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一株铜绿假单胞菌的分离鉴定及其对 ＶＰＡＨＰＮＤ

拮抗效果的评价
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[摘要] 　 近年来ꎬ急性肝胰腺坏死病 (Ａｃｕｔｅ ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬＡＨＰＮＤ) 造成了凡纳滨对虾

(Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ)养殖业巨大的经济损失ꎬ其病原为一类含有致病基因 ＰｉｒＡＢ 的弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ)ꎬ主要为副溶

血弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓꎬＶＰＡＨＰＮＤ ) . 本研究以 ＶＰＡＨＰＮＤ 为受试菌株ꎬ从江苏海域捕获的黄姑鱼 (Ｎｉｂｅａ
ａｌｂｉｆｌｏｒａ)体内分离筛选对 ＶＰＡＨＰＮＤ具有抑制作用的拮抗菌株. 通过形态学、生理生化及分子生物学方法进行鉴

定ꎬ研究了其拮抗效果、拮抗活性物质ꎬ并对生物安全性和被动保护效果进行评估. 结果表明ꎬ分离筛选出 １ 株具

有良好拮抗效果的菌株 ＪＳＨＹ９７ꎬ经鉴定该菌株为铜绿假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ) . 该菌株对 ３ 株具有不

同分型的 ＶＰＡＨＰＮＤ均具有良好的拮抗效果ꎬ其抑菌圈直径达 １９.２５ ｍｍ~２１.８０ ｍｍꎬ初步判断其活性物质来源于胞

外产物. 口服 ＪＳＨＹ９７ 的凡纳滨对虾的 ７ ｄ 保护率也达到 ８０％ꎬ拮抗组的凡纳滨对虾体内的毒力基因 ＰｉｒＡ 拷贝

数显著低于对照组(Ｐ<０.０５) . 安全性实验表明 ＪＳＨＹ９７ 对斑马鱼(Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏｖａｒ)和凡纳滨对虾无毒力. 由

此表明ꎬ本研究得到的铜绿假单胞菌菌株 ＪＳＨＹ９７ 对 ＶＰＡＨＰＮＤ具有较好的抑制作用ꎬ为 ＡＨＰＮＤ 的防治提供了新

的菌株资源.
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ａｎｄ ｉｔｓ ａｃｔｉｖｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｊｕｄｇｅｄ ｔｏ ｂｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ａｆｔｅｒ ７ ｄａｙｓ ｏｆ ｄｉｅｔꎬｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ８０％
ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｙ ｆｅｅｄｉｎｇ ＪＳＨＹ９７ ｔｏ Ｌ. ｖａｎｎａｍｅｉ. Ｔｈｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ＰｉｒＡ ｉｎ ｔｈｅ ＪＳＨＹ９７￣ｆｅｄ
Ｌ􀆰 ｖａｎｎａｍｅｉ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５) . Ｓａｆｅｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＪＳＨＹ９７ ｗａｓ
ｎｏｎ￣ｔｏｘｉｃ ｔｏ Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏｖａｒ ａｎｄ Ｌ. ｖａｎｎａｍｅｉ. Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｓｔｒａｉｎ ＪＳＨＹ９７ ｈａｓ ａ ｇｏｏｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ＶＰＡＨＰＮＤꎬｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｎｅｗ ｓｔｒａｉｎ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＡＨＰＮＤ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓꎬＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉꎬａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

近年 来ꎬ 致 急 性 肝 胰 腺 坏 死 病 弧 菌 ( Ａｃｕｔｅ ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｄｉｓｅａｓｅ￣ｃａｕｓｉｎｇ Ｖｉｂｒｉｏ
ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓꎬＶＰＡＨＰＮＤ)作为一种新型病原可引发对虾大量死亡ꎬ造成了巨大的经济损失ꎬ严重危害了

对虾养殖业健康发展[１] . 该病原为一类携带 ＰｉｒＡ 和 ＰｉｒＢ 二元毒力蛋白的弧菌ꎬ主要为副溶血弧菌

(Ｖ􀆰 ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ)、哈维氏弧菌(Ｖ􀆰 ｈａｒｖｅｙｉ)、坎氏弧菌(Ｖ􀆰 ｃａｍｐｂｅｌｌｉｉ)、欧文斯氏弧菌(Ｖ􀆰 ｏｗｅｎｓ)以及溶

藻弧菌(Ｖ􀆰 ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ)ꎬ陆续也有携带毒力蛋白的报道[２－４] . 本研究室对江苏 ＶＰＡＨＰＮＤ流行病学调查发现ꎬ
该病原在对虾养殖过程中感染阳性率达到 ２９.８６％(未发表数据)ꎬ同时发现 ＶＰＡＨＰＮＤ具有不同的株型ꎬ且具

有不同的毒力特征[５] . 由此可见ꎬＶＰＡＨＰＮＤ已成为流行范围最广和致病性最强的对虾病原之一ꎬ业界亟需建

立对该病原的防控方法.
近年来ꎬ拮抗菌作为环境友好型的病害防治方法ꎬ已成为关注的热点. 研究者们从海洋环境、对虾肠

道中筛选拮抗菌ꎬ以抑制各类弧菌的侵染. 赵淑江等从南麂岛近海海洋沉积物中筛选出的海洋放线菌对

致大黄鱼( Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ) 发病的副溶血弧菌和哈维弧菌具有很强的抑制作用[６] . 凡纳滨对虾

(Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ Ｖａｎｎａｍｅｉ)养殖池筛选出的假交替单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｎｉｇｒｉｆａｃｉｅｎｓ)ꎬ对鳗弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ
ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ)、哈维氏弧菌及副溶血弧菌均有较强的抑制作用[７] . 芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.) 和假单胞菌

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｄａｃｅａｅ)微生态制剂广泛应用于海水甲壳类养殖池塘中ꎬ能够有效地改善养殖池塘中生物

群落结构ꎬ提高养殖动物的存活率和生长速度[８] . 本研究室前期分离得到的枯草芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ)菌株 Ｈ３６ 对 ＶＰＡＨＰＮＤ菌株 ＳＨＹ１７７７ 具有较好的拮抗效果[９－１０] .

尽管近年来本研究室及其他学者报道了 ＶＰＡＨＰＮＤ拮抗菌株的研究ꎬ但针对不同毒力 ＶＰＡＨＰＮＤ菌株拮抗

菌的筛选和能力评估尚未见报道. 本研究从江苏南黄海海域捕获的黄姑鱼(Ｎｉｂｅａ ａｌｂｉｆｌｏｒａ)肠道内分离得

到了 ３ 株拮抗菌ꎬ比较了拮抗菌对不同毒力 ＶＰＡＨＰＮＤ拮抗能力ꎬ并测试了拮抗菌对回接感染 ＶＰＡＨＰＮＤ凡纳滨

对虾的保护效果ꎬ为 ＡＨＰＮＤ 的防治及相关生物制剂的开发奠定基础.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 实验菌株与样品

ＶＰＡＨＰＮＤ菌株:ＳＨＹ１８５８、ＳＨＹ１７７７、ＳＨＹ１６６９ 由江苏省海洋水产研究所海洋生物技术实验室提供. 试

验用黄姑鱼采自江苏沿海海域ꎬ捕捞冷藏带回实验室ꎬ进行拮抗菌株的筛选、分离和鉴定. 试验用斑马鱼

(Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏｖａｒ)为野生 ＡＢ 型ꎬ来自国家斑马鱼资源中心ꎬ均为同期受精卵孵化ꎬ体长(３.５±０.３)ｃｍ.
试验凡纳滨对虾采自江苏省南通市如东县某养殖场ꎬ体长(５.２±０.２)ｃｍ. 试验凡纳滨对虾苗种采自南通某苗

种淡化场ꎬ体长(１±０.１)ｃｍ.
１.１.２　 培养基与耗材

细菌培养基:２２１６Ｅ、高氏一号、ＬＢ 培养基购自杭州滨河微生物试剂有限公司. 无菌空白药敏纸片和细菌

微量生理生化反应鉴定管购自杭州滨河微生物试剂有限公司ꎻ细菌基因组提取试剂盒购自生工生物工程(上
海)股份有限公司ꎻ引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成ꎻＴａｑＭａｎ 探针由赛默飞世尔科技公司

合成.
１.２　 拮抗菌的分离筛选与鉴定

１.２.１　 拮抗菌的分离与筛选

采用无菌操作解剖出黄姑鱼的肠道ꎬ将黄姑鱼的肠道剪开在无菌生理盐水中洗去肠道内容物ꎬ将肠道组

织冷冻研磨至匀浆ꎬ采用 ＬＢ、２２１６Ｅ、高氏一号 ３ 种培养基梯度稀释涂布ꎬ２８ ℃恒温培养 ２４ ｈꎬ根据菌落形态、
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大小、边缘整齐度以及透明度等方面特征的不同来挑选典型的单菌落进行划线纯化ꎬ纯化后－８０ ℃甘油冻存.
采用抑菌圈法进行拮抗菌的筛选ꎬ具体操作如下:将 ＶＰＡＨＰＮＤ菌株复苏调至菌体浓度为 ５.０×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎬ通
过无菌涂布珠将 ＶＰＡＨＰＮＤ均匀地涂在琼脂培养基平皿表面ꎬ待其晾干备用ꎻ将无菌药敏纸片贴在涂有 ＶＰＡＨＰＮＤ

的琼脂培养基表面ꎬ将分离得到的菌株于液体培养基培养至对数期ꎬ取 ５ μＬ 菌液滴加至无菌空白药敏纸片

中ꎬ以滴加 ５ μＬ 灭菌生理盐水制作的纸片作为空白对照ꎬ２８ ℃培养 ２４ ｈ 后观测抑菌圈ꎬ筛选具有拮抗能力

的菌株.
１.２.２　 细菌形态学特征观察和生理生化鉴定

对筛选后的拮抗菌进行革兰氏染色ꎬ显微观察菌体的结构特征. 参照«常见细菌系统鉴定手册»和«伯杰

氏细菌鉴定手册»对筛选的菌株进行生理生化鉴定. 将筛选后的拮抗菌接种至 ＬＢ 液体培养基ꎬ２８ ℃振荡培

养 ２４ ｈꎬ离心收集菌体ꎬ无菌生理盐水洗涤 ３ 次ꎬ加入戊二醛固定液 ４ ℃固定过夜ꎬ委托北京中科百测检测技

术有限公司对其形态学进行扫描电镜观察.
１.２.３　 分子生物学鉴定

采用细菌基因组提取试剂盒提取拮抗菌株基因组 ＤＮＡꎬ通过 ＰＣＲ 扩增其 １６Ｓ ｒＤＮＡ ( ２７Ｆ:
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧꎬ１４９２Ｒ:ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ)ꎬ扩增程序为 ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性

３０ ｓ、５４ ℃复性 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 ９０ ｓꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎ. ＰＣＲ 产物大小约 １.５ ｋｂꎬ扩增产物经 １％
浓度琼脂糖电泳检测无误后ꎬ委托上海生工生物有限公司测序ꎬ获得的序列进行 Ｂｌａｓｔ 同源性比对分析ꎬ并使

用 ＭＥＧＡ７.０ 构建系统发育树.
１.３　 拮抗菌的抑菌活性测定

１.３.１　 拮抗菌的制备

将拮抗菌株按照 ３ 种不同方式进行培养处理(表 １)ꎬ处理组 １:拮抗菌株在 ＬＢ 培养基中振荡培养２４ ｈꎻ
处理组 ２:将拮抗菌株在 ＬＢ 液体培养基中振荡培养 ２４ ｈ 后ꎬ将菌液与培养基以 １ ∶１００ 的比例重新接种至 ＬＢ
液体培养基中振荡培养ꎬ重复传代 ５ 次后收集菌液ꎻ处理组 ３:将 １００ μＬ 重复传代 ５ 次后的拮抗菌液与 １０ μＬ
ＳＨＹ１８５８ 菌液接种至 ５ ｍＬ 的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ振荡培养 ２４ ｈꎬ并使用无菌生理盐水将以上各处理组菌液在

６００ ｎｍ 波长处的吸光值(ＯＤ６００)调至为 １.５. 各处理组均取 ２ ｍＬ 菌液ꎬ离心取上清液ꎬ并通过 ０.２２ μｍ 孔径

的滤膜除菌ꎬ４ ℃保存. 取不同处理组的菌液及上清液开展拮抗抑菌实验ꎬ２４ ｈ 后观察记录各组对 ＶＰＡＨＰＮＤ的

拮抗活性.
１.３.２　 抑菌活性测定

以 ＶＰＡＨＰＮＤ菌株 ＳＨＹ１８５８、ＳＨＹ１７７７ 和 ＳＨＹ１６６９ 作为受试菌ꎬ使用药敏试纸扩散法(Ｋ－Ｂ 法)测定抑菌活

性:将其复苏后受试菌液浓度调至 ５.０×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎬ在 ＬＢ 琼脂培养基上滴入 １００ μＬ 的菌液ꎬ用涂布珠将

菌液均匀涂在培养基平皿表面ꎬ待其晾干ꎻ将制备好的无菌空白药敏纸片贴在涂有 ＶＰＡＨＰＮＤ菌株的琼脂培养

基表面ꎬ分别取 １０ μＬ 拮抗菌液或上清液滴加至药敏纸片中ꎬ另滴加 １０ μＬ 灭菌生理盐水制作的纸片作为空

白对照ꎬ每组均设 ３ 个生物学重复ꎬ２８ ℃培养 ２４ ｈ 后测量抑菌圈.
１.３.３　 生长曲线与拮抗能力的关联性

将 ＪＳＨＹ９７ 接种于 ＬＢ 液体培养基ꎬ３０ ℃ꎬ１６０ ｒｐｍ / ｍｉｎꎬ振荡培养 １２０ ｈ. 分别在 ６ ｈ、９ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、
７２ ｈ、９６ ｈ、１２０ ｈ 取菌液ꎬ测定其菌株在 ６００ ｎｍ 波长处的吸光值(ＯＤ６００)ꎬ并按照 １.３.２ 方法测定抑菌活性ꎬ抑
菌活性以抑菌圈直径作为评价指标ꎬ每组均设 ３ 个生物学重复.
１.４　 安全性实验

生物安全实验分别采用斑马鱼及凡纳滨对虾苗种进行菌液浸浴测试. 斑马鱼生物安全测试实验设置 ３
组生物学重复ꎬ每组 １０ 只(体长 ３.２±０.５ ｃｍ)ꎻ凡纳滨虾苗安全测试实验设置 ３ 组生物学重复ꎬ每组 ２０ 只(体
长 １.１±０.２ ｃｍ) . 以上实验组每天以 １×１０６ ＣＦＵ􀅰ｇ－１的终浓度向每组加入拮抗菌ꎬ每天换入 １ / ３ 新水ꎬ观察记录

死亡个体数量.
１.５　 拮抗保护性实验效果评价

将采自南通某苗种淡化场的凡纳滨对虾苗种随机分成拮抗组、感染组、空白组ꎬ每组分别放置在 ３ 个

１０ Ｌ 的盐度 １０ 的水体中ꎬ每个水体 ２０ 尾对虾苗种. 对虾每天投喂 ３ 次ꎬ饲喂量为对虾体重的 ５％. 每天换一

半水ꎬ拮抗菌投喂含 ＪＳＨＹ９７ 菌液的混合饲料ꎬ饲料中拮抗菌终浓度为 １×１０６ ＣＦＵ􀅰ｇ－１ꎬ空白组及感染组为相
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同饲料混合等量的无菌 ＰＢＳ. 饲喂 ７ ｄ 后ꎬ拮抗组及感染组同时回接 ＶＰＡＨＰＮＤꎬ感染回接感染 ＶＰＡＨＰＮＤꎬ实验步

骤如下:将拮抗组和对照组对虾放入 ＶＰＡＨＰＮＤ浓度为 １.０×１０５ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１的水体中浸泡 ３ ｈꎬ空白组在等体积的

水体中浸泡 ３ ｈ. 随后拮抗组继续喂食拮抗菌混合饲料ꎬ感染组和空白组喂食商品饲料. 每天记录凡纳滨对虾

的存活率ꎬ实验进行 ７ ｄꎬ将存活的凡纳滨对虾收集ꎬ－８０ ℃冻存.
取虾肝胰腺组织匀浆 １００ ｍｇꎬ参照海洋生物 ＤＮＡ 提取试剂盒(上海生工生物有限公司)按照说明书提取

ＤＮＡ. 参照 Ｈａｎ 等[１１]提供的 ｑＰＣＲ 方法检测试验对虾体内的 ＰｉｒＡ毒力基因. 使用 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ 实时荧

光定量 ＰＣＲ 进行扩增ꎬ扩增体系含有上下游引物各 ０.３ μｍｏｌ / Ｌ 和 ＴａｑＭａｎ 探针 ０.２ μｍｏｌ / Ｌꎬ模板 ｃＤＮＡ
１ μＬꎬ２０ μＬ. 扩增程序:９５ ℃ ２０ ｓꎻ９５ ℃ １ ｓꎬ６０ ℃ ２０ ｓꎬ循环 ４０ 次.
１.６　 数据处理

试验数据采用 ＧｒａｇｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.３.０ 软件、Ｅｘｃｅｌ 软件和 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１９ 软件统计分析ꎬ采用单因素方差分析

(ＯＮＥ￣ＷＡＹ ＡＮＶＯＡ)进行统计分析ꎬ采用 Ｄｕｎｃａｎ 氏新复极差法进行差异性检验分析.

２　 结果与讨论

２.１　 拮抗菌的分离筛选与鉴定

２.１.１　 菌株的形态特征观察及生理生化鉴定

本文从黄姑鱼肠道中分离出多株细菌ꎬ通过抑菌圈法筛选出对 ３ 株 ＶＰＡＨＰＮＤ拮抗能力较强的菌株

ＪＳＨＹ９７ꎬ该菌株在固体 ＬＢ 培养基菌落为圆形淡黄色、边缘无褶皱、表面光滑且不透明ꎬ并带有乳白色的光环

(图 １Ａ、１Ｂ) . 经革兰氏染色ꎬ鉴定为革兰氏阴性短杆菌(图 １Ｃ)ꎻ电子扫描显微镜观察其菌体表面褶皱ꎬ呈短

杆状ꎬ具有菌毛ꎬ未见鞭毛及结构(图 １Ｄ)ꎻ在液体培养基中静止培养时无菌膜形成ꎬ呈浑浊状态. ＪＳＨＹ９７ 号

拮抗菌生理生化实验结果见表 ２.

图 １　 菌株 ＪＳＨＹ９７号的形态特征观察及革兰氏染色图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＪＳＨＹ９７

表 ２　 菌株 ＪＳＨＹ９７的生理生化鉴定

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＪＳＨＹ９７

指标 结果 指标 结果 指标 结果 指标 结果

丙氨酸－苯丙氨酸－
脯氨酸芳胺酶

＋ β－Ｎ－乙酰葡萄糖苷酶 － 谷氨酸－甘氨酸－
精氨酸芳胺酶

＋ Ｎ－乙酰－β－
半乳糖氨酶

－

Ｈ２Ｓ 产生 ＋ 侧金盏花醇 － 谷氨酰芳胺酶 ＋ Ｌ－乳酸盐同化 －
β－葡萄糖苷酶 － Ｄ－麦芽糖 ＋ Ｄ－甘露醇 － 组氨酸同化 －

Ｌ－脯氨酸芳胺酶 － 脂酶 － 古老糖 ＋ ＣＯＵＲＭＡＲＡＴＥ ＋
蔗糖 ＋ Ｄ－塔格糖 － Ｄ－海藻糖 － β－葡萄糖苷酸酶 －

乳酸盐产碱 ＋ α－葡萄糖 ＋ 琥珀酸盐产碱 ＋ ＥＬＬＭＡＮ ＋
氨基乙酸芳胺酶 ＋ 鸟氨酸脱羧酶 － 赖氨酸脱羧酶 － α－半乳糖苷酶 －

Ｏ / １２９ 耐受 ＋ 吡咯烷基芳胺酶 ＋ Ｌ－苹果酸盐同化 － 磷酸酶 ＋
Ｌ－阿拉伯醇 － Ｄ－纤维二糖 － β－半乳糖苷酶 － 柠檬酸盐(钠) －
Ｄ－葡萄糖 ＋ γ－谷氨酰转移酶 ＋ 葡萄糖发酵 ＋ 丙二酸盐 －
Ｄ－甘露糖 － β－木糖苷酶 － β－丙氨酸芳胺酶 － ５－酮－葡萄糖苷 －

酪氨酸芳胺酶 ＋ 尿素酶 ＋ Ｄ－山梨醇 －
　 　 注:“＋、－”分别代表反应结果为阳性或阴性.
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２.１.２　 分子生物学鉴定

菌株 ＪＳＨＹ９７ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列经 ＢＬＡＳＴ 比对发现ꎬ该菌株与铜绿假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ＿ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ)同
源性达 １００％ꎬ构建系统发育树与铜绿假单胞菌聚为一支(如图 ２) . 结合该菌的形态、生理生化特性及 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 基因序列分析ꎬ将拮抗菌 ＪＳＨＹ９７ 鉴定为铜绿假单胞菌.

图 ２　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ序列的菌株 ＪＳＨＹ９７的系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＪＳＨＹ９７ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２.２　 拮抗菌的抑菌活性测定

本实验发现 ＪＳＨＹ９７ 菌株对 ＳＨＹ１８５８、ＳＨＹ１７７６、ＳＨＹ１６６９ 菌株均具有较好的拮抗效果(图 ３Ａ、３Ｂ、３Ｃ)ꎬ
拮抗圈直径无显著性差异(Ｐ>０.０５)(图 ４Ａ) . 处理组 １ 和处理组 ３ 的菌液和上清液对 ＳＨＹ１８５８ 均有较好的

拮抗效果ꎬ处理组 ２ 的菌液和上清的拮抗能力显著弱于处理组 １、处理组 ３(图 ３Ｄ、３Ｅ、３Ｆ)ꎬ３ 个处理组的拮抗

圈直径有显著性差异(Ｐ<０.０５)(图 ４Ｂ) .

ＡꎬＢꎬＣ 分别为处理组 １ 对 ＳＨＹ１８８５、ＳＨＹ１７７７ 和 ＳＨＹ１６６９ 的抑菌效果ꎻＤꎬＥꎬＦ 分别为处理组 １ꎬ处理

组 ２ 和处理组 ３ 的上清以及菌液对 ＳＨＹ１８５８ 的抑菌效果ꎻＣＫ 为空白ꎬａ 为菌液ꎬｂ 为上清

图 ３　 不同处理组的 ＪＳＨＹ９７对 ＶＰＡＨＰＮＤ的抑菌效果

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｏｆ ＪＳＨＹ９７ ｏｎ ＶＰＡＨＰＮＤ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｏｆ ＪＳＨＹ９７ ｏｎ ＶＰＡＨＰＮＤ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

２.３　 生长曲线与拮抗能力曲线

不同生长期的 ＪＳＨＹ９７ 菌液抑菌效果不同(图 ５) . 该菌株经过 ４ ｈ 的迟缓期后进入对数生长期ꎬ菌株繁

殖速度较快ꎬ随着培养时间的增加ꎬＪＳＨＹ９７ 生长量和抑菌活性也随之增大ꎬ抑菌活性在 ２４ ｈ 到达最大值

(２１.９１±０.１２１)ｍｍ. ２４ ｈ 后 ＪＳＨＹ９７ 生长速率减缓ꎬ４８ ｈ 后生长量趋于稳定ꎻ同时菌株 ＪＳＨＹ９７ 的抑菌活性出

现明显下降.
２.４　 保护性实验

回接感染 ＶＰＡＨＰＮＤ实验 ７ ｄ 后各实验组的存活率如图 ６Ａ 所示. 第一天ꎬ对照组和拮抗菌组出现死亡ꎬ空
白组未出现死亡. ２ ｄ~６ ｄꎬ感染组死亡数量大幅增加ꎬ拮抗菌组有零星死亡ꎬ空白组出现个别死亡ꎬ拮抗菌组
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Ａ.ＪＳＨＹ９７ 对 ＳＨＹ１８５８、ＳＨＹ１７７７ 以及 ＳＨＹ１６６９ 的抑菌效果ꎻＢ.ＪＳＨＹ９７ 的不同处理组对 ＳＨＹ１８５８ 的抑菌效果ꎻ字母代表有

显著性差异(Ｐ<０.０５) .
图 ４　 ＪＳＨＹ９７对 ３株 ＶＰＡＨＰＮＤ的抑菌效果以及不同处理组 ＪＳＨＹ９７对 ＳＨＹ１８５８的抑菌效果

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＪＳＨＹ９７ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｒｅｅ ＶＰＡＨＰＮＤ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＪＳＨＹ９７

图 ５　 ＪＳＨＹ９７的生长曲线与拮抗能力曲线

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｃａｐａｃｉｔｙ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＪＳＨＹ９７

的存活率也始终高于感染组ꎬ低于空白组. ７ ｄꎬ空
白组存活率近 ９０％ꎬ拮抗菌组存活率为 ８０％ꎬ对照

组拮抗率仅为 ４６％. 实验过程中ꎬ感染组对虾个体

活力明显减弱ꎬ肝胰腺颜色变淡ꎬ部分个体出现萎

缩状态ꎬ空白组及拮抗组对虾个体较为正常. 实验

结束后ꎬ将存活对虾个体经 ｑＰＣＲ 检测 ＶＰＡＨＰＮＤ毒

力基因拷贝发现ꎬ拮抗组对虾体内 ＰｉｒＡ 毒力基因

的拷贝量显著低于感染组(Ｐ<０.０１)ꎬ空白组内未

检出 ＰｉｒＡ基因(图 ６Ｂ) .

Ａ.空白组ꎬ拮抗菌组和感染组的对虾在 ７ ｄ 内的存活率ꎻＢ.７ ｄ 后空白组ꎬ拮抗菌组和感染组存活对虾 ＰｉｒＡ毒力基因的拷贝

数ꎻ“∗”代表差异性代表有显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎬ“∗”数量代表显著性差异程度.
图 ６　 不同试验组对虾在 ７ ｄ内的存活率以及 ７ ｄ后不同试验组存活对虾 ＰｉｒＡ毒力基因的拷贝数

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ Ｌ. ｖａｎｎａｍｅｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ７ ｄａｙｓ ａｎｄ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰｉｒＡ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ
ｏｆ ｓｈｒｉｍｐｓ ｓｕｒｖｉｖｉｎｇ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ７ ｄａｙｓ

２.５　 讨论

本文从黄姑鱼体内分离出 ３ 株具有 ＶＰＡＨＰＮＤ拮抗能力的菌株ꎬ其中菌株 ＪＳＨＹ９７ 对不同毒力 ＶＰＡＨＰＮＤ均具

有明显的拮抗抑制效果. 根据形态学特征、生理生化和分子生物学的鉴定结果ꎬ菌株 ＪＳＨＹ９７ 被鉴定为铜绿假

单胞菌. 尽管在前期的医学领域研究报道中铜绿假单胞菌常被认为是一种条件致病菌[１２]ꎬ但在水产领域中ꎬ
已有学者将分离出的铜绿假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ)用于凡纳滨对虾养殖ꎬ不仅能够提高对虾的成

活率和增重率ꎬ还能有效改善水质ꎬ稳定水体的酸碱度[１３] . Ｐｒｉｙａｊａ 等[１４]也发现一株铜绿假单胞菌产生的绿

脓杆菌素能够抑制哈维氏弧菌的生长. 在本研究中ꎬ通过安全性实验未发现菌株 ＪＳＨＹ９７ 具有致病性ꎬ初步可

应用于 ＶＰＡＨＰＮＤ的防治. 此外ꎬ在前期研究中ꎬ报道了普罗威登斯菌(Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ.ｓｐ) [１５]、枯草芽孢杆菌[１６]、乳
酸菌(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ.ｓｐ) [１７]、假单胞菌[１８]和假交替单胞菌[１９]等菌株具有抑制 ＶＰＡＨＰＮＤ的能力ꎬ而本研究发现的

ＪＳＨＹ９７ 铜绿假单胞菌拮抗 ＶＰＡＨＰＮＤ菌株为首次报道.
本课题组前期通过 ＭＬＳＴ 序列分型确定 ＳＨＹ１６６９、ＳＨＹ１７７７ ＳＴ 型为 ＳＴ４５２、ＳＴ９１９ꎬ并初步将 ＳＨＹ１６６９、
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ＳＨＹ１７７７ 分类为毒力强株ꎬＳＨＹ１８５８ 为毒力弱株[５]ꎬ同时也报道了拮抗菌 Ｈ３６ 对 ＶＰＡＨＰＮＤ菌株 ＳＨＹ１６６９ 具有

较强的拮抗能力ꎬ但未比较对其他 ＶＰＡＨＰＮＤ菌株的拮抗效果[９] . 在本研究中ꎬ通过纸片法比较了 ＪＳＨＹ９７ 对不

同 ＶＰＡＨＰＮＤ菌株的拮抗能力ꎬ发现 ＪＳＨＹ９７ 对 ＳＨＹ１６６９、ＳＨＹ１７７７ 和 ＳＨＹ１８５８ 菌株均有较好的拮抗效果ꎬ表明

ＪＳＨＹ９７ 对 ＶＰＡＨＰＮＤ具有较为广泛的抑制能力ꎬ具有较好的商业应用潜力. 此外ꎬ通过上清液的拮抗实验ꎬ也初

步确定了 ＪＳＨＹ９７ 的抑菌活性物质来源胞外产物.
本研究发现ꎬＪＳＨＹ９７ 在多次传代后ꎬ其拮抗效果明显减弱ꎬ但与 ＶＰＡＨＰＮＤ菌株共培养后ꎬ其拮抗能力明显

增强ꎬ推测 ＪＳＨＹ９７ 的拮抗能力需要在病原菌持续刺激下才会保持较强的抗菌活性. 这一现象与 Ｗａｎｇ 等[２０]

的研究结果较为相似ꎬ该学者发现链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ａｕｒｅｏｆａｃｉｅｎｓ)与含霉菌酸的细菌共培养可能激活生物

活性物质的产生ꎬ表明一些共培养物能够表现出额外或增强的抗菌活性. 本实验通过将 ＳＨＹ１８５８ 与 ＪＳＨＹ９７
共培养后ꎬＪＳＨＹ９７ 仍然能够表现出较强的抗 ＶＰＡＨＰＮＤ活性.

近年来ꎬ学者们发现通过在饲料中添加拮抗菌ꎬ能够显著降低凡纳滨对虾体内病原菌的含量. Ｌｕｃｉｏ
等[２１]在墨西哥海洋中分离出一株抗 ＶＰＡＨＰＮＤ的坎贝氏弧菌ꎬ在添加坎贝氏弧菌后ꎬ显著降低了暴露在 ＶＰＡＨＰＮＤ

的对虾累积死亡率ꎬ并且试验组凡纳滨对虾体内 ＶＰＡＨＰＮＤ的 ＤＮＡ 拷贝数降低. Ｍｅｒｙ 等[２２] 使用魔鬼弧菌

(Ｖｉｂｒｉｏ ｄｉａｂｏｌｉｃｕｓ)、肝弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ｈｅｐａｔａｒｉｕｓ)以及蜡样芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ)混合浸浴凡纳滨对虾后ꎬ发
现微生物菌群能够在对虾体内定植ꎬ经过 １６ ｄ 培养后ꎬ暴露在ＶＰＡＨＰＮＤ中的凡纳滨对虾体内生存率提高. 本文

通过预喂食 ＪＳＨＹ９７ 进行回感实验后ꎬ拮抗组的凡纳滨对虾保护率达到 ８０％ꎬ并通过 ｑＰＣＲ 定量检测验证发

现喂食拮抗菌组的凡纳滨对虾体内 ＰｉｒＡ 显著低于对照组. 这也表明拮抗菌在凡纳滨对虾体内定植后ꎬ能够

有效降低凡纳滨对虾体内的 ＶＰＡＨＰＮＤ含量.

３　 结论

本文从黄姑鱼体内分离出多种细菌ꎬ并筛选出一株对 ＶＰＡＨＰＮＤ 具有显著拮抗作用的铜绿假单胞菌

ＪＳＨＹ９７. 初步判断 ＪＳＨＹ９７ 的抗菌活性物质来源胞外产物ꎬ并且 ＪＳＨＹ９７ 与 ＶＰＡＨＰＮＤ 共培养能增强抗菌活

性. 预投喂含 ＪＳＨＹ９７ 的饲料后ꎬ发现暴露在 ＶＰＡＨＰＮＤ 环境下的凡纳滨对虾相比对照组存活率提高 ３４％ꎬ对
虾体内的 ＶＰＡＨＰＮＤ 的含量显著降低. 菌株 ＪＳＨＹ９７ 为 ＡＨＰＮＤ 的生物防治提供了新的菌株资源ꎬ并具有在

对虾养殖中应用的潜力.
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