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培养条件对养殖真鲷弧菌病病原菌毒素产生的影响
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摘要: 研究了温度、酸碱度、气体环境、营养成分及培养时间等培养条件对真鲷病原菌最小弧菌 Vm�Pm 毒素产

生的影响。结果表明,温度对 Vm�Pm 毒素的产生有显著影响, 在 30� 培养时产量最高; 当 pH 在弱碱性环境

( 7. 2左右)时, Vm�Pm 毒素产量最高;振荡通气能极大地促进 Vm�Pm 毒素的产生, 显著提高其产量; Vm�Pm 毒

素的产量随着培养时间的延长而逐步增加, 到 36h 即可达到最高水平, 并维持至 72h; 改良海水营养培养基与

普通海水营养培养基相比, 更有利于毒素的产生,毒素产量可提高 1倍。
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� � 弧菌病( Vibriosis)是华南沿海地区养殖真鲷中

发生的主要细菌性疾病, 该病的暴发性流行给整个

真鲷养殖业造成了巨大的经济损失。近年来在明确

其病原菌是最小弧菌( Vibrio mimicus )的基础上
[ 1]
,

对最小弧菌的致病机理, 特别是该菌产生的外毒素

进行了一系列的研究, 已经证实该菌在致病的过程

中能产生一种外毒素,这种外毒素为单一的多肽, 分

子量为 30�456kD, 具有溶血性、细胞毒性和动物致
死性等多种生物学活性, 该外毒素不同于最小弧菌

产生的其他毒力因子, 作者将其命名为 Vm�Pm 毒
素
[ 2]
。

为进一步弄清最小弧菌产生 Vm�Pm毒素的环
境调控机制,在室内对培养条件如何影响Vm�Pm 毒
素的产生进行了一系列的研究, 本文报道了这一方

面的研究结果。

1 � 材料与方法

1�1 � 细菌的培养 � 菌种最小弧菌96�6�3株,系从福
建省平潭县某海水网箱养殖场患暴发性传染病的真

鲷中分离到的强毒株,可产生 Vm�Pm毒素。
实验用培养基: ( 1)普通海水营养琼脂成分: 牛

肉膏 3�0g,蛋白胨 5�0g, 酵母浸膏 1�0g,琼脂 20�0g,
陈海水 1000mL, pH 调至 7�2。( 2)改良普通海水营
养琼脂成分: 牛肉膏 1�5g, 蛋白胨 2�5g, 酵母浸膏
0�5g, Fe2SO4 1�0g,琼脂 20�0g, 陈海水 1000mL, pH 调

至 7�2。
病原菌接种固体普通海水营养培养基后, 30 �

培养24h。活化菌种接种液体普通海水营养培养基

后, 30 � 、200r/ min摇床培养 18 � 20h 制成种子液,实
验时按 1%的比例移种至不同培养基, 在不同培养

条件下培养。

1�2 � Vm�Pm毒素产量的测定 � 毒素的产量以溶血
价表示。病原菌培养物 3mL 经 10000r/min 离心

30min,取上清, 用 50mmol/ L 的 PBS 缓冲液( pH7�4)
在 96孔板上倍比稀释, 然后加等量的 1%的人红细

胞,于 37 � 放置 1h,再于 4 � 放置 1h, 判断结果。以

溶解50%的红细胞的最高稀释度为溶血价。

1�3� 培养温度对毒素产量的影响 � 将接种了病原
菌的普通海水营养培养基分别置于 4 � 、20 � 、
30 � 、37 � 静置培养 24h后, 检测毒素产量。试验重

复 3次。

1�4� 酸碱度对毒素产量的影响 � 用 1mol/ L NaOH
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或HCl将普通海水营养培养基的起始酸碱度分别调

至pH6�0, 6�5, 7�0, 7�2, 7�5, 8�0。灭菌后分别接种
病原菌, 30 � 静置培养 24h后,检测毒素产量。试验

重复 3次。

1�5 � 气体环境对毒素产量的影响 � 将病原菌接种
普通海水营养培养基后, 分别在振荡通气 ( 200r/

min)、静置及厌氧(上覆一层液体石蜡)等气体环境

下30 � 培养 24h后,检测毒素产量。试验重复 3次。

1�6 � 培养时间及培养基对毒素产量的影响 � 将病
原菌分别接种普通海水营养培养基及改良海水营养

培养基, 30 � 静置培养, 于接种 2h, 4h, 6h, 10h, 14h,

24h, 36h, 48h, 72h后于同一试管内取样,检测毒素产

量。试验重复 3次。

2 � 结 � 果

2�1 � 培养温度对毒素产量的影响
将接种了病原菌的普通海水营养培养基分别置

于4 � 、20 � 、30 � 、37 � 静置培养 24h后, 检测毒素

产量, 结果见图 1。由图 1可知,温度对病原菌毒素

的产量有显著影响, 在 30 � 培养时产量最高。

图 1 � 培养温度对毒素产量的影响

Fig. 1� Effect of temperature on the production of toxin

2�2 � 酸碱度对毒素产量的影响
用1mol/L NaOH 或HCl将普通海水营养培养基

的起始酸碱度分别调至 pH6�0, 6�5, 7�0, 7�2, 7�5,
8�0,灭菌后分别接种病原菌, 30 � 静置培养 24h后,

检测毒素产量,结果见图 2。由图2可知,当起始 pH

在弱碱性环境( 7�2左右)时,病原菌毒素产量最高。
2�3 � 气体环境对毒素产量的影响

将病原菌接种普通海水营养培养基后,分别在振

荡通气、静置及厌氧等气体环境下 30 � 培养 24h后,

检测毒素的产量,在振荡通气的情况下所产毒素的溶

血价为64,而在静置的情况下溶血价为 16, 厌氧的情

况下溶血价则更低,为4。由此可见,振荡通气能极大

地促进病原菌毒素的产生,显著提高其产量。

图 2 � pH 对毒素产量的影响

Fig. 2 � Effect of pH on the production of toxin

2�4 � 培养时间及培养基对毒素产量的影响 � 将病
原菌分别接种普通海水营养培养基及改良海水营养

培养基, 30 � 静置培养,接种后分别取样检测毒素产

量,结果见表 1。结果表明,毒素的产量随着培养时

间的延长而逐步增加, 到36h即可达到最高水平,并

至少维持至 72h。改良海水营养培养基与普通海水

营养培养基相比, 更有利于毒素的产生,产量可提高

1倍。

表 1� 培养时间和培养基对毒素产量的影响

Tab. 1 � Effect of culture time and media on the product ion of toxin

培养时间( h) 普通海水营养培养基 改良海水营养培养基

2 0 2

4 2 4

6 4 8

10 8 16

14 8 32

24 16 64

36 64 128

48 64 128

72 64 128

3 � 讨 � 论

环境因素对病原弧菌产生毒力因子的调控是当

前病原弧菌研究中的一个热门课题。近年来,对病

原弧菌产生毒力因子的调控进行了大量的研究。

Kothary等人[ 3� 5]证明病原性创伤弧菌产生蛋白酶

的最佳时期是对数生长期, 培养基中需添加 2%的

胰蛋白胨, 1�5%的氯化钠; 产生溶血素 VVH( Vibrio

vulnif icus hemolysin, VVH)的最佳时间为创伤弧菌的

对数生长期,最佳培养基为 HIB 培养基( Heart infu�
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sion broth) ,高盐浓度能抑制溶血素的产生, 但高盐

浓度对溶血素的活性没有影响
[ 6]
。Kreger发现美人

鱼弧菌( Vibrio damsela )产生细胞溶素的最佳时间是

美人鱼弧菌对数生长期的中、后期[ 7] ,而且要求培养

基中含有0�5%的Na+ ,当培养基中的Na+ 浓度高于
0�8%时, 细胞溶素的产量就会下降。Nishibuchi 等
人证明培养条件对最小弧菌肠毒素的产生影响很

大[ 8] ,利用不含葡萄糖、含 0�5%NaCl的 TSB培养基

(Tryptic soy broth)培养最小弧菌, 不产生肠毒素, 而

利用含 0�5% NaCl 的 BHI 培养基( Brain heart infu�
sion)培养最小弧菌,则产生大量的肠毒素。

改良海水营养培养基是在普通海水营养培养基

的基础上添加了有利于外毒素产生的二价金属铁离

子,同时营养成分减半。改良培养基有利于毒素的产

生。这说明铁离子在最小弧菌外毒素Vm�Pm的产生
过程中起着重要作用,这一点与其他弧菌外毒素产生

的需铁机制一样, 同时也说明与其他致病弧菌一

样[ 9] ,载铁体可能是最小弧菌的一个重要的致病因

子。
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EFFECTS OF CULTURAL CONDITIONS ON THE PRODUCTION

OF TOXIN BY VIBRIO MIMICUS

WU Hou�Bo and PAN Jin�Pei
( South China Sea Institute of Oceanology, CAS , Guangzhou � 510301)

Abstract: In this article, effect of cultural conditions such as temperature, pH, air conditions, culture medium and incu�
bation time on the yield of toxin Vm�Pm by Vibrio mimicus were studied. Temperature had significant influence on the
toxin Vm�Pm production, the optimal temperature for toxin Vm�Pm production was 30 � , and the opt imal initial pH for
the toxin Vm�Pm production was pH 6 � 8. The yield of toxin Vm�Pm was significantly enhanced when growing the strain
with shaking. The yield of toxin Vm�Pm was the maximal during the mid� and late�logarithmic growth phases (when the
strain was incubated for 36 hours) , and was stable during the stationary growth phase( incubated for 72 hours) . The yield

of toxin in the improved medium containing 0�1% Fe2+ was twice more than that in the ordinary marine water agar, the

result demonstrated that the availability of free iron in the medium had a significant influence on the production of toxin

Vm�Pm, and also the pathogenesis of Vibrio mimicus.

Key words:Vibriosis; Red sea bream( Pagrus major ) ; Vibrio mimicus ; Toxin Vm�Pm; Cultural conditions
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