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摘要：为了阐明引起急性肝胰腺坏死病 (acute hepatopancreatic necrosis disease, AHPND) 副
溶血性弧菌的接合型质粒在对虾养殖环境中的遗传多样性，实验从中国 5个沿海省份的虾
场收集了 100个底泥样品，以质粒上编码接合转移蛋白的保守基因为目标，利用 PCR法
检测相关质粒的存在情况，并对质粒进行测序。结果显示，100个样品中有 39 个样品含有
质粒的接合转移蛋白片段。从 100 个底泥样品中分离出 15株副溶血性弧菌，其中 13株含
有 1~2个质粒。质粒序列测序结果显示，这些质粒可分为 8种类型/谱型，其中 7种不携
带 pirAB，但均含有编码接合转移的基因簇。根据分离副溶血性弧菌携带质粒的 8种谱型，
分别选择 8株副溶血性弧菌进行凡纳滨对虾攻毒实验，发现这些菌株对凡纳滨对虾的毒性
有显著差异，实验虾死亡率为 15%~100%。只有 pirAB 阳性菌株会对实验虾产生 AHPND
症状，死亡率为 100%。对质粒组成进行分析表明，质粒之间遗传物质交换频繁，大部分
质粒的遗传组成都来自一个 183 kb的超大质粒 pVP2HP。综上，本实验通过探究对虾养殖
场底泥中结合性质粒的多样性，增强了人们对副溶血性弧菌质粒遗传多样性及其与
AHPND关系的理解，为 AHPND的防控提供了理论支持。
关键词: 对虾；养殖；急性肝胰腺坏死病 (AHPND)；副溶血性弧菌；质粒多样性
中图分类号: S 945.1+2 文献标志码: A

  
对虾急性肝胰腺坏死病  (acute hepatopancre-

atic necrosis disease，AHPND)于 2010年首次在我

国和越南对虾养殖场暴发 ，其发病时间短、传染

性强、致死率高，随后在东南亚和南美洲广泛流

行 [1]，对全球对虾养殖业造成严重威胁，到目前

为止累计造成的经济损失高达数百亿美元 [2]。研

究发现，AHPND的病原体是一类特定的副溶血

性弧菌，虾池底泥中可分离出引起 AHPND的副

溶血性弧菌[3]。大多数引起 AHPND的菌株都携带

发光杆菌双元毒素 (pirAB)的特定质粒[4]，几乎在

所有引起 AHPND的副溶血性弧菌 (VpAHPND)中都

发现了特异质粒性 pVA1[5-7]，且在其他弧菌中也

有发现，同时该质粒可在弧菌之间传播，如欧文氏

弧菌 (V. owensii)[8] 和坎贝尔弧菌 (V. campbellii)[9]。
Dong等[10] 研究发现这种特定质粒主要通过接合转

移方式在不同弧菌中传播。然而，Xiao等[11] 研究

发现，这一接合转移元件并非在 pVA1所独有。因

此有必要研究养殖环境中携带接合转移元件的所
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有接合型质粒的遗传多样性，以便了解 pVA1质

粒可能的形成机制。

与 AHPND相关的质粒中，pirAB 的两侧均

携带一段大小为 3.5 kb的反向重复序列 pirAB-Tn903
复合转座子 [11]。此外，Han等 [12] 在 AHPND症状

的对虾中同时分类获得 pirAB 阳性的弧菌菌株，

以及 2种类型的 pirAB 缺失突变体菌株，或缺失

整个 pirAB 转座子，或缺失 pirB 基因。

据报道，除了 pVA1外，VpAHPND 中还存在

大量 pirAB 阴性质粒[10, 13]。通过质粒分析发现，这

些 pirAB 阴性质粒编码接合转移蛋白的基因簇非

常保守，并且与 pirAB 阳性质粒的基因相似度在

98%以上 [11]。本团队鉴定了虾源副溶血性弧菌中

的一些 pirAB 阴性质粒，如 pFORC22(CP013250.1)
和 pFORC4(CP009849.1)，发现它们与 AHPND参

考质粒 pVA-1有 40%~46%的 DNA序列相似性[14]，

但它们与 pVA-1的遗传关系以及是否具有致病性

仍不清楚，这严重影响了对 AHPND疾病的认识。

大多数 pVA-1相关的质粒在功能上可以分

为 4个部分[14]。第一部分由编码 tra接合转移和分

泌基因组成 (相对 pVA-1位于 0~24 828和 48 532~
70 382)，并且与大多数研究的质粒共享，本研究

中命名为片段 1。剩余的 24.6 kb区域被分成 3个

片段，分别为编码复制的 DNA序列 (相对于 pVA-1
位于 24.8~33 kb)、一个 3.5 kb的 pirAB-Tn903复合

转座子和一个与质粒维护和控制相关的 13 kb区域，

分别命名为片段 2、3和 4。此外，菌株 VPE61
中发现了一个大小为 183 kb的质粒，它由一个与

pVA-1相同的 69  kb的 DNA序列和一个特有的

114 kb的 DNA序列组成，命名为片段 5[15]。
为了解环境中 VpAHPND 的质粒遗传多样性，

实验进行了现场调查，从沉积物中分离出 VpAHPND，
并对其含有的 pirAB 阳性和 pirAB 阴性质粒进行

了测序，分析片段 1~5的基因含量分布，以确认

质粒之间是否存在遗传交换。研究结果有助于深

入理解对虾养殖环境中质粒进化与 AHPND的关

系，促进 AHPND防治的发展。

 1    材料与方法

 1.1    样本采集、取样和 DNA提取

为调查该质粒在国内 AHPND感染地区的流

行情况，在 5个沿海省份中选择了 8个采样点：

沧州 (河北)、潍坊 (山东)、如东 (江苏)、赣榆 (江
苏)、杭州 (浙江)、宁波 (浙江)、宁德 (福建)和漳

浦 (福建 )  (图 1)。 2014—2016年，从日龄 45~
130 d不等的凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)养
殖池底取样，每组沉积物样品均采集 5个样本 (4
个角点和 1个中心点，n=5)，共收集 100个样本[3]。

通过计算固定池大小的患病率计算沉积物样品中

pirAB 的流行率，并使用 EpiTools进行估算[16]。

¼̂

若发病率极低 (<0.1%)，则可假设每个阳性

池中只有 1个阳性样品。令养殖池的大小为 k，
阳性池的数量为 x，测试总数为 m，根据 Cowl-
ing等 [16] 的方法，沉积物中副溶血性弧菌流行率

( )的最大似然估计 (MLE)为：

¼̂MLE = 1¡
³
1¡ x

m

´1=k
(1)

式中，x (阳性池数)符合二项分布的特征，渐进方

差计算见公式 (2)：

Var \(¼̂MLE) =
(x=m )(1¡ x=m )2=k¡1

k 2m
(2)

将沉积物重悬于 600  μL CTAB缓冲液 (2%
CTAB， 2%  PVP， 1.4  mol/L  NaCl， 10  mmol/L
EDTA，pH 8.0和 100 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0)。
通过改良的苯酚/氯仿方法提取 DNA，在 4 °C 下
保存 24 h后，使用 Nanodrop进行 DNA的质量和

浓度检测[17]。

 1.2    AHPND相关质粒和 pirAB的 PCR分析

使 用 引 物 VpPirA-284F、 VpPirA-284R、
VpPirB-392F和 VpPirB-392R对 5个测序菌株中的

pirAB 进行 PCR扩增  (表 1)。将菌株培养液通过

0.22 μm的滤器过滤，得到各菌株的蛋白质产物，

利用 10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 (PAGE)检查

蛋白质产物，并用考马斯亮蓝 G-250染色，查看

蛋白质条带[21]。

有研究发现，基因 pVA_1011在所有 pVA-1
质粒中都非常保守，可作为质粒检测主链。

 1.3    凡纳滨对虾的攻毒实验

实验用凡纳滨对虾购自大连，运回后置于体

积为 50 L的养殖池中暂养，在实验环境下驯化

1周，自然光照周期，水温 (28±1) °C，盐度为 30，
pH 为 7.8，期间不间断进行曝气，使用虾饲料定

时投喂对虾，每天清理粪便、残饵并适当补加海

水，每天换水 50%。驯化结束后，挑选初始体重

为 (1.00±0.26) g，体长为 (5.20±0.57) cm，活力好、

体色透明的健康个体，每个养殖池 30尾。
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将副溶血性弧菌在 28 °C恒定搅拌 (120 r/min)
的大豆胰蛋白胨培养液 (TSB)中培养至 OD600 达

到 0.8，然后将菌悬液调节至 1×108 CFU/mL，将

20尾虾在 4 L持续曝气的悬浮液中浸泡 15 min，
阴性对照组的虾浸入无菌的 TSB中，将浸泡后虾

和细菌悬浮液直接转移到装有 20 L干净海水的养

殖池中，细菌浓度约为 1×106 CFU/mL，在 48 h内

每 2小时记录 1次累积死亡率[22]。结果用平均值±
标准差 (mean±SD)表示。所有实验均重复 3次。

本研究获得了大连海洋大学实验动物管理和

使用伦理委员会批准 (DLOU2020-16)，实验过程

中操作人员严格遵守大连海洋大学实验动物相关
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图 1    采样点位置示意图

黑点表示采样虾场的位置，pirAB 阴性和 pirAB 阳性质粒的检测率在饼图中表示。

Fig. 1    Diagram of sampling sites of the shrimp farms
Location of 8 sampled shrimp farms was indicated as a black point while the detection rate of pirAB-negative and pirAB-positive plasmid was indicated
in the pie chart.
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伦理规范，并按照大连海洋大学伦理委员会制定

的规章制度执行。

 1.4    质粒的基因组测序和基因分析

挑取单个菌落，在 5 mL TSB中于 28 °C培养

过夜后，使用质粒提取试剂盒 (TaKaRa，中国)提
取过夜培养的质粒 DNA。质粒 DNA由北京诺和

致源生物信息技术有限公司利用 PacbioSMRT测

序平台进行测序，使用 RAST预测测序质粒的开

放阅读框 (ORF)，通过国家生物技术信息中心 (NCBI)
使用 BlastP进行相似序列查找；使用 BRIG (ver-
sion 0.95)进行多质粒比较[23]。

为了鉴定 pVA-1质粒的共享基因，将本研究

中测序的质粒和 18个公开质粒进行比较，分别为

pVA1(KP324996)、pFORC22(CP013250.1)、pV110
(KY498540)、 pFORC4(CP009849.1)、 pVP2HP(AP
014859)、p1937-2(CP022246)、p1937-1(CP022245)、
p1(CP034567.1)、pVp_Kor-D1-1(CP046413.1)、pVP-
HB2014-1(CP034287.1)、 pVPCZ2014-2(NZ_CP034
292.1)、 pVPSD2016-1(CP034300.1)、 pVPSD2016-
3(NZ_CP034302.1)、 pVPSD2016-5  (NZ_CP034304.
1)、p2(CP034568.1)、pVHvo-R(CP045862.1)、unna-
med1(CP025798.1)和 pMBL287(CP013487.1)。

将巨型质粒 pVP2HP分为 2部分： pVA-1 的
大部分基因 (片段 1、2 和 4 )和一个 113 kb 区域[15]，

本实验将该 113 kb区域的基因区域命名为片段 5 。
为了检测 5个片段在其他质粒中的分布情况并阐

明它们的进化关系，对上述公开质粒和本研究中

鉴定的质粒进行了基因含量分析。为确定独特基

因的功能，使用 BLASTn在基因库非冗余核苷酸

数据库中查找重叠群，匹配阈值超过 85%的基因

可认定为相同基因，由于每个质粒中的独特基因

不能与 pVA1  (KP324996)进行比对，因此使用

progressiveMauve  2.3.1软件进行鉴定，并使用

BRIG (version 0.9)软件进行多个质粒比较[20]。

 2    结果

 2.1    对虾养殖场沉积物中 pirAB和 pVA_1011
的流行情况

本研究从我国东部的 5个省 (也是主要的虾

类养殖区)收集了 100个沉积物样本 (图 1)。为研

究沉淀物中 pirAB 和 pVA-1质粒主干片段在沉积

物中的流行情况，使用引物对 AP4和 pVA1011_
F1/R1验证 pirAB 和编码接合转移蛋白基因 pVA_
1011的存在，筛选含阳性质粒的沉积物样品。对

新引物扩增 pirAB 阳性质粒 p1937-1和 pirAB 阴性

质粒 p1937-2中的 pVA1011_F1/R1的有效性进行

了验证。结果显示，pirB 和 pVA_1011在 p1937-1
中均扩增出 178  bp的阳性条带，而阴性对照

表 1    本研究中使用的 PCR引物

Tab. 1    PCR primers used in this study

基因
genes

引物
primers

序列(5′—3′)
sequences (5′—3′)

扩增片段长度/bp
size of amplicon

参考文献
references

16S rDNA 27F AGAGTTTGATCC TGGCTCAG 1 360 [18]

1492R GATACCTTGTTACGACTT

tlh tlh-f CATTACTCCCGCTTGCTTCTG 113 [19]

tlh-r GCGAACATAGGTATAGGTTTGGTT

pVA1011 pVA1011_F1 TCAGCGCGCCCTCAAAATCA 178 本实验
this study

pVA1011_R1 GAGCCCTTGCGTGGGGATAC

pirA VpPirA-284F TGACTATTCTCACGATTGGACTG 284 [4]

VpPirA-284R CACGACTAGCGCCATTGTTA

AP4 AP4-F1 ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC 1 269 [20]

AP4-R1 ACGATTTCGACGTTCCCCAA

AP4-F2 TTGAGAATACGGGACGTGGG 230

AP4-R2 GTTAGTCATGTGAGCACCTTC

pirB VpPirB-392F TGATGAAGTGATGGGTGCTC 392 [4]

VpPirB-392R TGTAAGCGCCGTTTAACTCA
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p1937-2没有扩增出相应的条带 (图 2)，说明该对

引物可以用于下一步实验。

沉积物中 39%的样品呈现 pVA_1011阳性，

只有 16个具有 pirB。pVA_1011的阳性率在宁德

地区最高 (100%)，其次是赣榆地区 (15个中有 10
个，占 66.7%)，宁波地区样本中未发现 pVA_1011。
赣榆地区 pirAB 的流行率最高 (20%)。pVA_1011
和 pirAB 的预期流行率分别为 50.9%  (95%  CI：
33.8%~73.3%)和 13.85%  (95%  CI： 5.32%~26.3%)
(表 2)。

 2.2    沉积物中副溶血性弧菌的分离

为了获得质粒，进一步分析了 39个 pVA_
1011阳性质粒的分离株。使用 TCBS平板进行菌

株分离，共分离到 15个绿色菌落，包括赣榆 4
株(JN3/JN5/XX1/XX3)，如东4株(JS2/JS3/JS5/JS9)，

沧州 2株 (CZ17/CZ173)，潍坊 1株，另外在杭州、

宁德和漳浦样品中分离出 4株，在 TSA平板上纯

化，随后对菌株的 16S rRNA 进行 PCR扩增和序

列分析，以确定其分类地位。结果显示，15株菌

株的 16S rDNA 与副溶血性弧菌的序列相似性超

过 99.5%，且均为 tlh 阳性，副溶血性弧菌的预期

流行率为 11.19% (95% CI: 3.43%~22.84%，表 3)。

 2.3    质粒的测序和鉴定

为确认分离菌株中是否存在 pirAB 和质粒骨

架片段，使用  SDS-PAGE 和  PCR 检测二元毒素

pirAvp/pirBvp。PCR产物的电泳结果显示，5株菌

株均获得了 pirA (284 bp)和 pirB (392 bp)的阳性扩

增子 (图 3-a)。通过 SDS-PAGE对 5株菌株的粗蛋

白进行分析，目标条带分子量大小分别约为 17 ku
(PirA)和 50 ku (PirB，图 3-b)。

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17M

bp

2 000

1 000
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图 2    PCR 检测分离的副溶血性弧菌中 pirB 和 pVA_1 011

M.  Marker； 1~2.  pirB 和 p1937-1的 pVA_1011； 3~4.  p1937-2的 pirB 和 pVA_1011； 5~6.  JN3的 pirB 和 pVA_1011； 7~8.  JN5的 pirB 和

pVA_1011； 9~10.  JS2的 pirB 和 pVA_1011； 11~12.  JS3的 pirB 和 pVA_1011； 13~14.  JS3的 pirB  和 ORF11； 15~16.  AP7的 pirB 和

pVA_1011；17. 阴性对照。

Fig. 2    PCR detection of pirB and pVA_1 011 in isolated V. parahaemolyticus
M. Marker; 1-2. pirB and gene pVA_1011 of p1937-1; 3-4. pirB and pVA_1011 of p1937-2; 5-6. pirB and pVA_1011 of JN3; 7-8. pirB and pVA_1011
of  JN5;  9-10. pirB  and  pVA_1011  of  JS2;  11-12. pirB  and  pVA_1011  of  JS3;  13-14. pirB  and  ORF11  of  JS3;  15-16. pirB  and  pVA_1011  of  AP7;
17. negative control.

表 2    采样点概况

Tab. 2    General information of sampling sites

省份
provinces

取样地点
sampling sites

样本数量/份
no. of samples

pirAB 阳性检出数/份
positive detection of pirAB

pVA_1011 阳性检出数/份
positive detection of gene pVA_1 011

河北　Hebei 沧州　Cangzhou 25 4 10

山东　Shandong 潍坊　Weifang 25 1 5

江苏　Jiangsu 赣榆　Ganyu 15 3 10

如东　Rudong 5 1 3

浙江　Zhejiang 杭州　Hangzhou 5 1 1

宁波　Ningbo 10 0 0

福建　Fujian 漳浦　Zhangpu 10 3 5

宁德　Ningde 5 3 5
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对 pVA_1011基因进行验证，发现有 7株菌

株呈现阳性结果 (图 2)，分别为 AP7、 JN-3、JN-
5、JS2、JS3、JS9和 XX1。为得到质粒基因组，

进行质粒提取并测序。测序结果发现，13株菌株

中都含有 1~2个质粒，与 PCR结果一致，5株菌株

(ZP8、CZ173、CZ17、LXN-1和 JS5)携带 AHPND
相关质粒，即 pZP8、pVPCZ173-1、pVPCZ17-1、
pLXN-1和 pJS5，与质粒 pVA-1 (KP324996)有 99%
的 DNA序列相似性。此外，菌株 CZ173携带质

粒 pVPCZ173-2，其对质粒 pVP2HP (AP014859.1)
的 DNA相似性为 67%。同样，菌株 CZ17含有另

一个 106  kb质粒 pVPCZ17-2，与质粒 pVP2HP
DNA相似性为 100% (表 4)。

另外，8株菌株各携带一个 pirAB 阴性质粒，

即 pPSD17-1、pPA7-1、pJN3、pJN5、pJS2、pJS3、
pJS9和 pXX-1。pVPSD17-1的大小为 76  kb，含

有 3个杀虫毒素 (tc)基因 (2 818~17 582 bp)，其与

质 粒 pVP2HP的 DNA相 似 性 仅 为 11%/97%
(AP014859.1)。从浙江分离到的 pAP7-1与质粒

p1937-2的 DNA相似性为 98%/99%，表明浙江和

福建的菌株之间可能存在质粒转移。

pJN3和 pJN5仅存在 2个碱基差异，而 pJS2
和 pJS9的 DNA序列相似性为 100%。质粒 pJN3
和 pJN5具有 111个 ORF，其中 34个为编码接合

转移的基因。pJN3和 pJN5包含一个编码复制起

始蛋白 (Rep)的基因，与 pVA-1质粒中的 Rep相

比，DNA相似性超过 99%，超过 836个核苷酸有

96%的相似性。pJN3与 pVP2HP相比覆盖率为

84%，DNA相似性为 99%。

质粒 pJS2、pJS3和 pJS9有 144个 ORF，分

别包括 20个编码接合转移的基因。pJS2、pJS3
和 pJS9与 pVP2HPd的覆盖率相比为 76%，DNA
相似性为 99%，但与 pVA-1的同源性较低 (覆盖

率为16%，DNA相似性99%)，较pVA-1和pVP2HP
缺失 20个基因，其中多数与任何已知基因均无同

源性，因此其功能未知。pJS2、pJS3、pJS9之间

仅与片段 1共享 27 kb的基因。此外，11 kb处的

基因起始于位点特异性重组酶，表明该区域是通
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图 3    不同 VpAHPND 中 pirA和 pirB的表达情况

(a) 凝胶电泳图，(b) 不同的 VpAHPND 中 PirA和 PirB样品在 10% SDS-PAGE中的存在情况；1. 菌株 CZ173，2. 菌株 ZP8，3. 菌株 JS5，4. 菌
株 LXN1，5. 菌株 CZ17，N. 非模板对照，M. DL2000 Marker。

Fig. 3    PCR confirmation of pirA and pirB sequences in different VpAHPND isolates

(a)  gel  electrophoregram,  (b)  determination  of  binary  toxins  PirA  and  PirB  in  the  broth  of  different VpAHPND  isolates  by  10%  SDS-PAGE;  1.  strain
CZ173, 2. strain ZP8, 3. strain JS5, 4. strain LXN1, 5. strain CZ17, N. non-template control, M. DL2000 molecular weight standards.

表 3    沉积物中副溶血性弧菌的预期流行率

Tab. 3    Estimated pooled prevalence of V. parahaemolyticus in the sediments

项目　　　
items　　　 pVA_1011 pirAB 副溶血性弧菌

V. parahaemolyticus

阳性数量/个　positive pools 39 16 15

阴性数量/个　negative pools 61 84 86

检测数量/个　tested pools 100 100 100

预期流行率/%　estimated prevalence 50.9 13.85 12.51

置信区间(2.5%~97.5%)　confidence interval 33.8~73.3 5.3~26.3 4.4~24.6

标准误　SE 9.50 4.94 4.76
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过重组获得的。

质粒 pXX-1有 106个 ORFs，只有 4个与接

合转移相关的基因，相对于 pVA-1只有 7%的覆

盖率，没有大部分接合转移区。

 2.4    攻毒实验

使用 9个携带 pirAB 的阳性分离株对凡纳滨

对虾进行攻毒实验。结果发现，所有实验组的对

虾均在 6 h内开始出现典型的 AHPND体征，包括

软壳、苍白的萎缩性肝胰腺 (HP)、空肠空胃、内

容物不连续或没有内容物，从接种后 12 h (hours
post  inoculation， 12 hpi)  开始发生大规模死亡

(图 4-a)。表明不同菌株引起的累积死亡率差异极

大，菌株 CZ173的毒力最强，其次是 LXN-1、JS5
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图 4    含有不同质粒的副溶血性弧菌的毒力不同

(a) 攻毒实验对虾的存活率， (b) 凡纳滨对虾攻毒后的最终存活率，1. TSB，2. CZ17，3. JS2，4. JN3，5. SD1746，6. JS5，7. ZP8，8. CZ173，
9. LXN-1；**. 差异极显著。

Fig. 4    Distinct virulence level of V. parahaemolyticus strains with different plasmid profile
(a) survival rate of shimp challenged with V. parahaemolyticus, (b) the final mortality rate of L. vannamei challenged with eight strains in the immersion
bioassay, 1. TSB, 2. CZ17, 3. JS2, 4. JN3, 5. SD1746, 6. JS5, 7. ZP8, 8. CZ173, 9. LXN-1; **. extremely significant difference.

表 4    从沉积物中分离到的副溶血性弧菌及其质粒相关信息

Tab. 4    General features of V. parahaemolyticus strains and plasmids isolated from the sediment

菌株
strains

取样地点
locations

质粒名称
plasmid name

质粒大小/kb
size pirAB 最高覆盖率/%

highest coverage
最大DNA相似性/%
highest identity

相似质粒
similar plasmid

登录号
accession no.

JN3 赣榆　Ganyu pJN3 94 — 84 99 pVP2HP AP014859.1

JN5 赣榆　Ganyu pJN5 94 — 84 99 pVP2HP AP014859.1

JS2 如东　Rudong pJS2 128 — 76 99 pVP2HP AP014859.1

JS3 如东　Rudong pJS3 128 — 76 99 pVP2HP AP014859.1

JS5 如东　Rudong pJS5 67 + 99 97 pVA1 KP324996

JS9 如东　Rudong pJS9 128 — 76 99 pVP2HP AP014859.1

XX1 赣榆　Ganyu pXX1 77 — 7 99 pVA1 KP324996

ZP8 漳浦　Zhangpu pZP8 67 + 99 99 pVA1 KP324996

LXN-1 漳浦　Zhangpu pLXN-1 68 + 99 99 pVA1 KP324996

AP7 杭州　Hangzhou pAP7-1 78 — 100 99 p1937-2 CP022246

CZ173 沧州　Cangzhou pVPCZ173-2 106 — 67 99 pVP2HP AP014859.1

pVPCZ173-1 71 + 100 99 pVA1 KP324996

CZ17 沧州　Cangzhou pVPCZ17-1 71 + 100 99 pVA1 KP324996

pVPCZ17-2 106 — 67 99 pVP2HP AP014859.1

SD17 潍坊　Weifang pVPSD17-1 76 — 11 97 pVP2HP AP014859.1

XX3 赣榆　Ganyu — — — — — — —

XX2 宁德　Ningde — — — — — — —

注：—. 不存在，+. 存在。
Notes: —. absence, +. presence.
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和 ZP8。携带 pirAB 阴性质粒的菌株的毒力明显

较弱，96 h内的死亡率为 10%~30% (P<0.01)。非

pirAB 菌株 SD17以及其他 pirAB 阴性菌株和对照

组中没有观察到 AHPND症状，而且 pirAB 阴性

菌株之间毒力差异并不显著 (图 4-b)。

 2.5    质粒组成成分分析

为阐明质粒的基因结构，以编码接合转移元

件的序列在 NCBI进行 BLASTN搜索，共发现 18
种不同类型含有接合转移元件的质粒，分别为 pVA1
(KP324996)、 pFORC22(CP013250.1)、 pV110(KY
498540)、pFORC4(CP009849.1)、pVP2HP(AP0148
59)、p1937-2(CP022246)、p1937-1(CP022245)、p1
(CP034567.1)、pVp_Kor-D1-1(CP046413.1)、pVPHB
2014-1 (CP034287.1)、pVPCZ2014-2(NZ_CP034292.
1)、  pVPSD2016-1  (CP034300.1)、 pVPSD2016-3
(NZ_CP034302.1)、 pVPSD2016-5(NZ_CP034304.1)、
p2  (CP034568.1)、 pVHvo-R  (CP045862.1)、  unna-
med1 (CP025798.1)和 pMBL287 (CP013487.1)和 1
个 S172 中的质粒重叠群 (AWHI01000014.1)[14]。在

此基础上，进一步分析了以上质粒序列中 5个片

段的分布 (图 5)。为进一步研究片段 5在质粒中的

分布，对片段 5进行基因分析，发现其有 6个位

点特异性重组酶和几个转座子，根据重组酶和转

座子位置，实验将片段 5分为 8个部分 (F5-1~F5-8)，
片段 5以假定蛋白为主，还包含可移动元件、接

合转移蛋白等。

由于 pXX-1和 pVPSD17-1几乎不含片段 1

和 5，因此不进行下一步分析。分析结果显示

pVP2HP质粒相对于 pVA-1具有镶嵌结构；遗传

物质的供体主要来自片段 1和 5 (表 5)。相对于

pVA-1，研究对象中都含有用于接合转移和分泌

的完整或不完整的基因片段 (属于片段 1)，质粒中

常出现基因重排现象。片段 2~4只存在于 pVA-1
代表的谱系中，而片段 5的基因含量在质粒中分

布不均匀， 25.9%  (7/27)含有 F5-1， 18.5%(5/27)
含有 F5-2，7.4% (2/27)含有 F5-3，7.4%(2/27)含
有 F5-4， 3.7%  (1/27)含有 F5-5， 18.5%  (5/27)含
有 F5-6，22.2% (6/27)含有 F5-7，11.1% (3/27)含有

F5-8，这极大地促进了 pVA-1质粒的遗传多样性。

 3    讨论

AHPND 给对虾产业造成了巨大的经济损失，

但 AHPND相关质粒的存在及其在弧菌中的传播

途径现在仍然未知。本研究通过收集 2014—2016
年河北、浙江、江苏、福建和山东这 5个省出现

AHPND的对虾养殖场的池底沉积物，从中分离

出 15株副溶血性弧菌。底泥是弧菌的常见储存地，

Yingkajorn等 [24] 发现泰国大多数对虾养殖场中发

生副溶血性弧菌的患病率及其浓度都很高。

结合 Enríquez-Espinoza等 [3] 和 Chonsin等 [25]

的研究，发现在沉积物中常出现 pirAB 阴性质粒。

本研究对沉积物中的 pirAB 测序后发现，与

pirAB 阴性质粒相比，pirAB 阳性质粒的预期流行

率 在 研 究 区 域 相 对 较 低 (13.85%)。 通 过 对

pVA_1011进行 PCR分析，成功回收了除 XX2和

pVA1
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图 5    AHPND 相关质粒 pVA-1 和 pVP2HP 的基因含量划分

片段 1 为红色，片段 2 为粉红色，片段 3为黄色，片段 4为绿色，片段 5为蓝色。

Fig. 5    Gene content division of AHPND-associated plasmid pVA-1 and pVP2HP
Fragment 1 in pVA1 represented in red, while fragment 2, 3, 4 and 5 are labeled as pink, yellow, green and blue, respectively.
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XX3以外的 pirAB 阴性质粒。本研究鉴定了 7株

菌株的质粒，发现其与 pVA-1的平均相似度为

54%。同样也有研究揭示了 pirAB 阴性质粒广泛存

在于其他菌株中 (如 FORC_4、 FORC_22)[11,  14]。
Theethakaew等 [15] 还发现，菌株 2HP有一个大小

为 183 kb的大质粒，与 69 kb的 pVA-1质粒编码

的基因相似，但是，在 183 kb质粒中没有大小为

3.5 kb的 pirAB 转座子。由此可见，pirAB 阴性质

粒很可能遍布于中国沿海地区。

随后进行的攻毒实验证实，副溶血性弧菌只

有含有完整 pirAB 基因的质粒才会引起 AHPND
的症状，而其他 pirAB 阴性的接合型质粒均不引

起对虾的显著死亡。这与之前 Lee等[7] 的结论一致。

通过对质粒组成成分进行分析，发现 pirAB
阴性质粒与 pirAB 阳性质粒之间除接合转移元件

外，还存在很多共享基因序列，且大多数质粒含

有 pVP2HP中的许多蛋白质编码基因。Theethakaew
等[15] 对质粒 pVP2HP的出现提出了 2种解释：① 2
个不同的质粒之间可能发生同源重组，通过 4型

接合转移基因簇将 2个质粒整合到一个大质粒中；

② pVA-1和其他与 AHPND相关的质粒是通过从

pVP2HP分离质粒进化而来的，随后将 3.5 kb转

座子整合到 pirAB 阴性质粒中。

目前的研究尚无法证实 pVP2HP的出现机制。

但大多数质粒包含 pVA-1中保守的接合转移区，

由此推断它们可能起源于相同祖先。此外，对质

粒中的 5个参考片段 (片段 1~5)质粒组成进行分

析，发现每个质粒均具有镶嵌结构，并且都包

含来自 pVP2HP的基因，只是比例不同。实验在

质粒 pVP2HP中发现，片段 5中的基因以重组酶

和转座为主，因此片段 5的每个片段可能都非常

活跃，可以自由转移并插入质粒中。此外，pJN-

表 5    质粒的遗传组成占比

Tab. 5       Genetic composition of investigated plasmids %

质粒名称
plasmid names

片段1
fragment 1

片段2
fragment 2

片段3
fragment 3

片段4
fragment 4

片段5
fragment 5

其他
others

副溶血性弧菌　V. parahaemolyticus

pVP2HP 58.33 10.29 0      14.57 100.34 F5-1、F5-2、F5-3、F5-4、F5-5、F5-6、F5-7、F5-8

pJS5/pZP52/pV110/LXN-1 38.70   5.34 9.62 14.41     0     

pVA-1/pVPCZ173-1/pVPCZ17-1 42.14   6.67 3.33 12.31     0     

pS172 55.35   0      0        0        13.14 F5-1

p1973-2/pAP7-1 37.03   0      0        0        19.23 F5-1

pJN3/pJN5 18.19   0      0        0        71.06 F5-1、F5-2、F5-6、F5-7

pFORC22 53.71   0      0        0        24.67 F5-3、F5-4、F5-7

pFORC4 40.80   0      0        0          6.43 F5-1

pJS2/pJS9 29.14   0      0        0        74.34 F5-2、F5-6、F5-7、F5-8

pCZ173-2/pCZ17-2   0        0      0        0        74.16 F5-2、F5-3、F5-4、F5-5、F5-6、F5-7、F5-8

pVPSD2016-1   9.92   1.78 0.34   0        16.41 F5-1、F5-2、F5-3、F5-5、F5-6、F5-7、F5-8

pVp_Kor-D1-1   8.75   1.77 0.34   0        16.33 F5-1、F5-2、F5-3、F5-5、F5-6、F5-7、F5-8

pVPHB2014-1   9.48   1.77 0.34   0        16.03 F5-1、F5-2、F5-3、F5-5、F5-6、F5-7、F5-8

p1 10.83   1.80 0        1.35   18.68 F5-1、F5-2、F5-7、F5-8

p2 10.59   1.66 0        0.57   16.41 F5-1、F5-2、F5-5、F5-7、F5-8

pVPCZ2014-2   0        0.35 0        1.51     1.11

pVPSD2016-3   0.81   0      0        0          2.48

pVPSD2016-5 17.07 12.53 5.51 11.50   19.37 F5-1、F5-2、F5-7、F5-8

溶藻弧菌　V. alginolyticus

pMBL287   9.28   1.78 0.39   0          2.45

欧文氏弧菌　 V. owensii

unnamed1   5.23 11.99 0        2.16     2.24

pVHvo-R 10.41   1.79 0        0.72   18.02 F5-1、F5-2、F5-6、F5-7、F5-8
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3/pJN5和 pFORC22还有一些未知功能的基因，这

些基因可能与它们对不同环境的适应性相关，但

其具体功能需要后续实验进一步验证。

基因重排可以促进细菌进化，通过重组和获

得新基因可使基因组具有可塑性[26]，二者都是促

进细菌进化和遗传多样性的主要驱动力，当细菌

进入新环境时，这二者快速扩张，可以帮助菌株

更好地适应环境。因此，在未来研究中，需要阐

明基因重排是否是造成质粒遗传多样性的驱动力。

本研究通过分析每种质粒的基因含量，为 pirAB
阴性和 pirAB 阳性质粒之间的遗传交换提供了更

好的见解。

 4    结论

本研究从对虾养殖场的沉积物中分离出 15
株副溶血性弧菌，发现它们具有独特的质粒谱。

与其他公开质粒进行对比分析发现，大部分质粒

的遗传组成都来自一个 183 kb的超大质粒 pVP2HP。
其存在多种 pirAB 阴性质粒且遗传组成具有镶嵌

结构。持续的重组和遗传交换是造成 pirAB 阴性

质粒遗传多样性的主要原因。此外，本研究还发

现 VpAHPND 的毒力仅与 pirAB 阳性质粒有关，这

也增强了对毒力与质粒谱相关性的理解。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Conjugative plasmid diversity of Vibrio parahaemolyticus in the sediment of
shrimp farm and its association with bacterial virulence

HAO Jingwei 1,2,     HUA Xintong 1,2,     FU Songzhe 1,2*,     ZHOU Can 1,2,     LIU Ying 1,2,     HU Huizhi 3

(1. College of Marine Technology and Environment, Dalian Ocean University, Dalian　116023, China;
2. Key Laboratory of Environment Controlled Aquaculture (KLECA),

Ministry of Education, Dalian Ocean University, Dalian　116023, China;
3. College of Environment and Resources, Hubei University, Wuhan　430062, China)

Abstract:  Acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) caused by Vibrio parahaemolyticus  is an emerging
bacterial  disease  in  cultured  shrimp.  The  disease  has  caused  the  huge  economic  losses  to  the  global  shrimp
aquaculture industry, with annual losses of over $1 billion. All AHPND related V. parahaemolyticus contain a 70
kb plasmid with genes encoding homologues of the Photorhabdus insect-related (Pir) binary toxin PirABvp, which
is  key  virulence  factor  for  shrimp.  In  order  to  clarify  the  genetic  diversity  of  the  conjugative  plasmid  of  the V.
parahaemolyticus strain that causes AHPND in the shrimp culture environment and understand the prevalence of
APPND-associated plasmid, this study was conducted in five coastal provinces in China. A total of 100 sediment
samples were collected from the shrimp farms in the five coastal provinces. PCR was then conducted to amplify
the pirAB  and  conserved  genes  encoding  the  conjugative  transfer  protein  on  the  plasmids. V.  parahaemolyticus
strains were then isolated from the pirAB-positive sediment samples to obtain the plasmid. Sanger sequencing was
then  conducted  to  obtain  the  sequence  of  the  plasmid.  Finally  comparative  sequence  analysis  was  performed  to
assess the plasmid diversity. The results showed that 39 out of 100 samples contained plasmid conjugative transfer
protein fragments. 15 strains of V. parahaemolyticus were isolated from 100 sediment samples, 13 of which con-
tained 1-2 plasmids. The results of plasmid sequencing showed that these plasmids can be divided into 8 types/pro-
files, of which 7 do not carry pirAB gene, but all contain gene clusters encoding conjugation transfer. According to
the isolation of 8 types of plasmids carried by V. parahaemolyticus, 8 strains of V. parahaemolyticus were selected
for prawn challenge experiments. It was found that the toxicity of these strains to prawns was significantly differ-
ent, and the mortality rate of prawns was between 15%-100%. Only pirAB positive strains will produce AHPND
symptoms,  and  the  mortality  rate  of  shrimp  is  100%.  The  analysis  of  the  plasmid  composition  shows  that  the
genetic  material  exchange  between  plasmids  is  frequent,  and  the  genetic  composition  of  most  of  the  plasmids
comes from a 183 kb super-large plasmid pVP2HP. In this study, we found that the conjugative plasmids isolated
from the sediments of shrimp farms had rich genetic diversity. Most of the plasmids are genetically composed of
plasmid pVP2HP, and only pirAB positive strains  will  produce AHPND symptoms.  This  study improved under-
standing of plasmid genetic diversity of V. parahaemolyticus and its relationship with AHPND, and provided the-
oretical guidance for the prevention and control of AHPND.

Key words: shrimp; farming; acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND); Vibrio parahaemolyticus; plas-
mid diversity
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