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研究报告 

大黄鱼源溶藻弧菌的鉴定及其菌蜕制备 

曹际  马林  张文畅  张舒六  张嘉俊  李槿年*  黄安宁 
(安徽农业大学 动物科技学院 人兽共患病重点实验室  安徽 合肥  230036) 

 
 

摘  要：【背景】菌蜕是诱导 PhiX174 噬菌体裂解基因 E (LysisE)在革兰氏阴性菌中表达后所获得

无细胞内容物的细菌空壳。菌蜕生物安全性高，能以类似活菌方式诱导机体产生良好的系统和黏

膜免疫应答。【目的】对分离自患溃疡病大黄鱼肝脏中的病原菌株 16-3 进行种属鉴定，利用温控

调节表达系统控制 PhiX174 噬菌体裂解基因 E 在该菌株中的表达来制备菌蜕，为防控鱼类溶藻

弧菌感染提供有效手段。【方法】采用形态特征观察、生理生化特性测定及 16S rRNA 基因序列

分析等方法对菌株 16-3 进行鉴定；构建温控裂解质粒 pBV220-LysisE，并将其电转至溶藻弧菌菌

株 16-3，形成重组溶藻弧菌菌株 16-3(pBV220-LysisE)；将不同起始浓度的重组溶藻弧菌培养物

同时进行 42 °C 升温诱导，比较其溶菌动力曲线和裂解效率的差异；在最佳条件下制备溶藻弧菌

菌株 16-3 菌蜕，电镜观察其形态与结构，采用倾注平板法测定冻干菌蜕中的活菌数。【结果】综

合菌株 16-3 在形态、生理生化及 16S rRNA 基因系统发育等方面的特性，确定其为溶藻弧菌；

构建了温控裂解质粒 pBV220-LysisE 和重组溶藻弧菌菌株 16-3(pBV220-LysisE)；溶藻弧菌菌株

16-3 菌蜕制备的最佳条件是选择起始浓度 OD600为 0.3 的菌液进行诱导，诱导 3 h 后即可收获菌

蜕，其裂解效率为 96.9%，但经冻干处理后的菌蜕无活菌残留；电镜观察发现菌株 16-3 菌蜕保

持原细胞的基本形态，但细胞表面有明显的溶菌孔道，且由于细胞内容流失而使细胞表面发生皱

缩。【结论】制备出溶藻弧菌菌株 16-3 菌蜕，为其作为疫苗或疫苗递送载体奠定了基础。 

关键词：溶藻弧菌，鉴定，温控裂解质粒，菌蜕 

Identification of Vibrio alginolyticus isolated from large yellow croaker 
(Pseudosciaena crocea) and generation of V. alginolyticus ghosts 

CAO Ji  MA Lin  ZHANG Wen-Chang  ZHANG Shu-Liu  ZHANG Jia-Jun 
LI Jin-Nian*  HUANG An-Ning 

(Key Laboratory of Zoonoses, College of Animal Science and Technology, Anhui Agricultural University,  
Hefei, Anhui 230036, China) 

Abstract: [Background] Bacterial ghosts (BGs) are empty and intact bacterial envelopes of 
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Gram-negative bacteria that are produced by controlled expression of the phage PhiX174 lysisE 
gene. BGs have higher biological safety, which can induce good systemic and mucosal immune 
response in a similar way of live bacteria. [Objective] To identify the pathogenic strain 16-3 isolated 
from the liver of large yellow croaker (Pseudosciaena crocea) with ulcerative disease and to generate 
bacterial ghosts from this strain by the temperature-controlled expression of cloned bacteriophage 
PhiXl74 lysis gene E. This study will provide an effective means to prevent and control the infection 
of Vibrio alginolyticus in aquaculture fish species. [Methods] Strain 16-3 was identified by 
morphological, physiological and biochemical characteristics and 16S rRNA gene sequence analysis. 
Temperature-controlled lysis plasmid pBV220-LysisE was constructed and then electroporated into 
V. alginolyticus strain 16-3 to form recombinant strain 16-3(pBV220-LysisE). Different initial 
concentration cultures of recombinant strain 16-3(pBV220-LysisE) were induced at 42 °C to 
compare the differences of lysis kinetics curves and lysis rate among them. V. alginolyticus strain 
16-3 ghosts were generated under the optimum condition, and then their morphology and structure 
were observed by electronic microscope, and the viable cell counts in the lyophilized ghosts were 
measured using a pour plate method. [Results] The pathogenic strain 16-3 was identified as V. 
alginolyticus according to morphological features, physiological and biochemical characteristics and 
16S rRNA gene phylogenetic analysis. The temperature-controlled lysis plasmid pBV220-LysisE and 
recombinant V. alginolyticus strain 16-3(pBV220-LysisE) were constructed, respectively. The 
optimum conditions for V. alginolyticus strain 16-3 ghosts generation were as follows: the induction 
was carried out by selecting the initial concentration of cultures reached an OD600 of 0.3. The 
bacterial ghosts could be harvested after induced for 3 h and the lysis rate of strain 16-3 ghosts was 
96.9%. However, there was no residual bacteria found on plates with lyophilized 16-3 ghosts 
inoculation. Electron micrographs clearly showed that no gross alterations in cellular morphology 
compared to unlysed cells except for the obvious lysis pore on the cell surface and cell shrinkage due 
to the loss of cytoplasmic materials. [Conclusion] V. alginolyticus strain 16-3 ghosts were generated 
in this study, which provided a basis for the further use as a vaccine or vaccine delivery vector. 

Keywords: Vibrio alginolyticus, Identification, Temperature-controlled lysis plasmid, Bacterial ghost 

溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)是一种人和海洋

动物共患病原菌。早在 1979 年 Schmidt 等[1]报道该

菌对人类有致病作用，是沿海地区食物中毒和腹

泻的重要病原菌。随后发现它还能通过受损皮肤

感染大黄鱼(Pseudosciaena crocea)、斜带石斑鱼

(Epinephelus coioides)、红笛鲷(Lutjanus erythopterus)

等多种海水养殖鱼类，引起鱼类溃疡病、腹水症

或出血病的发生与流行，给水产养殖业造成较大

的经济损失[2-4]。因此，有效控制溶藻弧菌感染已

成为水产养殖业可持续健康发展的迫切要求。 

与使用抗生素和化学药物相比，渔用疫苗的

研发和应用是防控鱼类细菌性疾病的有效手段，

而疫苗的接种途径直接影响免疫效果。注射免疫

是现阶段渔用疫苗的主要接种途径，该途径能有

效利用抗原而获得良好的免疫效果，但存在费时

费力、易伤鱼体、不适用于小规格鱼体等缺点。

浸泡免疫操作简单、不伤鱼体，但所需抗原量较

大。口服疫苗解决了小规格鱼体免疫问题，也避

免了鱼类应激反应，还可同时诱导系统和黏膜免

疫应答，是水产养殖生产中最具应用前景的疫  

苗[5]。目前，已报道的溶藻弧菌疫苗有灭活苗、基

因工程亚单位苗、DNA 疫苗和弱毒苗[6-9]。虽然这

些疫苗具有一定的免疫保护效果，但是前 3 种疫苗

易被体内酶类降解而不能用于口服免疫；减毒活

疫苗存在毒力返强以及与野毒株发生重组而出现

新毒菌株的危险。由此可见，研发安全高效、制

备简单、成本低廉、尤其是适于口服免疫的渔用

溶藻弧菌疫苗具有重要意义。 

菌 蜕 (Bacterial ghosts ， BGs) 是 通 过 诱 导

PhiX174 噬菌体裂解基因 E (LysisE)在革兰氏阴性
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菌中表达所获得的无细胞内容物的细菌空壳。由

于菌蜕是以非变性方法制备而成，完好地保留了

原始细菌的形态、表面抗原结构和免疫刺激复合

物，因此具有良好的免疫原性和内在佐剂活性，

既可直接作为疫苗使用，也可充当疫苗递送载    

体[10]。与传统灭活苗相比，菌蜕因不含细胞内容

物而更安全；可以类似活菌方式诱导机体产生强

烈的体液和细胞免疫应答，获得更好的免疫效

果；易于大规模生产，成本低廉，且制成的冻干

苗在室温下可长时间保存。此外，已有实验证实

菌蜕通过口服途径免疫动物，能诱导产生有效的

黏膜免疫应答，是适合于口服免疫的新型灭活疫

苗[11-12]。本研究对分离自患溃疡病大黄鱼的病原

弧菌菌株 16-3 进行表型与分子遗传学鉴定，确定

该菌株为溶藻弧菌。同时将构建的温控裂解质粒

pBV220-LysisE 电转至溶藻弧菌菌株 16-3，通过改

变温度控制 LysisE 在重组溶藻弧菌中的表达，在最

佳条件下制备出溶藻弧菌菌株 16-3 菌蜕，为开发

渔用溶藻弧菌口服疫苗和菌蜕载体疫苗防治该菌

感染奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌株和质粒 

菌株 16-3 由本实验室从患溃疡病大黄鱼肝脏

中分离并保存，经回归感染试验证实为病原菌，

其对实验鱼半数致死量(LD50)为 1.6×107 CFU/尾；

大肠杆菌 DH5α 菌株由本实验室保存；温控型表达

质粒 pBV220 购自北京鼎国昌盛生物技术公司；噬

菌体 PhiX174 RF I DNA 购自 NEB 生物技术公司。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

基因组 DNA 提取试剂盒、质粒提取试剂盒和

核酸限制性内切酶等分子生物学试剂，北京天根

生化科技有限公司；戊二醛、乙酸异戊酯和磷钨

酸，国药集团化学试剂有限公司。 

革兰氏阴性杆菌鉴定条 ID32 GN 和微生物

ATB 半自动鉴定系统，法国梅里埃公司；紫外可

见分光光度计，上海仪电分析仪器有限公司；生

化培养箱，上海一恒科学仪器有限公司；医用低

温保存箱，海尔特种电器有限公司；台式高速冷

冻离心机，美国贝克曼库尔特公司；冷场发射 

扫描电子显微镜、型透射电子显微镜，日本日立

公司。 

1.1.3  培养基 

脑心浸液(BHI)培养基(g/L)：脑心浸粉 17.5，葡

萄糖 2.0，蛋白胨 10.0，NaCl 5.0，Na2HPO4 2.5。 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母粉 5.0，

NaCl 10.0，固体培养基加琼脂粉 20.0，pH 7.0。 

1.2  菌株 16-3 的鉴定 

1.2.1  形态学检查 

将菌株 16-3 接种到含 3% NaCl 的脑心浸液

(BHI)培养基，30 °C、180 r/min 培养 18 h，取菌液

涂片、革兰氏染色、油镜下观察菌体的形态与染

色特性。滴加菌液至铜网上，经磷钨酸染色后于

透射电镜下观察细菌的形态结构。 

1.2.2  生理生化特征测定 

使用革兰氏阴性杆菌鉴定条 ID32 GN 和微生

物 ATB 半自动鉴定仪测定菌株 16-3 的生理生化特

性，具体操作按鉴定条说明书进行。 

1.2.3  16S rRNA 基因 PCR 扩增与系统发育分析 

使用基因组 DNA 提取试剂盒提取菌株 16-3 的

基因组 DNA，以细菌 16S rRNA 基因通用引物(正

向引物：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′；反

向 引 物 ： 5′-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′) 

PCR 扩增 16S rRNA 基因。PCR 反应体系(25 μL)：

10×PCR Buffer 2.5 μL，25 mmol/L MgCl2 1.5 μL，  

10 mmol/L dNTPs 0.5 μL，5 U/μL Taq 酶 0.3 μL，  

10 μmol/L 上、下游引物各 0.5 μL，模板 2.0 μL，

ddH2O 17.2 μL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；

94 °C 30 s，52 °C 50 s，72 °C 100 s，30 个循环；

72 °C 10 min。PCR 扩增后的产物经 1.0%琼脂糖凝

胶电泳检测目的条带，PCR 产物送至生工生物工

程(上海)股份有限公司测序，将测得的序列进行

BLAST 检索，选取 18 条一致性较高的相关序列，
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采用邻接法构建系统发育树，并通过自举分析进

行置信度检测，自举数据集为 1 000 次。 

1.3  裂解基因 LysisE 的 PCR 扩增 

根据 PhiX174 RF I DNA 中 LysisE 基因设计引

物：5′-CCGGAATTCATGGTACGCTGGACTTTGTG 

GGATACC-3′ (EcoR I)；5′-TGCACTGCAGTCACT 

CCTTCCGCACGTAATT-3′ (Pst I)。以 PhiX174 RF 

I DNA 为模板，PCR 扩增 LysisE。PCR 反应体系    

(25 μL)：10×PCR Buffer 2.5 μL，MgCl2 (25 mmol/L) 

1.5 μL，dNTPs (10 mmol/L) 0.5 μL，Taq 酶(5 U/μL)  

0.5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1.0 μL，模板    

1.0 μL，ddH2O 17.0 μL。PCR 反应条件：95 °C    

5 min；95 °C 30 s，60 °C 30 s，72 °C 50 s，30 个循

环；72 °C 10 min。PCR 产物经 1.0%琼脂糖凝胶电

泳鉴定后，使用胶回收试剂盒回收纯化目的片段。 

1.4  温控裂解质粒 pBV220-LysisE 的构建 

分别将回收纯化的 PCR 产物和温控诱导表达

载体 pBV220 进行 EcoR I 和 Pst I 双酶切，回收纯

化酶切产物并用 T4 DNA 连接酶于 16 °C 连接过

夜。将连接产物转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，

涂布于含 Amp (100 mg/L)的 LB 固体培养基，28 °C

培 养 至 长 出 菌 落 。 挑 取 单 菌 落 接 种 至 含 Amp    

(100 mg/L)的 LB 液体培养基中，28 °C、150 r/min

振荡培养过夜，使用质粒提取试剂盒提取质粒，

对质粒进行 PCR 鉴定和双酶切鉴定，将鉴定正确

的重组质粒命名为 pBV220-LysisE。 

1.5  溶藻弧菌菌蜕的制备 

1.5.1  重组溶藻弧菌菌株 16-3(pBV220-LysisE)的

构建 

将提取的温控裂解质粒 pBV220-LysisE 电转 

至 溶 藻 弧 菌 菌 株 16-3 感 受 态 细 胞 ， 参 数 为        

1.8 kV/cm、200 Ω、25 μF、4.9 ms。电转完毕后迅

速吸出菌液，加入 950 μL 预热的 SOC 液体培养

基，28 °C 复苏培养 4 h。取复苏后菌液涂布含 Amp  

(100 mg/L)的 LB 固体培养基，28 °C 培养至长     

出菌落。按 1.3 和 1.4 节方法进行 PCR 和双酶切   

鉴定。 

1.5.2  重组溶藻弧菌菌株 16-3 的裂解条件优化 

取鉴定正确的重组菌株 16-3(pBV220-LysisE)接

种至 3 mL 含 Amp (100 mg/L)的 LB 液体培养基中，

28 °C、180 r/min 振荡培养过夜。次日，按 1:100 转

接后 28 °C、180 r/min 振荡培养至初始 OD600 值分别

为 0.2、0.3、0.4 和 0.5 时，迅速将温度升至 42 °C 诱

导 LysisE 基因表达以裂解细菌，期间每隔 30 min 取

菌液测 OD600 值，直至培养物的 OD600 不再下降为

止，绘制溶菌动力曲线。采用倾注平板法检测溶菌

前后菌液中的活菌数。即分别对各组诱导溶菌前和

溶菌结束后的菌液进行10倍系列稀释，取10−5−10−9

稀释菌液各 1 mL 加入无菌平皿中，再倾注 50 °C 左

右的含 Amp (100 mg/L)的 LB 固体培养基，每一稀

释度做 2 个重复，28 °C 培养 24 h，进行活菌计数。

然后，依据公式计算菌蜕裂解效率：裂解效率(%)= 

(1−诱导后活菌数/诱导前活菌数)×100。通过各组的

溶菌动力曲线和裂解效率确定最佳裂解条件。 

1.5.3  溶藻弧菌菌株 16-3 菌蜕的制备 

在最佳裂解条件下制备溶藻弧菌菌蜕。即重

组 溶 藻 弧 菌 菌 株 16-3(pBV220-LysisE) 种 子 液 按

1:100 转接至 100 mL 含 Amp (100 mg/L)的 LB 液体

培养基中，28 °C、180 r/min 振荡培养到 OD600 值为

0.3，转至42 °C诱导培养3 h，4 °C、8 000 r/min离心

10 min 收集沉淀。用无菌 PBS 洗涤 3 次，再用 1/3 原

体积的 PBS 重悬沉淀并转移至安瓿瓶中，−80 °C 预

冻 4 h、真空冷冻干燥 24 h 后，即为冻干菌蜕。采

用倾注平板法对冻干后的菌蜕进行活菌计数。 

1.6  溶藻弧菌菌株 16-3 菌蜕的电镜观察 

1.6.1  扫描电镜观察 

将制备的菌蜕重悬后用 2.5%戊二醛固定过夜。

次日，用 PBS 洗涤 3 次，收集菌体沉淀。菌体沉淀

经乙醇逐级脱水、乙酸异戊酯置换、CO2 临界点干

燥和喷金等步骤处理后，用扫描电镜观察并拍照。 

1.6.2  透射电镜观察 

将制备的菌蜕重悬后用 2.5%戊二醛 4 °C 固定 

2 h，再用 PBS 洗涤 3 次并重悬。菌液经磷钨酸染

色、干燥后，用透射电镜观察并拍照。 
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2  结果与分析 

2.1  菌株 16-3 的形态与生理生化特征 

如图 1 所示，光学显微镜下菌株 16-3 为革兰氏

阴性菌、略显弧状、排列不规则；扫描电镜下菌

体呈弧形二端钝圆，大小约为(0.50−0.85) μm× 
 

(1.40−2.65) μm；透射电镜下可见该菌具有鞭毛，

无荚膜、菌毛和芽孢。微生物 ATB 半自动鉴定系

统检测结果 (表 1)显示该菌株归属于溶藻弧菌

(Vibrio alginolyticus)，在种水平上鉴定结果的符合

率达 92.7%。 

 

 
 

图 1  菌株 16-3 的形态与结构 
Figure 1  Morphology and structure of the strain 16-3 
注：A：光镜照片(1 000×)；B：扫描电镜照片(30 000×)；C：透射电镜照片(6 000×)，箭头示鞭毛. 

Note: A: Light micrograph (1 000×); B: Scanning electron micrograph (30 000×); C: Transmission electron micrograph (6 000×), arrow 
shows flagellum. 

 

表 1  菌株 16-3 的 ATB expression 系统鉴定结果 
Table 1  Identification results of the strain 16-3 by ATB expression system 

鉴定项目 

Characteristics 

菌株 16-3 

Strain 16-3 

溶藻弧菌 

ATCC 33787 
V. alginolyticus 
ATCC 33787 

鉴定项目 

Characteristics 

菌株 16-3 

Strain 16-3 

溶藻弧菌 

ATCC 33787 
V. alginolyticus 
ATCC 33787 

L-鼠李糖 RHA + + D-甘露醇 MAN + + 

N-乙酰葡萄糖胺 NAG + + D-葡萄糖 GLU + + 

D-核糖 RIB + + 水杨素 SAL − − 

肌醇 INO − − D-蜜二糖 MEL − − 

蔗糖 SAC − − L-岩藻糖 FUC − − 

D-麦芽糖 MAL + + D-山梨醇 SOR − − 

衣康酸盐同化 ITA − − L-阿拉伯糖 ARA − − 

辛二酸盐同化 SUB − − 丙氨酸同化 MNT − − 

丙酸盐同化 PROP − − 癸酸盐同化 VALT − − 

乙酸盐 ACE − − 戊酸盐同化 CAP − − 

Dl-乳酸盐同化 LAT + + 柠檬酸盐用 CIT + + 

丙氨酸同化 ALA − − 组氨酸同化 HIS + + 

5-酮基-葡萄糖酸 5KG − − 2-酮葡萄糖酸盐 2KG − − 

糖原 GLYG − − 3-羟基-丁酸盐 3OBU − − 

3-羟基-苯甲酸 MOBE − − 4-羟基-苯甲酸 4pOBE − − 

丝氨酸同化 SER − − 脯氨酸 PRO + + 

注：+：阳性；−：阴性. 

Note: +: Positive; −: Negative. 
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2.2  菌株 16-3 的 16S rRNA 基因序列与系统发

育分析 

测序结果显示菌株 16-3 的 16S rRNA 基因序列

长度为 1 508 bp。从构建的系统发育树(图 2)可知，

菌株 16-3 与溶藻弧菌参比菌株 CPVA110 (GenBank

登录号为 JN645057.1)自然聚为一支，自举分析置

信度为 97%，一致性分析显示两者具有 99.6%的序

列相似性。 

综合菌株 16-3 的形态、生理生化和 16S rRNA

序列的特征，确定菌株 16-3 为溶藻弧菌。 

2.3  温控裂解质粒 pBV220-LysisE 的鉴定 

PCR 扩增 LysisE 基因并回收产物，将其与温控

表 达 质 粒 pBV220 连 接 ， 构 建 温 控 裂 解 质 粒

pBV220-LysisE，经 PCR 鉴定获得了一条大小约

276 bp 的 LysisE 基因片段；EcoR I/Pst I 双酶切鉴定

获得了两条大小分别为 3 667 bp (pBV220 质粒)和

276 bp (LysisE 基因)的目的基因片段(图 3)，说明温

控裂解质粒 pBV220-LysisE 构建成功。 

2.4  溶藻弧菌 16-3 菌蜕制备的最佳条件 

将不同起始浓度的菌株 16-3(pBV220-LysisE)

菌液同时进行升温诱导，对比其溶菌动力曲线和

裂解效率。如图 4 所示，当菌液起始 OD600 值分

别为 0.2、0.3、0.4 和 0.5 时，分别于诱导后 1.5、

3.0、4.5 和 5.0 h 时 OD600 值降至最低，随后 OD600

值趋于平稳，溶菌结束；而整个过程中，28 °C

培养条件下的溶藻弧菌菌株 16-3 生长正常，

OD600 值快速升高后趋于平稳。活菌计数结果显

示，起始 OD600 值为 0.2、0.3、0.4 和 0.5 的菌液

诱导前的活菌数分别为 3×107、2×108、3×108、

3 .9 5×1 0 8  C F U/ mL ， 诱 导 后 的 活 菌 数 分 别 为

3.6×107、6.2×106、2.2×107、4.8×107 CFU/mL，   

依 据 公 式 (见 1.5.2 节)计算其裂解效率分别为 

 

 
 

图 2  菌株 16-3 的 16S rRNA 基因序列构建的系统进化树 
Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence of the strain 16-3 
注：分支点上的数字表示构建系统树时 1 000 次计算时形成该节点的百分比；括号中的序号代表菌株的 GenBank 登录号；标尺 0.005

代表 0.5%的 16S rRNA 基因序列的进化差异. 

Note: The bootstrap values (%) presented at the branches were calculated from 1 000 replications; The sequence number in the bracket 
means the GenBank accession number of the strain; The scale bar 0.005 means 0.5% 16S rRNA gene sequence difference. 
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图3  温控裂解质粒pBV220-LysisE的PCR和双酶切鉴定 
Figure 3  Identification of temperature-controlled lysis 
plasmid pBV220-LysisE by PCR and restriction enzyme 
digestion with EcoR I and Pst I 
注：M1：DL2000 分子量标准；M2：DL10000 分子量标准；1：

LysisE 基因的 PCR 产物；2：pBV220-LysisE 经 EcoR Ⅰ和 Pst Ⅰ

双酶切产物；3：温控裂解质粒 pBV220-LysisE. 

Note: M1: DL2000 DNA Marker; M2: DL10000 DNA Marker; 1: 
PCR product of LysisE gene; 2: The product of pBV220-LysisE 
double-digested with EcoR  andⅠ  Pst ; 3: Ⅰ
Temperature-controlled lysis plasmid pBV220-LysisE. 
 
 

88.0%、96.9%、92.7%和 87.9%。结果表明溶藻弧

菌 16-3 菌蜕制备的最佳条件是选择起始浓 度

OD600 为 0.3 的菌液进行诱导，诱导 3 h 后即可收

获菌蜕进行冻干处理。采用倾注平板法对在最佳条

件下制备的冻干菌蜕进行活菌计数，发现无活菌  

存在。 

2.5  溶藻弧菌菌株 16-3 菌蜕的形态与结构 

与溶藻弧菌菌株 16-3 的形态、结构相比(图

1B、C)，菌株 16-3 菌蜕在扫描电镜下细胞的形态

与表面结构无明显变化，但在细胞两端或中央出

现直径介于 40.3−132.0 nm 的跨膜溶菌孔道，细胞

发生皱缩(图 5A)；透射电镜观察结果显示，菌蜕

保留了完整的细菌外膜，但细胞内容物流失明显

(图 5B)。 

3  讨论与结论 

细菌的鉴定方法主要包括表型鉴定和分子遗

传学鉴定。表型鉴定是通过检查细菌形态和测定

细菌生理生化特性对细菌加以分类。传统的生理

生化特性测定方法繁琐复杂，目前多使用商业化

的细菌鉴定系统，如法国生物梅里埃公司的微生物

API 和 ATB 全(半)自动鉴定系统进行快速鉴定[13]。

但是，这些鉴定系统是基于细菌在生长阶段利用

底物产生代谢物的生化反应进行鉴定的，其实质

是酶促反应，容易受到不同培养条件的干扰而使

鉴定结果出现误差。细菌 16S rRNA 基因的高保 

守性使其作为标记基因广泛应用于细菌分子遗  

传学鉴定和细菌分子流行病学研究。然而，对于 

 

 
 

图 4  溶藻弧菌菌株 16-3 的生长曲线和不同起始浓度重组菌株 16-3(pBV220-LysisE)经 42 °C 诱导后的裂解曲线 
Figure 4  Growth curve of V. alginolyticus strain 16-3 and lysis curves of recombinant strain 16-3(pBV220-LysisE) at 
different initial concentration induced at 42 °C 
注：0 h 为诱导开始时间. 

Note: Induction occurred at time zero. 
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图 5  溶藻弧菌菌株 16-3 菌蜕的电镜照片 
Figure 5  Electron micrograph of V. alginolyticus strain 16-3 ghosts 
注：A：菌株 16-3 菌蜕的扫描电镜照片(30 000×)，箭头所示为跨膜溶菌孔道；B：菌株 16-3 菌蜕的透射电镜照片(4 000×). 

Note: A: Scanning electron micrograph of the strain 16-3 ghosts (30 000×), arrow indicates transmenbrane lysis tunnels; B: Transmission 
electron micrograph of the strain 16-3 ghosts (4 000×). 
 
 

 

亲缘关系较近的菌种而言，其种间的 16S rRNA 基

因序列相似性较高，导致种水平鉴定的分辨率不

高。对此，本研究采用表型鉴定和分子遗传学鉴

定相结合方法对分离自大黄鱼溃疡病的病原菌菌

株 16-3 进行鉴定。生理生化特性鉴定结果显示菌

株 16-3 归属于溶藻弧菌，种水平上鉴定结果符合

率为 92.7%；16S rRNA 基因序列系统发育树分析

结果显示菌株 16-3 与溶藻弧菌参考菌株 CPVA110

自然聚为一支，置信度高达 97%。综合表型鉴定

和分子遗传学鉴定结果，确定菌株 16-3 为溶藻弧

菌。说明这两种方法在细菌鉴定中可以相互补

充，得出更为可靠的鉴定结果。 

近年来鱼类细菌性疾病频繁发生，作为一种

可用于口服免疫的高效疫苗，菌蜕疫苗在鱼类细

菌性疾病防控中的应用已成为研究热点。目前已

有较多实验室成功制备了爱德华氏菌、气单胞

菌、海豚链球菌、柱状黄杆菌和鳗弧菌的菌蜕疫

苗[14-18]，但是尚无制备溶藻弧菌菌蜕的报道。菌

蜕制备的核心是对裂解基因(LysisE)的稳定抑制和

可控转录表达。LysisE 可受控于 λpL/pR-cI857 表达

系统，该表达系统处于 28 °C 时，阻遏蛋白 cIts857

结合在 pL/pR 双启动子区域而抑制 LysisE 的表达，

细菌继续生长；而当培养温度调至 42 °C 时，

cIts857 蛋白的构象发生改变而失活，双启动子诱

导 LysisE 高效表达，实现对细菌的裂解，并且裂解

蛋白 E 的表达量受细菌生长状态的影响[19]。为了

有效获得溶藻弧菌菌蜕，本研究比较了不同起始

浓度的重组溶藻弧菌菌液对溶菌动力曲线和裂解

效率的影响。结果发现当菌液起始 OD600 值为

0.2、0.3、0.4 和 0.5 时，分别于诱导后 1.5、3.0、

4.5 和 5.0 h 溶菌结束，裂解效率分别为 88.0%、

96.9%、92.7%和 87.9%。综合裂解效率和溶菌时间

指标，确定溶藻弧菌菌蜕制备的最佳条件是选择

起始浓度 OD600 为 0.3 的菌液进行诱导，诱导 3 h

后即可收集菌蜕。 

在菌蜕制备过程中，宿主菌通常无法获得

100%的裂解率。对此，一些研究者试图利用裂解

基因 E 和金黄色葡萄球菌核酸酶 A 基因共表达来实

现细菌的完全灭活，但是裂解效果并未得到显著

提高[20]。本研究在上述最佳条件下制备溶藻弧菌

菌蜕，也未能使细菌完全裂解。为解决这一问

题，我们最初尝试将诱导时间从 3 h 延长至 4 h，结

果显示残留活菌量更多。随后，又采用在不加保

护剂的情况下将菌蜕冷冻干燥 28 h，经活菌检测发

现残余的活菌被彻底灭活。其原因是在有保护剂

的情况冷冻干燥的细菌也不能保证 100%存活，无
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保护剂的冷冻细菌，因冰晶的形成使细菌更不容

易存活，因此没有分离到活菌[21]。我们的这一结

果与温晶等[22]、吕敏娜等[23]和吴忆春[24]的研究报

道类似，至于在冷冻干燥过程中菌蜕结构和免疫

原性是否发生变化，仍需要进一步研究。 

本研究构建了携带温控裂解质粒的重组溶藻

弧菌，并在最佳裂解条件下制备出溶藻弧菌菌蜕，

随后将继续大量制备经冻干处理的溶藻弧菌菌蜕

疫苗，开展其动物免疫试验，评价其免疫保护效果，

为免疫防控水产动物溶藻弧菌病提供物质基础和

理论依据。 
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