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乳酸链球菌 Λ318 的培养及其对海洋弧菌的抑制作用 ∗

姜英辉 李光友

青岛海洋大学生命学院

国家海洋局海洋生物活性物质重点实验室 青岛

提要 以海洋弧菌作为检测菌 采用平板抑菌圈检测法 对发酵上清液的抑菌性质和在不

同培养条件下 包括碳源 !氮源 !初始培养基 值 !温度 !接种量和装液量等 乳酸链球菌

的生长和对海洋弧菌的抑制作用进行研究 ∀结果表明 含有乳链菌肽的发酵上清液经稀释 ∗
倍后 具有较强的抑菌活性 乳链菌肽在酸性条件下比在碱性条件下稳定 ∀采用蔗糖或葡萄

糖为碳源 酵母膏 ! 蛋白胨和牛肉膏为复合氮源 能够获得菌体的 佳生长和 佳的抑菌活

性 适的对海洋弧菌的抑制条件为温度 ε 接种量 ∗ 装液量 ∀初始 值对

海洋弧菌的抑制作用不明显 ∀

关键词 乳酸链球菌 乳链菌肽 培养条件

乳链菌肽是由某些乳酸链球菌所产生的一种多

肽类抗菌物质 对许多革兰氏阳性菌 如李斯特氏菌 !

芽孢菌 !梭菌等以及某些革兰氏阴性菌如大肠杆菌等

有强烈的抑制作用 ≈ ∀ 年 ∏ 综述了乳链

菌肽作为一种安全 !高效的食品防腐剂 在乳制品 !肉
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制品 !饮料等食品方面的应用 ∀

近年来 海产品养殖业 包括对虾 !扇贝 !鱼类和

鲍鱼等的养殖快速发展 具有可观的经济效益 ∀但随着

放养密度的加大 养殖环境及水质恶化等原因 导致

的严重病害使养殖业蒙受巨大的损失 ∀有报道表明

含有乳链菌肽的益生素制剂作为对虾饵料添加剂应

用于对虾养殖中 可以提高对虾的免疫力 抵御病原

菌的侵袭 并可以避免使用抗生素带来的药物残留和

细菌抗药性的问题 ≈ ∀但对引起鱼虾病害的病原菌之

一的海洋弧菌 乳链菌肽对其的抑制作用的研究未见

报道 ∀本文报道乳酸链球菌 在不同的培养条件

下对乳链菌肽产生的影响和对海洋弧菌的抑制作用

以期为海水养殖业绿色生物农药的开发提供参考 ∀

材料和方法

菌株

乳酸链球菌 Στρεπτοχοχχυσλαχτισ 系乳

链菌肽产生菌 由山东大学微生物技术国家重点实验

室提供 ∀海洋弧菌 ςιβρο 由国家海洋局第一海

洋研究所王文兴提供 ∀

培养基

乳酸链球菌菌种保藏培养基

新鲜牛奶 经脱脂处理后 于 ε ! 灭菌 ∀

发酵培养基

蛋白胨 酵母膏 牛肉膏 葡萄糖

无水乙酸钠 柠檬酸三铵 °

≥ # ≥ # 水

∀

海洋弧菌培养基

采用 ∞培养基 ∀

抑菌实验培养基

采用 ∞培养基 其中添加 的 ×

琼脂浓度为 ∀

测定方法及培养条件

乳链菌肽的抑菌活性的测定

将发酵液离心除菌后 参照 × 等的方法 并

加以改动 测定抑菌活性 ∀以海洋弧菌为指示菌 以牛

津杯代替打孔 ∀在 ∞平板上加入 的海洋

弧菌悬液涂布 制成待测平板 再将无菌牛津杯置于

平板上 取 的发酵液注入牛津杯内 于 ε 培

养 检测抑菌圈的直径大小 ∀抑菌圈的直径大小

反映了乳链菌肽抑菌活性的高低 ∀

乳酸链球菌 生长测定

用 型分光光度计在 处测定稀释后菌

悬液的吸光度 以同样稀释度的同样培养基作对照 ∀

不同稀释倍数发酵上清液的抑菌活性

测定

发酵液离心过滤后 得到的无菌上清液按一定比例

分别稀释 倍后检测其抑菌活性 ∀

不同的培养条件

不同碳源 !氮源对乳酸链球菌 的

生长和对海洋弧菌的抑制作用

不同碳源的影响 用不同的可溶性糖类代

替发酵培养基中的葡萄糖 浓度为 培养

后测定乳酸链球菌 的生长和抑菌活性 不加碳

源的培养基为对照 ∀

不同氮源的影响 以葡萄糖为碳源 选取

不同的氮源测定氮源对乳酸链球菌 的生长和抑

菌活性 氮源浓度为 培养 不加氮源的培养

基为对照 ∀

不同起始培养基 对海洋弧菌的抑

制作用

分别用 的 ≤ 和 调节发酵培养基

的 为 ∗ 于 ε 培养 后 测定抑菌活

性和发酵后的培养基 值 ∀ 值采用 ≥2 ≤ 型精

密 计测定 ∀

不同培养温度对海洋弧菌的抑制作用

采用不同的培养温度 和 ε 培

养 后测定生长和抑菌活性 以及发酵后培养液

的 值 ∀

不同接种量对海洋弧菌的抑制作用

以 ∗ 的接种量接入发酵培养基 ε

培养 分别于 和 测定抑菌活性和发酵液的

值 ∀

不同装液量对海洋弧菌的抑制作用

采用 的三角瓶 分别装入

和 的培养液 ε 静止培养 测定抑菌活

性的大小 ∀

结果和讨论

不同稀释倍数的发酵上清液的抑菌活性

实验结果表明 发酵上清液对海洋弧菌有一定的

抑制作用 稀释至 ∗ 倍后 还保存较强的抑菌活

性 抑菌活性可保留 以上 发酵上清液稀释 倍

后 检测不到对海洋弧菌的抑制作用 ∀将上清液同原

发酵液相比较 前者抑菌活性略微降低 为发酵液的
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图 不同起始 对海洋弧菌的抑制作用

ƒ ςιβρο

∀其原因在于原发酵液中含有的乳酸链球菌

在检测过程中 继续产生乳链菌肽抗菌活性物

质 显示出比去菌上清液较强的抗菌活性 ∀

不同碳源 !氮源对乳酸链球菌 的

生长和对海洋弧菌的抑制作用

不同碳源的影响

不同碳源对乳酸链球菌 的生长及其代谢产

物乳链菌肽对海洋弧菌的抑制作用的结果见表 ∀在

表 所提供的碳源中 以蔗糖为碳源 可得到 大的

抑菌圈直径和较高的菌体生长 因此 蔗糖是所测定

的碳源中能够产生对海洋弧菌 大抑菌活性的碳

源 ∀同时 乳酸链球菌 也能利用葡萄糖 !乳糖和

半乳糖良好的生长和产生较高的抑菌

活性 ∀以麦芽糖为碳源 可获得 高的

生长量 但抑菌活性较低 ∀乳酸链球菌

不利用木糖和山梨糖生长 从而

检测不到抑菌活性 ∀

不同氮源的影响

不同氮源对乳酸链球菌 的生

长及其代谢产物乳链菌肽对海洋弧菌

的抑制作用的结果见表 ∀表明 有机

氮源 例如酵母膏 !蛋白胨和胰蛋白胨

等可促进菌体生长 并产生有抑菌活

性的乳链菌肽 ∀无机氮源不支持菌体

生长 检测不到抑菌活性 ∀因此乳酸链

球菌 的生长需要有丰富的有机氮

源 ∀这是由于对乳链菌肽产生菌而言

多数需要外源特定的生长因子 提供生长所需 ∀采用

复合有机氮源可获得菌体的 佳生长和产生 佳的

抑菌活性 ∀

不同起始培养基 值对海洋弧菌的抑

制作用的影响

不同起始培养基 值对海洋弧菌抑制作用的

结果如图 ∀可以看出 在 时有 大的抑菌

活性 随着 值的增加和降低 抑菌活性略有下降

但对抑菌活性的产生的影响不是很明显 ∀同时 随着

值由 增加至 时 发酵后 值呈略微增加

的趋势 ∀

不同培养温度对海洋弧菌的抑制作用

的影响
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表 1  不同碳源对乳酸链球菌 Λ318 生长和对海洋弧菌的

抑制作用

Ταβ .1  Εφφεχτ οφ χαρβον σουρχεσ ον γροωτη οφ Στρεπτοχοχχυσ

λαχτισ Λ318 ανδ ινηιβιτιον εφφεχτσ ον µαρινε ςιβρο

σπ .

碳源 发酵后 值 ⁄ 抑菌圈直径

葡萄糖

乳糖

半乳糖

蔗糖

麦芽糖

果糖

甘露糖

纤维二糖

木糖 无

山梨糖 无

对照 无

表 2  不同氮源对乳酸链球菌 Λ318 生长和对海洋弧菌的抑制作用

Ταβ .2  Εφφεχτ οφ νιτρογεν σουρχεσον γροωτη οφ Στρεπτοχοχχυσλαχτισ Λ318 ανδ

ινηιβιτιον εφφεχτ ον ςιβρο σπ .

氮源 发酵后 值 ⁄ 抑菌圈直径

酵母膏

有 蛋白胨

机 牛肉膏 无

胰蛋白胨

无 ≤ 无

机 ≥ 无

无

复合 酵母膏 蛋白胨

有机 牛肉膏

对照 无
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图 不同温度对海洋弧菌的抑制作用

ƒ ∏ ςιβρο

培养温度对海洋弧菌的抑制作用的影响 结果

如图 所示 ∀在所测定的温度范围内 ∗ ε 时

乳酸链球菌 生长良好 抑菌活性较高 其中以

ε 为 佳值 ∀当温度高于 ε 至 ε 时 抑菌活性

明显下降 ∀当温度低于 ε 时 乳酸链球菌 生

长缓慢 在 ε 培养至 可检测到抑菌活性 ∀

不同接种量对海洋弧菌的抑制作用的

影响

不同接种量对海洋弧菌的抑制作用的影响 结

果见图 ∀表明 以 ∗ 的接种量为 佳 发酵

可获得 大的抑菌活性 ∀发酵时间延长至 抑

菌活性下降 这可能是由于蛋白酶类对乳链菌肽的降

解 从而引起抑菌活性的降低 ∀接种量对发酵后的

无明显影响 ∀

不同装液量对海洋弧菌的抑制作用的

影响

装液量对海洋弧菌的抑制作用的影响 结果表

明 每 的三角瓶的装液量为 培养

后 其抑菌圈直径可达 抑菌活性 强 ∀比其

他装液量的抑菌活性提高 ∗ ∀这是因为

乳酸链球菌 属兼型厌氧菌 液体培养呈颗粒沉

淀生长 不形成菌膜 ∀因此 对氧的要求不严格 但仍

需一定的溶氧量 ∀

结语

综上所述 本文探讨了乳酸链球菌 在碳源

和氮源 !初始 !培养温度 !接种量和装液量等培养

条件下产生的代谢产物乳链菌肽对海洋弧菌的抑制

作用 ∀以蔗糖或葡萄糖为碳源 酵母膏 !蛋白胨和牛肉

膏为复合氮源作为发酵培养基 采用可获得良好的菌

体生长和较高的抑菌活性 ∀培养基起始 对乳链菌

肽产生的影响不明显 ε 的培养温度为 佳的培

养温度 以 ∗ 的接种量 培养 可获得 大

的抑菌活性 采用 的装液量可比其他装液量提

高抑菌活性提高 ∗ ∀

本文的研究结果表明 乳链菌肽作为一种天然的

无毒性的抗菌多肽 对海洋弧菌有较强的抑制作用 ∀

因此 乳链菌肽为由海洋弧菌引起的鱼虾等海水养殖

经济动物传染病的控制 提供了可能性 ∀但乳链菌肽

是否对鱼虾类等海洋养殖生物其他的病原菌有较强

的抑制作用 还需做进一步的研究 ∀
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ΤΗΕ ΧΥΛΤΥΡΕ ΟΦ Στρεπτοχοχχυσ λαχιτισ Λ318 ΑΝ∆ ΙΤΣ ΙΝ2
ΗΙΒΙΤΙΟΝ ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΝ ΜΑΡΙΝΕ ςιβρο σπ .
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Κεψ Ωορδσ: Στρεπτοχοχχυσλαχιτισ ≤∏ ∏

Αβστραχτ

× ∏ ∏ ∏ Στρεπτοχοχχυσ λαχτισ √

2 × ∏ ςιβρο × ∏ ∏

∏ ∏ ∏ ∏ ∏

¬ ∏ ¬ ¬ ≤ ≥

∏ ∏ 和 ε 2 ∏ √ ∏ 2
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南海某气田 平台腐蚀环境探讨

尹相淳 徐明德

国家海洋局第一海洋研究所 青岛

提要 根据 年 月国家海洋局第一海洋研究所和广州二海海洋勘察公司对北部湾南

部某气田海区海水及沉积物腐蚀性因子调查的资料 概述了该海区电阻率 !溶解氧 ! ƒ ƒ !

∞ !有机质等腐蚀因子的特征 ∀对腐蚀环境进行了综合分析 指出调查区海水腐蚀情况与邻近

海区海水接近 各站表层海土腐蚀性偏向于较强级 从而提出了防腐蚀对策 ∀

关键词 平台 氧化 2还原环境 腐蚀性因子

第一作者 尹相淳 出生于 年 副研究员 从事海洋环

境化学研究 ∀电话 2

收稿日期 2 2 修回日期 2 2

海水及海洋沉积物中的有机质含量 !氧化 2还原

电位 ∞ ƒ ƒ 等反映了海洋环境的化学特征

) ) ) 氧化性或还原性 ∀而海洋的氧化 2还原环境直接

影响气田设施的腐蚀程度 分析并探讨海洋的腐蚀环

境 对于如何防治气田平台的腐蚀 有着重要意义 ∀

调查内容及方法

调查项目

海水腐蚀性因子 水温 !溶解氧 !盐度 !

!∞ !电阻率 !ƒ ƒ !硫酸盐还原菌 ∀

海土腐蚀性因子 沉积物类型 ! 泥温 !

!∞ !∞ !电阻率 !ƒ ƒ !有机质 !≤ ∀

测站

平台区水样取之 • !• 站位 采底层
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