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摘 要：【目的】探究铁摄取调节因子(ferric uptake regulator, Fur)对副溶血弧菌铁稳态、氧化应激

反应和毒力的影响。【方法】通过 BLASTp 和多序列比对分析 Fur 蛋白在部分革兰氏阴性菌中的

保守性。构建 fur 基因缺失株(Δfur)及其回补株(CΔfur)，比较野生株、Δfur 和 CΔfur 在正常培养

(铁充足)、铁过量、铁限制及氧化应激条件下的生长情况。利用电感耦合等离子体质谱测定各菌

株菌体内金属含量。通过斑马鱼存活率测定和竞争感染试验评估 Fur 对副溶血弧菌毒力的影响。

利用转录组测序分析 Fur 调控的基因。【结果】Fur 蛋白在部分革兰氏阴性菌中高度保守。fur 基

因缺失减弱副溶血弧菌在正常培养(铁充足)和铁过量条件下的生长，并降低其对铁限制的敏感

性。Δfur 胞内铁含量显著低于野生株和 CΔfur。Fur 参与调控副溶血弧菌的氧化应激反应。Fur 对

副溶血弧菌在斑马鱼模型中的毒力无显著影响。Δfur 中多个铁摄取、铁储存和Ⅲ型分泌系统 1 相

关基因表达显著上调，编码含铁蛋白和Ⅵ型分泌系统 2 相关基因表达显著下调。【结论】Fur 调

控副溶血弧菌的铁稳态和氧化应激反应，但不影响其在斑马鱼模型中的毒力。
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Abstract: [Objective] To investigate the effects of ferric uptake regulator (Fur) on iron 
homeostasis, oxidative stress response, and virulence in Vibrio parahaemolyticus. [Methods] 
BLASTp and multiple sequence alignment analyses were employed to analyze the conservation of 
Fur proteins in several Gram-negative bacteria. A fur gene deletion mutant (Δfur) and a 
complementation strain (CΔfur) were constructed. The growth of the wild-type (WT), Δfur, and 
CΔfur was compared under normal (iron-replete), iron-excess, iron-restricted, and oxidative stress 
conditions. Inductively coupled plasma mass spectrometry was employed to measure intracellular 
metal content in each strain. A zebrafish survival assay and a competition infection assay were 
performed to assess the impact of Fur on the virulence of V. parahaemolyticus. RNA sequencing 
was conducted to identify the genes regulated by Fur. [Results] The Fur proteins were highly 
conserved among several Gram-negative bacteria. The deletion of fur attenuated the growth of 
V. parahaemolyticus under normal (iron-replete) and iron-excess conditions, and reduced its 
sensitivity to iron restriction. The intracellular iron content in Δfur was significantly lower than that 
in the WT and CΔfur strains. Fur regulated the oxidative stress response in V. parahaemolyticus. 
Fur played no significant role in the virulence of V. parahaemolyticus in the zebrafish model. The 
expression of multiple genes related to iron uptake, iron storage, and type Ⅲ secretion system 1 
(T3SS1) was significantly upregulated, whereas genes encoding iron-containing proteins and type 
Ⅵ secretion system 2 (T6SS2) components were significantly downregulated in Δfur. 
[Conclusion] Fur regulates iron homeostasis and oxidative stress response in V. parahaemolyticus, 
but does not affect its virulence in zebrafish.
Keywords: Vibrio parahaemolyticus; Fur; iron homeostasis; oxidative stress response; virulence; 
regulation

副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一种

革兰氏阴性菌，广泛分布于河口、海洋及沿海

环境中[1]。近年来，研究者也已从多种淡水食品

中分离到该菌[2]。副溶血弧菌是一种食源性致病

菌，人类主要通过食用被该菌污染的生食或未

充分烹煮的海产品而感染，进而引发急性胃肠

炎等疾病[1]。患有基础疾病的患者感染该菌后病

情可能进展为败血症，具有较高的死亡风险[3]。

副溶血弧菌是我国食品中最常见的食源性致病

菌之一，也是我国尤其是沿海地区食源性疾病

的重要病原菌[4-5]。在美国，每年约有 50 000 人

感染该菌[6]。此外，副溶血弧菌还能感染多种水

生动物，给水产养殖业带来严重威胁[7]。

副溶血弧菌的毒力因子主要包括溶血素、
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Ⅲ型分泌系统 (type Ⅲ secretion system, T3SS)、

Ⅵ型分泌系统(type Ⅵ secretion system, T6SS)和

黏 附 素 等[8]。 耐 热 直 接 溶 血 素 (thermostable 

direct hemolysin, TDH)和 TDH 相关溶血素(TDH-

related hemolysin, TRH)具有溶血活性、细胞毒

性、心脏毒性和肠毒性，通常被认为是副溶血

弧菌的主要毒力因子[9]。T3SS1 位于副溶血弧菌

的第 1 号染色体上，存在于几乎所有的临床

和环境分离株中。该系统能将效应蛋白 VopQ

等注入宿主细胞，引起细胞毒性[10]。T3SS2 位

于第 2 号染色体的致病岛上，主要存在于临床

分离株中，其效应蛋白能引起细胞毒性和肠毒

性[11]。T6SS1 位于第 1 号染色体上，主要存在

于临床分离株中，与黏附和种间竞争有关[12-13]。

T6SS2 位于第 2 号染色体上，存在于临床和环

境分离株中，与黏附和诱导巨噬细胞自噬有

关[12,14]。副溶血弧菌的黏附素，如 MAM7[15]和

VpadF[16]在其致病过程中发挥着重要作用。

铁在地壳中含量丰富，是几乎所有生物所

必需的微量元素[17]。作为多种金属蛋白的组成

成分，铁在氧感应、电子传递和催化等生化反

应中发挥着关键作用[18]。然而，环境中铁的生

物可利用性较低，因为在中性、有氧水体环境

中铁容易与其他物质形成难溶的复合物[19]。在

哺乳动物宿主体内，铁被乳铁蛋白等铁结合蛋

白螯合，形成“营养免疫”屏障，从而限制细菌

对铁的摄取[20]。另一方面，过量铁具有毒性，

可通过芬顿反应催化生成活性氧，造成细菌损

伤甚至死亡[21]。因此，细菌须严格调控胞内铁

含量，使其维持在合适的水平。

在革兰氏阴性菌中，铁稳态主要由铁摄取

调节因子(ferric uptake regulator, Fur)调控[22]。Fur

蛋白不仅调控铁摄取，还影响细菌的生长、代

谢和毒力等生物学过程。在鼠伤寒沙门菌中，

Fur 通过直接结合 clpV 的启动子抑制 T6SS 功

能，并对细菌的致病性至关重要[23]。在铜绿假

单胞菌中，Fur 是菌落形成所必需的，但对生物

膜形成及在昆虫模型中的致病性并非必需[24]。

在霍乱弧菌中，Fur 不仅通过调节铁摄取系统来

维持铁稳态，还通过调节毒力因子的表达来影

响细菌的致病性[25]。在灿烂弧菌中，Fur 调控毒

力基因的表达、集群运动及生物膜形成，影响

其对仿刺参的致病性[26]。在哈维弧菌中，Fur 影

响生物膜形成、集群运动、黏附和毒力[27]。在

鳗弧菌中，Fur 通过直接或间接调控铁摄取系

统、氧化应激相关基因和毒力因子，维持铁稳

态并增强鳗弧菌的致病性[28]。然而，副溶血弧

菌中 Fur 蛋白的功能尚不明确。

本研究构建了副溶血弧菌 fur 基因缺失株

及相应回补株，通过生长曲线测定、电感耦

合等离子体质谱(inductively coupled plasma mass 

spectrometry, ICP-MS)分析、斑马鱼存活率测定

和竞争感染试验、转录组测序(RNA sequencing, 

RNA-seq)等方法，探究了 Fur 蛋白对副溶血弧

菌铁稳态、氧化应激反应和毒力的影响，以期

阐明副溶血弧菌铁稳态调控机制。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　菌株、质粒及培养条件

本研究所用菌株和质粒见表 1。副溶血弧菌

野生株 (WT) RIMD 2210633[29]、基因缺失株

Δfur 及回补株 CΔfur 使用胰蛋白胨大豆琼脂

(tryptic soy agar, TSA) 或 胰 蛋 白 胨 大 豆 肉 汤

(tryptic soy broth, TSB) (均为 BD 公司产品)培养。

使用铁螯合剂 2,2ʹ-联吡啶(2,2ʹ-dipyridyl，Sigma-

Aldrich 公司)制备铁限制培养基。大肠杆菌

DH5α λpir 和 S17-1 λpir 使用 LB 培养基[生工生

物工程(上海)股份有限公司]于 37 ℃培养。必要

时向培养基中添加羧苄青霉素(50 μg/mL)或氯霉

素(25 μg/mL)。

1.2　生物信息学分析

通过美国国家生物技术信息中心(NCBI)网

站获取副溶血弧菌、霍乱弧菌等多种细菌的 Fur

蛋白序列。使用 BLASTp 工具分析副溶血弧菌

Fur 蛋白与这些同源蛋白的氨基酸序列一致性。
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使用 Swiss-Model[32]预测副溶血弧菌 Fur 蛋白的

三维结构，使用 Clustal Omega 进行多序列比

对，并使用 ESPript 3.2[33]呈现比对结果。

1.3　fur 基因缺失株及回补株构建

本研究所用引物见表 2。利用 sacB 基因的

蔗糖致死特性和同源重组技术构建 fur 基因缺失

株 Δfur。以副溶血弧菌 RIMD 2210633 菌液为模

板，使用引物 L1/L2 和 R1/R2 分别扩增 fur 基因

的上下游同源臂。PCR 反应体系：2×PrimeSTAR 

Max [宝日医生物技术(北京)有限公司] 25 μL，

引物 1 和 2 (10 μmol/L) 各 2 μL，模板 1 μL，

H2O 20 μL。PCR 反应条件：98 ℃ 5 min；98 ℃ 

10 s，55 ℃ 15 s，68 ℃ 45 s，共 30 个循环；

68 ℃ 1 min；16 ℃保存。通过重叠 PCR 技术将

上下游同源臂融合成一个线性 DNA 片段。将该

DNA 片段与自杀性质粒 pDM4[30]进行双酶切并

连接，构建重组自杀性质粒 pDM4- Δfur。将

表2　本研究所用的引物

Table 2　Primers used in this study

Primer names

L1

L2

R1

R2

in1

in2

out1

out2

C1

C2

Primer sequences (5′→3′)

TCCCCCGGGTTGAAGTGGGCGCTGTAG

GGTCTAAAAGCCAGATGCGCACAAACC

GCGCATCTGGCTTTTAGACCCGCATCCTT

GCTCTAGACGTTACCGCCTCTTCTTCT

TGGTCGTGGTGATGTTGAG

CCAGACTGCCAGCACATC

CGGTTGGCCTACGTGATA

GCAGTCCATGCCCTCTCT

CGGAATTCTAAGGAGGTAGGATAATAATGTCAGATAATAATCAGGCGC

CGGGATCCTTATTTTGCAGGTTTGTGCG

Amplicon size/bp

758

734

185

821/441

450

The underlined sequences are restriction sites.

表1　本研究所用的菌株和质粒

Table 1　Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid

Strains

V. parahaemolyticus

RIMD 2210633

Δfur

CΔfur

E. coli

DH5α λpir

S17-1 λpir

Plasmids

pDM4

pDM4-Δfur

pMMB207

pMMB207-fur

Relevant characteristics

Clinical isolate from a diarrhea patient in Japan (1996), serotype O3:K6, CarbR

fur deletion mutant of RIMD 2210633, CarbR

Complementation strain of Δfur, CarbR, CmR

Cloning host for recombinant vector

Conjugal donor for recombinant vector

Suicide vector containing a sacB counterselectable marker, CmR

Knockout vector for fur deletion, CmR

Wide-host-range low-copy-number vector, CmR

pMMB207 containing fur and a ribosome-binding site, CmR

Source or reference

[29]

This study

This study

Laboratory collection

Laboratory collection

[30]

This study

[31]

This study

CarbR: Carbenicillin resistant; CmR: Chloramphenicol resistant.
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pDM4-Δfur 转化至大肠杆菌 S17-1 λpir 感受态细

胞中，并通过接合转移至 RIMD 2210633 中。在

添加羧苄青霉素和氯霉素(双抗)的 TSA 平板上

筛选接合子。挑取单菌落接种于添加双抗的

TSB 培养基中培养 12 h，将培养物划线接种于

添加 15% 蔗糖的 TSA 平板上。挑取蔗糖平板上

的单菌落，通过 PCR 检测 fur 基因的缺失情况。

以 RIMD 2210633 菌液为模板，使用引物

C1/C2 扩增 fur 基因及核糖体结合位点。PCR 反

应体系：2×PrimeSTAR Max 25 μL，引物 C1 和

C2 (10 μmol/L)各 2 μL，模板 1 μL，H2O 20 μL。

PCR 反应条件：98 ℃ 5 min；98 ℃ 10 s，55 ℃ 

15 s，68 ℃ 30 s，共 30 个循环；68 ℃ 1 min；

16 ℃保存。将 PCR 产物与广宿主表达质粒

pMMB207[31]进行双酶切并连接，构建重组质粒

pMMB207-fur。将 pMMB207-fur 转化至大肠杆

菌 S17-1 λpir 中，再通过接合转移至 Δfur 中。

在添加双抗的 TSA 平板上筛选回补株 CΔfur，

并通过 PCR 进行验证。

1.4　生长曲线测定

将副溶血弧菌 WT、Δfur 和 CΔfur 分别划线

接种于添加 100 μmol/L 2,2ʹ-dipyridyl 的 TSA 平板

上，于 37 ℃培养 12 h。挑取单菌落，接种于添加

100 μmol/L 2,2ʹ-dipyridyl 预处理的 TSB 培养基

(3 mL)中，于 30 ℃、220 r/min 培养 12 h。取

1 mL 培养物，6 000 r/min 离心 5 min 收集菌体，

用 PBS 重悬并调整细菌浓度至 1×109 CFU/mL，

得到种子液。

将种子液按照 1:100 的比例分别转接至以下

TSB 培养基中：(1) 不含任何添加物的 TSB 培养

基；(2) 添加不同浓度 FeSO4 (0、1、2 mmol/L)

的 TSB 培养基；(3) 添加不同浓度 2,2ʹ-dipyridyl

预处理(0、75、100 μmol/L)的 TSB 培养基；(4) 

添加不同浓度 H2O2 (75、100 μmol/L)的 TSB 培

养基；(5) 经 100 μmol/L 2,2ʹ-dipyridyl 预处理后

再添加不同浓度 H2O2 (75、100 μmol/L)的 TSB

培养基。由于亚铁易于氧化，FeSO4 母液现用现

配，且在添加 FeSO4 的培养基中同时添加柠檬

酸钠[trisodium citrate dihydrate (TCD), 1 g/L]以减

少铁的沉淀[34]。将培养物分装于 96 孔细胞培养

板中(每孔 200 μL，设置 3 孔重复)，于 37 ℃、

120 r/min 培养 9 h。每隔 1 h 使用 CMax Plus 酶

标仪[美谷分子仪器(上海)有限公司]测定 OD595

值，生长速率(μ)如公式(1)所示。

μ=ΔOD595/Δt (1)

式中：ΔOD595 为相邻 2 个时间点的 OD595 差值，

Δt 为对应的时间间隔(1 h)。最大生长速率(μmax)

取各时间段 μ 值中的最大值。实验独立重

复 3 次。

1.5　金属含量测定

称取适量 TSB 粉末，经 66% 硝酸消解后，

用去离子水稀释至硝酸浓度为 2%，通过 ICP-MS

测定铁含量。根据 TSB 培养基配方(30 g 粉末溶

于 1 L 去离子水)换算得出 TSB 培养基中的铁浓

度。按照 1.4 节的方法制备副溶血弧菌 WT、

Δfur 和 CΔfur 的种子液。将种子液按照 1:100 的

比例转接至 TSB 培养基中，于 37 ℃、220 r/min

培养 6 h。取 40 mL 培养物，10 000 r/min 离心

10 min 收集菌体，按照文献[35]中的方法处理样

品，并通过 ICP-MS 测定胞内金属含量。实验独

立重复 4 次。

1.6　斑马鱼感染实验

斑马鱼(3−4 月龄，AB 品系)购自上海费曦

生物科技有限公司。本研究所有动物实验获得

扬州大学实验动物福利伦理委员会批准，编号

为 202307019。

存活率测定：按照 1.4 节的方法制备副溶血

弧菌 WT 和 Δfur 的种子液。将 30 条斑马鱼随机

分为 3 组，用 1% 间氨基苯甲酸乙酯甲磺酸盐

(MS-222，Sigma-Aldrich 公司)麻醉后，分别通

过腹腔注射 10 μL WT、Δfur 种子液或 PBS。感

染后每隔 12 h 观察 1 次，连续观察 7 d，记录斑

马鱼存活情况。

竞争感染试验：按照 1.4 节的方法制备副溶

血弧菌 WT 和 Δfur 的种子液，并按照 1:1 的比
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例混合。将 6 条斑马鱼用 MS-222 麻醉后，通

过腹腔注射 5 μL 混合液。在感染后 24 h，将

斑马鱼麻醉后处死，取肠道组织，加入 1 mL 

PBS，用组织破碎仪匀浆后划线接种于添加

100 μmol/L 2,2ʹ-dipyridyl 的硫代硫酸盐柠檬酸盐

胆盐蔗糖琼脂培养基(thiosulfate citrate bile salts 

sucrose agar culture medium, TCBS, BD 公司)上，

于 37 ℃培养至长出单菌落。随机挑取每条斑马

鱼样品中的 90−100 个单菌落，通过菌落 PCR 确

定 Δfur 与 WT 的比值。PCR 反应体系：2×Rapid 

Taq Master Mix (南京诺唯赞生物科技股份有限

公司) 10 μL，引物 out1 和 out2 (10 μmol/L)各

1 μL，模板 1 μL，H2O 7 μL。PCR 反应条件：

95 ℃ 3 min； 95 ℃ 15 s， 55 ℃ 15 s， 72 ℃ 

1 min，共 30 个循环；72 ℃ 1 min；16 ℃保存。

竞争指数 (competitive index, CI)计算如公式 (2)

所示。

CI=(样品中 Δfur 与 WT 的比值)/(混合液中

Δfur 与 WT 的比值) (2)

1.7　RNA 提取

按照 1.4 节的方法制备副溶血弧菌 WT 和

Δ fur 的种子液。将种子液按照 1:100 的比例

转接至 TSB 培养基中，于 37 ℃、 220 r/min

培养至 OD600 约为 0.6−1.0。取 1 mL 培养物，

12 000 r/min 离心 2 min 收集菌体，随后用

Eastep Super 总 RNA 提取试剂盒(上海普洛麦格

生物产品有限公司)提取细菌总 RNA。通过 1%

琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的完整性，并使用超

微量分光光度计 Nano-200 (杭州奥盛仪器有限公

司)测定 RNA 浓度。实验独立重复 3 次，以获得

3 份独立的 RNA 样品。

1.8　RNA 测序

RNA 样品经检测合格后，送至安升达公司

进行转录组测序。 rRNA 去除、文库构建和

Illumina 测序由安升达公司协助完成。差异表达

基因的筛选标准为变化倍数≥2 且修正后 P 值

(Padj)<0.05。将差异表达基因列表提交至 DAVID

数据库 (https://davidbioinformatics. nih. gov/)进行

基因本体论(gene ontology, GO)富集分析。转录

组数据已提交至国家生物信息中心 GSA 数据

库，登录号为 CRA034515。

1.9　数据统计及分析

实验数据采用 GraphPad Prism 10.6.1 软件进

行分析。生长曲线相关数据(最大生长速率 μmax、

最高 OD595 值)和 ICP-MS 数据使用单因素方差

分析，并通过 Bonferroni 法进行事后多重比较。

斑马鱼存活率测定数据采用 log-rank 检验分析，

竞争感染试验数据用双尾配对 t 检验进行分

析。除斑马鱼存活率测定外，实验结果均以

平均值±标准差(mean±SD)表示。*表示 P<0.05；

**表示 P<0.01；ns 表示无显著差异。补充材料

已上传至 ScienceDB 数据库 (https://www. scidb.

cn/s/n6fuqu)，CSTR 编号为 31253.11. sciencedb.

j00231.00059。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　Fur 蛋白在部分革兰氏阴性菌中高

度保守

BLASTp 结果显示，副溶血弧菌 Fur 蛋白与

霍乱弧菌、创伤弧菌、鳗弧菌、哈维弧菌和灿

烂弧菌中同源蛋白的氨基酸序列一致性分别为

92.67%、95.89%、89.93%、95.97% 和 91.95%。

此外，该蛋白与大肠杆菌、鼠伤寒沙门菌和铜

绿假单胞菌中同源蛋白的氨基酸序列一致性分

别为 80.14%、79.73% 和 57.94%。多序列比对

结果显示，这些细菌的 Fur 蛋白具有多个保守基

序和位点(图 1)。Swiss-Model 预测，副溶血弧菌

Fur 蛋白含有 5 个 α 螺旋、6 个 β 折叠和 1 个 η

螺旋(图 1)。

2.2　fur 基因缺失株和回补株的构建

为探究副溶血弧菌 Fur 蛋白的功能，以副溶

血弧菌 RIMD 2210633 菌株为亲本株构建了 fur
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基因缺失株 Δfur，并进一步构建了 Δfur 的回补

株 CΔfur。构建成功的菌株通过 PCR 进行验

证。如图 2 所示，使用基因内部引物 in1/in2

进行 PCR 扩增，WT 和 CΔfur 能扩增出 185 bp

的目的条带，而 Δfur 不能；使用基因外部引物

out1/out2 进行 PCR 扩增，WT 能扩增出 821 bp

的大条带，而 Δfur 和 CΔfur 仅能扩增出 441 bp

的小条带。上述结果表明，Δfur 和 CΔfur 构建

成功。

2.3　fur 基因缺失减弱副溶血弧菌在正

常培养(铁充足)条件下的生长

为评估 fur 基因缺失对副溶血弧菌生长的影

响，将副溶血弧菌 WT、Δfur 和 CΔfur 分别划线

接种于 TSA 平板上，于 37 ℃培养 12 h。结果

显示，Δfur 形成的菌落明显小于 WT 和 CΔfur，

而 CΔfur 与 WT 形成的菌落大小相当(图 3A)。

进一步将副溶血弧菌 WT、Δ fur 和 CΔ fur 接

图1　FUR蛋白的多序列比对

Figure 1　Multiple sequence alignment of the Fur homologues. The GenBank accession numbers are as follows: 

Vibrio parahaemolyticus Fur, WP_005489847.1; Vibrio cholerae Fur, WP_001282826.1; Vibrio vulnificus Fur, 

ADV87235.1; Vibrio anguillarum Fur, WP_010318689.1; Vibrio harveyi Fur, AIV04866.1; Vibrio splendidus Fur, 

WP_004734226.1; Escherichia coli Fur, NP_415209.1; Salmonella Typhimurium Fur, NP_459678.1; and 

Pseudomonas aeruginosa Fur, NP_253452.1. The predicted secondary structures of V. parahaemolyticus Fur are 

shown at the top.
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种于 TSB 培养基中，测定各菌株的生长曲

线。结果显示，Δfur 的最大生长速率和最高

OD595 值 均 显 著 低 于 WT 和 CΔfur ( 图 3B)。

ICP-MS 测定结果显示，TSB 培养基中的铁浓度

为 10.9 μmol/L，高于弧菌属最适生长所需的铁

浓度(0.1−5.0 μmol/L)[36]。上述结果说明，fur 基

因缺失影响副溶血弧菌在正常培养(铁充足)条件

下的生长。

图2　FUR基因缺失株和回补株的PCR鉴定

Figure 2　PCR identification of fur deletion mutant and complemented strains. A: Positions of the primers used 

for the construction and identification of Δfur; B: PCR amplification of genomic DNA from the WT strain (lanes 

1 and 4), Δfur (lanes 2 and 5), and CΔfur (lanes 3 and 6) using the primer pairs in1/in2 and out1/out2, 

respectively. Lane M: DL2000 DNA marker.

图3　副溶血弧菌各菌株在TSA (A)和TSB (B)培养基中的生长情况

Figure 3　Growth of Vibrio parahaemolyticus strains on TSA (A) and in TSB (B). Data in (B) are presented as 

mean±SD from three independent experiments.
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2.4　fur 基因缺失降低副溶血弧菌对铁

限制的敏感性

为探究 Fur 在副溶血弧菌铁稳态中的作用，

将副溶血弧菌 WT、Δfur 和 CΔfur 接种于不同铁

含量的 TSB 培养基中，测定各菌株在铁过量和铁

限制条件下的生长曲线。在不额外添加 FeSO4，或

添加 1、2 mmol/L FeSO4 的 TSB 培养基中，Δfur

的最大生长速率和最高 OD595 值均显著低于 WT

和 CΔfur，但与正常培养(铁充足)条件相比，铁过量

并未明显加重 Δfur 的生长缺陷(图 4A−4C)。然而，

在添加 2,2ʹ-dipyridyl 预处理的 TSB 培养基中，

WT 和 CΔfur 的生长速率和最高 OD595 值相较于

对照组(添加无水乙醇，即 2,2ʹ-dipyridyl 的溶剂，

预处理)明显下降，而 Δfur 的生长缺陷程度无明

显变化，导致 3 种菌株的生长曲线趋于一致

(图 4D−4F)。上述结果表明，fur 基因缺失降低

了副溶血弧菌对铁限制的敏感性。

2.5　fur 基因缺失影响副溶血弧菌菌体

内铁的积累

为探究 Fur 影响副溶血弧菌铁稳态的机制，

将副溶血弧菌 WT、Δfur 和 CΔfur 接种于 TSB

培养基中，培养 6 h 后收集菌体，采用 ICP-MS 法

测定胞内铁含量。结果显示，WT、Δfur 和 CΔfur

胞内铁含量分别为(85.96±5.276)、(74.81±2.822)、

(88.30±4.522) μg Fe/g 细胞(干重)；Δfur 胞内铁

含量显著低于 WT 和 CΔfur (图 5A)。此外，本

研究还测定了各菌株菌体内的锌含量。结果显

示，Δfur 菌体内的锌含量[(11.10±1.448) μg Zn/g

细胞 (干重)]与 WT [(11.77±0.468) μg Zn/g 细胞

图4　副溶血弧菌各菌株在铁充足和铁限制条件下的生长情况

Figure 4　Growth of Vibrio parahaemolyticus strains under iron-replete and iron-restricted conditions. A: 1 g/L 

TCD+H2O; B: 1 g/L TCD+1 mmol/L FeSO4; C: 1 g/L TCD+2 mmol/L FeSO4; D: Absolute ethanol (the solvent 

of 2, 2ʹ -dipyridyl); E: 75 μmol/L 2, 2ʹ -dipyridyl; F: 100 μmol/L 2, 2ʹ -dipyridyl. TCD was supplemented to the 

medium to alleviate iron precipitation. Data are presented as mean±SD from three independent experiments.
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(干重)]和 CΔfur [(12.54±0.633) μg Zn/g 细胞(干

重)]相比无显著差异(图 5B)。上述结果表明，fur

基因缺失显著降低了副溶血弧菌胞内铁含量。

2.6　Fur 调控副溶血弧菌的氧化应激

反应

为探究 Fur 对副溶血弧菌氧化应激反应的影

响，将副溶血弧菌 WT、Δfur 和 CΔfur 接种于添

加 H2O2 的 TSB 培养基中，测定各菌株在氧化应

激条件下的生长曲线。结果显示，在添加 75、

100 μmol/L H2O2 的 TSB 培养基中，Δfur 的最大

生长速率和最高 OD595 值均显著低于 WT 和

CΔfur (图 6A、6B)。然而，与正常培养条件下

的生长曲线(图 3B)相比，添加 H2O2 并未明显加

重 Δfur 的生长抑制程度。考虑到 Δfur 在 TSB

培养基中已表现出生长缺陷，H2O2 的影响可能

被掩盖。

为排除铁含量因素的干扰，在铁限制条件

下重复了该实验。在经 100 μmol/L 2,2ʹ-dipyridyl

预处理的 TSB 中，添加 75 μmol/L H2O2 后 Δfur

的最大生长速率与 WT 和 CΔfur 无显著差异，但

最高 OD595 值显著低于 WT 和 CΔfur (图 6C)；添

加 100 μmol/L H2O2 后，Δfur 的最大生长速率和

最高 OD595 值均显著低于 WT 和 CΔfur (图 6D)。

上述结果表明，Fur 参与调控副溶血弧菌的氧化

应激反应。

2.7　Fur 对副溶血弧菌在斑马鱼模型中

的毒力无显著影响

利用斑马鱼存活率测定和竞争感染试验探

究 Fur 对副溶血弧菌致病性的影响。感染后

12 h，WT 组有 1 条斑马鱼死亡；感染后 24 h，

WT 组再有 4 条斑马鱼死亡，Δfur 组有 3 条斑马

鱼死亡；感染后 36 h，WT 组再有 1 条斑马鱼死

亡(图 7A)。最终，WT 组斑马鱼存活率为 40%，

Δfur 组为 70%，PBS 组无斑马鱼死亡。Δfur 组

与 WT 组斑马鱼存活率无显著差异。竞争感染试

验结果显示，Δfur 与 WT 的 CI 为 1.004±0.131，

与 1 (表示同等竞争力)相比无显著差异(图 7B)。

上述结果表明，fur 基因缺失对副溶血弧菌在斑

马鱼模型中的毒力无显著影响。

图5　副溶血弧菌各菌株胞内金属含量分析

Figure 5　Analysis of intracellular metal content in Vibrio parahaemolyticus strains. A: Iron content; B: Zinc 

content. *: P<0.05; **: P<0.01; ns: No significant difference. Data are presented as mean±SD from four 

independent experiments.
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图7　野生株和Δfur在斑马鱼模型中的毒力比较

Figure 7　 Virulence comparison of the WT and Δfur strains in a zebrafish model. A: Survival of zebrafish 

infected with the WT and Δfur strains; B: Competition between Δfur and the WT strain in the colonization of the 

zebrafish intestine. ns: no significant difference.

图6　副溶血弧菌各菌株在氧化应激条件下的生长情况

Figure 6　Growth of Vibrio parahaemolyticus strains under oxidative stress conditions. A: TSB+75 μmol/L H2O2; 

B: TSB+100 μmol/L H2O2; C: 2,2ʹ-dipyridyl (100 μmol/L)-pretreated TSB+75 μmol/L H2O2; D: 2,2ʹ-dipyridyl 

(100 μmol/L)-pretreated TSB+100 μmol/L H2O2. Data are presented as mean±SD from three independent 

experiments.
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2.8　 Δfur 中多种铁摄取、铁储存和

T3SS1 相关基因显著上调表达，含铁蛋

白和 T6SS2 相关基因显著下调表达

通过 RNA 测序比较副溶血弧菌 WT 和 Δfur

的转录谱。结果显示，与 WT 相比，Δfur 中有

820 个基因显著差异表达，约占副溶血弧菌基因

总数的 18%；其中 523 个基因上调表达，297 个

基因下调表达(图 8A)。如图 8B 所示，差异表达

基因可显著富集至 3 个 GO 类别，包括属于生

物过程 (biological process, BP)的通过Ⅲ型分泌

系统的蛋白质分泌 (protein secretion by the type 

Ⅲ secretion system)、属于分子功能 (molecular 

function, MF)的 RNA 解旋酶活性(RNA helicase 

activity) 和 铁 载 体 摄 取 跨 膜 转 运 蛋 白活性

(siderophore uptake transmembrane transporter 

activity)。

多种铁摄取相关基因显著上调表达，包括

亚铁转运系统 Feo (feoABC)、TonB/ExbBD 能量

转导系统、多种 TonB 依赖型外膜受体(铁载体

受体、血红素受体等)、内膜铁/血红素 ABC 转

运系统、血红素利用基因(hutW/X/Z)以及铁载体

合成基因(pvsB、pvsD 等)，表明在副溶血弧菌

中 Fur 负调控铁摄取系统。同时，铁储存相关

基因，包括编码细菌铁蛋白的 bfr 和编码细菌

铁蛋白相关铁氧还蛋白的 bfd，在 Δfur 中也显

著上调表达。

与铁摄取、铁储存相关基因显著上调表达

形成鲜明对比，Δfur 中大量编码含铁蛋白的基

因显著下调表达，涵盖呼吸链组分(cbb3 型细

胞色素 c 氧化酶基因 ccoN/O/P、泛醌氧化酶基

因 cydA、Na+转运型 NADH:泛醌还原酶基因

nqrB-F、多种细胞色素 c 基因)、TCA 循环含铁

酶(琥珀酸脱氢酶基因 sdhABCD 和乌头酸酶基因

acnB)、铁依赖型超氧化物歧化酶基因 sodB、

过氧化氢酶基因 katG 以及黄素血红蛋白基因

hmpA 等。值得注意的是，Δfur 中出现了含铁与

非含铁同工酶之间的表达切换现象：含[4Fe-4S]簇的

I 类延胡索酸水合酶基因(VP_RS09125)显著下调

表达(0.15 倍)，而不含铁的Ⅱ类延胡索酸水合酶基

因(VP_RS14130)显著上调表达(77.44 倍)；铁依赖

型超氧化物歧化酶基因 sodB (VP_RS10295)显著

下调表达(0.08 倍)，而非铁依赖型超氧化物歧化酶

基因(VP_RS14070)显著上调表达(6.03 倍)。

此外，绝大多数 T3SS1 相关基因显著上调

表达，而许多 T6SS2 相关基因显著下调表达。

上述结果表明，副溶血弧菌 Fur 在调控铁摄取、

铁储存、含铁蛋白合成以及 T3SS1 和 T6SS2 表

达方面发挥着重要作用。

3　　讨论与结论讨论与结论

金属对生物的生存至关重要，然而过量的

金属却具有毒性作用。因此，细菌必须精密调

控菌体内金属稳态[37]。副溶血弧菌维持锌[35,38]、

铜[39]、钴[40]等金属稳态的机制已得到初步阐明，

但其维持铁稳态的分子机制尚不明确。本研究

探究了 Fur 在副溶血弧菌中的功能，结果表明，

Fur 调控副溶血弧菌的铁稳态和氧化应激反应，

但不影响其在斑马鱼模型中的毒力。

生物信息学分析表明，Fur 蛋白在部分革兰

氏阴性菌中高度保守，尤其是副溶血弧菌 Fur 蛋

白与其他弧菌中同源蛋白的氨基酸序列一致性

接近或超过 90%。这表明 Fur 蛋白在这些细菌

中可能具有类似的功能。在正常培养(铁充足)和

铁过量条件下，相较于 WT 和 CΔfur，Δfur 表现

出明显的生长缺陷，说明 Fur 有利于副溶血弧菌

在正常培养和铁过量条件下的生长。此外，在

铁限制条件下，Δfur 的生长缺陷未明显加重，

而 WT 和 CΔfur 的生长均受到抑制，其生长曲

线与 Δfur 趋于一致。其可能原因是，在正常培

养和铁过量条件下 WT 和 CΔfur 能有效维持铁

稳态，而 Δfur 因编码含铁蛋白的基因下调表达

而不能有效利用铁；在铁限制条件下，由于环

境中铁的缺乏，WT 和 CΔfur 不能有效获取铁，

从而导致 3 个菌株的生长趋于一致。这一推测

得到了后续 ICP-MS 结果的支持：在正常培养条
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图8　RNA测序分析Δfur的差异表达基因

Figure 8　RNA sequencing analysis of the differentially expressed genes (DEGs) in Δfur. A: A volcano plot of 

the DEGs in Δfur compared to the WT strain (Up, down, and ns represent the upregulated genes, downregulated 

genes, and non-differentially expressed genes, respectively); B: Gene ontology (GO) term enrichment analysis of 

the DEGs (GO terms with an Padj<0.05 were considered significantly enriched. BP, CC, and MF represent the 

biological process, cellular component, and molecular function, respectively).
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件下，Δfur 菌体内积累的铁含量显著低于 WT

和 CΔfur。

在铜绿假单胞菌中，Δfur 对 H2O2 的敏感性

显著升高[41]。在鳗弧菌中，fur 基因缺失损害了

细菌在 H2O2 存在情况下的生长[28]。因此，本研

究还评估了 Fur 对副溶血弧菌氧化应激反应的影

响。结果显示，在正常 TSB 培养基中，添加

H2O2 并未明显加重 Δfur 的生长抑制程度。然

而，由于 Δfur 在 TSB 中表现出固有生长缺陷，

H2O2 的效应可能被该背景差异所掩盖。当用

2,2ʹ-dipyridyl 降低培养基中的铁含量后，Δfur 对

H2O2 的敏感性显著升高，且呈剂量依赖关系。

这一结果表明，副溶血弧菌 Fur 与其他细菌类

似，也参与调控氧化应激反应。

在多种弧菌中，Fur 被证实是关键的毒力调

控因子。例如，在霍乱弧菌中，fur 基因缺失株

在幼鼠肠道中的竞争力显著低于野生株[25]；在

灿烂弧菌中，fur 敲低突变株对仿刺参的致病性

降低[26]；在哈维弧菌中，Δfur 对美洲鳗鲡的毒

力仅为野生株的 1/18[27]；在鳗弧菌中，fur 基因

缺失也导致细菌对大菱鲆幼鱼的致病性降低[28]。

然而，Fur 对铜绿假单胞菌毒力的影响尚存在争

议。Pasqua 等[24]报道，fur 条件突变株对大蜡螟

幼虫的 90% 致死剂量与 WT 无显著差异，表明

Fur 并非感染所必需。马鑫等[41]发现，fur 基因

缺失显著降低了铜绿假单胞菌对大蜡螟幼虫的

毒力。本研究通过斑马鱼存活率测定和竞争感

染试验证实，Fur 不影响副溶血弧菌在斑马鱼模

型中的毒力。这一结果可能与多种因素有关。

(1) T3SS1 的过量表达可能不利于体内感染。

RNA 测序结果显示，Δfur 中 T3SS1 相关基因大

幅上调表达，而 T6SS2 相关基因显著下调表达。

虽然 T3SS1 和 T6SS2 均是副溶血弧菌的重要毒

力因子，但有研究表明副溶血弧菌 T3SS1 的过

量表达反而会降低细菌的肠道定殖能力[42]。Δfur

中 T3SS1 的大幅上调表达并不一定表现为毒力

增强。同时，T6SS2 的下调可能削弱了细菌的

黏附能力。因此，Δfur 中 T3SS1 和 T6SS2 在转

录水平上的显著变化可能并未在体内转化为相

应的毒力表型改变。(2) 感染模型的局限性。本

研究采用斑马鱼腹腔注射感染模型，该模型绕

过了经口自然感染的早期阶段(如胃酸耐受、肠

上皮初始黏附等)，Fur 在这些特定感染阶段的

作用有待采用新生仔兔模型(灌胃感染)进一步评

估。(3) Fur 对致病性的影响存在物种特异性，

即使是同一物种，不同研究也可能因菌株背景、

实验条件和动物模型的差异而得出不同结论，

如铜绿假单胞菌中的矛盾报道[24,41]。(4) 功能冗

余的可能性。副溶血弧菌基因组中编码有其他

Fur 家族蛋白(如锌摄取调节因子 Zur)，虽然它

们的主要调控靶标不同，但不排除在 fur 缺失时

对部分靶基因存在交叉调控，从而部分补偿 Fur

对毒力的调控功能。

Fur 通常作为铁摄取系统的抑制子。当铁充

足时，Fur 结合 Fe2+后发生构象变化，形成二聚

体并结合至靶基因的启动子区，通过空间阻遏

作用抑制 RNA 聚合酶，阻断铁摄取相关基因的

转录；当铁缺乏时，Fur 无法结合靶基因的启动

子区，从而解除对铁摄取基因的抑制作用[43]。

与该调控模型一致，RNA 测序结果显示，Δfur

中铁摄取相关基因显著上调表达。此外，尽管

Δfur 中铁摄取和铁储存相关基因的表达显著上

调，但 Δfur 胞内铁含量显著低于 WT 和 CΔfur。

在大肠杆菌中也观察到了类似现象：fur 基因缺

失株的铁含量仅为 WT 的 40%，尽管其铁摄取

系统持续表达[44]。McHugh 等[45]通过全基因组

转录分析揭示了其机制：Fe2+-Fur 复合物不仅负

调控铁摄取基因，还正向调控大量编码含铁蛋

白(如呼吸链中的细胞色素、铁硫簇蛋白和 TCA

循环含铁酶等)的基因。在 Δfur 中，这些含铁蛋

白的合成受到抑制，导致细胞对铁的“利用”能

力大幅下降，铁无法被有效整合至功能性蛋白

中，最终导致总铁含量降低[45]。本研究 RNA 测

序数据也支持上述机制。在副溶血弧菌 Δfur 中，

3350



马涪溶 等 || 微生物学报, 2026, 66(7)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

虽然铁摄取和铁储存相关基因显著上调表达，

但大量编码含铁蛋白的基因显著下调表达。此

外，本研究还观察到了典型的“铁节约反应”特

征。Δfur 中含铁蛋白的大量下调表达导致细胞

不能有效利用铁，这可能是其菌体内总铁含量

降低的主要原因。已有研究表明，铁饥饿能诱

导副溶血弧菌 T3SS1 相关基因的表达[46]。这一

结果与本研究的发现一致：Δfur 中铁含量较低，

但其 T3SS1 相关基因的表达显著上调。在鼠伤

寒沙门菌中，Fur 通过 HilD 调控致病岛 1 中

T3SS 的表达[47]。然而，在副溶血弧菌中 Fur 对

T3SS1 的调控是直接作用还是间接作用仍有待

进一步研究。在铜绿假单胞菌中，T6SS2 受 Fur

调控[48]；类似地，本研究发现副溶血弧菌中

T6SS2 也受到 Fur 调控。

综上所述，本研究探究了 Fur 对副溶血弧菌

铁稳态、氧化应激反应和毒力的影响。结果表

明，Fur 调控副溶血弧菌的铁稳态和氧化应激反

应，但不影响其在斑马鱼模型中的毒力。此外，

Fur 还调控多种铁摄取、铁储存、含铁蛋白、

T3SS1 和 T6SS2 相关基因的表达。
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