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摘 要：以果聚糖蔗糖酶(sucrose-6-fructosyltransferase, SacB)为基础的双交换同源重组技术虽常用

于革兰氏阴性菌基因组编辑，但其负筛选效率在不同菌株间常存在显著差异，部分菌株因代谢特

性或基因组组成差异导致效率低下。【目的】构建基于 VI 型分泌系统(T6SS)效应蛋白 Txe1 的新

型负筛选体系，以提升无痕基因组编辑效率。【方法】改造传统自杀质粒 pDM4，引入卡那霉素

抗性基因，获得衍生质粒 pDM4K；再以阿拉伯糖诱导型 Txe1 毒素 C 端结构域表达盒 (araC-

PBAD::txe1CTD)替换质粒中的 sacB 基因，构建新型负筛选质粒 pTL1010。以杀鱼爱德华氏菌 FC2 株

毒力相关基因 tssB 为靶点，系统比较 Txe1 与 SacB 系统的负筛选效率。【结果】阿拉伯糖诱导

下，Txe1 系统的负筛选效率达 91.1% (假阳性率 8.9%)，显著优于传统 SacB 系统 (假阳性率

100%，P<0.01)。【结论】新型 Txe1 负筛选质粒 pTL1010 显著提高了杀鱼爱德华氏菌的无痕基因

编辑效率，为革兰氏阴性菌精准遗传操作提供了高效新工具。
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Abstract: Double-crossover homologous recombination using the SacB negative selection system 
is commonly employed for genome editing in Gram-negative bacteria. However, its negative 
selection efficiency varies significantly across strains, being frequently compromised by 
differences in metabolic characteristics or genomic composition. [Objective] To develop a novel 
counterselection system based on the type VI secretion system (T6SS) effector Txe1 to enhance the 
efficiency of seamless genome editing. [Methods] We first modified the conventional suicide 
plasmid pDM4 by introducing a kanamycin resistance gene, generating the derivative plasmid 
pDM4K. Subsequently, we replaced sacB with an L-arabinose-inducible expression cassette 
encoding the C-terminal domain of Txe1 (araC-PBAD::txe1CTD), constructing a novel counterselection 
plasmid pTL1010. Using the virulence gene tssB of Edwardsiella piscicida FC2 as the target, we 
systematically evaluated and compared the counterselection efficiency of the Txe1 system with that 
of the conventional SacB system. [Results] Under induction with L-arabinose, the Txe1-based 
counterselection system achieved the efficiency of 91.1% (false-positive rate of 8.9%), 
outperforming the SacB system which had a false-positive rate of 100% (P<0.01). [Conclusion] 
The newly developed Txe1-based counterselection plasmid pTL1010 significantly enhances the 
efficiency of seamless genome editing in E. piscicida and provides a highly effective tool for 
precise genetic manipulation in Gram-negative bacteria.
Keywords: counterselection marker; type VI secretion system; Txe1 toxin; double-crossover 
homologous recombination; Edwardsiella piscicida

基因组精准编辑技术对于阐明病原菌致病

机制及开发减毒活疫苗至关重要。基于自杀载

体的双交换同源重组技术通过 2 次精确重组实

现靶基因无痕替换，因其无外源序列残留的特

性，在毒力因子功能鉴定及疫苗工程菌构建中

仍具有不可替代的优势[1-2]。然而，该技术的效

率受限于负筛选标记的可靠性[3-4]。SacB 系统作

为经典负筛选标记，依赖 SacB 在蔗糖存在时催

化果聚糖合成，通过渗透压应激诱导细胞裂

解[5-6]。然而，由于该系统对代谢途径的依赖性，

导致其在部分革兰氏阴性菌中的筛选效率偏低，

在副猪嗜血杆菌(Glaesserella parasuis)等病原菌

中均有报道[7]，进一步表明开发新型负筛选策略

的必要性。

近年来，基于细菌分泌蛋白毒素的负筛选

策略因其强效杀菌特性受到关注[8]。与 SacB 依

赖宿主代谢途径不同，这些毒素蛋白可直接靶

向细胞必需组分(如 DNA、细胞膜或翻译系统)，

通过不可逆损伤实现高效筛选[9-10]。本研究选择

了杀香鱼假单胞菌(Pseudomonas plecoglossicida) 
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XSDHY-P VI 型 分 泌 系 统 (type VI secretion 

system, T6SS) 的 毒 素 Txe1， 其 C 端 结 构 域

(Txe1CTD)具有核酸酶活性，可诱导宿主细胞死

亡[11]。然而，毒素的组成型表达可能导致质粒

不稳定或宿主细胞提前裂解，限制了其实际应

用。阿拉伯糖诱导型启动子及其调控元件因其

低泄漏表达和高诱导效率的特性[12]，为毒素基

因的精准调控提供了理想工具[8,13]。通过将毒

素表达严格限制在筛选阶段，可有效平衡质粒

稳定性与筛选压力，避免背景毒性对实验的

干扰。

本研究针对杀鱼爱德华氏菌 (Edwardsiella 

piscicida) FC2 株中 SacB 系统筛选效率低的问

题，构建了以 T6SS 效应蛋白 Txe1 为负筛选标

记的新型自杀质粒系统。通过将 Txe1CTD 编码序

列置于受 L-阿拉伯糖诱导的 araBAD 启动子

(PBAD)下游，实现毒素表达的精准时序控制设

计：接合转移阶段可维持低表达以保障质粒稳

定性，而在负筛选阶段可通过外源添加阿拉伯

糖激活杀伤功能。该系统通过阿拉伯糖诱导调

控机制，以期为解决传统 SacB 系统在杀鱼爱

德华氏菌中筛选效率低下的问题提供新的技术

路径。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　菌株与培养条件

本研究所用菌株及质粒如表 1 所示。杀鱼

爱德华氏菌 FC2 株分离自印度地区养殖的淡水

鱼类，具有氯霉素抗性表型。该菌株由挪威生

命科学大学 Rakesh Das 博士惠赠，并通过特异

性引物对 EPF/EPR[15]进行 PCR 扩增验证。杀鱼

爱德华氏菌培养于 28 ℃胰蛋白胨大豆肉汤

(tryptic soy broth, TSB) 或胰蛋白胨大豆琼脂

(tryptic soy agar, TSA) 培 养 基 中 。 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli) S17-1 λpir 菌株用于质粒构建和

接合转移实验，培养于 37 ℃ LB 培养基中。培养

基中根据需要添加以下抗生素：氨苄青霉素(Amp，

100 μg/mL)、卡那霉素(Kan，50 μg/mL)、氯霉素

(Cam，30 μg/mL)。负筛选实验中，pDM4K 系统

使用质量体积分数 5% 蔗糖，pTL1010 系统使用

质量体积分数 0.4% 的 L-阿拉伯糖。

1.2　主要试剂

氨苄青霉素、卡那霉素、氯霉素和蔗糖，

生工生物工程(上海)股份有限公司；培养基，青

岛高科技工业园海博生物有限公司；L-阿拉伯

糖，Sigma-Aldrich 公司；2×ES Taq Master Mix、

表1　本研究所用菌株及质粒

Table 1　Bacterial strains and plasmids used in this study

菌株与质粒
Strains and plasmids
Edwardsiella piscicida

FC2
ΔtssB

Escherichia coli
S17-1 λpir

Plasmids
pK18mobSacB
pTxe1CT
pDM4
pDM4K

pTZ1010

pTZ1010-ΔtssB

说明
Description

Wild type strain isolated from freshwater fish; Camr

TssB knockout of strain FC2; Camr

Strain for conjugation of π-requiring plasmids, carrying the λpir gene

Suicide vector with sacB counterselection gene; Kanr

Expression vector with arabinose-inducible T6SS toxin Txe1 from P. plecoglossicida
Suicide vector with sacB gene; oriR6K; Camr

pDM4 derivative with chloramphenicol resistance gene replaced by kanamycin 
resistance gene; Kanr

pDM4K derivative with sacB and upstream promoter replaced by araC-PBAD::txe1CTD 
from pTxe1CT; Ampr

pTZ1010 vector containing tssB homologous arms; Kanr

来源
Source

Laboratory stock
This study

[11]

[11]
[11]
[14]
This study

This study

This study
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DNA 提取试剂盒，江苏康为世纪生物科技股份

有限公司；限制性内切酶 (SalI-HF、SpeI-HF)、

T4 DNA 连接酶、Gibson Assembly® Master Mix

及 Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix，NEB

公司；FastPure Plasmid Mini Kit，南京诺唯赞生

物科技股份有限公司。

1.3　引物设计及合成

本研究所用引物如表 2 所示，均由上海捷

瑞生物工程有限公司合成。

1.4　自杀质粒 pTL1010 的构建及验证

1.4.1　pDM4K 载体的构建

鉴于杀鱼爱德华氏菌 FC2 株对氯霉素具有

表2　本研究所用引物

Table 2　Primers used in this study

引物名称
Primers name

pDM4-F

pDM4-R

Kan-F

Kan-R

pDM4K-F

pDM4K-R

Txe1-F

Txe1-R

tssB-Seq-F

tssB-Seq-R
tssB-US-F

tssB-US-R

tssB-DS-F

tssB-DS-R

Vec-Ins-F
Vec-Ins-R
tssB-US-inter
tssB-DS-inter
tssB-del-F
tssB-del-R
etfD-F
etfD-R
EPF
EPR

引物序列
Primer sequences (5′→3′)

CCTTCTTGACGAGTTCTTCTGATTTTT
TTAAGGCAGTTATTGGTG
CCCTGAGTGCTTGCGGCAACGTCTCA
TTTTCGCCAAAAGT
AAAATGAGACGTTGCCGCAAGCACTC
AGGGCGCAA
CAATAACTGCCTTAAAAAAATCAGAA
GAACTCGTCAAGAAGGCG
GCTTGCGGAAACAAATAAAAACGCA
AAAGAAAATGCCGATATC
GTCATAATTGGTAATGGGTTAAAAAG
GATCTTAAGGCCT
TTTAACCCATTACCAATTATGACAACT
TGACGGCTACATCATTC
TTTGCGTTTTTATTTGTTTCCGCAAGC
CCCCAGT
CAGCGGTCAACCGACTGCG

CTGCGGCTCATAAAGCTGCC
CGCACTAGTAAGCGTATGCTGATCGCT
AAGCAA
TGTTCGCTCATGGCATGAAGTCATCTC
CGTAACATTTCTTACAAC
GATGACTTCATGCCATGAGCGAACAG
AACTTGCCA
AATGTCGACTGTGAGATCTCCTCCAG
CAGGAACA
GGGATGTAACGCACTGAGAA
TCCAGTGGCTTCTGTTTCTATC
CGGATAGTCGAGATTGGAATGAA
TCATGCATAATGGCGGAGAG
GAAAGCAAGCAGCATACGTTGGA
TTTCAGCTTGGGAAGCGGAGTCG
GGTAACCTGATTTGGCGTTC
GGATCACCTGGATCTTACC
CTTTGATCATGGTTGCGGAA
CGGCGTTTTCTTTTCTCG

描述
Description

To amplify the resistance gene 
replacement from pDM4

To amplify the kanamycin 
resistance gene fragment from 
pK18mobSacB

To amplify the suicide plasmid 
vector pDM4K

To amplify the arabinose-
induced lethal gene fragments

To amplify DNA fragments of 
tssB and its flanking regions 
from E. piscicida KE5
To amplify the upstream 
fragment of tssB for overlap PCR

To amplify the downstream 
fragment of tssB for overlap PCR

To target the backbone of pDM4
K/pTL1010
To test whether the tssB gene 
was successfully knocked out
To detect the presence of tssB 
gene
To verify E. piscicida strains

To identify E. piscicida strains

退火温度
Annealing 
temperature (℃)

60

60

60

60

60

60

60

55

55

55

55

58

产物大小
Product size 
(bp)

6 381

1 172

5 644

1 671

3 091

561

547

1 430

386/893

162

445

130

限制性酶切位点已加下划线标注。

Restriction sites are underlined.
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天然抗性，本研究首先将 pDM4 衍生为卡那霉

素抗性载体 pDM4K。以 pK18mobSacB 为模板，

用 Kan-F/R 引物扩增卡那霉素抗性基因(kanR)及

其上游启动子序列。PCR 反应体系 (50 µL)：

2×Phanta Max Master Mix (p515) 25 µL，Kan-F/R

引物(10 µmol/L)各 2 µL，DNA 模板(约 100 ng) 

1 µL，ddH2O 20 µL。PCR 反应条件：95 ℃预变

性 30 s；95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 15 s，72 ℃

延伸 1 min，共 33 个循环；72 ℃终延伸 5 min。

利用 Gibson Assembly 克隆技术将该片段与

pDM4-F/R 线性化的 pDM4 骨架连接，替换原有

的氯霉素抗性基因(camR)及其启动子区，获得自

杀质粒 pDM4K。通过卡那霉素抗性筛选阳性克

隆，并经 PCR 验证和测序确认插入序列的正确性。

1.4.2　pTL1010 载体的构建

采 用 Gibson Assembly 克 隆 方 法 ， 将

pDM4K 质粒上的 sacB 基因及其上游启动子片

段替换为从质粒 pTxe1CT 上扩增得到的 araC-

pBAD::txe1CTD 片段，构建 pTL1010 质粒。具体

步骤如下：首先，使用引物 pDM4K-F/R 线性化

pDM4K 载体；同时，以 pTxe1CT 为模板，通过

引物对 Txe1-F/R (序列见表 2)扩增 araC-pBAD::

txe1CTD 片段。该片段包含阿拉伯糖调控元件

araC-PBAD 和来自杀香鱼假单胞菌 XSDHY-P 菌

株的 T6SS 效应蛋白结构域 Txe1CTD。其中，

araC-PBAD 用于精确控制毒素表达，而 Txe1CTD

的核酸内切酶活性可导致宿主 DNA 不可逆降

解[11]。将构建完成的 pTL1010 质粒通过热激法

转化至大肠杆菌 S17-1 λpir 感受态细胞，筛选阳

性克隆并进行验证，包括 PCR 测序确认插入序

列的正确性，以及在含质量体积分数 0.4% 的 L-

阿拉伯糖的 LB 平板上验证毒素表型。

1.4.3　pTL1010 质粒的构建策略

本研究首先通过 Gibson Assembly 克隆技术

将 pDM4 质粒中的氯霉素抗性基因替换为来自

pK18mobSacB 的卡那霉素抗性基因，成功构建

了衍生质粒 pDM4K。随后，利用相同方法将

pDM4K 中的蔗糖负筛选标记基因(sacB)替换为

阿拉伯糖诱导型 Txe1 毒素表达盒 araC-PBAD::

txe1CTD，最终获得自杀质粒 pTL1010 (图 1)。该

质粒通过 AraC/PBAD 系统实现对毒素表达的严格

调控，仅在阿拉伯糖诱导条件下激活毒性效应。

sacB

sacB

camR

camR

kanR
araC

txe1CTD

Txe1

kanR

kanRkanR

araC

araC-PBAD::txe1CTD

araC-P
BAD ::txe1 CTD

sacB

sacB promoter and

control region

sacB promoter

pDM4

7 104 bp

pK18mobsacB

5 719 bp

Promoter

PCR

araBAD

araBAD

pTxelCT

4 465 bp

PCR

Promoter

gene

gene

(1) Replacement of

(2) Replacement of

pDM4K

7 481 bp
pTL1010

7 265 bp

Promoter Promoter

图1　pTL1010质粒构建全过程示意图

Figure 1　Schematic diagram of the construction process of pTL1010 plasmid.
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1.5　比较 pDM4K 和 pTL1010 在杀鱼爱

德华氏菌基因敲除中的应用

1.5.1　同源重组质粒的构建

从 NCBI GenBank 数据库获取杀鱼爱德华氏

菌 KE5 菌株基因组序列 (GenBank 登录号为

CP090967.1)，作为参考设计引物，扩增 tssB 基

因及其上、下游共约 1 200 bp 的片段(基因组位

置：2 556 888−2 559 978 bp)，PCR 反应体系

(50 µL)：2×Phanta Max Master Mix (p515) 25 µL，

tssB-US-F/R 或 tssB-DS-F/R 引物 (10 µmol/L)各

2 µL，DNA 模板(约 100 ng) 1 µL，ddH2O 20 µL。

PCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性

15 s，60 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 30 s，共 35 个

循环；72 ℃终延伸 5 min。使用引物对 tssB-Seq-

F/R 对 FC2 菌株基因组中相应片段进行 PCR 扩

增和测序。根据测序结果，设计引物对 tssB-US-

F/R 和 tssB-DS-F/R，分别扩增 FC2 菌株 tssB 基

因上、下游同源臂。通过重叠 PCR (overlap 

PCR)方法融合上、下游同源臂，获得 tssB 基因

敲除盒。将融合片段经 SalI-HF 和 SpeI-HF 双酶

切后，克隆至经相同酶切处理的载体 pDM4K 和

pTL1010 中，分别获得同源重组质粒 pDM4K-

ΔtssB 和 pTL1010-ΔtssB，并转化至 E. coli S17-1 

λpir 感受态细胞。使用引物对 Vec-Ins-F/R (靶向

质粒骨架片段)及 tssB-US-inter/tssB-DS-inter (分

别靶向 tssB 基因上、下游同源臂内部)筛选阳性

转化子，并通过测序验证敲除盒片段的准确性。

1.5.2　质粒接合转移及同源重组双交换

将携带 pDM4K-ΔtssB 或 pTL1010-ΔtssB 质

粒的 E. coli S17-1 λpir 菌株(供体菌)在含卡那霉

素的 LB 液体培养基中 37 ℃、180 r/min 培养

12 h，然后以 1:100 的比例接种到新鲜 LB 培养

基中，培养至对数中期(OD600≈0.6)。同时，将杀

鱼爱德华氏菌 FC2 (受体菌)在 TSB 培养基中培

养至对数期。分别收集菌液并用无菌 PBS 洗涤，

将供体菌和受体菌按 2:1 的比例混合，取 100 μL

混合菌液点种于 LB 琼脂平板上，28 ℃培养

24 h 进行接合。将接合后的菌膜刮下，用 PBS

重悬并进行 10 倍梯度稀释，取 100 μL 涂布于含

卡那霉素和氯霉素的 TSA 平板上。随机挑选单

菌落，接种至含有 900 μL TSB 液体培养基的

1.5 mL EP 管中培养 5 h，该培养基中添加了卡

那霉素和氯霉素。分别使用杀鱼爱德华氏菌特

异性引物 etfD-F/R[16]、质粒骨架引物 Vec-Ins-F/

R 及同源臂引物 tssB-inter-US/tssB-inter-DS 进行

PCR 鉴定。若 etfD-F/R 扩增结果为阳性，且

Vec-Ins-F/R 扩增显示 1 430 bp 条带，同时 tssB-

inter-US/tssB-inter-DS 扩增获得 386 bp (融合片

段)和 893 bp (野生型基因组) 2 个条带，则表明

敲除质粒已通过同源重组整合到宿主基因组中

(第一次同源重组)。

根据第一次同源重组结果，随机选取 3 管

含有 pTL1010-ΔtssB 或 pDM4K-ΔtssB 质粒的杀

鱼爱德华氏菌接合子，分别划线接种于质量体

积分数 0.4% 的 L-阿拉伯糖(pTL1010 组)或 5%

蔗糖(pDM4K 组)的 TSA 平板上进行负筛选(第

二次同源重组)。每个转接合子划线于一个平板

上。从每个平板上随机挑选 15 个单菌落，接种

至 TSB 培养基中，28 ℃、180 r/min 振荡培养

4 h。使用引物 tssB-US-inter/tssB-DS-inter 进行

PCR 扩增，检测是否发生第二次同源重组。若

扩增获得 386 bp 和 893 bp 两个条带，表明未发

生第二次同源重组；若获得单一 893 bp 条带，

表明第二次同源重组未发生链交换，基因组序

列未变化仍为野生型；若获得单一 386 bp 条带，

则为敲除株 ΔtssB。同时，使用引物 tssB-del-F/R

对筛选的菌落进行 PCR 验证，因 tssB 基因被敲

除，所以 PCR 验证无条带。

1.6　敲除株的毒力表型验证

参照已建立的人工感染模型[17]，评估杀鱼

爱德华氏菌 FC2 ΔtssB 突变株的毒力。从市场购

买健康斑马鱼(体重约 0.4 g)，在实验室水族箱中

驯养一周，水温维持在(28±1) ℃，每日更换 1/3

体积的水并投喂适量商业饲料。将 FC2 野生型

菌株(WT)和 ΔtssB 突变株分别接种至 TSB 培养
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基中，在 28 ℃、180 r/min 条件下培养 10 h 至对

数 期 (OD600≈0.8)， 用 PBS 洗 涤 后 重 悬 至 约

3×105 CFU/mL。将斑马鱼随机分为 3 组(每组

30 尾)，通过微量注射技术腹腔注射 10 μL 细菌

悬液或 PBS (对照组)。将斑马鱼随机分为 3 组

(每组 30 尾)：WT 组、ΔtssB 突变株组和 PBS 对

照组。通过微量注射技术腹腔注射 10 μL 细菌悬

液或 PBS。注射后，将斑马鱼置于 28 ℃水族箱

中观察 10 d，每日记录死亡率及发病情况。对

发病或死亡的斑马鱼进行拍照记录，并取肝脏

组织进行病原菌分离鉴定。实验结束后，绘制

累积死亡率曲线，并统计分析各组间的差异。

本次动物实验得到浙江海洋大学实验动物伦理

委员会审查，审批号为 2025058。

1.7　统计分析

同源重组效率定义为阳性菌落数占总筛选

菌落数的百分比。同源重组效率及负筛选效率

采用独立样本 t 检验分析。毒力实验中，各组斑

马鱼的累积死亡率以生存曲线表示，采用 log-

rank 检验比较 WT 组、ΔtssB 组和 PBS 对照组之

间的生存差异。所有统计分析均使用 GraphPad 

Prism (v8.0)软件完成，显著性水平设定为 P<0.05。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　pTL1010 质粒的毒素诱导表达表型

验证

为 验 证 Txe1 毒 素 表 达 的 可 控 性 ， 将

pTL1010 空载体转化至大肠杆菌 S17-1 λpir 感受

态细胞中进行表型分析。结果显示，在仅含卡那

霉素(50 μg/mL)的 TSA 平板上，携带 pTL1010

的菌株正常生长(图 2A)；而在同时含卡那霉素

和质量体积分数 0.4% 的 L-阿拉伯糖的 TSA 平

板上，菌株生长受到显著抑制(图 2B)。阴性对

照(未携带质粒的大肠杆菌 S17-1 λpir)在含卡那

霉素的平板上不生长(图 2C)，但在质量体积分数

0.4% 的 L-阿拉伯糖的平板上正常生长(图 2D)。

上述结果表明， pTL1010 携带的 araC-PBAD::

txe1CTD 系统可有效实现阿拉伯糖诱导的毒素表

达调控。上述结果表明，pTL1010 携带的 araC-

PBAD::txe1CTD 系统可有效实现阿拉伯糖诱导的毒

素表达调控。

2.2　第一次同源重组效率比较

通过双亲接合转移法，将携带 pDM4K-

ΔtssB 或 pTL1010-ΔtssB 质粒的大肠杆菌 S17-1 

λpir 供体菌与杀鱼爱德华氏菌 FC2 受体菌进行

共培养。从接合后菌苔涂板中随机挑选 22 个克隆

进行 PCR 鉴定，结果显示所有克隆的 etfD-F/R 扩

增均为阳性，且 Vec-Ins-F/R 扩增显示 1 430 bp

BA

DC

图2　阿拉伯糖诱导的Txe1毒素表达调控在大肠杆菌

S17-1 λpir中的验证。A：仅含卡那霉素(50 μg/mL)

的TSA平板；B：同时含卡那霉素和质量体积分数

0.4%的L-阿拉伯糖的TSA平板；C：阴性对照，即

未携带质粒的大肠杆菌S17-1 λpir在含卡那霉素的

平板上的生长情况；D：仅含质量体积分数0.4%的

L-阿拉伯糖的TSA平板的生长情况。

Figure 2　Verification of the expression regulation of 

arabinose-induced Txe1 toxin in Escherichia coli S17-1 

λpir. A: TSA plate containing kanamycin (50 μg/mL) 

only; B: TSA plate containing kanamycin and 0.4% 

(W/V) L-arabinose; C: Negative control, E. coli S17-1 

λpir without plasmid does not grow on kanamycin 

plate; D: Growth status on TSA plates containing only 

0.4% (W/V) L-arabinose.
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条带，同时 tssB-US-inter/tssB-DS-inter 扩增获得

386 bp (融合片段)和 893 bp (野生型基因组) 2 个

条带(图 3)。两组质粒的接合效率无显著差异，

表明将 sacB 替换为 araC-PBAD::txe1CTD 未显著影

响质粒的转移或基因组整合效率。

2.3　第二次同源重组效率比较

本研究通过平行实验比较了 Txe1 毒素系统

(pTL1010-ΔtssB)与 SacB 系统(pDM4K-ΔtssB)的
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M 3 6 9 12 15 18  21 NCP2019171614131110875421

M 3 6 9 12 15 18  21 NCP2019171614131110875421

M 3 6 9 12 15 18  21 NCP2019171614131110875421

图3　pTL1010-ΔtssB与pDM4K-ΔtssB组第一次同源重组的PCR验证。A：pTL1010-ΔtssB组PCR验证结果；

B：pDM4K-ΔtssB组PCR验证结果。两图中，上行为Vec-Ins-F/R引物扩增结果；下行为tssB-US-inter/tssB-

DS-inter物扩增结果。泳道M：DL2000 DNA marker；泳道1−21：测试菌落；P：阳性对照(pDM4K-ΔtssB

质粒)；C：空白对照(无质粒的FC2野生株)；N：阴性对照(ddH2O)。

Figure 3　PCR validation of the first homologous recombination in pTL1010-ΔtssB and pDM4K-ΔtssB groups. 

A: PCR validation results of the pTL1010-ΔtssB group; B: PCR validation results of the pDM4K-ΔtssB group. In 

both panels, the top row represents PCR amplification using the Vec-Ins-F/R primers; The bottom row represents 

PCR amplification using the tssB-US-inter-F/tssB-DS-inter-R primers. Lane M: DL2000 DNA marker; Lanes 

1 − 21: Tested colonies; P: Positive control (pDM4K- ΔtssB plasmid); C: Blank control (FC2 wild type strain 

without plasmid); N: Negative control (ddH2O).
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二次同源重组效率。每组设置 3 个独立生物学重复

(n=3×15)，分别在 0.4% L-阿拉伯糖(pTL1010 组)

和蔗糖(pDM4K 组)条件下进行负筛选，由于蔗

糖浓度的高低可能影响 SacB 系统的筛选效率，

因此本研究分别在蔗糖浓度为 5%、10% 及 20%

的条件下进行第二次同源重组。假阳性率定义

为未发生二次重组的菌落数占总检测菌落数的

比例。实验结果显示，采用 tssB-US-inter/tssB-

DS-inter 引物扩增，pTL1010 组每个重复中少于

2 个菌落显示出未完成第二次同源重组的特征

(图 4)，而 pDM4K (5%、10%、20%)组全部菌落

均显示出该特征(图 5)。pTL1010 组的第二次重

组阳性率为(91.1±6.3)%，显著高于 pDM4K 组

(5%、10%、20%)的 0 (P<0.01) (图 6)。此外，靶

向 tssB 基因的 tssB-del-F/R 引物扩增结果进一步

证实，未显示 162 bp 单条带的菌落为 ΔtssB 缺

失株(图 7)。这些结果表明，Txe1 毒素系统显著

提高了负筛选效率，降低了假阳性率。

2.4　ΔtssB 的毒力表型

为了验证 tssB 基因敲除对杀鱼爱德华氏菌

毒力的影响，开展了斑马鱼的人工感染实验。

实验设 PBS 对照组、ΔtssB 突变株组和 WT 菌株

组，每组 30 尾斑马鱼。结果显示，ΔtssB 突变

株组致死率(3.3%)显著低于 WT 组累计死亡率

60% (P<0.05) (图 8A)，且 ΔtssB 突变株组实验过

程中仅 1 尾死亡，病原菌分离未检出杀鱼爱德

华氏菌，而 WT 菌株组死亡斑马鱼腹腔中均检

出杀鱼爱德华氏菌。实验观察期间，PBS 组和

ΔtssB 突变株组斑马鱼无显著病变，活动正常；

WT 组出现腹部膨胀、腹腔积液，伴有食欲不

振、游动缓慢等症状 (图 8B)。这些结果表明

tssB 基因敲除显著降低菌株毒力。
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图4　基于 tssB-US-inter/tssB-DS-inter引物的pTL1010-ΔtssB组第二次同源重组结果对比图。泳道M：

DL2000 DNA marker；泳道1−45：测试菌落；P：阳性对照(pTL1010-ΔtssB或pDM4K-ΔtssB质粒)；N：阴

性对照(ddH2O)；R1、R2、R3：生物学重复。

Figure 4　Comparison of the second homologous recombination results of the pTL1010-ΔtssB group based on 

the tssB-US-inter/tssB-DS-inter primers. Lane M: DL2000 DNA marker; Lanes 1−45: Tested colonies; P: Positive 

control (pTL1010-ΔtssB or pDM4K-ΔtssB plasmid); N: Negative control (ddH2O); R1, R2, R3: Biological 

replicates.
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图5　基于tssB-US-inter/tssB-DS-inter引物的pDM4K-ΔtssB组第二次同源重组结果对比图。A：5%蔗糖筛
选结果；B：10%蔗糖筛选结果；C：20%蔗糖筛选结果。泳道M：DL2000 DNA marker；泳道1−45：测试
菌落；P：阳性对照(pTL1010-ΔtssB或pDM4K-ΔtssB质粒)；N：阴性对照(ddH2O)；R1、R2、R3：生物学
重复。下同。
Figure 5　Comparison of the second homologous recombination results of the pDM4K-ΔtssB group based on 

thetssB-US-inter/tssB-DS-inter. A: Screening results with 5% sucrose; B: Screening results with 10% sucrose; C: 

Screening results with 20% sucrose. Lane M: DL2000 DNA marker; Lanes 1−45: Tested colonies; P: Positive 

control (pTL1010- ΔtssB or pDM4K- ΔtssB plasmid); N: Negative control (ddH2O); R1, R2, R3: Biological 

replicates. The same below.
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3　讨论与结论　讨论与结论

本研究成功构建了基于杀香鱼假单胞菌

T6SS 毒素 Txe1 的新型负筛选系统重组质粒

pTL1010，有效克服并解决了传统 SacB 系统在

杀鱼爱德华氏菌等特定革兰氏阴性菌中筛选效

率低下的问题。实验结果表明，在 0.4% 阿拉伯

糖诱导条件下，Txe1 毒素系统的负筛选效率达

到 91.1%，显著优于传统 SacB 系统(0)，为革兰

氏阴性菌的无痕基因组精准编辑提供了高效且

可靠的新工具。

目前，在爱德华氏菌基因敲除研究中基于

SacB 系统的同源重组技术是应用最为广泛的基

因敲除策略[18-19]。近年来，CRISPR/Cas9 系统

开始被引入该领域[20-21]，其模块化的靶向编辑

能力显著提升了基因操作效率。然而，该技术

的规模化应用仍面临技术壁垒，在中小规模研

究中 sgRNA 文库构建及 Cas9 蛋白表达体系的

优化成本显著高于传统方法。相比之下，基于

pDM4 等载体的 SacB 同源重组敲除方法，其核

心 SacB 负筛选系统的有效性通常受到宿主菌株

遗传背景及其代谢状态的严格限制[7,22]。本研究

发现杀鱼爱德华氏菌 FC2 株对 SacB 筛选表现出

完全的不敏感性，假阳性率高达 100%，这一现

象与 Khetrapal 等于 2015 年报道的革兰氏阴性

菌逃逸 SacB 筛选的结果相符，宿主菌的内源

性果聚糖酶活性、sacB 基因突变以及细胞外多

糖屏障等因素均可能导致 SacB 系统的蔗糖代

谢途径失效[13]。此外，有研究报道副猪嗜血杆

菌 (Haemophilus parasuis) 和 巴 斯 德 氏 菌

(Pasteurella multocida)等多种病原菌也对 SacB

负筛选表现出不同程度的天然耐受性[7,23]，进一

步印证了该系统的局限性。

为突破 SacB 系统的这些局限，研究人员开

发了多种基于细菌毒素的负筛选系统，如靶向

DNA 旋 转 酶 GyrA 的 ccdB、 mRNA 内 切 酶

mazF 和 mqsR，以及其他分泌系统毒力效应因子

等，这些毒素系统能够快速作用于宿主菌细胞

内的核酸、蛋白质或细胞膜等关键组分，显著

提高第二次同源重组过程的筛选效率[24-25]。Luo

等[26] 在 2015 年发现并验证了源自拟态弧菌

(Vibrio mimicus)的全新毒素-抗毒素系统 vmi480/

vmi470，并将 vmi480 毒素应用于自杀载体，在

多种弧菌中建立了通用的负筛选平台。Lazarus
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图6　pTL1010-ΔtssB与pDM4K-ΔtssB系统第二次

同源重组效率的比较。pTL1010：pTL1010-ΔtssB

系统效率； pDM4K (5% SUC、 10% SUC、 20% 

SUC)：pDM4K- ΔtssB在蔗糖浓度为5%、10%及

20%时的系统效率。采用独立样本t检验比较两组

数据；pTL1010系统效率显著高于pDM4K系统(**

表示P<0.01)。误差条表示3次独立重复的标准差

(均值±SD，n=3)。

Figure 6　 Comparison of the second homologous 

recombination efficiencies between pTL1010-ΔtssB 

and pDM4K- ΔtssB systems. pTL1010: Efficiency of 

the pTL1010-ΔtssB system; pDM4K (5% SUC, 10% 

SUC, 20% SUC): The system efficiency of pDM4K-

ΔtssB at sucrose concentrations of 5%, 10%, and 

20%. Statistical comparison was performed using an 

independent-samples t-test; The pTL1010 system 

efficiency was significantly higher than that of the 

pDM4K system (** indicates P<0.01). Error bars 

represent the mean±SD of three independent 

replicates (n=3).
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图8　杀鱼爱德华氏菌FC2株tssB基因敲除突变株对斑马鱼致病性。A：斑马鱼腹腔注射野生型菌株(WT)、

ΔtssB突变株或PBS (对照)后10 d观察期内的生存曲线(n=30)；B：各处理组斑马鱼的典型临床症状及外观表现。

Figure 8　Pathogenicity of the tssB gene knockout mutant of Edwardsiella piscicida strain FC2 to zebrafish. A: 

Survival curves of zebrafish following intraperitoneal injection with WT strain, ΔtssB mutant, or PBS (control) 

over a 10-day observation period (n=30); B: Representative clinical signs and appearances of zebrafish from each 

treatment group.
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图7　基于 tssB-del-F/R引物的pTL1010-ΔtssB与pDM4K-ΔtssB组敲除 tssB基因的PCR验证结果。A：

pTL1010-ΔtssB组tssB基因敲除的PCR验证结果；B：pDM4K-ΔtssB组tssB基因敲除的PCR验证结果。两图

中，PCR扩增使用tssB-del-F/R引物。

Figure 7　PCR verification results for the tssB gene knockout in the pTL1010-ΔtssB and pDM4K-ΔtssB groups 

based on the tssB-del-F/R primers. A and B show PCR amplification results using primers tssB-del-F/R for 

colonies selected from the pTL1010-ΔtssB and pDM4K-ΔtssB groups, respectively. 
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等[27]于 2019 年开发了 pTOX 系列质粒系统，通

过 rhaBAD 启动子控制的多种毒素基因成功应

用于多种革兰氏阴性菌的基因敲除。本研究

采用了来源于杀香鱼假单胞菌的 T6SS 效应蛋白

Txe1[11]作为负筛选标记，首次应用于细菌基因

组编辑。Txe1 的 C 端结构域具有核酸酶活性，

可迅速降解宿主 DNA，引起细胞不可逆死亡，

从分子机制上避免了因宿主代谢适应导致的抗

性产生。此外，毒素系统的模块化设计使得该

系统具有跨物种的适用性，减少了针对不同宿

主菌株繁琐的优化过程。

精准诱导表达调控是保证负筛选系统有效

实施的重要环节。本研究中采用了 AraC/PBAD 诱

导系统实现 Txe1 毒素基因表达的精准时序调

控。该系统具有低基础表达特性(泄漏率<0.1%)，

确保了质粒在常规培养条件下的稳定性[28]，避

免了组成型表达导致的宿主提前裂解或毒素突

变。同时，通过在负筛选阶段严格添加外源阿

拉伯糖诱导毒素表达，使毒性作用仅在筛选目

标阶段发挥，进一步增强了系统的有效性和精

确性。然而，值得注意的是，部分菌株可能因

ABC 转运系统的差异而表现出对阿拉伯糖的吸

收效率降低，未来可通过在质粒上共表达阿拉

伯糖转运蛋白 AraE 以促进诱导剂的跨膜运输效

率[29]。此外，若某些菌株具备代谢分解阿拉伯

糖的能力，也可以通过优化启动子系统(如使用

鼠李糖诱导系统[30])进一步提升系统的普适性。

综上所述，本研究构建的基于 T6SS 毒素

Txe1 的新型负筛选质粒 pTL1010 显著提高了杀

鱼爱德华氏菌基因组无痕编辑的效率，为革兰

氏阴性菌的遗传操作提供了高效且通用的技术

工具，具有广泛的应用潜力。
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