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摘  要：【背景】基于自杀载体的基因敲除在单基因敲除上的应用较为常见，但在多基因敲除过程中

细菌耐药性的变化及对后续敲除的影响尚未明确。【目的】探究基于自杀载体 pDS132 的创伤弧菌

vvhA 与 rtxA1 双基因敲除株构建过程中，创伤弧菌对氯霉素耐药性的变化及对后续基因敲除的影

响。【方法】基于自杀载体 pDS132 的同源重组法构建创伤弧菌 YJ016 的单基因敲除株 YJ016-ΔvvhA、

YJ016-ΔrtxA1 和双基因敲除株 YJ016-ΔvvhAΔrtxA1，记录单交换筛选时的氯霉素浓度与筛选平板上

成功重组的菌株所占比例。琼脂稀释法测定野生型与敲除株的氯霉素最低抑菌浓度 (Minimum 

Inhibitory Concentration，MIC)和抗性突变频率，纸片扩散法测定菌株对其他药物的敏感性，分析其

对单交换筛选的影响。【结果】单基因敲除株的氯霉素 MIC 及氯霉素抗性突变频率高于野生型；双

基因敲除株的庆大霉素抑菌圈直径小于野生型。单基因敲除时，单交换重组菌株的占比为 100% 

(20/20)；在 YJ016-ΔvvhA 上敲除 rtxA1 基因，氯霉素筛选浓度为 2、4 μg/mL 时，单交换重组菌株的

占比分别为 40% (8/20)、5% (1/20)；在 YJ016-ΔrtxA1 上敲除 vvhA 基因，氯霉素筛选浓度为 2、4 μg/mL

时，单交换重组菌株的占比均为 0% (0/20)。【结论】基于自杀载体 pDS132 的基因敲除中创伤弧菌

氯霉素的耐药性升高，可能影响后续单交换重组的筛选，该结果为基于自杀载体的同源重组技术应

用于多基因敲除提供了参考。 

关键词：创伤弧菌，自杀载体，同源重组，基因敲除，耐药性 

Changes and effects of chloramphenicol resistance of Vibrio 
vulnificus in gene knockout with pDS132 
FENG Zihan1  WANG Jing2  JIN Hong3  XIN Wenwen1  KANG Lin1  WANG Jing1  
GAO Shan1  LI Yanwei1  YUAN Yuan*1  WANG Jinglin*1 

1 Beijing Institute of Microbiology and Epidemiology, Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100071, China 
2 College of Veterinary Medicine, China Agricultural University, Beijing 100193, China 
3 Chinese PLA Center for Disease Control and Prevention, Beijing 100071, China 

Abstract: [Background] Many domestic studies have reported in detail the application of gene knockout 
with suicide vectors in single gene knockout. However, the changes in bacterial resistance after gene 
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knockout and the impact on subsequent gene knockout remain unclear. [Objective] In order to explore the 
changes in the resistance of Vibrio vulnificus (V. vulnificus) to chloramphenicol and its effect on 
subsequent gene knockout in the process of gene knockout with pDS132, the vvhA and rtxA1 gene 
knockout strains were constructed. [Methods] The single gene knockout strains YJ016-ΔvvhA, 
YJ016-ΔrtxA1 and double gene knockout strains YJ016-ΔvvhAΔrtxA1 of V. vulnificus YJ016 were 
constructed by the homologous recombination with suicide vector pDS132. The concentrations of 
chloramphenicol and the proportions of strains successfully recombined on the screening plate were 
recorded. The minimum inhibitory concentration (MIC) of each strain to chloramphenicol and other 
antibiotics, and the mutation frequency of chloramphenicol resistance were determined and then analyzed. 
[Results] The MIC and the mutation frequency of chloramphenicol of the single gene knockout strains 
were higher than that of the wild type; the diameter of the gentamicin inhibition zone of the double gene 
knockout strains was smaller than that of the wild type. When the rtxA1 gene was knocked out on 
YJ016-ΔvvhA and the chloramphenicol concentration of was 2, 4 μg/mL, the proportions of strains with 
single-crossover recombination were 40% (8/20) and 5% (1/20), respectively; when the vvhA gene was 
knocked out on YJ016-ΔrtxA1, the proportion was 0% (0/20). [Conclusion] In the process of gene 
knockout with the suicide vector pDS132, the resistance of V. vulnificus to chloramphenicol increased, 
which may affect the subsequent screening in single-crossover recombination. The result is helpful for the 
application of the homologous recombination technique with suicide vector to multiple gene knockout. 

Keywords: Vibrio vulnificus, suicide vector, homologous recombination, gene knockout, drug resistance 
 

创伤弧菌是一种适度嗜盐的革兰氏阴性弧菌，

在海洋环境中较为常见，可以感染鱼类或人类致  

病[1]。食用未煮熟的带菌海产品可导致食入性感染，

患者感染后迅速发生胃肠炎型症状，11.3%−43.0%

可发展成脓毒症，此时病死率超过 50%[2]。伤口接

触带菌的海水也可致病，常引起坏死性筋膜炎，严

重感染的患者常面临截肢风险，大约有 17%的伤

口感染患者可迅速发展为感染性休克致死[1]。vvhA

基因编码的溶细胞素(Vibrio vulnificus Hemolysin，

VVH)和 rtxA 基因编码的重复序列(Repeats in Toxin，

RTX)毒素是创伤弧菌的 2 个重要毒力因子[3]。溶

细胞素是创伤弧菌分泌到细胞外的毒素，可依赖

于胆固醇在细胞膜上寡聚成孔，对多种细胞产生

毒性作用[4]。创伤弧菌的 RTX 毒素 A1 (RtxA1)能

破坏肠道上皮细胞和肠道微绒毛结构，引起肠道

上皮组织坏死。有研究证实缺少了 VVH 和 RtxA1

这 2 种毒素的创伤弧菌不能引起小鼠食入性感染

发病[3]。 

创伤弧菌在不同感染途径及感染阶段常涉及

多种毒力基因参与致病过程，多基因敲除对探究创

伤弧菌的 vvhA 和 rtxA1 基因在致病过程中的功能

至关重要。国内外有多项研究详细报道了基于自杀

载体的基因敲除在敲除单个基因上的应用[5-7]，但

对多基因敲除的过程及影响其成功率的因素研究

较少。本研究成功构建了创伤弧菌 YJ016 的 rtxA1

和 vvhA 双基因敲除株，在双基因敲除株的单交换

重组筛选中，我们发现部分未发生重组的菌株也获

得了氯霉素抗性，可在一定浓度的氯霉素筛选平板

上生长，甚至可能会导致筛选失败。我们从氯霉素

的最低抑菌浓度(Minimum Inhibitory Concentration，

MIC)和抗性突变频率出发，分析了单交换重组筛

选失败的原因，并初步探究了可能影响氯霉素耐药

性的因素，以期为基于自杀载体的同源重组技术应

用于多基因敲除提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒 

创伤弧菌 YJ016 由中国台湾成功大学惠赠，自

杀质粒 pDS132、Escherichia coli S17-1 λpir 菌株由

本实验室保存。 
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1.1.2  主要试剂和仪器 

DNA 分子量标准，生工生物工程(上海)股份有

限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒、质粒提取

试剂盒、PCR 产物(胶)回收试剂盒，QIAGEN 公司；

限制性内切酶 Sal Ⅰ、Sph Ⅰ、T4 DNA 连接酶，

TaKaRa 公司；氯霉素，Sigma-Aldrich 公司；多粘

菌素 B 硫酸盐，TCI 公司；药敏纸片：多粘菌素 B 

(300 U)、万古霉素(30 μg)、氨苄西林(10 μg)、头孢

唑林(30 μg) 噁、磺胺甲 唑-甲氧苄啶(19:1，25 μg)、

庆大霉素(10 μg)、红霉素(15 μg)、环丙沙星(5 μg)，

Oxoid 公司。PCR 仪、凝胶成像仪，Bio-Rad 公司；

多功能酶标仪，美谷分子仪器(上海)有限公司。 

1.1.3  引物  

采用 Primer Premier 6.0 软件设计基因扩增引

物，由生工生物工程(上海)股份有限公司合成，引

物序列见表 1。 

1.2  方法 

1.2.1  基因敲除质粒载体的构建 

创伤弧菌 YJ016 经 LB 液体培养基 37 °C、   

150 r/min 培养过夜，用去离子水将菌液稀释 10 倍。

吸取 1 mL 稀释后的菌液室温 5 000 r/min 离心     

5 min，弃上清，用 180 μL 细胞裂解液重悬菌体，

按细菌基因组 DNA 提取试剂盒步骤提取基因组

DNA。以创伤弧菌 YJ016 的基因组(Assembly ID：

GCA_000009745.1) DNA 作为模板进行 PCR 反应，

vvhA 基因(Gene ID：2621823)引物对为 VVHf1O/ 

VVHr1O 和 VVHf2O/VVHr2O 分别扩增上下游同

源臂，纯化后的同源臂片段 1:1 混合。参照刘霞  

等[5]方法，以混合后的 DNA 片段作为模板，引物

对为 VVHr1O/VVHf2O 进行融合 PCR (图 1)。Sal Ⅰ

和 Sph Ⅰ对 pDS132 质粒和融合 PCR 的扩增产物

双酶切，将酶切后回收的质粒和片段按适当的 

 
表 1  敲除株的构建及验证引物 
Table 1  Primers used in construction and verification of gene knockout strains 

基因片段 

Gene 
segment 

引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

限制性核酸内切酶 

Restriction endonucleases 

片段大小 

Amplicon 
size (bp) 

vvhA-F VVHf1O GCGTCGACGCAGCGAAAGTGAGCTTTCACA Sal Ⅰ 561 

 VVHr1O AGCGTTTTGTCAGCGTTTACGGGAAATCACCG

CTTGTGTGCAAC 

−  

vvhA-R VVHf2O GTTGCACACAAGCGGTGATTTCCCGTAAACGC

TGACAAAACGCT 

− 521 

 VVHr2O CATGCATGCAGTAATTTCTGTGAGAAATGTT Sph Ⅰ  

rtxA1-F RTXf1O GCGTCGACTTCCGCCGACGATGGAAACAA Sal Ⅰ 1 083 

 RTXr1O TGTAATGCAGATCGCTGAGTGAGCTAAATGAT

TACCGCGCTTG 

−  

rtxA1-R RTXf2O CAAGCGCGGTAATCATTTAGCTCACTCAGCGA

TCTGCATTACA 

− 1 018 

 RTXr2O CATGCATGCCCGCAATAGAGGTTCCATCA Sph Ⅰ  

sacB S-F GCTTGGCGCAAACGTTGATTGT − 1 195 

 S-R CCATGATATGCTGCAAATCCCT   

cat C-F TTTGCCCATGGTGAAAACGG − 242 

 C-R TCCATGAGCAAACTGAAACGT   

vvhA VVH-F TAGGAACAGCAACAGATGAT 野生型 Wild type 1 914 

 VVH-R ACTTGAGGTTATGGATTGCT 敲除株 Gene knockout strains 963 

rtxA1 RTX-F GCGGTTCGGCATATCTAA 野生型 Wild type 1 715 

 RTX-R ATAACGACACGGCTGTTG 敲除株 Gene knockout strains 939 

注：−：不包含设计的酶切位点；双下划线：酶切位点 

Note: −: Does not contain designed restriction sites; Double underline: Restriction enzyme cutting sites 
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图 1  单基因敲除株(A)与双基因敲除株(B)的构建过程 
Figure 1  Construction of single (A) and double (B) gene knockout strains 
 

比例混合，加入 T4 DNA 连接酶连接过夜。将连

接产物转化到 E. coli S17-1 λpir 感受态细胞中，

通过 LB 抗性平板(含 30 μg/mL 氯霉素)筛选获得

可能的重组克隆。通过 PCR 和测序分析鉴定出含

有 vvhA 基因上下游融合同源臂的重组质粒，命名

为 pDS132-vvhA。rtxA1 基因(Gene ID：2621888)

敲除质粒的构建方法类似，上下游同源臂扩增引

物对分别为 RTXf1O/RTXr1O 与 RTXf2O/RTXr2O；

融合 PCR 引物对为 RTXr1O/RTXf2O；鉴定引物

对 为 RTXf1O/RTXr2O， 构 建 好 的 质 粒 命 名 为

pDS132-rtxA1。引物序列见表 1。 

1.2.2  单交换重组及鉴定  

将含有重组质粒 pDS132-vvhA 的 E. coli S17-1 

λpir 接种在含氯霉素(30 μg/mL)的 LB 液体培养基

中，37 °C、150 r/min 培养至 OD600 约 0.8−1.0；将

YJ016 接种在含多粘菌素 B (30 μg/mL)的 LBS 液体

培养基(2% NaCl)中，37 °C、150 r/min 培养至 OD600

约 0.6−0.8。分别取 1 mL E. coli S17-1 λpir 和 1 mL 

YJ016，LB 洗 3 次后用 50 µL 的无抗 LB 重悬，并

1:1 混匀。用移液枪将混匀的细菌滴于 0.45 µm 滤

纸上，于超净台中吹干后贴在 LB 平板上，30 °C

培养过夜进行接合反应。之后用生理盐水洗涤滤

膜，洗下的菌悬液涂布在氯霉素和多粘菌素 B 双

抗 LB 平板上。多粘菌素 B 浓度为 30 μg/mL，氯

霉素设置 2、4、8 μg/mL 这 3 个浓度梯度，37 °C

培养至长出单克隆菌落。随机挑取 20 个单菌落，

sacB-rtxA1 双重 PCR 鉴定单交换重组的菌株，sacB

引物对为 S-F/S-R；rtxA1 引物对为 RTX-F/RTX-R。

敲除 rtxA1 基因的单交换重组操作过程同上，单交

换重组菌株通过 sacB-vvhA 双重 PCR 鉴定，sacB

基因引物对为 S-F/S-R；vvhA 引物对为 VVH-F/ 

VVH-R。vvhA 和 rtxA1 基因的双敲除株构建的单

交换重组过程同上。引物序列见表 1。 

1.2.3  双交换重组及鉴定 

挑取数个转导成功的转化子混合接种于 LB 液

体培养基中，37 °C、150 r/min 培养至 OD600 约

0.6−0.8。将菌液稀释 1 000 倍、100 倍后取 100 μL

涂布于含 10%蔗糖的 LB 平板上，22 °C 培养 2 d 至

出现单菌落。挑取单克隆菌落分别涂布于无抗 LB

平板和含有 2 μg/mL 氯霉素的 LB 平板上，37 °C
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培养 24 h。挑选能在无抗 LB 平板上生长但不能在

含氯霉素 LB 平板上生长的克隆进行 PCR 和测序鉴

定，vvhA 和 rtxA1 基因敲除株的鉴定和测序引物分别

为 VVH-F/VVH-R、RTX-F/RTX-R。引物序列见表 1。 

1.2.4  生长曲线测定 

分 别 吸 取 0.5 mL 培 养 过 夜 的 YJ016 、

YJ016-ΔvvhA、YJ016-ΔrtxA1、YJ016-ΔvvhAΔrtxA1，

加入含 50 mL LB 液体培养基的烧瓶中，混合均匀。

而后分别吸取 3.5 mL 左右的混合液，加入 13 个标

注有 0、1、2、3…12 h 的试管中，37 °C、150 r/min

培养，到标注时间后取出并吸取 150 μL 用多功能

酶标仪测定 OD600，未接种细菌的 LB 液体培养基

作为对照，绘制生长曲线。 

1.2.5  氯霉素的药敏试验 

采用琼脂稀释法按照美国临床和实验室标准

协会(Clinical and Laboratory Standards Institute，

CLSI) 2018 标准进行氯霉素的药敏试验[8]。将培养

过夜的 YJ016、YJ016-ΔvvhA、YJ016-ΔrtxA1、YJ016- 

ΔvvhAΔrtxA1 菌液以 1%转接至 LB 液体培养基中，

37 °C、150 r/min 培养至 OD600 约 0.6−0.8，稀释   

100 倍后，取 100 μL 菌液涂布在氯霉素浓度为 1、

2、4、8、16、32 μg/mL 的 LB 平板上，37 °C 培

养 16−20 h，以没有细菌生长的最低药物浓度为最

低抑菌浓度，实验重复 3 次。 

1.2.6  氯霉素突变频率及耐药基因的测定 

将 培 养 过 夜 的 YJ016 、 YJ016-ΔvvhA 、

YJ016-ΔrtxA1、YJ016-ΔvvhAΔrtxA1 菌液以 1%转接

至 LB 液体培养基中，37 °C、150 r/min 培养至 OD600

约 0.6−0.8，10 倍比稀释 7 个梯度，每个梯度取  

100 μL 菌液涂板计数。以菌落数在 30−300 的平板

为准，推算出原始菌液中的细菌数目，记为 N。同

时取 100 μL 原始菌液涂布于氯霉素浓度为 2、    

4 μg/mL 的 LB 平板上，每个浓度的氯霉素分别涂

3 个平板，37 °C 培养 24 h 后进行菌落计数，计为

n。n/N 记为菌株在氯霉素浓度为 2、4 μg/mL 的 LB

平 板 上 生 长 的 突 变 频 率 。 PCR 鉴 定 YJ016 、

YJ016-ΔvvhA、YJ016-ΔrtxA1、YJ016-ΔvvhAΔrtxA1

及在 4 μg/mL 氯霉素的 LB 平板上生长的抗性菌株

是否含有 cat 基因，引物对为 C-F/C-R。 

1.2.7  其他抗生素的药敏试验 

采用纸片扩散法进行万古霉素、多粘菌素

B 噁、氨苄西林、头孢唑林、磺胺甲 唑-甲氧苄啶、

庆大霉素、红霉素、环丙沙星等 8 种药物的药敏

试 验 。 YJ016 、 YJ016-ΔvvhA 、 YJ016-ΔrtxA1 、

YJ016-ΔvvhAΔrtxA1 及在 4 μg/mL 氯霉素的 LB 平

板上生长的抗性菌株 37 °C、150 r/min 培养过夜，

而后将菌液以 1%转接至 LB 液体培养基中，相

同条件培养至 OD600 约 0.6−0.8，稀释 100 倍后取

100 μL 菌液，涂布在 LB 平板上，晾干后贴上药敏

纸片，37 °C 培养 16−20 h，记录抑菌圈直径，实

验重复 3 次。 

1.3  统计学分析 

统计学分析采用 SAS 9.4 软件，单交换重组的

菌株占总体比例的比较采用 Fisher 精确概率检验，

突变频率、抑菌圈直径的比较采用 t 检验，P<0.05

为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  单基因敲除株的建立 

在野生型菌株 YJ016 上敲除 vvhA 基因时，在氯

霉素浓度为 2 μg/mL 的平板上筛选到了单交换重组

的菌株，经 sacB-rtxA1 双重 PCR 扩增后得到 1 195 bp

和 1 715 bp 的片段，证明均成功重组(图略)；当氯

霉素浓度≥4 μg/mL 时，未发现菌株生长。在野生型

菌株 YJ016 上敲除 rtxA1 基因时，在氯霉素浓度为

2 μg/mL 和 4 μg/mL 的平板上均筛选到了单交换重

组的菌株，经 sacB-vvhA 双重 PCR 后得到 1 195 bp

和 1 914 bp 的片段，证明均成功重组；当氯霉素浓

度≥8 μg/mL 时，未见菌株生长。双交换重组筛选

vvhA 基因敲除株时，12 株菌株中有 3 株成功实现

了 vvhA 基因的敲除，VVH-F/VVH-R 扩增后呈现

963 bp 的条带，较野生型减少了 951 bp，测序结果

表明其与质粒 pDS132-vvhA 的同源臂序列一致；

RTX-F/RTX-R 扩增后呈现 1 715 bp 的条带与 YJ016
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一致，证明敲除成功(图 2)。双交换重组筛选 rtxA1

基因敲除株时，20 株菌株中有 11 株成功敲除，

RTX-F/RTX-R 扩增后呈现 939 bp 的条带，较野生型

减少了 776 bp，经测序表明其与质粒 pDS132-rtxA1

的同源臂序列一致；VVH-F/VVH-R 扩增后呈现  

1 914 bp 的条带与 YJ016 一致，证明敲除成功(图 2)。 

2.2  双基因敲除株的建立 

在 YJ016-ΔrtxA1 上敲除 vvhA 基因时，从氯霉

素浓度为 2、4 μg/mL 的 LB 平板上筛选得到的菌

株经 sacB-rtxA1 双重 PCR 鉴定，仅扩增出 939 bp

的敲除后的 rtxA1 基因片段，而不含 sacB 基因，

证实其均未发生重组；氯霉素浓度为 8 μg/mL 未见

菌株生长。在 YJ016-ΔvvhA 上敲除 rtxA1 基因时，

从氯霉素浓度为 2 μg/mL 平板上筛选到的 20 株菌

株中，经 sacB-vvhA 双重 PCR 鉴定后，仅 1 株发

生重组，其余仅扩增出 963 bp 的敲除后的 vvhA 基

因片段；而当氯霉素浓度为 4 μg/mL 时，20 株筛

选到的菌株中有 8 株成功发生了单交换重组，经

sacB-vvhA 双重 PCR 鉴定后呈现出 1 195 bp 的 sacB

基因与 963 bp 的敲除后的 vvhA 基因片段 2 条带 

(图 3)。氯霉素浓度为 4 μg/mL 时，YJ016-ΔvvhA

与 pDS132-rtxA1 重组后筛选到的单交换菌株的占

比高于 2 μg/mL (8/20 vs. 1/20，P=0.019 7)；高于

YJ016-ΔrtxA1 与 pDS132-vvhA 重组(8/20 vs. 0/20，

P=0.003 3) (表 2)。双交换重组的筛选时，有 8 株

成功敲除，经 VVH-F/VVH-R 与 RTX-F/RTX-R 扩 

 
 
图 2  敲除株的 PCR 鉴定 
Figure 2  Identification of gene knockout strains by PCR 
注：M：DL2000 DNA Marker；1−2：YJ016 的 vvhA 与 rtxA1

基 因 ； 3−4 ： 质 粒 pDS132-vvhA 与 pDS132-rtxA1 ； 5−6 ：

YJ016-ΔvvhA 的 vvhA 与 rtxA1 基因；7−8：YJ016-ΔrtxA1 的 vvhA

与 rtxA1 基因；9−10：YJ016-ΔvvhAΔrtxA1 的 vvhA 与 rtxA1 基

因；11−12：阴性对照 

Note: M: DL2000 DNA Marker; 1−2: vvhA and rtxA1 gene of 
YJ016; 3−4: pDS132-vvhA and pDS132-rtxA1; 5−6: vvhA and 
rtxA1 gene of YJ016-ΔvvhA; 7−8: vvhA and rtxA1 gene of 
YJ016-ΔrtxA1; 9−10: vvhA and rtxA1 gene of YJ016- 
ΔvvhAΔrtxA1; 11−12: Negative control 

 
增后呈现 963 bp 和 939 bp 的 2 条带，与质粒

pDS132-vvhA 和 pDS132-rtxA1 一致(图 2)，进一步

测序证明双基因敲除株构建成功。 

2.3  各菌株的氯霉素药敏试验结果 

基因敲除后菌株对氯霉素的耐药基因已消除

(图 4)，其生长曲线未见明显差异(图 5)。野生型菌

株 YJ016 在氯霉素为 1 μg/mL 的平板上不生长，即

MIC≤1 μg/mL。单基因敲除后的菌株 YJ016-ΔvvhA 与

YJ016-ΔrtxA1，可在氯霉素为 1 μg/mL 的平板生长，但

氯霉素为 2 μg/mL 时不生长，即 1 μg/mL<MIC≤        

2 μg/mL。双基因敲除后的菌株 YJ016-ΔvvhAΔrtxA1， 

 

 
 

图 3  YJ016-ΔvvhA 与 pDS132-rtxA1 单交换重组菌株的 sacB-vvhA 双重 PCR 鉴定 
Figure 3  Identification of YJ016-ΔvvhA single-crossover recombined with pDS132-rtxA1 by diplex PCR  
注：M：DL2000 DNA Marker；1：YJ016-ΔvvhA；2：质粒 pDS132-rtxA1；3−22：4 μg/mL 氯霉素的平板上生长菌株，其中 6、8、

9、12、16、18、19、22 为成功重组的菌株；23：阴性对照 

Note: M: DL2000 DNA Marker; 1: YJ016-ΔvvhA; 2: pDS132-rtxA1; 3−22: Strains grown on 4 μg/mL chloramphenicol plates, of which 6, 
8, 9, 12, 16, 18, 19, and 22 were successfully recombined with pDS132-rtxA1; 23: Negative control 
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表 2  单交换重组的菌株占总体的比例 
Table 2  The proportions of single-crossover recombination 
strains to the total 

氯霉素浓度 

Concentration of 

chloramphenicol 

(μg/mL) 

YJ016-ΔrtxA1, 

pDS132-vvhA 

YJ016-ΔvvhA, 

pDS132-rtxA1 

sacB− sacB+ sacB− sacB+ 

2 20 0 19 1 

4 20 0 12 8 

8 − − − − 

注：−：此浓度下没有菌株生长 

Note: −: No strains grew at this concentration 

 

 
 
图 4  各菌株 cat 基因的 PCR 检测 
Figure 4  Detection of cat gene by PCR for each strain  
注：M：DL2000 DNA Marker；1−4：YJ016、YJ016-ΔvvhA、

YJ016-ΔrtxA1、YJ016-ΔvvhAΔrtxA1；5−7：YJ016 与 pDS132- 

vvhA、YJ016 与 pDS132-rtxA1、YJ016-ΔvvhA 与 pDS132-rtxA1

单交换重组的菌株；8−10：YJ016-ΔvvhA、YJ016-ΔrtxA1、

YJ016-ΔvvhAΔrtxA1 在 4 μg/mL 氯霉素的平板上筛选得到的氯

霉素抗性突变株；11：阴性对照 

Note: M: DL2000 DNA Marker; 1−4: YJ016, YJ016-ΔvvhA, 
YJ016-ΔrtxA1, YJ016-ΔvvhAΔrtxA1; 5−7: Single-crossover 
recombination strains of YJ016 and pDS132-vvhA, YJ016 and 
pDS132-rtxA1, YJ016-ΔvvhA and pDS132-vvhA; 8−10: 
YJ016-ΔvvhA, YJ016-ΔrtxA1, YJ016-ΔvvhAΔrtxA1 resistant strains 
grown under 4 μg/mL chloramphenicol; 11: Negative control 

 

 
 
图 5  各菌株的生长曲线 
Figure 5  Growth curve of each strain 

在接种量为 106 CFU 时，部分菌株在氯霉素为    

2 μg/mL 的平板上也能生长，但在氯霉素为 4 μg/mL

时不生长，即 2 μg/mL<MIC≤4 μg/mL。 

2.4  各菌株的氯霉素抗性突变频率 

各菌株在不同浓度氯霉素下的抗性突变频率

存在差异(图 6)。YJ016 接种量为 3×108 CFU/mL

时，在 2、4 μg/mL 氯霉素的 LB 平板上均未发现

突变株生长，突变频率均小于 3.3×10−9 (为方便分

析，比较时按 3.3×10−9 算)。YJ016-ΔvvhA 接种量

为 4.5×108 CFU/mL 时，在 2 μg/mL 氯霉素的 LB

平板上生长的菌落数目为 244、171、204，对应的

突变频率为 5.4×10−7、3.8×10−7、4.5×10−7；4 μg/mL

时，菌落数目为 34、28、42，对应的突变频率为

7.6×10−8、6.2×10−8、9.3×10−8。YJ016-ΔrtxA1 接种

量为 3.5×108 CFU 时，在 2 μg/mL 氯霉素的 LB 平

板上生长的菌落数目为 113、142、168，对应的突

变频率为 3.2×10−7、4.1×10−7、4.8×10−7；4 μg/mL

时，菌落数目为 11、23、16，对应的突变频率为

3.1×10−8、6.6×10−8、4.6×10−8。YJ016-ΔvvhAΔrtxA1

接种量为 2.5×108 CFU/mL 时，在 2 μg/mL 氯霉素

的 LB 平板上生长的细菌数量过多，无法准确计数，

在 4 μg/mL 氯霉素的 LB 平板上生长的菌落数目为

11、23、16，对应的突变频率为 4.6×10−7、4.1×10−7、 

 

 
 
图 6  菌株在不同浓度氯霉素下的突变频率 
Figure 6  The mutation frequency of strains under different 
concentrations of chloramphenicol 
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6.9×10−7。 在 测 定 YJ016-ΔvvhAΔrtxA1 的 MIC

时，接种量为 106 CFU/mL，3 次实验下 YJ016- 

ΔvvhAΔrtxA1 在 2 μg/mL 氯霉素的 LB 平板上生长

的菌落数目为 13、17、21，对应的突变频率为

1.30×10−5、1.70×10−5、2.10×10−5。敲除株在氯霉

素浓度为 2、4 μg/mL 时，发生抗性突变的频率均

高于野生型(P1、P2、P3<0.05)。 

2.5  不同菌株的其他抗生素药敏试验结果 

除氯霉素外，部分菌株对其他抗生素的敏感性

也存在差异(图 7)。YJ016、YJ016-ΔvvhA、YJ016- 

ΔrtxA1、YJ016-ΔvvhAΔrtxA1 与 YJ016-ΔvvhA、YJ016- 

ΔrtxA1、YJ016-ΔvvhAΔrtxA1 在 4 μg/mL 氯霉素下

筛选得到的突变株，不同抗生素药敏纸片的抑菌圈

直径均值分别为：万古霉素：9.2、9.3、9.2、9.3、

9.5、9.7、9.2 mm；多粘菌素 B：12.8、12.8、12.2、 

 

 
 
图 7  其他抗生素的药敏试验结果 
Figure 7  Results of susceptibility test of other antibiotics 
注：A：YJ016 与 YJ016-ΔvvhAΔrtxA1 噁的庆大霉素、磺胺甲

唑-甲氧苄啶、红霉素抑菌圈；B：各菌株的 8 种抗生素抑菌

圈直径. VA：万古霉素；PB：多粘菌素 B；AMP：氨苄西林；

KZ：头孢唑林；E：红霉素；SXT 噁：磺胺甲 唑-甲氧苄啶；

CN：庆大霉素；CIP：环丙沙星；***：P<0.000 1 

Note: A: Disk diffusion zone of gentamicin, sulfamethoxazole- 
trimethoprim, erythromycin of YJ016 and YJ016-ΔvvhAΔrtxA1; 
B: The disk diffusion zone diameters of eight antibiotics of each 
strain.VA: Vancomycin; PB: Polymyxin B; AMP: Ampicillin; KZ: 
Cefazolin; E: Erythromycin; SXT: Sulfamethoxazole-Trimethoprim; 
CN: Gentamicin; CIP: Ciprofloxacin; ***: P<0.000 1 

13.5、13.7、13.3、13.5 mm；氨苄西林：24.3、24.7、

24.5、24.7、24.7、24.7、24.2 mm；头孢唑林：19.8、

20.5、19.7、19.8、19.7、19.5、19.7 mm；红霉素：

25.0、25.5、25.2、24.7、24.6、24.1、24.2 mm；磺

胺甲噁唑-甲氧苄啶：28.0、27.8、27.0、27.7、27.8、

27.2、27.8 mm；庆大霉素：28.8、27.8、27.8、26.2、

24.8、25.5、24.8 mm；环丙沙星：38.7、38.5、38.2、

38.2、38.2、37.7、38.5 mm。其中 YJ016-ΔvvhAΔrtxA1

及在 4 μg/mL 氯霉素下筛选得到的氯霉素抗性突变

株对庆大霉素的抑菌圈直径(mm)均值小于野生型

(28.8 vs 25.1，P<0.000 1；28.8 vs 26.2，P<0.000 1)。 

3  讨论与结论 

同源重组技术是无痕敲除的常用技术之一。通

过同源重组技术，利用含反向筛选基因 sacB 的

pDS132 质粒构建 YJ016 的无痕突变株主要分 2 步[5]。

单交换重组，使得质粒整合到宿主基因组中，而后

通过质粒赋予的抗性筛选出成功重组的菌株；双交

换重组，基于蔗糖平板的选择压力，单交换的菌株

发生双交换消除质粒，以在蔗糖平板上生长。

pDS132 具有 λpir 位点，在不表达 pir 基因的受体

菌 YJ016 中无法独立完成复制，只有发生同源重

组整合到基因组中与基因组一起进行复制时，才会

表达质粒所带基因的抗性。在本研究中，大肠杆菌

的质粒 pDS132 含有氯霉素抗性基因 cat，可编码

氯霉素乙酞转移酶使氯霉素乙酞化失活，从而在氯

霉素浓度为 32 μg/mL 的平板上生长；而创伤弧菌

YJ016 的氯霉素 MIC≤1 μg/mL。因此我们选择以  

2 倍的 YJ016 氯霉素 MIC 为单交换筛选的起始浓

度，设置了 2、4、8 μg/mL 这 3 个梯度。结果显示，

不同基因单交换重组后的菌株筛选所需的氯霉素

的浓度存在差异，发生 rtxA1 基因单交换重组后的

菌株可在 4 μg/mL 的氯霉素平板上生长，而 vvhA

基因单交换重组后不生长。vvhA 基因在细菌密度

较高时受群体调控系统影响表达下调，而筛选时的

细菌密度较高，我们推测此时质粒上的 cat 基因插

入 vvhA 位点后表达水平可能较低[9]。此外，虽然
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单交换重组时的氯霉素浓度高于 2 倍的野生型

MIC，但明显低于大肠杆菌的 MIC，而且未达到临

床耐药的判定标准(≥32 μg/mL)[8]，提示我们在设置

单交换重组筛选的药物浓度时，要从受体菌株的

MIC 出发，不宜过高。 

基于自杀质粒的同源重组用于单基因敲除已

有很多文献报道，但单基因敲除与多基因敲除是否

存在差异，哪些因素会影响多基因敲除仍不清楚。

与单基因敲除不同，在敲除第 2 个基因的单交换重

组筛选时，我们发现许多并未成功重组的菌株也能

在 一 定 浓 度 的 氯 霉 素 抗 性 平 板 上 生 长 。 在

YJ016-ΔrtxA1 上敲除 vvhA 基因时，2、4 μg/mL 氯

霉素平板上生长的菌株均未发生单交换重组。在

YJ016-ΔvvhA 上敲除 rtxA1 基因，氯霉素浓度为   

2 μg/mL 时，单交换重组的菌株仅占 5% (1/20)。这

些氯霉素抗性菌株不含自杀质粒 pDS132，也未在

其他位置整合 cat 基因。与单基因敲除不同，多基

因敲除时，受体菌在敲除第一个基因的单交换筛选

过程中接触过一定浓度的抗生素。有研究表明，细

菌在接触抗生素后，可能会发生适应性变异而产生

耐药[10]，以革兰氏阴性菌居多[11]。然而筛选单交

换重组菌株的过程与筛选适应性耐药突变的菌株

有一定的相似性[12]，即细菌均会暴露于一定浓度

的抗生素下，而且基因敲除时用到的抗生素浓度比

1/2MIC 逐级诱导时更高。基因敲除的过程中，敲

除株自身是否会发生适应性变化，其氯霉素耐药性

是否会发生比较持久的改变，使得菌株在单交换筛

选时无需整合抗性质粒就能在氯霉素平板上生长。

为了验证这一猜想，我们进行了氯霉素的药敏试

验，结果显示基因敲除确实影响了创伤弧菌对氯霉

素的耐药性，单基因敲除株的氯霉素 MIC 高于野

生型，双基因敲除株高于单基因敲除株。但单基因

敲除株的 MIC≤2 μg/mL，无法在氯霉素为 2 μg/mL

和 4 μg/mL 时生长，仍无法说明单交换重组时，氯

霉素抗性平板上未成功重组的菌株出现的原因。 

单交换重组筛选时，YJ016 通过接合转移与单

交换重组获得 cat 基因而产生氯霉素耐药性，这一

过程发生的频率约为 10−7[13]，而 MIC 测定时，接

种量仅为 106 CFU/mL[8]。如果某一氯霉素浓度下，

菌株发生抗性突变的频率与同源重组的频率相当

或更高，理论上基因突变的菌株在筛选出的菌株中

所占比例会增高，甚至造成单交换重组的筛选失

败。为验证这一猜想，我们将细菌的接种量增加到

108 CFU/mL，进行了氯霉素抗性突变频率的测定。

结果表明，YJ016 发生突变以后在 2、4 μg/mL 氯霉

素上生长的频率均小于 3.3×10−9，这可能是单交换重

组筛选成功率为 100%的原因。经过一次基因敲除后，

单基因敲除株在氯霉素为 2 μg/mL 时的突变频率约

10−7−10−6，明显高于野生型；而 YJ016-ΔvvhAΔrtxA1

突变频率进一步升高。vvhA 和 rtxA1 基因均为创

伤弧菌的毒力因子[3]，现有研究未表明其对创伤

弧菌的耐药性有影响。本研究中，单基因敲除株

YJ016-ΔvvhA、YJ016-ΔrtxA1 的氯霉素抗性突变频

率并无明显差异；双基因敲除株的氯霉素抗性突变

频率高于单基因敲除株，而在基因敲除中，双基因

敲除所用质粒等均与单基因敲除相同，唯一的区别

是双敲除株在单基因敲除株的基础上多经历了  

一次单交换筛选(接触氯霉素)。因此，我们推测用

自杀质粒 pDS132 敲除 YJ016 的多个基因时，敲除

株的氯霉素抗性突变频率的升高可能与在单交换

筛选时接触氯霉素有关。若其抗性突变频率接近或

超过单交换重组的频率，可能会造成单交换重组的

菌株占比降低。此外，敲除株在氯霉素为 4 μg/mL

时的突变频率小于 2 μg/mL，而单交换重组的频率

理论上不受氯霉素浓度的影响，这可能是氯霉素浓

度为 4 μg/mL 时，YJ016-ΔvvhA 与 pDS132-rtxA1 单

交换筛选中的成功重组的菌株占比高于 2 μg/mL 

(8/20 vs 1/20，P=0.019 7)的原因。因此，在用同一

抗性的质粒敲除多个基因时，在单交换重组菌株可

以生长的前提下，选择相对较高的药物浓度进行筛

选，或许可以避免实验过程中菌株抗性突变等对单

交换筛选的干扰。 



凤梓涵等: 基于 pDS132 的基因敲除中创伤弧菌氯霉素的耐药性变化及影响 2641 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

虽然氯霉素抗性突变频率上升可能造成未发

生单交换重组的菌株在氯霉素抗性平板上生长，但

这些菌株氯霉素抗性增强的原因仍不清楚。我们发

现相较于野生型，双基因敲除株和氯霉素抗性增强

的菌株对庆大霉素的抗性也略有增强，但对万古霉

素、多粘菌素 B 噁、氨苄西林、头孢唑林、磺胺甲

唑-甲氧苄啶、红霉素、环丙沙星等 7 种抗生素的

抗性无明显改变。庆大霉素属于氨基糖苷类药物，

可不可逆地结合到分离的核糖体 30S 亚基上[14]；

氯霉素类抗生素可逆地与核糖体 50S 亚基结合，

阻断转肽酰酶的作用，二者均可抑制细菌蛋白质

合成[15]。红霉素也能抑制蛋白质合成，但其抗性

未发生明显变化，提示并非药物结合靶点的突变

引起的。高佩增等在环丙沙星诱导宋内志贺菌耐

药后，发现氨苄西林、头孢噻肟、庆大霉素、氯

霉素、四环素、复方新诺明也产生了耐药，推测

诱导后宋内志贺菌外排泵的表达水平升高[16]。创

伤 弧 菌 具 有 耐 药 结 节 分 化 家 族 (Resistance 

Nodulation Division，RND)外排泵，其表达水平

可影响多种药物的抗性[17]。李健等在 4 种外排泵抑

制剂利血平(Reserpine)、羰基氰氯苯腙 (Carbonyl 

Cyanide m-Chlorophenyl Hydrazone，CCCP)、甲基

吡咯烷酮(N-Methyl-2-Pyrrolidone，NMP)和苯丙氨

酸 -精氨酸 -β-萘酰胺 (Phe-Arg-β-Naphthylamide，

PAβN)对 41 株弧菌氯霉素和氟苯尼考 MIC 影响的

研究中，发现外排泵抑制剂 CCCP 能够有效抑制

弧菌对酰胺醇类药物的外排，从而提高弧菌对酰胺

醇类药物的敏感性[18]。但该结论仅针对含有 floR、

cmlA 等编码氯霉素外排泵的耐药基因的菌株，而

本研究中筛选得到的氯霉素抗性升高的菌株不含

上述耐药基因。PAβN 和 NMP 均属于 RND 外排泵

抑制剂，理论上可以结合到外排泵上的相应位点

以阻止其他物质与之结合[19]，从而抑制外排泵底

物发生外排恢复细菌对药物的敏感性，但在创伤

弧菌和霍乱弧菌耐药性的研究中，并未发现其可

以影响氯霉素的 MIC[18]。此外，关于 RND 外排泵

的研究中未发现仅针对氯霉素和庆大霉素的外排

泵[20]，而且菌株升高后的氯霉素 MIC 也未达到临

床耐药的判定标准[8]，其药物抗性的改变是否涉及

外排泵的变化仍需更深入的研究。 

综上，本研究成功构建了创伤弧菌 YJ016 的

vvhA 和 rtxA1 基因的双敲除株，发现基因敲除后的

菌株对氯霉素的 MIC 及氯霉素的耐药突变频率均

升高，易造成后续单交换筛选时成功重组菌株的

占比降低，甚至筛选失败，适当提高氯霉素的浓

度可增加成功重组的菌株所占比例。此外，氯霉

素抗性增强的菌株对庆大霉素的抗性也增强，其

药物敏感性改变的机制及是否会对菌株毒力、侵

袭性等造成影响仍待进一步研究。 
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