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养殖石斑鱼溃疡病病原哈维氏弧菌胞外产物的研究

陈雅芳,王 军,苏永全,覃映雪,王世锋

(厦门大学 海洋与环境学院, 福建 厦门 361005 )

摘要:以网箱养殖的患溃疡病青石斑鱼 ( Ep inep hlus aw oara)和斜带石斑鱼 ( E p inep hlus co

ioid es )分离的哈维氏弧菌( V ibr io har vey i) TS 628 菌株为研究对象, 采用平板玻璃纸覆盖技

术,获得该菌株的胞外产物( ECP) ,并对其成分进行分析。利用杯碟法研究表明, 哈维氏弧

菌 TS 628 菌株的胞外产物具有酪蛋白酶、明胶蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶、卵磷脂酶等多种酶

活性和溶血活性,且溶血性物质具有热不稳定性。SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳( SDS PAGE)

及考马斯亮蓝 R 250 染色分析表明, ECP 蛋白条带主要集中在分子质量范围 25. 0~ 66. 2 ku

之间,经不同时间培养所获得的 ECP 在凝胶上显示出的蛋白条带几乎一致。采用复性电泳

方法( G PAGE)分析了哈维氏弧菌及其它 4 种弧菌属细菌的 ECP 蛋白酶活性, 结果发现哈

维氏弧菌 ECP在酸性条件下, 蛋白酶活性较强, 在碱性条件下,蛋白酶带明显减少, 活性很

弱。在相同的 pH 条件下, 5 种弧菌中以副溶血弧菌的 ECP 蛋白酶活性最强, 种类多, 分子

质量范围宽;而哈维氏弧菌的蛋白酶带较少,活性也稍弱。
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弧菌病是世界各地海水养殖鱼、虾、贝类等动物

中普遍流行、危害最大的细菌性疾病之一 [ 1]。弧菌

的致病性取决于其与宿主细胞间的相互作用, 在致

病过程中,弧菌会产生多种胞外产物,其中与致病有

关的毒力因子包括胞外蛋白酶、溶血素、细胞溶素及

肠毒素等[2] 。有关弧菌属细菌胞外产物的研究大部

分集中于副溶血弧菌 ( Vibr io parahaemoly ticus ) [3] 、

河流弧菌( V ibrio f luvialis ) [4] 、溶藻弧菌( V ibrio al

ginoly ticus ) [5] 等, 而关于哈维氏弧菌 ( V ibr io har

vey i)的少见报道。

近年来以哈维氏弧菌为主要致病菌的水产养殖

疾病频频爆发[6~ 9] ,造成了严重的经济损失。作者以

哈维氏弧菌 TS 628 菌株为研究对象,对其胞外产物

进行研究,以期为病原弧菌致病性的研究提供一定

的理论依据。

1 材料和方法

1. 1 菌株

哈维氏弧菌 TS 628 菌株为本实验室 2004 年夏

季从厦门同安湾网箱养殖场患溃疡病的青石斑鱼

( Ep inephlus aw oara)和斜带石斑鱼 ( E p inep hlus co

ioides )分离得到,副溶血弧菌、河流弧菌、溶藻弧菌、

费氏弧菌( Vibr io f is cheri ) [10] 菌株由本实验室提供。

1. 2 哈维氏弧菌胞外产物( ECP)的制备

采用平板玻璃纸覆盖技术[11] 于 25 分别培养

24, 36, 48 h,获得该菌株不同培养时间的胞外产物

( ext racellular product, ECP ) , 暂名为 E24 , E36和 E48。

上清液经透析、抽提, 过滤除菌得 ECP 蛋白, 于 4

保存。ECP 中的蛋白质质量采用考马斯亮蓝 G 250

比色法测定[ 12] 。

1. 3 胞外产物的活性分析

用杯碟法[ 13] 定量分析了 ECP 中各种酶活性以

及溶血活性。分别用陈海水配置含明胶( 0. 4%) ,酪
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蛋白( 0. 4% ) , 淀粉 ( 0. 2% ) , 蛋黄 ( 2. 5% ) , 吐温 80

( 1. 0% ) ,尿素( 2. 0% )及酚红指示剂等的琼脂平板以

及脱纤维绵羊血平板, 将无菌的滤纸片贴于平板上,

加入 ECP蛋白制品, 35 保温 48 h 后,分析 ECP 蛋

白中各种酶活性以及溶血活性。

1. 4 ECP的溶血价及其热稳定性检测

参照邱德全[14] 方法测定 E24 , E36和 E48对绵羊

血红细胞( M )和罗非鱼血红细胞( L )的溶血价。并

将 ECP 在高温( 100 )下水浴处理 10 min, 检测其

溶血价变化情况。

1. 5 ECP粗提蛋白的分离

根据萨姆布鲁克 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳

( SDS PAGE)分离[ 15] , 制备聚丙烯酰胺密度为 10%

的分离胶、5%的积层胶, 厚度 1 mm。加入蛋白质量

为 4 g 的 ECP 粗提液, 4 电泳。考马斯亮蓝 R 250

染色。

1. 6 ECP蛋白酶( ECPase)的活性分析

参照 Heussen [ 16] 和姜微波[ 17] 方法, 利用复性电

泳( G PAGE)对 ECP 蛋白酶活性进行分析。制备

 分离胶!时加入 0. 1%的明胶作为底物蛋白。电泳

后, 用复性缓冲液 ( 2% T ritonX 100, 50 mmol/ L

T ris H Cl, pH 7. 5)漂洗 2 次, 每次15 min。再将胶板

置于孵育液( 0. 1 mo l/ L 甘氨酸、5 mmo l/ L CaCl2 , 调

pH 为 4. 5, 7. 0, 9. 5 三种孵育液) 37 下保温 3 h。

考马斯亮蓝 R250 染色 30 min, 然后放入脱色液(甲

醇∀乙酸∀双蒸水= 3 ∀ 1 ∀ 6)至酶活性区域清晰透

亮。

2 结果

2. 1 哈维氏弧菌 TS 628菌株胞外产物的活

性分析

以杯碟法测定 E24 , E36和 E48的酶活性表明, E24

和 E36具有酪蛋白酶、明胶蛋白酶和淀粉酶活性, 但

不具有脂肪酶、尿酶和卵磷脂酶活性; E48具有酪蛋白

酶、明胶蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶、卵磷脂酶等多种酶

活性, 但不具有尿酶活性。等蛋白质量的 E24 , E36和

E48中,明胶酶蛋白酶活性较强。另外, E24 , E36和 E48

对羊红细胞均具有一定的溶解能力(表 1)。

表 1 TS 628菌株胞外产物活性分析

Tab. 1 The activities of extra cellular products of Vibrio harveyi TS 628

样品名称
蛋白质量

( g)

酶活力

脲酶 明胶蛋白酶 卵磷脂酶 脂肪酶 淀粉酶 酪蛋白酶 溶血活性

E24 6. 5 - + + + - - + + + + + +

E36 6. 5 - + + + - - + + + + + +

E48 6. 5 - + + + + + + + + + + + + + + +

对照组 0 - - - - - - -

注: + + + 表示酶活性高; + + 表示酶活性较高; + 表示酶有活性; - 表示酶无活性

2. 2 ECP的溶血价测定及热稳定性检测

表 2 可知,哈维氏弧菌 T S 628 菌株的 ECP 对绵

羊血红细胞( M )不敏感, 其溶血价都为 0; 对罗非鱼

血红细胞( L )有较敏感的溶血效应, 其中 E48的溶血

活性最高,为 256; E36和 E24的溶血活性较弱,溶血价

均为 4。ECP经高温处理后, 几乎丧失溶血活性, 表

明 TS 628 菌株胞外产物中的溶血性物质具有热不

稳定性。

2. 3 ECP粗提蛋白的分离

ECP 蛋白的 SDS PAGE 图谱如图 1 所示。从凝

胶图谱上可以看出 E24 , E36和 E48显示出的蛋白条带

数基本一致, 表明 E24 , E36和 E48的蛋白成分几乎相

同, 其中有 4 条蛋白质条带最明显, 其分子质量分别

为 60, 35. 0, 31和 27 ku。

表 2 TS 628菌株胞外产物的溶血价测定

Tab. 2 The hemolytic titer of ECP of Vibrio harveyi TS 628

分析对象 ECP 对 M 的溶血价 ECP 对L 的溶血价

E48 0 256

E36 0 4

E24 0 4
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图 1 T S 628菌株E CP蛋白的 SDS PAGE图谱

Fig. 1 SDS PAGE of ECP protein of

Vibr io harv ey i TS 628

1. E24粗提蛋白 ; 2.蛋白质分子质量标准

3. E36粗提蛋白; 4. E48粗提蛋白

1. E24; 2. m olecu lar mass marker; 3. E36; 4. E48

2. 4 ECP蛋白酶( ECPase)的活性

2. 4. 1 哈维氏弧菌 T S 628 菌株的 ECPase活性

G PAGE 法对 E24 , E36和 E48的蛋白酶活性研究

表明(图 2) : ( 1)在同一 pH 条件( pH 4. 5, 7, 9. 5) ,这

三者的蛋白酶带基本一致,只是蛋白酶活性存在差异,

在 25~ 31 ku 之间, E48的蛋白酶活性最强, E24相对稍

弱, E36的酶活性最弱; 在 66. 2~ 116 ku, E36和 E24的

蛋白酶活性都很强, E48的酶活性最弱; 三者均含有

活性较强、分子质量为 60 ku 的蛋白酶。( 2)三者中

不同分子质量的蛋白酶显示出不同程度的 pH 依赖

性。66. 2 ~ 116 ku 之间的蛋白酶在不同 pH 条件

( pH 4. 5, 7, 9. 5)下, 酶活性没有太大变化。pH 4. 5

时, 蛋白酶活性较强。25~ 31 ku 之间的蛋白酶活性

则表现出较大的 pH 依赖性。当 pH < 7 时, 蛋白酶

活性最强; pH #7 时, 蛋白酶活性减弱。据此, 可认

为哈维氏弧菌的胞外蛋白酶在 pH < 7 时, 水解作用

效率高, 表现出较强的活性; 当 pH = 7. 0 时蛋白酶的

种类与 pH < 7 时相似,只是活性稍弱; 而 pH > 7 时,

25~ 31 ku 之间的蛋白酶活性受到抑制 。

2. 4. 2 哈维氏弧菌 TS 628 菌株和其它 4 种弧菌的

ECPase 活性

由上可知,哈维氏弧菌TS 628 菌株的 ECPase活性

在 pH 4. 5 时最强,图 3 比较了在 pH 4. 5 时 TS 628 菌

株与副溶血弧菌、费氏弧菌、河流弧菌、溶藻弧菌的

ECPase活性,可以看出: 5种弧菌的 ECPase酶谱的差异

较大,相同的蛋白酶带主要集中在 25~ 31 ku之间,其中

副溶血弧菌的 ECPase的种类较多, 分子质量范围也较

宽( 25~ 116 ku) ,且均表现出很强的活性。费氏弧菌、河

流弧菌和溶藻弧菌这 3 种弧菌的 ECPase 酶谱差异较

小,相同的蛋白酶带较多, 活性较强的蛋白酶都主要集

中在25~ 31 ku 之间。哈维氏弧菌相对其它4 种弧菌的

ECPase酶带较少,活性也较弱。

图 2 T S 628菌株在不同 pH 条件下的 ECPase种类及活性

Fig. 2 The act ivit ies and sort s of the ECPase in Vibrio har v eyi T S 628 at dif feren t pH

a. pH 4. 5; b. pH 7; c. pH 9. 5
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图 3 pH 4. 5时 5种弧菌的 ECPase 种类及活性

Fig. 3 Th e activit ies and sort s of the ECPase

of 5 species in Vibrio at pH 4. 5

a.哈维氏弧菌; b.副溶血弧菌; c.费氏弧菌

d.河流弧菌; e.溶藻弧菌

a. Vibr io harv ey i ; b. V. p arahaem olyt ic us

c. V. f i scher i ; d. V . f luv ial i s; e. V . alginoly ti cus

3 讨论

关于弧菌属细菌胞外产物的致病性研究很多,

Inamura[ 9]等证实鳗弧菌的胞外产物可致多种鱼类死

亡,认为胞外产物中的蛋白酶和外毒素是其主要致

病因子。Chow dhury[18] 等对最小弧菌的胞外蛋白酶

研究表明,这种蛋白酶可以提高最小弧菌对宿主血

管的穿透性,并引起水肿的形成。许兵等[12] 研究了

对虾红腿病爆发的原因时发现, 副溶血弧菌、溶藻弧

菌的胞外产物具有多种酶活性, 是对虾致死的主要

原因。牟海津等[3] 对副溶血弧菌胞外产物致病性研

究表明,副溶血弧菌的多种胞外酶活性是细菌侵染

中国明对虾的主要成分之一, 其中蛋白酶及耐热性

溶血素是影响细菌毒力的重要因素, 而其它酶类, 如

卵磷脂酶、脂肪酶等在感染对虾过程中也起到了重

要的辅助作用。本实验首次对海水养殖石斑鱼病原

菌哈维氏弧菌胞外产物进行初步探讨, 结果表明, 哈

维氏弧菌胞外产物中也具有多种酶活性以及溶血活

性,其中酪蛋白酶及明胶蛋白酶活性较强。由于蛋白

酶能分解组织蛋白,溶解纤维蛋白, 阻止伤口愈合,从

而增强了细菌毒性[ 19~ 21] 。可以预测, 当病原菌通过

自身分泌的蛋白酶干扰了宿主机体的平衡, 促进病

原菌在宿主组织中的繁殖, 并随血淋巴运动到全身

各器官,严重破坏凝血系统的酶活性,并与外毒素等

联合作用,致使血细胞溶解, 最终造成宿主的溃烂死

亡。作者对哈维氏弧菌各种胞外酶活性的测定对于

分析其致病作用提供了证据,但其致病机理有待进一

步研究。

哈维氏弧菌是一种海水鱼类养殖中常见的条件

致病菌, 其致病性与鱼体的生理状态及养殖水域环境

的理化条件直接相关。

从复性电泳技术对哈维氏弧菌 TS 628 菌株胞外蛋

白酶活性分析结果可以看出,胞外蛋白酶在pH< 7时表

现出较强的活性,种类也较多;而在 pH> 7 时,蛋白酶

活性则受到抑制。这与钟硕良等[22] 研究相似, 该结

果认为, 哈维氏弧菌在较低的酸碱度( pH < 7. 6)下生

长较快, 对虾仔虾也较易感染发光病。毛芝娟[23] 等

在哈维氏弧菌培养工艺的研究中也指出,酸性的培养

条件有利于哈维氏弧菌的生长。在作者的调研与实

验中, 哈维氏弧菌一般在高温季节引起疾病的爆发,

可能是因为, 养殖区的网箱布局不合理, 水流不畅,养

殖密度过大, 残饵及养殖动物的排泄物日益积累, 丰

富的有机质发酵分解导致水体中的 pH 也随之下降,

这样, 一方面促进病原菌的生长速度, 导致水体中病

原菌数量增多 ,另一方面, 由于胞外蛋白酶可以破坏

宿主的体质及免疫系统 ,当水体 pH < 7 时,胞外蛋白

酶的活性逐渐增强,导致宿主抵抗力下降, 从而利于

病原菌的进一步侵染。

副溶血弧菌、溶藻弧菌、费氏弧菌及河流弧菌均

被认为是较重要的水产病原菌,国内外有关这 4 种弧

菌胞外产物的致病机制研究较为深入。诸多研究结

果表明, 胞外蛋白酶在这 4 种弧菌的致病过程中均直

接发挥了致病作用,是决定细菌毒力的重要因素。作

者试分析比较哈维氏弧菌与这 4 种常见致病弧菌的

胞外蛋白酶活性。结果表明,哈维氏弧菌相对于其它

4 种弧菌的胞外蛋白酶带较少,活性也相对较弱。但

蛋白酶活力的减弱是否会直接影响病原菌的毒力,现

尚不清楚, 还需进一步研究。
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Study on the extra cellular products ( ECP) of the pathogenic
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Abstract: A pathogenic str ain of Vibr io har vey i named T S 628 was iso lated fr om the farmed E p inep hlus

aw oara and Ep inephlus coioides suffer ing from ulcered syndrome . T he ext ra cellular products ( ECP ) of the

bacter ia wer e found to show gelatinase, amy lase, lipase, pho spholipase, caseinase activities and haemoly tic

pr operty . ECP samples obtained fr om the SDS poly acry lamide gel eletropho resis ( SDS PAGE) after different

incubation periods pr oduced almost t he same bands. The molecular weights o f the pr oteins in these ECP mainly

ranged from 25. 0 ku t o 66. 2 ku. The ext racellular pro teinase ( ECPase) activit ies o f V . har v ey i and the o ther

four V ibrio species ( V . f ischer i, V . p arahaemoly ticus , V . f l uv ialis, V . algino ly ticus) w ere compared by

SDS gelat in po lyacr ylamide gel electr opho resis ( SDS GPAGE ) and stained w ith coomassie brilliant blue R

250. T he results from the SDS G PAGE of these ECPases indicated that: ( 1) Fo r V . har vey i, the act ivity

and the so rts of ECPase under acidic condition w ere higher and mo re than tho se under basic condition; ( 2) In

the same case, ECPase of V . parahaemoly ticus had the str ongest activ ity and various styles as well as wide

molecular weight r ange among the f ive Vibr io species, and it seemed that there a re the low er prot einase act ivity

and less sort s o f the ECPase in V . har vey i.
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