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提要 1 990 年 6一9 月
,

从青岛上马镇对虾养殖场患败血症的中国对虾血淋巴内分离到副

溶血弧菌 25 一C 菌株
,

利 用平板玻璃纸覆盖技术
,

获得 25 一C 菌株的胞外产物 (ECP)
,

进行成分

分析和致病性研究
。

结果表明
,

副溶血弧菌 25 一C菌株的胞外产物具有多种酶活性和溶血 活
J

陛
,

是病原菌感染中国对虾的主要因素
,

单独 注射感染即可导致中国对虾的严重发病至死亡
,

ECP蛋白可 以破坏中国对虾血清的体外杀菌活力
,

提高 25 一C菌株对中国对虾的致病能力
。

聚

丙烯酞胺凝胶电泳分析结果表明
,

E C P蛋白中含有 23 条蛋白带
。

对具有溶血活性的蛋白组分

进行热稳定性测试后
,

认为有两种溶血因子
。

经感染分析
,

发现其中具有热稳定性溶血活性和

蛋白酶 活性的两组蛋白对中国对虾具有明显的致病作用
,

可能是决定细菌毒力的主要因素
。
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细菌是中国对虾致病的主要 因素之一
,

其致病机理错综复杂
,

如产生胞 内或胞外毒性

物质 (In am
u ra e t a乙 19 8 4 ; Ka

n em o ri e r a l
,

19 8 7 ; Ko d am
a e r a l, 19 8 5 : M un n ,

19 8 0)
、

质粒介导的铁吸收系统 (C r o sa
,

19 5 0 )
、

对血清杀菌活力的抗性 (T ru st 。r a z
,

19 8 1)
、

与宿主

组织的粘附力 (H
o m e 。t al, 1 9 8 3) 等已有报道

,

而这些研究大部分仅限于致病菌对鱼类

的作用
,

关于在对虾方面的研究尚未见报道
。

许兵等 (19 9 3) 认为
,

副溶血弧菌和溶藻胶弧

菌的胞外蛋 白酶对中国对虾具有明显的致病作用
,

张洪 (19 9 4) ”进一步证实副溶血弧菌胞

外蛋 白酶 的酶活性和致病性具有热不稳定性
。

本文以副溶血弧菌为对象
,

对其胞外产物

的致病性进行进一步的探索与分析
,

以期为中国对虾病原菌致病机理的研究提供基础资

料
。

1 材料与方法
1

.

1 副溶血弧菌胞外产物 (E CP) 的制备与初步纯化

副溶血弧菌 (Vi br io 夕a r a h a em o
ly ti c u s)2 5一C 菌株为本实验室 19 9 0 年 6一 9 月从青岛沿

海对虾养殖场患败血症的中国对虾体内分离到
。

采用平板玻璃纸覆盖技术 (In am
u ra 。t
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a l
,

19 8 4 )于 2 5℃ 培养 2 4 h
,

获得 2 5一C菌株的胞外产物 (EC p )
,

再通过 (N H
礴

)2 5 0
4

盐析法

(In a m u ra et al
,

19 8 5) 获得 E CP 的沉淀蛋白
,

经透析
、

抽提
、

浓缩
、

过滤除菌后得到 E C P蛋

白制品
。

于 一 2 0 ℃保存
。

1
.

2 胞外产物中的蛋 白含量与活性分析

用紫外吸收法测定 E CP 中的蛋 白质含量
。

以杯碟法测定 ECP 的酶活性及溶血活性

(许兵 等
,

19 9 3)
。

分别 用蒸馏水配制含明胶 (0. 4% )
、

酪蛋 白 (0 .4 % )
、

几丁质 (1
.

0 % )
、

淀粉

(0
.

2% )
、

蛋黄 (2
.

5% )
、

吐温 80 (1
.

0% )
、

尿素 (2. 0% )及酚红指示剂等的琼脂平板以及脱纤维

羊血平板
,

将无菌小杯放于平板上
,

加人 ECP 或 ECP蛋 白溶液
,

35 ℃保温 4 8h
。

检查 E CP

蛋白中各种酶活性以及溶血活性
。

L 3 胞外产物的致病作用

1
.

3
.

1 2 5一C菌悬液
、

菌体细胞
、

E C P及 E C P 蛋白对中国对虾的致病性 比较

实验用虾 (体长为 7
.

2一 8
.

oc m )于水槽 中暂养 24 h
。

分别用 25 一C菌悬液
、

E CP
、

菌液离

心 洗 涤 后 所 得 的 沉 淀 细 胞 进 行 肌 肉 注射感 染 对虾
,

对 照组 注 射无 菌 0 .0 1m ol / L

PB S (PH = 7
.

0 )
。

及时将水槽中的濒死对虾取出
,

进行心脏穿刺 (以 24 h 内发病对虾为宜 )
,

抽取血淋

巴
,

稀释后涂布于 2 2 16 E 平板上
,

检测病虾血淋巴 中的细菌数量
。

1
.

3. 2 E C P 蛋白对中国对虾体质的影响

L 3. 2
.

1 E CP蛋 白对中国对虾血 清体外杀菌力的影响 取健康中国对虾
,

心脏穿刺抽

取血淋巴
,

4 ℃过夜后
,

低速离心获得血清
。

取 0
.

5m l 对虾血清于试管中
,

分别加人 0闪
、

l协I
、

5卜l
、

5 0 林l
、

5 0 0 协1 E C p 蛋 白制品
,

然后补充生理盐水至 lm l
,

混匀后 2 5 ℃保温 Zh
。

将

保温后的血清分别 与等量的副溶血弧菌 2 5一C菌悬液混合
,

25 ℃处理 Zh
,

并不停振荡
。

经

适 当稀释后
,

取 0
.

lm l涂布 2 2 16 E 平板
,

检测细菌数量
。

对照组采用经 50 ℃ 30 m in 处理

的失活血清与细菌反应
。

1
.

3. 2. 2 E CP 蛋 白预感染对虾后
,

25 一C 菌株致病能力的变化 先用亚致死剂量的 E CP

蛋 白对中国对虾进行预处理
,

即每尾对虾肌 肉注射 o .0 2ml ECP蛋 白制品 (含量约 10 协g )
,

间隔一段时间后
,

再 用 25 一C 菌悬液 (直接计数浓度为 5 x 105 细胞 / m l) 进行肌 肉注射感

染
,

注射量 0. 02 m l/ 尾
,

对照组用 0. 02 ml 灭菌的 0. 0 1m of / L p H 二 7. 0 的 PB s 做预处理实

验
。

L 4 聚丙烯酞胺凝胶电泳进一步分离纯化 E CP 蛋 白质

采用 7
.

5% 的聚丙烯酞胺凝胶
,

垂直平板 电泳分析 E C P 蛋 白质
。

取 3 rn r n
厚度的梳子

用透明胶带封住中央试样格
,

仅在梳子两端 留出两格
,

中央试样格加样量为 4一sml
,

4℃

100 V 电压下 电泳 20 h 后
,

将凝胶取出
,

切下两端未封 口试样格的凝胶
,

用考马斯亮兰 G2 50

溶 液染 色
,

按 所染 出的 蛋 白条带对应 中央 凝 胶
,

分 组 切取 相 应 的凝胶 带
,

放人 少 量

0. 0 1m ol / L PB S 中
,

搅碎后浸泡过夜
,

离心去除凝胶
,

经 0. 2协m 滤膜过滤除菌后
,

获得纯

化程度较高的蛋 白组分
。

1
.

5 电泳获得的各蛋白质组分的蛋白质含t
、

酶活性
、

溶血活性的测定及致病性分析

紫外吸收法分别测定各组 E C P 蛋 白质的蛋 白含量
,

并按上述方法测定蛋白质的各种

酶活性和溶血活性
。
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各组蛋 白质溶液经适当浓缩后 (浓度约为 o
.

sm g / m 】)
,

注射感染 中国对虾
,

检测致病

效果
。

注射量为 0. 04 m l/ 尾
。

1
.

6 E CP 蛋白及纯化组分溶血活性的热稳定性

将 E C P 蛋 白质 以及 电泳分离 的具 有溶血活性的 E-- 2
、

E-- 8两组蛋 白质溶液用含有

0
.

8 5 %N aC I的 0. ol m ol / L PB S (p H = 7. 0) 进行 梯 度 稀 释后
,

在 不 同温 度 下 水浴 处理

10而
n ,

检测其溶血活性的变化
。

溶血试验使用 A lseve r ’

s液采集新鲜鸡血
,

离心获得沉淀

血细胞
,

用生理盐水洗涤 2一 3 次
,

再悬浮于生理盐水 中
。

37 ℃保温 10 m in 后加人等体积的

待测组分混匀
,

37 ℃处理 40 m in
,

离心后检查离心管上清液是否变红
,

以确定是否有溶血现

象发生
。

2 结果与分析

2
.

1 副溶血弧菌 25 一C菌株胞外产物的活性分析

25 一C菌株培养物经离心过滤后获得 50 Om l上清液
,

即 E CP
,

进一步盐析
、

浓缩后
,

得到

30 m l E CP蛋白制品
。

对 E C P进行蛋 白质含量测定和活性测定发现
,

E C P 中具有明胶蛋白

酶
、

酪蛋 白酶
、

淀粉酶
、

卵磷醋酶
、

脂肪酶
、

几丁质酶等多种酶活性及溶血活性
,

但不具有脉

酶活性
,

见表 1
。

表1 25 一c胞外产物活性分析
T ab

.

1 A eti v l ti e s o f e x trac
e llul a r Pr

od
u e ts o f F Pa r a h a e n 了。八tie u s 2 5

we
(

蛋白含量
分析对象 体积 (m l) 明胶酶 淀粉 酶 酪蛋 白酶 脂肪 酶 卵磷酷酶 几 J

一

质酶 脉酶 溶血活性
(m g / m l)

+十十 十+++++

++
+

++
十

++06450030E CP

E CP蛋白

注
: + + 表示酶活性强烈

; + 表示样品具有酶活性
; 一表示无酶活

2. 2 胞外产物的致病性检测结果

分别用 25 一C 菌悬液
、

洗涤后的菌体细胞 以及胞外 产物来感染 中国对虾后发现
,

25 一C

的胞外产物具有明显的致病效果
,

24 h 内对虾死亡率达到 87
.

5% (表 2)
,

而且病虾表现出与

25 一C菌悬液所感染病虾基本一致的症状
,

即附肢
、

尾扇变红
,

血淋 巴凝固能力差等
。

但不

同的是
,

血淋 巴液不混浊
,

镜检发现没有或只有少量细菌
,

而且致病效力发挥较快
,

12 h 内

对虾死亡率即达到 62
.

5%
。

表2 25 一菌株及其胞外产物对中国对虾致病性的比较
T a b之 Th

e Path o g em e ity c o m Pan so n be tw
ee n 卜 P a r aha e脚o ly百e u s 2 5一C an d its E( :P to 尸 c hln e月5 15

感染成分 注射量
实验虾数

(尾 ) 6 h

死亡虾数 (尾 )

1Zh 2 4 h 4 8 h
48 h死亡率

菌悬液

E CP

E CP蛋白

洗涤后的菌体细胞

对照 (0刀 lm o l/ L PB S )

Zx lo 6 e e ll/ 尾

0
.

0 4 m l/ 尾

10 协g / 尾

2 0卜g / 尾

5 0阱g / 尾

2 x lo 6 ee x一/ 尾

0刀4 m l/ 尾

10 0%

8 7
.

5%

0

4 0%

10 0%

2 5%

0
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2 5一C 菌体细胞经反复洗涤后
,

对血淋巴杀菌活性的抵抗力降低
,

很容易被虾体 内的

免疫 系统排除
,

难以 生长繁殖
。

进人虾体后
,

细胞数量迅速减少
,

24 h 内即减到 7. 0 x l少

C F U / m l血淋巴 (表 3 )
,

而未洗涤的菌体侵人虾体后
,

24 h 内数量达到 3
.

4 x 108 CF U / m l

血淋 巴
。

另外
,

这些洗去胞外产物的细胞的致病能力也大大降低
,

仅依靠对虾体吞噬细胞

造成一定 的破坏作用和菌体细胞内可能存在的致病成分使对虾发病
.

因此
,

洗涤后菌体

细胞的致死率远远不如等量的培养菌体细胞
。

表3 发病中国对虾血淋巴液中的细菌数 (菌落形成单位 / m l)

T ab 3 N u lllbe r o f bac te ri a in he m o lym Ph o f di seas ed 尸 eh ln e n sis (CFU / m l)

感染成分 感染 12 h后计数 感染24 h后计数

菌悬 液 l
.

Z x lo , 3
.

4 x lo s

洗涤后的菌体 细胞 2 1 x 10 , 7刀x lo ,

ECP 一 2 刀x 102

对照 (0 刀 lm o l/ L p十7
.

0 PB S) 一 一

2. 3 E C P 蛋白对中国对虾体质的影响结果

2. 3
.

1 E C P蛋白对中国对虾血清体外杀菌力的影响结果 对虾血清中含有的各种免疫

因子具有明显的抗菌溶菌活性
,

能有效地抑制和杀死侵人机体内的细菌
,

而经 ECP蛋白处

理过的血清的杀菌活性大大降低
。

当 E c P蛋白的作用剂量达到 50 闪 时
,

对虾血清对细菌

的作用效果 已相 当微弱
。

E C P 蛋白对对虾血淋 巴的作用主要归因于其中的蛋 白酶成分 对

血清中各种免疫 因子的破坏作用 (表 4)
。

表4 E CP蛋白对中国对虾血清体外杀菌力的影响

T a b
.

4 Effe
e ts o f EC P Pr o teln o n th e b ae te n e ld al ac ti v 一ty o f se r u r n o f 尸 c h动 e n sis In v l

tro

虾血清 (m l) E C p蛋白 (卜l) 血清处理后 的菌数(e F飞刀m l)

0
.

5 0 l
.

Z x lo ,

0
.

5 x l
.

3 x lo 3

0万 5 6 3 x l0 ,

o石 so l
.

s x lo s

0万 50 0 2卫 x 10 5

热失活血清 (5 0 ℃
,

3 o m , n ) 0 2之 x 10 ,

2
.

3
.

2 E C P 蛋白预注射中国对虾后
,

25 一C 菌株致病能力 的变化情况 中国对虾经亚致

死剂量的 E C P 蛋白预注射
,

间隔 Zh 或 2d 后
,

再用 25 一C菌株感染
,

两天内的致死情况见表

5
。

实验结果表明
,

经 ECP 蛋白注射的中国对虾体质明显下降
,

少剂量的致病菌感染便会

引起对虾的严重发病
,

因此
,

细菌胞外产物在细菌侵人和感染机体的过程中起到了关键性

的作用
。

但是
,

不足量的胞外产物在虾体中也很快地被破坏分解掉
,

并逐渐失去其致病作

用
。

预注射后间隔 Zd 再进行的 25 一C感染实验
,

对虾致死率降低至 60 %
。

由以 上实验结果可见
,

副溶血弧菌在感染 中国对虾的过程 中
,

胞外 产物起 到了极

为重要 的作 用
,

单独注射中国对虾即可 引起对虾发病甚至死亡
; 而且

,

它对于破坏对虾

免疫 功能
、

促 进副溶血弧菌在虾体内生长繁殖
、

增强 副溶血弧菌 的致病力等也是必不

可少 的
。
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表5 中国对虾经EC P蛋白预处理后
,

25 一C再感染的致死情况

T a b万 Pl℃ d isPo s ln g e
ffe

e ts o f E CP Pr o te in o n th e m o rt al ity o f 只 ehin e n s is ehal leng
ed

w lth 卜 P a r a h a em o ly tl c u s 2 5es C

2 5
~

( :再感染剂量 感染 4 8 h致死率
预处理

(e ell/ 尾 )

1
.

0 x 10
4

1
.

0 x l0
4

实验虾数

(尾) A B

E CP蛋白 (10 卜g ) 10 0%

A
.

预处理后间隔Zh再进行 2 5 C感染 的致死情况 ; B
.

预处理后 间隔2d 再进行2 5丈 )感染的致死情况

2. 4 聚丙 烯酞 胺凝 胶 电泳 (P A G E) 分 离

叹J‘U,了

E-E-E-一一一一一

�一一一一一ltyN一一MM一一HH一一�l��溯朋�E C P 蛋 白

E CP 蛋 白的PA G E 图谱中共显示出 23

条蛋 白带
,

以相距较近的蛋 白带作 为一组

进行切割 (图1 )
,

共获得 10 组蛋 白质
。

由表 6 可见
,

具有 明胶酶活性和酪蛋

白酶活性的第 6 组蛋 白电泳条带 (E-- 6) 和

具有 溶血活性 的第 8 组条带 (E-- 8) 能够产

生 明显 的致病效果
。

因此
,

25 一C胞外产物

的致病作用可能同它的蛋 白酶活性和溶血

活性密切相 关
,

蛋 白酶和溶血素可以直接

造成中国对虾 的严重致病
,

成为 25 一C菌株

致病作用 的主要成分之一
。

而其 它各种酶

类
,

如卵磷醋酶
、

脂肪酶
、

几丁质酶 (未在分

离蛋 白中检 出
,

可能 在分 离过程 中失活 )

等
,

在感染 中国对虾的过程 中也 可能起到

了重要 的辅助作用
,

有利于 25 一C菌株侵人

虾体并在虾体内蔓延扩散以及毒性物质的

作用发挥
。

2. 5 E C P 蛋 白及纯化 组分溶血活性的热

稳定性检测

E CP 蛋 白浓缩液 (蛋 白质含量 4 m g /

m l) 用 含有 0
.

8 5%Na C I 的 0
.

o lm o l / L PB S

(p H = 7. 0) 进行梯 度稀释
,

不 同温度 下水

浴处理后
,

发现溶血作用的热稳定性较高
,

_
E

一

3

—
E

一

8

E
一

9

图 1

R g
.

1 —
E 一 10

ECP 蛋白的PA G E 图谱

PA G E of E CP Pro te 一n

注
:

按组切割蛋白凝胶带
,

共获得卜1一卜 10 十组蛋白质

10 0℃处理 10而
n 后

,

仍具有很强的溶血活性
。

然而
,

E CP蛋白经 60 一70 ℃处理 10 而
n 后

,

溶血活性则受到较大程度的破坏
,

在 l :4 的稀释度下
,

只表现出微 弱的溶血现象 (表 7)
。

ze n-- Y oji 等 (1 9 7 6) 及 Y an ag as e 等 ( 197 0) 在对副溶血弧菌溶血活性的研究中
,

也观察到类

似的现象
,

诵w a ta ni 等 ( 197 6) 把这一现象称作 A rrh
e ni u S 效应

。

有关副溶血弧菌热稳定性溶血素 (s ak
u rai 。t al

,

19 7 3) 和热不稳定性溶血 素 (Fuj ino
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表6 PA G E分离蛋白的活性和致病性

T a b
.

6 A e ti v iti es an d Path o g e ni c ity o f th e p ro te in s s ep ar a te d by PA G E

电泳条带 〔一 I E一Z E一3 E一4 E一 S E 一6 E 一7 E一 8 E - 9 卜 10 ECP蛋白

)0+++++

:
5.0����--十+/4.+++++

.

么42/5
八曰n3l/50

�日蛋 白含量 (m g / m l)

明胶酶

酪蛋白酶

淀粉酶

脂肪酶

卵磷脂酶

几 丁质酶

脉酶

溶血

Zd 内对虾致死性

(死亡数 / 总数 )

0
.

2 8 0
.

4 9 0万6 0乃3 0 5 2 0 2 4

十 十 十

十

++

l / 5 0 / 5 4 / 5 1/ 5

+

5 / 5

++l/5

40/5
n�nU�、‘�,J厂护

住o

注
:

++ 表示酶活性 强烈
; + 表示样 品具有该酶活性

表7 EC P蛋白溶血活性的热稳定性

T ab
.

7 H e a t sta b一l一ty o f h e m o lyti e ac ti v 一ty o f ECP P ro te in

E e P蛋白 (蛋白含量 4 m g / m l) l ; 1 6

未处理 的

5 0 ℃

6 0 ℃

7 0℃

8 0℃

90 ℃

1 00 ℃

注
: 十
表示溶血现象明显

; 士表示溶血活性微弱
; 一表示无溶血现象发生

。

表8 同

表S E一2
、

E 一8蛋白组分溶血活性的热稳定性

T ab
.

8 He
a t s ta b ility o f he m o lyti e ac u v lti e s o f E一2 an d E-- 8

蛋 白组分 处理情况 厂 1 1 :4 1 : 16 1 :6 4

E一 2 (蛋白含量 0 2 m g / m 一) 未处理 + + 一 一

70 ℃ - - 一 _

100 ℃ - - 一 _

卜s (蛋白含量 o
.

Zm g / m l) 未处理 + + 士 士

70 ℃ 十 土 士 一

1 00 ℃ + + 士 一

et 。z
,

196 9 ;
腼w a

tan i 。t 。z
,

19 7 2) 方面的报道已经很多
。

在本次实验中
,

电泳获得的两组

具有一定溶血活性的蛋白组分 E-- 2和 卜8经梯度稀释后
,

进行热稳定性实验
,

发现 E-- 2的

溶血活性具有热不稳定性
,

70 ℃处理 10 m in 则溶血活性完全丧失
,

而 E-- 8的溶血活性相对

比较稳定
,

100 ℃处理 10 而
n 后

,

仍具有很强的溶血性 (表 8 )
。

从以上实验 中可以看出
,

对

中国对虾具有明显致病作用的是热稳定性溶血素
。
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3 结语
3. 1 副溶血弧菌的胞外产物具有多种酶活性

,

是 细菌侵染中国对虾的主要成分之一
,

其

作用有
:

破坏对虾的体质
,

分解破坏对虾的组织成分
,

有利于其它病原的进一步侵染
; 破坏

对虾血淋 巴 中凝血系统的酶活性
;
破坏对虾血细胞

,

导致溶血现象 的发生 ; 破坏对虾血清

的杀菌活性等
。

3. 2 副溶血弧菌胞外产物中的蛋白酶和耐热性溶血素是影响细菌毒力的重要 因素
,

对中

国对虾具有明显的致病作用
; 而其它各种酶类

,

如卵磷醋酶
、

脂肪酶
、

几丁质酶等在感染对

虾的过程中也可能起到了重要的辅助作用
,

有待进一步研究
。
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