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摘要! 为了明确引起坛紫菜绿斑病的病原!对 $%#$ 年发生在福建省莆田养殖海区坛紫菜叶状

体绿斑病开展了病原的分离鉴定和致病性研究" 利用 $$#),海水培养基平板!从患病藻体分

离得到一株优势细菌 V&# 在实验室条件下将 V& 进行回接感染实验!在显微镜下观察到坛紫

菜叶状体发生组织病理变化!出现绿斑病症状$感染初期出现黄绿色小斑点!病斑逐渐扩大出

现空洞!最后导致紫菜叶片流失# 用浓度为 #%

*

=#%

<

76=4:'的 V& 感染坛紫菜时!在 + I 内引

起紫菜出现 #%B =#%%B病斑面积!这些结果表明 V& 为坛紫菜绿斑病的病原" 利用生理生化

和多基因序列分析方法对 V& 进行鉴定!结果显示该菌为革兰氏阴性菌!大小为 %;)

!

:?

%;*

!

:=#1%

!

:?%;*

!

:!无鞭毛!在温度 * =*$ O'盐度 &% =#&%'L+) =#% 范围内生长!最

适生长温度为 #) O!最适生长盐度为 &%!最适 L+为 +!对甲硝唑'林可霉素和青霉素耐药!对

$& 种抗生素敏感!9</0/M 和 &D))38!$,细菌鉴定系统的结果显示 V& 为弧菌属细菌%U%C#%+

@L1&# 基于多基因序列%#)*F$%&!#>+3!#-&3!>)#7&构建的系统进化树分析显示!V& 与 UH

&"*-%'UH$%(+#"$%*'UH#.?+%-:*%*聚为一支!进化距离为 %1%"& =%;#%<!这些结果说明 V& 为弧菌

属的一个新种或是 UH&"*-%'UH$%(+#"$%*'UH#.?+%-:*%*之一的一个新亚种" 本研究报道了弧菌

V& 能够引起坛紫菜绿斑病!为紫菜流行病学及疾病防治提供了理论支撑"

关键词! 坛紫菜# 绿斑病# 弧菌# 鉴定# 致病性

中图分类号! C"*)# *"*)1$' 文献标志码$&

''中国是紫菜养殖的大国!坛紫菜 "!)#+>%"

'"%(":-:*%*#和条斑紫菜 "!H)-G+-:*%*# 为主要的

养殖品种!前者主要在福建(浙江和广东等地养

殖!后者主要在江苏和山东等地广泛栽培!是当地

重要的支柱产业
&#'

) 随着养殖规模的扩大(养殖

环境的恶化(种苗的退化以及养殖管理不当!病害

出现日益频繁!对紫菜的产量和品质造成严重的

影响) 有研究报道在紫菜养殖过程中会发生细菌

或真菌引起的多种疾病!如绿斑病(赤腐病(壶状

菌病(拟油壶菌病(丝状细菌症(癌肿病(缩曲症(

黄斑病和色圈病等
&$ (#%'

) 绿斑病是紫菜养殖过

程中常见的疾病!在环境骤变如水温升高或突降

大雨时容易发生) 日本学者从患病的条斑紫菜叶

状体中分离出微球菌(假单胞菌和弧菌
&*'

% 闫咏

等
&"'

从患病的条斑紫菜中分离出多株细菌!经回

接 感 染 实 验 确 证 柠 檬 假 交 替 单 胞 菌

"!*-.E+"$(-#+?+:"*&%(#-"#为致病菌!这些研究说

明在不同的养殖环境中引起紫菜绿斑病的病原有

所不同) $%#$ 年!福建省莆田南日岛养殖的坛紫

菜发生了绿斑病!根据研究结果!该起坛紫菜绿斑

病的病原是一种新的弧菌) 本实验开展了此病原

鉴定及致病性研究工作!旨在探明引起紫菜疾病

的病原!为丰富紫菜流行病学和疾病防治提供

支撑)



''' 水'产'学'报 !" 卷

,--.$

!

///012345678029

#'材料与方法

$%$&发病紫菜和健康紫菜来源

患病坛紫菜的叶状体于 $%#$ 年 #$ 月采自福

建莆田南日岛紫菜养殖场!低温保存运回实验室!

在 $* H 内进行分析) 健康紫菜采自福建海区!在

实验室条件下进行培养!培养温度 $% O!盐度

!%!光照 )$;&

!

:/04":

$

2@#!光暗周期 '>3A

#$>#$!充气培养!每隔 ! I 更换 # 次 D,*海水培

养液
&+'

) 选取生长状态良好的坛紫菜用于后续

实验)

$%'&细菌分离

取症状明显的坛紫菜叶片!用刷子除去表面

杂质!在无菌海水中漂洗 ! 次后!用无菌剪刀把病

斑处剪下置于无菌的研钵中研磨匀浆!匀浆液用

无菌海水梯度稀释!每个稀释度吸取适量稀释液

涂布于 $$#),海水琼脂培养基!在 $< O恒温培养

箱中培养 $* =*< H!观察菌落生长和形态!挑取形

态一致的优势菌落在新鲜培养基上重复划线纯化

! 次以上) 分离纯化后的菌株置于 $%B甘油(

(<% O保存)

$%(&人工感染实验及组织病理观察

将从患病紫菜中分离得到的优势菌用于人工

回接感染实验) 挑取优势菌落置于 $$#),海水液

体培养基培养过夜后!在室温条件下 & %%% B 离心

#% :<A) 收集菌体!用无菌 D,*海水培养液洗涤

细菌 ! 次!用无菌 D,*海水配制成终浓度为 #%

<

76=4:'的菌悬液!分装至 $%% :'锥形瓶中!在每

个锥形瓶中放入 ! 张健康坛紫菜成体"每张长度

+ =< 7:(宽度 #;& =$ 7:#!以不加菌的无菌 D,*

海水培养液为对照组!每组实验设置 ! 个重复)

所有实验组置于 $& O光照培养箱中培养!每天肉

眼观察紫菜发病情况!切取患病部位叶片进行常

规制片!在光学显微镜下观察组织细胞形态及病

理变化!同时取患病叶片进行细菌分离和鉴定!以

确定分离菌株是否为感染所用的菌株)

$%)&病原菌的生理生化和药物敏感分析

按常规方法观察细菌的革兰氏染色(鞭毛染

色及其脂酶(淀粉酶(明胶酶分泌的情况
&##'

!用透

射电镜观察细菌形态) 观察温度(盐度(L+对细

菌生长的影响!进行温度实验时!温度设置为 *(

#%(#)($<(!$(!+ 和 *$ O!盐度为 !%!L++;%% 进

行盐度实验时!盐度设置为 %(&%(#%%(#&% 和 $%%!

L++;%!培养温度为 $< O% 进行 L+实验时!L+

设置为 $(*()(+(<(" 和 #%!盐度为 !%!培养温度

为 $< O) 每个实验设置 ! 个平行组!*< H 后取样

检 测 "3

)%%

) 用 9</0/M 细 菌 鉴 定 系 统

"J<7F/@G;G</A

KJ

!#*&#(&D))38!$,细菌鉴定系

统"S</JEF<E=?!法国#分析细菌的生理生化特征!

用 &K9.,K"S</JEF<E=?!法国#分析细菌药物敏

感谱)

$%-&病原菌的多基因位点序列分析

根据 文 献 方 法 & #$ ' 扩 增 病 原 菌 的 #)*

F$%&(#-&3(#>+3和 >#)7基因部分序列!所得测

序在 PEA9;AQ 中进行 9'&*K同源性比对!获取

其他相关菌的基因序列用于进化树分析) 进行 *

个基因位点的组合序列分析时!将每个基因序列

进行比对(截齐!按 #)*F$%&8#-&39#>+39>)#7顺

序进行组合!得到的序列用于系统发育树构建)

采用 -0=@G;0X 软 件 进 行 多 序 列 比 对! 应 用

JEM;&;! 软件采用邻接法" AE<MHS/F85/<A<AM#构建

系统发育树!模型为 N<:=F;$8L;F;:EGE!并以自展

法"9//G@GF;L#进行各分支的置信度检验!共循

环# %%% 次)

$%V&不同病原菌浓度感染紫菜的程度

在实验室条件下研究不同病原菌浓度对坛紫

菜的感染程度!实验体系同 #;!!感染浓度为 #%

$

(

#%

*

(#%

)

和 #%

<

76=4:'!感染体系温度为 $! O(盐

度为 !%) 设置不加菌液的实验组为对照!各个处

理组和对照组设置 ! 个平行组) 实验期间!每天

观察紫菜病程发展情况!以肉眼可观察到病斑出

现时为疾病发生时间!一周后用叶面积仪"U;?<A8

#$*!北京雅欣仪科有限公司#计算紫菜叶片病斑

面积占总紫菜叶片面积的百分比)

$'结果

'%$&患病坛紫菜症状及细菌分离

发病初期!坛紫菜叶状体出现针尖大小的绿

点!$ =! I 后病斑发展为 # =! ::大小的绿斑!

在海水冲击下破裂形成圆形或近圆形的孔!相近

的孔连接在一起形成较大的洞"图 ##!随着病程

发展!紫菜叶片出现不同程度的缺口!导致养殖紫

菜组织流失) 从病斑组织分离到一种优势菌!在

$$#),海水培养基培养 $* H 时的菌落直径
(

#

::!乳白色(表面湿润(凸起(边缘整齐) 将分离

到的菌株命名为 V&)

$$+#



## 期 韩晓娟!等$一株引起坛紫菜绿斑病病原的分离鉴定及致病性研究 ''

,--.$

!

///012345678029

'%'&人工感染实验及组织病理的观察

以浓度为 #%

<

76=4:'的 V& 菌悬液感染坛紫

菜!感染后的第 $ 天可肉眼观察到藻体出现黄绿

色斑点% 在感染后的第 ! 天!病斑增多(增大至直

径 ! ::以上!有的病斑变成水泡状"图版 (##%

第 * 天病斑中央出现破损!变成烂洞% 第 & 天时

大小不同的病斑连接成片形成腐烂的孔洞"图版

($#!最后导致腐烂组织流失) 实验期间!对照

组藻体没有观察到病斑)

在显微镜下观察!感染初期!病斑处的紫菜细

胞间隙明显增大!少数细胞收缩呈绿色!与周围细

胞形成明显的对比"图版 (!#% 随着时间推移!病

灶区收缩病变的细胞增多!病变细胞周围有较多

数量的细胞内容物变模糊(浓缩!颜色呈橄榄绿

"图版 (*#%病变的细胞渐渐地连成片!在显微镜

下形成明显区别于正常细胞的病斑区域"图版 (

&#% 最后病斑处的细胞流失!形成孔洞 "图版 (

)#%对照组紫菜细胞没有出现病理变化 "图版 (

+#) 从患病叶片分离得到形态一致的菌落!命名

为 V&*! V&*的菌落形态与 V& 相同!其 #)*

F$%&序列与 V& 一致)

图 $&养殖海区患病坛紫菜临床症状

L@A%$&5K0:?@1@:3?<JDBF9D 9E!3'"%("6-6*%*:9??0:F0C

E=9D :;?F;=0C<03 3=03

'%(&病原菌的生理生化特征及多位点序列基因

系统发育学分析

V& 为革兰氏阴性菌!短杆状!大小 %;)

!

:?

%;*

!

:=#1%

!

:?%;*

!

:!无鞭毛"图 $#% 在温

度 * =*$ O(盐度 &% =#&%(L+) =#% 的范围内生

长!最适生长温度为 #) O(最适生长盐度为 &%(

最适 L+为 +) 该菌明胶酶(淀粉酶(KYEEA $% 反

应为阴性!过氧化酶和 3%&酶反应为阳性)

9</0/M 检测结果显示!V& 对 %(乙酰 (38葡萄糖

胺(38纤维二糖(38果糖(38海藻糖(麦芽糖(38甘

露醇(38甘露糖(蔗糖和
(

(38葡萄糖反应为阳

性% &D))38!$,检测结果显示!V& 对
(

(葡萄糖

苷酶(

(

(半乳糖苷酶和
#

(半乳糖苷酶的反应呈

阳性!与系统数据库中的弧菌相似性较高) &K9

.,K检测结果显示!V& 对甲硝唑(林可霉素(青

霉素不敏感!对其余 $& 种抗生素敏感) 从回接感

染紫菜分离得到的菌株 V&*的生理生化特征与

V& 相同)

图 '&i- 菌株的透射电镜照片

L@A%'&i- D9=BK9?9AJ 96<0=H0C;1C0=F=31<D@<<@91

0?0:F=91@:D@:=9<:9B0

''通过 D-$扩增和序列测定!得到的 V& #)*

F$%&(#-&3(#>+3(>#)7基因部分序列的长度分别

为 # **<(<)&("%! 和 )*! SL!在 PEA9;AQ 的存储

号分别为 N$+&<+&#( N$+%"$*&( N$+%"$*) 和

N$+%"$**) 9'&*K结果显示!上述序列与弧菌

属"U%C#%+#细菌有最高相似性) 具体为!V& #)*

F$%&序列与 UH#.?+%-:*%*有最高相似性!为

"<B!与其他弧菌的相似性为 "&B="+B!在基于

#)*F$%&序列构建的系统发育树中!V& 与 UH

&"*-%(UH#.?+%-:*%*和 UH$%(+#"$%*聚为一支 "图

!#) V& #-&3序列与 UH'"$%+(%&+$%有最高相似性!

为 <+B!与其他弧菌的相似性在 <*B=<)B!基

于 #-&3序列的系统发育树将 V& 与 UH'"$%+(%&+$%

聚为一支 "图 *#) V& #>+3序列与 UH$%(+#"$%*有

最高相似性!为 "*B!与其他弧菌的相似性在

"%B="!B!基于 #>+3序列的系统发育树将 V&

与 UH$%(+#"$%*(UH#.?+%-:*%*(UH&"*-%聚为一支"图

&#) V& >)#7序列与 UH$+B-%有最高相似性!为

<*B!与其他弧菌的相似性在 <%B=<!B!基于

>)#7序列的系统发育树将 V& 与多种弧菌聚为一

支"图 )#) 为了得到更准确的V& 进化地位信息!

将 *个基因序列组合构建多基因位点系统发

!$+#
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图(&基于 $VR=,"#基因序列构建的系统发育进化树

L@A%(&*KJ?9A010F@:F=00:91<F=;:F0C6J 10@AK69=

Q9@1@1A D0FK9C63<0C91<0>;01:0<9E$VR=,"#

图 )&基于 #-&/基因序列构建的系统发育进化树

L@A%)&*KJ?9A010F@:F=00:91<F=;:F0C6J 10@AK69=

Q9@1@1A D0FK9C63<0C91<0>;01:0<9E#-&/

图 -&基于 #5+/基因序列构建的系统发育进化树

L@A%-&*KJ?9A010F@:F=00:91<F=;:F0C6J 10@AK69=

Q9@1@1A D0FK9C63<0C91<0>;01:0<9E#5+/

育树!结果显示 V& 与 UH&"*-%(UH$%(+#"$%*和 UH

#.?+%-:*%*聚为一支"图 +#!与它们的进化距离分

别为 %;#%<(%;%"& 和 %;%"+ "图 <#) 基于基因序

列分析的结果与 #)*F$%&(#>+3序列的分析结

果较为一致) 上述结果表明!V& 与 UH&"*-%(UH

$%(+#"$%*(UH#.?+%-:*%*的亲缘关系很近!同时与它

们存在进化距离!因此认为 V& 是弧菌属的一个

新种或是 UH&"*-%(UH$%(+#"$%*和 UH#.?+%-:*%*之

一的一个新亚种)

图 V&基于 5)#1基因序列构建的系统发育进化树

L@A%V&*KJ?9A010F@:F=00:91<F=;:F0C6J 10@AK69=

Q9@1@1A D0FK9C63<0C91<0>;01:0<9E5)#1

图 W&基于 $VR=,"#I#-&/B#5+/B5)#1

基因序列构建的 "UN 系统发育树

L@A%W&*KJ?9A010F@:F=00:91<F=;:F0C6J 10@AK69=

Q9@1@1A D0FK9C63<0C91FK0:91:3F013F0C

<0>;01:0<9E$VR=,"#U#-&/B#5+/B5)#1

'%)&不同浓度的 i- 菌悬液感染坛紫菜的程度

以不同浓度的 V& 菌悬液感染坛紫菜叶片)

菌悬液浓度越高!出现病症时间越早!在实验期

间!#%

$

76=4:'浓度组没有出现感染症状!其他浓

度组出现病症的时间分别为 $ I " #%

<

76=4:'

*$+#
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组#(! I"#%

)

76=4:'组#和 ! I"#%

*

76=4:'组#%

感染浓度越高!病斑出现面积越大!在第 + 天时!

病斑面积分别为 #%%B "#%

<

76=4:'组#(+&;<B

"#%

)

76=4:'组#(#%;&B"#%

*

76=4:'组#和 %B

"#%

$

76=4:'组#) 各实验组之间均有极显著性

的差异"!B%;%##"图 "#)

图 .&不同弧菌的多基因位点序列之间的进化距离

L@A%.&Z<F@D3F0<9E0H9?;F@913=J C@<F31:060FP001D;?F@?9:;<<0>;01:0

图 a&不同 i- 浓度感染坛紫菜 W C后出现病斑的面积

L@A7a&,3F0<9EC@<03<00MB31<@91@1!3'"%("6-6*%*

@1E0:F0CP@FKH3=@9;<:91:01F=3F@91<9Ei- 3FW C3J<

!'讨论

实验从患绿斑病坛紫菜叶状体分离得到一株

优势细菌 V&!并对其开展了鉴定和致病性研究)

在细菌的分类鉴定中!生理生化特征和保守基因

序列特征被一同用于细菌的准确鉴定) 应用

9</0/M 和 &D))3!$,细菌鉴定系统分析 V& 的生

理生化特征!发现 V& 与弧菌属细菌相似!但不能

鉴定到种的位置) 在分子特征上!K/:L@/A 等
&#$'

认为同种细菌之间在 #)*F$%&(#-&3(#>+3和

>#)7基因序列的相似性至少分别大于 ""B(

"*B("<B和 "*B) 本研究发现!V& 在上述基因

序列上分别与 UH#.?+%-:*%*"相似性 "<B#(UH

'"$%+(%&+$%"相似性 <+B#( UH$%(+#"$%*"相 似 性

"*B#和 UH$+B-%"相似性 <*B#有最高相似性!但

根据序列最大相似性值均未能鉴定到种的位置)

基于单个基因的系统发育学分析也显示 V& 与多

种弧菌存在亲缘关系!因此根据单个看家基因序

列的相似性分析和系统发育学分析均未能将 V&

鉴定到种) 一般认为基于多个基因位点的系统发

育学分析能够为细菌的分类鉴定提供更准确的判

断依据!本研究进一步根据 * 个基因联合序列构

建的系统发育学数据表明!V& 与 ! 种弧菌 "UH

&"*-%(UH$%(+#"$%*和 UH#.?+%-:*%*#聚为一支!与它

们存在 %;%"& =%;#%< 的遗传距离!说明 V& 在遗

传上与它们存在差异) 根据上述分析!认为 V&

为弧菌属的一个新种或是 UH&"*-%(UH$%(+#"$%*和

UH#.?+%-:*%*之一的一个新亚种) V& 鉴定到种

的位置需要增加 3%&83%&杂交(脂肪酸和呼吸

&$+#
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醌组成等更多的数据来确证) 本研究暂将 V& 鉴

定到弧菌属的地位)

在人工回接感染中!发现 V& 菌引起坛紫菜

的组织细胞发生病理变化!观察到的发病症状与

以往报道的条斑紫菜绿斑病的症状基本一致!所

不同的是本研究观察到的初期症状是黄绿色病斑

逐步发展为绿色病灶!而以往报道的初期症状是

红色病斑发展为绿色病斑
&#! (#*'

) 中尾羲房等
&*'

的研究认为绿斑病是由病原菌侵入藻体受伤部位

进行增殖!分泌酶破坏叶状体组织引起) 在坛紫

菜和条斑紫菜中观察到的发病初期症状病斑颜色

的不同可能是不同病原菌分泌不同的酶!酶对紫

菜藻胆蛋白的作用机制不同引起的) 弧菌是海水

养殖动物常见病原!它们可分泌多种活性胞外酶

引起动物组织或细胞损伤
&#& (#)'

) 紫菜主要由蛋

白质和紫菜多糖组成!紫菜多糖成分为半乳聚糖

硫酸酯!由半乳糖(!!) (内醚半乳糖和硫酸基组

成
&#+'

) 本研究分离到的弧菌不产生蛋白酶(脂肪

酶(淀粉酶等胞外酶!但产生
(

(半乳糖苷酶(

#

(

半乳糖苷酶!它们能水解含半乳糖苷键物质) 因

此推测弧菌 V& 产生的半乳糖苷酶可能是破坏坛

紫菜组织!从而引发绿斑病的一个重要因子)

本研究观察到的坛紫菜绿斑病发生时间在

#$ 月份!该期间正值紫菜叶状体密度增加!由于

养殖水体有机物增多!水温骤然上升!降雨引起盐

度变化等原因!容易引起紫菜生理变化) 同时!弧

菌是海洋环境中的正常菌群!在有机物丰富(水温

合适的条件下容易繁殖生长!当养殖水体病原数

量增多时极易侵染处于生理应激状态的紫菜!导

致疾病发生) 在实验室条件下!V& 在 #%

*

=#%

<

76=4:'浓度感染紫菜!可导致绿斑病发生!浓度

越高!发病时间越短(发病程度越大) 因此!在养

殖生产中发现养殖水体弧菌数量超过 #%

*

76=4:'

时!应当采取措施预防绿斑病发生) 根据 V& 对

多种抗生素敏感的结果!利用潮退期对紫菜喷洒

安全的抗生素药液!是防止绿斑病的一个方法)
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