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研究报告 

溶藻弧菌 ZJ-T 小 RNA srvg23535 基因突变株的构建及其 
功能初探 
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摘  要：【背景】小 RNA 被证实对细菌遗传变异、生长繁殖、致病性等具有重要的调控作用，但是

在机会致病菌——溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)中研究较少。本实验室前期通过转录组测序和

Northern Blot 鉴定得到溶藻弧菌 ZJ-T 中小 RNA srvg23535。【目的】初探小 RNA srvg23535 对溶藻

弧菌生物学特性的影响。【方法】利用同源重组技术构建小 RNA srvg23535 的缺失突变株，并对野生

株和 srvg23535 突变株的菌落形态、运动性、胞外蛋白酶分泌、H2O2 和 Cu2+的压力感应、铁吸收利

用、抗生素抗性以及生长代谢等生物学特性进行比较研究。【结果】通过对溶藻弧菌小 RNA srvg23535
基因缺失突变株的生物学特性分析表明，小 RNA srvg23535 缺失后，对溶藻弧菌菌落形态、运动性、

胞外蛋白酶分泌、H2O2 和 Cu2+的压力感应、铁吸收利用、抗生素抗性以及多数测定的碳源、氮源代

谢的影响不显著；但突变株对 D-海藻糖(D-trehalose)的代谢减弱，对果胶(Pectin)、丙氨酸-谷氨酰胺

(Ala-Gln)的代谢增强，并可利用丙氨酸-天冬氨酸(Ala-Asp)为氮源。【结论】小 RNA srvg23535 参与

调控溶藻弧菌对 D-海藻糖(D-trehalose)、果胶(Pectin)、丙氨酸-谷氨酰胺(Ala-Gln)和丙氨酸-天冬氨酸

(Ala-Asp)的代谢，这将为获取 srvg23535 调控靶标基因，进而阐明其与靶标基因的相互作用机制奠

定基础。 

关键词：溶藻弧菌，小 RNA srvg23535，缺失突变株，生物学特性 
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Construction and characterization of the sRNA srvg23535 
knock-out mutant of Vibrio alginolyticus ZJ-T 
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Abstract: [Background] Small non-coding RNAs (sRNAs) play important roles in genetic variation, 
growth, reproduction, and bacterial pathogenicity, but few studies have been conducted on the 
opportunistic pathogen of Vibrio alginolyticus. We have identified an sRNA, srvg23535, of V. 
alginolyticus ZJ-T by RNA-seq and Northern Blot. [Objective] We studied the effect of srvg23535 on the 
biological characteristics of V. alginolyticus. [Methods] The srvg23535 knock-out mutant was constructed 
by homologous recombination. The function of srvg23535 was studied with comparing the colony 
morphology, motility, extracellular protease secretion, pressure sensing of H2O2 and Cu2+, iron utilization, 
antibiotic resistance, and metabolism between the wild type and the mutant strains. [Results] The 
biological characteristics analysis of srvg23535 knock-out mutant showed that the absence of srvg23535 
had no significant effect on the colony morphology, motility, extracellular protease secretion, pressure 
sensing of H2O2 and Cu2+, iron utilization, antibiotic resistance and the metabolism of most of the tested 
carbon and nitrogen sources in V. alginolyticus. However, the mutant showed a weaker metabolism of 
D-trehalose, a stronger metabolism of pectin and alanine-glutamine (Ala-Gln), and accessibility to the 
utilization of alanine-aspartic acid (Ala-Asp) as the sole nitrogen source. [Conclusion] The sRNA 
srvg23535 is involved in the metabolism regulation of D-trehalose, pectin, Ala-Gln and Ala-Asp with 
laying the foundation for the target genes screening of srvg23535 and further elucidating the regulation 
mechanism of srvg23535 to its target genes. 

Keywords: Vibrio alginolyticus, sRNA srvg23535, Knock-out mutant, Biological characteristics 

溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)是一种常见的

兼性厌氧的革兰氏阴性嗜盐嗜温短杆菌，同时是

一种机会致病菌，对海洋动物和人类造成潜在威

胁 [1-3]。在美国，溶藻弧菌引起的疾病发病率在

1996–2010 年间显著增加，与副溶血性弧菌和创

伤弧菌一起被列为 常见的病原体之一[4]。此外，

溶藻弧菌常引起人体严重腹泻、发热并脱水，甚

至通过严重感染引起中耳炎及败血症，是人类重

要的致病菌[5-6]。 
溶藻弧菌广泛分布在河口与海洋，为了适应不

断变化的环境，演化出多种环境适应机制，如菌落

相变、生物膜、群感效应等[7-8]。这些机制都处于

严格且精准的基因表达调控体系中。基因表达调控

发生在蛋白表达的各个水平上，转录、转录后、翻

译及翻译后修饰等过程都可以作为基因表达的调

控节点[9-10]，除了极少数组成型表达的基因外，绝

大多数基因的表达都在其中一个或多个节点接收

环境信号的控制，从而组成复杂的调控网络以应对

不断变化的环境条件。 
越来越多的研究表明一类位于基因间区，转录

但 不 翻 译 的 反 式 编 码 sRNAs (Trans-encoded 
sRNAs，sRNAs)通过调控多个靶标基因，从而形

成响应环境的调节活性网络[11]。此类 sRNA 主要

通过与其靶标 mRNA 不完全配对影响 mRNA 的稳
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定性，从而激活或者抑制靶 mRNA 的表达；还可

通过模拟靶蛋白底物，修饰或抑制靶蛋白的生物学

活性，例如 CsrB sRNA 通过隔离的方式调节蛋白

活性[12]；此外，也有少数 sRNAs 与转录因子等蛋

白相互作用，从而抑制相关蛋白活性[13]。小 RNA
在真核生物基因表达调控中的作用已被广泛研

究，但是直到 2000 年以后，原核生物小 RNA 及

其功能才逐渐被发现，越来越多的研究表明小

RNA 对细菌遗传变异、生长繁殖、致病性等具有

重要的调控作用，其在细菌环境适应和流行分布

方面的重要性已经得到广泛认可[13-14]。然而，大

多 数 研 究 在 模 式 生 物 体 中 进 行 ， 如 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli)和沙门氏菌(Salmonella)。 随着高

通量测序技术的发展，科学家开始探索非模式生物

体 ， 特 别 是 人 类 病 原 体 ， 如 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus aureus)或幽门螺杆菌(Helicobacter 
pylori)中的调控 RNA[15-16]，但对于大多数原核生

物小 RNA 调控功能和作用机制依然所知有限。 
在弧菌科中，大多数研究集中在霍乱弧菌和哈

氏弧菌。溶藻弧菌中关于小 RNA 的研究仅 Huang
等[17-18]发现了 3 个与粘附、趋化及运动相关的小

RNA，从小 RNA 角度揭示溶藻弧菌致病性、环

境适应及流行特点的研究仍未见报道。本实验室

前期通过转录组预测、Northern Blot 鉴定得到溶

藻弧菌 ZJ-T 的小 RNA srvg23535，深入分析发现

srvg23535 是一个新的小 RNA，并且仅存在于弧菌

中，序列相对保守(未发表数据)，但是其功能未知。

本研究通过同源重组技术构建小 RNA srvg23535
的缺失突变株，并对突变株环境适应相关的生物学

特性进行研究。该研究为深入了解 srvg23535 的功

能，并获取其调控靶标基因，进而阐明其与靶标基

因的相互作用机制奠定基础，研究成果将揭示小

RNA 在溶藻弧菌，甚至海洋病原弧菌环境适应和

疾病暴发中的作用，也为控制海洋弧菌病害的暴发

提供新的思路和防治靶标。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株及质粒 

溶藻弧菌野生株 ZJ-T[19]保存于本实验室；自

杀质粒 pSW7848[20]、自杀质粒中间宿主大肠杆菌

Π3813[21]以及接合作用供体宿主大肠杆菌 GEB883[22]

来源于 Didier Mazel 和 Annik Jacq 等；小 RNA 突变重

组自杀质粒 pSW7848-∆srvg23535 及小 RNA 突变株

ZJ-T-Δsrvg23535 构建于本研究。详细信息见表 1。 
 

表 1  本研究所用菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 

菌株或质粒 
Strain or plasmid 

相关特征 
Relevant characteristics 

来源 
Source 

V. alginolyticus   
ZJ-T Apr (ampicillin resistant), translucent/smooth variant of wild strain ZJ-51[19]; isolated from 

diseased Epinephelus coioides off the Southern China coast 
[19] 

ZJ-T-∆srvg23535 Apr; ZJ-T carrying an deletion of srvg23535 This study 
E. coli   

Ⅱ3813 laclQ, thi1, supE44, endA1, recA1, hsdR17, gyrA462, zei298::Tn10[Tc], ΔthyA::erm-pir116; 
suicide vector pSW7848’s intermediate host 

[21] 

GEB883 WT E. coli K12 ΔdapA::erm pir RP4-2 ΔrecA gyrA462, zei298::Tn10; donor strain for 
conjugation 

[22] 

Plasmids   
pSW7848 Cmr; suicide vector with an R6K origin, requiring the Pir protein for its replication, and the 

ccdB toxin gene 
[20] 

pSW7848-∆srvg23535 Cmr; pSW7848 containing the mutant allele of ∆srvg23535 This study 

注：Cmr 和 Apr 分别表示氯霉素和氨苄青霉素抗性. 
Note: Cmr and Apr indicate chloramphenicol and ampicillin resistance, respectively. 



832 微生物学通报 Microbiol. China 

  

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

 

1.1.2  主要试剂和仪器 
高保真酶 PrimeSTAR® Max DNA polymerase、

限制性内切酶 Dpn I 购自宝日医生物技术(北京)有
限公司；用于营养缺陷型大肠杆菌Ⅱ3813 生长的

2ʹ-Deoxythymidine (Thy)购自生工生物工程(上海)
股份有限公司；用于营养缺陷型大肠杆菌 GEB883
生长的 2,6-Diaminopimelic acid (DAP)购自西格玛

奥德里奇(上海)贸易有限公司公司；用于等温组装

的试剂盒 ClonExpress MultiS One Step Cloning Kit
购自南京诺唯赞生物科技有限公司公司。用于 PM 
(Phenotype MicroArray)板细菌代谢实验测定 OD590

的 MultiDisk Ascent 读板仪购自 Thermo Fisher 
Scientific 公司。 
1.1.3  培养基 

LB 培养基、TSB (Tryptic soy broth)培养基购

自 BD 公司。LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵

母提取物 5.0，NaCl 10.0。TSB 培养基(g/L)：胰酪

蛋白胨 17.0，大豆蛋白胨 3.0，D-葡萄糖 2.5，NaCl 
5.0，K2HPO4 2.5。固体培养基含琼脂 15.0。在 LB
培养基基础上将 NaCl 浓度提高至 3%即配制得到

LBS 培养基。 

1.2  srvg23535 突变株的构建 
参考 Deng 等[23]的方法通过同源重组技术构

建 srvg23535 缺失突变株，srvg23535 的序列信息

见图 1，所用引物见表 2，但在重组质粒的构建以

及反向筛选过程略有修改。将线性化载体与上、下

游同源臂片段通过等温组装得到重组自杀质粒

pSW7848-∆srvg23535。接合作用之后，由于自杀

质粒 pSW7848 携带氯霉素抗性，且不能在溶藻弧

菌中复制，并在受阿拉伯糖诱导后毒性基因 ccdB 

 

 
 

图 1  srvg23535 的序列信息 
Figure 1  The sequence information of srvg23535 
注：加粗、斜体部分为 srvg23535 的序列，下划线部分依次为上、下游同源臂扩增的引物对. 
Note: The italic and bold part is the sequence of srvg23535 and the underlined parts are the primer pairs for the amplification of two flanking 
fragments. 

 
表 2  缺失突变株构建所用引物 
Table 2  Nucleotide sequences of deletion mutants construction primers 

引物 
Primers 

序列 
Sequence (5′→3′) 

大小 
Size (bp) 

pSW7848-F GTCTGATTCGTTACCAATTATGACAAC 
3 310 

pSW7848-R GAATTCGATATCAAGCTTATCGATAC 
srvg23535-UP-F AAGCTTGATATCGAATTCGAGGCACCTGTGGAGGGA 

1 084 
srvg23535-UP-R GAATTTTAGGTAAGAGTTAAGTCTGTTTTTTATCATCGAAAG 
srvg23535-DOWN_F TTAACTCTTACCTAAAATTCCGCTAATTAAG 

1 105 
srvg23535-DOWN-R TTGGTAACGAATCAGACCCATCACCTAACACGTCC 
Del-check-pSW7848-F TCACTGTCCCTTATTCGCACC 

2 474 
Del-check-pSW7848-R CTGCTTTTGAGCACTACCCG 
∆srvg23535-check-F GGCACTCCTATGCCTCAATCAAAG 618 (ZJ-T)/463 
∆srvg23535-check-R CATGTTGCGTTGATGCGTTCATTAC (ZJ-T-∆srvg23535) 
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表达。因此，通过氯霉素以及阿拉伯糖先后两次筛

选后，自杀质粒上的 srvg23535 上下游同源臂片段

与溶藻弧菌基因组的 srvg23535 上下游同源臂片段

先 后 发 生 两 次 同 源 交 换 ， 从 而 获 得 溶 藻 弧 菌

srvg23535 缺失株，命名为 ZJ-T-∆srvg23535。 

1.3  LBS 平板上的菌落表型测试 
参考邓益琴等[24]的方法进行菌落表型测试：

将单个克隆的溶藻弧菌野生株 ZJ-T 及小 RNA 突

变株 ZJ-T-Δsrvg23535 分别接种至 LBS 液体培养

基，30 °C、200 r/min 培养过夜(下同)；调整培养

液浓度至相同吸光度(OD600=1.0)，取 5 μL 平行   
3 次点样到 LBS 固体平板上，30 °C 静置培养 24 h，

观察菌落形态。实验至少重复 3 次。 

1.4  0.3%琼脂LB平板上Swimming运动性测试 
参考邓益琴等[24]的方法进行运动性测试：同

1.3 培养过夜菌液，调整培养液浓度至相同吸光度

(OD600=1.0)，取 5 μL 平行 3 次点样到 0.3%琼脂半

固体 LB 平板上，30 °C 静置培养 16 h，测量菌斑

直径。实验至少重复 3 次。 

1.5  1%脱脂奶粉LBS平板上的胞外蛋白酶分泌

测试 
参考邓益琴等[24]的方法进行胞外蛋白酶分泌

测试：同 1.3 培养过夜菌液，调整培养液浓度至相

同吸光度(OD600=5.0)，取 5 μL 平行 3 次点样到 LBS
添加 1%脱脂奶粉平板上，30 °C 静置培养 24 h，

测量蛋白分解圈直径以及克隆直径。实验至少重

复 3 次。 

1.6  TSB 平板上对 H2O2、Cu2+抗性以及对铁离

子的吸收测试 
参考邓益琴等[24-25]的方法进行对 H2O2、Cu2+抗

性以及对铁离子的吸收测试：同 1.3 培养过夜菌液，

调整培养液浓度至相同吸光度(OD600=5.0)，同时

10 倍比稀释各菌株菌液至 高稀释倍数为 106，然

后将倍比稀释菌液依次取 5 μL 平行 3 次点样到 TSB
平板，以及 TSB 添加 0.001 5% H2O2 或 5 mmol/L 
CuSO4 或 120 µmol/L DIP 平板上，30 °C 静置培养

24 h，观察细菌生长情况。实验至少重复 3 次。 

1.7  LBS 平板上对不同抗生素的敏感性测试 
参考 Deng 等[23]的方法进行对不同抗生素的

敏感性测试：同 1.3 培养过夜菌液，将 200 μL 过

夜菌液与 10 mL 新鲜 TSB 液体培养基混匀后倒入

TSB 平板(12 cm，正方形)，待平板被稀释菌液浸

湿后将剩余菌液倒掉，平板晾干后将各抗生素纸片

置于平板上，30 °C 静置培养 24 h 后观察并测量抑

菌圈直径。重复测试 3 次，使用 IBM SPSS Statistics 
19 软件进行 Student’s t 检验，P<0.05 作为统计学

显着性的阈值。 

1.8  不同培养条件下的菌株生长情况测试 
参考 Deng 等[23]的方法进行不同培养条件下的

菌株生长情况测试：同 1.3 培养过夜菌液。(1) 为测

试细菌在富营养培养基中的生长：菌株用新鲜 LBS
培养液稀释至 OD600 为 1.0 后再分别稀释 1 000 倍

培养。(2) 为测试细菌在寡营养培养基中生长，  
12 000×g 离心 10 min 收集过夜细菌，并用不含 D-
葡萄糖和(NH4)2SO4 的 M63 培养基(M63-C-N)洗涤

2 次，然后重悬并稀释至 OD600 为 0.1 于以下修饰

的 M63：测试细菌对不同碳源的利用，则 M63 寡

营养培养基中 D-葡萄糖被替换成其他碳水化合物

(D-葡萄糖，D-蔗糖，D-麦芽糖，D-葡萄糖，D-果
糖，D-海藻糖)作为单一碳源；测试细菌以葡萄糖

作为单一碳源，以不同氨基酸作为单一氮源的生长

情况，则(NH4)2SO4 被不同氨基酸代替(150 mmol/L 
L-丙氨酸，50 mmol/L L-苏氨酸，10 mmol/L L-天
冬氨酸，10 mmol/L L-谷氨酸，50 mmol/L L-丝氨酸，

50 mmol/L L-精氨酸，50 mmol/L L-组氨酸盐酸，

10 mmol/L L-谷氨酰胺盐，20 mmol/L L-亮氨酸，

20 mmol/L L-缬氨酸，20 mmol/L L-异亮氨酸以及

3 种支链氨基酸混合物各 20 mmol/L)。然后将稀

释好的菌液 100 μL/孔吸取至 96 孔板中，30 °C、

200 r/min 连续振荡温育。使用 MultiDisk Ascent 读

板仪相同时间间隔测定 OD600，指示细菌的代谢活

性。重复实验 3 次，使用 IBM SPSS Statistics 19 软

件进行单因素协方差分析(ANCOVA) (以野生株和

突变株为固定因子，以时间为协变量，以 OD600
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值为因变量)，并对显著差异的因子各时间点进行

Student’s t 检验，P<0.05 作为统计学显着性的阈值。 

1.9  PM 板测试细菌代谢 
参考 Bochner 等[26]的方法，利用 PM02 和 PM08

板分别测试细菌对 95 种不同碳源以及 95 种不同

多肽氮源的利用。细菌在 LBS 固体平板上划线复

活，30 °C 静置培养过夜。首先，510 μL 的染料 A

与 7 990 μL 含 14% NaCl 的水溶液一起加入

1.2×IF-0 得到 51 mL 的 1.0×IF-0；其次，对于每

个菌株，用灭菌棉签刮取固体平板上的克隆，重

悬在 25 mL 的 1.0×IF-0 中，得到浊度为 85%的孵

育液；然后，对于 PM02 板，每孔吸取浊度为 85%

的孵育液 100 μL，对于 PM08 板，向浊度为 85%

的孵育液中加入适当体积的 2 mol/L 的琥珀酸钠，

使得 终浓度为 20 mmol/L，并每孔吸取 100 μL 孵

育液； 后，将准备好的孵育板于 30 °C 静置培

养 5 d，并在不同的时间点测定 OD590，指示细菌

的代谢活性。重复实验 3 次，使用 IBM SPSS 

Statistics 19 软件进行单因素协方差分析(ANCOVA) 

(以野生株和突变株为固定因子，以时间为协变

量，以 OD590 值为因变量)，并对显著差异的因子

各时间点进行 Student’s t 检验，P<0.05 作为统计

学显著性的阈值。 

2  结果与分析 

2.1  突变株的构建 
扩增得到的质粒线性化片段以及上游同源

臂片段，电泳结果与预期大小相符(图 2A、B)；
等温组装后，重组自杀质粒 PCR 扩增检测电泳

结果与预期大小相符(图 2C)，证实重组自杀质粒

pSW7848-∆srvg23535 构建成功。接合作用后经过

两 次 同 源 交 换 ， 可 能 使 溶 藻 弧 菌 染 色 体 上 的

srvg23535 缺失，经 PCR 检测，溶藻弧菌野生株可

扩增出大小为 618 bp 的片段，而 srvg23535 缺失株

则扩增出大小为 463 bp 的片段(图 2D)，从而获得 

 

 
 

图 2  pSW7848 PCR 线性化片段(A)、srvg23535 上下游同源臂片段(B)、重组自杀质粒的 PCR 鉴定扩增片段(C)以及

srvg23535 缺失株的 PCR 鉴定(D) 
Figure 2  Linearized segment of pSW7848 (A), upstream and downsteam homologous segments of srvg23535 (B), the 
segment of identification of the recombinant suicide vector by PCR (C) and identification of srvg23535 deletion mutant by 
PCR (D) 
注：M1、M3：DL10000 DNA marker；M2、M4：DL2000 DNA marker；1：pSW7848 线性化片段；2/3：srvg23535 上/下游片段；

4：重组子 pSW7848-srvg23535 检测片段；5：野生株 ZJ-T；6：srvg23535 候选突变株. 
Note: M1, M3: DL10000 DNA marker; M2, M4: DL2000 DNA marker; 1: Linearized segment of pSW7848; 2/3: UP/DOWN segments of 
srvg23535; 4: The segment of identification of the recombinant suicide vector by PCR; 5: Wild type ZJ-T; 6: The deletion candidate of 
srvg23535. 
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溶藻弧菌 srvg23535 缺失株。图 2 所有扩增结果与

预期大小相符，测序结果也与预期序列一致，说明

构建得到 srvg23535 缺失株。 

2.2  菌落形态测试 
srvg23535 缺失后，在 LBS 平板上菌落表型相

对野生株均无变化，菌落表现为透明光滑，并且存

在涌动性(Swarming)，这说明 srvg23535 不参与调

控溶藻弧菌的菌落形态(图 3)。 

2.3  运动性(Swimming)检测 
srvg23535 缺失后，在 0.3%琼脂 LB 平板上的

运动性相对野生株无显著变化，这说明 srvg23535
不参与调控溶藻弧菌的运动性(图 4)。 

2.4  胞外蛋白酶分泌检测 
srvg23535 缺失后，在 1%脱脂奶粉 LBS 平板 

 

 
 

图 3  野生株和 srvg23535 突变株在 LBS 平板上的菌落

形态 
Figure 3  Colony morphology of the wild type and the 
srvg23535 mutant on LBS plates 

 

 
 

图 4  野生株和 srvg23535 突变株在 0.3%琼脂 LB 平板

上的运动性 
Figure 4  Swimming of the wild type and the srvg23535 
mutant on 0.3% LB agar plates 

上，菌株胞外蛋白酶的分泌相对野生株没有显著差

异，该结果表明 srvg23535 不参与调控溶藻弧菌胞

外蛋白酶的分泌(图 5)。 

2.5  对H2O2、Cu2+抗性以及对铁离子的吸收测试 
过量的铜离子催化大量羟基自由基的形成，如

同过氧化氢产生强的氧化压力，从而对细胞产生毒

性；此外，摄铁系统是溶藻弧菌重要致病因子之

一[24-26]。srvg23535 缺失后，突变株相对野生株对

H2O2、Cu2SO4 抗性以及铁离子的获取无显著差异，

这说明 srvg23535 不参与调控溶藻弧菌对 H2O2、

Cu2+的抗性以及对铁离子的吸收(图 6)。 

 

 
 

图 5  野生株和 srvg23535 突变株在 1%脱脂奶粉 LBS 平

板上的胞外蛋白酶分泌圈 
Figure 5  Extracellular protease secretion loop of the wild 
type and the srvg23535 mutant on 1% skimmed milk LBS 
plates 
 

 

 
 

图 6  野生株和 srvg23535 突变株对 H2O2、CuSO4以及

铁离子螯合剂 DIP 的敏感性 
Figure 6  Sensitivity to H2O2, CuSO4 and DIP of the wild 
type and the srvg23535 mutant on LBS plate 
注：1：ZJ-T；2：ZJ-T-Δsrvg23535. 
Note: 1: ZJ-T; 2: ZJ-T-Δsrvg23535. 
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2.6  抗生素敏感性测试 
srvg23535 缺失后，突变株相对野生株对所测

试的 30 种抗生素敏抗性无显著差异；野生株和

srvg23535 突变株对包括林可霉素、万古霉素、克

林霉素在内的 12 种抗生素具有抗性，对其他 18 种

抗生素表现出不同程度的敏感，但是野生株和突变

株之间无明显的差异(P<0.05) (表 3)。 

2.7  srvg23535 缺失对溶藻弧菌代谢的影响 
(1) 在富营养培养基中，突变株的生长与野生

型相同(P>0.05)；在不同单一碳源和(NH4)2SO4 作

为氮源的培养基中，仅当以 D-海藻糖为单一碳源

时，srvg23535 缺失株稳定期相比野生株生长量更

小 (One-way ANCOVA ， F=81.194 ， P<0.001 ；

Student’s t 检验，6.0–24.0 h 之间，各时间点 P<0.05) 
(图 7F)，说明 srvg23535 正调控溶藻弧菌对 D-海藻

糖的利用。 
(2) M63 中以葡萄糖作为单一碳源，以不同氨

基酸作为单一氮源时，ZJ-T-Δsrvg23535 与野生株

生长无明显差异(P>0.05) (图 8)。 
(3) PM02 测试了细菌对 95 种不同碳源的利

用，发现 srvg23535 缺失后，细菌以果胶为碳源

时，在稳定期相对野生株生长量更大 (One-way 
ANCOVA，F=23.024，P<0.001；Student’s t 检验，

19.5 h 之后，各时间点 P<0.05) (图 9A)，说明

srvg23535 负调控溶藻弧菌对果胶的代谢。 
(4) PM08 测试了细菌对 95 种不同多肽的利

用，发现 srvg23535 缺失后，可利用丙氨酸-天冬

氨酸为氮源，而野生株不能利用其为氮源(One-way 
ANCOVA，F=212.914，P<0.001；Student’s t 检验，

0.0 h 之后，各时间点 P<0.05) (图 9B)，此外，当

以丙氨酸-谷氨酰胺为氮源时，突变株在潜伏期生

长 更 快 ， 并 且 稳 定 期 相 对 野 生 株 生 长 量 更 大

(One-way ANCOVA，F=22.089，P<0.001；Student’s 

t 检验，4.0 h 之后，各时间点 P<0.05) (图 9C)，说

明 srvg23535 负调控溶藻弧菌对丙氨酸-天冬氨酸

和丙氨酸-谷氨酰胺的代谢。 
 

表 3  野生株和 srvg23535 突变株对各抗生素的抗性 
Table 3  The antibiotics resistance of the wild type and the 
srvg23535 mutant 

抗生素 
Antibiotics 

浓度 
Concentration 

抑菌圈直径 
Size of inhibition zone (mm)

(µg per disk) ZJ-T ZJ-T-Δsrvg23535

Lincomycin 2 − − 

Vancomycin 30 − − 

Clindamycin 2 − − 

Chloramphenicol 300 21.00±1.41 22.00±2.83 

Ampicillin 10 − − 

Oxacillin 1 − − 

Piperacillin 100 − − 

Kanamycin 30 − − 

Penicillin-G 10 − − 

Cefazolin 30 11.00±1.41 11.00±1.41 

Tobramycin 10 12.50±0.71 11.00±0.00 

Neomycin 30 13.67±2.52 15.67±2.08 

Novobiocin 30 21.00±5.66 20.00±4.24 

Tetracycline 30 15.67±6.03 19.00±4.24 

Erythromycin 15 12.00±2.65 14.67±0.58 

Medemycin 30 11.50±0.71 13.00±1.41 

Polymyxin B 300 12.33±2.31 13.50±2.12 

Doxycycline 30 19.50±3.54 20.50±3.54 

Acetylspiramycin 30 − − 

Spectinomycin 100 10.33±1.53 10.50±2.12 

Minocycline 30 24.00±5.66 25.50±6.36 

Cefixime 5 10.67±1.53 11.00±1.41 

Amoxicillin 10 − − 

Azithromycin 15 − − 

Clarithromycin 15 12.33±0.58 13.50±0.71 

Roxithromycin 15 11.00±1.41 11.50±2.12 

Teicoplanin 30 − − 

Fosfomycin 200 17.33±2.31 19.00±2.83 

Streptomycin 300 11.33±1.53 10.33±0.58 

Gentamicin 120 18.00±4.36 18.67±3.21 
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图 7  srvg23535 缺失对富培养基中生长和各种碳源利用的影响 
Figure 7  Effect of srvg23535 deletion on the growth in rich medium and the utilization of various carbon sources 
注：     ：ZJ-T；      ：ZJ-T-Δsrvg23535；误差线对应于标准偏差. 
Note:      : ZJ-T;      : ZJ-T-Δsrvg23535; Error bars correspond to standard deviations. 
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图 8  srvg23535 缺失对各种氨基酸作为单一氮源利用的影响 
Figure 8  Effect of srvg23535 deletion on the utilization of various amino acids as sole nitrogen source 
注：     ：ZJ-T；     ：ZJ-T-Δsrvg23535；误差线对应于标准偏差. 
Note:      : ZJ-T;      : ZJ-T-Δsrvg23535; Error bars correspond to standard deviations. 
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图 9  srvg23535 缺失对果胶为单一碳源、丙氨酸-天冬氨酸和丙氨酸-谷氨酰胺为单一氮源利用的影响 
Figure 9  Effect of srvg23535 deletion on the utilization of pectin as sole carbon source, and the utilization of Ala-Asp or 
Ala-Gln as sole nitrogen source 
注：     ：ZJ-T，     ：ZJ-T-Δsrvg23535；误差线对应于标准偏差. 
Note:      : ZJ-T,      : ZJ-T-Δsrvg23535; Error bars correspond to standard deviations. 

 

3  讨论与结论 
菌落形态、运动性、胞外蛋白酶分泌、对 H2O2

和 Cu2+的压力感应、铁离子摄取、抗生素抗性以

及对不同营养物质利用程度等均被报道与细菌环

境适应相关[23,27]。近年来，原核小 RNA 的基因调

控作用越来越受到重视 [28-29]。小 RNA 通过与

mRNA 碱基配对，调控 mRNA 的稳定性，从而达

到转录后调控蛋白表达的目的[29]。小 RNA 已被报

道参与调控多种生物过程，如 Spot42 和 SgrS 调控

糖代谢[29]，GcvB 和 SR1 调控氨基酸代谢[30-32]，

Qrrs 和 CsrBs 调控群感效应[12,33]，RybB 和 MicA
调控外膜蛋白合成[34]，以及 Fur 调控铁平衡[35]。

很多小 RNA 还可同时参与调控多种生物过程，如

CsrB 既调控群感效应，又调控碳代谢[36]。本研究

中，我们以 pSW7848 自杀质粒为载体，通过等温

组装和同源重组筛选技术，成功构建溶藻弧菌小

RNA srvg23535 缺失突变株，并对野生株和突变株

的生物学特性进行了比较研究。 
通过生物学特性比较，发现 srvg23535 缺失后

并不影响溶藻弧菌的菌落形态、运动性、胞外蛋白

酶分泌、对 H2O2 和 Cu2SO4 的压力感应、对铁的

吸收利用、对所测试的 30 种抗生素抗性以及对所

测试的大多数单一碳源、单一氮源的利用。但

srvg23535 缺失后，对 D-海藻糖的代谢减弱，表现

为稳定期生长量更小；对果胶的代谢增强，表现为

稳定期生长量更大；对丙氨酸-谷氨酰胺的代谢增

强，表现为潜伏期生长更快，并且稳定期生长量更

大；并变得可利用丙氨酸-天冬氨酸作为氮源。截

至目前仅发现 SR1 一个既参与氨基酸代谢又参与

碳代谢的小 RNA，并在细菌中高度保守[31-32]。SR1
是枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)中发现的第一个

双功能小 RNA，既能以 RNA 调控子形式调控精氨

酸代谢，同时也能编码多肽调控 gapA 操纵子，从

而参与调控糖分解[31-32]。因此，srvg23535 很可能

是第二个被发现的既参与碳代谢又参与氮代谢的

小 RNA，但是否都以小 RNA 形式在 RNA 水平进

行调控，还是类似 SR1 既能以小 RNA 形式在 RNA
水平进行调控，又能编码成小肽进行蛋白水平的调

控，仍需进一步研究揭示。 
海藻糖作为一种碳源被储存在生物体内，必要

的时候被分解代谢提供能量[37]；同时，海藻糖作

为许多生物的应急代谢物，对生物在逆境中的生存

起着重要作用，如酿酒酵母在干燥脱水、热休克

和高氧化等环境中其胞内海藻糖含量会显著升

高 [38-39]，低温环境下大肠杆菌体内海藻糖含量会

显著增加[40]。本研究发现 srvg23535 缺失后，以

D-海藻糖为单一碳源生长时，稳定期的生长量降

低，但是前期的生长速度与野生株无显著差异。我

们推测，稳定期细菌处于营养饥饿以及缺氧等胁迫

条件下，srvg23535 缺失后，一方面影响稳定期 D-
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海藻糖从体外转运到体内储存，另一方面影响 D-
海藻糖的分解代谢，从而导致其稳定期生长量降

低。对野生株基因组[41]序列信息分析发现，其基因

组上存在一个海藻糖转运代谢的操纵子 treRBC，因

此，srvg23535 可能通过调控 treRBC 的表达而调控

海藻糖的转运和代谢，具体调控机制需要进一步研

究。果胶是一类杂多糖，由以 D-半乳糖醛酸为主，

少量 D-半乳糖、D-阿拉伯糖、D-甘露糖、L-岩藻糖

等多达 12 种的单糖组成[42-43]，因此对果胶的代谢

也涉及多种酶的共同作用。本研究发现 srvg23535
缺失后，以果胶为碳源生长时，稳定期的生长量增

加，因此 srvg23535 可能调控了其中一种或者多种

单糖的代谢，但是具体调控作用需要进一步以各单

糖作为单一碳源进行代谢测试鉴定。 
氨基酸作为蛋白质的基本骨架，酶的主要成分

参与能量供给、酶催化、碳氮代谢等几乎所有生命

活动，其精细调控对细菌生命活动具有重要意义。

能量供给过程，氨基酸主要通过脱氨或者转氨作

用，进而进入三羧酸循环，氧化供能。本研究发现，

srvg23535 缺失后，缺失株对丙氨酸-谷氨酰胺的代

谢增强，并可利用丙氨酸-天冬氨酸为氮源；但当以

L-丙氨酸、L-谷氨酰胺盐和 L-天冬氨酸单独作为氮

源时，srvg23535 缺失前后生长并无差异，因此

srvg23535 很有可能通过调控丙氨酸-谷氨酰胺和丙

氨酸-天冬氨酸的转运以及分解成单一氨基酸过程，

从而影响细菌生长，但不直接调控二肽的降解代

谢。基因组[41]序列信息分析发现，溶藻弧菌 ZJ-T
基因组上存在多个寡肽转运蛋白，如 BAU10_09580、

BAU10_15980 和 BAU10_15990，因此 srvg23535
可能通过调控这些基因的表达从而调控溶藻弧菌

氮代谢，具体调控机制需要进一步深入研究。 
本研究中，我们对溶藻弧菌小 RNA srvg23535

的环境适应调控功能进行了初探，发现 srvg23535
与溶藻弧菌的 D-海藻糖、果胶、丙氨酸-谷氨酰胺

和丙氨酸-天冬氨酸代谢相关。小 RNA 的调控方式

主要是与 mRNA 配对，影响其稳定性，从而达到

调控基因表达的目的。因此，下一步将对野生株和

突变株的基因表达谱进行分析，通过比较野生株和

突变株基因表达的差异，并结合本研究发现的调控

表型，找出 srvg23535 调控的可能靶标基因，并通

过凝胶迁移结合(EMSA)实验、双质粒荧光报告基

因相互作用检测系统[44]等鉴定 srvg23535 与靶标

基因的相互作用机制，从而阐明 srvg23535 对溶藻

弧菌碳氮代谢的基因调控机制。 
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