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摘 � 要: 以光合细菌培养基为基础, 初步探讨提高耐盐红螺菌拮抗能力的培养基组分等发酵条件, 结果表明培

养基的最佳碳源为葡萄糖, 最佳氮源为磷酸氢二铵, 并在培养基中应缺省硫酸锰和氯化钙。以优化后的培养基

培养耐盐红螺菌, 最低抑菌浓度达 32 AU � mL - 1 , 较原光合细菌基础培养基提高了大约 1 倍。添加聚乙二醇

400、D- 山梨醇表面活性剂不能提高该菌的拮抗能力。
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A preliminary study on the improvement of antagonistic efficiency of sal-t resistant

Rhodospirillaceae
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Abstract: Culture conditions to improve the antagonistic eff iciency o f t he bacter ia wer e invest igat ed using t he pho to-

synthetic bacteria medium. It w as found that the optimum carbon source w as g lucose, the optimum nitro gen source

( NH4 ) 2HPO4 , and MnSO 4 H2O and CaCl2 to be eliminated in the medium. The minimum inhibitor y concentration

on t he Rhodosp ir ill aceae under the optimized conditions was 32 AU m l- 1 , doubled from the o riginal medium. H ow-

ever , ther e w as no effect on the antag onism by the addition of sur factants PEG and D-sorbitol.
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� � 红螺菌科光合细菌在水产养殖中具有净化水

质、促进动物生长与减少动物病害的作用, 是国内

外致力于开发且常用的微生态菌剂。红螺菌可分泌

拮抗物质, 与化学药品和抗生素相比, 红螺菌分泌

的拮抗物质不但可以减少和阻止病原菌的感染, 而

且还能有效解决耐药性的问题。因此, 开展提高红

螺菌拮抗物质的分泌产量研究具有重要意义。近年

来, 关于光合菌具有直接拮抗功能的研究已有一些

进展, 如黄美珍报道了光合细菌对于致病弧菌具有

抑制作用
[ 1]
; 我们前期研究了 4株红螺菌对 20 多

株水产养殖病原菌的抑制作用, 表明耐盐红螺菌具

有抑制病原菌作用, 其拮抗物质在菌种培养 7 d

后, 细胞进入生长稳定期与衰亡期时分泌量最

大
[ 2]
, 并且初步研究了耐盐红螺菌拮抗物质的分离

纯化和表征 [ 3]。本文以前期实验室筛选保存的耐盐

红螺菌为拮抗菌种, 就提高红螺菌拮抗能力的培养

基成分及发酵条件进行了优化, 以期为促进红螺菌

药物在生物防治水产养殖病害中的应用打下基础。

1 � 材料与方法

1� 1 � 试验菌种
耐盐红螺菌: 荚膜红假单胞菌 ( Rp s. cap su-

lata)
[ 4]
; 指示病原菌: 温和气单胞菌 ( A eromonas

sobria, A LPB) , 均为本实验室保存菌种。

1� 2 � 培养基
光合细菌培养基[ 5] : 醋酸钠 3� 0 g , 丙酸钠

0� 3 g, 氯化钠 1� 0 g , 硫酸铵 0� 3 g, 硫酸镁 0� 2
g , 磷酸二氢钾 0� 5 g , 磷酸氢二钾 0� 3 g, 氯化钙
0� 05 g, 酵母膏 0� 1 g, 硫酸锰 0� 002 5 g, 硫酸亚
铁 0� 005 g , 蛋白胨 0� 01 g , 谷氨酸 0� 000 2 g,
pH 7� 4, 蒸馏水定容至 1 000 mL。

营养琼脂培养与肉汤培养基 [ 6] : 牛肉膏 3� 0 g,
蛋白胨 10� 0 g , 氯化钠 5� 0 g, pH 7� 0~ 7� 2, 蒸
馏水定容至 1 000 mL; 营养琼脂培养基则在上述

培养基中加入 1� 5% ~ 2� 0%琼脂。
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1� 3 � 试验器材
一次性细菌微孔膜过滤器 (膜孔径 0� 15 �m,

上海亚东核级树脂有限公司 ) , 高速离心机

( AvantiT M J- 251, 美国 BECKMAN 公司) , 生

化培养箱 ( LRH- 190, 广东省医疗器械厂) , 光

照度计 ( JD- 3, 上海嘉定学联仪表厂) , 可见分

光光度计 ( SP- 1105, 上海光谱仪器有限公司) ,

电子天平 ( BL150, BL150S, 德国 SART ORIUS

公司) 等。

1� 4 � 试验方法
1� 4� 1 � 耐盐红螺菌去细胞上清液 ( CFS) 的制备

� 耐盐红螺菌接种于液体培养基中, 在 30 � 、光

照强度 815 ~ 840 lx 下培养 7 d, 将发酵液离心

( 12 000 r � min- 1 , 20 min) , 吸取上清液用微孔

滤膜过滤, 最后收集滤液无菌检验后备用[ 7]。

1� 4� 2 � 拮抗能力的测定 � 琼脂纸片扩散法 [ 3]
: 将

病原菌培养至对数生长期, 制成菌体浓度为 1� 5 �
108~ 2� 5 � 108 CFU � mL - 1的菌悬液, 涂布, 置

30 � 恒温箱中平衡干燥 30 m in, 后立即将无菌滤

纸片 (�6 mm) 贴于平板上, 滴加 10 �L 耐盐红螺

菌 CFS原液, 置于 30 � 下培养 24 h 后, 用千分尺

测量抑菌圈直径。最低抑菌浓度测定: 将耐盐红螺

菌 CFS 按 2倍稀释法稀释成一定倍数, 以琼脂纸

片扩散法测定其对病原菌的抑菌活性, 以肉眼观察

到有抑菌圈的最高稀释度的倒数为最低抑菌浓度

( M IC, A U � mL - 1
)
[ 8]
。

1� 4� 3 � 耐盐红螺菌生长情况的检测 � 浊度法: 细
菌悬液的浊度与菌数有正比的关系 [ 6]。本实验室在

前期研究中证明耐盐红螺菌在 660 nm处有最大吸

收, 故以耐盐红螺菌在 660 nm的吸光度 ( OD660 )

作为检测菌体生长的标准, 参比对照为相应未接种

的培养基。

1� 4� 4 � 培养基组分的优化 � 以光合细菌培养基为
基础培养基, 在不改变 pH 值 ( 7� 4) 的条件下,
分别研究碳源、氮源、微量元素、表面活性剂等对

耐盐红螺菌生长及其拮抗能力的影响。

碳源: 微生物对碳源利用的好坏, 将直接影响

微生物的生长与代谢作用。本试验以葡萄糖、可溶

性淀粉、乳糖、柠檬酸钠、草酸钠、四水合酒石酸

钾钠代替基础培养基中的乙酸钠 ( 添加量为

0� 3% ) , 分别制备培养基, 灭菌后接种 10% 红螺

菌种液, 于 30 � 、光照强度 815 ~ 840 lx 下培养

(菌体培养方法下同)。在培养过程中跟踪测定各种

培养基的菌体生长曲线, 然后选择菌体生长良好的

碳源进行抑菌试验, 研究不同的碳源对耐盐红螺菌

生长和抑菌效果的影响。

氮源: 氮源也是影响微生物生长与代谢的重要

营养物质。本试验以磷酸氢二铵、磷酸二氢铵、谷

氨酸、氯化铵、硝酸铵、蛋白胨代替基础培养基中

的硫酸铵进行试验 (添加量为 0� 03%) , 在跟踪测
定菌体生长曲线后选用生长较好的氮源进行抑菌试

验, 研究不同氮源对耐盐红螺菌生长和抑菌效果的

影响。

微量元素: 基础培养基中的微量元素有硫酸亚

铁、硫酸镁、氯化钙、蛋白胨、谷氨酸、酵母膏、

硫酸锰。本试验采用分别除掉其中一个微量元素进

行菌体培养和抑菌处理, 探讨光合细菌基础培养基

中的各种微量元素对耐盐红螺菌拮抗能力的影响。

表面活性剂: 有文献报道[ 9] , 表面活性剂可刺

激细菌拮抗物质的产生及提高产量, 因此在基础培

养基中, 分别加入 0� 1%的聚乙二醇 400、D- 山

梨醇表面活性剂培养菌体, 并与基础培养基比较,

衡量添加后菌体生长及抑菌的效果。

1� 4� 5 � 温度和光照对拮抗能力的影响 � 将耐盐红
螺菌接种于基础培养基中, 分别于不同温度

( 25 � 、30 � 、37 � ) 下, 光照 ( 815~ 840 lx ) 培

养 7 d和置于 30 � 下光照 ( 815~ 840 lx ) 与无光

照条件下培养 7 d, 进行耐盐红螺菌生长曲线和抑

菌效果的测定。

2 � 结果与分析

2� 1 � 培养基组分对耐盐红螺菌生长和抑菌效果的
影响

2� 1� 1 � 碳源 � 从图 1可以看出, 耐盐红螺菌对可

溶性淀粉、葡萄糖利用较乙酸钠好, 柠檬酸钠处理

的菌体虽可利用, 但生长较差, 四水合酒石酸钾

钠、草酸钠、乳糖几乎不能利用。因此, 可选择可

溶性淀粉和葡萄糖作为碳源培养基, 制备 CFS 进

行抑菌试验。结果 (表 1) 表明, 可溶性淀粉为碳

源的最低抑菌浓度没有改变, 而葡萄糖作碳源达

32 AU �mL- 1
, 较原培养基提高了 1 倍, 因此选

择葡萄糖为有利于耐盐红螺菌产拮抗物质的碳源。

表 1 � 不同碳源对红螺菌抑菌效果的影响

Table 1 � Effect of carbon sources on antagonistic ability of
sal-t resistant Rhodosp irillaceae

碳源
乙酸钠

(基础培养基)

可溶性

淀粉
葡萄糖

抑菌圈直径( mm) 8� 0 8� 4 9� 2

最低抑菌浓度( AU � mL - 1) 16 16 32
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2� 1� 2 � 氮源 � 从图 2 可以看出, 耐盐红螺菌在以

磷酸氢二铵、氯化铵为氮源的培养基中生长较好。

抑菌试验结果显示 (表 2) , 3种培养基最低抑菌浓

度均为 16 AU � mL - 1 , 但从抑菌圈直径数据看,

磷酸氢二铵抑菌圈最大, 因此选择磷酸氢二铵更有

利于提高耐盐红螺菌拮抗能力。

图 1� 不同碳源对耐盐红螺菌生长的影响

Fig� 1 � Effect of carbon sources on the growth of sal-t resistant Rhodosp irillaceae

图 2� 不同碳源对红螺菌抑菌效果的影响

Fig� 2� Effect of nitrogen sources on the growth of sal-t resistant Rhodospirillaceae

2� 1� 3 � 微量元素 � 从图 3中可以看出, 基础培养

基中缺少硫酸亚铁, 红螺菌生长不好, 其最高

OD 660值不超过 0� 3, 因此可确定硫酸亚铁为耐盐

红螺菌必需的生长因子。而培养基中缺少硫酸锰、

氯化钙成分后菌液 OD660值还高于基础培养基, 说

明菌种在缺少这两种成分的培养基中比在基础培养
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基中生长更好, 推测可能因为基础培养基中添加了

硫酸锰、氯化钙后, M n
2+
、Ca

2+
同培养基中的

SO2+
4 、PO 3+

4 发生反应,生成了不利于耐盐红螺菌利

用的难溶物 Mn3 ( PO 4 ) 2、Ca3 ( PO4 ) 2、CaSO4所导

致。对于其他几种成分如硫酸镁、酵母膏、谷氨

酸、蛋白胨缺少, 菌液的 OD660值较基础培养基

低, 但相差不大, 说明这些成分虽不是必需的生长

因子, 但对于菌体生长也具有一定的作用, 因此在

培养基中也必须添加这些微量成分。

由抑菌试验结果 (表 3) 看出, 缺少硫酸锰的

培养基最低抑菌浓度与基础培养基一样, 而缺少氯

化钙的培养基最低抑菌浓度为 32 AU � mL- 1。因

此, 在优化培养基中不必添加硫酸锰和氯化钙成

分。

表 2 � 不同氮源对红螺菌抑菌效果的影响
Table 2 � Effect of nitrogen sources on antagonistic ability

of sal-t resistant Rhodosp irillaceae

氮源
硫酸铵

(基础培养基)
氯化铵

磷酸

氢二铵

抑菌圈直径( mm) 8� 0 8� 3 8� 8

最低抑菌浓度( AU � mL - 1) 16 16 16

图 3� 不同微量元素对耐盐红螺菌生长的影响

Fig� 3� Effect of different microelements on the growth of sal-t resistant Rhodospirillaceae

表 3� 缺少不同成分对耐盐红螺菌抑菌效果的影响

Table 3� Effect of lacking different microelements on
antagonistic ability of sal-t resistant Rhodos-

pirillaceae

氮源
硫酸铵

(基础培养基)
氯化铵

磷酸

氢二铵

抑菌圈直径(m m) 8� 0 8�4 9� 1

最低抑菌浓度( AU � mL- 1 ) 16 16 32

2� 1� 4 � 表面活性剂 � 由图 4 可知, 聚乙二醇 400、

D- 山梨醇对耐盐红螺菌生长影响不大, 其抑菌试

验结果也显示 3种培养基抑菌圈大小无明显差异,

说明这两种表面活性剂对耐盐红螺菌的生长和拮抗

效果没有明显影响。

2� 2 � 温度和光照对耐盐红螺菌生长及抑菌效果的
影响

菌体的拮抗能力除了与菌株自身性质以及培养

图 4 � 添加表面活性剂对菌体生长的影响

Fig� 4 � Effect of addition of surfactants on the growth of

sal-t resistant Rhodospirillaceae
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基有关外, 培养条件也有很大的影响。本试验就温

度和光照条件对耐盐红螺菌的生长和抑菌效果进行

探讨。由图 5 可知, 耐盐红螺菌在 25 � 、30 � 下

生长差别不大, 在 37 � 下生长稍差。抑菌试验结

果表明 30 � 抑菌圈直径与 25 � 相差不大, 而 37 �
的抑菌圈直径较前两者稍小。因此, 培养温度仍选

择为 30 � 。

图 5 � 不同温度下红螺生长曲线

Fig� 5� The growth curve of sal-t resistant Rhodosp irillace-

ae under different temperatures

由结果 (图 6) 看出耐盐红螺菌在光照下较无

光照条件下生长好, 抑菌试验结果也表明光照培养

抑菌圈直径比无光照更大。因此, 认为光照条件有

利于提高耐盐红螺菌拮抗能力。

图 6 � 光照对耐盐红螺菌生长的影响

Fig� 6� Effect of light exposure on the growth of sal-t resist-

ant Rhodospirillaceae

2� 3 � 优化培养基对红螺菌的生长与抑菌效果
根据单因子试验初步得到优化培养基配方为每

升水中葡萄糖 3� 0 g、磷酸氢二铵 0� 3 g、氯化钠
1� 0 g、磷酸二氢钾 0� 5 g、硫酸镁 0� 2 g、磷酸氢

二钾 0� 3 g、硫酸亚铁 0� 005 g、谷氨酸 0� 000 2
g、酵母膏 0� 1 g、蛋白胨 0� 01 g , pH 7� 4。优化
的培养基与基础培养基分别接种耐盐红螺菌后于温

度 30 � 、光照强度为 815~ 840 lx 的条件下培养,

检测菌体生长曲线和抑菌效果。结果见图 7、表 4。

图 7� 两种培养基中耐盐红螺菌的生长曲线

Fig� 7 � The growth curve of sal-t resistant Rhodospirillace-

ae in two different media

表 4� 两种培养基中耐盐红螺菌的抑菌效果

Table 4 Bacteria- inhibiting capacity of sal-t resistant Rho-

dospirillaceae in two culture media�

培养基
光合细菌
基础培养基

优化后的
培养基

抑菌圈直径( mm) 8� 2 10� 2

最低抑菌浓度( AU � mL - 1) 16 32

从图 7可以看出, 耐盐红螺菌在优化培养基中

的 OD660最高值比基础培养基要高, 可知菌体在优

化培养基中生长状况更好。但在优化培养基中对数

期明显变长, 推测原因可能是红螺菌由基础培养基

转接到组分有所改变的优化培养基中时, 出现短暂

的适应期所致。抑菌试验结果 (表 4) 表明: 基础

培养基中的最低抑菌浓度为 16 AU � mL- 1
, 而优

化培养基中为 32 AU � mL - 1
, 优化培养基中拮抗

效果比原来的基础培养基提高了约 1倍。

3 � 结 � 论

3� 1 � 获得了更有利于耐盐红螺菌生长和提高抑菌
效果的培养基, 配方为每升水中葡萄糖 3� 0 g、磷
酸氢二铵 0� 3 g、氯化钠 1� 0 g、磷酸二氢钾 0� 5
g、硫酸镁 0� 2 g、磷酸氢二钾 0� 3 g、硫酸亚铁
0� 005 g、谷氨酸 0� 000 2 g、酵母膏 0� 1 g、蛋白
胨 0� 01 g, pH 7� 4。
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3� 2 � 证明表面活性剂对于提高耐盐红螺菌拮抗能
力并无影响。

3� 3 � 在光照条件下 30 � 培养, 优化培养基的拮抗

能力比基础培养基提高了约 1倍。
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