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温度对大黄鱼源变形假单胞菌胞外产物酶活力的影响
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［摘要］ 为了研究大黄鱼源变形假单胞菌胞外产物的致病性， 在内脏白点病的高发温度 （１８ ℃） 培养

大黄鱼的病原菌———变形假单胞菌， 利用玻璃纸覆盖平板技术制备其胞外产物， 测定不同温度 （低温不致

病温度 １２ ℃、 高发致病温度 １８ ℃和高温不致病温度 ２８ ℃） 下其胞外产物的酶活力． 结果显示： 变形假单

胞菌胞外产物的淀粉酶、 丝氨酸蛋白酶类、 天冬氨酸蛋白酶类、 类胃蛋白酶、 类糜蛋白酶、 卵磷脂酶、 酸

性磷酸酯酶和碱性磷酸酯酶的活性受温度影响比较大， ２８ ℃条件下酶活力显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 高于 １２ ℃或者

１８ ℃时的酶活力； 半胱氨酸蛋白酶类、 氨肽酶的活性和溶血活性受温度影响没有显著性变化 （Ｐ ＞ ０． ０５） ．
实验结果表明， 虽然变形假单胞菌胞外产物是其致病因素之一， 但大黄鱼内脏白点病在特定温度 （１６ ～
２０ ℃） 下高发并非是由于胞外产物在该温度下的活性较高． 该结果增进了对大黄鱼内脏白点病发病机理的

认识．
［关键词］ 大黄鱼； 变形假单胞菌； 胞外产物； 温度

［中图分类号］ Ｓ ９４１􀆰 ４２ ［文献标志码］ Ａ

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ Ｅｎｚｙｍｅ Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ
Ｐｅｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏｇｌａｓｓｉｃｉｄａ Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ

ＺＨＯＵ Ｌｉｎ１，２， ＱＩＮ Ｙｉｎｇ⁃ｘｕｅ１，２， ＨＵＡＮＧ Ｌｉ⁃ｘｉｎｇ１，２， ＭＡ Ｙｉｎｇ１，２，
ＸＵ Ｘｉａｏ⁃ｊｉｎ１，２， ＬＩＮ Ｍａｏ１，２， ＹＡＮ Ｑｉｎｇ⁃ｐｉ１，２

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

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ＥＣＰ ｆｒｏｍ Ｐｅｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏｇｌａｓｓｉｃｉｄａ ， ｔｈｅ Ｐ．
ｐｌｅｃｏｇｌａｓｓｉｃｉｄａ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｔ ｈｉｇｈ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｔｓ ＥＣＰ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｅｌｌｏｐｈａｎｅ ｐｌａｔｅ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ． Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＥＣＰ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ （ｈｙｐｏｔｈｅｒｍｙ ｎｏｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ １２ ℃， ｈｉｇｈ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ １８ ℃ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｙ ｎｏｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ２８ ℃）．
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ａｍｙｌａｓｅ， ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ， ａｓｐａｒｔａｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ， ｐｅｐｓｉｎａｓｅ⁃ｌｉｋｅ，
ｃｈｙｍｏｔｒｐｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ， ｌｅｃｉｔｈｉｎａｓｅ， ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｏｆ ＥＣＰ ｏｆ Ｐ． ｐｌｅｃｏｇｌａｓｓｉｃｉｄａ ｗｅｒｅ
ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｎｏｔａｂｌｙ， ａｎｄ ａｔ ２８ ℃ ｔｈｅｉｒ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ａｔ １２ ℃ ｏｒ １８ ℃
（Ｐ ＜ ０． ０５） ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ， ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ａｎｄ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ
ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｈａｎｇｅｄ （Ｐ ＞ ０． ０５） ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ Ｐ． ｃｒｏｃｅａｖｉｓｃｅｒａｌ ｗｈｉｔｅ ｓｐｏｔ ｄｉｓ⁃



集美大学学报 （自然科学版） 第 ２０ 卷
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０　 引言
大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 是中国最重要的海水养殖鱼类之一［１］ ． 近年来， 网箱养殖大黄鱼的

病害频发， 特别是内脏白点病， 已经成为网箱养殖大黄鱼的常见病害， 且造成了巨大的经济损失［２］ ．
变形假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ） 已被证明是闽东地区大黄鱼内脏白点病的病原菌［２ － ３］ ．

病原菌的胞外产物 （Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｄｕｃｔｓ， ＥＣＰ） 是其在致病过程中释放出的生命代谢产物， 作

为侵染机体的主要成分之一， 起决定病原菌毒力的重要作用［４］ ． 而温度因素作为环境因子中的重要

成分之一， 不仅与病原菌胞外产物的酶活性密切相关［５］， 还与细菌致病性相关蛋白的分泌关系密

切［６］ ． 由变形假单胞菌引起的内脏白点病是一种典型的温度依赖性疾病， 仅在水温 １６ ～ ２０ ℃下爆发，
当水温超过 ２０ ℃时该病自然消退［２］， 但环境温度对大黄鱼源变形假单胞菌 ＥＣＰ 酶活力的影响尚不清

楚． 本文拟在内脏白点病的高发温度 （１８ ℃） 下培养大黄鱼的病原菌———变形假单胞菌， 然后分离

纯化其 ＥＣＰ， 测定不同温度 （低温不致病温度 １２ ℃、 高发致病温度 １８ ℃、 高温不致病温度 ２８ ℃）
下 ＥＣＰ 的酶活力及溶血活性， 以期增进对养殖大黄鱼内脏白点病的致病机理的认识．

１　 材料和方法
１􀆰 １　 实验菌株

变形假单胞菌 ＮＺＢＤ１１ 由本实验室分离自患内脏白点病的大黄鱼的病灶部位［２］， 保存于 － ８０ ℃ ．
１􀆰 ２　 胞外产物的制备

变形假单胞菌胞外产物的制备参考 Ｒｏｊａｓ 等［７］的玻璃纸覆盖平板技术并略作修改， 具体如下： 将

菌株活化后， 洗涤并稀释， 然后取 ２０ μＬ 均匀涂布在表面覆有一层无菌玻璃纸的平板上， １８ ℃培养

４８ ｈ． 每个平板再用 ４ ｍＬ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的无菌 ＰＢＳ （ｐＨ ＝７􀆰 ４） 洗下菌苔， 在 ４ ℃、 １３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离

心 ３０ ｍｉｎ， 取上清， 置于 － ８０ ℃冷冻， 然后置于真空冷冻干燥机内冻干成白色或淡黄色粉末． 用适

量的无菌 ＰＢＳ 充分溶解， 高速离心后用 ０􀆰 ２２ μｍ 的滤膜过滤， 再用考马斯亮蓝法测定其蛋白质含量，
小量分装， 置于 － ８０ ℃保存备用．
１􀆰 ３　 胞外产物酶活力的测定

１􀆰 ３􀆰 １　 淀粉酶活力

淀粉酶活力的测定根据碘 －淀粉比色法， 将反应温度设成 １２， １８， ２８ ℃， 并按照南京建成生物

工程研究所的淀粉酶测试盒说明书操作． 将每毫克胞外产物与底物作用 ３０ ｍｉｎ 水解 １０ ｍｇ 淀粉定义

为 １ 个淀粉酶活力单位 （ｎ ＝ ４） ．
１􀆰 ３􀆰 ２　 胞外蛋白酶活力

丝氨酸蛋白酶类、 半胱氨酸蛋白酶类及天冬氨酸蛋白酶类酶活力的测定： 将丝氨酸蛋白酶抑制剂

苯甲基磺酰氟 ＰＭＳＦ、 半胱氨酸蛋白酶抑制剂碘乙酸和天冬氨酸抑制剂抑胃肽分别添加到胞外产物样

品中， 使它们的终浓度 （或质量浓度） 分别为 １００ ｍｍｏｌ·Ｌ － １、 １００ ｍｍｏｌ·Ｌ － １、 ２􀆰 ５ μｇ·ｍＬ － １ ［８］，
３０ ～ ６０ｍｉｎ 后利用 Ｆｏｌｉｎ 试剂显色法分别在反应温度为 １２， １８， ２８ ℃下测定各蛋白酶类的酶活力． 在

波长 ６６０ ｎｍ 下， 用酶标仪测定各个样品的吸光度． 其中除天冬氨酸蛋白酶类测定时底物缓冲液为酸

性， 余为中性． 定义： 每毫克胞外产物每分钟分解蛋白质生成 １μｇ 氨基酸相当于各蛋白酶类的 １ 个酶

活力单位 （ｎ ＝ ３） ．
类胃蛋白酶和类糜蛋白酶活力的测定根据 Ｄａｉ 等［９］ 的方法， 在反应温度为 １２， １８， ２８ ℃下， 采

·４３３·
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用南京建成生物工程研究所的试剂盒进行酶活力检测． 定义： 每毫克胞外产物每分钟分解蛋白质生成

１μｇ 氨基酸相当于类胃蛋白酶或类糜蛋白酶的 １ 个酶活力单位 （ｎ ＝ ３） ．
氨肽酶活力的测定是以 Ｌ －亮氨酸 － ４ －硝基苯胺 （ＬｐＮＡ） 为底物进行测定的［１０］， 具体操作为：

取 ０􀆰 ４ ｍＬ 的胞外产物样品， 然后加入 ６ ｍＬ ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｔｒｉｓ⁃Ｈｃｌ 缓冲液 （ｐＨ ＝ ８􀆰 ０）， 将其放入水

浴中预热 ５ ｍｉｎ， 加入 ０􀆰 ４ ｍＬ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＬｐＮＡ 的乙醇底物溶液， 分别于 １２， １８， ２８ ℃准确反应

１０ ｍｉｎ， 立即放入冰浴中， 冷却 ５ ｍｉｎ 后， 在 ４０５ ｎｍ 处测定样品的吸光度． 以双蒸水代替胞外产物样

品作为对照． 在 ｐＨ ＝８􀆰 ０ 下， 每毫克胞外产物每分钟分解 ＬｐＮＡ 生成 １ μｍｏｌ 对硝基苯胺定义为一个

氨肽酶活力单位 （ｎ ＝ ３） ．
１􀆰 ３􀆰 ３　 磷酸酯酶活力

酸 ／碱性磷酸酯酶的活力都是以对硝基苯磷酸二钠 （ｐＮＰＰ⁃Ｎａ） 为底物来进行测定［１１］ ． 磷酸酯酶

活力反应体系的总体积为 ５ ｍＬ， 其中包括 １ ｍＬ ５ ｍｍｏｌ·Ｌ － １的 ｐＮＰＰ － Ｎａ 底物、 １ｍＬ １０ ｍｍｏｌ·Ｌ － １的

ＭｇＳＯ４ 及 ３ ｍＬ ０􀆰 ２ ｍｏｌ·Ｌ － １ 且 ｐＨ 值为 ５􀆰 ０ 的 ＨＡｃ⁃ＮａＨｃ 缓冲液 （含 ０􀆰 １ ｍｏｌ·Ｌ － １、 ｐＨ ＝ １０􀆰 １ 的

Ｎａ２ＣＯ３ ⁃ＮａＨＣＯ３）， 分别于 １２， １８， ２８ ℃水浴预热 ５ ｍｉｎ， 然后加入 １００ μＬ 的胞外产物样品， 准确反

应 １０ ｍｉｎ， 用 ２􀆰 ５ ｍＬ 的 ０􀆰 ２ ｍｏｌ·Ｌ － １ＮａＯＨ 终止反应， 在 ４２０ ｎｍ 处测定样品的吸光值， 以双蒸水代

替胞外产物样品作为对照． 在 ｐＨ ＝５􀆰 ０ 下， 每毫克胞外产物每分钟分解 ｐＮＰＰ － Ｎａ 生成 １ μｍｏｌ 对硝

基苯酚定义为一个酸性磷酸酯酶活力单位 （ｎ ＝ ３） ； 在 ｐＨ ＝ １０􀆰 １ 下， 每毫克胞外产物每分钟分解

ｐＮＰＰ － Ｎａ 生成 １ μｍｏｌ 对硝基苯酚定义为一个碱性磷酸酯酶活力单位 （ｎ ＝ ３） ．
１􀆰 ３􀆰 ４　 卵磷脂酶活力

用蒸馏水分别配制无菌的蛋黄液 （体积分数为 ２􀆰 ５％ ） 琼脂平板若干， 在已经打孔后的琼脂平板

上分别加入 ２０ μＬ 已制备的胞外产物样品， 用等量的生理盐水 （体积分数为 ０􀆰 ８５％ ） 作为阴性对照．
分别于 １２， １８， ２８ ℃恒温箱内培养 ４８ ｈ， 测量孔直径 （ｄ） 和不透明晕圈 （Ｄ） 的大小． 通过比较每

毫克胞外产物形成的不透明晕圈 Ｄ 与孔直径 ｄ 的比值大小来判断胞外产物卵磷脂酶活力 （ｎ ＝ ３） 的

强弱． 比值越大， 则胞外产物中的酶活力越强．
１􀆰 ４　 溶血活性测定

制备 １％ （体积分数） 的绵羊血红细胞． 用无菌的 ＰＢＳ 缓冲液分别对等量的胞外产物样品作 ２ 倍

系列稀释处理， 即 １∶ ２ ～ １∶ １０２４． 以不加任何物质的红细胞稀释为自然溶血对照， 以无菌双蒸水稀释

的红细胞悬液为 １００％对照． 取 １００ μＬ 的绵羊血红细胞悬液， 分别依次加入已经倍比稀释的 １００ μＬ
胞外产物样品， 充分混匀， 分别于 １２， １８， ２８ ℃水浴 １ ｈ， ４ ℃过夜； 振荡， ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ；
取上清液， 在 ５４５ ｎｍ 处测定样品的吸光度 （ｎ ＝ ３） ．
１􀆰 ５　 数据统计

实验所得数据均利用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行统计分析， 根据单因素方差检验进行比较， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表

示差异显著， Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ 表示差异不显著．

２　 结果
２􀆰 １　 温度对变形假单胞菌 ＥＣＰ 淀粉酶活力的影响

由图 １ 可知， 变形假单胞菌 ＥＣＰ 具有一定的淀粉酶活力， 并且其活力受温度影响． 具体表现为：
１８ ℃和 ２８ ℃条件下淀粉酶的活力显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于 １２ ℃时的酶活力； 虽然 ２８ ℃时测得的淀粉

酶活力略高于 １８ ℃的， 但两者之间没有显著性差异 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） ．
２􀆰 ２　 温度对变形假单胞菌 ＥＣＰ 蛋白酶活力的影响

如图 ２ 所示， 变形假单胞菌 ＥＣＰ 具有一定的丝氨酸蛋白酶类、 半胱氨酸蛋白酶类、 天冬氨酸蛋

白酶类的酶活力及类胃蛋白酶、 类糜蛋白酶、 氨肽酶的酶活力， 且丝氨酸蛋白酶类、 半胱氨酸蛋白酶

类及天冬氨酸蛋白酶类的酶活力明显要大于类胃蛋白酶、 类糜蛋白酶和氨肽酶的酶活力．

·５３３·
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图 1 温度对变形假单胞菌 ECP 淀粉酶酶活力
的影响（n=3）

Fig.1 Effect of temperature on the amylase
activities of ECP of P. plecoglossicida(n=3)

说明：* 代表显著性差异（P＜0.05）.
Note：* means significant difference（P＜0.05）.
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图 ２ａ 和图 ２ｄ 表明， １８ ℃条件下， 丝氨酸蛋白酶类

和类胃蛋白酶活力都略高于 １２ ℃时的酶活力， 但是没

有达到显著性差异 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） ； ２８ ℃条件下这两类酶

的酶活力显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 高于 １８ ℃时的酶活力．
图 ２ｂ 表明， 变形假单胞菌 ＥＣＰ 具有一定的天冬氨

酸蛋白酶类的酶活力， 并且其活力受温度的影响． 具体

表现为： １８ ℃条件下天冬氨酸蛋白类酶活力显著 （Ｐ ＜
０． ０５） 高于 １２ ℃时的酶活力； ２８ ℃条件下的酶活力也

显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 高于 １８ ℃时的酶活力．
图 ２ｃ 和图 ２ｆ 表明， 半胱氨酸蛋白酶类和氨肽酶在

１２， １８， ２８ ℃条件下的酶活力差异不显著 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） ；
２８ ℃下这类蛋白酶类的酶活力也高于 １８ ℃ 时的酶活

力， 但差异依然不显著 （Ｐ ＞ ０． ０５） ．
图 ２ｅ 中， 类糜蛋白酶 ２８ ℃时的酶活力显著 （Ｐ ＜

０． ０５） 高于 １２ ℃时的酶活力．

T/℃ T/℃ T/℃

T/℃ T/℃ T/℃

a 丝氨酸蛋白酶 Serine proteinase b 天冬氨酸蛋白酶 Aspartate proteinase c 半胱氨酸蛋白酶 Cystein proteinase

d 类胃蛋白酶 Pepsinase鄄like e 类糜蛋白酶 Chymotrpsin鄄like f 氨肽酶 Aminopeptidase

图 2 温度对变形假单胞菌 ECP 蛋白酶活力的影响（n=3）
Fig.2 Effect of temperature on the proteinase activities of ECP of P. plecoglossicida （n=3）

说明：* 代表显著性差异（P＜0.05）.
Note：* means significant difference（P＜0.05）.

72

70

68

66

64

62

60

58
56

54
12 18 28

64

62

60

58

56

54

52

50

48
12 18 28 12 18 28

12 18 28 12 18 28 12 18 28

39.5

38.5

37.5

36.5

39.0

38.0

37.0

36.0

14

12

10

8

6

4

2

0

10

8

6

4

2

0

12 0.14

0.12

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

0

酶
活

力
En

zy
m
e
ac
tiv
iti
es
/U

酶
活

力
En

zy
m
e
ac
tiv
iti
es
/U

酶
活

力
En

zy
m
e
ac
tiv
iti
es
/U

酶
活

力
En

zy
m
e
ac
tiv
iti
es
/U

酶
活

力
En

zy
m
e
ac
tiv
iti
es
/U

酶
活

力
En

zy
m
e
ac
tiv
iti
es
/U

·６３３·



　 第 ５ 期 周琳， 等： 温度对大黄鱼源变形假单胞菌胞外产物酶活力影响的研究

２􀆰 ３　 温度对变形假单胞菌 ＥＣＰ 磷酸酯酶活力的影响

如图 ３ａ 所示， 变形假单胞菌 ＥＣＰ 具有一定的酸性磷酸酯酶活力， 并且其活力受温度的影响． 具

体表现为： １８ ℃条件下酸性磷酸酯酶活力显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 高于 １２ ℃时的酶活力； ２８ ℃条件下的酶

活力显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 高于 １８ ℃时的酶活力． 由图 ３ｂ 可知， 变形假单胞菌 ＥＣＰ 具有一定碱性磷酸酯

酶活力， 并且其活力受温度的影响． 具体表现为： ２８ ℃时测定的碱性磷酸酯酶活力显著 （Ｐ ＜ ０． ０５）
高于 １２ ℃和 １８ ℃时的酶活力； １２ ℃和 １８ ℃温度下两者之间的酶活力差异不显著 （Ｐ ＞ ０． ０５） ．
２􀆰 ４　 温度对变形假单胞菌 ＥＣＰ 卵磷脂酶活力的影响

如图 ３ｃ 显示， １８ ℃和 ２８ ℃条件下卵磷脂酶活力显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 高于 １２ ℃时的酶活力； 虽然

２８ ℃时测得的卵磷脂酶活力略高于 １８ ℃时的， 但两者之间没有显著性差异 （Ｐ ＞ ０． ０５） ．

T/℃ T/℃
a 酸性磷酸酯酶 Acid phosphatase b 碱性磷酸酯酶 Alkaline phosphatase

图 3 温度对变形假单胞菌 ECP 磷酸酯酶活性的影响 （n=3）
Fig.3 Effect of temperature on the phosphatase activities and lecithinaseof ECP of P. plecoglossicida（n=3）

T/℃
c 卵磷脂酶 Lecithinase

说明：* 代表显著性差异（P＜0.05）.
Note：* means significant difference（P＜0.05）.
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２􀆰 ５　 温度对变形假单胞菌 ＥＣＰ 溶血价的影响

在温度对溶血价大小的影响实验中， 变形假单胞菌 ＥＣＰ 对无菌脱纤维绵羊红细胞的溶血性很微

弱， 溶血价都接近 １∶ ２， 而且都没有显著性差异 （Ｐ ＞ ０． ０５） ．

３　 讨论
温度不仅与病原菌胞外产物酶蛋白的表达调控密切相关［６］， 还与胞外产物酶活性有关［５］ ． 许多

溶藻弧菌、 鳗弧菌、 海豚链球菌、 嗜水气单胞菌等致病菌的胞外产物研究都探讨了环境因素对胞外产

物酶活性的影响［５ － ６，１２ － １３］ ． 魏玉西等［１４］在温度对鳗弧菌胞外蛋白酶活性的影响实验中表明蛋白酶活

性在 ４０ ～ ６０ ℃比较稳定， 最适反应温度为 ６０ ℃； 左凤琴等［１３］ 在研究鱼源溶藻弧菌的胞外蛋白酶最

适温度为 ５０ ℃， 对热稳定性较差． 以上这些研究均表明致病菌的胞外产物酶活性受环境因素的影响，
且最适反应温度都在 ５０ ～ ６０ ℃范围内． 由于这些文献的研究温度都超出水产养殖的水温范围， 而本

文是研究变形假单胞菌的 ＥＣＰ 在养殖水温下的作用， 因此本文的温度设置为低温不致病温度 １２ ℃、
高发致病温度 １８ ℃和高温不致病温度 ２８ ℃ ．

本研究在不同培养温度 （１２， １８， ２８ ℃） 来源的变形假单胞菌胞外产物酶活力检测实验中发现，
来源于 １８ ℃培养温度的胞外产物中的半胱氨酸蛋白酶类、 天冬氨酸蛋白酶类、 丝氨酸蛋白酶类、 类

胃蛋白酶、 卵磷脂酶和类糜蛋白酶活力显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 高于来源于 １２ ℃和 ２８ ℃培养温度的酶活力，
说明这些胞外产物酶活性可能与变形假单胞菌的毒性密切相关． 但是之前的结果无法说明这种差异是

因为变形假单胞菌在不同温度下酶蛋白表达差异造成的， 或者是温度对酶活性的影响造成的， 因此有

必要进行 １２， １８， ２８ ℃这三个温度对胞外产物酶活力影响的研究．

·７３３·
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本文研究结果显示， 在温度 １２， １８， ２８ ℃条件下， 半胱氨酸蛋白酶类酶活性、 氨肽酶活性和溶

血活性随温度的升高没有显著性变化， 说明氨肽酶活性和溶血活性受环境温度影响不大， 而淀粉酶、
丝氨酸蛋白酶类、 天冬氨酸蛋白酶类、 类胃蛋白酶、 类糜蛋白酶、 卵磷脂酶、 酸性和碱性磷酸酯酶的

活性随温度的升高总体呈现上升的趋势． 大黄鱼蛋白质含量高， 而且蛋白质组成机体许多重要结构并

参与大部分的新陈代谢， 如果大黄鱼机体的蛋白质被微生物所降解， 势必造成机体的功能障碍． 磷脂

构成细胞的膜结构， 如果被降解， 也会影响细胞功能甚至引起死亡． 在变形假单胞菌的胞外产物中，
丝氨酸蛋白酶、 半胱氨酸蛋白酶、 天冬氨酸蛋白酶和卵磷脂酶活力较高， 说明这些酶可能在变形假单

胞菌的致病过程中起作用． 虽然变形假单胞菌 ＥＣＰ 中有多种酶的活性， 但绝大部分酶在发病温度

（１８ ℃） 并没有表现出比不发病温度 （１２ ℃和 ２８ ℃） 更高的活力， 这说明大黄鱼内脏白点病的发生

机理很复杂， 不局限于 ＥＣＰ 的酶活力． 具体致病机理有待于进一步的研究．

４　 结论
变形假单胞菌胞外产物具有多种酶活性， 是其致病因素之一． 变形假单胞菌的胞外产物在发病温

度 （１８ ℃） 并没有表现出比不发病温度 （１２ ℃和 ２８ ℃） 更高的酶活性． 变形假单胞菌胞外产物在

致病过程中的具体作用有待于进一步的研究．
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