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深海微小杆菌的分离鉴定及其对长牡蛎的致
病性
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摘要：

 【目的】从患有脓包病的长牡蛎中分离并鉴定致病菌，系统分析其形
态特征、生理生化特征及致病机制，为长牡蛎脓包病的防治提供科学
依据。
 【方法】从辽宁省大连市庄河某养殖区采集了患有脓包病的长牡蛎，
利用 16S rDNA 测序及生物信息学技术鉴定出一株深海微小杆菌，并
对其进行药敏实验和溶血实验，进一步结合人工感染实验、高通量测
序和实时荧光定量 PCR技术分析感染后长牡蛎鳃组织中炎症相关基因
表达及细菌群落结构变化情况。
 【结果】分离菌株在 2 216 E琼脂培养基中形成直径为 1.0~1.5 mm的乳
黄色菌落，形态均一稳定；对头孢哌酮、青霉素和阿莫西林等抗生素
高度敏感；在 28 °C条件下表现出显著的 β溶血活性。人工感染实验
显示，深海微小杆菌感染导致长牡蛎外套膜出现脓包，鳃表面出现白
色斑点，同时伴有肿胀，感染后长牡蛎鳃组织中 Cgtlr3、Cgap-1、
Cgcaspase-3、Cgil-17-5和 Cgil-17-6基因的 mRNA表达水平显著升高。
高通量测序分析显示，感染后长牡蛎鳃组织中变形菌门和弯曲杆菌门
的相对丰度增加，弧菌科的相对丰度升高。
 【结论】深海微小杆菌促进鳃组织炎症相关基因的表达，同时提高了
鳃组织中弧菌的丰度导致长牡蛎发病，是诱发长牡蛎脓包病的潜在病
原之一。研究结果为贝类病害的预防和控制提供了一定的数据支撑。
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海水养殖贝类具有重要的经济和生态价值[1]。细菌性疾病常导致
养殖贝类出现大规模死亡，给贝类养殖业造成了重大经济损失，严重
威胁着贝类养殖业的健康发展[2]。已有报道显示，弧菌病是世界各地
养殖贝类的主要流行病，导致沿海国家养殖贝类的大量死亡[3-5]。例如，灿
烂弧菌 (Vibrio  splendidus)[6]、溶藻弧菌 (V.  alginolyticus)[7] 和河口弧
菌 (V. aestuarianus)[8] 能诱发长牡蛎 (Crassostrea gigas)、美洲牡蛎 (C.
virginica)和欧洲扁牡蛎 (Ostrea edulis)等消化器官萎缩代谢功能紊乱，

进而导致贝类死亡。坎氏弧菌 (V. campbellii)[9] 和副溶血弧菌(V. para-
haemolyticus)[10] 等也是引起贝类细菌性疾病的重要病原菌。近
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年来，养殖贝类受到弧菌感染的案例时有发生，

江苏省养殖的文蛤 (Meretric meretrix) 在感染副

溶血弧菌后出现大规模死亡[11]，山东某养殖基地

的菲律宾蛤仔 (Ruditapes philippinarum) 因感染副

溶血弧菌而大量死亡[12]；2016年，在韩国沿海地

区的牡蛎体内检测到具有致病性的溶藻弧菌[13]。
已有报道显示，细菌也能导致一些养殖贝

类出现脓包病。例如，中国沿海地区曾多次暴
发扇贝脓包病 [14]。脓包病是导致养殖扇贝高死
亡率的最直接诱因之一 [15-16]。脓包病的主要症
状是扇贝闭壳肌上出现脓包和病变，经鉴定发
现，引发该病的主要病原有灿烂弧菌、查格斯
氏弧菌 (V.  chagasii)和新喀里多尼亚弧菌 (V.
neocaledonicus)[14-16]。研究表明，新喀里多尼亚
弧菌感染扇贝后，可以导致扇贝超氧化物歧化
酶 (SOD)、过氧化氢酶 (CAT)的活性升高并促
进血淋巴细胞凋亡，最终导致扇贝组织损伤，
引发脓包病[16]。

我国贝类养殖产业在水产养殖业中占据重
要地位，其中牡蛎养殖产业是其主要的构成部
分。据统计，我国牡蛎养殖面积和养殖产量均
居世界首位 [17-18]。由于牡蛎集约化养殖的加剧
和养殖环境的污染，细菌性疾病已对牡蛎的养
殖生产造成严重危害 [19-21]。然而目前还没有关
于长牡蛎脓包病的报道。本研究从辽宁省庄河
某养殖区采集了一批患有脓包病的长牡蛎，对
从病灶部位分离到的细菌进行培养和筛选，以
深海微小杆菌 (Exiguobacterium profundum)为研
究对象，分析该菌株的生理生化特征、观察由
该菌株引起的长牡蛎组织病理变化，并初步确
定其致病机制，以期为长牡蛎脓包病的流行病
学研究和药物防控提供基础依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

从中国大连庄河牡蛎养殖区采集患病长牡

蛎样本，贝龄为 2~3龄，体重 90~110 g，壳长

50~60 mm。对照组健康长牡蛎样本采自同一养

殖区，贝龄、体重及壳长与患病样本一致。实

验用长牡蛎在 9 °C水温条件下暂养7 d，随后升

温至 16 °C用于回归感染实验。 

1.2    实验方法
 

致病菌的分离及鉴定　　将患病长牡蛎样

本使用无菌海水反复冲洗，取其病灶部位，研
磨后接种于 2216 E琼脂培养基，16 °C条件下
培养 24 h。根据菌落的形态和大小，挑取单一
优势菌落，反复纯化培养，直至获得单一菌株。
将纯化后的单菌落接种于 2216 E液体培养基中，
16 °C摇床培养 24 h。培养的菌液与 30%甘油
按 1∶1比例 (体积比)混合，−80 °C保存备用。
挑取纯化后的单菌落，接种于含有 3 mL 2216E
液体培养基的离心管中，16 °C摇床培养 12 h。
取 1 mL活化菌液，以 8 000 × g 离心 5 min，弃
上清液，用去离子水洗涤并重悬 1次。再以
相同条件离心，加入 500 μL去离子水重悬，
于 100 °C金属浴加热处理，冰上冷却 2 min，
3 000 × g 离心 3 min，提取细菌粗 DNA。使用
通用细菌引物扩增 16S rDNA 序列，正向引物
为 27 F，反向引物为 1 492 R。PCR总反应体系
为 50  μL，包括 2  μL细菌 DNA， 25  μL  PCR
Mastermix， 每 条 引 物 1  μL， ddH2O  21  μL。
PCR反应条件：94 °C预变性 5 min；94 °C变
性 1 min，54 °C退火 1 min，72 °C延伸 1 min，
循环 30次； 72  °C延伸 5  min。引物合成及
PCR扩增产物测序由生工生物工程 (上海) 股份
有限公司完成，并在 EZBioCloud (https://www.
ezbiocloud.net/identify)进行序列比对，在 EZBio-
Cloud数据库下载相应序列，用 IQtree2 软件构
建系统发育树，通过 Bootstrap法 (1  000次重
复)检验。生化鉴定严格按照试剂盒中说明书要
求操作。实验过程中操作人员严格遵守动物伦
理规范，并按照相关规章制度执行。 

菌株的药敏实验　　选择 19种不同的抗生
素，采用 Kirby-Bauer药敏纸片扩散法评估病原
菌对抗生素的敏感性。将 100 μL菌液均匀涂布
于 Mueller-Hinton固体培养基表面，为每种抗
生素设置 3组平行实验，静置 10 min后将药敏
纸片平铺于培养基表面。在 28 °C恒温培养箱
中倒置培养 24 h，观察并测量抑菌圈直径 (mm)。
取 3组实验的平均值作为最终数据，根据抑菌
圈直径判断病原菌对抗生素的敏感性。药敏纸
片由微生物试剂 (杭州)有限公司提供。 

菌株的溶血实验　　将配制好的 Luria-Ber-
tani固体培养基在高温下灭菌，稍微冷却后加

入 5%脱纤维羊血，均匀混合制成血琼脂培养

基。取 50 μL菌液，垂直滴于血琼脂培养基中

央，静置 10  min后，分别在 16、28和 37  °C
恒温培养箱中倒置培养。观察是否形成溶血环
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并测量溶血环直径。 

菌株的人工感染实验　　将分离纯化的深

海微小杆菌菌株接种到 2216E液体培养基中，

16 °C培养 24 h，以 3 000 × g 离心 5 min，弃去

上清液，重新悬浮于无菌海水中并重复离心 3
次以除去上清液，再加入无菌海水稀释。测量

OD600，调整细菌悬液浓度至 1 × 109 CFU/mL。
将菌液用 50 L无菌海水稀释至 1 × 106 CFU/mL，
用于对 50只长牡蛎的浸泡感染实验。将长牡蛎

随机分为 2组 (回归感染组和无菌海水对照组，

每组 25只)，浸泡感染 7 d。实验期间每天定时

换水、投喂，记录长牡蛎的死亡数量，并及时

捞出死亡个体进行解剖分析。 

回归感染后的组织病理切片　　取回归感

染后患病长牡蛎和对照组健康长牡蛎的鳃组织

及外套膜组织，用 Bouin氏液固定 24 h，继而

用梯度浓度的乙醇溶液 (30%、50%、70%、80%、

95%、100%)逐步脱水，利用二甲苯处理使之

变得透明，进而使用石蜡对样本实施包埋，使

用切片机把样品切成厚度约 5 μm的切片，采用苏

木精-伊红染色法 (H.E)进行染色。最后通过光

学显微镜检视，对组织的病变进行病理切片分析。 

回归感染后的转录组学测序分析　　取回
归感染后患病长牡蛎和对照组健康长牡蛎的鳃
组织样本，每组取 3只长牡蛎的鳃组织混合在
一起作为 1个样品，每个样品设置 3个生物学
重复。此样品数量和重复设置基于统计学要求，
确保数据的可靠性和生物学意义。RNA提取严
格按照 TRIzol法操作规范进行，提取的总
RNA样品经诺禾致源科技 (北京)公司采用二
代 Illumina技术进行高通量测序。测序所得数
据经过严格的质量控制和序列组装处理，确保
数据的准确性和完整性。随后进行富集分析，
筛选出与炎症相关的关键基因。 

实时荧光定量 PCR (qPCR)检测　　为了

验证转录组数据的准确性，使用 Quant Studio 6
实时荧光定量 PCR仪进行 qPCR，对通过转录

组学测序分析得到的 5个炎症相关的基因 (Cgil-
17-5、Cgil-17-6、Cgtlr3、Cgcaspase-3和Cgap-1)
进行 qPCR验证。用于 qPCR扩增的引物见表 1，
以 Cgef 作为内参基因。qPCR反应体系 (10 μL)：
2×SYBR  Green  Master  Mix  5  μL， ROX  Refer-
ence  Dye  (50×)  0.2  μL，RT-F 0.2  μL，RT-R 0.2
μL， 20倍稀释的 cDNA模板 2  μL，DEPC水

2−∆∆Ct

2.4 μL。反应程序：95 °C预变性 10 min，95 °C
变性 10 s，60 °C退火 45 s，共进行 40个循环。

来自 3只长牡蛎的鳃组织混合在一起作为 1个

样品，每个样品有 3个生物学重复。输出的 Ct

值通过 法进行分析，并通过 IBM SPSS
statistics 20软件进行显著性差异分析。显著性

水平设为 0.05。 

回归感染后的 16S rRNA 测序　　取回归感

染后患病长牡蛎和对照组健康长牡蛎的鳃组织

样本，每组取 3只长牡蛎的鳃组织混合为 1个

样品，每个样品设置 3个生物学重复。使用

TRIzol法提取长牡蛎鳃组织总 RNA，并严格按

照操作指南进行。样品经诺禾致源科技 (北京)
公司采用二代 Illumina技术进行测序。利用

Illumina公 司 的 TruSeq  DNA  PCR-Free  Library
Preparation Kit进行文库构建[22]，构建好的文库

经 过 Qubit定 量 和 文 库 检 测 合 格 后 ， 使 用

NovaSeq 6000进行高通量测序，测序由经诺禾

致源科技 (北京)公司完成。利用 Barcode序列

和 PCR扩增对扩增子进行标记，实现测序结果

中不同样本的识别，并移除原始数据 (Raw
Data)中读序 (reads)两端的引物序列，得到的

高质量数据 (Clean Data)使用 FLASH进行拼接，

生成 Tags数据[23]。对 Tags数据进行额外筛选，

生 成 高 质 量 Tags数 据 (Clean  Tags)[24]。 参 照

Qiime的 Tags控制方法，淘汰优质碱基串长度

 

表 1    实验用引物

Tab. 1    The sequences of primers used in this study

引物
primer

序列(5'-3')
sequence

27F AGAGTTTGATCCTAGAGTTTGATCCTGG
CTCAG

1492R GGTTACCTTGTTACGACTT

Cgef-RT-F

Cgef-RT-R

AGTCACCAAGGCTGCACAGAAAG

TCCGACGTATTTCTTTGCGATGT

Cgil17-5-RT-F CCACCATCATGGTAGAGGACA

Cgil17-5-RT-F CGTCACCTCCACGAGTTCACA

Cgil17-6-RT-F

Cgil17-6-RT-R

Cgtlr-3-RT-F

Cgtlr-3-RT-R

Cgcaspase-3-RT-F

Cgcaspase-3-RT-R

Cgap-1-RT-F

Cgap-1-RT-R

CTCCATTTGTCCGACCTACCG

CCCAGAGTACTGTCCAACACC

CTCGGGTAATCTCAGTTCCTT

TTCGTCAAATCGGTAATCCAGT

TTCCGTTGCTGAAAACCGTGT

CTTATCAGTCTGTCCGCCAGT

TTTACTTGCTTCGCCCGACT

GGTGACCATTCCGTTTGCTT
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未达到总长度 75%的标签[25]。随后将得到的标

签序列与已知的物种注释数据库进行比对，以

确保获得的有效标签数据 (Effective Tags)[26]。在

通过 Effective  Tags获取必要信息之后，采取

Uparse软件[27] 进行聚类分析，将相似度不低于

97%的标签集中以聚类成为操作分类单元(oper-
ational taxonomic units, OTU)。借助 Mothur方法

与 SILVA132[28] 的 SSUrRNA数据库 [29] 对 OTUs
序列进行施行物种层面的归纳定位 (定阈值为

0.8~1.0)，梳理分类学信息，并根据生物分类的

各级体系，即从界至种的层次，对各个样品中

的 生 物 群 落 成 分 进 行 编 录 和 概 算 。 使 用

MUSCLE[29] 软件进行有效率的多序列综合对比，

以此建立所有 OTU代表序列的进化关系图谱。

根据所有样本在目阶层次上的物种注释和数据，

从众多属中筛出丰度排名前 35的物种。采用

Chao1、Simpson、Shannon[30] 等系列统计学分析

指数评估样本中微生物群落的物种丰富度和多

样性。 

1.3    数据分析

所有数据均以平均值±标准差 (mean±SD)
表示，采用单因素方差分析和多元比较分析，

采用 SPSS 20软件进行分析。P<0.05视为显著

差异，P<0.01视为极显著差异。 

2    结果
 

2.1    病原菌的分离鉴定

在本研究中，正常长牡蛎闭壳肌收缩正常，

外套膜完整 (图版Ⅰ-1)。用于细菌分离的患病

长牡蛎闭壳肌收缩无力、外套膜上有绿色脓包

(图版Ⅰ-2)。分离得到的深海微小杆菌在 2216E
琼脂培养基上形成直径为 1.0~1.5 mm的乳黄色

菌落，形态均一稳定 (图版Ⅰ-3)。
深海微小杆菌对氧化酶和硫化氢的鉴定结

果为阴性，对过氧化氢酶、蔗糖及硝酸盐等的
鉴定结果为阳性 (表 2)。经多序列比对，该菌株
与深海微小杆菌 (OY760436.1)的序列具有高度
同源性，相似性超过 99%，且该菌株与深海微
小杆菌在同一分支上聚类 (图 1)。 

2.2    菌株药敏实验

采用 19种常用抗生素进行药敏实验，判

断标准：抑菌圈直径 (d)≤12 mm为低敏感或不

敏感， 13  mm<d≤17  mm为中度敏感， d>18
mm为高度敏感。结果显示，深海微小杆菌对

氯霉素、磺胺甲恶唑、红霉素和阿奇霉素不敏

感，对头孢哌酮、青霉素、阿莫西林、维布霉

素、复方新诺明、恩诺沙星、氟苯尼考、头孢

噻肟、诺氟沙星、阿奇霉素、利福平、卡那霉

素和新霉素敏感 (表 3)。 

2.3    菌株溶血观察

深海微小杆菌分别于 16、28和 37 °C下培

养 72 h后，血琼脂培养基上呈现溶血现象。其

中 28 °C培养条件下的溶血现象最为明显。菌

液在血琼脂培养基上形成 1~2 mm的完全透明

溶血环，为 β溶血型，也称为完全溶血 (图版Ⅱ)。 

2.4    回归感染实验

回归感染实验中，无菌海水对照组未出现

死亡个体，实验组出现死亡。对濒死长牡蛎鳃

 

1 2 3 
图版 Ⅰ    健康及发病长牡蛎症状和深海微小杆菌菌落

1. 正常长牡蛎，2. 患病长牡蛎，3. 深海微小杆菌菌落；箭头表示

病灶位置。

Plate Ⅰ　Symptoms of healthy and diseased C. gigas
and morphology of colony of E. profundum

1. normal C. gigas, 2. diseased C. gigas, 3. the colonies of E. profundum;
arrows indicate the location of the lesion.
 

表 2    深海微小杆菌生化鉴定结果

Tab. 2    The biochemical identification results of E. pro-
fundum

生化管种类
types of biochemical tubes

鉴定结果
identification results

氧化酶 −
过氧化氢酶 +
硫化氢 −
蔗糖发酵 +
硝酸盐还原 +
3% NaCl生长 +

6% NaCl生长 +

8% NaCl生长 +

10% NaCl生长 +

注：“+” 表示阳性；“−” 表示阴性。

Notes: "+" means positive; "−" indicates negative.
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进行细菌的分离纯化，从感染长牡蛎鳃中均分

离得到深海微小杆菌。深海微小杆菌感染后，

长牡蛎外套膜上出现脓包，鳃表面出现白色斑

点并伴有肿胀 (图版Ⅲ)。
 

2.5    组织病理学特征

组织病理学观察发现，患病长牡蛎的外套

膜和鳃组织发生了显著病变。对照组外套膜组

织结构正常 (图版Ⅳ-1)，而患病长牡蛎外套膜

肌纤维坏死和结缔组织断裂且溶解稀疏 (图版Ⅳ-
2)；对照组鳃组织结构正常 (图版Ⅳ-3)，而患病

组鳃丝肿胀、排列紊乱 (图版Ⅳ-4)，且有一定

 

NR 024 812.1 耐氧化微小杆菌 E. oxidotolerans T-2-2

NR 043 477.1 E. undae DSM 14 481

NR 075 006.1 E. sibiricum 255-15

NR 042 347.1 印度微小杆菌 E. indicum HHS 31

NR 043 479.1 乙酰微小杆菌 E. acetylicum DSM 20 416

NR 113 585.1 乙酰微小杆菌 E. acetylicum NBRC 12 146

NR 043 006.1 海洋微小杆菌 E. marinum TF-80

NR 043 005.1 E. aestuarii TF-16

NR 043 204.1 深海微小杆菌 E. profindum 10 C

深海微小杆菌 E. profundum

NR 180 579.1 青岛微小杆菌 E. qingdaonense S82

NR 181 609.1 青岛微小杆菌 E. qingdaonense S82

NR 178 375.1 E. arabatum RFL1 109

NR 181 608.1 E. algae S126

NR 180 578.1 E. algae S126

NR 042 424.1 墨西哥微小杆菌 E. mexicanum 8 N

NR 109 413.1 E. aquaticum IMTB-3 094

NR 113 666.1 金黄微小杆菌 E. aurantiacum NBRC14 763

NR 043 478.1 金黄微小杆菌 E. aurantiacum DSM 6 208

NR 116 296.1 E. alkaliphilum 12/1

NR 118 534.1 E. himgiriensis K22-2647
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图 1    深海微小杆菌与相近菌株的系统发育树

Fig. 1　Phylogenetic tree of strain E. profundum and other related strain
 

表 3    深海微小杆菌菌株药物敏感性

Tab. 3    Drug sensitivity of E. profundum strain

抗菌药物
antibiotics

抑菌圈直径/mm
inhibition zone

diameter
敏感性
sensitivity

头孢哌酮　cefoperazone 36.71 S

青霉素　penicillin 35.54 S

阿莫西林　amoxicillin 33.49 S

强力霉素　vibramycin 32.91 S

复方新诺明　SXT 32.39 S

恩诺沙星　enrofloxacin 30.38 S

氟苯尼考　florfenicol 27.55 S

头孢噻肟　cefotaxime 27.52 S

诺氟沙星　norfloxacin 27.16 S

四环素　achromycin 27.13 S

利福平　rifampin 24.42 S

卡那霉素　kanamycin 22.88 S

新霉素　neomycin 21.22 S

链霉素　streptomycin 13.65 I

罗红霉素　roxithromycin 13.63 I

氯霉素　chloramghenicol 10.26 R

磺胺异恶唑　sulfamethoxazole 10.25 R

红霉素　erythromycin 10.11 R

阿奇霉素　azithromycin   0      R

注：R. 低敏感或不敏感，I. 中度敏感，S. 高度敏感；上述数据为3
组实验平均值。
Notes: R. resistant, I. weak sensitive, S. sensitive; the value are the mean ±
SD (n=3).

 

1 2 3 
图版 Ⅱ    深海微小杆菌在不同温度下的溶血现象

1、2、3分别为 16、28和 37 °C下的溶血环。

Plate Ⅱ　Haemolysis of E. profundum at
different temperatures

1, 2, 3 were the hemolysis results at 16, 28 and 37 °C, respectively.
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程度的溶解现象 (图版Ⅳ-4)。 

2.6    炎症相关基因的层次聚类分析及差异表达

通过富集分析，发现 5种炎症相关基因

(Cgap-1、Cgtlr3、Cgcaspase-3、Cgil-17-5、Cgil-
17-6)在与免疫过程相关的基因集中富集，且在

深海微小杆菌感染后，长牡蛎鳃组织中上述 5
种炎症相关基因的表达量呈上调趋势 (图 2)。

为进一步验证分级聚类分析的可信度，以
Cgef 为内标对照，通过 qPCR技术检测深海微
小杆菌感染后长牡蛎鳃组织 Cgap-1、Cgtlr3、
Cgcaspase-3、 Cgil-17-5和 Cgil-17-6的 mRNA
表达量。结果显示，深海微小杆菌感染后，其
mRNA表达量均显著升高。Cgap-1的表达量
是对照组的 3.47倍 (P < 0.001)；Cgtlr3的表达
量是对照组的 2.46倍 (P <  0.05)；Cgcaspase-3

的表达量是对照组的 2.39倍 (P < 0.01)；Cgil-
17-5的表达量是对照组的 1.40倍 (P  <  0.05)；
Cgil-17-6的表达量是对照组的 1.85倍 (P < 0.05)
(图 3)。 

2.7    高通量测序技术研究深海微小杆菌感染后

长牡蛎鳃组织微生物群落分析与结构变化

将对照组和深海微小杆菌处理组的有效数

据进行 OTU聚类分析，对照组和深海微小杆菌

处理组长牡蛎鳃组织样本共同拥有的 OTUs达 1
421个，分别占对照组和深海微小杆菌处理组

长牡蛎鳃组织样本 OTU总个数的 63.35%和

54.07%。

根据得到的所有 OTU系统进化关系，选

取相对丰度排名前 15位的门类所对应的数据，

并结合置信度信息构建门水平的系统发育树，

该菌所对应的门通过分支和颜色来表示，不同

样本中该菌属的丰度则由外侧的柱形图表示

(图 4)。系统进化树和柱形图分析结果显示，经

深海微小杆菌处理的长牡蛎鳃组织的微生物群

落中，变形菌门 (Proteobacteria)中各菌属的丰

度高于对照组鳃组织。

随着序列检测的次数增多，稀释曲线渐趋

 

1 2 3 
图版 Ⅲ    人工感染长牡蛎解剖图

红色方框内为病灶部位。

Plate Ⅲ　Appearance of C. gigas after artificial infection
The site of the lesion is shown in the red box.
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图版 Ⅳ    用苏木精-伊红染色的正常与

患病长牡蛎的组织切片

1. 正常长牡蛎外套膜组织切片，2. 患病长牡蛎外套膜组织切片，

3. 正常长牡蛎鳃组织切片，4. 患病长牡蛎鳃组织切片；a. 肌纤维，

b. 结缔组织；c、d. 鳃丝。

Plate Ⅳ　Histological sections of the normal and
diseased tissues of C. gigas stained with hematoxylin-eosin
1.  normal  mantle  tissues  of C.  gigas,  2.  diseased  mantle  tissues  of C.
gigas,  3.  normal  gill  tissues  of C.  gigas,  4.  diseased  gill  tissues  of C.
gigas; a. muscular tissue, b. connective tissue, c, d. gill filaments.
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图 2    与炎症相关的 5 个基因的层次

聚类分析和差异表达

1. 空白 1, 2. 空白 2, 3. 空白 3, 4. 深海微小杆菌 1, 5. 深海微小杆菌 2,
6. 深海微小杆菌  3；从蓝色到红色的颜色强度表示差异表达的

程度。

Fig. 2　Hierarchical clustering analysis and differential
expression of 5 DTs related to inflammation

1. Blank 1, 2. Blank 2, 3. Blank 3, 4. E. profundum 1, 5. E. profundum 2,
6. E.  profundum 3;  the  intensity  of  the  color  from blue to  red indicates
the magnitude of differential expression.
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于平稳，表明测序的数据趋于合理化，即使有
更多的数据量只会产生少量新的 OTU (图 5-a)。
通过等级聚类曲线的宽度和平滑程度发现，两
批样本中物种的分布相对均衡，而且经深海微
小杆菌处理的长牡蛎鳃组织样本相较于对照组
鳃组织，其物种的丰度更高 (图 5-b)。

物种丰度聚类热图，包括门、纲、目、科

4个分类级别的结果 (图 6)；深海微小杆菌感染

后，长牡蛎鳃组织微生物群落发生变化，在门

水平上，变形菌门、弯曲杆菌门 (Campylobac-
terota)相对丰度增加；纲水平上，γ-变形菌纲

(Gammaproteobacteria)、弯曲杆菌纲 (Campylob-
acteria)相对丰度增加；目水平上，弧菌目

(Vibrionales)、弯曲杆菌目 (Campylobacterales)
相对丰度增加；科水平上，弧菌科 (Vibrion-
aceae)、弓形菌科 (Arcobacteraceae)相对丰度

增加。 

3    讨论

近年来，随着水产养殖业的迅猛发展，尤

其是贝类养殖规模的大幅增加，极大地推动了

沿海地区经济的发展 [18, 31]。然而，细菌性疾病

的频繁暴发已成为制约贝类养殖业健康发展的

重要因素 [19, 21, 32]。水产养殖中的病害通常由病

原体、生物体自身免疫力以及环境因素共同驱

动 [33-34]。细菌、病毒、真菌和类毛霉菌均可导

致牡蛎患病 [35]，其中细菌能在一定程度上调控

机体微生物种群的动态变化 [36]。细菌性疾病具

有暴发性，能够在短时间内导致大规模的贝类

死亡，给贝类养殖业带来重大的经济损失[37-38]。

脓包病是近年来新发现的一种海水养殖贝类疾

病，然而，目前对该病的发病机制仍然知之

甚少。

实验室前期从庄河市养殖海区患脓包病的
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图 3    深海微小杆菌感染后鳃中 Cgtlr3 (a)、Cgap-1 (b)、Cgcaspase-3 (c)、Cgil-17-5 (d) 和 Cgil-17-6 (e) 的 mRNA 表达

1. 对照组，2. 深海微小杆菌处理组；“*”表示差异显著 (P<0.05)，“**” 表示差异极显著 (P<0.01)，“***” 表示差异极其显著 (P<0.001)。

Fig. 3　The mRNA expressions of Cgtlr3 (a), Cgap-1 (b), Cgcaspase-3 (c), Cgil-17-5 (d) and
Cgil-17-6 (e) in gills after E. profundum infection

1. control group, 2. E. profundum treatment group; "*" indicate P<0.05, "**" indicate P<0.01, "***" indicate P<0.001.
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长牡蛎中分离到了假单胞菌属、弧菌属和微小

杆菌属，其中 1株优势菌株经鉴定为深海微小

杆菌。深海微小杆菌最早发现于深海热液喷口，

具有中度嗜热性和耐盐性 [39]，并被认为对某

些水产养殖动物如克氏原螯虾 (Procambarus
clarkii)具有致病性[40]。然而，迄今为止尚未有

 

丰度 abundance
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图 4    门水平的系统发育进化树

Fig. 4　Phylogenetic tree at phylum level
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图 5    OTU 样本复杂度分析

(a) 稀释曲线，(b)等级聚类曲线。

Fig. 5　OTU sample complexity analysis
(a) arefaction curve, (b) rank abundance curve.
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关于深海微小杆菌导致软体动物患病的报道。

溶血活性是评估细菌溶血毒性的重要指标之一，

溶血性细菌可通过溶解宿主红细胞，导致局部

组织损伤，并引发一系列继发性反应 [41]。深海

微小杆菌在 28 °C时表现出较强的溶血活性，

表明其在此温度下毒性较强，可能是该地区夏

季细菌性疾病高发的原因之一。药敏实验结果

显示，深海微小杆菌对头孢哌酮、青霉素、阿

莫西林、强力霉素、复方新诺明和恩诺沙星具

有较高的敏感性，即上述抗生素可能是控制该

疾病的有效药物。

组织学分析表明，组织坏死和消化系统器

官的病理性脂质沉积是细菌感染的特征之一[42]。

例如，弧菌产生的外毒素可导致双壳类动物鳃

组织纤毛脱落和上皮细胞坏死 [43]。绦虫弧菌通

过膜外间隙侵入软组织，造成菲律宾蛤仔的严

重组织损伤 [44]。本研究使用深海微小杆菌对长

牡蛎进行回归感染实验，感染后的长牡蛎外套

膜上形成脓包，鳃表面出现白色斑点并伴有肿

胀，表现出与脓包病相似的症状。组织病理学

观察显示，与对照组相比，患病长牡蛎的外套

膜肌纤维坏死，结缔组织断裂且溶解稀疏；鳃

丝肿胀且排列不规则。该症状与自然条件下的

患牡蛎脓包病的症状具有一定的相似性，但不

完全一致。这种现象在虾夷扇贝 (Mizuhopecten
yessoensis)脓包病的研究中也有报道，具体表

现为菌株人工感染的致病能力以及脓包病的发

生率会随温度等条件不同发生变化，甚至无脓

包病症状 [45]。这种症状的差异可能是由于疾病

的发生是由地理位置因素、宿主因素和毒力基

因共同作用的复杂过程导致。此外，还需考虑

生物体内的正常菌群通过其定植抗性直接或间

接阻止病原进入的能力 [46]。细菌致病能力还与

宿主健康状况、环境条件、海水中细菌数量以

及海水理化性质等因素密切相关 [47-49]。人工感

染过程中无法完全模拟所有相关因素，可能导

致人工感染后长牡蛎脓包病症状与野外患病长

牡蛎症状不完全一致。推测深海微小杆菌在正

常长牡蛎中与其他细菌长期处于动态平衡状态，

当环境变化或致病性细菌入侵破坏微生物种群
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(d)

弯曲杆菌目

其他 others 其他 others

其他 others 其他 other

醋酸杆菌门 Acidobacteriota
疣微菌门 Verrucomicrobiota
浮霉菌门 Planctomycetota
粘菌门 Myxococcota
泉古菌门 Crenarchaeota
放线菌门 Actinobacteriota
厚壁菌门 Firmicutes
拟杆菌门 Bacteroidota
弯曲杆菌门 Campylobacterota
变形菌门 Proteobacteria

放线菌纲 Actinomycetia
疣微菌纲 Verrucomicrobiae
多囊菌纲 Polyangia
亚硝化球形纲 Nitrososphaeria
芽孢杆菌纲 Bacilli
梭菌纲 Clostridia
拟杆菌纲 Bacteroidia
α-变形菌纲 Alphaproteobacteria
弯曲杆菌纲 Campylobacteria
γ-变形菌纲 Gammaproteobacteria

黄杆菌目 Flavobacteriales
拟杆菌目 Bacteroidales
伯克氏菌目 Burkholderiales
红杆菌目 Rhodobacterales
海洋螺菌目 Oceanospirillales
立克次氏体目 Rickettsiales
交替单胞菌目 Alteromonadales
假单胞菌目 Pseudomonadales

Campylobacterales
弧菌目 Vibrionales

黄杆菌科 Flavobacteriaceae
伯克氏菌科 Burkholderiaceae
莫拉氏菌科 Moraxellaceae
动物内生单胞菌科 Endozoicomonadaceae
假单胞菌科 Pseudomonadaceae
红杆菌科 Rhodobacteraceae
寇蔚尔菌科 Colwelliaceae
线粒体 Mitochondria
弓形菌科 Arcobacteraceae
弧菌科 Vibrionaceae

 
图 6    物种丰度柱状图

(a)、(b)、(c)、(d)分别为门、纲、目、科水平的物种丰度柱状图；1. 深海微小杆菌处理组，2. 对照组。

Fig. 6　Species abundance bar chart
(a), (b), (c), (d) were bar chart of species abundance at the level of phylum, class, order and family; 1. E. profundum treatment group, 2. control group.
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平衡时，深海微小杆菌可能会导致长牡蛎发病。

此外，实验室从患脓包病的长牡蛎中分离鉴定

出不止一种致病菌，表明了引发长牡蛎出现脓

包病是多种致病菌协同作用的结果。这些结果

也进一步印证了实验的假设。
贝类缺乏基于 T/B淋巴细胞抗体的适应性

免疫系统，仅依赖固有免疫系统抵御病原侵
染 [50]。研究表明，炎症在贝类免疫防御中发挥
重要作用 [51]。在双壳类固有免疫系统中，
Cgtlr3在识别病原相关分子模式 (PAMPs)时发
挥关键作用，激活下游固有免疫信号通路[52-53]；
ap-1作为炎症发生中重要的转录因子，在调控
炎症基因表达中起重要作用[54]。Cgcaspase-3在
细胞凋亡和炎症信号传导过程中扮演关键角
色[55]。Cgil-17-5和 Cgil-17-6则属于 il-17家族的
细胞因子，具有显著的促炎活性 [56]。实验数据
显示，在感染深海微小杆菌后，Cgtlr3和 Cgap-1
的表达显著升高，起到识别病原和信号传导的
作用；Cgcaspase-3、Cgil-17-5和 Cgil-17-6的表
达显著升高，引发强烈的炎症反应。

细菌侵染宿主后，可能显著改变宿主体内

的微生物群落组成。例如，经细菌感染后，中

华文蛤 (Meretrix petechialis)体内的细菌群落的

丰富度和门水平上的组成发生显著变化 [57]。在

本研究中，深海微小杆菌感染长牡蛎后，宿主

微生物群落在多个分类水平上发生了显著变化。

在门水平上，变形菌门和弯曲杆菌门的相对丰

度增加；在纲水平上，变形菌纲和弯曲杆菌纲

的相对丰度增加；在目水平上，弧菌目和弯曲

杆菌目的相对丰度增加；在科水平上，弧菌科

和弓形菌科的相对丰度增加。结果表明，深海

微小杆菌感染长牡蛎后，不仅会改变其微生物

群落的结构，还会导致某些特定菌群的相对丰

度显著上升，这与其他海域和养殖环境中变形

菌门和拟杆菌门作为优势菌类的现象一致[58-60]，

且变形菌门也是长牡蛎体内的主要微生物群落
[61]，是导致长牡蛎患病的主要病原菌。这些研

究结果也验证了深海微小杆菌可能通过与长牡

蛎体内的弧菌产生协同效应，增加弧菌在整体

微生物群落中的占比进而导致脓包病的发生。

综上所述，本研究从患脓包病的长牡蛎中

分离鉴定了一株潜在致病菌——深海微小杆菌，

人工感染实验证明其对长牡蛎具有较强的致病

性。该菌在 28 °C时表现出较强的溶血活性。

药敏实验显示，该菌对头孢哌酮、青霉素、阿

莫西林、强力霉素、复方新诺明和恩诺沙星具

有较高的敏感性。高通量测序和转录组测序结

果显示，该菌通过与长牡蛎体内的弧菌产生协

同效应，增加弧菌在整体微生物群落中的占比，

同时促进 Cgtlr3、Cgap-1、Cgcaspase-3、Cgil-
17-5和 Cgil-17-6的表达，导致长牡蛎发病。以

上实验结果证明了深海微小杆菌对长牡蛎具有

致病性，并初步揭示了其致病机制，为开发基

于贝类免疫机制的新型抗病策略提供了理论基

础，从而为贝类养殖中的疾病防控提供参考。
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Isolation and identification of Exiguobacterium profundum and
its pathogenicity analysis on Crassostrea gigas

JIANG Jun ,     SUN Jiejie *,     YANG Wenwen ,     GAO Lei ,     LENG Jinyuan ,    
WANG Lingling ,     SONG Linsheng

Liaoning Key Laboratory of Marine Animal Immunology and Epidemic Prevention and Control,
Dalian Key Laboratory of Aquatic Animal Diseases Prevention and Control,

Dalian Ocean University, Dalian　116023, China;

Abstract: In the present study, a potential pathogenic bacterium was isolated and identified from Pacific oysters (Crassostrea

gigas) with abscess disease collected from a culture area in Zhuanghe, Dalian, Liaoning. Exiguobacterium profundum was iden-

tified in the lesions of the diseased C. gigas using 16S rDNA sequencing and bioinformatics techniques. Antimicrobial suscept-

ibility and hemolysis experiments were conducted. The expression of inflammation-related genes and changes in bacterial com-

munity  structure  in  the  gill  tissues  following E.  profundum  infection were  further  analyzed using  artificial  infection   experi-

ments,  high-throughput  sequencing  technology,  and  quantitative  real-time  PCR.  The  results  showed  that  the  strain  formed

creamy-yellow colonies with a diameter of 1.0-1.5 mm on marine agar 2216 E, exhibiting uniform and stable morphology. E.

profundum demonstrated high sensitivity to cefoperazone, penicillin, and amoxicillin. It exhibited significant β-hemolytic activ-

ity at 28 °C. Artificial infection experiments revealed the presence of abscesses on the mantle and white spots and swelling on

the gills, with  significant increases in the mRNA expression levels of Cgtlr3, Cgap-1, Cgcaspase-3, Cgil-17-5 and Cgil-17-6 in

the  gills  post-infection.  High-throughput  sequencing  analysis  showed  an  increase  in the  relative  abundance  of  Proteobacteria

and Campylobacterota,  as well  as an induction in the relative abundance of Vibrionaceae in the gill  tissues following E. pro-

fundum  infection. These findings suggest that E. profundum may contribute to the pathogenesis of C. gigas by promoting the

mRNA expression of inflammation-related genes and inducing the abundance of Vibrio spp. in the gill tissue. This study identi-

fies E. profundum as a potential pathogen of C. gigas with abscess disease, providing valuable data support for the prevention

and control of shellfish diseases.
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