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摘 要：嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)是一种既能感染鱼类，又能感染包括人在内的哺乳

动物的病原体。【目的】构建 A. hydrophila ATCC 7966 的 tolA 基因缺失株，以探究 tolA 基因的生

物学功能。【方法】通过同源重组技术构建 tolA 基因缺失菌株 AhΔtolA，并对 AhΔtolA 的生理表

型进行测定和分析，利用转录组测序技术探究 tolA 缺失导致的相关基因表达变化。【结果】嗜水

气单胞菌 tolA 缺失菌株的细胞形态发生了明显改变，其对脱氧胆酸钠的敏感度显著增强，氧化应

激反应也明显加剧。该缺失菌株的生物被膜形成能力以及多种毒力基因的表达水平显著降低，而

外膜囊泡的产量增多。转录组测序及比较分析发现，WT/AhΔtolA 比较组共筛选到 300 个差异表

达基因(differentially expressed genes, DEGs)，其中上调 171 个，下调 129 个。GO 功能富集分析发

现差异表达基因主要富集在氧化还原过程、能量代谢过程、细胞外膜组成和氧化还原酶活性等途

径。KEGG 富集分析发现，差异表达基因主要富集在次生代谢物生物合成、不同环境下的微生物

代谢、辅助因子的生物合成以及氨基酸生物合成等途径。【结论】本研究阐明了 tolA 基因在嗜水

气单胞菌中的重要生理功能，并探讨了 tolA 基因可能参与和影响的多种代谢途径。研究结果为嗜

水气单胞菌的防治提供了理论支持。
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Abstract: Aeromonas hydrophila is a pathogen that can infect both fish and mammals, including 
humans. [Objective] To construct the tolA-deleted strain of A. hydrophila ATCC 7966 and use this 
strain to explore the biological functions of tolA. [Methods] We constructed the tolA-deleted strain 
AhΔtolA by homologous recombination and characterized the physiological phenotype of AhΔtolA. 
Transcriptome sequencing was performed to compare the gene expression between the wild type 
(WT) and AhΔtolA. [Results] The cell morphology of AhΔtolA was changed. The deletion of tolA 
significantly enhanced the sensitivity to sodium deoxycholate and oxidative stress, while 
significantly reducing the biofilm formation and the expression levels of several virulence genes. 
The yield of outer membrane vesicles was significantly increased in AhΔtolA. Transcriptomic 
analysis data showed that a total of 300 differentially expressed genes (DEGs) were screened 
between WT and AhΔtolA, including 171 genes with up-regulated expression and 129 genes with 
down-regulated expression. GO enrichment analysis showed that the DEGs were mainly enriched 
in the oxidation-reduction process, metabolic process, outer membrane, and oxidoreductase 
activity. KEGG pathway enrichment analysis showed that the DEGs were mainly enriched in the 
biosynthesis of secondary metabolites, microbial metabolism in diverse environments, biosynthesis 
of cofactors, and biosynthesis of amino acids. [Conclusion] This study gives an insight into the 
roles of tolA in A. hydrophila and provides information about the metabolic pathways involving 
tolA. These results provide a theoretical reference for the prevention and control of A. hydrophila.
Keywords: Aeromonas hydrophila; tolA; biofilm; outer membrane vesicles; transcriptome

嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)是一种

典型的人-兽-鱼共患病病原菌，广泛分布于自然

界水体中，它造成的运动性气单胞菌败血症

(motile Aeromonas septicemia, MAS)给全球水产

养殖业带来了巨大的经济损失[1-2]。目前，治疗

嗜水气单胞菌感染的主要方式是使用抗生素，

但长期使用抗生素会导致耐药菌的增加和快速

传播。因此，加强嗜水气单胞菌的致病机制研

究已迫在眉睫[3-4]。

革 兰 氏 阴 性 菌 的 Tol-Pal 系 统 由 TolA、

TolB、TolQ、TolR 和 Pal 蛋白组成，这些蛋白

横跨外膜、周质间隙和内膜，其中 TolQ、TolR

和 TolA 在细胞内膜形成复合物，而周质蛋白

TolB 与固定在外膜上的 Pal 蛋白相互作用[5]。

Tol-Pal 系统在维持细胞形态[6]、外膜稳定性[5,7]、

对胆盐的敏感性以及细胞毒力[8]等方面发挥着重

要作用。该系统最初在大肠杆菌中发现[7]，随后

在铜绿假单胞菌[9]、霍乱弧菌[10]、恶臭假单胞

菌[11]、鼠伤寒沙门菌[12]、菊欧文氏菌[6]和伤寒沙

门菌[8]等其他菌属中也有报道。某些致病菌的

tolA 基因发生突变或缺失后，会导致菌体形态改

变、外膜破损和致病力下降。例如，鼠伤寒沙

门氏菌(Salmonella enterica serovar Typhimurium)

敲除 tolA 基因后，其外膜完整性受损，对胆汁
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和血清的敏感性增强，进而致病力减弱[13]。

外膜囊泡(outer membrane vesicles, OMVs)是

革兰氏阴性菌中广泛存在的一种纳米级双层膜

囊泡状结构，包含了外膜蛋白、磷脂、脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)、DNA，以及在形成过

程中被外膜包裹的周质成分等多种生物学活性

物质[14-15]。由于 OMVs 无法复制且携带大量保

持天然构象的外膜抗原，因此它们能够有效激

活宿主的免疫系统，显著提升抗原的免疫原性，

从而在防控细菌性疾病方面展现出巨大潜力[16]。

研究人员发现 tol-pal 基因的缺失会对外膜完整

性产生负面影响，导致外膜囊泡产量增加[17-18]。

Mitra 等[19]研究发现，志贺氏菌(Shigella boydii) 

tolA 基因缺失菌的 OMVs 释放量相较于野生型

增加了 60%，且这些 OMVs 具有良好的免疫保

护作用。大肠杆菌 tolA 基因缺失菌株的 OMVs

蛋白质组学分析结果表明，缺失 tolA 基因可能

会减少细胞内膜和外膜之间的联系，从而导致

膜的损伤及 OMVs 的增加[20]。目前，tolA 基因

在嗜水气单胞菌中的生理作用仍不明确，需要

进一步探索。

为探究 tolA 基因在嗜水气单胞菌中的生物

学功能，本研究利用同源重组技术构建嗜水气

单胞菌 tolA 基因缺失株 AhΔtolA，以野生菌株

(wild type, WT)为对照，测定 AhΔtolA 的生长特

性、细菌形态、生物被膜形成能力以及 OMVs

产量等生物学特性，并利用转录组测序技术比

较野生型与 AhΔtolA 菌株的基因表达差异，分

析 tolA 基因参与和影响的代谢途径。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　菌株、质粒和引物

嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila) ATCC 

7966 (WT)，购自宁波明舟生物科技有限公司；

大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α、E. coli S17-1 

λpir，购自生工生物工程(上海)股份有限公司。

自杀载体 pRE112 用于 tolA 基因的敲除，广宿主

克隆载体 pBBR1MCS-1 用于 tolA 缺失菌株的回

补菌株 CΔtolA 构建，购自生工生物工程(上海)

股份有限公司。本研究所用到的引物序列如表 1

所示，由苏州金唯智生物科技有限公司合成。

1.2　主要试剂

LB 培养基购自赛默飞世尔科技公司；大豆

酪蛋白琼脂培养基(TSA)购自北京索莱宝科技有

限公司；T4 DNA 连接酶、DNA 限制性内切酶

均购自 TaKaRa 公司；Green Taq Mix 购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司；质粒提取、

DNA 片段回收试剂盒均购自生工生物工程(上

海)股份有限公司；其他化学试剂均为分析纯。

抗生素使用的终质量浓度：氨苄青霉素

(Amp)为 100 μg/mL，氯霉素(Chl)为 50 μg/mL。

表1　本研究所用引物

Table 1　Primers used in this study

Primers name

tolA up-F

tolA up-R

tolA down-F

tolA down-R

tolA-F

tolA-R

CtolA-F

CtolA-R

Primer sequences (5′→3′)

CCATATGTCCAGGAGGGTTCGGTG

GGCATGCGGCCTGGGTAAGGTAAATCG

GGCATGCCTCCGTCAGTTCACCGGA

CTCTAGACGGTGATGGACGGTACTTACC

TTGGAGACCACTTCCGCGATG

GTGGCCGAGATCAACGTGGTT

CGAGCTCTTAGATGCTCGGTTCCAACTT

CTCTAGAATGGATGTGAAGCGTGGT

Product length (bp)

1 010

831

1 856

1 164

*: The underlined bases are the restriction sites.
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1.3　tolA 缺失菌株和回补菌株的构建

取 A. hydrophila 菌株接种于 LB 培养基，以

30 ℃、200 r/min 培养至对数生长期。使用细菌

基因组提取试剂盒提取基因组 DNA。以基因组

DNA 为模板，分别使用引物 CtolA-F/R 扩增获

得 tolA 基因(1 164 bp)。PCR 反应体系(50 µL)：

2×Green Taq Mix 25 µL，上下游引物(10 µmol/L)

各 2 µL，DNA 模板 1 µL，ddH2O 20 µL。PCR

反应条件：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 15 s，

58 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环。

经琼脂糖凝胶电泳验证正确后，对目标条带进

行回收纯化。将两条同源臂用 T4 DNA 连接酶

与经过(Xba I 和 Nde I)双酶切的 pRE112 进行连

接得到重组自杀质粒 pAFR。将携带 pAFR 的

E. coli S17-1 λpir 与 A. hydrophila 按比例在尼龙

膜上结合培养，进行第 1 次同源重组。然后将

筛选到的单交换菌株接种于含有 15% 蔗糖的新

鲜无抗 LB 培养基中培养 16 h，适当稀释后涂布

于含有 12% 蔗糖的 LB 平板。选取在含有氯霉

素的 LB 平板上不生长的阳性克隆，使用 tolA-F/

R 引物进行 PCR 扩增后送苏州金唯智生物科技

有限公司测序验证，得到基因缺失菌株 (Ah∆
tolA)。通过稳定遗传，将测序正确的缺失菌株

保存于−80 ℃。

回补菌株的构建方法：利用引物 CtolA-F/R

获得 tolA 基因，将 tolA 片段与经过 (Sac I 和

Xba I)双酶切的 pBBR1MCS-1 进行连接得到重

组质粒 pBBA。将重组质粒 pBBA 电转化至 Ah∆
tolA 感受态细胞中，并筛选出阳性克隆菌株，获

得 AhΔtolA 回补菌株。

1.4　细菌生长曲线测定

细菌生长曲线测定方法参照文献[21]进行。

挑 取 A. hydrophila WT 菌 株 和 缺 失 突 变 体

AhΔtolA 单菌落至 LB 培养基中，30 ℃、200 r/min

培养至 OD600 值为 0.6，以 1% 的接种量转接至

LB 培养基中，在 30 ℃、200 r/min 恒温摇床中

培养，每隔 1 h 连续测量其 OD600 值，每个样品

重复 3 次。以时间为横坐标、菌液 OD600 值为纵

坐标，绘制生长曲线。

1.5　形态特征观察

1.5.1　革兰氏染色观察

对 WT 和 Ah∆tolA 进行革兰氏染色，并在

10×100 倍镜下进行观察。

1.5.2　透射电子显微镜(transmission electron 

microscopy, TEM)观察

透射电镜样品制备方法参照文献[22]进行。

将 WT 和 Ah∆tolA 菌液及提取的 OMVs 样品分

别覆盖在碳涂层铜网上，接着用 1% 乙酸铀酰水

溶液对样品染色。最后使用透射电子显微镜(日

立公司)以 80 kV 的加速电压进行观察。

1.6　脱氧胆酸钠敏感性与氧化应激能力

测定

挑取 WT 和 AhΔtolA 单菌落至 LB 培养基

中，30 ℃、200 r/min 培养至相同 OD600值，收集

菌体分别用 0.5% 的脱氧胆酸钠和 PBS 缓冲液重

悬，并在 30 ℃孵育 2 h。梯度稀释至 10−1−10−4

的细菌悬液分别取 100 µL 涂布在 LB 平板上，

30 ℃、200 r/min 培养 18−20 h 后统计菌落数并

计算相应活菌数，存活率按公式(1)计算。

菌株存活率=

CFU脱氧胆酸钠处理/CFUPBS处理×100% (1)

采用 Kirby-Bauer 纸片法评估细菌的氧化应

激能力。将浸有 1 mmol/L H2O2 溶液的滤纸片

(6 mm)贴于涂有 WT 和 Ah∆tolA 菌液的 LB 平板

上，30 ℃培养 24 h 后，测量抑菌圈直径，每个

样品重复 3 次。

1.7　生物被膜实验

生物被膜形成能力测定方法参照文献[23]进

行。将过夜活化的 WT 与缺失菌 Ah∆tolA 菌液

稀释至 OD600 值为 0.1，接着向无菌 48 孔板中加

入 500 µL 的菌液，30 ℃静置培养 36 h，以液体

LB 培养基作为空白对照。将孔内菌液吸出，用

PBS 缓冲液清洗 3 次后加入甲醇固定 30 min，
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50 ℃干燥 30 min。加入质量分数为 1% 的结晶

紫染液染色 10 min 后用 PBS 缓冲液清洗 2 次，

50 ℃干燥 30 min。加入体积分数为 33% 的冰醋

酸，37 ℃静置 30 min，使用酶标仪在 OD595 处

测定吸光值，每株菌重复 5 次。

1.8　荧光显微镜观察

荧光显微镜观察参照文献[24]进行。细菌生

物被膜形态观察方法：将无菌盖玻片置于无菌

6 孔板中，每孔加入 5 mL OD600 值为 0.8 的 WT

和 Ah∆tolA 培养液，在 30 ℃静置培养 24 h 和

48 h。取出玻片用 PBS 缓冲液清洗后加入甲

醇固定 30 min，再用 PBS 缓冲液清洗 2 次。

加入质量分数为 0.01% 的吖啶橙，避光孵育

15 min 后置于 3D 全视野荧光显微镜(Leica 公

司)下，使用波长为 488−530 nm 的激发光通道进

行观察。

1.9　OMVs 提取、纯化

1.9.1　OMVs 提取

OMVs 的提取参照文献[25]方法进行。将

WT 和 Ah∆tolA 的过夜培养物涂布于 TSA 平板

上，30 ℃培养 24 h 后收集菌体。将菌体悬浮在

PBS 缓冲液中，10 000×g 离心 30 min 收集上清

液，并通过 0.45 μm 滤膜除去残留菌体。取过滤

后的样品涂布在 TSA 平板上，30 ℃培养 24 h 以

确认无菌体残留。将无菌上清液在 4 ℃、100 000×g

离心 3 h 收集沉淀，将沉淀用 PBS 缓冲液清洗

2 次后悬浮于 1 mL PBS 缓冲液中得到粗提

OMVs 样品，最后测定其总蛋白浓度。

1.9.2　OMVs 纯化

OMVs 的纯化参照文献[26]进行。将碘克沙

醇密度梯度离心液 OptiPrepTM 用无菌 PBS 缓冲

液稀释成终浓度分别为 10%、15%、20%、25%

和 30% 的梯度液。通过密度梯度离心纯化粗提

的 OMVs 样品，并将得到的 OMVs 样品保存于

−80 ℃。

1.10　RNA 提取及 RT-qPCR

按照细菌总 RNA 提取试剂盒说明书提取各

菌株的总 RNA，使用 NanoDrop 2000 (赛默飞世

尔科技公司)测定 RNA 浓度及纯度。纯度符合要

求后，使用逆转录试剂盒将所提取的细菌总

RNA 进一步逆转录为 cDNA。以 cDNA 为模板，

使用 RT-qPCR 仪(Thorme 公司)扩增并分析菌株

中 tolA 的表达量。RT-qPCR 反应体系(20 µL)：

2×ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 

10 μL，Primer-F/R (10 µmol/L)各 0.4 µL，cDNA 

2 μL， ddH2O 7.2 µL。 RT-qPCR 反 应 条 件 ：

95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 30 s，55 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 30 s，45 个循环。以 16S rRNA

基因作为内参，对 Ct 值采用 2−ΔΔCt法进行计算。

为探究 tolA 缺失对嗜水气单胞菌致病性的

影响，选取嗜水气单胞菌的 14 个重要毒力基

因，检测 2 种菌株基因表达水平的差异。

RT-qPCR 引物序列如表 2 所示。

1.11　转录组分析

提取 WT 和 Ah∆tolA 的总 RNA，使用 RNA 

Nano 6000 检测试剂盒检测总 RNA 完整性。符

合要求后，按照制造商的说明，以片段化的

mRNA 为模板，随机寡核苷酸为引物合成双链

cDNA。测序文库采用聚合酶链反应扩增构建，

使用 Agilent 2100 系统定量，并使用 Illumina 

HiSeq 平台(安捷伦科技有限公司)进行测序。所

有分析均由北京诺禾致源科技股份有限公司的

云平台完成。利用 DESeq 和 edgeR 软件计算基

因表达量，比较分析样本间基因的表达差异。

显著差异的阈值|log2  fold change|≥1 且 Padjust≤0.05，

将显著差异表达基因进行 GO 和 KEGG 功能富

集分析，挖掘 WT 与 tolA 基因缺失后相关基因

表达量的变化情况。

1.12　数据验证

选取 4 个上调基因(tolQ、tolR、alr-2、pilQ)

和 6 个 下 调 基 因 (rbsK、 rbsC、 aroB、 ppiD、

ribB、lptD)，设计 RT-qPCR 引物进行基因表达

量分析，相关引物序列见表 2。
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1.13　统计分析

采用 GraphPad Prism version 8.0 软件进行数

据处理和绘图，采用 t 检验(t-test)进行统计学分

析，P<0.05 表示具有统计学差异。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　tolA 基因缺失不影响嗜水气单胞菌

ATCC 7966 生长

本研究通过测定 A. hydrophila ATCC 7966、

tolA 缺失菌株 Ah∆tolA 及其回补菌株 C∆tolA 的

生长趋势，判定 tolA 基因缺失是否影响菌体生

长。结果表明，WT、AhΔtolA 及 C∆tolA 的倍增

时间均为 16 h，到达稳定期的 OD600 值均在 1.9

左右，三者无明显差异。Ah∆tolA 的生长趋势与

WT 基本一致，缺失 tolA 不影响细菌的生长，

如图 1A 所示。

本研究使用 RT-qPCR 验证了 WT、Ah∆tolA

及其回补菌株 C∆tolA 中的 tolA 表达情况。如

图 1B 所示，Ah∆tolA 的 tolA 相对表达量为 0.2

左右，而 C∆tolA 菌株的 tolA 相对表达量显著上

升，达到 WT 的 2.1 倍。

表2　RT-qPCR引物

Table 2　Primers designed for RT-qPCR

Gene

16S rRNA

tolA

acuC

cblA

aerA

ascV

hlyA

ompA

ompTS

vash

traA

pilB

rfaf

Name

16S-F

16S-R

Ta-F

Ta-R

Ac-F

Ac-R

Ad-F

Ad-R

Ae-F

Ae-R

As-F

As-R

Hl-F

Hl-R

Om-F

Om-R

Pr-F

Pr-R

Va-F

Va-R

Tr-F

Tr-R

Pi-F

Pi-R

Rf-F

Rf-R

Sequences (5′→3′)

GGGGAGTACGGTCGCAAGAT

CGCTGGCAAACAAGGATAAGG

TGCTCGGTTCCAACTTGAGG

ACTATCGGCGTACGTCTTGC

AGGACGATGCCTACCTCACC

GCGTTTGTTCGCCTCTTCA

CCGAGGCGTTCTATGTGCA

TTGGTCAGGTAGCCGGTGAT

GGTCTGTGGCGACAAGTATCG

AGAGCAGACAGAGTCGGTATTTCTC

GGGTATTCACCTGCGTTTCA

GATGTTCATTAGCGACCCACA

CCGCCCAGTCCTTCATCTAT

AGGGTCCGTAGGCTCACATT

CTCACGATCTGGGTGACTTTG

CGCCGTTGATGGACTTGA

AATGGCTCCTTCCCTGATCG

TGGCACCCTGGTTCTCGTAA

AAACTGGCACGGGGAAAGAG

GCTTGTAAGGTGAGCGGCATAT

GTGATGGTCGTCGCCTTTCT

GATAACCTTCTCCGCATTTTCC

CTAATGCGAATGCAGCACGTA

CGCTTCAACAGTTCCAACCA

TACCTGGCACTGGCCTATCC

CTCGTCGAGGTGCTTTTGTG

Gene

degQ

flgE

flgL

alr-2

tolQ

tolR

pilQ

rbsK

rbsC

aroB

ppiD

ribB

lptD

Name

De-F

De-R

Fe-F

Fe-R

Fl-F

Fl-R

Al-F

Al-R

Tq-F

Tq-R

Tr-F

Tr-R

Pq-F

Pq-R

Rk-F

Rk-R

Rc-F

Rc-R

Ab-F

Ab-R

Pd-F

Pd-R

Rb-F

Rb-R

Ld-F

Ld-R

Sequences (5′→3′)

CACCGAGCTTACCTCCGAAAT

CCGCCTTCTTCAGCGTGAC

CCCGCTCAGACATTGGAGAT

GTCGCATTGCTGTAGGTCGC

GCCCCAGAACAACAACATCC

GCCGCATCCTCTTTTGACA

CTCGATACCGGGATGAACCG

GGTCATGAGATGGAACGGCT

GGACTCCTGGTAGAGACGGT

GCTGATCATCCAGCGTTCCA

CATGGCCTTCTCGGTGATGT

CACCGAAGGCGAGTATGTCA

ACTCGGTATAAAGCGGTGCC

GCGGTTGGACAACAACATCC

ATCAAGTTGTACCCGGTGGC

GTCTTCATCTGGTGGCCGAT

CCGGTTACCTGTTCGGTCTG

CCGAGGGCATAGATGTAGCG

ATCGATCACGACGTGTCTGG

CTCCCAGGTTGATTCCTCCG

GCAGTCCACCGGTTACTTCA

GATCACGTCGGAGTTGGTGT

CGATGATGATCCGCGAGTGT

AGGCGGTCTGATAATGGCTG

CGAATTCGTTCATCACCGGC

ACTACAGCCTGTTCAGCGAC
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2.2　 tolA 基因缺失对嗜水气单胞菌

ATCC 7966 菌体形态的影响

革兰氏染色结果显示，WT 菌体呈革兰氏阴

性，为单个短杆状，常 2 个相连；而缺失菌株

Ah∆tolA 菌体聚集成团，细胞多形成链状(图 2)。

2.3　 tolA 基因缺失对嗜水气单胞菌

ATCC 7966 外膜稳定性的影响

脱氧胆酸钠敏感度检测结果显示，WT 和

AhΔtolA 在脱氧胆酸钠中的存活率分别为 33.6%

和 16.1%。AhΔtolA 的存活率显著低于 WT，表

明 AhΔtolA 对脱氧胆酸钠更敏感，其细胞外膜

屏障功能可能受损(图 3A)。过氧化氢胁迫结果

显示，与野生型相比，AhΔtolA 的抑菌圈直径更

大，表明 AhΔtolA 对 H2O2 更加敏感(图 3B)。这

些结果表明 tolA 基因可能参与维持细胞外膜的

稳定性。

2.4　 tolA 基因缺失对嗜水气单胞菌

ATCC 7966 生物被膜形成的影响

生物被膜测定结果表明，与 WT 相比，

AhΔtolA 的生物被膜形成能力显著降低约 35% 

(图 4A、4B)。为进一步探究菌株的生物被膜形

态，利用荧光显微镜观察了 WT 与 Ah∆tolA 的

生物被膜形态特征。静置培养 24 h 时，WT 菌

图1　WT、AhΔtolA和CΔtolA的生长差异对比(A)及tolA基因表达量的测定(B)

Figure 1　Comparison of cellular growth of WT, AhΔtolA and CΔtolA (A) and the RT-qPCR detection of tolA 

expression level (B). **: P<0.01.

图2　WT (A)和AhΔtolA (B)的革兰氏染色结果

Figure 2　The Gram staining results of WT (A) and AhΔtolA (B).
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体细胞相互连接，并聚集成团，团块随时间增

加逐渐变大；而 AhΔtolA 的玻片上仅有少量细

胞相互连接，大多数细胞处于分散状态。静置

培养 48 h 时，WT 菌体较大且聚集连接，细胞

层数较厚，形成成熟的生物被膜。相比之下，

AhΔtolA 菌体连接分散，形成的生物被膜分布不

均匀、细胞层数少，生物被膜不完整(图 4C)。

使用 ImageJ 软件(version 1.45)对荧光强度进行

分析，结果表明无论在 24 h 还是 48 h，WT 生

物被膜的荧光强度均大于 AhΔtolA (图 4D)。上

述研究结果证实 tolA 缺失显著抑制嗜水气单胞

菌的生物被膜形成能力，tolA 在生物被膜发育中

起着至关重要的作用。

2.5　 tolA 基因缺失对嗜水气单胞菌

ATCC 7966 OMVs 产量的影响

为了探究 tolA 缺失是否影响嗜水气单胞菌

OMVs 的产生，提取并纯化了 WT 与 AhΔtolA

的 OMVs。经超速离心后发现，WT 菌株的沉淀

显著少于 AhΔtolA 的沉淀。利用 BCA 法测定蛋

白浓度以评价 OMVs 的产量，结果表明，

AhΔtolA 产生的 OMVs 的蛋白浓度为 1 000 ng/μL，

显著高于 WT 的 800 ng/μL (图 5)。这一结果表

明 AhΔtolA 产生的 OMVs 显著多于 WT 菌株产

生的 OMVs。

2.6　透射电镜观察

为进一步观察 2 种菌株的形态变化，经过

负染后置于透射电镜下观察。结果显示，WT

菌体呈杆状，具有鞭毛，细胞表面光滑，细胞

周围分布有双层膜囊泡状结构(图 6A，黑色箭

头所示)。选取 50 个 WT 细胞测量其平均长度

为 (1.50±0.06) μm ( 图 6A)。 与 WT 不 同 ，

AhΔtolA 的菌体长度显著变短，平均长度为

(1.10±0.05) μm，细胞同样具有鞭毛，细胞周围

分布大量囊泡状结构(图 6B，黑色箭头所示)，

与 WT 的外膜囊泡相比，许多囊泡形态不规则，

大小悬殊(图 6B 黄色箭头)。同时，AhΔtolA 细

胞还分泌大量更小的囊泡吸附在细胞表面，聚

集在一起。

OMVs 形态观察发现，WT 和 AhΔtolA 的

OMVs 均为脂质双分子层、大小不等的球状囊

泡结构，含有大量鞭毛。WT 产生的 OMVs 粒

径大小在 200 nm 左右，背景干净，形态典型

(图 6C，黑色箭头所示)。与 WT 相比，AhΔtolA

产生的 OMVs 含有更多形状不规则、大小不均

一的囊泡结构，并且数量增多(图 6D，黄色箭头

所示)。以上结果表明 tolA 基因对 OMVs 的产生

具有重要作用。

2.7　 tolA 基因缺失对嗜水气单胞菌

ATCC 7966 毒力基因表达的影响

通过 RT-qPCR 对 14 个毒力基因在 2 种菌株

中的表达水平差异进行测定。结果如图 7 所示，

除调控鞭毛合成基因 flgL 表达量升高外，其余

13 个毒力基因的表达量均显著下降。

2.8　转录组数据分析

原始数据经过过滤、测序错误率检查、

G+C 含量分布等检查后，各样品 clean reads 数

均在 7 485 266 条以上，两端 Q20 (99% 碱基正

确率)均在 97.78% 以上，两端 Q30 为 93.88% 以

上，说明本研究中的 RNA-seq 数据质量良好。

图3　WT与AhΔtolA的脱氧胆酸钠敏感性(A)和氧

化应激敏感度测定(B)

Figure 3　Survival rate of sodium deoxycholate (A) 

and H2O2 sensitivity (B) of WT and AhΔtolA. **: 

P<0.01.

2118



陈甜梦 等 || 微生物学报, 2025, 65(5)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

各重复样本的相关系数因子 R2 均在 0.95−1.00 之

间，说明样本的重复性较高。

2.8.1　差异表达基因分析

测序数据中显著差异表达基因 [|log2 fold 

change|≥1 及 Padjust≤0.05]的筛选结果如图 8 所示，

WT 和 AhΔtolA 之间共有 300 个差异表达基因，

其中显著上调的基因有 171 个，显著下调的基

因有 129 个。

2.8.2　GO 功能注释分析

对 300 个差异表达基因进行 GO 功能分析的

结果显示：有 114 个显著差异基因注释到生物

学过程，44 个显著差异基因注释到细胞组分，

155 个显著差异基因注释到分子功能，结果如

图 9A 所示。生物学过程主要涉及氧化还原过程

(oxidation-reduction process) 和 能 量 代 谢 过 程

(metabolic process)；细胞组分主要以外膜(outer 

图4　WT和AhΔtolA的生物被膜形成能力检测。A−B：WT和AhΔtolA的生物被膜形成能力检测；C：WT

和AhΔtolA的生物被膜形态观察；D：荧光强度分析。

Figure 4　The biofilm formation capacity of WT and AhΔtolA. A−B: Detection of biofilm formation capacity; C: 

Microscopic analysis of biofilm architecture; D: Analysis of fluorescence intensity. **: P<0.01; ***: P<0.001.
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图5　WT和AhΔtolA的OMVs纯化(A)与蛋白浓度检测(B)

Figure 5　Purification (A) and protein concentrations (B) of OMVs from WT and AhΔtolA. *: P<0.05.

图6　WT和AhΔtolA 的细胞与OMVs形态的透射电镜观察

Figure 6　 Transmission electron microscopy (TEM) observation of cell and OMVs morphology of WT and 

AhΔtolA. Cell morphological characterization of WT (A) and AhΔtolA (B) were observed by TEM. OMVs 

derived from WT (C) and AhΔtolA (D) were evaluated by TEM. Black arrows and yellow arrows indicated the 

normal and abnormal morphology of OMVs, respectively.
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membrane)、 细 胞 包 膜 (cell envelope)、 包 膜

(envelope)、膜的组成成分(integral component of 

membrane)、膜的固有成分 (intrinsic component 

of membrane)为主；分子功能主要涉及核苷磷酸

结合(nucleoside phosphate binding)、核苷酸结合

(nucleotide binding)、 氧 化 还 原 酶 活 性

(oxidoreductase activity)、辅因子结合 (cofactor 

binding)和辅酶结合(coenzyme binding)。在 tolA

基因缺失菌株中，氧化还原过程、能量代谢过

程、细胞外膜和氧化还原酶活性等调控过程中

差异基因富集较为显著。结果表明，tolA 基因与

细胞的氧化还原能力、代谢、外膜完整性和

核糖体生物合成密切相关。利用 STRING 数据

库 对 rnpA、 tyrS、 dusB、 glyQ、 gltX、 pth、

AHA_RS02775、hemA、pheS 等核糖体生物合成

相关基因的蛋白互作进行了分析，结果表明这

些基因具有密切的联系(图 9C)。上述结果表明，

敲除 tolA 基因对细胞的生物学过程及分子功能

产生了重要影响，尤其是对细胞外膜稳定性的

影响，进而影响细胞的代谢途径。

图7　WT和AhΔtolA的毒力基因表达谱

Figure 7　The virulence gene expression levels between WT and AhΔtolA. *: P<0.05; **: P<0.01.

图8　WT和AhΔtolA的差异表达基因火山图

Figure 8　 Volcano map of differentially expressed 

genes between WT and AhΔtolA.
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2.8.3　KEGG 代谢通路分析

为进一步分析 tolA 基因缺失对代谢途径的

影响，通过 KEGG 对 300 个差异基因进行代谢

通路分析，结果如图 9B 和表 3 所示。显著下调

表达的基因主要富集在次生代谢物生物合成、

不同环境下的微生物代谢、辅助因子的生物合

成、氨基酸生物合成、氨基糖和核苷酸糖代谢

等代谢通路。下调最显著的 15 个基因包括 ABC

转运蛋白 (rbsC、 rbsB、 rbsA)、参与氧化还原

途 径 的 基 因 (AHA_RS12635、 AHA_RS12630、

AHA_RS12645、AHA_RS12600)、参与生物合成

途径的核糖激酶(rbsK、AHA_RS11695)以及与

细菌磷酸转移酶系统 (PTS)相关的蛋白 (fruA、

pfkB、fruB、fruR)。显著下调的基因主要与细

菌所需营养物质的合成与运输相关，这些营养

物质对细菌的聚集和在宿主体内的生存具有重

要作用。细菌的磷酸转移酶系统(PTS)是连接糖

吸收和信号转导的全局调节网络。PTS 系统中

fruRBA 操纵子表达水平的下调会导致细菌可利

用的碳水化合物急剧减少，进而影响细菌的黏

附、生物被膜形成、毒力因子合成等，最终降

低细菌的致病力。

显著上调表达的基因主要富集在次生代谢

物生物合成、不同环境下的微生物代谢、碳代

谢、丙酮酸代谢、双组分系统、氨基酸代谢等

代谢通路。在上调最显著的 15 个基因中，包括

参 与 氧 化 还 原 途 径 的 基 因 (AHA_RS05325、

AHA_RS10535、AHA_RS07520)、具有氧化还原

酶活性的基因(AHA_RS10540、AHA_RS14490)、

参与微生物代谢和碳代谢的基因(AHA_RS10550、

arcC、AHA_RS16915)、参与氨基酸代谢的基因

(hutI、AHA_RS20910)、参与丙酸盐代谢的基因

(prpB)、双组分系统的基因(AHA_RS16180)、参

与核苷酸结合的基因(AHA_RS17705)以及参与跨

图9　WT和AhΔtolA的转录组分析结果及RT-qPCR验证。A：GO富集分类图；B：核糖体相关基因蛋白质

互作网络分析结果；C：KEGG富集分析图；D：RT-qPCR验证。

Figure 9　The transcriptome analysis results of WT and AhΔtolA and RT-qPCR validation. A: GO enrichment 

classification bar chart; B: Results of ribosome related gene protein interaction network analysis; C: KEGG 

enrichment analysis chart; D: RT-qPCR validation.
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膜运输的基因(AHA_RS07405 和 tolR)。显著上调

的基因主要涉及组氨酸、谷氨酸、精氨酸等氨

基酸的代谢与运输。丙酸代谢关键基因 prpB 的

上调表明细菌细胞中丙酸盐出现过度积累，而

丙酸盐的过度积累会对细胞造成毒性。上述结

果表明，tolA 基因的缺失显著干扰了细菌的氧化

还原、能量代谢和物质合成等多种代谢途径。

2.9　RT-qPCR 验证结果

根据 GO 及 KEGG 转录组数据的差异基因

富集分析，并结合相关代谢途径，选取差异表

达上调和下调的 10 个基因进行 RT-qPCR 验证，

结果如图 9D 所示。所选基因的表达水平变化趋

势与 RNA-Seq 的基因表达水平变化趋势一致。

3　讨论与结论　讨论与结论

嗜水气单胞菌导致的运动性气单胞菌败血

症(MAS)给全球水产养殖业造成巨大的经济损

失。Tol-Pal 系统相关基因在维持细菌外膜完整

性和参与 OMVs 的生物发生和释放中发挥重要

作用。目前关于嗜水气单胞菌 tolA 基因的研究

尚未见报道，本研究以嗜水气单胞菌 ATCC 

7966 为研究对象，成功敲除了 tolA 基因，并对

其生理特性进行了测定。

在本研究中，AhΔtolA 在 LB 培养基中的生

长速度未发生明显变化。多项研究表明，tolA 基

因的缺失通常不会影响细菌的生长。在鼠伤寒

沙 门 氏 菌 和 鲍 曼 不 动 杆 菌 (Acinetobacter 

baumannii)中，tolA 基因的缺失对细菌生长的影

响 较 小[27-28]。 然 而 ， 菊 欧 文 氏 菌 (Erwinia 

chrysanthemi)的 TolA、TolQ、TolB 和 Pal 突变

体细胞形态和分裂严重受损，在 LB 培养基上生

长缓慢，需要添加抗渗透剂才能生存[6]。此外，

猪霍乱沙门氏菌的 tolA 基因突变体在对数期的

生长较野生型明显降低[22]。

tol-pal 基因对于维持革兰氏阴性菌的外膜完

整性是必要的[29]。本研究发现，突变株 AhΔtolA

的细胞形态发生改变，对脱氧胆酸钠和氧化应

激的敏感度增强，且较 WT 在菌体周围分泌更

表3　KEGG富集分析部分结果

Table 3　Display of partial results from KEGG enrichment analysis

Pathways ID

aha01110

aha01120

aha01200

aha01230

aha01240

aha00520

aha00620

aha02020

aha00250

aha00010

aha00280

aha00640

aha02010

aha00910

aha02060

aha00230

Pathways

Biosynthesis of secondary metabolites

Microbial metabolism in diverse environments

Carbon metabolism

Biosynthesis of amino acids

Biosynthesis of cofactors

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism

Pyruvate metabolism

Two-component system

Alanine, aspartate and glutamate metabolism

Glycolysis/Gluconeogenesis

Valine, leucine and isoleucine degradation

Propanoate metabolism

ABC transporters

Nitrogen metabolism

Phosphotransferase system (PTS)

Purine metabolism

Number of DEGs

Up-regulated

20

17

15

7

2

4

9

8

4

6

7

6

1

3

1

3

Down-regulated

16

11

4

8

12

6

1

1

4

2

0

1

6

3

5

3
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多的外膜囊泡。上述结果表明，tolA 基因的缺失

可能对菌体的形态和外膜稳定性造成了影响。

前 期 研 究 发 现 ， 大 肠 杆 菌 和 沙 门 氏 菌

(Salmonella enterica serovar Choleraesuis)的 tolA

基因缺失突变体表现出细胞排列成链状、释放

大量外膜囊泡以及对抗生素和变性剂敏感性增

强等外膜完整性损伤的表型[22,30]。Masilamani 等

研究表明，鼠伤寒沙门氏菌的 Tol-Pal 系统介导

的磷脂酰甘油运输机制可能会影响细菌外膜的

稳定性[7]。

生物被膜是 A. hydrophila 的关键毒力因子，

使细菌能够在宿主体内持续存在并抵抗抗菌处

理[31]。本研究发现，tolA 基因的缺失显著抑制

了嗜水气单胞菌生物被膜的形成。国外课题组

研究显示 Tol-Pal 系统的 tolA 基因缺失会影响细

菌生物被膜的形成。Su 等[32]发现，tolA 基因的

缺 失 显 著 减 少 了 禽 致 病 性 大 肠 杆 菌 (avian 

pathogenic Escherichia coli) E058 生物被膜的形

成，并显著降低了其毒力。Hirakawa 等[16]发现

泌尿道致病性大肠杆菌(uropathogenic E. coli)的

tolA 基因缺失突变体的生物被膜形成能力显著降

低。tolA 基因影响生物被膜形成的机制尚未明

确。Su 等[32]认为 Tol-Pal 系统与细胞壁以及各种

包膜成分如脂多糖 (LPS)、外膜蛋白 (OmpF 和

OmpC)或外膜受体(PhoE 和 LamB)相互作用，潜

在地影响细菌的附着和生物被膜的形成。

OMVs 介导细菌细胞之间的大分子转移，

并与生物被膜形成和发病机制有关[33]。Tol-Pal

系统通过与细胞壁相互作用参与外膜囊泡

(OMVs)的发生与释放，tol-pal 基因的缺失会影

响 OMVs 的产生[34]。本研究表明，tolA 基因敲

除后，嗜水气单胞菌的 OMVs 产量显著增加；

透射电镜观察到细胞表面及周围出现大量外膜

囊泡。 tolA 基因参与 OMVs 的生物发生，是

OMVs 生物发生过程中的重要蛋白。多项研究

发现，tolA 基因缺失会导致 OMVs 产量的增加。

王楚等[27]发现，鼠伤寒沙门菌(Salmonella enterica 

serovar Typhimurium) χ3761的 tolA 基因突变体菌

体周围有许多 OMVs 分泌且产量显著增加。同

样 地 ， 猪 霍 乱 沙 门 氏 菌 (Salmonella enterica 

serovar Choleraesuis)的 tolA 基因突变体的 OMVs

产量也显著增多[22]。值得注意的是，Avila-Calderón

等[25]利用蛋白质组学分析了嗜水气单胞菌的

OMVs，发现 OMVs 中存在 TolB、TolQ 和 Pal

蛋白，但未发现 TolA 和 TolQ 蛋白。这表明

tolA 基因仅在 OMVs 产生过程中发挥了某种作

用，但并未成为其组成成分，其具体机制仍有

待深入研究。

A. hydrophila WT 和 AhΔtolA 的转录组测序

分析结果表明，WT 和 AhΔtolA 共有 300 个差异

表达基因(上调 171 个，下调 129 个)。与 tolA 同

属 Tol-Pal 系统的 tolQ、tolR 基因表达量上调，

而 tolB 和 pal 的表达量未见变化。多项研究表

明，TolA 是 Tol-Pal 系统的中心枢纽，一方面，

TolA 与 TolQ 和 TolR 形成位于内膜的 TolQ-

TolR-TolA 复合物；另一方面，TolA 与外膜蛋白

Pal 存在相互作用，起到稳定外膜与内膜结构的

重要作用。推测 tolQ、tolR 基因的上调是为了补

偿 tolA 基因缺失造成的功能缺失。alr 基因编码

丙氨酸消旋酶，多项研究证明，丙氨酸消旋酶

对 A. hydrophila 保持细胞外膜完整性、维系细

胞生理功能和致病性发挥着重要作用[35-36]。alr

基因的上调可能是对 tolA 缺失造成的细胞外膜

缺陷的补救。转录组测序结果还发现了大量氧

化还原过程和氧化还原酶相关基因的上调，例

如大肠杆菌在细胞膜完整性受到损伤时会产生

氧化应激，为了抵抗和减少活性氧带来的损伤，

氧化还原过程和氧化还原酶相关基因会发生

上调[37]。

GO 富集分析表明，表达显著下调的基因大

多与核糖体表达和细菌毒力相关，表明 AhΔtolA

的核糖体生物合成以及蛋白质翻译和毒力下降。

我们发现与 Tol-Pal 系统密切相关的 ybgC 基因

显著下调。ybgC 基因编码一种酰基辅酶 A 硫酯

酶，参与物种特异性磷脂的生物合成[38]。Qin

等[39]研究表明，YbgC、TolA 和 TolQ 是革兰氏
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阴性菌 Tol-Pal 系统维持细胞膜稳定性的 3 种压

力感应蛋白，三者存在密切相互作用，ybgC 的

缺失会下调 tolR、tolA 的表达量，进而影响整个

Tol-Pal 系统的稳定性。

综上所述，本研究表明嗜水气单胞菌的 tolA

基因对菌体形态、外膜稳定性、生物被膜的产

生均有明显的调控作用，此外，也证实了 tolA

基因参与了 OMVs 的生物发生。本研究为进一

步研究 Tol-Pal 系统在嗜水气单胞菌的致病机制

中奠定了基础，同时为嗜水气单胞菌 OMVs 的

疫苗开发提供了理论参考。
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