
 

 Marine Sciences / Vol. 42, No. 11 / 2018 43 

实验室海月水母大规模解体的初步研究 
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摘要: 本实验针对两次突发的饲养海月水母(Aurelia aurita)大规模烂洞解体状况, 通过对病灶处进行

细菌培养, 从其中每次发病水母中均各分离到 2 种优势病原菌菌株, 利用 PCR 扩增和 DNA 测序技术, 

获得优势菌株 16S rRNA 基因序列, 通过生物信息比对分析显示, 导致两次海月水母发病的病原菌菌

株分别为 2 种嗜冷杆菌(Psychrobacter sp.)和 2 种弧菌(Vibrio splendidus & Vibrio neptunius)。通过利用

福林酚法进行此四种优势菌株的细菌发酵培养液蛋白酶活性的测定, 结果显示, 此 4 种细菌均具有较

强的蛋白酶活性。根据实验结果推测, 分离所得的 2 种嗜冷杆菌菌株(Paa1&Paa2)和 2 种弧菌菌株

(Vaa1&Vaa2)作为此次发病海月水母的病原菌, 有可能均是通过分泌胞外蛋白酶侵蚀水母伞体, 从而导

致伞体烂洞解体。通过本次实验分析, 推测自然条件下水母暴发后的快速消亡是由水母自身免疫下降

与细菌侵染的共同作用导致。 
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海月水母(Aurelia aurita Linnaeus, 1758)隶属于

刺胞动物门(Cnidaria)钵水母纲(Scyphozoa)旗口水母

目(Semaeostomeae)洋须水母科(Uimaridae)海月水母

属(Aurelia), 广泛分布于 70°N, 40°S 海区水域中[1]。在

我国青岛、烟台、威海、大连等沿海均有分布, 是我

国海域大型水母优势种之一[2]。近几十年来, 水母暴

发事件在世界海域频繁发生[3-5], 这严重威胁了海洋

生态系统, 并对海洋渔业、滨海旅游业、沿海工业等

造成了严重危害, 带来了巨大的经济损失。海月水母

作为大型水母暴发的主要种类之一, 广泛分布于世

界各地, 并自 20 世纪中末期开始在全球诸多地区频

繁暴发, 包括日本、印度、希腊、英国、澳大利亚等

各国海域[4, 6-7]。近年来, 我国烟台、威海、青岛、

秦皇岛等沿海海域也多次出现海月水母异常暴发现

象 [8-10], 引起了人们的关注。 

虽然海月水母暴发带来了巨大的海洋生态危机, 

但与此同时 , 海月水母作为一种常见的水母种类 , 

泳姿优雅飘逸, 具有较高的观赏价值。并且随着水母

饲养繁殖技术的不断成熟, 海月水母逐渐实现大规

模的饲养繁殖, 成为各大水族馆展示以及水族爱好

者的宠儿。 

在海月水母人工养殖过程中 , 作者发现由细菌

引起的水母大规模发病解体是制约海月水母饲养繁

殖顺利进行的重要因素。目前, 国内外关于海月水母

病原菌的相关研究鲜见报道。本实验利用分子生物

学技术对从发病海月水母中分离出的病原菌进行

16S rRNA 基因序列克隆和 DNA 测序, 并对所获得

的序列进行相关生物信息学分析, 进而完成海月水

母病原菌的分类鉴定。同时, 实验测定分析了海月水

母病原菌的蛋白酶活性, 为进一步探讨海月水母细

菌致病机理以及自然条件下水母暴发后水母消亡机

制奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验所用材料来自青岛海产博物馆实验室内繁

殖饲养的海月水母。 

1.2  实验方法 

1.2.1  发病海月水母病灶处的菌株培养 

青岛海产博物馆实验室分别于 2015 年 2 月 15
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日与 2017 年 4 月 24 日突发两次饲养海月水母大规

模伞体烂洞现象。从实验缸中随机取 3 只烂洞海月

水母 , 从烂洞伞体处用无菌手术刀取下病灶组织 , 

利用灭菌后的玻璃匀浆器在冰上进行研磨匀浆, 将

所获得的组织匀浆液均匀涂布在 2216e 培养基平板

上, 放置 25℃培养箱培养过夜, 至生长出密度大小

适中的菌落。同时以未烂洞的正常海月水母、源水

样品、发病水母缸中海水样品进行相同条件下细菌

培养实验作为对照。 

1.2.2  PCR 扩增菌落 16S rRNA 基因序列 

观察平板上菌落生长情况 , 挑取不同表型的优

势菌落进行菌落 PCR 从而获得目的基因。使用细菌

16S rRNA 基因序列通用引物 , 其正向引物为 16S 

rDNA-F (5'-AGAGTTTGATC CTGGCTCAG-3')[11], 
反向引物为 16S rDNA-R (5'-GGTTACCTTGTTACG 

ACTT-3') [12], 并由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成。通过 PCR 扩增获得 16S rRNA 基因序列目

的片段, PCR 反应体系为 25 μL︰l μL 菌液模板, 1×

reaction 缓冲液, 1.5 mmol/L MgCl2, 0.2 mmol/L dNTP, 

2 mmol/L 正向引物, 2 mmol/L 反向引物以及 1.25 U 

Taq DNA 聚合酶(TaKaRa), ddH2O 补足到 25 μL。PCR

扩增条件: 94℃预变性 4 min, 1 个循环; 94℃变性 50 s, 

55℃退火 50 s, 72℃延伸 60 s, 35 个循环; 72℃延伸

10 min, 1 个循环。 

1.2.3  PCR 产物的回收纯化, 目的基因的获得及生

物信息学分析 

PCR 产物在 1%的琼脂糖凝胶中进行电泳, 使用

凝胶成像系统观察照相后 , 切下特异性目的条带 , 

并利用 DNA 胶回收试剂盒(上海生工公司)对目的片

段进行回收, 然后克隆到 pMD19-T载体(大连宝生物

公司)。重组质粒转化至大肠杆菌 TOP10 菌株, 产生

的阳性克隆经 PCR 验证后进行测序。所获得的目的

DNA 序列利用 NCBI BLAST 程序(http: //www.ncbi. 

nlm.nih.gov)进行序列同源性比对以及相似性分析 , 

利用 MEGA 4.1 软件进行系统发生和进化分析, 系

统树采用 Neighbor-joining 方法构建。 

1.2.4  优势菌的发酵及蛋白酶活性测定 

将细菌接种到 100 mL 的 2216e 液体培养基中进

行扩大培养, 于 25℃摇床中 200 r/min 恒温振荡培养

过夜。 

利用福林-酚试剂法[3]进行蛋白酶活性的测定。

以 1 mL样品为反应测定溶液, 向试管中加入 0.5%的

酪素溶液 2 mL, 37℃水浴准确反应 15 min, 立即加

入 10%的三氯乙酸 3 mL 终止反应, 取出反应液常温

离心(6000 r/min, 2 min), 去除沉淀后吸取上清液 1 mL, 

向其中加入 0.55 mol/L Na2CO3 溶液 5 mL, 再加入福

林-酚试剂 1 mL, 于 37℃恒温水浴中显色 15 min, 然

后在 680 nm 波长下比色测定, 以蒸馏水作为对照, 

读取反应液 OD 值。 

使用蛋白定量测试盒-考马斯亮蓝(南京建成)进

行样品蛋白质浓度的测定。 

细菌中蛋白酶活力的定义: 每 mg 细菌蛋白每分

钟分解酪蛋白生成 1 µg 酪氨酸相当于 1 个酶活力单

位(U/mg)。 

2  结果与分析 

2.1  发病海月水母的观察及菌株培养结果 

分别于 2015 年 2 月和 2017 年 4 月两次出现的

养殖海月水母发病状况具有相同的外部表征: 多个

饲养缸中的海月水母同时大规模发病, 各缸发病率

为 95%~100%。染病的海月水母伞体出现烂洞(图 1), 

随着时间的推移, 烂洞面积越来越大, 在不到 15 h

的时间内, 海月水母伞体大面积消亡解体。 

 

图 1  发病海月水母伞体烂洞症状 

Fig. 1  Symptom of pathogenetic moon jellyfish Aurelia aurita 
 

分别对两次发病的海月水母烂洞处组织进行细

菌培养, 结果显示: 2015 年发病海月水母经过细菌

培养后, 在 2216e 固体培养基平板上生长出大量的

乳白色菌落 (编号为 Paa1)和淡黄色菌落 (编号为

Paa2)(图 2a~b)。2017 年发病海月水母烂洞组织匀浆

液培养后长有大量透明菌落(编号为 Vaa1)和白色细

菌菌落(编号为 Vaa2)(图 2d~e), 同时, 其饲养水体中

也存在大量透明和白色菌落(图 2f), 而未烂洞海月水

母伞体组织无菌落出现 , 另外 , 作为对照组的海水

源水样品的培养基平板中无菌落(图 2c)。 
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图 2  海月水母组织及水体细菌培养结果 

Fig. 2  Bacterial culture of ambient water and lesions of moon jellyfish Aurelia aurita 

注: a~b: 2015 年海月水母发病烂洞组织细菌培养结果; c: 实验室海水源水水样细菌培养结果; d~e: 2017 年海月水母发病烂洞组织细菌

培养结果; f: 2017 年发病海月水母饲养水体水样细菌培养结果 

 

2.2  海月水母病原菌 16S rRNA 基因序列的

PCR 扩增情况及测序结果 

分别以通过细菌培养获得的四种不同表型的优

势菌株为 DNA 模板, 以 16S rDNA-F/R 引物进行目

的基因 PCR 扩增。扩增产物经过 1%的琼脂糖凝胶

电泳检测, 结果显示: 经过 PCR 扩增, 均获得了长

1500 bp 左右的目的产物。测序结果显示: 以 2015

年发病海月水母中分离的 2 种细菌 Paa1 和 Paa2 为模

板进行的 PCR 扩增所获得的 16S rRNA 基因序列目

片段分别为 1 498 bp 和 1 500 bp; 以 2017 年发病海

月水母中分离的 2 种细菌 Vaa1 和 Vaa2 为模板进行

的 PCR 扩增所获得的目的基因长度分别为 1 514 bp

和 1 516 bp。 

2.3  病原菌 16S rRNA 基因同源序列比对

及系统发育分析 

将从 2015 年发病海月水母中分离得到的 Paa1、

Paa2 两种细菌 16S rRNA 基因序列在 NCBI 数据库中

进行 Blast 比对, 分析结果显示, Paa1、Paa2 两种细

菌均与嗜冷杆菌属中多个种的 16S rRNA 基因序列

具有较高相似度, 且与一种嗜冷杆菌(Psychrobacter 

sp. DQ064630.1)的 16S rRNA 基因序列相似度最高, 

分别高达 99.86%和 99.93%。基于 16S rRNA 基因序

列, 利用 MEGA4.1 软件构建了嗜冷杆菌 16S rRNA

基因的系统发育树(图 3), 结果显示, 由于嗜冷杆菌

属 16S rRNA 基因序列的种间差异不显著, 导致嗜冷

杆菌不具有唯一的聚类特征。菌株 Paa1 和 Paa2 与多

种嗜冷杆菌 Psychrobacter frigidicola、Psychrobacter 

glacincola、Psychrobacter alimentarius、Psychrobacter 

adeliensis 等均聚为一支, 从而无法确定到种, 因此

经过本次实验仅能确定分离到的 Paa1 菌株和 Paa2

菌株均属于嗜冷杆菌属(Psychrobacter)。 

同时, 将从 2017 年发病海月水母中分离得到的

Vaa1、Vaa2 两种细菌 16S rRNA 基因序列进行同源

性比对, 分析结果显示, Vaa1、Vaa2 两种细菌均与弧

菌属细菌的 16S rRNA 基因序列相似度较高, 其中

Vaa1 菌株的 16S rRNA 基因序列与海神弧菌(Vibrio 

neptunius NR_025476.1)相似度最高 , 高达 99.9%, 

Vaa2菌株的 16S rRNA 基因序列与灿烂弧菌(Vibrio 

splendidus EU091325.1)相似度最高 , 高达 99.7%。

通过构建的弧菌 16S rRNA 基因系统发育树(图 4)

结果显示 , 菌株 Vaa1 与 Vaa2 分别类聚为两个不同

的分支 , 其中菌株 Vaa1 与海神弧菌(Vibrio neptu-

nius)聚为一支 , 菌株 Vaa2 与灿烂弧菌 (Vibrio 

splendidus)聚为一支 , 综合 16S rRNA 基因序列同

源性及系统发育学分析结果, Vaa1 可鉴定为海神弧

菌 Vibrio neptunius, Vaa2 可鉴定为灿烂弧菌 Vibrio 

splendidus。  
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图 3  以 16S rRNA 基因构建的嗜冷杆菌系统发育树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of Psychrobacter based on 16S rRNA gene 

 

图 4  以 16S rRNA 基因构建的弧菌系统发育树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of Vibrio based on 16S rRNA gene 
 

2.4  病原菌蛋白酶活性分析 

将 Paa1、Paa2、Vaa1、Vaa2 四种细菌菌株接种

于 100 mL 2216e 液体培养基中培养过夜后, 利用福

林-酚试剂法分别测定各细菌培养液的蛋白酶活性, 结

果显示: 四种细菌培养液均具有蛋白酶活性, 其中 Paa1

与 Paa2 细菌培养液蛋白酶活性分别为 20.57 U/mg、

40.50 U/mg, Vaa1 和 Vaa2 的细菌培养液蛋白酶活性

分别为 509.7 U/mg、321.3 U/mg。通过实验结果显示, 

从 2015 年发病海月水母中分离的菌株 Paa1 与 Paa2

培养液的蛋白酶活性要小于从 2017 年发病海月水母

中分离得到的 Vaa1 与 Vaa2 菌株培养液的蛋白酶活

性。经过分析认为, 有可能是由于菌株 Paa1 与 Paa2

在此实验条件下产蛋白酶能力较弱, 或者是由于错

过了最佳产蛋白酶的菌株培养时间, 从而导致所测

产蛋白酶活性偏低。 
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3  讨论 

3.1  实验室养殖条件下细菌对海月水母大

规模发病解体的作用分析 

目前 , 国内外对海月水母的相关研究主要集中

于其生态学影响、生活史、生活习性、水母体成分

组成以及饲养繁殖条件等方面。对于人工养殖条件

下, 由细菌导致的海月水母大规模发病的相关研究

鲜见报道。本实验对人工饲养条件下分别于 2015 年

与 2017 年突然出现的两次大规模发病烂洞的海月水

母各自进行细菌检测分析, 以企图寻找致病原因。经

过细菌培养, 2015 年与 2017 年烂洞海月水母样品分

别在 2216e 固体培养基中各获得了 2 种不同种类的

优势菌株(Paa1&Paa2、Vaa1&Vaa2)。经分子生物学

鉴定确定 2015 年烂洞海月水母分离到的优势菌株为

2 种嗜冷杆菌属细菌(Psychrobacter sp.), 而从 2017

年烂洞海月水母中分离到的 2 种优势菌株隶属弧菌

属细菌, 分别为海神弧菌(Vibrio neptunius)和灿烂弧

菌(Vibrio splendidus)。 

海洋细菌在海洋中分布广泛、种类和数量繁多, 

其中弧菌和嗜冷杆菌是海洋细菌的重要组成部分。

目前关于嗜冷杆菌作为病原菌致病的案例较少, 曾

有研究报道嗜冷杆菌能够引起条斑紫菜褐斑病 [13], 

另有研究显示嗜冷杆菌感染可导致人类脑膜炎[14]。

研究显示 , 嗜冷杆菌广泛存在于海水中 [15], 多种嗜

冷杆菌属细菌具有产脂肪酶、蛋白酶、丙酮酸脱氢

酶等各种酶类的性能[16-18]。本实验通过利用福林-酚

试剂法检测到从 2015 年烂洞海月水母样品中分离

到的 2 种嗜冷杆菌 Paa1 和 Paa2 均具有蛋白酶活性, 

这与此前关于嗜冷杆菌具有蛋白酶活性的报道相

一致[17]。弧菌作为海洋微生物的优势细菌类群之一, 

也是海洋生物致病的最常见病原菌, 国内外学者对

其研究颇多。其中海神弧菌和灿烂弧菌可引发鱼类、

贝类等水产养殖动物患多种疾病[19-21]。本实验经过

检测显示从 2017 年烂洞海月水母样品中分离到的 2

种优势菌株海神弧菌 Vaa1 和灿烂弧菌 Vaa2 均具有

较强的蛋白酶活性。海月水母通体透明 , 体内含

97%~98%的水分[22], 此外还有少量的蛋白质和盐分, 

其中蛋白质是海月水母细胞结构的重要组成成分。

根据实验结果认为, 导致 2015 年和 2017 年养殖海月

水母大规模伞体烂洞解体的原因, 可能是由于外来

饵料携带大量细菌, 并且养殖海水(温度为 25℃)达

到了适宜病原菌(嗜冷杆菌或弧菌)快速繁殖的条件, 

从而导致病原菌大量存在, 产蛋白酶的病原菌使海

月水母伞体蛋白质降解, 破坏水母细胞的蛋白结构

进而引起水母解体消亡。这与刘全永等[23]关于渤海

水母体细菌的相关研究以及水母采集后快速解体的

猜测相吻合。在此后的实验室养殖过程中, 当有海月

水母伞体出现轻微烂洞情况时, 尝试在养殖缸的水

循环装置中添加紫外灯, 发现伞体烂洞逐渐缩小直

至自愈。因此, 我们在所有养殖缸中都添加了紫外灯

进行灭菌, 至此再未发生大规模海月水母烂洞事件。 

3.2  关于水母暴发后水母快速消亡的原因

推测 

目前 , 水母暴发机制及其生态学影响成为国内

外科研工作者的研究热点, 在大规模暴发后水母的

消亡也越来越引起学者的关注。研究表明, 水母消亡

会对海洋生物群落、溶解氧、酸碱度及生源要素等

产生重要影响[24]。但是对水母消亡的原因尚未有确

切定论。有专家学者认为, 水母暴发后由于食物缺乏

和低养分环境等原因导致水母老化进而消亡 [3], 另

有学者认为是由于长期的负面因素如寄生虫、细菌

感染、饥饿等的累积效应而导致水母消亡[25], 还有研

究认为低温会导致水母活力下降从而大规模下沉

(Jelly-fall)后消亡[26]。本实验通过人工养殖环境下偶

然出现的海月水母大规模烂洞消亡事件认为, 在自

然海域中发生的水母暴发后的快速消亡与致病菌大

量存在有密切关系。 

海洋中存在种类丰富、数量庞大的微生物, 约占

海洋生物的 90%[27], 且其中有很多致病性的细菌、

病毒和真菌等。水母作为较低等的无脊椎动物, 体腔

开放 , 结构简单 , 体表和机体组织长期接触各种病

原微生物 , 因其缺乏后天免疫体系 , 仅能依靠在漫

长的自然进化过程中逐渐形成的强大的先天免疫系

统来抵抗病原体的入侵。研究显示, 水母体内含有丰

富的胶原蛋白, 具有较好的免疫增强作用[28]。另外, 

水母体内还含有较多的蛋白酶抑制剂、抗菌肽、凝

集素类等 [29-31], 这对于生存在复杂海水表层环境中

的水母抵御外界病原体入侵具有举足轻重的作用。

而在水母大量暴发后, 由于水母老化、食物匮乏、低

氧环境等因素导致水母的先天性免疫系统弱化, 抵

抗力降低[3, 25]。另外, 随着水母的暴发, 会引起海洋

细菌丰度和细菌生产力的增加[32]。研究表明, 水母代

谢产生的溶解性有机物(DOM)为细菌提供更多的物

质来源, 能够快速促进细菌的生长[33-34]。Hansson 曾
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报道海月水母释放的溶解性有机物能够显著促进异

养细菌的生长[35]。与此同时, 由于水母对主要优势微

型生物类群纤毛虫的摄取, 导致纤毛虫对细菌的摄

食作用降低[36]。另有研究表明, 主要由于温度的影响, 

一般规律下夏季海域中浮游细菌的丰度和生物量较

其他季节较高 [37-38], 而夏季也是水母暴发后快速消

亡的高峰期。综合以上因素推测, 自然海域中, 水母

暴发后的食物缺乏、低氧等压力环境导致水母机体

退化、抵抗力降低, 同时水生环境中浮游细菌的大量

存在且快速生长, 最终致使水母没有足够能力抵抗

大量外来细菌的侵蚀 , 从而导致水母被细菌解体 , 

随着机体消解的进行, 水母体释放的有机物又为细

菌的繁殖生长提供更多的物质来源, 进一步加速了

水母暴发后的消亡。 
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Abstract: An experiment based on two outbreaks of moon jellyfish (Aurelia aurita) under artificial conditions was 

conducted. Two bacterial strains were isolated from each pathogenetic moon jellyfish. Homology and phylogenetic 

analyses based on 16S rRNA gene revealed that the four bacterial strains exhibited high similarity to two Psychro-

bacter bacteria (Psychrobacter sp.) and two types of vibrio (Vibrio splendidus and V. neptunius). The protease ac-

tivities of the four bacterial strains (Paa1, Paa2, Vaa1, and Vaa2) were detected by Folin–Ciocalteu method. Results 

showed that all of the four bacterial strains exhibited strong protease activity. The present data suggest that the 

pathogenic bacteria could disintegrate the moon jellyfish by secreting proteases. Considering the results and analy-

sis of our experiment, we speculate that the jellyfish decomposition after blooming under natural conditions is due 

to a combination of reduced immunity and bacterial infection. 
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