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摘要    从对虾养殖池中分离出 1 株编号为 2013082515(简称菌株 15)的菌株，以鳗弧菌(Vibrio 

anguillarum)、哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)和副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)为指示菌，分析了

菌株 15 对指示菌的抑菌效果及最低抑菌浓度，同时，分析了菌株 15 对其他 7 株弧菌的抑菌效果。

结果显示，菌株 15 对 3 株指示菌均具有抑菌效果，对鳗弧菌、哈维氏弧菌及副溶血弧菌的最低抑

菌浓度分别为 2.50×104、2.50×105、2.50×105 CFU/ml；对其他弧菌也具有一定的抑菌效果。采用注

射及浸泡感染方法分析了菌株 15 对对虾的生物安全性，结果显示，在高浓度时，菌株 15 对对虾具

有潜在毒性。分别用细菌全细胞脂肪酸气相色谱法和 16S rDNA 序列分析比对法对该菌进行分类鉴

定，表明菌株 15 为一株假交替单胞菌(Pseudoalteromonas sp.)。 
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近年来，对虾养殖病害频繁发生，新发疾病危害

严重，由病毒、细菌导致的偷死病及早期死亡症已成

为危害产业发展的重要原因(Zhang et al, 2014; Joshi  

et al, 2014)。弧菌是海水养殖中常见微生物，可导致

对 虾 感 染 发 病 的 病 原 弧 菌 有 鳗 弧 菌 (Vibrio 

anguillarum) (邓欢等 , 1998)、哈维氏弧菌 (Vibrio 

harveyi) (Liu et al, 1996) 、 副 溶 血 弧 菌 (Vibrio 

parahaemolyticus) (Joshi et al, 2014)、溶藻弧菌(Vibrio 

alginolyticus) (Lee et al, 1996) 和创伤弧菌 (Vibrio 

vulnificus) (Alapide-Tendencia et al, 1997)等。 

早期的水产养殖动物细菌性疾病控制主要依靠

抗生素，近年来，发现持续使用抗生素不仅会导致耐

药菌株产生，还会引起药物残留、降低养殖动物免疫

力及破坏水体微生态平衡等(Alcaide et al, 2005)，为

此，寻找安全有效的水产养殖病害防治方法成为水产

病害防治领域的一个热点。在对虾养殖水体中添加假

单胞菌(Das et al, 2006)、芽孢杆菌(Ziaei-Nejad et al, 

2006)、乳酸杆菌(Immanuel et al, 2007)等，可以有效

控制病原微生物，优化养殖生态环境，减少虾病发生。 

本实验从河北黄骅一对虾养殖池中分离出一株

对弧菌具有明显拮抗作用的细菌，研究了该拮抗菌株

对多株弧菌的拮抗效果，初步评价了该菌的生物安全

性，并进行了细菌的分类鉴定。研究结果可为开发对

虾养殖用有益菌提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

菌株安全评价用凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)

购于山东潍坊龙威公司，注射感染对虾平均体长为

(5.0±1.0) cm，浸泡感染对虾平均体长为(2.0±0.3) cm。

攻毒期间对虾养殖平均水温为(28±1)℃，海水盐度为

33.0±1.9，pH 值为 7.7−8.1，溶氧为(5.86±0.44) mg/L。 

筛选弧菌拮抗菌用指示菌分别为鳗弧菌、哈维氏

弧菌、副溶血弧菌。其他弧菌分别为创伤弧菌、溶藻

弧菌、魔鬼弧菌(Vibrio diabolicus)、坎氏弧菌(Vibrio 
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campbellii)、需钠弧菌(Vibrio natriegens)、巴西弧菌

(Vibrio brasiliensis)和轮虫弧菌(Vibrio rotiferianus)。

上述菌株均为作者实验室分离保存。 

1.2  菌株采集与分离纯化 

从山东省潍坊市及青岛市、河北省黄骅市、江苏

省盐城市、浙江省杭州市等地的对虾养殖池中，用无

菌采样瓶采集水样，低温保存带回实验室。在无菌条

件下，取水样于 2216E 平板上划线分离纯化，对不同

的菌株编号入菌种资源库保存备用。 

1.3  拮抗菌的筛选 

参照林敏等(2005)的方法，将活化后的鳗弧菌、

哈维氏弧菌以及副溶血弧菌分别接种于 2216E 液体

培养基，28℃摇床振荡培养 24 h，用无菌水稀释成浓

度为  107 CFU/ml 的菌悬液，分别涂布于固体平板。

用接种环挑取活化 24 h 的待筛选菌株，点种于上述

平板上(莫照兰等, 2001)，对各测试菌株编号，于 28

℃恒温培养箱培养 48 h 后，观察点种区附近是否出

现明显的抑菌透明区或覆盖区，每个平板 3 个平行。 

1.4  拮抗菌的抑菌效果测定 

采用滤纸片法测定拮抗菌的抑菌效果，具体步骤

参照单文荣等(2010)。用无菌镊子在涂布鳗弧菌、哈

维氏弧菌以及副溶血弧菌的平板上等距离放置 4 片

直径为 6 mm 的无菌滤纸片，向两片滤纸片上分别加

入 5 μl 的拮抗菌发酵液(浓度为 2.50×108 CFU/ml)，另

两片加 5 μl 未接种菌的 2216E 液体培养基为空白对

照，每个平板 3 个重复。静置 20 min 后，放入恒温

培养箱中，28℃静置培养 24 h。观察并用游标卡尺十

字交叉法测量抑菌圈直径，结果取平均值。根据抑菌

圈的大小设定抑菌效果，定义直径>20 mm 的为强抑

菌效果，标记为“+++”；11 mm＜直径≤20 mm 的为

中等抑菌效果，标记为“++”；6 mm＜直径≤11 mm

的为弱抑菌效果，标记为“+”；直径=6 mm 的为无抑

菌效果，标记为“－”。 

1.5  最低抑菌浓度的测定 

用 10 倍梯度稀释法稀释拮抗菌株的发酵液(初始浓

度为 2.50×108 CFU/ml)，最低稀释到 2.50×102 CFU/ml。

参照 1.4 的方法，选用鳗弧菌、哈维氏弧菌及副溶血

弧菌为指示菌，进行各稀释梯度发酵液的抑菌实验，

每个平板放 4 张滤纸片，用未接种菌的 2216E 液体培

养基为空白对照，每个平板 3 个平行，于 28℃恒温培

养箱中静置培养 24 h，观察抑菌情况。参照李成海等

(2013)的判定方法，“+”表示有抑菌活性，“－”表示没

有抑菌活性。 

1.6  拮抗菌对其他弧菌的拮抗效果 

参考 1.4 的方法，取发酵的拮抗菌分别对创伤弧

菌、溶藻弧菌、魔鬼弧菌、坎氏弧菌、需钠弧菌、巴

西弧菌和轮虫弧菌进行拮抗效果分析，根据抑菌圈的

大小分析抑菌效果，抑菌效果参照 1.4 的设定。 

1.7  菌株安全性试验评价 

1.7.1  注射感染法    试验设待测菌株 15 组、阳性对

照组和空白对照组，阳性对照组的菌株为实验室分离保

存的一株对虾病原菌哈维氏弧菌，空白对照组为 PBS。

将待测菌株发酵后的离心沉淀用 PBS稀释成 1.29×109、

1.29×108、1.29×107、1.29×106、1.29×105 CFU/ml 共   

5 个浓度组；阳性对照菌稀释成 2.38×107、2.38×106、

2.38×105、2.38×104 CFU/ml 共 4 个浓度组。采用腹部

肌肉注射感染的方法，每尾注射菌悬液 50 μl，每组

对虾 12 尾。试验期间，每天正常投喂、吸污、换水，

记录对虾死亡情况，感染后观察 14 d，统计对虾累计

死亡率，采用 Reed 等(1938)的方法计算半致死剂量

(LD50)。对死亡对虾进行解剖和菌株的分离鉴定。 

1.7.2  浸泡感染法    试验设待测菌株 15 组、阳性

对照组和海水对照组，阳性对照组的菌株为实验室分

离保存的一株对虾病原菌哈维氏弧菌。将待测菌株、

哈维氏弧菌发酵后的离心沉淀用海水分别稀释成

1.76×108、1.76×107、1.76×106、1.76×105、1.76×104 

CFU/ml 共 5 个浓度及 1.10×108、1.10×107、1.10×106、

1.10×105、1.10×104 CFU/ml 共 5 个浓度。感染采用浸

泡的方法，每组对虾 15 尾。试验期间不换水，每天

正常投喂、吸污，记录对虾死亡情况，感染后观察

96 h，统计对虾累计死亡率，采用软件 SPSS 16.0 计

算 96 h 半致死浓度 96 h LC50，对死亡对虾进行解剖

和菌株的分离鉴定。 

1.8  菌株鉴定 

1.8.1  16S rDNA 序列分析比对及系统发育分析法 

参照范文辉等(2005)扩增细菌 16S rDNA 序列。

将扩增产物交由上海桑尼生物工程有限公司测序，所

得序列在 GenBank 数据库中利用 BLAST 进行同源性

比对，选取同源性较高的序列，利用 MEGA 5.0 进行

多重比较后通过邻接法构建系统发育树，以确定分离

菌株的分类地位。 

1.8.2  细菌全细胞脂肪酸分析鉴定法    细菌全细

胞脂肪酸的提取按照 MIDI 公司(美国)提供的标准方



第 3 期 张欢欢等: 对虾养殖池中一株弧菌拮抗菌的分离鉴定 87 

法进行，气相色谱系统应用美国 Agilent 6850 型气相

色谱仪，分析软件应用 MIDI 公司开发的细菌全细胞

脂肪酸鉴定及分析系统(MIS)。 

2  结果 

2.1  拮抗菌的筛选 

从山东省潍坊市及青岛市、河北省黄骅市、江苏

盐城市、浙江杭州市等地的对虾养殖池中，共分离出 

菌株 111 株，用平板点种法筛选到 1 株对鳗弧菌、哈

维氏弧菌和副溶血弧菌均具有拮抗作用的菌株，编号

为 2013082515(简称菌株 15)。该菌分离自河北黄骅市

一室内对虾养殖池，菌株在 2216E 平板上的菌落形态

为圆形，边缘整齐，单菌落直径约为 1 mm，产黄色色

素。用菌株 15 发酵液对鳗弧菌、哈维氏弧菌和副溶血

弧菌进行抑菌效果分析，显示该菌对上述 3 株弧菌的抑

菌圈直径分别为(34.90±0.36) mm、(25.74±0.17) mm、

(13.07±0.39) mm，如图 1 所示。结果表明，菌株 15 对

鳗弧菌及哈维氏菌具有强的抑菌效果(+++)，对副溶

血弧菌抑菌效果中等(++)。 

 

 
 

图 1  菌株 15 对鳗弧菌、哈维氏弧菌和副溶血弧菌的抑菌效果 
Fig.1  The antibacterial effect of Strain 15 against V. anguillarum, V. harveyi and V. parahaemolyticus 

 
2.2  菌株 15 对 3 株弧菌的最低抑菌浓度 

菌株 15 发酵液经梯度稀释，不同稀释浓度的发

酵液对鳗弧菌、哈维氏弧菌、副溶血弧菌的最低抑菌

浓度分别为 2.50×104 CFU/ml、2.50×105 CFU/ml、

2.50×105 CFU/ml(表 1)。 

2.3  菌株 15 对其他弧菌的拮抗效果 

选用创伤弧菌、溶藻弧菌、魔鬼弧菌、坎氏弧菌、

需钠弧菌、巴西弧菌和轮虫弧菌，分别测试菌株 15 

对其抑菌效果，结果见图 2。结果显示，菌株 15 对 7

株弧菌均具有一定的拮抗效果，但抑菌效果存在差

别。对其抑菌圈大小进行统计，可知产生抑菌圈最大

的弧菌分别是巴西弧菌和轮虫弧菌，其次是创伤弧

菌、坎氏弧菌和需钠弧菌，魔鬼弧菌与溶藻弧菌抑菌

圈较小(表 2)。 

2.4  菌株的生物安全性评价 

实验对虾经注射感染后累计死亡率结果见表 3。

观察发现，注射高浓度组实验菌(1.29×109 CFU/ml 与

1.29×108 CFU/ml)的凡纳滨对虾，在 24 h 后开始出现

死亡，对虾停止摄食，空肠胃，对外界反应迟钝，对

死亡对虾肌肉和肝胰腺进行细菌的分离鉴定，确定菌

株 15 为优势菌，至第 4 天时，该组对虾的死亡数趋

于稳定。阳性对照哈维氏弧菌注射组中，高浓度组

(2.38×107 CFU/ml)的对虾在注射 24 h 内死亡率达

91.7%，症状为肝胰腺发黄，胃肠内无食物，感染后 

 
表 1  不同浓度菌株 15 发酵液的抑菌效果 

Tab.1  The antibacterial effect of Strain 15 in different concentration 

拮抗菌浓度 Concentration of antagonism bacteria(CFU/ml) 
指示菌 Indicator bacteria 

2.50×107 2.50×106 2.50×105 2.50×104 2.50×103 

鳗弧菌 V. anguillarum + + + + － 

哈维氏弧菌 V. harveyi + + + － － 

副溶血弧菌 V. parahaemolyticus + + + － － 

“+”表示有抑菌活性，“－”表示没有抑菌活性 

“+” means positive bacteriostatic activity, “－”means no bacteriostatic activity 
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图 2  菌株 15 对创伤弧菌、溶藻弧菌、魔鬼弧菌、坎氏弧菌、需钠弧菌、巴西弧菌和轮虫弧菌的抑菌效果 
Fig.2  The antibacterial effect of Strain 15 against V. vulnificus, V. alginolyticus, V. diabolicus, V. campbellii,  

V. natriegens, V. brasiliensis and V. rotiferianus 
 

表 2  菌株 15 对弧菌的抗菌效果 
Tab.2  The antibacterial effect of Strain 15 against vibrios 

细菌名称 
Name of bacteria 

抑菌圈直径 
Diameter of inhibition 

zone (mm) 

抑菌效果 
Antibacterial 

effect 

创伤弧菌 
V. vulnificus 

14.98±0.13 ++ 

溶藻弧菌 
V. alginolyticus 

10.07±0.09 + 

魔鬼弧菌 
V. diabolicus 

10.93±0.08 + 

坎氏弧菌 
V. campbellii 

14.05±0.17 ++ 

需钠弧菌 
V. natriegens 

13.06±0.11 ++ 

巴西弧菌 
V. brasiliensis 

24.08±0.13 +++ 

轮虫弧菌 
V. rotiferianus 

23.00±0.12 +++ 

 
对虾活力较弱。对死亡对虾肌肉和肝胰腺进行细菌的

分离鉴定，显示该组的优势菌为哈维氏弧菌。试验期

间，阴性对照组对虾无死亡。菌株 15 与哈维氏弧菌注

射感染凡纳滨对虾的 LD50 分别为 2.63×107 CFU/ml

与 9.21×105 CFU/ml，二者相差 28.5 倍。 

用菌株 15 及哈维氏弧菌浸泡感染对虾，各组的累

计死亡结果见表 4。观察发现，高浓度组(108 CFU/ml)

的对虾，在浸泡 24 h 后开始出现死亡，对虾停止摄

食，空肠胃，感染后对虾活力较弱。对死亡对虾肠道

和肝胰腺进行细菌的分离鉴定，菌株 15、哈维氏弧

菌分别为各组的优势菌。试验期间，阴性对照组对虾

无死亡。统计显示，菌株 15 与哈维氏弧菌的 96 h LC50

分别为 2.70×107、3.50×106 CFU/ml，菌株 15 的 LC50

是哈维氏弧菌的 7.7 倍。综合分析两次感染试验结果

认为，用高浓度菌株 15 感染对虾后，均表现出显著的

临床症状，表明该菌株对对虾具有潜在的毒性。 

2.5  菌株鉴定 

2.5.1  16S rDNA 序列分析比对及系统发育分析     

PCR 扩增菌株 15 16S rDNA，获得 1359 bp 序列，

将该序列提交到 GenBank，序列登录号为 KP757027，

经 BLAST 比对分析，发现该菌与杀鱼假交替单胞菌

(Pseudoalteromonas piscicida JCM 20779)的亲缘关系

最近，同源性达 100%。选取假交替单胞菌属及其他属

与之同源性相近的 16 株细菌 16S rDNA 序列，构建

系统发育树，结果见图 3。推断该菌株 15 为一株假

交替单胞菌属(Pseudoalteromonas sp.)细菌。 

2.5.2  菌株脂肪酸结果分析    菌株 15 全细胞脂肪

酸的气相色谱分析结果见图 4，MIDI 数据库比对结

果如表 5 所示。在 TSBA6(6.10)数据库中，该菌与河

豚毒素假交替单胞菌(P. tetraodonis)和产黑假交替单

胞菌(P. nigrifaciens)的相似度分别为 0.595 和 0.516，

均大于 0.5，结合菌株 16S rDNA 序列比对结果，综

合确定该菌为假交替单胞菌(Pseudoalteromonas sp.)。 
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表 3  凡纳滨对虾人工注射感染菌株 15 和哈维氏弧菌后的死亡率 
Tab.3  Mortalities of L. vannamei infected with Strain 15 or V. harveyi by injection 

菌株 
Strain 

菌液浓度 
Bacteria concentration (CFU/ml) 

攻毒前对虾数 
Shrimp number(ind.)

累计死亡数 
Cumulative mortality(ind.)

死亡率 
Mortality rate(%) 

半致死剂量
LD50(CFU/ml)

菌株 15  1.29×109 12 12 100.0 

Strain 15 1.29×108 12 10 83.3 

  1.29×107 12 6 50.0 

  1.29×106 12 0 0 

  1.29×105 12 0 0 

2.63×107 

 

 

 

 

 

哈维氏弧菌 2.38×107 12 11 91.7 

V. harveyi 2.38×106 12 6 50.0 

  2.38×105 12 4 33.3 

  2.38×104 12 3 25.0 

PBS  12 0 0 

9.21×105 

 

 

 

 

 

 
表 4  凡纳滨对虾人工浸泡感染菌株 15 和哈维氏弧菌后的死亡率 

Tab.4  Mortalities of L. vannamei infected with Strain 15 or V.harveyi by immersion 

菌株 
Strain 

菌液浓度 
Bacteria concentration(CFU/ml) 

攻毒前对虾数 
Shrimp number(ind.)

累计死亡数 
Cumulative mortality(ind.)

死亡率 
Mortality rate(%) 

96 h 半致死浓度
96 h LC50(CFU/ml)

菌株 15 1.76×108 15 15 100.0 

Strain 15 1.76×107 15 3 20.0 

  1.76×106 15 0 0 

  1.76×105 15 0 0 

  1.76×104 15 0 0 

2.70×107 

 

 

 

 

 

哈维氏弧菌 1.10×108 15 15 100.0 3.50×106 

V. harveyi 1.10×107 15 10 66.7 

  1.10×106 15 4 26.7 

  1.10×105 15 0 0 

  1.10×104 15 0 0 

海水 Sea water  15 0 0 

 
 
 
 

 

 
 

图 3  依据 16S rDNA 基因序列构建的菌株 15 与相近菌株的系统进化树 
Fig.3  Phylogenetic tree of Strain 15 with other similar strains based on 16S rDNA sequences 

节点数字表示 bootstrap 支持率，1000 次重复 
Numbers at nodes indicate the percentage of bootstrap support after 1000 replicates 
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图 4  菌株 15 全细胞脂肪酸气相色谱 
Fig.4  Gas chromatographic diagram of Strain 15 whole cell fatty acid 

 
表 5  菌株 15 全细胞脂肪酸的气相色谱鉴定结果 

Tab.5  Identification result of Strain 15 based on gas chromatographic analysis of whole cell fatty acid 

菌株编号 Strain number 数据库 Database 相似度 Similarity index 登录名称 Entry name 

15 TSBA6 6.10 0.595 Pseudoalteromonas tetraodonis 
15 TSBA6 6.10 0.516 Pseudoalteromonas nigrifaciens 

 
3  讨论 

假交替单胞菌为革兰氏阴性、杆状细菌，目前，

已发现 30 余种来自于海洋的假交替单胞菌属细菌，

游海假交替单胞菌(P. haloplanktis ATCC 14393T)为该

属的模式菌种(Gauthier et al, 1995)。假交替单胞菌在

海洋中分布广泛，能够漂浮或营附着生活，甚至在深

海、极地等极端海洋环境中也有存在(Skovhus et al, 

2004)。该属细菌代谢类型多，根据产色素与否，分

为产色素种和不产色素种。产色素种通常产生多种胞

外生物活性物质，具有抗细菌(Longeon et al, 2004)、

抗真菌(詹萍等, 2007)和溶藻(黄姿等, 2008)等活性；

而不产色素种类多具有卡拉胶酶、几丁质酶、褐藻酸

酶、低温酶的活性，对环境的耐受性较强(Bowman, 

2007)，在海洋生态系统中具有重要的作用。本研究

从对虾养殖环境中分离的弧菌拮抗菌株 15 即为一株

假交替单胞菌，产黄色色素，对多种海水养殖动物病原

弧菌具有拮抗活性(图 1、图 2)。 

在水产养殖中，利用细菌间的拮抗特性控制养殖

动物疾病的方法已经有较多的报道(Balcázar et al, 

2007; Leyva-Madrigal et al, 2011)。研究发现，许多拮

抗菌产生的抑菌物质能够杀死或抑制病原菌生长。假

交替单胞菌种类较多，至今已发现多个菌株具有拮抗

菌特性，多种从珊瑚(Montipora aequituberculata)中分

离的假交替单胞菌(P. flavipulchra)能够合成分子量为

60  kDa 的抗菌蛋白，对耐甲氧西林葡萄球菌株

(Staphylococcus aureus)具有强抗菌活力(Chen et al, 

2010)。从卵石上分离出的一株假单胞菌 X153 能够分

泌分子量为 87 kDa 的抗菌蛋白，该抗菌蛋白对人皮

肤病原及多种鱼类病原弧菌均具有强的抑制效果，还

能够提高贝类幼体成活率(Longeon et al, 2004)。王树杉

(2009)1)从海水养殖环境中分离的杀鱼假交替单胞菌 
                            

1) 王树杉. 海洋有益菌 JG1 的分类鉴定及其抑菌活性物质的分离纯化与性质研究. 中国海洋大学硕士研究生学位论文, 
2009, 42–44 
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JGl，可分泌蛋白类抑菌物质，能抑制哈维氏弧菌和

鳗弧菌的生长，且该菌对养殖动物安全性较高，可作

为水产养殖中的有益菌加以研究和应用。本研究分离

并鉴定的假交替单胞菌 15，对弧菌同样表现出良好

的拮抗作用，但其抗菌机理还有待查明。 

对虾养殖是世界渔业经济的支柱产业，近年来，

受弧菌病的影响，多地养殖对虾发生早期死亡症

(Kumar et al, 2014; Joshi et al, 2014)，为了寻找替代抗

生素的防治方法，利用有益微生物拮抗作用进行对虾

早期死亡症的微生物防治将成为未来发展的方向之

一。尽管研究结果表明，有多种假交替单胞菌对不同

病原菌具有良好的拮抗特性，可以作为有益菌使用，

但也发现部分菌株(P. undina)对养殖鱼类表现出一定

致病性(Pujalte et al, 2007)。国内研究也表明，假交替

单胞菌可引起养殖刺参溃疡病(孟庆国等, 2006)及腐

皮综合征(王印庚等, 2006)。本研究对所分离菌株 15

采用注射及浸泡方式进行生物安全性评价，结果显

示，两种感染方式的 LD50与 96 h LC50分别为 1.84×107 

CFU/ml 与 2.70×107 CFU/ml，该浓度下，试验对虾出

现临床症状，而 Vijayan 等(2006)发现的生物安全性较

高的弧菌拮抗菌(Pseudomonas PS-102)，在浸泡浓度达

到 107 CFU/ml 时，浸泡对虾斑节对虾不表现出临床

症状，没有出现死亡，表明本研究分离的菌株 15 在

高浓度时对对虾具有潜在的毒性。因此，在对该菌株

开发应用之前，尚需开展相关研究，阐明该菌株的致

病机制，并寻找减毒方法。 
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Isolation and Identification of a Bacterial Strain with  
Vibrios-Antagonism from Shrimp Ponds 

ZHANG Huanhuan1,2, WANG Xiuhua2①
, LI Chen2, HUANG Jie2,3 

(1. College of Marine Life Sciences, Ocean University of China, Qingdao  266003; 2. Key Laboratory of Sustainable 
Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture; Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery 

Sciences, Qingdao  266071; 3. Function Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Qingdao 
National Laboratory for Marine Science and Technology, Qingdao  266071) 

Abstract    Vibrios were common microbe in marine aquaculture. Most of them such as Vibrio 
anguillarum, V. harveyi and V. parahaemolyticus etc. were opportunistic pathogen to aquaculture animals. 
In the latest years, shrimp culture worldwide was subjected to heavy economic loss which was caused by 
V. parahaemolyticus infection. In order to find a high effective and safety method to control the serious 
shrimp vibrio disease, instead of using antibiotics, screening and using probiotics is a promising way. In 
this study, a strain was isolated from a shrimp pond and designated as 2013082515 (Strain 15). The 
antibacterial effect and minimum antibacterial concentrations of Strain 15 were analyzed using V. 
anguillarum, V. harveyi and V. parahaemolyticus as indicator bacteria. At the same time, the antibacterial 
effect of Strain 15 against other seven marine vibrios including V. vulnificus, V. alginolyticus, V. 
diabolicus, V. campbellii, V. natriegens, V. brasiliensis and V. rotiferianus was analyzed. Biological 
safety evaluation test on Strain 15 used as probiotic was conducted by injection and immersion challenge. 
The results showed that Strain 15 had obvious antibacterial effect against three indicator bacteria. 
Furthermore, the strongest antibacterial effect presented on V. anguillarum with an inhibition zone around 
(34.90±0.36) mm, the second largest inhibition zone presented on V. harveyi around (25.74±0.17) mm; 
The minimal inhibitory concentration of Strain 15 on V. anguillarum, V. harveyi and V. parahaemolyticus 
was 2.50×104 CFU/ml, 2.50×105 CFU/ml, and 2.50×105 CFU/ml respectively, and the antibacterial effect 
of Strain 15 against other 7 vibrios were obtained in different degree. Data also showed that Strain 15 at 
high concentrations (injection challenge 1.84×107 CFU/ml, immersion challenge 4.17×107 CFU/ml) had 
potential toxicity to shrimp. In order the identify Strain 15, both gas chromatographic analysis of bacterial 
whole cell fatty acids and 16S rDNA sequencing were employed. The results showed that Strain 15 was a 
Pseudoalteromonas sp. Results from this study could provide technical support for developing biological 
agents used for preventing vibriosis in aquatic animals. 
Key words    Pseudoalteromonas sp.; Antagonistic bacteria; Vibrio; Antibacterial effect 
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