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摘  要：【背景】美人鱼发光杆菌美人鱼亚种(Photobacterium damselae subsp. damselae, PDD)是一种

可导致多种海洋生物患病的病原菌，比较基因组测序分析表明，具有高致病性的 PDD 菌株内携带大

质粒 pPDD1608，基因注释分析表明该质粒携带多种毒力基因和分泌系统相关基因，而对于其功能

机制缺乏报道。【目的】以一株高致病性 PDD 为研究对象，通过诱导缺失突变获得质粒缺失菌株，

比较分析野生菌株与质粒缺失株的表型与致病性相关特征差异，明确该质粒对 PDD 理化表型和致病

力的影响。【方法】建立变温-SDS 质粒去除方法，构建菌株 PDD1608 的质粒缺失株 ΔpPDD1608；
利用 TSB 固体培养基及扫描电镜观察分析菌株 PDD1608 与 ΔpPDD1608 的表观形态特征；通过细菌

微量生化鉴定管测定菌株 PDD1608 与 ΔpPDD1608 的生理生化表型；利用 K-B 纸片扩散法测定菌株

PDD1608 与 ΔpPDD1608 的药物敏感性；使用指示培养基测定菌株 PDD1608 与 ΔpPDD1608 的体外

磷脂酶活性和溶血性；通过注射感染许氏平鲉测定菌株 PDD1608 与 ΔpPDD1608 的致病力。【结果】

变温-SDS 法可有效去除菌株 PDD1608 的大质粒，并基于全基因组序列信息建立了特异位点 PCR 质

粒去除效果检测方法；理化检测结果表明，质粒缺失株与野生株的药物敏感性与生理生化特性并无

差异，但质粒缺失株的溶血性与磷脂酶活性显著降低；注射感染试验表明，野生株对许氏平鲉表现

为高致病性，实验鱼在 24 h 内全部死亡，而质粒缺失株对许氏平鲉致病性较低，24 h 死亡率仅为

56.6%。【结论】通过对野生株与质粒缺失株溶血能力、磷脂酶活性及对许氏平鲉致病力的研究证实，
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毒力质粒 pPDD1608 是介导菌株 PDD1608 具有高致病力的重要元件。为后续深入分析该毒力质粒及

染色质介导的 PDD 致病和毒力蛋白分泌机制提供了技术支撑与理论基础。 
关键词：美人鱼发光杆菌美人鱼亚种；毒力质粒；质粒消除；胞外酶活性；致病性  
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Abstract: [Background] Photobacterium damselae subsp. damselae (PDD) can infect a variety 
of marine animals to cause diseases. Comparative genome analysis revealed that PDD strains 
harboring a large plasmid pPDD1608 exhibit strong pathogenicity. Furthermore, gene 
annotation analysis unveiled the presence of virulence genes and secretion system-related genes 
in this plasmid. However, there is a dearth of studies examining the functions of this plasmid. 
[Objective] In this study, a highly pathogenic PDD strain was selected and its plasmid-deleted 
mutant was generated through induced mutagenesis. The phenotypic characteristics and 
pathogenicity were compared between the wild type and the mutant to reveal the role of this 
plasmid in the phenotype and pathogenicity of PDD. [Methods] The plasmid-deleted strain 
ΔpPDD1608 was successfully constructed by the temperature variation-SDS method. Then, the 
phenotypes of PDD1608 and ΔpPDD1608 cultured on the TSB plates were observed by 
scanning electron microscopy. The physiological and biochemical characteristics were 
measured by the microbiochemical tests and compared between PDD1608 and ΔpPDD1608. 
The antibiotic susceptibility of PDD1608 and ΔpPDD1608 was determined by the K-B disk 
diffusion method. The phospholipase and hemolytic activities of the two strains were measured 
by the indicator media in vitro. The pathogenicity of PDD1608 and ΔpPDD1608 was assessed 
through the artificial challenge test by injection in Sebastes schlegeli. [Results] The large 
plasmid of PDD1608 was effectively eliminated by the temperature variation-SDS method, and 
a gene-specific PCR method was established based on the whole genome sequence of PDD1608. 
The experimental results revealed no discernible disparities in antibiotic susceptibility or 
physiological and biochemical characteristics between PDD1608 and ΔpPDD1608. However, 
ΔpPDD1608 showed reduced hemolytic and phospholipase activities. Furthermore, the artificial 
challenge test demonstrated that PDD1608 displayed higher pathogenicity towards S. schlegeli, 



 
李京泽 等 | 质粒介导的美人鱼发光杆菌美人鱼亚种理化特性与毒力差异 2833 

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

resulting in the death of all the tested fish within 24 h, whereas ΔpPDD1608 exhibited lower 
pathogenicity towards S. schlegeli, causing a 24-h mortality rate of 56.6%. [Conclusion] The 
comparison on hemolytic and phospholipase activities and pathogenicity between ΔpPDD1608 
and PDD1608 confirmed that the plasmid pPDD1608 played a crucial role in mediating the high 
pathogenicity of PDD1608. 
Keywords: Photobacterium damselae subsp. damselae; virulence plasmid; plasmid elimination; 
extracellular enzyme activity; pathogenicity 

美人鱼发光杆菌美人鱼亚种(Photobacterium 
damselae subsp. damselae, PDD)是一种全球范围

内广泛分布的革兰氏阴性细菌，该菌于 1981 年

首次分离自雀鲷科鱼类斑鳍光鳃鱼 (Chromis 
punctipinnis)体表溃疡处，最初被命名为 Vibrio 
damsela[1]，此后被报道分离于大菱鲆、半滑舌

鳎、许氏平鲉等多种患病海洋鱼类[2-4]。PDD 感

染引起的典型症状主要表现为皮肤溃疡及肝、

肾、脾等内脏组织的局灶性坏死，对鱼类、甲壳

动物、软体动物及鲸目动物等多种海洋动物均具

有致病力[5-7]。 
作为一种染色体外独立复制的遗传因子，细

菌质粒通常参与控制包括致病力、药物敏感性、

代谢能力、鞭毛形成与运动能力在内的多种细菌

表型特征。质粒虽对于细菌的繁殖及生长不是必

需的，但某些质粒上具有的特异性基因对细菌致

病力、侵染力及耐药性均有影响。有研究表明，

携带毒力质粒可显著增强病原菌对宿主的侵染

力及致病力[8-9]。消除细菌质粒是确定细菌某些

表型特征是否由质粒控制的重要验证手段[10]。

目前常见的质粒消除方法有高温、电穿孔、紫外

照射等物理消除方法，吖啶橙、溴化乙锭、十二

烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)等嵌合

染料与表面活性剂处理的化学消除方法，以及利

用转座子或质粒不相容原理的分子生物学消除

方法[11]。同时，除单一方法进行质粒消除外，也

有多种处理方法结合应用以消除细菌质粒的报

道，如高温-高 SDS 浓度处理法、变温-SDS 处

理法等[12-13]。 
随着对 PDD 研究的不断深入，发现质粒是

介导其致病性差异的重要元件，具有强溶血性表

型的 PDD 菌株携带有特定的毒力质粒[14]。PDD
的毒力质粒中携带有溶血素基因(dly 及 hlyApl)、
Ⅲ型分泌系统(type III secretion system, T3SS)相
关基因及转铁蛋白受体基因等多种毒力因子的

编码基因[6,15]。本研究选取实验室保存的高致病

性 PDD 菌株为对象，该菌株含有大小约 162 kb
的质粒，并携带有 dly 及 hlyApl 等毒力因子编码

基因。通过进行质粒消除研究，分析该质粒对

PDD 菌株生物学特性及毒力的影响，为进一步

研究质粒介导的 PDD 生理代谢功能及建立针对

高致病性 PDD 菌株的快速检测与防控技术提供

理论指导。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

美 人 鱼 发 光 杆 菌 美 人 鱼 亚 种 菌 株

PDD1608，分离自海水网箱养殖的患病许氏平鲉

体表溃疡处，现保存于中国水产科学研究院黄海

水产研究所国家海洋渔业生物种质资源库微生

物资源库内，该菌株在前期工作中已被证实对

许氏平鲉、大菱鲆等多种海水养殖动物具有高

致病性[16]。同时，该菌株已完成全基因组测序

并上传 NCBI，染色体及其质粒的储存号分别为

CP079237、CP079238 及 CP079239。 
实验用许氏平鲉购自山东省威海市某养殖
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场，体长为(10.77±0.48) cm，体重为(24.54±1.38) g。
于自然光周期条件下在 300 L 玻璃钢桶内暂养 
7 d，日投饵量为鱼体重 1%，日换水量 30%，确

定鱼体健康后用于人工感染实验。 

1.2  培养基和主要试剂、仪器 
TSB液体培养基参考李永杰等[17]进行配制，

TSB 固体培养基、绵羊血平板与卵黄平板培养

基参考刘潇等[16]进行配制。 
SDS，生工生物工程(上海)股份有限公司；

脱纤维绵羊血，南京森贝伽生物科技有限公司；

50%卵黄乳液与细菌微量生化鉴定管，青岛海博

生物技术有限公司；细菌 DNA 提取试剂盒，南

京诺唯赞生物科技股份有限公司；抗菌药物药敏

纸片，杭州微生物试剂有限公司。 
PCR 仪，艾本德公司；凝胶紫外成像仪，

北京天根生化科技有限公司；酶标仪，上海伯乐

生命医学产品有限公司。 

1.3  菌株 PDD1608 质粒缺失株的构建 
菌株 PDD1608 的质粒消除参考刘开放[12]

的实验方法并进行适当改进。选取 SDS 作为化

学消除剂，采用去离子水配制 TSB 液体培养基

并加入终浓度为 20 mg/mL 的 SDS，在无菌 96 孔

板中进行 2 倍梯度稀释，获得分别含有 20、10、
5、 2.5、 1.25、 0.625、 0.312 5、 0.156 25、      
0.078 125 mg/mL SDS 的 9 组 TSB 液体培养基。

先将 PDD1608 接种于 100 mL TSB 液体培养基

中，28 ℃、180 r/min 振荡培养过夜后使菌体浓

度达到 108 CFU/mL。按照 1%接种量将菌液接种

至含有不同 SDS 浓度梯度的 TSB 液体培养基

中，28 ℃、180 r/min 振荡培养过夜。采用酶标

仪测定 96 孔板中细菌生长的终浓度，并吸取适

量菌液通过涂布培养法检验不同浓度 SDS 的抑

菌情况，最终确定 SDS 的最佳添加浓度。 
取纯化后的 PDD1608 单菌落接种于 TSB 液

体培养基中，28 ℃、180 r/min 培养过夜后，吸

取 0.5 mL 培养后菌液接种于 50 mL 含 SDS 的

TSB 培养基中，于 37 ℃、180 r/min 条件下培养

16−20 h，随后吸取 0.5 mL 培养后菌液转入 50 mL
不含 SDS 的 TSB 培养基于 40 ℃、180 r/min 条件

下培养 16−20 h，重复交替每 4次传代为一个周期。 

1.4  菌株 PDD1608 质粒消除效果检测 
每个培养周期后吸取 100 μL 菌液稀释涂布

于 TSB 绵羊血平板 28 ℃培养过夜，对出现弱溶

血性的菌株进行分离纯化，并对其大质粒

pPDD1608 特异基因进行 PCR 检测以确定质粒

消除情况。检测目的基因参考 PDD1608 的全基

因组信息，对 PDD 特异基因(ureC)、毒力质粒

复制起始位点(Ori_pPHDD1)以及 PDD1608 质

粒基因组序列信息内多个特异性位点进行扩增

(表 1)，以 PDD1608 野生株作为阳性对照。使用

细菌 DNA 提取试剂盒提取基因组 DNA，引物合

成由生工生物工程(上海)股份有限公司完成，

PCR 检测方法参考刘潇等[16]的方法并进行适当

改进。PCR 反应体系(50 µL)：2×TSINGKE Master 
Mix 25 µL，上、下游引物(10 µmol/L)各 1 µL，

模板 DNA (100 ng/µL) 1 µL，无菌水 22 µL。PCR
扩增条件中的延伸时间与退火温度根据引物进

行调整，片段长度每增加 250 bp，延伸时间增加

15 s，不足 250 bp 的部分按照 250 bp 增加延伸

时间，片段长度与退火温度见表 1。例如，ureC
基因的 PCR 扩增条件为：95 ℃ 5 min；95 ℃   
30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，30 个循环；72 ℃   
10 min，4 ℃保存。PCR 产物通过 1%琼脂糖凝

胶电泳(110 V，30 min)检测，委托生工生物工程

(上海 )股份有限公司进行测序，并对其在

PDD1608 质粒基因组中的同源性序列进行比对

确定。对于 PCR 检测结果为阴性的菌株，经过

连续传代并重复上述 PCR 检测实验，确保菌株

质粒缺失并能稳定传代。获得的稳定传代质粒缺

失株命名为 ΔpPDD1608。 
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表 1  用于 PDD 菌株检测的引物信息 
Table 1  The primers information for PDD strains detection  
引物名称 
Primer name 

序列 
Sequence (5′→3′) 

退火温度 
Annealing temperature (℃) 

片段长度 
Fragment length (bp) 

参考文献 
Reference 

ureC-5′ TCCGGAATAGGTAAAGCGGG 60 448 [18] 

ureC-3′ CTTGAATATCCATCTCATCTGC 

dly-5′ CCTATGGGACATGAATGG 55 549 [19] 

dly-3′ GCTCTAGGCTAAATGAATC 

hlyApl-5′ GCTATAAATGAATAAGAAAA 53 767 [20] 

hlyApl-3′ TTGAAGCTAACTCAAAAA 

Ori_pPHDD1-F TGGAATAACTATGAGTAACA 57 3 052 [21] 

Ori_pPHDD1-R CATTACCAAAACATCTACAT 

p145F TTCGGTTGCCCTAGATATAC 54  700 This study 

p145R CTCTACCTTACTTGCCTCAT 

p290F GTTAAGAACGCAACTAACGA 54 761 This study 

p290R AGTAGATTTTGTCGTGCTTG 

p560F ATTAACAACAGCGTGGATTC 54  756 This study 

p560R TTTGTCCCTGTTTTGCTATC 

p635F ACTATAGCGAAAAGTCTGCT 54  796 This study 

p635R CTTGTTGAATAGCTTGCTCA 

p720F TGAAGGAAATGAACTAGCCA 54 788 This study 

p720R CAAAACTTTGTCCATCACCT 

p765F GTTGAAGCATTGACTACACA 54 897 This study 

p765R TAACTCGTCCCTGTATTGAG 

 
1.5  野生株与质粒缺失株的形态特征 

将纯化好的 PDD1608野生株和 ΔpPDD1608
质粒缺失株单菌落分别于 TSB 固体培养基上进

行划线培养，置于 28 ℃培养 48 h 后观察菌落生

长情况及菌落形态，并通过扫描电镜观察并分析

PDD1608 与 ΔpPDD1608 细胞形态差异。 

1.6  野生株与质粒缺失株的生理生化特征 
采用细菌微量生化鉴定管进行 PDD1608 野

生株和质粒缺失株的生理生化表型测定，将纯化

好的 PDD1608 和 ΔpPDD1608 单菌落分别接种

于微量生化鉴定管内，置于 28 ℃培养 24‒48 h
后观察并记录实验结果。 

1.7  野生株与质粒缺失株的抗生素药物敏感性 
采用 K-B 纸片扩散法对 PDD1608 野生株和

ΔpPDD1608 质粒缺失株进行药敏试验。将提前

纯化培养好的野生株和质粒缺失株菌体于无菌

1.5% NaCl 溶液中进行重悬，制成 106 CFU/mL
的菌悬液，吸取 100 μL 菌悬液涂布于 TSB 固体

培养基。将药敏纸片贴于涂菌的平板上，28 ℃
倒置培养 24 h，测量抑菌圈直径并判定菌株对药

物的敏感情况。实验结果的判定依据美国临床和

实 验 室 标 准 协 会 (Clinical and Laboratory 
Standards Institute, CLSI)抗生素敏感试验标准，

将耐药情况分为敏感 S (sensitive)、中介 I 
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(intermediate)、耐药 R (resistant)[22]。 

1.8  野生株与质粒缺失株的溶血和磷脂酶

活性检测 
溶血和磷脂酶活性使用绵羊血平板与卵黄

平板进行检测。取纯化培养好的 PDD1608 野生

株及 ΔpPDD1608 质粒缺失株菌体重悬于无菌

1.5% NaCl 溶液中制成 108 CFU/mL 的菌悬液，

分别向绵羊血平板、卵黄平板孔中加入 100 μL
菌悬液进行溶血性及磷脂酶活性的测定，对照组

为等量的无菌 TSB 液体培养基，在 28 ℃恒温静

置培养 24‒48 h，及时观察并记录实验结果。 
1.9  野生株与质粒缺失株的致病性分析 

采用人工注射感染许氏平鲉的方式验证

PDD1608野生株及 ΔpPDD1608质粒缺失株的致

病性差异。取 90 条健康许氏平鲉随机分成 3 组，

每组 30 条。两个实验组的每尾鱼分别注射浓度

为 3×108 CFU/mL 的野生株和质粒缺失株活菌液

100 μL，对照组注射等量的无菌 1.5% NaCl 溶

液。注射感染后每 12 h 记录死亡数量，直至连

续 4 d 以上未再出现死亡后停止记录。 

2  结果与分析 
2.1  PDD1608 质粒缺失株的最佳诱导条件 

在培养基中加入不同梯度的 SDS 质粒消除

剂后，菌株 PDD1608 的生长特性如图 1 所示。 
 

 
 

图 1  不同 SDS 浓度对菌株 PDD1608 生长的影响 
Figure 1  The impact of different SDS concentration 
on the growth of strain PDD1608. 

当 SDS 添加浓度 ≥0.625 mg/mL 时，菌株

PDD1608 完全停止生长，表明 0.625 mg/mL 的

SDS 添加浓度是抑制菌株 PDD1608 生长的最低

浓度。SDS 添加浓度≤0.156 25 mg/mL 时抑菌效

果不明显，添加浓度为 0.312 5 mg/mL 时，菌株

PDD1608 生长受到明显抑制但并未完全停止生

长，因此选取 0.312 5 mg/mL 作为后续质粒消除

的 SDS 添加浓度。 

2.2  菌株 PDD1608 质粒消除效果检测 
采用变温-SDS 处理法在传代培养 3 个周期

即交替接种传代 12 次后，对质粒特异性基因

PCR 扩增结果表明，获得的质粒缺失株除 PDD
特异基因 ureC 外，其质粒复制起始位点基因

Ori_pPHDD1、质粒毒力基因 dly 和 hlyApl、质粒

特异基因(p145、p290、p560、p635、p720、p765)
扩增结果均为阴性，野生株基因扩增结果均为阳

性，表明该方法对 PDD1608 内的质粒具有较佳

的去除效果(图 2)。同时，质粒消除的菌株经过

连续传代后再次经 PCR 检测结果依然为阴性，

确定为可稳定传代的质粒缺失株。 

2.3  野生株与质粒缺失株的形态特征比较 
野生株 PDD1608及质粒缺失株 ΔpPDD1608

的形态特征如图 3 所示。经 48 h 培养后，二者

在平板上单菌落均呈现浅黄色不透明状，边缘光

滑，扁平、圆形。电镜观察二者菌体均呈短杆状、

两端钝圆。观察结果表明质粒 pPDD1608 的缺失

并未对菌株的形态造成明显改变。 

2.4  野生株与质粒缺失株的生理生化特征

比较 
野生株 PDD1608及质粒缺失株 ΔpPDD1608

的生理生化特征鉴定结果如表 2 所示。野生株和

质粒缺失株除葡萄糖、鼠李糖、尿素酶及 V-P
试验生化反应呈阳性外，其余生化反应均表现

为阴性，表明质粒 pPDD1608 的缺失并未对所

测定的 PDD 菌株 26 种生理生化表型造成改变。 
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图 2  菌株 PDD1608 和ΔpPDD1608 不同基因的 PCR 检测结果   A：菌株 PDD1608 的 ureC、dly、hlyApl、
Ori_pPHDD1、p145. B：菌株ΔpPDD1608 的 ureC、dly、hlyApl、Ori_pPHDD1、p145. C：菌株 PDD1608 的 p290、
p560、p635、p720、p765. D：菌株ΔpPDD1608 的 p290、p560、p635、p720、p765 
Figure 2  PCR detection results of different genes in strain PDD1608 and ΔpPDD1608. A: ureC, dly, hlyApl, 
Ori_pPHDD1, p145 of strain PDD1608. B: ureC, dly, hlyApl, Ori_pPHDD1, p145 of strain ΔpPDD1608. C：p290, 
p560, p635, p720, p765 of strain PDD1608. D: p290, p560, p635, p720, p765 of strain ΔpPDD1608. 

 

 
 

图 3  PDD1608 和 ΔpPDD1608 的形态特征   A：菌株 PDD1608 在 TSB 固体培养基上的菌落形态. B：菌株
ΔpPDD1608 在 TSB 固体培养基上的菌落形态. C：菌株 PDD1608 电镜观察结果. D：菌株 ΔpPDD1608 电镜观
察结果 
Figure 3  Morphological features of strain PDD1608 and ΔpPDD1608. A: Colony morphology of strain PDD1608 on 
TSB solid medium. B: Colony morphology of strain ΔpPDD1608 on TSB solid medium. C: Observation results of 
strain PDD1608 under electron microscopy. D: Observation results of strain ΔpPDD1608 under electron microscopy. 
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表 2  野生株 PDD1608 与质粒缺失株 ΔpPDD1608
生理生化特征差异 
Table 2  Physiological and biochemical characteristics 
analysis of PDD1608 and ΔpPDD1608 strains 
Item PDD1608 ΔpPDD1608 

10% NaCl pancreatic peptone water ‒ ‒ 

6% NaCl pancreatic peptone water ‒ ‒ 

3% NaCl pancreatic peptone water ‒ ‒ 

Salt free pancreatic peptone water ‒ ‒ 

Ornithine decarboxylase ‒ ‒ 

Glucose + + 

Rhamnose  + + 

Amygdalin ‒ ‒ 

Lactose ‒ ‒ 

Lysine decarboxylase ‒ ‒ 

Melibiose ‒ ‒ 

Mannitol ‒ ‒ 

Inositol ‒ ‒ 

Sucrose ‒ ‒ 

Sorbitol  ‒ ‒ 

Xylose ‒ ‒ 

Urease + + 

Gelatin ‒ ‒ 

Arabitol ‒ ‒ 

MR-VP ‒ ‒ 

Malonate ‒ ‒ 

Simons citrate ‒ ‒ 

H2S  ‒ ‒ 

Indole ‒ ‒ 

V-P test + + 

Oxidase  ‒ ‒ 

‒: Negative; +: Positive. 
 
2.5  野生株与质粒缺失株的抗生素药物敏

感性分析 
野生株 PDD1608及质粒缺失株 ΔpPDD1608

的 30 种抗生素药物敏感性结果如表 3 所示。野

生株和质粒缺失株对米诺环素、多西环素、萘啶

酸和复方新诺明等 19 种抗生素均表现出高度或

中度敏感，而对其余 11 种抗生素表现出药物抗

性。结果表明质粒 pPDD1608 的缺失未造成 PDD
菌株对测定的抗生素药物敏感性的改变，也间

接证实该质粒上携带的相关抗生素耐药基因未

表达或不是介导 PDD 抗生素药物抗性的主效

基因。 

2.6  野生株与质粒缺失株的溶血和磷脂酶

活性检测结果 
野生株 PDD1608 表现出极强的溶血性和磷

脂酶活性，而质粒缺失株 ΔpPDD1608 相较于野

生株，在绵羊血平板上溶血圈和在卵黄平板上

呈现的不透明环直径明显减小，但并未完全消

失，溶血环和磷脂酶环半径分别由 5.56 mm 和

7.65 mm 降至 1.90 mm 和 4.15 mm，表现为弱溶

血性与弱磷脂酶活性(图 4)。实验结果证实，质

粒 pPDD1608 的缺失对 PDD1608 的毒力相关代

谢表型造成了明显的影响。 

2.7  野生株与质粒缺失株对许氏平鲉的致

病性结果 
人工感染实验表明，野生株 PDD1608 组实

验鱼 12 h 内死亡率为 76.6%，24 h 内全部死亡。

质粒缺失株 ΔpPDD1608 组实验鱼 12 h 死亡率为

53.3%，24 h 死亡率为 56.6%，72 h 死亡率为

63.3%，并直至 168 h 内未出现新的死亡个体。

对照组许氏平鲉实验期间状态正常，未出现死

亡。实验结果表明，在相同菌液浓度条件下，野

生株 PDD1608 活菌液注射感染许氏平鲉后，短

时间内就造成了实验鱼的全部死亡，表现出极强

的致病力。而质粒缺失株 ΔpPDD1608 菌株注射

感染许氏平鲉后的存活率明显高于野生株，证明

质粒 pPDD1608 的缺失对 PDD 的致病力影响显

著，导致其毒力明显降低 (图 5)，证实质粒

pPDD1608 是 PDD 的关键毒力元件。 
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表 3  野生株 PDD1608 与质粒缺失株 ΔpPDD1608 抗生素药物敏感性差异 
Table 3  Antibiotic sensitivity analysis of PDD1608 and ΔpPDD1608 strains 
抗生素药物 
Antibiotic 

抑菌圈判断标准 
Judgment 

抑菌圈直径 
Antibacterial circle diameter (mm) 

结果判定 
Result 

R S PDD1608 ΔpPDD1608 PDD1608 ΔpPDD1608 

红霉素 Erythromycin ≤13 ≥23 9.8 9.3 R R 

米诺环素 Minocycline ≤12 ≥16 17.8 16.0 S S 

多西环素 Doxycycline ≤10 ≥14 17.7 15.2 S S 

四环素 Tetracycline ≤11 ≥15 15.8 15.0 S S 

新霉素 Neomycin ≤17 ≥23 10.8 10.2 R R 

萘啶酸 Nalidixic acid ≤13 ≥19 27.7 22.3 S S 

链霉素 Streptomycin ≤11 ≥15 7.7 5.3 R R 

卡那霉素 Kanamycin ≤13 ≥18 10.3 10.0 R R 

庆大霉素 Gentamicin ≤12 ≥15 9.8 9.7 R R 

丁胺卡那 Amikacin ≤13 ≥18 8.7 6.3 R R 

利福平 Rifampicin ≤16 ≥20 16.7 16.5 I I 

复方新诺明 Compound sulfamethoxazole ≤10 ≥16 17.5 18.2 S S 

新生霉素 Novobiocin ≤17 ≥22 20.2 17.5 I I 

多黏菌素 B Polymyxin B ≤11 ≥12 9.8 10.0 R R 

环丙沙星 Ciprofloxacin ≤15 ≥21 24.2 21.3 S S 

氧氟沙星 Ofloxacin ≤12 ≥16 22.3 18.8 S S 

诺氟沙星 Norfloxacin ≤12 ≥17 17.8 20.0 S S 

头孢唑肟 Ceftizoxime ≤21 ≥25 26.7 27.2 S S 

头孢噻肟 Cefotaxime ≤22 ≥26 28.2 26.5 S S 

氨苄西林 Ampicillin ≤13 ≥17 0.0 0.0 R R 

头孢氨苄 Cefalexin ≤14 ≥18 15.7 16.2 I I 

氯霉素 Chloramphenicol ≤12 ≥18 21.0 21.3 S S 

恩诺沙星 Enrofloxacin ≤15 ≥19 23.0 19.2 S S 

氟苯尼考 Florfenicol ≤12 ≥18 21.3 22.3 S S 

甲氧苄啶 Trimethoprim ≤10 ≥16 16.8 18.2 S S 

氨苄西林-舒巴坦 Ampicillin-sulbactam ≤14 ≥20 19.0 17.8 I I 

甲砜霉素 Thiamphenicol ≤12 ≥18 0.0 0.0 R R 

氟甲喹 Flumequine ≤10 ≥20 26.5 29.2 S S 

磺胺间甲氧嘧啶 
Sulfamonomethoxine 

≤12 ≥17 0.0 0.0 R R 

磺胺二甲嘧啶 
Sulfamethazine 

≤12 ≥17 0.0 0.0 R R 

R：耐药；I：中介；S：敏感 
R: Resistant; I: Intermediate; S: Sensitive. 
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图 4  野生株 PDD1608 及质粒缺失株 ΔpPDD1608 溶血活性及磷脂酶活性差异   A：溶血活性测定结果. 
B：磷脂酶活性测定结果 
Figure 4  Phospholipase and hemolytic activity analysis of strain PDD1608 and ΔpPDD1608. A: Hemolytic 
activity. B: Phospholipase activity. 
 

 
 

图 5  注射 PDD1608 和 ΔpPDD1608 感染许氏平

鲉实验结果 
Figure 5  Experimental results of injecting 
PDD1608 and ΔpPDD1608 to infect the Sebastes 
schlegeli. 

3  讨论与结论 
本实验室前期的研究发现，来源不同的

PDD 菌株溶血性、磷脂酶活性、致病力、生理

生化表型及耐药性存在不同程度的差异[23]。国

外的研究也发现，具有强溶血性与强致病力的 
PDD 菌株携带有毒力大质粒，其携带毒力基因

dly 与 hlyApl，也有报道毒力质粒编码 T3SS 与铁

转运相关蛋白受体等毒力因子，表明其在多方面

影响 PDD 菌株对宿主的致病力[6,14,24]。尽管对

PDD 毒力质粒结构与功能已有一些研究，但对

于 PDD 毒力质粒的去除方法，以及毒力质粒缺

失对菌株形态学特征、生理代谢特性和致病力强

弱的影响还缺乏相关报道。 
某些质粒会在细菌生长过程中自发丢失，但

多数质粒在细菌内的存在较为稳定，并且由于质

粒本身结构的高度异质性，导致并无通用性的质

粒消除方法[11,24]。同时，验证质粒消除与否的方

法较多，如直接提取质粒并进行凝胶电泳验证、

PCR 验证质粒特异基因及通过细菌表型验证等

方法[25-27]。野生株 PDD1608 携带一个 162 kb 毒

力大质粒，为了避免大质粒消除过程中对基因组

产生较大影响，本研究选择 SDS 结合变温法连
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续传代对 PDD1608 菌株的质粒进行消除，通过

对质粒特异性基因进行 PCR 检测以验证质粒消

除情况。PCR 检测结果表明，该方法成功构建

了 PDD1608 能 够 稳 定 传 代 的质 粒 缺 失株

ΔpPDD1608，为 PDD 质粒消除效果的进一步研

究奠定了基础。 
在以往对某些细菌质粒的研究中，质粒或质

粒携带的特定基因缺失对细菌形态学特征、生理

生化特性及抗药性等方面的影响均有广泛报道。

Rabel 等[28]发现在质粒基因 trbE 突变的情况下，

大肠杆菌产生菌毛能力完全丧失。Hao 等[29]通过

消除肠杆菌科有关质粒使其对碳青霉烯类抗生

素重新敏感。也有研究发现，质粒消除后对原细

菌的生理生化特性无明显影响[30-31]。本研究在获

得能够稳定传代的质粒缺失株 ΔpPDD1608 后，

对野生株与质粒缺失株进行形态学、药物敏感性

与生理生化特征比较。结果表明，相较于野生株，

质粒缺失株菌落与菌体形态、生理生化特性与抗

生素药物敏感性检验均未出现明显差异，推断该

质粒对菌株 PDD1608 基础生理生化特性的调控

与表型无明显影响，属于 PDD 生理代谢非必要

遗传结构元件。 
以往对 PDD 的研究结果表明，除了毒力质

粒所携带的毒力因子外，其染色体中同样含有具

溶血素活性与磷脂酶活性等毒力因子的编码基

因 hlyAch 及 plpV，因此无毒力质粒的 PDD 菌株

仍有较弱的溶血能力与磷脂酶活性[6]。本研究在

对野生株与质粒缺失株的溶血能力及磷脂酶活

性差异验证中，相较于野生株，质粒缺失株的溶

血能力和磷脂酶活性均降低，表现为弱溶血性与

弱磷脂酶活性。之前的研究中，Rivas 等[7]发现

dly 与 hlyAch、hlyApl 之间具有协同效应，dly 的

存在会增强 hlyA 对宿主的溶血作用，dly 与 hlyApl

的缺失会导致 PDD 的溶血能力大幅减弱，同时

dly 基因的缺失还会直接导致菌株磷脂酶活性大

幅降低。此外，Puentes 等[15]发现 PDD 质粒上可

能含有一种潜在的铁载体调控因子，调控 PDD
在铁缺乏时的铁载体与其他毒力因子蛋白的合

成。本研究证实了毒力质粒的缺失对 PDD1608
的溶血能力及磷脂酶活性产生了较大影响，这与

国外对 dly 与 hlyApl 等毒力基因的研究结果高度

一致，但由于染色体毒力因子的存在，使其溶血

能力和磷脂酶活性并未完全丧失。 
在以往的报道中除携带有毒力质粒的 PDD

菌株引起动物患病的案例外，也存在无质粒菌株

引起患病的案例，但无质粒菌株溶血性、磷脂酶

活性及对宿主致病力等方面明显低于含毒力质

粒的菌株[18-19,32]。Gupta 等[33]研究发现，PDD 含

毒力质粒菌株与无质粒菌株在相同剂量感染试

验下，对黄条鰤(Seriola lalandi)的致死率差异显

著。本研究中用野生株及质粒缺失株对许氏平鲉

进行人工感染的结果显示，在相同浓度菌液攻毒

作用下两组实验鱼存活率同样差异明显，野生株

对许氏平鲉具有高致病力，24 h 致死率达 100%，

而质粒缺失株致病力明显减弱但并非完全丧失，

7 d 致死率为 63.3%。本研究进一步证实了毒力质

粒是介导 PDD1608 菌株强致病力的重要因素。 
综上所述，本研究建立了针对 PDD 的变温- 

SDS 质粒消除法，实现对 PDD1608 菌株大型质

粒的完全消除，获得了能够稳定传代的质粒缺失

株 ΔpPDD1608，并进一步证实该质粒的缺失对

菌株的溶血能力、磷脂酶活性及致病性均有影

响，相关结果为进一步研究该质粒与 PDD 菌株

致病力强弱的相关性提供了参考。同时，获得的

质粒缺失株可稳定传代，也为后续深入分析该毒

力质粒及染色质介导的 PDD 致病性和毒力蛋白

分泌机制奠定了基础。 
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