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提要 根据微生态学原理 o用普通培养基和选择性培养基相结合的方法 o分离健康牙鲆肠

道内的固有菌群 ∀对获得的菌株进行弧菌的抑制试验 o以筛选弧菌拮抗菌 ∀用点种法初步筛选

出 y株对致病性弧菌有不同抑制作用的拮抗细菌k�tuo�tvo�two�txo�tyo≠t2tvl ∀进一步研

究它们的抑菌活性 o在上清液抑菌试验中 o�tuo�tvo�two�txo�ty这 x株菌均未表现出抑菌

作用 o表明它们的抑菌活性较弱 o而且受环境条件的影响 ∀在 ≠t2tv和弧菌的混合培养实验中 o

弧菌的数量均明显低于对照组弧菌的数量 o表明 ≠t2tv对弧菌具有较强的抑制作用 o有望通过

生物学和鱼体保护等方面的研究 o将其制成微生态制剂应用于牙鲆的养殖 ∀
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弧菌是海水养殖动物的主要病原菌 o由致病性弧

菌侵袭造成养殖动物的大批死亡已成为制约海水养

殖业发展的关键 ∀传统的方法是应用抗生素等化学药

物控制病原菌的生长繁殖 o但易导致细菌耐药性的发

生与转移 o同时造成环境的污染 ∀因此 o近年来国内外

许多学者都在研究生物防治和生态防治方法 ∀益生素

是一类具有巨大实用价值的生物工程产品 o它是由从

宿主体内分离出的正常菌群成分制成的活菌制剂 o再

通过适当途径作用于养殖动物 o可以抑制病原菌的生

长 o提高苗种的成活率和鱼类的生长速度 ≈t ∀目前国

内外报道的益生菌主要有乳酸菌k包括乳杆菌和肉杆

菌l
≈u ∗ w !芽孢杆菌 ≈x oy !假单胞菌 ≈z o{ 等 o根据益生菌拮

抗致病菌生长这一原理而研制的技术和产品已有许

多应用于水产动物的养殖 ≈t o| ∀

本研究的目的是从健康牙鲆肠道内分离筛选对

病原性弧菌具有拮抗作用的益生菌 o为进一步在养殖

生产中应用益生素控制水体和鱼体内的致病菌生长 o

提高养殖动物的存活率和生长速度提供理论基础 ∀

t 材料与方法

tqt 牙鲆肠道细菌的分离

tqtqt 实验鱼 实验所用的牙鲆来自大连湾

海珍品养殖场 o健康无病 o没有投喂过抗生素和其它

药物 ∀每尾体长约 us¦°o体质量 vss ª左右 o实验前放

置于 sqw{ °
v的水族箱内暂养 ts §o水温 tx ε o暂养

期间不投喂食物 o每天换水 t次 ∀

tqtqu 培养基和培养条件 用于分离肠道细

菌的培养基分别为海水琼脂培养基 ≈ts 
o ∂�≥≥培养

基 ≈ts 
o需氧芽孢杆菌培养基 ≈tt  和豆芽汁酵母培养

基 ≈tu 
o各培养基均用 �≥≥液k九盐溶液l

≈ts 配制 ∀

tqtqv 肠道细菌的分离 参照文献≈ts 的方法

进行 ∀在无菌条件下对实验鱼进行活体解剖 o使其内

脏暴露 o剪下肠道 o提起一端挤出肠道内容物 o将肠道

分成两部分 o即一段约 w ¦°长的中肠段和幽门盲囊

部 ∀每一部分用无菌注射器将灭菌的九盐溶液注入并

冲洗 v次 o然后分别放入玻璃匀浆器中 o各加 t °�灭

菌的九盐溶液后进行匀浆 ∀以匀浆后的样品为原液并

依次稀释到 ts
pt和 ts

pu
o分别取 sqt °�原液 !ts pt和

ts
pu稀释液涂布海水琼脂平板 ! ∂�≥≥平板 !需氧芽孢

杆菌平板和豆芽汁酵母平板 o置 ux ε 培养 t ∗ u §∀

tqu 弧菌拮抗菌株的筛选

tquqt 菌落的形态观察 经 w{«培养后观察
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各个平板的菌落数量 o菌落形态 o菌落颜色 o菌落大小

等特征 ∀

tququ 菌体的形态观察 挑取各平板上的单

个菌落 o进行传代培养 ∀对纯化的细菌进行革兰氏染

色和芽孢染色 o观察细菌的菌体形态 ∀

tquqv 抑菌实验指示菌 此实验中指示菌为

分离自患病牙鲆的弧菌k ςιβριο ¶³ql o经牙鲆回归感染

实验确定为致病性弧菌 ∀

分离菌株对弧菌的抑制实验 点种法 }参照文献

≈tv 的方法进行 ∀取致病性弧菌的过夜培养物 o 用

�≥≥液进行适当稀释后 o吸取 sqt °�加到海水琼脂

培养基上 o用涂布棒进行涂布 ∀两小时后用接种棒点

种全部分离的菌株 o在 ux ε 培养箱中培养 uw «后 o观

察菌落周围有无抑菌圈和覆盖现象出现 ∀上清液法 }

参照文献≈z 的方法进行 ∀根据点种法抑菌试验结果 o

对出现抑菌圈的 �tuo�tvo�two�txo�ty x株菌 o分

别取它们过夜培养物的离心液 o无菌过滤 kΥ� squ

Λ°l ∀再将各菌株的无菌上清液加到海水肉汤中 o使

滤液分别被稀释成 uowo{倍 o用等量的无滤液的培养

基作对照 ∀每管分别接种等量的弧菌 o在试验的 tuo

uwow{ozu«分别测定其光密度 o检测其抑菌情况 ∀共培

养法 }对在点种法抑菌试验中呈覆盖现象的 ≠t2tvo参

照文献≈zotw 的方法进行共培养法抑菌试验 ∀取一定

比例的 ≠t2tv与弧菌的混合物接入试验组海水肉汤

培养基中 o以接入等量的单一弧菌培养物作对照 ∀在

ux ε 的培养箱中进行培养 o并在试验的 souwow{ozuo

|y«用 ×≤�≥平板进行弧菌的活菌计数 ∀

u 结果

uqt 分离菌株的初步鉴定

用普通培养基和选择性培养基对牙鲆肠道的菌

群进行分离 o总计获得 twt株菌 o|y株来自海水琼脂

培养基 oty株来自 ∂�≥≥培养基 ouu株来自芽孢杆菌

培养基 o另有 z株来自豆芽汁酵母培养基 ∀其中只获

得 y株对弧菌有不同抑制作用的细菌 o它们分别是

�tuo�tvo�two�txo�tyo≠t2tvo菌落和菌体的特征见

表 t∀

uqu 分离菌株对弧菌的抑制实验

uquqt 点种法抑菌实验 在点种法抑菌实验中

共筛选出 y株拮抗性菌株 o其中的 �tuo �tvo �two

�txo�ty这 x株菌在菌落周围有不明显的抑菌圈 o直

径在 y ∗ { °°∀而 ≠t2tv在两次试验中分别呈现不同

的抑菌现象 o初次分离时对弧菌的抑制作用呈现大而

清晰的抑菌圈 o直径达 t{ °°∀再次试验时则表现覆

盖作用 o该菌极度生长抑制并覆盖了弧菌的生长 ∀

uququ 上清液抑菌实验 通过测定各试验管的

光密度数值 o检测弧菌的生长情况 ∀可以看出 }�tuo

�tvo�two�txo�ty的上清液均没有抑菌作用 o在试验

的 tu «至 zu «均未检测出抑菌活性 o结果见表 u∀

uquqv 混合培养抑菌实验 在接种之前 o拮抗

菌 ≠t2tv和弧菌的数量分别为 tqw ≅ ts
w
≤ƒ�r °�和

yqv≅ ts
w
≤ƒ�r °�o两者比例为 tΒ wqxo试验组与对照

组中弧菌的数量相等 ∀在接种后的 uw «o试验组与对

照组中弧菌的数量均达到最大值 o随后 o弧菌的数量均

降低 ∀整个实验过程中 o通过活菌计数发现 o混合培养

中弧菌的数量均低于对照组中弧菌的数量 ∀结果见图

t∀

v 讨论

鱼类肠道菌群是一个复杂的微生物群落 o其构成

不但与鱼的种类和大小有关 o还受外界环境因素及水

和饲料中微生物的影响 ∀一般认为鱼类肠道的优势菌

群为革兰氏阴性杆菌 o如弧菌 !假单胞菌 !气单胞菌

等 o而阳性杆菌量虽少但也是肠道菌群的组成部
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分 ≈tx oty ∀肠道菌群在长期的进化过程中 o逐渐在肠道

内定植并繁殖 o形成一固有菌群 o通过分泌抗菌物质

抑制其它细菌在肠道内的定植和生长 ∀本文从鱼的肠

道菌群分离弧菌拮抗菌 o拓宽了细菌的来源 o提高了

阳性菌的检出率 o而且应用普通培养基和选择性培养

基相结合的方法 o增加了对非优势种群的检出 ∀本实

验结果证实了这一点 o从海水琼脂未获得一株拮抗

菌 o而 y株阳性菌均来自 ∂�≥≥和芽孢杆菌培养基 ∀

除细菌的来源和分离方法外 o拮抗菌的筛选方法也是

影响实验的重要因素 o筛选拮抗菌的方法应根据细菌

的抑菌机理不同而改变 ∀一般先用点种法初步筛选出

具有拮抗作用的菌株 o然后再用牛津杯法或上清液抑

菌法 !混合培养法进一步研究细菌的抗菌活力 ∀

点种法抑菌实验方法简单 o易操作 ∀用此方法不

仅可观察到拮抗菌通过分泌抗性物质产生的抑菌区 o

还可观察到具有生长优势的细菌的拮抗作用 ∀本文先

用点种法初步筛选牙鲆肠道的分离菌株 o从 twt株细

菌中只筛选出 y株对弧菌生长有抑制作用的细菌 ∀用

此方法筛选出的拮抗菌比率较低 o除上述因素外 o还

与细菌分泌抗性物质的类型 !数量 !浓度及培养基的

成分和培养条件有关 ≈tv ∀

上清液法主要是检测细菌分泌到培养液中的抗

菌物质 ∀针对 x株在点种法中出现抑菌圈的细菌 o进

一步用上清液抑菌实验均未检出其抗菌 ∀其原因一方

面可能是由于上清液中抗菌物质的量少或浓度太低

的缘故 o另一方面可能是源于抗菌活性的产生条件 ∀

国外学者的研究证实 o出现抑制现象的条件是拮抗菌

与指示菌之间的接触 o拮抗菌通过接受指示菌生长的

/ 信号0 o反应性地分泌抗性物质而抑制指示菌的生

长 ≈{ ∀ �µ¤°等的研究发现假单胞菌的抗菌活性只有

在缺铁的条件下产生 o拮抗菌通过与致病菌竞争环境

中的铁离子 o从而抑制致病菌的生长 ∀如果营养物质

中的铁离子大量存在 o拮抗菌就不能表现对致病菌的

抑制作用 ≈z ∀

≠t2tv在点种法和共培养法中都检测到对弧菌的

强烈抑制作用 o是很有应用前景的益生素候选菌株 ∀

在混合培养中 o≠t2tv与弧菌的比例在 tΒ wqx仍有作

用 o而文献报道出现抑菌现象的比例一般在 u ∗ tsΒ

t以上 ≈z otw ∀在先后两次点种法实验中出现的不同现

象 o说明该菌可能至少具有两种较强的抗菌机制 ∀最

初分离时 o除生长快速外 o对弧菌的生长呈现大而清

晰的抑菌圈 o这可能代表该菌在鱼肠道内的实际抗菌

活性 ∀随着生长条件的改变 o细菌自身可能关闭了某

种分泌抗性物质的机制 o转而代偿性地加大了生长速

度 o产生一种营养和生态竞争效应 o从而抑制其它细

菌的生长 o故在后面的点种抑菌试验中对弧菌生长表

现覆盖现象 ∀鉴于 ≠t2tv的快速生长速度 !多种的抑

菌机制和强力的抗菌作用 o可以作为微生态制剂的侯

选菌种 o有望通过进一步的研究来制成微生态制剂应

用于海水鱼类的生产实践中 ∀
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