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研究报告 

具有抗哈维氏弧菌活性共生真菌 HLZ-3 菌株的筛选、鉴定

及其培养条件 
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摘  要：【背景】目前，海水养殖业中主要利用抗生素来防治哈维氏弧菌等病原菌，但抗生素的长期

使用或滥用会对环境和人体健康带来危害，因此既环保又有效的生物防治方法具有广阔的应用前景。

【目的】从海水产品共生微生物中筛选具有抗菌活性的菌株，对活性菌株进行鉴定并确定其合成抗菌

活性物质的培养条件。【方法】利用沙氏和 2216E 培养基，以稀释涂布平板法从海水养殖动物中分离

真菌和细菌；利用牛津杯法测定微生物发酵液抗水产病原哈维氏弧菌的活性；通过菌株的培养特征、

形态特征和 ITS序列分析对抗菌活性菌株进行鉴定；通过筛选发酵培养基的种类及盐度确定培养条件。

【结果】从海蚌、白虾、海蛎子等 9 种样品中分离出微生物 52 株，其中真菌 30 株、细菌 22 株；筛

选得到 2 株具有抗哈维氏弧菌活性的真菌菌株；其中一株活性菌株 HLZ-3 被鉴定为塔宾曲霉；菌株

HLZ-3 合成抗菌活性物质的培养条件为 4% NaCl 的大米培养基，28 °C 静置培养 2 周。【结论】实验结

果为进一步分离纯化菌株 HLZ-3 所产抗菌活性次生代谢产物提供了基础。 

关键词：共生微生物，抗菌活性，菌种鉴定，培养条件 
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Abstract: [Background] At present, antibiotics are mainly used to control pathogenic bacteria such as 
Vibrio harveyi in seawater breeding industry. However, the long-term application or abuse of antibiotics may 
be adverse to the environment protection and human health. Therefore, biological control methods that are 
both environmentally friendly and effective have broad application prospects. [Objective] Strains with 
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antibacterial activity were screened from the symbiotic microorganisms of seawater products. The active 
strains were identified and the culture conditions for the synthesis of antibacterial active substances were 
determined. [Methods] Fungi and bacteria were isolated from mariculture animals by the dilution and 
spreading plate method using the culture medium of Sabouraud and 2216E medium. The antibacterial 
activity of microbial fermentation broths against V. harveyi was determined by Oxford cup method. The 
active strain was identified by the morphological characteristics and internal transcribed spacer (ITS) 
analysis. Culture conditions were determined by screening the type and salinity of fermentation medium. 
[Results] A total of 52 microbial strains were isolated from 9 kinds of samples, among them, 30 strains 
belong to fungi and 22 strains belong to bacteria. Two fungal strains with antibacterial activity against V. 
harveyi were obtained. One active strain, HLZ-3, was identified as Aspergillus tubingensi. The culture 
conditions of HLZ-3 for the synthesis of antibacterial active substances was 4% NaCl in rice culture medium, 
and stationary incubated at 28 °C for 2 weeks. [Conclusion] The results provide a basis for further isolation 
and purification of antibacterial secondary metabolites produced by the strain HLZ-3. 

Keywords: Symbiotic microorganisms, Antibacterial activity, Strain identification, Culture conditions 

共生(Symbiosis)一词最早是于 19 世纪由德国

的一名外科医生 Anton de Bary 提出，意为两种不同

生物之间密切的相互联系[1]，这种联系对生物多样

性的产生和维持具有重要作用。共生微生物因其与

宿主之间在长期的共同进化中建立了稳定的互惠

共生关系，往往拥有特殊的代谢途径，有可能产生

对其自身及宿主具有重要作用的次生代谢产物[2]。 

哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)，又称哈氏弧菌，是

海水养殖中常见的致病菌之一[3]。鱼、虾、贝等海

水经济养殖动物感染该菌后会引起体表充血、皮肤

溃疡、尾鳍烂蚀等，死亡率很高，往往给养殖业造成

巨大的经济损失。该菌对虾的危害十分严重，曾引起

印度尼西亚、澳大利亚、泰国、印度、台湾及菲律宾

的对虾育苗场斑节对虾幼体的大量死亡[4-5]。目前，海

水养殖业中主要利用抗生素来防治哈维氏弧菌等病

原菌，但抗生素的长期应用或滥用导致了耐药菌株的

产生，使抗生素的疗效愈发不理想，并且变异病原菌

往往会引起更为严重的疾病。此外，抗生素在水产品

中的残留也直接威胁着人类的健康与安全[6-7]。因此，

除通过调整养殖结构和养殖模式、选择优良水产动

物幼苗和重视防病模式等综合防治措施外，开发新

的水产用抗菌剂或抗生素的替代品迫在眉睫。 

目前抗生素替代品的开发主要有以下方面：精

油、植物提取物、噬菌体、益生菌和微生物次生代

谢产物等[8-12]。本研究从海水养殖动物中分离共生

微生物(真菌和细菌)，利用水产病原哈维氏弧菌为

目标菌株，测定真菌和细菌的发酵液抗哈维氏弧菌

的活性，以期筛选得到具有较好抗哈维氏弧菌的活

性菌株，鉴定活性菌株的种类并确定其合成抗菌活

性物质的培养条件，为进一步分离纯化其抗菌活性

成分提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品 

海蚌、白虾、刀鱼、花蛤、花蚬、海蛎子、牡

蛎、虾婆、扇贝等 9 种海水养殖动物，购自连云港

当地海鲜市场。 

1.1.2  指示菌株 

哈维氏弧菌(Vibrio harveyi CGMCC 1.8690)，

购自中国普通微生物菌株保藏管理中心，由本实验

室保存。 

1.1.3  培养基 

真菌分离培养基为沙氏固体培养基 (SDA，

g/L)：葡萄糖 40.0，蛋白胨 10.0，琼脂 15.0；细菌

分离培养基为 2216E 培养基(g/L)：蛋白胨 5.0，酵

母膏 1.0，琼脂 15.0；均用陈海水配制。种子液培

养基为沙氏液体培养基；菌种鉴定培养基为沙氏

固体培养基；指示菌株培养基为牛肉膏蛋白胨培

养基(g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉膏 3.0，琼脂 15.0，

用陈海水配制。 
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1.1.4  主要试剂和仪器 

葡萄糖、蛋白胨、酵母膏、琼脂、甲醇、乙酸

乙酯，国药集团化学制剂有限公司。Shim-Pack 

CLC-ODS 柱(6.0 mm×150 mm)，岛津公司；电子分

析天平，北京赛多利斯仪器系统有限公司；电热恒

温鼓风干燥箱，上海一恒科技有限公司；全自动立

式压力蒸汽灭菌锅，上海博讯实业有限公司；旋转

蒸发仪，上海青浦沪西仪器厂；全温恒温摇床，上

海彦承实业有限公司；高效液相色谱仪，赛默飞世

尔(中国)有限公司。 

1.2  微生物的分离 

采取稀释涂布平板法分离微生物。用无菌水将

9 种鱼虾贝类样品的表面冲洗干净，再用无菌剪刀将

其剪碎。将剪碎的样品 1 g 用无菌水稀释 10 倍后分别

涂布于沙氏固体和 2216E 培养基平板上，置于 32 °C

恒温培养箱中培养。每天观察菌落生长情况，挑取各

样品形态各异的菌落进行稀释涂布平板法纯化，纯化

的菌株接种于相应的斜面培养基，4 °C 保存备用。 

1.3  抗菌活性微生物菌株的筛选 

将上述 4 °C 保存的真菌菌株接种于沙氏液体

培养基，28 °C、160 r/min 摇床培养 7 d；细菌菌株

接种于 2216E 液体培养基，于 37 °C、160 r/min 摇

床培养 2 d。分别取 5 mL 发酵液 59 kHz 超声破碎

2 min，10 000 r/min 离心 10 min，上清液作为待测

样品。以哈维氏弧菌为指示菌株，利用牛津杯法对

上述所得待测液进行抗菌活性测定，筛选具有抗哈

维氏弧菌活性的菌株。 

1.4  抗菌活性的测定 

将冷却至 50 °C 左右的沙氏固体培养基和

2216E 培养基 15 mL 分别倒入 90 mm 直径的培

养皿中，置于室温 30 min 凝固后，加入 100 µL 的

(1−2)×106 个/mL 哈维氏弧菌悬液涂布均匀。放入牛

津杯(外径约 8.0 mm)，用移液器分别加入待测样品

200 µL，每个样品分别做 2 个平行，32 °C 培养 24 h

后，用电子卡尺测定抑菌圈的直径，以抑菌圈直径

的平均值作为待测样品的抗菌活性(mm)[13]，以 0.1 

mg/mL 的硫酸链霉素作为阳性对照。 

1.5  菌株 HLZ-3 的鉴定 

1.5.1  形态特征[14] 

将纯化的 HLZ-3 菌株接种于沙氏固体培养基

平板上，28 °C 培养 3−7 d，观察并描述菌落的培养特

征；挑取少许健壮的菌体置于干净载玻片上的石炭酸

棉兰液滴中染色，用显微镜观察其分生孢子囊特征；

将菌种在 SDA 固体培养基上进行划线培养，并将盖

玻片以 45°的角度插入培养基中，在 28 °C 的条件下

培养 7 d，然后获得带有菌丝体的玻璃盖玻片，用日

立 H-7650 扫描电子显微镜下观察其分生孢子特征。 

1.5.2  ITS 序列分析[15] 

将 HLZ-3 菌株接种于沙氏固体培养基平板上，

28 °C 培养 7 d 后，送交北京三博远志生物科技有限

公司进行 ITS 序列分析。将测得的 ITS 序列提交到

GenBank 中，依次采用 BLAST 软件搜索相似序列、

ClustalX (V1.83)软件对高同源序列进行多序列联配

分析、MEGA 4.0 软件中的 Neighbor-Joining (N-J)法

构建系统发育树，自展次数设置为 1 000 次。 

1.6  菌株 HLZ-3 产抗菌活性物质的培养条件 

1.6.1  种子液制备 

将 HLZ-3 菌株接种于沙氏斜面培养基，28 °C

培养 3−4 d，挑取活化的菌株接种于装有 100 mL 沙氏

液体培养基的 250 mL 锥形瓶中，28 °C、160 r/min 摇

床培养 24 h 后作为种子液备用。 

1.6.2  发酵培养基筛选 

按 1% (体积比)的比例将制备的种子液分别加

入到灭菌后的寡营养培养基[SWS (g/L)：淀粉 10.0，

蛋白胨 1.0]、沙氏液体培养基[SD (g/L)：葡萄糖 40.0，

蛋白胨 10.0]、改良沙氏液体培养基[MSD (g/L)：葡

萄糖 30.0，蛋白胨 10.0，CaCl2 0.5，MgSO4·7H2O 

0.5]、真菌 5 号培养基[(g/L)：葡萄糖 10.0，麦芽糖

20.0，味精 10.0，酵母浸膏 3.0，K2HPO4 0.5，

MgSO4·7H2O 0.3]、大米培养基(50 g 大米加入

100 mL 陈海水，浸泡 5−6 h 后，将水倒掉，再加入

100 mL 陈海水)中，大米培养基在 28 °C 静置培养

2 周，其他 4 种培养基在 28 °C、160 r/min 摇床培

养 7 d。以上培养基均用陈海水配制。发酵产物用
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等量乙酸乙酯萃取 3 次，合并 3 次乙酸乙酯萃取液，

减压浓缩蒸发和冷冻干燥得活性浸膏。将各浸膏以

甲醇溶解至 10 mg/mL，利用 1.4 方法测定其对哈维

氏弧菌的抑菌活性，平行 3 次，活性大小以抑菌圈

直径的平均值(mm)表示。菌株次生代谢产物的多样

性利用高效液相色谱(HPLC)进行分析。 

1.6.3  HPLC 分析[16] 

通过 HPLC 指纹图谱考察菌株次生代谢产物的

化学多样性。柱系统：Shim-Pack CLC-ODS 柱，样

品浓度为 10 mg/mL(甲醇为溶剂)，进样量为 20 μL，

检测波长 254 nm。洗脱方式：甲醇/水混合溶剂梯度

洗脱，在 0−20 min 内甲醇浓度从 10%变化到 100%。 

1.6.4  培养基盐度的筛选 

在确定发酵培养基的基础上，按 1% (体积比)

的比例将制备的种子液分别加入到用蒸馏水配制

的含有 0−5% NaCl 的培养基中，并用陈海水作为对

照，按 1.6.2 中的方法对菌株 HLZ-3 进行培养，并

对其发酵产物的活性浸膏进行抑菌活性检测。 

2  结果 

2.1  微生物的分离及筛选 

2.1.1  微生物分离 

从海蚌、白虾、刀鱼、花蛤、花蚬、海蛎子、

牡蛎、虾婆、扇贝等 9 种鱼虾贝类样品中共分离得

到 52 株微生物，其中真菌 30 株、细菌 22 株。 

2.1.2  抗菌活性菌株筛选 

筛选时选择 0.1 mg/mL 的硫酸链霉素作为阳性

对照，该浓度下硫酸链霉素对哈维氏弧菌的抑菌圈

直径为 19.80±0.99 mm，将抑菌圈直径大于或等于

20.0 mm 的菌株视为活性菌株。22 株细菌对哈维氏

弧菌抑菌圈的直径均小于 10.0 mm，鉴于牛津杯的

外径约为 8.0 mm，可将这些样品视为基本没活性。

具有抗哈维氏弧菌活性的真菌菌株见表 1，由表 1

可知 HB-1、HB-2、DY-1、HG-3、HG-4 等 11 株菌

株的抑菌圈大于 20.0 mm，活性较大，因此将这

11 株真菌菌株进行复筛。 

复筛后，上述 11 株真菌菌株对哈维氏弧菌的抑菌

效果见表 2，由表 2 可知，抑菌圈直径稳定在 20.0 mm  

表 1  来自不同样品的真菌菌株对哈维氏弧菌的抗菌活性 
Table 1  The antibacterial activity of fungal strains from 
different samples against Vibrio harveyi 

样品来源 

Source of sample 

菌株编号 

Number of strain 

抑菌圈 

Inhibition zone
(X, n=2, mm)

海蚌 Mussels HB-1 23.65 

HB-2 20.35 

白虾 White shrimp BX-1 19.76 

BX-2 19.19 

刀鱼 Coiliaspp DY-1 22.19 

花蛤 Clam HG-3 25.16 

HG-4 22.02 

HG-5 21.12 

HG-6 22.93 

花蚬 

Cyrenodonax formosanus
HX-2 20.64 

HX-3 19.35 

海蛎子 Oyster HLZ-2 19.03 

HLZ-3 22.14 

牡蛎 Shellfish ML-1 18.35 

ML-3 23.11 

虾婆 Mantis shrimp XP-1 20.69 

XP-2 18.99 

扇贝 Scallop SB-3 19.47 

 
表 2  11 株真菌菌株对哈维氏弧菌的抗菌活性 
Table 2  Antibacterial activity of 11 strains of fungi against 
Vibrio harveyi 

样品来源 

Source of sample 

菌株编号 

Number of strain 

抑菌圈 

Inhibition zone 
(X±SD, n=3, mm)

海蚌 Mussels HB-1 16.07±0.53 

HB-2 15.33±1.26 

刀鱼 Coiliaspp DY 14.50±0.72 

花蛤 Clam HG-3 16.73±0.59 

HG-4 16.12±0.71 

HG-5 16.96±0.12 

HG-6 16.64±0.09 

花蚬 

Cyrenodonax formosanus
HX-2 16.73±0.75 

海蛎子 Oyster HLZ-3 22.94±3.28 

牡蛎 Shellfish ML-3 20.08±3.69 

虾婆 Mantis shrimp XP-1 14.36±0.75 
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以上的菌株有 2 株，分别为来自海蛎子的 HLZ-3 和

牡蛎的 ML-3 菌株。本研究首先对海蛎子共生真菌

HLZ-3 菌株进行了鉴定，并筛选其合成抗菌活性物

质的培养条件(ML-3 菌株有待进一步研究)。 

2.2  菌株 HLZ-3 的鉴定 

2.2.1  形态学特征 

菌株 HLZ-3 在沙氏琼脂培养基上 28 °C 培养

7 d 后，直径可达 65 mm−70 mm，质地呈丝绒状；

菌丝初生时为白色，逐渐变为棕黑色，菌落反面黄

褐色(图 1A、1B)；在光学及扫描电子显微镜下，分

生孢子头呈球形，顶囊膨大，顶囊上具有放射状密

的两轮小柄，分生孢子呈球形，直径约 4 μm，表面

不光滑(图 1C、1D)。参考相关文献[17]，可初步鉴

定菌株 HLZ-3 为曲霉属黑色组曲霉。 

2.2.2  ITS 序列分析 

菌株 HLZ-3 的 ITS 序列全长 595 bp (GenBank

中的序列号为 MH982281)，经 BLASTn 分析，该序

列与曲霉属真菌的 ITS 序列具有很高的相似性，其中

与菌株 Aspergillus tubingensis FEC 98 和 A. tubingensis 
F33-01 (序列号分别为 KM386437.1 和 KX664374.1)

的 ITS 序列相似性为 99%，在以 N-J 法构建的系统

发育树上聚为同一簇群(图 2)。结合形态学特征，将

HLZ-3 菌株鉴定为塔宾曲霉 Aspergillus tubingensis。 

2.3  菌株 HLZ-3 产抗菌活性物质的培养条件筛选 

2.3.1  培养基 

塔宾曲霉 HLZ-3 菌株分别在寡营养培养基、沙

氏培养基、改良沙氏培养基、真菌 5 号培养基和大

米培养基上培养后，发酵产物的乙酸乙酯提取物对

哈维氏弧菌的抑菌活性见表 3，可以看出大米培养

基的培养效果最好。HPLC 指纹图谱显示大米培养

基的培养产物具有系列吸收峰(图 3)，化学多样性丰

富，分离出活性化合物的可能性较大，因此选择大 

 

 
 

图 1  菌株 HLZ-3 的形态特征 
Figure 1  Morphological characters of strain HLZ-3 
注：A：菌落特征(正面)；B：菌落特征(背面)；C：分生孢子梗；D：分生孢子. 
Note: A: Colony (Front); B: Colony (Back); C: Conidiphore; D: Conidia. 
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图 2  菌株 HLZ-3 基于 ITS 序列的系统发育分析 
Figure 2  Polymeric analysis of strain HLZ-3 based on ITS sequence 
注：括号中的序号代表菌株的 GenBank 登录号；分支点上的数字代表计算 1 000 次聚类到一起的几率；刻度 0.1 表示序列偏差值. 
Note: The sequence number in the bracket means the GenBank accession number of the strain; The number at the node means the percentage 
of occurrence in 1 000 bootstrap trees; The scale bar represents 0.1 substitutions per nucleotide position. 
 
表 3  不同培养基条件下发酵产物乙酸乙酯提取物的抑

菌圈 
Table 3  Inhibition zone of ethyl acetate extracts under 
different media conditions 

培养基 

Medium type 

抑菌圈 

Inhibition zone 
(X±SD, n=3, mm) 

寡营养培养基 

Oligotrophic medium 

16.99±0.53 

沙氏培养基 

Sabouraud medium 

13.60±0.33 

改良沙氏培养基 

Modified sabouraud 
medium 

16.53±0.76 

真菌 5 号培养基 

Fungal No.5 medium 

12.11±0.78 

大米培养基 

Rice medium 

19.59±0.32 

 

 
 

图 3  菌株 HLZ-3 大米培养基发酵产物乙酸乙酯提取物

的 HPLC 指纹图 
Figure 3  HPLC finger-print map of ethyl acetate extracts 
of strain HLZ-3 in rice medium 

米培养基为菌株 HLZ-3 合成抗哈维氏弧菌活性次

生代谢产物的培养基。 

2.3.2  培养基盐度 

盐度筛选的实验结果见表 4，当培养基盐度为

4% NaCl 时，菌株 HLZ-3 发酵产物乙酸乙酯提取物

的抗菌活性物质最为明显，HPLC 指纹图谱显示其

化学多样性没有改变，所以将陈海水用 4% NaCl 的

水溶液取代。因此确定最适合 HLZ-3 菌株产生抗菌

活性物质的培养条件为：4% NaCl 的大米培养基，

28 °C 静置培养 2 周。 

3  讨论与结论 

塔宾曲霉是一种黑曲霉属真菌，已有文献报道

显示塔宾曲霉能够产生萘并吡喃酮类化合物如

Aurasperone A−E、环五肽、吲哚二萜等次生代谢产

物[18-21]，这些化合物呈现一定的抗烟草花叶病毒及 
 

表 4  不同盐度条件下发酵产物的抑菌圈 
Table 4  The inhibition zone of fermentation products 
under different salinity conditions 

NaCl 浓度 

Salinity of NaCl (%) 

抑菌圈 

Inhibition zone 
(X±SD, n=3, mm) 

0 15.54±1.01 

1 14.18±1.03 

2 13.65±1.49 

3 13.18±1.94 

4 22.53±5.46 

5 13.64±0.58 

Control 13.22±1.99 
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细胞毒等生物活性，提示该菌具有合成抗菌活性次生

代谢产物的能力。本研究室曾从塔宾曲霉 LWG-42 菌

株的发酵产物中以活性追踪的分离方法得到 2 个具

有 DPPH 自由基清除活性的化合物 Aurasperone A

和 Aurasperone B[22]。本研究通过筛选，从海水养殖

动物海蛎子共生微生物中筛选得到一株具有抗水

产病原哈维氏弧菌活性的真菌 HLZ-3 菌株，基于该

菌株的形态学特征和 ITS 序列分析，将其鉴定为塔

宾曲霉(A. tubingensi)，并确定了菌株 HLZ-3 合成抗

哈维氏弧菌活性次生代谢产物的培养条件，为进一

步分离纯化塔宾曲霉 HLZ-3 菌株所产抗菌活性次

生代谢产物奠定了一定的基础。 
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