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  噬菌蛭弧菌 (Bdellovibrio bacter iovorus )是一种通过裂解

其他细菌进行生长繁殖的寄生性细菌, 是自然环境中病原菌

滋生的天然生物控制因子, 誉有 /活性抗生素0的美称。它在

自然界中分布广泛,在各种水体、土壤 [ 1]中均可分离到, 但从

国内外文献资料来看,从鱼肠道中检测出噬菌蛭弧菌的报道

尚未见到。本研究采用对水产养殖危害大的温和气单胞菌

作为筛选宿主菌,从异育银鲫肠道中分离到一株具有噬菌特

性的细菌 BDF-H16,通过对其噬菌斑和细菌形态观察、寄生

性以及噬菌范围的研究, 证实菌株 BDF-H 16为噬菌蛭弧菌;

并进一步研究了噬菌蛭弧菌 BDF-H 16在不同条件 ( pH、温

度、Ca2+、M g2+ )下对嗜水气单胞菌的裂解活性, 以期丰富噬

菌蛭弧菌的生态分布特性, 为噬菌蛭弧菌的培养和合理应用

到水产病害防治提供理论依据。

1 材料与方法
111 宿主菌株  本实验所采用的细菌菌株均由农业部渔业

动植物病原库提供。

112 实验动物  异育银鲫 (Carassius auratus g ibelio ), 平均

体长为 5 cm, 平均体重为 10 g,由江苏省兴化市某养殖场提

供, 在实验室暂养 1个月。

113 稀释液与培养基  普通营养琼脂培养基 ,普通营养肉

汤 ( NB ) ( pH712 ), 10 倍稀释的普通营养肉汤 ( 1 /10NB )

( pH 712), 生理盐水 ( 01 85% ), 均在 1 @ 105 Pa高压湿热灭菌

20m in后备用。

自来水双层琼脂培养基, 底层琼脂浓度为 115% , 上层琼

脂浓度为 01 6%。

114 噬菌蛭弧菌的分离、纯化与鉴定

1141 1 检样处理  取健康异育银鲫 15尾, 平均分为 3组,

在无菌条件下,用酒精棉仔细擦洗鱼体体表, 分别取其肠匀

浆,用无菌生理盐水制成悬液, 上清再通过 112 Lm 的滤膜,

滤液于 4e 冰箱保存备用。

1141 2 宿主菌悬液的制备  将各宿主菌株接种于 NB中, 于

30e 、150 r /m in摇床振荡培养 24h, 然后将培养物于 4e 、

4000 r /m in离心 20m in,用无菌生理盐水洗涤 2次后,用无菌

生理盐水将各宿主菌悬液浓度调节为 81 0 @ 1011 c fu /mL, 于

4e 冰箱保存备用。

1141 3 噬菌蛭弧菌的分离与纯化  以温和气单胞菌作为筛

选宿主菌,采用自来水双层琼脂平板法 [ 2]进行分离, 观察噬

菌斑产生情况。若有噬菌斑产生, 挖取单个噬菌斑经过 4次
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以上传代培养获得纯菌株。

1141 4 噬菌蛭弧菌的鉴定  ( 1)形态观察,即以大肠杆菌为

增殖宿主菌, 挖取单个噬菌斑于 1 /10 NB中, 于 30e 、150

r /m in下摇床振荡扩大培养, 并将新鲜培养的菌液进行革兰

氏染色,在光学显微镜 (油镜 )下观察。此外, 将新鲜培养的

噬菌斑在相差显微镜 (油镜 )下进行观察, 并用载网贴斑

法 [ 3]在电子显微镜下进行观察; ( 2)寄生性的测定, 即将分

离菌株的培养液用 01 45 Lm微孔滤膜过滤后, 取滤液接种到

热灭活 ( 65e 水浴 48h)的宿主琼脂平板上, 28e 恒温培养,

待长出噬菌斑后,用无菌生理盐水浸泡 4h后洗涤, 取洗涤液

011 mL涂布于普通营养琼脂平板上, 然后于 28e 恒温培养

144h, 观察是否有菌落形成。若无菌落形成, 则为专性寄生

菌株;若有菌落形成, 则挑取该菌落, 采用自来水双层琼脂平

板法 [ 2]进一步检测其是否形成噬菌斑, 若能形成噬菌斑, 则

为兼性寄生菌株; ( 3)噬菌范围测定 ,即采用自来水双层琼脂

平板法 [ 2] , 检测分离菌株对 11 1选用的各宿主菌株 ( 810 @

1011 cfu /mL)的裂解活性, 记录出斑时间、噬菌斑数目以及噬

菌斑大小。

115 不同因素对噬菌蛭弧菌裂解嗜水气单胞菌效果的影响

 采用自来水双层琼脂平板法 [2] ,检测噬菌蛭弧菌在不同温

度 ( 4、15、20、28、33e )、pH ( 515) 610、610) 615、61 5) 71 0、

710) 715、715) 810、810) 815、815) 910 )、C a2+ ( 0、01 5、

21 0、51 0、101 0 mm ol/L )、M g2+ ( 0、015、210、510、1010 mmo l/L )

     

等条件下对嗜水气单胞菌裂解活性的影响。

2 结  果
211 噬菌蛭弧菌的分离、纯化与鉴定

以温和气单胞菌作为筛选宿主菌, 用自来水双层琼脂平

板法 [ 2]检测 3组异育银鲫肠匀浆液后发现,培养 96h后 3组

检样均产生不同数目的噬菌斑, 噬菌斑大小在 115) 3 mm不

等。根据噬菌斑的形状、大小及透明度, 从中挑选出 4个透

明、深且大的噬菌斑进行纯化, 纯化 4代后, 初筛得到一株活

性较好的纯株, 暂命名为 BDF-H16。菌株 BDF-H 16在固体

培养 120h后, 在自来水双层琼脂平板上形成的噬菌斑均为

圆形、透明、清晰、光滑、边缘整齐 (图 1-1, 图 1-2), 这是噬菌

蛭弧菌的典型噬菌斑 [ 3]。噬菌斑直径一般约为 2 mm, 噬菌

斑大小随时间的延长而不断增大, 噬菌斑直径最大可达 4

mm,并且有噬菌斑融合现象; 菌株 BDF-H 16为革兰氏阴性

菌,为杆状或弧杆状 (图 1-3), 菌体大小一般为 ( 012) 015 )

Lm @ ( 01 8) 112) Lm, 也有菌体长为 31 2 Lm 的较长个体;

在相差显微镜下可见菌株 BDF-H 16运动活泼, 偶尔可见其

吸附宿主菌的现象; 在电镜下菌株 BDF-H 16为弧杆状或杆

状,端生极长鞭毛 (图 1-4), 也可见其吸附、侵入宿主的现象

(图 1-5、图 1-6)。此外,菌株 BDF-H 16在普通营养琼脂平板

上不形成菌落,为专性寄生菌株; 而且菌株 BDF-H16对实验

选用的所有革兰氏阴性菌和部分革兰氏阳性菌均有裂解活

性, 但对 实验选用的芽孢杆 菌无裂解性。而 且菌株

        

图 1 噬菌蛭弧菌 BDF-H 16的噬菌斑及其在显微镜和电镜下的形态

F ig1 1 P lague and m orpho logy ofBde llovibrio ba cteriovoru s BDF-H16

11噬菌蛭弧菌 BDF-H 16培养 120h形成的噬菌斑; 21噬菌蛭弧菌 BDF-H 16培养 120h形成的透明噬菌斑; 31显微镜 ( @ 100)下噬菌蛭弧菌

BDF-H 16通过 M otic Im ages Advan ced 310放大 10倍的图像; 41电镜下噬菌蛭弧菌 BDF-H 16的较长个体 ( @ 5800 ) ; 51电镜下吸附宿主

    菌的噬菌蛭弧菌 BDF-H 16( @ 14000) ; 61电镜下侵入宿主菌的噬菌蛭弧菌 BDF-H 16 ( @ 19000 )

11 Plagues ofBd ellov ibrio bacteriovoru s BDF-H 16 under 120h cu lture; 21 transparen t p lagues ofBd ellovibrio bac teriovorus BDF-H16 under 120h cu -l

ture; 31Bde llovibrio ba cteriovorus BDF-H16 under m icroscopy ( @ 100 ) m agn ified 10 t im es by M otic Im agesA dvan ced 310; 41 A longer strain of

Bd ellov ibrio bacteriovorus BDF-H 16( @ 5, 800) ; 51Bd ellovibrio bacteriovoru s BDF-H16 attach ing to prey bacteria( @ 14, 000) ; 61Bd ellovibrio ba cteri-

    ovorus BDF-H 16 penetrating prey bacteria( @ 19, 000)
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表 1 噬菌蛭弧菌 BDF-H16的宿主范围

T ab1 1 P rey bacteria ofBd ellov ibrio bacteriovorus BDF-H 16

实验菌株 Tested strain s

属 G enus 种 Species
株数

Stra ins

出斑时间

Plague-p roducing t im e

( h)

噬斑直径

Plagu e d im en sion

( mm )

噬斑数目

P lague numbers

( PFU )

气单胞菌

A erom onas

温和气单胞菌 A1 sobria 1 72 115) 310 48

嗜水气单胞菌 A1 hyd rophila 1 80 210) 215 24

豚鼠气单胞菌 A1 cav iae 1 80 210) 310 20

发光杆菌

P hotobac terium

美人鱼发光杆菌

P1 dam se lae subsp1 dam selae
1 80 210 15

利斯顿菌 L istonel la 鳗利斯顿菌 L1angu illarum 1 72 210) 310 26

希瓦菌 Shewane lla 腐败希瓦菌 S1 pu trefaciens 1 96 210) 310 19

弧菌

Vibrio

副溶血弧菌 V1 pa rahaem oly ticus 1 80 210) 215 24

溶藻弧菌 V1 a lg in olyticu s 1 72 210) 310 15

哈氏弧菌 V1 harvey i
1

1

96

96

115

210) 310

9

27

爱德华氏菌

E dwa rdsiella

迟钝爱德华氏菌 E1 tarda
1 96 215 31

埃希氏菌 E scherich ia 大肠杆菌 E1 coli 1 48 210) 310 98

葡萄球菌

S taphylococcu s

金黄色葡萄球菌

S1 aureu s subsp1 aureus
1 144 310 6

微球菌M icrococcus 藤黄微球菌 M1 lu teu s 1 144 210 5

芽孢杆菌

B acil lu s

枯草芽孢杆菌

B1 subtilis sub sp1 su btilis
1 ) ) 0

蜡状芽孢杆菌 B1 cereu s 1 ) ) 0

  注: / ) 0表示 /无 0Note: / ) 0 m ean s / non-ex ist0

BDF-H 16对裂解菌株的敏感性不同, 主要表现在出斑时间

和噬斑大小、数目有所差异, 其中革兰氏阴性菌对噬菌蛭弧

菌 BDF-H16敏感性较革兰氏阳性菌高, 相同实验条件下,前

者出斑时间要比后者早 (表 1)。以上实验结果表明, 菌株

BDF-H 16为噬菌蛭弧菌 (Bdellovibrio bacteriovorus)。

图 2 不同温度下噬菌蛭弧菌 BDF-H 16对嗜水气单胞菌的裂解

活性

Fig1 2 Lys is act ivity ofBde llovibrio ba cteriovoru s BDF-H16 on A1

hyd rophi la at d if feren t tem peratu res

21 2 温度对噬菌蛭弧菌裂解嗜水气单胞菌活性的影响

实验结果 (图 2 )表明, 噬菌蛭弧菌 BDF-H 16 在温度

15) 33e 条件下对嗜水气单胞菌均具有裂解活性。其中噬

菌蛭弧菌 BDF-H 16在 28e 时对嗜水气单胞菌的裂解活性最

高, 但 4e 条件下没有噬菌斑产生, 说明低温条件下噬菌蛭

弧菌 BDF-H 16的裂解活性低, 不利于噬菌蛭弧菌 BDF-H 16

对嗜水气单胞菌的裂解。

21 3 pH对噬菌蛭弧菌裂解嗜水气单胞菌活性的影响

实验结果 (图 3)表明,噬菌蛭弧菌 BDF-H 16在 pH515)

91 0条件下对嗜水气单胞菌均具有裂解活性。其中噬菌蛭

弧菌 BDF-H 16在 pH 71 0) 71 5范围内对嗜水气单胞菌的裂

解活性最高, 出斑数目高达 165PFU, 而在 pH 51 5) 61 5和

81 5) 91 0时,噬菌蛭弧菌 BDF-H16对嗜水气单胞菌的裂解

活性相对较低, 出斑数目仅为 pH 71 0) 71 5 条件下的

2310% ) 451 5% (P < 01 05)。

21 4 Ca2+ 浓度对噬菌蛭弧菌裂解嗜水气单胞菌活性的

影响  

实验结果 (图 4)表明, 噬菌蛭弧菌 BDF-H 16在 C a2+ 浓

度 [ 51 0 mm o l/L条件时, 对裂解嗜水气单胞菌具有一定的

促进作用。其中 C a2+浓度为 01 5 mmo l/L时, 噬菌蛭弧菌

BDF-H 16对嗜水气单胞菌的裂解活性最高, 相同条件下产
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斑数目较 Ca2+浓度为 0 mm o l/L时多 9217% ( p < 01 05), 但

当 C a2+ 浓度为 101 0 mm o l/L时, 噬菌蛭弧菌 BDF-H 16对嗜

水气单胞菌的裂解活性开始降低,产斑数目降低至对照组的

631 7% ( p < 0105)。

21 5 Mg2+ 浓度对噬菌蛭弧菌裂解嗜水气单胞菌活性的

影响

实验结果 (图 5)表明, 噬菌蛭弧菌 BDF-H16在 M g2+浓

度 [ 21 0mm o l/L范围内时, 对裂解嗜水气单胞菌具有一定的

促进作用。其中 M g2+ 浓度为 015mm o l/L时, 噬菌蛭弧菌

BDF-H 16对嗜水气单胞菌的裂解活性最高, 产斑数目较

M g2+浓度 0mm o l/L时多 911 5% ( p < 0105 ), 但当 M g2+ 浓

度 > 51 0mm o l/L时, 噬菌蛭弧菌 BDF-H 16对嗜水气单胞菌

的裂解活性开始降低。

3 讨  论
在自然界中噬菌蛭弧菌、噬菌体、真菌、粘液菌和原虫都

可能产生噬菌斑 [ 3] , 因此在分离时必须将噬菌蛭弧菌产生

的噬菌斑与其他微生物产生的噬菌斑加以区别。排除方法

除了观察噬菌斑的大小、形状、出斑时间外,主要依据挖斑压

片显微形态观察。本实验从异育银鲫肠道中分离的噬菌蛭

弧菌 BDF-H 16形成的噬菌斑具有噬菌蛭弧菌噬菌斑的典型

特征, 而且还具有吸附和侵染宿主菌, 宿主范围广,专性寄生

等噬菌蛭弧菌的独特特性, 这不仅进一步丰富了噬菌蛭弧菌

的分布、形态和生长特性, 而且对防治肠道病原菌引起的细

菌性疾病具有重要的意义。

杨淑专等 [ 4]、P ine iro, et al1 [ 5]对噬菌蛭弧菌的噬菌范围

作了研究, 已证实噬菌蛭弧菌对沙门氏菌属、志贺氏菌属、变

形杆菌属、埃希氏菌属、假单胞菌属、气单胞菌属、欧文氏菌

属、弧菌属中的众多菌株均有很强的裂解能力。本实验表明

噬菌蛭弧菌 BDF-H 16对实验采用的气单胞菌属、发光杆菌

属、利斯顿菌属、弧菌属、爱德华氏菌属的鱼类病原菌株均能

够裂解, 但各菌株对噬菌蛭弧菌 BDF-H 16的敏感性有所不

同。其中噬菌蛭弧菌 BDF-H16对芽孢杆菌不能裂解, 这可

能与宿主菌菌体细胞壁的屏障作用有关 [ 6]。但杨淑专等 [4]

报道噬菌蛭弧菌对枯草杆菌也能裂解,这可能与噬菌蛭弧菌

菌株的不同有关。

pH和温度能够影响噬菌蛭弧菌对宿主菌的吸附, 是影

响噬菌蛭弧菌对宿主菌裂解活性的重要因素 [ 7]。众多研究

表明, 噬菌蛭弧菌对宿主菌裂解的最适温度为 28e ,最适 pH

基本为中性或偏碱性。如李戈强等 [7]研究了不同条件下噬

菌蛭弧菌对河流弧菌的裂解后指出: 噬菌蛭弧菌在 25)

30e 和 pH 61 5) 81 1范围内对河流弧菌的裂解活性最强; 徐

恒等 [ 8]对 4株噬菌蛭弧菌最适温度和的 pH 的研究结果也

表明, 噬菌蛭弧菌的最适生长温度及 pH 分别为 30e 和

71 0) 81 0。本实验结果表明噬菌蛭弧菌 BDF-H16在 28e 和

pH 71 0) 71 5条件下对嗜水气单胞菌具有良好的裂解效果,

与大多数学者的报道基本一致。

此外, 国内外学者研究表明, 一定浓度的 C a2+、M g2+ 有

助于噬菌蛭弧菌对宿主菌的裂解。如李戈强等 [ 7]研究发现

2 mmo l/L Ca2+、3 mm o l/L M g2+对噬菌蛭弧菌 HD-94-12-7的

生长繁殖具有促进作用, 培养 1d可使噬菌蛭弧菌浓度增加

11 8log值。本实验也发现, 在 01 5) 51 0 mmo l/L Ca2+、015)

21 0 mm o l/L M g2+条件下,噬菌蛭弧菌 BDF-H 16产斑数目明
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显增多。这可能是因为 C a2+、M g2+ 在一定条件下有助于增

强噬菌蛭弧菌对宿主菌的吸附率, 对噬菌蛭弧菌-宿主菌系

统具有稳定作用 [ 7]。

本实验证实了在不同因素水平下噬菌蛭弧菌 BDF-H 16

对嗜水气单胞菌的裂解活性不同。因此 , 研究噬菌蛭弧菌

在不同条件下对病原菌的裂解活性, 将有利于提高噬菌蛭

弧菌制剂在水产动物病害防治中的应用效果, 而如何增强

噬菌蛭弧菌的环境适应能力, 提高噬菌蛭弧菌在环境中对

病原菌的裂解活性 ,无疑将是今后噬菌蛭弧菌研究的热点。
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