扩增

参数参照 <FNF3F 试剂盒说明书。

相对 定 量 的 方 法 比 较 !"#$ 缺 失 突 变 株 和 野 生 株 的

!"#231 转录水平差异：平均 6E 值是 ) 个平行样品间 6E 的算

术平均值；$6E 是目的检测基因（!"#231）的平均 6E 值与其本

身的内对照管家基因（ "+01）的平均 6E 值的差值；$$6E 是缺

失突变株每个样品的$6E 与野生株相对应样品$6E 的差值；

转录表达差异的相对量计算公式［$$］为：’R$$6E。其中$$6E S

$6E!2$-#-$!JIEG34#)%#.!JIEG3（!"#231! "+01）R$6E!2$-#-$4#)%#.（!"#231! "+01），其含义是：

某一时间点上，!"#$ 缺失株的 !"#231 基因转录的 I32> 是

野生株 !"#231 基因转录 I32> 的多少倍。

# 结果

#"! !"#$ 缺失突变株的构建

通过同源重组对 !"#$ 基因框内部分（+)1T/）进行缺失。

用 /56$7 以及自杀质粒 /89$)’ 作为载体构建目的基因部分

片段缺失的重组自杀质粒 /893。质粒 /893 中的插入片段

与野生株中 !"#$ 缺失部分的上下游臂序列同源，通过接合

转移实验，将带 /893 的大肠杆菌 9"$% 分别与霍乱弧菌产毒

株 2$-#-$ 和非产毒株 #)%#. 混合，用庆大霉素选择性培养基

（%&154I;）加氯霉素抗性（$1#P4I;）的平板进行霍乱弧菌阳

性接合子的筛选，获得接合子，然后用 ’%(的蔗糖培养基进

行 ’ 次同源重组筛选，得到缺失突变株 2$-#-$!JIEG3、#)%#.!
JIEG3，H63 证实这些菌株的 !"#$ 框内部分基因片段被缺失。

由于同源片段部分落在了 !"#$ 基因上游 U6>$%+.（!"#/）和

下游 U6>$%+7 基因中，又对这两个基因分别设计引物进行了

H63 扩增和测序，确认这两个基因的序列没有因为发生同源

片段的重组而发生任何碱基的变异。

图 ! 霍乱弧菌产毒株 1!232! 与非产毒株 3$435 及其

!"#$ 缺失突变株在 4"#6甘露醇+73（8）和 4"#6甘露醇

发酵液（9）中的生长曲线

V@P: $ ?QAWE, XYQZKB A[ EA\@PKM@X BEQF@M 2$-#-$ FMJ MAM!EA\@PKM@X

BEQF@M #)%#. A[ 4 : &+’#5-)5 FMJ E,K@Q !"#$ JKGKE@AM IYEFMEB @M %&’(

IFMM@EAG A[ "#（>）FMJ @M %&’( IFMM@EAG!XAMEF@M@MP TQAE,（C）:

#"# !"#$ 缺失突变株及其野生株在甘露醇+73 培养基和甘

露醇发酵液中的生长速率

快发酵菌株 #)%#. 及其突变株 #)%#.!JIEG3、慢发酵菌株

2$-#- 及突变株 2$-#-$!JIEG3 在不加任何碳源的 "# 培养基

中生长相当缓慢，在添加了 %&’(甘露醇后生长比较迅速（图

$!>）。两个菌株的野生型及其突变株相比较，发现在生长的

早期和中期（对生长更快的菌株 #)%#. 为前 -, 内、生长较慢

的 2$-#-$ 在 #, 内），!"#$ 被缺失的菌株生长要略快于其各

自的野生型菌株。在该培养基中霍乱弧菌的生长主要依赖

)’1王海燕等：霍乱弧菌甘露醇 H<9 操纵子中 IEG3 为转录抑制基因 : 4微生物学报（’%%.）+.（)）



于甘露醇，当 !"#$ 缺失后生长加快，提示在霍乱弧菌中，!"#$
对转运甘露醇的 !"#%&’ 来说是个抑制因素。实验所用的慢

发酵菌 株 ()*+*) 及 其 突 变 株 生 长 明 显 慢 于 快 发 酵 菌 株

+,-+. 及 其 突 变 株。这 提 示 流 行 株（至 少 在 本 实 验 中 的

()*+*)）对甘露醇的利用可能要慢于快发酵菌株，这与该两

类菌株的甘露醇快慢发酵可能有关联。缺失突变株与野生

株在甘露醇发酵液的生长速度要缓慢得多（图 )/&），说明发

酵液成分不是这些菌株适宜的生长环境，但也发现在生长早

期 !"#$ 缺失株生长要比相应的野生株略快些，而在后期则

又慢于野生株。

!"# !"#$ 突变株和野生株在甘露醇发酵液中 $%值的变化

图 0 为各菌株在甘露醇发酵液中的 12 值变化。野生株

表现为常见的在甘露醇发酵液中的 12 变化，非产毒株 +,-+.
在第 3 小时 12 下降至 *45 左右，发酵液颜色变黄；产毒株

()*+*) 则在第 * 小时后发酵液变为黄色，为慢发酵特征；对

于各自的 !"#$ 缺失株，则表现了明显的 12 下降加快，与各

野生株相比 12 下降为 *45 左右均提前了 )6。培养基变酸与

代谢甘露醇有关，缺失 !"#$ 后突变株甘露醇利用加快，因此

!"#$ 应起到抑制 !"#%&’ 转录的作用。

图 ! 霍乱弧菌产毒株 &’()(’ 与非产毒株 )#*)+ 及其

!"#$ 缺失突变株在 *"!,甘露醇发酵液中 $%值变化

789:0 12 ;6<=9>? @A "@B89>=8; ?"C<8= ()*+*) <=D =@=/"@B89>=8; ?"C<8=

+,-+. <=D "6>8C !"#$ D>#>"8@= EF"<="? 8= -40G E<==8"@#/;@="<8=8=9 @A

HC@"6:

!"- 荧光定量 ./0 检测 !"#$ 突变株、野生株的 !"#%&’ 转

录水平差异

发酵各时间点提取各样品的 I@"<# $(’ 进行荧光 J%$ 定

量检测 !"#%&’ 和 "()’ 基因的 E$(’ 转录水平，结果显示（表

0），在检测的早期，对于快发酵和慢发酵菌株均表现为 !"#$
缺失株的 !"#%&’ 转录水平高于野生株，在这个时期细菌生

长对甘露醇的利用迅速，因此，能够明确 !"#$ 对 !"#%&’ 的转

录是起抑制作用的。在后期，类似于在甘露醇/!+ 培养基以

及甘露醇发酵液中各菌株的生长曲线，各缺失株相当于其野

生株的 !"#%&’ 转录水平要高，推测是在发酵培养后期，早期

活跃生长的细菌（为各缺失株）因为甘露醇消耗快、细胞内外

浓度差变小，另外因发酵液 12 下降加快，对霍乱弧菌生长不

利，以及分解代谢产物对 JIK 操纵子的负反馈抑制作用，因

此表现为后期缺失株生长反而减弱，!"#%&’ 的转录减弱。

表 ! 霍乱弧菌流行株 &’()(’ 和非流行株 )#*)+ 的

!"#$ 缺失株、野生株 !"#%&’ 10&2 表达差异相对量

I<H#> 0 $>#<"8L> D8AA>C>=;> @A !"#%&’ E$(’ "C<=?;C81"8@=<#

#>L># 8= "@B89>=8; ?"C<8= ()*+*) <=D =@="@B89>=8;

?"C<8= +,-+. <=D "6>8C !"#$ D>#>"8@= EF"<="?

K"C<8=
C>#<"8L> D8AA>C>=;> @A !"#%&’
E$(’ "C<=?;C81"8@=<# #>L>#

)6 06 ,6 36 56 *6
()*+*)/DE"#$M()*+*) 0 N!!%" ,4+3 *4O0 -4+3 )4-. -4O) -400
+,-+./DE"#$M+,-+. 0 N!!%" 04+, )4*. -450 -4*.

!"3 !"#$ 缺失突变株的回补实验

为了排除 ()*+*)/DE"#$、+,-+./DE"#$ 的表型是由于极性

效应或染色体上其他基因位点突变所造成的可能性，进行了

突变株的回补试验。高拷贝质粒 1P%)O 在霍乱弧菌中能以

质粒形式进行自我复制。将重组质粒 1P%/+$、1P%/($ 分别

电击转化入相应缺失突变株，以扩增缺失基因框内片段作为

筛选标志，得到遗传回补株。野生株、缺失株、遗传回补株在

相同条件下进行甘露醇发酵反应，观察发现回补株发酵培养

基颜色变黄时间比相应野生株更晚，考虑可能是由于 1P%/
+$、1P%/($ 质粒在霍乱弧菌中仍以高拷贝的形式存在，使得

!"#$ 基因的抑制作用更显著，从而也进一步证明 !"#$ 突变

株表型变化确实是由于 !"#$ 的破坏引起的。

# 讨论

甘露醇发酵试验实质反映了霍乱弧菌利用甘露醇等营

养物质进行生长代谢，产生有机酸使发酵液中 12 值下降，酚

红作为指示剂使培养基颜色发生改变。霍乱弧菌通过甘露

醇特异 JIK 系统转运甘露醇并进入代谢。不同细菌 E"#$ 对

E"#%&’ 的调控方向是不同的。霍乱弧菌与大肠杆菌 *"#$ 具

有很高的同源性。大肠杆菌甘露醇 +,- 操纵子中 E"#$ 基因

表达的调控蛋白起抑制作用［O］。证实在早期对甘露醇的利

用中，霍乱弧菌 !"#$ 基因对 !"#%&’ 的转录起抑制作用，!"#$
缺失突变株在发酵第 )、0 小时 !"#%&’ E$(’ 转录水平都在

相应野生株的两倍以上，!"#$ 缺失后使得 !"#%&’ 的转录速

度都相应加快。野生株、!"#$ 突变株在甘露醇/!+ 培养基、

甘露醇发酵试验的培养过程中细菌生长的快慢以及 12 值的

改变，也定性地说明了 !"#$ 的抑制作用。

在连续培养和监测的 !"#%&’ 转录水平的分析中，早期

结果表明 !"#$ 为转录抑制因素。在后期，虽然表现为野生

株的转录又高于缺失株，但甘露醇 JIK 对培养基中甘露醇的

转运，在环境中有甘露醇时 JIK 获得表达，这个时段的转录

分析能够说明 !"#$ 对 !"#%&’ 的调节作用。在后期的数据，

由于缺失株对甘露醇的利用更快造成甘露醇在培养基中浓

度下降比野生株快、产酸也更快形成了不利于霍乱弧菌生长

的酸环境、以及分解代谢产物增加，负反馈抑制作用更加明

显，但此时利用甘露醇慢的野生株则还可继续利用甘露醇和

生长，因此在后期的同一时点上，已不能通过比较缺失株和

野生株的 !"#%&’ 转录水平来分析 !"#$ 的作用。

本研究也从另一侧面为我们探讨霍乱弧菌甘露醇快慢
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发酵因素提供了一定的分析依据。霍乱弧菌甘露醇发酵试

验与噬菌体!生物分型中的山梨醇发酵具有相似的作用，能

简易快速区分流行株和非流行株［"］。分析不同菌株甘露醇

快慢发酵差异的原因，!"#$ 对 !"#%&’ 的转录调节作用也是

应考虑的一个环节或因素。甘露醇发酵快慢，实质反映了流

行株和非流行株代谢甘露醇产酸速度的快慢。实验中我们

发现快慢发酵与 !"#%&’ 基因转录水平有关，而 #$%& 在霍乱

弧菌甘露醇 ’() 操纵子中发挥负调控作用，则自然要分析

!"#%&’ 转录快慢是否与 #$%& 的抑制强弱有关。但是 !"#$
缺失后并没有使慢发酵菌株达到快发酵的程度，并且在快发

酵和慢发酵菌株中也只是使甘露醇利用和产酸加快，仍能区

分出快慢发酵。从生长曲线也看出 !"#$ 基因的缺失对于霍

乱弧菌流行株和非流行株对甘露醇的代谢利用并不产生明

显的影响。#* 培养基中加入 +,"-的甘露醇作为唯一碳源

成分，!"#$ 基因缺失后霍乱弧菌仍能利用甘露醇进行生长代

谢，说明 #$%& 蛋白不是控制甘露醇代谢过程中的主要因素。

因此，对于不同霍乱弧菌甘露醇代谢快慢的机制分析，还需

要寻找其它的因素。
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