
 

环境因子对鳗弧菌生长和胞外蛋白酶表达的影响 
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摘要: 鳗弧菌(Vibrio anguillarum) 是一种水产动物的重要致病菌，鳗弧菌分泌的胞外蛋白酶是该菌的致病

因子之一。研究了环境因子对鳗弧菌 W-1 生长及胞外蛋白酶表达的影响。结果表明,鳗弧菌的最适生长温

度为 28℃，菌体生长量在 21 h 达到最高，胞外蛋白酶的活力在 24 h 最高。在 37 ℃培养时，菌体生长和

酶活力显著降低；添加葡萄糖、蔗糖、麦芽糖等碳源物质均能显著促进菌体的生长，但对于胞外蛋白酶表

达有明显抑制作用；1 mmol/L EGTA 对菌体的生长和胞外蛋白酶表达没有明显影响,而 1 mmol/L 的 EDTA

强烈抑制鳗弧菌的生长及其胞外蛋白酶的表达。添加不同浓度的氨苄青霉素对菌体的生长及其胞外蛋白酶

表达有明显的抑制作用。 
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鳗弧菌(Vibrio anguillarum)是水产动物的一种

重要的致病菌，能引起世界范围内的淡水、海水鱼

类及其他动物发生弧菌病，常给水产养殖业造成巨

大的经济损失[1，2]。已发现鳗弧菌毒力因子有质粒

编码的铁吸收系统、细胞外溶血毒素、细菌鞭毛蛋

白等[3~5]。胞外蛋白酶也是鳗弧菌的一种重要的致

病因子，Inamura等[6]从一株致病性O1 血清型的鳗

弧菌PT81049 胞外产物分离纯化了一种金属蛋白

酶，SDS-PAGE电泳分析酶的分子质量为 36 u，该蛋

白酶腹腔注射金鱼和小鼠的LD50分别为 1.7 μg/g和 

1.6 μg/g，Milton[7]从鳗弧菌NB10 克隆了金属蛋

白酶基因，编码 611 个氨基酸残基组成的多肽链，

完整蛋白的分子质量为 66.7 u。作者从山东沿海养

鱼场发病鱼分离的致病性鳗弧菌W-1 胞外产物中

分离纯化了 1 种胞外蛋白酶，对酶的理化性质研

究表明，该酶是一种金属蛋白酶，纯化的酶注射

鱼后能引起鱼的组织损伤和死亡，该酶由 611 个

氨基酸残基组成，预测酶的活力中心氨基酸组成

与霍乱弧菌、创伤弧菌等的酶活力中心相似[8，9]。

已知病原菌的生长及致病性跟其所处的环境密切

相关，其毒力因子的表达受体内外各种环境因子

的影响，作者研究了在体外培养条件下，各种环境

因子对鳗弧菌W1 生长及胞外蛋白酶表达的影响。 

1 材料与方法 

1.1 实验菌株 
致病性鳗弧菌W-1 分离自山东省莱州湾海区

发病的花鲈(Lateolabrax japanicus)，经细菌形态学、

生理生化及 Biolog 系统鉴定为鳗弧菌 (Vibrio 

anguillarum) [10]。 

1.2 菌体培养及胞外产物的获得 
鳗弧菌的培养采用 2216E海水液体培养基，培

养温度 28℃，振荡频率为 180 r/min。培养物于 4 ℃ 

10 000 r/min离心 10 min，收集上清液经 0.22 µm 

微孔滤膜过滤去除残余菌体,即得胞外产物。 

1.3 菌体浓度、胞外产物蛋白含量及蛋白酶 
活力的测定 
菌体浓度测定：鳗弧菌培养物用生理盐水稀释

后，于 600 nm 波长下测定吸光值(A)。 

蛋白质含量测定按 Bradford 方法进行，以牛血

清白蛋白为标准。 
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蛋白酶活力测定：参照Inamura方法[6]，以偶氮

酪蛋白为底物。在规定的条件下A值每增加 0.001

被定义为 1 个酶活力单位(U)。 

1.4 培养方法 
1.4.1 温度对鳗弧菌生长和蛋白酶表达的影响 

菌体接种于 2216E 海水培养基，分别在

15,28,37 ℃条件下培养，振荡频率 180 r/min，不同

时间取样，在 600 nm 波长测菌体浓度，并测定蛋

白酶活力。 

1.4.2 碳源物质对鳗弧菌生长和蛋白酶表达的影响 

2216E 海水培养基中添加 1%不同的碳源物质

(葡萄糖、蔗糖、麦芽糖)，在 28℃培养，不同时间

取样，在 600 nm 波长测菌体浓度，并测定蛋白酶

活力。另外，在培养基中添加不同质量分数的葡萄

糖(0.1%,0.5%,1%,2%)，用相同的方法测菌体浓度和

酶活力。 

1.4.3 抗生素对鳗弧菌生长和蛋白酶表达的影响 

在培养基中添加 10,50,100 mg/L 氨苄青霉素，

在 28℃培养，不同时间取样，在 600 nm 波长测菌

体浓度，并测定蛋白酶活力。 

1.4.4 EDTA 和 EGTA 对鳗弧菌生长和蛋白酶表达 

的影响 

培养基中分别添加1 mmol/L的EDTA和 EGTA， 

在 28℃培养，不同时间取样，在 600 nm 波长测菌

体浓度，并测定蛋白酶活力。 

2  结果 

2.1 温度对鳗弧菌生长及胞外蛋白酶表达的 
影响 
在 28 ℃条件下培养，菌体生长和蛋白酶活力

最好，从 6~24 h 处于对数生长期,在 24 h 时菌浓度

达到最大；同步检测了鳗弧菌分泌的胞外蛋白酶的

活力，蛋白酶分泌与菌体生长基本同步，活性随着

菌体的生长逐渐升高,并在 24 h 达最大分泌量, 约

36 h 后缓慢下降（图 1）。15 ℃条件时菌体生长和

酶活力都有一定降低，但差异不显著（P>0.05）， 在

37 ℃条件下，菌体的生长和胞外蛋白酶的表达均

受到显著的抑制（P<0.05）。 

2.2 碳源物质对鳗弧菌生长和蛋白酶表达的 
影响 
在培养基中分别添加 1%的葡萄糖、蔗糖、麦

芽糖等不同碳源, 在 28 ℃培养 24 h，结果发现添加

1%葡萄糖、蔗糖、麦芽糖均不同程度地促进菌体的

生长,但对蛋白酶的分泌有一定的抑制作用（表 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 温度对鳗弧菌 W-1 菌体生长及胞外蛋白酶表达的影响 

Fig.1  Effect of different temperatures on the growth and 

protease expression of V. anguillarum W-1 

 

表 1 不同碳源物质对鳗弧菌生长和蛋白酶活力的影响 

Tab. 1  Effect of carbohydrates on growth and protease  

expression of V. anguillarum W-1 

碳源 W-1 相对菌浓度

（%） 

W-1 相对酶活力 

（%） 

对照 100 100 

1%葡萄糖 175 77.87 

1%蔗糖 130 79.64 

1%麦芽糖 128 98.64 

 
2.3 抗生素对鳗弧菌生长和蛋白酶表达的影响 

从表 2 可以看出，添加不同浓度的氨苄青霉素

对菌体生长和蛋白酶活力的表达均有抑制作用，而

且高浓度氨苄青霉素 (50,100 mg/L)的抑制作用显

著（P <0.05）。 

 
表 2  不同质量浓度氨苄青霉素对鳗弧菌 W-1 生长及酶活 

力的影响 

Tab. 2  Effect of Ampicillin on the growth and protease  

expression of V. anguillarum W-1 

鳗弧菌 W-1 氨苄青霉素质量

浓度(mg/L) 相对菌浓度（%） 相对酶活力（%）

0 100 100 

10 78.90 82.37 

50 45.37 26.65 

100 42.07 14.67 
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2.4 金属螯合剂对鳗弧菌生长及胞外蛋白 
酶表达的影响 
如图 2 所示，1 mmol/L EDTA 对于鳗弧菌 W-1

的生长和胞外蛋白酶的表达均有极显著的抑制作

用（P<0.01）；1 mmol/L 的 EGTA 对鳗弧菌 W-1 生

长和胞外蛋白酶表达没有显著影响（P >0.05）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  金属螯合剂对鳗弧菌生长及蛋白酶表达的影响 

Fig.2  Effects of EDTA and EGTA on the growth and  

      extracellular protease activity of V. anguillarum W-1 

3  讨论 

环境温度对病原菌的生长有较大影响，鳗弧菌

W-1 在 2216E海水培养基中，15,28,37 ℃条件下培

养均能生长，其中在 28 ℃时的生长和胞外蛋白酶

活力最高，表明 28 ℃为鳗弧菌的最适合生长温度；

在 15 ℃条件下，鳗弧菌生长和胞外蛋白酶的表达

有一定的降低，但差异不显著，在较高温度（37 ℃）

下，菌体生长和胞外蛋白酶的表达均受到显著的抑

制，这与鳗弧菌生长自然环境相一致，鳗弧菌在中

国北方海水养殖动物和海水环境中较为普遍，而北

方地区沿海的水温度变化范围在 12~30 ℃左右。进

一步分析鳗弧菌W-1在 28 ℃时的生长曲线和胞外

蛋白酶的分泌，发现从 6~21 h处于对数生长期,在

24 h时候菌浓度均达到最大；胞外蛋白酶的分泌随

着菌体的生长逐渐升高,并在 24 h达最大分泌量,约

36 h后缓慢下降，其蛋白酶的分泌跟菌体的生长基

本同步；而Croxatto等[11]的研究表明，鳗弧菌蛋白

酶的分泌受密度调控基因的控制，只有当菌体浓度

达到一定范围时，鳗弧菌才开始分泌蛋白酶。 

葡萄糖、蔗糖、麦芽糖等碳源物质均能显著促

进鳗弧菌的生长，其中以葡萄糖作用最明显，蔗糖

和麦芽糖次之，而胞外蛋白酶活力则明显下降，说

明蛋白酶产生受代谢阻遏系统的调节。糖类对蛋白

酶产生抑制,可能是菌体在具有充足的能量物质时

减少蛋白酶的分泌，而当缺乏糖类等碳源时，细菌

可分泌胞外蛋白酶以水解环境中的蛋白类物质，获

得小肽、氨基酸等作为氮源、碳源等能量物质，满

足其生长的需要。Long 等[12]在溶藻胶弧菌中也发

现类似的现象。 

EDTA可以螯合革兰氏阴性菌细胞外膜中磷酸

盐残基和脂多糖分子中的Mg2+和Ca2+，并可以螯合

细胞膜上通道蛋白中的Mg2+和Ca2+，从而直接影响

细胞外膜结构和功能的完整性[13]。Michelle 等[14]研

究发现，不同浓度EDTA对于O2 血清型鳗弧菌的生

长有抑制作用和细胞毒性作用，0.6~5 mmol/L的

EDTA明显抑制O2血清型鳗弧菌大部分蛋白质的表

达。在本研究中添加1mmol/L金属离子螯合剂EDTA

后，鳗弧菌W-1 菌体生长及胞外蛋白酶的分泌均受

到显著的抑制，这与Michelle 等[14]的研究结果相一

致。EGTA是一种钙离子螯合剂，但EGTA的加入对

于鳗弧菌W-1 的生长和胞外蛋白酶表达没有显著影

响，其机制有待于进一步研究。 
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Abstract: Vibrio anguillarum is a pathogen of aquacutic animals. The extracellular protease has been considered 

as a putative virulence factor involved in pathogenic mechanism of the bacterium.In this study, the effects of 

culture conditions on the growth and extracellular protease production of V. anguillarum W1 were studied. The 

optimal temperature for bacterial growth and protease production was at 28℃. When the bacterium was cultured 

at 37℃, both cell growth and protease secretion were greatly reduced. Addition of glucose, sucrose, and maltose 

to the medium greatly increased the bacterial growth, but decreased secretion of the extracellular protease. 

1mmol/L of EDTA could obviously prevent bacterial growth and protease activity, while addition of EGTA did not 

have obvious effect on the cell growth. The bacterial growth and secretion of the proteases were also inhabited by 

different amounts of ampicillin. 
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