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分子鉴定，将其鉴定为链霉菌属。试验对该菌株的活性物质对热、ｐＨ和紫外照射的稳定性进行了初步研究，结果显
示，在７０℃以下、ｐＨ值４～１０条件下抑菌活性相对稳定，并具有很强的抗紫外线照射能力。
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　　水产病原微生物中出现大量抗生素耐药类型
主要是由于在水产养殖中大量使用合成抗生素和

药物导致的［１］。利用微生物代谢产物来有效防治

水产动物疾病，已经成为当前水产养殖工作的重要

方向。在水产养殖领域，随着研究的深入发展，人

们越来越重视来源于海洋的有益微生物资源及其

代谢产物的开发和应用。目前，海洋细菌及其代谢

产物用于水产抗病和水环境保护等方面的研究比

较多。

海洋放线菌是新化学结构物质丰富的来源，在

海洋放线菌研究方面，一是以筛选抗病毒、抗肿瘤

活性产物为主要研究目标，二是以筛选抗菌、抑菌

菌株应用于农作物病害的研究较多［２－６］。而海洋放

线菌应用于防治水产病原菌病害研究相对较少，但

已有诸多研究者将海洋放线菌应用于水产养殖致

病菌引起病害的预防。中山大学游建岚等报道了

利用海洋放线菌治疗和预防由致病性弧菌引起的

虾病害，具有抑制弧菌菌膜的形成，在养殖水体可

以降解淀粉、蛋白等大分子，产抗菌类物质以及形

成耐热耐干燥的孢子的优点，海洋放线菌具有成为

益生菌的潜力［７－８］。Ｄａｓ等将海洋链霉菌作为益生
菌应用于斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）养殖，发现具
有促进虾生长的作用［９］。Ｋｕｍａｒ等研究人员则将从
海洋放线菌中提取的抗菌物质与食物一同喂养凡

纳滨对虾，对虾产生具白斑综合征病毒的抗病毒效

应［１０］。随着研究深入，人们发现海洋放线菌及其次

级代谢产物已成为寻找新抗生素的重要来源［１１］，而

直接使用放线菌作为益生菌，相对来说其出现抗性

基因横向转移机会低，值得在水产养殖中推广应

用［１２］，且具有重要的应用价值。

凡隆气单胞菌是近些年确定的气单胞菌科的

新种，在水产养殖上逐渐成为危害性较大的病原

菌。由于该菌的感染，曾引发孟加拉国鱼类的流行

性溃疡综合症，国内丁 、罗非鱼、中华绒螯蟹及泥

鳅、瓯江彩鲤等水产动物也因此患病，给养殖业带

来较大的经济损失［１３］。本研究对凡隆气单胞菌有

较好抑制作用的海洋放线菌菌株ＡＣ０８Ｆ５进行了鉴
定并对其抑菌活性物质的稳定性进行了初步研究，

以期为开发水产微生物活性制剂提供理论和技术

支持。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种　出发菌株：笔者所在课题组从连云港
海域海泥、蛤池泥、日照多岛海海泥等样品中分离

２１株放线菌，并保存于淮海工学院微生物实验室。
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病原指示菌：凡隆气单胞菌温和生物型

（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉｂｉｏｖａｒｓｏｂｒｉａ）ＮＱ菌株（由江苏海
洋大学海洋生命与水产学院秦蕾博士提供）。

１．１．２　培养基　病原指示菌培养基（ＴＳＡ培养
基）：胰蛋白胨 １７．０ｇ，大豆蛋白胨 ３．０ｇ，ＮａＣｌ
５．０ｇ，葡萄糖２．５ｇ，琼脂粉１５．０～２０．０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４
２．５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．２。

放线菌斜面培养基（海水高氏１号）：可溶性淀
粉２０．０ｇ，ＫＮＯ３１．０ｇ，ＮａＣｌ０．５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，
ＦｅＳＯ４０．０１ｇ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ，琼脂粉１５．０～２０．０ｇ，陈
海水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．２～７．４。

放线菌发酵培养基：葡萄糖 ２０．０ｇ，黄豆粉
２０．０ｇ，淀粉 １０．０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４２．５ｇ，蛋白胨
５．０ｇ，玉米浆２．５ｇ，ＭｇＳＯ４．７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４
０．０２ｇ，ＮａＣｌ４．０ｇ，ＣａＣＯ３６．０ｇ，陈海水１０００ｍＬ，
ｐＨ值自然。
１．２　方法
１．２．１　拮抗凡隆气单胞菌 ＮＱ菌株的放线菌株筛
选　（１）试验菌无菌滤液制备：在容量１００ｍＬ三角
烧瓶内装量３０ｍＬ的放线菌发酵培养基中，无菌操
作接入活化斜面菌种１～２环，２０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振
荡培养９６ｈ，得发酵液；将发酵液经１００００ｒ／ｍｉｎ、
５ｍｉｎ离心，上清液再经０．２２μｍ无菌滤膜过滤，得
无菌滤液备用。

（２）病原指示菌的制备：用无菌生理盐水配制
浓度为１０７ＣＦＵ／ｍＬ的指示菌菌悬液备用。

（３）双层平板牛津杯筛选法：制备底层为１０ｍＬ
２％的水琼脂培养基，上层为７ｍＬＴＳＡ培养基的双层
平板，取病原指示菌悬液１００μＬ涂布，然后在平板上
放入牛津杯；在牛津杯中加入１０μＬ试验菌无菌滤
液，每菌做３个平行，２８℃培养２４ｈ，测抑菌圈直径。
１．２．２　菌株ＡＣ０８Ｆ５的初步鉴定
１．２．２．１　形态特征观察［１４］　用扦片法培养，并在
显微镜下观察菌丝、孢子丝和孢子等的形态。

１．２．２．２　培养特征　采用蒸馏水和陈海水分别配
制葡萄糖天门冬素琼脂、高氏一号、察氏培养基、淀

粉琼脂、葡萄糖酵母膏琼脂、马铃薯葡萄糖琼脂６种
培养基制成平板。将菌株ＡＣ０８Ｆ５三区划线接种上
述６种不同的鉴定培养基上。然后在２０℃恒温培
养箱中培养７、１４、３０ｄ，对气生菌丝的颜色、基内菌
丝的颜色、生长状况、有无可溶性色素产生及产生

可溶性色素的颜色进行观察记录。

１．２．２．３　部分生理生化反应　采用细菌微量生化

反应管（购自北京陆桥生物），每管中接入５０μＬ对
数期菌株悬液，置于２０℃恒温培养箱培养，对照说
明书观察并记录和判断结果。

１．２．３　菌株ＡＣ０８Ｆ５的１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增与测序
　按照文献［１５－１６］提取菌株基因组，然后用细菌
１６ＳｒＤＮＡ通用引物，正向引物５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣ
ＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′（Ｅ．ｃｏｌｉ８ｔｏ２７），反向引物５′－ＴＡＣ
ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′（Ｅ．ｃｏｌｉ１５０７ｔｏ１４９２）进行
ＰＣＲ扩增；ＰＣＲ产物用 ＵＮＩＱ－１０柱式微量琼脂糖
凝胶ＤＮＡ回收试剂盒（购自上海生工）提纯后送上
海生物工程技术服务公司双向测序；将所测定序列

通过ＮＣＢＩ中 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅＢＬＡＳＴ程序比
对，并下载与试验菌株亲缘关系较近并已经确证的

序列，用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行比对分析和 ＭＥＧＡ４软
件构建系统进化树。

１．２．４　菌株 ＡＣ０８Ｆ５发酵清液中抑菌活性物质的
稳定性研究

１．２．４．１　发酵清液的制备　将放线菌新鲜成熟孢
子接种于发酵培养基中，２０℃ １８０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡
培养 ９６ｈ。在冷冻离心机将发酵液在 ４℃、
１００００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，离心上清液再经０．２２μｍ
无菌滤膜过滤，得到发酵上清液备用。

１．２．４．２　热稳定性　各取发酵上清液３ｍＬ于２４
个试管内，每组３支试管分别置于２０、３０、４０、５０、６０、
７０、８０、９０℃水浴６０ｍｉｎ，然后冰水中迅速冷却，采用
双层平板牛津杯法测定各处理样的抑菌活性，以

２０℃ 下的抑菌活性作为１００％进行相对活性比较。
１．２．４．３　ｐＨ稳定性　取发酵上清液５ｍＬ于２１个
２５ｍＬ小烧杯中，采用 １ｍｏｌ／ＬＨＣｌ和 １ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ将各烧杯中发酵液 ｐＨ值分别调节至２、４、６、
７、８、１０、１２，每个 ｐＨ值设 ３个平行，室温下放置
２４ｈ，期间定时混匀几次，再全部调回中性。用双层
平板牛津杯法测抑菌活性，并以 ｐＨ值为７时的抑
菌活性作为１００％。
１．２．４．４　紫外照射稳定性　分别取５ｍＬ发酵上清
液于２１个直径９０ｍｍ平皿里，在超净工作台内，敞
口放置于紫外灯（２０Ｗ）下，距离３０ｃｍ处照射０、５、
１０、１５、３０、４５、６０ｍｉｎ后取出，采用双层平板牛津杯
法测抑菌活性，以照射 ０ｍｉｎ的抑菌活性作
为１００％。

２　结果与分析

２．１　２１株海洋放线菌对凡隆气单胞菌抑制效果
由表１可知，有１８株海洋放线菌对凡隆气单胞
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表１　２１株菌对凡隆气单胞菌的抑菌圈

菌编号
抑菌圈

（ｍｍ） 菌编号
抑菌圈

（ｍｍ）

ＡＣ０８Ｆ５ １８ ＡＣ０８Ｃ３ ８
ＡＣ０８Ｆ２ ９ ＡＣ０８Ｅ５ ３
ＡＣ０８Ｔ１ １５ ＡＣ０８Ｅ３ １０
ＡＣ０８Ｔ２ ９ ＡＣ０８Ｅ４ ０
ＡＣ０８Ｓ１ １０ ＡＣ０８Ｄ１ ０
ＡＣ０８Ａ１ １１ ＡＣ０８Ｄ４ １０
ＡＣ０８Ａ７ ９ ＡＣ０８Ｈ３ ５
ＡＣ０８Ｂ１ ３ ＡＣ０８Ｈ５ １０
ＡＣ０８Ｂ２ ０ ＡＣ０８Ｒ３ ６
ＡＣ０８Ｆ３ ７ ＡＣ０８Ｒ４ ７
ＡＣ０８Ｂ５ ５

菌有抑菌效果，其中以ＡＣ０８Ｆ５抑菌圈最大，其抑菌
直径达（１８±０．４）ｍｍ，表明菌株 ＡＣ０８Ｆ５的胞外代
谢产物对病原指示菌凡隆气单胞菌 ＮＱ菌株有较强
的抑制作用。

２．２　ＡＣ０８Ｆ５菌株分类地位的鉴定
２．２．１　形态特征　菌株ＡＣ０８Ｆ５用扦片法培养后，
观察其气生菌丝、孢子和孢子丝形态，在１０００倍油
镜下，气丝呈现如树枝直或者弯曲状、孢子丝短、孢

子链生成串（图１），这些是链霉菌属［１７－１８］的一些典

型特点，因此，通过显微观察可以初步判断菌株

ＡＣ０８Ｆ５属链霉菌。

２．２．２　培养特征　放线菌菌株在不同的菌种鉴定
培养基上会表现出不同的培养特征，其气生菌丝、

基内菌丝、有无可溶性色素产生及生长状况均有一

定差异。由表２可见，菌株 ＡＣ０８Ｆ５在蒸馏水培养
基上培养和在陈海水培养基上培养的气生菌丝、基

内菌丝和可溶性色素有一定的差别，而且海水培养

基上的生长状况总体上也稍好，说明海水中所含的

矿物质对菌株ＡＣ０８Ｆ５的菌丝生长和可溶性色素有
一定的影响。而且菌株ＡＣ０８Ｆ５在高氏一号培养基
上生长良好，菌丝呈细粉状，结合“２．２．１”节显微观
察结果，也符合链霉菌属的特点。

表２　放线菌菌株ＡＣ０８Ｆ５的培养特征

培养基
蒸馏水培养基 陈海水培养基

气生菌丝 基内菌丝 可溶性色素 生长状况 气生菌丝 基内菌丝 可溶性色素 生长状况

１ 象牙黄 无色　 无　　 ＋ 榴萼黄 杏黄色 无 ＋＋＋
２ 白色　 无色　 无　　 ＋＋＋ 蛛网灰 褐色　 无 ＋＋＋
３ 粉白色 象牙黄 无　　 ＋ 蛛网灰 淡黄色 无 ＋
４ 蛛网灰 酱棕色 苏木紫 ＋＋＋ 蛛网灰 淡黄色 无 ＋＋＋
５ 粉白色 无色　 无　　 ＋＋＋ 无色　 杏黄色 无 ＋＋＋
６ 粉白色 酱棕色 淡黄色 ＋＋ 无色　 杏黄色 无 ＋＋＋

　　注：表中的１、２、３、４、５、６分别代表葡萄糖天门冬素琼脂、高氏一号培养基、察氏培养基、淀粉琼脂、葡萄糖酵母膏琼脂、马铃薯葡萄糖琼脂；

＋、＋＋、＋＋＋分别代表生长状况差、较好、好；颜色的名称均取自文献［１７－１８］。

２．２．３　生理生化反应　由表３可知，菌株 ＡＣ０８Ｆ５
能够产生蛋白酶液化明胶，能使淀粉水解，能够产

生硫化氢，不产生纤维素酶。同时，试验考虑到菌

株来源于海洋，所以还添加了无盐胰胨水和３．５％

ＮａＣｌ胰胨水反应，以考察菌株是否严格需盐菌，结
果显示菌株在无盐和３．５％ ＮａＣｌ下都生长。这说
明菌株ＡＣ０８Ｆ５并非严格意义的专性海洋菌，为将
来的菌种应用于淡水养殖也提供了可能。
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表３　菌株的生理生化反应结果

反应管 结果 反应管 结果

Ｄ－阿拉伯糖 ＋ 明胶液化 ＋
Ｄ－果糖 ＋ 淀粉水解 ＋
Ｄ－木糖 － 产生Ｈ２Ｓ ＋
葡萄糖 ＋ 纤维素 －
蔗糖 ＋ 无盐胰胨水 ＋
甘露醇 ＋ ３．５％ＮａＣｌ胰胨水 ＋
肌醇 ＋

２．２．４　ＡＣ０８Ｆ５菌株的ＤＮＡ测序　将菌株ＡＣ０８Ｆ５

的１６ＳｒＤＮＡ双向测通后拼装得序列共１３９６ｂｐ，提
交ＧｅｎＢａｎｋ，检索号为ＭＫ３９６６４９，并进行序列比对
分析，采用 ＣｌｕｓｔａｌＸ和 ＭＥＧＡ软件对菌株测序结果
进行系统进化分析并作进化树，由图２可知，菌株归
属链霉菌属，最近缘的为 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｇｒｉｓｅｏｐｌａｎｕｓ
（ｓｔｒａｉｎＭ４２）、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｃａｖｏｕｒｅｎｓｉｓｓｕｂｓｐ．（ｓｔｒａｉｎ
ＮＢＲＣ１５３９１）、 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｎｉｔｒｏｓｐｏｒｅｕｓ（ｓｔｒａｉｎ
１２６１８６），难以确切的分类到具体的种，所以目前将
其命名为Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．ｓｔｒａｉｎＡＣ０８Ｆ５。

２．３　菌株 ＡＣ０８Ｆ５发酵清液中抑菌活性物质稳
定性

２．３．１　热稳定性　由图３可知，在７０℃以下处理
后菌株ＡＣ０８Ｆ５所产生的抑菌活性受温度影响变化
不大，７０℃处理６０ｍｉｎ可保留抑菌活性约７７％，但

当温度超过８０℃处理，抑菌活性受温度影响较大，
９０℃处理的相对活性仅有４０％，说明温度在７０℃
以下条件，抗菌活性物质是相对稳定的，而高温易

导致发酵液抑菌活性丧失。

２．３．２　酸碱稳定性分析　由图４可知，发酵液清液
在ｐＨ值为４和１０时，其相对抑菌相对活性分别为
６６．６％和７２．１％，而当 ｐＨ值为２～＜４和 ｐＨ值为

１０～＜１２时，发酵液中的活性物质的活性下降迅
速，在 ｐＨ＝２、ｐＨ＝１２时，其相对活性只保存约
２０％～３０％，结果说明强酸强碱容易导致发酵液抑
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菌活性物质失活。

２．３．３　紫外照射稳定性　由图 ５可知，菌株
ＡＣ０８Ｆ５代谢产生的抑菌活性物质在试验设定的紫

外灯照射条件下，保持６０ｍｉｎ，其相对抑菌活性仍能
够保持８０％以上，初步说明该菌株所产生的抑菌活
性物质在紫外灯照射下有较强的稳定性。

３　讨论

通过筛选试验从２１株海洋放线菌菌株中，发现
１８株对病原指示菌凡隆气单胞菌 ＮＱ菌株有抑菌
效果，其中以菌株ＡＣ０８Ｆ５抑菌活性最强，而且同课
题组的研究发现该菌株对嗜水气单胞菌、金黄色葡

萄球菌和鳗弧菌均有一定的抑制作用，所以本试验

对菌株ＡＣ０８Ｆ５作进一步的鉴定。放线菌的鉴定一
般以《放线菌的分类和鉴定》为指导，综合菌株的培

养特征、显微形态特征、生理生化反应以及 １６Ｓ
ｒＤＮＡ基因序列来进行鉴定。本试验中菌株
ＡＣ０８Ｆ５经鉴定属链霉菌属但未归结到具体的种。
Ｚｈｅｎｇ等研究从台湾海峡的海洋动植物表面、皮层
以及肠道等分离的具有抗菌活性的放线菌的种属

分布情况，发现大多数具有抗菌活性的海洋放线菌

为链霉菌属［６］。事实上，更多研究报道也表明，研

究的产生活性产物的海洋放线菌中链霉菌占

多数［１９］。

海洋环境的独特性，使得海洋微生物能够产生

丰富的、结构新颖的活性天然产物，海洋放线菌虽

不是海洋微生物中主要的区系，却广泛分布在海洋

各种环境中，随着研究的逐渐深入，海洋放线菌及

其次级代谢产物已成为寻找新抗生素的重要来

源［１１］，具有非常重要的价值。而随着科学的发展，

分离纯化方法的先进和鉴定技术的精准，从海洋放

线菌分离得到的结构新颖的化合物越来越多，这些

新化合物在抗菌、抗疟、抗肿瘤和杀虫等方面具有

很好的活性［１９］。本试验对于菌株 ＡＣ０８Ｆ５代谢产
物仅作了初步研究，表明发酵清液在７０℃以下、ｐＨ
值为４～１０条件下，拮抗病原凡隆气单胞菌的活性
相对稳定，并对紫外灯照射稳定。但具体的拮抗病

原凡隆气单胞菌的活性物质为哪一类或哪几类，以

及该菌株的次级代谢产物的具体化学成分有待

研究。

目前，考虑到放线菌应用与水产养殖业的主要

作用机制是放线菌代谢所产生的各类抗生素抑菌
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和抗病，将海洋放线菌应用于防治水产病害研究相

对还是较少，但已有诸多成功的先例，如 Ｙｏｕ
等［７－８］、Ｄａｓ等［９］、Ｋｕｍｅｒ等［１０］成功地将海洋放线菌

应用到水产养殖中，分别用于治疗和预防致病性弧

菌引起的虾病害［７－８］、作为益生菌应用于促进斑节

对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）的生长［９］和从海洋放线菌

提取的抗菌物质混合饲料喂养凡纳滨对虾促进产

生抗病毒效应［１０］；王勇分离获得１株抗菌谱广、活
性较强的拮抗水产病原菌的海洋放线菌弗氏链霉

菌ＤＬ－４菌株并对其抑菌活性物质进一步研究，为
进一步应用于水产病害防治提供基础［１１］。水产微

生物中出现大量抗生素耐药类型是因为在水产养

殖中大量使用合成的抗生素和药物所造成的［１］，而

直接使用放线菌作为益生菌，相对出现抗性基因横

向转移机会低，值得在水产养殖中推广应用［１２］。目

前，尚未见有将海洋放线菌用于防治凡隆气单胞菌

引起的病害的报道，对于笔者所在课题组分离自连

云港海域高公岛海底泥的放线菌菌株ＡＣ０８Ｆ５能否
真正在水产养殖中起到抗病防病的作用，以及是否

会造成凡隆气单胞菌等水产病原菌出现耐药性等

还有待研究。
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（５）：９３２－９３４，９３６．

［１６］ＫａｕｆｆｍａｎｎＩＭ，ＳｃｈｍｉｔｔＪ，ＳｃｈｍｉｄＲＤ．ＤＮＡｉｓｏｌａｔｉｏｎｆｒｏｍｓｏｉｌ

ｓａｍｐｌｅｓｆｏｒｃｌｏｎｉｎｇｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｓｔｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００４，６４（５）：６６５－６７０．

［１７］阎逊初．放线菌的分类和鉴定［Ｍ］．北京：科学出版社，１９９２．

［１８］中国科学院微生物研究所放线菌分类组．链霉菌鉴定手册

［Ｍ］．北京：科学出版社，１９７５．

［１９］李先盛．一株海洋放线菌 Ｈ４１－５５的菌种鉴定和化学成分研

究［Ｄ］．广州：暨南大学，２０１７：２－１１．
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