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研究报告 

一株肠膜明串珠菌的分离鉴定及其抑菌特性 

李祎*  吴晓敏  杜航  景如贤  杨刚刚* 
河南师范大学生命科学学院 功能微生物绿色转化技术河南省工程实验室  河南 新乡  453007 

摘  要：【背景】水产病原细菌严重威胁水产动物健康且制约水产养殖业发展，细菌性鱼病的有效防

治成为水产养殖领域亟待解决的问题。【目的】筛选对水产病原细菌有抑制效果的菌株，并研究其抑

菌特性及其在水产细菌病害防治中的实际效果。【方法】通过 16S rRNA 基因测序、构建系统发育树

和生理生化鉴定确定筛选菌株的进化地位，通过乙酸乙酯萃取获得抑菌物质粗提物，通过偶氮酪蛋

白法检测菌株胞外蛋白酶活力，采用结晶紫染色法对菌株的生物膜形成能力进行测定，通过浸浴攻毒

模型确定所筛菌株对维氏气单胞菌的防治作用。【结果】从泡菜发酵物中筛选出一株乳酸菌 DH，经

16S rRNA 基因测序、发育树分析和生理生化鉴定确定其为肠膜明串珠菌，该菌分泌的胞外抑菌物质

对鼠伤寒沙门氏菌、大肠埃希氏菌、铜绿假单胞菌、杀鲑气单胞菌、希瓦氏菌和维氏气单胞菌表现出

抑菌效果，其抑菌物质能被乙酸乙酯萃取并且具有热稳定性。菌株 DH 能够显著抑制待测菌株的蛋白

酶产量和生物膜形成能力，并且对维氏气单胞菌浸浴攻毒有防治作用。【结论】肠膜明串珠菌 DH 通

过分泌抑菌物质抑制水产病原细菌的生长，能够为细菌性鱼病的防治提供一定的理论和应用潜力。 

关键词：水产病原细菌，肠膜明串珠菌，抑菌物质，蛋白酶产量，生物膜形成能力 
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Abstract: [Background] Aquatic pathogenic bacteria threaten the health of aquatic organisms and restrict 
the development of aquaculture. The effective prevention and control of bacterial diseases in fish has become 
an urgent problem in aquaculture. [Objective] To screen out a bacterial strain with inhibitory effect on 
aquatic pathogenic bacteria, and to study its antibacterial properties and performance in controlling aquatic 
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bacterial diseases. [Methods] The strain was identified after full consideration of the phylogenetic tree 
constructed based on the 16S rRNA gene and the physiological and biochemical characteristics. The 
antibacterial substances were extracted with ethyl acetate. The effects of the strain on the extracellular 
protease production and biofilm-forming ability of pathogenic bacteria were determined by azo casein 
method and crystal violet staining, respectively. Furthermore, the inhibitory effect of the strain on Aeromonas 
veronii Z12 was evaluated by animal experiment. [Results] The lactic acid bacterial strain DH was screened 
out from the fermented product of pickle and identified as Leuconostoc mesenteroides. The strain secreted 
extracellular antimicrobial substances, and showed antibacterial effect on Salmonella typhimurium, 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas salmonicida, Shewanella putrefaciens, and       
A. veronii. The antibacterial substances could be extracted with ethyl acetate and had thermal stability. Strain 
DH inhibited the extracellular protease production and biofilm-forming ability of the tested pathogenic 
bacteria, and exhibited protection against the challenge of Aeromonas veronii Z12. [Conclusion]         
L. mesenteroides DH can inhibit the growth of aquatic pathogenic bacteria by secreting antibacterial 
substances, which has the potential for the prevention and control of bacterial diseases in fish. 

Keywords: aquatic pathogenic bacteria, Leuconostoc mesenteroides, antibacterial substances, protease 
production, biofilm-forming ability 
 

淡水养殖是我国内陆水产业主要的经济产

业，为人类提供大量优质的动物蛋白，对改善饮

食结构和增强体质有重要意义[1]。淡水养殖产品

因其营养丰富、肉质鲜美、富含维生素等特点深

受消费者的喜爱，其产量和规模都在不断增大，

我国淡水养殖面积和产量已居世界首位。在养殖

水体中存在大量细菌，而致病细菌的过度生长会

造成细菌性鱼病，严重影响水产养殖鱼类的健

康，对水产养殖业的发展造成严重威胁[2]。特别

是气单胞菌可大规模引起淡水鱼类腐皮病、疥疮

病、细菌性败血症、细菌性肠炎等，造成鱼体表

出血、溃烂、组织发炎，最终死亡。在治疗细菌

性鱼病的过程中，所施用的抗生素易引发细菌的

耐药性，导致耐药菌株和耐药基因的传播[3]，加

剧了细菌性鱼病的危害。如何有效地防治细菌性

鱼病成为水产养殖领域亟待解决的问题。 

乳酸菌是一种益生菌，是构成特定区域正常

微生物菌群的重要成员，能够调节肠道菌群、改

善肠道环境，对机体健康有重要的促进作用[4]。

同时，乳酸菌分泌蛋白质或肽类(抗菌肽)对病原

菌有一定的抑制作用。但是，目前发现的乳酸

菌抗菌物质数量不多且应用于水产细菌病害防

治中的报道相当有限。因此，筛选对水产病原

细菌生长有抑制作用的乳酸菌对于水产细菌病 

害的防治具有重要意义和应用价值。肠膜明串珠

菌(Leuconostoc mesenteroides)是乳酸菌中明串珠

菌属的重要菌种，具有很高的生物安全性，其能

够分泌细菌素从而抑制病原细菌的生长 [4]。然

而，关于肠膜明串珠菌在水产病原细菌防控中的

实际应用的报道很少，因此将其应用于细菌性鱼

病的防治中有一定的研究价值。 

本论文从泡菜发酵物中筛选到一株乳酸菌，

经过 16S rRNA 基因测序、发育树分析及生理生化

鉴定确定其为肠膜明串珠菌，对其抑菌效果和抑

制物质进行分析，探究其对气单胞菌的蛋白酶产

量和生物膜形成能力的影响，并进一步通过动物

实验研究其对维氏气单胞菌浸浴攻毒的防治作

用，以期为水产细菌病害的防治提供理论基础和

应用价值。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

肠膜明串珠菌 DH 由本实验室分离鉴定并保

存，于 MRS 培养基中培养。鼠伤寒沙门氏菌

(CGMCC 1.1190)、大肠埃希氏菌(CGMCC 1.12883)

和铜绿假单胞菌(CGMCC 1.15148)购于中国普通

微生物保藏管理中心。杀鲑气单胞菌 Z2、希瓦氏
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菌 Z3、维氏气单胞菌 Z12 由作者从鱼体内分离并

保藏于河南师范大学应用与环境微生物实验室，

于 LB 培养基中培养。 

1.2  主要试剂、仪器及培养基 

葡萄糖、牛肉膏、胰蛋白胨和酵母提取物，

Oxoid 公司；脱脂奶粉和偶氮酪蛋白，上海碧云

天生物技术有限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂

盒，TaKaRa 公司。 

超净工作台，苏州智净净化设备有限公司；

酶标仪，郑州金友宁仪器有限公司；紫外分光光

度计，上海仪电分析仪器有限公司；离心机，

Beckman Coulter 公 司 ； 光 学 显 微 镜 BX63 ，

Olympus Corporation 公司；pH 计，梅特勒-托利

多仪器 (上海 )有限公司；PCR 仪和凝胶成像系

统，赛默飞世尔科技(中国)有限公司；全自动生

长曲线分析仪，OY Growth Curves 公司。 

MRS 培 养 基 (g/L) ： 葡 萄 糖 20.0 ， 牛 肉 膏

10.0，酵母提取物 5.0，柠檬酸氢二铵 2.0，三水合

乙酸钠 5.0，四水磷酸氢二钾 2.0，硫酸锰 0.05，

七水硫酸镁 2.0，吐温-80 1 mL/L，调节 pH 至 6.5

左右，1×105 Pa 灭菌 30 min。 

1.3  方法 

1.3.1  菌株的筛选 

将泡菜发酵物用无菌生理盐水进行 10−1−10−5

梯度稀释，将不同梯度的稀释液涂布到加有碳酸

钙的 MRS 平板，于 37 °C 下培养 48 h，挑取有溶

钙圈的单菌落于 MRS 平板上划线纯化，反复操作

2−3 次，获得纯种菌株。将所筛菌株于−80 °C 甘

油保存，并进行后续实验。 

1.3.2  筛选菌株的鉴定 

提取筛选菌株 DH 的基因组 DNA，利用引物

27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)[5]对其 16S rRNA

基因进行 PCR 扩增并测序。将测序结果与 NCBI

数据库比对，选取与所测序列相似性较高的序

列 。 应 用 MEGA 5.0 生 物 软 件 [6] ， 采 用 邻 接

(Neighbor-Joining)法构建系统发育树。将所筛选

菌株接种到 MRS 平板上，于 37 °C 恒温培养

24−48 h 至单菌落形成，观察菌落形态。将细菌

细胞在载玻片上固定后，用石炭酸复红进行简单

染色，在油镜下观察其细胞形态。通过 Analytic 

Products INC (API) 50CH 和 20E 试剂条，按照操

作手册对菌株 DH 利用唯一碳源的产酸能力和生

理生化特征进行测定。 

1.3.3  菌株 DH 耐酸能力和产酸能力的测定 

将菌株 DH 和大肠埃希氏菌 DH5α (作为阴性

对照)活化后分别接入到 pH 2.0、4.0、6.0、8.0 的

MRS 液体培养基和 LB 液体培养基中，在 37 °C、   

120 r/min 条件下恒温振荡培养 48 h，通过全自动

生长曲线分析仪测定其在 600 nm 处的吸光度值。

每个处理设置 3 个生物学重复。 

将菌株 DH 和大肠埃希氏菌 DH5α (作为阴性对

照)经活化后分别接入 MRS 液体培养基和 LB 液体

培养基中，在 37 °C、120 r/min 条件下恒温振荡培

养，并在培养 0、2、4、6、8、10、24、36、48 h

后取样，用 pH 计测定发酵液的 pH，以表征菌株

DH 在生长过程中的产酸能力。每个样品设置 3 个

平行。 

1.3.4  菌株 DH 的抑菌效果 

将检测菌株(大肠埃希氏菌、铜绿假单胞菌、

鼠伤寒沙门氏菌、杀鲑气单胞菌 Z2、希瓦氏菌

Z3、维氏气单胞菌 Z12)在 LB 液体培养基中进行

活化，菌株 DH 在 MRS 液体培养基中活化，37 °C、

120 r/min 培养过夜，取菌株 DH 的发酵液在    

12 000 r/min 下离心 3 min，取上清。吸取待测菌

株的发酵液 100 μL 涂布于不同的 LB 平板。每个

平板上放置无菌滤纸片，每个滤纸片上滴加 10 μL

菌株 DH 的无菌上清液为处理组，滴加 10 μL 无菌

MRS 液体培养基作为对照组，每个待测菌株平板

上的处理组和对照组均设置 3 个平行。将上述平

板置于 37 °C 恒温培养过夜，观察抑菌圈大小。 

将检测菌株(杀鲑气单胞菌 Z2、希瓦氏菌 Z3、

维氏气单胞菌 Z12)以 1%的接种量接种到 LB 液体

培养基中，处理组在此基础上加 1%菌株 DH 的无
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菌上清液，并设置加 1%无菌 MRS 培养基为对照

组，在 37 °C、120 r/min 条件下振荡培养，并在培

养 0、3、6、9、12 和 24 h 后取样，用酶标仪测定

其在 600 nm 波长下吸光值，每组设置 3 个平行。 

1.3.5  菌株 DH 抑菌物质的提取及其热稳定性 

菌株 DH 在 MRS 液体培养基中活化，在

37 °C、120 r/min 条件下振荡培养 24 h 后，取发酵

液于 12 000 r/min 离心 10 min，取上清。加入等体

积的乙酸乙酯，振荡混匀 3 次，每次 2 h。将每次

收集的乙酸乙酯萃取物混合后于旋转蒸发仪减压

蒸干，取部分粗提物用甲醇溶解，并将抑菌物质

在薄层层析(Thin Layer Chromatography，TLC)板

点板，用二氯甲烷 :甲醇=20:1 的展层剂进行层

析，层析后分别用碘蒸汽显色和紫外线显影。剩

余的粗提物加入少量二甲基亚砜(DMSO)溶解，

获得抑菌物质粗提物。按照上述方法进行抑菌实

验，测试乙酸乙酯萃取物对维氏气单胞菌 Z12 的

抑制效果，分别取一定量的乙酸乙酯萃取物于

60、80、121 °C 加热处理，冷却后按照上述方法

进行抑菌实验，验证温度对抑菌物质的影响。 

1.3.6  菌株 DH 对检测菌株胞外蛋白酶活性的 

影响 

采用偶氮酪蛋白法对检测菌株的蛋白酶产量

进行测定[7]。将检测菌株 Z2、Z3 和 Z12 接种于含

有 1%脱脂牛奶的 LB 培养基中，分别添加 1% DH

无菌上清和无菌 MRS 培养基作为处理组和对照

组，于 37 °C、120 r/min 振荡培养 24 h 后分别取培

养液于 12 000 r/min 离心 10 min，去除菌体后收集

上清。取 100 µL 无菌上清加入 100 µL 的偶氮酪蛋

白溶液(由 50 mmol/L pH 8.0 的 Tris-HCl 缓冲液配

制，终浓度为 0.5%)，并置于 37 °C 反应 2 h。加入

500 µL 10% (质量体积分数)三氯乙酸溶液终止反

应，室温放置 30 min。反应液于 8 000 r/min 离心 

5 min 后，取上清 500 µL 并向其中加入 500 µL   

1 mol/L NaOH 溶 液 混 匀 ， 以 只 含 有 500 µL 

Tris-HCl 缓冲液和 500 µL 菌株无菌上清液的反应

液作为空白对照，测定 OD440。每小时 OD440 变化

0.001 定义为一个酶活力单位(1 U)。每株菌株的处

理组和对照组均设置 3 个平行。 

1.3.7  菌株 DH 对检测菌株生物膜形成能力的

影响 

采用结晶紫染色法对检测菌株的生物膜形成

能力进行测定[8]。将检测菌株 Z2、Z3 和 Z12 活化

后按 1%的接种量接种于 LB 液体培养基中，37 °C

静置培养过夜。将发酵液按 2%接种量分别接入每

孔盛有 1 mL LB 的 24 孔板中，处理组在此基础上

加 50 μL 菌株 DH 的无菌上清液，并设置加 50 μL

无菌 MRS 培养基为对照组，每组均设 3 个平行，

37 °C 恒温静置培养 72 h。弃去各孔培养基，蒸馏

水洗涤 3 次，室温干燥 30 min 以上，并于 65 °C 固

定 15 min。加入 1 mL 结晶紫染色液染色 30 min，

吸弃结晶紫染液，用去离子水将结晶紫冲洗干净

至无色，室温干燥。加入 1 mL 95%乙醇溶液脱色 

30 min 后，用酶标仪测定其 OD595 值，并用光学

显微镜(400×)观察各组生物膜形成情况。 

1.3.8  菌株 DH 对气单胞菌浸浴攻毒的作用 

实 验 斑 马 鱼 购 于 新 乡 水 产 市 场 ， 体 长 为

(2.38±0.25) cm，体重为(0.21±0.04) g。正常饲喂  

5 d 后，挑选外观正常、体质健康、反应灵敏的成

熟个体并随机将其分为 4 组，每组均含有 10 条斑

马鱼。其中 2 组仍然正常饲喂饲料，另外 2 组分

别饲喂添加了不同浓度菌株 DH (1.5×107 CFU/mL 

和 4.5×107 CFU/mL)的等质量的饲料，持续观察

10 d。将维氏气单胞菌 Z12 活化后，接种于 LB 液

体培养基 37 °C、120 r/min 振荡培养 24 h 后，取发

酵液于 12 000 r/min 离心 10 min，去上清，收集菌

体。菌体用无菌 PBS 重悬并洗涤 3 次后，调整菌

体浓度以 5×108 CFU/mL 终浓度加入上述添加菌株

DH 的 2 个处理组和另外 1 组斑马鱼中，剩余 1 组

添加等体积的无菌 PBS 作为对照组。每天观察并

记录各组斑马鱼存活情况。 

1.3.9  数据分析 

利用软件 GraphPad Prism 8.0.2 中 Student’s 
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t-test 方法进行显著性分析，P 值小于 0.05 代表数

据之间存在显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的鉴定 

测序后将全长为 1 412 bp 的 16S rRNA 基因序

列提交至 NCBI 的 GenBank 及 EzTaxon 数据库进

行比对，发现菌株 DH 的 16S rRNA 基因序列与

Leuconostoc mesenteroides subsp. jonggajibkimchii 
DRC1506 有 最 高 相 似 性 ， 达 到 100%。 通 过

MEGA 5.0 生物软件，采用 Neighbor-Joining 法构

建系 统发育树 (图 1A)，结 果发现菌 株 DH 与

Leuconostoc mesenteroides subsp. jonggajibkimchii 
DRC1506 在同一分支，说明菌株 DH 属于肠膜明

串珠菌(Leuconostoc mesenteroides) jonggajibkimchii

亚种，命名为 Leuconostoc mesenteroides subsp. 

jonggajibkimchii DH (MW821358)。 

菌株 DH 在 MRS 平板上生长 24 h 后，可以观

察到菌落为乳白色，呈圆形，较小，边缘整齐，

不透明(图 1B)。将细菌细胞进行简单染色后在光

学显微镜下观察到细菌细胞呈球形、短棒状，细

菌细胞长约 1−2 μm，宽约 0.8−1.5 μm (图 1C)。通

过 API 50CH 试剂条对菌株 DH 的产酸能力进行研

究，菌株 DH 以唯一碳源生长过程中产酸，其 pH

改变而使培养基中指示剂颜色变化，从而确定菌

株 DH 利用不同碳源生长的能力，结果如表 1 所

示。菌株 DH 的其他生理生化特征见表 1。 

 

 
 

图 1  菌株 DH 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树(A)、菌落(B)和细胞形态(C) 
Figure 1  Neighbour-Joining tree showing the phylogenetic positions of strain DH based on 16S rRNA gene (A), colony 
morphology (B) and cell morphology (C) 
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表 1  菌株 DH 的生理生化特性 
Table 1  The physiology and biochemistry characteristics 
of strain DH 

Items Results 

L-arabinose + 

Amygdalin + 

D-fructose + 

D-mannose + 

D-lactose + 

Maltose + 

Cellobiose − 

Melibiose + 

Trehalose + 

Salicin + 

Pptassium + 

Sucrose + 

Potassium 2-ketogluconate + 

Raffinose + 

Potassium gluconate + 

Ribose − 

D-xylose + 

Potassium 5-ketogluconate + 

β-galactosidase  W 

Arginine dihydrolase − 

Lysine decarboxylase + 

Ornithine decarboxylase + 

Citrate utilization   − 

H2s production   − 

Urease   − 

Tryptophane deaminase W 

Indole production   − 

Acetoin production  − 

Gelatinase  − 

Glucose + 

Mannitol  + 

Inositol + 

Sorbitol  + 

Rhamnose + 

Saccharose + 

注：+：阳性；W：弱阳性；−：阴性 

Note: +: Positive; W: Weakly positive; −: Negative 

2.2  菌株 DH 耐酸能力和产酸能力 

通过对菌株 DH 和大肠埃希氏菌 DH5α (阴性

对照)在不同 pH 的培养基中生长水平的测定研究

菌株 DH 的耐酸能力。如图 2A 所示，菌株 DH 在

不同 pH 表现出不同的生长水平，菌株 DH 在 pH 

2.0 的条件下几乎不能生长。在 pH 4.0 和 pH 6.0

的条件下，菌株 DH 的迟缓期很短，很快进入了

对数生长时期，但是其稳定期很快出现，最终限

制菌株的生长水平导致菌株丰度较低。虽然在 pH 

8.0 的条件下菌株 DH 经历较长时间的迟缓期，但

是当其进入对数生长期后，细菌数量显著升高，

最终在细菌丰度上远高于其他 pH 条件。作为对照

的菌株 DH5α 几乎在 pH 2.0 和 pH 4.0 的条件下完

全不能生长，在 pH 6.0 和 pH 8.0 的条件下快速进

入对数生长期，而且在 pH 6.0 的条件下达到最高

生长水平(图 2B)。与菌株 DH5α相比，菌株 DH 在

酸性条件下生长的能力更强，表明该菌株有一定

的耐酸能力。 

乳酸菌往往具有较强的产酸能力，通过对其

培养液 pH 的不断测定研究其产酸能力(图 2C)。结

果发现随着菌株 DH 的生长，培养液的 pH 呈现持

续 下 降 的 趋 势 ， 在 培 养 24 h 后 从 初 始 的 pH 

5.0−6.0 下降至 4.06，并趋于稳定。菌株 DH5α 培

养液的 pH 随着其生长表现出先降低后升高的趋

势，并最终高于其初始 pH。与菌株 DH5α 相比，

菌株 DH 有一定的产酸能力，在生长过程中产生

酸性代谢物使得培养液 pH 下降，并且在 24 h 时

pH 达到稳定，这可能与其细菌生长曲线有关。在

培养 24 h 时，细菌达到稳定期，细菌细胞数量趋

于稳定，因此其生长 pH 同样维持稳定。 

2.3  菌株 DH 的抑菌效果 

通过滤纸片法检测菌株 DH 的无菌上清对待

测菌株的抑制效果，结果如图 3 所示，6 种待检测

菌株涂布的平板上均出现了明显的抑菌圈。其中

菌株 DH 对鼠伤寒沙门氏菌和大肠埃希氏菌的抑

菌圈相对于其他 4 种检测菌株更大，但是只与维 
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图 2  菌株 DH (A)和菌株 DH5α (B)在不同 pH 条件下

的生长水平及其产酸能力(C) 
Figure 2  Growth level of strain DH (A) and strain DH5α 
(B) under different pH conditions and the acid production 
capacity (C)  

 
氏 气 单 胞 菌 Z12 的 抑 菌 圈 直 径 有 显 著 性 差 异   

(表 2)。虽然鼠伤寒沙门氏菌和大肠埃希氏菌的

抑菌圈直径更大，但是其滤纸片周围仍有少量

细菌生长，抑菌的效果不彻底。杀鲑气单胞菌

Z2、希瓦氏菌 Z3 和维氏气单胞菌 Z12 滤纸片周

围没有细菌生长，菌株 DH 对这 3 株细菌的抑制

效果更加彻底。 

 
 
图 3  滤纸片法检测菌株 DH 对待测菌株的抑制效果 
Figure 3  The inhibition effect of strain DH on the tested 
strains based on filter paper method  
注：A：鼠伤寒沙门氏菌；B：大肠埃希氏菌；C：铜绿假单

胞菌；D：杀鲑气单胞菌 Z2；E：希瓦氏菌 Z3；F：维氏气单

胞菌 Z12 

Note: A: Salmonella typhimurium; B: Escherichia coli; C: 
Pseudomonas aeruginosa; D: Aeromonas salmonicida Z2; E: 
Shewanella putrefaciens Z3; F: Aeromonas veronii Z12 

 
表 2  菌株 DH 无菌上清对待测菌株的抑菌圈 
Table 2  Inhibition zone of sterile supernatant on testing 
strains 

检测菌株 

Testing strains 

抑菌圈直径 

Diameter of inhibition 
zone (mm) 

鼠伤寒沙门氏菌 

Salmonella typhimurium 

11.0±1.0a 

大肠埃希氏菌 

Escherichia coli 

10.8±1.0a 

铜绿假单胞菌 

Pseudomonas aeruginosa 

9.5±0.5a 

杀鲑气单胞菌 Z2  

Aeromonas salmonicida Z2 

9.3±0.6ab 

希瓦氏菌 Z3 

Shewanella putrefaciens Z3 

8.3±0.3a 

维氏气单胞菌 Z12 

Aeromonas veronii Z12 

8.2±0.3b 

注：不同小写字母表示差异显著，P<0.05 

Note: Different lowercase letters indicate significant differences, 
P<0.05 

 
由于杀鲑气单胞菌 Z2、希瓦氏菌 Z3 和维氏

气单胞菌 Z12 是水产养殖环境中常见的病原细菌

且菌株 DH 对这 3 株待测菌株的抑菌效果更加彻

底，于是进一步通过生长曲线法检测菌株 DH 对

这 3 株细菌的抑制效果。如图 4 所示，在待测菌株

刚开始生长的时候，3 株细菌的生长水平在菌株 
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图 4  菌株 DH 无菌上清对杀鲑气单胞菌 Z2 (A)、希瓦

氏菌 Z3 (B)和维氏气单胞菌 Z12 (C)生长的影响 
Figure 4  Effect of sterile supernatant of strain DH on 
the growth of Aeromonas salmonicida Z2 (A), Shewanella 
putrefaciens Z3 (B) and Aeromonas veronii Z12 (C)  
 

DH 作用下均受到明显抑制，但是杀鲑气单胞菌

Z2 在菌株 DH 作用下 6 h 后开始明显生长，逐渐

达到对照组的生长水平。希瓦氏菌 Z3 的生长在前

12 h 一直被菌株 DH 抑制，但是到第 24 h 时其生

长水平已经与对照没有明显差异。菌株 DH 对维

氏气单胞菌 Z12 有较好的抑制效果，在整个检测

过程中处理组的维氏气单胞菌 Z12 在菌株 DH 的

抑制作用下一直没有生长。 

2.4  菌株 DH 的抑菌物质及其热稳定性研究 

将乙酸乙酯萃取的抑菌物质在 TLC 板上层

析，并用碘蒸汽显色和紫外显影，结果发现碘蒸

汽显色法不能让抑菌物质在 TLC 板上显色，而在

紫外线照射下明显可以观察到有条带出现在 TLC

板上(图 5A)，说明乙酸乙酯萃取物中具有苯环等

芳香基团或有共轭双键的物质具有紫外吸收特

性，从而在紫外照射下有条带出现。将抑菌物质

分别在不同温度下处理后进行抑菌实验，发现经

过高温处理后的抑菌物质与未经加热处理的抑菌

物质一样均能抑制维氏气单胞菌 Z12 的生长，在

滤纸片周围出现明显的抑菌圈，而且抑菌圈直径

均在 8 mm 以上(图 5B)，表明经过高温处理后的抑

菌物质仍具有较高的抑菌活性，菌株 DH 分泌的

抑菌物质具有较高的热稳定性。 

2.5  菌株 DH 对待测菌株蛋白酶产量的影响 

采用偶氮酪蛋白法对菌株 DH 作用下的检测

菌株蛋白酶产量进行研究，结果如图 6 所示。在

培养 24 h 后，对照组中菌株 Z2 的胞外蛋白酶活力

最高，显著高于其他 2 株待测细菌，在添加了菌

株 DH 无菌上清液的处理组中，菌株 Z2 的蛋白

酶产量显著(P<0.000 1)低于对照组，表明菌株 DH 

 

 
 
图 5  菌株 DH 的抑菌物质在紫外下的显色(A)及不同

温度下的抑菌效果(B) 
Figure 5  Color development of antibacterial substance 
of strain DH under UV (A) and antibacterial activity at 
different temperatures (B) 
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能够抑制菌株 Z2 的蛋白酶活力。菌株 Z3 虽然其

蛋白酶活力不高，但是添加了菌株 DH 无菌上清

液后其蛋白酶活力受到抑制，其蛋白酶产量与对

照相比显著(P=0.013 6)降低。通过对菌株 Z12 的

蛋白酶活力测定发现，虽然菌株 DH 对菌株 Z12

生长的抑制效果最为明显(图 6)，但是菌株 DH 对

菌株 Z12 的蛋白酶活力没有抑制效果，添加了菌

株 DH 的处理组与对照组相比其蛋白酶产量变化

不显著(P>0.999 9)。 

2.6  菌株 DH 对待测菌株生物膜形成能力的影响 

利用结晶紫染色法对菌株 DH 作用下检测菌

株生物膜形成能力进行定量测定(图 7)，其中空

白对照组平均 OD595 值加上其 3 倍标准差(Standard 

Deviation，SD)作为细菌生物膜形成的临界值(ODc)，

若待测菌株的 OD595≤ODc 则其为无生物膜形成能

力，ODc<OD595≤2ODc 则为生物膜形成能力较

弱，2ODc<OD595≤4ODc 则为生物膜形成能力中

等，OD595>4ODc 则为生物膜形成能力强。菌株

Z2、Z3 和 Z12 的平均 OD595 值分别为 0.67±0.09、

1.38±0.38 和 0.65±0.05，均显著大于 4ODc 

(0.15±0.02)，表明这 3 株细菌的生物膜形成能力均

很强。在添加了菌株 DH 的无菌上清液的处理

中，3 株细菌 Z2、Z3 和 Z12 的平均 OD595 值分别 

 

 
 
图 6  菌株 DH 对检测菌株蛋白酶产量的影响 
Figure 6  Effect of strain DH on protease production of 
testing strains 

 
 
图 7  菌株 DH 对检测菌株生物膜形成能力的影响 
Figure 7  Effect of strain DH on biofilm forming ability 
of testing strains 

 
为 0.26±0.02、0.26±0.07 和 0.41±0.02，均显著(P<0.01)

低于其对照组。处理组中菌株 Z2 和 Z3 的平均

OD595 值均小于 2ODc，菌株 Z12 的平均 OD595 值

小于 4ODc，说明在菌株 DH 作用下检测菌株的生

物膜形成能力明显变弱，菌株 DH 对检测菌株的

生物膜形成能力有一定的抑制作用。通过光学显

微镜观察菌株 Z2、Z3 和 Z12 正常生长及在菌株

DH 作用下的生物膜形成水平，结果如图 8 所示。

正常生长的菌株 Z2、Z3 和 Z12 细胞聚集成团，形

成均匀、紧密成熟网状的生物膜，而在菌株 DH

作用下菌株 Z2、Z3 和 Z12 均不能形成致密的生物

膜，细胞无法连接成膜，中间有大的间隙，结构

疏松，不紧密。 

2.7  菌株 DH 对维氏气单胞菌浸浴攻毒的作用 

将不同浓度的菌株 DH 的活菌菌剂与斑马鱼

饲料拌饲，投喂给斑马鱼作为处理组，对照组饲

喂等质量的正常饲料，连续对斑马鱼的存活情况

进行观察记录，用于验证菌株 DH 的生物安全

性。连续 10 d 对处理组和对照组斑马鱼存活情况

进行观察记录，处理组和对照组的斑马鱼存活率

均为 100%，表明菌株 DH 的添加对斑马鱼的存活

没有影响，菌株 DH 具有生物安全性。以饲喂菌

株 DH 的斑马鱼作为乳酸菌预防组，分别将相 
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图 8  菌株 DH 对菌株 Z2、Z3 和 Z12 生物膜形成水平

的影响 
Figure 8  The effect of strain DH on the biofilm 
formation of strain Z2, Z3 and Z12 
注：A：正常生长的菌株 Z2；B：菌株 DH 作用下的菌株 Z2；

C：正常生长的菌株 Z3；D：菌株 DH 作用下的菌株 Z3；E：

正常生长的菌株 Z12；F：菌株 DH 作用下的菌株 Z12 

Note: A: Normal growing strain Z2; B: Strain Z2 under the effect 
of strain DH; C: Normal growing strain Z3; D: Strain Z3 under 
the effect of strain DH; E: Normal growing strain Z12; F: Strain 
Z12 under the effect of strain DH 

 

同浓度的维氏气单胞菌 Z12 加入预防组和其中  

一个对照组进行维氏气单胞菌浸浴攻毒，剩余  

一组不添加任何细菌的斑马鱼作为对照组，连续

10 d 对各组斑马鱼的存活情况进行观察记录。如

图 9 所示，未添加细菌的对照组和添加高浓度菌

株 DH 的预防组的斑马鱼在 10 d 的观察过程中存

活率达到 100%，未出现鱼体死亡的现象。然而，

低浓度预防组和气单胞菌浸浴攻毒组在第 2 天均

出现鱼死亡的现象，鱼存活率降低至 90%，低浓

度预防组的存活率在剩下的观察时间内均保持在

90%，没有再出现鱼体死亡的现象。然而维氏气单

胞菌浸浴攻毒组在第 3 天出现大量死亡的现象，存

活率降低至 40%，直至最终存活率仅为 20%。气 

 
 
图 9  斑马鱼在气单胞菌浸浴攻毒过程中的存活率 
Figure 9  Survival rate of zebrafish during challenge of 
Aeromonas veronii Z12 

 
单胞菌浸浴攻毒实验表明菌株 DH 的饲喂能够增

强斑马鱼对维氏气单胞菌的抵抗，大大提高鱼体的

存活率，菌株 DH 在水产细菌病害的防治中有一定

的应用价值。 

3  讨论 

水产养殖环境中的饵料残渣和排泄物易造成

水体中细菌的快速滋生[9]，特别是产毒力因子细

菌(如气单胞菌、铜绿假单胞菌、哈氏弧菌等)的

增殖严重威胁水产动物的健康[10]。随着水产养殖

环境中耐药细菌和耐药问题的频发，以抗生素为

主的细菌性鱼病治疗方法已经不适用于细菌疾病

的防治[11]，抗生素替代品在水产动物细菌性疾病

治疗中的作用逐渐得到重视。吕可等提出借助噬

菌体开展水产动物细菌性病害防控[12]；匡珍等研

究认为乳酸菌细菌素能够应用于水产养殖中的病

原菌抑制[13]。 

乳酸菌是肠道的正常菌群，能够分泌具有抑

菌活性的蛋白质或多肽。本研究发现的肠膜明串

珠菌是一类重要的乳酸菌，具有产酸、抗氧化和

抑菌等多种生物功能。Wu 等研究发现肠膜明串珠

菌 SN-8 产胞外多糖能够清除活性氧自由基且具有

抗肿瘤的潜力[14]；Ngolong Ngea 等报道从苹果表

面分离到的肠膜明串珠菌亚种 LB7 在体外抑制假



4786 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

单胞菌，同时能够减少果汁中的棒曲霉素 [15]；

Pham 等研究证实肠膜明串珠菌对于高脂饮食诱导

的腹部脂肪堆积有一定的缓解作用[16]。虽然肠膜

明串珠菌的生物学功能被广泛研究，但是其在水

产细菌防治过程中的抑菌作用及实际应用并没有

太多报道，相关研究的开展对水产细菌病害的防

治有重要意义。 

本研究从泡菜发酵物中筛选到一株肠膜明串

珠菌 DH，经过抑菌实验发现其对多种水产病原

细菌有抑制效果，特别是对气单胞菌属的杀鲑气

单胞菌和维氏气单胞菌均有明显抑制效果。杀鲑

气单胞菌感染可引起鱼类疖病[17]，维氏气单胞菌

不仅引起鱼类疾病还影响人在内的哺乳动物的健

康[18]，因此肠膜明串珠菌 DH 对气单胞菌属的抑

菌能力有重要的研究价值。对肠膜明串珠菌 DH

抑菌物质进行提取和研究，发现其抑菌物质有很

好的热稳定性。这与朱传胜等的研究结果类似，

朱传胜等从发酵酸黄瓜中筛选到一株肠膜明串珠

菌通过产生细菌素抑制单核增生李斯特氏菌，该

细菌素的热稳定性很强，121 °C 处理 30 min 后相

对抗菌活性仍为 93.77%[19]。王东梅等从酸奶中筛

选的肠膜明串珠菌 A3 分泌的细菌素同样具有热稳

定性[20]。肠膜明串珠菌 DH 较高的热稳定性有利

于该菌在水产病原菌防治中的实际应用。水产病

原菌常通过产生蛋白酶、生物膜等毒力因子造成

水生动物的死亡[21]，乳酸菌在抑制病原菌生长的

同时，通常对病原菌的毒力因子有一定的抑制效

果。林洋等筛选出一株抑制嗜水气单胞菌的植物

乳杆菌 AJS2-4；其不仅能有效降低其生物膜的生

成量，还可使其结构破裂变得疏松[22]。孙梦桐等

研究表明，乳酸乳球菌 LY3-1 粗提物对哈维氏弧

菌生物膜形态结构具有显著破坏作用[23]。在本研

究中肠膜明串珠菌 DH 不仅能够抑制气单胞菌的

生长，并且能够显著抑制待测菌株的蛋白酶产量

和生物膜形成能力，特别是对杀鲑气单胞菌 Z2 胞

外蛋白酶产量的抑制效果最为明显。前期研究同

样发现杀鲑气单胞菌 Z2 的胞外蛋白酶产量非常

高[21]，是其致病致腐能力的主要作用因素，在肠

膜明串珠菌 DH 的作用下，其胞外蛋白酶产量显

著下降，但是该菌的生长并没有受到明显抑制 

(图 4)，这可能是因为菌株的生长与其蛋白酶产量

没有直接关系，蛋白酶产量的抑制并不会造成其

生长水平的影响。虽然肠膜明串珠菌 DH 对维氏

气单胞菌 Z12 生长的抑制效果最为明显，由于菌

株 Z12 自身胞外蛋白酶产量不高，所以肠膜明串

珠菌 DH 对菌株 Z12 胞外蛋白酶的抑制作用并不

显著(图 6)，但是肠膜明串珠菌 DH 能够显著抑制

菌株 Z12 的生物膜形成能力，细菌的生物膜的形

成对于其对环境的适应及抵抗不利环境有重要帮

助，是病原细菌致病能力的重要手段。肠膜明串

珠菌 DH 对菌株 Z12 生物膜的抑制能够降低其对

外界环境的抵抗，将其细胞暴露于抗生素及机体

免疫力作用下，从而将其彻底清除。虽然肠膜明

串珠菌 DH 对水产病原细菌的抑制机制并不清

楚，但是根据研究结果与相关文献报道，我们认

为肠膜明串珠菌 DH 能够破坏病原细菌的生物

膜，去除生物膜对病原细菌的保护，通过分泌“细

菌素”等抑菌物质直接作用于细菌细胞，造成细菌

细胞的死亡，从而实现其抑菌作用。 

为了确定肠膜明串珠菌 DH 在水产细菌病害

中的实际应用效果，我们选择斑马鱼为模式动物

开展攻毒实验。斑马鱼已成为研究细菌-宿主之间

相互作用及细菌致病效果的一种非常重要的模式

动物[24]，细菌致病效果研究方面，通常通过腹腔

注射攻毒模型或者浸浴攻毒模型来研究细菌的致

病性[25]。Rendueles 等通过浸浴攻毒模型让斑马鱼

自然感染爱德华氏菌(Edwardsiella ictalurid)，并以此

模型筛选能够提高斑马鱼存活率的益生菌，筛选

3 株保护菌株并通过黏附因子实现对斑马鱼的保

护[26]。本文通过浸浴攻毒模型研究肠膜明串珠菌

DH 对维氏气单胞菌胁迫下斑马鱼的存活率的作

用，研究发现肠膜明串珠菌 DH 能够提高斑马鱼
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对维氏气单胞菌的抵抗，显著提高斑马鱼的存活

率。肠膜明串珠菌 DH 不仅在体外能够抑制气单

胞菌的生长且抑制其毒力因子的产生，在体内同

样有助于降低维氏气单胞菌对鱼的威胁，本研究

为肠膜明串珠菌 DH 在水产病原菌防治的实际应

用奠定基础。 

4  结论 

本 研 究 从 泡 菜 发 酵 物 中 筛 选 一 株 乳 酸 菌

DH，经过 16S rRNA 基因测序、系统发育树分析

和生理生化鉴定确定该菌株属于肠膜明串珠菌。

对其抑菌效果进行分析，发现该菌分泌胞外抑菌

物质对鼠伤寒沙门氏菌、大肠埃希氏菌、铜绿假

单胞菌、杀鲑气单胞菌、希瓦氏菌和维氏气单胞

菌均表现出抑菌效果，其抑菌物质能被乙酸乙酯

萃取并且具有热稳定性。菌株 DH 抑制待测菌株

蛋白酶产量和生物膜形成能力，并且对维氏气单

胞菌浸浴攻毒有防治作用。肠膜明串珠菌的分离

鉴定为水产病原菌的防治提供一种新的菌种选

择，对其抑菌特性的研究为以后将该菌应用于水

产病原菌的防治奠定一定的基础和应用潜力。 
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