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摘要：为研究凡纳滨对虾死亡的致病机理，实验采用 TCBS培养基从濒死凡纳滨对虾肝
胰腺分离到浅绿色、直径 3~7 mm的发荧光菌落；革兰氏染色为阴性短杆菌；经 API
20E鉴定，分离株 PvL-1与坎氏弧菌参考菌株 CAIM249相似度为 90%；fitZ 序列与坎氏
弧菌 CP020076相似度为 99.31%；gapA 序列与坎氏弧菌 EF596552相似度为 98.89%；采用
坎氏弧菌种特异性引物对 PvL-1进行 PCR分析，可扩增出坎氏弧菌种特异性片段，不能
扩增出轮虫弧菌和哈维氏弧菌特异性片段，上述结果表明 PvL-1为坎氏弧菌成员。分离
菌株在 10%脱纤维羊血平板呈 β溶血，脱脂奶粉平板出现明显透明圈，表明存在溶血性
和胞外蛋白酶活性。分析了 PvL-1的急性肝胰腺坏死病、溶血素基因、菌毛基因和其他
毒力基因，表明 PvL-1具有 AP4、TLH、vcahHly、 flaC、mukF、gloB、sodB 和 esrB 等毒
力基因。PvL-1可使健康凡纳滨对虾发病死亡，濒死凡纳滨对虾与自然发病虾呈现类似
症状，对凡纳滨对虾半数致死浓度 (LD50)2.94×10

4 CFU/尾；病理组织观察发现，人工感
染发病凡纳滨对虾肝胰腺小管细胞脱落、崩解、血细胞浸润等，与自然发病凡纳滨对虾
病理特征相同。研究表明，本次实验分离到可发光的坎氏弧菌 PvL-1，对凡纳滨对虾有
较强致病性，拓展了对凡纳滨对虾发光坎氏弧菌的认知。
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凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)别称南美

白对虾，属甲壳纲 (Crustacea)十足目 (Decapoda)

对虾科 (Penaeidae)对虾属 (Penaeus)。凡纳滨对虾

肉质鲜美、营养丰富，为世界各国消费者所喜

爱 [1]，是当今世界养殖产量最高的虾类。对虾养

殖可受到病毒、细菌等多种病原的危害，近年

来世界范围内流行并引起严重经济损失的凡纳

滨对虾病主要有白斑综合征病毒 (white spot syn-

drome virus，WSSV)、急性肝胰腺坏死病 (acute

hepatopancreatic  necrosis  disease，AHPND)、虾肝

肠胞虫 (enterocytozoon hepatopenaei，EHP)、桃拉

综合征病毒 (taura syndrome virus，TSV)、虾虹彩
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病毒 (shrimp iridescent virus，SHIV)和弧菌 (Vibrio
spp.)等[2-6]。弧菌是养殖对虾重要的细菌性病原[7]，

其中引起对虾急性肝胰腺坏死病的副溶血弧菌

(V. parahemolyticus)及相关弧菌自 2011年前后在

世界各地暴发，对虾养殖业造成巨大损失。

坎氏弧菌 (V. campbellii)为弧菌属哈维氏弧

菌群 (V. harveyi group)的重要成员，在海洋环境

中分布广泛，可引起多种水生动物疾病。过去

认为坎氏弧菌是一种非致病性、不发光的弧菌[8-10]，

但近年研究表明，坎氏弧菌为水产养殖动物的

重要病原菌，可引起养殖鱼类、虾类及贝类多

种疾病 [11-14]。以往对坎氏弧菌的研究多集中于溶

血素等毒力基因方面[15]。近年来有学者从病虾中

分离鉴定到坎氏弧菌，发现坎氏弧菌携带急性

肝胰腺坏死病 Pir 毒力基因，引起凡纳对虾暴发

AHPND[16-17]，非副溶血弧菌的 AHPND毒力基因

携带和致病性是一个值得关注的重要内容。

2019年台州市某对虾海水养殖场凡纳滨对

虾暴发疾病，从濒死对虾中分离到 6株细菌

(PvL-1~ PvL-6)，分别为坎氏弧菌 (PvL-1~PvL-3)
和轮虫弧菌 (V. rotiferianus)(PvL-4~PvL-6)，人工

回感实验显示，2种分离菌株的半致死数量分别

为 2.94×104 和 2.50×108 CFU/尾，初步表明坎氏弧

菌有较强的致病性。本实验选择坎氏弧菌 PvL-1
开展了凡纳滨对虾致病性分析、主要致病基因

和致病机理研究，以期为坎氏弧菌对凡纳滨对

虾致病机理和疾病防控提供相关依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料
 

　　实验动物及菌株　　发病凡纳滨对虾采自

浙江台州某养殖场大棚养殖池，体长 5~6 cm，

体质量 (7.4±0.2)  g；攻毒所用健康凡纳滨对虾

为浙江台州宏野海产品有限公司提供，平均体

长 (8±0.2) cm，平均体质量 (8.8±0.2) g；用于坎氏弧

菌种特异性引物鉴别的轮虫弧菌 (VR6)及哈维

氏弧菌 (VH8)均为本实验室分离自患病凡纳滨

对虾。 

　　实验仪器　　荧光显微镜 (Nikon Eclipse Ni-
E/Ni-U)、酶标仪 (SpectraMax i3X)、凝胶成像仪

(gel DocTMRX+)、高速冷冻离心机 (Thermo Sorvall
ST 16R)。 

　　实验试剂　　API 20E鉴定试剂盒 (生物梅

里埃中国有限公司)；革兰氏染色液和药敏纸片

(杭州滨和微生物试剂有限公司)；10%脱纤维羊

血平板 (北京陆桥技术股份有限公司 )；基因组

DNA提取试剂盒 (北京全式金生物技术有限公

司)；2×Taq Master Mix(北京康为世纪生物技术有

限公司)；引物合成和测序 (上海华大基因科技有

限公司)；营养琼脂NA、营养肉汤NB和硫代硫酸

钠 -柠檬酸盐 -胆盐培养基 (TCBS)(青岛高科园海

博生物技术有限公司)；脱脂奶粉平板参考文献

配制[18]。 

1.2    发病凡纳滨对虾细菌分离

发病凡纳滨对虾取自大棚海水集约化养虾

池，以 10万尾/667 m2 的放养密度，放养规格为

4 cm/尾的凡纳滨对虾标粗苗；放养约 1个月，

虾池出现反应迟缓、肝胰腺褪色的濒死凡纳滨

对虾，晚上病虾可见明显的发光，取典型发光

病虾，用 75%酒精棉球轻擦表面后，无菌取肝

胰腺于 TCBS培养基上划线分离，28 °C恒温培养。

发光虾肝胰腺于 TCBS 培养基 28 °C恒温培

养 24 h，可观察到直径 3~7 mm、圆形、浅绿色

(发光)和淡黄色 (不发光)菌落，挑取浅绿色优势

菌落 (PvL-1、2、3)和淡黄色优势菌落 (PvL-4、5、
6)，用含 3% NaCl的营养琼脂划线纯化，挑取纯

化单菌落，用 3% NaCl营养琼脂制备菌苔。 

1.3    分离菌株对凡纳滨对虾的致病力测定

选取浅绿色 PvL-1和淡黄色 PvL-4单菌落接

种于 3% NaCl营养肉汤中，28 °C、150 r/min振

荡培养 18 h，7 000 r/min离心 10 min，用 pH 7.4
的灭菌磷酸盐缓冲溶液 (phosphate buffered saline，
PBS)洗涤菌体 3次，用灭菌 PBS重悬并稀释菌

沉淀，制成 10倍系列稀释菌悬液 (4.55×104~4.55×
108 CFU/mL)液。菌液以 0.1 mL/尾肌肉注射平均

体质量为 (8.8±0.2) g 的健康凡纳滨对虾，对照组

注射等体积生理盐水，每组注射 15尾，养殖于

盛有经过滤海水的 50 L水族箱中，充气养殖；

实验期间水温控制在 (26±1)°C。每日记录凡纳滨

对虾发病和死亡情况，取濒死凡纳滨对虾肝胰

腺进行细菌分离，同时用 Davidson氏液 [19] 固定

濒死虾肝胰腺组织。LD50 采用 Karber 法计算 [20]。 

1.4    分离菌株 PvL-1的鉴定
 

　　形态和生化鉴定　　取 PvL-1，营养琼脂划

线，28 °C培养 18 h，挑取单菌落制备菌涂片，
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按革兰氏染色液说明进行革兰氏染色；另挑取

PvL-1纯化菌落，涂布营养琼脂制备菌苔，制备

菌悬液，接种于生物梅里埃 API 20E鉴定条中。

菌悬液制备和结果观察均按 API 20E操作说明

进行。 

　　分子鉴定　　挑取 PvL-1单菌落，煮沸法提

取细菌 DNA，选择 6个管家基因进行 PCR反应，

所用引物见表 1。PCR扩增产物用 1%琼脂糖凝

胶电泳检测确认，并送上海华大基因科技有限

公司测序。 

　　系统进化树 　 　 将 gapA 和 fitZ 序 列 于

NCBI数据库中进行 BLAST比对分析，选择相似

度较高的坎氏弧菌和哈维氏弧菌，运用 MEGA
7.0软件基于邻接法 (Neighbor-Joining，NJ)构建

进化树。 

1.5    分离菌株 PvL-1毒力因子活性及相关基

因检测

PvL-1菌株接种到 10%脱纤维羊血平板和

脱脂奶粉平板用于溶血性和胞外蛋白酶活性

测定。

根据文献合成坎氏弧菌毒力基因相关引物，

用于 PvL-1鉴定，所用引物见表 2。 

1.6    凡纳滨对虾组织病理观察

取 Davidson氏液固定健康、自然发病和人

工感染后濒死凡纳滨对虾肝胰腺组织，用酒精

梯度脱水、二甲苯透明、浸蜡包埋、组织切片、

二甲苯脱蜡、酒精梯度复水后，经 H.E染色，脱

水透明，中性树脂封片观察[23]。 

2    结果
 

2.1    患病凡纳滨对虾症状

健康凡纳滨对虾活力和摄食正常，肝胰腺

黑色、饱满、界面清晰(图版Ⅰ-1、4)，暗室观察

未见发光；患病凡纳滨对虾游动迟缓、摄食减

少，肝胰腺出现褪色、萎缩及界面模糊，部分

虾出现空肠现象 (图版Ⅰ-2)，濒死及短时间死亡

虾夜间或暗室可见发光，死亡时间较长的凡纳

滨对虾其尾部和头部因腐烂变黑，该部分的发

光不明显，呈暗黑色 (图版Ⅰ-5)；虾池出现明显

发光后 2~3 d，死亡率可达 80%以上。感染凡纳滨对

虾与自然发病凡纳滨对虾症状相同 (图版Ⅰ-3、6)。 

2.2    PvL-1对凡纳滨对虾的 LD50

取 PvL-1和 PvL-4感染的健康凡纳滨对虾，

实 验 结 果 显 示 ， PvL-1分 离 株 最 高 浓 度 组

(4.55×108 CFU/尾 )18 h后开始出现死亡，高浓度

组 (4.55×106~4.55×107 CFU/尾 )24 h后出现死亡；

累积 2 d后，细菌注射组虾活力变弱、游动迟缓、

表 1    PvL-1鉴定采用的管家基因引物序列

Tab. 1    Primers sequence of house-keeping genes for PvL-1 identification

引物　　

primers　　

序列

sequence
产物片段/bp
fragment size

参考文献

references
topA topA-F: GAGATCATCGGTGGTGATG

topA-R: GAAGGACGAACGCTTCGTG

800 [21]

mreB mreB-F: ACTTCGTGGCATGTTTTC

mreB-R: CCGTGCATATCGATCATTTC

1 000 [21]

fitZ fitZ-F: ATGCAGGAATTGCGATTCGTACTCA

fitZ-R: TTATGCGTTAGCCGCATTAAACTCAAC

951 本实验

gapA gapA-F: ATGACTATCAAAGTAGGTATTAACGGTTTTGGC

gapA-R: TTACTTAGAGATGTGAGCGATTAGGTCTAGAAC

996 本实验

16S rRNA 27F: AGAGTTTGATCCTGGCTC AG

1492R: TACGGCTACCTTGTTACGACTT

1 500 [22]

rpo D rpoD-F: GATTTGTTGACCCTGATGCAGACGA

rpoD-R: TAACCACGACGGTATTCGAACTTATCTACC

799 本实验

Vca-hly Vca-hly5: CTATTGGTGGAACGCAC

Vca-hly3: GTATTCTGTCCATACAAAC

328 [8]
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表 2    坎氏弧菌毒力基因引物

Tab. 2    Primers of V. campbellii virulence genes

引物　　

primers　　

序列

sequence
产物片段/bp
fragment size

参考文献

references
vcahHly vcahHly-F: AATGGCGATTCCCGAAT

vcahHly-R: GACGCACACTCAGAAC
   647  [8]

sodB sodB-F: ATGTCATTCGAATTACCTGC
sodB-R: TCGATGTAATAAGCGTGTTCCCA

   490  [24]

esrB esrB-F: GATCATGCCTTGCTAGCC
esrB-R: TCGGCGACCAGCTTGAGA

   454  [25]

mukF mukF-F: ATGAGTGAGATGACTCTCAATGCTGC
mukF-R: TTAGTATCGGTCGATGACATTCGCTTG

1 338  本实验

gloB gloB-F: GTGTTAGAGATCAAAAGCATACCCGCA
gloB-R: TTAAAATTCGTTCTTCCACTCGCGTAGA

   759  本实验

flaC flaC-F: AAATCATTCCAAATCGGTGC
flaC-R: TCTTTGATTCGGCTCTTA

   580  [26]

TLH TLH-F: ACGGGTTTGTATGGACAGAAT
TLH-R: AACTCAAGGGTGAACAGGGTA

   193  [27]

VpPir VpPirA-284F: TGACTATTCTCACGATTGGACTG
VpPirA-284R: CACGACTAGCGCCATTGTTA

   284  [28]

VpPirB-392F: TGATGAAGTGATGGGTGCTC
VpPirB-392R: TGTAAGCGCCGTTTAACTCA

   392 

AP3 AP3-F: ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC
AP3-R: ACGATTTCGACGTTCCCCAA

1 269  [29]

AP4 AP4-F: TTGAGAATACGGGACGTGGG
AP4-R: GTTAGTCATGTGAGCACCTTC

   230 

1

4 6

3

5

2

 
图版Ⅰ    健康及发病凡纳滨对虾症状

1、4. 健康凡纳滨对虾；2、5. 自然发病凡纳滨对虾；3、6. 感染发病凡纳滨对虾

Plate Ⅰ    Symptoms of healthy and diseased L. vannamei
1, 4. healthy L. vannamei; 2, 5. naturally morbid L. vannamei; 3, 6. infected morbid L. vannamei
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摄食减少，肝胰腺开始褪色、萎缩，濒死凡纳

滨对虾暗室发光，症状与自然发病虾类似；累

积 7 d后虾停止死亡；PvL-4分离株最高浓度组

(4.55×108 CFU/尾)对凡纳滨对虾致死率为 60%左

右，患病虾肝胰腺未见明显异常、暗室未见发

光。统计各组累计死亡率，用 Karber法计算半

致死数浓度 (LD50)，PvL-1在 95%的置信区间内

分离菌株对凡纳滨对虾的 LD50 为 2.94×104 CFU/
尾 (表 3)，有较强毒力；PvL-4 LD50 为 2.50×108

CFU/尾，毒力较弱。 

2.3    凡纳滨对虾 PvL-1分离株的鉴定
 

　　菌落和菌体形态　　PvL-1于 TCBS培养基

28 °C培养 24 h，菌落呈圆形、浅绿色 (图版Ⅱ-1)，

暗处可观察到发光菌落 (图版Ⅱ-2)，且发光强度

与菌密度呈正比。菌体为直或稍弯短杆菌，无

荚膜，革兰氏染色呈阴性 (图版Ⅱ-3)。
 

　　生理生化特征　　采用 API 20E生化鉴定条

对 PvL-1菌株进行鉴定，结果发现，分离菌株表

现为革兰氏染色阴性，氧化酶阳性，赖氨酸脱

羧酶、鸟氨酸脱羧酶、明胶和吲哚等阳性，精

氨酸脱氢酶、肌醇、丙酮酸盐和 VP反应等阴性，

与伯杰氏细菌手册所列的坎氏弧菌 CAIM249性

状基本符合率达 90%(表 4)。 

2.4    分离菌株 PvL-1管家基因和种特异性引

物 PCR结果

为确定分离菌株 PvL-1的分类地位，用 16S
rRNA、topA、mreB、fitZ、gapA 和 rpoD 等 6个管

家基因进行 PCR，电泳和测序结果表明，PvL-1

表 3    凡纳滨对虾人工感染实验结果

Tab. 3    Results of artificial infection of L. vannamei

浓度/(CFU/mL)
concentration for challenging

死亡虾数/尾
mortality number 累计死亡数/尾

cumulative mortality
死亡率/%

mortality rate0 d 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d

4.55×108 0 6 6 3 0 0 0 0 15 100

4.55×107 0 4 5 4 1 0 0 0 14 93.3

4.55×106 0 3 4 4 2 0 0 0 13 86.7

4.55×105 0 0 2 2 0 1 3 0 8 53.3

4.55×104 0 0 2 0 0 0 2 0 4 26.7

对照　control 0 0 0 0 1 0 2 0 3 20.0

注: 注射剂量为0.1 mL/尾
Notes: injection dose was 0.1 mL/ind

1 2 350 μm
 

图版Ⅱ    发光凡纳滨对虾分离株 PvL-1菌落及菌体形态特征

1. PvL-1在 TCBS的菌落；2. PvL-1在 TCBS的暗室发光菌落；3. 革兰氏染色的 PvL-1菌体 (×100)

Plate Ⅱ    Morphology of colony and bacterial thalli of PvL-1 isolated from luminous L. vannamei
1. colony of PvL-1 on TCBS; 2. luminescence colony of PvL-1 on TCBS; 3. thalli of PvL-1 by Gram staining (×100)
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可用 16S rRNA 和 mreB 引物扩增出 1 500和1 000
bp条带， fitZ 和 gapA 引物扩增出 951和 996 bp
条带， topA 和 rpoD 引物扩增出 800和 799 bp条

带；采用坎氏弧菌种特异性引物 vcahHly 对 PvL-
1、轮虫弧菌和哈维氏弧菌进行检测，结果显示，

特异性引物 vcahHly 能扩增出 PvL-1分离株 328
bp条带，从轮虫弧菌和哈维氏弧菌不能扩增出

相应条带 (图 1)。 

2.5    分离菌株 PvL-1系统进化树分析

分离菌株 PvL-1的 16S rRNA 在系统进化树

上 与 坎 氏 弧 菌 CAIM519  (GenBank： CP015864)
和哈维氏弧菌 DP1(GenBank：KF607037)相聚较

近，相似度为 100%；用 fitZ 进行系统进化树分

析结果显示，PvL-1与广西患病凡纳滨对虾坎氏

弧菌分离株 20130629003S01(NCBI No.：CP020076)
聚为一支，相似性为 99.31%；gapA 序列与深圳

患病斑节对虾 (Penaeus monodon)坎氏弧菌分离

株 CAIM3 (NCBI No.：F596552)聚为一支，相似

性为 98.89%； fitZ 和 gapA 序列均与哈维氏弧菌

聚为不同支 (图 2)。

根据生理生化鉴定、管家基因进化树分析，

表 4    PvL-1生理生化鉴定结果

Tab. 4    Biochemical identification of strain PvL-1

生化项目

biochemical items

实验菌株

experimental strains 生化项目

biochemical items

实验菌株

experimental strains

PvL-1 CAIM249 PvL-1 CAIM249

半乳糖苷　ONPG − − 尿素　urea, URE − ND

革兰氏染色　Gram stain − − 山梨醇　sorbitol, SOR − −

氧化酶　oxidase, OX + + 葡萄糖　glucose, GLU + ND

肌醇　inositol, INO − − 乳糖　lactose − −

精氨酸　arginine, ADH − − 鼠李醇　rhamnol, RHA − ND

赖氨酸　lysine, LDC + + 蔗糖　sucrase, SAC − −

鸟氨酸　ornithine, ODC + ND 蜜二糖　melibiose, MEL − −

苯丙氨酸　phenylalanine, TDA + ND 苦杏仁苷　amygdalin, AMY + ND

枸橼酸　citric acid, CIT − ND 阿拉伯糖　arabinose, ARA − −

色氨酸　tryptophan, TRP + ND 硫化氢　H2S − ND

吲哚　indole, IND + + 丙酮酸盐　pyruvate, VP − d

葡萄糖发酵　glucose, GLU O/F + + 运动性　moveability, MOV + +

明胶　gelatin, GLN + + 甲基红　methlred, MR − −

硝酸盐还原　nitrate reduction NO2 + + 生长需钠　Na+ required for growth + +

发光　luminescence + d 　

注：“+”阳性，“−”阴性，ND. 无相关数据，d. 菌株间存在差异

Notes: "+" positive, "−" negative, ND. no data, d. different in strains

bp M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2 000

1 000
750
500

200
100

 
图 1    PvL-1管家基因 PCR扩增结果

M. Marker；1. 16S rRNA；2. fitZ；3. gapA；4. mreB；5. topA；6. rpoD；

7. 阴性对照；8. 轮虫弧菌；9. 哈维氏弧菌；10. 坎氏弧菌

Fig. 1    PCR amplification results of
housekeeping genes of PvL-1

M.  Marker;  1.  16S rRNA;  2.  fitZ;  3. gapA;  4. mreB;  5.  topA;  6.  rpoD;
7. negative control; 8. V. rotiferianus (VR6); 9. V. harveyi (VH8); 10. V.
campbellii
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31

坎氏弧菌 V. campbellii CAIM249

坎氏弧菌 V. campbellii CAIM134

坎氏弧菌 V. campbellii CAIM150

坎氏弧菌 V. campbellii 170502

坎氏弧菌 V. campbellii CAIM392

PvL-1

坎氏弧菌 V. campbellii CAIM3

哈维氏弧菌 V. harveyi 345

99

70

74
64

47

41

27

0.10

哈维氏弧菌 V. harveyi AB1

坎氏弧菌 V. campbellii CAIM519

PvL-1

哈维氏弧菌 V. harveyi DP1

哈维氏弧菌 V. harveyi BF-1

哈维氏弧菌 V. harveyi v64

轮虫弧菌 V. rotiferianus WAB2217

轮虫弧菌 V. rotiferianus DB1

坎氏弧菌 V. campbellii ATCC BAA-1116

坎氏弧菌 V. campbellii VH1

哈维氏弧菌 V. harveyi v30

哈维氏弧菌 V. harveyi LB15

哈维氏弧菌 V. harveyi ZX2-1

坎氏弧菌 V. campbellii DS1807-16

坎氏弧菌 V. campbellii LA16-V1

坎氏弧菌 V. campbellii 170502

(a)

0.50

100

91

100

82

56

坎氏弧菌 V. campbellii 170502

坎氏弧菌 V. campbellii ATCC BAA-1116 (1)

哈维氏弧菌 V. harveyi ATCC 33843

哈维氏弧菌 V. harveyi ATCC 43516

哈维氏弧菌 V. harveyi 345

PvL-1

坎氏弧菌 V. campbellii 20130629003S01

坎氏弧菌 V. campbellii LMB29

坎氏弧菌 V. campbellii ATCC BAA-1116

82

(b)

(c)
 

图 2    菌株 PvL-1系统发育树分析

(a)16S rRNA,  (b) fitZ,  (c) gapA；GenBank基因登录号： (a) 哈维氏弧菌 AB1(KF607036), 坎氏弧菌 CAIM519(CP015864), 哈维氏弧菌 DP1
(KF607037), 哈维氏弧菌BF-1(KT428053), 哈维氏弧菌v64(KJ508003), 轮虫弧菌WAB2217(MH169265), 轮虫弧菌DB1(KC756840), 坎氏弧菌ATCC
BAA-1116(CP000789), 坎氏弧菌 VH1(JX442511), 哈维氏弧菌 v30(KJ508002), 哈维氏弧菌 LB15(DQ146938), 哈维氏弧菌 ZX2-1(KY985238),
坎氏弧菌 DS1807-16(MT269596), 坎氏弧菌  LA16-V1(CP021145), 坎氏弧菌 1705020(CP033134); (b) CP019293(坎氏弧菌 LMB29), CP025537
(哈维氏弧菌 345), CP020076(坎氏弧菌 20130629003S01), CP006605(坎氏弧菌  ATCC BAA-1116), CP000789(坎氏弧菌 ATCC BAA-1116(1)),
CP033134(坎氏弧菌 170502), CP009467(哈维氏弧菌 ATCC 33843), CP014038(哈维氏弧菌 ATCC 43516)；(c) EF596546(坎氏弧菌 CAIM134),
EF596558(坎氏弧菌 CAIM150), EF596552(坎氏弧菌 CAIM3), EF596551(坎氏弧菌 CAIM249), CP033134(坎氏弧菌 170502), EF596559(坎氏弧

菌 CAIM392), CP025537(哈维氏弧菌 345)

Fig. 2    Phylogenetic tree and analysis of PvL-1
(a)  16S  rRNA;  (b)  fitZ;  (c)  gapA;  GenBank  accession  number  (a)  KF607036(V.  harveyi  AB1),  CP015864(V.  campbellii  CAIM519),  V.  harveyi
DP1(KF607037), V. harveyi BF-1(KT428053), V. harveyi v64 (KJ508003), V. rotiferianus WAB2217(MH169265), V. rotiferianus DB1 (KC756840), V.
campbellii ATCC BAA-1116 (CP000789), V. campbellii VH1 (JX442511), V. harveyi v30 (KJ508002), V. harveyi LB15 (DQ146938), V. harveyi ZX2-1
(KY985238), V. campbellii DS1807-16 (MT269596), V. campbellii LA16-V1 (CP021145), V. campbellii 1705020 (CP033134); (b) CP019293 (V. camp-
bellii LMB29), CP025537 (V. harveyi 345), CP020076 (V. campbellii 20130629003S01), CP006605 (V. campbellii ATCC BAA-1116), CP000789 (V.
campbellii  ATCC  BAA-1116  (1)),  CP033134  (V.  campbellii  170502),  CP009467  (V.  harveyi  ATCC  33843),  CP014038  (V.  harveyi  ATCC  43516)；
(c) EF596546 (V. campbellii CAIM134), EF596558 (V. campbellii CAIM150), EF596552 (V. campbellii CAIM3), EF596551 (V. campbellii CAIM249),
CP033134 (V. campbellii 170502), EF596559 (V. campbellii CAIM392), CP025537 (V. harveyi 345)
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PvL-1为坎氏弧菌，与凡纳滨对虾坎氏弧菌 CP
020076等分离株聚为一支，与水生动物哈维氏

弧菌分离株相聚较远，由此判定 PVL-1为坎氏

弧菌的成员。 

2.6    菌株 PvL-1的溶血性和胞外蛋白酶活性

PvL-1菌落在羊血平板上生长良好，呈灰白色、

湿润，周围稍透明，出现明显的 β溶血 (图版Ⅲ-1)，
表明该菌株存在胞外蛋白酶和溶血活性；在脱

脂奶粉培养基上生长良好，呈乳白色、圆形菌

落，菌落周围出现明显的透明圈 (图版Ⅲ-2)。 

2.7    分离株毒力基因的检测

分离菌株 PvL-1的毒力基因检测结果显示，

Pir 毒力基因 (PirA/PirB)为阴性，而急性肝胰腺

坏死病基因 (AP4)、溶血素基因 (vcahHly)、热不

稳定溶血毒素基因 (TLH)、鞭毛基因 (flaC)、毒

力启动因子基因 (esrB)、杀伤因子基因 (mukF)、
抵抗因子超氧化物歧化酶基因 (sodB)和羟基乙酰

谷胱甘肽水解酶基因 (gloB)均为阳性 (图 3)。NCBI
数据库序列比对分析结果显示，vcahHly 和 TLH
与墨西哥分离的坎氏弧菌 CAIM416(NCBI No.：DQ
434996)相似度分别高达 99.53%和 99.48%；esrB
与美国养殖凡纳滨对虾分离到的坎氏弧菌 LA16-
V1(NCBI No.：CP021146)相似性为 96.91%；mukF
与孟加拉湾分离到的坎氏弧菌 BoB-90 (NCBI No.：
CP026315)相似性为 97.68%； sodB 与患 AHPND
的凡纳滨对虾坎氏弧菌中国分离株 170502(NCBI
No.：CP033134)相似性高达 98.79%； gloB 与夏

威夷分离到的坎氏弧菌 CAIM 519  (NCBI  No.：
CP015863) 相似性为 98.77%。 

2.8    组织病理观察分析

取 PvL-1人工感染后濒死虾肝胰腺，经

Davidson氏液固定、切片和 H.E染色后观察。正

1 2

 
图版Ⅲ    坎氏弧菌溶血性和胞外酶结果

1. 血平板；2. 牛奶平板

Plate Ⅲ    V. campbellii extracellular enzyme and
hemolytic results

1. blood plate; 2. milk plate
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图 3    PvL-1的 7种毒力基因 (a)和 4种急性肝胰腺坏死病相关基因 (b)PCR扩增结果

(a) 1. TLH，2. vcahHly，3. sodB，4. esrB，5. gloB， 6. mukF，7. flaC，8. 阴性；(b) 1. 坎氏弧菌 pirA，2. 副溶血弧菌 pirA，3. 坎氏弧菌 pirB，
4. 副溶血弧菌 pirB，5. 坎氏弧菌 AP4，6. 副溶血弧菌 AP4，7. 坎氏弧菌 AP3，8. 副溶血弧菌 AP3，9. 阴性

Fig. 3    PCR amplification of the seven virulence genes (a) and four AHPND genes (b) of PvL-1
(a) 1. TLH, 2. vcahHly, 3. sodB, 4. esrB, 5. gloB, 6. mukF, 7. flaC, 8. negative; (b) 1. V. campbellii pirA, 2. V. parahaemolyticus pirA, 3. V. campbellii
pirB, 4. V. parahaemolyticus pirB, 5. V. campbellii AP4, 6. V. parahaemolyticus AP4, 7. V. campbellii AP3, 8. V. parahaemolyticus AP3, 9. negative
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常凡纳滨对虾肝胰腺小管上皮细胞结构完整，

泡状细胞 (blister cell，B细胞)、纤维细胞 (fibril-
lar cell，F细胞)和吸收细胞 (resorptive cell，R细

胞)等功能性细胞清晰可见，R细胞内脂肪颗粒

明显，肝胰腺小管间无血淋巴细胞浸润 (图版Ⅳ-1)；
用坎氏弧菌 PvL-1攻毒后早期 (攻毒 2 d)，凡纳

滨对虾肝胰腺细胞间隙变大，肝胰腺小管变薄、

细胞开始脱落、上皮细胞层遭到破坏，B细胞

和 R细胞依然可见 (图版Ⅳ-2)；攻毒 3 d后，肝

胰腺小管可见明显的血细胞浸润、上皮细胞脱

落，细胞结构完全破坏和崩解，B细胞和 R细胞

等功能细胞无法分辨，部分肝胰腺小管被浸润，血

淋巴细胞围绕形成结节，小管间可观察到细菌

(图版Ⅳ-3)，与养殖池自然发生发光菌的凡纳滨

对虾肝胰腺病变症状相同 (图版Ⅳ-4)。 

3    讨论

坎氏弧菌在海洋中分布广泛，由于与轮虫

弧菌、欧文氏弧菌 (V. owens)及哈维氏弧菌性状

极为接近，分类上将其归为哈维氏弧菌群[30]。坎

氏弧菌曾被认为是无致病性、非发光弧菌[10]，不

同菌株间的毒力强弱及致病性差异很大[31]，有学

者认为以往坎氏弧菌可能被错误地鉴定为哈维

氏弧菌  [32-33]。本实验采用 16S rRNA 和 gyrB 序列

鉴定分离的 PvL-1，发现与哈维氏弧菌相似度

>99%。为进一步确认分类结果，实验通过保守

性较强、对近缘弧菌种有更高分辨率的 gapA、
fitZ 等基因进行序列比对，发现 gapA 和 fitZ 的系

统进化树坎氏弧菌聚为一支，相似度>98%，而

与哈维氏弧菌形成独立的 2支，表明这 2个基因

可有效区分坎氏弧菌和哈维氏弧菌。坎氏弧菌

种特异性引物可用于从哈维氏弧菌群中快速鉴

定出坎氏弧菌。

毒力因子在弧菌对水生动物的致病性、宿

主组织和细胞损伤中起重要作用 [34-36]。鞭毛蛋白

与菌株毒力密切相关，可协助细菌入侵、参与

致病过程[37]；溶血素是弧菌和其他病原菌的重要

外毒素和致病因子，可导致红细胞膜破裂  [38-39]，
引起鱼、贝、虾等出血性败血症  [12]；TLH具磷

脂酶 B活性，能导致细胞膜损伤[40]，在弧菌感染

中发挥致病作用 [41-42]。本次分离的坎氏弧菌 PvL-
1具有鞭毛基因、溶血素基因和 esrB、 mukF、
sodB、gloB 等毒力基因，这些基因与近年来报道
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图版 Ⅳ    坎氏弧菌 PvL-1攻毒后凡纳滨对虾肝胰腺病理特征

1. 健康凡纳滨对虾；2~3. 攻毒凡纳滨对虾；4. 自然发病凡纳滨对虾；H.E染色 40×；箭头所示组织病变分别为 B. 泡状细胞；F. 纤维细

胞；R. 吸收细胞；H. 血细胞浸润；N. 结节；T. 腺小管崩解；C. 弧菌样细菌

Plate Ⅳ    Histopathological characteristics in hepatopancreas of L. vannamei challenged with V. campbellii PvL-1
1. healthy L. vannamei; 2-3. L. vannamei challenged with PvL-1; 4. naturally morbid L. vannamei; H.E staining 40×; aarrow shows: B. blister cell; F. fib-
rillar cell; R. resorptive cell; H. hemocytic infiltration; N. nodule; T. tubules sloughing; C. Vibrio-like bacteria
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的病虾分离坎氏弧菌相应毒力基因的相似性均

在 96.9%以上，是近年来对虾坎氏弧菌的主要致

病基因。本研究分离的坎氏弧菌 PvL-1对健康凡

纳滨对虾的 LD50 为 2.94×104 CFU/尾，毒力高于

凡纳滨对虾发光病虾苗分离株 (虾苗 LD50 1.55×
106 CFU/尾和幼虾 LD50 1.7×10

6 CFU/尾) [14]，但略

低于副溶血弧菌对凡纳滨对虾的 LD50 7.96×10
3

CFU/尾[43]。

将本实验分离的坎氏弧菌 PvL-1注射凡纳

滨对虾，濒死虾病理切片可观察到肝胰腺细胞

脱落、小管上皮细胞崩解、血细胞浸润、B细胞、

R细胞和 F细胞等功能细胞无法分辨等特征性病

理变化，与副溶血弧菌引起的急性肝胰腺坏死

病有类似的病理特征，可能是坎氏弧菌的毒力

基因共同作用的结果。近年来也有关于坎氏弧

菌引起凡纳滨对虾 AHPND的报道，病虾表现出

典型的急性肝胰腺小管上皮细胞脱落的病理现

象，并从中检测到 PirA/PirB[16]。本实验分离的坎

氏弧菌 PvL-1对凡纳滨对虾有较强的毒力，AP4
检测为阳性，但 AP3、PirA/PirB 检测均为阴性。

近年来先后发现了副溶血弧菌、哈维氏弧菌等

其他弧菌引起的 AHPND，最新研究表明，不同

弧菌引起的凡纳滨对虾 AHPND，虽然症状相似，

但引起 AHPND的毒力基因所属质粒表现出较大

区别，如副溶血弧菌的 Pir 其质粒为 pVA，而哈

维氏弧菌则为 pVH，目前坎氏弧菌 Pir 的质粒还

未明确 [17]。本课题组分析了 7株不同坎氏弧菌分

离株的Pir 序列 (GenBank：MH890610、CP033136、
CP020078、 CP021148、 MH152522、 MH152521
和 MH152520)，发现坎氏弧菌与副溶血弧菌的

Pir 其同源性低于 75%，而坎氏弧菌间的 Pir 同

源性也低于 80%。引起宿主急性肝胰腺坏死病的

坎氏弧菌，其毒力基因和相关质粒有待于进一

步研究。
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Isolation, identification and pathogenicity analysis of luminous
Vibrio campbellii from Litopenaeus vannamei

LI Jinjin 1,     HONG Baohua 1,     NI Sizhen 1,     BAO Jiawei 2,     MA Rongrong 1,     YIN Fei 1,    
HE Jie 3,     LUO Huaming 3,     LI Chen 1,     HUANG Yuanming 2,     QIAN Dong 1*

(1. School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo    315211, China;
2. Zhejiang Hongye Seafood Co., Ltd., Taizhou    317000, China;

3. Fisheries Technology Extension Center of Taizhou , Taizhou    317000, China)

Abstract: A serious disease occurred in cultured white-leg shrimp, Litopenaeus vannamei, in greenhouse pond of
mariculture farm in Taizhou, Zhejiang Province, in 2019. The diseased L. vannamei showed corkscrew swimming,
anorexia, slow growth, hepatopancreas discoloured, with a mortality rate of more than 80% in 2-3 days. To study
the pathogenic mechanism of PvL-1 in L. vannamei, the bacteria were isolated from morbid L. vannamei with typ-
ical symptoms by using thiosulfate citrate bile salts sucrose (TCBS) agar, with the light Green colony of 3-7 mm in
diameter, luminous in dark and Gram negative rods. PvL-1 was identified as Vibrio campbellii with API20E bio-
chemical bacteria identification, with similarity of 90% to reference strains CAIM249. PvL-1 belonged to the same
cluster with V. campbellii CP020076 on phylogenetic analysis for fitZ, with 99.31% similarity to reference strains,
and  same  cluster  as  V.  campbellii  EF596552,  with  98.89%  similarity  to  gapA.  V.  campbellii  species-specific
primers were used for PCR test, with 328 bp band for PvL-1 and negative for V. rotiferianus and V. harveyi. These
results indicating that PvL-1 was a member of V. campbellii. PvL-1 can form typical β hemolyisis on sheep blood
agar and transparent circle on the milk agar, indicating the existence of hemolytic and extracelllar protease toxin.
Acute hepatopanergic necrosis, hemolysin gene, flagellate gene and other virulence genes of PvL-1 were analyzed,
indicating  that  PvL-1  has  virulence  genes  such  as AP4, TLH,  vcahHly,  flaC, mukF,  gloB,  sodB  and  esrB.  The
healthy L.  vannamei,  infected  with V.  campbellii PvL-1,  died  with  the  similar  symptoms  to  naturally  morbid L.
vannamei,  with  LD50  of  2.94×10

4 CFU/ind.  Histopathologic  examination  showed  that  PvL-1  challenged L. van-
namei  hepatopancreas  showed  tubular  epithelial  cells  massive  shed  and  sloughing,  hemocytic  infiltration  etc.,
which was similar to the naturally morbid L. vannamei. In summary, the luminescent V. campbellii PvL-1 was isol-
ated, with high pathogenicity, which expanded our cognition of the luminescent V. campbellii of L. vannamei.
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