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研究报告 

副溶血弧菌Ⅲ型分泌系统 vscG 基因缺失株的构建及其生物学

特性 
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摘  要：【背景】副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一种重要的食源性病原微生物，Ⅲ型分泌系

统(Type  Ⅲ Secretion System，T3SS)在致病过程中发挥重要作用。vscG 基因编码的 VscG 蛋白是Ⅲ型

分泌系统的伴侣蛋白。vscG 基因在副溶血弧菌中的生物学功能尚未确定。【目的】构建副溶血弧菌

vscG 基因的缺失株和回补株，研究 vscG 基因对副溶血弧菌生物学特性的影响。【方法】在副溶血弧

菌 POR-1 菌株基础上利用同源重组法构建 vscG 基因的缺失株 ΔvscG 和回补株 CΔvscG，分析比较

POR-1、ΔvscG 和 CΔvscG 在生长性能、生物被膜形成能力、运动性、溶血活性、细胞黏附和细胞

毒性等方面存在的差异。【结果】与 POR-1 菌株相比，缺失株 ΔvscG 和回补株 CΔvscG 的生长特性

和溶血活性无明显差异，缺失株 ΔvscG 的生物被膜形成能力下降，运动性较 POR-1 菌株和回补株

CΔvscG 增强。细胞感染试验显示，vscG 基因的缺失明显降低了副溶血弧菌对 HeLa 细胞的黏附和

毒性作用。【结论】vscG 基因影响副溶血弧菌生物被膜的形成和运动性，在该菌黏附细胞和发挥细

胞毒性过程中具有重要作用，为进一步探讨副溶血弧菌 T3SS 的致病机理奠定基础。 
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Abstract: [Background] Vibrio parahaemolyticus is an important food-borne pathogenic microorganism. 
Type  secretion syⅢ stem (T3SS) plays an important role in the pathogenic process of V. parahaemolyticus. 
The VscG protein encoded by the vscG gene is a chaperone protein in T3SS. The biological function of 
vscG gene has not been determined. [Objective] To analysis the effect of the vscG gene on the biological 
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characteristics, a deletion strain and complement strain of the vscG gene were constructed and 
characterized. [Methods] We constructed the vscG gene mutant strain and complemented strain of POR-1 
strain using the homologous recombination method. Then we analyzed the growth characteristics, biofilm 
formation, motility, hemolytic activity, cells adhesion and cytotoxicity. [Results] Compared with POR-1 
strain, the growth characteristics and hemolytic activity of the deletion strain ΔvscG and the 
complementing strain CΔvscG were not significantly different. The biofilm formation ability of ΔvscG 
was reduced. The motility was enhanced of ΔvscG as compared with POR-1 and CΔvscG. Cell infection 
tests showed that the deletion of the vscG gene significantly reduced the adhesion and toxicity of       
V. parahaemolyticus to HeLa cells. [Conclusion] The vscG gene affects the motility and formation of the 
biofilm of V. parahaemolyticus, it plays an important role in the adhesion and cytotoxicity to HeLa cells, 
laying a foundation for further exploring the pathogenic mechanism of T3SS in V. parahaemolyticus. 

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, T3SS, vscG gene, biological characteristics 
 

副溶血弧菌是一种革兰氏阴性嗜盐菌，在温

暖的海洋和河流中广泛分布[1]。人类常通过食用

生或未烹饪完全的海产品而感染，出现伤口感染

或急性胃肠炎等症状，严重者可引发败血症危及

生命[2]。1950 年在日本大阪首次确认该菌可引起

人类感染，目前已成为食源性疾病的主要病原体

之一[3]。据报道，副溶血弧菌还可导致对虾的急

性肝胰腺坏死综合征，给对虾养殖业带来严重危

害[4]。因此有必要对其毒力特征进行研究。 

副溶血弧菌重要的毒力因子主要包括耐热直

接 溶 血 素 (Thermostable Direct Hemolysin ，

TDH) 、 耐 热 相 关 溶 血 素 (Thermostable Related 

Hemolysin ， TRH) 、 Ⅲ 型 分 泌 系 统 (Type  Ⅲ

Secretion System，T3SS)和Ⅵ型分泌系统(Type  Ⅵ

Secretion System，T6SS)等[5]。T3SS 作为高度组

织化的多蛋白纳米装置，在沙门氏菌[6]、大肠杆

菌[7]、耶尔森氏菌[8]和假单胞菌[9]等多数革兰氏阴

性菌中均存在，上述菌株通过该装置将效应物注

入宿主细胞而引发感染。因此，T3SS 在革兰氏阴

性菌感染与致病过程中发挥重要作用。在这些细

菌中，T3SS 系统的结构和功能在进化上是保守

的；T3SS 由结构蛋白、转运蛋白、调控蛋白、效

应蛋白和伴侣蛋白等组成[8]。副溶血弧菌具有 2 套

Ⅲ型分泌系统(T3SS1 和 T3SS2)，分别表现为细胞

毒 性 与 肠 毒 性 [5] 。 该 菌 T3SS1 由 42 个 基 因

(vp1656−vp1697)组成，其中 30 个基因与编码耶尔

森氏菌装置的基因具有序列相似性[10]。耶尔森氏

菌 T3SS 装置的结构包括：嵌入外膜中的 YscC 分

泌素环，YscD 和 YscJ 在内膜上形成的跨膜环以

及从细菌包膜伸出的 60 nm 长的“针”[11]。跨膜环

中的输出设备包含 5 个跨膜蛋白：YscR、YscS、

YscT、YscU 和 YscV，YscN 与 2 个辅助蛋白 YscK

和 YscL 为底物易位提供了能量[12]，多聚体蛋白

YscQ 形成了基体的胞质部分[13]。分泌装置组装完

成后，针状亚基蛋白 YscF 通过新生的注射体输出

并聚合成空心针[11]。T3SS 针具有螺旋结构，耶尔

森氏菌 T3SS 的针由 87 个 YscF 蛋白组装而成，并

由 LcrV 针尖复合物覆盖[14]。在针头组装之前，

YscF 先与 2 个分子伴侣蛋白 YscG 和 YscE 结合，

以避免 YscF 在细菌胞浆中的过早聚合[15]。分子标

尺蛋白 YscP 负责控制 T3SS 注射针的长度[16]，

YscU 和 YscP 通过控制内杆蛋白 YscI 的分泌协同

调节耶尔森氏菌 T3SS 的底物特异性[17]。当结构

蛋白组装的针装置与宿主细胞接触后，菌体在针

尖复合物与宿主细胞之间组装易位子，穿透宿主

细胞膜为效应蛋白的易位提供管状通道；递送

至宿主细胞质后，效应蛋白通过操纵宿主细胞

信号传导、细胞骨架动力学和炎症反应等过程

来引发并维持感染 [18-19]。最后，分子伴侣通过

隔离细菌细胞质内的效应蛋白和结构蛋白而充当

分泌调节剂[19]。 

vscG 基因位于Ⅲ型分泌系统大染色体上，其
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编码的 VscG 蛋白属于 YscG 蛋白家族，是Ⅲ型分

泌系统的伴侣蛋白。注射体的组装和操作需要

T3SS 伴侣蛋白的协助，伴侣蛋白可分为 5 类：Ⅰ类

伴侣蛋白主要与效应蛋白结合；Ⅱ类与转运蛋白

结合；以 FliS 为例的鞭毛分子伴侣属于Ⅲ类伴侣

蛋白，在肠致病性大肠杆菌中与 T3SS 的 EspA 细

丝蛋白相互作用的 CesA 分子伴侣在结构上不同于

其他类别，属于Ⅳ类伴侣蛋白；耶尔森氏菌 YscE

蛋白和 YscG 蛋白与针状蛋白结合，属于Ⅴ类伴侣

蛋白[15]。伴侣蛋白具有维持蛋白质稳定、促进并调

节蛋白分泌等作用[20]。关于vscG基因在副溶血弧菌

致病过程中是否发挥作用的研究未见报道。本研究

以 vscG 基因为研究对象，通过在 POR-1 菌株基础上

构建缺失株和互补株，探究 vscG 基因在副溶血弧菌

生物学特性中的作用，对于阐明副溶血弧菌 T3SS1

的致病机理具有重要意义，可为进一步研究革兰氏

阴性菌中 T3SS 的致病机制提供试验依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、细胞株和质粒 

副溶血弧菌参考菌株 RIMD2210633、tdhA/S

缺陷菌株 POR-1、Escherichia coli SM10λpir、质

粒 pYAK1 以及 HeLa 细胞由本实验室保存。 

1.2  主要试剂、仪器及培养基 

硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂培养基

(Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar Culture 
Medium，TCBS)，海博生物技术有限公司；我妻

氏血琼脂基础、无菌兔红细胞，山东拓普生物工

程有限公司；PrimeSTAR HS (Premix)、TB Green 

Premix Ex Taq，宝生物工程 (大连 )有限公司；

ClonExpress® II One Step Cloning Kit、HiScript® II 

Q RT SuperMix for qPCR，南京诺唯赞生物科技股

份有限公司；LDH 乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂

盒，碧云天生物技术有限公司；细菌基因组 DNA

提纯试剂盒、细菌总 RNA 提取试剂盒，天根生化

科技(北京)有限公司。荧光定量 PCR 仪，赛默飞

世尔科技公司；凝胶成像系统，上海天能科技有

限公司；多功能酶标仪、紫外分光光度计，帝肯

(上海)贸易有限公司。 

TCBS 固体培养基(g/L)：酵母浸粉 5.000，蛋

白 胨 10.000 ， 硫 代 硫 酸 钠 10.000 ， 枸 橼 酸 钠

10.000，牛胆粉 5.000，牛胆酸钠 3.000，蔗糖

20.000，氯化钠 10.000，柠檬酸铁 1.000，溴麝香

草酚蓝 0.040，麝香草酚兰 0.040，琼脂 15.000。 

我妻氏血琼脂固体培养基(g/L)：酵母浸膏粉

3.000，蛋白胨 10.000，氯化钠 70.000，甘露醇

10.000，磷酸氢二钾 5.000，结晶紫 0.001，琼脂

15.000。 

1.3  引物的设计与合成 

根 据 GenBank 中 公 布 的 副 溶 血 弧 菌

RIMD2210633 菌株 T3SS1 中的 vscG 基因序列

(NC_004603.1) 设 计 引 物 ， 使 用 软 件 Primer 

Premier 5.0 设计相关引物，由南京金斯瑞生物科

技有限公司合成，引物具体信息见表 1。 
 

表 1  缺失株和回补株的引物信息 
Table 1  Information of the primers of the deletion strains and complementation strains 

引物名称 

Primers name 

序列 

Sequence (5′→3′) 

产物大小 

Product size (bp) 
vscG-1 CAGGTCGACTCTAGAGGATCCGCCAAGTGCCATACGTCATTC 260 
vscG-2 TCTGTTGGCGCGCTTTACCGCTGCCTGT  
vscG-3 CGGTAAAGCGCGCCAACAGACAGAGCAGC 457 
vscG-4 CGAGCTCGGTACCCGGGGATCCAGGATCGTCACCGACCATTT  
C-vscG-1 CAGGTCGACTCTAGAGGATCCGCCAAGTGCCATACGTCATTC 1 026 
C-vscG-2 TCGGTTGAATGAGCGGGCGTTTGTCCGATAAAGCTAGGGTCGA  
C-vscG-3 TATCGGACAAACGCCCGCTCATTCAACCGATGTTCGTCACTA 828 
C-vscG-4 CAGGTCGACTCTAGAGGATCCGCCAAGTGCCATACGTCATTC  
vscG-F CTCCGCAGCAGTATCAAT 452 
vscG-R CAAGGCAATCAGCAATCG  
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1.4  vscG 基因缺失株的构建 

在副溶血弧菌 RIMD2210633 株中，常把其重

要毒力因子 tdhA/S 的缺失株 POR-1 作为研究

T3SS1 的基础菌株，以消除这些溶血素对宿主细

胞的毒性效应[21]。参照 Park 等[10]方法，在 POR-1

菌株的基础上构建缺失株 ΔvscG。根据细菌基因

组 DNA 提纯试剂盒使用说明提取副溶血弧菌

RIMD2210633 菌株基因组 DNA 作为模板，采用

引物对 vscG-1/vscG-2 和 vscG-3/vscG-4 分别扩增目

的片段的上、下游同源臂，并进行融合 PCR。

PCR 反应体系(50 µL)：2×PrimeSTAR HS (Premix) 

25 µL，上、下游引物(10 µmol/L)各 2 µL，DNA

模板(100 ng/μL) 2 µL，ddH2O 19 µL。PCR 反应条

件：98 °C 3 min；98 °C 10 s，55 °C 15 s，72 °C  

1 min，30 个循环；72 °C 10 min；4 °C 保存。经

酶切、连接，构建 PYAK1 ΔvscG 自杀性质粒。转

化至宿主菌 Escherichia coli SM10λpir 中，通过接

合的方式将重组质粒从供体菌 Escherichia coli 

SM10λpir 转移至受体菌副溶血弧菌 RIMD2210633 

POR-1 菌株中。用含 Cm (10 µg/mL)抗性的 TCBS

平板进行筛选，经 PCR 鉴定，筛选出完成单交换

的菌株。经连续传代，划线于含 20%蔗糖的 LB

平板上，37 °C 培养 12 h 左右，挑取单菌落至含

有 20%蔗糖的 LB 培养基中，在 37 °C、180 r/min

振荡条件下培养 6 h，进行 PCR 鉴定，筛选出完

成第 2 次同源重组后缺失 vscG 基因的菌株。 

1.5  vscG 基因回补株的构建 

设计引物，将回补区域内的 TTG 突变成 TTA

用来区分野生株和缺失株，两者均编码亮氨酸。

利用同源重组的方法构建回补株，具体方法类似

于 缺 失 株 的 构 建 。 以 RIMD2210633 株 基 因 组

DNA 为 模 板 ， 采 用 上 游 片 段 引 物 对 (C-vscG-1/ 

C-vscG-2)和 下游片 段引物对 (C-vscG-3/C-vscG-4)

分 别 扩 增 目 的 片 段 的 上 、 下 游 同 源 臂 ， 用

C-vscG-1/C-vscG-4 引物分别作为上、下游引物进

行融合 PCR，PCR 反应体系(50 µL)：2×PrimeSTAR 

HS (Premix) 25 µL，上、下游引物(10 µmol/L)各 

2 µL，DNA 模板(100 ng/μL) 2 µL，ddH2O 19 µL。

PCR 反应条件：98 °C 3 min；98 °C 10 s，55 °C 

15 s，72 °C 2 min，30 个循环；72 °C 10 min，

4 °C 保存。将 PCR 产物与 PYAK1 载体相连，进行

接合转移将重组质粒从 Escherichia coli SM10λpir

转移至上述构建的缺失株中。连续传代诱导其发

生第 2 次同源重组，经 PCR 鉴定筛选出回补成功

的菌株 CΔvscG。 

1.6  荧光定量 PCR (RT-qPCR)检测 

挑取 POR-1、缺失株 ΔvscG 和回补株 CΔvscG

单菌落于 LB 培养基中，37 °C、180 r/ min 摇床振

荡培养至 OD600 为 0.8 左右，根据细菌总 RNA 提

取 试 剂 盒 使 用 说 明 提 取 细 菌 RNA， 逆 转 录 为

cDNA，将 DnaK-RT 作为内参引物，用 vscG-RT

引物进行荧光定量 PCR 检测各菌株 vscG 基因的转

录水平。RT-qPCR 反应体系(20 µL)：TB Green 

Premix Ex Taq (2×) 10 µL，上、下游引物(10 µmol/L)

各 0.4 µL，ROX Reference Dye (50×) 0.4 µL，

cDNA 2 µL，ddH2O 6.8 µL。RT-qPCR 反应条件：

95 °C 30 s；95 °C 5 s，60 °C 30 s，共 40 个循环；

95 °C 15 s，60 °C 1 min，95 °C 15 s。采用 2−∆∆CT

法计算数据。重复 3 次试验，荧光定量 PCR 所用

引物具体信息如表 2 所示。 

1.7  生长曲线测定 

挑取 POR-1、ΔvscG 和 CΔvscG 单菌落于 LB

培养基中，37 °C、180 r/min 培养过夜。将 OD600

调至 1.0，按 1:100 的比例转接至 50 mL LB 液体培 

 
表 2  荧光定量 PCR 所用引物信息 
Table 2  Information of the primers used for RT-qPCR 

引物名称 

Primers name 

序列 

Sequence (5′→3′) 
DnaK-RT-F ACTGCTTCGTCAGGGTTC 

DnaK-RT-R GTCAGACTCGTATGCCAATG 

vscG-RT-F CTGATGAACAAAGGCGCGTA 

vscG-RT-R CTTGAGCTGCCAGTTCCATC 
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养基中，继续振荡培养，每隔 1 h 测量每个菌株的

OD600，重复 3 次，共测 14 h。 

1.8  生物被膜形成能力测定 

将 上 述 3 种 菌 株 接 种 于 LB 培 养 基 中 ，

37 °C、180 r/min 条件下培养至 OD600 为 0.6，将菌

液按 1:100 稀释。取 200 µL 稀释后的菌液于无菌

96 孔平底细胞板中，每种菌做 6 个复孔，用新鲜

LB 液体培养基加入孔中作为阴性对照。将细胞板

于 37 °C 培养箱中静置培养 48 h，吸净菌液，使用

无菌磷酸盐缓冲液(Phosphate Buffered Solution，

PBS)清洗孔，干燥后每孔加 200 µL 甲醇固定  

15 min，吸净甲醇，干燥后用 1%结晶紫溶液染色

5 min，使用 ddH2O 清洗 3 次。完全干燥后使用

95%乙醇溶液溶解黏附的被膜，测定 OD595 数值。 

1.9  运动性测定 

配制 3 g/L 琼脂含量的 LB 固体培养基，风干

过夜待用。在 37 °C、180 r/min 摇床振荡条件下，

将各菌株培养至 OD600 为 1.0，取 2 µL 菌液垂直点

在上述培养基表面，37 °C 静置培养 18 h 后，测量

细菌圆形运动轨迹的直径并拍照。 

1.10  溶血活性测定 

在 37 °C、180 r/min 摇床振荡条件下，将

POR-1、缺失株 ΔvscG 和回补株 CΔvscG 培养至

OD600 为 1.0 左右，取 2 µL 菌液点在我妻氏血平板

表面，37 °C 静置培养 18 h 后测量其溶血直径。 

1.11  细胞黏附测定 

使用含 10%胎牛血清的高糖 DMEM 培养基培

养 HeLa 细胞于 24 孔板中，待单层细胞密度为

90%左右时，用 DMEM 清洗 2 次后待用。37 °C、

180 r/min 条件下将 POR-1、ΔvscG 和 CΔvscG 菌株

培养至 OD600 为 0.6 左右，将菌量调成一致，用无

菌 PBS 洗涤 3 次后用含 1%胎牛血清的 DMEM 培

养液重悬。以 10:1 的感染复数 (Multiplicity of 

Infection，MOI)感染 HeLa 细胞，将等量的菌量添

加到等量的培养基中，作为细菌数的对照。在

37 °C、5% CO2 细胞培养箱中孵育 2 h。用灭菌的

PBS 清 洗 1 次 以 去 除未 黏 附 的 细胞 ， 每 孔加   

200 µL 预冷的 0.1% TritonX-100 裂解 10 min。收

集裂解液并用灭菌的 PBS 进行 10 倍比稀释，并涂

布于 LB 琼脂平板上，37 °C 培养过夜，每个稀释

度做 3 个重复。记录菌落数，并计算黏附率，黏

附率=(黏附细菌数/细菌总数)×100%。 

1.12  细胞毒性测定 

将 HeLa 细胞培养于 96 孔板中，待单层细胞

密度为 80%左右时，用灭菌的 PBS 清洗 2 次后待

用。在 37 °C、180 r/min 摇床振荡条件下，将

POR-1、缺失株 ΔvscG 和回补株 CΔvscG 培养至

OD600 为 0.6，将 OD600 调至 0.2 左右，用含 1%胎

牛血清的 DMEM 培养液重悬。设置背景空白孔、

样品对照孔、样品最大酶活性对照孔和样品孔。

按 MOI=10:1 感染 HeLa 细胞，在 37 °C、5% CO2

细胞培养箱中孵育 2 h，每种菌重复 6 个孔。使用

乳酸脱氢酶(Lactate Dehydrogenase，LDH)细胞毒

性检测试剂盒进行检测。感染 1 h 后，在样品最

大酶活性对照孔中加入 LDH 释放试剂，吹打混

匀后继续作用 1 h。取出细胞培养板，400×g 离心    

5 min，每孔取 120 µL 上清液于另一新的 96 孔

板，加入 LDH 检测工作液避光作用 30 min，在

490 nm 处测定吸光度。 

细胞毒性或死亡率=(样品吸光度–样品对照孔

吸光度)/(细胞最大酶活性的吸光度–样品对照孔吸

光度)×100%。 

1.13  数据分析 

使用 GraphPad Prism 8.0.2 软件作图，使用

SPSS 软件对数据进行统计学分析，结果用平均

值±标准差(Mean±SD)表示，进行 t 检验分析，

P<0.05 表示差异显著，P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  vscG 基因缺失株和回补株的鉴定 

利用同源重组法构建 vscG 基因缺失株，对挑

取的疑似阳性克隆株进行 PCR 鉴定。用引物对

vscG-1/vscG-4 进行 PCR 扩增，野生株 RIMD2210633
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扩增出 1 854 bp 大小目的片段，而缺失株 ΔvscG

扩增出 717 bp 大小的目的片段。用内部引物对

vscG-F/vscG-R 进行检测，野生株无条带，说明基

因缺失株 ΔvscG 构建成功(图 1A)。 

以 RIMD2210633 株基因组为模板，用回补引

物对扩增 vscG 基因互补片段，构建回补株。用引

物对 C-vscG-1/C-vscG-4 和 vscG-F/vscG-R 进行鉴

定，结果如图 1B 所示。引物扩增条带与野生株一

致，表明回补株 CΔvscG 构建成功。 

 

 
 

图 1  vscG 基因缺失株和回补株的 PCR 鉴定 
Figure 1  PCR identification of the vscG gene-deleted and 
gene-complemented strains 
注：M：DL2000 DNA Marker。A：基因缺失株 PCR 鉴定；1−3：

vscG-1/vscG-4 引物对依次检测 POR-1、缺失株 ΔvscG 和阴性

对照；4−6：vscG-F/vscG-R 引物对检测 POR-1、缺失株 ΔvscG

和阴性对照。B：基因回补株 PCR 鉴定；1−3：C-vscG-1/C-vscG-4

引物对依次检测 POR-1、回补株 CΔvscG 和阴性对照；4−6：

vscG-F/vscG-R 引物对检测 POR-1、回补株 CΔvscG 和阴性对照 

Note: M: DL2000 DNA Marker. A: PCR identification of the 
gene-deleted strain; 1−3: Primers vscG-1/vscG-4 were used to 
detect the POR-1, ΔvscG and negative control; 4−6: Primers 
vscG-F/vscG-R were used to detect the POR-1, ΔvscG and 
negative control. B: PCR identification of the 
gene-complemented strain; 1−3: Primers C-vscG-1/C-vscG-4 
were used to detect the POR-1, CΔvscG and negative control; 
4−6: Primers vscG-F/vscG-R were used to detect the POR-1, 
CΔvscG and negative control 

2.2  RT-qPCR 验证 

采用 RT-qPCR 对 POR-1、缺失株 ΔvscG 和回

补株 CΔvscG 进行目的基因转录分析，结果显

示，缺失株 ΔvscG 无目的基因转录，而野生株和

互补株中均有一定水平的转录(图 2)。 

2.3  生长性能差异比较 

POR-1、缺失株 ΔvscG 和回补株 CΔvscG 的生

长曲线结果显示(图 3)：POR-1、ΔvscG 和 CΔvscG

的生长速度无明显差异(P>0.05)，表明 vscG 基因

的缺失对副溶血弧菌的生长性能无明显影响。 

2.4  生物被膜形成能力比较 

为 了 分 析 vscG 基 因 对 于 副 溶 血 弧 菌

RIMD2210633 POR-1 菌株生物被膜形成能力的影 
 

 
 

图 2  POR-1、ΔvscG 及 CΔvscG 菌株的 vscG 基因表达

情况 
Figure 2  vscG gene expression of POR-1, ΔvscG and 
CΔvscG 
Note: ****: P<0.000 1 

 

 
 

图 3  POR-1、ΔvscG 及 CΔvscG 菌株的生长曲线测定 
Figure 3  Growth curve determination of POR-1, ΔvscG 
and CΔvscG 
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响，用结晶紫染色法对各菌株的生物被膜进行定

量。结果显示(图 4)：与 POR-1 菌株相比，缺失株

ΔvscG 的生物被膜形成能力显著下降(P<0.01)，回

补株生物被膜形成能力稍有恢复(P<0.05)，提示

该基因参与调控生物被膜的形成。 

2.5  运动性能比较 

POR-1、缺失株 ΔvscG 和回补株 CΔvscG 的

运动性检测结果表明：除 POR-1 菌株外，各菌株

均表现出明显的运动性，在 3 g/L 琼脂含量的 LB

平板上呈半透明圆形运动轨迹(图 5A)。圆形运 

动轨迹的直径测定发现：缺失株 ΔvscG 的运动能

力极显著增强(P<0.000 1)，回补株 CΔvscG 运动能

力稍有恢复(P<0.05)，见图 5B。提示 vscG 基因可

能抑制了副溶血弧菌 POR-1 菌株的运动性。 

2.6  溶血活性试验 

POR-1、缺失株 ΔvscG 和回补株 CΔvscG 的溶

血试验结果(图 6)显示：POR-1、ΔvscG、CΔvscG

对兔红细胞的溶血性没有明显差异(P>0.05)，说

明 vscG 基 因 的 敲 除 并 不 影 响 副 溶 血 弧 菌

RIMD2210633 对兔红细胞的溶血活性。 

2.7  细胞黏附试验 

将各菌株以 MOI=10:1 感染 HeLa 细胞，黏附 

 
 
图 4  POR-1、ΔvscG 及 CΔvscG 菌株的生物被膜形成

能力测定 
Figure 4  Biofilm formation ability of POR-1, ΔvscG and 
CΔvscG 
Note: *: P<0.05; **: P<0.01 

 

结果显示缺失株ΔvscG 对 HeLa 细胞的黏附能力显

著低于 POR-1 菌株(P<0.001)，回补株的黏附能力

得到部分恢复(图 7)。表明 vscG 基因参与副溶血

弧菌 RIMD2210633 对 HeLa 细胞的黏附过程。 

2.8  细胞毒性试验 

将菌株感染 HeLa，通过检测细胞乳酸脱氢酶

活性，对细胞毒性进行定量分析。结果显示(图 8)：

与 POR-1 菌株相比，缺失株对 HeLa 细胞的毒性极

显著下降(P<0.000 1)，提示 vscG 基因与副溶血弧

菌 RIMD2210633 的细胞毒性相关。 

 

 
 
图 5  POR-1、ΔvscG 及 CΔvscG 菌株的运动性测定 
Figure 5  Motility assay of POR-1, ΔvscG and CΔvscG 
注：A：菌株的运动轨迹；B：菌株的运动半径。*：P<0.05；****：P<0.000 1 

Note: A: The swimming pattern of the strains; B: The mobility zone diameter of the strains. *: P<0.05; ****: P<0.000 1 
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图 6  POR-1、ΔvscG 及 CΔvscG 菌株的溶血活性测定 
Figure 6  Hemolytic activity assay of POR-1, ΔvscG and 
CΔvscG 

 

 
 
图 7  POR-1、ΔvscG 及 CΔvscG 菌株对 HeLa 细胞的

黏附试验 
Figure 7  Adhesion assay of POR-1, ΔvscG and CΔvscG 
to HeLa cells 
Note: **: P<0.01; ***: P<0.001 

 

 
 
图 8  POR-1、ΔvscG 及 CΔvscG 菌株对 HeLa 细胞的

毒性试验 
Figure 8  Cytotoxicity assay of POR-1, ΔvscG and 
CΔvscG on HeLa cells  
Note: ****: P<0.000 1 

3  讨论与结论 

副溶血弧菌普遍存在于牡蛎、比目鱼、蛤蜊

和螃蟹等海产品中，属于革兰氏阴性致病菌，可

引起海鲜源性胃肠炎。T3SS 是一种类似于注射器

的多组分装置，其能够分泌效应物并横跨菌体细

胞膜将效应物运输到宿主细胞内[22-23]。T3SS1 在

副溶血弧菌中普遍存在，而 T3SS2 的流行仅限于

致 病 性 菌 株 中 。 在 组 织 培 养 的 感 染 模 型 中 ，

T3SS1 是细胞毒性所必需的，而在兔回肠感染模

型中，T3SS2 与肠毒性有关[24]。 

T3SS 组装过程中的重要环节是外部针头结构

的选择性识别、分泌和组装，T3SS 针蛋白的分泌

和聚合是一个高度受控的过程，对于所有 T3SS 系

统的组装和功能都是至关重要的 [15]。耶尔森氏

菌、沙门氏菌、志贺氏菌、大肠杆菌、假单胞菌

中 T3SS 的针分别由单个 YscF、PrgI、MxiH、

EscF 和 PscF 蛋白聚合形成内径为 2.5 nm、长度为

40−60 nm 的空心导管[6-9]。根据注释，VscG 蛋白

属于 YscG 蛋白家族，是针状蛋白的伴侣蛋白。副

溶血弧菌 T3SS1 中 vscG 基因的功能未见报道，本

研究通过同源重组技术构建了 vscG 基因缺失株和

回补株，分析比较其生物学功能。测定生长曲线

发现 vscG 基因的缺失并不影响副溶血弧菌的生长

性能。副溶血弧菌有 2 种不同类型的鞭毛系统：

极生鞭毛和侧生鞭毛，使其能够适应不断变化的

环境。极生鞭毛由 6 种不同的鞭毛蛋白组成，主

要用于游泳，并且有鞘，这可能有助于附着[25]。

运动性试验结果显示 vscG 基因缺失株的运动性增

强，表明 vscG 基因抑制了副溶血弧菌的运动性。

生物膜由多糖、胞外聚合物基质、胞外 DNA 和蛋

白质组成，其通过减缓细菌的扩散来保护菌体免

受宿主防御系统和抗生素的侵害[26]，高生物膜聚

集性显示出更大的感染性[27]。生物被膜试验结果

可见缺失株 ΔvscG 的生物被膜形成能力下降。由

此可见，vscG 基因的表达能够增强副溶血弧菌的

生存能力。有类似研究表明，T3SS1 主要影响生
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物膜的形成、运动性和细胞毒性，并有助于环境

中副溶血弧菌的存活[28]。T3SS1 主要通过诱导细

胞自噬、变圆和裂解等发挥细胞毒性[24]，细菌定

殖并黏附于物体表面是生物被膜形成的第一步，

黏附试验和细胞毒性试验发现缺失了 vscG 基因后

副溶血弧菌对 HeLa 细胞的黏附能力大大降低，细

胞毒性也显著下降，说明 vscG 基因表达有助于副

溶血弧菌对 HeLa 细胞产生毒性作用。 

Sun 等在细菌胞浆中发现 YscF 与异二聚体

YscE/YscG 分子伴侣形成异源三聚体 YscEFG[15]，

与其同源的铜绿假单胞菌和嗜水气单胞菌中也存

在 PscEFG 复合物和 AscEG 复合物[9]。YscG、

PscG 和 AscG 是四肽重复序列家族蛋白，分别与

YscF、PscF 和 AscF 的 C 端直接结合[29]。YscE、

PscE 和 AscE 是 小 的 螺 旋 状 的 肽 ， 可 直 接 与

YscG、PscG 和 AscG 的 N 端区域相互作用，但不

与针状亚基蛋白(YscF、PscF 和 AscF)接触[15]。

Quinaud 等证明，在铜绿假单胞菌中 PscE 和 PscG

将针状蛋白 PscF 募集到复合物中，从而阻止了

PscF 的聚合[29]。YscG 和 YscE 作为伴侣蛋白可防

止细菌胞质中 YscF 蛋白在组装针之前的过早聚

合，并且是分泌 YscF 所必需的；在 YscEFG 复合

物中与 YscF 的所有分子间接触均是由伴侣蛋白

YscG 介导的，YscG 充当支架以组织 YscE 和 YscF

组装成异源三聚体复合物[15]。T3SS 存在于多种动

植物病原体中，其中大多数具有与 YscF 和其他已

知 T3SS 针蛋白的同源物，但是只有少数 T3SS 具

有可识别的 YscE 和 YscG 直系同源物；这表明那

些具有 T3SS 并且可以编码针状蛋白但缺乏 YscE

和 YscG 同源物的生物，例如弗氏志贺氏菌和鼠伤

寒沙门氏菌，在组装分泌装置之前采用了不同的

机制来控制其针状蛋白的过早聚合[15]。 

本文探索了副溶血弧菌 vscG 基因缺失株和回

补株的生物学特性和细胞毒性，初步揭示了 vscG

基因影响副溶血弧菌的生物被膜形成能力和运动

能力，并对该菌在 HeLa 细胞黏附和毒性方面发挥

重要作用。然而，VscG 蛋白在针头组装过程中所

发挥的作用及其致病机制还有待进一步的研究。 
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