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摘 要:对一株抗多种水产病原菌的海洋放线菌进行细胞壁化学组分和 16S rDNA 序列分析，初步鉴定为弗

氏链霉菌 ( Streptomyces fradiae) 。通过正交试验确定其最佳发酵培养基为:葡萄糖1. 5% 、牛肉膏 2% 、海盐

1. 5% 、 MgS04 .7H2 0 0.05% 、K2 HP04 0.05% 、 CaCO) 0.1% 。最佳发酵条件为:温度 33 "c、初始 pH 6.0、接种

量 10% 、种子液菌龄 48 h。生物活性检测显示原始发酵液的生物效价相当于硫酸卡那霉素为 550.81μg/mL ，

对嗜水气单胞菌的 MIC 值和 MBC 值分别为 13.67μg/mL 和 27.35μ吕/mL。对由嗜水气单胞菌引起的鱼病的

最佳治疗剂量为 3050μ吕/( kg.d) ，且无急性毒性。通过稳定性试验，发酵液中的抗菌活性成分对热、pH、光

和贮藏时间都很稳定O
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Abstract: A marine actinomycete strain having antibacterial activity to aquatic pathogens was initially identified 

as Streptomyces fradiae by cytoderm cher卧component and 16S rDNA sequence analys也 The optimal 

fermentation conditions were as follows glucose 1. 5% , heef extract 2% , sea salt 1. 5% , K2 HP04 O. 05% , 

CaC03 O. 1 % , MgSO 4 .7 H2 0 O. 05 % , temperature 33 "C , primary pH 6. 0 , inoculum 10% , strain age 48h 

hy orthogonal design. It was ascertained the valence of primary broth was as same as Kanamycin sulfate which 

was 550.81μg/mL by bioactivity detection. Its MIC and MBC to Aeromonαs hydrophila was respectively 

13.67μg/mL and 27.35μg/ mL. The optimal therapeutic dosage was 3 050μg/ ( kg • d) to the fish illness 

resulted from Aeromonαs hydrophila. The antihiotic compound in broth was stable to heat , pH , light and 

storage time by stahility test. 
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目前，由于水产养殖中大量使用传统化学药物，导致病原耐药性增强，给病害防治带来了很大的难

度，同时也引起一系列食品安全问题。所以，利用细菌及其代谢产物防治水产病害的生物注重药研究成为

该领域的热点之一[l-4]O 杨先乐等[5J将噬菌蛙弧菌应用于水产动物病害的防治具有很好的效果。然

而，目前直接利用放线菌及其代谢产物专门防治水产动物病害的研究报道较少。王高学等[6J 利用放线

菌及代谢产物对水产动物常见病原菌进行抑菌实验，并进行娜鱼肠炎病防治研究取得了良好的效果。

为了减少一些医用药物在水产养殖中的使用，保护人用原料药，研究开发水产专用药物非常必要。

前期研究发现，从大连海域分离获得的一株放线菌 D口 -F -5 对水产病原菌:嗜水气单胞菌(Aeromonαs

hydrophila) ) 、鲤弧菌( Vibrio αnguillαrum) 、肠型点状气单胞菌 (Aeromonas punc阳的f. instestinalis) 、哈维

弧菌( Vibrio hαrvevi) 、杀蛙气单胞菌史氏亚种 (Aeromonas salmonicidαsubsp. smithia) 和杀佳气单胞菌

(Aeromonαs salmonicidα) 等具有抑制杀灭作用[6J 。本研究对其进行了分子生物学鉴定、发酵条件优化和

对由嗜水气单胞菌引起的水产动物疾病的防治试验，以期为进一步开发水产专用生物渔药提供科学依

据。

1 材料

菌株 D口 -F -5 ，分离自大连近海海域的海泥;嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila) 由中国科学院

水生生物研究所提供;试验动物为鲤( Cyprirωcαrpio Linnaeus) ，体重为 86 :t 10 g ，购自陕西省水产所鱼

种场。病原菌培养基为普通肉汤琼脂培养基 ;DL2 - F-5 培养基为高氏 I 号培养基;发酵培养基为改良

黄豆粉培养基[7J 0 GUJ5 -7B 型发酵罐(镇江东方生物工程设备技术公司) ;离心柱型细菌基因组 DNA

提取试剂盒(上海生工生物工程技术服务有限公司)。

2 方法

2.1 菌种鉴定

按照快速薄层层析法(何TL肌C)户[归8叫-

氨基酸及糖型分析O 采用离心柱型细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取此放线菌的基因组，进行 165 rDNA 

的扩增，上游引物为 Primer A :5'-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3' (对应于 E. coli 165 rDNA 5' 43 - 63f) , 

下游引物为 Pri盯阳B :3 '-GGGCGGWGTGTACAAGGC-5 , (对应于 E. coli 165 rDNA 3' 1405 - 1387r) [IOJ ，由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成。将所得的基因序列提交 NCBI 数据库，应用Blast 程序与数

据库中已有的放线菌 165 rDNA 序列进行相似性比较分析。序列的比较及系统发育分析采用 Clustalxl.

81 软件。

2.2 发酵条件优化

因嗜水气单胞菌是引起水产动物发病的主要病原菌，故以下试验均以嗜水气单胞菌为指示菌。分

别用 1% 的葡萄糖、麦芽糖、甘露糖、淀粉代替改良黄豆粉培养基中的碳源，将菌株以 5% 的接种量接人

装有 30 mL 培养液的 150 mL 兰角瓶中，28 "c ,140 r/min 条件下摇床发酵 6 d ，用平板孔径法[11 J 测定各

发酵液对嗜水气单胞菌的抑菌活性。分别用 1% 的黄豆粉、鱼粉、酵母膏、牛肉膏、蛋白陈、( NH4) 2504 、

KN03 代替改良黄豆粉培养基中的氮源，方法同上测定各发酵液对嗜水气单胞菌的抑菌活性。以盐度

和上步确定的最佳碳氮源作为试验因子，采用正交设计 L9 (3 3 )确定最佳发酵培养基。再以上步确定的

最佳发酵培养基，采用正交设计 L9(34 ) 试验对发酵温度、初始 pH、接种量和菌龄 4 个因素进行优化。

2.3 生物活性测定

将菌株 D口 -F -5 以 5%接种量接种到最佳发酵培养基中，28 "c、 140 r/min 、振荡培养 6 d ，备用。

根据一剂量法的原理[川，以硫酸卡那霉素为标准抗生素绘制标准曲线。测量发酵液的抑菌圈直径，在

标准曲线上查出对应的标准抗生素浓度，即为该发酵液相当于标准抗生素的效价。采用连续倍比稀释
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法[口]测定发酵液 MIC( 最小押菌浓度)和 MBC( 最小杀菌浓度)。

2.4 发酵液的动物治疗试验
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每进行以下试验前，将鲤随机分成试验组和对照组，每组 30 尾，水温 25 "c ，日投饵率为 2% 。对鲤

腹腔注射 108 cfu/mL 的嗜水气单胞菌菌悬液 O.lmL o
2.4.1 发酵液的药效试验

根据发酵液原始效价和配料最大加液量计算出可添加的最大剂量为 330.5 mglkg，将发酵液添加

到基础饲料制成颗粒饲料投喂，用药最大剂量为 6609.7μgI( kgod) 。试验组投喂药饵，对照组投喂基

础饲料，试验重复 3 次。 7 d 后，观察记录发病情况和死亡率。再进行体内检测(将全部鲤解剖，取腹腔

水、肝脏组织、肾脏组织涂平板，检测有元病原菌)。

2.4.2 发酵液治疗剂量的确定

根据药效试验结果，用药剂量在 6609.7μgI( kg 0 d) 时能达到完全治疗效果，故在此最大剂量基础

上，以公比为 2 设定 6 个剂量梯度，确定有效剂量界限。并在其界限内，采用等差数列设定 6 个剂量梯

度，确定最佳治疗剂量，方法同上。

2.5 发酵液毒性试验

试验组按每天发酵液正常使用量的 10 倍，即 66097μgI (kgod) ，添加到饲料中技喂，连续投喂 7 d , 

观察并解剖，确定致毒性，设对照组。

2.6 发酵液稳定性研究

取 6 份发酵液置 60 "c、70 "c、80 "c、90 "c、 100 "c和 121 "c下分别处理 30 min;取 12 份等量的发酵

液(30 mL) 用盐酸或氢氧化纳调 pH 分别为1. 0 ， 2.0 、 3.0 ， 4.0 、 5.0 、 6.0 、 7.0 、 8.0 、 9.0 、 10.0 、 1 1. 0 和

12.0 ，放置 24 h 后，再用盐酸或氢氧化铀调回原 pH 值;取 8 份等量的发酵液在太阳光下分别处理 1 人

2 h ,3 h 、4 h,5 h 、6 h,7 h 和 8 h;取 2 份等量的发酵液分别置于 4 "C的冰箱中和室温条件下，放置 30 d 、

60 d 、90 d 、 120 d 、 150 d 和 180 d。将上述处理过的各个样品按照文献[ 11 ]方法测定抑菌圈直径。

3 结果

3. 1 菌种鉴定

TLC 法结果显示， D口- F - 5 细胞壁含有 L ，

L - DAP( 二氨基庚二酸)和甘氨酸，元特征性糖(糖

型 C) ，细胞壁化学组分属于 I 型。

由图 1 可知， D口 -F -5 菌株 165 rDNA 扩增产

物大小约 1 300 bp。将 D口 -F -5 菌株的165 rDNA 

序列的测序结果同 GenBank 数据库中的相关物种进

行比对，建立系统进化树(如图 2) 。由图 2 可知，此

菌株同弗氏链霉菌( Streptomyces升αdiae) 的相似率达

到 99.6% ，表明二者之间的进化距离很近。

综合上述结果，将其确定为弗氏链霉菌

(Streptomyces fradiαe) 。

3.2 发酵条件优化

2000 

1 000 
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图 1 16S rDNA PCR 产物电泳图像

分别以葡萄糖、麦芽糖、甘露糖和可溶性淀粉作 Fig. 1 The electrophoresis image of 165 rDNA PCR products 

碳源的发酵液，其抑菌圈直径分别为 20 mm 、 15 mm 、

17 mm 和 16 mm;分别以黄豆粉、鱼粉、酵母膏、牛肉膏、蛋白麻、 (NH4 )2 504 和 KN03 作氮源的发酵液，
其抑菌国直径分别为 14.5 mm 、 16 mm 、8.5 mm 、21 mm 、 15 mm 、o mm 和 o mmo 
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由此可知，以葡萄糖作碳源、牛肉膏作氮源时，

发酵液抗菌活性最强。因此将葡萄糖和牛肉膏作为

进一步优化发酵条件的最佳碳氮源。表 1 、表 2 结

果经方差分析可得，试验因子按对产抗生素量的影

响大小顺序为:盐度>葡萄糖>牛肉膏;菌龄>温度

>初始 pH 值>接种量。最佳发酵条件为葡萄糖

1. 5% 、牛肉膏 2% 、海盐1. 5% 、温度 33 "c、初始 pH

值 6.0 、接种量 10% 、菌龄 48 h 。

3.3 生物活性检测

17 卷

Streptomyces roseoviolaceus 
Streptomyces violaceus 
Streptomyces africanus 
Streptomyces kagoshimanus 
Streptomyces lomondensis 
Streptomyces piloviolofuscus 
Streptomyces speibonae 
Streptomyces griseosporeus 
Streptomyces sp.X9 
Streptomyces somaliensis 
Streptomyces coeruleoprunus 
DL2-P-5 
Streptomyces fradiae 
Sporichthy a polymorpha 

一剂量法得，硫酸卡那霉素标准曲线的回归方

程为 y=7.77x-l.3 ， x 表示硫酸卡那霉素浓度对数

值(lg'μglmL) , y 表示抑菌圈直径 (mm) ，相关系

数 R2 =0.998 3 0 

图 2 以 16S rDNA 序列为基础的系统进化树

Fig.2 Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences 

表 1 培养基优化试验设计方案及结果

Tab. 1 The design and resuIt of experiment optimum medium 

处理 葡萄糖(%) 牛肉音(%)
海盐 抑菌圈直径(mm)

盐度(%) X1 X2 

1 (1) 1 (1) 1 (0. 5) 12.3 13.0 

2 2( 1.5) 2( 1. 5) 20.3 20.7 

3 I 3(2) 3(2.5) 19.0 19.7 

4 2( 1. 5) 2 2 1. 3 20.7 

5 2 2 3 20.7 20.7 

6 2 3 16.7 17.3 

7 3(2) 3 18.0 18.3 

8 3 2 14.3 14.3 

9 3 3 2 21. 0 21. 7 

k1 17.5 17.3 14.7 

k2 19.6 18.5 21. 0 

kJ 17.9 19.2 19.4 

R 2.1 1. 9 6.3 

表 2 发酵条件优化试验设计方案及结果

Tab.2 The design and resuIt of experiment on optimization of fermentation conditions 

处理 温度('C ) 初始 pH 接种量(%) 菌龄 (h)
抑菌圈直径(mm)

X1 X2 

1 (23) 1(6) 1(5) 1 (24) 18.3 18.3 

2 2(7) 2( 10) 2(48) 20.3 20.0 

3 l 3(8) 3 (1 5) 3(72) 18.7 19.3 

4 2(28) 2 3 21. 7 21. 0 

5 2 2 3 19.3 19.7 

6 2 3 2 21. 3 20.7 

7 3(33 ) l 3 2 22.7 22.3 

8 3 2 3 20.7 20.0 

9 3 3 2 20.0 20.0 

k1 19.2 20.7 19.9 19.3 

k2 20.6 20.0 20.5 21. 2 

k, 21. 0 20.0 20.3 20.2 

R 1. 8 0.7 0.6 1. 9 
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试验测得原始发酵液抑菌圈直径为 20 mm，由回归方程得，海洋放线菌 DL2 - F-5 的原始发酵液

相当于硫酸卡那霉素的效价为 550.81μg/mL。经测定，发酵液对嗜水凭单胞菌的 MIC 值和 MBC 值分

别为 17.93 f.Lg/mL 和 35.32μg/mL。

3.4 发酵液的动物治疗试验

3.4.1 发酵液的药效试验

由表 3 可知，放线菌 DL2 - F-5 的原始发酵液在可添加的最大剂量时能达到完全治疗效果，试验

组鲤体表无任何症状，腹腔水、肝脏组织、肾脏组织检测元病原菌。对照组鲤第 3 天开始陆续死亡，死亡

率达到 100% 。

分组

试验组

对照组

表 3 发酵液对鱼嗜水气单胞菌病的治疗效果

Tab. 3 Curative effect of fermented broth to Aeromonas hydrophila for fish 

平均死亡尾数

0 

30 

平均死亡率(% ) 

。

100 

体表症状

+ 

注:" +"表示体表有症状或体内检测有病原菌表示体表元症状或体内未检测出病原菌(下同)

3.4.2 最佳治疗剂量的确定

体内检测

+ 

由表 4、表 5 可得，当剂量为 3 050μg/( kg . d) 时，试验鱼体表元任何症状，腹腔水、肝脏组织、肾脏

组织未检测出病原菌，说明能达到完全治疗效果。因此，推荐最佳治疗剂量为 3050μg/( kg . d) 。

表 4 发酵液生物治疗有效剂量范围

Tab.4 Dosage range of biological cure of fermented broth 

检测项目
剂量 (μ吕/(kg.d))

CK 
206 413 826 1653 3305 6610 

均死亡尾数 30 30 30 22 。 O 10 
平均死亡率(%) 100 100 100 73.3 O O 100 
体表症状 + + + + + 

体内检测 + + + + + 

表 5 发酵液生物治疗最佳剂量

Tab. 5 Optimal biological cure dosage of fermented broth 

检测项目
剂量 (μg/ (kg. d)) 

CK 
1 650 2000 2350 2700 3050 3400 

平均死亡尾数 26 17.3 9 。 O 。 10 
平均死亡率(% ) 86.7 57.7 30 。 O 。 100 
体表症状 + + + + 

体内检测 + + + + + 

3.5 发酵液急性毒性试验

试验结果显示，试验组鱼和对照组鱼均未出现死亡。试验组鱼摄食能力和活动情况均正常，体表元

中毒或病变症状，解剖后观察内脏也无病理症状，与对照组无差异。说明放线菌发酵液对鲤无急性毒

性。

3.6 发酵液中抗菌活性成分的稳定性

由表 6 -9 可得，发酵液中的抗菌活性成分对热、pH、光和贮藏时间都很稳定。
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表 6 温度( "C)对发酵液抑菌活性的影晌 表 7 pH 对发酵液抑菌活性的影晌
' Tab. 7 Effect of pH on bacteriostasis activity Tab. 6 Effect of temperature on bacteriostasis 

activity of ferment broth 
of ferment broth 

pH 抑菌圈直径/mm pH 抑菌圈直径/mm

温度/"C 抑菌圈直径/mm 温度/"C 抑菌圈直径/mm 23.0 8 23.1 
2 22.8 9 23.0 

60 23.0 100 23.0 3 22.9 10 23.0 

70 23.1 121 21. 7 4 22.8 11 22.9 

80 23.0 CK 
5 23.0 12 22.7 

23.0 
6 22.9 CK 23.0 

90 22.9 7 23.1 

表 8 光对发酵液抑菌活性的影响 表 9 贮藏时间对发酵液抑菌活性的影晌

Tab. 8 Effect of Iight on bacteriostasis Tab. 9 Effect of storage time on bacteriostasis 

activity of ferment broth activity of ferment broth 

光照时间 抑菌圈直径 光照时间 抑菌圈直径
贮藏时间/d

抑菌圈直径/mm

/h /mm /h /mm 4 "C 室温

23.1 6 23.0 30 23.0 23.1 
60 22.9 23.0 

2 23 目。 7 23.0 90 23.1 23.0 
3 23.2 8 22.7 120 23.0 22.9 

4 23.0 CK 23.0 150 23.0 23.0 
180 22.9 22.7 

5 22.9 CK 23.0 

4 讨论

细菌分类学家普遍认为， 16S rDNA 序列同源性大于 97 %即为同种成员。此放线菌 DI2 - F-5 的

16S rDNA 序列与弗氏链霉菌的 16S rDNA 序列同源性达到 99.6 %，故初步将其归为弗氏链霉菌

( Streptomyces fradiae )。由于仅细胞壁化学组分分析和 16S rDNA 的序列比对还不够，对于菌株

D口 -F -5具体分类地位尚需进一步通过 DNA -DNA 杂交等其它方法来验证。

发酵条件优化结果显示，容易被分解利用的葡萄糖对抗菌活性物质的合成效果较好，而不易利用的

麦芽糖、甘露糖和淀粉，对抗菌活性物质的合成效果并不理想，这与彭海萍等[14J 利用弗氏链霉菌以淀粉

作为碳源、生产泰乐菌素的报道有一定的差异性。在选择最佳氮源时，以牛肉膏最为理想，这与管玉

霞[15 J 报道的利用酵母膏和蛋白陈作为弗氏链霉菌发酵的氮源来产生新霉素的报道是一致的。确定的

最佳海盐浓度为1. 5% ，推测这是由于此菌从浅海分离，故最佳盐度高于淡水中的盐度又低于深海的盐

度。装样量直接与液体发酵过程中的供氧问题息息相关。供氧不足抗菌活性成分的产量会明显下降，

甚至根本就不产生;但是如果供氧过多，抗菌活性物质的产量也会下降甚至不产生，因此控制好装样量

对于抗生素的产生也是至关重要的。

嗜水气单胞菌可以引起多种鱼类的败血症，给水产养殖业造成巨大的经济损失。本研究发现，此菌

产生的抗菌活性物质不但能够有效的抑制、杀灭嗜水气单胞菌，而且能够较好地防治由该病原菌导致的

鱼类败血症。众所周知，药物作用是药物与动物机体间相互作用的综合表现，药物在动物体内需经吸

收、分布、生物转化和排泄，其治疗效果要受到给药方式、药物进人体内后的化学结构变化和生物代谢、

药物在生物体和组织中的分布等多种因素的影响。动物治疗试验表明，该菌发酵液能够有效杀灭腹腔

感染的病原菌，并且进一步说明该菌产生的抗菌活性物质在鱼类代谢中不会失去抗菌活性，能够用于鱼

类内服抗菌药物的开发研究。毒性试验证实，该抗菌物质在试验剂量范围内对鱼没有毒理作用，说明该
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抗菌活性物质对鱼类比较安全。且稳定性试验显示，该抗菌活性物质对热、pH 和光都具有很强的稳定

性，且贮藏稳定性也较强。因此，此抗菌活性物质具有很大的研究和应用价值。本研究进-步的工作将

对海洋放线菌 D口 -F -5 产生的抗菌活性物质进行纯化及鉴定。
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