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摘要:为探明光合细菌对水产养殖动物病害的生物防治功能, 对病鳖、鳗及南美白对虾动物体上的病原菌进行

分离、纯化与鉴定, 人工感染健康动物检测致病性;探讨耐盐红螺菌对病害细菌分离株的抑菌效能, 和有效抑菌

作用时细胞所处的生长期。试验结果表明, 水产动物病害细菌分离株为弧菌属, 气单胞菌属和假单胞菌属菌

株;耐盐红螺菌的代谢产物对病害细菌分离株均有抑制作用,其平板抑菌圈为 1. 2~ 1. 4cm, 最低抑菌浓度多为

4~ 8 倍稀释液; 耐盐红螺菌的拮抗物质随细胞对数生长过程中生成, 至细胞衰亡期达到最大值。
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The antagonistic action of sal-t resistant Rhodospirillaceae

bacteria on aquacultural pathogens
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Abstract: The pathogens from ill turtles, eels and Ictiobus cytrinellus were separated, purified and identif ied to

prove up the biocontrol function of Photosynthetic bacteria ( PSB ) on diseases of aquatic animals. The

pathogenicity of pathogens is examined by artificially infecting the healthy animals. And the antibacterial abilities

of sal-t resistant Rhodospirillaceae bacteria against those separated pathogens were studied. At the same time, the

phases that PSB produces ef fective antibacterial action were determined. The results show that the separated

pathogens from aquatic animals are Vibrio , Aeromonas, and Pseudomonas. The metabolic products of sal-t

resistant Rhodospirillaceae bacteria show the bacteriostastic activity to those separated pathogens: the diameter of

ant ibacterial zone is 1. 2- 1. 4cm, the minimal inhibitory concentrat ions ( MIC) are mostly at the diluted times 4

- 8. The antagonistic substances of sal-t resistant Rhodospirillaceae bacteria are produced in the exponential phase

initially and reached maximal concentration in the contabescence phase.
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光合细菌在水产养殖中具有防治病害的作用,其细胞富含蛋白质和生物活性物质,及具有降低养殖

水体氨氮、亚硝基氮和硫化氢等物质,因而,促进了养殖生态的改善, 提高了鱼虾的生长速率与防病抗病
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能力;并认为光合细菌细胞可能分泌出抗菌物质, 从而抑制病原细菌的生长
[ 1, 2]
。光合细菌对病害细菌

的防治作用有两个方面, 一是改善水质, 促进鱼虾生长等间接作用, 二是可能存在的直接拮抗功能。目

前,光合细菌在水产养殖中的净化水质, 促进鱼虾生长方面的作用为人们所熟知,而对于拮抗作用还未

有文献报道。本文对光合细菌的拮抗功能进行了初步研究。

1  材料与方法

1. 1  主要试验材料

光合细菌: 采用荚膜红假单胞菌( Rps . capsulata)耐盐菌株,为本实验室选育保存菌种。

病害细菌: 气单胞菌 y 为本单位研究所提供; 气单胞菌 b、x、弧菌和假单胞菌等菌株为水产动物病

灶部位分离获得。光合细菌基础培养基和应用型培养基参照文献[ 3, 4]。细菌基础及鉴定培养基参照

文献[ 5]。

仪器设备: 细菌微孔膜过滤器(膜孔径 0. 22Lm, 上海亚东核级树脂有限公司) ; 高速离心机( TGL-

16C , 上海安亭科学仪器厂) ;高压蒸汽灭菌锅( YXQ, 上海医用核子仪器厂) ; 培养箱(上海市跃进医疗

器械一厂) ; 721分光光度计(上海第三分析仪器厂) ;光照培养装置(自制,光照强度为 1 000~ 1 200 lx,

温度为25~ 30 e )。

1. 2  研究方法

1. 2. 1  水产动物病害细菌的分离
病鳖(莆田养鳖场) , 病灶特征为颈部、腿部等长满疥疮样斑点;病鳗(福清养殖场) ,病灶特征为疯游

病; 南美白对虾为死亡成虾,体表发红(漳州诏安高密度养虾场)。

水产动物病原菌分离时首先将病鳖、鳗及南美白对虾用清水冲洗干净, 并用 75%的酒精棉球将动

物体表反复擦洗消毒,后用灭菌医用剪刀剪取病鳖病灶组织、病鳗下颚溃疡处皮肤、死虾体表发红和形

成斑点的部位, 置于装有少量无菌水的小三角瓶中,振荡充分,用细菌基础培养基以划线和平板涂布法

分离, 37 e 培养 1~ 2d后观察菌落特征和选取优势单菌落于斜面培养。

1. 2. 2  水产动物病害细菌的初步鉴定
对水产动物病害细菌分离菌株进行革兰氏染色与形态观察, 并结合细菌生理生化试验鉴定到

属[ 5, 6]。

1. 2. 3  病害细菌分离株感染健康动物试验

南美白对虾(平均体长 10 cm,体重 7. 0 g) ,彭泽鲫(平均体长 7 cm ,体重 5. 0 g)放养于玻璃水缸中,

增氧常规饲养后备用。病害细菌接种于肉汤培养液中, 37 e 震荡培养 1 d,后用微量注射器吸取 0. 2 mL

注入南美白对虾与彭泽鲫腹部(实验组) ,对照组注射0. 2mL 生理盐水。从注射感染日始采用不喂料增

氧饲养,观察感染动物的发病与死亡情况,并对死亡动物的病原菌进行再分离与鉴定。

1. 2. 4  光合细菌代谢产物制备(无菌培养液)

光合细菌斜面种活化后接种于液体培养液中, 光照培养一定时间, 将培养液离心( 10 000 r#min- 1,

20 min) , 后吸取上清液用微孔滤膜过滤, 最后收集滤液无菌检验后备用。

1. 2. 5  光合细菌的拮抗作用
方法 1:病原细菌接种于肉汤培养液中, 37 e 培养 1 d,用无菌水稀释至 10- 4浓度,吸取0. 2 mL 涂布

于细菌平板上, 取经灭菌的滤纸片(直径 1 cm)蘸取光合细菌代谢产物,干燥后贴于平板表面, 37 e 培养

1~ 2 d, 观察并测量抑菌圈大小。

方法2: 细菌经肉汤培养液培养后,以培养液为稀释剂,依次稀释成10- 1~ 10- 10浓度,后在细菌稀释

管中分别加入 1 mL 光合细菌代谢产物, 37 e 培养 2~ 3 d,以目测法观察细菌培养液中出现澄清现象的

试验管数与细菌稀释浓度。
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1. 2. 6  光合细菌拮抗作用与细胞生长的关系
300 mL 三角瓶分装 200 mL 光合细菌培养液,灭菌后接种 5~ 10%光合细菌种子, 光照培养过程中

取样测定光合细菌细胞生长量( OD660nm ) , 同时制备代谢产物, 按方法 2进行光合细菌的抑菌实验,绘制

光合细菌的生长与抑制病害细菌的曲线。

1. 2. 7  光合细菌代谢产物最低抑菌浓度试验
光合细菌代谢产物按两倍稀释法稀释成不同浓度, 后分别吸取 1mL 于一定稀释度的细菌培养液

中, 37 e 培养 2~ 3d,以细菌培养管中出现澄清的最低产物浓度为光合细菌代谢产物的最低抑菌浓度

(MIC)。

2  结果与分析

2. 1  水产动物病原菌的分离和初步鉴定

病鳖、鳗及南美白对虾动物体上分离到较多细菌, 通过平板划线纯化, 比较各菌株的菌落特征,筛选

后选取 5株进行细菌属的鉴定, 通过革兰氏染色、过氧化氢酶与不同碳源等生理生化鉴定, 结果为 5株

分离菌中,弧菌属( Vibrio)1株, 气单胞菌属( Aeromonas )2株,假单胞菌属( Pseudomomonas) 2株。

2. 2  病原细菌分离株的致病性

5株病害细菌分离株与 1株标准气单胞菌 y 培养液,通过平板菌落计数细胞数量,测得细胞浓度为

8. 0 @ 10
10
~ 6. 4 @ 10

11
ind#mL - 1

。健康动物每3尾为 1组感染 1种菌液(每尾注射感染 0. 2 mL)。结果

显示,不同病原菌株感染南美白对虾后, 3尾虾 1d内全部死亡, 而感染彭泽鲫观察 8 d, 2株假单胞菌感

染的分别死亡 1尾与 2尾, 3株气单胞菌感染的分别死亡 1尾(死亡时间不同) ,而弧菌感染的未发现死

亡,注射生理盐水的对照组动物均存活。观察死亡虾体,弧菌感染的死虾足部、尾肢及表壳呈现鲜红色,

气单胞菌感染的死虾壳软,虾体表附着物及虾尾部、腹部发黑;假单胞菌感染的死虾背部有黑褐色斑块;

而死亡彭泽鲫多为腹部肿胀, 肛门发红等。从不同菌株感染的死亡动物病灶部位分离病原菌,获得各分

离株与原菌株相同的结果。该结果表明,病害细菌分离株对虾的致病性更强。弧菌属、气单胞菌属与假

单胞菌属均为水产动物病害的主要病原菌,并且具有暴发传染病的鱼龄及流行区域广、和引起水产动物

疾病种类多等危害特征, 对水产养殖业造成的损失巨大[ 7- 9]。目前, 对于鱼虾类等水产动物细菌性疾

病,控制的主要手段是抗菌药物治疗法,但随着药物的使用,提高了细菌的耐药性,致使抗菌药物控制病

害的能力不断下降。因而,寻找生物防治与生态调控技术具有重要的意义。

2. 3  耐盐红螺菌的拮抗作用基础实验

验证光合细菌具有拮抗作用的实验设计: ( 1)光合细菌培养液点接种于病原菌平板上; ( 2)细菌平

板先涂布光合细菌代谢产物,后点接种病原细菌; ( 3)细菌培养于 pH 7. 5~ 9. 5的培养基上生长实验。

试验结果为: ( 1)细菌平板出现不完全透明且较大的抑菌圈(光合细菌培养液点接处) ; ( 2)接种的细菌

不生长; ( 3)细菌在 pH 7. 5、8. 5与 9. 5碱性条件下生长良好。分析以上结果 ,表明光合细菌对水产分

离病害细菌具有拮抗作用。另外, 在本实验中探讨碱性 pH对细菌生长的影响,这是由于光合细菌大量

生长后,其培养液中 pH 会达到 9. 0左右,因此,设计 pH对细菌生长的影响, 将可排除光合细菌培养液

中较高的 pH 对病害细菌可能存在的抑菌作用。
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2. 4  耐盐红螺菌的拮抗作用

光合细菌接种后光照培养 4 d(OD为 0. 4左右)

制备代谢产物。病原菌培养液的初始细胞数量为1010

~ 10
11
ind#mL- 1

(平板菌落计数法) ,采用药敏纸片法

(自制)与病原菌液体稀释法进行抑菌试验。其中药

敏平板抑菌试验中病原菌培养液稀释成 10- 4浓度,病

原菌稀释法抑菌试验中病原菌培养液稀释至 10
- 10
浓

度。由试验结果(表 1、2)可以看出,荚膜红假单胞菌

对病原细菌的抑菌圈直径为 1. 2~ 1. 4 cm,对病原细

菌的抑菌浓度为10- 6~ 10- 10稀释管。

表 1 光合细菌代谢产物在药敏纸片法中的抑菌作用

Tab. 1 The antibacterial action of metabolic product of

PSB in antimicrobial susceptibility

批次
no

抑菌圈直径( cm)
diameter of antibacterial zone

弧菌属
Vibrio

气单胞菌属
Aeromonas

y b x

假单胞菌属
Pseudomomonas

m1 m2

1 1. 2 1. 3 1. 2 1. 3  1. 2 1. 3

2 1. 3 1. 4 1. 2 1. 4  1. 2 1. 4

表 2 光合细菌代谢产物在细菌稀释管中的抑菌作用

Tab. 2  The antibacterial action of metabolic product of PSB on diluted bacteria in testing tubes

病原细菌
pathogens

细菌稀释管 dilution t imes of bacteria

1
10- 1

2
10- 2

3
10- 3

4
10- 4

5
10- 5

6
10- 6

7
10- 7

8
10- 8

9
10- 9

10
10- 10

弧菌
Vibrio

+ + + + + + + + + + + + - - - - -

气单胞菌 y
Aeromonas y

+ + + + + + + + + + + + + - - - - -

气单胞菌 b
Aeromonas b

+ + + + + + + + + + + + + + - - - -

气单胞菌 x
Aeromonas x + + + + + + + + + + + + + + - - - -

假单胞菌 m1
Pseudomomonas m1

+ + + + + + + + + + + + + + - - - -

假单胞菌 m2
Pseudomomonas m2

+ + + + + + + + + + + + - - - - -

  注:目测法。/ + + + 、+ + 、+ 0分别表示高度、中度和轻度浑浊, / - 0表示不浑浊

Notes: eyeballing method. / + + + 、+ + 、+ 0 denotes highly turbid, moderately turbid and lightly turbid respectively; / - 0 denotes not turbid

2. 5  光合细菌拮抗物质的生成与细胞生长的关系

荚膜红假单胞菌接种于应用培养液中, 测定其生长过程对气单胞菌 y 的拮抗作用。结果(图 1)显

示,光合细菌生长初期不具有抑菌表征, 对数生长至细胞达到较高浓度时出现抑菌, 当细胞衰亡时达到

最大的抑菌作用。这表明光合细菌的拮抗物质随细胞生长过程生成;在细胞衰亡时由于细胞通透性加

大和细胞自溶等作用,使细胞内的抑菌物质更好的分泌,从而抑菌作用加强。

2. 6  培养基与光合细菌拮抗作用的关系

光合细菌基础培养基成分多, 适用于富集、分离等科学研究;应用培养基成分较为简单,适用于生产

培养与应用,具有培养成本低、培养条件粗放和易于操作等特点。为探讨两种培养基的拮抗作用差异,

将荚膜红假单胞菌分别接种于基础培养液与应用培养液中, 测定光照培养过程细胞的生长曲线与细胞

生长过程对气单胞菌 y 的抑菌作用, 结果见图 2。由图 2看出,光合细菌在基础培养液中先于应用培养

进入对数生长期;但从细胞数量和抑菌作用看,呈现出不管是基础培养基还是应用培养基,光合细菌细

胞生长达到较大量(基础培养液中细胞数量高于应用培养基)时才产生抑菌作用,且抑菌效果相近。分

析该结果认为, 基础培养基有利于光合细菌的快速生长,但拮抗物质分泌较慢; 应用培养,初期细胞生长

较慢, 但快速生长后拮抗物质分泌较快, 因而在细胞量较少情况下具有抑菌表征,这可能由于应用培养

液中渗透压较低或培养基成分中具有促进拮抗物质分泌的因子。另外图 2中 2. 4曲线与图 1比较,可

看出光合细菌在应用培养液中的生长与抑菌曲线有差异, 这可能由于两试验中接种后初始 OD 不同所
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致(图 1试验:初始OD为 0. 048,图 2试验;初始OD为 0. 022)。初始细胞数量大, 菌体快速繁殖的生物

量大,拮抗物质分泌在较短时间内达到抑菌浓度, 因而图 1实验抑菌表征的培养时间短。本试验的另一

结果与2. 5相似,光合细菌的拮抗物质在细胞衰亡期达到最强的抑菌作用。

图 1 光合细菌拮抗作用与细胞生长的关系

Fig. 1  The relation between the antagonistic

activity of PSB and microbial growth

图 2 培养基类型与光合细菌的生长及拮抗作用

Fig. 2 Relations among the types of medium,

growth of PSB and the antagonistic action

注: 1, 2光合细菌抑菌曲线; 3, 4光合细菌生长曲线

  (1, 3基础培养基; 2, 4应用培养基)       

Notes: 1, 2 The bacteriostastic curve of PSB; 3, 4 The growth

curve of PSB ( 1, 3 basic culture medium; 2, 4 applied culture medium)

  

2. 7  光合细菌代谢产物的最低抑菌浓度

光合细菌培养 7d后(细胞接种后初始 OD为 0. 042)制备代谢产物, 以两倍稀释法依次稀释成 2、4、

8、16倍等,病原细菌用细菌培养液稀释至 10
- 4

,探讨光合细菌代谢产物对水产动物病害分离菌的最低

抑菌浓度。结果(表 3)显示,光合细菌的代谢产物对弧菌的抑菌作用较小( MIC 为 4倍稀释液) ; 对气单

胞菌的抑菌作用较强( MIC为 8倍稀释液) ;对假单胞菌属菌株的抑菌作用差异较大( MIC 为 4~ 16倍稀

释液)。这表明光合细菌代谢产物对病害细菌的最低抑菌浓度多为 4~ 8倍稀释液, 光合细菌分泌的拮

抗物质对不同病原菌的抑菌效能存在较大差异。
表 3 光合细菌代谢产物对水产病害分离细菌的最低抑菌浓度(MIC)

Tab. 3 MIC of metabolic products of PSB against separated aquicultural pathogens

病原细菌
pathogens

代谢产物稀释倍数
dilut ion t imes of metabolic products

1/ 2 1/ 4 1/8 1/16 1/ 32

弧 菌 Vibrio - - + + +

气单胞菌 y Aeromonas y - - - + +

气单胞菌 b Aeromonas b - - - + +

气单胞菌 x Aeromonas x - - - + +

假单胞菌 m1 Pseudomomonas m1 - - - - +

假单胞菌 m2 Pseudomomonas m2 - - + + +

3  结论

( 1)水产养殖动物病害分离细菌(弧菌属 1株,气单胞菌属 2株,假单胞菌属 2株) ,人工感染健康动

物试验具有致病性, 从感染动物体上分离的病原菌鉴定结果与原感染菌株相同。试验分离菌为水产养

殖动物病害的病原菌属
[ 2, 7, 8]

。

( 2)荚膜红假单胞菌耐盐菌株的代谢产物(无菌培养液)对水产病害细菌 ) 弧菌属、气单胞菌属和假
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单胞菌属均有抑制作用, 其最低抑菌浓度多为 4~ 8倍稀释液; 荚膜红假单胞菌的拮抗物质似是生长代

谢产物,当细胞大量生长时出现拮抗表征,但在细胞衰亡期分泌出更大量, 表明收获光合细菌拮抗物质

的较佳时间不是细胞对数生长期, 而是细胞衰亡期。

( 3)本研究表明光合细菌具有拮抗功能,这为光合细菌的拮抗功能研究打下基础。目前, 在水产养

殖业中,预防比发病后的用药治疗和恢复更为重要
[ 7]
, 因而,光合细菌的生物防治功能应作为重点内容

加以研究,并更要注重对红螺菌科光合细菌的拮抗功能开发与应用。
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