
收稿日期 :2004212207 ;修订日期 :2006204220

基金项目 :广东省自然基金项目 (011812) ,广东省科技计划项目 (2001A305030201) ,教育部重点项目 (204108)

作者简介 :左凤琴 (1979—) ,女 ,27岁 ,硕士 ,主要从事水产经济动物病害的研究 ; E2mail :gdzjmartha @hotmail1com

通信作者 :简纪常 ,博士 ,教授。Tel :075922339319 ; E2mail :jianjichang @21cn1com

鱼源溶藻弧菌胞外产物的特性研究
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摘要 :溶藻弧菌经胰胨大豆胨琼脂培养基 (TSA + 2 %NaCl)培养 48h后 ,培养物用 PBS洗脱、离心 ,再经孔径 0122μm

微孔滤膜过滤 ,制得胞外产物 ( Extracellular product , ECP)。经检测 ,该 ECP具有淀粉酶、酪蛋白酶、卵磷脂酶和脂肪

酶等 4种酶活性 ,其中淀粉酶的活性最高 ,酪蛋白酶、脂肪酶活性次之 ,卵磷脂酶活性较低 ,未检测出明胶酶及脲酶

活性 ;能溶解断斑石鲈 ( Pomadasys hasta)、眼斑拟石首鱼 ( Sciaenops ocellatus)和赤点石斑鱼 ( Epinephelus akaara)的红细

胞 ,而不能溶解鸡、羊及 O型人红细胞 ;对小白鼠和石斑鱼的 LD50分别为 0108mg/ g和 0117mg/ g ,95 %可信限分别为

0106—0112mg/ g和 0107—0128mg/ g ;50mmol/ L EDTA和 100mmol/ L 苯甲基磺酰氟能使胞外蛋白酶 ( Extracellular pro2
teinase , ECPase)的活性分别下降 83140 %和 51132 % ; ECPase对热稳定性较差 ,碱性条件下活性较高 ,其最适温度为

50℃,最适 pH为 810。
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　　溶藻弧菌是海水中广泛存在的一种可引起人、

鱼等患病的条件致病菌。早在 1973 年就提出该菌

对人有致病性 ,可引起人食物中毒。其主要经肠道

感染 ,导致病人腹泻 ,已从腹泻病人中分离到多株溶

藻弧菌[1—2 ]。海水养殖的鱼、虾和贝等均可感染该

菌 ,引起严重的弧菌病[3—6 ] ,使海水养殖业蒙受巨大

的经济损失。

病原弧菌的胞外产物 ( Extracellular product ,

ECP)是引起养殖鱼类暴发性流行死亡的致病因子

之一。Hare等[7 ]和Lee等[8 ]对溶藻弧菌 ECP作了初

步研究 ,而国内对分离的鱼源溶藻弧菌菌株 ECP的

研究却鲜有报道。本文提取了鱼源溶藻弧菌 ECP ,

对 ECP的部分生物学特性及理化性质作了研究 ,为

进一步探讨 ECP的致病机理、亚单位疫苗的研制及

弧菌病的免疫防治提供重要的理论依据。

1　材料与方法

111　溶藻弧菌　本实验室从患弧菌病的赤点石斑

鱼 ( Epinephelus akaara ) 和红鳍笛鲷 ( Lutjanus san2
guineus)体内分离获得 ,保存于实验室。

112　实验动物　小白鼠购自广东医学院动物实验

中心 ,体重为 18—20g/只 ,雌雄各半。石斑鱼购自湛

江市南三岛网箱养殖鱼排 ,体重为 7—10g/尾。

113　胞外产物的制备　溶藻弧菌 ECP的制备参照

文献[8—10 ]的方法略加改动。方法如下 :取 1mL活

化的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)平板培养基上 ,28℃培养 48h ,

每皿中加入 4mL PBS (pH712) ,洗下菌苔 , 4℃下

10000r/ min离心 30min。上清液经孔径为 0122μm的

微孔滤膜过滤 ,获得溶藻弧菌 ECP ,4℃冰箱保存。

114　溶藻弧菌 ECP酶活性定性分析 　参照文献

[9 ,12 ]的方法。分别用蒸馏水配制无菌的含酪蛋白

(1 %) 、脱脂奶 ( 1 %) 、明胶 ( 1 %) 、可溶性淀粉

(012 %) 、蛋黄 ( 215 %) 、吐温 80 ( 110 %) 、尿素

(210 %)酚红指示剂等 7 种琼脂平板 (pH715) ,平板

打孔后加 20μL ECP ,加等量生理盐水 (0185 %)作阴

性对照。35℃温育 48h后向酪蛋白琼脂平板、脱脂

奶平板中加入三氯乙酸溶液 (10 % ,w/ v) ;向明胶平

板中加入酸性氯化汞溶液 (011mol/ L) ;向淀粉平板

中加入鲁哥氏碘液 ,以出现透明圈 (明胶、酪蛋白、脱
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脂奶、淀粉平板)或无透明圈 (蛋黄 ,吐温 80平板)或

变成红色 (尿素平板)者为阳性反应。

115　溶血活性　ECP对羊红细胞溶血活性测定按

Ichige等[13 ]方法进行。向 1 %琼脂中加 5 %脱纤维

羊血制成血琼脂平板 ,平板打孔后 ,加 10μL ECP ,加

等量生理盐水作阴性对照 ,35℃温育 48h ,观察溶血

结果。ECP对 O型人红细胞及眼斑拟石首鱼 ( Sci2
aenops ocellatus) 、断斑石鲈 ( Pomadasys hasta) 、赤点石

斑鱼和鸡等红细胞的溶血性测定如下 :用生理盐水

在 96孔微量反应板上对 ECP作倍比稀释后 ,加等量

1 %O型人红细胞及眼斑拟石首鱼、青鲈、石斑鱼和

鸡红细胞 ,37℃下作用 1h ,再置 4℃冰箱过夜 ,以使

50 %红细胞溶解的 ECP最高稀释倍数为其溶血价。

同时设立未加 ECP孔作阴性对照。

116　胞外产物的毒性作用 　小白鼠 LD50的测定采

用霍恩氏 (Horn)法 [14 ]。以 101/ 3为剂量递增公比 (即

组距为 2115倍)设计两个注射剂量系列。系列一 :

每 20g 小鼠注射剂量分别为 011、01215、01464 和

110mL ;系列二 :每 20g小鼠注射剂量分别为 010464、

011、01215 和 01464mL。注射 015mL 无菌生理盐水

作阴性对照。每个剂量用 5只实验小白鼠。查表可

测得 ECP对小鼠的LD50。

根据改良寇氏法 ( K¾rber) [14 ]测定 ECP对石斑鱼

的LD50。腹腔注射 ECP ,每 5g石斑鱼注射剂量分别

为 0108、0113、0120、0132、0150、0179和 011mL。每个

剂量注射 10尾鱼。注射 015mL 无菌生理盐水作阴

性对照。

117　胞外蛋白酶的检测 　将溶藻弧菌接种于含

10g/ L脱脂奶的琼脂平板 ,28℃培养 24h ,凡菌落周

围出现透明的溶蛋白圈者判为阳性。以生理盐水作

阴性对照。

参照 Henry等[11]的方法略加改动。方法如下 :将

015g偶氮酪蛋白 (Sigma 公司)溶于 100mL 0105mol/ L

Tris2HCl 缓冲液 (pH810)中 ,取 100μL 偶氮酪蛋白和

100μL不同稀释度的 ECP混合 ,用 Tris2HCl缓冲液稀释

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。12000r/ min 离心

5min ,除去沉淀蛋白 ,上清转移至另一离心管中 ,加入

1000μL 01525 mol/ L NaOH显色 ,测定 OD442nm值。以每

30min增加 0101OD442nm为一个酶活性单位。

118　部分环境因子对溶藻弧菌 ECPase活性的影响

　温度对 ECPase活性的影响　参照李焕荣等[15 ]的

方法 ,将 ECP 分别在 4℃、20℃、30℃、37℃、50℃、

56℃、60℃、70℃、80℃、90℃和 100℃作用 30min ,用

偶氮酪蛋白作底物检测 ECP的酶活性变化。

pH对 ECPase活性的影响　参照李焕荣等[15 ]的

方法 ,分别用磷酸氢二钠2柠檬酸缓冲液 (pH 212)和

甘氨酸2NaOH 缓冲液 (pH 1110) ,配成 pH 分别为

216、310、410、510、610、616、710、7. 6、810、910、1010和

1016的梯度缓冲液 ,分析 ECP在不同 pH下对偶氨

酪蛋白作用 ,测定 ECPase活力的变化。

将 50mmol/ L EDTA和 100mmol/ L苯甲基磺酰氟

分别加入 ECP ,室温下作用 30min后 ,检测蛋白酶活

性变化 ,空白对照为煮沸 5min的 ECP。

2　结果

211　溶藻弧菌 ECP生物学活性分析

21111　溶藻弧菌 ECP酶活性定性分析　ECP具有

酪蛋白酶、淀粉酶、卵磷脂酶和脂肪酶等 4种酶活性

(表 1)。淀粉酶的活性最高 ,酪蛋白酶、脂肪酶活性次

之 ,卵磷脂酶活性较低 ,未检测出明胶酶及脲酶活性。

表 1　溶藻弧菌 ECP酶活性

Tab11　Enzyme activities of Vibrio alginolyticus ECP

ECP来源

Source of ECP

淀粉酶

Amylase

酪蛋白酶

Caseinase

脂肪酶

Lipase

卵磷脂酶

Lecithinase

明胶酶

Gelatinase

脲酶

　Urease

溶藻弧菌 + + + + + + + + - -

　　注 : + + + —酶活性最高 ; + + —酶活性较高 ; + —酶活性较低 ;

- —无明显酶活性

21112　ECP的溶血性　ECP对断斑石鲈的溶血价

最高 ,达到 1∶32 ,眼斑拟石首鱼次之 (1∶8) ,对赤点

石斑鱼红细胞的溶血性较差 (1∶2) ,而不能溶解鸡、

羊及 O型人红细胞。

21113　ECP对小白鼠 LD50的测定　两个系列实验

周期均为 14d ,结果见表 2和表 3。

表 2　ECP剂量系列一

Tab12　Lethal test of ECP on white mice injected with series 1 dose ECP

试验小白鼠数 (只) 注射剂量 (mL/ 20g)
小白鼠死亡数量 (只)及时间 (h)

4 6 8 10 12 14 16 18 20 24 14d
死亡数 (只)

对照组 5 0150 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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续表

试验小白鼠数 (只) 注射剂量 (mL/ 20g)
小白鼠死亡数量 (只)及时间 (h)

4 6 8 10 12 14 16 18 20 24 14d
死亡数 (只)

剂量 1 5 0110 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 2

剂量 2 5 0122 0 0 0 0 1 2 0 0 2 0 0 5

剂量 3 5 0146 0 0 0 1 2 0 2 0 0 0 0 5

剂量 4 5 1100 0 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 5

表 3　EPC剂量系列二

Tab13　Lethal test of ECP on white mice injected with series 2 dose ECP

试验小白鼠数 (只) 注射剂量 (mL/ 20g)
小白鼠死亡数量 (只)及时间 (h)

4 6 8 10 12 14 16 18 20 24 14d
死亡数 (只)

对照组 5 0150 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

剂量 1 5 0105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

剂量 2 5 0110 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 2

剂量 3 5 0122 0 0 0 0 2 1 1 1 0 0 0 5

剂量 4 5 0146 0 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0 5

　　根据霍恩氏 ( Horn)法[14 ]查表得 , ECP对小白鼠

的 LD50 为 1108mL ,其 95 %的可信限为 0174—

1157mL。换算为 ECP 中蛋白含量则 LD50为 0108

mg/ g ,可信限范围为 0106—0112mg/ g。

21114　ECP对石斑鱼 LD50的测定　赤点石斑鱼注

射 ECP 后的死亡情况见表 4。根据表 4 数据 ,由

LD50 = Xk - i ( ∑p - 015)和 95 %可信限 = lgLD50 ±

1196σm公式计算得 ECP对石斑鱼的 LD50及 95 %的

可信限范围分别为 0121mL/ 5g和 0108—0134mL/ 5g ,

换算为 ECP中蛋白含量后 ,LD50及 95 %的可信限范

围分别为 0117mg/ g和 0107—0128mg/ g。

表 4　赤点石斑鱼注射溶藻弧菌胞 ECP后的死亡情况

Tab14　The data on death of E1 akaara after injection with V1 alginolyticus ECP

组

别

剂量

mL/ 5g 　　lg

石斑鱼

尾数 (n)

死亡数 死亡率

(尾) (p)

存活率

(q) p×q

1 0108 - 111 10 2 012 018 　　0116

2 0113 - 019 10 4 014 016 　　0124

3 0120 - 017 10 5 015 015 　　0125

4 0132 - 015 10 6 016 014 　　0124

5 0150 - 013 10 7 017 013 　　0121

6 0179 - 011 10 10 110 010 　　0100

7 011 - 110 10 0 010 110 　　0100

　i = 012 　　　　∑p = 314

212　胞外产物的理化特性

21211　温度对 ECPase活性的影响　见图 1。溶藻

弧菌 ECPase 对热稳定性较差 ,当温度从 4℃升至

50℃,蛋白酶活性逐渐升高 ,50℃时达到最高值 ,之

后酶活性急剧下降 ,70℃时酶活性极低 ,到了 80℃

时酶活性完全丧失。

5期 左凤琴等 :鱼源溶藻弧菌胞外产物的特性研究 555　　



图 1　温度对 ECPase活力的影响

Fig11　Effect of temperature on ECPase activitiy

21212　pH对 ECPase活性的影响　见图 2。从图 2

可知 , ECPase 的活性随着 pH值的增加而增强 ,到

pH 810时 ,酶活性最高 ,并且在 pH 1016时酶活性仍

维持较高水平。

图 2　pH对 ECPase活力的影响

Fig12　Effect of pH values on ECPase activitiy

21213 　蛋白酶抑制实验 　50mmol/ L EDTA 和

100mmol/ L苯甲基磺酰氟能分别使 ECPase的活力下

降 83140 %和 51132 %。

3　讨论

权太淑等[16 ]从腹泻病人分离的溶藻弧菌 ECP

中检测到与副溶血弧菌相似的耐热溶血素 ,林业杰

等[17 ]也报道人源溶藻弧菌菌株能产生 ST和 LT肠

毒素。但国内外对鱼源溶藻弧菌外毒素 (包括溶血

素、细胞溶素和肠毒素)的报道较少 ,未曾进行溶血

谱实验。本文结果表明鱼源溶藻弧菌 ECP对断斑

石鲈、眼斑拟石首鱼及赤点石斑鱼的红细胞有溶血

作用 ,溶血价分别为 1∶32、1∶8 和 1∶2 ,但不能溶解

鸡、羊及人O型红细胞 ,因而认为鱼源溶藻弧菌 ECP

中含有溶血素 ,且这种溶血素只对低等脊椎动物如

鱼有溶血性 ,而对高等脊椎动物无溶血性。但许兵

等[9 ]发现虾源溶藻弧菌 ECP能溶解羊红细胞 ,与本

文结果存在差异。此外 ,从鱼源溶藻弧菌 ECP中检

测出酪蛋白酶、淀粉酶、卵磷脂酶和脂肪酶等 4种酶

活性 ,这与许兵等[9 ]及张朝霞[17 ]等的研究结果一

致 ,他们发现 ECP中蛋白酶活性最高 ,而作者测得

淀粉酶活性最高。这些结果的差异表明不同来源的

溶藻弧菌菌株存在不同的血清型 ,致病对象不同 ,因

而 ECP的溶血谱和产酶能力存在差异。

Lee等[8 ]报道溶藻弧菌能产生多种碱性丝氨酸

蛋白酶类 ,且 Lee 等[19 ,20 ]和 Chen 等[21 ]从虾源溶藻

弧菌 ECP中纯化到分子量为 33KD的蛋白酶 ,此酶

为 SDS抗性的碱性丝氨酸蛋白酶 ,而非金属蛋白

酶。本文提取的鱼源溶藻弧菌 ECP中也存在碱性

蛋白酶 ,而且属于金属蛋白酶类。因为其最适

pH810 ,且在碱性 (pH1016)条件下酶活性较高。而

金属螯合剂 EDTA 和苯甲基磺酰氟能使 ECPase 活

性显著下降 (分别下降 83140 %和 51132 %) ,可见

ECPase的生物学作用需要金属离子的参与。Liu

等[5 ]报道来源于鲍鱼的溶藻弧菌 H211株的 ECP对

幼鲍的半数致死量 LD50为 2196mg/ g。Lee 等[6 ]报道

来源于鲈鱼苗的溶藻弧菌 ECP对鲈鱼的致死剂量

为 0152mg/ g。而本文提取的鱼源溶藻弧菌 ECP对

小白鼠和石斑鱼的 LD50 分别为 0108mg/ g 和

0117mg/ g ,表明提取的鱼源溶藻弧菌 ECP对实验鱼

的毒性或致病性比 Lee等[6 ]和 Liu等[5 ]分离的溶藻

弧菌 ECP高 ,这也说明来源不同的溶藻弧菌致病性

是不相同的。

此外 ,作者还探讨了部分环境因子对 ECPase活

性的影响。ECPase在 50℃时达到最高值 ,70℃时酶

活性极低 ,到了 80℃时酶活性完全丧失 ,因而认为

鱼源溶藻弧菌 ECPase是热稳定性较差的蛋白酶类。
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CHARACTERIZATION OF EXTRACELL ULAR PRODUCTS FROM VIBRIO

AL GINOL YTICUS ISOLATED FROM MARICULTURED FISH

ZUO Feng2Qin , J IAN Ji2Chang and WU Zao2He
( Fisheries College of Guangdong Ocean University , Guangdong Province Key Laboratory of Pathogen

Biology and Epidemiology of Aquatic Economic Animals , Zhanjiang　524025)

Abstract : Vibrio alginolyticus is an opportunist pathogen , which exists extensively in seawater , and causes diarrhea in human

and vibriosis in maricultured animals1 Fewer studies on the extracellular product ( ECP) of V1 alginolyticus were reported1 In our

experiments the ECP was extracted from V1 alginolyticus and the biological and physicochemical characters of the ECP were as2
sessed1 After V1 alginolyticus had grown on tryptic soy agar ( TSA) supplemented with 2 %NaCl for 48h , the bacteria on the

Petri dish were washed away by PBS , and the bacteria suspension was centrifuged at 10000 r/ min at 4℃, then the supernatant

was filtered through 0122μm filter to obtain the extracellular products ( ECP) 1 The results showed that the ECP of V1 alginolytics

has amylase , casease , lecithinase and lipase activities , which the amylase activity was highest , casease and lipase activities sec2
ondly , and lecithinase lowest , but has no gelatinase and urase activities1 The ECP could dissolve the erythrocytes of lined silver

grouper ( Pomadasys hasta) , red drum ( Sciaenops ocellatus) and redspotted grouper ( Epinephelus akaara) , but not do the ery2
throcytes of chicken , sheep and O2type blood human1 The LD50 value of ECP on mice and E1 akaara were 0108 mg/ g and 0117

mg/ g respectively , the 95 % credibility ranges were 0106—0112mg/ g and 0107—0128mg/ g respectively1 50mmol/ L ethylene2
diamine tetra2acetie acid ( EDTA) and 100mmol/ L phenylmethylsulfonyl fluoride ( PMSF) could reduce extracellular proteinase

( ECPase) activities of V1 alginolyticus by 83140 % and 51132 % separately1 The ECPase activities gradually rose with the in2
crease of temperature from 4℃to 50℃, and highest at 50℃, then dropped suddenly1 The ECPase activities were gradually raid2
ed also with the enhancement of pH value , and highest at pH810 , moreover higher at pH10161 Thus the ECPase has bad ther2
mostability , and the optimal temperature and pH value of the ECPase is 50℃and pH810 respectively1

Key words : Vibrio alginolyticus ; Extracellular product ; Character
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