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　　摘要：抗生素在水产养殖中的长期使用及滥用，其弊端日益得到广泛的认识。拮抗菌以其无残留、绿色安全等优
点逐渐替代抗生素，得到越来越多的关注、研究和应用。拮抗菌主要是通过营养或空间竞争，分泌抑菌物质等方式来

杀死或抑制病原菌的生长，达到控制疫病的发生。本文根据现有的国内外研究报道，综述了水产动物病原菌拮抗菌的

研究方法、作用机理及当前拮抗菌研究与应用中存在的一些问题，对其研究及应用前景进行了展望。
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　　随着高密度集约化水产养殖业的发展，养殖水体富营养
化和病害高发成为制约水产养殖业健康发展的重要因素。目

前对病原细菌引起的疾病多采用抗生素或化学药物进行防

治，由于药物的不当使用容易引起药物残留、耐药性细菌增加

和破坏养殖微生态平衡等问题，因此，探寻新型生态环境友好

型的病害防治措施势在必行。生物拮抗是微生物群落内普遍

存在的自然现象，在同一生态位中微生物通过营养或空间竞

争、分泌抗生素或细菌素等抑制其他微生物的生长。微生物

控制技术便是应用这一原理，将具有某种或某类特异拮抗性

的有益菌施入水体或投喂养殖鱼类，杀死或抑制病原微生物，

达到预防和控制疫病的发生。在水产养殖中微生态制剂如乳

酸菌、光合细菌、硝化细菌、芽孢杆菌、酵母菌等已被广泛应用

于水质调控和促生长饵料添加剂［１］，但针对特定病原的益生

菌的研究相对匮乏。因此，加强病原菌拮抗菌的理论研究与

应用开发，扩大其在水产上的应用范围，生产无公害、无污染

的水产品，对水产养殖业的健康可持续发展具有重要意义。

本文对不同病原菌拮抗菌、拮抗菌研究方法、拮抗机制及研究

与应用中存在的问题进行了综述，并对其研究与应用的前景

进行了展望。

１　拮抗作用

拮抗作用是细菌或其他微生物相互作用的方式之一。它

是指一种微生物在生长过程中通过某种代谢产物或改变生活

环境来抑制其他微生物的生长发育，甚至杀死它们的现

象［２］。生物防治的手段之一就是利用拮抗菌限制病原微生

物的生长和繁殖，使有害菌的浓度低于致病浓度，从而达到防

治疾病的目的［３］。

２　不同病原菌拮抗菌的研究进展

随着我国海水、淡水养殖业的迅猛发展，由于对水产品的

产量和效益的过分追求，而忽略了水产品的质量安全。近年

来，在香港、广州、上海等地多有相关案例的报道，其中，由病

原微生物引发的安全问题占有很大比例。水产品养殖过程中

主要的病原菌有弧菌、气单胞菌、链球菌、爱德华氏菌等，往往

给鱼、虾、贝类等造成大量的死亡，严重制约水产养殖业的发

展［４－５］。同时，沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、假单胞菌等常见

的致病菌和肺炎克雷伯氏菌、阪崎肠杆菌、洋葱伯克霍尔德氏

菌等不常见的致病菌也常常危害水产养殖业［６］。表１为不同
水产动物病原菌的拮抗菌研究概况［７－３２］。

３　拮抗菌的研究方法

３．１　拮抗细菌的来源
细菌的来源是拮抗菌研究的一个重要环节，直接关系到

拮抗细菌的应用效果。从宿主或者其生存环境中筛选到的拮

抗菌作用远远优于从异种或者完全不同的环境中分离到的拮

抗菌［１８］。众多研究者从鱼体肠道中进行拮抗菌的筛选，因为

鱼类的消化道是病原菌的重要侵染部位，拮抗菌必须能够适

应肠道环境并迅速定殖才能达到抑菌的效果，所以从肠道内

源菌群中筛选往往能得到抑菌活性较好的拮抗菌［３３－３５］。

３．２　体外拮抗性能的研究
目前，对候选拮抗菌进行筛选通常先采用体外拮抗试验。

通过病原菌株和待测菌株在琼脂培养基上的共培养来检测是

否存在拮抗效果［３６－３７］。牛津杯法［３８］、打孔法［３２］、纸片法［２４］

是体外试验的常用方法之一，它不仅有利于观察细菌通过分

泌抗菌物质产生的抑菌圈，而且能观测到具有优势拮抗作用

的菌株。

　　拮抗菌能否在养殖环境中正常生长是发挥其功效最关键
的因素。细菌的生长和代谢通常受到环境因素的调控，因此，

体外拮抗试验通常会对拮抗菌的生长特性进行研究，分析其

在不同碳源、氮源、温度、ｐＨ值、盐度、接种量等条件下，拮抗
菌的生长及拮抗性能。同时，由于多数拮抗菌是以活菌形式

发挥作用，大多要通过消化道途径发挥作用，所以在对拮抗性
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表１　水产动物不同病原菌的拮抗菌

病原菌　　　 拮抗菌　　　 拮抗菌来源　　　 年份 文献

弧菌

　鳗弧菌 黄杆菌 扇贝 １９８９ ［７］
　鳗弧菌 溶藻胶弧菌

!

１９９５ ［８］
　鳗弧菌 橙色交替单胞菌 斑节对虾及其养殖环境 ２００１ ［９］
　溶藻弧菌 假单胞菌 虹鳟 ２００１ ［１０］
　哈维氏弧菌 橙色交替单胞菌 斑节对虾及其养殖环境 ２００１ ［９］
　致病性拟态弧菌 产碱杆菌 健康鱼蟹 ２００５ ［１１］
　病原性副溶血弧菌 溶藻弧菌、荧光假单胞菌 大黄鱼 ２００８ ［１２］
　病原性弧菌 海洋菌ＢＳ 扇贝幼体及扇贝养殖笼 １９９６ ［１３］
　病原性弧菌 气味黄杆菌

!

２００１ ［１４］
　病原性弧菌 海洋细菌假单胞菌

!

２００２ ［１５］
气单胞菌

　嗜水气单胞菌 乳酸杆菌 Ｋ１
!

１９９７ ［１６］
　嗜水气单胞菌

!

田边水沟污泥 １９９８ ［１７］
　嗜水气单胞菌 蛭弧菌

!

２０００ ［１８］
　嗜水气单胞菌 假单胞菌属 攀鲈、金鱼、南亚野鲮 ２００６ ［１９］
　嗜水气单胞菌 嗜冷咸海鲜球菌 草鱼 ２００７ ［２０］
　嗜水气单胞菌 粘质沙雷氏菌 池塘淤泥 ２００８ ［２１］
　嗜水气单胞菌 地衣芽孢杆菌 中华绒螯蟹 ２００９ ［２２］
　嗜水气单胞菌 蛭弧菌 鳗鲡 ２００９ ［２３］
　嗜水气单胞菌 解淀粉芽孢杆菌 池塘污泥 ２０１１ ［２４］
　嗜水气单胞菌 芽孢杆菌属 银鲫 ２０１２ ［２５］
　杀鲑气单胞菌 荧光假单胞菌 鳟 １９９３ ［２６］
　杀鲑气单胞菌 溶藻胶弧菌

!

１９９５ ［８］
　动态性气单胞菌 枯草芽孢杆菌 麦瑞加拉鲮鱼 ２００８ ［２７］
　温和气单胞菌 枯草芽孢杆菌 黄颡鱼 ２０１２ ［２８］
　豚鼠气单胞菌 粪肠球菌 鲤鱼 ２００７ ［２９］
其他病原菌

　巴斯德氏菌 弧菌 日本沿海的鱼 １９９７ ［３０］
　水霉 假单胞菌属、气单胞菌属 鲑鱼 ２００１ ［３１］
　葡萄球菌 嗜冷咸海鲜球菌 草鱼 ２００７ ［２０］
　青春双歧杆菌 粪肠球菌 鲤鱼 ２００７ ［２９］
　保加利亚乳杆菌 粪肠球菌 鲤鱼 ２００７ ［２９］
　大肠杆菌 枯草芽孢杆菌 麦瑞加拉鲮鱼 ２００８ ［２７］
　鼠伤寒沙门氏菌 粪肠球菌 鲤鱼 ２００８ ［２９］
　大肠杆菌 枯草芽孢杆菌 麦瑞加拉鲮鱼 ２００８ ［２７］
　容壁微球菌

!

欧洲鳗鲡 ２０１０ ［３２］
　铜绿假单胞菌

!

欧洲鳗鲡 ２０１０ ［３２］
　黄色八叠球菌

!

欧洲鳗鲡 ２０１０ ［３２］
　迟缓爱德华氏菌 枯草芽孢杆菌 黄颡鱼 ２０１２ ［２８］
　柱状嗜纤维菌 枯草芽孢杆菌 黄颡鱼 ２０１２ ［２８］

　　注：“
!

”表示菌株未鉴定。

能研究时，常常要考虑其对肠道的黏附性、定殖能力，在肠道

中的残留量等［３９］，以使其在肠道内快速生长，产生拮抗物质，

从而抑制病原菌的生长与繁殖。

３．３　拮抗菌的安全性评价
作为生产用的拮抗菌首先必须确保不产生任何内外毒

素，无毒，无害，无副作用。要保证其生物与生态安全性，必须

进行相关的毒性检验，保证其对鱼体的无害性［４０］。宋铁英

等［４１］将分离的拮抗菌进行小鼠和鳖的安全性试验，结果显

示，拮抗菌ＬＢ３、Ｋ１、Ｋ２９、Ｅ４３分别对小鼠及鳖无毒无害，且对
防治鳖的嗜水气单胞菌感染症有明显的效果，同时小鼠的血

液生理生化指标也说明试验后小鼠的各主要脏器功能基本正

常，肌体代谢能力增强，免疫力增强。

３．４　体内试验
鱼体内是一个复杂的环境，受到多种因素的作用。体外

试验只能尽量地模拟肠道环境（如温度、酸碱度、各种消化酶

等）的一致性，不能完全保证在体外有抑菌作用的菌株在活

体内仍能发挥良好的拮抗作用［１９］。因此拮抗菌的作用还需

要在活体中得到验证，其中包括向宿主动物体内引入拮抗菌，

检测其生长状况、残留量、肠道内菌群的分布及各种免疫指

标［４２］等。
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４　拮抗菌的作用机制

４．１　竞争氧气、营养物质
当饲用菌种以孢子状态进入动物消化道后迅速生长繁

殖，消耗肠内的氧气，使局部的氧分子浓度下降，从而恢复肠

内微生物菌群平衡，达到抑制其他病原菌的目的。陈兵等［４３］

通过大鼠肠道试验发现纳豆芽孢杆菌在肠道中迅速繁殖，消

耗了肠道中的大量氧气，降低了肠内氧浓度，改善了双歧杆菌

等厌氧菌的生长环境，同时也使肠道中原本存在的需氧菌肠

杆菌和肠球菌等的生长因缺氧而受到抑制。

另外，有些拮抗菌可以通过竞争性消耗潜在致病菌的营

养物质，抑制有害菌的生长，从而发挥其拮抗效应。酿酒酵母

是通过与大肠杆菌和卷旋菌竞争磷脂受体而起到抗病原作用

的［４４］。Ｖｅｒｓｃｈｕｅｒｅ等报道具有含铁细胞的益生菌和病原性依
赖于含铁细胞的病原菌竞争铁离子，从而抑制后者活性［４５］。

４．２　生态位点的竞争
生态位竞争，即拮抗菌比病原菌更易与生物机体结合，从

而排斥病原菌而起到保护作用［４６］。同时拮抗菌的黏附还可

以防止条件致病菌的易位，防止条件致病菌向周围环境不断

扩散而引发其他部位的感染［４７］。Ｃｏｌｌａｄｏ等认为，乳酸杆菌
对肠道上皮细胞有很强的亲和性，能优先与肠道受体结合，故

对病原菌如大肠杆菌和沙门氏菌的定殖具有竞争性阻碍作

用，从而有效保护动物肠道［４８］。Ｏｌｓｓｏｎ等从大菱鲆和欧洲黄
盖鲽的肠道和表皮分离出１１株菌，发现其在肠道黏液中比鳗
弧菌具有更强的黏附和生长能力，证实这几株菌能有效地同

病原菌竞争肠黏膜上的附着位点［４９］。Ｇａｒｃｉａ等试验表明，乳
酸杆菌 Ｋ１在体外能够和嗜水气单胞菌竞争粘附位点［５０］。

４．３　产生抑菌物质抑制病原菌生长
国内外的观点普遍认为，拮抗菌产生某些抑菌物质来抑

制病原菌是拮抗菌发挥功效的重要机制之一［５１］。益生菌可

产生具有广谱抗菌作用的物质，如细菌素、过氧化氢、亲脂分

子、二乙酰、二氧化碳、乙醛等，这些物质对肠道内的沙门氏

菌、链球菌等均有抑菌或杀菌作用。不同的抗菌物质对革兰

氏阳性和阴性菌有不同的作用［５２］。某些芽孢杆菌等在代谢

过程中可产生一些抗菌物质如嗜酸菌素、乳糖菌素、杆菌肽、

伊短菌素等，可抑制病原菌在肠道内生长繁殖［５３］。Ｐｒｉｄｍｏｒｅ
等发现约氏乳酸杆菌 ＮＣＣ５３３（Ｌ．ｊｏｈｎｓｏｎｉｉＮＣＣ５３３）分泌的
Ｈ２Ｏ２对体外抑制沙门氏菌发挥重要作用

［５４］。Ｇｉｂｓｏｎ的研究
发现，双歧杆菌能产生一种未知的广谱抗菌物质，具有抑制沙

门氏菌、霍乱弧菌等病原菌的活性［５５］。

４．４　免疫调节
４．４．１　体液免疫　体液免疫是以特异性抗体为主的免疫应
答反应。ＩｇＡ是机体黏膜防御感染的重要成分，主要由黏膜
淋巴小结和固有膜淋巴细胞分泌产生。经肠黏膜上皮细胞释

放到肠腔内的分泌型ＩｇＡ（Ｓ－ＩｇＡ），既可与相应抗原结合，减
少致病菌的黏附，抑制细菌增殖，中和毒素，又能抵抗蛋白溶

解酶作用，从而保护肠黏膜，维持肠道菌群的平衡［５６］。

Ｖｉｎｄｅｒｏｌａ等用瑞士乳杆菌灌喂小白鼠发现在小肠中 ＳＩｇＡ＋
浆细胞的量有所增加，得出益生菌能够通过竞争机理在肠道

内定殖，从而刺激肠道淋巴细胞发挥免疫保护作用［５７］。胡帅

尔等也通过饲喂小鼠益生菌，然后对小鼠免疫器官的重量、脾

淋巴细胞的转化、脾细胞抗体的生成、肠黏膜 Ｓ－ＩｇＡ含量等
进行测定，发现益生菌能促进机体的体液免疫［５８］。

研究表明，益生菌能缓解ＩｇＥ介导的超敏反应［５９］。芽孢

经口服摄入后有部分芽孢能够进入到肠系膜淋巴结的淋巴组

织中，能促进抗芽孢的 ＩｇＧ和 Ｓ－ＩｇＡ显著升高［６０］。益生菌

还可刺激巨噬细胞产生ＩｇＭ，有效抑制病菌的感染［６１］。

４．４．２　细胞免疫　拮抗菌对机体细胞免疫的调节，主要包括
激活巨噬细胞、ＮＫ细胞、Ｂ淋巴细胞，促进干扰素（ＩＦＮ）和白
介素（ＩＬ）等细胞因子的产生［６２－６３］。很多研究结果表明乳酸

菌可以通过提高巨噬细胞和单核细胞的活性促进免疫细胞分

泌细胞因子的方式来提高机体的细胞免疫水平［６４］。Ｐａｔｕｒｉ等
用ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓＬＡＦＴＩＬ１０和 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｃａｓｅｉ
ＬＡＦＴＩＬ２６灌喂 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，用酶联免疫方法检测到 ＩＬ－
１０和ＩＦＮ－γ的量是增多的，因此认为这２种菌都能够提高
小鼠免疫系统的功能［６５］。Ｌｉ等研究报道，经热杀死的益生菌
或益生菌的成分如脂磷酸、肽聚糖等，都能够显著增强正常或

免疫低下小鼠巨噬细分泌的 ＩＬ－１、ＴＮＦ的活性［６６］。周国勤

等通过对鱼类饲喂一定剂量的纳豆芽孢杆菌及其发酵产物后

发现，受试鱼类血液中 ＮＢＴ阳性细胞（吞噬细胞、中性粒细
胞、巨噬细胞）的数量有明显增加，而且血清溶血酶活力也有

一定上升［６７］。

５　问题与展望

５．１　存在问题
众多研究和试验都表明摄入拮抗菌在保护水产动物免受

病原菌侵害方面有显著效果，然而拮抗菌在肠道内定殖所需

的剂量、发挥作用的有效剂量等还无法确定，在水产养殖中拮

抗菌的使用量也多是基于经验，并没有科学依据。微生物之

间的相互作用即拮抗菌的免疫、定殖等机制问题，尚处于探索

阶段，有待进一步阐明。同时，拮抗菌在使用时存在不稳定

性、易受外界环境影响、对突发流行病防治效果不明显等问

题。任何长期的商业应用都必须考虑对环境的影响，因此必

须对拮抗菌的安全性、耐药性等问题给予足够重视。

５．２　拮抗菌研究及应用展望
虽然拮抗菌在研究和应用方面存在一些问题，但是随着

遗传学、细胞生物学、分子生物学等学科的发展，人们开始将

分子克隆、基因重组、基因芯片、蛋白表达等分子生物学技术

应用到拮抗菌的筛选及功能构建上。可以采用荧光标记等技

术标记拮抗菌，对拮抗菌在水产动物体内的位置及数量进行

实时监测及分析，明确拮抗菌在机体内的作用机理。利用基

因工程，借以克隆及表达有用的氨基酸合成酶基因或抗原基

因等技术开发新型菌种，如黏附定殖力强、耐高温、耐酸等菌

种，从根本上解决拮抗菌失活问题。最后，还应该加强应用方

面的研究，改善加工工艺，使菌种长时间保持活性，改进菌种

的使用条件等，便于拮抗菌进行大规模的生产及使用，让其更

快、更好地为水产养殖业服务。
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