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摘　要： 通过同源重组技术，构建了 hemoD基因缺失的副溶血弧菌敲除菌株ΔhemoD，对ΔhemoD菌株的毒力

和感染四膜虫及凡纳滨对虾（Penaeus vannamei）的能力进行了评估。相比野生型菌株，ΔhemoD菌株溶血活性

下降了 45.7%，生物膜形成能力下降了 36.2%，生长无明显变化。相比野生型菌株，ΔhemoD菌株对四膜虫的

毒力降低，四膜虫对ΔhemoD菌株具有更强的摄食能力，增殖能力也更强。针对凡纳滨对虾的攻毒实验，发现

ΔhemoD菌株半数致死量为 1.3×108 cfu/mL，相较于野生型菌株提高了 5.06倍，ΔhemoD菌株定殖凡纳滨对虾

肠道能力明显下降。病理切片结果显示，ΔhemoD菌株对肝胰腺的损伤能力相较于野生菌株也有所下降，肝

胰腺细胞溶解及空泡化现象较轻微。这些研究结果表明，ΔhemoD菌株的毒性明显减弱，对四膜虫和凡纳滨

对虾的致病力明显减弱，是一株减毒的副溶血弧菌菌株，为后续进一步开发副溶血弧菌减毒疫苗奠定基础。
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副溶血弧菌（Vibrio parahaemolyticus）一种革

兰氏阴性杆状细菌，具有鞭毛，广泛分布于河口

与海洋中，是水产养殖主要病原菌之一［1］。凡纳

滨对虾（Penaeus vannamei）是我国当前最普遍的

对虾养殖种类［2］，但近年来副溶血弧菌对凡纳滨

对虾的养殖造成了很大的困扰［3］，副溶血弧菌主

要毒力因子包括溶血毒素、黏附因子、脂多糖、蛋

白酶和外膜蛋白等，其中溶血毒素是副溶血弧菌

最为重要的毒力因子之一，是一种可以溶解红细

胞的外毒素［4］。凡纳滨对虾养殖中极易发生副溶

血弧菌的感染，导致对虾发生急性肝胰腺坏死而

死亡［5］。

目前对虾急性肝胰腺坏死还没有很好的应

对措施，开发针对副溶血弧菌的疫苗是一个重要

的方向［6］。虽然以往观点认为无脊椎动物没有获

得性免疫，近 20年来，已有很多研究［7-9］表明甲壳

动物确实存在简单的免疫记忆，早在 20 世纪 80

年代就已有针对对虾疾病疫苗的尝试［10］，目前的

疫苗方式仍然主要采用各种灭活疫苗，取得了不

同程度的效果［11-13］。有实际应用前景的免疫方式

是活体浸泡或通过混入饵料进行口服，需要开发

毒力显著降低和对水产动物无明显毒害作用的

减毒弧菌，提高疫苗的安全性［14-16］。本研究利用

基因工程手段构建减毒的副溶血弧菌，拟开发抗

副溶血弧菌疫苗。hemoD基因是溶血素A分泌过

程中的关键基因［17］，将其在副溶血弧菌中敲除，

有望降低副溶血弧菌的毒力。

1　材料与方法

1.1　实验动物与菌株

副溶血弧菌野生菌株具氨苄青霉素抗性；大

肠杆菌 cc118感受态细胞含接合辅助质粒的大肠

杆菌 pHelper，具有氯霉素抗性；自杀质粒 pSR47s

具有卡那霉素抗性基因及 sacB 蔗糖敏感基因。

嗜热四膜虫（Tetrahymena thermophila）来自中国

海洋大学高珊教授实验室馈赠，凡纳滨对虾来自

江苏南通如福水产苗业养殖公司。
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1.2　缺失菌株构建

以副溶血弧菌基因组DNA为模板，利用表 1

中 的 引 物 hemoD-P1/ hemoD-P2 和 hemoD-P3/ 
hemoD-P4扩增 hemoD基因的上下游同源臂片段，

再通过融合 PCR 进行片段融合。利用限制性内

切酶 Sac Ⅰ和BamHⅠ 对自杀质粒及上下游融合

片段进行双酶切，经 T4 DNA 连接酶 4 ℃过夜连

接构建重组质粒，热激转化至大肠杆菌 cc118 感

受态细胞，利用引物 pSR47s-M13 和 pSR47s-
VECR 进行 PCR 验证，重组质粒命名为 pSR47s-
hemoD。副溶血弧菌野生菌株（受体菌）、携带重

组质粒的大肠杆菌（供体菌）和携带接合质粒的

大肠杆菌（辅助菌）按 1∶1∶5比例混合置于 LB固

体培养基，刮取培养基上全部菌体于 LB 液体培

养基，稀释后涂布于氨苄青霉素和卡那霉素的固

体培养基，挑取单菌落进行 PCR 验证，挑选双条

带菌落稀释涂布于 15% 蔗糖培养基，挑取单菌

落，利用表 1 中引物 hemoD-T1/ hemoD-T2 进行

PCR 验证，筛选出仅有短片段的菌株进行 16S 

rDNA 鉴定，得到 hemoD 基因缺失的副溶血弧菌

菌株。利用表 1中引物 hemoD-HB-F/hemoD-HB-
R克隆副溶血弧菌DNA片段，构建 hemoD基因回

补质粒，重复上述细菌同源重组过程，得到

hemoD+菌株。

1.3　生长曲线绘制

挑取副溶血弧菌野生菌株和敲除菌株ΔhemoD
平板上的单菌落，接种于1 mL LB液体培养基的无

菌离心管中，置入30 ℃摇床中培养，将各菌液OD600

均调整至 0.5后，取 100 μL菌液接种于含 100 mL 

LB液体培养基的锥形瓶中，放入30 ℃摇床，150 r/

min振荡培养，对锥形瓶中的菌液进行间隔取样，每

隔 1 h取上述各锥形瓶中的菌液测定其在 600 nm

下的OD值并记录。以培养时间为横坐标，各菌液

OD600为纵坐标绘制生长曲线。

1.4　溶血活性测定

挑取平板上的单菌落于LB液体培养基中吹

打混匀，放入摇床中培养至菌液浑浊。取浑浊的

菌液 10 μL接种于 10 mL的LB液体培养基中，放

入摇床中 30 ℃培养 1 d，取培养浑浊的菌液测定

其OD600并将各菌液OD值均调整为 0.5。取调整

后菌液 5 μL，垂直悬空缓慢滴加在我妻氏血琼脂

平板上，各组设置 3个平行，待菌液渗入固体培养

基后，移至 30 ℃培养箱，正置培养，定时观察各

菌落溶血圈的变化，并拍照记录，利用 Image J软

件测定溶血圈面积与菌落面积［18］。

1.5　生物膜形成能力测定

活化后的菌液以千分之一的比例接种于 LB

液体培养基，30 ℃过夜培养，在 96孔培养板中每

孔加入 100 μL LB 液体培养基，再取上述过夜培

养的菌液 10 μL 接种于 96 孔培养板各组对应孔

中，每组设置3个平行，30 ℃静止培养36 h。用无

菌PBS溶液冲洗 3次，每孔加入 100 μL甲醇固定

15 min，风干后加入 100 μL 1% 结晶紫溶液染色

5 min，自来水冲洗干净晾干，加入 100 μL 33%的

冰乙酸，37 ℃溶解 30 min，最后用酶标仪测定其

OD590 
［19］。

表1　本研究所用引物
Tab. 1　Primers used in this study

引物名称
Primer

hemoD-P1
hemoD-P2
hemoD-P3
hemoD-P4
hemoD-T1
hemoD-T2
hemoD-HB-F
hemoD-HB-R
pSR47s-M13
pSR47s-VECR
16S-F
16S-R

引物序列（5'-3'）
Sequence（5'-3'）

CGAGCTCCGTTAAATACGTCTGGCTGG
CAGTCTGAGAGCGGTATGAGGATTGAAGGTGTAGAAGTCG
CGACTTCTACACCTTCAATCCTCATACCGCTCTCAGACTG

CGGGATCCCATACAGGTGTCCGTAATCG
CCCATCGGTAGATTCACTCT
CAAGTATGGCACCTTGGTG

CGAGCTCCAACTCTCGCAAGTGCTAT
CGGGATCCCGATTACGGACACCTGTATG

CAGGAAACAGCTATGAC
GATTTGCAGACTACGGGCCTA
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
GGTTACCTTGTTACGACTT

退火温度
Tm/℃

55
56
56
55
55
56
55
56
54
54
54
54

产物大小
Fragment/bp

602

985

353

1442

酶切位点
Enzyme cutting site

SacⅠ

BamHⅠ

SacⅠ
BamHⅠ

注：下划线表示酶切位点。

Notes：Enzyme cutting site underline.
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1.6　嗜热四膜虫的吞噬作用

取保存于-80 ℃冰箱的四膜虫接种于灭菌的

SPP培养基中，室温静置培养 36 h，取两管 50 mL

虫液在 4 ℃下 3 000 r/min离心 10 min，弃上清，加

入无抗生素的 SPP培养基 10 mL重悬虫液，用细

胞计数板在显微镜下对四膜虫进行计数，计算出

浓缩虫液浓度，重复 3 次，取平均值，用 SPP 培养

基将虫液浓度调整为 2×105 cfu/mL备用。副溶血

弧菌各敲除菌株及野生菌从-80 ℃冰箱取出，接

种于LB固体培养基活化过夜，挑取单菌落于LB

液体培养基中吹打混匀，放入摇床中培养至菌液

浑浊，取浑浊的菌液接种于 10 mL LB 液体培养

基中，置于 30 ℃摇床中培养至 OD600为 0.5，离心

后用SPP培养基重悬菌体后，将菌液调整至OD600

为 0.5。虫液与菌液准备好后，在 96 孔培养板各

孔中加入 100 μL 虫液，每组 3 个重复孔，再向各

组虫液中分别加入准备好的菌液 100 μL，设置菌

液对照组（不加虫液）和虫液对照组（不加菌液）。

混匀后放在 30 ℃培养箱中静止培养，总培养时

间为 12 h，每隔 2 h用酶标仪测定其 OD450
［20］。四

膜虫吞噬作用计算公式为菌液对照组OD450减去

实验组OD450减去虫液对照组OD450。

1.7　共培养对嗜热四膜虫的增殖影响

选取虫液浓度为 2×105 cfu/mL、菌液浓度为

OD600=0.5进行共培养，测定四膜虫在不同菌株作

用下的生长繁殖能力。取 1 mL虫液和 1 mL菌液

混合后置于 30 ℃培养箱中静置，每隔 1 h取出一

管共培养液，吸出 100 μL培养液加入 50 μL多聚

甲醛-戊二醛溶液进行固定，实验时间为 6 h。培

养结束后，对固定好的各组四膜虫用细胞计数板

进行计数统计，观察四膜虫的形态变化并拍照记

录［20］。

1.8　半数致死量测定

以体长 2~4 cm 的凡纳滨对虾作为实验动物

测定各菌株对其的半数致死量。将副溶血弧菌

ΔhemoD和WT菌株浓度分别稀释为 1.0×109、1.0×

108、1.0×107、1.0×106 cfu/mL，梯度浓度浸泡感染

凡纳滨对虾，每组设置 50 尾对虾，对照组两组共

100 尾。攻毒实验期间不需要进行投喂，每天换

水，各组重新加入稀释好的菌液，维持水体中菌

液浓度的相对稳定，每天早晚统计对虾死亡情

况，并将死亡的对虾收集起来进行灭菌处理。攻

毒周期为 72 h，攻毒结束后统计各组对虾总体死

亡情况，利用改良寇氏法计算各菌株对凡纳滨对

虾的半数致死量［21］。实验结束后将实验用具进

行灭菌处理，以防实验菌株进入自然环境，对生

态环境造成影响。

1.9　凡纳滨对虾病理组织切片

取对照组、野生菌株感染组和敲除菌株

ΔhemoD 感染组 24、48、72 h 的凡纳滨对虾，解剖

取肝胰腺组织，用 4%PFA（多聚甲醛）固定，利用

乙醇进行脱水，石蜡包埋切片，对组织进行H.E染

色，中性树脂封片，光学显微镜观察拍照。

1.10　肠道定殖能力测定

浸泡感染 12、24、48、72、96 h时取样，每个时

间点取样 3 尾虾，解剖后取肠道组织，弃去粪便

等，然后将肠道组织进行研磨，用无菌 PBS 清洗

肠道，并进行适当倍数的稀释，然后将稀释好的

肠道组织涂布于 TCBS 培养基上，第 2 天进行计

数，记录野生菌和缺失菌株的数量，挑取菌株进

行16S rDNA验证是否为副溶血弧菌。

1.11　数据分析

实验结果均采用平均值±标准差（Mean±SD）

表示，用 GraphPad Prism8 软件进行数据统计分

析，数据进行 T检验，P<0.05为差异显著，P<0.01

为差异极显著。

2　结果

2.1　副溶血弧菌敲除菌株ΔhemoD构建

重组质粒在副溶血弧菌内进行 2 次同源重

组，融合片段通过同源重组替换细菌基因组上

目的片段，从 15% 蔗糖培养基挑选敲除菌株，

以野生菌株作为阴性对照进行 PCR 验证。如图

1 所示，1 号为野生菌株条带，大小为 1 202 bp，2

号为缺失菌株条带，大小为 164 bp，3 号为回补

菌株条带，小大为 1 202 bp，敲除片段大小为

1 038 bp。结果表明，在副溶血弧菌中成功敲除

hemoD基因。

2.2　ΔhemoD菌株溶血活性和生物膜形成能力

评估

测定敲除菌株与野生菌株的生物学特征，发

现 hemoD 缺失导致副溶血弧菌生物膜形成能力

及溶血活性发生下降，生长能力无明显变化。

ΔhemoD敲除菌株与野生菌株在我妻氏血平板上

培养 48 h，野生菌株溶血圈面积与菌株面积平均

比值为 3.24，ΔhemoD 敲除菌株溶血圈面积与菌
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株面积平均比值为 1.76。与野生菌株相比，

ΔhemoD敲除菌株溶血活性下降了45.7%。如图2

所示，hemoD基因敲除后，副溶血弧菌溶血能力显

著下降（P<0.05）。后续构建 hemoD+菌株，经我妻

氏血平板培养后发现，其溶血能力与野生菌株无

显著差异，相较于 ΔhemoD 敲除菌株溶血能力有

显著增强，验证 ΔhemoD 敲除菌株溶血能力下降

是hemoD基因敲除的结果。

如图2d所示，利用结晶紫染色法测定OD值，

测定ΔhemoD敲除菌株OD值相较于野生菌株下降

了 36.2%，ΔhemoD敲除菌株生成的生物膜要显著

低于野生菌株（P<0.05）。研究结果表明 hemoD基

因敲除影响副溶血弧菌生物膜形成能力。

hemoD 基因敲除不影响副溶血弧菌的生长。

如图 2c所示，测定 ΔhemoD 敲除菌株与野生菌株

的生长曲线，两株菌株生长趋势基本一致，表明

hemoD 基因敲除后细菌在 30 ℃下生长繁殖能力

并无差异。

M 为 2 000 marker；1. 野生菌株以 hemoD-T1- hemoD-T2 引物
PCR 产物条带；2. ΔhemoD 菌株以 hemoD-T1- hemoD-T2 引物
PCR 产物条带；3.  ΔhemoD+菌株以 hemoD-T1- hemoD-T2 引物
PCR产物条带。
M is 2 000 markers； 1.  Wild type strain with hemoD-T1- hemoD-
T2 primer PCR product strips； 2.  ΔhemoD strain with hemoD-T1- 
hemoD-T2 primer PCR product strips；3. ΔhemoD+ strain with 
hemoD-T1- hemoD-T2 primer PCR product strips.

图1　副溶血弧菌hemoD基因野生片段与敲除片段
Fig. 1　Wild type and knockout fragments of Vibrio 

parahaemolyticus hemoD gene

（a）副溶血弧菌野生菌株、敲除菌株ΔhemoD和回补菌株hemoD+在我妻氏血琼脂平板的溶血情况；（b）两种菌株溶血能力差异统计分析；
（c）两种菌株生长曲线；（d）两种菌株生物膜形成能力差异统计分析。
（a） Haemolysis of Vibrio parahaemolyticus wild strain and knockout strain ΔhemoD on my wife's blood agar plates； （b） Statistical analysis of 
difference in haemolysis capacity of the two strains； （c） Growth curves of the two strains； （d） Statistical analysis of difference in biofilm 
formation capacity of the two strains.

图2　副溶血弧菌ΔhemoD敲除菌株与野生菌株生物学特征对比
Fig. 2　Biological characteristics of Vibrio parahaemolyticus hemoD knockout strain compared with wild type strain
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2.3　ΔhemoD菌株对四膜虫致病性的评估

利用四膜虫评估敲除菌株毒力。图 3（a）为

共培养 6 h 后的四膜虫，对照组（Control）四膜虫

细胞呈椭圆长梨状，细胞数目多，活动速度快。

在副溶血细菌共培养作用下，四膜虫形态发生改

变，细胞皱缩变圆，胞质内空泡明显。其中，野生

菌株 WT共培养作用下四膜虫数量最少，虫体活

力最差，且出现大量死亡细胞。而在敲除菌株

ΔhemoD组共培养作用下四膜虫细胞出现皱缩变

圆，胞质内空泡明显，但存活率明显提高。

四膜虫对细菌具有吞噬作用，图 3（b）所示共

培养 0~3 h 四膜虫对敲除菌株 ΔhemoD 与野生菌

株 WT 吞噬能力无差异，3 h 后四膜虫对 ΔhemoD

菌株吞噬能力增强。4 h 时四膜虫吞噬 ΔhemoD

菌株为 ΔOD450=0.225，吞噬野生菌株为 ΔOD450=

0.111，四膜虫对 hemoD基因敲除后的副溶血弧菌

吞噬能力增强 2.03 倍。菌虫共培养阶段，WT 组

四膜虫数量趋势为先升高，在 3 h 时开始下降；

ΔhemoD组四膜虫数量稳步增长，在 4 h后逐渐趋

于稳定。如图 3c 所示， WT 组四膜虫数量在 3 h

时达到峰值，为 23.5×104 cfu/mL，3~6 h 呈逐步下

降 趋 势 ，ΔhemoD 组 四 膜 虫 数 量 在 3 h 时 为

25.375×104 cfu/mL，3~6 h呈逐步上升趋势。

2.4　ΔhemoD菌株对凡纳滨对虾半数致死量

副溶血弧菌感染凡纳滨对虾的半数致死量

如表 2 所示，ΔhemoD 菌株半数致死量为 1.30×

108 cfu/mL，WT 菌株半数致死量为 2.57×107 cfu/

mL，hemoD基因敲除导致副溶血弧菌半数致死量

提高了 5.06倍。ΔhemoD菌株处理组在梯度感染

（a）四膜虫与菌株共培养 6 h后固定拍照；（b）四膜虫对野生菌株与ΔhemoD菌株吞噬作用；（c）野生菌株与ΔhemoD菌株对四膜虫数量变
化的影响。
（a） Photographs taken after fixation of Tetrahymena thermophila co-cultured with Vibrio parahaemolyticus for 6h； （b） Phagocytosis of T.  
thermophila on the wild strain and the ΔhemoD strain； （c） Effect of the wild strain and the ΔhemoD strain on the number of T.  thermophila.

图3　副溶血弧菌与四膜虫共培养情况
Fig. 3　Co-culture of Vibrio parahaemolyticus with Tetrahymena thermophila
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浓度下凡纳滨对虾死亡率均低于野生菌株感染

组，在 4×109 cfu/mL感染浓度下降程度最明显，下

降31.82%。

2.5　hemoD基因敲除影响副溶血弧菌在凡纳滨

对虾肠道定殖能力

ΔhemoD菌株在凡纳滨对虾肠道中的定殖能

力弱于野生菌株。在取样的 5个时间点中，野生

菌株在凡纳滨对虾肠道中定殖的数量为升高后

趋于稳定，ΔhemoD 菌株则是先升高再下降，且

ΔhemoD菌株感染组的对虾肠道定殖的数量均低

于野生菌株感染组（图 5）。结果表明 hemoD基因

敲除后细菌感染宿主后的定殖能力下降。

2.6　感染副溶血弧菌后对虾肝胰腺组织观察

凡纳滨对虾感染期间，分别在 24、48 和 72 h

对各组对虾肝胰腺进行解剖取样。如图版所示，

对照组中肝胰腺细胞排列整齐，肝小管组织结构

完整，呈星状结构，可以清晰观察到小管中的几

种功能细胞（B细胞、R细胞和F细胞）。B细胞为

泡状细胞，占据细胞大部分体积，主要功能是从

肝胰腺小管的官腔中吸收营养物质；R细胞是吸

收细胞，消化吸收营养物质并以脂滴的形式储存

在细胞内；F 细胞是纤维细胞，主要参与消化酶

的合成及分泌过程［22］。攻毒实验 24 h，野生菌

株感染组症状比较突出，B 细胞结构不明显，肝

小管细胞出现轻微萎缩；ΔhemoD 菌株组症状较

轻，对虾肝小管细胞出现轻微萎缩，个别细胞发

生破裂但各功能细胞结构仍可清晰观察到。攻

毒实验 48 h，野生菌株感染组大部分小管细胞出

现了溶解，发生严重萎缩，ΔhemoD感染组主要是

细胞质收缩，胞内空腔变小，但胞内物质溶解程

度不如野生菌株组严重。攻毒实验 72 h，野生菌

株组的肝胰腺组织溶解程度非常严重，几乎观察

不到正常细胞结构，血细胞大量流至胞外。

ΔhemoD 组比 48 h 时溶解程度加重，胞内物质呈

现为不规则圆形，空泡化现象严重，胞内物质重

叠在一起，不能区分各功能细胞。

表2　副溶血弧菌和敲除菌株对凡纳滨对虾的
半数致死量

Tab. 2　LD50 of Vibrio parahaemolyticus and ΔhemoD 
on Penaeus vannamei

攻毒剂量
Dose of challenge
/cfu
4×109

4×108

4×107

4×106

LD50
上升倍数

死亡数量/总数
Number of death/Total

WT
33/50
29/50
23/50
19/50

2.57×107

ΔhemoD

22/50
20/50
19/50
12/50

1.30×108

5.06

死亡率
Mortality/%

WT
66
58
46
38

ΔhemoD

44
40
38
24

（a）凡纳滨对虾感染72 h时拍照记录；（b）凡纳滨对虾存活曲线。
（a）Vanabin shrimp photographic records at 72 h of infection； （b）Survival curves of Penaeus vannamei.

图4　WT和ΔhemoD感染凡纳滨对虾存活曲线和照片
Fig. 4　Survival curves and photographs of WT and ΔhemoD-infected Penaeus vannamei
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3　讨论

本研究利用同源重组技术实现对 hemoD 基

因的定向敲除，首次构建了副溶血弧菌敲除突

变株ΔhemoD。ΔhemoD菌株在溶血能力、生物膜

形成能力、致病力方面显著下降。hemoD 基因在

大肠杆菌分泌溶血素 A 的过程中起重要作用，

属于膜转运蛋白［17］，水解 ATP 消耗能量进行跨

膜转运。大肠杆菌溶血素 A 分泌需要 3 种膜蛋

白——内膜转运蛋白 HlyB、衔接蛋白 HlyD 和外

膜孔蛋白 TolC，HlyB 和 HlyD 组成内膜复合物来

发挥作用［17］。有研究［23］表明，用基因编辑技术

将大肠杆菌中 HlyB 突变后，终止了其水解 ATP

导致溶血素 A 的分泌失败。PIMENTA 等［24］将

HlyD 在大肠杆菌中敲除，发现其分泌的 HlyA 溶

血活性大大降低，表明 HlyD对 HlyA分泌及最终

折叠活性形成至关重要。本研究也发现了

hemoD 敲除后副溶血弧菌溶血活性下降，推测

hemoD 可能是通过影响溶血素 A 正常分泌从而

影响副溶血弧菌溶血功能。此外，相较于野生

菌株，ΔhemoD 菌株生物膜形成能力发生下降，

说明 hemoD 基因直接或间接参与细菌生物膜形

成过程，具体分子机制尚不清晰。

图5　WT和ΔhemoD感染凡纳滨对虾肠道定殖能力差异
Fig. 5　Intestinal colonisation of Vibrio 

parahaemolyticus infected Penaeus vannamei

凡纳滨对虾感染 24（1，2，3）、48（4，5，6）、72（7，8，9） h时，肝胰腺组织病理切片，B为泡状细胞，R为吸收细胞，F为纤维细胞；1为轻微萎
缩细胞，2为严重萎缩细胞，3为胞内物质溶解较严重细胞。
Histopathological sections of the hepatopancreas at 24（1，2，3）， 48（4，5，6） and 72（7，8，9） h of infection in Penaeus vannamei， B is vesicular 
cells， R is resorptive cells and F is fibroblasts； 1 for slightly atrophied cells， 2 for severely atrophied cells， 3 for cells with more severe lysis of 
intracellular material.

图版　副溶血弧菌感染凡纳滨对虾肝胰腺组织
Plate　Hepatopancreatic tissue of the Penaeus vannamei with the infection of Vibrio parahaemolyticus
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四膜虫作为一种简单的模式生物，可对菌株

毒力进行初步测试［25-26］。四膜虫在受体与次级信

使受体方面与高等动物类群有相似性［27］，在毒性

实验中可以代替一些生物［28］，并且其可以在不同

的培养基中生长，易于实验操作［29］。在四膜虫与

副溶血弧菌共培养中发现，四膜虫对 ΔhemoD 菌

株的吞噬作用更强，野生菌株在共培养 3 h 后表

现出强烈细胞毒性，导致四膜虫大量死亡，说明

ΔhemoD 菌株相较于野生菌株毒性有明显下降。

四膜虫与细菌共培养中可以评估不同菌株间毒

力大小，但是很难量化毒力下降程度，所以后续

对凡纳滨对虾进行感染实验，测定敲除菌株与野

生菌株对凡纳滨对虾的半数致死量，量化其毒力

下降程度［30］。

本文首次研究 hemoD 基因对副溶血弧菌感

染凡纳滨对虾的影响，相较于野生菌株，ΔhemoD
菌株对凡纳滨对虾的致死率有所下降，半数致死

量提高了 5 倍，说明 hemoD 基因敲除导致副溶血

弧菌毒力明显减弱。副溶血弧菌是凡纳滨对虾

养殖减产的主要原因之一［31］，凡纳滨对虾感染副

溶血弧菌后，会引起肝胰腺发生病变，导致对虾

死亡［32-33］。副溶血弧菌野生菌株感染对虾，严重

破坏了肝胰腺细胞，肝小管细胞发生萎缩，细胞

内容物大量脱落，细胞形状极不规则，出现空泡

化现象［34-36］。ΔhemoD 菌株对凡纳滨对虾肝胰腺

的损伤较轻，细胞内出现部分溶解现象，但还有

模糊的细胞轮廓，可能是 ΔhemoD 菌株溶血能力

下降，导致其对肝胰腺细胞毒性下降，也有可能

是由于ΔhemoD菌株相较于野生菌株在凡纳滨对

虾体内的定殖能力下降有关。ΔhemoD菌株对肝

胰腺损伤程度较轻，解释了 hemoD组凡纳滨对虾

死亡率低的原因。

总之，本研究构建了 hemoD基因敲除的副溶

血弧菌突变株ΔhemoD，分析其溶血、生物膜形成

能力等方面与野生菌株的差异，并感染四膜虫和

凡纳滨对虾，对其致病能力及毒性进行评估。

ΔhemoD 菌株对凡纳滨对虾的致病能力有所下

降，后续在此菌株的基础上，利用基因工程技术

敲除其他毒力因子，构建毒力更弱的菌株，为副

溶血弧菌减毒活疫苗的制备奠定基础。

作者声明本文无利益冲突。
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Vibrio parahaemolyticus hemoD knockouted and pathogenicity evaluation

HU Shaojie1，2， CHE Jinyuan1，2， FANG Qitong1，2， LUO Tuyan3， BAO Baolong1，2

（1. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources， Ministry of Education，Shanghai Ocean 

University，Shanghai 201306，China； 2. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education， 

Shanghai Ocean University， Shanghai 201306； 3. Institute of Quality Standards and Testing Technology for Agro-Products， 

Fujian Academy of Agricultural Sciences， Fuzhou 350003， Fujian， China）

Abstract: Vibrio parahaemolyticus is a Gram-negative rod-shaped bacterium with flagella， widely distributed 

in estuaries and oceans， and is one of the major pathogenic bacteria in aquaculture.  For future development of 

attenuated vaccine of V.  parahaemolyticus， in this study we knocked out hemoD gene in V.  parahaemolyticus 
using homologous recombination.  Compared with wild type of V.  parahaemolyticus， ΔhemoD strain showed a 

decrease in hemolytic activity by 45.7%， a decrease in the ability of biofilm formation by 36.2%， and no 

significant change in growth rate.  When co-cultured with Tetrahymena thermophila， the injury of Tetrahymena 

by ΔhemoD strain was less with more Tetrahymena survived， and hence engulfed more cells of ΔhemoD strain 

than the wild strain of V.  parahaemolyticus.  The whiteleg shrimp Penaeus vannamei was further used for 

pathogenicity evaluation.  The P.  vannamei were challenged with strain ΔhemoD and wild type strain of V.  
anguillarum through administration， respectively， the LD50 of ΔhemoD strain was 5.06 times higher than that of 

the wild type strain.  Compared with wild type of V.  parahaemolyticus， the colonization ability of ΔhemoD strain 

in the intestinal tract of P.  vannamei was obviously weakened， and the damage ability to hepatopancreas was 

reduced， and the phenomena of hepatopancreatic cytolysis and vacuolisation were less serious.  These results 

indicate that the ΔhemoD strain has a reduced pathogenicity to P.  vannamei.  On the whole， we constructed an 

attenuated strain of V.  parahaemolyticus， which will be developed as a potential attenuated vaccine.

Key words: Vibrio parahaemolyticus； hemoD gene； Tetrahymena thermophila； Penaeus vannamei； pathogenicity
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