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致病溶藻弧菌脂多糖对点带石斑鱼毒性和免疫原性的影响 

徐先栋, 谢珍玉, 王世锋, 宣雄智, 周永灿 

(海南大学 海洋学院, 海南省热带水生生物技术重点实验室, 海南 海口 570228) 

摘要: 以热酚水抽提法提取致病溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)粗脂多糖(Lipopolysaccharides, LPS), 并

将不同浓度的溶藻弧菌粗 LPS通过腹腔注射法接种点带石斑鱼(Epinephelus coioides), 研究该 LPS对点

带石斑鱼毒性和免疫原性的影响, 并同弱致病溶藻弧菌粗 LPS 及高纯度大肠杆菌(Escherichia coli)LPS

对石斑鱼的刺激效果进行比较。结果表明: 溶藻弧菌致病株和弱致病株粗 LPS 均对石斑鱼具有比较强

的毒性, 溶藻弧菌 LPS 对石斑鱼的免疫原性随 LPS 浓度的增高而增强, 高纯度大肠杆菌 LPS 对石斑鱼

的免疫原性效果要优于溶藻弧菌粗 LPS。 
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脂多糖(Lipopolysaccharides, LPS)是位于革兰氏
阴性菌(G−)细胞壁最外层的类脂多糖类物质, 是 G− 

病原菌致病物质内毒素的物质基础[1], 同时, LPS 也
具有良好的免疫原性, 可以刺激增强受免机体的免
疫力[2~4], 为鱼用免疫制剂的研究和应用提供了一条
良好途径。目前, 有关 LPS 对水产动物免疫原性影
响的研究报道很多[5~8], 但将 LPS的毒性及免疫原性
结合起来研究报道较少 , 为此 , 本研究利用热酚水
抽提法 [9]提取的海水养殖动物常见病原菌——溶藻

弧菌(Vibrio alginolyticus)的 LPS, 并以该 LPS为研究
对象, 对致病力不同的溶藻弧菌粗制 LPS 的毒性进
行了初步的比较 , 同时 , 也选择了高纯度大肠杆菌
(Escherichia coli)作为对照, 比较溶藻弧菌粗制 LPS
与 高 纯 度 的 大 肠 杆 菌 LPS 对 点 带 石 斑 鱼
(Epinephelus malabaricus)的免疫刺激效果。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试菌及 LPS试剂   

本实验采用的致病菌株 HN08155 为 2006 年 5
月从海南陵水某石斑鱼养殖鱼排患病点带石斑鱼

(Epinephelus malabarieus),体内分离获得的菌株, 经分
离纯化, 生化鉴定, 及溶藻弧菌快速检测试剂盒(专
利号: ZL01130127.9, 中国科学院南海海洋研究所)
鉴定和攻毒实验确定为致病性溶藻弧菌, Genbank登
录号 FJ906748。弱致病菌株 HN07006 为 2006 年 6
月从海南海口周边海域水体中分离 , 经纯化 , 生化

鉴定, 溶藻弧菌快速检测试剂盒鉴定和攻毒实验确
定为弱致病性溶藻弧菌, Genbank登录号 FJ906747。
菌种于−80℃冰箱保存。  
1.1.2  实验石斑鱼 

实验用点带石斑鱼购自海南陵水养殖场, 为体
质量 50 g±10 g的无患病史的健康个体。试验鱼在室
内玻璃水族缸(50 cm×40 cm×50 cm)中经 7 d充气暂
养无异常后按实验要求分组, 每个水族箱放养点带
石斑鱼 8尾, 每天定时投喂新鲜小杂鱼 1次, 投喂量
为鱼体质量的 1.0％, 实验水温为 28 ℃±2 ℃。 

1.2  方法 
1.2.1  脂多糖的提取  

脂多糖的提取按改良的热酚水抽提法 [9]进行 , 
具体如下:  

A. 经扩大培养的菌液以 5 000 r/min 离心 5 min, 
沉淀称湿质量, 收集后置 4 ℃保存;  

B. 取 5 g 细菌悬浮于 15 mL浓度为 50 mmol/L
的磷酸缓冲液(pH 7.0, 内含 5 mmol/L的 EDTA)中, 

−80 ℃作用 15 min, 室温解冻, 反复冻融 5次;  
C. 加入 100 mg 溶菌酶, 4 ℃过夜, 再在 37 ℃
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温育 30 min;  
D. 加入 50 mmol/L 磷酸缓冲液(pH 7.0, 内含  

5 mmol/L EDTA, 20 mmol/L MgCl2) 至 30 mL, 加入
RNase 和 DNase 加至终质量浓度为 5 μg/mL, 悬液
37 ℃温育 3 h; 加入蛋白酶 K, 至终质量浓度为    
5 μg/ mL, 50 ℃温育 2 h;  

E. 置于 70 ℃的水浴中平衡后, 加入相同体积
的预热至 70 ℃的酚, 充分剧烈混合并作用 20 ~ 30 
min;  

F. 用冰水浴快速冷却 15 min, 10 000 r/min离心
(4 )15 min, ℃ 离心后分 3层(由上至下分别为含 LPS
的水层、含变性蛋白的酚层和含其他物质的不溶层), 
小心吸取上层水相装于透析袋;  

G. 用蒸馏水透析 3 d(4 ), ℃ 每天换水数次;  
H. 聚乙二醇 2 000浓缩为原来体积的 1/4;  
I. 1500 r/min 离心 30 min, 弃沉渣, 收集上清, 

经冷冻干燥后−20 ℃保存备用。 
1.2.2  脂多糖的检测 

所分离的 LPS 先经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺
凝胶(SDS-PAGE)电泳, 再以 Tsai 等[10]的方法银染检

测。 
1.2.3  LPS毒性试验 

LPS 毒性试验按以下方法进行分组: 第 1～7 组
为腹腔注射以灭菌磷酸缓冲液(PBS, pH7.2)配制的
溶藻弧菌 HN08155菌株粗制 LPS溶液, 其质量浓度
分别为 80、40、20、10、5、2.5和 1.25 g/L; 第 8组
为腹腔注射以灭菌 PBS配制的溶藻弧菌 HN07006菌
株粗制 LPS溶液, 其质量浓度为 40 g/L; 第 9组为腹
腔注射购自 Sigma 公司的大肠杆菌 LPS 溶液, 其浓
度为 2 g/L; 第 10组为对照组, 腹腔注射无菌 PBS。
上述配制的各组 LPS溶液经 65 ℃加热 10 min[6], 每
组分别注射 8尾点带石斑鱼, 注射剂量为 0.1 mL/尾。
每组设置 1 个重复(每组接种 16 尾石斑鱼)。首次接
种 7 d后, 对存活的各组实验点带石斑鱼再以相同的
方法加强注射 1次。每天观察, 统计各组点带石斑鱼
的死亡率。 
1.2.4  LPS免疫原性测定  

第 2次注射 LPS 28 d后, 取具有统计学意义(即
实验石斑鱼数量≥5尾, 或加上重复组实验石斑鱼数
量≥10 尾)[13]的实验组和对照组进行 LPS 免疫原性
测定。每组随机捞取 5尾供试点带石斑鱼, 尾静脉取
血。每尾鱼的血液分 2份, 先取约 50 μL添加肝素抗
凝, 按沈萍等 [11]方法测定吞噬细胞的吞噬活性; 剩

余部分不添加肝素, 于室温下倾斜放置 1 h 后, 置  
4 ℃冰箱过夜, 1 000 r/min 离心 10 min 分离血清,  

−20 ℃保存备用, 用于测定血清抗菌活性、溶菌活性
和酚氧化酶(PO: Polyphenol oxidase)活性, 测定方法
同王雷等[12]方法。 

2  结果 

2.1  LPS 的提取及检测 
用 2216E 培养液分别培养 2 L 溶藻弧菌

HN08155菌株和 HN07006菌株, 培养 36 h后离心各
得菌液 45 mL。采用改良的热酚水抽提法获得粗 LPS
溶液各 50 mL。分别取溶藻弧菌 HN08155菌株粗制
LPS 溶液和 HN07006 菌株粗制 LPS 溶液 10 μL, 经
SDS-PAGE 电泳检测和银染, 结果(图 1)表明, 溶藻
弧菌 HN08155 菌株粗制 LPS 和 HN07006 菌株粗制
LPS存在明显差异, 其中, HN07006菌株的 LPS明显
可见 8 条分子质量大小不一的条带, 而 HN08155 菌
株的 LPS 除 2 条明显可辨的小分子质量条带外, 其
他部分呈弥散状态。 

图 1 各胶孔处未见染色表明无残留不溶于水的
多糖类物质, 且 LPS 提取过程中使用大量蛋白酶 K
处理, 避免蛋白质污染, 因而本实验所提的 LPS 具
有较高的纯度。本实验所得溶藻弧菌 HN08155菌株
粗制 LPS和溶藻弧菌 HN07006菌株粗制 LPS浓缩溶
液各 30 mL, 经冷冻干燥后, 分别获得干燥的粉末
512 mg和 351.7 mg。 

 
图 1  不同 LPS的 SDS-PAGE电泳检测银染结果 

Fig. 1  The silver-stain result of SDS-PAGE for different 
LPSs 

1. 溶藻弧菌 HN08155菌株粗制 LPS; 2. 溶藻弧菌 HN07006菌株
粗制 LPS; 3.大肠杆菌(E.coli)LPS  
1. the rough LPS of V. alginolyticus HN08155; 2. the rough LPS of 
V. alginolyticus HN07006; 3. the LPS of E.coli  
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2.2  LPS 对点带石斑鱼的毒性   
通过腹腔注射溶藻弧菌致病菌株 HN08155和弱

致病菌株 HN07006 粗制 LPS 溶液和大肠杆菌 LPS
溶液, 检测 LPS 溶液对点带石斑鱼的毒性结果表明
(表 1), 溶藻弧菌致病菌株HN08155粗制 LPS注射剂
量在 0.25 mg/尾以下时, 实验点带石斑鱼 100%成活; 
注射剂量达 0.5 mg /尾以上时, 实验石斑鱼开始死亡; 
注射剂量达 4 mg/尾以上时, 死亡率达 100%。溶藻弧
菌弱致病性菌株 HN07006 粗制 LPS 注射剂量为 4 
mg/尾时, 实验石斑鱼死亡率也达到 100%, 说明溶
藻弧菌致病菌株 HN08155 和弱致病菌株 HN07006
粗制 LPS 对点带石斑鱼均具有较强的毒性, 并且, 
实验中可观察到点带石斑鱼濒死前出现抽搐症状。

大肠杆菌 LPS的注射剂量为 0.2 mg/尾时, 实验点带
石斑鱼未出现死亡现象。 

2.3  吞噬细胞的吞噬活性 
LPS 经毒性检测后, 根据在数量上具有统计学

意义的原则(即实验石斑鱼数量≥5 尾, 或加上重复
组实验石斑鱼数量≥10 尾)[13], 取实验组 4、组 6、

组 7、组 9和对照组 10进行免疫活性测定, 其中, 各
组吞噬细胞的吞噬活性的测定结果见表 2。结果表明, 
各实验组点带石斑鱼血液中吞噬细胞的吞噬率和吞

噬指数均显著高于对照组(P＜0.05)。其中, 在溶藻弧
菌致病性菌株HN08155粗制LPS的安全接种范围内, 
点带石斑鱼血液吞噬细胞的吞噬活性随该 LPS 的接
种剂量增加而增强; 溶藻弧菌致病性菌株 HN08155
粗制 LPS的接种量为 1 mg/尾时(实验第 4组), 对石
斑鱼血液吞噬细胞的吞噬活性与接种 0.2 mg/尾的大
肠杆菌 LPS相当。 

2.4  血清的抗菌活性、溶菌活性及酚氧化

酶活性 
点带石斑鱼经 LPS加强免疫刺激 28 d后, 其血

清进行溶菌活性、抗菌活性及酚氧化酶活性检测, 结
果见表 3和表 4。由表 3可见, 注射 0.2 mg/尾大肠杆
菌 LPS 组各项指标表现为最强, 显示大肠杆菌 LPS
对点带石斑鱼产生良好的免疫刺激效果, 注射 1 mg/
尾量的溶藻弧菌致病菌株 HN08155粗制 LPS组点带
石斑鱼的效果次之, 接种低浓度(0.25 mg/尾和 0.125 
mg/尾)溶藻弧菌致病菌株 HN08155粗制 LPS组对石 

 
表 1  不同 LPS 对点带石斑鱼的毒性 
Tab. 1  The lethalities of different LPSs on E. malabaricus 

接种后不同时间的死亡数(尾) 
组别 

LPS 
来源 

LPS质量浓
度(g/L) 

接种数量

(尾) 
接种剂量

(mL/尾) 12 h 24 h 36 h 48 h 72 h 

总死亡数 
(尾) 

死亡率

(%) 

1 HN08155 80 16 0.1 10 5 1 0 0 16 100 
2 HN08155 40 16 0.1 13 2 1 0 0 16 100 
3 HN08155 20 16 0.1 8 1 1 0 0 10 62.5 
4 HN08155 10 16 0.1 3 0 2 0 0 5 31.3 
5 HN08155 5 16 0.1 3 2 1 1 0 7 43.8 
6 HN08155 2.5 16 0.1 0 0 0 0 0 0 0 
7 HN08155 1.25 16 0.1 0 0 0 0 0 0 0 
8 HN07006 40 16 0.1 11 3 1 0 1 16 100 
9 E. coli 2 16 0.1 0 0 0 0 0 0 0 
10 无  16 0.1 0 0 0 0 0 0 0 

 

表 2  点带石斑鱼血液中吞噬细胞吞噬活性比较 
Tab. 2  Comparison of phagocytic activities of leucocytes of E. malabaricus immunized by different LPSs 

不同组别的吞噬活性 
项目 

4 6 7 9 10(对照组) 

PP(%) 38.2±2.56* 29.7±3.48* 25.3±1.92* 37.1±2.33* 18.7±4.21 
PI 0.89±0.04* 0.63±0.02* 0.67±0.06* 1.01±0.01* 0.51±0.02 

注: PP. 吞噬率 Phagocytic percentage = (100个中性粒细胞中吞噬细菌的细胞数/100)×100%; PI. 吞噬指数 Phagocytic index = 100
个粒细胞吞噬细菌的总数/100; *表示与对照组相比有显著性差异(P＜0.05) 

Note: PP is abbreviated from phagocytic percentage =Phagocytosis Percentage = (numbers of macrophages having phagocytized 
Staphylococcus.albus/100)× 100%; PI is abbreviated from Phagocytic Index = numbers of phagocytized S.albus/100(count total numder of 100 
macrophages). * means significantly different (P < 0.05) compared to the control groups 
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表 3  LPS 对点带石斑鱼血清及抗菌活性和溶菌活性的影响 
Tab. 3  The influences of LPSs on serum antibacterial and lysozyme activities in E. malabaricus 

不同组别的抗菌活性和溶菌活性 
项目 

4 6 7 9 10(对照组) 
抗菌活性 0.205 ND 0.168 0.228 0.200 
溶菌活性 0.021 0.021 0.017 0.032* 0.015 

注: ND表示未检测; *表示与对照组相比有显著性差异(P＜0.05)  
  
表 4  LPS 对点带石斑鱼血清酚氧化酶活性的影响 
Tab. 4  The influences of LPS on serum phenol oxidase (PO) activities in E. malabaricus 

各组别实验石斑鱼的酚氧化酶活性 
项目 

4 6 7 9 10(对照组) 
PO活性 20.0 14.6 18.2 21.8 15.5 

注: PO表示酚氧化酶 
  

斑鱼血清的溶菌活性、抗菌活性及酚氧化酶活性的

刺激作用最差。 

3  讨论 
已有研究表明, 不同来源的 LPS 对水产动物都

具有较强的毒性 , 在一定浓度范围内 , 随着接种剂
量的增加, 其致死率也随着增加。叶剑敏等[13]以 17 
mg/kg鱼的剂量为 40 ~ 70 g赤点石斑鱼接种溶藻弧
菌 LPS, 可造成 40%供试石斑鱼死亡; 周永灿等[14]

以嗜麦芽假单胞菌 LPS 接种 鲹卵形鲳 , 结果表明该
LPS 鲹对卵形鲳 (Trachinotus ovatus)最低致死剂量大
于 80 mg/kg; 陈昌福等[15]以鱼害粘球菌(Myxococcus 
piscicola)LPS 腹腔接种草鱼 , 结果表明该 LPS 对  
50 ~100 g草鱼造成伤害的剂量为 5 mg/kg, 全致死剂
量为 25 mg/kg; 张建设等[16]测定的副溶血弧菌 LPS
对牙鲆的最低致死剂量为 60 mg/kg; 此外, 陈昌福
等[17]以 45 mg/kg 鱼的剂量对鳜(Siniperca chuatsi)接
种嗜水气单胞菌 LP 却未发现中毒症状; Matsuyama
等[18]以 2 ~ 10 mg/kg的多种 LPS接种鲤鱼也未发现
异常反应。本研究用热酚水抽提法提取的溶藻弧菌

粗 LPS 对点带石斑鱼的毒性研究结果也表明, 该溶
藻弧菌粗提 LPS 对点带石斑鱼也具有较强毒性, 粗
LPS 的接种量为 9 mg/kg 时, 点带石斑鱼致死率为
65.5%; 而粗 LPS接种量为 72 mg/kg时, 受免点带石
斑鱼的死亡率为 100%。作者制备的溶藻弧菌粗 LPS
对点带石斑鱼的最低致死剂量为 5 mg/kg, 其毒性与
陈昌福等[15]制备的鱼害粘球菌 LPS 相当, 但强于叶
剑敏等[13]制备的溶藻弧菌 LPS、周永灿等[14]制备的

嗜麦芽假单胞菌 LPS、张建设等[16]制备的副溶血弧

菌 LPS、陈昌福等[17]制备的嗜水气单胞菌 LPS 以及

Matsuyama等[18]研究的多种 LPS。 
作者对致病性溶藻弧菌菌株 HN08155粗制 LPS

和弱致病性溶藻弧菌菌株 HN07006粗制 LPS对点带
石斑鱼的毒性差异研究结果表明 , 尽管两者
SDS-PAGE 条带的银染结果存在明显差异, 但它们
对点带石斑鱼毒性相当, 以 4 mg/尾的用量接种 50 g
左右的点带石斑鱼后 , 两者均可造成接种石斑鱼
100%死亡, 这说明溶藻弧菌 LPS 的 2 条分子质量最
小条带不是其菌株毒力的主要成分 , 同时也表明
LPS不是溶藻弧菌关键毒力因子。 

国内外很多研究报道均表明, LPS对水产动物具
有良好的免疫保护作用。本研究结果表明 , 以 1  
mg/尾的剂量对点带石斑鱼接种(实验第 4 组)的 LPS
后, 血液中白细胞吞噬活性、血清抗菌活性、溶菌活
性及酚氧化酶活性与对照组相比均明显增强, 说明
溶藻弧菌的 LPS 也对提高点带石斑鱼非特异性免疫
保护力作用显著。但本研究结果也表明, 产生良好免
疫保护作用的 LPS 剂量对实验动物也产生一定的毒
性, 一般情况下, 在安全剂量范围内的 LPS 对点带
石斑鱼的免疫保护效果不强 , 因此 , 应用溶藻弧菌
LPS 作为免疫制剂需权衡其毒性和免疫保护作用的
利弊 , 这与鄢庆枇等 [19]利用该菌的 LPS 对大黄鱼
(Pseudosciaena crocea Richardson)毒性和免疫效果
研究结果一致。不过, 简纪常等[5]利用 3.2 mg/尾剂量
的溶藻弧菌 LPS 接种 40 ~ 70 g 赤点石斑鱼
(Epinephelus akaara)的研究结果则表明 , 该浓度的
溶藻弧菌 LPS 不但对赤点石斑鱼没有毒性, 还可诱
导提高赤点石斑鱼的非特异性免疫功能, 说明不同
试验动物对溶藻弧菌 LPS 的敏感性可能存在差异。
此外, 本研究采用低剂量(0.2 mg/尾)、高纯度的大肠
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杆菌 LPS 刺激点带石斑鱼的结果也表明, 该 LPS 不
仅对实验点带石斑鱼没有明显毒性, 比本研究制备
的溶藻弧菌 LPS 还有更好的免疫保护效果, 说明不
同菌种来源的 LPS 对点带石斑鱼的毒性和免疫保护
作用也可能存在差异。 
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Toxicity and immunogenicity of LPS from pathogenic Vibrio 
alginolyticus to grouper, Epinephelus malabaricus 
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Abstract: In order to study the toxicity and immunogenicity of the LPS from pathogenic Vibrio alginolyticus to 
Epinephelus malabaricus, the crude LPS was extracted by hot phenol-water extraction, and was intraperitoneally 
injected to healthy groupers at different concentrations. It was found that crude LPSs from both the pathogenic 
strain and the weak pathogenic strain of V. alginolyticus were highly toxic to groupers. The immunogenicity of the 
crude LPS from V. alginolyticus to the groupers was enhanced at elevated concentrations of LPS. The immuno-
genicity of high purity LPS from E.coli to the groupers was better than the crude LPS from V. alginolyticus. 

(本文编辑: 康亦兼) 
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