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摘要    为探讨分子伴侣 Hfq 对溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)毒力的调控作用, 本文分析了溶藻弧

菌 ZJ-T 野生株、hfq 突变株及回补株各项与毒力相关的生理生化指标。研究结果显示: 在半固体和

固体 LBS平板中, 缺失株游动和涌动能力显著降低(P<0.001); hfq缺失株生物膜合成速度及合成量降

低, 但解离速度增加; 在限铁环境下, 缺失株生长有所减弱; 缺失株胞外蛋白酶分泌增强(P<0.01); 

同野生株和突变株相比, 缺失株对小鼠成肌细胞系 C2C12 细胞几乎不致死, 且其对石斑鱼的半数致

死量提高 3个数量级。实验结果表明: Hfq对溶藻弧菌毒力具有重要调控作用, 并通过调控其运动、

生物膜形成、铁代谢、胞外蛋白酶分泌等生理生化过程从而调控其毒力。本研究可为溶藻弧菌病害

暴发的防治提供重要理论依据。 
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溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)是海洋环境中普遍

存在的革兰氏阴性菌。它是海水养殖中最常见和危害

最严重的细菌性病原之一(Campanelli et al, 2008; 赖

迎迢等, 2014), 其引起的“弧菌病”的发病率在近些年

呈现逐渐上升趋势(Newton et al, 2012)。同时, 溶藻弧

菌也是人类的机会致病菌 , 可通过食源途径引起人

类患病(Feingold et al, 2004; Austin 2010)。其致病性

与相关致病因子的表达调控密切相关 , 因此深入研

究溶藻弧菌的分子致病机理 , 对溶藻弧菌病害暴发

的防控非常重要。 

分子伴侣 Hfq 在细菌环境适应过程以及毒力等

多种生命活动中具有重要调控作用(Sousa et al, 2010; 

Berghoff et al, 2011; Cui et al, 2013)。因此, hfq基因的

缺失通常引起细菌许多表型变化 (Cui et al, 2013; 

Arce-Rodríguez et al, 2015)。如副溶血弧菌中 hfq缺失

导致菌株超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)

活性下调, 从而抗氧化能力增强(Su et al, 2010); 致

病菌铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)在缺失

hfq 基因后, 不但影响到生长速度和环境适应因子 σS

的表达量, 而且与致病力相关的颤搐(twitching)、涌

动(swarming)的能力也大为下降, 各种毒素如弹性蛋

白酶、过氧化氢酶的合成甚至下降 80%以上

(Sonnleitner et al, 2006)。但 Hfq蛋白在不同细菌中的

调控作用不同, 如 Hfq 作为协助 sRNAs 的分子伴侣, 

参与细菌群体感应(quorum sensing, QS)系统的调控, 

在霍乱弧菌中, QS系统控制着毒力、生物膜合成、蛋

白酶分泌等(Nielsen et al, 2006; Joelsson et al, 2007); 

而在鳗弧菌中, QS系统负责调控生物膜合成、丝氨酸

合成、色素的产生及 EmpA金属蛋白酶的合成(Weber 

et al, 2008)。但是, 目前通过研究 Hfq对溶藻弧菌生
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物学特性的影响来分析其毒力的系统性研究还较少。 

本研究以溶藻弧菌 ZJ-T为研究对象, 探讨 hfq基

因对溶藻弧菌运动、生物膜形成、铁代谢、胞外蛋白

酶分泌等与毒力相关生理生化过程, 进而研究 Hfq对

其毒力的调控作用, 从而揭示 Hfq在溶藻弧菌疾病暴

发中的作用 , 同时也为控制溶藻弧菌病害的暴发提

供新的思路和防治靶标。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株    实验所用菌株: 溶藻弧菌野生株

ZJ-T, hfq突变株 Δhfq-T, hfq回补株 hfq+-T及大肠杆

菌 DH5α见表 1。 

1.1.2  主要试剂    NaCl、葡萄糖、MgSO4、结 

晶紫等生化试剂购自广州威佳公司。脱脂奶粉、

2-2’-联吡啶购至生工生物工程上海股份有限公司。

小牛血清购至 Gibco公司。 

1.1.3  主要培养基    TSB (Tryptic Soy Broth)培

养基购自 BD公司。LB (Luria-Bertani) / LBS (3% 

NaCl)培养基的组分蛋白胨、酵母粉和琼脂粉购自

广东环凯公司。DEME培养基购至 Gibco公司。 

1.1.4  实验用细胞和石斑鱼    试验用小鼠成肌

细胞系 C2C12细胞由本研究所“海洋生物技术与遗

传学科组 ”赵密博士提供。实验用石斑鱼

(Epinephelus awoara)购至海口水产市场 , 每尾

15—20g, 在室内实验室 2m3水箱内暂养 1 周后用

于实验。 

表 1  实验所用菌株 
Tab.1  Strains of V. alginolyticus used in this study 

Strain Genotypes Source 

Vibrio alginolyticus   

ZJ-T 
Apr; translucent/smooth variant of wild strain ZJ51 (Xie et al, 2005);  
isolated from diseased grouper fish off the Southern China coast 

(Chen et al, 2009) 

∆hfq-T Apr; ZJ-T carrying an in-frame deletion of hfq gene This study 

hfq+-T Apr, Cmr; ∆hfq-T complemented with intact hfq gene This study 

Escherichia coli   

DH5α 
F-φ80lacZ∆M15∆ (lacZYA-argF) U169 endA1 recA1hsdR17 (rk-, mk+)  
supE44λ- thi-1 gyrA96 relA1 phoA 

This lab 

Apr: 氨苄青霉素抗性; Cmr: 氯霉素抗性 
 

1.2  方法 

1.2.1  游动性和涌动性测定    将单个克隆的溶

藻弧菌 ZJ-T、Δhfq-T和 hfq+-T分别接种至 LBS液

体培养基, 于 30C 200r/min 振摇培养过夜; 调整

培养液浓度至相同吸光度(OD600nm=1.0), 取 5 μL

平行三次点样到 0.3%琼脂半固体 LBS平板测试其

游动性, 同时取 5μL 平行三次点样到 1.5%琼脂固

体 LBS 平板测试其涌动性, 分别 30C 静置培养

16h和 24h, 测量菌斑直径。 

1.2.2  生物膜形成实验    将单个克隆的溶藻弧

菌 ZJ-T、Δhfq-T和 hfq+-T分别接种至 LBS液体培

养基, 于 30C 200r/min振摇培养过夜。按 1mL/孔

用量于 24孔培养板中加入 BF培养基(Biofilm growth 

medium)。调整培养液浓度至相同吸光度(OD600nm=1.0), 

同一菌株平行三次分别将 10 μL调试菌液加到 1 mL 

BF培养基, 30C静置培养。每 2h间隔取样, 利用结

晶紫染色法定量测定生物膜生成量 OD590nm。结晶紫

染色法操作参见 Chen 等(2009)。 

1.2.3  限铁环境下生长能力测试    将单个克隆的

溶藻弧菌 ZJ-T、Δhfq-T 和 hfq+-T 分别接种至 LBS

液体培养基, 于 30C 200r/min振摇培养过夜。调整培

养液浓度至相同吸光度(OD600=5.0), 同时10倍倍比稀

释各菌株菌液至最高稀释倍数为 106, 然后将倍比稀

释菌液依次取 5μL 平行三次点样到 TSB 平板以及

TSB添加 120μmol/L 2-2’-联吡啶平板上, 30C静置培

养 24h, 观察细菌生长情况。 

1.2.4  细菌胞外蛋白酶活性检测    将单个克隆的

溶藻弧菌 ZJ-T、Δhfq-T和 hfq+-T分别接种至 LBS液

体培养基, 于 30C 200r/min 振摇培养过夜; 调整培

养液浓度至相同吸光度(OD600nm=5.0), 取 5μL平行三

次点样到 LBS添加 1%脱脂奶粉平板上。30C静置培

养 24h, 测量蛋白分解圈直径以及克隆直径。 

1.2.5  细胞感染实验    C2C12细胞在 37C下培养

于 DEME 添加 10%小牛血清培养液中。将单个克隆

的溶藻弧菌 ZJ-T、Δhfq-T 和 hfq+-T 分别接种至 LBS

液体培养基, 于 30C 200r/min振摇至对数期。同时,  
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接种没有细胞毒性的大肠杆菌 DH5α单克隆至 LB 液

体培养基, 于 37C 200r/min 振摇至对数期作为阴性

对照。室温下, 4000g 3min离心收集细菌, 细菌沉淀

用无血清 DEME 培养液洗涤两次后以感染复数 MOI 

=100的量加入到单层C2C12细胞中。分别在感染 0.5、

1.0、2.0以及 3.0h后, 于显微镜下观察细胞形态变化。 

1.2.6  石斑鱼致死性实验    石斑鱼每组 5 尾, 分别

于 5L的容器中 25—28C条件下饲养, 定期喂食。细

菌于LBS液体培养基上培养过夜, 用灭菌的生理盐水

洗脱, 并稀释成不同浓度的菌体悬液。分别取 100 μL

不同浓度的溶藻弧菌 ZJ-T、Δhfq-T和 hfq+-T菌液腹

腔注射石斑鱼, 对照注射等体积的生理盐水。注射的

石斑鱼相同条件下饲养一周, 记录死亡数, 计算半数 

 

致死量(LD50)。 

1.2.7  数据处理与分析    所有试验重复三次以上, 

使用统计分析软件 IBM SPSS Statistics 19进行单因素

方差 LDS分析, P<0.05被认为显著差异。 

2  结果与分析 

2.1  Hfq对溶藻弧菌运动性的调控 

在 0.3%琼脂半固体 LBS平板及 1.5%琼脂固体

LBS 平板上, hfq 缺失均造成溶藻弧菌运动能力极

显著下降(P<0.001); 在 hfq+-T中, 运动能力的缺失

得到回补(图 1A, 1B)。以上结果表明, hfq基因正调

控溶藻弧菌的运动性。 

 

图 1  溶藻弧菌 ZJ-T、hfq-T和 hfq+-T在 0.3%和 1.5%琼脂 LBS平板上的运动性(A)及统计分析(B) 

Fig.1  Motility of ZJ-T, hfq-T and hfq+-T on 0.3% and 1.5% LBS agar plates (A) and statistical analysis (B) 
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2.2  hfq缺失对溶藻弧菌生物膜形成的影响 

在细菌生物膜形成的动态曲线中, 可见 hfq 缺失后

并不影响生物膜成熟的时间, 仍可在 BF培养基中, 30C

静置培养 6 h后到达顶峰, 且 hfq的缺失并没有对成熟期

生物膜的密度造成影响, 但其前期的合成速度明显下降, 

而后期的解离速度上升(图 2)。以上结果说明, hfq基因同

时调控溶藻弧菌生物膜的形成和解离。 

 

图 2  溶藻弧菌 ZJ-T、hfq-T和 hfq+-T细胞生物膜形成动

力学曲线 
Fig.2  Kinetic biofilm formation of ZJ-T, hfq-T and hfq+-T 

 

2.3  hfq 缺失对溶藻弧菌铁离子代谢及胞外蛋白酶

分泌的影响 

摄铁系统和胞外蛋白酶是溶藻弧菌两个重要致病

因子。从图 3中可以看出, hfq缺失后, 细菌在铁离子螯

合剂 2-2’-联吡啶存在情况下生长有所减弱, 说明 hfq 的

缺失, 减弱溶藻弧菌的摄铁能力; 此外从图4中看出, hfq

缺失后, 溶藻弧菌胞外蛋白酶的分泌显著增加(P<0.01)。 

2.4  C1C12细胞感染实验 

经野生菌株 ZJ-T(图 5, e—h)和回补菌株 hfq+-T 

(图 5, m—p)感染的细胞, 在感染 1.0h 后即出现细胞

变圆脱落; 并且随着感染时间延长, 变圆脱落的细胞

逐渐增加。而 hfq 缺失后, 随着感染时间延长, 细胞

变圆脱落现象几乎不发生(图 5, i—l), 与阴性对照组

DH5α (图 5, a—d)表现一致。 

以上结果说明, Hfq正调控溶藻弧菌的细胞毒性。 

2.5  石斑鱼致死性实验 

为测定 hfq 突变后对溶藻弧菌毒力的影响, 用注

射石斑鱼的方法对其进行动物毒力实验。结果显示

(表 2), hfq 缺失后造成溶藻弧菌毒力丧失, 半数致死

量 LD50达到 2.8×109 CFU, 相比野生株和回补株提高

了 3个数量级。 

3  讨论 

hfq 缺失使得溶藻弧菌游动能力和涌动能力都显 

 

图 3  溶藻弧菌 ZJ-T、hfq-T和 hfq+-T在 TSB以及 TSB

添加 120μmol/L 2-2′-联吡啶平板上的生长情况 

Fig.3  Growth ability of ZJ-T, hfq-T and hfq+-T on TSB agar 
plate and TSB agar plate supplemented with 120μmol/L 

2,2′-Bipyridyl 

 

图 4  溶藻弧菌 ZJ-T、hfq-T和 hfq+-T在 LBS+1%脱脂奶

粉平板上胞外蛋白酶的分泌(A)以及统计分析(B) 
Fig.4  The extracellular protease activities of ZJ-T, ∆hfq-T and 
hfq+-T on LBS agar plates containing 1% skimmed milk (A) and 

statistical analysis (B) 
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图 5  Hfq正调控溶藻弧菌对 C2C12的细胞毒性 
Fig.5  Hfq positively regulated the cytotoxicity to C2C12 in V. alginolyticus 

ZJ-T (e—h)、∆hfq-T (i—l)、hfq+-T (m—p), 并设置 DH5α (a—d)作为阴性对照。箭头指示变圆脱落细胞。比例尺=30μm 

 
表 2  溶藻弧菌 ZJ-T、hfq-T 和 hfq+-T 对石斑鱼的致死性 
Tab.2  Virulence to Epinephelus coioides of ZJ-T, hfq-T and 

hfq+-T 

Groups 
Dose 

(CFU/fish) 
No. of 

fish 
No. of 

dead fish 
Mortality 

(%) 
LD50 

(CFU/fish)

ZJ-T 

3.3×107 

6.5×106 

3.3×106 

6.5×105 

5 
5 
5 
5 

5 
4 
3 
0 

100.00 
80.00 
60.00 
0.00 

2.3×106

hfq-T 

3.1×109 

1.6×109 

6.2×108 

3.1×108 

5 
5 
5 
5 

3 
0 
0 
0 

60.00 
0.00 
0.00 
0.00 

2.8×109

hfq+-T 

1.8×107 

9.0×106 

9.0×105 

1.8×105 

5 
5 
5 
5 

5 
5 
1 
0 

100.00 
100.00 
20.00 
0.00 

2.4×106

Sterile saline 100 μL 5 0 0.00 — 

著下降(P<0.001) (图 1A, 1B), 这与致肾盂肾炎大肠埃

希菌(Uropathogenic Escherichia coli)、鼠伤寒沙门菌

(Salmonella typhimurium)和铜绿假单胞菌(Pseudomonas 

aeruginosa)中研究结果类似(Sonnleitner et al, 2003; 

Sittka et al, 2007; Kulesus et al, 2008)。hfq缺失株很

可能改变了溶藻弧菌鞭毛的生长(Liu et al, 2011)。

生物膜的形成在 hfq缺失的情况下减弱(图 2), 这与

霍乱弧菌 (Vibrio cholerae)以及嗜麦芽寡养单胞菌

(Stenotrophomonas maltophilia)的结果相似(Chao et al, 

2010; Roscetto et al, 2012)。但与卡他莫拉菌(Moraxella 

catarrhalis)和恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida)中的研

究结果相悖(Attia et al, 2008; Chao et al, 2010)。这是因为

细菌的生物膜形成模式多样 , 参与因子也各有不同 
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(Davey et al, 2000), 如大肠杆菌需要鞭毛的游动、I

型菌毛及外膜蛋白 Ag43 参与前期的附着, 而胞外多

糖参与成熟; 在绿脓杆菌中初期附着即需要鞭毛、脂

多糖(LPS)及外膜蛋白, 在生物膜成熟阶段, 则需要

胞间通讯信号分子高丝氨酸类脂(acyl-HSLs, AHLs)

及海藻酸钠(Alginate)的参与。因此, 这里 Hfq很可能

通过改变溶藻弧菌运动能力, 从而参与调控了前期的细

胞附着过程。而成熟过程还可能受到分泌的胞外多糖、

外膜蛋白以及各种信号分子的影响。   

细胞毒性实验和石斑鱼感染实验都表明 hfq缺失后, 

溶藻弧菌毒力显著下降甚至消失(图 5, 表 2)。溶藻弧菌

的主要毒力因子包括摄铁系统、粘附素、胞外产物、生

物膜等(滕勇勇等, 2014; Wyckoff et al, 2015)。本研究发

现, hfq缺失株在限铁环境上生长减弱(图 3), 因此, Hfq

可能通过辅助相关 sRNAs 从而调控铁代谢相关基因的

表达(Mellin et al, 2010; Deng et al, 2012), 达到调控溶藻

弧菌毒力的作用。此外, 细菌感染宿主的第一步是粘

附, 这主要通过粘附素来完成。前人研究表明溶藻弧

菌对 Hep-2 细胞, 上皮细胞, 黑鲷的肠粘膜、鳃、表

皮等都有较强的粘附作用 (Baffone et al, 2001; 

Balebona et al, 2001)。其中鞭毛是溶藻弧菌菌毛粘附

素之一, 本研究中 hfq 缺失株的运动性下降也可能导

致其毒力下降。Berg 等(1995)和 Liang 等(2007)研究

发现霍乱弧菌运动功能缺失后不仅影响其在肠道内

定殖能力, 而且霍乱毒素、溶血素等毒力因子表达缺

失(Berg et al, 1995; Liang et al, 2007)。因此, 溶藻弧

菌很可能与霍乱弧菌存在一套相同的运动性调控致

病性的系统, 即 Hfq 通过调控溶藻弧菌的运动能力, 

从而调控其对宿主的粘附能力 , 影响其在宿主体内

的定殖, 并且调控其相关毒力因子的表达, 进而影响

溶藻弧菌对宿主的致病性 (Josenhans et al, 2002; 

Liang et al, 2007)。致病菌粘附定殖宿主后很容易形

成生物膜, 与外界隔离并适应宿主环境, 起到自我保

护作用。细菌形成生物膜主要通过减少宿主机体细胞

因子产生、酶解宿主细胞因子等抗免疫机制以及对抗

生物素等的抗药性机制致病。从生物膜形成动态曲线

(图 2)看出: 6h 后生物膜形成量达到最多; 24h 后 hfq

缺失株生物膜基本解离完全, 且此过程中 hfq 缺失株

生物膜形成速度以及生物膜量均低于野生株和回补

株, 因此, 在溶藻弧菌中生物膜的形成也与其毒力密

切相关。此外, 本研究发现, hfq缺失株胞外蛋白酶分泌

显著增强(P<0.01) (图 4A, 4B)。因此, 溶藻弧菌胞外

蛋白酶对所测试的 C2C12 细胞以及石斑鱼红细胞可

能不具有溶解作用, 而其溶血素、碱性丝氨酸蛋白酶

(Alkaline serine exoprotease, AspA)等胞外产物调控其

毒力作用(Toranzo et al, 1983; Chen et al, 2000)。 

4  结语 

Hfq 调控溶藻弧菌的运动、生物膜形成、铁代谢、

胞外蛋白酶分泌等生理生化过程, 从而改变其对宿主的

侵染粘附以及摄铁能力等, 并对宿主产生毒性。Hfq 作

为分子伴侣, 协助相关 sRNAs 转录后调控相关基因

表达, 而这些基因中很有可能存在毒力基因, 因此下

一步通过研究 Hfq 依赖型 sRNAs 对溶藻弧菌致病性

的调控, 寻找新的毒力相关基因, 这为控制溶藻弧菌

病害暴发提供理论指导具有重要意义。 
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ROLE OF HFQ IN VIRULENCE REGULATION OF VIBRIO ALGINOLYTICUS 
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Abstract    To understand the role of Hfq in the virulence of Vibrio alginolyticus, we studied a series of virulence-related 

physiological and biochemical pathways comparatively among V. alginolyticus wild type strain ZJ-T, hfq mutant strain 

Δhfq-T, and the complementary strain hfq+-T. The results show that the swimming and swarming abilities of hfq null strain 

were significantly reduced (P<0.001). Deletion of hfq decreased the biofilm formation while promoted the deattachment of 

V. alginolyticus. Hfq positively regulated iron metabolism and negatively regulated the secretion of extracellular proteases 

(ECPs) (P<0.01). Compared to the wild type and complementary strains, the hfq deficient strain completely lost the ability 

for inducing C2C12 cell death, and increased lethal dose (LD50) to Epinephelus awoara by three orders of magnitude. 

Therefore, Hfq is crucial in the virulence of V. alginolyticus by regulating motility, bofilm formation, iron metabolism, and 

secretion of ECPs. This study may provide an insightful theoretical basis for the prevention of vibriosis. 
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