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Cpx对迟缓爱德华氏菌毒力的影响 
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摘要: 迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)是水产养殖动物常见病原菌。接合质粒表达系统(conjugative 

plasmid expression, Cpx)是 G–菌的双组分调控系统。本研究构建了迟缓爱德华氏菌 LSE40 的 cpx 基因

簇缺失突变株 Δcpx, 检测其对蓝曼龙(Trichogaster trichopterus)的毒力。结果显示以浸泡感染, Δcpx 的

毒力有所降低。以肌肉注射途径感染, Δcpx 的半数致死量为 8.6×105 cfu/mL 毒力下降 7.33 倍。Δcpx

在鱼体内的生存力显著下降(P <0.05)。这些结果表明 Cpx 参与了迟缓爱德华氏菌的致病作用。 
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迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)是一种革兰

氏阴性菌 , 属于肠杆菌科(Enterobacteriaceae), 爱德

华氏菌属(Edwardsiella)。由该菌引起的爱德华氏菌

病(Edwardsiellosis)是鱼类养殖中最常见的传染病之

一, 给水产养殖业造成重大经济损失[1]。迟缓爱德华

氏菌可产生多种致病因子, 如溶血素、黏附素、三型

分泌系统(T3SS)、六型分泌系统(T6SS)、密度感应系

统[2-5], 它还可以利用多种因子抵御环境压力、侵入

并在宿主体内存活繁殖[6]。其在环境中的生存和对宿

主的毒力受到严格调控[7]。 

McEwen[8]等在大肠杆菌(Escherichia coli)中观

察到染色体 cpxA位点的突变导致 F-质粒接合菌毛表

达量下降 , 发现了接合质粒表达系统 (conjugative 

plasmid expression, Cpx)。Cpx是存在于革兰氏阴性

菌细胞膜上的双组分调节系统, 由组氨酸蛋白激酶

CpxA、反应调节蛋白 CpxR和抑制因子 CpxP 3个蛋

白构成。该系统能够感应外界环境变化, 参与细菌细

胞膜压力调节 , 维持细胞膜蛋白稳定性 , 还参与调

控细菌多项生理功能[9-10]。如 Cpx参与调节病原菌致

病因子表达, 影响毒力[11-16]。 

迟缓爱德华氏菌 Cpx 对毒力的作用未知, 本研究

通过构建迟缓爱德华氏菌 LSE40的 cpx基因簇缺失突

变株 Δcpx, 检测其对迟缓爱德华氏菌毒力的影响。 

1  材料和方法 

1.1  菌株、质粒、培养条件 

本研究所用菌株和质粒见表 1。 

大肠杆菌用 Luria-Bertani液体培养基(LB)或 LB

平板培养基(LA), 37°C 静止或摇床培养(180 r/min); 

迟缓爱德华氏菌用胰大豆蛋白胨肉汤(TSB)或胰大

豆蛋白胨琼脂平板(TSA), 28°C静置或摇床培养(180 

r/min)。培养基中需要的抗生素终浓度: 氯霉素为 34 

mg/L, 氨苄青霉素为 50 mg/L, 黏菌素为 12.5mg/L。 

1.2  实验动物 

蓝曼龙(Trichogaster trichopterus)从青岛市南山

市场购买, 体长为 6～8 cm。在通气的水族箱中暂养, 

水温 26℃, 每天换水和投喂饵料。实验前随机取 3

尾鱼, 取血清与迟缓爱德华氏菌 LSE40 做血清凝集

实验, 同时取鱼的内脏器官匀浆涂布于 TSA 平板进

行细菌分离。如果未出现凝集反应也未分离到细菌, 

说明该批鱼未感染过迟缓爱德华氏菌, 也未携带细

菌可以用于后续实验。实验开始前一天停止喂食, 在

攻毒后每天正常换水停止喂食。 

1.3  cpx 缺失突变株的构建 

应用 Overlap-PCR 构建基因缺失片段, 利用二

次重组筛选突变株[19], 具体步骤为: 根据 GenBank

上公布的 E. tarda FL6-60和 EIB202的全基因组序列 
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表 1  菌株和质粒 
Tab. 1  Strains and plasmids  

菌株或质粒 表型或基因型 来源 

E.coli   

Trans1-T1 F-φ80(lacZ) ΔM15ΔlacX74hsdR(rk-mk+)ΔrecA1398endA1tonA  全式金生物技术公司 

MC1061(λpir) thi thr-1 leu6 proA2 his-4 arg E2 lacY1 galK2 aral4xyl5 supe44λpir  [17] 

SM10(λpir) Thi thr leu tonA lacY supE  [17] 

E. tarda   

LSE40 Cor 本实验室分离保存 

Δcpx Cor, 缺失 cpx基因簇 本实验构建 

Plasmids   

pEASY-T1 TA克隆, Ampr, Kanar 全式金生物技术公司 

pRE112 pGp704自杀质粒, 依赖 pir因子, oriT, oriV, sacB, Cmr  [18] 

 

(GenBank: CP002154.1和 CP001135.1), 同源克隆扩

增得到了 LSE40 菌株的 cpx 全序列。在 cpx 上游和

下游分别设计引物 : LSE40-dele-cpxR1(5’- TAGGT 

ACCCAACACGTCGGATTGGTAA-3’)/LSE40-dele- 
cpx2(5’-GCGTCAGGCTTTGCCCGTTCTGCCCAGA- 
AGTAGTGTAC-3’)和 LSE40-dele-cpx3(5’-ACGGG- 

CAAAGCCTGACGC-GCT-3’)/LSE40-dele-cpx4(5’-G 
TGGTACCGCCGATGGCACCCTGATT-3’),在 LSE40- 

dele-cpxR2 5’端引入与 LSE40-dele-cpxR3部分片段

的重叠区(下划线), 在 LSE40-dele-cpxR1和 LSE40- 

dele-cpx4 引入 KpnI 酶切位点(斜体)。第一次 PCR

获得 cpx 上游 F1 片段(625 bp)和下游 F2 片段(585 

bp), 以一次 PCR 产物为模板, 以引物 LSE40-dele- 

cpxR1/LSE40-dele-cpx4进行二次 PCR获得 F1F2片

段, 该片段缺失 cpx基因簇的 16-2697 bp。将 F1F2

与 peasy-T1载体连接进行亚克隆、序列确定, 序列

正确的 F1F2与自杀质粒 pRE112连接, 转化接合供

体菌株 SM10 感受态细胞 , 与迟缓爱德华氏菌

LSE40 进行两次同源重组 , 利用氯霉素抗性(Cmr)

和蔗糖自杀特性(sacB)筛选阳性缺失株, 以 PCR 鉴

定缺失株。 

1.4  感染实验 

将对数期的迟缓爱德华氏菌野生型 LSE40 和突

变株 LSE40Δcpx 4 000 r/min 离心去除培养基, 以

0.85%的无菌生理盐水清洗细菌沉淀两次, 细胞重悬

至OD600 =0.5(约 108 cfu/mL), 10倍梯度稀释菌液, 取

合适稀释度涂布于含有黏菌素的 TSA 平板, 进行菌

落计数。 

以浸泡、肌肉注射两种途径感染鱼。用约为 107 

cfu/mL 浓度的菌液浸泡蓝曼龙 24 h, 对照组以灭菌

生理盐水浸泡, 每组 10 尾, 观察一周, 统计鱼死亡

数。用约 107、106、105、104 cfu/mL 浓度的菌液肌

肉注射感染鱼, 每尾鱼肌肉注射 0.1 mL 菌液, 对照

组注射等量的灭菌生理盐水, 每组 8尾。感染后每天

换水、禁食, 观察两周, 记录鱼死亡数量。计算细菌

对蓝曼龙的半数致死量 LD50
[20] 。 

1.5  细菌在蓝曼龙鱼体内的存活 

用半数致死量浓度(约为 105 cfu/mL)的 LSE40 

和 Δcpx 菌液, 肌肉注射感染鱼, 每尾 0.1 mL, 对照

组注射等量灭菌生理盐水, 每组 20 尾鱼。在感染后

的 24、48、72 h, 每组随机取 3尾鱼, 解剖并取鱼的

肝脏组织、称质量, 用灭菌的研磨器研磨匀浆, 匀浆

液后用无菌生理盐水重悬、稀释, 涂布于含有黏菌素

的 TSA平板进行菌落计数。 

1.6  数据分析 

用双尾 T 检验的方法进行统计学差异分析, 显

著性差异定义为 P<0.05, 在图中用“*”标出。 

2  结果 

2.1  迟缓爱德华氏菌 LSE40 Δcpx 构建 

E. tarda的 cpx基因簇全长 2713 bp, 编码 cpxP, 

cpxR, cpxA 3个基因, 本实验通过 overlap PCR构建

缺失 cpx的 16-2697 bp的 DNA缺失片段, 经过二次

重组 , 筛选得到 cpx 缺失株 LSE40Δcpx。引物

LSE40-dele-cpx1/LSE40-dele-cpx4 在野生型 LSE40

中可扩增出全长约 3.9 kb的片段, 而在 Δcpx突变株

只能扩增出 1.2 kb的 F1F2片段(图 1)。对 PCR产物

进行测序分析 , 预计的目的片段缺失正确 , 说明

LSE40 Δcpx构建成功。 
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图 1  LSE40Δcpx突变株的鉴定 

Fig. 1  Identification of LSE40Δcpx mutant 
1.Trans 2K PlusII DNA 标记; 2. 以 LSE40基因组为模板 PCR扩

增; 3. 以 Δcpx突变株基因组为模板 PCR扩增; 4. 阴性对照 

1. Trans 2K PlusII DNA Maker; 2. PCR amplification using LSE40 
genome as a template; 3. PCR amplification using Δcpx genome as a 
template; 4. negative control 
 

2.2  毒力检测 

用迟缓爱德华氏菌浸泡感染蓝曼龙, 一周后野

生型和 Δcpx组的死亡率为分别 30%和 20%, Δcpx毒

力有所降低。肌肉注射感染蓝曼龙, 两周后的累计死

亡率见表 2, 野生型 LSE40 和 Δcpx 的半数致死量

LD50 分别是 1.18×105 cfu/mL 和 8.6×105 cfu/mL, 

Δcpx的 LD50比野生株提高了 7.33倍。 

 
表 2  肌肉注射攻毒的蓝曼龙累积死亡统计 
Tab. 2  Accumulated mortality of Trichogaster trichop-

terus after intramuscular injection 

菌株 
攻毒浓度 

(cfu/mL) 

累计死亡率 

(%) 

LD50 

(cfu/mL)

1.18×104 12.5 

1.18×105 37.5 

1.18×106 100 
LSE40 

1.18×107 100 

1.18×105

    

2.05×104 12.5 

2.05×105 12.5 

2.05×106 62.5 
cpx 

2.05×107 100 

8.6×105

 

2.3  细菌在鱼体内的生存 

以约 105 cfu/mL浓度的 LSE40和 Δcpx菌液肌肉

注射感染鱼, 定时检测鱼感染内的细菌数量。结果如

图 2所示, 注射感染, Δcpx在蓝曼龙肝脏中的检出数

量低于野生株 LSE40。 

 

图 2  细菌在蓝曼龙肝脏内的存活 

Fig. 2  Bacterial recovery in liver of blue guorai (Trichog-
aster trichopter) 

*. P<0.05 

 

3  讨论 

革兰氏阴性细菌的 Cpx 双组分调控系统被认为

参与细菌生理和毒力的调控网络中, 它可以调控许

多毒力相关基因的表达, 进而影响致病菌的毒力[21]。

例如 , 假结核耶尔森菌(Yersinia pseudotuberculosis)

的 Cpx 系统能够调控 T3SS 效应蛋白 Yops 向宿主

真核细胞的转运, 影响细菌的黏附入侵和抵抗淋巴

细胞吞噬过程 [11]; 鼠伤寒沙门氏菌 (Salmonella ty-

phimurium)去除 cpxA 信号接收结构域后对真核细胞

的黏附和入侵能力下降 [12]; 嗜肺性军团病杆菌

(Legionellapneumophila)的 CpxR 能够直接激活

icm-dot 家族相关基因的转录, 帮助细菌抵抗巨噬细

胞 攻 击 和 进 行 胞 内 增 殖 [13]; 杜 克 嗜 血 杆 菌

(Haemophilus ducreyi)Cpx的激活减弱了细菌在感染

人皮肤时形成丘疹和脓疱的能力[16]等。 

为了明确迟缓爱德华氏菌 Cpx在毒力中的功能, 

本研究利用框内基因缺失突变技术, 缺失了迟缓爱

德华氏菌 LSE40 cpx基因簇 16-2697 bp的片段, 构建

了 cpx 基因簇缺失突变株 Δcpx。细菌的毒力包括侵

染力和产毒力, 迟缓爱德华氏菌感染与致病过程体

现在与宿主细胞相互作用的过程, 它通过黏附、侵

入、生长繁殖、抵抗宿主免疫反应、产生毒素等阶

段最终达到感染宿主的目的。与野生型相比, 突变株



 

20 海洋科学  / 2013年  / 第 37卷  / 第 2期 

Δcpx在浸泡攻毒和肌肉注射攻毒途径中的毒力降低, 

表明 Cpx 对迟缓爱德华菌的侵染力和产毒力均有影

响。巨噬细胞的“呼吸爆发”是一种宿主自然免疫

杀伤机制, 巨噬细胞吞噬细菌后利用强氧化环境介

导对细菌的免疫杀伤作用。迟缓爱德华氏菌能够在

宿主的上皮细胞和巨噬细胞中存活从而躲避宿主自

然免疫的杀伤[7]。突变株 Δcpx 在蓝曼龙体内的生存

力下降, 在后续实验中观察到Δcpx对H2O2的敏感性

增强, 作者推测 Cpx 对迟缓爱德华氏菌在宿主体内

的存活能力有影响。cpx对迟缓爱德华菌侵染和致病

过程起作用, 可能参与对迟缓爱德华氏菌毒力的调

控。 

迟缓爱德华氏菌的感染与致病过程由多种致病

因子参与, 例如, T3SS、T6SS、密度感应系统、双组

分调控系统、多种细胞毒素和胞外酶等[2], Cpx可能

调控这些致病因子的表达, 作者下一步将在这些方

面展开工作。本研究结果有助于深入了解 Cpx 双组

分调控系统对迟缓爱德华氏菌毒力的调控机理, 发

现防控迟缓爱德华氏菌的新方法。 
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Abstract: Edwardsiella tarda is a gram-negative bacterium that can cause edwardsiellosis diseases in marine and 

fresh water fish, resulting in considerable economic losses in aquaculture. Function of the Cpx (conjugative plasmid 

expression)regulatory system in E.tarda is not clarified. In this study, the cpx cluster in-frame deletion mutant was 

constructed from E. tarda LSE40 and its virulence was determined. The blue guorami fish Trichogaster trichopterus 

was infected with wild-type or Δcpx mutant by immersion or intramuscular injection (i.m.). In the immersion route, 

virulence of the Δcpx mutant showed certain defect compared with wild-type strain; in the i.m. route, the Δcpx mu-

tant exhibited 7.33-fold decrease with a median lethal dose of 8.6×105 cfu/mL. Bacterial counts in the liver of fish 

i.m. infected with the Δcpx mutant were evidently lower than the fish infected the wild-type strain. These results 

indicated that Cpx was involved in the virulence of E. tarda. 
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