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海洋微藻培育系统抗弧菌作用机理
‘

林 伟 陈 驭 刘秀云
(中国科学院海洋研究所 青岛 2 660 7 1)

提要 于 19 % 年 1一6 月在中国科学院海洋研究所对微藻培育系统抗弧菌作用机理进行

研究
。

结果表明
,

球等鞭金藻 30 11
、

三角褐指藻 2 038
、

扁藻 1040 及小球藻 1061 等 4 种饵料

微藻中与藻共存细菌单菌株及群落均无限制弧菌生长作用 ; 各培养时期除菌微藻 30 n 不能

限制弧菌生长 ; 除菌微藻 2 038 具有微弱限制弧菌生长能力
,

处于生长指数后期时作用相对较

强 ; 与藻共存细菌群落回加除菌微藻 3 0 n 及 20 38
,

则恢复排斥弧菌能力
,

细菌先于弧菌加人

时(如先加人 3 d )排 斥能力 显现较快
,

反之则较慢
。

另外还发现
,

除菌藻 20 38 代谢产物

(0
.

65 脚滤膜过滤获得)无限制弧菌生长能力
,

4 种饵料微藻 (自然藻
一

菌混和体 )代谢产物

(0
.

2及 0
.

65 脚滤膜过滤获得)无限制弧菌生长作用
。

因此
,

微藻培育系统抗弧菌机理可归

结为
:
以微藻为基础的微小生物群落因优先占有生态空间而对弧菌菌群具有排它性

。

关键词 自然及除菌微藻
,

与藻共存细菌
,

协同除菌
,

生态空间

中圈分类号 印38
.

8

海洋细菌与藻类有着密切的关系
。

藻细胞所分泌的有机物质可被周围细菌所摄取
,

其中一部分可经细菌代谢释放
,

为藻类生长提供营养及必需生长因子
,

形成一种互利关系

(H
a ln es et a l

,

197 4 ; L乏r

sso
n 。t a l

,

1982 ; Jones
,

19 82 ;A m m e

nnan
。t a l

,

19 85 )
。

除此之外
,

藻菌间还普遍存在着拮抗关系
,

如藻类能够产生抑制细菌生长的类抗生素物质 (J~
,

198 2; Oh ta et al
,

199 3 ) ;细菌也能抑制藻类生长
,

甚 至可 以裂解藻细胞(Jon es
,

1982 ; 1汀进i

et al
,

199 3; Y os hin a g a et al
,

199 5 )
。

另外
,

细菌还可以同藻类竞争其共存环境中的无机营

养
,

如磷等(F
a u s t et al

,

197 6 )
。

由于藻菌间相互作用
、

双向选择
,

即可形成以藻为基础 的

特定的具有独特作用的与藻共存细菌群落
。

前期工作发现
,

多种饵料微藻(实为藻及与藻

共存细菌混和体 )对养殖动物的弧菌病原有普遍的排斥现象
,

呈现一定的生态 防病效果

(林伟等
,

2 000a )
。

但微藻及与其藻共存的细菌在抗弧菌过程中所起的作用并不清楚
。

本

文通过研究除菌藻及未除菌藻培养液内与藻共存细菌同弧菌的相互关系
,

探索饵料微藻

培育系统抗弧菌机理
。

1 材料与方法
1

.

1 藻种来源及培养方法

实验用非无菌藻种于 19 9 4 年 7 月取 自本所种质库
,

系球等鞭金藻(几“入rys is ga 伽
-

na )30 n 品系 ; 三角褐指 藻 (Ph
a“以a c

咧
u m tr i

~
ut u m )2 0 3 8 品系 ; 扁藻 (月
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.

)10 40 品系及小球藻(以Z。柑Z勿 sP
.

)10 61 品系
。

除菌微藻藻种系除菌藻 30 n 及除菌

藻 2038
,

来 自本实验室(林伟等
,

20 00b )
。

微藻培养液按照微藻大规模培养常用营养配方配制(林伟等
,

2 00Oa
)

,

灭菌后备用
。

在藻种传代及培养过程中均严格遵循无菌操作规则
。

培养温度为(22 士 1) ℃
,

光照度为

3000 lx
,

光暗周期比为 14 h : 10h
。

1
.

2 弧菌菌株来源及细菌培养基

弧菌菌株共 4 株
,

其 中菌株 10 一 1
、

21 一 1 于 1 990 年分离 自中国对虾 (尸叨
以召“ :

ch in en si :
)病虾肝脏

,

菌株 87 一 1 于 1 990 年分离 自中国对虾病虾心脏
。

菌株 “ # 于 1989

年分离自海湾扇贝 (A
7’g ’o 户劣ten ir “以ia n :

)幼体
,

系扇贝幼体面盘解体致病菌
。

菌株 10 一

1 及 87 一 1 均为副溶血弧菌(碳占ri
。

和ra h

~
。
勿忿i

c us )
,

菌株 21 一 1 为溶藻弧菌(V
.

a

卿
-

n o

恤ic u s
) ;菌株 65 # 为鳗弧菌(V

.

a n g u iz勿。m )
。

细菌培养基
: 22 16E 液体及固体培养基

。

弧菌选择性硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖

(T CI 粥)培养基
。

1
.

3 微藻培育系统内与藻共存细菌获得方法

1
.

3
.

1 与藻共存细菌单菌株获得方法 将未经抗生素处理的自然带菌微藻培养液(培

养 6 d) 适度稀释
,

吸 0
.

1时 涂布 22 16 E 培养基平板
。

于 25℃培养 7d
。

根据不同形态挑取

单菌落于 2 2 16E 培养基斜面培养
,

4℃保存
。

1
.

3
.

2 与藻共存细 菌群落获得方法 将 自然带菌微藻培养液 (培养 6d ) 100司 经

0
.

65 脚滤膜无菌过滤
,

滤液再经 0
.

2拌m 滤膜无菌过滤
。

与藻共存细菌群落滞留于 0
.

2脚
滤膜表面

。

可于无菌液体内振荡摇离滤膜
。

1
.

4 微藻及细菌计数方法

采用血球计数器计数微藻细胞密度
。

采用 2 216E 培养基平板涂布法计数与藻共存

细菌及弧菌数量
。

采用 T CI 粥 培养基平板涂布计数弧菌数量
。

1
.

5 除菌微藻同弧菌相互关 系研究实验方法

经 22 16E 液体培养基预先活化的弧菌
,

适度稀释后
,

分别加人 10 0nil 除菌微藻培养

液中(即每株弧菌只加人一种除菌藻培养液内)
,

藻液中弧菌密度均为 3 x 10”c

坷而 左右
。

光照培养 巧d
。

定期吸取 0
.

ld 培养液或经适度稀释液体在 22 16 E 培养基平板上涂布
。

25 ℃培养 Z d
。

计数弧菌菌落数目
。

在实验过程中同时用高温高压灭菌海水 (0
.

2脚 滤膜

预先过滤 )培养弧菌供作对照
。

1
。

6

1
。

6
。

1

与藻共存细菌同弧菌相互关系研究实验方法

与藻共存细菌单菌株同弧菌相互关系研究实验方法 经 2 2 16E 液体培养基预

先活化的弧菌
,

适度稀释
,

同熔化后处于 45 ℃ 2 2 16E 固体培养基混匀
,

制备平板
。

将所用

细菌单菌株(根据方法 1
.

3
.

1 获得 )经斜面活化后点种平板表面
。

4℃过夜
。

25 ℃培养数

天
,

定期观察结果
。

1
.

6
.

2 与藻共存细菌群落同弧菌相互关系研究实验方法 根据方法 1
.

3
.

2 获得与藻

共存细菌群落
。

将附有细菌的滤膜置于与所过滤藻液 同体积的 0
.

2脚 滤 膜过滤高温高

压灭菌海水(10 0 d )中振荡
。

4 株弧菌经活化后
,

适度稀释
,

分别加人此海水中或使其在液

体中密度为 3
.

0 x 10 3 cf 可而左右 )
,

光照下培养数天
。

定期吸取 0
.

1血 液体或经适度稀释
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液体
,

在 T CI 粥 及 22 16 E 平板上涂布
,

25 ℃培养 Z d
。

计数菌落数目
。

1
.

7 除菌微藻回加藻相关细菌群落状态下同弧菌相互关系研究实验方法

获得微藻 30 11 及 2038 培养液内细菌群落 (根据方法 1
.

3
.

2 )
,

将其分别加人除菌微

藻 30 1 1 及 2 038( 生长指数后期 )中培养 3 d
,

经 22 16 E 平板涂布检测生长 良好
。

将预先活

化
,

适度稀释的 4 株弧菌分别加人 2 种藻中(每种藻培养液只加人 1 株弧菌 )
,

培养数天
。

将 2 种微藻内细菌群落分别与处于合适密度下的 4 株弧菌一一搭配
,

同时加人处于

生长指数后期除菌微藻 30 11 及 20 38 培养液中(即每种藻液中只加人 1 株弧菌及各 自细

菌群落 )
,

培养数天
。

将 4 株弧菌预先活化
,

适度稀释后分别加人 2 种除菌微藻 301 1 及 20 38 培养液(处于

生长指数后期 )中(即每种藻液中只加人 1 株弧菌 )
,

培养 3 d
。

经平板涂布检测
,

发现金藻

30 1 1 中弧菌生长旺盛
,

三角褐指藻 20 38 中
,

弧菌维持一定生长
,

此时加人与藻共存细菌
,

培养数天
。

以上三组实验均定期检测细菌数量(见方法 1
.

6
.

2 )
。

2 结果与讨论
2

.

1 除菌微藻与弧菌相互关系

处于生长指数后期除菌藻对弧菌生长影响的实验结果如 图 1 所示
。

当除菌藻 301 1

处于生长指数后期
,

藻细胞密度达到高峰时 (3
.

8 x 1 06 ce ns/ 血)
,

弧菌 加人后 生长非常旺

盛
,

有时甚至超过对照实验中弧菌生长水平
。

表明处于此生长阶段的除菌藻 301 1 不能限

制弧菌生长
,

而处于此生长阶段的 自然未除菌金藻 3 01 1 藻强烈排斥弧菌(弧菌加人 1一
Z d 降至 IOe fu/ nil 以下 )(林伟等

,

20 00a)
。

处于此生长阶段 的除菌藻 2 038 同对照相比
,

有

一定限制弧菌能力
,

但同处于生长指数后期能够严重限制弧菌生长的 自然带菌藻 2 038 相

比(弧菌加人 24 h 内均降至 10 c

坷nil 以下 )(林伟等
,

20 00 a)
,

表明此时的除菌藻 2038 限制

弧菌生长能力仍然很弱
。

将弧菌加人培养初期除菌微藻
,

培养数天
。

结果表明
:
处 于此生长期除菌藻 301 1 不

能限制弧菌生长
,

弧菌同与处于生长指数后期藻 30 1 1 内生长时特点类似
。

此时的除菌藻

2 038
‘

同样能够微弱限制弧菌生长
,

但同处 于培养初期未除菌藻 20 38 相比 (弧菌在 1一Zd

内降至 10 ef可ml 以下 )
,

弧菌密度仍然较高(6 5 # 可达到 3
.

0 9 x 10 5 。f可rnl )
。

将弧菌加人已培养一个月的除菌微藻中培养十几天
,

结果表明
,

此时 的除菌藻 301 1

对弧菌生长无不利影响
,

弧菌生长有时甚至超过对照
。

与藻的其它生长阶段相 比
,

此时弧

菌密度达到高峰的速度更快
。

表明培养后期除菌金藻培养液更适于弧菌生长
。

弧菌在培

养一个月后 的除菌藻 2 038 中生长受到微弱限制
。

除菌株 10 一 1 基本维持原数量不变外
,

65 #
、

87 一 l
、

21 一 1 均有一定生长
,

呈现较高密度水平(均高于 5
.

0 x 10 5 。

坷而)
。

而处于

此生长阶段未除菌藻 20 38 仍能强烈限制弧菌生长(弧菌加人 1一Z d 降至 10c f可nil 以下 )

(林伟等
,

20 0Oa
)
。

综合以上实验结果
,

可以得出如下结论
:
除菌球等鞭金藻 3 01 1 在其整个生长周期中

,

均对弧菌生长无限制作用
。

而除菌三角褐指藻 20 38 则有微弱 限制作用
。

其中处于生长

指数后期时作用相对较强
,

而在培养后期作用相对较弱
。

培养后期限制作用相对较弱
,

可

能同此时微藻代谢产物累积了较多的适于弧菌生长物质所致
。

另外
,

作者还发现加人弧
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图 1 弧菌在除菌藻 (生长指数后期)中的生长状况
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州
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菌的除菌藻 30 1 1 有藻细胞下沉附底现象
。

为了进一步研究除菌藻 2 038 微弱限制弧菌生长作用机制
,

又设计进行如下实验
:
将

处于生长指数后期除菌藻 20 38 经 0
.

65 拜m 滤膜按无菌操作规则过滤
,

排除藻细胞
,

获得

含有藻代谢产物无菌过滤液
,

将 4 株弧菌菌株分别加人后观察其生长情况
。

结果发现弧

菌加人后能在更短时间内(同未过滤时相 比 )数量达到高峰
,

弧菌密度也更高 (均高于 l x

10 6 c

坷而 )
,

表明微藻 20 38 藻细胞代谢产物不能限制弧菌生长
。

2
.

2 与藻共存细菌同弧菌的相互关系

2
.

2
.

1 与藻共存细菌单菌株同弧菌的相互关系 根据方法 1
.

3
.

1 获得 87 株 4 种微藻

中与藻共存细菌单菌株
,

其中金藻 301 1 内 39 株
,

三角褐指藻 20 38 内 27 株
,

扁藻 1040 内

1 7 株以及小球藻 106 1 内 14 株
。

点种含弧菌平板并培养数天 (见方法 1
.

6
.

1 )
。

实验结果

表明
:
与藻共存细菌及 4 株弧菌生长均 良好

。

未发现与藻共存细菌菌落周围出现透 明抑

菌圈
。

结论
:
筛选得到的与藻共存细菌对弧菌生长无限制作用

。

2
.

2
.

2 与藻共存细菌群落同弧菌的相互关系 将附有细菌滤膜加人无菌海水中
,

振荡

后立即吸取 0
.

1而适度稀释液体作平板涂布
。

发现同自然带菌藻相 比
,

细菌群落组成特

征基本一致 (通过对比观察 22 16E 培养基平板 )
,

但数量略有下降 (可能在过滤时丢失 )
。

弧菌加人后培养数天
。

实验结果表明
:
与藻共存细菌及弧菌均生长 良好

。

4 株弧菌数量

均在加人后 24 h 内达到很高水平 (2
.

0 x 10 5 。

fu/ 司 以上 )
。

与藻共存细菌含量可达到 1
.

08
x 10 6 。

fu/ 耐 以上
,

表明与藻共存细菌群落对弧菌生长无限制作用
。
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2
.

3 除菌微藻同与藻共存细菌群落混和状态下对弧菌生长影响

未除菌饵料微藻能够限制弧菌生长
。

除菌微藻及其细菌群落单独存在时
,

均不能限

制弧菌生长(除菌藻 2 03 8 有微弱限制能力
,

但其代谢产物无限制作用 )
。

为了进一步研究

微藻培育系统限制弧菌生长作用机理
,

必须将藻及其与藻共存细菌混和
,

探索其同弧菌相

互关系
。

从图 2
、

图 3
、

图 4 中可 以看出
,

同微藻及与藻共存细菌互相分离
、

单独存在时相比
,

二

者共同存在时确实对弧菌生长产生限制作用
。

当与藻共存细菌首先加人
,

大量增多后
,

排

斥能力最强 ;二者同时加人时
,

初期均生长 良好
,

以后随着与藻共存细菌增多
,

弧菌逐渐减
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图 2 除菌藻及与藻共存细菌混和对弧菌生长影响(先加人与藻共存细菌 3d)
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图 3 除菌藻及与藻共存细菌混和对弧菌生长影响 (与藻共存细菌与弧菌同时加人)
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图 4 除菌藻及与藻共存细菌混和对弧菌生长影响(弧菌先加人 3d)

Fi g
.

4 E lfec ts of 而xt ~ of

一
。 日
地

a e
an d a lg a e

~

~
t出lt ha e t eri a on g m 认rt h of

tha vi b
~ (the 讨b r ios are

ad d曰 thr ee d a ys prio
r to alg a e

~

~
ta n t b a e teri a

a
.

在除菌藻 3 0 1 1 中 ( i
n

axere
e l犯d 己咤归“邵l加na 3 0 1 1 ) ;

b
.

在除菌藻 2 0 3 8 中 (in

axere
。 于叭以众勿‘

咧
u m t

~ 二
u t u m 2 0 3 8 )

少
。

排斥弧菌能力同与藻共存细菌先加人时相 比相对减弱
,

当弧菌首先加人
,

占据优势

后
,

再加人与藻共存细菌时
,

对弧菌排斥能力相对来说最弱
,

限制弧菌生长需要更长时间
,

表明限制弧菌生长
,

不仅需要微藻及与藻共存细菌相互配合
,

协同作用
,

而且在数量上还

需要达到一定水平
。

实验中还可以看出
,

藻同其与藻共存细菌比弧菌具有更强亲和力
,

即

使初期处于劣势 (图 4 )
,

仍能逐渐占据优势
,

最终排除弧菌
。

为了进一步明确微藻培育系统排斥弧菌作用机理
,

还设计进行微藻培育系统代谢产

物同弧菌相互关系实验 ;将 4 种 自然带菌微藻培养液 (处于生长指数后期 )经 0
.

2 拜m 滤膜

无菌过滤
,

排除微藻及细菌
,

获得含有代谢产物的无菌无藻滤液
,

分别加人合适密度 4 株

弧菌 (每种过滤液只加人一株弧菌 )
,

培养数天
。

结果显示 4 株弧菌在过滤液中生长 良好
,

同在无菌海水生长相仿
,

表明代谢产物对其生长无不利影响
。

考虑到 0
.

2哪滤膜可能阻

挡或吸附大分子代谢产物
,

造成结果偏差
,

又采用 0
.

65 拜m 滤膜滤除藻细胞
,

观察过滤液

(含与藻共存细菌 )对弧菌生长有无影响
。

结果仍然表 明此过滤液不能限制弧菌生长
,

与

藻共存细菌同弧菌均生长良好 ( 48 h 内均达到生长高峰 )
。

微生物间或者通过对营养物质及能源的竞争而生存 (条件不适宜时 )
,

或者通过空间

竞争而生存 (条件适宜时 ) (C扣rn pb ell
,

19 83 )
。

从本文实验结果 可以看出
,

藻不存在时
,

与

藻共存细菌同弧菌生长 良好
,

与藻共存细菌对弧菌无拮抗作用 ; 排除与藻共存细菌
,

弧菌

也能在纯藻环境中良好生长
,

微藻培育系统 (藻
一

菌混和 体 )代谢产物也对弧菌生长无限

制
,

以上结果均表明不存在不利于弧菌生存的营养及能源条件
。

因此
,

弧菌在饵料微藻培

育系统中生长受到排斥
,

是由于空 间竞争失败所致
。

抗弧菌功能显现需藻菌共存
,

缺一不

可
。

根据前期工作 (林伟等
,

200 0a )及本文研究结果
,

可 以认为当饵料微藻处于培养初期

时
,

因藻与其相关细菌密度较低
,

占据生态空 间能力有限
,

排斥弧菌能力较弱
。

处于生长

指数后期后
,

二者的密度均达到很高水平
,

能最有效地占据生态空间
,

此时排斥能力很强
。

当藻处于严重老化状态时
,

由于藻密度下降
,

藻细胞活力下 降
,

使之不能同其细菌群落有

效配合
,

排斥弧菌能力下降
,

也可能由于藻的老化
,

引起细菌群落内细菌种类及数量的变
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化
,

使细菌群落结构发生变化
,

导致排斥弧菌能力下降 ;或者由于藻老化后
,

释放更多能适

于弧菌生长的代谢产物所致
。

在人为地将微藻及其细菌群落互相分离又重新混和的过程

中
,

藻菌形成的稳定及平衡遭到破坏
,

混和后不能迅速有效地恢复
,

使得排斥弧菌能力也

相对减弱
。

以后随着平衡重新建立
,

抗弧菌能力 随之恢复并增强
。

总之
,

抗弧菌机理可以
. ,

归结为
: 以微藻为基础 的微小生物群落因优先占有生态空间而对弧菌菌群具有排他性

。

养殖生态系中
,

微小生物群落具有结构 的稳定性和功能的特异性
,

特定的微生物群落

在生态系中是相对稳定的功能单位
。

根据以微藻为基础 的微小生物群落排斥弧菌的特点

及已初步探明的作用机理
,

可以对微藻的细菌群落进行分析
,

强化
、

优化组合
,

加强微藻培

育系统的抗弧菌能力
,

更好地发展应用生态调控防病技术
。

本文只是对微藻培育系统抗

弧菌机理进行了初步研究
,

深人研究还需要弄清与藻共存细菌群落结构特点
,

筛选同藻密

切相关的与藻共存细菌
,

以便于进一步深人研究抗弧菌机理
。
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