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噬菌体防治皱纹盘鲍脓疙病的研究
’

李太武 相建海 刘瑞玉 丁明进十 史 萍寸 王世宏

(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 60 71 )

t( 大连水产养殖公司 大连 1 1 6 0 2 3)

提要 于 1 9 93 年 6 月在大连太平洋海珍品养殖公司的 12 个采集点分离到河流弧菌 11 的噬

菌体
,

依据过量噬菌体可 以全部裂解其宿主菌河流弧菌 fl 的特性
,

用 噬菌体对皱纹盘鲍脓疤

病进行了生物防治研究
。

结果表明
,

使用一定浓度的噬菌体可以有效地治疗或推迟脓疤病引

起的鲍死亡
,

可将鲍的成活率提高 50 % 以上
。

探讨了在噬菌体生物防治中遇到的难题及解决

办法
、

噬菌体分离规律等问题
。

关键词 皱纹盘鲍 脓疤病 噬菌体 生物防治

学科分类号 59 44 3

19 9 2 年 以来
,

大连地 区养殖 的皱纹 盘鲍稚鲍
、

2 龄鲍和成鲍 (包括亲鲍 )出现大批死

亡
,

给国家和养殖单位造成了巨大的经济损失
。

至 19 9 3 年下半年
,

已确定死亡原因为脓疤

病 (聂丽平等
,

1 995 )
,

并就该病的防治进行了多方面的研究 (李太武等
,

19 %
,

1 9 9 7 a
,

b
, c ,

d)
。

研究表明
,

使用抗生素防治脓疤病虽然见效快
、

效果明显
,

但如果经常使用某种单一

的抗生素
,

会使病原菌产生抗药性
,

而且会造成海水污染
。

本文报告利用噬菌体对脓疙病

进行生物防治的研究结果
。

1 材料与方法

L l 材料

实验所用的皱纹盘鲍 (Z人Zliot is dis cu 、 han
n ai )于 19 93 年 6 月 由大连水产养殖公 司和

太平洋海珍品养殖公司提供
。

河流弧菌 n (巧br io 刀uv ial is 一II) 的 D 株分离 自大连水产养殖

公司
,

由中国科学院微生物研究所制成冷冻干品
,

N 株分离自大连市金州 区新港海珍品养

殖公司 (鳃鱼湾 )
,

T 株分离 自大连太平洋海珍品养殖公司
。

L Z 方法

L 2. 1 噬 菌体 的分 离实 验 方 法参 照余茂 劝 (19 91 )
、

张 颖 悟等 (19 9 0)
、

贾 盘 兴等

(1 9 5 6 )
、

陶涛等 (19 9 1 )
、

S h哪等 (19 8 6 )
。

培养基 液体
:

牛肉膏 (浓度为原配方 的 3 倍)
、

蛋 白陈
; 固体

:

牛 肉膏
、

蛋 白脉
、

琼脂

(1
.

4% ) ; 上层固体
:

牛肉膏
、

蛋白陈
、

琼脂 (0
.

6% )
。
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分离方法 从养鲍 场选取 巧 个样点采取水样
,

取 200 m l水样加 100 m l液体培养

基 (浓度为原 配方 的 3 倍)
,

然 后加人 5 m l左右对数生 长期 的脓疙 病病 原菌
,

37 ℃培养

1 2一2 4 h
。

在室温下 离心 (8 O0 0
r / m in

,

10 m in )
,

取上清液
,

用滤菌器过滤
,

3 7 ℃过夜
,

证 明

无 菌后
,

于 4 ℃保存备用
。

挑选单菌落病原菌
,

接种于 lm l液体培养基 (原配方浓度 )中
,

37 ℃过夜
,

将这 lm l菌液接种于 50 m l液体培养基培养至对数生长期 (约 6h)
,

室温下离

心 (4 so or/ m i
n ,

sm in )
,

用 M g S O
4

稀释成 O乓
。。 一 2 的菌液

,

备用
。

在琼脂平板上涂一层菌

液 (约 0
.

lm l)
,

然后滴上一滴上述处理 的水样
,

37 ℃过夜
,

如有 噬菌体则 可在滴加处见到

明显的噬斑
。

L 2. 2 噬菌体的纯化实验 取规格 为 sml 的离心管
,

加人 0
.

lm l 病原菌液
、

0
.

lm l SM

液 [ 包括 5
.

8 9 N a C I
、

2 9 M g SO
4 ·

7代O
、

5 0 m l lm o l/ L Th
s一

HC I(p H = 7
.

5 )
、

sm l Z% 明

胶
,

加蒸馏水至 IO0 m l]
,

挑取一小块带有噬斑的琼脂
,

保温 2 0 m in
。

加人 3一4 m l 4 7 ℃ 的上

层琼脂培养基
,

混匀后倒在固体培养基平板上
。

凝固后倒置平板
,

过夜
,

就 会出现许多清

晰的噬斑
。

反复进行几次上述实验 (挑单斑 )
,

可得到纯化和增殖 的噬菌体
。

在每个纯化噬

菌体平板上加人 5m l SM 液
,

4 ℃下放置数小时
,

不时地轻轻摇 动平板
,

用吸管将该液体吸

人 sm l离心管中
,

加人 0
.

Inil 氯仿
,

混匀后
,

于 4 oC 离心 (4 0 0 0 r / m in
,

1 0 m in )
,

取上清液
,

加

人 0
.

lm l氯仿
,

置 4 ℃保存备用 (蒋如璋等
,

19 9 0 )
。

L 2. 3 噬菌体结构的观察拍照 利用电镜对噬菌体的结构进行观 察
,

按上述方法制备

噬斑平板
,

切取 l 小块含噬斑的上层琼脂培养基
,

放人 1
.

5 m l离心管 中
,

加人熔化的 2 % 琼

脂包埋
。

凝 固后切成 1

~
, 的小块

,

用 2
.

5% 戊二醛固定后
,

按常规方法制成超薄切 片
,

用

透射电镜观察拍照 (那淑敏等
,

19 9 0a
,

b)
。

L 2. 4 用 噬菌体鉴定脓疤病病原菌 按上述方法培养病原菌
,

然后按噬菌体纯化方法

制备平板
,

培养 12h 后
,

发现能产生噬斑的病原菌只有河流弧菌 n (巧br io 刀
。、10 115 一lI)

。

L 2. 5 噬菌体防治脓疤病 设计两个大组
,

每组又分为 A
、

B
、

C 组
,

其中 A 组和 B 组为

实验组
,

C 组为对照组
,

每组用 10 只 2 龄健康鲍 (壳长为 4一sc m )
。

为了排除环境的干扰因

素
,

另设 2 个重复实验组
。

水温保持在 20 ℃
。

饵料为海带
、

石药或配合饵料
。

A 组 7d 后正

常管理
; B 组只注射 1次后正常管理

。

第一大组为足部肌肉注射感染实验组
。

A 组
:

先将健康鲍足部用 70 % 酒精消毒后
,

再按每小组 2 只鲍分 为 5 小组
,

分别标记

为 1
、

2
、

3
、

4
、

5 号
,

用微量注射器分别注射河流弧菌 lI( 100 闪/ 鲍 )
,

注射的菌数分别为
:

第 l

组 2
.

0 x 1 0 , in d / 鲍
,

第 2 组 2
.

0 x 10
2
in d /鲍

,

第 3 组 2
.

0 x 10
,
in s /鲍

,

第 4 组 2
.

0 x 10
4
in d /

鲍
,

第 5 组 2
.

0 x 10 ,
in d / 鲍

。

B 组
:

注射与 A 组相同的病原菌后
,

再注射 10 倍于菌数的噬菌体
。

C 组
:

只注射生理盐水
。

注射后的鲍在空气中放置 sm in 后再放人海水中
。

第二大组为创伤感染实验组
。

A 组
:

先将健康鲍的足表面消毒后用灭菌的解剖器
、

尖石块割 出深 lm m
、

长约 3

~
的

几个各种形状的伤 口
,

然后放人含菌量为 2
.

0 x 105 in d/ m l的海水中
。

B 组
:

海水中加入与 A 组等量 的菌液后再加人 比菌数多 10 倍的噬菌体
。

C 组
:

鲍 的处理 同 A
、

B 组
,

海水 中只加人等量的生理盐水
。
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L 2. 6 噬菌体的长期保存 噬菌体的特殊生活方式决定它必须有一个特定 的环境才能

长期存活
。

并且
,

不 同的噬菌体其保存方式也不 同
。

河流弧菌 n 噬菌体可按下列方法保

存
:

(l) 将病原菌同噬菌斑连同琼脂一起放人营养肉汤中
,

密封
,

4 ℃保存
。

(2 ) 用 sM 液
、

陈 水
、

噬 菌体缓冲 液 。omm
o x / L T五s- H C I

,

pH = 7
.

4
,

loom m o l / L

Na a
,

1 00 ~ ol/ L Mg sq
·

7坟o) 分别浸泡具有噬斑的平板
,

4 ℃
,

数小时或过夜
,

其间不

时地轻摇
。

用 sm l移液器吸出浸泡液
,

离心 (6 0 0 0一 8 0 0 0 r / m in
,

10 m in )
,

弃去沉淀
,

在上清

液中按上清液 :氯仿 = 20 : l( V/ 的加入氯仿
,

4 ℃保存
。

或用过滤器过滤 浸泡液除去弧菌
,

在过滤液中按过滤液 :氯仿 二 2 0 0: 1( V/ 的加人氯仿后
,

4 ℃保存
。

(3) 用无菌滤纸条吸附噬菌体
,

冷冻干燥后
,

密封
,

4 ℃保存
。

2 结果

2. 】 噬菌体的分离

在太平洋海珍品养殖公 司的 15 个采集点 中
,

有 12 个点分 离到了噬菌体
,

结果见

表 l
。

表1 噬菌体的分离

T a b
.

1 Th
e iso lati o n o f bac te ri o Phag

e

水样名称 (种类)

种鲍池内水 (D

1龄死鲍及其池 内水

室外硅藻和水

室内硅藻和水

2龄死鲍 (整体)

2龄死鲍及池内水

养殖厂总出水 口

室内采苗水

什+ :

很多
; + 丰 :

较多
; +

分离结果 水样名称 (种类)

自然海水

室外池排出的脏水

室外死稚鲍

种鲍池内水 (Il)

室内种鲍池内排出脏水

室外水沟

病鲍足脓汁
、

粘液及隔离池内的水

分离结果

+ +

+ +

++
十

料++++

多 ;
一

:

未分离到

2. 2 噬斑的生长

如果所有的宿 主菌是纯河流弧菌 n
,

而且噬菌体与宿主菌的浓度 比合适
,

就会在琼脂

平板上产生非常清晰的噬斑
。

噬斑的大小与平板的新鲜程度也有关系
。

如果平板超过 7d

以上
,

表面过于干燥
,

则噬斑很小
。

2. 3 噬菌体的结构

对噬菌体进行的透射电镜观察发现
,

河流弧菌 11 的噬菌体结构简单
,

分 为头
、

尾两部

分
,

头部近圆形
,

直径为 1 50 一200 nm
,

尾部细长
,

粗细均 匀
,

鞘
、

尾盘和尾丝等结构不清楚
。

观察发现
,

这种 噬菌体有大小两种类型
,

反复挑单斑也不能将它们分开 (图 1)
。

2. 4 噬菌体防治脓疙病的实验

进行两轮实验
,

每轮 3 个重复
,

实验的总结果见表 2 和表 3
。

2. 5 噬菌体的保存

河流弧菌 n 在 4℃较难长期保存
,

至多在 1 个月内要转接一次种
。

噬菌体的长期保存
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表3 创伤组噬菌体防治脓疙病的实验结果

Ta b
.

3 T he e x pe ri m en
tal

e

ffe
e t o f

ixlfe e ti o n

bac te ri o Phag e to e o n

tro l Pu
s
tul

e

o n tll e w o u n d in ab al O lle fo o t

di se as e o f ab al
o n e

饰

组别 噬菌体液浓度

(pfu / m l)

实验鲍数

(in d )

水温 死亡情况 (i
n
d/ d) 死亡率

(℃ ) 1 2 3 4 5 6 7 (% )

八“n�,一,�nCU,、气、

菌液浓度

( in d / m l)

2
.

o x lo ,

2刀 x 10
5

2 % 生理盐水

2
.

0 x l0 6

30 2 0

ABC

也较困难
,

4 个月时测其 p fu (噬斑数或滴度 )发现
,

开始为 109 p fu / m l的保存液
,

此时只产生

10P fu / ml
。

在少量氯仿和无菌的条件 下
,

4 ℃ 时最长可保存至半年左右
。

在陈水 中的活性

要高于在 S M 液和噬菌体缓冲液中的活性
。

3 讨论与结语

3. 1 噬菌体生物防治困难较多
。

用 噬菌体防治鲍脓疤病
,

属国内外首创
,

没有参考资料
。

因此在研究过程 中遇到很多难题
。

例如在第一轮实验 中
,

B 组死亡率很高
,

对照组注射与

细菌 同样的稀释液 0. o lm ol / L MgS O
4 ,

全部死亡
; 注射与噬菌体同样 的稀释液 S M 液

,

也

先后陆续死亡
,

说明 B 组的死亡与 Mgs q 和 sM 液直接相关
。

于是开始试用 2% 生理盐水

来洗脱
、

稀释细菌和噬菌体
,

虽然洗脱的噬菌体滴度 (p fu ) 比用 SM 液的低 1 x 10
2 ,

但注射

生理盐水的对照组死亡率为零
。

在第二轮实验 中 B 组又 出现了不正常死亡
,

究其原 因
,

可

能与河流弧菌 11 的残余毒素有关
,

因为在死鲍体内分离不到任何病原菌 (而实验 3 d 时 A

组 的死鲍血淋 巴里含有大量的河流弧菌 n
,

没有其它杂菌 )
。

B 组的死鲍足部柔软
,

没有病

灶 (超微结构观察无病毒等病原体 )
,

因此可能是 中毒死亡
。

现正在研究用浓缩或透析的

方法除去细菌 的胞外毒素
。

3. 2 噬菌体生物防治特异性强
。

噬菌体是一类微小生物 (与病毒相 同 )
,

它们体积小
、

结构

简单并且具有严格 的寄生性
,

必须在活的宿主菌细胞 (即细菌 ) 内繁殖
,

达到一定 的浓度

时
,

细菌破裂
,

子一代噬菌体释放出来后
,

又分别感染别 的细菌细胞
,

从而在平板上产生一

个个透明的亮点
—

噬菌斑
。

它们对宿主菌有高度 的特异性和选择性
。

故在微生物研究

中
,

可用 噬菌体来鉴定某种细菌 (它的宿主 )
,

甚至可 以用来分型 (张颖悟等
,

1 9 9 0)
。

作 者

的实验结果也充分证明了这一点
,

在接种的过程中如果不慎混有别的杂菌
,

如在液体培养

基表面产生了白膜
,

而且 菌量 明显增多
,

则这样的菌液不能得到噬斑
,

即该细菌不能被这

种噬菌体所裂解 (B ruc
e e t a l

,

19 8 5 )
。

3. 3 噬菌体分离有规律
。

作者选择了 15 个点采样分离噬菌体
,

其中
,

除死亡的稚鲍外
,

只

有 室外地 下脏水 和室外排水沟 内没有分离到噬菌体
,

其它 12 个点都成功地得到 了噬菌

体
。

室外水沟和地下水 内含有很高的杀菌药物 (如高锰酸钾等 )
,

使噬菌体的宿主菌河流

弧菌 11 难以生存
,

因此分离不到噬菌体
。

通过分析 比较发现
,

在河流弧菌 n 浓度高的地方

分离到的噬菌体较多
,

比较典型 的例子是在病鲍的脓疤 内
、

室外硅藻及其池水内均分离 出

大量的噬菌体
。

3. 4 噬菌体生物防治效果明显
。

由于噬菌体本身不能运动
,

它们必须先吸附到宿主细胞

上
,

才能裂解宿主而使 自己增殖
,

吸附是噬菌体生活周期的开始
。

宿主细胞的生理状态
、
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周围的环境因子
、

噬菌体和宿主细胞的数量 比例都大大影 响吸附率的变化
。

在用噬菌体

防病治病的时候
,

首先必须解决如何 让宿主菌和噬菌体相互接触
,

创造 良好的吸附环境
,

才能收到真正防病治病的效果
。

根据作者 的研究结果
,

噬菌体的应用十分广泛
。

首先
,

用

噬菌体感染河流弧菌 n (或其它宿主菌 )
,

到对数期
,

把感染的细菌离心沉淀 出来再扩增
,

该类菌 已失去毒性
,

再用注射法感染鲍
,

不会出现死亡和任何异常反应
。

大量液体培养噬

菌体并连同脱毒的菌一起加人水环境 中
,

则可有效抑制致病细菌的增殖
,

从而达到防治该

病的作用
。

每一种菌有许多型
,

每型细菌又有多个型的噬菌体
,

这的确为用噬菌体防治细

菌病带来了困难
。

但同一种菌 (同一型菌 )的不同型噬菌体可以生存在一起
,

利用这种
“

混

合
”

的噬菌体来防病就较为简单了
。

另外
,

根据噬菌体与宿主菌作用具有高度特异性的特点
,

可以用噬菌体效价增长实验

来检测标本 中未知菌
,

从而在早期诊断由其宿主菌引起的疾病
。

作者研制了诊断试剂盒
,

目前正在测试中
。

种鲍中的脓疤病最明显
,

损失也较大
。

但种鲍个体大
,

数量少
,

可以采用

注射噬菌体法防治
。

在健康鲍和病鲍体内 (消化道
、

血淋 巴等处)也分离到几种其它菌
,

鉴定后 内含副溶血

和溶藻弧菌
,

但至今未发现这两种菌引起的鲍病和病灶
,

脓疤病只 由一种菌即河流弧菌 n

引起
,

病灶只在足上出现
。

河流弧菌 11 的最适生长温度为 37 ℃
,

估计该菌原为陆地种而次

生性进人海洋中
。
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