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河流弧菌(Vibrio fluvialis)对大黄鱼(Pseudosciaena 
crocea)鳃粘液粘附特性研究* 

朱苏琴1  纪荣兴1  苏永全2  王  军2  覃映雪1 

马  英1  邹文政1  李海平1  鄢庆枇1① 
(1. 集美大学水产学院  农业部东海海水健康养殖重点实验室  厦门  361021;  

2. 厦门大学海洋与环境学院  厦门  361005) 

提要    采用间接 ELISA 法(最低检测值约 104cfu)研究不同培养条件、不同培养阶段、抗体处理、
营养饥饿等对河流弧菌粘附作用的影响。结果表明, 经 TSB培养的菌体的粘附作用极显著强于 TSA
培养的菌体的粘附作用(P<0.01); 河流弧菌能很好地粘附于大黄鱼粘液, 粘附量随菌浓度升高而增
大并符合饱和粘附动力学: y = 0.1782ln(x)−1.6923 (R2 = 0.9810); 不同生长阶段河流弧菌的粘附能力
不同, 在培养初期阶段细菌的粘附量先是随着培养时间的延长而增大, 并在培养 24h 后粘附量达到
最大, 而后随着培养时间的延长其粘附量急剧下降; 抗体处理后河流弧菌的粘附量显著低于对照组
(P<0.05); 营养饥饿菌体的粘附量明显降低。以上结果表明: 海水中的河流弧菌能很好地粘附于大黄
鱼鳃粘液, 其粘附作用受细菌培养条件、营养状况等自身因素的显著影响。本研究结果有助于了解
河流弧菌的流行病学和致病机理。 
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大黄鱼(Pseudosciaena crocea)是我国当前海水网
箱养殖的主要品种之一 , 目前随着养殖规模的不断
扩大, 包括弧菌病在内的各种病害发生日趋频繁, 给
养殖业造成巨大的经济损失(鄢庆枇等, 2001; 王军等, 
2001; 王娟等, 2010)。 

河流弧菌(Vibrio fluvialis)广泛存在于河流和出海
口环境水域, 是海水养殖主要的病原菌之一(Baffone et 
al, 2001), 可引起鱼、虾、贝等多种养殖动物的疾病
(邹文政等, 2010), 给养殖业带来严重的经济损失。河
流弧菌还可通过不洁海产品导致人类严重的流行性

腹泻 , 被认为是一种全球性的人兽共患的新型病原
菌(Lai et al, 2006)。基于该菌对水产动物和人类健康
都造成严重危害 , 因此对其致病机理的研究具有十

分重要的意义。 
病原菌对鱼类的感染途径很多 , 已报道鱼类的

消化道、鳃、表皮可能是细菌的侵染部位 (Marco- 
Noales et al, 2001)。鱼类的肠道、鳃和表皮都覆盖一
层由外胚层球状细胞分泌的粘液层(Pickering, 1974)。
由于粘液层位于鱼体的最外层 , 因此病原菌对粘液
的粘附是其感染鱼类并发挥毒力的先决条件(Acord 
et al, 2005)。了解病原菌对鱼类粘液的粘附特性并对
其粘附作用进行有效的阻断 , 对于疾病的防治有着
重要的意义。 

目前研究致病菌对鱼类粘液粘附作用的方法主

要有同位素示踪法和显微镜计数法 , 其中显微镜计
数法的工作量很大 , 而同位素示踪法涉及放射性污
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染, 都难以推广应用, 制约着相关研究的发展。因此, 
建立低污染、高效率的研究方法是研究致病菌对鱼类

粘液粘附作用的关键。 
本文通过优化 ELISA 试验条件, 建立了适用于

细菌在鱼类粘液上粘附量检测的间接 ELISA 方法, 
并用该方法研究了河流弧菌对大黄鱼鳃粘液的粘附

特性, 以期为致病菌粘附作用研究提供一种快速、简
便、灵敏的新方法, 同时为探讨河流弧菌对大黄鱼粘
液的粘附规律 , 乃至对大黄鱼的致病机理提供有价
值的参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验菌株及培养条件 
病原性河流弧菌分离自患病大黄鱼(鄢庆枇等 , 

2001), 保存于本实验室的−80℃超低温冰箱。河流弧
菌接种于含 2% NaCl胰蛋白胨大豆肉汤培养基(TSB), 
28℃培养 12h后在 4℃、2000g离心 10min收集菌体, 
用无菌生理盐水将菌浓度调整至约 108cfu/ml (OD550 
= 0.15)待用。 
1.2  鳃粘液的制备 

参考 Lumsdem 等(1993)方法制备鳃粘液, 切除
鳃弓, 放在 4℃无菌海水中浸泡 2h, 期间搅动几次, 
20000g 离心 2 次, 每次 30min, 以去除颗粒物质, 上
清液依次用 0.45μm、 0.22μm 滤膜过滤除菌 , 用
Bradford(1976)法测定蛋白质浓度, 并调整到 1mg/ml
后分装保存于−80℃超低温冰箱待用。 
1.3  体外粘附试验 

参考 Vesterlund 等(2005)方法, 取 96 孔酶标板, 
每孔加入 100μl粘液, 4℃包被 18—20h后弃去残留粘
液 , 用 200μl 无菌海水清洗 2 次 ; 加入 100μl 菌
(108cfu/ml), 28℃孵育 120min; 以生理盐水作阴性对
照, 然后用 0.85%无菌生理盐水清洗 2 次以除去未粘
附的菌; 采用鄢庆枇等(2001)改良后的间接 ELISA方
法测定该菌, 粘附量用 OD492表示。 
1.4  粘附量与 OD关系测定 

将菌浓度调至 OD550 = 0.2, 约 2.6×108 cells/ml后, 
依次进行二倍稀释 10 次后, 按照改良的间接 ELISA
法(鄢庆枇等, 2001)进行试验, 以确定菌浓度与 OD492

值的关系。 
1.5  菌浓度对河流弧菌粘附影响测定 

按 2.1 的方法制备菌悬液, 将菌悬液进行二倍系
列稀释 7 次, 按 1.3 的方法进行粘附试验, 测定并了
解菌浓度对粘附作用的影响。 

1.6  不同条件下河流弧菌对鳃粘液的粘附作用 
1.6.1  不同培养条件下河流弧菌的粘附试验    将
河流弧菌用胰蛋白胨大豆琼脂培养基(TSA)和胰蛋白
胨大豆肉汤培养基(TSB)分别培养, 按 2.3 的方法进
行粘附试验。 
1.6.2  不同培养阶段河流弧菌的粘附试验    将已
活化的河流弧菌在 TSB分别培养 5h、7h、12h、24h、
36h、72h后按 1.3方法进行粘附试验。 
1.7  菌体的不同处理对粘附的影响试验 
1.7.1  抗体处理后河流弧菌的粘附试验    取河流
弧菌兔抗血清按 10%的量加入 TSB菌悬液中, 在 28℃
孵育 30min, 离心后以灭菌生理盐水清洗 2次, 按 1.3
方法进行粘附试验, 以生理盐水作对照。 
1.7.2  营养饥饿河流弧菌的粘附试验    按 2.3的方
法, TSB 制备菌悬液, 在 28℃条件下将菌悬液饥饿
0d、1d、2d、3d、4d、5d、10d, 按 1.3方法进行粘附
试验。 
1.8  统计学分析 

试验结果以平均数±标准差表示, 用 SPSS17.0统
计学软件进行 t检验, P<0.05为显著差异, P<0.01为极
显著差异。 

2  结果与分析 

2.1  粘附量与 OD492关系的确定 
如图 1所示, OD492随着菌浓度的升高而升高, 两

者存在线性关系。因此通过测定 OD492可反映细菌粘

附量。由于本方法中测得的阴性对照的 OD492 约为

0.324, 空白孔的OD492为 0.040, 根据(OD 样品−OD 空白)/ 
(OD 阴性对照−OD 空白) > 2者为阳性, 本试验所采用的方
法的菌浓度的最低检测限约为 9.76×105 cells/ml, 由
于使用菌液 100μl, 因此本方法对粘附菌量的最低检 

 

 
 

图 1  菌浓度与 OD492的关系 
Fig.1  Relationship between OD492 and bacterial concentration 
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测限约为 9.76×104 cells。 
2.2  菌浓度对河流弧菌粘附的影响 

河流弧菌对大黄鱼鳃粘液的粘附量随着菌浓度

的升高而增大, 由图 2 可知, 高浓度时粘附量增加比
低浓度时的粘附量增加幅度更慢 , 其粘附有趋于饱
和之势。菌浓度 (x)与粘附量 (y)的拟合曲线为 y = 
0.1782ln(x)−1.6923 (R2 = 0.981)。由于该菌的粘附为
饱和粘附, 其粘附动力学可用公式 1/ex = 1/em + kx/emx 
(Lee et al, 2000)表示, e表示粘液中的粘附位点, ex表

示结合到粘附位点上的菌浓度, x表示添加的菌浓度, 
ex 最大值用 em 表示。以添加的菌浓度的倒数和粘附

的菌浓度的倒数作图, 可得到一个线性关系, 由此可
得出该菌的最大粘附量(em)、分离常数(kx)及粘附亲和
力(em/kx)分别为: 1×107、4.17×107、0.2395。 

 

 
 

图 2  菌浓度对河流弧菌粘附的影响 
Fig.2  Influence of bacterial concentration on adhesion of  

V. fluvialis 
 

2.3  不同条件下对河流弧菌粘附的影响 
2.3.1  不同培养条件对河流弧菌粘附的影响    河
流弧菌对大黄鱼粘液的粘附作用随不同培养条件而

异, 在菌液浓度同为约 108 cells/ml 条件下, 经 TSB
培养的河流弧菌对大黄鱼鳃粘液的粘附量 (约为
7.17×106 cells/ml)极显著高于经 TSA培养的河流弧菌
的粘附量(约为 5.14×106 cells/ml), 经 t 检验, 两者存
在极显著差异(P<0.01)。TSA培养条件下菌的粘附量
为 TSB条件下粘附量的 70%。 
2.3.2  菌体的不同培养阶段对粘附的影响    河流
弧菌的不同培养阶段对鳃粘液粘附作用的影响如图 3
所示, 菌体在培养 5—24h 时, 其粘附量随着培养时
间的延长而呈上升趋势, 菌粘附量在培养约 24h时达
到最大, 约为 7.3×105 cells。当培养时间至 36h以上
时, 菌体的粘附量急剧下降。经 t 检验, 培养时间为

24h 时的粘附量与 12h 的粘附量不存在显著差异(P> 
0.05), 且极显著高于其它试验组的粘附量(P<0.01)。 

 

 
 

图 3  不同培养阶段对河流弧菌粘附的影响 
Fig.3  Influence of culture stage on adhesion of V. fluvialis 

 
2.4  菌体不同处理对河流弧菌粘附的影响 
2.4.1  抗体处理对河流弧菌粘附的影响    经兔抗
河流弧菌 O 抗体处理后, 河流弧菌对大黄鱼鳃粘液
的粘附量显著降低 , 其粘附量为 4.22×106 cells/ml, 
为对照组粘附量(7.21×106 cells/ml)的 58%。经 t检验, 
抗体处理组与对照组的粘附量存在显著差异(P<0.05)。 
2.4.2  营养饥饿对河流弧菌粘附的影响    营养饥
饿对河流弧菌粘附的影响如图 4所示。菌体经饥饿处
理后其粘附大黄鱼表皮粘液的粘附能力呈明显的下

降趋势。河流弧菌在无菌生理盐水的条件下饥饿 1d
后, 其粘附量降为 0d 时粘附量的 70%; 之后仍迅速
下降, 在第 3天粘附量为 0d的 40%, 继续饥饿处理至
第 10天粘附量与第 3天相同。 

 

 
 

图 4  营养饥饿对河流弧菌粘附的影响 
Fig.4  Influence of starvation on adhesion of V. fluvialis 

 

3  讨论 

本试验采用酶标板进行粘附试验 , 与采用显微



392 海   洋   与   湖   沼 43卷 

镜直接计数相比, 大大提高了效率, 且克服了最常用
的放射性同位素法的安全性问题。本实验采用的

ELISA 法的灵敏度(最低检测值约为 9.76×104 cells)
与常用的放射性标记法的灵敏度(陈强等, 2007)相当。 

因此, 本实验采用的 ELISA法, 是测定病原菌对
鱼类粘液粘附量的一种简便、快速、准确度高的新方

法, 可为今后研究粘附提供有价值的参考。 
3.1  不同培养条件对河流弧菌粘附的影响 

经 TSB 培养的河流弧菌对大黄鱼鳃粘液的粘附
量高于经 TSA 培养的河流弧菌的粘附量。Kogure等
(1998)研究表明细菌的运动能力是决定其粘附性的一
个重要因素。因此这可能是由于在 TSB 培养基中培
养的河流弧菌在溶液中的运动性高于在  TSA 培养
基上培养的河流弧菌。研究表明, 端鞭毛的运动性强
于侧鞭毛, 许多弧菌在液体培养基中形成端鞭毛, 在
固体培养基上形成侧鞭毛(Belas et al, 1982)。由此可
解释 TSB 中所培养的细菌运动能力更强, 从而其粘
附量更多。由于在 TSB 中培养的河流弧菌对大黄鱼
鳃粘液的粘附能力较强, 因此, 本研究其余试验皆采
用 TSB培养的河流弧菌。 
3.2  菌体的不同培养阶段对粘附的影响 

细菌表面成分主要含有脂多糖、蛋白质、肽聚糖

等有利于细菌对受体吸附带负电荷基团的成分

(Brierley, 1991)。较早的研究也发现, 在革兰氏阳性
菌、革兰氏阴性菌以及古细菌的细胞壁表面均发现存

在一种与细菌的粘附有关的表面层蛋白(Takao et al, 
2002)。已有研究表明, 表面蛋白和细菌脂磷壁酸的合
成均与其生长进程相关 , 表面蛋白的合成随着细菌
生长的进程而增加, 且稳定期合成量最多, 之后随着
生长进程的继续增加, 合成量又呈下降趋势(尤萍等, 
2004)。这解释了河流弧菌在稳定期时对大黄鱼粘液
的粘附量达到最大, 而衰亡期的细菌粘附能力很弱。 
3.3  抗体处理对河流弧菌粘附的影响 

兔抗河流弧菌抗体组的粘附量存在极显著差异

(P<0.01)。粘附素是具有粘附作用的, 位于各种细菌
表面结构 , 并能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如菌毛、纤毛、脂
多糖(LPS)、胞外多糖、外膜蛋白(OMP)等等(Wang et 
al, 2000)。河流经抗血清处理后对大黄鱼粘液的粘附
量显著减少 , 由于抗血清中存在能与河流弧菌的菌
体抗原相结合的免疫球蛋白分子 , 导致细菌表面的
粘附素无法与粘液中的粘附受体相结合 , 封闭了菌
体表面的粘附位点 , 发挥了生物占位性保护作用

(Michetti et al, 1999), 从而降低了粘附作用。本研究
结果说明河流弧菌对大黄鱼粘液的作用是特异性的

结合。 
3.4  营养饥饿对河流弧菌粘附的影响 

河流弧菌经饥饿处理后 , 其对大黄鱼鳃粘液的
粘附能力呈显著的下降趋势, 第 3d 其粘附量即为正
常菌体的 40%。Morton等(1994)研究表明, 细菌在生
长过程中蛋白质合成受其营养条件的调节 , 处于饥
饿状态时会显著阻碍菌体蛋白质的合成。这可能就影

响了处于菌体细胞表面与粘附有关的蛋白质的合成

及其相关结构的形成, 从而降低了其粘附能力。饥饿
可能还会导致菌体无法提供其鞭毛或菌毛运动所需

的能量, 由此降低了菌体的运动能力, 这可能也是导
致其粘附量下降的原因之一。该研究结果也说明了在

寡营养水体中弧菌病不易爆发的原因。 
总之, 根据本文研究的结果, 可认为病原性河流

弧菌能够较好地粘附于大黄鱼鳃粘液,  这有利于进
一步感染、致病。其粘附作用不仅受细菌培养条件、

营养状况等自身因素的显著影响 , 还与其环境因子
密切相关。本研究结果有助于了解河流弧菌的流行病

学和致病机理。 
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STUDY ON ADHESION CHARACTERISTICS OF VIBRIO FLUVIALIS TO THE GILL 
MUCUS OF PSEUDOSCIAENA CROCEA 

ZHU Su-Qin1,  JI Rong-Xing1,  SU Yong-Quan2,  WANG Jun2,  QIN Ying-Xue1,  
MA Ying1,  ZOU Wen-Zheng1,  LI Hai-Ping1,  YAN Qing-Pi1 

(1. College of Fisheries, Jimei University; Key Laboratory of Healthy Mariculture for East China Sea, Ministry of Agriculture,  
Xiamen, 361021; 2. College of Oceanography and Environmental Science, Xiamen University, Xiamen, 361005) 

Abstract    In order to get a better understanding of adhesion of pathogenic Vibrio fluvialis to the gill mucus of Pseudo-
sciaena crocea, the influences of culture condition, bacterial density, culture stage, antibody treatment on the bacterial 
adhesion were investigated by indirect ELISA, successfully established by modifying various conditions. The results 
showed that the adhesion ability of V. fluvialis incubated in TSB was extremely stronger than that of V. fluvialis incubated 
in TSA (P<0.01); the adhesive quantity of V. fluvialis increased with bacterial densities and peaked at 180 min 
post-incubation under 25℃; a saturation kinetics hyperbola: y = 0.1782ln(x)−1.6921 (R2 = 0.9810), was obtained by plot-
ting adhered bacteria against the density of bacteria added; different adhesion abilities were showed when V. fluvialis at 
different culture stages. During 0 to 24 hour, the number of adhering bacteria increased with incubation time and reached 
peak at 24h, and then dropped sharply with the culture time extension. After the bacteria were treated with rabbit antiserum 
against O-antigen of V. fluvialis, the number of adhering bacteria reduced by 52%. All the results indicate that V. fluvialis 
can adhere to the skin mucus of P. crocea strongly in seawater by specific adhesion. However this kind of bacterial adhe-
sion was not only remarkably influenced by environmental factors but also by culture conditions and nutrition level. These 
results are helpful for better understanding the characteristics of epidemiology and pathogenesis of V. fluvialis, which 
might be useful for the vibriosis control in fish culture. 
Key words    Vibrio fluvialis,  Pseudosciaena crocea,  ELISA,  Gill mucus,  Adhesion 


