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摘  要: 【目的】研究溶藻弧菌的溶血现象, 溶血素基因 vah 的分布及 vah 基因、vah 启

动子区对溶藻弧菌溶血活性的贡献。【方法】对 46 株分离自华南沿海水生动物体内和海

水的溶藻弧菌环境株及溶藻弧菌标准株 1.1587 进行溶血实验; 比较具有溶血活性的溶藻

弧菌野生株 ZJ051、vah 基因大肠杆菌 BL21 重组表达株、vah 缺失突变株和基因回补株

间溶血能力的差异; 检测 vah 基因在溶藻弧菌中的分布, 比较溶血株与非溶血株 vah 基因

及上游启动子区的序列差异。【结果】47.8%的溶藻弧菌菌株产生溶血活性, 因此溶血现

象普遍存在于溶藻弧菌环境株中; vah 基因的表达产物具有溶血活性, vah 基因缺失突变株

不具有溶血活性, 而 vah 基因回补株恢复溶血活性。vah 基因普遍存在于溶藻弧菌中, 且

基因序列非常相似, 氨基酸序列完全相同, 然而不同菌株的启动子区第 188−190 碱基位

点存在差异。【结论】溶藻弧菌 vah 基因是造成溶藻弧菌溶血的直接原因, 但溶藻弧菌

溶血能力的差异并非是由 vah基因本身差异决定, 极有可能与启动子区第 188−190碱基位

点相关。 
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Hemolytic activities of Vibrio alginolyticus and functional 
analysis of a hemolysin gene and its promoter 

SU Ting  LUO Peng  CHEN Chang  REN Chun-Hua  HU Chao-Qun* 

(South China Sea Institute of Oceanology, CAS Key Laboratory of Marine Bio-resources Sustainable Utiliza-
tion, Guangdong Key Laboratory of Applied Marine Biology, Guangzhou, Guangdong 510301, China) 

Abstract: [Objective] We studied the hemolytic activity of Vibrio alginolyticus strains, and 
the distribution of a hemolysin gene vah in these strains; we analyzed the functions of vah 
gene and the related promoter, and assessed their contributions to the hemolytic activity. 
[Methods] Hemolytic test was performed using 47 V. alginolyticus strains, including one type 
strain 1.1587 and 46 environmental strains isolated from seawater and various marine animals. 
The difference of hemolytic ability was compared among a wild V. alginolyticus strain ZJ051 
that showed hemolytic activity, a recombinant Escherichia coli BL21 aiming at a predicted vah 
gene, a vah-deletion mutant, and a vah-recovery strain. The distribution of vah gene was fur-
ther detected in V. alginolyticus followed by the sequence analysis of vah genes and their 
promoters among the hemolytic and non-hemolytic strains. [Results] Among the V. algi-
nolyticus strains 47.8% showed hemolytic activities, and thus hemolysis was ubiquitous in en-
vironmental V. alginolyticus strains. Hemolysis was observed in the recombinant Escherichia 
coli BL21 and the vah-recovery strain but not in the vah-deletion mutant. The vah gene widely 
distributed in V. alginolyticus. The vah sequences of V. alginolyticus strains were highly simi-
lar, and they shared identical amino acid sequences. Through the vah promoter comparison 
between the hemolytic and non-hemolytic strains, a difference in 188−190 base sites of the 
promoters was discovered. [Conclusion] Hemolysis is directly caused by the vah gene, and the 
discrepancy of hemolytic ability among various V. alginolyticus strains has no relation with the 
difference of vah sequences, which is likely determined by the diversity in 188−190 base sites 
of vah promoters. 

Keywords: Vibrio alginolyticus, Hemolytic activity, Hemolysin gene, vah-deletion mutant 

溶 藻 弧 菌 (Vibrio alginolyticus) 属 弧 菌 科

(Vibrionaceae), 弧菌属, 为嗜盐嗜温性、兼性厌氧

海生弧菌[1], 广泛存在于海洋、河口及海水养殖

池等水体环境中, 可引起人和多种海洋动物发

病。据张灵芝等[2]报道, 溶藻弧菌可引起细菌性

食物中毒, 引起患者头痛、腹痛、腹泻。在过去

几十年时间里, 人类对溶藻弧菌的生理生化特性

进行了不少研究, 但对毒力因子和致病机理等方

面, 特别是溶藻弧菌关键毒力基因的研究仍十分

有限。由于溶藻弧菌分布的广泛性及可引起人类

或水产动物感染, 近些年溶藻弧菌的致病因子及

其疾病发生分子机制的研究逐渐受到重视。 

一 些 研 究 表 明 溶 血 素 是 弧 菌 胞 外 产 物

(Extracellular product, ECP)的主要致病成分, 是弧菌
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的重要毒力因子, 如霍乱弧菌的 HlyA、HLX, 副

溶血弧菌的 TDH、TRH 和 TLH, 哈氏弧菌的 VHH

等[3]。罗鹏等[4]发现溶藻弧菌中存在与副溶血弧

菌 tlh 溶血素基因高度相似的溶血素基因 vah, 并

构建了 vah 基因的表达载体, 在大肠杆菌中获得

了可溶性表达[4]。在此基础上, 本文对 46 株分离自

华南沿海水生动物体内和海水的溶藻弧菌环境株

及溶藻弧菌标准株 1.1587 进行了溶血实验, 并构

建 vah 基因的缺失突变株和基因回补株, 以确定

vah 基因的功能。此外, 检测了 vah 基因在溶藻弧

菌中的分布及溶藻弧菌溶血株和非溶血株 vah 基

因和基因启动子序列的差异, 以期探索 vah 基因

及其启动区对溶藻弧菌溶血活性的贡献。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
46 株溶藻弧菌环境菌株分离自华南沿海水

生动物体内和海水。溶藻弧菌 1.1587 (ATCC 

33787)购于 中 国 普 通 微 生 物 菌 种 保 藏 管 理 中

心。重组表达菌 BL21-vah1 由本实验室保存[4]。

以溶藻弧菌野生株 ZJ051 (又名 A056)构建 vah

基因缺失株△vah-ZJ051和溶藻弧菌 vah 基因回

补株¢vah-ZJ051 (另文发表)。 

1.2  溶藻弧菌的溶血能力分析 
30 g TSB (BD)加入 900 mL 蒸馏水搅拌均匀

后灭菌, 调节 pH 至 8, 缓慢倒入无菌脱纤维兔

血 100 mL (广州芯特生物科技有限公司), 搅拌

均匀后倒入一次性培养皿。将 47 株溶藻弧菌分

别点种到 TSB 兔血平板上, 37 °C 培养 24 h 观察

结果。 

1.3  vah 基因对溶藻弧菌溶血能力影响分析 
1.3.1  vah 基因的重组表达菌和溶藻弧菌 vah 基

因缺失、回补株的溶血差异分析: 配置上述 TSB

兔 血 平 板 , 观 察 BL21-vah1 、△vah-ZJ051 和

¢vah-ZJ051 在 TSB 兔血平板上的溶血差异。溶

藻弧菌菌落周围出现一透明的溶血圈(完全溶血), 

判定为 β 溶血; 溶藻弧菌菌落周围出现一大或小

的不透明的溶血圈(不完全溶血), 判定为 α 溶血; 

不出现溶血圈则为不溶血。 

1.3.2  vah 基因在溶藻弧菌中分布的检测: 根据

已报道的多株哈氏弧菌、坎氏弧菌等弧菌溶血

素 基 因 保 守 序 列 设 计 通 用 引 物 [4]: uvh1: 
5′-CAATGGCGATTCCCGAATCC-3′; uvh2: 5′- 
GAGCGGTTGATGTCTTGGCA-3′。PCR 反应条

件为: 94 °C 4 min; 94 °C 1 min, 58 °C 30 s, 72 °C 

1 min, 共 30 个循环; 72 °C 8 min。PCR 扩增结束

后用 1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果, 随机挑

选 3 株细菌(HN041、E0666、E381)的 PCR 产物, 

送上海英潍捷基贸易有限公司测序。 

1.4  不同溶血能力的溶藻弧菌中 vah基因差异

检测 
1.4.1  溶血差异株的全长 vah 基因克隆和测序: 
设 计 扩 增 全 长 vah 基 因 的 引 物 : vahF1: 
5′-ATGAAAAAAACAATCACACT-3′; vahR1: 5′-A 
AAGCGAAACTCTTCTAAGT-3′。分别对溶血株

ZJ051 和 1 株随机选择的非溶血株 E0601 进行全

长 vah 基因扩增。PCR 反应条件为 : 94 °C 
4 min; 94 °C 30 s, 56 °C 30 s, 72 °C 1 min, 共 32
个循环; 72 °C 8 min。PCR 扩增结束后用 1%琼脂

糖凝胶电泳检测。将 PCR 产物直接送上海英潍

捷基贸易有限公司做常规克隆及测序。   
1.4.2  vah 基因与上游 asp 基因间区扩增及测序: 
根据 GenBank 中溶藻弧菌 12G01 中 vah 基因及上

游毗邻碱性丝氨酸蛋白酶基因(asp)的序列特征

设 计 引 物 asp2: 5′-AGCCGCRAAYGCTGACA 
T-3′; ldh1: 5′-GCTGGTGATAAGGTTGGCTC-3′, 
用于扩增 47 株溶藻弧菌株 vah 和 asp 基因间区, 

该间区序列包含了完整的 vah 启动子区。PCR 反

应条件同 1.4.1。PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳

检测, 阳性 PCR 产物直接送上海英潍捷基贸易有

限公司测序。 
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2  结果与分析 

2.1  溶藻弧菌的溶血实验结果 
47 株溶藻弧菌中有 22 株出现 α 溶血, 其中包

括溶藻弧菌标准株 1.1587, 1 株出现 β 溶血(图 1)。

46 株环境溶藻弧菌中溶血株出现的比率为 47.8% 

(表 1)。 

2.2  vah 基因对溶藻弧菌溶血能力的影响 
2.2.1  vah 基因的重组表达菌和溶藻弧菌 vah 基

因缺失、回补株的溶血差异: vah 基因的重组表

达菌 BL21-vah1 在血平板上表现出 α溶血, vah 基

因缺失突变株△vah-ZJ051 无溶血, vah 基因回补

株¢vah-ZJ051 在血平板上显现明显的 α 溶血

(图 2)。由此可见, vah 基因的表达产物具有溶血

能力, vah 基因的缺失直接导致溶藻弧菌的溶血

能力丧失, 而溶藻弧菌重新获得 vah 基因后, 其

溶血能力恢复。这些结果表明, vah 基因是造成

溶藻弧菌溶血的直接原因或必要条件。 
2.2.2  溶藻弧菌溶血差异株中 vah 基因的检测结

果: 以 uvh1/uvh2 为引物, 采用 PCR 方法检测了 

 
图 1  溶藻弧菌 β溶血(E333)与 α溶血(ZJ051)现象 
Fig. 1  Typical β hemolysis of V. aliginolyticus E333 and 
typical α hemolysis of V. aliginolyticus ZJ051 
Note: A: E333; B: ZJ051. 

vah 基因在所有溶藻弧菌中的分布, 结果发现 47
株溶藻弧菌(包括溶血株和非溶血株)均能扩增出

长度为 595 bp 的片段(图 3)。随机抽取 3 株细菌

(HN041、E0666、E381)的 PCR 产物测序, 结果

表明, 扩增的片段均来自于溶藻弧菌的 vah 基因。

这一结果表明, 溶藻弧菌的溶血株和非溶血株均

存在 vah 基因, 没有溶血能力的溶藻弧菌并非是

因为缺失 vah 基因而不溶血。 

2.3  不溶血和溶血的溶藻弧菌全长 vah基因序

列分析 
通过扩增和克隆测序 , 分别获得了不溶血

株 E0601 和溶血株 ZJ051 的 vah 基因全长序列

(GenBank: JX064517、JX064518), 序列分析发

现不溶血株 E0601 和溶血株 ZJ051 的 vah 基因

全长序列有95%以上的相似性, 氨基酸序列 100%

相 似 , 且 与 公 布 的 溶 藻 弧 菌 12G01 株 (NCBI: 

NZ_AAPS00000000)氨基酸序列 100%相似。这

一结果结合前述 2.2 部分的结果表明, 溶藻弧菌

间溶血能力的差异并非是由 vah 基因的存在与否 

 
图 2  BL21-vah1、△vah-ZJ051 和¢vah-ZJ051 溶血图 
Fig. 2  The hemolysis of strains BL21-vah1, △vah- 
ZJ051 and ¢vah-ZJ051 
Note: A: BL21-vah1; B: △vah-ZJ051; C: ¢vah-ZJ051. 

 

表 1  溶藻弧菌溶血活性检测结果 
Table 1  Result of hemolysis of V. alginolyticus 

溶血类型 
Type of hemolysis 

数量 
Number

株号 
Strain No. 

α 溶血类 
Typical α hemolysis 

22 
E0645、E0666、E236、E242、E259、E264、E269、E280、E381、A066、A139、ZJ051 (A056)、
HN045、HN076、HN131、HN179、HN261、HN266、HN401、HN473、HN590、1.1587

β 溶血类 
Typical β hemolysis 

1 E333 

非溶血类 
Non-hemolysis 

24 
E0601、E0610、E0627、E06155、E167、E184、E208、E232、E233、E234、E235、E238、

E239、E252、E265、E329、E330、E334、A017、A028、ZJ003、NA025、HN041、HN497
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决定, 也并非由 vah 基因自身差异引起。 

2.4  不同菌株 vah 基因启动子区差异分析 
对所有 47 株溶藻弧菌的 asp 基因和 vah 基因

间区分析后发现, vah 基因上游包含一个完整的

启 动 区 , 存 在 启 动 子常 见 的 核糖 体 结 合位 点

(Ribosome biding site, RBS)、−10 区和−35 区, 此

外还存在一个富含 AT 的 UP 元件区。其中不同溶

血能力菌株 vah 基因的 RBS、−10 区和−35 区完

全一致, 其它区域也基本相同, 只有 UP 元件区

存在较大差别(图 4), 溶血菌株的 UP 元件区第

188−190 个碱基均为 CCG (E0666、E381 和 ZJ051)

或 TCG (E0645、E333); 不溶血菌株(E0601、

E0610 和 ZJ003)的 UP 元件区第 188−190 个碱基

均为 TAA。 

3  讨论 

弧菌中存在多种溶血素基因, 虽然已经证实 

副溶血弧菌存在 tdh、trh、tlh 3 种溶血素基因, 但

是只有 tdh 和 trh 的功能得到证实, 目前并未从实

验角度证实 tlh 的溶血功能[5]。有关溶藻弧菌溶血

现象、溶血素基因的种类及其明确的功能未见报

道, 作为副溶血弧菌 tlh 基因的高度类似物, 对溶

藻弧菌 vah 基因功能的探索也有助于从理论水平

预测副溶血弧菌 tlh 基因功能。 

本文首先对华南沿海溶藻弧菌环境株和溶藻

弧菌标准株 1.1587 的溶血现象进行了分析, 其中

溶藻弧菌标准株 1.1587 发现 α 溶血; 46 株溶藻弧

菌环境株有 22 株出现溶血现象, 溶血株出现的

比率为 47.8%, 说明环境溶藻弧菌株普遍存在溶

血活性。为了深入探索 vah 基因对溶藻弧菌溶血

性的贡献, 我们分别构建了 vah 基因的大肠杆菌

表 达 株 B L 2 1 - v a h 1 和 v a h 基 因 缺 失 菌 株

△vah-ZJ051 及回补菌株¢vah-ZJ051, 结果证明

BL21-vah1 能在 TSB 兔血平板上产生溶血 ,  
 

 
图 3  典型的溶藻弧菌中 vah 基因扩增电泳图 

Fig. 3  Typical electrophoresis of PCR products from vah gene amplification of V. alginolyticus 
 

 
图 4  典型的具不同溶血能力菌株 vah 基因启动子区中 UP 元件区的差异 

Fig. 4  The difference of the UP element of promoter region of the vah gene in typical strains  
that have different hemolytic ability 
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△vah-ZJ051不溶血, 而¢vah-ZJ051溶血现象恢复, 
说明 vah 基因是导致溶藻弧菌产生溶血的直接原

因, 从而证实了 vah 基因的功能就是产生破裂血

细胞的溶血素使其溶血。 
进一步的实验则发现所有47 株实验菌株中均

存在vah 基因, 且序列分析表明不溶血株E0601 和

溶血株 ZJ051 的 vah 基因编码氨基酸完全相同。

此结果显示溶藻弧菌间溶血能力的差异不是由

vah 基因的存在与否或基因本身差异决定的, 因

此 vah 基因存在与否并不能作为判断溶藻弧菌是

否溶血的指标。因此, 这一结果提示溶藻弧菌毒

力基因的携带株并非一定就表现出毒力。与这一

结果类似的是, Xie 等[6]发现溶藻弧菌的毒力与毒

力基因携带之间并没有相关性。因此, 我们在评

估溶藻弧菌潜在的毒力时, 仅仅依靠毒力基因的

存在与否是不准确的。 

Okuda 等[7]研究证实, 在副溶血弧菌 tdh2 基

因启动子序列中的两个位点(−24 和−34)的不同导

致了 tdh1 和 tdh2 基因不同的转录强度。在神奈

川现象(KP)阴性菌中的 tdh1 基因相对于 tdh2 基

因的启动子是关闭的, 这两个基因启动子序列的

−24 位点相同, 但−34 位点不同, 因此对于 KP 阴

性菌而言, 当启动子中−34 位点改变后可以变成

KP 阳性菌。这说明启动子区的关键位点对于溶

血素基因转录的影响是非常重要的。启动子

(Promoter)是 DNA 中一段特定的核苷酸序列, 这

段核苷酸序列是 RNA 聚合酶在转录起始时对模

板 DNA 的识别部位, 也是转录起始时 RNA 聚合

酶与模板 DNA 的结合部位, 是转录过程是否起

始的决定部位。原核生物启动子共有 5 个保守区

域: 起始位点(Transcription start site)、−10 区、−35

区、间隔区(The separation between −10 and −35 

sequence)和 UP 元件(UP element)。其中−10 区能

影响转录起始的速度, −35 区影响启动子对全酶

的亲和性, UP 元件是−35 区上游 40−60 bp 范围内

的一段富含 AT 的 DNA 序列, 为 RNA 聚合酶提

供了另外的作用位点, 起增强转录频率的作用。

许多研究已证明, 核心启动子上游的序列能够在

体内提高转录起始的效率[8]。Josaitis 等[9]证明, 位

于 E. coli rRNA 启动子 rrnB P1 −35 区上游的

DNA 序列即 UP 元件, 能够在体内和体外提高转

录效率 30 倍。根据本文的实验结果结合以上启动

子功能分析, 我们推测溶藻弧菌菌株间溶血能力

的差异极可能与启动子区的差异有关。为了证实

这一推测, 我们对 47 个溶血或不溶血的溶藻弧

菌 vah 基因的启动子区及上游基因部分进行了扩

增和测序, 并与 GenBank 中溶藻弧菌 12G01 相应

部分进行了比对, 结果发现 vah 基因虽然均与碱

性丝氨酸蛋白酶基因(位于 vah 上游)毗邻, 但其

单独为一个操纵子, vah 基因的上游存在 vah 基因

独立的启动子区。vah 基因启动子区具有与其它

原核生物基因启动子区相同的特征: 起始位点、

−10 区、−35 区和间隔区, 此外还包括一个 UP 元

件区, 这是第一次在弧菌中报道基因的启动子区

有 UP 元件存在。进一步分析发现, 不同溶血能

力株的起始位点、−10 区和−35 区均完全相同, 唯

一有区别的是 UP 元件区。当 UP 元件区的第

188−190 个碱基为 CCG 或 TCG 时, 菌株均能在

血平板上溶血; 当 UP 元件区的第 188−190 个碱

基为 TAA 时, 菌株均不能在血平板上产生溶血。

这个结果提示我们, 不同菌株溶血能力的差异极

有可能与启动子中 UP 元件区的第188−190 个碱

基相关。当然, 这一推测还需要采用其它实验手

段(例如关键位点突变)来证实 vah 基因启动子区

中 UP 元件区的功能及第188−190个碱基的功能。 
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