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摘 要：维氏气单胞菌(Aeromonas veronii)属革兰氏阴性致病菌，可引发水产动物及人类多种疾

病，对水产养殖业和人类公共健康构成严重威胁。Ⅵ型分泌系统(type 6 secretion system, T6SS)是

决定维氏气单胞菌致病性的关键毒力因子，已知细菌增强子结合蛋白(bacterial enhancer-binding 

protein, bEBP) VasH 负责调控 T6SS 功能，但维氏气单胞菌中是否存在这一调控关系尚不明确。

【目的】揭示 VasH 蛋白对维氏气单胞菌 T6SS 表达及功能的影响，为深入探究 T6SS 介导的维氏

气单胞菌致病机制，以及后续防控维氏气单胞菌感染提供理论依据。【方法】以 A. veronii C4 为

原始菌株，通过同源重组策略构建 VasH 缺失菌株 ΔvasH 和回补株 ΔvasH/p-vasH。通过 RT-qPCR

测定各菌株中 T6SS 基因的相对表达量，明确 VasH 对 T6SS 基因表达水平的影响；通过测定生长

曲线、透射电镜观察菌体形态，采用结晶紫法测定生物膜形成能力，确定 VasH 对病原菌致病相

关特征的影响；通过体外细菌竞争实验及斑马鱼模型体内半数致死浓度(median lethal dose, LD50)

测定评估 VasH 对病原菌竞争力和致病性的综合效应。【结果】成功构建了 vasH 基因敲除和回补

菌株。VasH 缺失导致 T6SS 结构蛋白和效应蛋白编码基因的表达均显著降低(P<0.05)，说明 VasH

正向调控 T6SS 基因表达。vasH 基因敲除未显著影响维氏气单胞菌的生长能力、表面形态及结

构，但导致病原菌生物膜形成能力显著增强，且体外竞争能力显著下降。斑马鱼体内感染实验显

示，ΔvasH 菌株的 LD50 为 1.58×1011，约为野生型菌株 LD50 (7.34×1010)的 2.15 倍；在感染浓度为

5×108 CFU/mL 时，ΔvasH 菌株感染导致斑马鱼的死亡率由野生型感染时的 33.3% 降至 0，表明

VasH 缺失降低了维氏气单胞菌的致病性。【结论】维氏气单胞菌 VasH 蛋白对 T6SS 基因表达具有

正调控活性，其可能不参与调控病原菌的生长状态及外部形态，但显著影响生物膜形成能力和种
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间竞争力，进而调控病原菌对斑马鱼宿主的综合毒力。本研究为进一步探究 VasH 通过调控维氏

气单胞菌 T6SS 活性与功能介导病原菌致病性的分子机制提供了必要的研究工具，并奠定了初步

基础。
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VasH positively regulates type Ⅵ secretion system expression and 
influences competition and virulence of Aeromonas veronii

GAO Shijie, MA Xiang*

School of Life and Health Sciences, Hainan University, Haikou, Hainan, China

Abstract: Aeromonas veronii is a Gram-negative pathogenic bacterium that causes various diseases 
in aquatic animals and humans, posing a serious threat to aquaculture and public health. The type 
Ⅵ secretion system (T6SS) is a key virulence factor determining the pathogenicity of A. veronii. It 
is known that the bacterial enhancer-binding protein (bEBP) VasH is responsible for regulating the 
T6SS function, while whether this regulatory relationship exists in A. veronii remains unknown. 
[Objective] To elucidate the impacts of VasH on T6SS expression and function in A. veronii, 
thereby providing a theoretical basis for deciphering the mechanism of T6SS-mediated 
pathogenicity of A. veronii and for the subsequent prevention and control of A. veronii infections. 
[Methods] With A. veronii C4 as the wild-type strain, the VasH-deficient mutant strain ΔvasH and 
the complemented strain ΔvasH/p-vasH were constructed via a homologous recombination 
strategy. RT-qPCR was employed to measure the relative expression levels of T6SS genes in each 
strain to clarify the effect of VasH on T6SS gene expression. Growth curve establishment, 
transmission electron microscopy (TEM) for observing bacterial morphology, and the crystal violet 
assay for biofilm quantification were performed to determine the influences of VasH on pathogenic 
characteristics. An in vitro bacterial competition assay and a zebrafish model for determining the 
median lethal dose (LD50) were employed to assess the comprehensive effects of VasH on bacterial 
competitiveness and pathogenicity. [Results] The VasH-deficient mutant strain ΔvasH and the 
complemented strain ΔvasH/p-vasH were successfully constructed. The deletion of VasH resulted 
in a decrease (P<0.05) in the expression of genes encoding both T6SS structural and effector 
proteins, indicating that VasH was responsible for regulating T6SS gene expression. The deletion of 
vasH did not significantly affect the growth or surface morphology/structure of A. veronii. 
However, it led to a significant increase in the biofilm formation and a significant decrease in in 
vitro bacterial competitiveness. The zebrafish infection assay showed that the LD50 of ΔvasH was 
1.58×1011, which was 2.15 times that (7.34×1010) of the wild type. Moreover, at an infection 
concentration of 5×108 CFU/mL, the death rate of zebrafish decreased from 33.3% in the wild-type 
infection group to 0 following infection with ΔvasH, indicating that deletion of vasH attenuated the 
virulence of A. veronii. [Conclusion] In A. veronii, VasH positively regulates T6SS gene 
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expression. It may not be involved in regulating the growth state or external morphology of the 
pathogen but significantly influences the biofilm formation and competitiveness of A. veronii, 
thereby modulating the overall virulence during infection of the zebrafish host. This study provides 
essential research tools and lays a preliminary foundation for further exploration of the molecular 
mechanisms by which VasH mediates pathogenicity through regulating T6SS activity and function 
in A. veronii.
Keywords: Aeromonas veronii; vasH; T6SS; virulence

维氏气单胞菌(Aeromonas veronii) C4 属于气

单 胞 菌 科 (Aeromonadaceae)、 气 单 胞 菌 属

(Aeromonas)，是一种具有运动能力的革兰氏阴

性短杆菌，广泛分布于地下水、湖泊及经氯处

理或未经处理的饮用水等多种水体中[1-2]。维氏

气单胞菌感染可引起鱼类全身性出血、烂尾病、

败血症等[3]，也可导致人类肠胃炎、脑膜炎等疾

病[4-6]。目前，维氏气单胞菌已被公认为水产养

殖业和人类公共卫生安全的潜在威胁。

分泌系统是介导维氏气单胞菌毒力的关键

结构，通过分泌气溶素、溶血素、肠毒素及蛋

白酶等效应蛋白调控细菌致病性[7]。其中，Ⅵ型

分泌系统(type 6 secretion system, T6SS)在介导细

菌竞争力和环境适应性方面发挥关键作用[8]。

T6SS 是广泛存在于革兰氏阴性菌中的纳米级生

物大分子机器，能够向外分泌具有脂酶、溶菌

酶等功能的效应蛋白以杀伤邻近细胞，从而确

保自身竞争优势[9]。T6SS 的活性通常受到严格

调控，仅在特定条件下被激活。深入研究 T6SS

的调控机制，不仅有助于进一步解析维氏气单

胞菌的致病机理，也可为预防和治疗其引起的

动物与人类感染、减少经济损失提供重要理论

依据。

维氏气单胞菌 C4 菌株基因组中存在一套编

码 T6SS 的基因簇，包括 1 个主簇和 3 个副簇，

主簇中含有编码细菌增强子结合蛋白 VasH 的基

因。已知 VasH 能够与 σ54 协同作用，在霍乱弧

菌、嗜水气单胞菌等细菌中调控 T6SS 的转录活

性及功能[10-11]。为初步鉴定维氏气单胞菌中

VasH 的生物学功能，本研究采用同源重组基因

敲除技术构建了 vasH 基因敲除菌株及其回补菌

株；通过与野生型菌株比较，初步鉴定 vasH 缺

失对 T6SS 基因表达水平的影响；通过测定病原

菌生长能力和生物膜形成能力，明确 vasH 缺失

对病原菌致病相关特征的影响；通过体外种间

竞争实验及斑马鱼感染模型测定体内毒力和半

数 致 死 浓 度 (median lethal dose, LD50)， 阐 明

vasH 缺失对病原菌综合毒力的影响。本研究以

期为深入解析 VasH 蛋白调控维氏气单胞菌

T6SS 功能的分子机制奠定基础，同时也为制定

维氏气单胞菌感染的防控策略提供新思路。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

自杀型质粒 pRE112、大肠杆菌(Escherichia 

coli) WM3064 均为本实验室保存菌株。

细菌基因组快速提取试剂盒、一步克隆酶

试 剂 盒 、 2×Phanta UniFi Master Mix、 Clon 

Express Ultra One Step Cloning Kit、HiScript® Ⅲ 

All-in-one RT SuperMix Kit、 ChamQ SYBR 

Color qPCR Master Mix Kit，南京诺唯赞生物科

技股份有限公司；蛋白胨、酵母膏，OXOID 公

司；抗生素、琼脂粉、三氯乙酸、无机盐，北

京索莱宝科技有限公司；RNAprep Pure Cell/

Bacteria Kit、PCR 产物纯化试剂盒，天根生化

科技(北京)有限公司。

透射电子显微镜， Hitachi 公司； Roche 

LightCycle® 96 仪器，Roche Diagnostics 公司。

实验所用引物合成及样品测序服务由生工

生物工程(上海)股份有限公司提供。本研究所用
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引物如表 1 所示，所构建及使用的菌株和质粒

如表 2 所示。

1.2　重组菌株构建

采 用 细 菌 基 因 组 快 速 提 取 试 剂 盒 从

A. veronii C4 野生型菌液中提取基因组 DNA 作

为 PCR 模板，以 vasH F1/R1 和 vasH F2/R2 (表 1)

为引物，分别 PCR 扩增 vasH 基因的上、下游同

源臂片段。PCR 反应体系(50 µL)：2×Phanta UniFi 

Master Mix 25 µL，上、下游引物(10 µmol/L)各

2 µL，DNA 模板 1 µL，ddH2O 20 µL。PCR 反

应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，

60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 30 个循环；

72 ℃终延伸 5 min。使用 PCR 产物纯化试剂盒

对 PCR 扩增产物进行纯化回收。以上、下游同

源臂片段为模板，利用 Overlap PCR 获得同源臂

表1　本研究所用引物

Table 1　Primers used in this study

Primer names

pRE112 F

pRE112 R

pRE112-anti-F

pRE112-anti-R

vasH F0

vasH R0

vasH F1

vasH R1

vasH F2

vasH R2

vasH F3

vasH R3

pBBR-anti-F

pBBR-anti-R

pBBR-F

pBBR-R

gyrB-qF

gyrB-qR

hcp-qF

hcp-qR

vgrG(cluster2)-qF

vgrG(cluster2)-qR

vgrG(cluster134)-qF

vgrG(cluster134)-qR

tse1-qF

tse1-qR

tse2-qF

tse2-qR

tse3-qF

tse3-qR

Primer sequences (5′→3′)

ACGCCATTCATGGCCATATCA

GTTATTGGTGCCCTTAAACGC

TCTAGAAGAAGCTTGGGATCG

GAGCTCTCCCGGGAATTCATG

GGATGCTGGAGTCCGTCATT

CTCCTTGTTGCCTGATTGCGC

AATTCCCGGGAGAGCTCATCATCGACTGCAAGAACGTG

ATGATGCTCAGGTCAGCCCTCCACCTCG

GCTGACCTGAGCATCATGGGTTTGTTGC

CCAAGCTTCTTCTAGAATCCCTGATCCCGGATAAACC

GCTTGATATCGAATTCATGGAGCAAGCCCTCGCATT

TAGAACTAGTGGATCCTCAGTTCACCTCCAGTTTCTG

GAATTCGATATCAAGCTTATCG

GGATCCACTAGTTCTAGAGC

AGCGGCTATTTAACGACCCTGCC

GTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT

GCTCACCATTCGTCGTAACGG

GCCACCCTCGTAGCAGAAAT

GGTCAGCGTGTCCACAAACC

GGCATCTGGCAGTCGATGTC

AAGCCCGATGAAATCCTC

CCTTGCACTTCTCACACTCCTCA

ACACAGAAGCCTGACGAA

GTGTTTGCCCTGCTCGAA

CACTGGCACCAGCAAAACCG

GACATGCTCGCGCTTTACATCG

AGGGACGAGGTTTGACCCAT

ATTCGTGGGCACACCAAACA

GCCAACAACACCACCAAGCA

TCTTCCTTGTTGCGGCAACT

Note

pRE112 validation primer

Primers for pRE112 vector 
linearization

Validation of vasH gene knockout

Amplification of the upstream 
homologous sequence of vasH

Amplification of the downstream 
homologous sequence of vasH

vasH complementation plasmid primers

Primers for pBBR vector linearization

Primers for pBBR plasmid verification

Primers for RT-qPCR
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连接产物；以 pRE112-anti-F/R 为引物通过反向

PCR 线性化 pRE112 载体(PCR 反应体系同上，

延伸时间为 2.5 min)，再利用一步克隆酶试剂盒

将线性化载体与 vasH 上、下游同源臂连接产物

连接，构建重组敲除质粒 pRE112-ΔvasH，并热

激转化至 E. coli WM3064 感受态细胞。采用同

源臂与载体的交叉引物验证阳性克隆，PCR 产

物送生工生物工程(上海)股份有限公司测序。

将鉴定正确的 pRE112-ΔvasH 重组菌株转接培

养至 OD600 为 0.4−0.6，与相同浓度的维氏气单

胞菌 C4 WT 按 1:1、3:1、1:3 的比例混合，终体

积为 800 μL。分别取 50 μL 混合菌液滴加于含

50 μg/mL 二氨基庚二酸 (diaminopimelic acid, 

DAP)的 LB 平板上，30 ℃倒置培养 24 h。挑取

平板上的菌落，涂布于含 25 μg/mL 氯霉素

(chloramphenicol, Cam)和 50 μg/mL 氨苄青霉素

(ampicillin, Amp)的双抗平板上，以 pRE112 F/R

为引物进行 PCR 验证接合子。挑取阳性接合子

的单菌落接种于 LB 液体培养基中，30 ℃振荡

培养过夜，取 100 μL 菌液涂布于含 20% 蔗糖的

LB 平板上，30 ℃倒置培养 24 h。通过菌落 PCR

验证 vasH 敲除菌株，PCR 产物送生工生物工程

(上海)股份有限公司测序。

回补菌株的构建流程与上述基本一致，仅

将载体更换为 pBBR 质粒，线性化引物更换为

pBBR-anti-F/R，目的基因片段扩增引物更换为

vasH F3/R3。

1.3　生长曲线测定

挑取 WT、ΔvasH 和 ΔvasH/p-vasH 的单菌

落，分别接种于 LB 培养基中，30 ℃、150 r/min

培养过夜。按每毫升 OD600=0.02 的浓度分别转

接至 LB 和 M9 培养基；转接至 M9 培养基前，

先用 M9 培养基清洗菌体 1 次。30 ℃下使用酶

标仪每隔 1 h 测定 OD600 值，记录数据并绘制生

长曲线。每组设 3 个生物学重复，实验独立重

复 3 次。使用 GraphPad Prism 10.0 软件进行统

表2　本研究所用菌株和质粒

Table 2　Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid

Aeromonas 
veronii C4

Aeromonas veronii 
C4 ΔrsmA

Aeromonas veronii 
C4 ΔtssB

Aeromonas veronii 
C4 ΔvasH

Aeromonas veronii 
C4 ΔvasH/P-vasH

pRE112

Escherichia coli 
WM3064

pBBR-vasH

pBBR-eGFP

Escherichia coli 
BL21(DE3)

Relevant genotype or characteristic(s)

Wild type, ampicillin resistance, virulent to fish

Ampicillin resistant, rsmA gene deleted from WT, T6SS-activated strain

Ampicillin resistant, tssB gene deleted from WT, T6SS-inactivated strain

Ampicillin resistant, vasH gene deleted from WT

Ampicillin and kanamycin resistant, vasH gene deleted from WT and 
complemented with functional vasH gene on pBBR plasmid

Suicide plasmid for homologous recombination to construct knockout strains, 
chloramphenicol (Cam) resistant

Encodes a relaxase, a mating pair formation (MPF) complex and a type Ⅳ coupling 
protein on the chromosome, diaminopimelic acid (DAP) auxotroph

Derived from pBBR-MCS-2, contains the ORF region of vasH; kanamycin 
resistance

Derived from pBBR-MCS-2, contains the ORF region of eGFP; gentamicin 
resistance

Used for plasmid cloning and protein expression; served as the target strain for 
competition assay in this study

Source

Lab stock

Previously constructed 
in our laboratory[12]

Previously constructed 
in our laboratory[12]

This study

This study

Laboratory stock

Laboratory stock

This study

Previously constructed 
in our laboratory[12]

Laboratory stock
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计分析并绘制生长曲线图。

1.4　生物膜形成能力测定

挑取 WT、ΔvasH 和 ΔvasH/p-vasH 单菌落，

分别按每毫升 OD600=0.02 的浓度转接至 LB 培

养基中，并按照每孔 300 μL 菌液转移至 48 孔

板，以含 50 μg/mL Amp 的 LB 培养基作为空

白对照。30 ℃静置培养 36 h 后吸出培养液，

用无菌 PBS 缓冲液冲洗残留的成膜菌体 3 次，

加入 200 μL 0.5% 结晶紫染色液染色 10 min，再

用无菌水充分冲洗去除残留染色液。于 37 ℃烘

箱中彻底干燥后加入 200 μL 33% 醋酸溶液，

37 ℃孵育 30 min，使用酶标仪于 570 nm 波长下

测定吸光度值。每组设 3 个生物学重复，实验

重复 4 次。

1.5　 透 射 电 镜 (transmission electron 

microscopy, TEM)观察

将培养过夜的菌体转接至新鲜 LB 培养基

中，培养至 OD600 为 0.4−0.6。收集 1.5 mL 菌液

至离心管中，6 000 r/min 离心 5 min 去除上清，

用 1 mL 无菌 PBS 清洗 3 次，加 1 mL 电镜固定

液室温固定 2 h。取涂有碳膜的铜网，碳膜面朝

上，滴加 10 μL 菌液，静置 15 min，去除多余

液体，室温晾干。使用 HT7800 透射电子显微镜

观察并拍照。每组设 3 个生物学重复，实验重

复 3 次。

1.6　RT-qPCR 检测

收集 LB 培养基中培养至稳定期的细菌，

10 000 r/min 离心 1 min 去除培养基，用 DEPC

水洗涤残余培养基，按照 RNAprep Pure Cell/

Bacteria Kit 说明书提取细菌总 RNA。以 1 000 ng 

RNA 为模板，去除 gDNA 和逆转录反应体系的

配 制 和 程 序 按 照 HiScript® Ⅲ All-in-one RT 

SuperMix Kit 说明书进行。每个菌株设 3 个生物

学重复，每个生物学重复设 3 个技术重复。各

检测基因所用引物如表 1 所示，内参基因为

gyrB。实时荧光定量逆转录 PCR (RT-qPCR)按照

ChamQ SYBR Color qPCR Master Mix Kit 的说明

书进行，使用 Roche LightCycle® 96 仪器测定循

环阈值(Cq)。采用 2−∆∆Cq 计算各基因的相对表达

量，并用单因素方差分析(one-way ANOVA)进行

显著性检验。

1.7　细菌竞争实验

将维氏气单胞菌重组菌株作为攻击菌，携

带 pBBR-eGFP 质粒的大肠杆菌 BL21 作为目标

菌株，分别取培养过夜菌液调整至 108 CFU/mL。

按攻击菌与靶标菌数量比 1:1 或 10:1 混合，将

混合液滴加于无抗生素 LB 平板上，37 ℃培养

24 h。随后刮取平板上的混合菌落，采用抗生素

选择性平板或荧光标记法分离 2 株菌，通过滴

板实验、涂板计数及流式细胞术评估竞争后靶

标菌的存活情况。每组设 3 个生物学重复，实

验重复 3 次。

1.8　斑马鱼 LD50测定

采用 LD50 评价 ΔvasH 菌株相对于野生型

(WT)菌株的毒力变化。选取健康的 5 dpf AB 系

斑马鱼幼鱼，随机分为 3 组，每组设 4 个平行

亚组，每亚组 30 尾，于 28 ℃ E3 培养基中培

养，光照周期为 14 h 光照/10 h 黑暗。在更换新

鲜 E3 培养基后，将各组斑马鱼幼鱼分别浸泡于

WT、ΔvasH 及 ΔvasH/p-vasH 菌液的 10 倍梯度

稀释液(浓度范围 5×106−5×109 CFU/mL)中，对

照组以 PBS 处理。每 4 h 记录死亡情况，持续

48 h，根据简易寇氏法[13]计算 LD50 值。本研究

所有动物实验均获得海南大学动物伦理委员会

批准，编号为 HNUAUCC-2023-00141。

1.9　数据处理

实验数据使用 Excel 整理，采用 SPSS 24.0

进行统计分析，GraphPad Prism 10.0 进行数据

可视化。统计方法包括采用双尾 t 检验、单因

素方差分析(one-way ANOVA)、Dunnett 检验及
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Log-rank (Mantel-Cox)检验。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　vasH 敲除菌株 ΔvasH 和回补菌株

ΔvasH/p-vasH 的构建

分别扩增 vasH 基因上、下游同源臂(图 1A、

1B)并线性化 pRE112 载体(图 1C)，利用一步克

隆酶构建敲除质粒 pRE112-ΔvasH。经菌落 PCR

验证阳性克隆，ΔvasH 敲除株的扩增产物为

309 bp，而 A. veronii C4 野生型对照的扩增产物

为 1 848 bp (图 1D)，条带大小符合预期，表明

目的基因 vasH 已成功敲除。进一步对 PCR 产物

测序，确认 vasH 基因已完全缺失。同时，利用

pBBR 质粒验证引物对回补菌株进行 PCR 验证，

结果显示扩增产物条带大小与理论值 2 440 bp

一致，表明回补菌株构建成功(图 1E)。

通过 RT-qPCR 检测所构建敲除及回补菌株

中 vasH 基因的转录水平，结果如图 1F 所示。

与野生型相比，ΔvasH 菌株中 vasH 基因表达水

平显著降低；而回补菌株 ΔvasH/p-vasH 中 vasH

基因表达水平显著高于野生型，达到了过表达

的效果，这可能归因于回补质粒 pBBR 所携带

的组成型高表达启动子。

2.2　VasH 蛋白对维氏气单胞菌 T6SS 基

因表达具有正调控活性

在其他病原菌中 VasH 是 T6SS 发挥功能所

必需的蛋白，其缺失可导致 T6SS 失活[10]。为明

确 VasH 蛋白对维氏气单胞菌 T6SS 基因表达水

平的影响，以维氏气单胞菌野生型、vasH 敲除

菌株 ΔvasH 和回补菌株 ΔvasH/p-vasH 为研究对

象，通过 RT-qPCR 比较 T6SS 结构标志性蛋白

Hcp、VgrG 及效应蛋白 Tse1、Tse2、Tse3 的基

因表达水平。结果显示，ΔvasH 菌株中 T6SS 代

表性结构基因和效应蛋白基因的表达水平均显

著降低，而回补菌株中相应基因的表达水平恢

复至接近野生型的水平(图 2)。上述结果表明，

VasH 对维氏气单胞菌 T6SS 基因的表达具有正

调控活性。

2.3　VasH 蛋白不参与调控维氏气单胞

菌富营养条件下的生长和外部形态

生长曲线结果显示，在寡营养培养基(M9

培养基)中各菌株的生物量均低于富营养培养基

(LB 培养基)。培养至 25 h 时，寡营养条件下

WT、ΔvasH 和 ΔvasH/p-vasH 菌株的 OD600 均值

分别为 0.7、0.8、0.8，而富营养条件下三者

OD600 均值均为 1.6。在富营养培养条件下，

ΔvasH 和 ΔvasH/p-vasH 菌株的生长曲线与野生

型相比无显著差异(图 3A)；而在寡营养培养条

件下，ΔvasH 和 ΔvasH/p-vasH 菌株的初期生长

速度略有降低，野生型于 14 h 进入稳定期，重

组菌株则延至约 18 h (图 3B)。上述结果表明，

营养限制显著抑制了维氏气单胞菌的生长，

VasH 蛋白可能参与调控寡营养条件下的细菌生

长，但在富营养条件下对细菌生长无显著

影响。

透射电镜观察结果显示，ΔvasH 和 ΔvasH/

p-vasH 菌株的形态及外部结构与野生型相比未

见显著差异，3 株菌的鞭毛和菌毛均完整，未发

现分裂异常或菌体长度异常等现象(图 4)。该结

果表明，VasH 蛋白可能不参与细菌细胞壁或表

面结构的组装，也不影响细菌的增殖与分裂

过程。

2.4　VasH 蛋白抑制菌群生物膜形成

采用结晶紫染色法检测 WT、 ΔvasH 和

ΔvasH/p-vasH 菌株的生物膜形成能力，结果如

图 5 所示。与野生型相比，ΔvasH 菌株的生物膜

形成能力显著增强，而 ΔvasH/p-vasH 菌株的生

物膜形成能力恢复至接近野生型的水平，表明

VasH 可能参与抑制生物膜的形成[14-17]。

2.5　VasH 蛋白正调控细菌的种间竞

争力

分别以维氏气单胞菌 C4 的 WT、ΔvasH 和

ΔvasH/p-vasH 为攻击菌，以携带 pBBR-eGFP 质

粒的大肠杆菌 BL21 为目标菌株，通过体外竞争
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图1　敲除菌株ΔvasH和回补菌株ΔvasH/p-vasH的构建及转录水平验证

Figure 1　Construction of the knockout strain ΔvasH and the complemented strain ΔvasH/p-vasH, and validation 

of vasH transcription levels. A: Linearized fragments of the homologous arms flanking vasH (Lanes 1, 2: PCR 

product of the upstream homologous arm; Lane 3: Negative control for upstream fragment PCR; Lanes 4, 5: PCR 

product of the downstream homologous arm; Lane 6: Negative control for downstream fragment PCR); B: The 

upstream and downstream homology arm fragments were linked by overlap extension PCR (Lanes 1, 2: Overlap-

PCR product of the upstream and downstream homologous arms of vasH; Lane 3: Negative control for overlap-

PCR); C: Linearization of the pBBR vector by inverse PCR (Lane 1: Non-linearized vector; Lane 2: Linearized 

vector fragment after inverse PCR); D: Validation of the ΔvasH knockout strain (Lanes 1−17: candidate clones; 

Lane 18: PCR negative control); E: Validation of the ΔvasH/p-vasH strain (Lanes 1−16: Candidate clones; Lane 

17: PCR negative control); F: RT-qPCR analysis of vasH expression in ΔvasH and ΔvasH/p-vasH. M: DL5000 bp 

DNA marker. Statistical significance for RT-qPCR data was determined by one-way ANOVA. **: P<0.01; *: 

0.01<P<0.05; ns: P>0.05.
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图2　RT-qPCR检测WT、ΔvasH和ΔvasH/p-vasH菌株中T6SS相关基因的表达水平

Figure 2　 RT-qPCR analysis of the effect of vasH deletion on T6SS gene expression in WT, ΔvasH and 

ΔvasH/p-vasH strains. A, B: Expression levels of T6SS structural genes hcp and vgrG; C−E: Expression levels of 

three T6SS effector proteins Tse1, Tse2 and Tse3. Statistical significance was determined by one-way ANOVA. 

**: P<0.01; *: 0.01<P<0.05; ns: P>0.05.

图3　维氏气单胞菌WT、ΔvasH和ΔvasH/p-vasH菌株的生长曲线

Figure 3　Growth curves of Aeromonas veronii C4 WT, ΔvasH and ΔvasH/p-vasH strains. A: Growth curve 

under LB culture conditions; B: Growth curve under M9 culture conditions.
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图4　透射电镜观察维氏气单胞菌WT (A)、ΔvasH (B)和ΔvasH/p-vasH (C)菌株的外部形态

Figure 4　Transmission electron microscopy images showing the surface morphology of Aeromonas veronii C4 

WT (A), ΔvasH (B) and ΔvasH/p-vasH (C).

图5　结晶紫染色法检测维氏气单胞菌C4的WT、ΔvasH和ΔvasH/p-vasH菌株的生物膜形成能力(A)及统计

分析结果(B)

Figure 5　Biofilm formation in Aeromonas veronii C4 WT, ΔvasH and ΔvasH/p-vasH. One-way ANOVA was 

used for statistical analysis. ***: P<0.001; *: 0.01<P<0.05.
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实验检测 vasH 基因敲除对细菌种间竞争能力的

影响。本实验室前期构建的 T6SS 激活菌株 ΔrsmA

和 T6SS 结构组装缺陷菌株 ΔtssB 分别作为阳性

对照和阴性对照[12]。采用滴板法(图 6A、6D)、

CFU 计数法(图 6B、6E)和流式细胞术(图 6C、

6F)分别测定竞争处理后目标菌株的存活菌落数，

结果表明，无论在攻击菌株与目标菌株数量比

为 10:1 (图 6A−6C)还是 1:1 (图 6D−6F)的情况

图6　体外种间竞争实验检测维氏气单胞菌C4的WT、ΔvasH和ΔvasH/p-vasH菌株的竞争能力

Figure 6　 Interspecies competitive ability of Aeromonas veronii C4 WT, ΔvasH, and ΔvasH/p-vasH strains 

assessed by in vitro competition assay. Survival of E. coli BL21 target was determined after 24 h co-culture on 

LB agar with WT, ΔvasH and ΔvasH/p-vasH attacker strains at inoculation ratios of 10:1 (A−C) and 1:1 (D−F), 

using spot plating (A, D), CFU counting (B, E), and flow cytometry FITC fluorescent channel detection (C, F). 

▲ : Below detection limit. Statistical significance was determined by one-way ANOVA. **: P<0.01; *: 

0.01<P<0.05; ns: P>0.05.
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下，均获得一致的结果：野生型及 ΔrsmA 菌株

的 T6SS 功能正常，能够有效抑制大肠杆菌

BL21 的生长；而与 ΔvasH 或 ΔtssB 菌株共培养

的大肠杆菌 BL21 生长未受到显著抑制，经 105倍

稀释后仍可存活(图 6A、6D)；CFU 计数结果进

一步显示，与 ΔvasH 或 ΔtssB 共培养组中大肠

杆菌 BL21 的存活数量显著高于 WT 或 ΔrsmA

共培养组(图 6B、6E)；流式细胞术检测也观察

到相应的荧光信号峰值变化(图 6C、6F)。上述

结果表明，VasH 是调控维氏气单胞菌种间竞争

能力所必需的蛋白。

2.6　VasH 蛋白介导维氏气单胞菌毒力

以斑马鱼幼鱼为感染模型，探究 vasH 基因

敲除对维氏气单胞菌毒力的影响。采用改良寇

氏法[13]计算 WT、ΔvasH 和 ΔvasH/p-vasH 菌株

的半数致死浓度 LD50，结果显示 ΔvasH 菌株的

LD50 约为 WT 的 2.15 倍(表 3)，表明 vasH 基因

敲除显著降低了维氏气单胞菌对斑马鱼幼鱼的

致死能力。

进一步以 5×108 CFU/mL 浓度分别感染斑马

鱼幼鱼，绘制生存曲线并采用 Log-rank (Mantel-

Cox)法进行统计分析。与野生型相比，ΔvasH 菌

株的毒力显著减弱(P<0.001)，而 ΔvasH/p-vasH

回补菌株感染组的斑马鱼死亡时间早于野生型

组(图 7)，推测可能与回补菌株中 vasH 基因过

表达(图 1F)导致 T6SS 功能过度激活有关，但该

差异未达显著水平(P>0.05)。

3　　讨论讨论

本课题组前期研究表明，维氏气单胞菌基

因组中存在一套完整的 T6SS 基因簇，T6SS 可

介导维氏气单胞菌种间竞争并调节其生态位适

应性，从而协同促进其致病性[12]。在病原菌感

染宿主的过程中，T6SS 的激活与功能表达受到

精密调控[18]，在不同细菌中存在环境信号激

活[18-22]、转录调控[23-26]、转录后调控[27-30]和翻译

后调控[31-32]等多种调控方式。然而，维氏气单

胞菌在何种条件下激活 T6SS 组装目前仍不清

楚，已知在实验室富营养培养条件下维氏气单

胞菌 T6SS 处于非激活状态。维氏气单胞菌中存

在 rpoN 基因编码的转录起始因子 σ54，且 σ54 增

强子结合蛋白 VasH 的编码基因位于 T6SS 基因

簇中。结合现有研究[10,33-35]，推测 T6SS 基因簇

中的细菌增强子结合蛋白 VasH 可能参与维氏气

单胞菌对 T6SS 的精密调控。

研究报道 VasH 蛋白是霍乱弧菌等细菌中

T6SS 表达和发挥功能所必需的元件，能够调控

细菌毒力[10,34]。本研究从基因表达水平、体外竞

争能力及宿主体内毒力 3 个层面证实，在维氏

气单胞菌中敲除 vasH 基因后 T6SS 活性及毒力

显著下降。RT-qPCR 结果表明，vasH 缺失导致

T6SS 核心基因——包括重要结构蛋白 Hcp 和

VgrG 的编码基因，以及本实验室前期鉴定的 3 个

效应蛋白 Tse1、Tse2 和 Tse3 的编码基因[12]，其

相对表达量均较野生型显著下调(图 2)，表明

VasH 对维氏气单胞菌 T6SS 基因表达具有正调

表3　维氏气单胞菌C4的WT、ΔvasH和ΔvasH/p-vasH菌株感染斑马鱼幼鱼的LD50

Table 3　LD50 for zebrafish larvae infected with WT, ΔvasH, and ΔvasH/p-vasH strains of Aeromonas veronii C4

Dose of challenge/(CFU/mL)

5×106

5×107

5×108

5×109

LD50

Number of death/Total

WT

0

0

10

30

7.34×1010

ΔvasH

0

0

0

30

1.58×1011

ΔvasH/p-vasH

0

1

1

30

1.36×1011

Death rate/%

WT

0.00

0.00

33.33

100.00

ΔvasH

0.00

0.00

0.00

100.00

ΔvasH/p-vasH

0.00

3.33

3.33

100.00
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控活性。后续将进一步探究 VasH 是否通过直接

结合 T6SS 启动子行使功能、其具体结合位点以

及是否存在转录后调控等机制。在种间竞争方

面，体外竞争实验结果显示，VasH 缺失导致细

菌的种间竞争能力显著降低至与 T6SS 结构组装

缺陷菌株 ΔtssB 相近的水平(图 6)。尽管 VasH 本

身并非 T6SS 结构蛋白，但其缺失可能通过直接

下调 T6SS 结构基因的表达而间接影响 T6SS 的

组装及 T6SS 介导的细菌竞争能力。为进一步明

确 VasH 蛋白缺失对维氏气单胞菌感染鱼类宿主

毒力的影响，本研究以斑马鱼幼鱼为感染模型，

比较了 WT、 ΔvasH 和 ΔvasH/p-vasH 菌株的

LD50 及其对斑马鱼存活率的影响。结果显示，

ΔvasH 菌株的 LD50 为 WT 的 2.15 倍；在感染浓

度为 5×108 CFU/mL 时，ΔvasH 菌株感染导致斑

马鱼的死亡率由 WT 感染时的 33.3% 降至 0，表

明 vasH 基因敲除显著降低了维氏气单胞菌的毒

力(表 3、图 7)。生存曲线显示回补株导致斑马

鱼早期死亡，这可能是由于构建回补株时采用

了组成型启动子，导致 VasH 过量表达而过度激

活 T6SS 所致。后续将采用 vasH 基因自身启动

子驱动或低拷贝表达载体进行回补以进一步验

证其功能。T6SS 通常通过分泌不同效应蛋白杀

伤邻近细胞、维持自身竞争优势[36-40]。后续将

进一步鉴定 VasH 缺失菌株分泌至胞外的效应蛋

白种类及浓度变化，以阐明其调控 T6SS 竞争能

力及病原菌致病性的分子机制。

本研究还发现，ΔvasH 菌株在富营养培养基

(LB 培养基)中的生长能力及外部形态与野生型

相比无显著差异(图 3)，推测其原因可能是 VasH

调控的 T6SS 通路不参与细胞壁合成、营养物质

转运等与生长及形态相关的基础代谢过程。现

有研究也表明，多数细菌的 T6SS 并不直接参与

基础生长代谢或细胞形态的维持，其核心功能

集中于种内竞争、宿主互作等过程[7-8,12]，本研

究结果与之一致。

T6SS 作为接触依赖性竞争武器，在生物膜

这一密集的微生物群落中可能发挥关键作用，

在铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌等细菌中 T6SS

某些结构蛋白或效应蛋白的缺失可导致生物膜

形成能力发生改变[14-17]。本研究在维氏气单胞

菌中也观察到类似现象：ΔvasH 菌株的生物膜形

成能力较野生型显著增强(图 5)，提示 VasH 可

能负调控维氏气单胞菌的生物膜形成。其具体

机制尚不明确，有待后续实验进一步阐明 VasH

缺失是否通过影响 T6SS 效应蛋白的分泌，进而

干扰效应蛋白参与的碳代谢等生物膜形成相关

通路，最终促进细菌聚集与生物膜基质沉积。

4　　结论结论

本研究成功构建了维氏气单胞菌 ΔvasH 菌

株及其回补菌株，从 T6SS 基因表达、细菌竞争

能力及宿主感染能力 3 个层面证实 VasH 正调控

维氏气单胞菌 T6SS 的表达与功能；通过检测

ΔvasH 及其回补菌株的生长能力、生物膜形成能

图7　维氏气单胞菌WT、ΔvasH和ΔvasH/p-vasH菌

株感染斑马鱼幼鱼(5 dpf)的存活曲线

Figure 7　Survival curves of zebrafish larvae (5 dpf) 

infected with Aeromonas veronii WT, ΔvasH and 

ΔvasH/p-vasH strains. Zebrafish larvae were infected 

with A. veronii concentration of 5×108 CFU/mL, and 

survival was monitored every 4 h.
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力及细胞形态，初步明确 VasH 的核心功能集中

于调控 T6SS 活性。本研究为后续深入解析维氏

气单胞菌 T6SS 介导的致病机制奠定了基础。
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