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南方九孔鲍培苗过程中潜在致病菌胞外产物的分析

王 志 蔡俊鹏" 徐 丽 杨吉霞 张 昕
（华南理工大学轻工与食品学院 广州 "3$1!$）

摘 要：从广东汕尾一养殖场鲍苗掉板池中（包括水、藻膜和变白鲍苗）分离筛选到 3$" 株菌，并对之进行了致病毒

力因子（胞外酶及溶血作用）的分析，同时应用 JKL 对溶血毒素的归属进行了初步的探讨，采用 *JM 对菌株进行了

种类鉴定。结果表明，3$" 株菌中，仅 2" 株菌具有较强的分泌胞外蛋白酶、明胶酶和脂肪酶的能力，尤其以菌株 3、

#、2、"、0 以及 31 相对强大。在此 2" 株菌中，%"N1O的菌株（2$P2" 株）表现出溶血现象，但仅 31 株菌的 7(H4JKL 呈阳

性。*JM 鉴定表明，2" 株菌中弧菌约占 "$O，溶藻弧菌又占弧菌的 6$O。研究结果揭示，和其它菌株相比，分离自

变白鲍苗的 1 株溶藻弧菌（菌株 3、#、2、"，32 和 31）和 # 株副溶血弧菌（菌株 0 和 #3）具有较强的分泌胞外酶和P或溶

血的能力，意味着极有必要对其作进一步的研究，以观测它们对鲍苗的影响。

关键词：鲍苗，掉板，胞外产物，溶血作用

中图分类号：Q020N0 文献标识码：* 文章编号：$$$341#$0（#$$"）$!4$12!4$!

随着鲍鱼养殖业的发展，集约化程度的提高，各种病害

越来越频繁发生并愈演愈烈［3］。成鲍病害问题尚未得到彻

底解决，鲍苗掉板问题又出现了。自 #$$# 年下半年开始，培

苗成为九孔鲍养殖中的“瓶颈”。问题出现在从附板到 #$C
鲍龄这段时间，常有大量鲍苗变白，进而死亡掉板。以前偶

尔才出现的问题如今频频发生，而且每次导致鲍苗死亡的数

量也是前所未有的。偶尔也有培苗较为成功的情况，但鲍苗

存活率仍低于以往的平均水平。鲍苗掉板问题不但给养殖

场造成极大经济损失，而且给我们提出了一个迫切需要解决

的难题。

对于引发鲍苗病害的病原，除了 R8(.S;D 等（300%）曾对此

进行过研究［#］，并认为 !"#$"% &’(")%’*+",-. 有此能力外，目前尚

未见有其它相关的报道。

溶血素是多数病原菌的重要致病因子之一，目前已在鱼

类致病菌气单胞菌、鳗弧菌、副溶血弧菌等的胞外产物中检

测到。除了溶血毒素外，致病因子也包括一些具有活性的胞

外产物如蛋白酶、磷脂酶、脂肪酶等［2，!］。对气单胞菌、假单

胞菌等胞外产物（蛋白酶）的研究表明，它能分解宿主肌体的

各种蛋白，造成广泛的组织损伤，细菌进而大量繁殖［2，"，1］。

此外，蛋白酶还可将毒素原降解成具有活性的毒素［6］。李太

武等［%］的研究也表明，皱纹盘鲍脓疱病病原菌4河流弧菌即

能分泌蛋白酶、脂肪酶等胞外酶。近年来另一受人注目的破

坏宿主细胞的毒力因子则是磷脂酶［!］。研究证实，磷脂酶在

微生物对宿主细胞的穿入、损伤和溶解中发挥着作用，通过

分解构成细胞膜主要成分4磷脂而降低细胞膜的稳定性，进

而致病［!］。

副溶 血 弧 菌 所 拥 有 的 不 耐 热 溶 血 毒 素（7H8S:’(;><(8
H;8:’(T-<D，7(H）是一种非典型磷脂酶，根据其溶血活性，可将

其归为溶血磷脂酶（UT-’@H’-@H’(<@;-8）一类［0］。它是一种具有

溶血活性、致死作用和细胞毒性等多种生物学活性的蛋白

质，能溶解兔和小白鼠等的红细胞。

本实验从广东省鲍鱼养殖基地汕尾一鲍鱼养殖场出现

鲍苗掉板的池中（包括水、藻膜和变白鲍苗）共分离获得 3$"
株菌株。经蛋白酶等胞外酶和溶血现象的研究，获得 2" 株

较有潜力的菌株，其中分离自变白鲍苗的 % 株菌具有很强的

分泌胞外酶和P或溶血能力。现将结果报道如下。本研究目

的在于探讨我国南方九孔鲍鲍苗大规模掉板死亡的病因，进

而为解决鲍苗掉板问题提供科学的依据。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株来源：#$$2 年 6 V % 月份从汕尾一鲍鱼养殖场出

现鲍苗掉板的池中（包括水、藻膜和变白鲍苗）采集分离获

得。JKL 扩增反应阳性对照菌株为副溶血弧菌标准毒力株

&@3!40$（&JE ），源自上海疾病控制中心，由第一军医大学流

行病学教研室陈清教授惠赠。

!"!"# 试剂：山羊血平板培养基购自广东省微生物研究所。

*JM #$9 鉴定条购自法国梅里埃公司。C/7J-、/&0 酶、JKL 缓

冲液、W/MQ43$ 柱式基因组 5/* 抽提试剂盒购自鼎国生物技

术发展中心。7(H 引物由上海基康生物技术服务有限公司合



成。

!"!"# 培养基：异养细菌培养基用 !!"#$ 佐贝尔海洋细菌培

养基：蛋白胨 %&’(，酵母膏 "(，磷酸高铁 ’&’"(，琼脂粉 "%(，
海水晶 ))(，加蒸馏水至 "’’’*+，,-.&# / .&0。弧菌用 1234
培养基，为广东环凯微生物科技公司产品。

!"$ 样品的采集

实验所用样品为 !’’) 年 . / 0 月间从汕尾一鲍鱼养殖场

出现掉板现象的鲍苗池中采集得到。直接用灭菌三角瓶从

养殖池采集水样，将其适当的梯度稀释后作细菌分离；同时

从同一鲍苗池的挂板上分别刮取适量藻膜和变白鲍苗放入

研钵中，加入 "*+ 灭菌人工海水，研磨 "’*56 后再加入 7*+
灭菌人工海水摇匀，继续做适度稀释后作细菌分离。

!"# 细菌分离

取不 同 稀 释 度 的 ) 种 样 品（水、藻 膜 和 变 白 鲍 苗）各

’&"*+ 加入到制好的平板培养基上（78* 培养皿），用三角玻

棒涂抹均匀，每个稀释度做 ) 个平行样，连续做 ) 个不同稀

释度，置 !%9条件下培养（异养细菌培养 .:，弧菌培养 !:）后

取出观察菌落，并根据菌落的不同形态特征挑出代表性菌

株，接到斜面培养基上作种群鉴定。

!"% 菌株鉴定

菌株纯化后，根据菌株培养特征，细胞形态，革兰氏染色

和氧化酶反应选择法国梅里埃公司 ;<= !’$ 鉴定条，检测生

理生化反应［"’］，根据结果应用 ;<= +;3 软件并参照《伯杰氏

细菌鉴定手册》进行检索鉴定。

!"& 细菌胞外酶毒力因子

采用 杯 碟 法 测 定 菌 株 分 泌 胞 外 蛋 白 酶（,>?@ABCA 和

(ADB@56BCA）［""］：将处于对数期的菌株分别点种于含有酪蛋白、

明胶的平板中，!09培养 !EF 后取出观察。含酪蛋白的平板

可以直接观察，含明胶的平板则在观察之前需要加入显色剂

-(2D! 溶液［0］，透明的区域显示有酶活。

根据 G?H>6AI 的方法测定菌株分泌胞外脂肪酶［"!］：将处

于对数期的菌株接种于含有橄榄油和中性红的平板中，!09
培养 !EF 后取出，观察菌落是否会变成红色（中性红在中性

环境下呈黄色，在酸性环境下呈红色）。

!"’ 溶血现象的分析［(］

将菌株接种至山羊血平板（J?B@ KD??: B(B>）中，置 !09培

养箱培养 !E / )’F，观察菌株周围是否出现溶血圈。若出现

溶血圈则为阳性，表明该菌能分泌具有溶血活性的胞外产

物。

!") 溶血基因的分析

!")"! 基因组 LM; 的制备：所试菌株和阳性对照菌株 N,O

基因组 LM; 用 PM=QR"’ 柱式基因组 LM; 抽提试剂盒提取。

!")"$ 引物设计及 <2S 扩增：根据 LM; 序列的分析以及相

关文献报道［")，"E］，并通过 3DBC@ 的同源性分析，设计 1DF 引

物［"%］。上引物为：%TR;;;J2JJ;11;1J2;J;;J2;21JR)T，下

引物为：%TRJ21;211121;J2;11112121J2R)T。由上海基康生

物技术有限公司合成。

参考《分子克隆实验指南》<2S 设计原则［"#］进行扩增反

应，<2S 反 应 体 系（%’!+）：%!+ 的 "’ U <2S KHVVA>（含 G(! W

!%**?DX+），"!+ 的 :M1<C（"’**?DX+），上下引物（’&!**?DX+）

各 !&%!+，"!+ 的 模 板，"P 的 !"# 酶。<2S 反 应 条 件：7%9
%*56；7E9 )’C，E"9 )’C，.!9 )’C，循环 )’ 次；.!9 .*56。设

阳性对照和没有模板的阴性对照。经琼脂糖凝胶电泳检测

<2S 产物。

$ 结果和讨论

$"! 细菌胞外酶

本实验从鲍苗掉板的池中（包括水、藻膜和变白鲍苗）共

分离获得 "’% 株菌株，但由于只有 )% 株菌具有一定的胞外酶

分泌能力和X或溶血现象，因此本文将重点报道与之有关的

结果。

)% 株菌分泌胞外蛋白酶、明胶酶和脂肪酶的情况见表

"。以酪蛋白为底物，0!&7Y菌株（!7X)%）具有分泌水解酪蛋

白的胞外酶能力，且其中水解圈直径超过 !’** 的菌株高达

"" 株，菌株 " 和 ) 的水解圈最大，直径达 !%**，其次为菌株

E、%、0 / "E。以明胶为底物，除 !"、)" 和 )) 这 ) 株菌外，其余

)) 株菌（7E&)Y）在不同程度上均可水解明胶，水解圈最大的

为菌株 !E 和 )E，直径达到 !’**；次之为 " / ")，"% / "0，!! /
)’。以橄榄油为底物，则有 ..&"Y菌株（!.X)% 株）能水解脂

质，其中菌株 "、! 和 . 号胞外酶的活力最强，水解圈直径达

!%**。

从表 " 可以看出，许多菌株可同时分泌 ! 种甚至 ) 种胞

外酶，而且活力均很强：同时分泌酪蛋白酶和明胶酶的有 "、

)、E、%、#、7、"’、""、!E 和 )E 号菌株；同时分泌可水解明胶和橄

榄油胞外酶的有 "、!、)、%、. 和 7 号菌株；同时分泌酪蛋白酶

和脂肪酶的有 " / %、0 / "’、"! 和 "E 号菌株；可同时分泌蛋白

酶、脂肪酶和明胶酶 ) 种酶的菌株中，活力最强的有 % 株菌：

"、!、)、% 和 7，占总菌数的 "E&!7Y（%X)% 株），菌株 "# 其 ) 种

酶的活力则稍弱。

$"$ 溶血现象的分析

将 )% 株菌点种于血平板中，置 !09培养箱培养 !E /
)’F，观察溶血圈大小（表 "）。很明显，0%&#Y（)’X)% 株）菌株

有溶血圈出现，其中溶血圈最大的为菌株 !、") 和 !"，直径达

)’**；其次为菌株 )、.、7、"E、"%、".、"7、!’、!!、!)、和 )%，溶血

圈直径也超过 !’**；仅 % 株菌没有溶血现象，即 "’、!%、!.、

!0、!7。

$"# *+, 扩增

为了阐明导致溶血现象的是否为 1DF（溶血磷脂酶），依

据 G82B>@FI 等［")］所研究特异性 1DF 引物，进行 <2S 扩增。预

计扩增条带为 E%’K,，故只要在该处出现扩增条带的样品，均

可定为阳性。本试验中，共有 "# 株出现阳性反应，即菌株 "、

!、)、E、%、#、")、"E、"%，".，"7，)"、)!、))、)E 和 )%（图 "）。

%)#!’’%，N?DZE% M?ZE 王 志等：南方九孔鲍培苗过程中潜在致病菌胞外产物的分析



表 ! 菌株胞外产物的分析结果
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9? !"#$"% &’(")%’*+",-. @D &E @D &9 B-,*$"+C"%
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@&? !"#$"% 4&$&/&03%’*+",-. &E D E 4D B-,*$"+C"%
@@? 8$%9"20),"& $0++(0$" &9 &@ 9 @4 H"*%+
@4? !"#$"% &’(")%’*+",-. &E &A 9 @4 F(-.($),
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@G? !"#$"% 4&$&/&03%’*+",-. && &J D && F(-.($),
@I? 5/06&)0’’& 4-+$&7&,"0). &4 &G G D H"*%+
@A? 5/06&)0’’& 4-+$&7&,"0). && &A 9 D H"*%+
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" K-36%<(1%)(7 ,*+"(3

图 ! "# $ "% 号菌株 &’()*+, 的电泳示意图

L(>M& N5")<$% -. %$%7*+-</-+%,(, -. !$/6BOP <+-187*, -. ,*+"(3, 4& Q 49

&M :*+"(3 4&；@ M :*+"(3 4@；4 M :*+"(3 44；E M :*+"(3 4E；9M :*+"(3 49；GM
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另外还有 &E 株菌株虽具有溶血现象，但 BOP 扩增 !$/
基因却为阴性。这可能是因为这些菌株具有其它溶血毒素，

如熊焰、朱越雄等研究嗜水气单胞菌的溶血素，证明嗜水气

单胞菌也具有溶血毒素［&I，&A］。与血平板检测结果比较，可

以发现，凡是 BOP 扩增出现 !$/ 阳性条带的菌株，在血平板

上也具有溶血现象，由此意味着在这些菌中，引发溶血现象

的很可能就是 !$/ 所编码的溶血磷脂酶。

-./ 细菌的种类鉴定

为了解这 49 株菌的种类组成，我们应用 TBU 鉴定条对

它们进行了鉴定，表 & 为鉴定结果。

在这 49 株菌中，分离自水体的有 &4 株，藻板的有 &E 株，

变白鲍苗的有 A 株（菌株 &、@、4、9、J、&4、&G 和 @&）。所有菌株

均为杆状或短杆状。革兰氏染色表明，除菌株 I 和 &E 为阳

性外，其余均为阴性。TBU 鉴定表明，49 株菌中，弧菌 &I 株，

约占总菌株数的 9DV，而溶藻弧菌则为弧菌的优势菌株，有

&& 株，约占弧菌总数的 IDV（占总菌株数的 49V）；其余 &A

株 除 两 株 未 鉴 定 外，其 余 由 5/06&)0’’& 4-+$&7&,"0).、

8.0-2%3%)&. &0$-(")%.&、8$%9"20),"& $0++(0$" 等 A 个种类所组成。

&I 株弧菌均可分泌蛋白酶。除菌株 @& 不分泌明胶酶，

菌株 &&、&4 和 @G 不分泌脂肪酶外，其余 &4 株弧菌均能同时

分泌蛋白酶、明胶酶和脂肪酶。而且，对于弧菌中的优势菌6
溶藻弧菌 !"#$"% &’(")%’*+",-. 而言，能同时分泌蛋白酶、明胶

酶和脂肪酶等酶的菌株比例高达 A&?AV（J=&& 株）。血平板

结果也表明，溶血圈最大的 @、&4 和 @& 号菌株均为 !"#$"%
&’(")%’*+",-.。除 &D 和 @9 号菌株外，所有弧菌整体上所表现

的溶血圈平均直径达到 &J))，远高于其他种属的细菌，由此

展示出弧菌作为潜在致病菌的可能。而致病性弧菌引发鲍

的各种疾病已有陈信忠、龚艳清等报道过［&J］。

在以溶血磷脂酶基因 !$/ 为靶的 BOP 扩增中，有 &G 株

菌株出现阳性，其中 9DV 是弧菌（A=&G 株）：除 G 号菌株为

!"#$"% ,/%’0$&0 外，其余 I 株同属 !"#$"% &’(")%’*+",-.。考虑到

F%$*+"3 等［@］的研究已证明 !"#$"% &’(")%’*+",-. 有能力导致鲍苗

的死亡，因此进一步的工作将侧重于针对它们的研究。

" 小结

通过对来自鲍苗掉板池中所分离到的 49 株菌的毒力因

子分析，我们可以发现，它们均具有较强的分泌蛋白酶、明胶

酶、脂肪酶以及溶血能力。和其它菌株相比，分离自变白鲍

苗的 A 株菌（菌株 &、@、4、9、J、&4、&G 和 @&），它们或者分泌多

种胞外酶的能力较强，或者溶血能力最强。未来的工作将优

先研究这 A 株菌对鲍苗的影响。
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