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摘  要：【背景】蛭弧菌是众多海洋益生菌中的一类较新成员，应用前景十分广阔。但由于蛭

弧菌特殊的繁殖方式和周期，它的应用效果受寄生宿主特性和生物活性的影响，因而优选寄生

宿主，维持或者提高蛭弧菌微生态制剂的应用活性是关键。【目的】筛选出能够裂解枯草芽孢

杆菌的蛭弧菌，以增进其益生性能；研究提高蛭弧菌的蛭质体密度，以利于保存。【方法】从

海南取回海泥样后，以枯草芽孢杆菌作为宿主菌，通过稀营养肉汤(Dilute nutrient broth，DNB)

双层平板法分离获得蛭弧菌，并对目标菌株进行透射电镜形态鉴定和 16S rRNA 基因序列分析；

然后进行生物学特性研究，同时开展氨苄青霉素、吲哚、Ca2+和 Mg2+影响蛭质体形成的研    

究。【结果】分离出一株以枯草芽孢杆菌作为宿主的蛭弧菌并命名为 BDE-1，其最适温度、盐

度和 pH 分别为 25 °C、2.0%和 7.0；BDE-1 可裂解 24 株试验菌，占总试验菌株数(28 株)的 85.7%，

其中对试验弧菌(13 株)的裂解率达 92.3%；吲哚、氨苄青霉素、Ca2+和 Mg2+ 4 种因子对 BDE-1

蛭质体的形成均有促进作用，其中吲哚和 Ca2+的促进作用显著。【结论】研究结果不仅为蛭弧

菌寄生宿主的优化选择提供了可行性解决思路，而且为维持或提高蛭弧菌微生态制剂的应用活

性提供了理论依据。 

关键词：蛭弧菌，蛭质体形成，分离和鉴定，吲哚，氨苄青霉素，钙镁离子 
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Abstract: [Background] As a relatively new member of marine probiotics, Bdellovibro-and-like 
organisms (BALOs) have a wide application prospect. However, because of BALOs’ special 
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reproductive mode and cycle, the pratical application of BALOs is greatly affected by their parasitic 
host characteristics and biological activities. Therefore, selecting appropriate parasitic hosts and 
maintaining the activity of BALOs preparation are very important for BALOs’ application. [Objective] 
To isolate a strain of BALOs which can use gram-positive probiotics Bacillus subtilis as host, and 
increase its Bdelloplast concentration in the culture for storage. [Methods] Bacillus subtilis was used 
as host bacterium to isolate BALOs from sea mud samples from Hainan by DNB (Dilute nutrient broth) 
double plate method. Transmission electron microscope and partial 16S rRNA gene sequence analysis 
were conducted to identify the Bdellovibrio strain, and its biological characteristics and lysis spectrums 
were studied. In addition, the effects of ampicillin, indole, Ca2+ and Mg2+ on the formation of 
bdelloplast were researched. [Results] A strain of BALOs (named BDE-1) which could prey on 
Bacillus subtilis was isolated and identified successfully. The optimal temperature, salinity and pH for 
BDE-1 were 25 °C, 2.0% and 7.0 respectively. Lysis experiments on 28 pathogenic or potential 
pathogenic strains showed that BDE-1 lysed 24 strains, corresponding to 85.7% of lysis rate. For the   
13 strains of tested vibrios, its lytic rate was as high as 92.3%. While all four factors (indole, 
ampicillin, Ca2+ and Mg2+) promoted bdelloplast formation, the promotion effect of indole and Ca2+ 
was more significant. [Conclusion] This study not only provided a feasible solution for the optimal 
selection of parasitic hosts of Bdellovibro, but also provided a theoretical basis for the maintenance or 
enhancement of the application of Bdellovibro probiotic preparation. 

Keywords: Bdellovibrio-and-like organisms (BALOs), Bdelloplast formation, Isolation and 
identification, Indole, Ampicillin, Ca2+ and Mg2+

 

蛭弧菌(Bdellovibrio)是一类寄生型革兰氏阴性

菌，大约只有典型细菌 1/5 的大小，为单细胞结构，

一端生有一根极长的鞭毛，拥有短杆、弧状、螺旋

状和球状等多种形态[1]。蛭弧菌的生活史包括因高

耗能而易死亡的游泳体阶段和已进入到宿主胞质

空间且受宿主细胞壁保护的蛭质体阶段[2]。蛭弧菌

的裂解谱非常广泛，能裂解大多数革兰氏阴性菌和

极少数的革兰氏阳性菌，尤其是对水产动物肠道的

病原弧菌具有较强的裂解作用[3-7]。 

由副溶血性弧菌、溶藻弧菌和鳗弧菌等各种弧

菌引发的水产养殖生物疾病统称为弧菌病，每年给

水产养殖业造成巨大的经济损失。与此同时，部分

弧菌也是人类的致病菌，它们不仅能引起人类肠胃

炎，还能引起肠道外感染。防治弧菌等细菌性致病

菌最常用的方法是使用抗生素，但长期使用抗生素

会导致细菌产生耐药性[8]。因此，研究抗生素的有

效替代品显得尤为迫切。蛭弧菌作为众多海洋益生

菌研究中一类较新的成员，2016 年 Dharani 等[9]和

马兰等[10]研究发现蛭弧菌能够捕食革兰氏阴性耐

药菌株，因此在未来应用于防治耐药性致病菌方面

具有很大潜力。 

虽然蛭弧菌正在被越来越广泛地接受和使用，

但将蛭弧菌作为微生态制剂应用时，其应用效果受

到蛭弧菌寄生的宿主和蛭弧菌的生物活性两个方

面的影响。蛭弧菌的寄生对象通常为易裂解的革兰

氏阴性菌，如大肠杆菌、沙门氏菌和弧菌类等，而

不是裂解难度较大的枯草芽孢杆菌等细胞壁较厚

的革兰氏阳性菌。从国内外的研究报道来看，几乎

均是以革兰氏阴性菌株为寄生宿主来开展蛭弧菌

的研究工作。 

虽然蛭弧菌具有广谱裂解致病菌的能力，但目

前基本上是以革兰氏阴性菌如大肠杆菌为宿主，而

大肠杆菌是食品中有限量的菌株，因此其应用也受

限制，因此，蛭弧菌宿主的选择就显得尤为重要。

再者，目前市面上的蛭弧菌产品活性几乎没有或很   

低[11]，导致我国农业部作出撤消其生产和应用的许

可。蛭弧菌产品活性低下与其特殊的生活周期有

关。相对于脆弱且高耗氧的游泳体，低耗氧的蛭质

体耐受恶劣环境且维持自身活性的能力更强。因此

解决蛭弧菌产品活性低下问题的关键或许在于把蛭

弧菌游泳体转变为蛭质体，继而延缓蛭质体的发育。 

已有研究表明[12-13]，某些蛭弧菌菌株具备裂解
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革兰氏阳性菌的能力，但目前尚无以枯草芽孢杆菌

为宿主来分离蛭弧菌的报道；另外，氨苄青霉    

素[14]、吲哚[15]、Ca2+[16]和 Mg2+等对蛭弧菌的生长

繁殖过程有着不同程度的影响。因此，本研究首次

以枯草芽孢杆菌作为宿主从海水泥样中分离筛选

出目标蛭弧菌株，并探究上述几种因素对该蛭弧菌

菌株蛭质体形成的影响，为蛭弧菌的发酵和水产养

殖业中的应用提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和培养基 

1.1.1  菌株 

蛭弧菌分离材料采集自海南水产养殖区域   

5 m−10 m 深处的海水泥样品。宿主菌株为枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis GIM 1.136)，购自广东省微生

物研究所。28 株裂解试验菌分离自鲍鱼养殖场死亡

九孔鲍体内。 

1.1.2  培养基 

所用的固体培养基和 DNB (Dilute nutrient broth)

培养液等均按照参考文献[1]配制。  

1.2  主要试剂和仪器 

吲哚、氨苄青霉素和 Ezup 柱式细菌基因组

DNA 提取试剂盒，生工生物工程(上海)股份有限公

司；氯化钙、硫酸镁均为分析纯，国药集团化学试

剂有限公司。 

PCR 仪和测序仪，Applied Biosystems 公司；

透射电子显微镜，JEOL 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  蛭弧菌的分离 

将宿主菌制成一定密度的菌悬液，取来自海南

水产养殖区域的海水泥样品，采用 DNB 双层平板

法进行蛭弧菌筛选，具体方法步骤同参考文献[1]。 

1.3.2  蛭弧菌的初步鉴定 

根据 DNB 双层平板上长出的噬菌斑大小、形

状和透明度等特征来鉴别，初步鉴定分离菌株是否

为蛭弧菌。挑取双层平板上 2–3 个透亮且呈圆形的

噬菌斑到 DNB 培养液中进行纯化培养，待蛭弧菌

DNB 培养液在 25 °C、200 r/min 摇床培养至变清，

此时蛭弧菌密度约为 106 PFU/mL，直接取菌液采用

负染法对菌体进行处理，之后在透射电子显微镜下

进行观察鉴定。 

1.3.3  DNA 提取和测序 

待蛭弧菌 DNB 培养液在 25 °C、200 r/min 摇床

培养至变清后，先将菌液在 4 °C、6 000 r/min 离心   

10 min，弃去宿主菌沉淀，再将上清液在 4 °C、      

20 000 r/min 离心 20 min，弃去上清液，用 500 μL 的

1×TE 溶液富集蛭弧菌沉淀。采用 SK8255 Ezup 柱式

细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取蛭弧菌的 DNA，并

对其 16S rRNA 基因进行 PCR 扩增和测序。按文    

献[1,17]设计一对蛭弧菌特异性引物进行 PCR 扩增，

上游引物 (63F)序列为：5′-CAGGCCTAACACATG 

CAAGTC-3′；下游引物(Bdg842R)序列为：5′-CGWCA 

CTGAAGGGGTCAA-3′。PCR 反应体系(50 μL)：

Premix Taq 酶25 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各2 μL，

DNA 模板 2 μL，ddH2O 19 μL。PCR 反应条件[18]：

95 °C 3 min；94 °C 1 min，56 °C 45 s，72 °C 1 min，

循环 35 次；72 °C 10 min。PCR 反应结束后，将 PCR

产物在 1%的琼脂糖凝胶上进行电泳检测。 

1.3.4  16S rRNA 基因序列分析 

纯化后的 PCR 产物由生工生物工程(上海)股份

有限公司进行测序，将测得的蛭弧菌 16S rRNA 基

因序列与 Ezbioclouda 数据库中已知的蛭弧菌典型

菌株进行相似性比对后，使用 MEGA 7.0 进行多重

比较构建系统进化树。 

1.3.5  温度对蛭弧菌生长繁殖能力的影响 

其他培养条件相同，将 1.1.2 中蛭弧菌 DNB 培

养液分别置于 15、20、25、30、35 °C 的恒温摇床

中以 200 r/min 培养，并检测培养 0、3、5、7、9、

11 d 后的蛭弧菌密度。 

1.3.6  盐度对蛭弧菌生长繁殖能力的影响 

其他培养条件相同，调节 1.1.2 中蛭弧菌 DNB

培养液的 NaCl 含量分别为 0.5%、1.0%、1.5%、2.0%、

2.5%、3.0%，在 25 °C、200 r/min 摇床培养，并检

测培养 0、3、5、7、9、11 d 后的蛭弧菌密度。 
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1.3.7  pH 对蛭弧菌生长繁殖能力的影响 

其他培养条件相同，调节 1.1.2 中蛭弧菌 DNB

培养液的 pH 值分别为 6.5、7.0、7.5、8.0、8.5，在

25 °C、200 r/min 摇床培养，并检测培养 0、3、5、

7、9、11 d 后的蛭弧菌密度。 

1.3.8  蛭弧菌对 28 株试验菌的裂解谱 

基于上述实验所确定的蛭弧菌最适生长条件，

研究该株蛭弧菌对 28 株试验菌的裂解谱。 

1.3.9  4 种因子对蛭弧菌蛭质体密度的影响 

基于上述实验所确定的蛭弧菌最适生长条件，将

蛭弧菌在其他培养条件均相同而添加的影响因子终

浓度不同的培养环境中进行增殖，同时制备空白对

照。其中 3 组吲哚组终浓度分别为 1、2、3 mmol/L，

3 组氨苄青霉素组终浓度分别为 50、100、150 μg/mL，

3 组 Ca2+组终浓度分别为 4、20、40 mmol/L，3 组

Mg2+组终浓度分别为 2、8、16 mmol/L。将增殖后的

菌液在 4 °C、6 000 r/min 离心 10 min，富集沉淀即

为宿主和蛭质体混合液，通过双层平板法观察生长

的蛭弧菌蛭质体数目，并进行计数和比较。 

2  结果与分析 

2.1  蛭弧菌的分离和初步鉴定 

2.1.1  菌株的分离 

以枯草芽孢杆菌为宿主菌(图 1)，采用 DNB 双

层平板法分离纯化出一株可以出现噬菌斑的菌株，

命名为 BDE-1。BDE-1 在双层平板噬菌斑出斑时间

大约为 4 d，噬菌斑呈圆形、凹陷、表面湿润透亮 

 
 

图 1  宿主菌的革兰氏染色镜检图(100×) 
Figure 1  Gram staining of host bacteria (100×) 

 
且边缘光滑整齐(图 2)，随着培养时间的延长而有规

则地扩大，直至扩满整个平板。挑取噬菌斑至 DNB

营养液中，加入制备的枯草芽孢杆菌菌体浓缩悬浮

液，在 25 °C、200 r/min 摇床培养 4−5 d 后宿主菌

被 BDE-1 裂解，培养液由浑浊悬浮液变清亮(图 3)。 
 

 
 

图 2  BDE-1 双层平板出斑图 
Figure 2  The double-plate plaque of BDE-1 

 

 

 
 
 

图 3  BDE-1 摇床培养液 
Figure 3  The shaking table culture broth of BDE-1 
注：A：对照组；B：实验组. 

Note: A: Control group; B: Experimental group. 
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2.1.2  电镜观察 

对 BDE-1 进行负染后，在透射电镜下观察其形

态和大小(图 4)。在电镜下，可见 BDE-1 的菌体为

椭圆杆状，大小为 1.03 μm×0.45 μm，端生长度约

为 4.8 μm 的长鞭毛。根据 BDE-1 的双层平板噬菌

斑特征和电镜观察特征并对照《伯杰氏细菌鉴定手

册》[19]，确定其形态具有典型的蛭弧菌形态特征，

因此可判定 BDE-1 为蛭弧菌。 

2.1.3  16S rRNA 基因序列分析 

为了进一步鉴定 BDE-1 的系统进化，特异性

PCR 扩增获得了长 774 bp 的 16S rRNA 基因产物。

向 GenBank 数据库提交蛭弧菌 BDE-1 的 16S 

rRNA 基因序列，获得登录号为 MG897152。产物

经过测序后在 EzBioClouda 数据库中与已收录的

蛭弧菌典型菌株序列进行同源比对，利用 MEGA 

7.0 软件进行多重比较，最后构建出系统进化树(图

5)。同源比对后发现 BDE-1 与 Bacteriovoracaceae 

JF727692 有 95.34%的相似度，从 BDE-1 的系统

进化树可以看出，其与 Peredibacter AY294220 处

于同一个分支，但二者之间的亲缘关系相对较远。

因此，BDE-1 被鉴定为 Bacteriovoracaceae 的新属。 

 
 

 
 

 
 

图 4  BDE-1 透射电镜观察图(17 000×) 
Figure 4  Transmission electron micrograph of BDE-1  
(17 000×) 

2.2  不同培养环境对 BDE-1 生长繁殖能力的影响 

2.2.1  温度对 BDE-1 生长繁殖能力的影响 

BDE-1 生长繁殖能力表现最佳的适宜温度范

围在 20−25 °C (图 6)。在 25 °C 下，培养 3 d 后密

度达到了 4.02 logPFU/mL，培养 5 d 后密度最高达

7.90 logPFU/mL，而在 15 °C 和 35 °C 下培养 3 d 后

密度却仅为 2.70 logPFU/mL 和 1.90 logPFU/mL，而且

分别在7 d和9 d后密度才达到最大值5.90 log PFU/mL

和 5.30 logPFU/mL，这说明温度对 BDE-1 生长繁殖

能力的影响较大。 

2.2.2  盐度对 BDE-1 生长繁殖能力的影响 

BDE-1 生长繁殖能力表现最佳的适宜盐度范围

在 1.5%−2.0% (图 7)。在 2.0%盐度下，其生长繁殖

速度最快，培养 3 d 后密度可达 4.23 logPFU/mL，远

高于其他盐度，在培养 5 d 后能达到最高密度    
 

6.28 logPFU/mL；在其他盐度下，BDE-1 均能进行

生长繁殖，只是生长速度变缓，这一现象从图 7 中  

即可看出：在 2.5%盐度下，蛭弧菌 BDE-1 的密度

虽还能达到 6.02 logPFU/mL，但达到此密度的摇床  

培养时间是 9 d，而在 2.0%盐度下达到此密度    

仅需 5 d。 

2.2.3  pH 对 BDE-1 生长繁殖能力的影响 

BDE-1 生长繁殖能力表现最佳的适宜 pH 范围为

7.0−7.5 (图 8)。在 pH 7.0 时，其生长繁殖速度最快，

培养 3 d 后密度可达 4.70 logPFU/mL，远高于其    

他pH，在培养5 d后能达到最高密度6.59 logPFU/mL；

在其他 pH 条件下，其生长较为缓慢，但基本都是

在 3−5 d 迅速繁殖，这一生长趋势与不同盐度下的

生长趋势一致，说明 BDE-1 是在培养 3 d 后才开始

释放子代，随后其密度呈现出对数增长趋势。BDE-1

在 pH 6.5−8.5 的环境下均能生长，且密度均可达到

5.00 logPFU/mL，说明 BDE-1 对 pH 的适应范围较

为广泛。以上研究结果与秦生巨[20]的结论相同，他

观察蛭弧菌在不同 pH 自来水宿主双层琼脂平板上

形成噬菌斑的能力时发现，蛭弧菌最适宜的 pH 范

围是 7.0−7.6。 
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图 5  基于 16S rRNA 基因序列的系统进化树  
Figure 5  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence 
注：括号内为菌株的 16S rRNA 基因序列在 GenBank 中的登录号；分支上数据结点处数字为 Bootstrap 值；标尺的数据为进化距离. 

Note: Numbers in parentheses represent the accession numbers in the GenBank for the 16S rRNA gene sequence of the strain; Number at the 
branch points indicated the Bootstrap values; Bar (0.50) represents sequence divergence. 
 
 
 

 

 
 

图 6  不同温度对 BDE-1 生长的影响 
Figure 6  The effect of temperature on the growth of BDE-1 

 

 
图 7  不同盐度对 BDE-1 生长的影响 
Figure 7  The effect of salinity on the growth of BDE-1 
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图 8  不同 pH 值对 BDE-1 生长的影响 
Figure 8  The effect of pH on the growth of BDE-1 
 

2.3  BDE-1 对 28 株宿主菌的裂解谱 

蛭弧菌 BDE-1 的裂解谱如表 1 所示。结果表明，

BDE-1 对不同属种的试验菌株均具有明显的裂解

作用，能裂解 24 株菌，占总试验菌株的 85.7%，不

能裂解的只有 4 株菌，分别为 2 号溶藻弧菌、15 号

无花果沙雷氏菌、24 号腐败希瓦氏菌和 33 号杀鲑

气单胞菌；试验菌株中有 23 株常见的水产类动物

致病菌，分别为 13 株弧菌、5 株腐败希瓦氏菌和    

5 株绿脓气单胞菌，BDE-1 对其中弧菌的裂解率达

92.3%，对腐败希瓦式菌裂解率达 80%，对绿脓假

单胞菌裂解率达 100%。 

2.4  氨苄青霉素、吲哚、Ca2+和 Mg2+对 BDE-1

蛭质体密度的影响 

如图 9 和 10 所示，氨苄青霉素和吲哚对 BDE-1

蛭质体的形成具有促进作用，而且这 2 种影响因子

在试验浓度范围内，随着浓度的增加 BDE-1 蛭质体

的密度增加。当氨苄青霉素浓度为 150 mg/L 时，蛭

质体密度达 5.86 logPFU/mL。与对照组相比其密度

增加了 2.60 logPFU/mL。当吲哚浓度为 3 mmol/L 时，

蛭质体密度高达 7.83 logPFU/mL，与对照组相比增加

了 4.60 logPFU/mL；当吲哚浓度为 2 mmol/L 时，蛭

质体密度也达到了 5.50 logPFU/mL，由此可见吲哚的

添加对 BDE-1 蛭质体形成的促进作用显著。 

如图 11 和 12 所示，Ca2+和 Mg2+对 BDE-1 蛭

质体的形成同样具有促进作用。在试验设定浓度范

围内蛭质体密度的变化均呈先增加后减少趋势，实

验组蛭质体密度均高于对照组。从图 11 可以看出，

Ca2+浓度为 20 mmol/L 时蛭质体密度最大，达   

7.72 logPFU/mL，比对照组高 4.30 logPFU/mL，可

见 Ca2+对 BDE-1 蛭质体形成的促进作用明显。由图

12 可见，当 Mg2+浓度仅为 2 mmol/L 时，蛭质体密

度达到最大(6.87 logPFU/mL)，而后随着 Mg2+浓度

的增加，其促进效果反而有所降低。 
 

表 1  蛭弧菌 BDE-1 对 28 株宿主菌的裂解谱 
Table 1  Lysis range of BDE-1 on 28 strains of prey 
bacteria 

宿主菌株 

Host strains 

来源 

Sources 

裂解谱

Lysis 
Vibrio alginolyticus 1  A + 

Vibrio alginolyticus 2 A − 

Vibrio alginolyticus 4 A + 

Vibrio alginolyticus 5 A + 

Vibrio alginolyticus 10 A + 

Vibrio alginolyticus 11 A + 

Vibrio alginolyticus 16 A + 

Vibrio alginolyticus 19 A + 

Vibrio parahaemolyticus 8 A + 

Vibrio parahaemolyticus 9 A + 

Vibrio parahaemolyticus 25 A + 

Vibrio cholera 3 A + 

Vibrio cholerae 14 A + 

Shewanella putrafaciens 12 A + 

Shewanella putrafaciens 24 A − 

Shewanella putrafaciens 27 A + 

Shewanella putrafaciens 28 A + 

Shewanella putrafaciens 34 A + 

Pseudomonas aeruginosa 17 A + 

Pseudomonas aeruginosa 22 A + 

Pseudomonas aeruginosa 29 A + 

Pseudomonas aeruginosa 32 A + 

Pseudomonas aeruginosa 35 A + 

Serratia ficaria 15 A − 

Serratia ficaria 20 A + 

Enterococcus agglometans 30 A + 

Klebsiella oxytoca 31 A + 

Aeromonas salmonicida 33 A − 

注：A：分离自鲍鱼养殖场死亡九孔鲍体内，安瓿管冷冻干燥

保藏于本实验室；+：可裂解；−：不可裂解. 

Note: A: Isolated from dead abalone body of abalone farms, 
ampoul freeze drying preserved in our laboratory; +: Can be 
cracked; −: Can not be cracked. 
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图 9  不同浓度氨苄青霉素对 BDE-1 蛭质体形成的影响 
Figure 9  The effect of ampicillin on the growth of the 
Bdelloplast of BDE-1 

 

 
 

图 10  不同浓度吲哚对 BDE-1 蛭质体形成的影响 
Figure 10  The effect of indole on the growth of the 
Bdelloplast of BDE-1 

 

 
 

图 11  不同浓度 Ca2+对 BDE-1 蛭质体形成的影响   
Figure 11  The effect of Ca2+ on the growth of the 
Bdelloplast of BDE-1 

 
 

图 12  不同浓度 Mg2+对 BDE-1 蛭质体形成的影响   
Figure 12  The effect of Mg2+ on the growth of the 
Bdelloplast of BDE-1 

 

3  讨论与结论 

蛭弧菌产品活性低下是蛭弧菌研究领域一直

以来较难攻克的问题。由于蛭弧菌培养难、检测项

目不全和产品活性极低等问题导致产品质量得不

到稳定保障，应用效果不佳。根据实际检测情况可

知，市面上流通的蛭弧菌产品所含具有活性的蛭弧

菌数量较少，但商家仍宣称噬菌蛭弧菌微生态制剂

有着防治水产致病弧菌的效果。我国农业部考虑到

这层现实因素，在 2015 年 9 月份发出公告，禁止

生产使用噬菌蛭弧菌微生态制剂 (生物制菌王 )   

产品。 

就实验室研究而言，蛭弧菌确实具有裂解并防

治有害细菌的效果。国外研究者 Iebba 等[21]研究表

明，蛭弧菌在健康人的肠道中数量众多，维持着肠

道微生态系统的平衡，而在炎症性肠病、乳糜泻和

囊性纤维化病人的肠道中则严重减少甚至消失，进

而导致肠道微生态系统的失衡；Loozen 等[22]研究表

明蛭弧菌 HD100 可作为抑制口腔革兰氏阴性菌的

益生菌，以达到预防牙周病的目的。这些研究结果

均展示了蛭弧菌在调控微生物类群、维持生态平衡

方面的重要作用。因此，加强蛭弧菌的活性和稳定

性研究，解决蛭弧菌产品活性低下的问题，让蛭弧

菌微生态制剂能够真正做到规模化生产并应用到
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水产养殖中，以改善水产动物肠道微生物菌群并防

治水产类致病弧菌等意义重大。本研究以解决蛭弧

菌产品活性低下问题为中心，首次分离出一株能够

以枯草芽孢杆菌作为寄生宿主的蛭弧菌株 BDE-1。 

一 般 来 说 ， 蛭 弧 菌 的 最 佳 生 长 温 度 为

22−30 °C，最适生长 pH 为 7.2−7.6，盐度适应范围

为 0.5%−4.0%。我们通过研究发现 BDE-1 的最适生

长温度为 25 °C，最适生长盐度为 2.0%，最适生长

pH 为 7.0，这 3 个环境指标符合蛭弧菌生长繁殖条 

件的普遍特征。BDE-1 培养早期的双层平板出斑时

间约为 4−5 d，而众多研究者分离出的蛭弧菌菌株

出斑时间仅需 2−3 d，这意味着 BDE-1 的生长繁殖

速度相对而言较为缓慢。究其原因，是因为宿主及

其生理生化特性不同所导致。革兰氏阳性菌和阴性

菌的细胞壁结构以及个体大小的不同导致前者更

难被蛭弧菌裂解。因而 BDE-1 裂解枯草芽孢杆菌就

比裂解常见的革兰氏阴性宿主菌如大肠杆菌和副

溶血性弧菌等难度大，其生长繁殖速度也就相对下

降。但随着 BDE-1 的适应性培养及各项培养条件的

优化，其生长繁殖周期会逐渐缩短，生长繁殖能力

逐渐增强。 

从 BDE-1 的摇床培养菌液和出斑情况来看，摇

床培养 4−5 d 后，培养菌液由浑浊变澄清，双层平

板噬菌斑呈圆形，表面湿润且透亮，说明该菌株对

枯草芽孢杆菌的裂解作用好。虽然 BDE-1 培养早期

的生长繁殖速度较为缓慢，但这并不代表其裂解能

力的下降。因为从 BDE-1 的裂解谱可以看出，其裂

解能力表现较强，对试验菌株的裂解率达 85.7%，

对致病弧菌的裂解率也高达 92.3%。 

呼兰等[14]研究表明，青霉素不会影响蛭弧菌的

吸附和穿入，但抑制蛭弧菌在宿主内的发育。本研

究与他们的研究结果较为一致，氨苄青霉素能够抑

制蛭弧菌在宿主体内的生长过程，进而减缓了其子

代的释放，这有助于蛭弧菌蛭质体的形成和稳定。

Dwidar 等[15]研究表明，低浓度吲哚的添加能够减缓

蛭弧菌子代从蛭质体中释放出来，本研究也发现添

加适量的吲哚并不会完全抑制蛭弧菌的生长繁殖，

反而能够有助于其蛭质体阶段的稳定和延续。韩晓

宁等[16]研究表明，Ca2+能有效增长蛭弧菌的生长繁

殖能力。但 Ca2+和 Mg2+对蛭弧菌促生长作用的具体

机制尚不明确，有待后续进行更深入的机制机理研

究。从 4 种因子对 BDE-1 蛭质体形成的作用来看，

氨苄青霉素、吲哚、Ca2+和 Mg2+这 4 种因子对蛭质

体的形成均表现为促进作用。总体而言，吲哚和

Ca2+对蛭弧菌 BDE-1 蛭质体形成的促进作用最明 

显，二者添加后蛭质体密度增加约 104 PFU/mL。在

试验设定的浓度范围内，氨苄青霉素、吲哚、Ca2+

和 Mg2+这 4 种蛭质体促生长因子的最佳作用浓度分

别为 150 mg/L、3 mmol/L、20 mmol/L 和 2 mmol/L。 

目前，关于蛭弧菌裂解革兰氏阳性菌的报道国

内外均不多，而以枯草芽孢杆菌为宿主进行蛭弧菌

分离的研究则尚无报道。本研究首次分离出一株对

枯草芽孢杆菌有较强裂解能力的蛭弧菌株，并探究

了吲哚、氨苄青霉素、Ca2+和 Mg2+这 4 种因子对蛭

弧菌蛭质体生成量的影响，研究结果表明吲哚和

Ca2+对蛭弧菌蛭质体的形成促进作用明显。蛭弧菌

革兰氏阳性宿主的使用为蛭弧菌的安全应用提供了

有效的探讨和可行性方案，而促进蛭弧菌蛭质体形

成的研究则是为维持或提高蛭弧菌微生态制剂的  

应用活性提供了理论基础，这两方面的研究成果对

蛭弧菌在水产养殖业的实际应用具有重要的意义。 
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