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摘  要：【背景】副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是引起养殖对虾急性肝胰腺坏死病(acute 
hepatopancreatic necrosis disease, AHPND)的病原之一，毒素蛋白 PirAB 是该病原的致病因子，由病原

携带的 pVA 质粒上的 pirA 和 pirB 编码。PirAB 的分泌途径尚未明确。【目的】探究 pVA 质粒中Ⅱ型分

泌系统同源基因 epsG2 和 epsE2 对副溶血弧菌生物学特性及 PirAB 表达和分泌的影响。【方法】通

过生物信息学分析发现副溶血弧菌 VP220218 株 pVA 质粒上存在 2 个Ⅱ型分泌系统(type Ⅱ secretion 
system, T2SS)的同源基因 epsG2 和 epsE2；利用框内缺失方法构建了突变株 ΔepsG2 和 ΔepsE2，检

测其生长、生物被膜形成、运动力和胞外蛋白酶活力的变化，进一步用 RT-qPCR 和 Western blotting
分析了 PirAB 表达和分泌的变化。【结果】epsG2 和 epsE2 能够抑制 VP220218 的胞外蛋白酶活力

(P<0.001)、在对数生长期抑制细菌的生长(P<0.05)；此外，epsG2 能够促进细菌的运动(P<0.05)、在

平台期抑制 VP220218 的生物膜形成(P<0.05)，epsE2 能够抑制细菌的运动、在对数生长中后期促进

VP220218 的生物膜形成(P<0.05)。RT-qPCR 结果显示，epsE2 对 pirA 和 pirB 的表达无影响；epsG2
在对数生长初期和中期抑制 pirA 和 pirB 的表达，在对数生长后期和平台期则促进 pirA 和 pirB 的表

达。Western blotting 结果显示，epsG2 对 PirAB 的合成和分泌无影响，epsE2 能够促进 PirAB 的合成

和分泌。【结论】epsG2 和 epsE2 参与了副溶血弧菌 VP220218 的生理活动，且 epsE2 影响 PirAB 的

合成和分泌。研究结果为了解致 AHPND 菌 PirAB 毒素的合成和分泌途径提供了参考。 
关键词：对虾急性肝胰腺坏死病；副溶血弧菌；II 型分泌系统；epsG2；epsE2 
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Abstract: [Background] Vibrio parahaemolyticus is one of the pathogens causing acute 
hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) in cultured shrimp. PirAB, encoded by pirA and pirB 
located on the plasmid pVA, acts as the virulence factor of AHPND. However, the secretion 
pathway of PirAB remains unclear. [Objective] To explore the effect of two T2SS homologous 
genes epsG2 and epsE2 of pVA on biological characteristics and PirAB expression and secretion of 
Vibrio parahaemolyticus. [Methods] The bioinformatics analysis revealed two type II secretion 
system (T2SS) homologous genes epsG2 and epsE2 on the pVA plasmid in V. parahaemolyticus 
VP220218. The mutants ΔepsG2 and ΔepsE2 were constructed by in-frame deletion. The growth, 
biofilm formation, swimming ability, and extracellular protease activity were compared between 
VP220218 and mutants. RT-qPCR and Western blotting were performed to compare the expression 
and secretion of PirAB between VP220218 and mutants. [Results] epsG2 and epsE2 suppressed the 
extracellular protease activity (P<0.001) and the growth during the logarithmic stage (P<0.05). In 
addition, epsG2 promoted the swimming (P<0.05) and inhibited the biofilm formation of 
VP220218 at the plateau stage (P<0.05); epsE2 restrained the swimming ability and promoted the 
biofilm formation of VP220218 at the middle and late logarithmic stage (P<0.05). The results of 
RT-qPCR showed that epsE2 had no effect on the expression of pirA or pirB; epsG2 inhibited the 
expression of pirA and pirB at the early and middle logarithmic stage, while it promoted the 
expression of pirA and pirB at the late logarithmic stage and plateau stage. The results of Western 
blotting showed that epsE2 promoted the synthesis and secretion of PirAB while epsG2 had no 
significant effect on the synthesis or secretion of PirAB. [Conclusion] The results indicated that 
epsG2 and epsE2 were involved in the physiological activities of V. parahaemolyticus VP220218. 
Moreover, epsE2 affected the synthesis and secretion of PirAB. The findings provided a reference 
for understanding the synthetic and secretory pathways of PirAB in AHPND-causing bacteria. 
Keywords: acute hepatopancreatic necrosis disease in shrimp; Vibrio parahaemolyticus; type II 
secretory system; epsG2; epsE2 
 

急性肝胰脏坏死病(acute hepatopancreatic 
necrosis disease, AHPND)是一种世界范围内流

行的对虾疾病[1]。已知最早引起 AHPND 的病原是

副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus) (VPAHPND)，
后来陆续发现浦那弧菌(V. punensis)、哈维氏弧

菌(V. harveyi)、欧文氏弧菌(V. owensii)和坎贝氏
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弧菌(V. campbelli)等也可以引起 AHPND[2-7]。

引起 AHPND 的细菌均携带一个 63‒70 kb 的类

pVA1 质粒，该质粒上的 pirA 和 pirB 基因编码发

光杆菌杀虫相关毒素(Photorhabdus insect-related, 
Pir) PirAB，该毒素可使对虾肝胰腺受损，是决

定病原致病力的主要原因[8]。PirAB 的表达和毒

力受多种环境因子的影响。例如，Kumar 等[9]

发现在低转速培养条件下，VPAHPND 菌株 M0904
的 PirAVp 和 PirBVp 的合成减少，对对虾的毒力

降低，其原因可能是低转速培养容易引起细菌

形成絮团，由此引起病原其他生理表型的改变。

吲哚对 pirA 和 pirB 的转录有一定的抑制作用[10]；

当致 AHPND副溶血弧菌从高温(26−32 ℃)转至

低温(22−28 ℃)培养时，可诱导 pirA 和 pirB 的表

达[11]；盐度对 pirAB 的表达也有重要的影响[12]。

此外，密度感应(quorum sensing, QS)系统也影

响 PirAVp 和 PirBVp 毒素蛋白的合成，通过主要

调节因子 LuxO 和转录因子 AphB 调节 pirAVp 和

pirBVp 的表达，进而参与毒力的调控[13]。最新的

研究发现，PirBVp 具有凝集素样活性并识别虾肝

胰腺的黏蛋白样 O-糖苷结构，引起肝胰腺细胞

损伤；同时 VPAHPND 还具有杀死周围细菌的作

用[14]。另外，AHPND 的感染程度并非由 PirAB
毒素编码基因拷贝数决定，而是取决于毒素释放

量[15]。目前尚无 PirAB 毒素通过何种途径从细

胞内释放到细胞外的相关报道。 
通过生物信息学分析，我们发现致 AHPND

菌株的类pVA1质粒存在2个Ⅱ型分泌系统(type Ⅱ 
secretion system, T2SS)同源基因，分别编码假菌

毛蛋白 EpsG 和胞质 ATP 酶 EpsE。T2SS 最早在

克雷伯杆菌中发现，之后在大多数革兰氏阴性菌

中都发现了 T2SS[16]。T2SS 由 12−15 种核心蛋白

质组成，在克雷伯杆菌中称为 Pul 蛋白，在弧菌

中称为 extracellular protein secretion (Eps)，在大

肠杆菌和其他一些细菌中称为 general secretory 

pathway (Gsp)蛋白[16]。这些蛋白组成外膜复合

体、周质中的假菌毛蛋白、内膜平台和胞质 ATP
酶[16]。T2SS 通过向胞外分泌各种水解酶(蛋白

酶、脂肪酶和磷酸酶)、毒素、黏附素和细胞色

素等，在获取营养、呼吸、生物膜形成、运动

和致病性方面发挥作用[16]。在弧菌属中，关于

T2SS 的研究多见于霍乱弧菌(Vibrio cholerae)。
霍乱弧菌在小肠定殖后，通过 T2SS 分泌霍乱

毒素(cholera toxin, CT)等致病因子，导致腹泻

症状[17]。此外，霍乱弧菌中的 T2SS 还负责分泌

生物膜形成相关的胞外基质蛋白、几丁质结合和

降解蛋白、血凝素/蛋白酶(hemagglutinin/protease, 
HA/P)、胶原酶以及丝氨酸蛋白酶 VesA、VesB 和

VesC[18-22]。致 AHPND 菌株 pVA 质粒的两个

T2SS 同源基因是否对 PirAB 毒素的表达、合成

和分泌产生影响，需要开展相关研究。 
本研究对致 AHPND 的副溶血弧菌 pVA 质

粒上的两个 T2SS 同源基因进行生物信息学分

析，利用框内基因缺失技术构建两个 T2SS 同

源基因的突变株，在此基础上分析突变株的生

物学特性(生长、运动、生物被膜形成和胞外蛋

白酶活力)，用 RT-qPCR 检测突变株 pirA 和 pirB
的表达情况，用 Western blotting 检测 PirAB 蛋

白的合成和分泌情况，初步探究 pVA 质粒上的

两个 T2SS 同源基因的功能。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

试验中所用菌株和质粒的详细信息见表 1，
所用引物信息见表 2。副溶血弧菌的培养基为含

2% NaCl 的胰蛋白胨大豆肉汤培养基(tryptic soy 
broth, TSB)/胰蛋白胨大豆琼脂培养基(trypticase soy 
agar, TSA) (g/L)：胰蛋白胨大豆肉汤 30.0，氯化

钠 10.0，固体培养基添加琼脂粉 20.0；培养条件：

28 ℃、150 r/min。大肠杆菌的培养基为 LB (g/L)：  
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表 1  试验所用菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
名称 
Name 

描述 
Description 

来源 
Source 

Vibrio parahaemolyticus  
VP220218 致 AHPND 副溶血弧菌菌株，含有 pirA 和 pirB 基因 

AHPND-causing Vibrio parahaemolyticus strain, contains  
pirA and pirB genes 

本实验室 
Our laboratory 

VPΔepsG2 副溶血弧菌 VP220218 epsG2 基因缺失突变菌株(缺失 
epsG2 基因 22−951 bp) 
epsG2 mutant (22−951 bp of epsG2 was deleted in Vibrio 
parahaemolyticus strain VP220218) 

本研究 
This study 

VPΔepsE2 副溶血弧菌 VP220218 epsE2 基因缺失突变菌株(缺失 
epsE2 基因 232−1 497 bp) 
epsE2 mutant (232−1 497 bp of epsG2 was deleted in Vibrio 
parahaemolyticus strain VP220218) 

本研究 
This study 

Escherichia coli   
DH5α Clone strain, endA1, RecA1 mutation, lacZΔM15 购自南京诺维赞公司 

Purchased from Vazyme Company, Nanjing 
MC1061 (λpir) thi thr-1 leu6 proA2 his-4 arg E2 lacY1 galK2 aral4xyl5 

supe44λpir 
新加坡国立大学惠赠 
Obtained from National University of 
Singapore 

S17-1 (λpir) Tpr Smr recA thi pro rK–mK–RP4:2-Tc:: Mu-Km Tn7λpir 新加坡国立大学惠赠 
Obtained from National University of 
Singapore 

Plasmids   
pCE2 TA/ 
Blunt-Zero 

3 957 bp, cloning vector, Ampr, Kanr 南京诺维赞公司 
Purchased from Vazyme Company, Nanjing 

pRE112 5 760 bp, suicide plasmid pGp704, depends on pir factor, oriT, 
oriV, sacB, and Cmr 

本实验室 
Our laboratory 

pRE112-DepsG2 插入 DepsG 片段的 pRE112 重组质粒 
PRE112 recombinant plasmid inserted with DepsG fragment 

本研究 
This study 

pRE112-DepsE2 插入 DepsE 片段的 pRE112 重组质粒 
PRE112 recombinant plasmid inserted with DepsE fragment 

本研究 
This study 

 
胰蛋白胨 10.0，酵母粉 5.0，氯化钠 10.0，固体培

养基添加琼脂粉 20.0；培养条件：37 ℃、150 r/min。
突变株构建所用抗生素及浓度分别为：氨苄

青霉素 (ampicillin, Amp) 50 μg/mL、氯霉素

(chloramphenicol, Cm) 10 μg/mL。小鼠抗 PirB
单克隆抗体由中国水产科学院黄海水产研究所

董宣博士惠赠，辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠

IgG 购自中杉金桥(北京)生物技术有限公司。 

1.2  主要试剂和仪器 
偶氮酪蛋白、0.1% (质量体积分数)结晶紫草

酸铵染料，北京索莱宝科技有限公司；细菌总

RNA 提取试剂盒，天根生化科技(北京)有限公

司；2×Phanta Max Master Mix、Vazyme ChamQ 
SYBR Color qPCR Master Mix (Without ROX)、增

强型化学发光(enhanced chemiluminescence, ECL)
化学发光检测试剂盒，南京诺唯赞生物科技有限

公司；MonScript™ RTIII Super Mix with dsDNase 
(Two-Step)，莫纳生物科技有限公司。  

PCR 仪、凝胶成像仪、酶标仪、紫外分光

光度计、Thermo Fisher iBlot™ 2 干转系统，

Thermo Fisher 公司；电击转化仪、荧光定量 PCR
仪，Bio-Rad 公司。 
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表 2  试验所用引物序列 
Table 2  Primer sequences used in this study 
引物名称 
Primer name 

引物序列 
Sequences (5'→3') 

用于 epsG2 基因敲除 For epsG2 mutation  
VP220218-epsG2-dele-for GGGGTACCGCGGGCGTAAGCCTTTCTG 
VP220218-epsG2-int-rev CTATTTACATTGGGTTCCTCGTTGGCGTTTCATCA 
VP220218-epsG2-int-for ACCCAATGTAAATAGCAAAGGAGC 
VP220218-epsG2-dele-rev GGGGTACCTGCGGTAATGGCATAGCGTC 

用于 epsE2 基因敲除 For epsE2 mutation  
VP220218-epsE2-dele-for GGGGTACCCGGTCACCCCCACTCTAACG 
VP220218-epsE2-int-rev TACTTGCTCGGAGGCAACATTTTGCTCGCCTTGCTCT 
VP220218-epsE2-int-for GCCTCCGAGCAAGTAGATGACC 
VP220218-epsE2-dele-rev GGGGTACCCGTTTGGCAGTAAGAGACCCGTAT 

RT-qPCR   
RT-16S rRNA-for ATGACTCGCTGGCAAACAAGGAT 
RT-16S rRNA-rev TGGGGAGTACGGTCGCAAGATT 
RT-pirA-for TTAGCCACTTTCCAGCCGC 
RT-pirA-rev CCGGAAGTCGGTCGTAGTGT 
RT-pirB-for TCGTTATCAGCCCACGCAG 
RT-pirB-rev TTTCACCGATTCTGATGTGCA 

斜体加粗表示限制性内切酶识别位点和保护碱基. 下划线为重叠序列 
Italic and bold marked are restriction enzyme recognition sites and protective bases. The underlined are overlapping 
sequences. 
 
1.3  生物信息学分析 

在非冗余蛋白质数据库(non-redundant protein 
database, NR)[23]、基因本体(gene ontology, GO)[24]、

蛋白质直系同源簇(cluster of orthologous groups 
of proteins, COG)[25]、致病菌毒力因子(virulence 
factors of pathogenic bacteria, VFDB)[26]等数据

库中，使用 BLASTp 对副溶血弧菌 VP220218
的 pVA 质粒编码基因进行注释，得到两个

T2SS 同源基因(GM001736 和 GM001740)信息，

进一步使用在线工具 NCBI CDD、HMMER、

SMART和 SignalP综合分析编码蛋白质的功能

域和信号肽结构。从 GenBank 提取 AHPND 菌株

(V. parahaemolyticus、V. owensii 和 V. campbelli)
类 pVA 质粒中的 T2SS 同源蛋白序列，用

MEGA 6 进行蛋白序列对齐后采用 Gene Doe 软

件绘图。 

1.4  基因突变株 ΔepsG2 和 ΔepsE2 的构建 
采用框内缺失、两次同源重组的方法构建

副溶血弧 菌 VP220218 突变 株 ΔepsG2 和

ΔepsE2[27]。利用高温水煮裂解法提取 VP220218
的基因组 DNA，以基因组 DNA 为模板，使用

引物 epsG2-dele-for/epsG2-int-rev、epsG2-int-for/ 
epsG2-dele-rev 和 epsE2-dele-for/epsE2-int-rev、
epsE2-int-for/epsE2-dele-rev (表 2)扩增 epsG2 和

epsE2 的上游和下游同源臂。接着以扩增得到的

上、下游同源臂的混合物为模板，以含有 Kpn I
酶识别位点的 epsG2-dele-for/epsG2-dele-rev 和

epsE2-dele-for/epsE2-dele-rev (表 2)为引物进行

overlap-PCR，连接上、下游同源臂以构建缺失片

段 DepsG2 和 DepsE2。PCR 反应体系：2×Phanta 
Max Master Mix 12.5 μL，正、反向引物(10 μmol/L)
各 0.5 μL，epsG2/epsE2 上游同源臂片段 0.5 μL，
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epsG2/epsE2 下游同源臂片段 0.5 μL，ddH2O 
10.5 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 15 s，
58 ℃ 15 s，72 ℃ 90 s，30 个循环；72 ℃ 5 min。
将获得的缺失片段与自杀质粒 pRE112 连接，得

到的重组质粒分别电转到大肠杆菌 S17 (λpir)感
受态细胞中，分别以 S17 (pRE112-DepsG2)和 S17 
(pRE112-DepsE2)为供体菌株、VP220218 为受体

菌株进行接合试验。使用 20%蔗糖 TSA 平板筛

选一次重组菌株，再分别用含氯霉素和不含氯

霉素的 TSA 平板筛选二次重组菌株。将阳性克隆

传代 10 代检测遗传稳定性，最终获得稳定遗传

的突变株 ΔepsG2 和 ΔepsE2。 

1.5  突变株生物学特性的测定 
对 ΔepsG2 和 ΔepsE2 进行生长曲线、生物

被膜形成、运动和胞外蛋白酶活力的测定。进

行生长曲线测定[27]时，将野生株和突变株接种

于 TSB 培养基，28 ℃、150 r/min 培养过夜，

将菌液浓度调整到 OD540 为 1.0，以 1:100 的体

积比接入 200 mL TSB，28 ℃、150 r/min 振荡

培养，设置 3 个平行，定时取样测定 OD540 值，

绘制生长曲线。 

采用结晶紫染色法进行突变株生物膜测 

定[28]，取对数生长期(OD540=0.5)的菌液加入 96 孔

板中，28 ℃静置培养，测定时去除表层菌液，

用磷酸缓冲盐溶液 (phosphate buffered saline, 

PBS)洗涤 96 孔板，加入甲醇固定 20 min，倒掉

溶液并晾干孔板后加入 200 μL 0.1% (质量体积

分数)的结晶紫草酸铵染色，染色 15 min 后倒掉

染液并用 PBS 洗涤 96 孔板，加入 200 μL 无水

乙醇溶解生物被膜，测定 OD570 值。 

用含 0.3%琼脂的 TSA 培养基进行细菌运

动性测定[27]，取对数生长期、OD540 为 1.0 的突

变株菌液 2.5 μL，垂直接种在含 0.3%琼脂的 TSA

平板上，28 ℃培养，在 12 h 和 24 h 观测泳动圈

的直径。 

进行胞外蛋白酶活力测定时，首先制备胞

外蛋白产物，将 OD540 为 1.0 的突变株培养液

100 μL 涂布于铺有无菌玻璃纸的 TSA 平板，

28 ℃倒置培养 20 h。用 10 mL PBS 冲洗收集玻

璃纸上的菌苔，在 4 ℃、10 000×g 离心 35 min，
用 0.22 μm 滤膜过滤，滤液即为胞外蛋白产物。

采用偶氮酪蛋白测定法检测胞外蛋白酶活力[29]，

取 100 μL 胞外蛋白产物与 100 μL 0.5% (质量体积

分数)偶氮酪蛋白溶液混合，加入 300 μL Tris-HCl 
(0.05 mol/L，pH 8.0)缓冲液，37 ℃反应 30 min，
然后加入 400 μL 10% (质量体积分数)三氯乙酸，

室温静置 30 min。12 000×g 离心 5 min，取上清

加入 800 μL NaOH 溶液(0.5 mol/L)显色，测量溶

液 OD442。上述试验均设置 3 个平行，所得数据

采用统计学分析。 

1.6  实时定量聚合酶链式反应(quantitative 
real time polymerase chain reaction, RT-qPCR) 

用 RT-qPCR 检测副溶血弧菌 pirA 和 pirB
的表达量。取不同培养时间的野生株 VP220218、
ΔepsG2 和 ΔepsE2 的菌液，测定菌液 OD540 值。

对不同培养时间的不同菌株均取 OD540为 1.0的

菌体，用细菌总 RNA 提取试剂盒提取菌体

RNA，使用 MonScript™ RTIII Super Mix with 
dsDNase (Two-Step)将 RNA 反转录为 cDNA，

以 16S rRNA 基因为内参进行 RT-qPCR 反应，

所用引物序列见表 2。反应体系：2×ChamQ SYBR 
Color qPCRMaster Mix (without ROX) 10 μL，

RT-16S/pirA/pirB-for (10 μmol/L) 0.4 μL，RT-16S/ 
pirA/pirB-for (10 μmol/L) 0.4 μL，cDNA 1 μL，

DEPC H2O 8.2 μL。反应条件(两步法)：95 ℃ 3 min；
95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40 个循环；熔解曲线：

65−95 ℃，每个循环下降 0.5 ℃，每个循环反应

时间 5 s。反应结束后，采用 2−ΔΔCt法计算 pirA
和 pirB 的相对表达量[30]。 
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1.7  副溶血弧菌胞内胞外 PirB 的检测 
用 Western blotting 检测副溶血弧菌胞内胞

外 PirB 的变化。在不同培养时间(1、2、3 和 6 h)
取野生株 VP220218、ΔepsG2 和 ΔepsE2 的菌

液，调节浓度至 OD540 为 1.0，利用三氯乙酸

(trichloroacetic acid, TCA)法 [31]提取胞内蛋白

(intracellular protein, ICP) 和 胞 外 蛋 白 质

(extracellular protein, ECP)，取等量样品进行

SDS-PAGE 电泳。电泳结束后，利用 Thermo 
Fisher iBlot™ 2 干转系统将蛋白质条带转印到

PVDF 膜上，浸没于 PBST 中(含 5%脱脂奶粉)
封闭过夜，洗膜后依次用一抗(1:4 小鼠抗 PirB
单抗)、二抗(1:5 000 辣根酶标记山羊抗小鼠

IgG)孵育，使用 ECL 化学发光液进行显色、

拍照，利用软件 ImageJ 分析条带灰度值。 

1.8  数据分析 
菌株生长曲线、泳动性、生物被膜和胞外

蛋白酶活性测定与 RT-qPCR 检测中，每组试验

重复 3 次，每个试验组和对照组均有至少 3 个

生物学重复。利用 SPSS 26.0 对数据进行单因

素 ANOVA 检验，最终结果用平均值±标准差

( SD)x ± 表示，P<0.05 表示有显著性差异，

P<0.001 表示有极显著差异。 

2  结果与分析 
2.1  生物信息学分析 

对副溶血弧菌菌株 VP220218 的 pVA 质粒

编码基因注释，发现两个 T2SS 同源基因

GM001736 和 GM001740，在致 AHPND 菌株  
(V. parahaemolyticus、V. owensii 和 V. campbelli)
中，这两个基因编码的蛋白质序列高度保守 
(图 1)。GM001736 基因由 966 个核苷酸组成，

编码 321 个 aa，N 末端起始的 68 个 aa 组成 PulG
超家族结构域(图 1A)，即克雷伯氏菌 T2SS 假

菌毛 PulG 的特征结构域，其同源蛋白在弧菌中

称为 EpsG。进一步分析发现，GM001736 具有

一个菌毛蛋白(Pilin)样信号肽(Sec/SPIII) (127 aa)，
含有一个跨膜结构域(7−28 aa)。GM001740 基因

由 1 572 个核苷酸组成，编码 523 个 aa，具有

PulE 超家族保守结构域(45−485 aa)，即克雷伯

氏菌 T2SS ATP 酶 PulE 特征结构域(图 1B)，其

同源蛋白在弧菌中称为 EpsE。GM001740 无信

号肽和跨膜结构域。同时，在副溶血弧菌菌株

VP220218的染色体 II上发现一套完整的 T2SS，
含有 12 个基因。本研究将副溶血弧菌菌株

VP220218 染色体 II 上的 epsG (GM004805)和
epsE (GM004807)同源基因命名为 epsG1 和

epsE1，在 pVA 质粒上的同源基因命名为 epsG2 
(GM001736)和 epsE2 (GM001740)。序列比对分

析显示，epsG1 和 epsG2 的核酸序列并未发现显

著的相似性，氨基酸序列相似性为 27%；epsE1

和 epsE2 的核酸序列并未发现显著的相似性，氨

基酸序列相似性为 27%。 

2.2  突变株 ΔepsG2 和 ΔepsE2 的构建和

鉴定  
采用框内缺失突变技术构建了 epsG2 和

epsE2 的缺失片段，通过两次同源重组构建了

epsG2 和 epsE2 缺失突变株。ΔepsG2 的 PCR 鉴

定如图 2A 所示，用引物 epsG2-dele-for/epsG2- 
dele-rev 扩增后，野生株(泳道 P1)扩增得到 2 486 bp
的 DNA 片段，ΔepsG2 (泳道 9)扩增得到 1 556 bp
的片段，缺失了 22−951 bp 的 DNA 片段。ΔepsE2

的 PCR 鉴定如图 2B 所示，用引物 epsE2-dele- 
for/epsE2-dele-rev 扩增后，野生株(泳道 P2)扩
增得到 2 840 bp 的 DNA 片段，ΔepsE2 (泳道 9)
扩增得到 1 574 bp 的片段，缺失了 232−1 497 bp
的 DNA 片段。PCR 产物经 Sanger 测序验证

无误。 
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图 1  蛋白质序列同源比对图   A：pVA 质粒上 EpsG2 蛋白质序列同源比对图. B：pVA 质粒上 EpsE2
蛋白质序列同源比对图. 图中左侧为致 AHPND 菌株名称，黑色标注为蛋白质序列高度保守区域，虚线

标注为蛋白质保守结构域，橙色方框标注为菌毛蛋白样信号肽，绿色方框标注为跨膜区域 
Figure 1  Homology map of protein sequences. A: Homology map of EpsG2 on plasmid pVA. B: Homology 
map of EpsE2 on plasmid pVA. The left side of the figure shows the name of AHPND-causing strains. The 
black regions are marked as the highly conservative regions of the protein, the dotted lines are marked as the 
conservative domain of the protein, the orange box is marked as the Pilin like signal peptide, and the green 
box is marked as the transmembrane region. 



 
苏彤彤等: pVA 质粒中 II 型分泌系统同源基因对副溶血弧菌生物学特性及 PirAB 表达和分泌的影响 5467 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 2  PCR 鉴定突变株   A：ΔepsG2 PCR 产物电泳图，9：突变株 ΔepsG2；O：空白对照；P1：野生

型菌株对照；P2：pRE112-DepsG2 重组质粒对照. B：ΔepsE2 PCR 产物电泳图，9：突变株 ΔepsE2；
O：空白对照；P1：野生型菌株对照；P2：pRE112-DepsE2 重组质粒对照. M：DL5000 DNA Marker 
Figure 2  PCR identification of mutant strains. A: Agarose gel electrophoresis of ΔepsG2 PCR product. 9: 
Mutant ΔepsG2; O: Blank control; P1: Wild type control; P2: pRE112-DepsG2 recombinant plasmid control. 
B: Agarose gel electrophoresis of ΔepsE2 PCR product. 9: Mutant ΔepsE2; O: Blank control; P1: Wild type 
control; P2: pRE112-DΔepsE2 recombinant plasmid control. M: DL5000 DNA Marker 
 
2.3  突变株的基本生物学特性 

为了探究 epsG2 和 epsE2 的缺失是否影响

副溶血弧菌 VP220218 的生长，测定了野生株、

ΔepsG2 和 ΔepsE2 在 0−96 h 的生长曲线。结果

如图 3 所示，野生株和两株突变株的生长速率

在延滞期(0−1 h)、平台期(40−88 h)和衰退期

(88−96 h)无显著性差异(P>0.05)。在对数生长期

(1−40 h)，两株突变株的生长速率显著大于野生

型菌株(P<0.05)。上述结果可以看出，epsG2 和

epsE2 基因的缺失显著提高了 VP220218 在对数

生长期的生长速度，即 epsG2 和 epsE2 基因对

VP220218 对数期的生长具有抑制作用。 
为了探究 epsG2 和 epsE2 的缺失是否影响

副溶血弧菌 VP220218 生物被膜的形成，采用

结晶紫法检测野生株、ΔepsG2 和 ΔepsE2 在

0−96 h 的生物被膜量，结果如图 4 所示。在培

养期间，3 个菌株的生物被膜含量均呈现先上 

 
 
图 3  副溶血弧菌 VP220218 及其突变株的生长

曲线   黑色*代表 ΔepsG2 和 ΔepsE2 均与野生株

有显著差异(P<0.05)，红色*代表只有 ΔepsG2 与

野生株有差异(P<0.05) 
Figure 3  Growth curve of Vibrio parahaemoyticus 
VP220218 and its derivative mutants. Black * 
represents that both ΔepsG2 and ΔepsE2 have 
significant differences from wild type strain (P<0.05). 
Red * represents that only ΔepsG2 has significant 
differences from wild type strain (P<0.05). 
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图 4  副溶血弧菌 VP220218 及其突变株的生物被

膜量    
Figure 4  Biofilm forming ability of Vibrio 
parahaemoyticus VP220218 and its derivative 
mutants. *: P<0.05. 

 
升后下降的趋势，在 60 h 达到最高，而后逐渐

降低。ΔepsE2 在 12−36 h (对数生长中后期)生
物被膜含量显著低于野生型菌株(P<0.05)，在

48−96 h (平台期和衰退期)的被膜含量显著高

于野生型菌株(P<0.05)；ΔepsG2 在 48−60 h (平
台期 )的生物被膜含量显著高于野生型菌株

(P<0.05)，在其他时期则与野生株无显著性差异

(P>0.05)。 

以上结果说明，epsE2 基因在对数生长中后

期能促进 VP220218 的生物膜形成，在平台期

和衰退期具有抑制作用；epsG2 基因在平台期

能够抑制 VP220218 的生物膜形成。 
为了探究 epsG2 和 epsE2 的缺失是否影响

副溶血弧菌 VP220218 的运动，在软琼脂平板

上测定了野生株、ΔepsG2 和 ΔepsE2 的泳动圈

直径。结果如图 5 所示，ΔepsG 的泳动圈直径

在培养 12 h 时显著小于野生型菌株(P<0.05)，
24 h 后与野生株无显著性差异；ΔepsE 的泳动

圈直径在培养 12 h 与野生型菌株无显著差异，

24 h 后泳动圈直径显著大于野生株(P<0.05)。以
上结果说明，epsG2 对副溶血弧菌的泳动性呈

现促进作用，而 epsE2 则呈现抑制作用。 
为了探究 epsG2 和 epsE2 的缺失是否影响

副溶血弧菌 VP220218 的胞外蛋白酶活力，采

用偶氮酪蛋白测定法测定了野生株、ΔepsG2 和

ΔepsE2 的胞外蛋白酶水解蛋白质的能力，结果

如图 6 所示。ΔepsG2 和 ΔepsE2 的 OD442 值均显

著高于野生型菌株(P<0.001)，即胞外蛋白酶活

力均显著高于野生型菌株，说明 epsG2 和 epsE2  
 

 
 
图 5  副溶血弧菌 VP220218 及其突变株的泳动性   A：3 种菌株泳动生长情况. B：3 种菌株泳动圈直

径. 不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 
Figure 5  Swimming ability of Vibrio parahaemoyticus VP220218 and mutants. A: Swimming growth of 
VP220218, ΔepsG2 and ΔepsE2. B: Diameter for swimming circle of VP220218, ΔepsG2 and ΔepsE2. 
Different lowercase letters indicate significant differences (P<0.05). 
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图 6  副溶血弧菌 VP220218 及其突变株的胞外

蛋白酶活性 
Figure 6  Extracellular protease activity of Vibrio 
parahaemoyticus VP220218 and its derivative 
mutants. ***: P<0.001. 

基因的缺失使副溶血弧菌 VP220218 胞外蛋白

酶活力显著升高，即 epsG2 和 epsE2 对胞外蛋

白的蛋白酶活力具有抑制作用。 

2.4  突变株 pirA 和 pirB 基因的表达量 
为了解 epsG2 和 epsE2 的缺失是否影响副

溶血弧菌 VP220218 的 pirA 和 pirB 的表达，用

RT-qPCR 分析 ΔepsG2、ΔepsE2 和野生株

VP220218 在不同生长时期 pirA 和 pirB 的相对

表达量。结果如图 7 所示，野生株及突变株的

pirA 和 pirB 的相对表达量在生长期间呈现由高

到低的趋势，最高表达量出现在对数生长初期

(OD540=0.5, 2 h)和中期(OD540=1.5, 12 h)。ΔepsG2
在对数生长初期和中期的 pirA 和 pirB 的相对表

达量显著高于野生株(P<0.05)，在对数生长后期 
 

 
 
图 7  副溶血弧菌 VP220218 及其突变株的 pirA (A)和 pirB (B)基因的相对表达量 
Figure 7  The expression of pirA and pirB of Vibrio parahaemoyticus VP220218 and mutants. *: P<0.05. 
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(OD540=2.0, 20 h)和平台期(OD540=2.5，40 h和 72 h)
显著低于野生株(P<0.05)；ΔepsE2 的 pirA 和 pirB
的相对表达量在平台末期显著低于野生株(P<0.05)，
在其他时期与野生株无显著性差异(P>0.05)。 

以上结果说明，epsG2 对 VP220218 中

pirAB 的表达具有显著影响，在对数生长初期和

对数生长中期呈现抑制作用，在对数生长后期和

平台期呈现促进作用。然而 epsE2 基因对 pirAB
的表达影响较小，仅在平台末期呈现促进作用。 
2.5  PirB 毒素的胞内合成和胞外分泌 

为了解 epsG2 和 epsE2 的缺失是否影响副

溶血弧菌 VP220218 的 PirB 的表达，利用

Western blotting 检测野生株 VP220218、ΔepsG2
和 ΔepsE2 在不同培养时间(1、2、3 和 6 h)的
PirB 胞内合成和胞外分泌量。结果如图 8 所示，

随着菌株的生长，3 个菌株胞内蛋白(ICP)和胞

外蛋白(ECP)中 PirB 含量整体上均呈现逐渐增

加的趋势。ΔepsG2 ICP 和 ECP 中 PirB 含量与

野生株差异不显著，ΔepsE2 ICP 和 ECP 中 PirB
含量均低于野生型株。因此，epsG2 不影响 PirB
蛋白的合成和分泌，而 epsE2 能促进 PirB 蛋白

的合成和分泌。本研究用 PirB 蛋白来表征 PirAB
二元毒素，因此认为 epsG2 不影响 PirAB 毒素

的合成和分泌，而 epsE2 能够促进 PirAB 毒素

的合成和分泌。 

3  讨论与结论 
对虾急性肝胰腺坏死病的主要致病因子是

毒素蛋白 PirAB[32]，该毒素的分泌途径尚未明

确。很多病原菌利用 T2SS 将周质空间的毒性

蛋白转移到细胞膜外环境或宿主体内，使宿主

细胞致病[18,33-34]。通过分析致 AHPND 副溶血弧

菌中编码 PirAB 的质粒 pVA 序列发现，该质粒

上有 2 个 T2SS 同源基因 epsG2 和 epsE2，分别

编码 T2SS 主要假菌毛蛋白和胞质 ATP 酶。为

探究 epsG2 和 epsE2 的功能，本研究构建了突

变株 ΔepsG2 和 ΔepsE2，对突变株的部分生理

表型特征进行了测定。结果显示，epsG2 和 epsE2
的缺失提高了 VP220218 在对数生长期的生长

速度。有研究表明，T2SS 与细菌的生长有关，

如杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida)的 T2SS
编码基因 tatA、tatB 和 tatC 缺失后细菌的生长

速度下降[35]；也有研究表明，T2SS 结构基因的

缺失对一些细菌的生长无影响，gspD 和 gspK
的缺失对肠致病性大肠杆菌(enteropathogenic 
Escherichia coli, EPEC)的生长无影响[36]，gspD
的缺失也不会影响鲍曼氏不动杆菌(Acinetobacter 
baumannii)生长[37]。这些结果说明在不同细菌

中不同 T2SS 基因对生长具有不同的功能。T2SS
与细菌的生物被膜形成有关，如霍乱弧菌      
(V. cholerae) T2SS 基因 epsG 和 epsD 的缺失会抑

制细菌生物被膜形成 [17]，肠致病性大肠杆菌

T2SS 基因 gspD 的缺失也会抑制 EPEC 生物被

膜的形成[36]。我们的研究显示，epsG2 在平台

期、epsE2 在对数生长中后期抑制 VP220218 的

生物被膜形成，这个结果说明 T2SS 基因对细

菌生物被膜形成的影响与细菌的培养时间有

关。在 EPEC 的研究中也发现了类似的结果，

在培养早期 T2SS 基因缺失株生物被膜的形成

未受到影响，在培养后期(96 h)生物被膜的形成

则显著减少[36]。T2SS 与细菌的运动有关，如在

玉米迪基氏菌(Dickeya zeae)中，T2SS 基因

otatA、otatB 和 otatE 缺失后，细菌的运动能力

下降[38]；而在杀鲑气单胞菌中，T2SS 基因 tatA、

tatB 和 tatC 缺失后，细菌的运动能力未发生变

化[35]。类似地，我们的研究结果也显示，epsG2
的缺失降低了 VP220218 的运动能力；相反地，

epsE2 缺失加快了细菌的运动。这些结果说明在

不同细菌中不同 T2SS 基因对细菌运动具有不

同的功能。T2SS 能够分泌多种水解酶，如酯酶、 
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图 8  epsG2 和 epsE2 的敲除对 PirB 合成和分泌的影响   A：各取样点 ICP 与 ECP 样品的考马斯亮

蓝染色对照. B：ICP 和 ECP 中 PirB 的含量，1、2、3 和 6 h 分别为取样时菌株生长的时间，ICP 为胞

内蛋白样品，ECP 为胞外蛋白样品. C：ICP 中 PirB 条带灰度值统计. D：ECP 中 PirB 条带灰度值统计 
Figure 8  Effect for knockout of epsG2 and epsE2 on the synthesis and secretion of PirB. A: Loading control. 
B: The content of PirB in ICP and ECP. 1, 2, 3 and 6 h respectively represents growth time of strains. ICP is 
intracellular protein, ECP is extracellular protein. C: Statistics for gray values of PirB stripe in ICP. D: 
Statistics for gray values of PirB stripe in ECP. 
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蛋白酶、淀粉酶和几丁质酶等，因此 T2SS 基

因的缺失可引起多种水解酶的运输障碍。例如，

杀鲑气单胞菌T2SS基因 tatA、tatB和 tatC缺失后，

细菌各种胞外酶活力大大下降[35]。与此研究结果

不同的是，epsG2 和 epsE2 的缺失能够促进

VP220218 胞外蛋白酶活力，说明 epsG2 和 epsE2
具有抑制胞外蛋白酶合成或者分泌的作用。在

我们的研究中未对突变株的酯酶、淀粉酶和溶

血素的活力进行检测，epsG2 和 epsE2 是否对

这些胞外酶的合成和运输有影响还需要进一步

开展研究。 
RT-qPCR 结果显示，野生株、突变株

ΔepsG2 和 ΔepsE2 中的 pirA 和 pirB 从对数生长

前期到对数生长后期表现较高的相对表达量，进

入平台期后相对表达量均出现大幅下降，这个结

果与 Lin 等[13]基本一致，似乎说明 pirA 和 pirB
的表达量与细菌的生长速度呈正相关。与此推

测一致的是，ΔepsG2 的生长速度在对数生长期

快于野生株，这个时期其 pirA 和 pirB 的表达量

也高于野生株；在菌株进入对数生长后期，即

ΔepsG2 生长速度变慢后，其 pirA 和 pirB 的表达

明显低于野生株，这些结果意味着 epsG2 对 pirA
和 pirB 的表达有双重调节作用。然而 epsE2 对

pirA 和 pirB 的表达表现为单向调节作用，在平

台末期促进 pirA 和 pirB 的表达。 
Western blotting 结果显示，epsE2 的缺失使

VP220218 菌株 ICP 和 ECP 中 PirB 含量降低。

EspE 是位于细胞质内具有环状六聚体结构的

ATP 酶，已有研究表明 EspE 可与 T2SS 的假菌

毛组分 EspL 和 EspG 结合，为假菌毛的组装或

拆卸提供能量，是 T2SS 进行蛋白质运输不可缺

少的组分[39]。因此 epsE2 的缺失会对 VP220218
菌株 T2SS 的功能产生影响，直接影响了 T2SS
的组装，同时对 PirAB 的合成分泌造成直接的

影响。 

综上所述，本文研究了副溶血弧菌VP220218
菌株 pVA 质粒 T2SS 同源基因 epsG2 和 epsE2
的功能，初步探究了 epsG2 和 epsE2 在 PirAB
表达和分泌中的作用，但还需进一步探究 epsG2
和 epsE2 对副溶血弧菌菌株毒力的影响。而且

考虑到 VP220218 菌株的染色体存在一套完整的

T2SS，染色体上的同源基因 epsG1 和 epsE1 是否

对 PirAB 的表达和分泌具有作用，将是下一步

的工作。 
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