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两株致病性哈维氏弧菌胞外产物的特性分析
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摘要 :采用硫酸铵分级盐析从哈维氏弧菌 EcGY020401株和 SpGY020601株培养物中提取其胞外产物 ,并对胞外产物

的一些特性进行了分析。结果表明 ,两株哈维氏弧菌的胞外产物均具有较强的毒力 ,对鲫鱼的半致死剂量 LD50为

711g蛋白/ g鱼体重 ;均具有淀粉酶、酪蛋白酶、脂肪酶活性 ,而无脲酶和明胶酶活性 ;除 EcGY020401株胞外产物对

斜带石斑 ( Epinephelus coioides)红细胞有较强溶血作用外 ,对小鼠、鲫、人 O型血等红细胞的溶血性都较弱或无 ;对草

鱼吻端成纤维细胞 ( PSF)都具有细胞毒性。此外 ,经聚丙烯酰胺葡聚糖凝胶柱层析和离子交换柱层析 ,对 Sp2
GY020601株的胞外产物中蛋白酶进行了初步提纯 ,SDS - PAGE分析得一分子量约为 38Kda的蛋白酶 ,该蛋白酶对

鲫鱼有致死毒性 ,半致死剂量为 313g蛋白/ g鱼体重。
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　　弧菌是引起水产动物特别是鱼类流行性疾病的

一种重要病原 ,曾经在世界范围内引起养殖鱼类的

流行病暴发。随着海水鱼类养殖迅速发展 ,弧菌病

报道逐渐增多[1—5 ]。一般认为 ,弧菌的致病作用是

多种因素组合而成的 ,每个因素的重要性因菌株的

不同而变化 ,但多数研究认为 ,胞外产物 ( Extracellar

products , ECP) ,包括外毒素、胞外酶等 ,是决定病原

菌毒力的重要因素[6—11 ]。

国内对于弧菌的致病性 ,研究较多的是鳗弧菌、

溶藻弧菌、副溶血弧菌和拟态弧菌等 ,有关哈维氏弧

菌 ( Vibrio harveyi)毒力因子的研究还不多见。Lee K

K等[9 ]提纯和分析了哈维氏弧菌的 ECP ,认为半胱氨

酸蛋白酶是哈维氏弧菌胞外产物中主要的致病因子。

作者先后从广东濒临死亡的斜带石斑 ( Epinephelus

coioides)和红鳍笛鲷 (Lutianus erythopterus)中分离出两

株有较强毒力的哈维氏弧菌 ,为了解此两株哈维氏弧

菌的主要致病因子和致病机制 ,对其胞外产物的一些

特性进行比较分析 ,并对其中一株菌的胞外产物进行

了初步分离纯化。

1　材料与方法

111　试验鱼 　鲫鱼 ( Carassius auratus)购自广东省

广州市某养殖场 ,平均体重为 1012±113g ,在室内暂

养观察 7d ,确认健康后用于毒性试验。

112　实验菌株　哈维氏弧菌 EcGY020401 株 ,分离

于广东省阳江市闸坡某场濒死的斜带石斑 ;哈维氏

弧菌 Sp GY020601株 ,从广东省阳江市东平某海水养

殖场患溃疡病的红鳍笛鲷中分离到。经常规生化反

应鉴定 ,并结合 16S rRNA或热激蛋白 ( HSP60)基因

部分序列测定 ,确认为哈维氏弧菌[12 ]。毒力试验证

明 ,哈维氏弧菌 EcGY020401 株和 Sp GY020601 株对

斜带石斑鱼的LD50分别为 217×106 CFU/ g和 417×

106 CFU/ g。

113　胞外产物的提取　两株哈维氏弧菌分别接种

到 TSB培养基 (加 115 %NaCl) ,180r/ min 28℃摇床培

养 48h ,培养物于 Beckmam J2E 型离心机中 4℃

9500r/ min离心 30min ,去菌体 ,上清液中加入固体硫

酸铵至 20 %的饱和度 ,4℃静置 4h ,9500r/ min 离心

30min ,弃沉淀。再于上清液中加入固体硫酸铵至

60 %的饱和度 ,4℃静置 4h ,9500r/ min离心 30min ,弃

上清液 ,沉淀溶于 50mmol/ L Tris2HCl (pH714)缓冲

液中 ,4℃50mmol/ L PB (pH714)磁力搅拌器搅拌下

对相同缓冲液透析 ,期间换缓冲液 5 次 ,聚乙二醇

(PEG) 20000浓缩 ,得粗提 ECP。分装保存于 - 50℃
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备用。

胞外产物中蛋白质含量的测定采用Bradford法。

114　对鲫鱼的致死性试验　经过预试验 ,将粗提

ECP调整到适当浓度 ,2倍比稀释后腹腔注射鲫鱼 ,

每组 10尾 ,每尾 012mL ;对照组注射无菌的等量生

理盐水 (0165 %NaCl) 。统计死亡情况 ,连续观察 7d ,

按照 Reed2Muench法计算 ECP的LD50。

115　底物酶活性的测定 　参考莫照兰等[15 ]的方

法 ,分别用 PBS(pH714)配置含明胶 (014 %) 、酪蛋白

(014 %) 、淀粉 ( 012 %) 、吐温 80 ( 110 %) 、尿素

(210 % ,加酚红指示剂)的 1 %的琼脂平板 ,打孔 ,每

孔加入 10μL ECP(蛋白含量约 350μg/ mL) ,28℃湿盒

恒温孵育 24h。向明胶平板中加入酸性的氯化汞溶

液 ;向酪蛋白平板中加入 10 %三氯乙酸溶液 ;向淀

粉平板中加入鲁哥氏碘液。观察平板 ,以出现透明

圈 (明胶、酪蛋白、淀粉平板)或不透明圈 (吐温 80平

板)或出现红色 (尿素平板)为阳性。

116　溶血性测定　在每个无菌离心管中加 100μL无

菌生理盐水 (含 0185 %NaCl) ,加 ECP (约 350μg/ mL)

100μL ,进行倍比稀释 ,分别加入小鼠、人 O型血、鲫鱼

等不同来源的 1 %红细胞悬液 100μL 于每管中 ,37℃

孵育 1h ,4℃过夜 ,记录 50 %溶血的稀释度最高的倒

数为溶血价。设无菌生理盐水组为阴性对照。

117　细胞毒性测定　将浓缩处理的 ECP(蛋白含量

约 350μg/ mL)过滤除菌 ,用细胞维持液 (含 2 %的小

牛血清的 1640培养液)作倍比稀释 ,加入到长成单

层草鱼吻端成纤维细胞 ( PSF)的 96 孔细胞培养板

中 ,每孔 150μL ,置 20℃密闭培养 ,定时观察细胞的

病变情况。设加 2 %的小牛血清的 1640培养液为正

常对照。

118　蛋白酶活力的测定和抑制剂的影响　参考魏

玉西等[13 ]的方法略作修改 ,用偶氮酪素 (azocasein)

(Sigma)作为底物 ,200μL ECP加入 118mL 含偶氮酪

素 011mol/ L的 PBS(pH714)中 ,28℃放置 30min ,加入

2mL 10 %的三氯乙酸 ( TCA)终止反应 ,4℃ 11000r/

min离心 5min ,取上清 2mL 加入 1mol/ L 的 NaOH溶

液 2mL ,用分光光度计测定A450 ,设空白对照 ,以A450

每增加 01001为一个酪蛋白酶活力单位。

将经硫酸铵盐析提取的 ECP与各种化学试剂混

合 ,25℃保温 1h后 ,检测蛋白酶活力的变化 ,以不加化

学试剂的 ECP中蛋白酶作为对照(100 %相对酶活力)。

119　聚丙烯酰胺葡聚糖凝胶柱层析　采用 AKTA

prime层析系统 , HiPerpTM16/ 60 SephacryiTM S2200 柱

预先用 50mmol/ L的 PBS(含 0115mol/ L NaCl ,pH714)

平衡 ,提取的胞外产物上样 3mL ,以同样的 PBS缓冲

液洗脱 ,流速 015mL/ min ,每管 3mL 自动分部收集 ,

检测 A280nm紫外吸收峰 ,绘制洗脱曲线 ,同时检测各

收集管的蛋白酶活性。

1110　离子交换柱层析 　先用 A 缓冲液 (pH714 ,

0105mol/ L PB) 、B缓冲液 (含 1mol/ L NaCl 的 pH714 ,

0105mol/ L PBS)平衡层析柱 ,再将上面层析得到的

具蛋白酶活性部分合并浓缩后上样 ,流速 5mL/ min ,

梯度洗脱 ,检测 280nm紫外吸收峰 ,每管 3mL 自动

分部收集 ,测定收集管的蛋白酶活性 ,合并有较高蛋

白酶各管。

1111　SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS2PAGE) 　将

胞外产物提取过程中有蛋白酶活性的部分收集浓

缩 ,采用常规方法进行 SDS2PAGE电泳分析 ,12 %的

分离胶 ,4 %的浓缩胶 ,每孔上样 20μL ;起始电压为

100V ,待样品进入分离胶后恒压 150V ;电泳完毕 ,考

马斯亮兰 R - 250染色 ,扫描保存图片。

2　结果与分析

211　ECP对鱼类的毒性

哈维氏弧菌 EcGY020401株和 Sp GY020601株的

胞外产物对鲫鱼均有较强的毒性 ,在腹腔注射 6h

后 ,陆续有鱼死亡。死亡的鲫鱼除胸鳍基部和注射

部位附近发炎变红外 ,无其他明显症状。

按 Reed2Muench 法计算 , EcGY020401 株和 Sp2
GY020601株的胞外产物对鲫鱼的毒力相当 ,LD50均

为 711μg/ g鱼体重。

212　ECP底物酶活性

酶活性实验结果表明 ,哈维氏弧菌 EcGY020401

株和 Sp GY020601株的胞外产物均具有淀粉酶、蛋白

酶和脂肪酶活性 ,但不具有脲酶、明胶酶活性。

213　ECP的溶血性

分别测定了哈维氏弧菌 EcGY020401 株和 Sp2
GY020601株的 ECP对小鼠、鲫鱼、斜带石斑、人O型

血的红细胞的溶血性 ,除 EcGY020401株对小鼠的红

细胞有较强的溶血性外 ,其余各组的溶血价都较低

(约为 1∶4左右) ;两株弧菌的胞外产物对 O型人血

的红细胞均无溶血作用。

214　ECP细胞毒性

两株哈维氏弧菌 ECP均能引起细胞病变。ECP

浓度较大时 ,能使草鱼吻端成纤维细胞 (PSF)很快脱

落 ;在浓度较低时 ,细胞并不脱落 ,观察到的是缓慢

的病变过程 (一般需 48—72h 才明显可见) ,主要表

现为细胞肿胀 ,边缘不清晰 ,有些细胞表面出现空
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洞 ,有些细胞融合。对照组正常草鱼吻端成纤维细 胞呈纤维状 ,边缘清晰。

表 1　两株哈维氏弧菌的 ECP对不同红细胞的溶血价比较

Tab11　Hemolytic ability of different ECP from strain EcGY020401 and SpGY020601

胞外产物来源

Origin of ECPs

小鼠红细胞

Erythrocyte of mouse

鲫红细胞

Erythrocyte of crucian carp

斜带石斑红细胞

Erythrocyte of estuary cod

人 O型血红细胞

Erythrocyte of human

Strain EcGY020401 1∶256 1∶4 1∶4 0

Strain Sp GY020601 1∶4 1∶2 1∶4 0

　　经测定 ,EcGY020401株 ECP可引起 PSF病变的

最小浓度为 210μg/ mL ,Sp GY020601株为 410μg/ mL。

215　SpGY020601株 ECP中蛋白酶的纯化

硫酸铵盐析获得的 Sp GY020601 株的 ECP ,经

HiPerpTM16/ 60 SephacryiTM S2200凝胶柱层析 ,得到 3

个洗脱峰 (图 1) ,经过蛋白酶活性检测 ,其中第二个

峰具有蛋白酶活性 ,其他二峰基本无蛋白酶活性。

收集第二个峰的所有管 ,放入透析袋中用聚乙二醇

(PEG) 20000浓缩 ,经过 HiPerp Ò16/ 10 Q XL 离子交

换层析 ,得到 4个主要洗脱峰 (图 2) ,蛋白酶活性检

测 ,其中第二个峰具有蛋白酶活性。收集第二个峰

的洗脱液 ,经过浓缩 ,得到初步纯化的蛋白酶。

图 1　哈维氏弧菌 Sp GY0206012ECP的 S2200凝胶层析

Fig11　Elution of the ECP of strain SpGY020601 with HiPerpTM16/ 60 SephacryiTM S2200 chromatography

图 2　哈维氏弧菌 Sp GY0206012ECP的 HiPerp Ò16/ 10 Q XL离子交换层析

Fig12　Elution of the ECP of strain SpGY020601 with HiPerp Ò16/ 10 Q XL ion exchange chromatography

216　ECP电泳图谱

将 Sp GY020601株胞外产物的纯化过程中各步

所得的各组分 ,进行 SDS2PAGE电泳比较 (图 3) ,从

图中可以看出 ,经过 SephacryiTMS2200凝胶层析纯化

的蛋白主要有两条带 ,分别为 35KDa和 38Kda ;再经

过 HiPerp Ò16/ 10 Q XL 离子交换层析 ,得到一条单

一的主带 ,分子量约为 38KDa。

217　ECP中蛋白酶活性影响因子

通过蛋白酶的抑制剂试验 (表 2) ,发现丝氨酸

蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟 ( PMSF) ,金属蛋白酶抑
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制剂 EDTA对 ECP蛋白酶都只有轻微的抑制作用 ,

金属离子 Ca2 +、Zn2 +、Mg2 +都能增强蛋白酶的活性 ,

Zn2 +的增强能力最高 ,Fe3 +有轻微抑制作用。

图 3　Sp GY020601株胞外产物的 SDS2PAGE电泳图谱

Fig13　SDS2PAGE profiles of extracellular products of strain SpGY020601

11分子量标准　21硫酸铵盐析后 ECP　31凝胶层析后 ECP

41离子交换层析后 ECP

Lane 1 : Marker ; Lane 2 : ECP after salt precipitation ; Lane 3 : ECP col2

lected after gel chromatography ; Lane 4 : ECP collected after ion exchange

　　　 chromatography

表 2　抑制剂对 SpGY020601株 ECP中蛋白酶活性的影响

Tab12　The effect of inhibitors on the protease activity of

ECP of strain SpGY020601

试剂

Reagent

浓度 (mmol/ L)

Concentration

相对酶活力 ( %)

Relative activity of protease

PMSF 10 9114

EDTA 10 9613

CaCl2 10 11610

ZnCl2 10 12610

MgCl2 10 10714

FeCl3 10 9318

对照 — 100

3　讨　论

哈维氏弧菌是海水养殖鱼类的重要致病菌。一

些研究表明[14—16 ] ,哈维氏弧菌能产生胞外蛋白酶 ,

这些蛋白酶能导致宿主组织损伤 ,协助病原菌对宿

主的感染。本研究中发现 ,分离的哈维氏弧菌 Ec2
GY020401株和 Sp GY020601株的胞外产物对鲫鱼表

现很强的毒力 ,且死亡的症状和用活菌感染致死的

鲫鱼症状基本相同 ,表明胞外产物是重要致病因子。

两株哈维氏弧菌胞外产物对多种红细胞的溶血性较

低 ,而对草鱼吻端成纤维细胞的毒性很强 ,同时在其

中检测到较强的蛋白酶活性 ,说明两株哈维氏弧菌

致病性可能是由蛋白酶的细胞毒性引起。底物酶活

性还检测到胞外产物还具有淀粉酶脂肪酶 ,这些酶

也可能与致病性相关。

哈维氏弧菌 Sp GY020601株的 ECP经过凝胶层

析、离子交换层析纯化后得到一条 38kDa 的具有蛋

白酶活性的蛋白质 ,毒性试验证明该蛋白对鲫鱼具

有毒性。Liu 等 [16 ]从对虾上分离到一株哈维氏弧

菌 ,纯化 ECP ,得到一个 38kDa 的主带 ,确认是半胱

氨酸蛋白酶。本试验所纯化出的 ECP蛋白带的大

小和Liu等报道的一致 ,且对丝氨酸蛋白酶抑制剂

和金属蛋白酶抑制剂都不敏感 ,是否为半胱氨酸蛋

白酶有待进一步证实。
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CHARACTERISTICS OF THE EXTRACELLAR PRODUCTS

OF TWO PATHOGENIC VIBRIO HARVEYI STRAINS

SHI Cun2Bin , HU Xue2Feng , CHEN Xian2Gao , LI Kai2Bin and WU Shu2Qin
( Pearl River Fisheries Research Institute , Chinese Academy of Fishery Sciences ; Guangzhou　510380)

Abstract :Vibrio harveyi is a kind of important pathogenic bacteria for seawater animals , such as prawn , crab , clam , and ormer.

Along with the development of seawater fish cage2culture in China , Vibrio harveyi also becomes a main cause of disease of cage2
culture fish , including Lutianus erythopterus , Seriola dumerili , Lateoabrax japonicus , Epinephlus fario and Epinephelus coioides .

Some researches indicate that Vibrio harveyi can secrete extracellular products and result in the damnification of host tissue or re2
sult in the death of host when seriously.

Two Vibrio harveyi strains , EcGY020401 and SpGY020601 , which were isolated from diseased Epinephelus coioides and

Lutianus erythopterus in south China , were identified after morphological observation , biochemical characteristic analysis , and

16srRNA or HSP60 gene sequence detection. Both strains can cause death to freshwater fish and marine fish , such as crucian

carp ( Carassius auratus) and estuary cod ( Epinephelus coioides) through artificial injection. In order to understand their patho2
genetic mechanism , extracellular products ( ECPs) of both strains were extracted with ammonium sulfate precipitation , and some

characteristics of their ECPs such as exoenzymatic , hemolytic , toxic and cytotoxic activities were analyzed. Virulence experi2
ments showed that ECPs of the two strains had quite strong virulence to crucian carp in that their LD50 to crucian carp was about

7. 1μg2protein/ g fish weight . Both strains’ECPs have the activity of amylase , protease and lipase , but have not the activity of

gelatinase and urease. Except that the ECP of strain EcGY020401 has stronger haemolytic activity to the red cell of grouper , the

ECPs have very weak hemolysis to erythrocytes of human , mouse , estuary cod and crucian carp . Cytotoxic activity to the fish cell

line PSF was detected in both ECPs , and the lowest cytotoxic concentration to PSF is 2. 0μg/ mL and 4. 0μg/ mL , respectively.

A main protease in ECPs produced by strain SpGY020601 was also purified following the steps of ammonium sulfate precipi2
tation , gel filtration and anion2exchange chromatography. Sodium dodecyl sulfate2polyacrylamide gel electrophoresis ( SDS2
PAGE) showed the estimated molecular mass of the protease is about 38KDa. The protease is lethal to crucian carp and the LD50

is 3. 3μg2protein/ g. Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) and Ethylene diamine tetraacetic acid ( EDTA) had a little inhibito2
ry effects on the activity of the protease , while Ca2 + 、Zn2 + 、Mg2 + can enhance the protease’activity. These results indicated that

the protease might be an alkaline cysteine protease.

Key words :Vibrio harveyi ; Extracellular products ; Hemolysis ; Cytotoxicity ; Pathogenicity ; Protease
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