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提要 采用体 外测定细菌浓度、胞 外产物(ECP)蛋 白含量和蛋 白酶活力 的方法，进行 了鳗弧 

菌 M3菌株在 2216E培养基 中的培养条件研究。结果表明，该菌株用固体培养基培养至24h左 

右，可得到较高的菌体浓度、ECP蛋白含量和蛋白酶活力。采用响应面分析方法设计实验，用 

SAS统计软件分析数据，得到 NaC1浓度、pH值和温度对菌体 生长及蛋 白酶产量影响的回归模 

型。在 2216E培养基 的基础上，添加不同氮源、碳源物质 以及不 同浓度蛋 白胨进行生长研究。 

结果表明，胰大豆蛋 白胨能促进菌体生长及 ECP蛋 白分泌；NH4C1与酪蛋 白水解物可抑制蛋 白 

酶的产生；牙鲆肌 肉匀浆对菌体 、ECP蛋 白产量和蛋 白酶产 生有不同程度 的促进作用 ；培养基 

中蛋 白胨浓度为 4％时菌体量与ECP蛋 白含量达最高值，在蛋 白胨浓度为 2％时蛋 白酶分泌量 

已稳定；1％的葡萄糖、蔗糖、甘油均能显著地提高菌体及 ECP蛋 白产量，却抑制 了蛋白酶的 

产生。 
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鳗弧菌(Vibrio ar~dllarum)是引起水产养殖动物 

流行性疾病的一种重要病源，曾在世界范围内引起养 

殖鱼类的流行病爆发(Lightner，1977；Mahnken，1975)。 

牙鲆(  ̂olivaceus)是一种重要海水经济鱼类， 

在中国北方沿海地区已形成较大的工厂化养殖规模， 

近年来在其遗传、生态等方面已有较多报道(尤 锋等， 

1999；徐 成等，2OO2)。但由于其养殖规模的逐年扩大 

和养殖密度的提高，出现了多种疾病，其中以细菌病最 

为重要，导致严重的经济损失(莫照兰等，2001、2003)。 

至今，人们已发现了多种鳗弧菌毒力因子，如：铁获取 

系统(Actis et a／，1988)、外膜蛋白(Mazoy et a／，1996)、脂 

多糖(Austin et a／，1995)、蛋白酶(Norqvist et al，1990)、鞭 

毛(Milton et al，1996)、溶血素(Hirono et a／，1995)等。在 

山东荣成寻山养鱼场，作者从濒临死亡的患病牙鲆中 

分离出一株鳗弧菌强毒性株，命名为 M3(Mo et a／。 

2001)，发现其胞外产物(ECP)具有强致病性(Mo a／． 

2OO2)，并从中分离纯化到一种毒性极强的金属蛋白酶 

(陈师勇等，2OO2)。为进一步了解鳗弧菌 M3致病机制、 

研制疫苗，以及研究此金属蛋白酶在鳗弧菌 M3致病过 

程中所起的作用，首先需要大量培养菌体以及从 ECP 

中分离金属蛋白酶。为此，作者对鳗弧菌 M3的生长条 

件及其胞外产物中金属蛋白酶产生条件进行了研究。 

鉴于酶活力的高低在一定程度上反映出金属蛋 白酶含 

量的变化，作者通过测定 ECP中总酶活力来判断金属 

蛋白酶产生的最佳条件。 

1 材料与方法 

1．1 菌体培养及胞外产物的获得 

鳗弧菌M3接种于2216E液体培养基，28℃摇床 
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培养过夜。将菌体涂布于预先放置了一层玻璃纸的 

2216E平板上 ，28℃培养 24h后用 0．02mol／L、pH= 

7．4的磷酸缓冲液(PBS)洗下菌体，4℃、8000g离心 

除去菌体，上清液经 0．22／~m微孑L滤膜过滤进一步 

去除残余菌体，即得胞外产物 ECP。 

1．2 菌体浓度 、胞外产物蛋白含量及蛋 白酶活力的 

测定 

菌体浓度稀释 30倍后，以600nm吸光值表示。 

蛋白含量 以牛血 清 白蛋 白(BSA)为标准 ，ECP 

稀释 5倍后采用 Folin一酚法测定蛋 白含量，以 500nm 

吸光值表示。 

蛋白酶酶活力测定参照 Shao等(2000)方法略 

加修改，以44Onto吸光值表示。简述如下：依次加入 

0．025ml酶样 品、10mmol／L pH8．0 Tris—HC1缓 冲 液 

0．05ml与 5mg／ml蛋 白酶 底 物 azocasein(Sigma) 

0．1ml，经 28℃反应 0．5h后，加 0．7ml三氯乙酸终止 

反应。离心取上清 液 0．5ml，加 入等体 积 0．5mol／L 

NaOH，在 440nm波长下测光吸收值。 

1．3 培养方法与试验组设置 

在使用 2216E培养基进行培养的情况下，进行 

以下几项检测 ： 

1)以 NaC1浓度、pH值、温度为自变量，菌体生 

长浓度及蛋白酶活力为响应值，设置三因素五水平 

响应 面实验，共 选 20个试验点 ，检测上述三个因子 

对菌体生长及蛋 白酶产生的影响。 

2)在培养基 中添加不 同氮源成分 ：1％脑心 浸 

液、1％蛋白胨、3％蛋白胨、1％胰大豆蛋白胨(TSB)、 

1％蛋 白胨 +50mmol／L NH4C1、1％蛋 白胨 +1％酪 

蛋白水解物、1％蛋白胨 +4％牙鲆肌肉匀浆等。以 

1％蛋白胨培养基的菌体含量 、ECP含量和蛋 白酶活 

力为 100％进行比较分析这些添加成分对菌体生长 

及蛋白酶所产生的影响。 

3)检测培养基中不同蛋白胨浓度(0．5％、1％、 

2％、4％、6％)对菌体生长及蛋白酶活力 的影响。 

4)检测培养基 中添加 1％不同的碳源物质 (葡 

萄糖 、蔗糖 、甘油 )时对菌体生长及蛋 白酶活力 的影 

响，以 1％蛋白胨培养基的菌体含量、ECP含量、蛋 

白酶活力为 100％进行 比较测定。 

2 结果 

2．1 对在 2216E培 养基 中生长的鳗 弧菌 M3及 其 

胞外产物中金属蛋白酶活力的检测 

对在 2216E固体培养基上和液体培养基中生长 

的不同时期鳗弧菌 M3进 行浓度测定，绘制 了 0-- 

36h的菌体生长曲线 ，同步检测 了 M3分泌的胞外蛋 

白含量(固体培养基)及其中所含蛋白酶的活力(固、 

液体培养基)。结果表明，M3在液体培养基中培养 

l一5h处于对数生长期，5一l8h生长速度逐渐下降， 

18h后进入静止期(平台期)。蛋 白酶活性直到对数 

生长后期才检测到 ，随后逐渐升高 ，并在细菌生长稳 

定期达到最大分泌量，约 28h后缓慢下降。M3在固 

体培养基中 12h前 为对数生 长期，12h后进入静止 

期。从培养 2h起便可检测到 ECP蛋白的产生，但 

在 4h之前蛋 白酶 的活力几乎为 0。随着 菌体 的生 

长，ECP蛋 白含量持续增加 ，蛋 白酶活力 也逐渐增 

加，直到平 台期的中后期 (24h)，ECP蛋 白含量达到 

最高，26h后呈下降趋势，而蛋白酶活力则在 22h达 

到高峰 ，并保 持较高活力 到 36h。由于采用 固体培 

养基产生的胞外产物总体积小 ，ECP浓度及蛋 白酶 

活力高 ，减少了液体培养基中杂蛋白的影响，有利于 

毒性蛋白酶的进一步纯化 ，因此 ，在以后的实验中均 

采用固体培养基进行培养。 

2．2 NaC!浓度、pH值及 温度对 M3生长及产酶条 

件影响的响应面分析 

2．2．1 实验设计 采用响应面分析方法(Response 

Surface Methodology)，根据 Box．Wilson中心组合设计原 

理设计了以 NaC1浓度、pH值、温度为自变量，以菌体 

生长浓度及金属蛋白酶活力为响应值的三因素五水 

平实验。共安排了20组实验，其中 l4组为析因子实 

验，6组为零点(表 1)。实验以随机次序进行，重复3 

次，获得的菌体生长浓度和蛋白酶活力的平均值用 

SAS统计 分 析软件 RSREG(Response Surface Regres． 

sion)程序进行分析 ，并得到方差分析表。 
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2．2．2 实验分析 根据实验设计进行了20组实 

验 ，得到数据结果见表 1。回归模型采用方程 ： 

Y： a0+al Xl+ a2 2+ a3 X3+ al1 +a22X 

+a33X；+al2 lX2+al3XlX3+0,23X2X3 

根据实验数据用 SAS RSREG程序计算 出方程 

中各项系数(表 2)，并进一步对回归模型进行方差 

分析，结果见表 3。数据分析发现，两回归模型的复 

相关系数平方 R 分别达到 0．9674及 0．9227，并且 

失拟项均不显著(P》0．05)。因此完全可以用回归 

模型来对实验结果进行分析和预测。同时 ，可 以看 

出菌体生长浓度方程 、蛋白酶活力方程的一次项 、二 

次项对方程响应值的影响均达极显著水平 ，说明各 

个具体试验因子对响应值影响不仅仅是简单的线性 

关系；菌体生长浓度方 程的交互项 P值 <0．01，达 

到极显著水平 ，说明各因子之间相互影响不容忽视。 

从各因素及与它有关的所有交互作用项的联合检验 

结果可以看出，在菌体生长及蛋 白酶产生 的过程中 

X．(NaC1浓度)和 (温度)的影响极为显著(P< 

0．01)，而 X，(pH值)在实验范 围内(5．9—9．3)对 响 

应值的作用较弱。对模型的典型分析，得到了回归 

模型的最优值及其最优条件(表 4)。 
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表 2 回归系数取值 

Tab．2 The values of regression coefficient 

系数 菌体浓度方程取值 蛋白酶活力方程取值 系数 菌体浓度方程取值 蛋白酶活力方程取值 

a0 —0．2303 — 1．0016 a22 —0．0077 —0．0106 

al 0．0106 0．0976 a33 —0．0027 —0．0070 

a2 0．0467 0．1640 a12 0．0041 0．0018 

a3 0．0214 0．0385 al3 2．9E一5 —0．0018 

al1 —0．0384 —0．03667 a23 —5．2E一4 —5．4E一4 

表 3 回归模型方差分析及各因素及其交互作用项联 合检验结 果 

Tab ．3 Error analysis of regression models and Co·analysis of factors an d their interactions 

表 4 回归模型的典型分析 

Tab ．4 Typical analysis of regression models 

2．3 培养基中不同氮 源对菌体生长及蛋 白酶产量 

的影响 

表5显示了不同氮源对菌体生长及蛋白酶产量的 

影响。由表 5可以看出，添加 1％脑心浸液与 1％蛋白 

胨相比，培养出的菌体量与ECP蛋白量相近，而酶活则 

略低；胰大豆蛋白胨(TSB)与蛋白胨相比酶活力相差无 

几，而产生的菌体量与ECP蛋白量却高于蛋白胨，这一 

点在高浓度蛋白(3％)的培养基 中更加明显。实验同 

时发现，1％蛋白胨培养基加入NH4Cl后，菌体量与ECP 

蛋白量变化不大，蛋白酶活力却下降了49．3％；l％蛋 

白胨培养基加入酪蛋白水解物后，菌体量与 ECP蛋白 

量增长近 1倍，而蛋白酶活力却有明显下降；在 l％蛋 

白胨培养基加入牙鲆肉匀浆后，菌体量、ECP蛋活力和 

蛋白酶活力有了不同程度的增长。 
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1％蛋白胨(对照) 

3％蛋白胨 

1％脑心浸液 

l％ TSB 

3％ TSB 

1％蛋白胨 +NH C1 

1％蛋白胨 +酪蛋白水解物 

1％蛋白胨+牙鲆肉匀浆 

2．4 不同蛋 白胨浓度对菌体生长及蛋 白酶产量的 

影响 

培养基中加入不同浓度蛋白胨进行培养后 ，结果 

发现收获菌体量与 ECP蛋白量变化趋势类似。初始 

随着培养基中蛋白胨浓度的提高，菌体浓度和 ECP 

蛋白含量均升高；蛋白胨浓度为 4％时达最高值；进 

一 步提高蛋白胨浓度，收获量反而稍下降。在培养基 

中蛋白胨浓度升至 2％时蛋 白酶产量已达稳定 ；蛋白 

胨浓度继续升至 4％时，蛋 白酶产量变化不大 ；进一 

步提高蛋白胨浓度 ，则蛋白酶产量也稍下降。 

2．5 不 同碳 源物质 对菌体 生长及 蛋 白酶产 量 的 

影响 

表 6显示 了在 2216E海水培养基添加 了 1％碳 

源物质培养的结果。由表 6可以发现 ，培养基添加 

了葡萄糖、蔗糖及甘油均能显著促进菌体及 ECP蛋 

白产量的提高，其中以蔗糖为最高，葡萄糖与甘油次 

之 。但是三种培养基培养 的蛋 白酶活力均 明显下 

降，下降水平大致一样。 

表 6 添加不同碳源物质对菌体生长及蛋白酶产量的影响 

Tab．6 Effect of different carbohydrate sources on growth，ECP and protease production 

碳源 菌体 生长 (％)ECP蛋 白产量 (％ )蛋 白酶 活力(％) 碳源 菌体生长 (％)ECP蛋 白产量 (％)蛋白酶活力 (％) 

无 l00 l00 l00 蔗糖 314 185 67 

葡萄糖 275 171 70 甘 油 206 156 71 

3 讨论与结论 

鳗弧菌 M3的金属蛋白酶在 ECP蛋 白中含量很 

高(陈师勇等，2002)，但在液体培养基中培养时，至 

对数生长中后期才能检测 到蛋 白酶活力 ，这也是许 

多 细 菌 培 养 时 的 常 见 现 象，如 Yersinia ruckeri 

(Secades et al，1999)、V．alginolytics(Long et al， 

1981)、V．cho&Toe(Young et al，1982)等。Croxatto 

等(2oo2)的研究表明，鳗弧菌金属蛋白酶的分泌受 

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。本实验结果证实 

了这一点。在固体培养基上，由于菌体接种时相对 

浓度较高，因此在对数生长较早时期已有蛋白酶的 

分泌。当细菌培养至24h左右进行收获，可得到较 

高的菌体浓度及胞外蛋白含量，此时的蛋白酶酶活 

也最高。 

鳗弧 菌 的 生 长 适 应 性很 强 ，在 NaCI浓 度 为 

0．15％一10％，pH为 4．5—10，温度为 1—42cI=间的 

广范围条件下都能生长。作者综合考虑了 NaCI浓 

度、温度和 pH值三个因素对菌体生长和产酶的影 

响，采用响应面分析方法 ，根据 Box．Wilson中心组合 

设计原理设计了三 因素五水平实验 ，用 SAS统计分 

析软件处理实验数据，得到了菌体生长和产酶模型， 

以及取得模型最优值时各因素的水平。实验结果表 

明，菌体生长及蛋白酶产生的过程中NaCI浓度和温 

度的影响极为显著，而 pH值的影响较弱。菌体生 

长模型的交互项达到极显著水平，说明各因素之问 

～ ～ ～ 
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交互作用明显。Veronlque等(1995)在研究鳗弧菌及 

鳗弧菌相关菌株生长条件时 ，也发现了培养时最佳 

NaC1浓度和生长温度之间相互影响的现象 ，与作 者 

的分析结果相似。 

培养基中不同氮源对菌体生长及蛋 白酶产量影 

响的分析表明，脑心浸液 比蛋 白胨产酶略低 ，TSB与 

蛋白胨相 比酶活力相差无几，而菌体产量和 ECP蛋 

白量明显增高。这一点在高浓度(3％)蛋白培养基 

中更明显。因此 ，从经济角度考虑 ，以提取金属蛋白 

酶为培养 目的时，采用蛋白胨培养基 ，而以收集菌体 

为目的时可采用 TSB培养基。实验 发现 ，培养的菌 

体量与 ECP蛋白量随培养基中蛋白胨浓度的提高 

而升高，蛋白胨浓度达4％时达最高值，蛋白酶分泌 

量在培养基的蛋 白浓度 为 2％时 已经稳定 ，蛋 白浓 

度升至 4％时 ，ECP中蛋 白酶含量并不增长 ，进一步 

提高蛋 白浓度反而抑制 了蛋 白酶产生。因此 ，要收 

获蛋 白酶 ，培养基蛋 白浓度采用 2％即可 ；若以培养 

菌体及收集 ECP蛋白为主要 目的，培养基蛋 白浓度 

采用 4％。 

在蛋 白胨培养基 中添加 50mmol／L NHaC1只检 

测到 49％的蛋 白酶酶活力，说 明 NHa 的存在能抑 

制蛋 白酶 的产生。同样 的现象也在 A．hydrophila 

(0’Reilly et al，1983)、Vibrio strain SA1(Wiersma et 

al，1978)中发现。在蛋白胨培养基 中添加酪蛋 白水 

解物，菌体与 ECP蛋白产量均大大提高，而蛋白酶 

产量却明显下降。Secades等(1999)发现，Y．ruckeri 

在培养基 中只有酪蛋 白水解氨基酸为氮源 的情 况 

下 ，没有能检测到蛋白酶活性 ，并且在 A．salmoncida 

(Dalhe，1971)、Hbdo sp．(Dreisbach et al，1978)中也 

观察到了类似现象，都说明诱导蛋白酶的产生需要 

完整的肽结构 。培养基中添加碳水化合物无一例外 

地促进了菌体生长及胞外产物分泌，但却抑制了蛋 

白酶分泌，说明蛋白酶的产生受分解代谢物阻遏调 

控。类 似 的机 制在 V． (Long et al， 

1981)、Pseudononas mahophilia (Boethling，1975)及 

Staphy lococcus aureu~(Yoshikawa et al，1974)也被充 

分阐述 。酪蛋 白水解物 与糖类对蛋 白酶 产生的抑 

制，说明菌体在具有充足的能量物质时会减少蛋 白 

酶的产生。在缺乏糖为碳源情 况下 ，蛋 白酶在为寄 

主提供小肽、氨基酸等作为氮源、碳源等能量物质等 

方面起较大作用。因此，作者看到在蛋白胨培养基 

中添加 4％的牙鲆肌肉匀浆，发现菌体量和蛋白酶 

分泌量有了不同程度的提高。 

尽管目前还没有蛋白酶参与宿主发病机理的直 

接证 据 ，但 是 一 些 重 要 的 鱼 类 病 原 菌 如 ：A． 

salmoncida(Gunnlaugsdottir et al，1 997)、V．vulnificus 

(Kothary et al，1985)和 A．hydrophila (Leung et al， 

1988)等的蛋白酶在导致宿主组织损伤、协助建立病 

原感染 等方 面起重 要作用。本 实验 室从 M3菌株 

ECP中分离到的金属蛋白酶毒性也极强(陈师勇等， 

2002)，其对金鱼的半数致死量 50达到 1．2 蛋 

白／g体重。本研究结果表明金属蛋白酶在鳗弧菌 

M3生长中提供营养方面起到一定作用，而关于金属 

蛋白酶在鳗弧菌 M3侵染宿主引发病症过程中的作 

用机理则有待进一步研究。 
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THE IM口E'ACT oF CULTURE CoNDITIoNS oN W 8R，D AⅣG STRAD 

M 3 GRoW TH AND PRoTEASE PRoDUCTIoN 

CHEN Shi—Yong，ZHANG Pei—Jun ，MO Zhao—Lan ，ZOU Yu—Xia ，ZHANG Zhen—Dong ，XU Yong—Li 

(Experimental Marine Biology Laboratory，Institute ofOceanology，Chinese Academy of＆ ，Qingao~，266071； 

Graduate School，Chinese Academy ofSciences，Beifing，10oo39) 

(Experimental Marine Biology Laboratory，Institute ofOceanolog)，Chinese Academy ofSciences，Q／ngaao，266071) 

Bacteria Vibrio anguillarum strain M3，its concentration，extracellular products(ECP)and protease activity were 

analyzed on solid and liquid 2216E media．Our study showed that during a 24一hour period，higher values are found for the con— 

centration of bacteria，extracellular product and protease activity on the solid media than on the liquid media． 

An experiment was designed with Response Surface Methodology to assess the e~ cts of NaC1 concentration，pH value and 

tempe rature on the growth of bacteria and its protease production．Two regression models were established with SAS statistical 

software to evaluate the data．Typical analysis of the regression models predicted that the maximal bacteria growt h was achieved 

in the conditions of0．58％ NaC1．pH 7．94 and 23．3 oC．Maximum protease production was achieved in the conditions of0．71％ 

NaC1，pH 8．29 and 23．04~C．In addition，bacteria growth was studied by adding different concentrations of nitrogen，carbon an d 

pe ptone into 2216E media．It was found that protease activity was lower in the brain heart infusion media than in the pe ptone 

media．Compared with the pe ptone media，bacteria growth and ECP production were stimulated on the trypticase soy agar media， 

but protease production on both media showed the same leve1．The presence of Casamino Acids can stimulated ba cterial growth 

and ECP production jointly with NH4C1．However，both NH4C1 and Casamino Acids in the media could significantly decrease the 

production of bacteria proteases．Muscle homogenate of flounder Parallchthys olivaceus was able to enhance the bacteria growth， 

ECP and Drotease production on different levels．Concentration of bacteria and ECP reached a maximal value at 4％ pe ptone level 

in the 2216E medium，but all dropped when the pe ptone concentration in the medium was higher．Protease production was at a 

maximum value at 2％ peptone level in medium，remaining stable when the concentration of pe ptone rose to 4％ ，then dropping 

with further rises of peptone concentration．Bacteria growth and ECP production increased in the presence of 1％ glucose，sucrese 

or glycerin in the medium．with sucrose giving the highest stimulation em ct．However，bacteria protease production decreased 

dramatically when 1％ glucose，sucrose or glycerin was present in the medium．The effect of all three repressors on protease 

production was on a similar leve1． 

Key words Y／br／o anguillarum，Pmte~e，Response Surface Methodology，Extracellular products(ECP)，Growth 
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