
 

溶血相关基因缺失降低鳗弧菌感染花鲈的致病性
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摘要：为阐明毒力因子溶血素对鳗弧菌感染花鲈过程中发挥的作用，实验以花鲈为研究对
象，通过对花鲈幼鱼分别注射 5.0×105 CFU鳗弧菌野生株和缺失株△vah1-vah4-rtxA，评估
了溶血相关基因缺失对花鲈的感染能力、花鲈各组织的病理变化情况以及免疫响应的影响。
结果显示，花鲈感染野生株后的 LD50为 2.103×105 CFU/mL，感染缺失株△vah1-vah4-rtxA
后 LD50为 1.837×106 CFU/mL，溶血相关基因缺失使鳗弧菌毒性降到原来的 11.44%；鳗弧
菌主要定植在花鲈的肠道和鳃中，溶血相关基因缺失降低鳗弧菌在花鲈体内的定植能力，
同时降低对鳃和肠道的损伤程度；转录组分析表明 vah1、vah4和 rtxA 缺失后，头肾组织
的差异表达基因显著富集到造血细胞谱系、抗原处理和呈递、细胞黏附分子、肠道免疫网
络的 IgA生产等免疫通路，并用实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)对表达水平进行了验证。研
究表明，溶血相关基因缺失降低了鳗弧菌感染花鲈的致病能力。研究结果有助于进一步了
解鳗弧菌的致病机制，并为开发花鲈抗弧菌免疫增强剂或减毒疫苗提供依据。
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鳗弧菌 (Vibrio anguillarum)是一种常见的海

洋革兰氏阴性致病细菌，能引起鱼类、甲壳动物

等的感染及发病 [1-4]。花鲈 (Lateolabrax maculatus)

作为中国、日本等沿海地区的重要海洋经济鱼类，

受养殖密度增加、水质污染日益严重等影响，因

鳗弧菌造成的渔业损失越来越严重[5-7]。肖慧等[8-9]

从烂鳃烂尾的日本花鲈鱼苗分离得到一株鳗弧菌

W-1，人工感染日本花鲈后表现出较强的致病力；

郭伟荣等[10] 注射感染鳗弧菌后，花鲈表现出鳍条

充血甚至溃烂，脾脏肿大、肠道充血等症状。

鳗弧菌依赖于多种致病因子侵染并存活于宿

主体内，主要包括Ⅵ型分泌系统、溶血素、胞外

蛋白酶、铁摄取系统、密度感应系统等 [11-13]。其

中溶血素作为穿孔毒素，可通过溶解宿主红细胞

从而释放血红蛋白，这一过程既为细菌繁殖提供

营养，又导致了宿主的出血性败血症[14-16]。目前，

已发现鳗弧菌中存在多种编码溶血活性的毒力基

因，分别为 VAH毒素同源基因 vah1～5和 RTX

毒素 (rtxA、rtxB、rtxC、rtxD、rtxE)[15,17-18]。研究

表明，相较于其他 VAH毒素同源基因，VAH4具
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有较低的溶血活性与对虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)
的致病性 [19]。Li等 [17] 通过构建 RTX毒素缺失株

发现，当鳗弧菌缺失 rtxA 基因时，其对大西洋鲑

(Salmo salar)幼鱼丧失致病能力；当鳗弧菌 vah1
和 rtxA 基因同时缺失时，其溶血能力显著下降。

为了评估溶血相关基因缺失对鳗弧菌感染花鲈的

致病力的影响，实验基于同源重组技术构建了一

株溶血相关基因 vah1、vah4和 rtxA 同时缺失的鳗

弧菌减毒菌株，比较了该株减毒菌株△vah1-vah4-
rtxA 与野生株对花鲈致病性的影响，以期对鳗弧

菌致病机制有进一步的了解，并为开发花鲈抗弧

菌免疫增强剂或减毒疫苗提供依据。 

1    材料与方法
 

1.1    菌株及引物

鳗弧菌 775菌株为具有氨苄霉素抗性的条件

性致病菌，由本实验室保藏。鳗弧菌△vah1-vah4-
rtxA 菌株为本实验基于同源重组技术构建并保存

的具有氨苄霉素抗性的工程菌[20]。鳗弧菌与缺失

株△vah1-vah4-rtxA 于 28 ℃ 在 LB培养基中培养，

氨苄霉素抗生素工作浓度 100 μg/mL。使用 Primer
premier 5.0软件设计引物 (表 1)。
 

1.2    实验用鱼

实验用花鲈均来自福建省闽威实业花鲈养殖

基地，平均体长为  (13.00±1.56) cm，平均体重为

(35.00±4.69) g。选取健康花鲈于 (28±1) ℃ 下养殖

海水水箱暂养 1周，定期检测水体细菌生长情况

并观察实验鱼的健康状况。在进行相关实验前，

花鲈均提前使用 MS-222麻醉。本研究获得上海

海洋大学实验动物管理和使用伦理委员会批准，

实验过程中操作人员严格遵守上海海洋大学动物

保护和使用委员会伦理规范。
 

 

表 1    本实验所用引物

Tab. 1    Primers used in this study

引物
primer

引物序列(5′- 3′)
primer sequence

退火温度/℃
annealing temperature

长度/bp
length

用途
usage

vah1-F GCCATGGAGAGTGGCAATAT 56 3 034/1 039 细菌检测

vah1-R AGACTTGAGCCACGTAGACC

vah4-F TCAGTCTACTTCGTGACGCTCT 56 1 590/1 049 细菌检测

vah4-R GTGGACCCAGACGTAAAGGT

rtxA-F TCTCCTTTTGGTCACGGACGTC 56 3 714/1 518 细菌检测

rtxA-R CGGTGACGTTTAGGCCATCTC

16S-F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 55 1 446 菌种鉴定

16S-R GGTTACCTTGTTACGACTT

VAV3-F GGTTGTTCCTATGCAGCGAG 58 173 定量　PCR

VAV3-R CTATTTCCCGCAACGTCTCG

RLN3-F TGTGTGCAGTGGTTCATGTG 58 169 定量　PCR

RLN3-R CGTTTGGACAACTGGGAGC

HLA-DRA-F CAGCAAACATCGAGGCCTAC 58 175 定量　PCR

HLA-DRA-R TGCGGGTGTAAACTCCAGAT

FGA-F CAGTCGGCTAACTTGAATGGG 58 153 定量　PCR

FGA-R AGCAGCCAGTCGAATAAACA

DES-F CTACATCGAGAAGGTCCGCT 58 171 定量　PCR

DES-R ACCTCTATGCGTGACCTCTG

Csrp1-F GCCTCAAAGTTTGCCCAGAA 58 180 定量　PCR

Csrp1-R GATCTCCCCGTCTCTGTCAG

FGFRL1-F CAGATCTGAAGCCCCAAAGC 58 162 定量　PCR

FGFRL1-R GGGAAGACGAGGATGAGGAG

Cd22-F CAACAGCGTTGAACCTCACA 58 191 定量　PCR

Cd22-R CCGTGTTGAAGCTGTGTTGA

18S-F AGAAACGGCTACCACATCCA 58 176 定量　PCR

18S-R AGCTCGTAGTTGGATCTCGG
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1.3    花鲈半致死浓度 (LD50)测定

将鳗弧菌接种于氨苄霉素浓度为 100 mg/mL
的 LB液体中，28 ℃ 培养过夜。种子液以 1∶100
(体积比)进行接种扩培，收集 OD600=0.6的菌体并

用磷酸盐缓冲溶液 (PBS)洗涤并稀释得到 1.0×103、
1.0×104、 1.0×105、 1.0×106、 1.0×107 和 1.0×108

CFU/mL。将 100 μL供试菌液以腹腔注射方式注

射至鱼体中，菌体各浓度处理 10尾实验鱼，每组

设立 3个平行，对照组为同体积无菌 PBS。统计

7 d内各处理组的花鲈死亡情况，采用寇氏法进

行 LD50 的计算[21]。 

1.4    鳗弧菌感染花鲈实验

每尾花鲈腹腔注射 5.0×105 CFU菌体，野生

株、缺失株各 30尾，并设立 3个平行，同时设

PBS作对照。在处理后 0、12、24、48和 72 h分

别采集 3尾实验鱼的肝脏、脾脏、肾脏、肠、鳃、

心、皮、肌、脑、眼等 10种组织，充分研磨后

PBS定容至 1 mL。均匀稀释样本并涂布在添加

100 mg/mL氨苄霉素的 TCBS固体培养基上，28 ℃
培养过夜。随机挑选单菌落各 100个，以菌落为

模板，用 vah1、vah4和 rtxA 基因特异引物鉴定鳗

弧菌野生株或缺失株△vah1-vah4-rtxA 并计数，计

算每 1 g组织中相应弧菌数量[22]。 

1.5    病理组织切片

在注射感染后 72 h随机选取花鲈解剖并采集

肠道和鳃组织，经过脱水、石蜡包埋、切片和苏

木精-伊红 (H.E)染色后，利用尼康 EclipseCi-L显

微镜观察组织及细胞形态变化和差异[23]。 

1.6    总 RNA提取与测序

头肾作为花鲈免疫系统重要的造血免疫器官，

参与早期免疫反应和早期免疫细胞的产生。因此

采集注射感染后 12 h的不同处理组花鲈头肾，液

氮速冻后储存在−80 ℃。TRIzol法提取总 RNA并

将 3个平行样品进行混合，送至广州基迪奥生物

科技有限公司完成转录组测序。 

1.7    实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)

为验证转录组测序结果的准确性，随机选择

8个差异表达的基因 [|log2(fold  change)|>  1， P<
0.05]进行验证。用 RNAiso试剂 (TaKaRa)从组织

中提取总 RNA，用 PrimeScript™  RT  reagent  Kit
(Perfect  Real  Time)试剂盒合成 cDNA第一链。

2−∆∆CT

qRT-PCR检测采用 SYBR Green荧光法，使用 Bio-
Rad CFX 96实时PCR系统，扩增条件：95 ℃ 预变性

3 min；95 ℃ 变性 10 s，60 ℃ 退火 30 s，65 ℃ 延

伸 5 s，共 40个循环，并进行熔解曲线分析。用

方法将基因表达水平归一化为 18S rRNA 基

因的表达水平[24]。 

2    结果
 

2.1    溶血素相关基因缺失降低鳗弧菌感染花鲈

的致死率

花鲈注射感染野生株后的半数致死量为

2.103×105 CFU/mL，注射感染缺失株△vah1-vah4-
rtxA 后的半数致死量为 1.837×106 CFU/mL。缺失

株△vah1-vah4-rtxA 的半数致死量相比野生株的半

数致死量提高了 8.74倍，即鳗弧菌缺失株△vah1-
vah4-rtxA 的毒性比野生株降到原来的 11.44% (表 2)。 

2.2    溶血素相关基因缺失影响鳗弧菌在花鲈体

内的定植

利用 vah1、vah4、rtxA 基因特异引物对鳗弧

菌进行鉴定，野生株包含基因与上下游同源臂序

列，缺失株仅包含基因上下游同源臂 (图 1-a)。注

射感染后，野生株和缺失株在花鲈不同部位均显

示出逐渐增多的趋势，且在肠道与鳃中最为明显。

感染 24 h野生株在花鲈肠道中最先被观察到大量

定植，48 h在鳃部被观察到定植数量明显增加，

72 h在皮肤中定植数量明显增加 (图 1-b)；而缺失

株直至 48 h才显示出在肠道和鳃中较明显的定植

(图 1-c)。感染 48 h野生株和缺失株 2个样本在肠

道和鳃中的均值差异极显著，感染 72 h两者在皮

肤中呈现极显著差异 (P<0.01)(图 1-d,e)。 

2.3    溶血素相关基因缺失降低鳗弧菌对花鲈鳃

和肠道组织的损伤

花鲈感染鳗弧菌 72 h后，鳃丝病变卷曲，鳃

小片末端出现淤血肿胀。随着鳃小片局部上皮细

胞的脱落和血细胞的破裂，鳃组织结构完整性被

破坏。同时，缺失菌△vah1-vah4-rtxA 处理组的感

染症状较野生株处理组轻，鳃小片仍保持较整齐

形态，毛细血管扩张淤血，鳃小片发生轻微卷曲

(图版-1~4)。感染鳗弧菌后花鲈肠道组织也出现了

损伤现象，肠道黏膜下层发生萎缩，与固有层分

离，多处肠道黏膜上皮细胞脱落，肠道结构被严

重破坏。缺失菌△vah1-vah4-rtxA 处理组损伤程度
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表 2    花鲈注射鳗弧菌野生株和缺失株△vah1-vah4-rtxA的半数致死量测定

Tab. 2    The LD50 of L. maculatus after injected with wild strain WT and △vah1-vah4-rtxA

菌株
strains

感染浓度/(CFU/mL)
infection concentration

数量/尾
total number

死亡数量/尾
number of deaths

死亡率/%
mortality

半数致死量LD50/(CFU /mL)
median lethal dose

WT 1×108 30 30 100 2.103×105

1×107 30 25 83.33
1×106 30 17 56.67
1×105 30 13 43.33
1×104 30 8 26.67
1×103 30 4 13.33

△vah1-vah4-rtxA1 1×108 30 28 93.33 1.837×106

1×107 30 18 60
1×106 30 11 36.67
1×105 30 8 26.67
1×104 30 6 20
1×103 30 3 10

PBS 0 30 1 3.33
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图 1    鳗弧菌△vah1-vah4-rtxA的检测与定植能力比较

(a)鳗弧菌检测电泳图，泳道 1、3、5分别为野生株对照条带 vah1、vah4、rtxA，泳道 2、4、6分别为缺失株△vah1-vah4-rtxA 扩增条带

vah1、vah4、rtxA，(b)野生株在花鲈不同组织部位的定植，(c)缺失株△vah1-vah4-rtxA 在花鲈不同组织部位的定植，(d)(e)分别处理 48 h
和 72 h后花鲈各组织的弧菌总数，1. 肠道，2. 鳃，3. 皮肤。

Fig. 1　Detection and colonization ability comparison of strain △vah1-vah4-rtxA
(a) detection of the strain △vah1-vah4-rtxA, lanes 1, 3 and 5 were the genes of vah1, vah4 and rtxA in wild strain, and lanes 2, 4 and 6 were the genes of
vah1, vah4 and rtxA in strain △vah1-vah4-rtxA, (b) colonization of WT in different tissues of L. maculatus, (c) colonization of △vah1-vah4-rtxA in dif-
ferent tissues of L. maculatus, (d) (e) the no. of Vibrio in different organizations after 48 h and 72 h, 1. intestine, 2. gill, 3. skin.
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较野生株处理组低 (图版-5~8)。 

2.4    溶血素相关基因缺失影响花鲈对鳗弧菌感

染的免疫应答

分析野生株处理组和缺失株△vah1-vah4-rtxA
处理组的差异表达基因，共得到 3 440个差异表

达基因，其中 1  725个基因表达量显著上调，

1 715个基因表达量显著下调 (图 2-a)。从筛选鉴

定出的免疫基因中随机挑选了 8个基因进行 qRT-
PCR验证，结果显示，随机挑选的基因变化趋势

均与转录组测序分析结果一致 (图 2-b)。分析差异

表达基因富集到了一些可能与免疫相关的 GO
term中 ， 包 括 signal  transduction  (GO:0007165)、
cellular  response  to  stimulus  (GO:0051716)、 ATP
binding  (GO:0005524)、 response  to  stimulus
(GO:0050896)等。富集到的 KEGG通路共 330条，

其中富集分布 TOP20 中与免疫相关的 Pathway有

造血细胞谱系 (hematopoietic cell lineage)、同种异

体移植物排斥 (allograft rejection)、细胞黏附分子

(cell adhesion molecules)、肠道免疫网络的 IgA生

产 (intestinal  immune  network  for  IgA  production)、
抗原处理和呈递 (antigen processing  and  presenta-
tion)、 蛋 白 质 消 化 吸 收 (protein  digestion  and
absorption)(图 2-c)。这些通路中富含了较多与先天

性免疫、适应性免疫与造血相关的基因。

根据差异基因 GO和 KEGG pathway富集分

析结果，结合 ImmPort数据库 (https://www.imm-
port.org/home)，共筛选到 37个关键免疫相关基因，

按具体功能分为 6类，分别是 BCR信号通路、抗

菌肽、抗原处理和呈递、趋化因子、细胞因子、

细胞因子受体 (表 3)。 

3    讨论

实验首次对溶血相关基因 vah1、vah4和 rtxA
对鳗弧菌感染花鲈致病能力的影响进行评估。通

过对花鲈幼鱼分别注射鳗弧菌野生株和缺失株

△vah1-vah4-rtxA，可知缺失株的 LD50 较野生株提

高 8.74倍，可见，溶血相关基因缺失后的鳗弧菌

对花鲈的毒性下降了。Rock等[25] 通过定点诱变获

得 vah1突变株，并发现其对大西洋鲑  (Salmon
salar) 的毒力降低；Rodkhumd等[19] 构建的溶血相

关基因突变体对虹鳟处理的半数致死量 LD50 高于

野生株处理组，且发现 vah4的毒力最强；Li等[17]

研究发现 rtxA 突变的鳗弧菌株对大西洋鲑毒力较

野生株处理组低，这与本研究结果相符。弧菌主

要通过鱼类肠道、鳃和皮肤等组织进行侵染，陈

强[26] 通过对溶藻弧菌对黏膜系统黏附的动力学研

究，发现大黄鱼鳃和肠黏液对溶藻弧菌生长具有

促进作用[26]；Hu等[27] 发现，鱼体能通过不断脱落
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图版    花鲈感染鳗弧菌后肠道和鳃石蜡切片显微结构

1、5. 健康花鲈，2、6. 鳗弧菌野生株处理组，3、7. 缺失株△vah1-vah4-rtxA 处理组，4、8. 组织损伤后细胞观察；1～4. 花鲈鳃组织，5～8.
花鲈肠道组织；LP. 固有层，SM. 黏膜下层，MEC. 肠道黏膜上皮细胞，BL. 鳃小片，BC. 血细胞，MRC. 线粒体丰富细胞，PVC. 扁平上皮

细胞。

Plate 　Microstructure of paraffin section of gill and intestine of L. maculatus after
challenge with V. anguillarum

1,5. healthy L. maculatus, 2,6. L. maculatus treated by V. anguillis wild strain, 3,7. L. maculatus treated by △vah1-vah4-rtxA, 4,8. cell observation after
tissue injury; 1-4. gill of L. maculatus, 5-8. intestine of L. maculatus; LP. lamina propria, SM. submucosa, MEC. intestinal mucosal epithelial cells, BL.
branchial lamella, BC. blood cell, PVC. pavement cell.
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肠道上皮细胞使得细菌排出体外，同时副溶血弧

菌可以通过促进鱼类肠道上皮细胞的增殖来增强

细菌在肠道内的定植和致病能力。其中，定植能

力是细菌感染能力的重要标志，定植在弧菌侵染

宿主的过程中起到了重要作用，定植能力的降低

对鳗弧菌侵染宿主是不利的 [28-29]。本研究发现鳗

弧菌在花鲈肠道与鳃中的定植能力显著大于其他

组织，这与陈强等[26] 的研究结果相一致。且在肠

道、鳃和皮肤的感染过程中，野生株的定植能力

和引起的组织损伤程度均高于缺失株，表明溶血

相关基因的缺失影响鳗弧菌在花鲈体内的定植能

力。通过分析花鲈感染野生株和缺失株的肠道和

鳃的病理切片，发现花鲈感染缺失株的症状较感

染野生株的肠道空泡化、鳃丝坏死程度低。由此

推测溶血素相关基因缺失将导致菌株毒力、定植

能力下降，从而降低菌株对宿主的致病能力。

实验首次比较了鳗弧菌及缺失株感染花鲈 12 h

后头肾的差异基因，并通过 GO和 KEGG通路富
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图 2    花鲈野生株处理组和缺失株处理组转录组验证和差异基因分析

(a)差异基因火山图，(b)免疫基因的 RNAseq测序分析和 qRT-PCR验证分析，(c)差异基因 KEGG富集因子图。

Fig. 2　qRT-PCR verification and analysis of differential genes between WT group and △vah1-vah4-rtxA group
(a)  volcanic  map of  differential  genes,  (b)  RNA-seq sequencing analysis  and qRT-PCR verification analysis  of  immune genes,  (c)  KEGG enrichment
entries of differential genes.
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集分析发现，差异表达基因富集到的 GO term与

免疫应答相关的有 signal transduction、ATP bind-

ing等，表明鳗弧菌 vah1、vah4和 rtxA 缺失可能

对花鲈细胞的功能基因的调控和代谢等有一定影

响。KEGG富集中与免疫相关的通路有造血细胞

谱系、抗原处理和呈递、细胞黏附分子、肠道免

疫网络的 IgA生产。造血细胞谱系对机体免疫系

统的调节具有重要作用，是机体产生白细胞、T
细胞和 B细胞等免疫细胞的重要通路 [30-31]。血细

胞抵御病原菌侵染的能力受生化环境影响，机体

仍需借助其他免疫通路来响应侵染[32]。抗原处理

和呈递在宿主免疫应答中起到传递作用，先天免

疫系统的细胞非特异性识别并降解抗原后，通过

抗原呈递来激活后天免疫系统[33]。在缺失溶血相

关基因 vah1、vah4 和 rtxA 后，鳗弧菌缺失株的致

病性和花鲈体内存活数量均降低，可能受到了造

血细胞谱系、抗原处理和呈递等免疫相关通路通

路的调控。黏附分子在炎症过程中发挥重要作用，

一旦炎症被触发，黏附分子基因在内皮细胞和免

疫细胞中发生上调，以促进白细胞黏附和迁移到

炎症部位[34]。定植检测发现弧菌主要分布于肠道

和鳃中，组织中丰富的黏液细胞为弧菌生长提供

生长繁殖条件，同时上皮细胞的脱落与增殖也促

进了弧菌的黏附作用，同样在转录组结果筛选得

到了 IgA生产等免疫通路，以对抗病原微生物的

侵染[30]。从显著性差异基因中筛选到 37个免疫相

关基因，筛选到免疫相关的抗菌肽基因有 DUOX2、
hamp 等，是鱼类普遍有效的抗菌机制[35]。BCR信

号通路在鱼类体液免疫中起着至关重要的作用，

发掘到与其相关的免疫相关基因有 IGHV3-21、
Cd22等 [36]。另外在抗原处理和呈递、趋化因子、

细胞因子、细胞因子受体等也筛选到部分免疫相

关基因，该筛选结果在基因层面说明鳗弧菌溶血

相关基因的缺失可引起花鲈免疫相关基因差异表

达。可见，溶血素相关基因在鳗弧菌侵染花鲈的

过程中发挥了重要的作用。

综上所述，本研究评估了溶血相关基因 vah1、
vah4和 rtxA 缺失对鳗弧菌毒性、定植能力的影响，

并对花鲈感染鳗弧菌野生株和缺失株△vah1-vah4-
rtxA 后的肠道和鳃病理变化、免疫应答进行了研

究，研究结果表明，溶血相关基因缺失降低了鳗

弧菌感染花鲈的致病性。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Deletion of hemolysis-related genes attenuates the pathogenicity of
Vibrio anguillarum to Lateolabrax maculatus

JIANG Wei 1,     ZHOU Jiayu 1,     WANG Yuguo 1,     HU Cunjie 1,     FANG Xiu 2,    
LUO Tuyan 3,     LIU Yang 3,     BAO Baolong 1*

(1. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education; National Demonstration
Center for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China;

2. Fujian Minwell Industrial Co., Ltd, Fuding　355200, China;
3. Institute of Quality Standards and Testing Technology for Agro-Products,

Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou　350003, China)

Abstract: Lateolabrax maculatus is an important mariculture fish in China. In recent years, fishery losses caused
by  diseases  have  become  more  and  more  serious. Vibrio  anguillarum  is  a  gram-negative  pathogenic  bacterium
widely distributed in seawater and marine organisms, and it is one of the important sources of bacterial diseases in
mariculture and can cause serious infections in fish. Hemolysin is an essential component of virulence factor of V.
anguillarum, which causes hemorrhagic septicemia in the host. However, very little information is available about
hemolysin in L. maculatus. To explore the role of hemolysin in V. anguillarum infection of the fish, 5.0×105 CFU
V. anguillarum wild strain or △vah1-vah4-rtxA was immunized by intraperitoneal injection, and the colonization
ability of bacteria in L. maculatus, histopathological changes and immune response of L. maculatus after deletion
of hemolysis-related genes were evaluated. The results showed that the virulence of V. anguillarum decreased by
8.74  times  after  the  deletion  of  hemolysis-related  genes,  and  the  LD50  of wild  strain  or  △vah1-vah4-rtxA  was
2.103×105 CFU/mL and 1.837×106 CFU/mL, respectively. The intestine and gill were the main colonization sites
of V. anguillarum, which were seriously damaged after infection. After the deletion of hemolysis-related genes, the
colonizing ability of V. anguillarum and the damage degree of intestinal mucosa vacuolation and gill necrosis was
reduced. The  KEGG pathway  enrichment  analysis  showed  that  the  differentially  expressed  genes  were   signific-
antly  enriched  into  hematopoietic  cell  lineage,  antigen  processing  and  presentation,  cell  adhesion  molecules  and
intestinal  immune  network  for  IgA  production  signal  pathways  related  to  immune  response.  The  above  results
showed that  deletion of  hemolysis-related genes attenuated the pathogenicity  of V. anguillarum  to L.  maculatus.
The results of this study will help to further understand the pathogenic mechanism of V. anguillarum and provide a
basis for the development of anti-Vibrio immune enhancer or attenuated vaccine for L. maculatus.

Key words: Lateolabrax maculatus; Vibrio anguillarum; hemolysin; bacterial infection; immune response
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