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斜带石斑鱼 3种致病性弧菌的分子生物学鉴定
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摘要 :从患病斜带石斑鱼分离到 3株病原菌 EcGS020802、EcGS021001、EcGS020801 ,经常规生理生化鉴定均属于

弧菌属的种类。为了进一步确定其分类地位 ,测定了 3 株病原菌的 16S rRNA 和 HSP60 ( heat shock protein ,

HSP60)基因部分序列。16S rRNA基因系统进化分析表明 ,3株病原菌与哈维氏弧菌、溶藻弧菌、副溶血弧菌亲

缘关系较近 ,相互之间同源性均大于 98. 6 % ,差异不明显。HSP60 基因序列分析表明 ,菌株 EcGS020802、

EcGS021001、EcGS020801 HSP60基因序列分别与哈维氏弧菌 (AF230934) 、溶藻弧菌 (AF230931) 、副溶血弧菌

(AF230951) HSP60基因的同源性最高 ,依次为 95. 7 %、99. 8 %和 99. 8 % ,而与其它弧菌 HSP60基因的同源性均

低于 90. 6 % ,3株病原菌相互之间的同源性低于 91. 0 %。HSP60 基因构建的系统进化树表明 , EcGS020802、

EcGS021001、EcGS020801分别与 Vibrio harveyi、Vibrio alginolyticus、Vibrio parahaemolyticus聚类。综合上述结果 ,菌

株 EcGS020802、EcGS021001、EcGS020801可分别鉴定为哈维氏弧菌、溶藻弧菌、副溶血弧菌。结果表明 , HSP60

基因比 16S rRNA基因更适合用于海水鱼致病性弧菌种间的分类研究。
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Molecular classif ication of three kinds of pathogenic Vibrios in
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Abstract : Three strains of pathogenic bacteria , namely EcGS020802 , EcGS021001 and EcGS020801 were isolated from diseased

orange spotted grouper ( Epinephelus coioides) . By physiological and biochemical analyzing , they belonged to Vibrio. In order to

further classify them , 16S rRNA and heat shock protein ( HSP60) genes partial sequences were determined. Phylogenetic analysis

based on 16S rRNA gene sequences indicated that three strains of pathogeny showed high levels of similarity to Vibrio harveyi , V .

alginolyticus and V. parahaemolyticus . The identities among them , above 98. 6 % , were very high. Sequences analysis of HSP60

genes showed that they were very similar to V. harveyi ( AF230934) , V. alginolyticus ( AF230931) and V. parahaemolyticus

(AF230951) , and their nucleotide identities were 95. 7 % , 99. 8 % and 99. 8 % , respectively. Moreover , the similarities with other

Vibrio species were all less than 90. 6 %. The nucleotide similarities of HSP60 genes among three isolates were less than 91. 0 %.

Phylogenetic tree of Vibrio based on HSP60 genes showed that strains EcGS020802 , EcGS021001 and EcGS020801 clustered together

with V. harveyi , V . alginolyticus and V. parahaemolyticus , respectively. Based on the results obtained , the strains EcGS020802 ,

EcGS021001 and EcGS020801 were identified as V. harveyi , V . alginolyticus and V. parahaemolyticus , respectively. Results showed
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that HSP60 gene was fitter to classify marine Vibrios than 16S rRNA gene.

Key words : V . harveyi ; V . alginolyticus ; V . parahaemolyticus ;16S rRNA gene ; heat shock protein ( HSP60) ;phylogeny

　　弧菌是海洋环境中最常见的一类条件致病

菌 ,随着养殖水域生态环境的恶化 ,已成为海水养

殖动物的主要病原菌之一。已报道的海水养殖动

物病原弧菌有 20 多种[1 ] ,主要有哈维氏弧菌

( Vibrio harveyi) 、溶藻胶弧菌 ( V . alginolyticus) 、副

溶血弧菌 ( V . parahaemolyticus) 、灿烂弧菌 ( V .

splendidus) 、创伤弧菌 ( V . vulnificus) 、最小弧菌

( V . minius) 、鳗弧菌 ( V . anguillarum)和费氏弧菌

( V . fischeri)等。对这些病原的鉴定 ,大部分是采

用传统的生理生化方法 ,而对于弧菌属中的一些

新种的某些表型特征在伯杰氏手册第九版尚无明

确的标准 ,因此 ,有必要寻求新的方法对其进行分

类鉴定。随着分子生物学的发展 ,现代细菌分类

鉴定从传统的表型分类进入基因型分类水平。

Woese [2 ]通过对各类生物 rRNA 序列进行分析 ,认

为 ssu rRNA (16S或 18S rRNA)序列是用于系统进

化及分类研究最适宜的指标。目前 ,16S rRNA 分

析已成为生命系统进化及分类研究最常用的工

具。莫照兰等[3 - 5 ]、叶军等[6 ]应用 16S rRNA序列

分析方法对海水鱼的多种致病性弧菌进行了分类

鉴定。热激蛋白 (heat shock protein)是另一类常应

用于生物进化及分类的大分子物质[7 ,8 ] ,广泛存

在于细菌及真核生物细胞中 ,主要功能是作为分

子伴侣帮助蛋白质肽链折叠和组装成正确的构

象 ,由于进化速度比 16S rRNA 快 , HSP60 基因广

泛应用于亲缘关系较近的细菌的分类鉴定[9 - 11 ] ,

Kwok等[12 ]研究表明 HSP60基因适合用于研究海

洋弧菌系统分类。本研究在常规生理生化鉴定的

基础上 ,采用 16S rRNA 和 HSP60 基因序列分析

的方法对斜带石斑鱼的 3种致病性弧菌进行了分

类鉴定 ,为海水鱼弧菌病的研究打下基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

菌株 EcGS020802、EcGS021001、EcGS020801

分离自广东深圳大亚湾养殖场患病斜带石斑鱼。

经回归感染及毒性试验表明均对斜带石斑鱼具有

较强的致病性。

DNA 提 取 试 剂 盒 wizard genomic DNA

purification kit 为 Promega 公司产品 , PCR 产物纯

化试剂盒 high pure PCR product purification kit 为

Roche公司产品 , Taq酶及有关试剂购自上海生物

工程公司或华美生物工程公司。

1. 2　方法

病原菌常规鉴定及 API 系统鉴定　　细菌

形态、生理生化特征试验参照《常见细菌系统鉴定

手册》[13 ]方法进行。API (analytic products Inc)系

统鉴定按 ID 32E试剂条说明书操作。

弧 菌 总 DNA 的 提 取 　 　 将 菌 株

EcGS020802、EcGS021001、EcGS020801 分 别 在

2216E液体培养基中培养过夜 ,离心收集菌体 ,按

wizard genomic DNA purification kit 说明书提取细

菌总 DNA。

引物设计与 PCR 扩增 　　根据细菌 16S

rRNA基因保守序列设计一对引物 P1 : 5’AGA

GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’; P2 : 5’ATT CAC

CGT GGC ATT CTG ATC C 3’。16S rRNA 基因

PCR扩增条件为 :94 ℃预变性 2 min ;接着 94 ℃

30 s ,58 ℃45 s ,72 ℃90 s ,30个循环 ;72 ℃延伸 7

min。HSP60基因 PCR 引物是根据哈维氏弧菌、

溶藻弧菌和副溶血弧菌 HSP60 基因保守序列设

计的 ,上下游引物分别为 P3 : 5’ACA ACA GCA

ACG GTA CTA GC 3’; P4 :5’CAA CTT TCA CGA

TGC CAC 3’。HSP60 基因 PCR 扩增条件为 : 94

℃预变性 2 min ;接着 94 ℃30 s ,50 ℃45 s ,72 ℃

60 s ,30个循环 ;72 ℃延伸 7 min。

16S rRNA 和 HSP60 基因的序列分析 　　

PCR产物经纯化后 ,直接在 ABI PRISMTM377 全

自动 DNA测序仪上进行序列分析 ,所测序列通过

Blast与 GenBank中序列进行序列比较 ,用 Vector

NTI suite 6. 0软件进行序列同源性分析及系统进

化树的构建。

2　结果

2. 1　病原菌常规鉴定及 API系统鉴定结果

菌株 EcGS020802 在 2216E培养基恒温培养

24 h ,形成的菌落呈圆形 ,中心略隆起 ,表面光滑 ,

半透明 ,直径约 1. 5 mm , TCBS培养基的菌落呈黄

色 ,直径约 2. 2 mm ,菌体革兰氏染色阴性 ,短杆

状 ,可运动 ,氧化酶反应阳性 ,对弧菌抑制剂 O/
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129 (150μg·mL - 1)敏感 ,发酵葡萄糖 ,不产气。菌

株 EcGS021001 在 TCBS 培养基培养 24h 的菌落

为黄色 ,成弥漫状生长 ,表面分泌出乳白色物质 ,

菌落直径约 3. 5 mm ,菌体革兰氏染色阴性 ,短杆

状 ,可运动 ,氧化酶反应阳性 ,对弧菌抑制剂 O/

129 (150μg·mL - 1)敏感 ,发酵葡萄糖产酸不产气。

菌株 EcGS020801在 TCBS 培养基培养 24 h 的菌

落为绿色 ,菌体革兰氏染色阴性 ,杆状 ,可运动 ,氧

化酶反应阳性 ,对弧菌抑制剂 O/ 129 ( 150μg·

mL - 1) 敏感 , 发酵葡萄糖产酸不产气。菌株

EcGS020802、EcGS021001、EcGS020801 经 API 系

统鉴定 ,对于弧菌属均有极好的鉴定结果 ,因此可

将菌株 EcGS020802、EcGS021001、EcGS020801 鉴

定为弧菌科弧菌属的种类。

2. 2 　细菌总 DNA 的分离和 PCR 扩增 16S
rRNA、HSP60基因

分别从 3 株培养细菌中获得总 DNA ,以总

DNA为模板 , P1、P2 为引物 , PCR 各扩增到约 1

370 bp 条带 ,以总 DNA为模板 P3、P4为引物 PCR

分别扩增到 570 bp 的条带 (图 1) 。

2. 3　16S rRNA基因序列分析

试验所测 3个序列的多态性位点为 17个 ,多

态率为 1. 29 %。Blast分析表明菌株 EcGS020802、

EcGS021001、EcGS020801 16S rRNA基因序列分别

与 V . harveyi ( A Y046956 ) 、V . alginolyticus

( X74690 ) 、V . parahaemolyticus ( X74720 ) 的 16S

rRNA基因同源性最高 ,分别为 99. 8 %、99. 6 %、

99. 7 %。所测 3 株弧菌 16S rRNA 基因之间的同

源性大于 98. 6 % ,差异较小 (表 1) 。所测序列与

GenBank中其它弧菌的 16S rRNA 序列用 Vector

NTI 6. 0构建的系统进化树显示 (图 2) , 3 株弧菌

与哈维氏弧菌、溶藻弧菌、副溶血弧菌聚成一簇 ,

相互之间没有完全分开 ,尚不能据此确定其种的

分 类 地 位。菌 株 EcGS020802、EcGS021001、

EcGS020801 16S rRNA 基因序列已在 GenBank 中

登录 , 存 取 号 分 别 为 A Y332565、A Y332566、

A Y456924。

图 1　16S rRNA和 HSP60基因的 PCR扩增产物

Fig. 1　PCR amplified products of

16S rRNA and HSP60 genes

M : 200bp 分子量标准 ; 1、2、3 : 分别为菌株 EcGS020802、

EcGS021001、EcGS020801 16S rRNA 基因 PCR扩增产物 ; 4、5、6 :分

别为菌株 EcGS020802、EcGS021001、EcGS020801 HSP60 基因 PCR

扩增产物

M : 200 bp marker ; 1、2、3 : 16S rRNA gene PCR products of strains

EcGS020802 , EcGS021001 and EcGS020801 , respectively ; 4、5、6 :

HSP60 gene PCR products of strains EcGS020802 , EcGS021001 and

EcGS020801 , respectively

表 1　所测菌株 16S rRNA和 HSP60基因与 GenBank中 3种弧菌相应基因序列的同源性

Tab. 1　Similarities in 16S rRNA and Hsp60 genes between Vibrio isolates and

V. harveyi , V. alginolyticus , and V. parahaemolyticus　 %

EcGS020802 EcGS021001 EcGS020801 V. harveyi V. algi V. para

EcGS020802 88. 0 91. 0 95. 6 3 87. 7 88. 6

EcGS021001 98. 8 90. 6 87. 0 98. 7 3 88. 7

EcGS020801 98. 8 98. 8 90. 4 90. 6 95. 3 3
V. harveyi 99. 8 98. 6 98. 6 86. 7 87. 8

V. algi 98. 7 99. 6 99. 6 98. 8 87. 9

V. para 98. 6 99. 5 99. 7 98. 6 99. 8

　　注 :对角线左下角为 16S rRNA 基因同源性 ,对角线右上角是 HSP60 基因的同源性 , 3 代表差异显著 ( P < 0. 05) , V . algi 代表 V .

alginolyticus , V . para代表V . parahaemolyticus

Notes : lower left show similarities of 16S rRNA genes ; upper right show similarities of Hsp60 genes ; 3 represent significant difference ( P < 0.

05) ; V . algi represent V . alginolyticus ; V . para represent V . parahaemolyticus
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图 2　以 16S rRNA基因构建的弧菌系统进化树

Fig. 2　Phylogenetic tree of Vibrio based on 16S rRNA genes

[ ]内代表在 GenBank中序列存取号) ; [ ]represents accession number in GenBank

2. 4　HSP60基因序列分析

HSP60基因序列分析表明 ,所测序列多态性

位点为 72 个 ,多态率为 13. 9 %。所得序列 Blast

分 析 显 示 , 菌 株 EcGS020802、EcGS021001、

EcGS020801 HSP60 基因序列分别与 V . harveyi

( AF230934 ) 、V . alginolyticus ( AF230931 ) V .

parahaemolyticus (AF230951) HSP60 基因序列的同

源性最高 ,分别为 95. 7 %、99. 8 %和 99. 8 % ,所分

离的 3 株弧菌 HSP6 0 基因序列同源性低于

91. 0 % ,差异显著 (表 1) 。系统进化树显示 , 3 株

弧菌分别与 V . harveyi、V . alginolyticus 和 V .

parahaemolyticus聚类 (图 3) ,已经完全分开。综合

以上结果 , 认为 EcGS020802 株为 V . harveyi ,

EcGS021001株为 V . alginolyticus , EcGS020801 株

为 V . parahaemolyticus。菌 株 EcGS020802、

EcGS021001、EcGS020801 HSP60 基因序列已在

GenBank 中的登录 ,存取号分别为 A Y332568、

A Y332570和 A Y456925。

3　讨论

3株病原菌经 API 系统鉴定 ,其生化谱与模

式菌株均有一定的差异 (表 2) ,不能有效的鉴定

到种的水平。16S rRNA基因序列分析表明 ,所测

3株弧菌 16S rRNA 基因序列与 V . harveyi、V .

alginolyticus、V . parahaemolyticus 16S rRNA 基因序

列相互之间同源性均大于 98. 6 % (表 1) ,细菌分

类学家普遍认为 ,16S rRNA的同源性大于 97. 5 %

的细菌菌株可视为同种[14 ]。而本研究所测的 3

株弧菌 16S rRNA 基因序列与 3 种弧菌的同源性

均大于 97. 5 % ,仍不能确定它们种的分类地位。

因此 ,16S rRNA不适宜用于亲缘关系较近的弧菌

种之间的鉴别 ,这与 Stackebrandt 等[15 ]认为 16S

rRNA序列同源性分析比较适合于属以上的分类

阶元间亲缘关系的研究 ,而对于属以下的分类单

位 ,其分辨率明显不足的观点一致。

3种弧菌 HSP60序列分析表明 ,不同弧菌种
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图 3　以 HSP60基因构建的弧菌系统进化树

Fig. 3　Phylogenetic tree of Vibrio based on HSP60 genes

[ ]内代表在 GenBank中序列存取号 ; [ ]represents accession number in GenBank

表 2　API系统鉴定结果与相应模式菌株结果的差异

Tab. 2　Differences of results between API system

identification and corresponding model strains

待测菌株
exp . strains

鉴定项目
identifical items

待测菌株
exp . strains

模式菌株
model strain

EcGS020802
α- 半乳糖甙酶
α2galactosidase + -

纤维二糖
cellobiose + -

β- 半乳糖甙酶
β- galactosidase - +

EcGS021001
α- 葡萄糖
α- Glucose + -

纤维二糖
cellobiose + -

甘露醇
mannitolum + -

EcGS020801
α- 半乳糖甙酶
α- galactosidase + -

L - 阿拉伯糖
L - arabinose - +

α- 麦芽糖甙酶
α- maltase - +

类 HSP60基因的同源性低于 91. 0 % ,同种弧菌间

HSP60基因的同源性大于 95. 3 % (表 1) ,与 Kwok

等[11 ]利用 HSP60 基因部分序列研究葡萄球菌属

系统发育时 ,发现种内序列的相似性为 91 %～

98 % ,种间的序列相似性为 74 %～93 % (平均为

82 %)的结果基本相符。16S rRNA 序列分析已经

成为细菌分类的标准方法之一 , HSP60 基因构建

的弧菌系统进化树与 16S rRNA 基因构建的系统

进化树形状基本相似 ,说明用 HSP60 基因作为分

子标准对弧菌进行分类是可靠的。3 种弧菌 16S

rRNA的多态率仅为 1. 29 % ,而 HSP60 基因的多

态率为 13. 9 % , HSP60 基因比 16S rRNA 携带更

多的多态信息 ,因此 , HSP60 基因比 16S rRNA 基

因更适合于海水鱼致病性弧菌的分类研究。
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【书评】

李泽瑶主编的《水产品安全质量控制与检验检疫手册》一书 ,已由企业管理出版社出版 ,它的出版有

利于提高我国水产品的安全质量 ,保护消费者的合法权益 ,促进水产品进出口贸易的发展。

我国海岸线长 ,水产资源丰富 ,是世界主要渔业国之一。每年向世界五大洲的二十多个国家和地区

出口的水产品 ,品质良好 ,受到国外的欢迎 ,为国家创造大量外汇 ,支援四化建设。同时 ,为了调节品种 ,

根据需要 ,我国也进口一些水产品。因此强调水产品安全质量控制和检验检疫 ,对我国改革开放建设 ,

人民生活水平的提高有着重要的意义。

为了提高人们的生活质量 ,科技人员对水产品安全控制做出了不懈努力 ,由一批长期从事水产品检

验、监督管理的专家编写的《水产品安全质量控制与检验检疫手册》应运而生 ,为从事这方面的人员提供

了强大的理论依据。

全书共分四个部分 ,约 760千字 ,丰富的内容涵盖了水产品安全质量控制与检验检疫的主要理论和

技术 ,及相关的法律法规。

第一篇 总论 :对水产品作了精确的定义 ,详细介绍了水产品法律法规体系、标准 ,进出口水产品检

验监督管理发展概况 ,以及进出口食品生产企业卫生注册登记管理体系。

第二篇 水产品安全卫生控制 :分析了水产品的安全与危害 ,介绍了水产品安全卫生控制体系及其

文件的编写方法 ,并以双壳贝类为例作了具体的卫生控制说明。

第三篇 水产品安全质量检验检疫 :介绍了水产品生物危害、化学危害、物理危害的检验方法 ,概述

了水产品的质量检验可通过品质感官检验、物理检验、包装检验、品质化学检验等方法 ,以及水产品检验

的抽样方法和样品制备。

第四篇 附录 :总结了与水产品相关的法律法规文件。

该书汇集了我国数十年来有关水产品安全的科研成果和技术精髓 ;大量吸纳了国际上的先进理论

和技术基础 ;推出了构建未来水产品安全控制与检验检疫的全新理念。全书内容丰富、图文并茂、结构

合理、层次清晰、数据精确翔实。它的出版 ,将为我国新世纪水产品质量的发展推波助澜 ,亦对科研和教

学起到良好的促进作用。
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