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提要    利用 PCR 方法从 VP 基因组 DNA 中扩增出 trh 溶血素基因, 构建了大肠杆菌原核表
达载体, 对 trh 进行了表达和纯化, 经溶血活性检测, 复性蛋白具有溶血活性。同时还构建了 trh 
基因缺失株, 对 trh基因进行了基因敲除研究。结果表明, 单独敲除 trh基因并不能够影响菌株的溶
血活性, 说明副溶血弧菌还存在其它溶血素基因。 
关键词    VP, TRH, 克隆, 表达, 基因敲除 
中图分类号    S945.1 

副溶血性弧菌是海水中的天然宿主 , 广泛存在
于海水和其他咸水环境中 (DePaola et al, 1990; 
Fabbro et al, 2010)。副溶血弧菌通常被认为是养殖水
产动物的重要条件性病原 , 能引起大面积的水产动
物的患病死亡, 给海水养殖业造成巨大经济损失(许
兵, 1993; 牟海津等, 2000; 毛芝娟等, 2001; Lee et al, 
2003)。 

除了耐热直接溶血素(TDH)外, 神奈川现象阴性
菌株产生的相对耐热直接溶血素(TRH)也被认为是致
病性 VP 的另一个重要毒力因子。TRH 长度与 TDH
相同, 氨基酸序列具有 67%的同源性(Bej et al, 1999; 
McCarthy et al, 1999), 可能是从同一祖先基因通过
单碱基突变而来; TRH 与 TDH 抗原决定簇相同, 在
免疫学和生物学性质方面很相似, 具有溶血活性、肠
毒素活性、细胞毒性和心脏毒性(李孝权等, 2005); 但
TRH不耐热, 60℃, 10 min即可使其失活(Taniguchi et 
al, 1985, 1986; Shinoda et al, 1991)。trh基因编码溶血
素 TRH, 其基因家族内存在着显著的核苷酸序列差
异, trh1和 trh2二者同源性仅为 84%(Bej et al, 1999)。
此外, trh基因与尿素酶基因簇紧密连锁, 都位于小染

色体上, 尿素酶活性常用于诊断 trh 阳性的副溶血弧
菌菌株(Suthienkul et al, 1996)。 

目前对副溶血性弧菌溶血素 TDH 的性质及其致
病性已经有了较为系统的研究(Tang et al, 1997; Fab-
bri et al, 1999; Raimondi et al, 2000; Takahashi et al, 
2000; Wong et al, 2000; DePaola et al, 2003; Lang et al, 
2004; Puhr et al, 2006), 然而对溶血素 TRH的了解较
少, 需要更为深入的研究。本研究克隆了副溶血性弧
菌临床分离株 trh 基因, 构建了表达载体 pET28a-trh, 
对溶血素进行了表达和纯化, 同时还成功构建了 trh
基因缺失株 , 旨在为副溶血性弧菌的致泻和溶血的
机制、毒素的功能结构域等研究提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 

VP 临床分离株、E.coli TOP10、BL-21 菌株、
pET28a(+)原核表达载体、pEGFP-N1载体由中国动物
卫生与流行病学中心国家外来疫病诊断中心保存 ; 
pMD18-T simple和 pMD18-T克隆载体购自大连宝生
物工程有限公司。 
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1.2  主要试剂 
Ex Taq聚合酶、限制性内切酶、T4 DNA连接酶、

碱性磷酸酶(CIAP)等购自 TaKaRa 公司; 胶回收试剂
盒、质粒小量提取试剂盒、硫酸新霉素(neor)购自上
海华舜生物工程有限公司; 二抗 anti-rabbit IgG(Fab)- 
HRP、低分子量蛋白 Marker 购自 MBI 公司; 其它试
剂均为分析纯。 
1.3  trh基因的克隆、表达及纯化 

参考 GenBank 公布的副溶血弧菌 trh 基因序列, 
设计 1对特异引物: trhR: 5′-GCGGATCCTCATGAAA- 
CTAAAACTCTACT-3′, trhS: 5′-CGGAATTCTTAATT- 
TTGTGACATACAT-3′, 扩增得到溶血素 trh 基因片
段。将 trh基因与原核表达载体 pET-28a相连构建重
组表达质粒 pET28a-trh, 并对重组蛋白进行了诱导表
达及纯化(Fan et al, 2007; 孙婧等, 2010)。 
1.4  重组 TRH的复性及溶血性检测 

将纯化蛋白稀释至终浓度为 0.1 mg/ml, 置于透
析袋中 4℃透析 24 h, 各复性液除尿素浓度分别为 6、
4、2、1mol/L 不同外其余各组成成分相同(100mmol/L 
NaH2PO4; 10 mmol/L Tris-HCl; 100 mmol/L 氧化型谷
胱甘肽; 900 mmol/L还原型谷胱甘肽, pH 8.0), 最后
将透析袋放入蔗糖中浓缩。复性蛋白经 DTT 活化后
接种在 5%兔血琼脂平板上, 37℃培养约 24 h, 4℃放
置 24 h后, 观察其溶血现象。 
1.5  骨架质粒 pMD18-T-neo的构建 

根据载体 pEGFP-N1的全序列, 用 Primer 5.0软
件在 neor 的前后设计扩增 neor 的上下游引物, 引物
序列为:  

P1: 5′-GCGGAACCCCTATTTGTTTATT-3′ 
P2: 5′-GCTTGGTCGGTCATTTCG-3′ 
扩增的片段包含 neor 表达所需的启动子和终止

子, 胶回收扩增的 neor 产物, 用 T4 DNA 连接酶在
16℃下与载体 pMD18-T 进行连接反应, 构建骨架质
粒 pMD18-T-neo。 
1.6  trh基因打靶载体的构建 
1.6.1   trh基因打靶载体同源臂的克隆    以 VP基 

因组 DNA 为模板, 利用表 1 所列引物进行 trh 基因
前、后同源臂的 PCR扩增, PCR产物用胶回收试剂盒
进行纯化回收, 将所得目的片段插入载体 pMD18-T 
simple, 转化 E. coli TOP10感受态细胞, 经 PCR和双
酶切鉴定后由上海生工生物工程有限公司测序。 
1.6.2  trh 基因打靶载体的构建    将 pMD18-T-neo
质粒用限制性内切酶 BamHI 和 SalI 进行双酶切, 胶
回收 neor片段; 将 pMD18-T-neo质粒用限制性内切酶
KpnI和PstI进行双酶切, 胶回收线性的 pMD18-T; 将
回收的大片段 pMD18-T和小片段 neor与 trh基因前、
后同源臂双酶切回收产物进行连接 ; 连接产物转化
入 E.coli TOP10感受态细胞中, 37℃培养箱中倒置培
养 12—16 h; 然后采用 SalI和 PstI与 KpnI 和 BamHI
同时双酶切的方法进行鉴定。 
1.7  电转化 

制备副溶血弧菌感受态细胞 , 将构建的基因打
靶载体 pMD18-T-neo-trh 用 KpnI 和 pstI 进行双酶切, 
得到约 1.9 kb的线性转化片段, 与 100 μl副溶血弧菌
感受态细胞混合, 加入预冷的 0.22 μm 的电击杯中, 
1.5 kV 的电压电击 15 ms, 将电转化产物涂布于含
100 μg/ml Neor TCBS固体平板上, 37℃温箱倒置培养
16—20 h。 
1.8  trh基因缺失菌株的筛选及溶血性检测 

在 neor 抗性平板上挑取单菌落 , 提取基因组
DNA, 以转化子基因组 DNA 为模板, 用引物 Rneo 
(5′-GACCACCAAGCGAAACAT-3′)和 RV-out(5′-GCT- 
CTCATATGCTTCGACATTGACG-3′)进行 PCR 筛选; 
将扩增到的 PCR 产物纯化后送上海生工生物工程有
限公司进行测序(刘杰等, 2007; 喻江等, 2010)。筛选
到的 trh基因缺失株接种在 5%兔血琼脂平板上, 37℃
培养约 24 h, 4℃放置 24 h后, 观察其溶血现象。 

2  实验结果 

2.1  trh基因的表达及纯化 
将阳性重组质粒 pET28a-trh转化 E.coli BL21感 

 

表 1  同源臂 trh-front 和 trh-back 引物 
Tab. 1  Primers of homologous arms trh-front and trh-back 

引物名称 序列 内切酶 1) 

trh-front-up ATCGGTACC CTCTACTTTGCTTTCAG KpnI 

trh-front-down TTAGGATCCTTGTTTTTTCTGATTTTG BamHI 
   

trh-back-up CCTGTCGACCAAAATCAGAAAAAAC SalI 

trh-back-down TTACTGCAGTTAATTTTGTGACATACAT PstI 

1) 引物的酶切位点用下划线标识 
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受态细胞后, IPTG诱导培养, 经 SDS-PAGE电泳发现
诱导菌体在约 27 kDa处出现了一条蛋白带与预期大
小相符; Ni2+亲和树脂纯化的重组蛋白经 SDS-PAGE
电泳后也发现了与诱导表达产物分子量一致的带型

(图 1)。 
 

 
 

图 1  重组蛋白在 E.coli中的表达 
Fig.1  Expression of recombinant protein in E.coli 

1. 低分子量蛋白 Marker; 2. 未诱导的重组阳性质粒菌; 
3、4. IPTG诱导的重组阳性质粒菌; 5. 纯化的重组蛋白 

 
2.2  重组 TRH溶血活性检测  

将 TRH变性蛋白、DTT 活化后的复性蛋白分别
加入兔血平板, 37℃培养 2—3h 后, 可见复性TRH孔
周围出现溶血现象 , 而变性蛋白和阴性对照孔周围
无溶血现象(图 2a)。 
2.3  trh基因打靶载体的鉴定 

以 VP 基因组 DNA 为模板, 以表 1 所示引物扩
增 trh 基因前、后同源臂, 与预期大小 350 和 200bp
相符 ; 将克隆的 trh 基因前、后臂插入骨架质粒
pMDl8-T-neo中, 构建打靶载体 pMD18-T-neo-trh。 
 

 
 
图 2  重组 TRH溶血活性检测(a)和 trh基因缺失株的 

溶血活性检测(b) 
Fig.2  Hemolysis of the recombinant TRH (a) and trh gene  

deleted mutant (b) 
a图: 1、3、5. 复性 TRH; 2、4、6. 变性 TRH; 

7、5. mmol/L DTT 

为验证基因打靶载体 pMD18-T-neo-trh 的可靠性, 
对其进行了两组双酶切鉴定, 分别为: (1) 利用 PstI
和 SalI 进行双酶切, 产生大小约为 200 bp 和 4.4 kb
的两个片段; (2) 利用 KpnI和 BamHI进行双酶切, 产
生大小约为 350 bp和 4.2 kb的两个片段(图 3A)。 
2.4  trh基因缺失株的筛选 

为进一步鉴定重组为发生在 trh基因位点的双交
换重组, 即 neor正确插入到 trh 之中, 以转化子的基
因组 DNA为模板, 进行 PCR检测。 

如果 1.9 kb 的线性片段与 VP基因组 DNA发生
同源重组, trh同源序列之间的 54 bp基因组 DNA将
被 neor表达单元所取代, 因此利用在 neor上设计引物

Rneo和 trh基因 B端设计引物 RV-out进行 PCR检测, 
将得到约 700 bp的特异片段; 如果 1.9 kb线性片段随
机插入染色体基因组 , 则 trh 基因没有被破坏 , 以
Rneo、RV-out 引物对转化子进行 PCR 检测时就不会
有 700 bp特异片段出现。对 168个转化子进行 PCR
检测, 发现只有 trh157得到约 700 bp的特异片段, 其
它 167个转化子无特异性条带, 结果初步表明 trh157
为 trh基因缺失株(图 3B)。 

为从核苷酸序列水平进一步证明 trh157 确实发
生了 trh基因的缺失, 将扩增的 PCR产物用胶回收试
剂盒纯化回收并进行测序 , 序列测定结果与预期完
全一致, 证明 trh157为 trh基因缺失株。 
2.5  trh基因缺失株的溶血性检测 

将 trh 基因缺失株接种在 5%的兔血琼脂平板上 
 

 
 
图 3  基因打靶载体 pMD 18-T-neo-trh的酶切鉴定结果(a)

和 trh基因缺失株的筛选(b) 
Fig.3  Restriction enzyme analysis of gene targeting vector pMDl8- 

T-neo-trh(a) and PCR detection of trh gene deleted mutant (b) 
a图: 1. DL2000 Marker; 2. KpnI和 BamHI双酶切结果; 3. PstI

和 SalI双酶切结果; 4. DL15000 Marker 
b图: 1. 非同源重组转化子的 PCR检测结果; 2. 同源重组转化

子的 PCR检测结果; 3. DL2000 Marker 
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进行溶血性检测, 缺失株仍然存在对兔血的溶血性,
从而可以说明单独敲除 trh 基因并不影响 VP 菌株的
溶血性(图 2B)。 

3  讨论 

近年来, 随着水产养殖业的迅猛发展, 养殖规模
不断扩大, 养殖密度也逐渐增加, 导致养殖水域环境
逐年恶化, 疾病发生越来越频繁, 给养殖业造成了巨
大的经济损失。而弧菌是引起疾病的主要病原, 这其
中又以副溶血弧菌、哈氏弧菌、溶藻弧菌最为严重

(Rodgers et al, 1998; 王国良等 , 2000; 吴后波等 , 
2002; 覃映雪等, 2004)。 

一般认为, VP 的主要致病作用是其能够产生耐
热直接溶血素(TDH)、相对耐热直接溶血素(TRH)和
不耐热直接溶血素 (TLH)中的一种或数种溶血素
(Nishibuchi et al, 1995), TRH+的临床分离株在亚洲国

家和美国沿海地区均有报道(Wong et al, 2000)。Xu等
(1994)利用基因突变技术, 用单纯 TRH+的 VP 菌株
构建只含有其后半部分序列的突变菌株 TH3966, 研
究发现, TH3966 失去溶血作用, 但仍能引起兔回肠
积液, 提示 TRH 的 N 端可能与溶血活性有关, 而 C
端与肠毒性有关, 但在 TH3966 没有发现与 TRH 有
交叉免疫反应的产物, 尚不能排除除了 TRH、TH3966 
的肠毒性有可能是其它毒力因子所致。本实验利用

PCR技术从实验室保存的 VP临床分离株中成功地扩
增出 trh 基因 , 经序列测定和比对 , 核苷酸序列与
Genbank 上已发表的序列的同源性为 98.6%, 因此可
以确定该菌株为 TRH+菌株; 并将克隆到的 trh 基因
用大肠杆菌原核表达系统进行了表达和纯化 , 由于
本实验使用的表达载体是 pET-28a(+), 融合蛋白是以
不溶性的包涵体形式存在, 作者采取逐步透析、降低
蛋白浓度、加入氧化还原剂等复性方法对纯化的蛋白

进行了复性, 经检测复性 TRH 具有溶血活性, 说明
trh溶血素基因的表达是准确的。 

本实验还对该菌株进行了基因敲除研究 , 将筛
选到的 trh 基因缺失株接种在 5%的兔血琼脂平板上
进行溶血性检测 , 缺失株仍然可引起兔红细胞的溶
血, 说明敲除 trh 基因并不影响该菌株的溶血性。经
进一步的实验证实该临床分离株还同时含有 tdh 和
tlh 两个溶血素基因, 因此, 研究溶血素基因的功能
和 VP 致病机理的工作还远未结束, 如果在一株菌上
同时将这 3个基因中的任何 2个基因或将这 3个基因
同时敲除, 必须分别构建 2种或 3种带有不同标记基

因的敲除载体来进行敲除, 这还将需要大量的工作。 
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CLONING, EXPRESSING AND CONSTRUCTION OF GENE DELETED MUTANT OF 
TRH OF VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS 

ZHAO Yong-Gang1,2, TANG Xiao-Qian1, ZHAN Wen-Bin1 
(1. Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao, 266003;  

2. China Animal Health and Epidemiology Center, Qingdao, 266032) 

Abstract    Vibrio parahaemolyticus (VP) is a Gram-negative, facultative anaerobic marine bacteria, which is an impor-
tant pathogen in aquaculture. TRH (TDH-related hemolysin) is one of major virulence factors produced by VP. The bio-
logical function and nosogenesis of trh gene remains completely unknown. In this study, we cloned trh gene from the ge-
nome DNA of VP by polymerase chain reaction (PCR). The PCR product was purified and inserted into prokaryotic ex-
pression vector pET-28a(+). The recombinant TRH was successfully expressed in E. coli strain BL21(DE3)and purified by 
Ni-IDA affinity chromatography. The recombinant TRH was activated and showed the hemolytic activity after renaturation. 
Targeting vector of trh gene was constructed by homologous recombination and gene deletion mutant was identified by 
PCR. Hemolysis was identified on 5% rabbit blood agar plate, The gene deleted mutant could induce hemolysis. It indi-
cated that knockout of single gene had no influence on hemolysis of VP. In summary, the results have laid a good founda-
tion for further exploration of the pathogenicity of VP from sea food isolates. 
Key words    Vibrio parahaemolyticus, TRH, Cloning, Expression, Gene knockout 


