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一株海洋细菌 YCSC6 的鉴定及其体外杀盾纤毛虫的能力 
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摘要: 为开发安全、高效的防治大菱鲆(Scophthalmus maximus)盾纤毛虫(scuticociliate)病新型药物, 本

研究从近海微生物菌种资源库中筛选获得了一株有杀盾纤毛虫效果的细菌, 利用形态学和分子生物学

方法鉴定该菌为肋生盐弧菌(Salinivibrio costicola), 通过共培养实验进行 YCSC6 杀灭大菱鲆病原性盾

纤毛虫的药效活性实验, 同时利用光学显微镜和扫描电镜观察记录 YCSC6 的杀虫特征。结果发现海洋

细菌 YCSC6 发酵上清液可导致盾纤毛虫膜出现穿孔, 膜完整性丧失从而裂解, 在一定时间内, 发酵液发

酵时间越长, 裂解能力越强。本研究从安全、高效的角度出发, 筛得一株可裂解盾纤毛虫的海洋细菌

YCSC6, 并初步探究了其杀虫特征及能力, 为养殖渔业微生物杀虫剂的开发提供了安全有效的来源。 
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大菱鲆(Scophthalmus maximus)养殖是中国一项

特色产业, 然而病害的困扰使该产业每年都面临巨大经

济损失[1-4]。在各种养殖疾病中, 寄生虫疾病是一种常见

病, 而其中危害最大的是盾纤毛虫(scuticociliate)病
[5]。盾纤毛虫属兼性寄生虫, 寄生在鱼类的组织中, 

通过吞噬鱼细胞及组织进行生长、繁殖[6]。感染初期, 

鱼体出现白斑且黏液增多 , 随后病灶处出现红肿 , 

甚至溃烂出血。该病在育苗期、养成期均可发生, 且

传染快、发病率高, 往往引起养殖鱼的大规模死亡, 

造成无法挽回的损失[5-7]。近年来, 在各种海水经济

动物的养殖中(鱼类、甲壳类和海参等), 由纤毛虫所

导致的病害发生范围及危害程度均呈递增趋势[8-10]。

针对纤毛虫病危害的频发, 国内主要采用甲醛、硫酸

铜等来防治该病的发生[11]。但长期使用农药及化学

药物, 会带来环境污染、药物残留等问题, 也成为当

前食品安全和水产品出口的绿色贸易壁垒问题, 因

此寻找新型的杀虫药物成为当务之急, 国内许多研

究组开展了中草药制剂的研制工作, 但鲜有通过微

生物进行生物防治盾纤毛虫的报道及研究[12-13]。 

微生物杀虫剂是 21 世纪农药工业的新产业, 指

应用微生物本身及其代谢产物防治害虫的一种制剂, 

具有药效稳定、施用方便、环保等优势[14]。海洋微

生物数量庞大且生境特殊, 其可产生不同于陆地来

源的代谢产物, 这些代谢产物往往具有结构新颖独

特、生物活性多样显著的特点[15], 研究者不断获得来

自于海洋微生物的抗菌杀虫活性物质。例如 Marques

等[16]研究的海洋细菌 Shewanella sp.胞外分泌物具有

抗菌及清除 DPPH 自由基的能力; 谭洪升等[17]从两

株海洋放线菌(Streptomyces sp.)的次级代谢物中发现

13 种对 HeLa 细胞系有极强毒性的抗霉素类化合物; 

李子等[18]研究的真菌 H-21 可产生一种 fusarentin 类

杀虫药物; 徐树兰[19]发现海洋真菌(代号为 1893)发

酵液的乙酸乙酯萃取物对白蚊伊蚊(Aedes albopictus)

和桃蚜(Myzus persicae)具有一定的毒杀作用; 吴珊

等[20]发现芽孢杆菌(Bacillus subtilis)UST050418-715

的代谢产物中存有大量可防御硅藻附着海绵的二肽

类化合物 ; 方卫东等 [21]发现蜡状芽孢杆菌(Bacillus 

cereus)K2-1 发酵上清液对大菱鲆常见致病菌有较强

拮抗作用。 
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本研究针对大菱鲆病原性盾纤毛虫, 从近海微

生物菌种资源库中筛选获得了一株有杀盾纤毛虫效

果的细菌, 对该菌株开展了细菌鉴定和杀虫机制的

初步研究, 旨在为防治大菱鲆盾纤毛虫病开发安全、

高效的新型药物。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验菌株及盾纤毛虫 

海洋菌株 YCSC6来自黄海海域, 保藏于国家海

洋局第一海洋研究所菌种库(–80℃); 盾纤毛虫分离

自大菱鲆病变脑组织, 并由中国海洋大学原生动物

学研究室鉴定(另文报道)。 

1.1.2  纤毛虫培养液 

20 mL海水高压灭菌, 待冷却至室温加入 10粒大

米, 接种 1 mL纤毛虫原液, 放置于 17℃培养室培养。 

1.2  试验方法 

1.2.1  菌株形态特征观察及生长特性 

平板法观察 YCSC6的菌落特征, 用透射电镜来

观察细菌形态特征。生长曲线的测定: 将 YCSC6菌

株按照 1%(V/V)接种于 2216E液体培养基中, 30℃、

120 r/min振荡培养, 每隔 1 h取样 1次, 测其 OD600

值。盐度耐受实验中盐度梯度为 0、1、2、3、4、5、

6、7、8、9、10、12、15、20、25、30, 温度耐受实

验中温度梯度为 4、10、15、20、25、30、35、37、

40、42、45、55及 65℃, pH耐受实验中 pH值梯度

为 4、5、6、7、8、9、10、11, 12 h后测定各菌液的

OD600值。 

1.2.2  细菌生理生化特性实验 

采用 API 20NE、API ZYM、API 50CH试纸条

及 Biolog GN2微孔板对菌株的生理特性进行测定。

选用纸片扩散法进行 YCSC6 抗生素药敏试验, 根据

抑菌圈直径的大小, 判定该菌株对抗生素的敏感性。 

1.2.3  16S rRNA基因的扩增与序列分析 

采用水煮法获得 YCSC6基因组 DNA作为模板, 

以 27F和 1492R[22]为引物, 配制 PCR反应体系 60 μL, 

按 PCR 反应条件扩增 16SrRNA 基因。将 PCR 产物

送至青岛擎科生物医药科技有限公司测序。 

1.2.4  系统发育分析 

将所得的 16S rRNA基因序列提交到 NCBI, 同

时将测定的 16S rRNA序列在 Ez-Taxon数据库中进

行同源性比对 [23], 选取与该菌株相似性最高的模式

菌 16S rRNA基因序列, 构建系统发育树。 

1.2.5  细菌发酵液的获取及处理方法 

按 1%接种量接种细菌母液于 20 mL灭菌液体培

养基中, 并在 30℃、120 r/min条件下振荡培养 24 h; 培

养结束后, 将发酵液以 5 000 r/min的速度离心 20 min, 

收集上清液于灭菌锥形瓶中以备后续试验使用。 

1.2.6  盾纤毛虫的培养 

将盾纤毛虫接入纤毛虫培养液中, 于 17℃培养

箱中进行扩繁培养。培养大约 10 d 后, 盾纤毛虫种

群密度可达到 8 000个/mL, 此时的密度适合后续试

验的进行。 

1.2.7  细菌发酵液与盾纤毛虫的共培养 

取 10 mL杂质少的盾纤毛虫培养液于灭菌锥形

瓶中 , 然后加入等量经离心处理的细菌发酵液 , 轻

轻震荡混匀, 于 20℃培养箱中共培养。 

1.2.8  盾纤毛虫的显微及扫描电镜观察 

显微观察: (1)取刚刚混匀后的共培养液 500 μL

于浮游生物计数框中, 在显微镜下观察并记录盾纤

毛虫的运动情况; (2)分别在 0、3、6、9、12、24 h

后, 取 1 mL共培养液于 1.5 mL Ep管中, 并立即加入

100 μL 2%戊二醛进行固定[12], 然后取 200 μL液体

于载玻片上 , 在显微镜下观察纤毛虫的裂解情况 , 

并拍照记录。扫描电镜观察: 分别取适量纤毛虫原液

及共培养 6 h后的纤毛虫于胚胎皿中, 在解剖镜下按

照胡镝[24]的方法进行固定、清洗、脱水、置换, 采用

真空冷冻干燥进行最终干燥后, 使用扫描电镜观察

拍照。 

1.2.9  YCSC6发酵液裂解能力的初步测定 

准备 12个相同规格的 50 mL锥形瓶, 分别准确

量取 20 mL液体培养基并高压灭菌。其中 11瓶按 1%

的接种量接种等量细菌母液, 剩余 1 瓶加等量无菌

海水作为对照组。将接种后的锥形瓶于 30℃摇床培

养箱中分别培养 12、18、24、30、36、42、48、54、

60、66及 72 h后, 按照 1.2.5的方法收集发酵液。将

发酵时间不同的发酵液与等体积纤毛虫共培养, 培

养时间分别为 0、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11及 12 h, 设置 3组平行实验, 然后各取 1 mL共培

养液, 经戊二醛固定后用浮游生物计数框在显微镜

下计数完整盾纤毛虫个体数量, 并记录。  

2  结果 

2.1  菌株形态特征及生长特性 

YCSC6 为革兰氏阴性菌, 菌落表面较湿润、平

滑, 边缘平整, 正反面、中央与边缘颜色一致, 均呈
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淡黄色、半透明, 菌落小而隆起, 致密。透射电镜下

观察: 菌体弯曲成弧形尾部有一长鞭毛、大小为(1.40~ 

2.85)μm×(0.57~0.71)μm(长×宽, 图 1)。 

 

图 1  YCSC6的透射电镜照片(标尺为 500 nm) 

Fig. 1  Transmission electron micrograph of YCSC6 (Bar: 
500 nm) 

 
该菌株的生长盐度范围为 1%~15%, 最适生长

盐度为 3%; 生长温度范围 10~45 ℃, 最适生长温度

为 37℃, 生长 pH范围 6~9, 最适生长 pH为 6~7。生

长曲线显示 YCSC6在液体培养 11 ~12 h后达生长稳

定期(图 2)。 

2.2  YCSC6 生理生化特性 

采用 API 20NE、API ZYM、API 50CH试纸条对

菌株 YCSC6的生理特性进行测定, 结果如表 1所示。 

 

图 2  菌株 YCSC6的生长曲线 

Fig. 2  Growth curve of strain YCSC6 

 
Biolog测试结果显示下列物质可以被 YCSC6用

作单一碳源: 糊精、吐温-40、吐温-80、N-乙酰基-D-

半乳糖胺、N-乙酰基-D-葡萄糖胺、D-果糖、α-D 葡

萄糖、麦芽糖、D-阿洛酮糖、D-山梨醇、D-海藻糖、

甲基丙酮酸、D-葡萄糖酸、D, L-乳酸、琥珀酸、肌

苷、胸腺嘧啶核苷、丙三醇。主要碳源: 吐温-40、

N-乙酰基-D-半乳糖胺、α-D 葡萄糖、D-海藻糖、甲

基丙酮酸。 

通过对 YCSC6 的 17 种常见抗生素药物的药敏

测试, 发现该菌对庆大霉素、新霉素、青霉素(G)、

林可霉素、万古霉素、头孢氨苄、头孢拉定、丁胺

卡那有抗性, 能够被硫酸粘菌素、多西环素多粘菌素

B、恩诺沙星、氟苯尼考、环丙沙星、复方新诺明、

诺氟沙星、氯霉素抑制。 

2.3  YCSC6 的 16S rRNA 基因的同源性比

对及系统发育分析 

菌株 YCSC6的 16S rDNA的 Genbank注册号为 
 
表 1  细菌 YCSC6 的 API 测试结果 
Tab. 1  API of YCSC6 

API 20NE API ZYM API 50CH 

阳性 阴性 阳性 阴性 可产酸物质 

D-葡萄糖发酵 硝酸盐还原 碱性磷酸盐酶 酯酶(C4) 甘露醇 D-纤维二糖 

精氨酸双水解 吲哚产生 白氨酸芳胺酶 类脂酯酶(C8) D-核糖 D-麦芽糖 

脲酶水解 苯乙酸同化 胰蛋白酶 类脂酶(C14) D-葡萄糖 D-蔗糖 

七叶苷水解 阿拉伯糖同化 酸性磷酸酶 缬氨酸芳胺酶 D-果糖 D-海藻糖 

凝胶水解 甘露糖同化 α-葡萄糖甙酶 胱氨酸芳胺酶 L-山梨糖 淀粉 

苹果酸同化 羊蜡酸同化 β-葡萄糖甙酶 胰凝乳蛋白酶 山梨醇 糖原 

葡萄糖同化 

甘露醇同化 

己二酸同化 

枸缘酸钠同化 

N-乙酰-葡萄糖 

胺-酶 

萘酚-AS-BI-磷酸- 

水解酶 

甲基-αD-吡喃葡萄- 

糖苷 

D-土伦塘 

葡萄糖酸钾 

麦芽糖同化 

葡糖酸钾同化 

β-半乳糖苷酶 

同化 
 

α-半乳糖甙酶 

β-糖醛酸甙酶 

N-乙酰氨基葡萄糖 

ARBULIN 

七叶灵柠檬酸 

铁水-杨苷 

乙酰葡萄糖胺 

同化 
  

α-甘露糖甙酶 

β-岩藻糖甙酶 
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KU984713.1, 序列长度为 1 409 bp。将该菌株的 16S 

rDNA序列在 Genbank中进行同源性比较, 可知菌株

YCSC6与死谷肋生盐弧菌亚种(Salinivibrio costicola 

subsp. vallismortis)DSM8285T[25]亲缘关系最近(图 3)。 

2.4  共培养下纤毛虫体的变化 
将发酵液与等量纤毛虫混合后, 立即取 0.5 mL

于计数框中, 在显微镜下可逐渐观察到纤毛虫运动

明显变缓慢, 且出现纤毛虫原地打转的现象。当培养

时间 3、6、9、12、24 h后, 纤毛虫逐渐表现出运动

停止、纤毛停止摆动、裂解的现象。且共培养时间

越长, 纤毛虫裂解数量越多, 裂解程度越大, 直至最

后虫体结构完全裂解, 胞质流出。共培养过程中纤毛

虫裂解如下图(图 4)所示。 

扫描电镜下, 未经共培养的完整虫体结构如图 5

所示, 虫体表膜结构完整, 表膜无裂解。经过共培养

的纤毛虫结构如图 6 所示, 纤毛虫表膜开始出现裂

解现象 , 在纤毛虫的尾端出现穿孔 , 纤毛虫表膜完

整性丧失。 

 

图 3  依据 16S rDNA基因序列构建的菌株 YCSC6与其他相关细菌的系统发育树 

Fig. 3  Neighbor-join tree of Strain YCSC6 based on 16S rDNA gene sequences 

 

 

图 4  盾纤毛虫裂解过程图 

Fig. 4  Lytic process diagrams of scuticociliate 

 

2.5  共培养下盾纤毛虫裂解率 

数据统计显示, 当发酵时间为 12 h 时, 共培养

12 h后, 完整虫体剩余量为 40.4%; 随发酵时间的延

长, 共培养 12 h后, 完整虫体剩余量逐渐减少。最终

当发酵时间为 60 h时, 共培养 12 h后, 盾纤毛虫的

剩余量为 0; 而当发酵时间为 66 h 时, 共培养 10 h, 

完整虫体的剩余量就降为 0; 当发酵时间为 72 h 时, 

共培养 9 h后, 完整虫体的剩余量就降为 0 (图 7)。 

 

图 5  完整盾纤毛虫扫描电镜图 

Fig. 5  SEM micrographs of intact scuticociliate 
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图 6  裂解盾纤毛虫扫描电镜图(箭头指示裂解处) 

Fig. 6  SEM micrographs of cracked scuticociliate (Arrows 
point to the cracks) 

 

图 7  YCSC6的杀虫活性 

Fig. 7  Insecticidal activity of YCSC6 against scuticociliate 

 
上述统计数据表明 , 在一定时间范围内 , 随着发酵

时间的延长 , 发酵液的裂解能力也随之增强 , 且发

酵 66 h和 72 h的发酵液, 其裂解活性相当。由表 2

可见: 发酵液的不同发酵时间与共培养液虫体剩余

量呈负相关, 且回归方程相关系数的绝对值均大于

0.8, 说明共培养时间与完整盾纤毛虫剩余量之间密

切相关。 

3  讨论 

微生物代谢产物具有结构新颖性和多样性的特

点, 其在抗菌、杀虫、抗真菌等各领域得到广泛的认

可并展现出巨大的潜力[26]。然而, 目前在水产动物杀

虫药物研究开发领域还极少, 本研究从近海微生物

菌种资源库中筛得一株有杀盾纤毛虫效果的细菌

YCSC6, 对该菌株开展了细菌鉴定和杀虫能力的初

步研究, 旨在为防治大菱鲆盾纤毛虫病开发安全、高

效的新型药物。 

表 2  YCSC6 杀虫活性的统计学分析 
Tab. 2  Statistical analysis of insecticidal activity of YCSC6 

发酵时间(h) 回归方程 相关系数(R)

12 y = –4.0582 x+88.762 –0.910 

18 y = –4.9890 x + 82.323 –0.892 

24 y = –5.3802 x + 80.546 –0.881 

30 y = –5.9467 x + 80.788 –0.898 

36 y = –6.0857 x + 80.569 –0.896 

42 y = –6.2225 x + 81.004 –0.911 

48 y = –6.7104 x + 80.788 –0.926 

54 y = –6.8703xx + 79.885 –0.918 

60 y = –6.6610 x + 69.919 –0.855 

66 y = –6.5242 x + 66.215 –0.831 

72 y = –6.4396x + 65.000 –0.823 

 
本实验自黄海分得一株对盾纤毛虫有明显裂解

作用的海洋细菌YCSC6, 该菌最适生长条件是 37℃, 

pH 为 6, 盐度 3%, 这与菌株 DSM8285T的最适生长

条件相近; 该菌菌体弯曲成弧形, 尾部有一长鞭毛, 

这一特征与菌株 DSM8285T相同。在碳源利用方面, 

两菌均主要利用 α-D葡萄糖、D-海藻糖、丙酮酸, 且

两者 16S rDNA 序列相似度高达 99.18%, 系统发育

分析也显示, 菌株 YCSC6 与肋生盐弧菌也聚类到同

一支上[25], 因而将菌株 YCSC6鉴定为肋生盐弧菌。 

通过共培养实验, 在光学显微镜下发现盾纤毛虫

的裂解过程为: 虫体运动变缓慢, 原地打转, 3 h后虫

体显微结构变模糊 , 开始出现裂解现象 , 随着作用

时间延长, 虫体表膜裂解程度越大, 胞质流出, 直至

最后虫体结构完全裂解。扫描电镜可观察到作用初期

纤毛虫胞膜出现穿孔, 裂解作用开始。姚嘉赟等[26]发

现链霉菌-XY52 代谢产物可导致小瓜虫胞膜及细胞

核破裂; 胡金城[12]发现某些中草药可完全被破坏纤

毛虫结构 , 使胞质流出 , 凝固 ; 田海军 [27]曾报道复

方中草药制剂可导致南美白对虾(Penaeus vannamei)

纤毛虫虫体结构完全被破坏, 胞质流出, 凝固; 孙裔

雷等[28]发现当某些中草药可损害小瓜虫(Ichthyophthirius 

multifiliis)细胞膜完整性, 增加细胞膜通透性。本实

验所研究 YCSC6发酵液与上述所研究的中草药及抗

生素作用效果相似, 说明 YCSC6 发酵液中可能含有

某种或某几种成分, 也具有裂解盾纤毛虫的作用; 樊

海平等[29]发现, 当中草药质量浓度 40 mg/ L 以上时, 

作用 10 min后刺激隐核虫(Cryptocryon irritans)幼虫死

亡率大于 50%, 作用 2 h死亡率为 100%, 其中质量浓

度 200 mg/ L作用 1 h的死亡率达 100%, 质量浓度 400
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和 800 mg/L 2个处理作用 10 min的死亡率达 100%。

本研究在对 YCSC6 的杀虫能力进行初步测定后, 发

现随着发酵时间延长 , 发酵液的裂解活性增强 , 完

全裂解虫体所需要的时间缩短, 但发酵 66 h 后, 其

作用效果无明显增强。表明随着细菌的生长繁殖, 其

代谢产物中的杀虫成分不断积累 , 浓度增大 , 杀虫

效果增强, 但积累到一定程度不再增加。 

本研究初步探究了YCSC6的杀虫能力及杀虫机

制 , 但尚未对其有效成分进行分离鉴定 , 因此本研

究下一步将重点从有效杀虫成分提取鉴定及基因组

方向深入研究其杀虫机制, 为大菱鲆盾纤毛虫病的

防治提供新材料。 
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Identification of marine bacterium YCSC6 and its insecticidal 
ability against Scuticociliate in vitro 
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Abstract: To develop a safe and effective new drug for the prevention and control of turbot scuticociliate disease, 

from the library of offshore marine microbial resources we screened out a marine bacterium that showed insecti-

cidal activity against scuticociliate in vitro. We identified YCSC6 as Salinivibrio costicola using morphological and 

molecular biological methods. We conducted co-culture pharmacodynamics experiments in which YCSC6 killed 

pathogenic scuticociliate. We characterized the insecticidal properties of YCSC6 by optical and scanning electron 

microscopy. The results show that the fermentation supernatant of YCSC6 can lead to membrane perforation 

in scuticociliate, after which the scuticociliate loses its membrane integrity and cracks. After a certain period of 

time, the cracking ability strengthens with time. In this research, we made preliminary explorations of the insecti-

cidal characteristics and ability in vitro of YCSC6 and found it to be a safe and effective source for the development 

of a microbe insecticide for aquaculture. 
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