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摘要：【目的】阐明霍乱弧菌DsbA蛋白(VcDsbA)在生物被膜形成过程中的作用。【方法】采用

Overlapping PCR的方法构建VcdsbA基因敲除质粒pMH524；采用同源重组和基因克隆的方法对霍乱弧菌

dsbA(vc0034)基因进行敲除和回补；通过结晶紫染色实验，比较野生株(WT)、dsbA突变株(ΔdsbA)和回补

菌株(CΔdsbA)的生物被膜形成差异；用荧光素酶基因作为报告基因分析与生物被膜形成相关的甘露糖敏

感血凝素纤毛合成蛋白(Mannose-sensitive hemagglutinin, pili biogenesis protein, MSHA)在霍乱弧菌WT、

ΔdsbA和CΔdsbA中表达水平的区别。【结果】成功构建霍乱弧菌dsbA基因缺失突变株和回补株；与

WT相比，ΔdsbA生物被膜形成能力显著下降，且msh操纵子的表达水平显著降低。【结论】VcDsbA可能

通过影响其它调控因子直接或间接增强霍乱弧菌MSHA的生物合成，从而促进霍乱弧菌生物被膜的形

成。本文为进一步研究DsbA在霍乱弧菌生物被膜形成中的调控机制奠定了基础。
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霍乱弧菌(Vibrio cholerae)是一种引起霍乱的

革兰氏阴性细菌。而霍乱是一种烈性肠道传染

病，被列为我国传染病防治法规定的2种甲类传染

病之一，也是国际3种检疫传染性疾病中危害最为

严重的一种[1–2]。霍乱弧菌在水生环境中通常以形

成生物被膜的方式与水生环境中的浮游生物共

生。当霍乱弧菌进入动物或人体内后，将会重新

调整毒力因子的表达来适应宿主肠道环境，并在

肠上皮细胞进行定殖、产生毒素，最后通过形成

生物被膜以腹泻的方式回到体外环境中[3–4]。有研

究发现，以生物被膜形式进入人体的霍乱弧菌致

病性更强[5–6]。原因是生物被膜有利于霍乱弧菌抵

抗胃酸屏障，使得更多的细菌进入小肠，引起腹

泻[7–8]。因此，生物被膜的形成对于霍乱弧菌的致
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病性具有非常重要的作用 [9 ]。经过长期的演化，

霍乱弧菌已经形成了一套精密的调节系统来调控

体内毒力基因的表达和生物被膜的形成，从而使

其在不同的环境中，以最适的状态适应环境的变

化[10–11]。

已有研究表明，存在于霍乱弧菌内膜和周质

空间的二硫键氧化还原蛋白DsbA (Disulfide bond

oxidoreductase)是一个至关重要的毒力因子 [12]。

DsbA是周质空间中主要的二硫键供体蛋白，通过

氧化还原反应，把自身的二硫键转移到需要被折

叠的底物蛋白中。同时，DsbA 中被还原的巯基

又能被另外一个存在于细胞内膜中的蛋白DsbB氧

化，重新获得氧化态的二硫键，从而形成一个完

整的氧化还原链，推动胞膜和周质空间中的蛋白

正确地被折叠[13–14]。

研究发现，在霍乱弧菌中vc0034编码二硫键

氧化还原酶(VcDsbA)，对毒力因子——毒素协同

菌毛(TCP)的正确折叠具有重要作用，VcdsbA缺失

株不能在乳鼠肠道定殖[15]。霍乱弧菌的霍乱毒素

也被证明是VcDsbA蛋白的催化底物 [12]。因此，

VcDsbA对于霍乱弧菌在肠道环境中的定殖以及致

病性具有重要的作用。然而，VcDsbA对于霍乱弧

菌在体外水生环境中的生存起到什么样的作用，

尚不清楚。因此，在本研究中通过构建霍乱弧菌

VcdsbA缺失，研究VcDsbA在霍乱弧菌体外生物被

膜形成中的作用。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    菌株、质粒和培养条件：霍乱弧菌C6706

(野生型菌株，由南京农业大学朱军老师实验室馈

赠，本实验室保存)、 dsbA突变株(ΔdsbA)、dsbA
回补菌株(CΔdsbA)、E. coli  DH5a、重组质粒

VcdsbA : :pWM91和PmshA : :pBBR-lux [mshA
(VC0397 to VC0398)启动子区序列]均由本实验室

保存。所用到的菌株于37 °C在LB培养基中培

养。抗生素使用浓度分别为：氨苄青霉素(Ap)

100 μg/mL，卡那霉素(Km) 50 μg/mL，氯霉素

(Cm) 20 μg/mL。

1.1.2    主要试剂：PCR扩增酶：KOD-Plus-Neo，
Taq酶等，购自TOYOBO公司。限制性内切酶：

Nco I-HF，Hind III-HF，EcoR I-HF，Pst I-HF等，

购自N E B公司。T 4连接酶，D N A  L a d d e r，
Prestained Protein Ladder等均购自TaKaRa公司。

质粒小提试剂盒，PCR产物或凝胶回收试剂盒，

购自天根生物。引物由苏州金唯智公司合成。

1.2    VcdsbA(vc0034)缺失株和回补株的构建

根据GenBank发布的基因序列，截取VcdsbA
编码框上下游同源臂各1000 bp，利用Vector
NTI软件设计1对上下游引物，引物由苏州金唯智

生物技术有限公司合成。通过Overlapping PCR分

子克隆技术将VcdsbA编码框上下游同源臂插入到

pWM91载体中构建重组质粒pMH524，将含有自

杀质粒pMH524的重组菌与霍乱弧菌C6706野生型

进行接合，在无抗性的培养基中进行培养进行同

源重组，得到 V c d s b A 全编码框缺失突变株

(ΔdsbA )。以缺失突变株为基础，再用Vector
NTI软件设计VcdsbA基因1对上下游引物，PCR
扩增VcdsbA基因片段，用pBAD24载体携带VcdsbA
序列通过电击转化转入缺失菌株感受态细胞[16]，

得到回补菌株(CΔdsbA)。将得到的WT、ΔdsbA和

CΔdsbA 3种菌株分别作为模板进行PCR验证。为

了进一步证实构建的这3个菌株中DsbA的表达情

况，采用Western blot 进行分析[17]。

1.3    测定野生株、dsbA突变株和回补株的生长曲

线

将构建成功的霍乱弧菌野生株(WT)、VcdsbA
突变株(ΔdsbA) 和VcdsbA回补株(CΔdsbA)接种于

200 μL相应抗性的LB液体培养基中(96孔板培养，

3个重复)，37 °C恒温培养箱中静置培养2 h，每过

1 h分别测定600 nm处OD值，分析比较3种菌株生
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长速度是否存在差异。

1.4    生物被膜形成分析

将霍乱弧菌野生株(WT)、VcdsbA  突变株

(ΔdsbA) 和VcdsbA回补株(CΔdsbA)接种于5 mL含

有相应抗性的LB液体培养基中(试管培养，3个重

复)，37 °C恒温培养箱中静置培养48 h。小心倒出

液体培养基，将附着于试管壁的菌膜用去离子水

洗涤3次，干燥后加入3 mL 的 0.1%结晶紫溶液，

常温染色 30 min，再用去离子水洗涤3次。晾干试

管，拍照。根据结晶紫染色的强弱判定生物被膜

的形成量。用1 mL 70%乙醇溶液溶解附着于生物

被膜上的染料，用酶标仪(Synergy H1)测定595 nm
吸光值并进行定量分析[18]。

1.5    荧光素酶报告基因表达分析

为了研究VcdsbA对MSHA菌毛合成的影响，

PCR扩增mshA(VC0397-VC0398)的启动子区，并

克隆入pBBR-lux质粒的荧光素酶(无启动子区)的
上游，得重组质粒[19]。将重组质粒分别转入WT、

ΔdsbA和CΔdsbA中，得到含有MSHA荧光报告基

因的VcdsbA不同突变株。将其分别稀释接种至

96孔板，在37 °C静置培养。用酶标仪分别检测

600 nm和420 nm吸光值，计算单位荧光值(OD420/
OD600)。比较WT、ΔdsbA和CΔdsbA中的msh表达

的差异。

2    结果和分析

2.1    ΔdsbA和CΔdsbA菌株的鉴定

将WT、ΔdsbA和CΔdsbA菌株基因组分别作为

模板，用PCR扩增dsbA基因，结果显示(图1-A)，
CΔdsbA与WT均扩增出约650 bp的条带，与野生型

dsbA基因大小一致，而ΔdsbA只扩增出约270 bp的
条带，表明其dsbA基因已被缺失。通过Western
blot分析WT、ΔdsbA和CΔdsbA中DsbA蛋白的表达

情况。在20 kDa处WT和CΔdsbA菌株均表达出

VcDsbA蛋白，而ΔdsbA菌株没有观察到VcDsbA蛋

白的表达 (图1-B)。结果证明VcdsbA缺失株和回补

株构建成功。Western blot 分析发现VcdsbA出现

2条免疫印迹的条带，这是因为当VcDsbA蛋白自

身含有的2个半胱氨酸残基可以以二硫键(氧化态

O)或自由巯基(还原态R)存在，而这2种氧还状态

使得蛋白在丙烯酰胺凝胶电泳中具有不一样的迁

移率(图1-B)。另外，在WT、ΔdsbA和CΔdsbA 3种

菌株生长曲线分析发现，VcdsbA缺失突变株和回

补株的生长与野生型菌株一致(图2)。

2.2    DsbA蛋白影响霍乱弧菌生物被膜形成

为了研究VcDsbA缺失后对霍乱弧菌生物被膜

形成能力的影响，对 WT、ΔdsbA和CΔdsbA进行

了生物被膜结晶紫染色分析。ΔdsbA在试管壁形

成生物被膜的量明显低于 WT和CΔdsbA(图3)，表

明VcdsbA缺失后霍乱弧菌在气液表面的生物被膜

图 1.  霍乱弧菌dsbA的PCR扩增和DsbA表达分析

Figure 1.   Amplification and expression of the VcdsbA
(A) and DsbA (B). A: 1% agrose gel electrophoresis of
the VcdsbA amplified from WT (wild-type), △dsbA and
CΔdsbA genomic DNA. M: DNA marker; B: Western
blot analysis of VcDsbA expression in WT, △dsbA and
CΔdsbA strains.
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形成能力降低。对形成的生物被膜用乙醇溶解

后，测定OD595。结果发现WT和CΔdsbA的生物被

膜形成量明显高于ΔdsbA (图3)。有趣的是，CΔdsbA

的生物被膜形成量比WT的还要高，这可能是由于

在CΔdsbA中，VcdsbA是以质粒的形式在受阿拉伯

糖诱导的启动子调控下表达，其表达量比野生型

高，这也说明VcDsbA能促进霍乱弧菌生物被膜的

形成。

2.3    VcDsbA促进MSHA的合成

上述实验表明VcDsbA能促进霍乱弧菌生物被

膜形成，而MSHA是霍乱弧菌生物被膜形成的附

着阶段所必需的[7]。Watnick等发现MSHA在非生

命固体物质表面形成生物被膜起决定性作用[10]。

因此，MSHA是霍乱弧菌黏附于浮游生物的重要

决定因子[10]。为了验证VcDsbA是否通过影响MSHA

的表达，从而影响生物被膜的形成，利用荧光素

酶报告基因融合实验测定了在WT、ΔdsbA和

CΔdsbA菌株中msh基因的表达情况。实验结果发

现，msh基因在这3种菌株中的转录情况与这3种

菌株生物被膜的形成情况相类似，在ΔdsbA中

msh启动子的单位荧光值明显低于 WT 和CΔdsbA

中的，而CΔdsbA中msh启动子的单位荧光值高于

野生株更明显高于ΔdsbA (图4)。这说明VcDsbA能

促进霍乱弧菌MSHA的合成。

图 2.  霍乱弧菌生长曲线分析

Figure 2.   Growth curve of WT, ΔdsbA and CΔdsbA
strains. The strains in the LB culture medium (pH 7.0),
at 37 °C.

图 3.  霍乱弧菌生物被膜形成分析

Figure 3.   Biofilm assay of WT, ΔdsbA and CΔdsbA.
Biofilms stained with crystal violet are shown above,
and the biofilm-associated dye is quantitated below by
extraction with 70% ethanol and measurement of the
OD595 of the resulting solution. Experiments were done
in triplicate. Error bars represent 1 standard deviation.
**: P<0.01; ***: P<0.001.

图 4.  霍乱弧菌msh的表达分析

Figure 4.   msh expression assay of WT, ΔdsbA and
CΔdsbA. Different V. cholerae strains containing P msh-
luxCDABE plasmid were measured. Error bars indicate
standard deviations. ***: P<0.001.
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3    讨论

本研究发现，VcDsbA在体外环境中通过增强

M S H A的表达，从而促进生物被膜的形成。

VcDsbA存在于霍乱弧菌周质空间，帮助底物蛋白

形成二硫键，从而协助底物蛋白正确折叠 [ 1 3 ]。

VcDsbA不是转录因子，不会通过直接激活基因的

转录表达从而影响细菌的表型。然而，那些直接

参与调控基因表达的转录因子(如TcpP)[20–21]，其功

能的正确发挥却需要VcDsbA的作用。我们推测，

诱导MSHA表达的某个或某些转录调控因子需要

VcDsbA帮助形成正确的二硫键，从而发挥正确的

生物学功能。当VcDsbA缺失后，这些转录调控因

子不能正常的发挥作用，从而不能正常表达MSHA，

进而影响霍乱弧菌生物被膜的形成。早前的研究

表明，VcDsbA帮助TcpP形成分子间的二硫键，

从而形成具有生物学活性的二聚体，进而诱导产

生下游的毒力调控因子ToxT[21]。ToxT除了诱导下

游毒力基因的表达以外，还特异性的抑制

MSHA的表达，从而帮助霍乱弧菌逃避宿主的天

然免疫系统的攻击[21]。而当霍乱弧菌进入体外水

生环境时，毒素基因的表达受到抑制，而细菌再

利用VcDsbA协助诱导MSHA表达的调控因子正常

发挥功能，使得MSHA大量表达，形成生物被

膜，从而更好的适应体外的生存环境。这表明无

论是在体内的肠道环境还是在体外的水生环境，

霍乱弧菌都需要VcDsbA协助调控生物被膜的形

成，使其更好的在环境中生存。本研究的结果对

于揭示VcDsbA在霍乱弧菌生物被膜形成中的作用

机制具有重要生物学的意义。

本实验室是病原微生物二级实验室，于

2013年12月向浙江省杭州市农业局申报了动物病

原微生物二级实验室备案(备案编号：20130105012)，

实验室配备生物安全柜及相关实验设备，可进行

涉及第一类、第二类动物病原微生物有关实验活

动，符合国家有关操作该病原的相关规定。
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VcDsbA enhances bioflim formation by stimulating MSHA
expression in Vibrio cholerae

Yuanyuan Xue1, Chunqin Wu1, 2, Xiujun Jiang1, Chaoning Gan1, Houhui Song1 *, Menghua Yang1 *

1 College of Animal Science and Technology, Zhejing Agricultural and Forestry University, Lin’an 311300, Zhejiang Province,
China
2 Department of Animal Science, Wenzhou Vocational College of Science and Technology, Wenzhou 325006, Zhejiang Province,
China

Abstract: [Objective] Biofilm plays an important role during the infection cycle of Vibrio cholerae. In this study, we
try to demonstrate the role of VcDsbA in the biofilm formation of V. cholerae. [Methods] By making the VcdsbA in-
frame knock-out construct, the vcdsbA null mutant (ΔdsbA) strain was obtained. And the complemented strain
(CΔdsbA) was constructed by transferring a plasmid-coded VcdsbA expressed under the control of arabinose to ΔdsbA
strain. Crystal violet staining assay was used to analyze the biofilm formation in the wild-type (WT), ΔdsbA and
CΔdsbA strains. V. cholerae strains containing msh promoter luxCDABE transcriptional fusion were used to analyze
the transcriptional level. [Results] The ΔdsbA and CΔdsbA strains were constructed successfully. Biofilm formation
analysis shows that the ability of biofilm formation of ΔdsbA was significantly reduced compared with WT, whereas
CΔdsbA could form even stronger biofilm than WT does. Luminescence expression by Pmsh shows that VcDsbA
enhanced msh expression. VcDsbA enhances the biofilm formation of V. cholerae by involving in the regulation of
msh expression level. VcDsbA up-regulates msh expression probably through helping the folding of a msh expression
activator. [Conclusion] VcDsbA plays an important role in the biofilm formation of V. chlerae, which makes the
bacteria better survive in their living niche.
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