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温度对溶藻弧菌 HY9901株致病性相关蛋白的调控

庞欢瑛　吴灶和　简纪常　鲁义善
(广东海洋大学水产学院 ,广东省水产经济动物病原生物学及流行病学重点实验室 ,

广东省教育厅水产经济动物病害控制重点实验室 ,湛江　524025)

摘要:将溶藻弧菌 HY9901株置于 15℃、20℃、 28℃、37℃四个温度下培养 , 18h时分别测定细菌含量 , 胞外蛋白酶

(Extracelluarprotease, ECPase)表达量以及胞外产物(Extracellularproduct, ECP)对动物的致死性。结果表明 , 随着

温度升高 , 菌液浓度 、ECPase的活性以及 ECP对小鼠和红笛鲷的致死率先升高后下降。 28℃培养的细菌浓度 、

ECPase的活性以及 ECP对小鼠和红笛鲷的致死率均为最大。用聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分析不同温度

培养下细菌的 ECP和外膜蛋白(Outermembraneprotein, OMP),结果显示 , 不同温度培养的溶藻弧菌 ECP和 OMP

电泳图谱不同。溶藻弧菌主要 ECP的分子量为 70kD和 62kD。 ECP70kD在 20℃时的表达量最大 , 而 28℃时 ECP

62 kD的蛋白浓度最高。 45kDOMP随着温度升高 ,其合成量增大 , 28℃时达最大值;而 40kD和 34kDOMP则随着

温度的升高而减弱。通过研究电泳纯化的 ECP62kD和 ECP70kD的酶活性和致死试验 , 证明 ECP62kD具有很强

的酶活性和毒性 , 而 ECP70kD仅具有弱的酶活性和毒性 。
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　　溶藻弧菌广泛存在于海水中 ,是海水养殖的重要

致病菌之一。在导致海水养殖业重大经济损失的同

时 ,该菌还可以引起人类食物中毒 、腹泻 ,是颇受关注

的一种人畜共患菌
[ 1]
。大量研究表明致病性溶藻弧

菌的胞外产物是引起养殖鱼类暴发性流行病死亡的

致病因子 ,其具有多种酶活性
[ 2, 3]
。溶藻弧菌的外膜

蛋白在致病中起重要作用 ,在疫苗研制中也占有特殊

的地位
[ 4]
。目前 ,病原菌表达致病性相关蛋白的环境

调控以及与调控有关的感觉信号已受到瞩目 。温度

作为环境因子的一个重要组成部分 ,与细菌致病性相

关蛋白的产生关系密切。关于温度对溶藻弧菌致病

性相关蛋白的调控 ,国内外还鲜见详细报道 。本试验

旨在研究温度对溶藻弧菌生长 、胞外蛋白酶 、ECP对

动物的致死性 、ECP和 OMP的 SDS-PAGE图谱的影

响 ,来进一步阐明溶藻弧菌的致病机理。

1　材料与方法

1.1　溶藻弧菌(HY9901)　由本实验室分离鉴定并

保存于本实验室 。

1.2　细菌生长的测定　将溶藻弧菌接种于起始 pH

值为 7.2的胰胨大豆胨液体培养基(2%NaCl, W/V)

(TSB)分别置于 15℃、20℃、28℃、37℃,恒温振荡生

化培养箱中 150r/min培养 18h,取 1mL菌液适当稀

释后 600nm下测 OD值 ,再对照细菌生长曲线换算

成细菌数量。试验重复三次。用软件 SPSS11.0进

行单因素方差分析 ,用邓肯氏进行多重比较 。

1.3　胞外产物的制备 　参照文献 [ 3]的方法略改

动。细菌先采用胰胨大豆胨液体培养基(TSB)活

化 , 28℃下 ,恒温振荡生化培养箱中 150r/min培养

18h,然后取 1mL溶藻弧菌液涂布于铺有无菌玻璃

纸的胰胨大豆胨琼脂(TSA)(2%NaCl, W/V)平板培

养基 , 分别于 15℃、 20℃、 28℃、 37℃下静置培养

18h,每皿中加入 4 mLpH7.2的 PBS, 洗下菌液 ,

4℃下 10000r/min离心 30min。将上清液移到另一

干净管 ,细菌沉淀则用于 OMP的提取。上清液经孔

径为 0.22μm的微孔滤膜过滤 ,获取溶藻弧菌胞外

产物 ,置 4℃冰箱保存 。用紫外分光光度计测定样

品中的蛋白质浓度。取适量样品稀释后 ,分别测定
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波长 280nm和 260nm处的吸光值 ,按公式:蛋白质

浓度(mg/mL)=1.45OD280 -0.74OD260 ,试验重复

三次。用软件 SPSS11.0进行单因素方差分析 ,用邓

肯氏进行多重比较。

1.4　外膜蛋白的制备　参照文献 [ 5]的方法并稍

加改进 。将材料与方法 1.3中取完胞外产物的细菌

沉淀分别于 4℃, 7000r/min离心 10min,重复洗 2

次 ,用 PBS悬浮细菌 。冰浴条件下超声波破碎

7min, 4℃, 7000r/min离心 15min, 取上清。 4℃,

35000r/min离心 1h。沉淀溶于十二烷基肌氨酸钠 ,

37℃作用 60min, 然后 4℃, 35000r/min离心 1h。

PBS收集沉淀即为外膜蛋白提取物 ,测定蛋白含量 ,

-20℃保存 。试验重复三次 。

1.5　蛋白酶的检测　参照文献 [ 6]的方法略加改

动。将 0.5g偶氮酪蛋白(Azocasein, Sigma公司)溶于

100mL的 Tris-HCl缓冲液(0.05mol/L, pH8.0)中 ,取

100μLAzocasein和 100μL不同温度培养下提取的溶

藻弧菌 ECP混合 ,用 Tris-HCl缓冲液(0.05mol/L, pH

8.0)稀释至 500μL, 37℃温育 30min。加入 10% (W/

V)的三氯乙酸 400μL,室温放置 30min终止反应。

13000r/min离心 5min,除去沉淀蛋白 ,上清转移至一

干净离心管中 ,加入 800μLNaOH(525mmol/L)显

色 ,测定 OD442值。用煮沸 10min灭活的酶样品作为

空白对照。用软件 SPSS11.0进行单因素方差分析 ,

用邓肯氏进行多重比较。

1.6　SDS-PAGE　按文献 [ 7]的方法稍加修改 ,采

用解离非连续缓冲系统垂直板电泳。以 12%分离

胶 , 5%浓缩胶 ,每孔加样 ECP或 OMP20μL,蛋白含

量约为 10μg。 80V恒压电泳至溴酚兰进入分离胶

后 , 180V电泳直至指示剂迁移至接近胶底 1cm时停

止电泳 。取出凝胶考马斯亮蓝 G-250染色 ,用软件

Gel-ProAnalyzer3.1求出各分离蛋白质的分子量。

1.7　胞外产物的毒性作用

1.7.1　小鼠(KM昆明小鼠)致死试验　小鼠购自

广东医学院动物实验中心 ,体重为 18— 20g/只 ,雌

雄各半 。试验在室内进行 ,将 50只个体大小均匀的

小鼠随机分成 5组 ,每组 10只 ,雌雄各半 ,暂养于 5

个规格为 30cm×15cm×15cm的笼中 。试验期间 ,

温度为 (20±3)℃, 相对湿度 40%— 70%, 自然光

照 。待摄食和生长正常后 ,开始正式试验 。对照组

注射 0.85%无菌生理盐水 ,每只注射 0.3mL。试验

组分别注射不同温度培养的溶藻弧菌的 ECP,每只

注射剂量为 0.3mL。观察一周 ,记录死亡时间和死

亡数量 。小鼠死亡后无菌操作采取脏器接种普通琼

脂平板 ,观察有无细菌生长。

1.7.2　红笛鲷(LutjanussanguineusCuvier)致死实

验　红笛鲷购自湛江市南油网箱养殖鱼排 ,平均体重

为 10— 15g/尾。试验在海湾渔排网箱上进行。将 50

尾个体大小均匀的健康红笛鲷随机分成 5组 ,每组 10

尾。试验期间 ,溶氧 6mg/L以上 ,水温(28±2)℃,盐

度 24‰,自然光照。待摄食和生长正常后 ,开始正式

实验。对照组注射 0.85%无菌生理盐水 ,每尾注射

0.2mL。试验组分别注射不同温度培养的溶藻弧菌

的 ECP,每尾注射剂量为 0.2mL。观察一周 ,记录死

亡时间和死亡数量。红笛鲷死亡后无菌操作采取脏

器接种普通琼脂平板 ,观察有无细菌生长。

1.8　ECP主区带的研究

1.8.1　ECP主区带的纯化　以 12%分离胶 , 5%浓

缩胶 ,每孔加入 28℃或 15℃培养所获的细菌 ECP

30μL。 80V电泳 1h, 180V电泳 2h。电泳完毕后沿

泳道方向纵向切下凝胶的一部分(约 2— 3孔的宽

度)进行考马斯亮蓝 G-250染色 。其余未染色凝胶

对照染色图谱准确切取含 70kD和 62kD的凝胶条

带 ,分别捣碎后用 0.01mol/LPBS(pH 7.2)浸

泡
[ 8]
。 4℃静置 3— 4d, 4℃, 7000r/min离心 10min,

收集上清 ,紫外分光光度法测定蛋白质浓度 。

1.8.2　ECP主区带酶活性的检测　参照本文 1.5

的方法进行。用电泳纯化的 70kD和 62kD分别进

行酶活性的检测。

1.8.3　ECP主区带的致死性　参照本文 1.7的方

法进行。用电泳纯化的 70kD和 62kD分别进行小

鼠和红笛鲷的致死试验 。

2　结　果

2.1　培养温度对细菌生长的影响

培养温度对细菌生长的影响的试验结果 (图

1)。从图可见 ,细菌在 15— 37℃之间均可以生长 ,

在 28℃培养时产量最高 。方差分析表明 ,各培养温

度的细菌含量差异不显著。

2.2　培养温度对细菌 ECP总蛋白含量的影响

用紫外分光光度计测定样品中的蛋白质浓度 ,结

果发现随温度升高细菌 ECP总蛋白含量先增加后减

少(图 2)。方差分析表明 15℃、20℃、37℃培养下 ,细

菌的 ECP总蛋白含量与 28℃均有显著差异。

2.3　培养温度对细菌蛋白酶活性的影响

将提取的 ECP,用偶氮酪蛋白底物法测定蛋白

酶活性 ,结果如图 3所示 ,随温度升高酶活性先升高

后下降 , 28℃培养下细菌的胞外产物酶活性最高。
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方差分析得出各个处理平均数间差异显著 。

2.4　ECP的 SDS-PAGE

经 SDS-PAGE分析表明 ,溶藻弧菌主要 ECP的

分子量为 70kD和 62kD。 15℃培养时表达 70kD的

蛋白带最多 , 62kD条带几乎观察不到。 ECP70kD

在 20℃时的表达量最大 ,而 28℃时 ECP62kD的蛋

白浓度最高。 37℃无法观察到 70kD蛋白的表达 ,

62kD蛋白的表达也极其微弱。另外 ,随着温度的升

高 , 17kDECP的表达量也增大(图 4)。

2.5　OMP的 SDS-PAGE

经 SDS-PAGE分析表明 ,不同温度培养下细菌

的 OMP电泳图谱属于同一模式 , 均含有 45kD、

40kD、38kD、35kD、34kD等 5条主要 OMP带。随着

温度升高 , 45kDOMP的合成量增大 , 28℃时达最

大;而 40kD和 34kDOMP正好相反 ,随着温度的升

高而减弱 。OMP35kD的合成量比较稳定(图 5)。

2.6　ECP的致死实验

取不同温度培养的细菌胞外产物进行实验动物

致死实验 。结果发现:小鼠注射了 ECP后 3h开始
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发病 ,行动缓慢 、反应迟钝 、皮毛蓬松 、厌食 、弓背等 ,

4h后开始死亡 。如表 1所示 , 20℃和 28℃的死亡率

均为 100%, 37℃组对小鼠只有致病性没有致死性 。

表 2显示随温度升高红笛鲷的死亡率先升高后下

降 , 28℃死亡率为最大 , 37℃死亡率又下降到 15℃

的水平。
表 1　不同温度培养的细菌胞外产物对小鼠的致死实验结果＊

Tab.1　LethalityformiceofECPofV.alginolyticusculturedindifferenttemperatures＊

组别

Groups

试验小鼠数 (只)

TotalNo.ofmice

used

小鼠死亡累计数量(只)及时间

No.ofmicekilledat(h)

2h 4h 6h 8h 10h 12h 14h 18h 24h 48h 1weeks

死亡数(只)

TotalNo.ofmice

killed

对照组

Controlgroup

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

15℃组

15℃group

10 0 1 1 2 3 5 5 6 7 7 7 7

20℃组

20℃group

10 0 7 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

28℃组

28℃group

10 0 1 6 8 9 9 9 10 10 10 10 10

37℃组

37℃group

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

　　＊对照组:腹腔注射 0.85%无菌生理盐水 0.3mL/只;15℃组 、 20℃组 、28℃组 、 37℃组:分别腹腔注射于 15℃、 20℃、28℃、37℃培养的溶藻

弧菌的 ECP,剂量均为 0.3mL/只

＊Controlgroup:0.3mLof0.85% asepsisofphysiologybrinewasinjectedintraperitoneallyintoeachmouse.15℃group, 20℃group, 28℃group,

37℃group:0.3 mLofECPofV.alginolyticusculturedindifferenttemperatureswasinjectedintraperitoneallyintoeachmouserespectively

表 2　不同温度培养的细菌胞外产物对红笛鲷的致死实验结果＊

Tab.2　LethalityforL.sanguineusCuvierofECPofV.alginolyticusculturedindifferenttemperatures＊

组别

Groups

试验红笛鲷数(尾)

TotalNo.of
L.sanguineus

Cuvierused

红笛鲷死亡累计数量(尾)及时间

No.ofL.sanguineusCuvierkilledat(h)

2h 4h 6h 8h 10h 12h 14h 18h 24h 48h 1weeks

死亡数(尾)

TotalNo.of
L.sanguineus

Cuvierkilled

对照组

Controlgroup

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

15℃组

15℃group

10 0 0 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2

20℃组

20℃group

10 0 0 2 2 6 6 6 6 6 8 8 8

28℃组

28℃group

10 0 3 6 8 9 9 9 10 10 10 10 10

37℃组

37℃group

10 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 2

　　＊对照组:腹腔注射 0.85%无菌生理盐水 0.2mL/尾;15℃组 、 20℃组 、28℃组 、 37℃组:分别腹腔注射于 15℃、 20℃、28℃、37℃培养的溶藻

弧菌的 ECP,剂量均为 0.2mL/尾

＊Controlgroup:A 0.2 mLof0.85% asepsisofphysiologybrinewasinjectedintraperitoneallyintoeachL.sanguineusCuvier.15℃group, 20℃

group, 28℃group, 37℃group:0.2mLofECPofV.alginolyticusculturedindifferenttemperaturewasinjectedintraperitoneallyintoeachL.sanguineus

Cuvierrespectively

2.7　ECP主区带的酶活性

将电泳纯化的 70kD和 62kD条带的蛋白含量均

调至 1.0mg/mL,进行酶活性检测 ,结果显示:70kD和

62kD的酶活性分别为 0.15±0.05, 0.37±0.02。

2.8　ECP主区带的致死性

电泳纯化的 70kD和 62kD分别进行小鼠和红

笛鲷的致死试验(表 3、表 4)。由表可知 62kD组的

致死率远大于 70kD组 。
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表 3　ECP主区带对小鼠的致死实验结果＊

Tab.3　LethalityformiceofthemajorECP

组别

Groups

试验小鼠数(只)

TotalNo.ofmice

used

小鼠死亡累计数量(只)及时间

No.ofmicekilledat(h)

2h 4h 6h 8h 10h 12h 14h 18h 24h 48h 1weeks

死亡数(只)

TotalNo.ofmice

killed

对照组

Controlgroup

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

70kD组

70kDgroup

10 0 0 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2

62kD组

62kDgroup

10 0 2 4 5 7 8 8 8 8 8 8 8

　　＊对照组:腹腔注射 0.85%无菌生理盐水 0.3mL/只;70kD组 、 62kD组:分别腹腔注射电泳纯化的相对分子量为 70kD和 62kD蛋白 ,剂量

均为 0.3mL/只

＊Controlgroup:0.3mLof0.85%asepsisofphysiologybrinewasinjectedintraperitoneallyintoeachmice.70kDgroup, 62kDgroup:0.3mLof70kD

and62kDproteinwasinjectedintraperitoneallyintoeachmicerespectively

表 4　ECP主区带对红笛鲷的致死实验结果＊

Tab.4　LethalityforL.sanguineusCuvierofthemajorECP

组别

Groups

试验红笛鲷数(尾)

TotalNo.ofL.sanguineus

Cuvierused

红笛鲷死亡累计数量(尾)及时间

No.ofL.sanguineusCuvierkilledat(h)

2h 4h 6h 8h 10h 12h 14h 18h 24h 48h 1weeks

死亡数(尾)

TotalNo.ofL.sanguineus

Cuvierkilled

对照组

Controlgroup
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

70kD组

70kDgroup
10 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

62kD组

62kDgroup
10 0 0 2 2 6 6 6 7 7 7 7 7

　　＊对照组:腹腔注射 0.85%无菌生理盐水 0.2mL/尾;70kD组 、 62kD组:分别腹腔注射电泳纯化的分子量为 70kD和 62kD蛋白 ,剂量均为

0.2mL/尾

＊Controlgroup:0.2mLof0.85%asepsisofphysiologybrinewasinjectedintraperitoneallyintoeachL.sanguineusCuvier.70kDgroup, 62kDgroup:

0.2mLof70kDand62kDproteinwasinjectedintraperitoneallyintoeachL.sanguineusCuvierrespectively

3　讨　论

环境因子对细菌致病性相关蛋白的调控是当前

病原微生物研究中的一个热门课题 ,目前已经达到

分子水平。温度 、盐度 、pH、气体环境 、铁及其他营

养成分等诸多环境信号均可调节细菌致病性相关蛋

白基因的表达
[ 9, 10]

,从而影响细菌的致病性。

Here
[ 11]
认为在细菌生长的稳定期 ,当培养温度

由 30℃升至 37℃并且在缺氧培养下溶藻弧菌胞外

胶原酶和丝氨酸蛋白酶的产生就会受到抑制 ,而在

37℃通风培养下蛋白酶的稳定性不受影响 ,并且溶

藻弧菌最佳生长温度是 33.5℃, 30℃和 37℃培养的

生长率没有差别 。本试验也显示温度在 15— 37℃

范围内对细菌生长的影响不显著 ,但对细菌毒力具

有显著的影响。 15℃和 37℃培养下 ,细菌的胞外酶

的产生受到抑制 ,毒性也下降。 28℃培养的菌液浓

度 、蛋白酶的活性以及 ECP对动物的致死率均为最

大 ,显示溶藻弧菌 ECP是一个受温度调控的毒力因

子。溶藻弧菌于 28℃培养下 ECP毒性最大 ,这与夏

季海水鱼暴发细菌性败血症的发病温度相符 ,并且

与李玉英等
[ 12]
认为蟹源拟态弧菌最佳产毒温度为

28℃一致。这也提示我们 28℃可以作为灭活疫苗

制备中优先选择的培养温度 。

溶藻弧菌可产生多种胞外产物 ,菌株不同 ,实验

条件不同所产生的胞外成分亦不同。 Lee, etal.
[ 13]

报道溶藻弧菌能产生分子量为 33kD碱性丝氨酸蛋

白酶 ,而 Here, etal.
[ 14]
报道了溶藻弧菌能产生几种

碱性丝氨酸蛋白酶 ,分子量大约为 28kD、22.5kD、

19.5kD,其中分子量为 28kD的碱性丝氨酸蛋白酶

在 37℃时表达量下降 。本研究的溶藻弧菌主要

ECP的分子量为 70kD和 62kD,与 Lee和 Here等发

现的溶藻弧菌 ECP分子量不同 ,推测可能是由于菌
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株不同 ,实验条件不同有关 。本研究也发现细菌的

ECP的分泌受到温度的调控 ,表现为:ECP70kD其

表达量随温度升高而下降;37℃组的 70kD和 62kD

蛋白的表达量均下降;20℃和 28℃培养时可观察到

清晰的 62kD条带 。用电泳纯化的 ECP62kD和

70kD蛋白做酶活性和致死实验 ,证明 ECP62kD具

有很高的酶活性和毒性 ,产生 ECP62kD蛋白的基

因值得进一步探讨 。试验证明 70kD仅有弱的酶活

性和毒性 ,为细菌在 15℃培养时产生的主要毒力蛋

白 。

外膜蛋白位于革兰氏阴性菌细胞壁外 ,与外界

直接接触 ,虽然还没有试验证明提纯的 OMP有致病

性 ,但有很多事例证明它与细菌免疫原性及物质转

运均有关系 。OMP作为基因表达的产物 ,它在一定

程度上也受到介质中渗透压 、温度 、碳源等的影响 。

孙建和等
[ 15]
报道温度影响嗜水气单胞菌 OMP的表

达 , 28℃培养时表达的 OMP以 43kD者为最多;而

37℃培养时表达最多的是 38kD的条带。本实验培

养温度从 15℃跨越到 37℃,面对不同的温度环境 ,

细菌采用改变自身代谢的方法来适应低温和高温 ,

表现为:随着温度升高 ,增加外膜蛋白 45kD的表

达 ,同时减少外膜蛋白 40kD和 34kD的表达 。OMP

35kD的合成量比较稳定 ,对温度变化不敏感 ,提示

该蛋白具有重要功能 ,基因相对保守 ,可用作疫苗研

制的候选蛋白。
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REGULATIONOFPATHOGENICITYASSOCIATEDPROTEINBYTEMPERATURE

INVIBRIOALGINOLYTICUSHY9901 STRAIN

PANGHuan-Ying, WUZao-He, JIANJi-ChangandLUYi-Shan
(FisheriesCollegeofGuangdongOceanUniversity, GuangdongProvinceKeyLaboratoryofPathogenBiologyandEpidemiologyofAquaticEconomic

AnimalsandEducationDepartmentKeyLaboratoryofControlforDiseasesofAquaticEconomicAnimals, Zhanjiang　524025)

Abstract:Vibrioalginolyticusisoneofthemostimportantopportunistpathogen, whichexistsextensivelyinseawater, and

causesdiarrheainhumanandvibriosisinmariculturedanimals.ThepathogenesisofV.alginolyticusdiseaseisnotclearly

understood.Inthisarticle, theexpressionofsomefactorsbyV.alginolyticusHY9901 strainculturedin15℃, 20℃, 28℃

and37℃ wasanalyzed, respectively.TheeffectsofculturetemperatureonbacterialgrowthwerestudiedonTSA

media.PoteolyticactivityofExtracelluarprotease(ECPase)weredetectedbythemethodofAzocasein.Virulenceofextra-

celluarproduct(ECP)werestudiedbyusingLethalityformiceandLutjanussanguineusCuvier.Theresultsindicatedthat

bacterialgrowth, poteolyticactivityofExtracelluarprotease(ECPase)andvirulenceofECPallenhancedfirstlyandthen

droppedasthetemperaturerising, and28℃ wastheoptimumtemperature.ECPandoutermembraneprotein(OMP)ex-

pressionwerestudiedbyusingsodiumdodecylsulphate-polyacrylamidegelelectrophoresis(SDS-PAGE).Itwassuggested

thatthebacteriashoweddiverseECPandOMPprofilesunderdifferentculturaltemperatures.ThemajorbandsofECPfor

V.alginolyticuswas70kDwhenthecellsgrownat20℃, while62kDECPat28℃.45kDOMPbecamedenserwhenthe

cellsgrowntemperaturewasrising, while40kDand34kDOMPbecameslight.TheresultalsoshowedthatSDS-PAGEpuri-

fiedECP62kDhadstrongpoteolyticactivityandLethalityforanimals, andSDS-PAGEpurifiedECP70kDhadweakpoteo-

lyticactivityandLethalityforanimals.TheseresultssuggestedthatavirulentfactorofV.alginolyticusmaybeinducedor

enhancedunder28℃.Thetemperature-regulatedfactorsreportedinthispapermaybeimportantinthepathogenesisof

V.alginolyticusdisease.ThepresentedevidencealsosuggestedthatV.alginolyticusandpossiblyotherbacteriadestinedfor

vaccineuseinpoikilothermicorganismsshouldbeculturedattemperaturesconsistentwiththatatwhichdiseaseoccurs.

Keywords:Vibrioalginolyticus;Extracelluarproduct;Outermembraneprotein;Extracelluarprotease;Temperature


