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细菌 QJZ 对对虾病原性哈维氏弧菌的拮抗作用
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摘要 :对气味黄杆菌(月公闭阮心冲勿
口冠如劝如 )印2 及其去细胞上清液 (C邢 )对对虾病原性哈维氏弧菌 (踢南

从训州 )马q
、

B 卫2 的拮抗作用进行了研究
。

印 2 的 C比 对病原菌表现显著的拮抗性能
,

在 6h 内使数量为 1护

一 1护cfu
·

吐
一 ‘
的病原菌 乙q

、

日卫2 均降为。
。

经热
、

酸碱
、

蛋白酶处理的 C FS
,

抑菌活性均有不同程度下降
,

结

果为
:

经 印℃处理 6伪血盖的 C昭
,

经 6h 使 马q 细菌数降为 。
,

经 巧Inm 使 B卫2 数量降为最低
,

为初始菌数的

63
.

0 % :

经 100 ℃处理 10 m in
,

CFs 使 乙q 和 B 犯2 数量分别在 lh 和 15 ~ 降为最低
,

各为初始菌数的23
.

7 % 和

72
.

1 % ;经 p困 作用 以〕m i卫1
,

CFS 使 乙q 和 日卫2 数量分别在 巧~ 和 lh 降为最低
,

各为初始菌数的 88
.

3 % 和

巧
.

9 %
,

而经 PH 12 处理 3。卫访后
,

。召 没有使病原菌数下降
,

但使病原菌以 比对照组细菌低的速率缓慢上升 ;

经蛋白酶 K 于 37 ℃作用 印 m 初 后
,

〔r s 在 巧~ 时使 乙q 和 B 刀2 数量降为最低
,

各为初始菌数的 巧
.

0 % 和

肠
.

1 %
。

在人工水体中
,

印2 活菌对病原菌也具有显著的拮抗性能
,

在 24 h 内使 马q
、

日)22 数量下降到最低

值
,

各下降了 1
.

6
、

2
.

4 L艰20数量级
。

结果表明 Q狡 产生的抗性物质为细菌素
,

对病原性哈维氏弧菌具有良好

的拮抗作用
。

关键词 :气味黄杆菌 ;病原性哈维氏弧菌 ;拮抗
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拮抗是细菌或其它微生物相互作用的一种方式
,

有的微生物可在环境中分泌抗生素
,

很快杀死其它

微生物 ;有的细菌产生细菌素
,

可杀死与其亲缘关系相近种 ;也有的在生态系统是营养竟争的胜利者
,

在

自然环境中占有生存的优势
。

微生物间的这种相互作用很早便用于控制人和动物的疾病
,

如乳酸杆菌
、

双歧杆 菌
、

假单胞 菌 等有 益 微生物常用 于肠 道疾病的控制「卜
”〕

。

近 年来
,

有 拮抗作用 的益 生 菌

(R 旧bion t) 逐渐被用于水产养殖控制水体病原
,

如
: 在鱼类养殖 中

,

利用荧光假单胞菌抑制水霉抱子的萌

发闭
,

或拮抗病原性杀蛙气单胞菌 [s] ;在虾
、

贝生产中
,

利用溶藻胶弧菌
、

产色素细菌控制苗期的多种病

原性弧菌 [e, 7〕。

许多弧菌可引起对虾的严重疾病仁
“一 明

,

在养殖中控制弧菌病的方法多用抗生素和化学药 品
,

结果

不仅养殖水体的正常菌群遭到破坏
,

还导致病原菌株的耐药性
,

严重地污染生态环境
,

因此利用生态养

殖方法控制病原性弧菌是防治对虾弧菌病的一条途径
。

海水环境及健康动物体内是拮抗菌的来源之

一
,

199 6 一 199 8 年我们从海水养殖环境分离到多株对许多病原性弧菌具有拮抗作用的细菌
,

其中气味黄

杆菌 QJ2 (月阮如6配扮瓦uIn
。

汕~
) 的拮抗作用最明显〔川

。

哈氏弧菌是对虾苗期 的重要病原〔
‘2 一

州
,

本

实验对 QJZ 拮抗对虾病原性哈氏弧菌的特性进行了研究
,

为其应用于养殖水体拮抗病原菌提供理论基

础
。

1 材料和方法

1
.

1 菌株

拮抗菌印2 (厂阮
彩砧。￡勿几州叽 。兀肠m 艺

姗 ) 由本实验室分离和保存
。

病原性哈氏弧菌(姗而 加
找粉乞)马q

为本实验 室分离的 中国对 虾苗期病原菌
,

ED 2 2 为 比利时根 特大学微生物 实验室 赠送 的万 氏对虾

(Pe nae 。

~
i) 苗期病原菌

。

1
.

2 去细胞上清液 (CFS )的制备

将拮抗菌于 22 16 E 海水培养基(0
.

5 %蛋白陈
,

0
.

1% 酵母粉
,

0
.

01 % FeP O4
,

陈海水 )中振荡 (50
一 100

r ·

m in
一 ’

)培养 24 h
,

培养物经 9 0 以) r
.

而n ‘ ’
低温离心 巧In ill 除去细胞

,

上清经 0
.

2刀与n
滤膜过滤除菌即得

CFS
,

测定 PH 后储存于 4℃冻箱待用
。

1
.

3 CFS 对病原菌的作用

病原菌于 22 16E 液体培养基培养过夜
,

3 (XX〕r
.

n五n 一 ’
离心 30

n lin 得细胞沉淀
,

以无菌海水悬浮后取

适量加到 CI召 中
,

调节细菌浓度为 1护
一 1护此115

·

加L 一 ’,

以灭菌海水(含 0
.

1 % 蛋白陈)代替 CF S 作对照
,

置 28 ℃培养箱孵化
,

分别于 Om in
,

15 m in
,

1h
,

3h
,

6h
,

抖h 取样于 22 16E 平板上进行活菌菌落计数
。

1
.

4 CFS 对热
、

酸碱
、

酶的敏感性

1
.

4
.

1 对热的敏感性

CFS分别经 60 ℃水浴 60 ~
、

100 ℃水浴 10Inj
n
后

,

置冰浴 10 n血 停止反应
。

加入病原菌悬浊液
,

同

1
.

3 方法进行计数
。
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1
.

4
.

2 对酸碱的敏感性

用 l mo 卜L
一 ’N出。H 或 l mo 卜L

一 ’

Hc l将 CFS 的 PH 调至 12 或 4
,

置 28 ℃作用 30 ~ 后
,

用酸或碱调

至 pH习
.

0
,

加人病原菌悬液
,

定 时取样进行细菌计数
。

1
.

4 3 对蛋 白酶 K 的敏感性

将蛋 白酶 K 溶液加人 CFS (终浓 度为 lmg
·

mL
一 ‘

)
,

置 37 ℃水浴作用 1h
,

取 出加人苯 甲基磺酞氟

(孙怒F
,

终浓度 2 01 气x lo l
·

L
一 ‘

)终止反应
,

然后加入病原菌悬液
,

进行细菌计数
。

未加人 CF S 作用的病原菌数量作为上述三种处理的对照
。

1
.

5 QJ Z 活菌在人工水体的拮抗作用

在 5 0m L 的灭菌海水(含 0
.

1% 蛋白陈
,

0
.

05 % 酵母膏 )接人培养过夜的拮抗菌悬液 0
.

sm L
,

2 4 h 后接

入病原菌悬液 (终浓度为 1护 一 1护c
ell

s
.

m L 一 ‘
)

,

置 28 ℃培养
,

每天定 时取样于 22 16E 或 1℃B S(硫代硫 酸

盐 一柠檬酸盐
一 胆盐

一
蔗糖琼脂 )平板上计数

,

连续观察 5d
。

对照设三组
,

一组为仅加拮抗菌的海水
,

另两组为分别加病原菌的海水
,

各菌悬液同上述方法同步加人
。

2 结果

2
.

1 病原菌在 印2 去细胞上清液的生长

病原 菌 的生 长 受 勿ZC FS 的抑 制
。

巧~ 时 _

马q 细菌数由 9
.

0 X l护cfu
·

mL
一 ‘下降 为 2

,

67 x

葛
l氏fu. mL

一 ‘,

E022
由 “

·

67
‘ 1氏fu. mL

一 ‘下 降为 鑫
3. 21 ‘ 1氏fu. mL

一 ‘; 随着作用时间延长
,

细菌数急 聋
剧下降

,

到 6h 时两种病原菌数量均下降为 0( 图 1)
。

亨

未加 CFS 的病原菌经过短暂的延滞期后呈对数生

长
,

细菌数渐渐增加
。

结果表明细菌 QJZ 分泌抗性

物质到胞外
,

抑制病原菌的生长
。

2
.

2 CFS 对热的敏感性 纯

印ZCFS 经 印℃处理 60
n lin 后

,

对病原菌 马q 注

仍具有显著的抑制活性
,

巧~ 时 乙q 数 量下降至

初始菌数的 30
.

7 %
,

6h 时细菌数降为 0; 而对病原菌

一心尸一
‘

- 刁卜~ ~

- 刊‘一
.

一刁咚一
‘

Z3 GZ一CFS

E0 2 2 { FS

Z3G Z

E0 2 2

O

一
一

—一
一一一一‘匆一一一喝

0 0
.

2 5 1 3 6 2 4

时间 / h

图 1 QJZ C FS 对病原菌的抑制作用
.

1 T be inh iblto ry aC tiv iti e s to 稗tho g e n s 勿 C FS of 《刃2

: -
.

一 乙 q 一 口召 示病原菌马q 在 〔下召 中的存活曲线 ;

- . 一 B 犯2 一 CFS 示病原菌创2 2 在 CFS 中的存活曲线 ;

一
▲

一 乙q
、
一 x 一 E幻2 2 分别表示病原 马 q

、
B 卫2 在海水 中

(含 0
.

1 % 蛋白炼)的生长曲线
。

以下图示相同
。

E习2 2 的抑菌活性显著下降
,

巧~ 时使其数量下降至初始菌数的 63
.

0 %
,

此后呈逐渐上升趋势
。

经 100 ℃处理 巧Inm 后
,

巧~ 时 B 〕2 2 细菌数降为最低
,

为初始菌数的 72
.

1 % ;而 乙q 在 lh 时降为

最低
,

为初始菌数的 23
.

7 %
。

病原菌数量经过短暂的下降后
,

呈现出逐渐增长的趋势(图 2 一 b )
。

相对地
,

对照组病原菌数呈上升趋势
。

一劝卜
~ Z3 GZ一CFS

~ 」卜- . E0 22 一CFS

喇

月卜
~ Z3G Z

- 今卜~ E 0 22

一叫今-
- 叫. 卜-

一 , 卜-
- - 开一

Z3 GZ一CFS

E0 22一FS

2 3 G乞

艺0 艺艺

09�洲门了654

�几
三
·

e己\氧细异。工萝
,

一

00陇�匕4q�自

�几
三

.

月己\彰姐�甩
一留曰

0 0
.

2 5 6 24 0 0
.

2 5

时间 / h

a
、

6 0 ℃ / 6 0m i
n

1 3 6

时间 / h

b
.

100 ℃ / I Om i n

图 2 热处理的 QJZ CFS 对病原菌的抑制作用

R g Z 1 11 e in hi blt o卿 民 ti vi ti e s to 脚山og e n s 勿 CFS of QJ Z tr e a te d by he at
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2
.

3 CFS 对酸
、

碱的敏感性

印ZC邵 经过 pH4 处理 30
In五1
后

,

使 ED 2 2 和 马q 的数量分别在 lh 和 1511止1
下降至最低值

,

各为初

始菌数的 15
.

9 % 和 88
.

3 % (图 3 一 a)
:
经 PH 12 处理 3Om in 后

,

CFS 的抑制活性大大降低
,

在 1h 内病原菌

呈缓慢上升趋势
,

但与对照组相比
,

其上升速率很缓慢 (图 3 一 b )
。

结果可 以看 出
,

强酸
、

碱处理使 印2

去细胞上清液的抑菌活性明显降低 ;相对地
,

在酸性条件下
,

作用于 E0 2 2 的抗性物质的稳定性较作用于

马q 的稳定性高
。

61匕4

�一
.

省
·

之己\氧钮寡
。一

留‘犷省
·二
℃�\燕徊丢日若山

2 5 1 3

时间 / h

a
.

PH 4 / 30 m i n

一川卜一 Z3 GZ一 CFs

一月
,

一 E0 2 2一CFS

- 刊卜~ Z3 GZ

一洲‘ E0 2 2

24 0
.

2 5 1 3

时间 /h

b
.

p H 12 / 30
m i n

图 3 经酸碱处理的 CFS 对病原菌的抑制作用

凡
.

3 叨〕e in hi bltory
a cti vi ti e s to 详lti log e l招 b y CFS of QJZ tr ea ted by ac id or a k ali

2
.

4 CF S 对蛋 白酶的敏感性

经蛋 白酶 K 处理后
,

印ZCFS 对病原菌的抑制 活性明显下 降
,

在 巧m in 时
,

几q 数量降为初始菌数

的 巧
.

0 %
,

而 E O22 降为初始菌数的 66
.

1% (图 4 )
。

结果表 明 印ZCFS 的活性物质具有蛋 白质性质
。

未

加 CFS 的对照组的病原菌数呈上升趋势
。

2
.

5 QJ Z 在模拟水体中的拮抗活性

印2 在 22 16E 平板上产生褐色色素
,

在 1〔旧S 上不生长
,

而病原菌 乙q 和 E习22 在 TCB S 上为黄色菌

落
,

因此用两种培养基来观察水体细菌数的变化
。

在模拟水体中加人拮抗菌
,

24 h 后加人病原菌
,

水体

中病原菌 的数量变化如图 5
。

从图中可看到
,

在 印2
一

病原菌拮抗体系
,

印2 数量在 IJ 一 1护
c fu

·

mL
一 ’
波

�������
�一
一

省
·

云
。
�\寡戴妞。一留闷

- 今一 Z 3GZ 一cFs
. 叫. 一

E0 2 2一FS

一 , ‘一 z 3G Z

- 今卜~ E 02 2

于Z 3G Z

伞E0 22

C一Z 3GZ

C一E 0 22

C田JZ

QJZ一Z

QJZ王

含省白℃�\氨扭二氛已留‘

时间 / h

图 4 经蛋白酶 K 处理后的 CFS 的病原菌抑制作用

凡
.

4 刃】e inb ihi ti恻 朗 tiv iti e s to P汕噢笋
n s by C璐 of

印2 证a te d by PI’O 俪
nase

2 4 4 8 60 72 96

时间 /h

图 5 模拟水体病原的数量变化

瑰
.

5 NI Un 如沈 of Pa th og e ni c ba c te o a

in 州断e lal 义级w a加r syst e m

注 : 一
令

一 Q 一 马q
, - . 一 Q 一 B 犯2 分别为 印2 病原菌拮抗体系中马q 正刃2 2 的数量 ; -

.
一
卿2 一 z

、 一 十

一
病原菌拮抗体系中拮抗菌 印2 的数量 ; 一

▲
一 c 一 马q

, 一 x 一 c 一 B 卫2
, - 关 一 c 一

印2 分别为对照体系病原菌

菌 印2 的数量
。

一
卿2 一 E 分别为 印2

乙q
、
E0 22 以及拮抗
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动 ; 而病原菌数量在 24 h 内下降到最低
,

马q
、

EO2 2 分别下降了 1
.

6 和 2
.

4Lo g l。
数量级

,

此后细胞数量渐

渐上升
,

在以后的三天内维持在 2
.

06
一 3

.

61 x l护cfu
·

m L
一 ‘。

各对照体系的细菌数量变化趋势一致
,

印2
、

马q 和 日犯2 在 2 4 h 内分别由 1
.

08
x 1J cfu

·

mL
一 ’、 2

.

13 x l护
cfu

·

mL
一 ’、 4

.

25
x l护c fu

·

mL
一 ’上升为

5
.

75
x l口cfu

·

m L 一 ‘、 2
.

53 x 1J c fu
.

m L
一 ’、3

.

18 x l丁cfu
.

m L
一 ‘ ,

以后均在 1丁 一 1护cfu
·

m L 一 ‘
波动

。

结果表

明了在模拟水体中
,

IJ
一 10S cfu

·

mL
一 ‘的 印2 可将病原菌数量控制在 1护 一 1护c fu

·

mL
一 ’
左右

。

3 讨论

我们从对虾养殖水体分离到 5 株拮抗菌
,

其中印2 具有广泛 的抑菌谱
,

能抑制多种病原性弧菌的生

长 [川
。

从实验结果可看到
,

经 24h 的培养后
,

印2 抑菌物质分沁到细胞外
,

抑制病原菌的生长
。

这些在

对数期产生的具有蛋 白质特性的杀菌物质称作
: “

细菌素
”

(bac
te ri oc in )[

‘5〕
。

印2 产生的细菌素对病原性哈维氏弧菌作用非 常迅 速
,

在 15
~ 内使其细菌数大大降低

。

虽然

马q 和 B犯2 同为哈维氏弧菌
,

但它们对 印2 细菌素的敏感性有明显差异
,

如经 Cf S 作用 lh 后
,

乙q 细

菌数下降了 98
.

4 %
,

而 EO2 2 下降了 70
.

5 %
。

经酸
、

碱
、

热等处理后 的 QJZ 细菌素对病原菌的作用能力

也有 明显差异
,

如 CFS 经 pH4 处理后
,

经 lh 使 E D2 2 细菌数下降了 84
.

1%
,

而经 巧而
n
仅使乙q 数量下

降了 11
.

7 % ;经蛋白酶 K 处理后
,

经 巧~ 使 乙q 数量下降了 85
.

0 %
,

而 日犯2 数量下降了 33
.

9 %
。

从

试验结果看
,

印2 细菌数对热
、

酸碱等有一定的耐受程度
,

但极端的热
、

酸碱及蛋白酶的作用均能使其杀

菌活力下降
。

实验中发现
,

在 CFS
一
病原菌作用体系

,

当病原菌的数量下降到最低值后
,

体系中未被杀死的病原

菌经过一段时间渐渐繁殖起来
,

最终保持在一 比较恒定的数量
。

这种现象可能是 因为作用于敏感细胞

的抑菌物质减少
,

或是抑菌物质的活力随时间和环境的变化而降低
,

这两者直接或间接地减弱了抗性物

质对病原菌细胞的作用
,

而最终使病原菌生长繁殖起来
。

在印2 一 病原菌混合的模拟水体中
,

在较短时间内 (24 h) 病原菌数 目有较大的下降
,

表明 印2 活菌

的拮抗作用很 明显
。

从结果看到
,

经过 一段 时间后
,

拮抗菌在水体中的细菌数维 持在 1口 一 1护cfu
·

mL
一 ‘ ,

而病原菌维持在 1护 一 1护cfu
·

mL
一 ’ ,

两者达到相持阶段
,

这与 I尤ff lO S
等〔

‘6 J的研究结果一致
。

由于

拮抗菌印2 的抗性物质主要是在对数生长期中产生
,

实验时先在水体加人拮抗菌
,

让其在水体中繁殖起

来
,

伴随着数量的增加
,

抗性物质便产生
,

而随后加人的病原菌即刻被作用而使菌数下降
。

由于模拟水

体中的营养物质不是很丰富
,

有抗性作用的代谢物的浓度不足以杀死全部的病原菌
,

因而病原菌数在下

降或维持较低的数 目后便渐渐生长繁殖起来 ;同时 由于 QJZ 在水体中有较大 的数量优势
,

并且在生长的

后期仍然有抑制物质少量地产生
,

因此病原菌未能有足够的营养和生存空间来生长和繁殖
,

在水体中便

维持一定的数 目
,

和拮抗菌达到平衡
。

有资料表明
,

当水体中的弧菌数达到 1护此u
.

n止
一 ‘以上 时

,

对虾

易患弧菌病 [‘3 〕
,

因此利用拮抗菌将病原菌数量控制在一定的数量之下
,

无疑对对虾养殖有重要的意义
。

鉴于 印2 可有效拮抗水体中的病原性哈维氏弧菌
,

下一步工作将研究其在对虾育苗水体中的作用
。
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