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摘　要：通过基因重组技术，敲除鳗弧菌毒力基因 ｖａｈ１，成功构建 ｖａｈ１缺失鳗弧菌菌株 Δｖａｈ１。Δｖａｈ１菌株
溶血活性下降８９．４％，生物膜形成能力下降１６％。Δｖａｈ１菌株感染凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）的半数
致死量为（９．７７±０．５０）×１０５ｃｆｕ／ｍＬ，相比鳗弧菌野生菌株的半数致死量（３．１６±０．８０）×１０５ｃｆｕ／ｍＬ提高了
２．０９倍；相比鳗弧菌野生菌株，Δｖａｈ１菌株在凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）肝胰腺的定殖能力明显下降，
对肝胰腺细胞造成溶解和空泡化的破坏程度也相对较小，肝胰腺免疫相关基因ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＰＯ、ＬＺＭ和ＡＣＰ的
表达水平降低。这些研究结果表明，ｖａｈ１缺失影响鳗弧菌对凡纳滨对虾的致病能力，Δｖａｈ１菌株为后续鳗弧
菌减毒疫苗或抗鳗弧菌免疫增强剂的制备奠定了基础。
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　　鳗弧菌（Ｖｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）是海洋、河口常
见的革兰氏阴性菌 ［１］，也是水产养殖动物常见的

病原 菌，鳗 弧 菌 可 感 染 花 鲈 （Ｌａｔｅｏｌａｂｒａｘ
ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）［２］、虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｉｋｉｓｓ）［３］、日本
鳗鲡（Ａｎｇｕｉｌｌａｊａｐｏｎｉｃａ）［４］、大黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ
ｃｒｏｃｅａ）［５］、大菱鲆 （Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｍａｘｉｍｕｓ）［６］、

牙鲆 （Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）［７］等多种养殖鱼类，
导致宿主出血性败血症。鳗弧菌也是凡纳滨对

虾 （Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ） ［８］、中 国 对 虾

（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ） ［９］和 斑 节 对 虾

（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）［１０］等多种养殖对虾的病原，

导致对虾急性肝胰腺坏死。目前防治弧菌病主

要依赖抗生素，但抗生素的使用会使弧菌出现耐

药性，也会造成水产品的食用安全［１１］。

鳗弧菌疫苗或针对鳗弧菌的免疫增强剂的

研发，有望能有效预防和减少水产动物鳗弧菌疾

病的发生［１２］。通过破坏毒力因子，构建安全性较

高的鳗弧菌减毒菌株是研发鳗弧菌疫苗或针对

鳗弧菌的免疫增强剂的基础。溶血素是鳗弧菌

的主要毒力因子，会破坏红细胞的细胞膜，导致

血红蛋白被释放出来，造成宿主的溶血现

象［１３１６］。ｖａｈ１是鳗弧菌 １个重要的溶血素基
因［１７１９］，通过敲除鳗弧菌中 ｖａｈ１基因，有望降低
鳗弧菌的致病性，为鳗弧菌减毒疫苗或针对鳗弧

菌的特异免疫增强剂的研发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　菌株与质粒

鳗弧 菌 （Ｖｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）、大 肠 杆 菌
ＣＣ１１８（ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＣＣ１１８）、ｐＳＲ４７ｓ自杀质粒
和ｐＨｅｌｐｅｒ辅助质粒均为本实验室保存，凡纳滨
对虾虾苗来自上海滨海基地。本实验所用引物

由上海生物工程有限公司合成（表１）。
１．２　鳗弧菌缺失菌株构建

以鳗弧菌基因组ＤＮＡ为模板，通过表１的引
物对 ｖａｈ１Ｆ１／ｖａｈ１Ｆ２和 ｖａｈ１Ｆ３／ｖａｈ１Ｆ４，分别
扩增出目的基因的上下游片段，再通过 Ｏｖｅｒｌａｐ
ＰＣＲ进行融合。采用限制性内切酶ＳａｃＩ和ＮｏｔＩ
对融合片段以及质粒 ｐＳＲ４７ｓ进行双酶切，通过
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Ｔ４ＤＮＡ连接酶４℃过夜连接后转化到大肠杆菌
ＣＣ１１８感受态细胞，涂布于含有卡那霉素的固体
ＬＢ培养基上培养，挑取单克隆菌落，利用引物
ｐＳＲ４７ｓＭ１３Ｆ和ｐＳＲ４７ｓＶＥＣＲ进行ＰＣＲ，测序验
证重组质粒 ＣＣ１１８ｐＳＲ４７ｓΔｖａｈ１。然后将野生
菌株、带有重组质粒的大肠杆菌和带有辅助质粒

的大肠杆菌进行扩增培养，收集菌体涂布在氨苄

西林钠和卡那霉素的固体培养基上培养，挑取单

菌落，用引物对 ｖａｈ１Ｆ１／ｖａｈ１Ｆ４进行验证，挑选
出第一次重组成功的含有双条带（长条带为

３１９８ｂｐ，短条带为１０５４ｂｐ）的单菌落，涂布在含
有氨苄西林钠和１５％蔗糖的固体培养基上培养，
挑取单菌落用引物对 ｖａｈ１Ｆ１／ｖａｈ１Ｆ４进行 ＰＣＲ
验证，筛选出仅含有短条带的菌株，用 ｖａｈ１Ｆ１／
ｖａｈ１Ｆ４、１６ｓＦ／１６ｓＲ引物进行测序和菌株鉴定，
获得ｖａｈ１缺失的鳗弧菌菌株。

表１　本研究所用引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
引物序列（５′－３′）
Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃
用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ
ｖａｈ１Ｆ１ ＣＧＡＧＣＴＣＧＣＣＡＴＧＧＡＧＡＧＴＧＧＣＡＡＴＡＴ ５６ 基因敲除

ｖａｈ１Ｆ２ ＣＣＡＴＣＧＧＣＴＡＡＣＣＡＡＣＣＴＴＣＣＡＡＴＡＧＣＧＣＴＧＡＧＴＧＣＴＴＴＴＣ 基因敲除

ｖａｈ１Ｆ３ ＧＡＡＡＡＧＣＡＣＴＣＡＧＣＧＣＴＡＴＴＧＧＡＡＧＧＴＴＧＧＴＴＡＧＣＣＧＡＴＧＧ ５６ 基因敲除

ｖａｈ１Ｆ４ ＡＡＧＧＡＡＡＡＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＡＧＡＣＴＴＧＡＧＣＣＡＣＧＴＡＧＡＣＣ 基因敲除

ｐＳＲ４７ｓＭ１３Ｆ ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ ５４ 基因敲除

ｐＳＲ４７ｓＶＥＣＲ ＧＡＴＴＴＧＣＡＧＡＣＴＡＣＧＧＧＣＣＴＡ 基因敲除

１６ＳＦ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ ５４ 菌株鉴定

１６ＳＲ ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ
ＣＡＴＦ ＧＧＣＴＡＴＧＧＴＴＣＴＣＧＴＡＣＴＴＣＣＡＡＧＣ ６０ ＣＡＴ定量ＰＣＲ
ＣＡＴＲ ＧＣＡＴＴＧＴＡＴＡＧＧＴＣＣＣＴＴＧＴＴＧＣＡ
ＳＯＤＦ ＡＧＣＴＴＣＡＣＣＡＡＣＣＴＧＣＴＴＧＣ ６０ ＳＯＤ定量ＰＣＲ
ＳＯＤＲ ＧＣＣＴＧＣＴＧＴＡＣＧＡＣＡＡＴＡＣＣＣ
ＰＯＦ ＧＡＴＡＡＧＧＴＧＡＣＣＣＡＧＣＣＡＧＣ ６０ ＰＯ定量ＰＣＲ
ＰＯＲ ＣＧＧＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＧＡＡＧＧＧＡ
ＬＺＭＦ ＧＡＡＧＣＧＡＣＴＡＣＧＧＣＡＡＧＡＡＣ ６０ ＬＺＭ定量ＰＣＲ
ＬＺＭＲ ＡＡＣＣＧＴＧＡＧＡＣＣＡＧＣＡＣＴＣＴ
ＡＬＦＦ ＡＡＣＣＣＴＧＡＧＣＡＡＣＧＴＧＡＧＡＧ ６０ ＡＬＦ定量ＰＣＲ
ＡＬＦＲ ＴＣＡＣＧＣＣＣＴＴＴＴＣＴＡＣＧＡＣＣ
１８ＳＦ ＡＡＣＧＣＴＣＧＴＡＧＴＴＴＧＡＣＴＴＣＴＧＣ ６０ １８ＳＤＮＡ定量ＰＣＲ
１８ＳＲ ＣＡＣＧＡＣＣＡＴＴＣＧＧＧＣＴＧＴＡ

１．３　遗传稳定性的测定
将菌株Δｖａｈ１接种于含氨苄西林钠的 ＬＢ琼

脂培养基上，连续传代３０次后，抽提菌落 ＤＮＡ，
用引物 ｖａｈ１Ｆ１、ｖａｈ１Ｆ４进行 ＰＣＲ扩增，如能扩
增出１０５４ｂｐ大小的片段，表明该缺失菌株传代
过程中遗传稳定。

１．４　生长曲线绘制
挑取鳗弧菌野生菌株和缺失菌株 Δｖａｈ１的

单克隆，在含氨苄西林钠的 ＬＢ液体培养基中２８
℃下１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养２４ｈ，再以１％ 的接种
量接种于新的培养基中于２８℃下１５０ｒ／ｍｉｎ振
荡培养３０ｈ，每隔２小时取１次样，用分光光度计
测定不同时间菌液的ＯＤ６００值。实验重复３次，取
３次数据的平均值，以培养时间为横坐标，以吸光
度ＯＤ６００值为纵坐标，绘制两种菌株的生长曲线。

１．５　溶血活性的测定
将过夜培养的鳗弧菌野生菌株和缺失菌株

Δｖａｈ１按１％ 接种量转接至含氨苄西林钠的液体
ＬＢ培养基中，２８℃下２００ｒ／ｍｉｎ培养至 ＯＤ６００＝
１．０后，各取５μＬ菌液垂直悬空点于提前打好的
绵羊血琼脂平板（比克曼生物）的孔中（打孔直径

为０．１５ｃｍ），每个菌株３个平行，２８℃正置培养，
观察溶血斑的变化并拍照记录，利用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ
软件测量溶血斑直径，并通过直径计算溶血圈面

积［２０］。

１．６　生物膜形成能力的测定
收集过夜培养的菌液，用 ＬＢ液体培养基将

野生菌株和缺失菌株 Δｖａｈ１的 ＯＤ６００值调整为
０．０１，并转入９６孔板中，每孔为２００μＬ，每个样
品重复６次，并以ＬＢ液体培养基为阴性对照，于

２８４
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２８℃培养箱中静置培养２４ｈ后，用无菌 ＰＢＳ缓
冲液冲洗３次，每孔加入２００μＬ甲醇，固定１ｈ
后除去多余甲醇，然后加入１５０μＬ１％ 结晶紫染
色３０ｍｉｎ，最后用３３％ 的乙酸溶解结晶紫，利用
酶标仪在５９５ｎｍ处测定其吸光值［２１２３］。

１．７　半数致死量测定
以体长３～５ｃｍ，体质量０．８８～２．１０ｇ的凡

纳滨对虾苗为感染对象，经过一段时间暂养适应

后，挑取规格大小统一、反应灵敏、体表无损伤的

健康对虾进行感染实验，通过浸泡感染对虾来测

定鳗弧菌野生菌株和缺失菌株 Δｖａｈ１的半数致
死量。不管是鳗弧菌野生菌株和缺失菌株

Δｖａｈ１，实验均分为７组，以不加菌的对虾为空白
对照组，６组不同菌液含量的实验组（梯度为
１．０×１０４ｃｆｕ／ｍＬ、１．０×１０５ｃｆｕ／ｍＬ、１．０×１０６ｃｆｕ／
ｍＬ、１．０×１０７ｃｆｕ／ｍＬ、１．０×１０８ｃｆｕ／ｍＬ和１．０×
１０９ｃｆｕ／ｍＬ），每组设立３个平行，每个平行各５０
尾对虾。实验过程不投饵，每天换水和添加鳗弧

菌，以保持水体鳗弧菌数量稳定。实验共感染９６
ｈ，每隔１小时观察并记录凡纳滨对虾的死亡数
量和症状，利用寇氏法计算野生菌株和缺失菌株

Δｖａｈ１的半数致死量［２４］。

１．８　组织切片
取样感染７２ｈ的对照组、野生菌株感染组和

缺失菌株Δｖａｈ１感染组的凡纳滨对虾，其肝胰腺
组织用作病理切片制备。经过脱水、石蜡包埋、

切片和Ｈ．Ｅ染色后，用光学显微镜进行组织病理
观察。

１．９　体内定殖能力评估
为了比较鳗弧菌野生菌株和缺失菌株Δｖａｈ１

在凡纳滨对虾体内定殖能力的差异，分别取感染

后２４、４８、７２ｈ的野生菌株和缺失菌株Δｖａｈ１感
染的凡纳滨对虾，用灭菌的 ＰＢＳ缓冲液清洗干净
后，称取相同质量的肝胰腺组织，充分研磨后用

无菌的ＰＢＳ缓冲液进行梯度稀释，然后涂布在含
有氨苄西林钠的 ＴＣＢＳ固体培养基上，２８℃过夜
培养，通过平板分离计数，用引物 ｖａｈ１Ｆ１／ｖａｈ１
Ｆ４扩增１６ＳＤＮＡ进行菌种的鉴定。ＴＣＢＳ固体
培养基上长出的克隆数越多，表明其在凡纳滨对

虾肝胰腺的定殖能力越强。

１．１０　ＲＴｑＰＣＲ
分别取感染３、６、１２、２４、４８、７２ｈ后的凡

纳滨对虾肝胰腺，每个平行取３尾对虾，用 Ｔｒｉｚｏｌ

法提取肝胰腺 ＲＮＡ，用于过氧化氢酶（ＣＡＴ）、超
氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、酚氧化酶（ＰＯ）、溶菌酶
（ＬＺＭ）、酸性磷酸酶（ＡＣＰ）等免疫相关基因的定
量ＲＴＰＣＲ检测。将不同感染时间的肝胰腺
ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光法进
行ＲＴｑＰＣＲ的扩增，扩增引物见表１，２０μＬ反应
体系包括２×Ｈｉｅｆｆ ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１０μＬ，上下引物各 １μＬ，模板 ｃＤＮＡ１μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ７μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性 ３
ｍｉｎ；９５℃变性１０ｓ，６０℃退火３０ｓ，６５℃延伸５
ｓ，共４０个循环；９５℃延伸５ｍｉｎ。

２　结果

２．１　鳗弧菌ｖａｈ１缺失菌株Δｖａｈ１的构建
通过先后２次基因重组［图１（ａ）］，在含有

蔗糖的ＬＢ固体培养基上挑选阳性单克隆，野生
菌株作为阳性对照，野生菌株可扩增出３１９８ｂｐ
的条带［图 １（ｂ）］，缺失菌株 Δｖａｈ１可扩增出
１０５４ｂｐ的条带［图１（ｂ）］，表明目的基因被剔除
了２１４４ｂｐ，进一步测序比对，表明缺失菌株
Δｖａｈ１构建成功。

将缺失菌株 Δｖａｈ１通过传代培养 ３０次后，
ＰＣＲ可扩增出大小为１０５４ｂｐ的融合片段［图１
（ｃ）］，说明缺失菌株Δｖａｈ１可在后代中稳定遗传。
２．２　ｖａｈ１缺失影响鳗弧菌的溶血性和生物膜形成

ｖａｈ１缺失影响鳗弧菌的溶血能力。野生菌
株在培养１２ｈ后就表现出溶血活性（图版Ⅰ），而
缺失菌株 Δｖａｈ１在培养 １２０ｈ才出现溶血活性
（图版Ⅰ）。在血平板培养１２０ｈ时，野生菌株的
溶血圈平均面积为０．６６ｃｍ２，缺失菌株 Δｖａｈ１溶
血圈平均面积为０．０７ｃｍ２，缺失菌株Δｖａｈ１溶血
活性下降８９．４％，二者的溶血圈面积呈现出显著
性差异（Ｐ＜０．００１），见图２（ａ）。

ｖａｈ１缺失影响鳗弧菌的生物膜形成，如图２
（ｂ）所示，相比野生菌株，缺失菌株 Δｖａｈ１的生物
膜ＯＤ值下降了 １６％，且呈现显著差异（Ｐ＜
０．０５）。

ｖａｈ１缺失不影响鳗弧菌的生长能力。野生
菌株和缺失菌株Δｖａｈ１的生长曲线见图２（ｃ），缺
失菌株Δｖａｈ１的生长速率与野生菌株的生长速
率基本趋于一致，在培养５ｈ时２种菌株都进入
对数生长期，培养２０ｈ时２种菌株都进入平台生
长期。
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（ａ）鳗弧菌缺失菌株Δｖａｈ１基因重组交换示意图；（ｂ）泳道１为野生菌株对照条带大小为３１９８ｂｐ，泳道２为缺失菌株Δｖａｈ１的扩
增融合片段条带１０５４ｂｐ；（ｃ）缺失菌株Δｖａｈ１稳定遗传性的测定，泳道１，２，３均为传代３０次的缺失菌株Δｖａｈ１融合片段条带，大
小为１０５４ｂｐ。
（ａ）ＴｈｅｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆΔｖａｈ１ｇｅｎｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｎｄｅｘｃｈａｎｇｅｏｆＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍｄｅｌｅｔｉｏｎｓｔｒａｉｎ；（ｂ）Ｌａｎｅ１ｉｓｔｈｅｗｉｌｄｓｔｒａｉｎ
ｃｏｎｔｒｏｌｂａｎｄ，ｗｉｔｈａｓｉｚｅｏｆ３１９８ｂｐ，ａｎｄｌａｎｅ２ｉｓｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｕｓｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｂａｎｄｏｆｔｈｅｍｉｓｓｉｎｇｓｔｒａｉｎΔｖａｈ１，ｗｉｔｈａｓｉｚｅｏｆ１０５４ｂｐ；
（ｃ）ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｔａｂｌｅｈｅｒｉｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｄｅｌｅｔｉｏｎｓｔｒａｉｎΔｖａｈ１．Ｌａｎｅｓ１，２ａｎｄ３ａｒｅｔｈｅｆｕｓｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｂａｎｄｓｏｆｔｈｅｄｅｌｅｔｉｏｎｓｔｒａｉｎ
Δｖａｈ１ａｆｔｅｒ３０ｐａｓｓａｇｅｓ，ｗｉｔｈａｓｉｚｅｏｆ１０５４ｂｐ．

图１　鳗弧菌Δｖａｈ１缺失株的构建和遗传稳定性的检测
Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍΔｖａｈ１ａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃｓｔａｂｉｌｉｔｙ

１．溶血１２ｈ；２．溶血４８ｈ；３．溶血９６ｈ；４．溶血１２０ｈ。
１．１２ｈｏｕｒｓｏｆｈｅｍｏｌｙｓｉｓ；２．４８ｈｏｆｈｅｍｏｌｙｓｉｓ；３．９６ｈｏｆｈｅｍｏｌｙｓｉｓ；４．１２０ｈｏｆｈｅｍｏｌｙｓｉｓ．

图版Ⅰ　鳗弧菌野生菌株和缺失菌株Δｖａｈ１溶血平板
ＰｌａｔｅⅠ　ＷｉｌｄｓｔｒａｉｎａｎｄΔｖａｈ１ｏｆＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍｏｎｂｌｏｏｄａｇａｒｐｌａｔｅ
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柱状图上方含“”代表差异显著（Ｐ＜０．０５），柱状图上方含“”代表差异极显著（Ｐ＜０．００１）；（ａ）溶血１２０ｈ野生菌株和缺
失菌株Δｖａｈ１的溶血圈大小的统计比较；（ｂ）两株鳗弧菌生物膜形成能力的统计比较；（ｃ）两株鳗弧菌的生长曲线。
＂＂ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），＂＂ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．００１）；（ａ）Ｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｅｍｏｌｙｔｉｃｃｉｒｃｌｅｓｉｚｅｂｅｔｗｅｅｎｗｉｌｄｓｔｒａｉｎａｎｄｄｅｌｅｔｉｏｎｓｔｒａｉｎ
Δｖａｈ１ａｆｔｅｒｈｅｍｏｌｙｓｉｓｆｏｒ１２０ｈ；（ｂ）ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｓｔｒａｉｎｓｏｆＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ；（ｃ）Ｇｒｏｗｔｈ
ｃｕｒｖｅｓｏｆｔｗｏｓｔｒａｉｎｓｏｆＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ．

图２　鳗弧菌野生菌株和缺失菌株Δｖａｈ１的比较分析
Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｗｉｌｄｓｔｒａｉｎａｎｄｄｅｌｅｔｉｏｎｓｔｒａｉｎΔｖａｈ１ｏｆＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ

２．３　ｖａｈ１缺失影响鳗弧菌感染凡纳滨对虾的能力
ｖａｈ１缺失影响鳗弧菌在凡纳滨对虾肝胰腺

中的定殖能力，感染２４、４８和７２ｈ时，野生菌株
和缺失菌株 Δｖａｈ１在凡纳滨对虾肝胰腺中的定
殖弧菌数量逐渐增多，在这３个时间点，野生菌
株的定殖数量都高于缺失菌株 Δｖａｈ１的定殖数
量。野生菌株在２４、４８和７２ｈ时的弧菌数量分
别为６．３×１０５ｃｆｕ／ｇ、３．２×１０６ｃｆｕ／ｇ、１．０×１０７

ｃｆｕ／ｇ，缺失菌株 Δｖａｈ１分别为 １．０×１０５ｃｆｕ／ｇ、
１．０×１０６ｃｆｕ／ｇ、２．０×１０６ｃｆｕ／ｇ。可见，缺失菌株
Δｖａｈ１在肝胰腺中的定殖数量显著低于野生菌株
在肝胰腺中的定殖数量（Ｐ＜０．０５），在感染７２ｈ
时，野生菌株的定殖数量是缺失菌株 Δｖａｈ１定殖
数量的５倍，见图３。

柱状图上方含“”代表差异显著（Ｐ＜０．０５）。
＂＂ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜
０．０５）．

图３　鳗弧菌野生菌株和缺失菌株Δｖａｈ１
在凡纳滨对虾肝胰腺的定殖能力

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｙｉｎＬ．ｖａｎｎａｍｅｉｂｅｔｗｅｅｎｗｉｌｄｓｔｒａｉｎｓａｎｄ

Δｖａｈ１ｏｆＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ
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２．４　ｖａｈ１缺失影响鳗弧菌感染凡纳滨对虾的致
死率

鳗弧菌感染凡纳滨对虾的半数致死量如表２
所示，野生菌株半数致死量为（３．１６±０．８０）×

１０５ｃｆｕ／ｍＬ，缺失菌株 Δｖａｈ１半数致死量为
（９．７７±０．５０）×１０５ｃｆｕ／ｍＬ，缺失菌株 Δｖａｈ１的
半数致死量相比野生菌株的半数致死量提高了

２．０９倍。

表２　鳗弧菌野生株和缺失菌株Δｖａｈ１感染凡纳滨对虾的半数致死量
Ｔａｂ．２　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＬＤ５０ｏｆＬ．ｖａｎｎａｍｅｉａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈｗｉｌｄｓｔｒａｉｎＷＴａｎｄΔｖａｈ１

菌

Ｓｔｒａｉｎ

感染浓度

Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（ｃｆｕ／ｍＬ）

实验对虾数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｓｈｒｉｍｐ／尾

死亡对虾数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｄｅａｄｓｈｒｉｍｐ／尾

死亡率

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ／％

半数致死量

ＬＤ５０
Ｍｅｄｉａｎｌｅｔｈａｌｄｏｓｅ／
（ｃｆｕ／ｍＬ）

ＷＴ

１０９

１０８

１０７

１０６

１０５

５０
５０
５０
５０
５０

５０
４４
４３
３６
２８

１００
８７
８６
７２
５５

（３．１６±０．８０）×１０５

Δｖａｈ１

１０９

１０８

１０７

１０６

１０５

５０
５０
５０
５０
５０

５０
４４
３５
３０
１８

１００
８７
６９
５９
３６

（９．７７±０．５０）×１０５

　　ｖａｈ１缺失影响鳗弧菌对凡纳滨对虾肝胰腺
组织的破坏程度。从图版Ⅱ１中可以看出健康
对虾肝胰腺细胞排列紧密，细胞形状完整，可清

晰地观察到肝小管的星形官腔结构以及肝胰腺

细胞中的一些消化功能性细胞，如吸收细胞（Ｆ细
胞）、储存细胞（Ｒ细胞）和分泌细胞（Ｂ细胞）。
野生菌株感染７２ｈ后，肝胰腺组织切片已无完整

的肝胰腺细胞，多数细胞内容物溶解并脱落，出

现大量的空泡化细胞（图版Ⅱ２）；缺失菌株
Δｖａｈ１的感染症状较野生菌株轻，有些肝胰腺细
胞仍保留着细胞轮廓，多数肝胰腺细胞处于溶解

过程中，细胞内容物逐渐脱落，肝胰腺细胞逐渐

出现空泡化，此时有些肝胰腺细胞甚至能看到 Ｂ
细胞（图版Ⅱ３）。

１．健康凡纳滨对虾肝胰腺石蜡切片显微结构图，Ｂ代表分泌细胞，Ｒ代表储存细胞，Ｆ代表吸收细胞，“Δ”代表肝小管；２．野生菌株
感染凡纳滨对虾肝胰腺石蜡切片显微结构图；３．缺失菌株Δｖａｈ１感染凡纳滨对虾石蜡切片显微结构图。
１．ＴｈｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐａｒａｆｆｉｎｓｅｃｔｉｏｎｏｆｎｏｒｍａｌｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓｏｆＬ．ｖａｎｎａｍｅｉ；Ｂｓｔａｎｄｓｆｏｒｓｅｃｒｅｔｉｎｇｃｅｌｌ，Ｒｆｏｒｓｔｏｒｉｎｇｃｅｌｌ，Ｆｆｏｒ
ａｂｓｏｒｂｉｎｇｃｅｌｌ，ａｎｄ“Δ”ｆｏｒｈｅｐａｔｉｃｔｕｂｕｌｅ；２．ＴｈｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐａｒａｆｆｉｎｓｅｃｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓｏｆＬ．ｖａｎｎａｍｅｉｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｗｉｌｄ
ｓｔｒａｉｎ；３．ＴｈｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐａｒａｆｆｉｎｓｅｃｔｉｏｎｏｆＬ．ｖａｎｎａｍｅｉｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｓｔｒａｉｎΔｖａｈ１．

图版Ⅱ　鳗弧菌感染后凡纳滨对虾肝胰腺石蜡切片显微结构
ＰｌａｔｅⅡ　ＴｈｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓｉｎＬ．ｖａｎｎａｍｅｉａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ

２．５　ｖａｈ１缺失鳗弧菌影响凡纳滨对虾免疫相关
基因表达

凡纳滨对虾对野生鳗弧菌和缺失菌株Δｖａｈ１

的免疫反应有明显差异（图 ４），免疫相关基因
ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＬＺＭ、ＰＯ和ＡＣＰ的表达量在感染前期
迅速升高，在感染后期各基因的表达量迅速降

６８４



３期 胡存洁，等：鳗弧菌ｖａｈ１缺失菌株构建及致病性评估

低，感染７２ｈ时各实验组基因表达量均低于空白
对照组。其中ＳＯＤ、ＣＡＴ在感染６ｈ时表达量达
到最大，当感染持续到２４ｈ时，其表达量迅速下
降，ＬＺＭ、ＰＯ和ＡＣＰ在感染３ｈ时表达量达到最
大，ＬＺＭ在感染６ｈ时表达量迅速下降，而ＰＯ和

ＡＣＰ在感染１２ｈ后表达量迅速下降。在整个感
染过程中，缺失菌株 Δｖａｈ１感染引起的免疫相关
基因的表达量一直低于野生菌株，且二者差异显

著（Ｐ＜０．０５）。

柱状图上方含“”代表差异显著（Ｐ＜０．０５），柱状图上方含“”代表差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
＂＂ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）；＂＂ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．

图４　凡纳滨对虾肝胰腺组织相关免疫基因的表达水平变化
Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｇｅｎｅｓｉｎｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ

ｏｆＬ．ｖａｎｎａｍｅｉａｆｔｅｒｃｈａｌｌｅｎｇｅｗｉｔｈＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ
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３　讨论

本文利用 ｐＳＲ４７ｓ自杀质粒为载体，通过
ＯｖｅｒｌａｐＰＣＲ和同源重组技术，成功构建了鳗弧菌
缺失菌株 Δｖａｈ１，其溶血性下降了 ８９．４％。
ＨＩＲＯＮＯ等［１３］通过克隆鳗弧菌溶血素基因ｖａｈ１，
得出含有ｖａｈ１基因的大肠杆菌细胞表现出溶血
活性。ＲＯＣＫ等［１７］在鳗弧菌中利用定点突变技

术，构建了ｖａｈ１氨基酸突变的菌株，其溶血性降
低。与野生菌相比，鳗弧菌缺失菌株 Δｖａｈ１生长
没有明显差异，生物膜形成能力下降１６％，说明
ｖａｈ１影响鳗弧菌生物膜的形成。

Ｖａｈ１对鳗弧菌感染水产动物的毒力影响只
在大西洋鲑中有报道［１７］，本文则首次研究了ｖａｈ１
对鳗弧菌感染凡纳滨对虾及致死程度的影响，发

现ｖａｈ１基因缺失的鳗弧菌菌株 Δｖａｈ１感染凡纳
滨对虾的致死能力有所下降，相比野生菌株，缺

失菌株Δｖａｈ１的半数致死量提高了２倍以上（表
２）。弧菌感染凡纳滨对虾导致的急性肝胰腺坏
死引起的死亡，是当前对虾养殖减产的主要原因

之一［２５］，鳗弧菌野生菌株感染凡纳滨对虾，对肝

胰腺细胞造成严重破坏，肝胰腺细胞完全丧失了

细胞的形状，细胞内容物大量脱落，出现大量的

空泡化细胞，而缺失菌株 Δｖａｈ１对肝胰腺细胞的
破坏程度较轻，感染的肝胰腺细胞中有些还保留

着肝胰腺细胞的外形轮廓（图版Ⅱ），这一方面可
能与缺失菌株 Δｖａｈ１在凡纳滨对虾肝胰腺的定
殖能力减弱有关（图３），另一方面也可能与缺失
菌株Δｖａｈ１的溶血能力下降有关（图版Ⅰ，图２）。
由于缺失菌株 Δｖａｈ１对凡纳滨对虾肝胰腺破坏
程度略轻，缺失菌株 Δｖａｈ１感染凡纳滨对虾的致
死能力也有一定程度的下降。

弧菌感染凡纳滨对虾后可迅速引起虾体内

的一系列免疫反应，肝胰腺被认为是虾类主要的

免疫器官，可以清除体内入侵的病原菌［２６２８］。肝

胰腺主要的免疫相关因子会有反应，其中超氧化

物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）是对虾中重
要的抗氧化免疫酶：当对虾遭到病原菌的入侵

时，会在体内产生大量的活性氧，大量的活性氧

会对凡纳滨对虾的机体造成损害，此时这２种免
疫因子可以将体内多余的活性氧清除掉；当病原

菌侵入对虾时会激活酚氧化酶（ＰＯ），ＰＯ产生的
代谢产物可杀死病原菌；酸性磷酸酶（ＡＣＰ）、溶

菌酶（ＬＺＭ）可直接将入侵的病原菌溶解掉［２９３０］。

本研究鳗弧菌感染凡纳滨对虾后，肝胰腺免疫基

因ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＰＯ、ＬＺＭ和ＡＣＰ的基因表达水平变
化有所不同，不同基因表达的启动早晚有所不

同，但总体趋势是先升高后下降（图４）。表达水
平升高可能是感染初期受到鳗弧菌的侵袭，对虾

体内启动了免疫机制，对病原菌的侵入进行抵

制，感染后期免疫因子表达水平降低甚至低于对

照组，可能是因为此时凡纳滨对虾的免疫系统遭

到了破坏［３１３２］，凡纳滨对虾肝胰腺针对鳗弧菌

ｖａｈ１缺失菌株 Δｖａｈ１感染引起的免疫基因表达
水平普遍低于野生菌株，表明缺失菌株 Δｖａｈ１感
染凡纳滨对虾引起的毒性要弱于野生菌株。

总之，本研究通过构建鳗弧菌ｖａｈ１基因缺失
菌株，对其溶血性、生物膜形成能力等进行了分

析，对其感染凡纳滨对虾的能力和致病能力进行

了详细评估，表明已通过基因工程技术成功构建

了一株减毒的鳗弧菌菌株，后续将在缺失菌株

Δｖａｈ１的基础上进一步敲除其他毒力基因，构建
毒性更小的鳗弧菌菌株，为鳗弧菌减毒疫苗或免

疫增强剂开发奠定基础。
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