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摘要:卵形鲳鲹(Trachinotus
 

ovatus)是一种生长快速且肉质鲜美的经济型海水养殖鱼类,但是近些年为满足

人们的日常需求,在不断的扩大养殖下病菌也逐渐泛滥。溶藻弧菌(Vibrio
 

alginolyticus)是华南沿海地区海

水养殖鱼类细菌性鱼病的主要致病菌之一,对水产养殖业造成巨大损失。本文对黄连(Coptis
 

chinensis
 

Franch)的抗菌作用进行系统研究,目的是为由溶藻弧菌引起的爆发性细菌性鱼病的高效防治提供科学的用药

依据。本研究采用二倍稀释法测定黄连水提物对卵形鲳鲹源溶藻弧菌的最低抑菌浓度(MIC)、最低杀菌浓度

(MBC)和半数致死量(LD50),并使用BCA蛋白浓度测定试剂盒测定细菌超声破碎上清液中可溶性蛋白含量。
实验表明,黄连水提物对溶藻弧菌具有明显的抑制作用,其对溶藻弧菌的 MIC、MBC和LD50 的值分别为

7.800
 

mg/mL、31.250
 

mg/mL和15.625
 

mg/mL。胞内可溶性蛋白含量变化的结果提示黄连发挥抑菌作用

的机制可能是通过损伤细菌的细胞壁导致细菌内容物的释放并引起菌体的裂解死亡。黄连具有发展成为一种

高效抗水产病害中草药制剂的潜力。
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0 引言

  我国是水产养殖大国,主要养殖品种包括草鱼、
斑点叉尾鮰、卵形鲳鲹、石斑鱼、对虾、牡蛎、马氏珠母

贝和各种食用植物等。而卵形鲳鲹(Trachinotus
 

ovatus)由于其肉质鲜美营养价值高深受人们喜爱。

然而,随着城市化、工业化、养殖规模化进程的加快,
水产养殖环境日益恶化,各种病害频繁爆发[1],不仅

病害的种类日渐增多,发病时间也从以往的春夏、夏
秋等季节交替之时,发展成全年不间断的爆发式发

病,水产病害问题已严重威胁着华南地区水产养殖业

的健康可持续发展。溶藻弧菌(Vibrio
 

alginolytic-

1
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1.2.4, 2.2，图2中为7.900，请核对哪个是正确浓度。
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us)作为华南沿海地区海水养殖鱼类细菌性鱼病的主

要致病菌之一,其导致的鱼病具有发病迅速、死亡率

高、流行面广等特点,严重威胁着华南地区水产养殖

业的健康可持续发展。弧菌病的防治一直是鱼病学

研究的重点。水产养殖过程中,使用抗生素等化学药

物进行泼洒或者饲料拌喂是治疗细菌病的主要手段,
但是抗生素的滥用加剧了耐药菌株的产生,导致生态

环境不断恶化,还造成了水产品中有害药物残留等重

大食品安全问题。与抗生素等化学药物相比,中草药

具有绿色低毒、无残留和不易产生耐药性等优点,而
且中草药的抗菌、抗病毒、驱虫、提高动物免疫力和促

进生长等作用也已被现代科学所证实。深入开展中

草药在鱼病防治中的研究,是解决水产养殖中抗生素

滥用所造成的耐药性和药物残留问题的关键,是实现

水产养殖业绿色环保、高效生态的重要发展方向。已

有的研究成果证实,中草药利用其特有的多糖、甙类、
醇类、萜类、有机酸及生物碱等有效活性成分发挥抗

病害的功能,具体的作用方式包括:(1)破坏细菌的细

胞壁、细胞膜的完整性引起细菌内容物的释放,最终

导致细菌裂解死亡;(2)干扰病原微生物的蛋白质或

遗传物质的合成,影响其正常的生理代谢;(3)提高水

产养殖动物的免疫相关酶活力,激活其自身免疫防御

机制,以抵抗病原微生物的入侵。我们利用前期在广

西大宗海水养殖鱼类卵形鲳鲹中分离得到的致病性

溶藻弧菌为研究对象,在借鉴传统中草药理论研究和

实践的基础上,选取具有抗菌消炎作用的黄连,测定

了黄连对广西卵形鲳鲹源溶藻弧菌的抑制作用,并对

黄连抑制溶藻弧菌的抗菌作用机制进行研究。通过

对黄连的抗菌作用进行系统研究,为探究由溶藻弧菌

引起的爆发性细菌性鱼病的高效防治提供科学的用

药依据。

1 材料与方法

1.1 材料

  本研究所用的黄连购自广西南宁一心大药房;溶
藻弧菌分离自广西钦州湾网箱养殖的发病卵形鲳鲹,
编号为 TOQZ01,保存于本实验室-80℃超低温冰

箱;LB培养基和琼脂平板等购自广州环凯微生物有

限公司;BCA蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司;生化培养箱购自上海博迅,超净

工作台为AIRTECH。

1.2 方法

1.2.1 溶藻弧菌菌液制备

  将保存的溶藻弧菌划线接种于琼脂平板,置于

28
 

℃培养24
 

h后,挑取单菌落接入LB培养基中振

荡培养6
 

h,采用平板计数法计数,将菌液稀释至1×
106

 

CFU/mL,置于4℃冰箱中保存备用。

1.2.2 溶藻弧菌菌液浓度与OD值回归方程的计算

  将溶藻弧菌菌液接种于1
 

mL
 

LB培养基中,

28℃
 

摇床震荡培养12
 

h后,用500
 

L灭菌生理盐

水5
 

000
 

g
 

10
 

min离心清洗2次,然后将其混匀于1
 

mL灭菌生理盐水。细菌悬液稀释以后,以平板法培

养计数。细菌悬液进行梯度稀释,以灭菌生理盐水作

为对照,用分光光度计分别测定600
 

nm处波长,计
算回归方程[13]。

1.2.3 黄连水提物的制备

  将黄连在电热鼓风干燥箱中60℃烘干至恒重,
然后将其粉碎并用100目筛过滤。称取50

 

g黄连置

于超纯水中4℃浸泡过夜,文火煎煮浓缩后用4层灭

菌纱布过滤药液,然后将黄连煎煮至生药含量为500
 

mg/mL,4℃冰箱中避光保存备用。

1.2.4 最低抑菌浓度、最低杀菌浓度和半数致死量

的测定

  采用二倍稀释法测定黄连水提物对溶藻弧菌的

最低抑菌浓度(Minimum
 

inhibitory
 

concentration,

MIC)、最低杀菌浓度(Minimum
 

bactericidal
 

concen-
tration,MBC)和半数致死量(Median

 

lethal
 

dose,

LD50)。黄连煎煮水提物的浓度为500
 

mg/mL,然后

采用二倍稀释法将其在LB培养基中稀释至500.000
 

mg/mL、250.000
 

mg/mL、125.000
 

mg/mL、62.500
 

mg/mL、31.250
 

mg/mL、15.625
 

mg/mL、7.800
 

mg/mL、3.900
 

mg/mL共8个浓度梯度。分别将10
 

μL溶藻弧菌菌液接入8个浓度梯度的黄连药液中,
溶藻弧菌菌液接入LB培养基中作为对照组(Con),
然后28℃

 

摇床震荡培养24
 

h。用500
 

μL灭菌生理

盐水5
 

000
 

g
 

10
 

min离心清洗2次后,混匀于200
 

μL
灭菌生理盐水,以灭菌生理盐水作为对照,用分光光

度计分别测定600
 

nm处波长OD值(OD600),确定黄

连水提物对溶藻弧菌的抑制率,其计算公式为:抑制

率=[1-(OD实验组-OD空白组)/(OD对照组-OD空白组)]

×100%。无菌生长的最高稀释管对应的药液浓度即

为黄连水提物对广西卵形鲳鲹源溶藻弧菌的 MBC
 

值,并吸取该管及上一浓度梯度管的培养液0.1
 

mL,
涂布于琼脂平板上,28

 

℃培养24
 

h,无菌落形成则证

明 MBC值无误。每个实验重复3次。

1.2.5 细菌内可溶性蛋白含量测定

  将溶藻弧菌菌液(OD=1.2)离心移除上清液后,
接入1

 

mL含有黄连煎煮水提物的LB培养基中,4℃
孵育2h,收集细菌作为实验组1(T1),溶藻弧菌菌液

接入相应量的LB培养基作为对照组(Con)。然后在

2
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28℃摇床中震荡培养。分别在4
 

h、8
 

h、10
 

h收集细

菌,用500
 

μL灭菌PBS
 

5
 

000
 

g
 

10
 

min离心清洗2
次后,混匀于灭菌PBS中超声破碎,然后4℃

 

5
 

000
 

g
 

10
 

min离心后收集上清液,使用BCA蛋白浓度测定

试剂盒测定上清液中可溶性蛋白含量。每个实验重

复3次。
 

2 结果与分析

2.1 溶藻弧菌菌液浓度与OD值的回归方程

  如图1所示,溶藻弧菌菌液浓度和菌液的OD值

之间具有较好的线性关系,其回归方程为y
 

=
 

5×
109x-2×108,R2=0.9995,说明细菌数与OD600 之

间存在着很好的线性关系。

图1 溶藻弧菌细菌浓度和菌液OD值的回归方程

  Fig.1 The
 

regression
 

equation
 

of
 

bacterial
 

concentration
 

and
 

OD
 

value
 

of
 

V.alginolyticus

2.2 黄连水提物对溶藻弧菌的 MIC、MBC和LD50的

  黄连水提物对溶藻弧菌的抑制结果如图2所示,
黄连水提物对溶藻弧菌具有明显的抑制作用,当浓度

高于7.900
 

mg/mL,黄连水提物对溶藻弧菌抑制效

率有显著性的差异,当浓度高于31.250
 

mg/mL时,
黄连水提物对溶藻弧菌抑制效率可达到95%以上,
当浓度为15.625

 

mg/mL时,抑菌浓度大于50%,即
达到了半致死浓度。其对溶藻弧菌的 MIC、MBC和

LD50 的值分别为7.800
 

mg/mL、31.250
 

mg/mL和

15.625
 

mg/mL。

图2 黄连水提物对溶藻弧菌的抑制率

  Fig.2 The
 

antibacterial
 

effects
 

of
 

Coptis
 

chinensis
 

Franch
 

water
 

extracts

2.3 黄连水提物对溶藻弧菌的抑制作用的机制

  如图3A所示,溶藻弧菌与黄连煎煮水提物中

4℃孵育2
 

h后,与对照组相比,上清液中可溶性蛋白

含量显著降低,如图3B所示,溶藻弧菌与黄连煎煮

水提物在28℃摇床中震荡培养8
 

h后,对照组细菌的

可溶性蛋白随时间的延长含量逐步升高,而实验组细

菌的可溶性蛋白浓度在各个时间点均处于较低水平

且无明显变化,但各个时间点的可溶性蛋白浓度与对

照组之间出现了极显著的降低。说明黄连水提物可

能通过损伤细菌的细胞壁导致细菌内容物的释放,引
起菌体的裂解死亡。

图3 黄连水提物对溶藻弧菌的抑制作用机制

  Fig.3 The
 

antibacterial
 

mechanisms
 

of
 

Coptis
 

chinensis
 

Franch
 

water
 

extracts
 

against
 

V.alginolyticus

3 讨论

  本研究中,我们选取传统中医理论中具有抗菌消

炎作用的黄连作为研究对象,首先研究其对广西卵形

鲳鲹源溶藻弧菌的抑制作用,研究结果显示黄连水提

物对溶藻弧菌具有明显的抑制作用,其对溶藻弧菌的

MIC、MBC 和 LD50 的 值 分 别 为 7.800
 

mg/mL,

31.250
 

mg/mL,和15.625
 

mg/mL(图2),也就是说

当黄连水提物高于31.25
 

mg/m时,可以完全抑制溶

藻弧菌的生长。该结果表明,黄连水提物在浓度较低

时对细菌的生长就有良好有的抑制作用,所以黄连具

有发展成为高效抗病害中草药制剂的潜力。由于菌

体内可溶性蛋白主要是参与各种代谢的酶类,其含量

可指示细菌体内代谢情况的变化[14],因此我们通过

分析菌体内可溶性蛋白的含量,对黄连水提物抑制溶

藻弧菌的抗菌作用机制进行了初步研究。研究结果

发现,将黄连水提物与溶藻弧菌在4℃孵育2
 

h后超

声破碎提取上清,与未进行药物处理的对照组细菌相

比,药物处理组的细菌上清液中可溶性蛋白含量显著

降低(图3A)。由于处理温度为4℃时,细菌的细胞

活动基本停止,代谢相关的蛋白合成基本停止,说明

黄连可能通过损伤细菌的细胞壁,导致细菌内容物的

释放而使菌体裂解死亡。如图3B所示,将溶藻弧菌

与黄连煎煮水提物在28℃摇床中震荡培养,分别在4
 

h、6
 

h、8
 

h收集细菌并进行离心清洗和超声破碎,然
后使用BCA蛋白浓度测定试剂盒测定上清液中可溶

性蛋白含量,结果显示无药物处理的对照组细菌的可

3
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溶性蛋白含量逐渐升高,而黄连孵育处理的实验组细

菌的可溶性蛋白含量浓度始终处于较低水平且无明

显变化,说明黄连不仅具有高效的抑制溶藻弧菌的效

力,而且药效稳定作用时间长(图3B)。综上结果表

明,黄连具有发展成为一种高效抗水产病害中草药制

剂的能力。未来我们将进一步系统开展黄连在鱼活

体水平的抗菌保护效力和提高鱼体免疫力的研究。
基于中草药着力开展绿色无药残的新型抗病害中药

制剂的研究,对于促进水产养殖业持续健康发展,确
保水产品质量和食品安全意义重大[15􀆼16]。

4 结论

  本文首次系统研究并证实了黄连对广西卵形鲳

鲹源溶藻弧菌的抑制作用,并对其抑制溶藻弧菌的抗

菌作用机制进行了研究。本研究采用二倍稀释法测

定黄连水提物对溶藻弧菌的最低抑菌浓度(MIC)、最
低杀菌浓度(MBC)和半数致死量(LD50),结果分别

为7.800
 

mg/mL、31.250
 

mg/mL和15.625
 

mg/

mL。将黄连水提物与细菌共同孵育时,发现随着时

间的推移细菌胞内可溶性蛋白明显下降,结果显示黄

连发挥抑菌作用的机制可能是通过损伤细菌的细胞

壁导致细菌内容物的释放并引起菌体的裂解死亡。
所以黄连有望发展成为一种高效抗水产病害中草药

制剂。
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Abstract:Trachinotus
 

ovatus
 

is
 

an
 

important
 

marine
 

fish
 

with
 

high
 

economic
 

value
 

due
 

to
 

its
 

delicious
 

taste
 

and
 

rapid
 

growth
 

in
 

China.Under
 

the
 

highly
 

sought,aquatic
 

farming
 

continuously
 

extend,but
 

various
 

disea-
ses

 

emerged.Vibrio
 

alginolyticus
 

is
 

one
 

of
 

the
 

most
 

serious
 

pathogens
 

in
 

the
 

coastal
 

areas
 

of
 

South
 

China
 

in-
cluding

 

Guangxi.The
 

antimicrobial
 

effects
 

of
 

Coptis
 

chinensis
 

Franch
 

on
 

Vibrio
 

alginolyticus
 

was
 

systemati-
cally

 

studied
 

in
 

this
 

study,in
 

order
 

to
 

lay
 

the
 

scientific
 

foundation
 

of
 

effective
 

prevention
 

and
 

treatment
 

for
 

bacterial
 

fish
 

diseases.In
 

this
 

study,the
 

MIC,MBC
 

and
 

LD50 values
 

of
 

aqueous
 

extract
 

of
 

C.chinensis
 

against
 

V.alginolyticus
 

from
 

T.ovatus
 

were
 

determined
 

by
 

double
 

dilution
 

method.After
 

sonic
 

disruption,the
 

solu-
ble

 

protein
 

contents
 

in
 

V.alginolyticus
 

were
 

determined
 

by
 

BCA
 

protein
 

concentration
 

assay
 

kit.The
 

water
 

extracts
 

of
 

C.chinensis
 

had
 

obvious
 

inhibitory
 

effects
 

on
 

V.alginolyticus,whose
 

MIC,MBC
 

and
 

LD50 values
 

were
 

7.800
 

mg/mL,31.250
 

mg/mL
 

and
 

15.625
 

mg/mL,respectively.The
 

changes
 

of
 

soluble
 

protein
 

con-
tents

 

in
 

supernatants
 

suggested
 

that
 

C.chinensis
 

could
 

play
 

the
 

inhibitory
 

role
 

by
 

damaging
 

the
 

bacterial
 

cell
 

wall
 

and
 

causing
 

the
 

release
 

of
 

bacterial
 

contents,which
 

resulted
 

in
 

bacteria
 

lysis
 

and
 

death.C.chinensis
 

has
 

the
 

potential
 

to
 

develop
 

a
 

highly
 

effective
 

Chinese
 

herbal
 

medicine
 

against
 

aquatic
 

diseases.
Key

 

words:Trachinotus
 

ovatus,Vibrio
 

alginolyticus,Coptis
 

chinensis
 

Franch,antimicrobial
 

activity
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