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【摘要】　目的　研究河弧菌群体感应调控子 AphA 对Ⅵ型分泌系统 VflT6SS2 功能活性的调控机

制。方法　采用 Western Blot 检测河弧菌野生株、aphA 缺失株（ΔaphA）和 aphA 回补株中 VflT6SS2 标志

性组件溶血素共调节蛋白（Hcp）的表达和分泌。采用实时荧光定量 PCR 和启动子-lux 融合冷光系统

检测野生株和 ΔaphA 中 VflT6SS2 核心基因簇和附属基因簇代表基因 tssB2、hcp（tssD2）和 vgrG（tssI2）以

及群体感应调控子 HapR 的 mRNA 相对表达量和启动子活性。采用定点突变实验结合启动子活性测

定确定 AphA 在 tssD2b 启动子区的调控结合位点；采用电泳迁移率位移测定（EMSA）确定 AphA 与

hapR 启动子的结合。结果　ΔaphA 中 tssB2、hcp（tssD2）、vgrG（tssI2）和 hapR 的 mRNA 相对表达量及

Hcp 蛋白的表达分泌明显高于野生株。VflT6SS2 核心基因簇、tssD2a、tssI2a 和 hapR 的启动子活性在

ΔaphA 中均高于野生株，而 tssD2b 启动子活性则低于野生株。tssD2a 和 tssD2b 的启动子序列分析显

示-335 bp~-229 bp 区差异较大，在 tssD2b 中该区域存在 2 个潜在 AphA 结合位点，将其中的保守位点

ATG 替换为 CGA，tssD2b 启动子活性明显降低。EMSA 结果显示，AphA 与 hapR 启动子直接结合。

结论　AphA 在转录水平直接抑制 hapR 的表达，间接参与对 VflT6SS2 核心基因簇和附属基因簇的调

控。AphA 对 tssD2a 和 tssD2b 呈现相反的调控模式，AphA 可直接与 tssD2b 启动子区（-335 bp~-229 bp）
结合正向调控 tssD2b 的表达。
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【Abstract】 Objective　 To explore the regulation mechanism of the quorum sensing 
regulator AphA on the functional activity of type Ⅵ secretion system VflT6SS2 in Vibrio fluvialis. 
Methods　 Western Blot analysis was used to detect the relative expression and secretion of 
VflT6SS2 signature component hemolysin-coregulated protein (Hcp) in wild type (WT), ΔaphA, and 
corresponding complementary strains. Quantitative reverse transcription PCR and luminescence 
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activity assay of the promoter-lux fusion system was used to measure the mRNA expression levels 
and promoter activity of the VflT6SS2 core and accessory gene-cluster representative genes tssB2, 
hcp (tssD2) and vgrG (tssI2), and the quorum sensing regulator HapR in WT and ΔaphA strains. A 
point mutation experiment combined with a luminescence activity assay was used to verify the 
regulatory binding site of AphA in the tssD2b promoter region. Electrophoretic mobility shift assay 
(EMSA) was used to determine AphA binding to the hapR promoter. Results　The mRNA expression 
levels of tssB2, hcp(tssD2), vgrG (tssI2), and hapR as well as the protein expression and secretion 
levels of Hcp in ΔaphA strain, were significantly higher than those in the WT strain. The promoter 
activities of the VflT6SS2 core cluster, tssD2a, tssI2a, and hapR were higher in ΔaphA strain than in 
the WT strain, while the promoter activity of tssD2b showed the opposite trend. The promoter 
sequence analysis of tssD2a and tssD2b found significant differences in the region from -335 bp to 
-229 bp, and two potential AphA binding sites on tssD2b. The promoter activity of tssD2b decreased 
significantly after the point mutation of the two potential AphA binding sites. EMSA results showed 
that AphA binds directly to the promoter region of hapR. Conclusions　AphA indirectly inhibits the 
regulation of the VflT6SS2 core and accessory gene clusters at the promoter level by directly 
repressing the expression of hapR. AphA showed opposite regulation patterns for tssD2a and tssD2b, 
and AphA could positively regulate the expression of tssD2b by directly binding to the tssD2b 
promoter region (-335 bp to -229 bp).

【Key words】 Vibrio fluvialis; Quorum sensing regulator; Type Ⅵ secretion system; 
Transcriptional regulation
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河弧菌（Vibrio fluvialis）是一种嗜盐的革兰阴

性菌，广泛分布于温暖含盐的自然水体中。河弧菌

是一种新型的食源性病原菌，常见于婴儿、儿童和

年轻成年人的感染［1］。其感染可引发人类急性胃

肠炎、菌血症等［2-6］，鱼虾类也会感染，对经济发展

和公共卫生安全造成严重威胁。

Ⅵ型分泌系统（T6SS）是一种接触依赖性的多

功能细菌武器，可通过直接传递分泌的蛋白质类毒

素来杀伤靶标细胞［7-8］，在种间竞争和环境适应性

等方面起着重要作用［9-10］。河弧菌 85003 中存在

VflT6SS1 和 VflT6SS2 两套 T6SS 编码基因簇，其中

VflT6SS2 在 25~30 ℃条件下组成性表达并具有功

能活性［11］。VflT6SS2 由 1 个以 tssB2 起始的核心基

因 簇 以 及 3 个 独 立 的 hcp-vgrG （tssD2a-tssI2a、

tssD2b-tssI2b 和 tssD2c-tssI2c）附属基因簇组成，其功

能活性受温度、盐离子浓度、渗透压［11］以及多种调

节 因 子 的 调 控 ，如 群 体 感 应 调 控 子 HapR［12-13］和

VfqR［14］、宿 主 整 合 因 子 IHF［13］等 均 正 向 调 控

VflT6SS2 的表达。

群体感应是细菌之间的一种通信机制，通过自

诱导信号分子监测群体密度变化发挥作用，参与生

物膜形成、毒力因子表达和包含分泌系统在内的细

菌间竞争等多种特定的生理过程［15-16］。AphA 和

HapR 是群体感应系统重要的转录调控子，分别在

低细胞密度（LCD）和高细胞密度（HCD）状态下单

独或共同调控下游数百个基因的表达［17-19］。AphA 
和 HapR 作为群体感应调控子的作用在整个弧菌中

是保守的［20］。同时，AphA 和 HapR 不仅可以进行自

我反馈调节，还能相互抑制［20-22］。目前，河弧菌中

已发现 CqsA/LuxS-HapR 和 VfqI/R 两套群体感应系

统［23］，已 有 研 究 证 明 CqsA/LuxS-HapR 系 统 通 过

HapR 直接激活核心基因簇和附属基因簇 hcp-vgrG
调节 VflT6SS2 的表达［12-13］。但 AphA 在河弧菌中是

否调控 VflT6SS2 尚不清楚。本研究通过检测野生

株和 aphA 缺失株（ΔaphA）中 T6SS 标志性组件 Hcp
的表达和分泌［24］，检测 VflT6SS2 核心基因簇和附属

基因簇代表基因 tssB2、hcp（tssD2）和 vgrG（tssI2）以

及群体感应调控子 HapR 的 mRNA 相对表达量以及

启动子活性，分析 AphA 对 VflT6SS2 的调控机制。

材料与方法

1. 菌株、质粒和培养条件：河弧菌 85003 作为

野生株，大肠埃希菌 SM10λpir 作为接合宿主株；瞬

时表达回补质粒 pMal-c2x，自杀质粒 pWM91，冷光

报告质粒 pBBRlux，蛋白表达质粒 pET28a（+），冷光

融合质粒 pVflT6SS2-lux、ptssD2a-lux、ptssD2b-lux 和

ptssI2a-lux，以上菌株和质粒均由本研究室保存；大

肠埃希菌感受态细胞 Top10 和 BL21（DE3）购自中

国北京康为世纪生物科技有限公司。本实验所用
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河弧菌均在含有 2% NaCl 的 LB 培养基中 30 ℃培

养，大肠埃希菌均在含有 1% NaCl 的 LB 培养基中

37 ℃常规培养。培养所需抗生素：氨苄青霉素（终

浓度为 100 µg/ml）、链霉素（终浓度为 100 µg/ml）。

2. 主要仪器和试剂：罗氏 LightCycle 96 实时荧

光定量 PCR 仪（瑞士罗氏公司），Bio-Tecan 分光光

度计（奥地利 TECAN 公司），BCATM蛋白质检测试剂

盒和 SuperScriptTM Ⅲ反转试剂盒（美国赛默飞世尔

科技公司），同源重组无缝克隆试剂盒（中国北京全

式金生物公司），Hcp 多克隆抗体血清（中国武汉

吉天朋生物科技公司），Crp 抗体（美国 BioLegend
公司），His-Bind® 纯化试剂盒（爱尔兰 Novegen 公

司）Western Blot Chemiluminescence HRP Substrate、

TB Green® Premix Ex TaqTM Ⅱ和限制性内切酶（日

本 TaKaRa 公司），引物均由中国北京擎科生物科技

公司合成。

3. 菌株构建和蛋白检测：

（1）ΔaphA 的构建：以野生株基因组为模板，用

引 物 对 aphA-F1-F-Sac Ⅰ/aphA-F1-R 和 aphA-F2-F- 
XhoⅠ/aphA-F2-R 分别扩增 aphA 基因的上、下游片

段，参照文献［25］通过搭桥 PCR 将其拼接一起，使

用同源重组无缝克隆试剂盒，将搭桥片段克隆于自

杀质粒 pWM91 的 SacⅠ/XhoⅠ位点，连接产物转入

感受态细胞 Top10，PCR 扩增鉴定筛选阳性克隆，提

取质粒进行测序获得 pWM-ΔaphA。将测序正确的

重组自杀质粒转入 SM10λpir，与野生株进行接合，

采用链霉素和氨苄青霉素双抗平板筛选接合子，并

在无盐的 10% 蔗糖 LB 平板上 22 ℃培养 48 h，单菌

落分别点种至链霉素抗性与氨苄青霉素抗性的平

板，挑选对氨苄青霉素敏感但对链霉素耐药的克隆

子，采用菌落 PCR 和测序验证 ΔaphA。

（2）aphA 回补株的构建：用引物对 aphA-NdeⅠ- 
F/aphA-XbaⅠ-R 扩增 aphA 基因的完整编码序列，纯

化酶切后，克隆于表达质粒 pMal-c2x 中，获得回补

质粒 pMal-aphA。将回补质粒转化进 SM10λpir，通

过接合转入 ΔaphA，获得 aphA 回补株。以 pMal-c2x
空质粒转入 ΔaphA 作为阴性对照。

（3）Hcp 的表达及分泌：将过夜培养的野生株、

ΔaphA 和 aphA 回补株转接（1∶100）至新鲜 LB 培养

基中，30 ℃振荡（220 rpm）培养至 A600 约为 0.20，收

集细菌上清液（15 ml/管）和细菌沉淀物（4 ml/管）。

细菌上清和沉淀的蛋白制备方法参照文献［11-12］。

使用 BCATM 蛋白质检测试剂盒测定蛋白质浓度，使

用Hcp抗体和Crp抗体（内参）进行Western Blot分析。

4. 转录水平的检测：

（1）RNA提取和实时荧光定量PCR（qRT-PCR）：

将过夜培养的野生株和 ΔaphA 转接（1∶100）至新鲜

LB 培养基中，30 ℃振荡培养至指定的细胞浓度，离

心收取细胞沉淀，参照文献［25］TRIzol 法提取总

RNA 并进行 cDNA 的合成，使用 TB Green® Premix 
Ex TaqTM Ⅱ 进 行 qRT-PCR。 引 物 名 称 及 序 列 见

表 1。未进行反转录的总 RNA 作为阴性对照，recA
作为内参基因。相对表达量=2-（ΔCt 目的基因-ΔCt 内参基因）。

（2）启动子融合冷光质粒的构建：采用 PCR 分

别扩增 tssD2a、ptssD2b 启动子区 myc 片段和 hapR 启

动子序列，产物纯化后，克隆到含有无启动子的冷

光报告质粒 pBBRlux 中，获得重组质粒 ptssD2amyc- 
lux、ptssD2bmyc-lux和phapR-lux。通过PCR对 tssD2b 
进行定点突变后构建重组质粒 ptssD2bmu1-lux 和 
ptssD2bmu2-lux，这些质粒在预测的 AphA 结合位点

中均含有 3 个碱基的突变。

（3）启动子活性检测：将含有启动子融合冷光

质粒的河弧菌株接种于新鲜 LB 培养基中 30 ℃振

荡（220 rpm）培养至平台期；一次转接（1∶100）至新

鲜 的 LB 培 养 基 ，培 养 至 对 数 生 长 期 ；二 次 转 接

（1∶1 000）至新鲜的 LB 培养基中并转入（200 µl/孔）

96 孔黑色培养板，使用 Bio-Tecan 分光光度计于每

小时检测每孔冷光值（Luminescence，Lux）和 A600，以

Lux/A600反映启动子活性［26］。

5. 蛋白与核酸的体外结合：

（1）AphA 蛋白的表达和纯化：扩增 aphA 基因

的完整编码序列，并在 BamHⅠ/HindⅢ位点克隆到

蛋 白 表 达 质 粒 pET28a 中 以 产 生 表 达 质 粒

pETaphA。将含有表达质粒 pETaphA 的大肠埃希菌

BL21（DE3）在 37 ℃下振荡培养至 A600 0.40~0.60，添

加异丙基-β-D-硫代半乳糖苷至终浓度 0.50 mmol/L
于 22 ℃诱导过夜。根据制造商的说明，使用亲和

色谱法 Ni 树脂纯化 6×His 标签的 AphA 蛋白。将洗

脱样品在 4 ℃下用 1 倍体积的磷酸盐缓冲液稀释

替换，20 817 g 离心 30 min 得到浓缩 AphA 蛋白。

（2）电 泳 迁 移 率 位 移 测 定（EMSA）：以 质 粒

phapR-lux 为模板，采用引物对 hapR-F/hapR-R 扩增

hapR-pro 的片段。在反应缓冲液（1 mmol/L MgCl2，

0.50 mmol/L EDTA，0.50 mmol/L DTT，50 mmol/L 
NaCl 和 10 mmol/L Tris-HCl，pH 7.50）中，将 20 ng 的

hapR-pro DNA 片段，100 ng BSA，100 ng dI-dC 和纯

化 的 AphA 蛋 白 混 合 在 20 µl 体 系 中 ，室 温 孵 育

30 min，参照文献［26］，在 6% 的非变形聚丙烯酰胺
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凝胶上分离，通过核酸染料 Gel-Red 染色可视化蛋

白和 DNA 片段的结合。

6. 统计学分析：采用 qRT-PCR 检测和启动子

活性检测，均设置 3 个生物学重复，采用非配对双

侧 t 检验，用 GraphPad Prism 8 软件绘图进行统计

学分析，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

结 果

1. 不同细胞生长密度下 aphA mRNA 丰度分析

和 AphA 对 Hcp 表达分泌的影响：采用 qRT-PCR 检

测 野 生 株 在 A600 0.15~0.75 之 间 不 同 生 长 状 态 下

aphA mRNA 的相对表达量以确定 AphA 的表达水

平，结果显示 aphA 的 mRNA 相对表达量随 A600 增加

而下降。A600 =0.15 时，aphA mRNA 的相对表达量最

高；A600 =0.75 时，aphA mRNA 的相对表达量非常低。

见图 1。在河弧菌中，AphA 的高表达水平在 LCD
状态。基于前期的研究，T6SS2 在 HCD 状态表达活

性较高［12］，因此，选取 A600=0.20 的细胞生长状态进

行后续实验研究。

表 1 PCR 引物序列

引物名称

缺失株构建

aphA-F1-F-SacⅠ
aphA-F1-R
aphA-F2-F-XhoⅠ
aphA-F2-R

回补质粒构建

aphA-NdeⅠ-F
aphA-XbaⅠ-R

qRT-PCR
tssB2-qPCR-Fa

tssB2-qPCR-Ra

hcp-qPCR-Fa

hcp-qPCR-Ra

vgrG-qPCR-Fb

vgrG-qPCR-Rb

hapR-qPCR-F
hapR-qPCR-R
recA-qPCR-Fa

recA-qPCR-Ra

表达质粒构建

aphA-BamHⅠ-F
aphA-HindⅢ-R

启动子融合冷光质粒构建

plux-tssD2 myc-SacⅠ-F
plux-tssD2-BamHⅠ-R
plux-tssD2b-SacⅠ-F
tssD2b-mu1-F
tssD2b-mu1-R
tssD2b-mu2-F
tssD2b-mu2-R
plux-hapR-SacⅠ-F
plux-hapR-BamHⅠ-R

EMSA 引物

hapR-F
hapR-R

序列（5'~3'）

CACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCGCCGTTCTTCTCGACCCG
TCCCTTTTTTCTGTTTATGACATGTCTTCAATCCAAATGG
CGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGCAATACCGCCTCGATGCC
TGGATTGAAGACATGTCATAAACAGAAAAAAGGGATGATGC

CACTTCACCAACAAGGACCATAGCATATGTCATTACCACACGTTATCC
GTCGCTGAACTGGACGCCATGGCGCACCACCACCACCACCACTAATCTAGA

TCAGAAGAGACGCCAGTAGAAGAG
CTTCACCCAGTTTGTTCTTCACTG
TCGGCGATTCATTCGTT
CAGTTCAACCGTCGTCATCT
GCATCTTCCAACTCAACAC
GTACACCAGCCCTTCTTC
CTGTCGCCACCGTGTTCAAC
GGCAATCTTCATTGGCCAGC
ACCGAGTCAACGACGATAAC
TGATGAACTGCTGGTGTCTC

GCAAATGGGTCGCGGATCCATGTCATTACCACAC
CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTTACGCCATGGCGTCCAG

CTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCCTTGCCCGACAAGCAAG
CCATTTTGCGGCCGCAACTAGAGGATCCGAGTTTGACCTTCGATAGAG
ACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCGTGCCACCTTTGGCTACGTT
GTTTATCGACTGACGAACTCATTAGCCTG
CAGGCTAATGAGTTCGTCAGTCGATAAAC
GCCCGATTTTACACGATAAATCGGGCTTTTTTG
CAAAAAAGCCCGATTTATCGTGTAAAATCGGGC
CGGAGCTCGTAGTGCTCAGTGATCTGCTG
CGGGATCCGATATCCGCATGACCACCAC

GACTCACTATAGGGCGAATTGG
TTGCCATCCATTTTGCGGC

注：a来源于文献［11］；b来源于文献［13］；其余为自行设计；EMSA：电泳迁移率位移测定
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Western Blot 结果显示，ΔaphA 上清与沉淀中

的 Hcp 的表达和分泌均明显高于野生株；导入回

补质粒 pMal-aphA 诱导表达后，Hcp 的蛋白量恢复

到野生株水平，该结果提示 AphA 抑制 Hcp 的表

达。见图 1。

2. AphA 在转录水平调控 VflT6SS2 的核心基因

簇 和 附 属 基 因 簇 的 表 达 ：为 分 析 AphA 对 
VflT6SS2 的 调 控 机 制 ，采 用 qRT-PCR 检 测

VflT6SS2 核 心 基 因 簇 tssB2 和 附 属 基 因 簇 hcp
（tssD2）和 vgrG（tssI2）的 mRNA 相对表达量。与野

生 株 相 比 ，ΔaphA 中 tssB2（t=5.69，P=0.005）、hcp
（tssD2）（t=24.10，P<0.001）和 vgrG（tssI2）（t=9.08，P<
0.001）的 mRNA 相对表达量明显升高。见图 2。

VflT6SS2 中，tssD2a、tssD2b 和 tssI2a 在野生株

中 的 启 动 子 活 性 相 对 较 高［13，26］。 为 进 一 步 明 确

AphA 对 VflT6SS2 核心基因簇和附属基因簇启动子

水平的表达调控，将 VflT6SS2 核心基因簇、附属基

因簇 tssD2a、tssD2b 和 tssI2a 的启动子融合冷光质粒

pVflT6SS2-lux、ptssD2a-lux、ptssD2b-lux 和 ptssI2a-lux

分别转入 ΔaphA 中。结果显示，与野生株相比，

ΔaphA 中 VflT6SS2 核心基因簇（t=6.30，P=0.003）、

附 属 基 因 簇 tssD2a（t=7.46，P=0.002）和 tssI2a（t=
5.88，P=0.004）的启动子活性均升高，tssD2b 的启动

子活性明显下降（t=35.88，P<0.001）。见图 3。提

示 AphA 在启动子水平抑制 VflT6SS2 核心基因簇

和附属基因 tssD2a 和 tssI2a 的转录，激活附属基因

tssD2b 的转录。

3. AphA 对附属基因 tssD2a 和 tssD2b 的 myc 区

（-228 bp 至起始密码子）启动子活性的影响：对

tssD2a 和 tssD2b 启动子区（-335 bp 至起始密码子）

分析显示，从-228 bp 到起始密码子的序列仅有

4 bp 的差异；而-335 bp~-229 bp 的 107 bp 序列同

源性只有 26%。见图 4。将 myc 区启动子融合冷光

报告质粒 ptssD2amyc-lux 和 ptssD2bmyc-lux 分别转

入野生株和 ΔaphA。结果显示，ΔaphA 中 tssD2a（t=
4.29，P=0.013）和 tssD2b（t=6.27，P=0.003）myc 区启

动子活性均高于野生株。见图 4。提示 AphA 对

tssD2a 和 tssD2b 的 myc 区（-228 bp 至起始密码子）

注：WT：野生株；ΔaphA：缺失株；ΔaphA/pMal-c2x：aphA 回补株阴性对照；ΔaphA/pMal-aphA：aphA 回补株

图 1　河弧菌不同生长状态下 aphA 的 mRNA 相对表达量和 aphA 对 VflT6SS2 Hcp 蛋白表达分泌水平的影响

图 2　河弧菌野生株（WT）和 aphA 缺失株（ΔaphA）中 tssB2、hcp（tssD2）和 vgrG（tssI2）的 mRNA 相对表达量

图 3　河弧菌野生株（WT）和 aphA 缺失株（ΔaphA）中 VflT6SS2 核心基因簇、tssD2a、tssD2b 和 tssI2a 的启动子活性检测
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启动子活性呈负向调控。

4. AphA 对附属基因 tssD2b 启动子区（-335 bp~
-229 bp）启动子活性的影响：由于 AphA 在河流弧

菌和霍乱弧菌中的序列同源性高达 93%，因此参考

AphA 在 霍 乱 弧 菌 中 报 道 的 共 用 基 序“TATGCA- 
N6-TNCNNA”对 tssD2a 和 tssD2b 的启动子区域中序

列 差 异 较 大 的 107 bp（-335 bp~-229 bp）进 行 分

析［27］，结 果 显 示 ，在 tssD2b 启 动 子 区 的 -335 bp~
-229 bp 中有 2 个潜在 AphA 结合位点（图 4），将其

中的保守位点 ATG（红色）替换为 CGA，构建启动子

融 合 冷 光 质 粒 ptssD2bmu1-lux 和 ptssD2bmu2-lux，

转入河弧菌野生株中。启动子活性测定结果显示，

与 野 生 株 中 tssD2b 启 动 子 活 性 相 比 ，突 变 后

tssD2bmu1 （t=22.94，P<0.001） 和 tssD2bmu2 （t=
11.61，P<0.001）的启动子活性均下降。见图 5。提

示 AphA 在 tssD2b 启动子区的-335 bp~-229 bp 存

在 2 个直接结合位点，AphA 可能直接与这 2 个位点

结合参与 tssD2b 的正向调控。

5. AphA 在转录水平上抑制 hapR 的表达：为明

确 AphA 对 VflT6SS2 的调控是否依赖于 hapR，对野

生株和 ΔaphA 中 hapR 的 mRNA 相对表达量进行检

测，并构建 phapR-lux 质粒，转入野生株和 ΔaphA
中 ，对 hapR 启 动 子 活 性 进 行 检 测 。 结 果 显 示 ，

ΔaphA 中 hapR 的 mRNA 相 对 表 达 量（t=7.24，P=

0.002）和启动子活性（t=37.65，P<0.001）均高于野

生株。见图 6。提示 AphA 在转录水平上抑制 hapR
的表达。在 hapR 启动子序列预测到 1 个 AphA 结

合位点，EMSA 结果显示，在含有 20 ng hapR-pro 的

反应混合物中加入 100 nmol/L AphA 蛋白时，可观

察到 1 条迁移率较慢的阻滞条带，随 AphA 蛋白浓

度的增加（>100 nmol/L），阻滞条带强度增强，同时

游离的 hapR-pro 亮度减弱。见图 6。提示 AphA 与

hapR-pro 的直接结合。

讨 论

T6SS 是革兰阴性细菌中新发现的一种蛋白质

分泌系统，通过影响定植竞争、毒力和应激反应等

多种生理功能，广泛参与细菌的致病性和环境生存

适 应 性［8，10］。 前 期 研 究 表 明 ，河 弧 菌 的 CqsA/
LuxS-HapR 群体感应回路利用 LuxO 和 HapR 来协

调 VflT6SS2 的表达，即在 LCD 状态下被 LuxO 抑制，

在 HCD 状 态 下 被 HapR 激 活［12］。 本 研 究 证 明

VflT6SS2 在 LCD 状态下的表达受到 AphA 的负向调

控，该调控通过 AphA 在转录水平抑制 VflT6SS2 的

核心基因簇和附属基因簇 tssD2a 和 tssI2a 的表达来

实现的。对 VflT6SS2 的核心基因簇和附属基因簇

tssD2a 和 tssI2a 的启动子序列分析，没有预测到潜

注：WT：野生株；ΔaphA：缺失株

图 4　AphA 调控附属基因 tssD2a 和 tssD2b 的 myc 区（-228 bp 至起始密码子）的启动子活性
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在 AphA 结合位点。群体感应调控子 HapR 可以直

接 与 VflT6SS2 的 核 心 基 因 簇 及 附 属 基 因 簇

hcp-vgrG（tssD2-tssI2）的启动子区结合发挥正向调

控的作用［12-13］，因此，AphA 对 VflT6SS2 的抑制作用

可能是通过 HapR 实现的间接调控。本研究结果证

明 AphA 在转录水平上通过直接与 hapR 的启动子

区结合抑制 HapR 的表达，间接参与对 VflT6SS2 的

核心基因簇和附属基因簇的调控。另外，LuxO 位

于群体感应级联反应 AphA 的上游，通过磷酸化后

激 活 小 RNA 而 进 一 步 激 活 AphA 的 表 达 ，推 测

LuxO 抑制 VflT6SS2 的表达是通过激活 AphA 来实

现的。

在野生株中附属基因 tssD2a 和 tssD2b 的 myc 区

（-228 bp 至起始密码子）的启动子活性均要低于其

全长的启动子活性，这表明在 tssD2a 和 tssD2b 截短

的前 107 bp（-335 bp~-229 bp）可能有其他调控子

的参与。VasH 是霍乱弧菌 T6SS 核心基因簇编码

的一种增强结合蛋白，hcp（tssD2）启动子已被证明

属于 RpoN 型，它的转录依赖于 σ54，IHF 和增强结合

蛋白（VasH）的辅助［28-29］。推测在附属基因 tssD2a
和 tssD2b 启动子区-335 bp~-229 bp 存在 VasH 的

结 合 位 点 。 将 截 短 的 质 粒 ptssD2amyc-lux 和

ptssD2bmyc-lux 分别导入到 ΔvasH 缺失株中，结果

显示启动子活性明显低于其在野生株的活性（数据

未展示）。目前 VasH 对 hcp（tssD2）的调控并未完全

明确，仍有待进一步的确认。

本研究结果显示，河弧菌 AphA 在 LCD 状态下

通过抑制 hapR 的表达间接抑制 VflT6SS2 的核心基

因簇及附属基因簇 hcp-vgrG（tssD2-tssI2）的表达。

AphA 可以直接结合附属基因 tssD2b 启动子区而增

强 tssD2b 的 表 达 。 AphA 对 附 属 基 因 tssD2a 和 
tssD2b 完全相反的调控模式，提示 tssD2a 和 tssD2b
可能在不同的生长状态下发挥不同的生理功能；

AphA 对 hcp（tssD2）这 种 精 密 的 调 控 模 式 提 示

VflT6SS2 和 Hcp 网络系统调控的复杂性。
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