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摘   要：【目的】探究副溶血弧菌群体感应(quorum sensing，QS)系统核心调控子 AphA 和 OpaR

对 mshH 基因的转录调控。【方法】提取特定条件下副溶血弧菌野生株(wild-type，WT)和调控子基

因突变株(ΔaphA 和 ΔopaR)的总 RNA，采用实时定量 PCR (quantitative real-time PCR，qPCR)研究

AphA 和 OpaR 对 mshH 基因的转录调控关系以及 mshH 基因的时相依赖性表达特性；将 mshH 启

动子区 DNA 序列克隆入 pHRP309 质粒 β-半乳糖苷酶基因的上游，构建 LacZ 重组质粒，并将其

转入 WT、ΔaphA 和 ΔopaR 中，获得 LacZ 实验菌株，再通过 LacZ 报告基因融合实验研究 AphA

和 OpaR 对 mshH 基因的调控关系以及 mshH 基因的时相依赖性表达特性；PCR 扩增 mshH 上游启

动子区 DNA 序列，并纯化 His-AphA 和 His-OpaR 蛋白，通过凝胶阻滞实验(electrophoretic mobility 

shift assay，EMSA)和 DNase I 足迹实验，研究体外条件下 His-AphA 和 His-OpaR 对靶基因启动子

区 DNA 片段是否具有直接的结合作用以及具体的结合位点。【结果】mshH 基因的表达水平随着

培养时间的延长而升高；低细菌密度时，AphA 抑制 mshH 基因的转录，但 His-AphA 对 mshH 启

动子区DNA序列没有结合活性；高细菌密度时，OpaR对mshH基因的转录具有激活作用，His-OpaR
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对位于 mshH 基因的翻译起始位点上游–160 至–80 bp 和–58 至–19 bp 之间的 DNA 序列具有结合

活性。【结论】低细菌密度时，AphA 可能是通过间接方式抑制 mshH 基因的转录；高细菌密度时，

OpaR 直接结合到 mshH 调控区 DNA 片段上，并激活其转录。 

关键词：副溶血弧菌；群体感应；调控；AphA；OpaR；mshH 
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Abstract: [Objective] To investigate the transcriptional regulation of mshH gene by the master 

quorum sensing (QS) regulators AphA and OpaR in Vibrio parahaemolyticus. [Methods] Total RNAs 

were extracted from the wild-type (WT) strain and the regulatory gene mutants (ΔaphA and ΔopaR). 

Quantitative real-time PCR (qPCR) was employed to compare the transcriptional variation of mshH 

gene between WT and ΔaphA (or ΔopaR) and to detect the growth phase-dependent transcription of 

mshH gene. The promoter region of mshH was cloned into the upstream region of the promoterless 

LacZ reporter gene in pHRP309. The recombinant plasmid was respectively transferred into WT, 

ΔaphA, and ΔopaR, and the β-galactosidase activities in the extracts of the recombinant strains were 

determined via a β-galactosidase enzyme assay system (Promega). Thus, the expression levels of mshH 

gene between different strains or different growth phases can be compared based on the results of LacZ 

fusion. The promoter-proximal DNA region of mshH was amplified by PCR, and the over-expressed 

His-AphA and His-OpaR were purified simultaneously under native conditions. The electrophoretic 

mobility shift assay (EMSA) was adopted to detect the DNA-binding activity of His-AphA or 

His-OpaR, and the DNase I footprinting assay was further employed to detect the DNA-binding sites of 

the His-recombinant proteins within the target DNA. [Results] mshH gene expression manifested in a 

growth phase-dependent manner, and the high expression level occurred at high cell density (HCD). At 

low cell density (LCD), AphA inhibited the transcription of mshH gene, while His-AphA had no 

binding activity to the promoter-proximal DNA fragment of mshH. At HCD, OpaR activated the 

transcription of mshH gene. His-OpaR protected two DNA regions located from −160 bp to −80 bp and 

−58 bp to −19 bp upstream of mshH gene. [Conclusion] AphA indirectly inhibited the transcription of 

mshH gene at LCD, whereas OpaR activated the transcription of mshH gene in a direct manner at HCD. 

Keywords: Vibrio parahaemolyticus; quorum sensing; regulation; AphA; OpaR; mshH 
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副 溶 血 弧 菌 (Vibrio parahaemolyticus) 是  

一种海产品相关食源性致病菌，广泛地分布于

海水、海底沉积物和海洋生物中 [1]。作为海洋

性细菌，副溶血弧菌具有较强的生物膜形成能

力[2]。所谓生物膜是指细菌在固体表面形成的、

具有一定三维立体结构的膜状菌落集体，是细

菌抗逆性的一种重要机制。生物膜形成是一个

被紧密调控的过程，探究生物膜形成的调控机

制，有利于人们理解细菌的环境适应机制。 

成熟生物膜的形成需要诸如菌毛、胞外

多糖等结构的参与 [2]。其中，IV 型菌毛是粘

附因子，能增强细菌生物膜形成 [2]。副溶血

弧菌能表达 2 种类型的 IV 型菌毛，即由

mshHIJKLMNEGF (VP2708-2699)和 mshBACDOPQ 

(VP2698-2692) 编码的甘露糖敏感性凝集素

(mannose-sensitive hemagglutinin，MSHA)和由

pilABCD (VP2523-2526)编码的几丁质调节菌毛

(chitin-regulated pilus，ChiRP)[3]。MSHA 的突

变株对固体表面的附着能力和生物膜形成能力

均显著下降，但是随着培养时间的延长，仍可

形成三维立体结构的成熟生物膜 [3–4]。相比之

下，ChiRP 主要在生物膜形成过程中的细菌凝

集中起关键作用[4]。 

群体感应(quorum sensing，QS)是一种细菌

浓度依赖性的信号传递机制，可调控基因表达

和细菌生物学行为[5]。QS 系统通常通过其下游

核心调控子调控基因转录[5]。在副溶血弧菌中，

AphA 和 OpaR 分别代表 QS 系统在低细菌密度

和高细菌密度下的核心调控子[6–7]，二者共同或

者单独调控众多细胞途径，包括毒力因子表

达、运动性和生物膜形成[8–12]。然而，有关 QS

系统对副溶血弧菌生物膜形成的调控机制，还

需要进一步深入研究。近期的研究结果显示，

AphA 间接抑制 mshBACDOPQ 的转录，而 OpaR

直接激活其转录，导致 mshBACDOPQ 在高密

度时表达水平高[13]。此外，OpaR 对 pilABCD

也具有直接的激活作用[14]。本研究发现 mshH

基因(mshHIJKLMNEGF 操纵子首基因)的表达

随着培养时间的延长而升高；低细菌密度时，

AphA 对 mshHIJKLMNEGF 基因转录可能具有间

接的抑制作用；高细菌密度时，OpaR 能直接结

合到 mshH 基因调控区 DNA 序列上，并激活其

转录。这样，副溶血弧菌 OpaR 对编码 IV 型菌

毛的基因启动子区均具有直接的结合活性，说明

QS 系统是通过 OpaR 来调控 IV 型菌毛的表达。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

副溶血弧菌 RIMD2210633 (wild-type，WT)

及其 aphA 和 opaR 非极性单基因突变株(分别记

为 ΔaphA 和 ΔopaR)[6–7]、His-重组蛋白表达菌

等，由南通大学附属第三人民医院检验科保存。 

1.1.2  主要试剂 

M 肉汤培养基(3.74% Difco marine broth 

2216)和HI 肉汤培养基(2.50% Bacto heart infusion)

购自 BD Bioscience；TRIzol Reagent 购自 Invitrogen

公司；Primer Extension System、β-Galactosidase 

Enzyme Assay System 和 Optimized RQ1 

RNase-Free DNase I 为 Promega 产品；AccuPower 

& Top DNA Sequencing Kit 为 Bioneer 产品；

2×Taq PCR Mastermix、SuperReal 荧光定量预混

试剂彩色版(SYBR Green)、FastKing 一步法除

基因组 cDNA 第一链合成预混试剂等购自天根

生化科技(北京)有限公司。 

1.2  细菌培养方法  

取 10 μL 甘油菌种接种于 5 mL 的 M 肉汤

中，置 30 °C、200 r/min 培养 12 h。培养产物

用无菌磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline，

PBS)稀释 40 倍，取 150 μL 均匀涂布于直径为
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5 cm 的 HI 平板(2.5% Bacto heart infusion 和

1.5% Bacto Agar)上，置 37 °C 静置培养，在

所需要的时间点收集菌体，供后续的分子生

化实验用。若需使用庆大霉素，其终浓度为

100 μg/mL。 

1.3  实时定量 PCR (quantitative real-time 

PCR，qPCR) 
采用 TRIzol 法提取副溶血弧菌的总 RNA，

而后利用 FastKing一步法除基因组 cDNA第一链

合成预混试剂盒的说明书操作步骤将其逆转录

成 cDNA，最后用 SuperReal 荧光定量预混试剂

彩色版试剂盒进行 qPCR 分析。以 16S rRNA 基

因的表达量为内参，采用标准曲线法对靶基因

的转录水平进行相对定量[15]。引物如表 1 所示。 

1.4  LacZ 报告基因融合实验(LacZ fusion) 
将 mshH 基因上游调控区 DNA 序列克隆入

pHRP309 质粒中无启动子的 β-半乳糖苷酶基因

上游，构建 LacZ 重组质粒。将该重组质粒转入

副溶血弧菌菌株中，获得 LacZ 菌株。LacZ 菌

株经特定方法培养(如按 1.2 的方法培养)后，可

采用 β-Galactosidase Enzyme Assay System 检测

菌体裂解上清中的 β-半乳糖苷酶活性 (miller 

units)，通过比较 miller units 数值大小来判断靶

基因启动子区在不同培养条件下或者在不同菌

株中的活性差异[6]。 

1.5  凝胶阻滞实验(electrophoresis mobility 

shift assay，EMSA) 
用 T4 多 聚 核 苷 酸 激 酶 和 [γ-32P]-ATP     

(5 000 Ci/mmol)对 mshH 基因上游调控区 DNA

片段 5′-末端进行放射性标记，制备 EMSA 用

DNA探针[16]。表达纯化 His-AphA[6]和 His-OpaR[7]

重组蛋白，并将不同浓度的 His-AphA 或

His-OpaR 与 DNA 探针在 10 μL 结合反应体系 

(1 mmol/L MgCl2、0.5 mmol/L EDTA、0.5 mmol/L 

DTT、50 mmol/L NaCl、10 mmol/L Tris-HCl/pH 

7.5、0.05 mg/mL salmon sperm DNA 和 DNA 探

针)中室温孵育 20 min 后，进行 4%非变性聚丙

烯酰胺凝胶中进行电泳，–20 °C 放射自显影后

分析结果[16]。也可将未被 32P 标记的 DNA 片段

直接在 10 μL 结合反应体系中室温孵育 20 min

后，进行 6%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析。

凝胶经溴化乙锭染色后，置成像仪中成像观察

结果[17]。 

1.6  DNase I足迹实验(DNase I footprinting 
assay) 

利用 T4 多聚核苷酸激酶和 [γ-32P]-ATP   

(5 000 Ci/mmol)对靶基因 DNase I 足迹实验的

上、下游引物分别进行标记[16]。以 WT 基因组 

 
表 1  本研究所用引物 
Table 1  Oligonucleotide primers used in this study 

Genes Primer sequences (forward/reverse, 5′→3′) 

qPCR  

mshH AAAGCCATCCCTCCTTACTTAG/ATCATTCTTCCTCGCTCTTCC 

16S rRNA GACACGGTCCAGACTCCTAC/GGTGCTTCTTCTGTCGCTAAC 

LacZ fusion 

mshH  GCGCGTCGACGGCTCAGCAGCAATACAATG/GCGCTCTAGAACGATCATGGTGACAAAAGC

EMSA 

mshH GGCTCAGCAGCAATACAATG/ACGATCATGGTGACAAAAGC 

16S rRNA GACACGGTCCAGACTCCTAC/GGTGCTTCTTCTGTCGCTAAC 

DNase I footprinting 

mshH GCTATGTTTGAATCGAAAAGG/TAGCTTAAGAGTTGGGGTATAC 
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DNA 为模板，用被标记的引物和未标记的配对

引物进行 PCR 扩增，产物回收后可作为 DNase I

足迹实验的探针。探针和不同浓度的 His-重组

蛋白在结合体系(同 EMSA)中孵育 30 min 后，

用 Optimized RQ1 RNase-Free DNase I 消化处

理，消化产物经回收后配伍 Sanger 测序条带

(AccuPower & Top DNA Sequencing Kit)进行

6%聚丙烯酰胺变性凝胶电泳，经–20 °C 放射自

显影后分析结果。 

1.7  统计学分析方法 
qPCR 和 LacZ 报告基因融合实验至少重复

3 次，每次 3 个生物学重复，结果以平均值±标

准差(standard deviation，SD)表示，利用双尾成

对 t 检验进行统计学分析，当 P<0.01 时，认为

具有统计学差异。EMSA 和 DNase I 足迹实验

至少重复 2 次，并获得相似的结果。 

2  结果与分析 

2.1  mshH 基因的时相依赖性表达 
利用 HI 平板培养 WT 株，分别提取不同生

长时相下的总 RNA，并逆转录成 cDNA，采用

qPCR 实验研究 mshH 基因的时相依赖性转录特

征，如图 1A 所示：从第 4.5 h 至第 7 h，mshH

基因的 mRNA 水平随着培养时间的延长而梯度

增加，这表明 mshH 基因在高细菌密度下转录

水平高。进一步采用 LacZ 报告基因融合实验研

究 mshH 基因在不同生长时相下的表达情况，

如图 1B 所示：mshH 基因的启动子活性随着培

养时间的延长而增加，这进一步表明 mshH 基

因在高细菌密度时表达水平高。总之，mshH 基

因的表达具有时相依赖性的特征。 

2.2  AphA 间接负调控 mshH 基因的转录 
时相依赖性表达特征表明 mshH 基因的转

录可能受 QS 系统的调控。AphA 和 OpaR 分别

是副溶血弧菌 QS系统在低细菌密度和高细菌密

度的核心调控子[6–7]。当按 1.2 的方法培养副溶

血弧菌时，AphA 在培养后的第 4.5 h 时转录水

平最高，而 OpaR 在第 6 至 7 h 时转录水平最  

高[9]。因此，本研究分别在培养后的第 4.5 h 和

第 6–7 h 时，收集菌体来模拟低细菌密度和高细

菌密度的生长条件，探究 AphA 和 OpaR 对 mshH

基因的转录调控机制。首先采用 qPCR 实验研究

了 AphA 对 mshH 基因的调控关系，如图 2A 所示：

在 ΔaphA 中检测到的 mshH mRNA 水平显著 

 

 
 
图 1  mshH 基因的时相依赖性表达 
Figure 1  Cell density-dependent expression of mshH gene. A: qPCR; B: LacZ fusion. The negative and 
positive numbers represent the nucleotide positions upstream and downstream of mshH gene, respectively. 
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图 2  AphA 间接负调控 mshH 基因的转录 
Figure 2  AphA represses mshH gene transcription in an indirect manner. A: qPCR; B: EMSA. The negative 
and positive numbers represent the nucleotide positions upstream and downstream of mshH gene, respectively. 
Lanes 1, 2, 3, 4, 5 and 6 contained 0, 19.5, 29.3, 39, 40.2 and 50 pmol of His-AphA, respectively. 

 
高于在 WT 中检测到的(P<0.01)；PCR 扩增 mshH

基因的上游调控区 DNA 序列，并纯化 His-AphA

重组蛋白，采用 EMSA 实验研究二者能否直接相

互作用，如图 2B 所示：His-AphA 不能特异性地

结合到 mshH 基因的上游调控区 DNA 序列上。

总之，AphA 不能直接和 mshH 基因调控区直接

结合，对其转录的影响可能是通过间接方式。 

2.3  OpaR 直接激活 mshH 基因的转录 

首先，采用 qPCR 实验探究 OpaR 对 mshH

基因的调控关系，如图 3A 所示：在 ΔopaR 中

检测到的靶基因 mRNA 水平显著低于在 WT 中

检测到的(P<0.01)，这说明 OpaR 正调控 mshH

基因的转录；将 mshH 基因的调控区 DNA 序列

克隆入 pHRP309 中 β-半乳糖苷酶基因的上游，

并将重组质粒分别转入 WT 和 ΔopaR 中，采用

LacZ 报告基因融合实验进一步研究 OpaR 对

mshH 基因的调控关系，结果如图 3B 所示：在

ΔopaR中检测到的 miller units (代表 β-半乳糖苷

酶活性)数值大小显著低于在 WT 中检测到的

(P<0.01)，这说明 OpaR 正调控 mshH 基因的启

动子转录活性；进一步采用 EMSA 实验探究体

外条件下 His-OpaR 能否与 mshH 基因的上游

DNA 序列相互作用，如图 3C 所示：His-OpaR

能结合到 mshH 基因调控区 DNA 序列上，且结

合强度与 His-OpaR 的使用量成正比(泳道 1–4)；

当提前向第 5 泳道加入 2 pmol 未标记的 mshH

基因调控区 DNA 片段作为竞争性冷探针(cold 

probe)时，阻滞带消失；当向反应体系中加入鼠

疫菌 F1 抗原(un-related protein，6 泳道)蛋白替

代 His-OpaR 时，也不能出现阻滞条带；最后，

采用 DNase I 足迹实验研究 His-OpaR 对 mshH

基因调控区 DNA 片段的结合位点，如图 3D 所

示：His-OpaR 对 mshH 基因调控区 DNA 序列

有 2个特异性结合位点，分别位于 mshH基因(翻

译起始密码子第一个碱基被定义为+1)上游

–160 至–80 bp 和–58 至–19 bp 之间的碱基序列

上。总之，上述结果表明，OpaR 能结合到 mshH

基因调控区 DNA 序列上并激活其转录。 
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图 3  OpaR 直接激活 mshH 基因的转录 
Figure 3  OpaR activates mshH gene transcription in a direct manner. A: qPCR; B: LacZ fusion; C: EMSA; 
D: DNase I footprinting. The negative and positive numbers represent the nucleotide positions upstream and 
downstream of mshH gene, respectively. Lanes G, A, T and C represent the Sanger sequencing reactions. Lanes 
1, 2, 3 and 4 in Figure 3D contained 0, 3, 6 and 9 pmol of His-OpaR, respectively. The protected regions by 
His-OpaR are indicated on the right-hand side of the DNase I footprinting pictures with vertical bars. 

 

3  讨论与结论 

IV 型菌毛广泛存在于弧菌属细菌中，其表

达受许多因素紧密调控。在创伤弧菌 (Vibrio 

vulnificus)中，缺氧可降低 IV 型菌毛的表达[18]，

且临床分离株表达 IV 型菌毛的能力要强于环

境分离株[19]。在霍乱弧菌(Vibrio cholerae)中，

毒力调控子 ToxT 可结合到 MSHA 相关基因的

启动子区 DNA 序列上而抑制其转录[20]。第二

信使 c-di-GMP 与 ATP 酶 MshE 结合后，可直接

调节 MSHA 菌毛的生理活性[21]。肽酶 TcpJ 可

在翻译后水平上降解MSHA菌毛蛋白[22]。此外， 

几丁质和几丁质寡糖能以 ChiS 依赖性方式上调

霍乱弧菌 ChiRP 的表达[23]。在副溶血弧菌中，已

有研究表明几丁质可以诱导 ChiRP 的表达[24–25]。

QS 系统核心调控子 OpaR 可以结合到操纵子

mshBACDOPQ和 pilABCD启动子区DNA序列上

激活它们的转录，从而调控 MSHA 和 ChiRP 的

表达[13–14]。MSHA 基因位点含有 2 个大的操纵子，

即 mshBACDOPQ 和 mshHIJKLMNEGF[3]。QS 系

统核心调控子是否对操纵子 mshHIJKLMNEGF

也有直接的调控作用，还有待于进一步验证。

本研究发现：mshH 基因(mshHIJKLMNEGF 操

纵子首基因)的表达具有时相依赖性特征，高细
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菌密度时表达水平高；QS 系统在低细菌密度下

的核心调控子 AphA 对 mshH 基因的转录具有

间接的抑制作用，而高细菌密度下的核心调控

子 OpaR 对其具有直接的激活作用。可见，编

码副溶血弧菌 IV 型菌毛的 3 个操纵子均受 QS

系统的直接调控(通过 OpaR 介导)。值得注意的

是，OpaR 对副溶血弧菌 BB22OP 株 IV 型菌毛

相关基因的转录起负调控作用[26]，而本文及我

们前期的研究结果表明，OpaR 对副溶血弧菌

RIMD2210633 株 IV 型菌毛相关基因的转录具有

激活作用[13–14]，这可能和两株菌的基因组之间

具有较大差异有关[27]。 

由于引物延伸 [7]和 5′RACE[28]实验均未检

测到 mshH 基因的转录起始位点，因此利用在

线工具 Softberry (http://linux1.softberry.com)预

测了 mshH 基因的转录起始位点，结果发现 A 

(–39) (起始密码子第一个碱基定义为+1)很可能

是其转录起始位点，该位点具有较保守的–10

和–35 区  (图 4)。通过汇总翻译起始位点、

Shine-Dalgarno (SD)序列、OpaR 结合位点等，

构建了如图 4 所示的 OpaR 依赖的 mshH 启动子

区结构。His-OpaR 与 mshH 的启动子 DNA 序

列有 2 个结合位点，即 OpaR site 1 和 site 2，其

中 OpaR site 1 位于–35 区上游，而 OpaR site 2

覆盖–10 区和预测的转录起始位点。调控子蛋

白的这种结合位置且是正调控关系，在原核生

物中并不常见，很可能存在一些未知的调控子

可以抑制 mshH 基因的转录，而 OpaR 的结合恰

好干扰了这些负调控子对 mshH 启动子的结合，

然而是否存在这类调控子，还有待于研究发掘。 

 

 
 
图 4  mshH 基因启动子区序列 
Figure 4  Promoter organization of mshH gene. The DNA sequence was derived from V. parahaemolyticus 
RIMD 2210633. The predicted transcription start site was indicated by bent arrow. The SD sequence, 
translation start site and –10/–35 elements were enclosed in boxes. The OpaR binding sites were underlined 
with solid lines. 
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