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溶藻弧菌致病性研究进展
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  溶藻弧菌 ( Vibrio a lginolyticus) 属于弧菌科

( Vibrionaceae) ,弧菌属( Vibr io) , 革兰氏阴性短杆菌,

无芽孢、荚膜, 单独存在或尾端相连成/ C0或/ S0 形,

为嗜盐嗜温性、兼性厌氧海生弧菌, 适宜温度为 17~

35 e [ 1]。

溶藻弧菌广泛分布于世界各地海水及河口

处[2] ,并且数量居海水类弧菌之首[ 3] , 但其为嗜温菌,

从夏季到冬季, 由赤道向两极随着温度的降低其数

量也明显减少[4, 5]。另外, 溶藻弧菌也大量分布在海
洋动物中[6] ,如意大利亚德里亚海海域采集的紫贻

贝(Mytilus ga llop rovincia lis) , 其中分离出的溶藻弧

菌占弧菌总数的 1/ 3 左右。

1  溶藻弧菌流行病学

溶藻弧菌为海洋中正常菌群之一, 存在于多种

海洋动物中,是鱼、虾、贝等海水养殖动物的条件致病

菌。溶藻弧菌为嗜温菌,其对养殖动物的致病性多发

生在夏季[7] ,在水温 25~ 32 e 下容易流行[ 8] ,另外动
物体免疫机能下降或环境恶化时也容易发生,如台湾

一些学者研究了虾在氨氮( 1. 10~ 21. 60 mg/ L) [9]、亚

硝氮( 1. 12~ 21. 40 mg/ L) [10]、Cu2+ ( 1~ 20 mg/ L) [ 11]

胁迫下对溶藻弧菌的敏感情况, 结果表明虾的免疫

力降低、死亡率升高。此外溶藻弧菌对人的致病性也

有大量报道,可引起人食物中毒[ 12]、耳炎[ 13]等等。

2  溶藻弧菌致病机理

溶藻弧菌对宿主致病性主要取决于宿主、宿主

所在的环境、菌本身之间的关系, 致病过程包括粘附、

侵袭、体内增殖及产生毒素等一系列过程, 致病作用

主要是通过在其侵袭和增殖过程中对机体造成的细

胞和组织损伤以及其代谢产物(毒素 )干扰和破坏机

体的局部或全身的正常新陈代谢或机能而造成

的[35]。

2. 1  毒性
溶藻弧菌对鱼、虾、贝等都有较强的致病性,其对

不同种类表现不同程度的毒性(表 1)。另外,其不同

菌株也表现出强弱不同的毒性, 如- CAN. 菌株对黑

鲷( Spa rus aura ta )的毒性(LD50 5. 4@104 CFU/ g)是

- 16. 菌株的 18 倍左右 ( LD50 1. 0 @106 CFU/ g) [15]。

在进行感染试验过程中, 不同的感染方式, 其表现的

致病力也不尽相同, 如黄志坚等[ 20]研究表明, 以肌肉

注射方式感染的鲑点石斑鱼死亡率较高, 达 100% ,

症状最为明显 ,多在一周内死亡, 致病力最强;其次是

腹腔注射和划痕浸泡感染方式, 死亡率为 80% ;未划

痕浸泡感染和口服感染组也有一定的致病力,死亡率

分别为 40% 和 60%。Balebona 等[ 15] 也报道过对黑

鲷划痕浸泡感染的毒性( LD50 2@103 CFU/ g)是未划

痕浸泡感染( LD50 2@107 CFU/ g)的 104倍。

2. 2  粘附
细菌粘附于宿主细胞表面是对机体感染致病的

先决条件, 对细菌侵入宿主并有效发挥毒素等的作用

具有重要意义[ 36]。国外对溶藻弧菌粘附作用已有一

定研究, 主要集中在体外试验。Balebona 等[15, 37] 研

究表明, 溶藻弧菌可粘附在大鳞大麻哈鱼胚胎细胞

( CHSE2214)上,但对鲤鱼上皮细胞、黑鲷红细胞均无

粘附作用;对黑鲷的表皮、鳃、肠粘膜也都有较强的粘

附作用。Zanetti等[38]发现溶藻弧菌可粘附在上皮细

胞( H ep22、Caco22)上。Baffone等[ 39]也研究了 20 株

溶藻弧菌对 Hep22 细胞的粘附情况, 其中有 11 株菌

对其有较强的粘附作用。
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表 1  由溶藻弧菌引起的主要养殖动物疾病

感染对象 疾病 主要症状 LD50 ( CFU/ g) 发病地点

黑鲷( Sp ar us aurata L. ) 弧菌病 表皮溃疡、出血、有黑斑, 眼球突出、充

血,腹部肿胀, 肝脏充血,肾脏苍白,脾脏

肿大有小瘤

5. 4 @104 ~

1. 0@106[ 15]

西班牙西南

部[ 14]

平鲷( Sp ar us sar ba ) 体表溃疡病 开始体色变深,感染部位和鳍末端充血、

发炎,严重时鳍间组织逐渐散开, 鳍条溃

烂,体表感染部位发生溃烂,溃烂逐渐变

成一深洞,最终死亡

中国香港[ 16]

大黄鱼( Pseu dosciaena crocea ) 弧菌病 鱼体发白, 体表点状发红,下颌、眼球、腹

部及各鳍基发红,鳍条散裂, 肝、肾、脾充

血肿大

福建宁德[17]、

浙江宁波[ 18]

状黄姑鱼(Nibea miichthioides) 皮肤溃疡 体表有大小不一的溃疡面, 溃烂部位鳞

片脱落、充血肿胀,分泌物增多,肠内无

食物,肠充血,最终死亡

福建厦门[ 19]

鲑点石斑鱼( Ep ineph elu s f ar io) 弧菌病 背部肌肉溃烂, 烂尾, 胸鳍腹鳍基部出

血,眼球突出, 混浊, 腹部膨胀, 有腹水,

肝脏灰白,肾脏充血

2. 1@107 海南三亚[ 20]

点带石斑鱼

( Ep ineph elus malabaricus )

溃疡病 鱼体表有溃疡,腮、鳍等充血,腹腔积液,

肝严重肿大,肾、脾等脏器毛细血管充血

2. 25@105[ 21]、

500[22]a、

( 0. 52[22]a)

广东、海南[ 21]

中国台湾[ 22]

黄鳍鲷( Sp aru s latus ) 弧菌病 游动缓慢, 反应迟钝, 不摄食, 腹部向上

仰游,鱼死后弯曲柔软

广东湛江[ 23]

军曹鱼 ( Rachycentr on canad2

um)

弧菌病 游动无力、表皮发黑、腹腔积液 3. 28@104 中国台湾[ 24]

中国明对虾 ( Fenner op enaeus

chinensi s)
黑鳃、褐斑

综合症

鳃一侧或两侧数条鳃丝呈深黑色, 虾体

头胸甲壳内侧有黑色物沉着, 甲壳外侧

可见黑褐色轮廓, 体表甲壳有许多圆形

或长条形的黑斑

浙江舟山[ 25]

红腿病 感染 4h出现红肢,变红顺序先游泳足后

步足, 28h全部死亡

辽宁大连[ 26]

日本对虾( P enaeus jap onicu s) 白斑病 除甲壳有白斑外无明显其他症状 4. 43@104 中国台湾[ 27]

斑节对虾( Penaeus monodon ) 白斑病 除甲壳有白斑外无明显其他症状 1. 13@105

( 0. 23) [ 28]
中国台湾[ 28]

凡纳滨对虾(L itop enaeus

vannamei)

红体病 外观完整, 全身性变红, 肠胃空,肝胰脏

微肿但颜色正常,头胸甲易剥离, 但在剥

离的头胸甲上末发现白斑症状

海南各地[ 29]
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续表 1

感染对象 疾病 主要症状 LD50 ( CFU/ g) 发病地点

文蛤( Meretr ix meretr ix L. ) 弧菌病 松口,对刺激的反应迟钝,壳缘周围分泌

有许多粘液,部分死亡文蛤的肉质变红

江苏南部沿

海[ 30]

杂色蛤( Rud i tap es varieg ata ) 弧菌病
大多数不能潜滩, 水管自然状态下不能

伸出;两壳微开, 闭壳肌无力, 外力刺激

不能使其闭合;软体部消瘦变黄; 外套膜

发粘,紧贴于贝壳上, 皮肤表面及外套膜

边缘寄生白点状寄生物, 内脏团呈水肿

状态,肝脏变硬变小,鳃丝变黄甚至发黑

辽宁东沟县[ 31]

九孔鲍( H al iot is d iver sicolor ) 弧菌病 停止摄食, 消化腺、胃肿大或萎缩, 足部

发硬,触角不收缩

3. 6@105

( 2. 96) [ 32]
台湾高雄[ 32]、

福建东山[ 33]

乌贼( Sepia of f icinal i s) 弧菌病 表皮溃疡,胃、脾等器官充血、发炎 加拿大萨斯卡

通[ 34]

注: LD50半致死浓度;括号内为胞外产物(ECP)毒性,单位 Lg/ g ; a表示最小致死浓度

  粘附需要两个基本因素:一是细菌表面具有粘

附结构(粘附素) ,二是宿主细胞表面的特异受体。另
外,细菌的粘附过程还与细菌本身的一些特性, 如运

动速度、趋向性、疏水性以及环境因子有关。

2. 2. 1  粘附素及其受体

粘附素是能够介导致病菌对真核细胞表面粘附

的大分子物质。弧菌具有多种粘附素,大体分为两大

类:菌毛粘附素和非菌毛粘附素, 前者包括菌毛、纤毛
等;后者有外膜蛋白( OMP)、脂多糖(LPS)、胞外多糖

等等[40]。有关溶藻弧菌的粘附素方面的研究不多,
主要集中在鞭毛方面的研究。Meadows [41] 提出假

设:细菌的鞭毛在其粘附过程中发挥着重要作用。
DeBoer 等[ 42]又进一步假设溶藻弧菌的周生鞭毛是

使其固定在物体表面的重要因素。溶藻弧菌有两种

鞭毛类型:端鞭毛和周生鞭毛,在液态环境下以前者

为主,在固态环境下则以后者为主[ 43]。Belas等[44]借

助/ 朗缪尔吸附等温式0研究了不同类型鞭毛的弧菌
在甲壳质上的吸附特性, 其中溶藻弧菌这样具有混

合类型鞭毛的弧菌, 当其在适应表达周生鞭毛的条
件下,吸附情况符合/朗缪尔吸附等温式0, 当菌浓度
达到一定程度时有吸附饱和现象; 而在适应表达端

鞭毛的条件下则不符合 ,无饱和现象;另外通过吸附
竞争试验得出周生鞭毛菌对甲壳质的亲和力比端鞭

毛菌强,并抑制端鞭毛菌吸附。这些结果说明周生鞭
毛有利于溶藻弧菌的吸附, 也进一步印证周生鞭毛

为溶藻弧菌的粘附素之一。Bordas 等[ 45]在 Belas的

基础上研究了溶藻弧菌对黑鲷表皮粘液的粘附动力

学,与 Belas 的结果类似。可是 Kogure等[ 46] 利用盖

玻片为溶藻弧菌粘附载体进行研究,其认为周生鞭毛

并不是粘附素 ,无助于菌的粘附。两者的结果截然不
同, 这可能主要是两者的试验条件不同(粘附的载体)

所致, 但其也有待于进一步的研究。1996 年, Pruzzo
等[ 47]发现溶藻弧菌膜蛋白( MPs)可与甲壳质结合而

利于菌的粘附 ,经 SDS2PAGE 分析, 所有菌株都含有
53, 35, 20, 14 ku 4 种蛋白。1999 年, Mor isaki等[ 48]

认为溶藻弧菌表面聚合体可减少菌与物体表面的静

电力而利于粘附。

以往人们对细菌粘附的认识多从细菌的角度考

虑, 宿主细胞表面粘附素受体的表达也直接影响细菌

的粘附过程, 如 Balebona 等研究表明溶藻弧菌对鲤
鱼上皮细胞无粘附作用很有可能是鲤鱼上皮细胞上

无其粘附所需的受体。大多数革兰氏阴性菌在宿主

细胞上的粘附受体是糖蛋白或糖脂,其受体特异性部

位往往是其中的糖类残基。目前有关溶藻弧菌粘附

素的受体尚不十分清楚,仅知一些糖蛋白能结合到菌

体上, 从而抑制粘附作用。因此, 在研究溶藻弧菌粘
附素的同时也应对其受体进行深入研究,这不仅有助

于进一步了解溶藻弧菌的粘附机制,另外可以通过发
现一些粘附素受体类似物抑制菌的粘附而助于弧菌

病的防治[ 35]。

2. 2. 2  与粘附有关的一些影响因子
2. 2. 2. 1  疏水性

除了像粘附素与宿主受体那样结合发生的粘附

外, 某些致病菌(如 Renibacter ium sa lmonina rum )可
通过表面的疏水性作用与宿主发生非特异性粘

附[ 49]。Bordas等[45]利用 SAT 法分析了溶藻弧菌的
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疏水性,认为其与粘附无关。Balebona 等[37] 进一步

利用MATH、SAT、NCF 三种方法测定了常见病原

弧菌(包括溶藻弧菌)的疏水性,并与其对鱼粘液及细

胞的粘附进行比较, 两者无相关性, 由此认为溶藻弧

菌粘附作用主要是由特定配体受体介导而不是非特

异性的疏水作用。

2. 2. 2. 2  运动速度与趋向性

Kogure 等[ 46]通过不同的溶藻弧菌突变菌株进

行粘附试验, 得出具有鞭毛可运动的菌比具鞭毛但

无运动能力的菌粘附得快且多, 证明了菌的运动是

其粘附的主要因素之一, 另外试验还得出菌的趋向

性无助于其粘附。Mor isaki等[ 48]在试验中也证实了

这一结果。Bordas 等[ 50] 通过对 10 株溶藻弧菌进行

趋向性比较, 认为菌对粘液的趋向性可能在利用粘

液为营养源方面有着重要作用, 而与其粘附能力无

直接关系。

2. 2. 2. 3  环境因子

Balebona等[ 51]研究了不同盐度、pH 条件下的溶

藻弧菌对表皮粘液的粘附情况, 结果表明在海水中

比在 PBS 或生理盐水中粘附率高, 而 Gordon 等[ 52]

报道过高离子浓度的灭菌海水会出现较低的粘附

率, Balebona[ 51]解释说可能是海水中的二价阳离子

可作为菌与粘液表面的结合键所致;其结果还表明

pH 对菌的粘附有一定影响, 随 pH 的升高,粘附率上

升, 在 pH8. 5 左右达到最大值。Bordas 等[ 45] 在

Balebona的基础上进一步研究了不同盐度的海水及

温度对菌粘附表皮粘液的影响, 表明溶藻弧菌在

4 e 、盐度 35 条件下粘附率最高。Kogure 等[46] 研究

了溶藻弧菌在不同浓度的单价离子( Na+ , K+ , Li+ )

下的粘附情况,其中 Na+ 浓度对粘附影响最明显, 随

其浓度升高,粘附的越多, 这主要由于 Na+ 为溶藻弧

菌端鞭毛的动力源[53] , 随 Na+ 的增多, 鞭毛运动力增

强,溶藻弧菌的游动速度增快而利于粘附。

2. 3  毒力因子
2. 3. 1  胞外产物( ECP)

溶藻弧菌可产生多种胞外产物, 具备多种活性,

是对宿主致病的主要毒力因子之一(表 1)。Balebona

等[54, 15]测定了溶藻弧菌 ECP 的酶活性及毒性, 发现

其具有酪蛋白酶、明胶酶、淀粉酶、磷脂酶、胶原蛋白

酶多种活性,无弹性蛋白酶活性;并且对 CH SE2214,

EPC, FHM 三种鱼类细胞都有较强的毒性;经肌肉

注射鱼体, 6 h 后就可观察到注射部位有细胞溶解现

象, 24~ 72 h 就可引起死亡。Lee等[ 55]研究发现, 溶

藻弧菌的 ECP 可引起日本对虾血浆中抗脂多糖因子

消失、血蓝蛋白减少,对虾致病起到重要作用。病原

弧菌 ECP 中与致病有关的毒力因子包括蛋白酶类及

外毒素。

2. 3. 1. 1  蛋白酶类

Long 等[ 56]首先报道了溶藻弧菌能产生碱性丝

氨酸蛋白酶。后来, Ha re等[ 57] 研究了外界因子对溶

藻弧菌所产生的胶原蛋白酶和碱性丝氨酸蛋白酶的

影响, 结果表明,温度、氧气对这两种胞外酶产生的影

响是特定的, 与菌的环境适应性有关, 如稳定生长期

的菌在缺氧条件下,温度的突变会抑制酶的产生, 而

在正常状态下则不会受到温度的影响;另外, 浅蓝菌

素、奎吖因、0- 邻二氮杂菲会抑制胞外酶的产生。而

后, H are等[ 58]对这两种酶又做了进一步研究,经 ge2

latin- PAGE 分析, 溶藻弧菌能产生 5 种分子质量不

同的碱性丝氨酸蛋白酶和 4 种分子质量不同的胶原

蛋白酶, 前 5 种蛋白酶的分子质量分别为 28, 22. 5,

19. 5, 15. 5, 14. 5 ku, 它们的活性受到丝氨酸蛋白酶

抑制剂的抑制 ,而组氨酸不会对这 5 种酶的活性有抑

制作用;后 4 种的分子质量分别是 45, 38. 5, 33. 5, 31

ku,组氨酸对它们的活性有抑制作用。1997 年, Lee

等[ 59]又报道溶藻弧菌能产生一种分子质量为 33 ku

的丝氨酸蛋白酶; Chen 等[60, 61]研究认为其是溶藻弧

菌分泌的主要蛋白酶, 是对虾的主要致死因子之一,

可被酶抑制剂苯甲基磺酰氟(PMSF)所抑制。

2. 3. 1. 2  外毒素

有关溶藻弧菌外毒素方面的报道不多。Baffone

等[ 39]对 20株海域分离的溶藻弧菌进行了研究, 结果

表明, 5% ( 1 株)的菌可产生肠毒素并导致小白鼠致

病, 但均无溶血活性。林业杰等[62]研究表明, 从腹泻

患者上分离的溶藻弧菌可产生肠毒素并且大部分都

有溶血作用, 可能是引起腹泻的主要原因。另外, 溶

藻弧菌为产生河豚毒素(TT X)菌种之一, Yu 等[ 63]报

道了从河豚中分离的溶藻弧菌在厌氧条件下培养 10

d, 500 mL 的培养液可产生 105. 3 MU( mouse units)

的 TTX。Balebona等[ 64] 研究表明溶藻弧菌对鳗鲡

及虹鳟鱼有神经毒害作用, 这极有可能是 T TX 所引

起的, 但这有待进一步研究。

2. 3. 2  脂多糖

脂多糖( LPS)是革兰氏阴性菌细胞壁中的主要

成分之一, 是细菌内毒素的主要物质, 由 0- 特异链、

核心多糖和类脂 A 三部分组成。在弧菌病原中, 鳗

弧菌、创伤弧菌、霍乱弧菌、拟态弧菌、病海鱼弧菌、副

溶血弧菌等的 LPS 都被证明与弧菌的致病过程有

关, 是重要的致病因子[65]。1981 年, H isatsune等[ 66]

研究了溶藻弧菌的糖组分, 发现该菌 LPS 与一般菌

不同, 内核骨架成分没有 22酮232脱氧2D2甘露糖型2辛
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酮糖酸( KDO)而是 KDO 类似物。陈晓燕等[ 65, 67]研

究了溶藻弧菌 LPS在人工感染点带石斑鱼和野生五

带豆娘鱼( Abud af duf va igiensis )鱼体内的组织分

布,发现鱼的小肠、肾脏、肝脏、脾脏等组织均能吸附

溶藻弧菌的 LPS, 但鱼的心脏组织几乎不吸收。另

外,研究表明 200 Lg/ g 的粗制 LPS对石斑鱼没有致

死作用并且溶藻弧菌 LPS对细菌所感染的鱼不起内

毒素致死效应。鄢庆枇等[ 68]研究了溶藻弧菌 LPS

对大黄鱼的毒 性情况, 当 LPS 质 量浓度达到

2. 0 mg/ cm3时,大黄鱼的死亡率达到 100%。

2. 3. 3  载铁体

铁是细胞色素及过氧化氢酶的组成成分, 为细

菌生长、繁殖所必需。宿主体内的铁主要存在于红细

胞及转铁蛋白、乳铁蛋白中, 游离铁极少,无法满足细

菌生长、繁殖的需要。为了在宿主体内生存、繁殖,病

原弧菌主要有两种获铁途径:一是产生外毒素破坏

红细胞,释放血红素;二是产生一种对铁具有高度亲

和性,可从转铁蛋白、乳铁蛋白中摄取铁的鳌合剂即

载铁体[69]。

不同致病弧菌产生载铁体的能力及载铁体类型

也不同。Balebona 等[15] 利用 CAS法分析表明, 所测

定的 8 株溶藻弧菌均有载铁体;另外, 通过 EDDHA

(乙二胺二- ( 0- 苯乙醇酸) )测定铁限制条件下的生

长情况, 结果表明 EDDHA 对菌的最小抑菌浓度

( MIC)为 800~ 1 000 mmol/ L, 这说明溶藻弧菌可从

高亲和力的化合物中得到铁离子, 也说明了其能从

宿主铁鳌合蛋白中获得铁离子。但 CAS 的结果与

EDDHA 的结果之间并无相关性,这可能是两种方法

的敏感度不同或溶藻弧菌存在 CAS所不能测定的其

它载铁机制。因此,目前有关溶藻弧菌载铁体只是初

步研究,关于溶藻弧菌载铁体的类型、影响条件及遗

传调控等方面还是空白,有待于进一步的研究。

3  结语

综上所述, 溶藻弧菌的感染和致病是多种毒力

因子共同作用的结果, 这符合病原细菌致病作用的

普遍机制。由于对溶藻弧菌致病性研究还处在较为

初级阶段,随着研究的深入, 更多的致病因子和致病

机制将会被发现。
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