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乳酸菌胞外产物对副溶血弧菌抑制作用的研究
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摘要 :对副溶血弧菌 (V ibrio parahaemol y ticus)有抑制作用的 3株乳酸菌 ,分别命名为 A21 ,

A22 ,A23 ,并对其胞外产物的抑制作用进行了研究。结果表明 ,3株乳酸菌胞外产物对副溶

血弧菌有较强抑制作用 ,抑菌圈直径分别可达 18. 6 ,20. 3 ,19. 5 mm ;抑菌物质对热处理不敏

感 :在 60 ,80 ℃抑菌活性基本不变 ,在 121 ℃处理 20 min条件下抑菌效果分别是原液的

67 % ,83 % ,74 % ,蛋白酶 K处理对其活性有较大影响 ,抑菌成分可能是细菌素。进一步研究

了细菌素抑菌活性与乳酸菌培养时间的关系。根据形态特征和常规生理生化反应进行鉴

定 ,A21 ,A22鉴定为嗜热链球菌 ,A23鉴定为嗜酸乳杆菌。
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　　弧菌病是世界各地海水养殖鱼、虾、贝类等动物

中普遍流行、危害最大的细菌性疾病之一 [1 ]。副溶血

弧菌是存在于近岸海洋环境中的嗜盐细菌 ,也是水

产动物细菌性疾病的重要致病因素之一 [2～6 ]。目前

防治副溶血弧菌主要使用抗生素 ,抗生素的使用在

防治副溶血弧菌病方面发挥了重要作用 ,但是由于

细菌耐药性及抗生素残留等问题 ,抗生素的使用受

到限制。生物防治由于其特殊的优点正成为水产动

物疾病防治的重要措施。乳酸菌 (Lactic acid bacteri2
a , LAB)是可发酵碳水化合物 (主要为葡萄糖)产生

大量乳酸的细菌的通称。乳酸菌可以产生有机酸、细

菌素、过氧化氢等多种天然物质 ,这些物质除具有杀

毒抑菌作用外 ,还可维持肠道内菌群平衡。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　菌种

从市售酸奶中用改进 MRS半选择性培养基分

离得到 85株菌。

1. 1. 2　试验菌株

副溶血弧菌 (V ibrio parahaemol y ticus) ,由莱阳

农学院乳品实验室惠赠。

1. 1. 3　培养基

2216 E海水培养基 :蛋白胨 5 g ,酵母粉 l g ,磷酸

铁 0. 1 g ,琼脂粉 20 g ,陈海水 1 000 mL ,

加热溶解 ,调节 p H至 7. 6 ,121 ℃灭菌 20 min ,

冷却至 45 ℃左右倒平板。

改进MRS为半选择性培养基 :蛋白胨 10 g ,牛肉膏

10 g ,酵母提取物 5 g ,葡萄糖 20 g , K2 HPO4 2 g ,柠檬酸

二铵 2 g ,乙酸钠 5 g ,吐温 801 mL ,MnSO4 ·4H2 O 0. 25

g ,MgSO4 ·7H2 O 0. 58 g ,蒸馏水 1 000 mL , TTC 0. 05

g ,分别用蒸馏水溶解 ,最后定容到1 000 mL ,然后用

1 mol/ L的氢氧化钠调 p H值为 6. 2～6. 4 ,121 ℃高

压灭菌 30 min。

1. 2　方法

1. 2. 1　抑菌乳酸菌的筛选

1. 2. 1. 1　乳酸菌胞外产物的制备

按照 Bergey[7 ]介绍的方法 ,将活化的乳酸菌悬

液在无菌条件下按体积比 1 %接种到 MRS液体培养

基中 ,37 ℃培养 48 h。6 000 r/ min ,4 ℃离心 15 min ,

收集上清液 ,用 0. 22μm过滤器过滤除菌 ,滤液即为

乳酸菌的胞外产物。菌株胞外产物对指示菌的抑制

作用 ,可能受酸性产物及过氧化氢作用的影响。为了

排除酸性产物的干扰 ,将胞外产物 p H调至 7. 6。加

入过氧化氢酶除去过氧化氢。
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1. 2. 1. 2　抑菌活性的测定

采用牛津杯法。将副溶血弧菌接种于 2216 E 液

体培养基 ,25 ℃培养 24 h ,菌液浓度达 108 cfu/ mL ,

取培养物 0. 1 mL 均匀涂在 2 216 E固体平板上 ,自然

干燥 30 min ,然后在无菌条件下将牛津杯 (内径为 6

mm)均匀放置在平板上 ,使其与平板培养基接触面

无空隙。然后吸取 0. 1 mL 经过相应处理的胞外产

物于杯中 ,28 ℃培养 48 h ,测量抑菌环直径。每个样

品做 3个重复 ,结果取平均值。设定相应对照 ,培养

条件相同。

1. 2. 1. 3　乳酸菌胞外产物抑菌特性研究

1. 2. 1. 3. 1 热处理对乳酸菌代谢产物抑菌活性的影响

置胞外产物于 60 ,80 ,100 ,121 ℃处理 20 min ,然

后进行抑菌试验 ,同时设未经处理的代谢产物作对照。

1. 2. 1. 3. 2蛋白酶 K对乳酸菌代谢产物抑菌活性的影响

将蛋白酶 K加入到乳酸菌的胞外产物中 ,使其

终质量浓度为 2 g/ L ,37 ℃作用 1 h ,不加蛋白酶 K

(购自上海生工工程技术服务有限公司)的原液为对

照 ,测定抑菌活性。

1. 2. 1. 3. 3 抑菌效果和生长曲线的关系

将各菌株已活化好的菌种以 1 %的接种量接种

于装有 MRS液体培养基的锥形瓶各 30个 ,37 ℃培

养 ,每隔 1 h取出一个 ,在 600 nm的波长处检测吸光

值 ,以空白培养液为对照。并且测抑菌效果。

1. 2. 2　乳酸菌的鉴定

按照《伯杰氏细菌鉴定手册》第 9版 [7 ]和《乳酸菌

分类鉴定及实验方法》[8 ]。先进行初步鉴定 ,再进行

糖发酵试验鉴定到种。

2　结果

2. 1　胞外产物的抑菌效果
85株乳酸菌中有 3株胞外产物对副溶血弧菌有

抑制作用 ,3 株菌命名为 A21 ,A22 ,A23 ,抑菌效果如

表 1所示。
表 1　3株乳酸菌胞外产物对副溶血弧菌的抑菌作用

Tab. 1 　Inhibitory curve of extra cellular products of three

strains on Vibrio pa ra haemolyticus

菌株

抑菌圈直径 (mm)

胞外

产物

热处理的胞外产物

60 ℃ 80 ℃ 100 ℃ 121 ℃

蛋白酶 K
处理的胞
外产物

A21 18. 6 18. 7 18. 5 15. 3 12. 5 10. 5

A22 20. 3 20. 2 20. 0 18. 2 16. 8 9. 4

A23 19. 5 19. 4 19. 2 16. 5 14. 4 0

由表 1可以看出 :3株菌胞外产物对副溶血弧菌

都具有较强抑制作用。胞外产物中抑菌物质在 60 ,

80 ℃抑菌活性基本不变 ,在 121 ℃处理 20 min条件下

抑菌效果分别是原液的 67 % ,83 % ,74 % ,说明胞外产

物中抑菌物质具有较好的热稳定性。蛋白酶 K处理

组抑菌效果明显降低 ,推测抑菌物质可能是细菌素。

图 1　A21株生长时间与抑菌活性的关系

Fig. 1　The relation between growt h time of A21 st rain and

it s inhibitory effect

图 2　A22株生长时间与抑菌活性的关系

Fig. 2　The relation between growt h time of A22 st rain and

it s inhibitory effect

图 3　A23株生长时间与抑菌活性的关系

Fig. 3　The relation between growt h time of A23 st rain and

it s inhibitory effect
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2. 2　乳酸菌的生长时间与抑菌活性的关系
由图 1 ,2 ,3可以看出 :3株乳酸菌的抑菌活性呈

现一致的规律 :由于数量较少 ,在延滞期乳酸菌抑菌

活性基本为 0 ;当乳酸菌进入对数生长期时 ,随着乳

酸菌数量的增长 ,胞外产物抑菌活性迅速增长 ,增长

速度大于乳酸菌增长速度 ,这可能是乳酸菌在对数

增长期分泌比较活跃 ,产生了更多的抑菌物质 ;抑菌

活性在乳酸菌增长到最高峰后达到最高值 ,可能是

抑菌物质积累所致 ;然后下降速度较快 ,可能是因为

活性物质分解的缘故。

2. 3　乳酸菌的鉴定
2. 3. 1　乳酸菌的初步鉴定结果

球菌 A21、A22显微镜观察为革兰氏阳性、无鞭

毛、无芽孢、不运动、球状 ;杆菌 A23为革兰氏阳性、无

鞭毛、无芽孢、不运动、杆状。3种菌接触酶试验、明胶

试验、靛基质试验、硫化氢实验均为阴性 ,p H4. 5下的

正常生长 ,凝乳试验为阳性。初步鉴定为乳酸菌。

2. 3. 2　糖发酵试验

对比《伯杰氏细菌鉴定手册》第 9版和《乳酸菌分

类鉴定及实验方法》,A21、A22鉴定为嗜热链球菌 ,A2
3鉴定为嗜酸乳杆菌。结果如表 2所示。

表 2　3株乳酸菌的糖发酵结果

Tab. 2　The sugar fermentation experiment of the three strains of L actobacill us

分离

菌株

标准

菌株

七叶

苷

麦芽

糖

山梨

醇

海藻

糖

精氨

酸

甘露

醇

麦芽

糖

纤维

二糖

水杨

苷

葡萄

糖
乳糖 蔗糖

45 ℃

培养结果

A21
嗜　热

链球菌
- ND - - + - - - - + + + +

A22
嗜　热

链球菌
- ND - - + - - - - + + + +

A23
嗜　酸

乳杆菌
+ + - + - - + + + + + + +

　+ :阳性 ; - :阴性 ;ND :没有测定

3　讨论

与目前水产养殖业的发展规模相比 ,我国水产

动物疾病防治研究严重滞后 ,仍处于化学疗法时

代 [9 ]。频繁无节制地使用药物 ,导致耐药性菌株的产

生并且造成环境的污染 ,因此 ,抗菌素的有效替代品

的研究显得尤为迫切。近年来 ,一些乳酸菌开始应用

于水产养殖业 ,实践证明应用乳酸菌来防治水生动

物疾病是可行的。Gatesoupe [10 ]研究发现 ,将乳酸菌

应用于大菱鲆 ( S cop hthalm us max im us)幼苗培育中

能增强幼苗对病原性弧菌的抵抗力。杨莺莺 [11 ]研究

了乳酸杆菌 L1对致病弧菌的抑制作用 ,证明乳酸杆

菌及其代谢物质对鲨鱼弧菌和溶藻弧菌具有协同抑

制作用。周海平等 [12 ]探讨了乳酸杆菌 L H代谢产物

对沙蚕弧菌 (V ibrio neresis) 、哈维氏弧菌 (V . har2
vey i) 、溶藻弧菌 (V . al ginol y ticus)、副溶血弧菌 (V .

parahaemol y ticus) 、漂浮弧菌 (V . nat riegen)的抑制

能力 ,并在模拟养殖水体实验中探讨了乳酸杆菌 L H

对哈维弧菌的抑制效果。杨勇等 [13 ]证明乳酸菌代谢

产物对鳗弧菌的生长具有非常显著的抑制作用 ,该

代谢产物对鳗弧菌的抑制效率在 90 %以上。姜英辉

等 [14 ]研究了乳酸链球菌 L3218的培养及其对海洋弧

菌的抑制作用。本实验中作者扩大了抑制弧菌活性

物质的筛选范围 ,从市售酸奶中成功筛选出 3株乳酸

菌 ,其胞外产物对副溶血弧菌具有较好的抑制作用 ,

并且进一步探讨了胞外产物的抑菌特性 ,该菌株的抑

菌成分对热不敏感 ,蛋白酶 K对其活性有较大影响 ,

成分可能是细菌素。3株乳酸菌胞外产物的热敏感

性及对蛋白酶 K敏感性不尽相同 ,可能是抑菌物质

不同表现出理化特性的差异。本实验还研究了乳酸

菌培养时间与抑菌活性之间的规律 ,有助于下一步提

取抑菌物质的最佳时间的确定。现在的乳酸菌抑制

弧菌研究还局限于单个菌株的筛选 ,不但费时费力而

且很难进行商品化生产 ,本试验从酸奶中分离筛选的

3株乳酸菌 ,胞外产物都有很好的抑制副溶血弧菌效

果 ,且理化性质比较稳定。如果解决其活性物质的提

取的问题 ,可以进行活性物质的工业化生产 ,前景十

分诱人。
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Abstract : Three st rains of L actobaci l l us isolated f rom yoghourt were named A21 ,A22 and A23 and their

metabolic product s can inhibit V ibrio parahaemol y ticus . The inhibitory effect of the metabolic product was

studied in this paper. The result s showed that the metabolic product could inhibit the growth of V . parahae2
mol y ticus ; the max bacteriostatic circle diameters of three st rains of lactobacilli were 18. 6 mm ,20. 3 mm ,19. 5

mm respectively ; the inhibitory activity was heat2stable under 60 ℃and 80 ℃; the effect can keep 67 % , 83 %

and 74 % of the origin liquid even if temperature reaches 100 ℃for 20min and damage some activity after t rea2
ting with protease K; the antibacterial component was bacteriocin possibly. The paper also studied the relation

between the cultural time of L actobaci l l us and antibacterial activity. The st rains A21 and A22 were identified as

S t reptococcus thermop hi l u by morphological character , t raditional physiological and biochemical method , and

A23 was identified as L actobaci l l us.
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