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研究报告 

恩诺沙星对蛭弧菌生长及吸附的影响 
邓  璐*  曹海鹏*  何  珊  杨先乐**

(农业部渔业动植物病原库 上海海洋大学  上海  200090) 

 
 

摘  要: 本实验通过观察不同浓度恩诺沙星对固体培养条件下蛭弧菌产生噬斑和液体培养条件下

蛭弧菌增殖的情况, 以及蛭弧菌在不同浓度恩诺沙星下吸附到载体上的情况, 研究了恩诺沙星对

蛭弧菌 BDF-H16生长及吸附的影响。实验发现：2 µg/mL、5 µg/mL、10 µg/mL、20 µg/mL和 50 µg/mL
恩诺沙星对蛭弧菌 BDF-H16 噬斑的产生及增殖均具有抑制作用(P<0.05)。在固体培养 72 h 后, 随
着恩诺沙星浓度逐渐增大, 蛭弧菌 BDF-H16 产生的噬斑数目逐渐减少; 在液体培养 72 h 后, 随着

恩诺沙星的浓度逐渐增高, 蛭弧菌 BDF-H16 的增殖浓度不断减少, 但 10 µg/mL 恩诺沙星并没有

改变蛭弧菌 BDF-H16 的生长趋势。此外, 以沸石作为吸附载体, 2 µg/mL、5 µg/mL、10 µg/mL、 
20 µg/mL 和 50 µg/mL 恩诺沙星降低了蛭弧菌 BDF-H16 吸附量, 随着恩诺沙星浓度的增大, 蛭弧

菌 BDF-H16 的吸附量逐渐降低, 而蛭弧菌 BDF-H16 的吸附率却在一定恩诺沙星浓度(2 µg/mL~ 
20 µg/mL)下却有所升高(P<0.05)。以上结果表明, 恩诺沙星对蛭弧菌 BDF-H16 噬斑的产生及增殖

具有抑制作用, 但在有载体存在的情况下, 蛭弧菌的吸附能力在一定恩诺沙星浓度范围内有所增

强, 添加载体沸石有助于降低恩诺沙星对蛭弧菌 BDF-H16 的不良影响。 
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Effects of Enrofloxacin on the Growth and  
Attachment of Bdellovibrio Bacteria 

DENG Lu*  CAO Hai-Peng*  HE Shan  YANG Xian-Le**

(Aquatic Pathogen Collection Center of Ministry of Agriculture, SHOU, Shanghai 200090) 

Abstract: In the experiment, the production of plagues by Bdellovibrio bacteria in solid medium cultivation, 
the reproduction of Bdellovibrio bacteria in liquid medium cultivation and the attachment of Bdellovibrio 
bacteria to carrier were observed, which aimed to study the effects of enrofloxacin on the growth and at-
tachment ability of Bdellovibrio bacteria BDF-H16. Results indicated that in solid medium cultivation, the 
production of plagues by Bdellovibrio bacteria BDF-H16 was inhibited by different concentrations (2 µg/mL, 
5 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL, 50 µg/mL) of enrofloxacin and the inhibitory effects of enrofloxacin became 
stronger with the increase of the concentration of enrofloxacin. Similarly, in liquid medium cultivation, the 
reproduction of Bdellovibrio bacteria BDF-H16 was also obviously inhibited by different concentrations of 
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enrofloxacin and higher concentrations of enrofloxacin such as 10 µg/mL, 20 µg/mL, 50 µg/mL had stronger 
inhibitory effects on the reproduction of BDF-H16. However, the growth tendency of Bdellovibrio bacteria 
BDF-H16 was not inhibited in 10 µg/mL enrofloxacin. Additionally, when zeolite was added, enrofloxacin 
had also inhibitory effects on the numbers of Bdellovibrio bacteria BDF-H16 attached to zeolite. With the 
increase of the concentrations of enrofloxacin, the numbers of Bdellovibrio bacteria BDF-H16 attached to 
zeolite became smaller and smaller. However, the attachment rate of Bdellovibrio bacteria BDF-H16 to zeo-
lite became higher under 2 µg/mL−20 µg/mL enrofloxacin. The results above showed that enrofloxacin had 
inhibitory effects on the plague production and reproduction of Bdellovibrio bacteria BDF-H16, but the at-
tachment ability of Bdellovibrio bacteria BDF-H16 was strengthened in liquid medium cultivation with  
2 µg/mL−20 µg/mL enrofloxacin and zeolite, and adding zeolite helped to reduce the adverse effects of en-
rofloxacin on Bdellovibrio bacteria BDF-H16. 

Keywords: Enrofloxacin, Bdellovibrio bacteria, Growth, Attachment

蛭弧菌(Bdellovibrio sp.)是一种具有独特噬菌特
性和吸附特性的革兰氏阴性细菌, 其生活周期包括
具有攻击力的游离蛭弧菌阶段和蛭弧体阶段[1,2]; 蛭
弧菌噬菌范围广, 是天然水体生物控制因子, 在防
治鱼虾蟹细菌性疾病、改善养殖环境、促进水产动

物生长方面具有显著的作用[3]。恩诺沙星(enrofloxa- 
cin)是第 3代喹诺酮类药物, 已广泛应用于我国水产
动物细菌性疾病的防治 ,  其通常泼洒给药剂量为 
2 µg/mL~4 µg/mL, 口服给药剂量为 10 mg/kg~ 
20 mg/kg[4]。近年来, 由于水产养殖者缺乏科学用药
知识, 在进行水产动物病害防治时, 用药剂量往往
超出多倍正常使用剂量, 如 2003年的“恩诺沙星”
事件便是我国在水产养殖过程中滥用恩诺沙星现象

的最好例证。恩诺沙星在养殖水体中的滥用势必会

影响蛭弧菌的生存。目前, 关于药物对蛭弧菌的影
响, 国外始于 20世纪 70年代初[5], 而国内未见专门
报道。 

本实验以 1株异育银鲫肠道蛭弧菌 BDF-H16为
研究对象 , 旨在研究不同浓度恩诺沙星对蛭弧菌
BDF-H16 生长及吸附造成的影响, 为恩诺沙星与蛭
弧菌生物制剂在水产动物细菌性疾病防治上的合理

应用提供佐证, 同时也为水体环境保护提供依据。  

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 
蛭弧菌BDF-H16(Bdellovibrio sp. BDF-H16), 为

本实验室从异育银鲫肠道分离纯化获得菌株[6]; 大
肠杆菌非致病菌株 BYK00105-01-01(Escherichia 
coli BYK00105-01-01), 作为蛭弧菌BDF-H16 的增
殖宿主菌, 为上海水产大学农业部渔业动植物病原

库保藏菌株。 

1.2  稀释液与培养基 
普通营养肉汤(Nutrition broth, NB)(pH 7.2), 用

于培养大肠杆菌; 1/10 NB(pH 7.2), 用于培养蛭弧菌; 

生理盐水(pH 7.2), 均在 1×105 Pa高压湿热灭菌 

20 min后备用。 

自来水双层琼脂培养基 ,  底层琼脂浓度为 

1.5％, 上层琼脂浓度为 0.6％。 

1.3  恩诺沙星溶液的配制 
称取 0.2 g恩诺沙星标准品(购于 Sigma公司)于

100 mL容量瓶中, 用 0.1 mol/L的 NaOH溶液溶解, 

定容至 100 mL, 配成 2000 µg/mL的母液, 于 4℃冰

箱保藏备用。 

1.4  大肠杆菌菌悬液的制备 
将大肠杆菌接种到 100 mL NB中, 在 150 r/min、

28℃条件下摇床振荡培养 18  h~24  h ,  然后于 

3600 r/min离心 20 min, 用无菌生理盐水洗涤 3次后
制成菌悬液, 并调节其终浓度为 1.2×1010 CFU/mL, 
于 4℃冰箱保藏备用。 

1.5  蛭弧菌菌液的制备 
以大肠杆菌为增殖宿主菌 ,  挖取蛭弧菌

BDF-H16单个噬斑, 接种于 100 mL 1/10 NB中, 同

时加入 100 µL的大肠杆菌菌悬液, 于 28℃、150 r/min

下摇床振荡培养 ,  直至蛭弧菌 B D F - H 1 6 浓度 

>104 PFU/mL, 于 4℃冰箱保存。 

1.6  恩诺沙星对蛭弧菌生长的影响 
1.6.1  不同浓度恩诺沙星对固体培养条件下蛭弧菌

噬斑产生的影响：以大肠杆菌为增殖宿主菌, 采用
自来水双层琼脂平板法[1], 即将等量的蛭弧菌BDF- 
H16 菌液与大肠杆菌菌悬液加入上层半固体软琼脂
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中, 同时加入恩诺沙星溶液至不同浓度(0 µg/mL、 
2 µg/mL、5 µg/mL、10 µg/mL、20 µg/mL、50 µg/mL), 

混匀后倾注于自来水平板上, 待凝固后 28℃恒温培

养 72 h, 观察噬斑产生情况。 

1.6.2  不同浓度恩诺沙星对液体培养条件下蛭弧菌

增殖的影响：将恩诺沙星分别加入 1/10 NB中至终

浓度 0 µg/mL、2 µg/mL、5 µg/mL、10 µg/mL、 

20 µg/mL、50 µg/mL, 与此同时加入等量的蛭弧菌

BDF-H16 和大肠杆菌菌悬液, 然后于 150 r/min,  

28℃恒温振荡培养。培养 72 h后立即检测各浓度恩

诺沙星下蛭弧菌 BDF-H16和大肠杆菌的数目, 并以

相同恩诺沙星浓度下单独培养的大肠杆菌作为对

照。此外, 在上述相同条件下, 测定在 0 µg/mL、 

10 µg/mL恩诺沙星浓度下, 蛭弧菌BDF-H16和大肠

杆菌数量在 13 d内的变化, 并以相同条件下单独培

养大肠杆菌的数量变化作为对照。 

1.6.3  细菌计数：蛭弧菌数目的测定采用自来水双

层琼脂平板法 [1], 大肠杆菌数目的测定采用稀释涂

布平板法。 

1.7  恩诺沙星对蛭弧菌吸附的影响 
1.7.1  恩诺沙星对蛭弧菌吸附的影响：以沸石[7]作

为吸附载体, 将恩诺沙星分别加入含 1.5%沸石粉的

1/10 NB中至终浓度 0 µg/mL、2 µg/mL、5 µg/mL、

10 µg/mL、20 µg/mL和 50 µg/mL, 与此同时加入等

量的蛭弧菌BDF-H16 和大肠杆菌菌悬液(加入量同

1.6.2), 然后于 150 r/min, 28℃恒温振荡培养。培养

72 h后立即测定各恩诺沙星浓度下蛭弧菌BDF-H16

的总浓度, 然后在 4℃冰箱静置过夜后再测定上清

液中蛭弧菌BDF-H16 的浓度, 计算蛭弧菌的吸附量

与吸附率：吸附量＝蛭弧菌总浓度-上清液蛭弧菌浓

度; 吸附率＝蛭弧菌吸附量/蛭弧菌总浓度×100％。 
1.7.2  蛭弧菌在不同恩诺沙星浓度下吸附状态的观

察：将恩诺沙星分别加入到含载玻片[8]的 1/10 NB中

至终浓度 0 µg/mL、10 µg/mL和 50 µg/mL, 与此同

时加入等量的蛭弧菌BDF-H16 和大肠杆菌菌悬液

(加入量同 1.6.2), 然后于 150 r/min, 28℃恒温振荡培

养。液体培养 72 h后, 无菌操作取出载玻片, 用无菌

水冲洗, 自然干燥、固定, 然后结晶紫染色, 高倍镜

( 4 0× )观察蛭弧菌B D F - H 1 6 在含 0  µ g / mL、 

10 µg/mL和 50 µg/mL 恩诺沙星的 1/10 NB中吸附
到载玻片上的情况。 

1.8  实验数据处理方法 
所有数据通过 SPSS11.5软件用 ANOVA进行方

差分析, Duncan’s进行多重比较。 

2  结果 

2.1  恩诺沙星对蛭弧菌生长的影响 
2.1.1  不同浓度恩诺沙星对固体培养条件下蛭弧菌

噬斑产生的影响：固体培养 72 h, 恩诺沙星对蛭弧
菌噬斑产生影响的实验结果表明(图 1), 在固体培养
条件下, 恩诺沙星对蛭弧菌 BDF-H16噬斑的产生具
有抑制作用, 主要表现在：随恩诺沙星浓度的升高, 
噬斑数目逐渐减。当恩诺沙星含量为 2 µg/mL、 
5 µg/mL和 10 µg/mL时, 蛭弧菌 BDF-H16产生的噬
斑数目较对照组分别减少了 15.9％(P>0.05)、27.3％
(P<0.05)和 75.0％(P<0.05), 尤其在恩诺沙星含量≥
20 µg/mL时, 蛭弧菌 BDF-H16不产生噬斑, 生长被
完全抑制。  
2.1.2  不同浓度恩诺沙星对液体培养条件下蛭弧菌

增殖的影响：液体培养 72 h, 不同浓度恩诺沙星对
蛭弧菌增殖影响的实验结果表明(图 2), 在液体培养
条件下, 恩诺沙星对蛭弧菌 BDF-H16的增殖产生抑
制, 主要表现在：随恩诺沙星浓度的升高, 蛭弧菌
BDF-H16 的浓度逐渐减少。当恩诺沙星含量为 
2 µg/mL、5 µg/mL、10 µg/mL、20 µg/mL和 50 µg/mL
时 ,  蛭弧菌 BDF-H16 浓度较对照组分别减少了 
31.9％(P>0.05)、53.2％(P<0.05)、66.8％(P<0.05)、 

 

 
 
图 1  蛭弧菌 BDF-H16 在含不同浓度恩诺沙星的固体培

养基中的出斑情况 
Fig. 1  The plague number of Bdellovibrio bacteria BDF- 
H16 in solid medium cultivation with different concentra-
tions of enrofloxacin 
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图 2  蛭弧菌 BDF-H16 在含不同浓度恩诺沙星的液体培

养基中的增殖情况 
Fig. 2  The concentration of Bdellovibrio bacteria BDF-H16 
in liquid medium cultivation with different concentrations 
of enrofloxacin 

74.5％(P<0.05)和 80.6％(P<0.05)。 

此外, 10 µg/mL恩诺沙星对蛭弧菌在 13 d内液

体培养的生长变化影响结果也表明(图 3), 恩诺沙星

对蛭弧菌的增殖具有抑制作用, 但恩诺沙星并没有

改变蛭弧菌的生长趋势。在液体培养基中培养 13 d

后, 对照组单独培养的大肠杆菌浓度对数值较起始

值增加了 1.58 (P<0.05), 共培养的大肠杆菌和蛭弧

菌浓度对数值较起始值分别增加了 0.97 (P<0.05)和

3.61 (P<0.05); 实验组单独培养的大肠杆菌浓度对

数值较起始值增加了 1.27 (P<0.05), 共培养的大肠

杆菌和蛭弧菌浓度对数值较起始值分别增加了 0.70 

(P<0.05)和 3.04 (P<0.05), 增殖浓度较对照组有所 

减少。 

 

 
 

图 3  恩诺沙星对液体培养条件下蛭弧菌增殖的影响 
Fig. 3  Effect of enrofloxacin on the reproduction of Bdellovibrio bacteria BDF-H16 in liquid medium cultivation 

a: 蛭弧菌 BDF-H16在 0 µg/mL恩诺沙星条件下的生长曲线; b: 蛭弧菌 BDF-H16在 10 µg/mL恩诺沙星条件下的生长曲线 
a: The growth curve of Bdellovibrio bacteria BDF-H16 in liquid medium cultivation with 0 µg/mL of enrofloxacin; b: The growth curve of 
Bdellovibrio bacteria BDF-H16 in liquid medium cultivation with 10 µg/mL of enrofloxacin 
 

2.2  恩诺沙星对蛭弧菌吸附的影响 
实验结果表明(图 4、图 5), 以沸石作为吸附载

体, 蛭弧菌 BDF-H16的吸附量随恩诺沙星浓度的增

大逐渐降低, 而蛭弧菌 BDF-H16的吸附率在一定恩

诺沙星浓度下却有所升高。具体表现在：当恩诺沙

星含量为 2 µg/mL、5 µg/mL、10 µg/mL、20 µg/mL、

50 µg/mL时, 蛭弧菌BDF-H16的吸附量较对照组分

别减少了 6.7％(P>0.05)、38.3％(P<0.05)、64.2％

(P<0.05)、73.3％(P<0.05)、88.3％(P<0.05); 当恩诺

沙星含量为 2 µg/mL、5 µg/mL、10 µg/mL、20 µg/mL

时 , 蛭弧菌吸附率却较对照组分别增加了 26.7％

(P<0.05)、33.5％(P<0.05)、37.8％(P<0.05)、30.3％ 

(P<0.05), 但恩诺沙星含量为 50 µg/mL 时, 蛭弧菌
吸附率却较对照组低 5.4％(P>0.05)。此外, 蛭弧菌
BDF-H16在不同恩诺沙星浓度下吸附到载玻片上的
状态(图 6)也表明, 随恩诺沙星浓度的升高, 蛭弧菌
BDF-H16吸附到载玻片上数量不断减少。 

3  讨论  

关于药物对蛭弧菌影响的研究, 国外已有较多
报道。Wehr和Kelven曾经研究了除草剂对蛭弧菌活
性的影响, 发现 11种除草剂能够抑制蛭弧菌噬斑的
产生[5]; Thomashow和Rittenberg也研究了部分抗生
素对蛭弧菌的影响 ,  认为蛭弧菌对青霉素、先锋 
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图 4  恩诺沙星对蛭弧菌 BDF-H16 吸附量的影响 
Fig. 4  Effect of enrofloxacin on the attachment numbers of 
Bdellovibrio bacteria BDF-H16 

 
 
图 5  恩诺沙星对蛭弧菌 BDF-H16 吸附率的影响 
Fig. 5  Effect of enrofloxacin on the attachment rate of 
Bdellovibrio bacteria BDF-H16 

 

 
 

图 6  蛭弧菌 BDF-H16 在不同的恩诺沙星浓度的 1/10 NB 中吸附到载玻片上的情况 
Fig. 6  Bdellovibrio bacteria BDF-H16 attached to slide in 1/10 NB with different concentrations of enrofloxacin 

Note: a: 0 µg/mL; b: 10 µg/mL; c: 50 µg/mL 

 
霉素、杆菌肽素、氯霉素等药物敏感 [9]。但目前关

于蛭弧菌与恩诺沙星相互作用的研究还没有专门 
报道。 

国内外学者研究表明, 蛭弧菌在宿主浓度大于
104 个/mL时能够增殖, 而且也能在致死的宿主菌液
中生长增殖[10,11]。本实验结果表明, 在大肠杆菌的
浓度一直大于 107 个/mL时, 不同浓度恩诺沙星对蛭
弧菌的生长及吸附具有不良影响。在固体培养条件

下, 不同浓度恩诺沙星能够降低蛭弧菌BDF-H16 产
生的噬斑数目, 产生这一结果的原因可能是在固体
培养条件下, 为了抵抗恩诺沙星的损害, 蛭弧菌吸
附到琼脂颗粒表面上而使其自身的某些基因表达发

生改变, 从而长时间停留在蛭弧体阶段而不裂解宿
主菌 [12], 从而噬斑数目相应减少; 此外, 在液体培
养条件下, 恩诺沙星也能够降低蛭弧菌BDF-H16 的
增殖浓度和吸附量。研究表明, 蛭弧菌虽然是寄生

性细菌, 但其也含有与DNA合成有关的酶类, 如胸
腺嘧啶脱氧核苷酸合成酶、胸腺嘧啶核苷酸磷酸酶、

胸腺嘧啶激酶等[13], 而恩诺沙星的主要作用机理是
通过作用于与细菌DNA合成有关的酶, 而使细菌无
法分裂而死亡。因此, 恩诺沙星对液体培养条件下
蛭弧菌增殖的抑制机理是否也可能通过抑制蛭弧菌

DNA合成酶的活性而使其无法复制, 从而降低了其
增殖浓度, 进而减少了其吸附到载体上的数量, 均
还有待进一步研究[4]。 

吸附率是评价吸附能力的主要参数[14]。本实验

发现, 以沸石作为吸附载体, 蛭弧菌BDF-H16 的吸
附率在一定恩诺沙星浓度范围内有所升高, 表明在
一定恩诺沙星浓度范围内蛭弧菌的吸附能力有所增

强。国外学者认为, 蛭弧菌是一种具有吸附特性的
细菌, 处于吸附状态的蛭弧菌能够改变某些特性及
基因表达, 以增强了其对外界环境的适应能力[12]。
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国外学者研究也表明, 处于吸附状态的蛭弧菌对环
境因素如温度、盐度、镉、苯酚、尿素的敏感性低, 
具有抵抗外界不良环境影响的能力[15−17]。因此, 蛭
弧菌BDF-H16的吸附率升高可能是其抵抗恩诺沙星
损害的一种现象, 通过吸附于沸石表面, 使其改变
自身的某些特性及基因表达, 以达到抵抗恩诺沙星
损害进行自身保护的目的[12]。 

总之 , 本实验结果表明 , 恩诺沙星对蛭弧菌

BDF-H16 噬斑的产生及增殖具有抑制作用, 但在有

载体存在的情况下, 蛭弧菌的吸附能力在一定恩诺

沙星浓度范围内有所增强, 添加载体沸石有助于降

低恩诺沙星对蛭弧菌 BDF-H16 的不良影响。因此, 

在水产养殖用药过程中, 切勿将蛭弧菌与恩诺沙星

混合使用, 也不要将过量恩诺沙星投入水体中; 而

为了提高蛭弧菌制剂的质量和应用效果, 如何将蛭

弧菌进行吸附固定化将是今后蛭弧菌研发的重点。 
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