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　　摘要：嗜水气单胞菌是动物和人类的致病菌，会引起水产动物败血症和人类腹泻病等，对我国已造成了巨大的经
济损失。采用细菌的分离、纯化和筛选等步骤，获得对嗜水气单胞菌引起罗非鱼败血症有抑制作用的菌株ＬＦＪＫ－１１，
并对其形态特征和生理生化特性进行分析。结果显示，该菌株属于链霉菌属。通过对其１６ＳＤＮＡ比对及其系统进化
树构建，该菌株与链霉菌属相似性达到１００％，该结果与其形态特征和生理生化鉴定结果一致。
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　　嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）广泛存在于含水量
丰富的土壤、淡水、污水、沼泽和粪便中，一部分是动物和人类

的致病菌，会引起水产动物败血症和人类腹泻病等［１－２］。嗜

水气单胞菌一直严重危害着水产动物养殖业和人类健康，已

造成了巨大的经济损失［３］。据不完全统计，我国每年水产动

物养殖业因疾病造成的经济损失超过１００亿元［４］，可见水产

养殖病害防治的任务十分艰巨。运用生物防治的手段筛选和

应用嗜水气单胞菌拮抗菌，应用于水产养殖，减少化学试剂的

使用，以减少水产养殖业的经济损失。

１　材料与方法

１．１　材料
指示菌为嗜水气单胞菌 ＨＣＬＦ－２，由笔者所在实验室从

患败血症的罗非鱼中分离得到；以嗜水气单胞菌ＨＣＬＦ－２为
指示菌，从土壤分离筛选获得拮抗菌株 ＬＦＪＫ－１１。
１．２　方法
１．２．１　拮抗菌株的筛选　采用平板稀释培养法［５］培养菌

株，根据微生物菌落特征（大小、形状、边缘形状、表面结构、

光泽、透明度和颜色）将单菌落挑出并编号。将所获得的土

壤单菌落用ＰＤＡ培养基在２８℃条件下培养４ｄ，采用抑菌圈
法，以嗜水气单胞菌ＨＣＬＦ－２为指示菌，筛选对嗜水气单胞
菌ＨＣＬＦ－２抑菌作用的菌株并保存。

１．２．２　拮抗菌株的培养特征　选择拮抗性能最佳的菌株，并
将其接种于蔗糖察氏、燕麦、无机淀粉、马铃薯、葡萄糖酵母膏

培养基中，在２８℃下培养３～７ｄ，观察并记录待测菌在不同
培养基上的生长形态、基内菌丝、气生菌丝及色素。

１．２．３　生理生化特征的鉴定　测定纤维素水解、明胶液化、
碳源利用、淀粉水解和Ｈ２Ｓ产生等试验

［６］。

１．２．４　菌株１６ＳｒＤＮＡ序列的测定及其系统发育树的构建
　将菌株ＬＦＪＫ－１１接种在ＬＢ培养基上振荡培养１２～１８ｈ，
参照文献［７］的方法提取基因组ＤＮＡ。以ＤＮＡ组为模板，以
１６ＳｒＤＮＡ基因扩增通用引物进行 ＰＣＲ扩增，扩增出 １６Ｓ
ｒＤＮＡ，其中引物序列为：２７Ｆ，５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－
３′；１４９２Ｒ。５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。用１％ 琼脂
糖凝胶进行电泳分离，用 ＤＮＡ胶回收试剂盒纯化，然后直接
寄至上海生工测序部进行测序。将测序结果在 ＮＣＢＩ上进行
比对分析，筛选出９株菌株１６ＳｒＤＮＡ的全序列，使用 Ｃｌｕｓｔ
ａｌＷ软件构建系统进化树。

２　结果与分析

２．１　拮抗菌株筛选结果
经拮抗检测筛选到１株对嗜水气单胞菌 ＨＣＬＦ－２有较

强拮抗作用的菌株，编号为 ＬＦＪＫ－１１，抑菌圈直径平均为
１５６ｍｍ（图１）。如表１所示，ＬＦＪＫ－１１菌株对苏云金杆菌、
金黄色葡萄球菌、黑霉菌、大肠杆菌也有一定的拮抗作用，且

该菌株对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌抑菌效果最强，对黑霉菌

抑菌效果最弱；发酵液稀释３０～６０倍后对这几种病原菌仍有
拮抗作用，可见该菌株发酵性能良好。

２．２　拮抗菌株培养特征观察
用划线法将菌株分别接种在蔗糖察氏、燕麦、无机淀粉、

马铃薯、葡萄糖酵母膏培养基上，于２８℃下培养７ｄ，结果如
表２所示，葡萄糖酵母膏培养基上的菌株生长最好，生长速度
较快，菌落较大，边缘呈放线状向外扩散，表面干燥有突起，孢

子呈圆形，具有土腥味。马铃薯培养基菌株生长优良，向外扩
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表１　ＬＦＪＫ－１１菌株及其发酵液对几种家蚕病原菌的拮抗作用

病原菌
抑菌圈直径

（ｍｍ）
菌株发酵液

最大稀释倍数

嗜水气单胞菌ＨＣＬＦ－２ １２～１９ ５０
苏云金杆菌 １２～１９ ５０
金黄色葡萄球菌 １６～３０ ６０
黑霉菌 ３～６ １０
大肠杆菌 １６～３０ ６０

散能力较强，且在培养３ｄ时菌落中出现金黄色疣，孢子呈链
状且菌落紧实不易挑取，培养７ｄ时颜色逐渐变深表面出现
粉状。

表２　待测菌在不同培养基上的形态特征

培养基 生长状况 气生菌丝 基内菌丝 色素

燕麦 ＋ 灰色→黑色 象牙白 无

马铃薯 ＋＋＋ 灰色→黑色 象牙黄 无

无机淀粉 ＋ 灰色→黑色 浅奶黄 无

蔗糖察氏 ＋＋ 灰色→黑色 浅咖色 无

葡萄糖酵母膏 ＋＋＋ 灰色→黑色 浅咖色 无

　　注：＋、＋＋、＋＋＋分别表示生长状况一般、良好、优良。

２．３　菌丝特征
２．３．１　ＭＳ培养基　应用插片法观察菌丝特征，即分别在培
养７、２５ｄ后从ＭＳ培养基上取出插片，放在载玻片上滴加清
水，放入４０倍光镜下观察，结果如图２所示，ＬＦＪＫ－１１菌株
菌丝较细，无隔膜，呈垂直直线状，分枝较多，如树枝般相互紧

密交叉。待气生菌丝成熟后，逐渐分化成圆形孢子。菌丝颜

色由浅色至深黑色。

２．３．２　种子培养基　洗下ＭＳ培养基上的ＬＦＪＫ－１１菌株菌
落，转接到种子培养基中，于３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ下培养３、７、

９ｄ，再分别用结晶紫染色后在４０倍光镜下观察，结果如表３
所示，菌株菌丝细长，生长旺盛，呈放射状向外生长并逐渐缩短

增粗，致密交联在一起，最终菌丝团松散、断裂并向四周扩散。

表３　种子培养基下菌丝形态特征

培养时间

（ｄ） 菌丝颜色 菌丝特征 菌丝长势

３ 黑色 细、较长 菌丝致密、呈放射状

７ 黑色 缩短，较粗 互相交联，呈团状扩大生长

９ 黑色 断裂 团状结构松散，菌丝四周扩散

２．４　ＬＦＪＫ－１１菌株生理生化特性
多种生理生化试验结果如表４所示，ＬＦＪＫ－１１菌株产淀

粉水解酶、Ｈ２Ｓ，可以液化明胶，但不产纤维素酶，葡萄糖是比
较理想的可利用的碳源。

表４　ＬＦＪＫ－１１菌株生理生化检测结果

测定项目 结果 碳源利用 结果

淀粉水解 ＋ Ｄ－葡萄糖 ＋＋＋
Ｈ２Ｓ ＋ 蔗糖 ＋＋
纤维素分解 － 淀粉 ＋
明胶液化 ＋ 麦芽糖 ＋

Ｄ－果糖 －

　　注：－、＋、＋＋、＋＋＋分别表示不能生长、生长一般、生长良好、
生长优良。

２．５　ＬＦＪＫ－１１菌株１６ＳｒＤＮＡ序列测定及其系统发育树的
构建

ＬＦＪＫ－１１菌株基因组测序所得１６ＳｒＤＮＡ碱基序列，于
ＮＣＢＩ数据库 ＢＬＡＳＴ上进行比对，选取１２株同源性高的菌
株，构建系统进化树，结果如图 ３所示，ＬＦＪＫ－１１菌株以
１００％ 的同源性属于链霉菌属。

３　结论与讨论

从土壤中分离出１株高效拮抗嗜水气单胞菌ＨＣＬＦ－２
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菌株的拮抗菌，经鉴定为链霉菌。通过抑菌试验发现，

ＬＦＪＫ－１１菌株发酵液抑菌效果强，可以运用其发酵液来防治
水产病原物。本试验对 ＬＦＪＫ－１１菌株的生长特征、生理生
化特征及其菌丝和基质特征进行研究，并对其进行１６ＳｒＤＮＡ
测序比对并构建生物树，最终确定该菌株为链霉菌属菌株，所

得结果与常规生理生化鉴定结果一致。

本试验属首次对 ＬＦＪＫ－１１菌株生长特征进行研究，且
其发酵产物对于嗜水气单胞菌ＨＣＬＦ－２菌株拮抗作用显著，
是一种较好的拮抗菌，对水产动物病原菌有较强的抑制活性，

起抗病能力。此研究对于探寻水产动物及人类肠道病原物的

生物防治以及水产业的发展有着十分重要的作用。
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　　摘要：利用安卡红种公鸡新鲜精液，在Ａ、Ｂ等２种稀释液稀释后分别添加不同浓度的Ｌ－半胱氨酸，测定精子活
率和精子畸形率，比较不同浓度的半胱氨酸对鸡精液在常温保存下的效果。结果表明，在常温下保存，在Ａ稀释液中
添加１．０ｍｍｏｌ／ＬＬ－半胱氨酸的鸡精液的各项指标值均比不添加和添加５．０ｍｍｏｌ／ＬＬ－半胱氨酸的好（Ｐ＜０．０５），
且保存效果较为理想。在 Ｂ稀释液中添加１．０、５．０ｍｍｏｌ／ＬＬ－半胱氨酸的精子有效存活时间极显著高于对照组
（Ｐ＜００１）；随着 Ｌ－半胱氨酸添加量的增多，生存指数值变大，且以添加５．０ｍｍｏｌ／ＬＬ－半胱氨酸最高，但与添加
１．０ｍｍｏｌ／ＬＬ－半胱氨酸间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。但是，２种稀释液中是否添加Ｌ－半胱氨酸对精子畸形率影响不
大（Ｐ＞０．０５）。
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　　精液保存会随着时间的推移而使精子活力以及受精能力
降低［１］，即使是使用一些比较好的稀释液。精子在呼吸代谢过

程中能产生活性氧族（ＲＯＳ），携带有氧自由基，造成过氧化损
伤，这是受精能力下降的重要原因之一。因此，在精液稀释液

中添加抵抗自由基的成分是很有必要的［２］。近些年，过氧化作

用对精子的不良影响得到研究者的普遍重视，但是由于物种

和抗氧化剂作用机理的不同，抗氧化剂在精液保存中的添加

量和作用效果报道不尽相同。本试验根据鸡精液的氧化原理

和Ｌ－半胱氨酸的作用机理，在稀释液中添加不同浓度的
Ｌ－半胱氨酸，观察精液在常温下的保存效果，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　试验动物

选用１５羽健康、繁殖性能好的安卡红种公鸡，供采精用。
供试验鸡的饲料配方见表１。

表１　供试鸡饲料配方

原料 配比（％） 营养浓度 含量

玉米 ６０．０ 代谢能（ＭＪ／ｋｇ） １２．３
豆粕 ２１．０ 粗蛋白（ｇ／ｋｇ） １１６．８
麦麸 ２．０ 钙（ｇ／ｋｇ） １０
胡麻渣 ６．５ 总磷（ｇ／ｋｇ） ６．５
石粒子 ８．０ 有效磷（ｇ／ｋｇ） ４．２
ＣａＨＰＯ４ ２．０ 可消化赖氨酸（ｇ／ｋｇ） ５．８
ＮａＣｌ ０．３ 可消化蛋氨酸（ｇ／ｋｇ） ３．１
预混料 １．０

　　注：１ｔ预混料的成分含量为：维生素 Ａ１０．０ｋｇ、维生素 Ｄ
８．０ｋｇ、维生素 Ｅ２．０ｋｇ、维生素 Ｋ０．６ｋｇ、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ４．８ｋｇ、

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ３５．０ｋｇ、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ３４．８ｋｇ、ＣｏＣｌ２３．６ｋｇ、Ｎａ２ＳＯ４
１５０．０ｋｇ、蛋氨酸１５０．０ｋｇ、赖氨酸５０．０ｋｇ、氯化胆碱１５０．０ｋｇ、植酸
酶１０．０ｋｇ、稻壳粉４７９．２ｋｇ、牧乐维他２０．０ｋｇ。

—１３１—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第３期


