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提要 在大黄鱼k Πσευδοσχιαενα χροχεαl病原弧菌的拮抗放线菌筛选和人工诱变基础上 ,选择

出对溶藻弧菌 k ςιβριο αλγινολψτιχυσl和副溶血弧菌 k ς. παραηαε µολψτιχυσl同时具有较强拮抗作用

的 w株放线菌 ∀采用琼脂块法测定 w株放线菌的抗菌谱 o并检测 w株放线菌分别在固体和液体

培养液中的拮抗作用 ∀结果表明 }w株放线菌的抗菌谱均较窄 o在固体和液体培养基中对 u种

病原弧菌都有较强的拮抗作用 ∀
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放线菌是自然环境中常见的一类丝状原核微生

物 o能产生多种抗生素 ∀在医药和农业领域中利用放

线菌进行病害防治已有报道 ≈t ou 
o但国内在筛选海洋

放线菌进行水产养殖疾病的防治方面尚未见报道 o本

文在大黄鱼病原弧菌的拮抗放线菌筛选和人工诱变

基础上 ≈t 
o进一步对溶藻弧菌和副溶血弧菌同时具有

较强拮抗作用的 w株放线菌进行抗菌谱和拮抗作用

的深入研究 o以期为大黄鱼养殖病害探索一条生物防

治的新路 ∀

t 材料与方法

1 .1 试验菌株

tqtqt 病原菌 溶藻弧菌和副溶血弧菌从福

建省连江县厦宫乡新辉养殖渔排的患病大黄鱼分离 o

并经回归感染确认为大黄鱼弧菌病病原 ≈w ∀

tqtqu 拮抗放线菌 在大黄鱼病原弧菌拮抗

放线菌的筛选和人工诱变 ≈t 的基础上 o挑取对溶藻弧

菌和副溶血弧菌同时具较强拮抗作用的 w株放线菌 o

编号分别为 }ssuossutsost{szswsx和 st{szszs|∀

1 .2 指示菌

大肠杆菌 k Εσχηεριχηια χολι) ! 金黄色葡萄球菌

( Σταπηψλοχοχχυσ αυρευσ) !枯草杆菌( Βαχιλλυσσυβτιλισ) !嗜

水气单胞菌 ( Αεροµονασ ηψδροπηιλα) !沙蚕弧菌 ( ςιβριο

νερεσισ) !坎普氏弧菌 ( ς. χαµπβελλιι) !河流弧菌 ´ ( ς.

φλυϖιαλισ βιοτψπε ´l 和河流弧菌 µ k ς. φλυϖιαλισ βιοτψπε

µl等购自中国科学院微生物研究所 ∀

1 .3 培养基

高氏一号 !营养肉汤和 ×≤�≥琼脂配制 ≈t ∀

1 .4 固体培养基中放线菌抗菌活性测定

用琼脂块法 ≈w  测定放线菌对 u株供试病原弧菌

的抗菌活性 }将被测放线菌菌株制备成菌悬液 o稀释

至适当的浓度后涂布高氏一号平板 o培养 v ∗ x §后

用打孔器将各小菌落取下并移至培养箱中 u{ ε 培养

成熟 o然后再移至涂布有病原弧菌的营养琼脂平板上

培养 t{ ∗ uw «o测定抑菌圈大小 ∀

1 .5 液体培养基中放线菌抗菌活性测定

将 u种病原弧菌各自与 w株拮抗放线菌分别制

成菌悬液 o取每种菌悬液 sqx °̄ 分别接入装有肉汤的

三角瓶中 ou{ ε 水浴振荡培养 o并从培养 sotuouw和

w{ «等 w个不同时间的三角瓶中各取出少量菌液分

别涂布于 ×≤�≥和高氏一号培养基上 o在 u{ ε 下培养

uw «后 o用平板菌落计数法测定病原弧菌和放线菌的

浓度 o以不加拮抗放线菌的病原弧菌培养液为对照 ∀

1 .6 抗菌谱的测定

以大肠杆菌 !金黄色葡萄球菌 !枯草杆菌 !嗜水气

单胞菌 !沙蚕弧菌 !坎普氏弧菌 !河流弧菌 ´和河流弧菌

µ作为指示菌 o用琼脂块法检测放线菌的抗菌谱≈w ∀
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u 结果

2 .1 拮抗放线菌的抗菌谱

为检测所选 w株放线菌对其它菌株的拮抗效果 o

采用大肠杆菌等 {株指示菌进行抗菌谱试验 ∀由于筛

选拮抗菌的主要目的是为了抑制病原弧菌的生长 o所

以在抗菌谱试验中选择的菌株以弧菌最多 ∀在其它菌

株中 o大肠杆菌是 �
2肠道菌的代表 o金黄色葡萄球菌

代表 �
n球菌 o枯草杆菌代表 �

n杆菌 o而嗜水气单胞

菌则是水产养殖中极为常见的病原菌 ∀表 t可以看

出 o w株放线菌的抗菌谱都比较窄 o所有放线菌株都

对坎普氏弧菌具有拮抗作用 o 此外 o st{szswsx和

st{szszs|菌株对沙蚕弧菌 !ssu和 ssuts菌株对金黄

色葡萄球菌和嗜水气单孢菌也产生拮抗作用 o 而

st{szszs|和 ssuts菌株还分别对生物 t型河流弧菌

和枯草杆菌的生长产生抑制作用 o可见在 w株放线菌

中 st{szswsx菌株抗菌谱是最窄的 ∀

2 .2 放线菌在固体培养基中对病原弧菌的拮抗作

用

表 u可见 o在大黄鱼病原弧菌拮抗放线菌的筛选

和人工诱变的基础上所选择的 w株放线菌在琼脂培

养基中对供试验的 u株大黄鱼病原弧菌均有明显的

拮抗作用 o但它们都有各自的抑菌特点 o其中菌株 ssu

对溶藻弧菌拮抗效果较好 o对副溶血弧菌的拮抗作用

稍差 ∀而菌株 st{szszs|则相反 o对副溶血弧菌的拮

抗效果较好 o对溶藻弧菌拮抗效果稍差 ∀菌株 ssuts

和菌株 st{szswsx对两种病原弧菌的拮抗效果都比

较明显 ∀

2 .3 放线菌在液体培养基中对病原弧菌的拮抗作

用

虽然所选的 w株放线菌在固体培养基试验中对

病原弧菌的拮抗作用很明显 o但为了更贴近实际生

产 o使本试验结果更具有应用价值 o故选用了肉汤作

为液体培养基 o分别检测了 w株放线菌在液体培养基

中对 u株病原弧菌的拮抗作用 ∀

uqvqt 对溶藻弧菌的拮抗作用 图 t ! 图 u分

别为菌悬液在肉汤培养液中溶藻弧菌和 w株放线菌

的生长情况 ∀从图 t可见 }与对照组溶藻弧菌的生长

速度相比 ow个试验组中溶藻弧菌的生长均受到明显

的抑制 o其中对溶藻弧菌生长的抑制效果最强的是菌

株 ssu和 ssutso菌株 st{szszs|和 st{szswsx分别次

之 o这与固体培养基的试验结果有所不同 ∀在琼脂试

验中抑菌作用最好的 st{szswsx号菌株在液体培养

基中的抑菌效果较弱 o而在琼脂试验中抑菌作用较弱

的 ssuts号在液体培养基中表现出较强的抑菌效果 o

导致这种差异的主要原因可能与不同菌株的拮抗菌

在营养肉汤中生长速率不同有关 ∀菌株 ssu在固体培

养基上对溶藻弧菌的拮抗作用较强 o其在营养肉汤中

的生长速率也最快 o因此在液体培养基中菌株 ssu对

溶藻弧菌表现出的拮抗作用也最强 ~菌株 st{szswsx

虽然在固体培养基上对溶藻弧菌的拮抗作用最强 o但

其在营养肉汤中的生长速率较慢 o故其在液体培养基

中对溶藻弧菌的拮抗效果也较弱k图 t !图 ul ∀

uqvqu 对副溶血弧菌的拮抗作用 图 v可看

出 }和溶藻弧菌的结果一样 o各混合菌悬液试验组中

副溶血弧菌的生长均受到放线菌明显的抑制 o而原本

对溶藻弧菌抑制作用较弱的菌株 st{szswsx 和

st{szszs|对副溶血弧菌的抑菌作用强于菌株 ssu和

菌株 ssutso这与用琼脂块法测得的 w株放线菌对副

溶血弧菌的拮抗作用完全吻合k表 ul ∀与溶藻弧菌拮

抗试验不同的是 o混合菌悬液中 w株放线菌在肉汤培

养液中的生长速度相近 o菌株 ssu和菌株 ssuts在液

体培养基中略快的生长速度并没有使得它们对副溶

血弧菌的拮抗作用强于菌株 st{szswsx 和菌株

st{szszs|k图 v !图 wl ∀
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图 v 营养肉汤中放线菌对副溶血弧菌的抑制效果 ) ) ) 副

溶血弧菌的生长

ƒ¬ªqv ×«̈ ¬±«¬¥¬·²µ¼ ©̈©̈¦·²©¤¦·¬±²°¼¦̈¶²±

ς.Παραηαε µολψτιχυσ¬± °̈ ¤·¦∏̄·∏µ̈ ¶²̄∏·¬²± ) ) ) ×«̈

ªµ²º·«¦∏µ√̈ ²© ς.Παραηαε µολψτιχυσ

图 w 营养肉汤中放线菌对副溶血弧菌的抑制效果 ) ) ) 放

线菌的生长

ƒ¬ªqw ×«̈ ¬±«¬¥¬·²µ¼ ©̈©̈¦·²©¤¦·¬±²°¼¦̈¶²±

ς.Παραηαε µολψτιχυσ¬± °̈ ¤·¦∏̄·∏µ̈ ¶²̄∏·¬²± ) ) ) ×«̈

ªµ²º·«¦∏µ√̈ ²©¤¦·¬±²°¼¦̈¶

图 t 营养肉汤中放线菌对溶藻弧菌的抑制效果 ) ) ) 溶藻

弧菌的生长

ƒ¬ªqt ×«̈ ¬±«¬¥¬·²µ¼ ©̈©̈¦·²©¤¦·¬±²°¼¦̈¶²± ς.αλγινολψτιχυσ¬±

°̈ ¤·¦∏̄·∏µ̈ ¶²̄∏·¬²± ) ) ) ×«̈ ªµ²º·«¦∏µ√̈ ²©

ς.αλγινολψτιχυσ k̄ ª̈̈ ±§¥̈ ²̄º ¤¶·«̈ ¶¤°̈ l

图 u 营养肉汤中放线菌对溶藻弧菌的抑制效果 ) ) ) 放线

菌的生长

ƒ¬ªqu ×«̈ ¬±«¬¥¬·²µ¼ ©̈©̈¦·²©¤¦·¬±²°¼¦̈¶²± ς.αλγινολψτιχυσ¬±

°̈ ¤·¦∏̄·∏µ̈ ¶²̄∏·¬²± ) ) ) ×«̈ ªµ²º·«¦∏µ√̈ ²©¤¦·¬±²

°¼¦̈¶

v 讨论

弧菌是海水环境中的正常菌群 o广泛分布在自然

海区中 ≈w oy 
o 一般情况下不会引起养殖动物发生病

害 ∀溶藻弧菌和副溶血弧菌是海洋弧菌中的优势

菌 ≈z  
o数量较大 o而且有的菌株具有相当强的毒

性 ≈z ∀因此 o由溶藻弧菌和副溶血弧菌引起的水产养

殖动物疾病屡见不鲜 ∀如果能抑制致病菌的生长繁

殖 o限制其数量 o就可以有效降低由条件致病菌引发

疾病的发病率 ∀

放线菌是一类很常见的拮抗微生物 o利用放线菌

进行农作物的病害防治时有报道 ≈v 
o而国内尚未见到

将拮抗性放线菌用于海水养殖弧菌病防治的研究报

道 ∀本课题组系统地对取自厦门地区浅海滩涂海泥中

的放线菌进行分离 !诱变 ≈t !固体和液体培养液中拮

抗作用检测以及抗菌谱测定等多项试验 o证实了经筛

选和诱变后一些试验放线菌对溶藻弧菌和副溶血弧

菌同时具有了较好的拮抗作用 o特别是在液体培养基
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k本文编辑 }刘珊珊l

中拮抗菌所表现出对病原菌显著抑菌作用的试验结

果表明 o利用拮抗放线菌进行水产养殖弧菌病害的生

物防治可能实现 ∀

本试验所取得的另一个重要试验结果为 } 所分

离 !诱变得到拮抗效果较好的 w株放线菌的抗菌谱都

很窄 o也即是它们对病原性溶藻弧菌和副溶血弧菌同

时具有较强的拮抗作用 o对其他供试菌没有拮抗作用

或拮抗效果较弱 o其中 o菌株 st{szswsx和 st{szszs|

的抗菌谱非常窄 o仅对部分弧菌有拮抗作用 ∀拮抗菌

抗菌谱的宽窄直接关系到其在养殖生产上的应用性 o

理想的拮抗微生物应该只对病原微生物起作用 o而对

养殖水体中其他有益菌没有拮抗作用 ∀本试验筛选出

的 w株放线菌基本满足海水养殖弧菌病防治的要求 o

可以进一步进行其对养殖动物的安全性以及拮抗菌

在养殖生产中的应用效果等方面的研究 ∀
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