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摘要! 从健康养殖大黄鱼肠道中筛选出对病原弧菌有拮抗作用的潜在益生菌株 W:/!利用

细菌快速鉴定系统和 16*D4%&方法进行细菌种类鉴定#通过点种法对其抗菌谱进行测定#

采用平板扩散法!研究了培养时间'温度'盐度'蛋白酶 M和 (K

/ <等因素对其胞外产物抑菌

活性的影响" 结果显示$该菌株为短小芽孢杆菌%8K?O;?T ;22KBB</? %/1+P1/02//& #对 32

株病原指示菌中的 1/ 株均产生不同程度的抑制作用!抗菌谱较广#菌株培养 89 I 后的胞外

产物抑菌作用最强#在 >+为 0 时!抑菌活性最大#达到最大抑菌活性的温度和盐度分别为

39 L'7#蛋白酶 M和不同浓度的 (K-0

/

均会降低其抑菌活性" 该菌对病原弧菌'迟缓爱德

华菌和嗜水气单胞菌等水产上常见主要致病菌有良好的拮抗效果!且具有抑菌作用的胞外

产物对温度'盐度和 (K

/ <有一定的适应范围!适宜作为益生菌株!有望在实际养殖环境中得

到应用"

关键词! 短小芽孢杆菌# 抗菌谱# 胞外产物# 抑菌活性

中图分类号! H:/019# *:6744444444 文献标志码$&

44弧菌病是世界各地的海水养殖鱼(虾(贝类等

水生动物中普遍存在的细菌性疾病之一"因其流

行范围广(危害程度大而备受关注
)1*

+ 目前"抗

生素作为防治弧菌病的主要方法"虽然发挥了重

要的作用"但由于细菌耐药性及抗生素残留等问

题带来的诸多不利影响"使用受到越来越多的限

制+ 近年来"为减少抗生素和化学水质净化剂的

使用"很多学者开始重视用生态方法控制鱼病的

发生"多种来源的益生菌也开始应用于水产养殖

业"收到了较好的效果
)3*

+ 侯树宇等
)/*

以芽孢杆

菌和乳酸菌为主体菌"并辅以放线菌组成的微生

态复合菌制剂用于对虾养殖"实验结果显示实验

池水质各项指标均优于对照池+ 曹煜成等
)8*

及

张新明等
)7*

研究发现"不同来源的益生菌其胞外

产物成分不同"特性也不完全相同+ 徐中波等
)6*

也提出"益生菌在使用前首先必须考虑其来源问

题"应该针对物种的特异性"从相应的人或动物体

内(外筛选益生菌+ 因此"在益生菌的研发和使用

过程中"寻找相同来源的益生菌更加具有明显的

优势"可避免带来二次污染问题+

许多学者认为"芽孢杆菌大多能分泌高活性

的胞外产物#KQ3D;2K00=0;D>D/J=23B",-6$"且其中

富含各种酶类物质"如胞外蛋白酶(脂肪酶(淀粉

酶等水解酶以及果胶酶(纤维素酶(葡聚糖酶等分

解植物性饵料中非淀粉多糖的酶类
)0 5:*

"能有效

抑制一些肠道致病菌的生长繁殖
)12*

+ 有研究表

明"应用益生菌来防治鱼虾及贝类疾病是可行

的
)11 517*

"其独特的优点正成为水产动物疾病防治

的重要措施+

本实验从健康养殖大黄鱼 #/)47B3)+$(4*(

+#3+4($肠道内分离筛选出 1 株对病原性弧菌具

有拮抗作用的益生菌候选菌株"对其进行种类鉴
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定(抗菌谱测定"并进一步研究了多种环境因素对

其胞外产物抑菌活性的影响"以期为其应用于水

产养殖尤其是为大黄鱼的养殖中拮抗病原弧菌等

致病菌提供理论依据+

14材料与方法

!(!)实验菌株的来源及培养

实验菌株!从浙江宁波象山港网箱养殖的健

康大黄鱼肠道内分离筛选出的对病原弧菌拮抗作

用较强的 1 株细菌"命名为 W:/+

病原 性 指 示 弧 菌! 副 溶 血 弧 菌 # O$:#$3

6(#(&(4D39'%$+7)$.>113168 购自中国普通微生物

菌 种 保 藏 管 理 中 心' 溶 藻 弧 菌 # O$:#3

(98$*39'%$+7)$.;79为扬州大学付立霞老师惠赠"

分离自大黄鱼+

其他指示菌!迟缓爱德华菌 # 2BW(#B)$499(

%(#B( $ ,371( ,3711( ,379:623 与 大 肠 杆 菌

#2)+&4#$+&$( +39$$,2737:33 由南京农业大学陆承

平教授惠赠'迟缓爱德华菌 ,37127(,37126(,37/

由上海海洋大学国家水生动物病原库惠赠'迟缓

爱德华菌 ,379由扬州大学付立霞老师惠赠'溶藻

弧菌 .;71:"河流弧菌#O$:#$3 =97?$(9$)$.C77"嗜水

气单胞菌#J4#3D3*()&'B#36&$9($&I70(&I79(&I7

:(&I712"迟缓爱德华菌 ,37/3 由上海市动物疫病

预防控制中心王建老师惠赠'嗜水气单胞菌 &I7

:273 由江苏水产技术推广站惠赠'金黄色葡萄球

菌 # G%(6&'93++3+7)(7#47)"*;$和嗜水气单胞菌

&I71 由本室保藏+

以上菌株均用营养琼脂或营养肉汤培养基常

规培养+

!(*)分离菌株 fP, 的鉴定

分离菌株 W:/ 的常规鉴定及 .)E,M7/3 系统

鉴定44细菌形态(生理生化特性实验参照 3常

见细菌系统鉴定手册4方法进行+ 快速鉴定按法

国生物梅里埃公司的 .)E,M7/3 细菌鉴定系统说

明书进行操作+

分离菌株 W:/ 的 16*D4%&测定44提取拮

抗菌 W:/ 的基因组 4%&"使用 16*D4%&的通用

引物#30 C(1 8:3 D$进行 6-$扩增"产物交由上海

英骏生物技术有限公司#*)O-$进行测序+ 所测

序列在 %-O)网站 O'&*E比 对+ 利 用 软 件

-0=B3;0W和 PK@;812 进行多重比较后通过最大

简约法构建系统发育树+

!(,)分离菌株 fP, 的抗菌谱

参照王娟等
)16*

的方法"分别用灭菌生理盐水

将活化后的 32 株指示菌的菌苔洗下"各菌液浓度

稀释至 12

0

-(#5:'再各吸取 122

"

'加入营养

琼脂培养基平板上进行涂布+ 然后用接种环分别

刮取已扩大培养 38 I 的短小芽孢杆菌 W:/ 菌株

在上述平板上点种"39 L恒温培养"38 I 后进行

抑菌圈的观察和测量+

!(/)分离菌株 fP, 的胞外产物制备

参照 *=@<3;等
)10*

的方法"将菌株 W:/ 在营养

琼脂斜面上活化后接种于肉汤培养基"39 L 恒温

振荡培养 89 I"8 L : 622 >@ 离心 32 :<?"弃去细

胞沉淀"上清液经 2133

"

:微孔滤膜过滤"所得

液体即为菌株的粗提胞外产物+ 置于 8 L保存

备用+

!(G)各种因素对分离菌株 fP, 胞外产物抑菌活

性的影响

抑菌活性的检测方法44采用平板扩散法+

指示弧菌 .>113168 和 .;79培养 19 ?32 I 后用

盐度 917 的灭菌生理盐水洗下菌苔"调节其菌液

浓度为 12

0

-(#5:'"取 211 :'涂布于平板上'

滤纸用打孔机打成
%

B717 ::的双层圆形纸

片"在干燥箱内 182 L干燥灭菌 1 I"将纸片分别

浸于拮抗菌的胞外产物中 /2 :<?"之后在培养箱

内 39 L干燥 17 :<?"最后将纸片贴于上述涂布病

原弧菌的平板上"39 L培养 38 ?89 I 观察有无抑

菌圈出现并记录直径+

培养时间的影响44将 W:/ 菌株恒温振荡

培养"每隔 13 I 取样"参照分离菌株 W:/ 的胞外

产物制备的方法制备胞外产物"并依照上述方法

测定抑菌活性"从而确定拮抗菌的最佳培养时间+

>+的影响44用 1 :/05'的 +-0或 1 :/05

'的 %;"+调节菌株 W:/ 胞外产物的 >+值分别

为 /(7(0(:(11"作用 1 I 后将 >+回调至 0"按上

述方法测定抑菌活性+

温度的影响44水浴加热菌株 W:/ 的胞外

产物"分别在 39 L作用 38 I"82 L作用 3 I"62 L

作用 1 I"92 L作用 /2 :<?"122 L作用 12 :<? 后

迅速置冰块中终止反应"以 8 L保存的胞外产物

做为对照"按上述方法测定温度变化对其抑菌活

性的影响+

盐度的影响44参照 *=@<3;等
)10*

以及张新

明等
)7*

的方法"通过改变菌株培养基的盐度来间

7671
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接改变胞外产物的盐度+ 分别将 W:/ 菌株接种

于盐度为 2(7(12(32(72(122 的培养基中"39 L

恒温振荡培养一定时间"按上述方法离心后"上清

再经 2133

"

:微孔滤膜过滤"制备胞外产物"并

测定抑菌活性+

蛋白酶 M的影响44将蛋白酶 M加入到菌

株 W:/ 的胞外产物中"使其终浓度为 3 :@5:'"

/0 L作用 1 I 后按上述方法测定抑菌活性"以不

加蛋白酶 M的拮抗菌的胞外产物做对照+

(K

/ <的影响44参照刘永锋等
)19*

的方法"将

.>113168 和 .;79分别转接斜面培养基培养

32 I左右"用盐度 917 的生理盐水洗下菌苔"调节

菌液浓度适量'然后将菌液加入到拮抗菌的胞外

产物中"最后加入 (K-0

/

溶液"调节其终浓度分别

为 122(322(822

"

:/05'"以不加 (K-0

/

的拮抗菌

的胞外产物和弧菌的混合液做对照"39 L培养

38 I"分别取样"测定 38 I 的抑菌活性+

!(")数据处理与分析

实验数据用 ,Q2K0(46*/121 数据处理软件

进行统计分析+

34结果

*(!)分离菌株 fP, 的鉴定

分离菌株 W:/ 的常规鉴定及 &6)系统鉴定

44对 W:/ 菌株进行常规生理生化鉴定"结果为

革兰氏阳性(杆状(有芽孢(氧化酶与过氧化氢酶

均为阳性"具运动性'进一步采用法国生物梅里埃

细菌鉴定仪#.)E,M7/3$对其进行生化鉴定"结果

表明" W:/ 菌 株 与 短 小 芽 孢 杆 菌 # T(+$997)

67D$97)$的相似性达到 ::12F#表 1$+

表 !)3e0RHI,* 细菌鉴定仪对菌株 fP, 的鉴定报告

012(!)%6C9$89:3e0RHI,* 4A6<84:4?1849<7D786@ :9$78$14<fP,

时间44444444444444梅里埃 .)E,M生化鉴定仪鉴定报告

4;3K!2851653212 29!/9!164444G</PKD<K=Q .<3KT P;?=;0.<3KT ';G $K>/D3

X*.EM7$20121444444

.<3KT7/3 )4!4444222222724#O1726$4PKB/>I<0K

EA>K!44444O;2<00=B-;DJ #O&-)'$

*3;3=B!44444(<?;0

,0;>BKJ4E<:K!4412I/=DB

"D@;?<B:!4444T(+$997)67D$97)

O</?=:GKD!44446/377320/72

%,8 5 *#- < EZ$ < E&8 < 8'# < )%" 5

8&' 5 &$& < W9' 5 P&% < $&(5 *&' <

&8& < )%# 5 $)O < P'E 5 E$, < 6'& 5

*"$ < %&8 < &P9 5 M-% < %"' < P,% <

"'4 < %&& < &$O 5 6&*< %&, 5 ,*- <

E+$P5

::F T(+$997)67D$97)

注!% <&表示阳性'% 5&表示阴性

%/3KB!% <& >/B<3<UK'% 5& ?K@;3<UK

444%&测序和进化树分析4416*D4%&基因

的测序结果表明"菌株 W:/ 的 16*D4%&基因序

列与短小芽孢杆菌 T(+$997)67D$97)#,#9927/3$

的 16*D4%&基因同源性最高"为 ::12F"登录

8K?O;?T 获得的序列号为 +P1/02//+ 选取与所

分析的细菌基因序列同源性较高的已知相关序列

#表 3$"利用软件 -0=B3;0W和 PK@;812 进行进

化树分析"进一步确定了该菌株的分类地位 #图

1$+

*(*)菌株 fP, 的抗菌谱测定

菌株 W:/ 对 3 株病原弧菌指示菌有较强的

拮抗作用"对 .>113168 和 .;79的抑菌直径分别

达到 3719 和 1619 ::'而且对其它 19 株病原指

示菌中的 11 株均具有拮抗作用"抗菌谱广"其中

对 .;71: 和 &I7: 的拮抗作用最强"抑菌圈直径分

别达到 /016 和 /1 ::#表 /$+

6671
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表 *)构建系统发育树的菌株及序列号

012(*)0B67814<7:9$CBD59;6<684?A6<A$9;$1@

?9<78$>?86A1<A8B64$1??677<>@26$7

登录号

;22KBB</? ?=:GKD

菌株名称

B3D;<? ?;:K

菌株号

B3D;<? ?=:GKD

,#9927/3 T(+$997)67D$97) 6$,18

&O/29881 T(+$997)67D$97) E#E1/86

8H:2/83/ T(+$997)67D$97) W!*'778

,#/72/69 T(+$997)67D$97) *E/13

&P831:08 T(+$997)B>1 %!7:

,#/72/60 T(+$997)67D$97) *E/28

,#160788 T(+$997)67D$97) P360

,#16078/ T(+$997)67D$97) *E360

8#3:2780 T(+$997)67D$97) .;?/7

图 !)基于 !"#$+&'基因序列构建的

fP, 系统发育树

L4;(!)&64;B29$I_94<4<; CBD59;6<684?8$66

7B9J4<; 8B6!"#$+&';6<6

76=>6<?69:78$14<fP,

表 ,)fP, 对病原菌的抗菌谱

012(,)'<8421?86$4157C6?8$>@ 9:8B678$14<fP,

指示菌

<?J<2;3/D

G;23KD<=:

宿主

I/B3

抑菌圈直径5::

J<;1<?I<G<3</?

Y/?K

指示菌

<?J<2;3/D

G;23KD<=:

宿主

I/B3

抑菌圈直径5::

J<;1<?I<G<3</?

Y/?K

.>113168 鱼 C<BI 3719 ,371 人 I=:;? 712

.;79 大黄鱼 0;D@KAK00/V2D/;TKD 1619 ,37/ 大菱鲆 3=DG/3 :17

.;71: 海水 BK;V;3KD /016 ,3711 人 I=:;? 2

.C77 南美慈鲷 !;@=;D@=;>/3K 710 ,37/3 鱼 C<BI 912

&I71 异育银鲫 @<GK02;D> 2 ,37127 大菱鲆 3=DG/3 2

&I70 淡水 CDKBI V;3KD :18 ,37126 大菱鲆 3=DG/3 :10

&I79 红珍珠关刀鱼 DKJB3D<>KJ K;D3IK;3KD 2 ,379 斑鳢 E;<V;? B?;TKIK;J 018

&I7: 糠虾 :AB<J /112 ,379:623 人 I=:;? 1219

&I712 淡水 CDKBI V;3KD 2 ,2737:33 人 I=:;? 2

&I7:273 甲鱼 3=D30K 2 *; 人 I=:;? 1:17

*(,)各种因素对拮抗菌胞外产物抑菌活性的

影响

W:/ 菌株的抑菌活性44通过平板扩散法检

测 W:/ 菌株胞外产物的抑菌活性"结果显示"其

胞外产物对 .>113168 和 .;71: 这 3 株病原弧菌

均产生明显抑制作用"抑菌圈直径分别为 121: 和

:12 ::+

培养时间的影响44随着时间的延长"不同

培养时间获得的 W:/ 菌株的胞外产物"对 3 株弧

菌的抑菌活性均有明显增加"且均在培养 89 I 时

对 3 株病原弧菌的抑菌活性达到最高值 #图 37

;$"而当时间超过 89 I 后"其抑菌活性明显降低+

>+的影响44在 >+为 / ?0 时"W:/ 菌株的

胞外产物对 3 株病原弧菌的抑菌活性随着 >+的

升高而增加"并在 >+0 时抑菌活性最强"之后"抑

菌活性随着 >+的增加而略微下降'但抑菌活性

在 >+7 ?: 时变化不大#图 37G$"说明该菌的胞外

产物的抑菌活性对 >+有一定的适应范围+

温度的影响44不同温度处理过的 W:/ 菌

株的胞外产物"对 3 株弧菌的抑菌活性随着温度

的升高呈现出较一致的明显变化趋势+ 在温度为

8 L和 39 L时"胞外产物的抑菌活性变化不大"

比较稳定"而且在 39 L时达到最高值'82 L作用

3 I 时后对 .>113168 和 .;79的抑菌活性下降了

321:/F和 1:1/3F"而在 62 L处理 1 I 后下降了

3:120F和 3:177F"92 L作用 /2 :<? 时"抑菌活

性基本消失"当 122 L作用 12 :<? 时"抑菌活性

全部消失#图 372$"说明该菌胞外产物对热敏感"

不耐高温+

盐度的影响44不同盐度处理的 W:/ 菌株

的胞外产物"对 3 株病原弧菌的抑菌活性随着盐

度的增加都呈现出先升高后逐渐降低的趋势+ 在

盐度为 7 时抑菌活性最强"抑菌圈直径分别达到

911 和 916 ::"而盐度高于 7 时"其抑菌活性随
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着盐度的升高均下降#图 37J$+

蛋白酶 M的影响44W:/ 菌株胞外产物对 3

株病原弧菌的抑菌活性均受蛋白酶 M的影响"添

加蛋白酶 M的实验组抑菌圈明显小于对照组#图

37K$+ 表明蛋白酶 M对该拮抗菌的抑菌作用有

较强的抑制效果+

(K

/ <浓度的影响44随着铁离子浓度的升

高"W:/ 菌株的胞外产物的抑菌活性均明显低于

对照组"当铁离子浓度达到 822

"

:/05'时"其胞

外产物虽具有抑菌活性"但很低 #图 37C$+ 由此

可以得出"该菌株的胞外产物的抑菌活性受到铁

离子的影响+

图 *)培养时间"1#$CX"2#$温度"?#$盐度"A#$蛋白酶 H"6#和 L6

, Z

":#对 fP, 菌株胞外产物抑菌活性的影响

图中误差线为标准差

L4;(*)e<:5>6<?69:?>58>$684@6%CX%86@C6$18>$6%7154<48D%C$9864<176H%1<AL6

, Z

49<79<

8B61<8421?86$4151?84F48D 9:8B66U8$1?655>51$C$9A>?87:$9@ 78$14<fP,

,DD/DG;DB:K;?B3IKB3;?J;DJ JKU<;3</?
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/4讨论

近年来芽孢杆菌已广泛应用于水产养殖业

中"而应用较广的是地衣芽孢杆菌 # T(+$997)

9$+&4*$=3#D$)$

)1:*

( 枯 草 芽 孢 杆 菌 # T(+$997)

)7:%$9$)$

)32*

(纳豆芽孢杆菌#T(+$997)*(%%3$等"短

小芽孢杆菌的报道比较少"且主要作为畜禽(水产

饲料中的添加剂
)31*

'而且"目前所使用的芽孢杆

菌多从土壤等筛选出来的"海洋来源的较少"而海

洋以其特殊的环境!高盐(低温(高压(低光照等极

端条件"使海洋微生物的代谢产物化学结构丰富

多样"分子结构新颖独特
)33*

+ 本实验的短小芽孢

杆菌 W:/ 是从海水养殖的健康大黄鱼肠道中筛

选出来"首次对其抑制病原菌的效果及胞外产物

的生物学活性进行报道"为该短小芽孢杆菌在大

黄鱼养殖中的使用提供了理论基础+

本实验分离筛选到的短小芽孢杆菌 W:/ 菌

株"其胞外产物对病原弧菌(迟缓爱德华菌和嗜水

气单胞菌等水产上常见的主要致病菌具有很好的

抑制效果+ 该菌具有广泛的 >+适应范围'8 ?

39 L范围内"抑菌活性较稳定"但不耐高温'盐度

在 7 ?12 时"拮抗菌的抑菌活性保持在最大范围"

随着盐度的升高"抑菌活性均下降"其原因可能来

自两方面!一方面是"过高的 %;-0抑制了细菌的

生长甚至导致菌体脱水死亡"故而分泌的蛋白酶

减少"另一方面是由于胞外产物中高浓度的 %;-0

改变了被试菌细胞外膜的通透性"导致拮抗菌所

分泌的抑菌物质不易进入细胞内起作用
)7*

'在胞

外产物中添加蛋白酶 M后"抑菌活性明显降低"

说明该抗菌物质具有蛋白质特性
)19*

+ 不同浓度

的 (K-0

/

作用于芽孢杆菌的胞外产物"对其抑菌活

性产生影响"这可能是因为阳离子结合于原生质

膜中带负电荷的磷脂上"中和了负电荷"使得磷脂

变得紧密"从而增加了原生质膜的刚性
)3/ 538*

+ 张

新明等
)7*

的研究结果表明"拮抗菌 !712 的胞外产

物的抑菌成分对热敏感"对酸碱度不敏感"过高的

%;-0能使其抑菌活性降低"这些与本实验结果相

似"而蛋白酶 M对 !712 胞外产物的抑菌活性没有

影响"与本实验的结果不同"究其原因可能是由于

菌株的来源不同导致其抗菌物质不同或具有较大

的性质差异+

本实验所用的短小芽孢杆菌及其胞外产物均

对病原弧菌及其它常见水产致病菌具有较强的抑

制效果"说明有很好的应用潜力+ 今后将其应用

在水产养殖环境改良剂(水产饲料添加剂以及水

产病原菌防治方面"必将具有广阔的前景+ 然而"

本实验对菌株的抑菌作用只做了体外检测"尚未

在实验动物体内做保护实验"并且还需对其胞外

产物的成分和理化特性及实际应用效果作进一步

深入的研究+
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