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提要    将哈维氏弧菌 SF1 接种在自然海水中低温诱导进入活的非可培养状态, 用添加营养物质后
升温培养的方法进行复苏。用透射电镜观察不同状态哈维氏弧菌细胞形态和结构, 研究哈维氏弧菌
复苏后对不良环境的抵抗力, 用 RT-PCR检测丝氨酸蛋白酶基因 Ser和 rpoS基因的表达。结果表明, 
进入 VBNC 状态的哈维氏弧菌由杆状变为球状, 体积比正常细胞小, 复苏后恢复正常形态且对紫外
辐射, 热激的抵抗能力没有明显改变, 对高渗透压的抵抗力减弱, 而对冷激的抵抗力增强。复苏后的
哈维氏弧菌对抗生素的敏感性没有改变。用 RT-PCR未检测到在 VBNC状态时 Ser和 rpoS基因的表
达, 而在复苏后的细胞均检测到该基因的表达, 可能是其保持致病性的重要原因之一。 
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哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)是一种革兰氏阴性、
具有发光特性的海洋细菌 , 广泛分布于近岸海水环
境及海洋动物。该菌是我国及其它许多国家和地区养

殖对虾和鱼类的致病菌(Austin et al, 1999)。其致病机
理尚不十分清楚, Pizzutto等(1995)发现不同哈维氏弧
菌菌株之间存在较大的遗传差异 , 致病力是由某种
可遗传的毒力因子决定。Liu 等(1996)发现来自病虾
的哈维氏弧菌胞外蛋白酶、磷酯酶、溶血素的活性较

强, 在对虾致病性中发挥重要作用, 从致病菌株中分
离的一种胞外丝氨酸蛋白酶被认为是哈维氏弧菌的

主要外毒素。Zhang等(2000)对 19株不同来源的哈维
氏弧菌致病性及其胞外产物毒性进行研究 , 发现致
病性强的菌株溶血性和其它胞外产物毒性都很强 , 
进一步研究还发现部分强致病性哈维氏弧菌中有两

个溶血素编码基因。Harris 等(1999)从哈维氏弧菌分
离了 2个不同分子量大小的蛋白质, 对斑节对虾和小
鼠都有致病性。哈维氏弧菌的密度感应系统调控如发

光、Ⅲ型分泌系统、铁载体、多糖和金属蛋白酶的产

生, 与致病性密切相关(Lowery et al, 2005)。 
细菌在营养缺乏、温度变化、渗透压改变等不良

条件下能通过改变其自身的生理和形态变化以适应

环境。Xu等(1982)在研究霍乱弧菌的越冬问题时首次
提出了细菌活的非可培养状态(Viable but Noncultur-
able State, VBNC)的概念, 认为它是细菌对不良环境
的一种适应方式 , 在一定条件下可以恢复为可培养
形式, 并仍保持致病性, 现已发现 60 多种革兰氏阴
性和部分革兰氏阳性菌形成活的非可培养状态。弧菌

属的许多种如霍乱弧菌、创伤弧菌、杀鲑弧菌和拟态

弧菌等在不良环境下均可形成活的非可培养状态

(Huq et al, 1995; Oliver, 1995, 2005)。作者在研究中发
现哈维氏弧菌在自然海水中低温条件下形成活的非

可培养状态, 复苏后仍保持对斑马鱼的致病性(Sun et 
al, 2008)。本文进一步研究 VBNC状态哈维氏弧菌复
苏后的形态和生理特性变化 , 研究复苏细胞的部分
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毒力相关基因的表达 , 探讨哈维氏弧菌在不良环境
中生存和毒力变异 , 进而揭示其疾病发生和传播  
机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 
哈维氏弧菌 SF1分离于发病的花鲈(Lateolabraxj 

aponicus), 由本实验室保存。 
1.2  哈维氏弧菌 VBNC状态的诱导及复苏 

将哈维氏弧菌接种到 500ml 灭菌的无颗粒海水
中, 最终菌浓度为 106 CFU/ml, 低温保存诱导进入
VBNC 状态, 用吖啶橙染色荧光显微镜直接计数法
(AODC)测定细菌总数 , 活菌直接计数法(DVC)测定
活菌总数, 涂布平板法(PC)测定可培养的细菌数, 按
照 Sun等(2008)方法进行升温复苏。 
1.3  哈维氏弧菌的透射电镜观察 

将正常状态、活的非可培养状态及复苏的哈维氏

弧菌分别离心收集后 , 用 3%戊二醛固定 24h, 用
2.5%的磷酸缓冲液(pH 7.2)漂洗三遍后再用 1%锇酸
固定、乙醇梯度脱水、用 Epon 812 树脂包埋后进行
超薄切片 , 醋酸铀和柠檬酸铅双重染色 , 用 JEOL 
1200EX透射电子显微镜(JEOL, Japan)观察。 
1.4  复苏的哈维氏弧菌对环境应激的敏感性 

由 VBNC 复苏的哈维氏弧菌细胞和正常生长的
细胞分别在 TSA-1%NaCl 液体培养基中培养 12h 至
对数生长后期, 收集菌悬液, 8000r/min, 离心 10min
收集沉淀细胞, 用等体积 PBS (pH 7.4)洗涤, 稀释至
适当浓度用于环境应激试验, 每项实验均设计 3个重
复, 每个稀释度作 3个平行。 

紫外辐射: 分别吸取 0.1ml 适当浓度的正常和复
苏细胞悬液,  涂布 2216E 平板, 无菌条件下紫外辐
射 0、30、60、90s。紫外灯功率为 15W, 照射距离为
30cm, 照射结束后置于暗处避免光修复, 于 28℃培
养 24h, 进行菌落计数并计算存活率(Watson et al, 
1998)。 

高渗透压处理 : 正常和复苏的菌体细胞置于
PBS中(含 2.5mol/L NaCl), 分别在室温下放置 0、30、
60、90min, 定时取样涂布 2216E平板, 28℃培养 24h, 
进行菌落计数并计算存活率(Mary et al, 2003)。 

热激处理 : 正常和复苏的菌体细胞用预热的
PBS (42℃)悬浮, 再置于 42℃水浴中分别处理 0、30、
60、90min, 定时取样并迅速置冰浴冷却, 涂 2216E
平板, 置于 28℃培养 24h, 进行菌落计数并计算存活

率(Mary et al, 2003)。 
冷激处理 : 正常和复苏的菌体细胞用预冷的

PBS(4℃)悬浮, 分别在 4℃冰箱中处理 0、30、60、
90min, 定时取样涂 2216E平板, 于 28℃培养 24h, 进
行菌落计数并计算存活率(Chiang et al, 2006)。 
1.5  复苏后的哈维氏弧菌对抗菌药物的敏感性 

取正常状态和复苏后的哈维氏弧菌悬液 (107 
CFU/ml)100μ l 分别涂布于 2216E 培养基平板, 各加
入 26种常用抗生素药敏纸片(杭州微生物试剂有限公
司), 26℃培养 24h, 用游标卡尺测量抑菌圈直径, 依
据厂家提供的药敏纸片判定标准判断结果。 
1.6  RT-PCR检测哈维氏弧菌毒力基因表达 

根据 GenBank 已有的哈维氏弧菌 Ser 和 rpoS 基
因序列, 分别设计 2 对简并引物,  Ser基因引物: 5′- 
ATCACTCGCAGGACCATT-3′; 5′-CACTCGCCGTT- 
CCATCTTT-3′,  扩增 826bp 的特异性片段; rpoS 基
因引物: 5′-CGAGCAGCAAGAGCCTAG-3′; 5′-CTC- 
ACCACCGATTGGAGTA-3′, 扩增 538bp的特异性片
段, 引物由上海生物工程公司合成。 

将正常和复苏的哈维氏弧菌分别接种于 TSA- 
1%NaCl液体培养基中, 28℃培养 12h, 4℃, 8000r/min
离心 10min收集菌体。VBNC状态细胞的收集方法见
文献(Saux et al, 2002)。用 Trizol (Invitrogen) 试剂抽
提正常状态、复苏状态及 VBNC状态菌体总 RNA, 用
无 RNase的 DNaseⅠ处理提取的 RNA样品。 

于 0.2ml离心管中加入 4μl DNase处理后的RNA, 
分别加入 5mmol/L MgCl2、1×PCR buffer II [50mmol/ 
L KCl, 10mmol/L Tris-HCl (pH 8.3)]、1mmol/L dNTP、
1U RNase抑制剂、2.5U M-MLV和 1μmol/L反向引
物。小心混匀, 42℃水浴 1h; 90℃水浴处理 5min, 冰
上冷却, 合成 cDNA第 1条链。然后对 cDNA第 1条
链进行 PCR 扩增, PCR 体系为: 1×PCR buffer I、
2mmol/L MgCl2、200μmol/L dNTP、cDNA模板 0.5μl、
1.25U Taq聚合酶和 0.5μmol/L上游下游引物, 用双蒸
水补足至 50μl。反应参数为: 94℃预变性 5min, 94℃
变性 5min, 52℃退火 1min, 72℃延伸 1min; 72℃延伸 
10min 30个循环, PCR产物于 1%琼脂糖凝胶电泳。 

2  结果 

2.1  复苏的哈维氏弧菌的透射电镜观察 
哈维氏弧菌在自然海水中 4℃保存 69 天后大部

分细胞进入活的非可培养状态。活的非可培养状态哈

维氏弧菌悬液用添加营养物质后升温培养复苏。在透 
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图 1  不同状态的哈维氏弧菌 SF1在透射电镜下的形态特征 
Fig.1  Morphological characteristics of V. harveyi SF1 in different states observed by a transmission electron microscope 

a. 正常状态细胞; b. VBNC状态细胞; c. 复苏状态细胞 

 
射电镜下进行观察时 , 正常状态的哈维氏弧菌细胞
形态呈杆状或弧状 , 个体大小为 (1.4— 1.6)μm×
0.6μm (图 1a)。进入活的非可培养状态后, 细胞变成
球形, 体积缩小, 直径仅为 0.2—0.5μm (图 1b), 细胞
的周质空间明显变大, 但仍保持着细胞的完整性。复
苏后的细胞与正常状态的细胞形态和大小相似 , 细
胞结构完整(图 1c)。 
2.2  复苏的哈维氏弧菌对环境应激的抵抗力 

紫外辐射时 , 正常和复苏的
哈维氏弧菌的存活率随时间的延

长而逐渐降低 , 复苏和正常细胞
的存活率没有明显差别, 照射 90s
后两种状态的菌体全部失去培养

能力(图 2a)。在热激(42℃)条件下, 
正常和复苏细胞的存活率随着处

理时间的延长迅速降低, 60min后
两种状态的细胞全部失去培养能

力(图 2b)。冷激(4℃)条件下, 正常
和复苏的细胞存活率均有所降低, 
90min 后正常状态的细胞存活率
保持在 70%, 而复苏的细胞存活
率反而高于初始状态 , 增至
107.6%(图 2c)。高渗透压条件下保
持 90min 后正常状态细胞的存活
率为 78%, 复苏细胞的存活率为
53%(图 2d)。 
2.3  复苏后的哈维氏弧菌对抗菌

药物的敏感性 
研究了复苏后的哈维氏弧菌

对 26 种常用抗生素敏感性, 发现复苏后的细胞对抗
生素的敏感性没有改变, 与正常细胞一样, 只对氯霉
素敏感, 对其余药物均有抗性。 
2.4  复苏的哈维氏弧菌毒力基因表达 

用 RT-PCR检测了复苏后哈维氏弧菌部分毒力相
关基因的表达, 复苏后的细菌细胞能检测到 Ser 基因
和 rpoS 基因的表达, 而处于 VBNC 状态的细胞未检
测到表达(图 3a、b).  

 

图 2  环境应激对不同状态哈维氏弧菌存活率的影响 
Fig.2  Effect of environmental stresses on survival of V. harveyi in different states 

a. 15-W紫外灯照射(距离 30cm); b. 热激(42℃); c. 冷激(4℃); d. 高渗透压(2.5mol/L 
NaCl);  为正常状态; ●为复苏状态 
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3  讨论 

活的非可培养状态是细菌抵抗不良环境的一种

生存方式 , 不同种的细菌对外界环境压力的耐受性
不同(Wong et al, 2004)。哈维氏弧菌不同盐度条件下
进入活的非可培养状态的时间有差异 , Ramaiah 等
(2002)报道哈维氏弧菌 ATCC 14126 在不同盐度的人
工海水(35, 10)诱导进入非可培养状态的时间分别是
62天和 45天。哈维氏弧菌 SF1在寡营养的自然海水
中 4℃保存 69 天时进入活的非可培养状态。细菌进
入活的非可培养状态时生理及形态发生变化 , 细胞
变小变圆, 但细胞膜、细胞壁等细胞结构保持完整, 
并能保持正常细胞的表面抗原成分等(Linder et al, 
1989)。哈维氏弧菌 SF1 进入活的非可培养状态时细
胞形态由杆状变为球状, 体积缩小, 周质间隙明显增
加, 但仍保持着完整的细胞膜和细胞壁结构。部分病
原菌在 VBNC 状态仍有毒力基因表达 , González- 
Escalona 等(2006)发现 VBNC 状态的霍乱弧菌 tuf 基
因表达量下降, relA 与 rpoS 基因表达量增加。Saux
等(2002)发现不同来源的创伤弧菌在人工海水形成
VBNC 时能检测细胞溶血素基因的表达。Coutard 等
(2005)报道处于 VBNC 状态的副溶血弧菌可检测到
16S—23S rRNA 和 rpoS 基因表达, 但没有检测到
tdh1和 tdh2基因表达。 

rpoS基因编码σs, 是细菌进入稳定期的调控因子, 
σs 在稳定期时的大肠杆菌菌体内积累, 参与多种基
因的特异性表达 , 增强对外界不良环境的抗逆性和
适应能力(Hengge-Aronis, 1996)。在哈维氏弧菌中, 经
rpoS 基因突变后的菌体在高乙醇条件下存活率下降, 
但对高渗透压和过氧化氢的抗逆性不变, RpoS 蛋白

与这些环境协迫的应答无相关性(Lin et al, 
2002)。细菌的致病性与其胞外产物有着密切
的关系, 而胞外蛋白酶是其中不可缺少的致
病因子。Sakai(1985)研究表明, 杀鲑气单胞
菌突变菌株毒力丧失与蛋白酶缺失有关。处

于 VBNC状态哈维氏弧菌没有检测到 Ser和
rpoS 基因的表达, 但当复苏为可培养状态时, 
菌体细胞与致病相关的毒力基因的表达恢

复到正常水平。 
处于活的非可培养状态的哈维氏弧菌

添加复合维生素 B和吐温 20后在 28℃培养, 
复苏为可培养状态。复苏后的细胞形态大小

与正常状态相同, 细胞的结构完整, 与文献
报道的其它细菌的特性一致, 复苏细胞的生

理生化特征没有明显的改变。复苏后的细胞对紫外辐

射, 温度应激等的变化具有较强的抵抗能力, 且对冷
激适应性比正常状态有增强的趋势。复苏后的哈维氏

弧菌对抗生素的敏感性没有改变。作者在以前研究中

发现哈维氏弧菌复苏后致病力没有明显变化 , 这些
结果进一步说明哈维氏弧菌在适应环境形成活的非

可培养状态及复苏的过程中 , 致病力和生存能力没
有明显减弱, 可能是该病持续暴发的重要原因之一。 
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THE VIRULENCE RELATED GENE EXPRESSION OF VIBRIO HARVEYI 
RESUSCITATED FROM VIABLE NONCULTURABLE STATE 

ZHONG Lin-Hong1,  CHEN Ji-Xiang1,  JIANG Ying-An1,  WANG Rong1,  JIA Jun-Tao2 
(1. Key Laboratory of Marine Genetics and Breeding (Ocean University of  China), Ministry of Education, Qingdao, 266003; 2. Shan-

dong Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Qingdao, 266002) 

Abstract    Vibrio harveyi SF1 cells were incubated and induced into viable but nonculturable state in sterilized seawater 
at 4℃. The VBNC cells were resuscitated with temperature increase in nutrition of yeast extract by adding Tween 20 or 
compound vitamin B. The morphological changes of VBNC cells and resuscitative cells were studied in transmission 
electron microscopy. Physiological responses of the resuscitative cells to UV, heat (42℃), cold (4℃) and osmotic stresses 
(2.5mol/L NaCl) were determined. Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to identify expres-
sion of virulence related Ser and rpoS genes of the resuscitative cells. Sensitivity of the resuscitative cells to 26 antimicro-
bial agents did not change obviously when compared with that of the control. The expressions of Ser, rpoS genes were not 
detected in the VBNC cells but in the resuscitative cells. Virulence related genes were expressed in the resuscitative cells, 
which may partly explained the retaining of the pathogenicity of the resuscitative V. harveyi. 
Key words    Vibrio harveyi,  VBNC,  Resuscitation,  Physiological characteristics,  Gene expression 
 


