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蛭弧菌的分离及其生长条件和裂解能力的研究

宋志萍 蔡俊鹏" 王 志 韩 韫
（华南理工大学食品与生物工程学院 广州 "3$1!$）

摘 要：噬菌蛭弧菌具有裂解病原菌、净化水体的功效，从海洋环境中分离到 ! 株 FG$! 系列蛭弧菌，对其生长条件

进行了测定，同时研究了它们对 13 株菌株的裂解能力。结果表明，在 3H I 2H的盐度范围内，蛭弧菌均可生长，最

适盐度为 2H；在 3" I 2$J温度条件下蛭弧菌也可生长，但最适培养温度为 #$4#"J；只有在使用活的宿主菌的培养

条件下，蛭弧菌才能生长。! 株蛭弧菌分别可裂解 #3、#!、!$、!2 株菌，各占总试验菌数（13）的 2!K!H、20K2H、1"K1H
和 6$K"H。! 株蛭弧菌一起，则可裂解 "" 菌株，占总试验菌株的 0$K#H。研究结果揭示了蛭弧菌在消除海洋环境

中有害细菌方面的潜在应用价值。
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蛭弧菌（!"#$$%&’()’%）是 301# 年由 M.’(@ 等首次

报道的，发现于菜豆枯萎病假单胞菌体中［3］。蛭弧

菌是一类体形小、运动极为活泼的革兰氏阴性菌，菌

体大小约为（$K#" I $K!）!: N $K%!: N 3K#!:
［#］，呈

弧状或杆状，菌体尾部有一长鞭。蛭弧菌多见于土

壤中，在自来水、盐水、海水、污水、下水管道以及水

库中也都有所发现。水生蛭弧菌属倾向于在表面生

长，是生物膜的重要组成部分［2］。它引起人们兴趣

和关注的一个最为突出的特性是可以侵染、裂解寄

主细胞［!］。据秦生巨等报告，灭菌的自来水、湖水和

模拟自然条件下的河水中，蛭弧菌有清除病菌的作

用，清除效率达 0$H以上，甚至 3$$H。还有文献报

道，洁净的河水中检不出蛭弧菌，而污染的河水中则

普遍存在，可用蛭弧菌作为水质污染指示菌［"］。北

京水产所曾做过蛭弧菌对鲤感染嗜水气单胞菌预防

效果的观察实验，实验结果表明，蛭弧菌对嗜水气单

胞菌有较强的裂解和净化作用，对水中氨氮有一定

的降解作用，并且对鲤感染嗜水气单胞菌所致暴发

性出 血 病 有 明 显 的 预 防 作 用［1］。 另 有 文 献 报

道［6 I 32］，蛭弧菌在预防及防治鱼、虾、蟹类细菌性疾

病方面均有一定效果。本实验从海洋环境中分离到

! 株 FG$! 系列蛭弧菌，对其生长条件进行了测定，

同时研究了它们对 13 株菌株的裂解能力，为将来可

能的应用提供科学依据。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 试验菌株：用于裂解实验的 13 株试验菌株，

包括三大类，分别见表 3、表 # 和表 2。

表 ! 回归感染实验证明是九孔鲍苗致病菌的 #$ 株菌株
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表 ! 分离自九孔成鲍养殖水体和肠道的 "# 株菌株［"#］
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"$"$! 培养基：本研究所用培养基均按照参考文献

［=］制备。

"$"$% 主要试剂和仪器：1A!B)、7*8 酶、BCD 缓冲

液、EAFGH7< 柱式基因组 IAJ 抽提试剂盒、电泳槽和

BCD 仪均购自鼎国生物技术发展中心。

"$! 蛭弧菌菌株的分离和初步鉴定

"$!$" 分离：取样自盐度为 =K的海水，用 A; 固体

培养基双层平板法进行分离纯化，方法同参考文献

［=］。

"$!$! 电镜观测：将分离到的菌株制成菌悬液，浓

度为 7<8 个L5’。采用负染法对样品进行处理［7M］。

电镜观察菌株形态。

表 % 其它来源的 "" 株菌株
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"$!$% 特异性 BCD：为从基因水平印证我们所分离

到的菌株为蛭弧菌，我们采用 EAFGH7< 柱式基因组

IAJ抽提试剂盒，提取它们的基因组 IAJ，进行特

异性 BCD 扩增反应。/ .%’" 以及分离所用的宿主菌

株 ;V<M 的 IAJ 为阳性对照。在阳性对照无扩增条

带时，凡在所预定的区域（约 @<< #:）出现扩增条带

的，均可定为阳性。

参考文献［=］设计特异性 BCD 引物一对。上引

物（ 8=T ）碱 基 序 列 为：>\HCJPPCC!JJCJCJ!
PCJJP!CH=\，下 引 物（;16@M&D）碱 基 序 列 为：>\H

CPXCJC!PJJPPPP!CJJH=\。由上海基康生物技术

有限公司合成。预计 BCD 扩增产物长度为 ??] #:。

参考《分子克隆实验指南》BCD 设计原则［7>］，综

合考虑各个因子的影响水平，采用 ><!’ 反应体系，

其比 例 如 下：?^>!’ 的 7< _ BCD #0,,%.（ 含 N6& W

7^>55+$L’），<^M!’ 的 1A!B)（7<55+$L’），7*8 酶

<^8&>!’（&EL!’），引物各 &!’，>!’ 模板（7</6L!’）。

BCD 反 应 条 件：]M‘ >5(/；]M‘ 75(/，><‘ 75(/，

?&‘ 75(/，循环 => 次；延伸 ?&‘ >5(/。琼脂糖凝胶

电泳检查扩增结果。

&?> 微生物学报 :.0* ;".$%#"%’%9".* <"-".* &<<>，U+$aM> A+aM



!"# 培养条件对蛭弧菌生长的影响

将实验菌株于其他条件相同而盐度、温度、宿主

菌状态等条件不同的培养环境中增殖，然后双层平

板涂布，观察生长的蛭弧菌的数目，进而判断这些条

件的不同对实验菌株生长数目的影响，并确定最适

生长条件。

!"$ 蛭弧菌对 %! 株菌的裂解谱

在上述实验所确定的蛭弧菌适宜的生长条件

下，研究 ! 株蛭弧菌对 "# 株菌的裂解谱。

& 结果和分析

&"! 菌株的分离和鉴定

&"!"! 分离：采用双层平板法，从海洋环境中共分

离到 ! 株菌，分别命名为 $%&!’!、$%&!’!#(、$%&!’)
* 和 $%&!’#+。
&"!"& 电镜观测：对所分离到的 ! 株菌进行负染，

并在电镜下观察其大小和形态（图 #）。在电镜下，

可见菌体为弧状或杆状，其尾部有一长长的鞭毛，为

典型的蛭弧菌形态特征。它们菌体大小和鞭毛长度

分别如下：$%&!’! 菌体大小为 ,-./ 0 1-2"!3，鞭毛

长 #-.!!3；$%&!’!#( 菌体大小为 .-4 0 2-,"!3，鞭毛

长 #-#1!3；$%&!’) * 菌体大小为 1-. 0 #-/!3，鞭毛

长 #-&1!3；$%&!’#+ 菌体大小为 1-2" 0 2-2.!3，鞭毛

长 2-#!3。据此，初步确认这 ! 株菌均为蛭弧菌。

图 ! 电镜下的蛭弧菌（$’((( ) ）

5678# 9%:;:< <%:=6>7 !"#$$%&’()’% <?8 @>ABC ;%B BDBE;C:> 36EC:<E:?B
（!.&&& 0 ）

&"!"# 蛭弧菌（!"#$$%&’()’%）特异性 9FG 扩增反应：

为在基因水平上印证所分离到的菌株为蛭弧菌，我

们又进行了特异性 9FG 扩增反应。以 * +%$’ 以及分

离所用的宿主菌株 $H&! 的 IJ) 为阳性对照，在阳

性对照无扩增条带时，凡在预定的区域（约 .&&K?）

出现扩增条带的，均可定为阳性。特异性 9FG 扩增

结果表明，该 ! 株菌在大约 .&&K? 处均有一阳性条

带的出现，而作为阳性对照 9FG 则无条带出现，由

此再一次证明，该 ! 株菌为蛭弧菌（9FG 电泳图未

附）。

&"& 盐度对蛭弧菌生长的影响

为研究它们对盐度的适应性，同时考虑到将来

在咸（淡）水中应用的可能，我们选择 &-1L、#L、

#-1L、2L、2-1L和 4L等 " 个盐度梯度进行试验。

结果表明，盐度对 ! 株蛭弧菌的生长有明显的影响

（表 !）。盐度较低时，! 株蛭弧菌的生长均受到不利

的影响，其中 $%&!’! 在 &-1L、#L盐度下不能存活，

$%&!’!#( 在 &-1L 盐度下不能存活，而 $%&!’) * 、

$%&!’#+ 在 &-1L、#L和 #-1L 盐度下不能存活；相

反，在接近海水盐度（2-1L）的环境下生长较好，4L
盐度时数量级均达到 #&!，其他盐度下则密度有限。

因此我们认为蛭弧菌对于环境盐度是比较敏感的。

这将限制它们在淡水和M或咸淡水中的应用。

表 $ 盐度对蛭弧菌生长的影响（个*+,）

N(KDB ! O++BE;< :+ <(D6>6;P :> !"#$$%&’()’% 7C:=;%（?+@M3Q）

R;C(6><
R(D6>6;P

&-1L #L #-1L 2L 2-1L 4L
$%&!’! S S 1& #&&& 1 0 #&4 1 0 #&!

$%&!’!#( S 2&& #21 221& 1 0 #&4 1 0 #&!

$%&!’) * S S S 1& 1 0 #&4 1 0 #&!

$%&!’#+ S S S 21&& 1 0 #&4 1 0 #&!

S ：J:8 7C:=8

&"# 温度对蛭弧菌生长的影响

为研 究 它 们 对 温 度 的 适 应 能 力，我 们 选 择

#1T、2&T、21T、4&T! 个温度梯度进行试验（因通

常情况下海水温度不会超过 4&T，故 4&T以上未做

试验）。结果表明，温度对蛭弧菌的生长也有影响

（表 1）。虽然在这 ! 个温度梯度下，蛭弧菌均可生

长，但 $%&!’) * 、$%&!’#+、$%&!’!#(4 在 21T时密度

最大，而 $%&!’! 则在 2&T时密度最大。在其他温度

梯度下，虽然也能生长，但 ! 株蛭弧菌均数量有限。

因此，总体上可认为 2& U 21T是它们的最适温度。

表 - 温度对蛭弧菌生长的影响（个*+,）

N(KDB 1 O++BE;< :+ ;B3?BC(;@CB :> !"#$$%&’()’% 7C:=;%（?+@M3Q）

R;C(6><
NB3?BC(;@CB

#1T 2&T 21T 4&T
$%&!’) * 21 1& ,.2& 11
$%&!’#+ 42& 11.& "./& .!2
$%&!’!#( 1,. "1/& ,12& ,.&
$%&!’! "!4 1,!& .. ,&

&"$ 宿主菌状态的影响

为研究蛭弧菌对实验宿主菌株状态的依赖性，

为我们在发酵培养蛭弧菌时提供多种选择，我们进

行了分别以死、活宿主菌培养蛭弧菌的试验。结果

4,12&&1，V:D8!1 J:8! 宋志萍等：蛭弧菌的分离及其生长条件和裂解能力的研究



表明，对于用灭活后的宿主菌对蛭弧菌进行液体培

养，或用前者作为宿主菌进行双层平板涂布培养，蛭

弧菌均不能生长；而只要是用活的宿主菌对蛭弧菌

进行培养，不管是那种方法，蛭弧菌均可生长，在双

层平板上出现了噬菌斑。此中原由，很可能是由于

灭活后的宿主菌失去了某些蛭弧菌攻击的表面特

征，进而导致蛭弧菌不能进入宿主菌生长繁殖。因

为，我们曾对用高压灭菌后的宿主菌进行过显微镜

观察，发现其细胞的整体结构比较完整，没有出现破

裂的情况，菌体萎缩。

!"# $ 株蛭弧菌对 %& 株宿主菌的裂解谱

为探索这 ! 株蛭弧菌在海水养殖病害防治方面

的潜在应用前景，我们选用了弧菌等作为被试菌株。

其中，!"#$"% &’(")%’*+",-. "# 株，!"#$"% &)(-"’’&$-/ "
株，!"#$"% ,0%’1$&1 $ 株，!"#$"% 2’-3"&’". "" 株，!"#$"%
0%’’".&1 " 株，!"#$"% /")",-. ! 株，!"#$"% 4&$&0&1/%’*5
+",-. % 株。

在确定了蛭弧菌的最佳生长条件后，我们进行

了 ! 株蛭弧菌对 $" 株所试弧菌等的裂解试验。结

果表明：!可同时被 ! 种蛭弧菌裂解的有 $ 株菌：

"%，"&，’(，)*#$，)+,-./，01.；"不可被 ! 种蛭弧

菌裂 解 的 也 有 $ 株 菌：%，(’，"#.(""，( ，"$"2，

"&’’；#可被其中任何一株蛭弧菌裂解的则有 22 株

菌（占总试验菌株 3#4(5）："，(，’，!，$，&，3，"#，

""，"(，"’，"!，"2，"$，"%，"&，"3，(#，("，((，(!，

(2，($，(%，(&，(3，’#，’"，’(，’’，’!，’2，,*#(，

,*#’，,*#2，,*#%，,*#&，,*"#，,*""，,*"(，,*"’，

,*"2，)*#’，)*#$，)*#%，)*"(，)*"’，,6#&，"".(#"，

"".""!，)+,-./，)+,-.,，789，01 : ，01.；$
,*#!.! 可裂解 (" 株菌（裂解率为 ’!4!5）："%，"&，

’(，)*#$，)+,-./，01.，"，’，$，&，""，"$，(!，

($，(&，’#，,*"#，,*""，,*"’，"".""!，)+,-.,；%
,*#!.!"; 可裂解 (! 株菌（裂解率为 ’34’5）："%，"&，

’(，)*#$，)+,-./，01.，’，!，&，"’，(3，’"，’!，

’2，,*#’，,*#2，,*#&，,*"#，,*"(，,*"2，,6#&，

)*"(，)*"’，"".(#"；&,*#!./ : 可裂解 !# 株菌（裂

解率为 $24$5）："%，"&，’(，)*#$，)+,-./，01.，
"，(，’，!，$，""，"’，"!，"2，"3，(#，("，((，(!，

(2，($，(&，’#，’’，,*#(，,*#’，,*#2，,*#%，

,*#&，,*""，,*"2，)*#’，)*#%，)*"(，)*"’，,6#&，

"".""!，)+,-.,，01 : ；’,*#!."< 可裂解 !’ 株菌

（裂 解 率 为 %#425）："%，"&，’(，)*#$，)+,-./，

01.，"，(，!，$，3，"#，"(，"’，"!，"2，"$，"3，(#，

("，((，(!，’!，(2，($，(%，(&，(3，’#，’"，’’，

,*#2，,*#&，,*"#，,*""，,*"(，,*"’，,*"2，)*#’，

)*"’，"".(#"，)+,-.,，789。

至于为何有些菌可被某一蛭弧菌裂解而不能被

另一所裂解，有些又可被所有的蛭弧菌所裂解，此中

机理，将值得我们的进一步的探讨。

’ 结论

通过研究，我们可以获知：在 "5 = ’5的盐度

范围内，! 株蛭弧菌均可生长，最适盐度为 ’5；在

"2 = ’#>温度条件下 ! 株蛭弧菌均可生长，最适培

养温度为 (# = (2>；只有在使用活的宿主菌的培养

条件下，蛭弧菌才能生长；! 株蛭弧菌分别可裂解

("、(!、!#、!’ 株菌，各占总试验菌数（$"）的 ’!4!5、

’34’5、$24$5和 %#425。! 株蛭弧菌一起，则可裂

解 22 菌株，占总试验菌株的 3#4(5。另有 $ 株菌可

同时被 ! 株蛭弧菌裂解。

由于蛭弧菌具有裂解病源菌、净化养殖水体的

作用，是一种有益菌。本实验结果展示了蛭弧菌对

病源菌的裂解能力，为蛭弧菌在海水养殖中的潜在

应用提供了科学的基础。
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生物恐怖防御

\E%;E%!""<9E"[a#!"99
黄培堂

沈倍奋
"^

本书以生物恐怖防御为核心，以国内外生物恐怖防御的相关研究进展和趋势为依据，详细

地介绍了有关生物恐怖的概念、特点、危害和处置措施，以及国外生物反恐的组织机构及

其职能、活动，深刻论述了国内外生物恐怖形势及其应对措施，并结合我国国情就如何加

强反生物恐怖提出了对策建议。

反爆炸恐怖安全对策

\E%;E%!";9;E%[8]%%%^
钱七虎 &<

本书内容涉及国内外恐怖事件的手段、方法、危害和对策的回顾与启示，爆炸恐怖活动分

类，爆炸恐怖活动的后果，爆炸恐怖的关键技术和原材料及其监管，各类爆炸物品的识别，

各类爆炸物的紧急处置，反爆炸恐怖活动的立法及政策法规的探讨等。

核与辐射恐怖事件管理

\E%;E%!"\%^E![8]#%%%9
陈冀胜 "$

本书全面讨论了核与辐射恐怖事件的界定、特征与后果，提出了涉及核与辐射恐怖事件的

应急响应与管理以及需要深入研究的问题和对人员培训的要求等。

反化学恐怖对策

\E%;E%!";"&E%[F#$%^;
潘自强 "&

本书系统论述了化学恐怖活动的概念、历史、模式、特征与影响，并论述了反化学恐怖的对

策、监控、防护、应急处置、医学救援等相关的科学技术问题。
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