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威灵仙水提物对卵形鲳鲹源溶藻弧菌的抑制作用*
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院,广西海洋天然产物与组合生物合成化学重点实验室,广西南宁 530007)

摘要:近年来水产养殖行业不断扩大,但随之而来的鱼病对养殖行业造成了巨大损失。本研究以卵形鲳鲹(前
期发病)上分离出的溶藻弧菌为实验对象,批量筛选多种中草药,选择抑菌效果最好的一种或几种中草药,并探

究不同浓度中草药水提物的抑菌效果,确定其杀菌浓度(MBC)及最小抑菌浓度(MIC),再通过生化指标胞内

乳酸脱氢酶(Lactate
 

dehydrogenase,LDH)的含量来确定其杀菌机制。对大量中草药水提物的筛选结果表明,
威灵仙水提物对溶藻弧菌具有较好的抑制作用;通过二倍稀释法将威灵仙水提物进行逐级稀释后,发现其对溶

藻弧菌的致死浓度为500
 

mg/mL,最小抑菌浓度为250
 

mg/mL;孵育2
 

h后,实验组胞内LDH的含量明显比

对照组含量低,并且随着时间的推移,对照组含量先升高后降低,而实验组含量逐渐减少,实验组与对照组胞内

LDH含量出现显著性的差异。威灵仙水提物致死溶藻弧菌有可能是通过破坏细胞膜,使细胞内容物释放从而

引起菌体裂解。
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0 引言

  卵形鲳鲹(Trachinotus
 

ovatus)具有肉质鲜美、
生长迅速等优点,主要分布于热带及亚热带地区,在
我国主要分布在粤、琼、闽等省的沿海城市,是一种重

要的经济型养殖鱼类[14]。近年来由于过渡捕捞导致

自然水体鱼类减少,为解决日益增长的需求量,养殖

人员通过各种方式进行大规模饲养,其中以集约化网

箱养殖最为流行。集约化网箱养殖具有产量高、养殖

时间短等优势,但这种养殖方式易引发各种病害,对
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卵形鲳鲹养殖业的发展造成了极大影响[59]。

  溶藻弧菌(Vibrio
 

alginolyticus)是一种嗜盐、嗜
温菌,广泛分布在热带及亚热带沿海地区[1011]。溶藻

弧菌为海洋生物土著菌之一,属条件致病菌,可以人

畜共患[1214];一旦暴发具有发病迅速、死亡率高、流行

面广等特点,造成社会经济损失的同时也严重威胁着

人类的生命安全[3]。抗生素的使用一度减少了水产

动物疾病的暴发,但是近些年抗生素滥用的潜在危害

也相继出现,例如抗生素耐药及残留,不仅导致环境

不断恶化,而且其通过食物链的传递对人类食品安全

产生了巨大危害[15,16]。在当前禁抗限抗背景下,水
产养殖行业更加偏向于中草药的使用,不仅由于其绿

色无污染,更是由于其具有显著的抗菌抗病毒功

效[1719]。深入开展中草药在水产动物防治中的运用

研究,是实现水产养殖业绿色环保、高效生态的重要

发展方向。

  本研究以前期发病卵形鲳鲹上分离的溶藻弧菌

为实验对象。首先,通过在多种中草药中逐个筛选,
确定抑菌效果较好的中草药做进一步深入研究;然
后,探究其不同浓度水提物的抑菌效果,确定其杀菌

浓度及最小抑菌浓度;最后,通过胞内乳酸脱氢酶

(Lactate
 

dehydrogenase,
 

LDH)含量的测定来分析

其潜在的杀菌机制。分析该中草药水提物对溶藻弧

菌的抑制作用,确定其水提物导致溶藻弧菌的死亡机

制,可为今后研发抗病渔用中草药制剂提供理论

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

  溶藻弧菌(编号为TOQZ01)分离自广西钦州湾

网箱养殖中发病的卵形鲳鲹,并超低温保存于广西海

洋天然产物与组合生物合成化学重点实验室。白茅

根、薄荷、鹅不食草、威灵仙、鸡骨草、青蒿、栀子、桑
叶、田基黄,均购自广西南宁一心大药房;0.22

  

μm微

孔滤柱购自 Millipore;LB培养基、LB琼脂平板和

TCBS培养基等购自广州环凯微生物有限公司;BCA
蛋白浓度测定试剂盒和乳酸脱氢酶测定试剂盒购自

上海碧云天生物技术有限公司。生化培养箱购自上

海博迅医疗生物仪器股份有限公司;酶标仪购自

Thermo公司,超净工作台为AIRTECH。

1.2 方法

1.2.1 溶藻弧菌菌液的制备

  将保存的溶藻弧菌划线接种于琼脂平板,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,并置于4℃冰箱中保存备用。

1.2.2 中草药水提物的制备

  将白茅根、薄荷、鹅不食草、威灵仙、鸡骨草、青
蒿、栀子、桑叶、田基黄9种中草药分别用A、B、C、D、

E、F、G、H、I表示。

  将各中草药分别烘干至恒质量,于干燥器中冷却

后粉碎,过100目筛滤网。分别称取50
 

g中草药粉

末,超纯水中4℃浸泡过夜;中草药经文火煎煮浓缩

后,武火收汁,用4层灭菌纱布过滤药液;将药液稀释

至中草药含量为500
 

mg/mL,4℃冰箱中避光保存备

用。使用前经13
 

400
 

g离心3
 

min,上清液即为中草

药水提物。

1.2.3 中草药的初筛

  将溶藻弧菌37℃摇床180
 

r/m培养19
 

h,3
 

000
 

g离心5
 

min,弃上清,用已灭菌的生理盐水洗2次,
再用生理盐水重悬至OD600 等于0.03,即为溶藻弧

菌的初始工作浓度。将溶藻弧菌接入无菌的96孔板

中,每孔10
 

μL,实验组加入100
 

μL
 

中草药水提物原

液,对照组加入100
 

μL灭菌生理盐水,空白组为110
 

μL灭菌生理盐水,4℃放置2
 

h、28℃孵育6
 

h,测

OD600。抑制 率 =[1-(OD600实验组 -OD600空白组)/
(OD600对照组 -OD600空白组)]×100%。

1.2.4 半致死浓度的测定

  半致死浓度(即抑制率达到50%以上)测定采用

二倍稀释法。首先,用二倍稀释法将中草药水提物在

LB培养基中逐级稀释至500.00,250.00,125.00,

62.50,31.25,15.625,7.80,0
 

mg/mL;接着,将溶藻

弧菌菌液接入8个浓度梯度的药液中(保证菌液初始

菌浓度为1×107
 

CFU/mL),以中草药水提物浓度0
 

mg/mL组作为对照组(PCon),4℃放置2
 

h、28℃孵

育6
 

h,3
 

000
 

g离心10
 

min,用500
 

μL灭菌的生理盐

水清洗2次后,重悬于200
 

μL灭菌生理盐水中;然
后,以灭菌生理盐水作为孔板对照,用分光光度计分

别测定600
 

nm处波长;最后,计算中草药水提物对

溶藻弧菌的抑制率,其计算公式见1.2.3节。每个实

验重复3次。

1.2.5 细菌内乳酸脱氢酶(LDH)含量的测定

  将过夜培养的溶藻弧菌3
 

000
 

g离心5
 

min,经
灭菌生理盐水洗2次后,生理盐水重悬;分别取900

 

μL
 

LB
 

(Con组)和中草药水提物(Test组),同时加

入100
 

μL溶藻弧菌,保证每管的初始菌浓度为1×
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109
 

CFU/mL,每组3个重复;4℃放置2
 

h,然后28℃
摇床培养,分别在2,4,6,8

 

h取样,测定细菌内的

LDH含量。具体方法如下:

  (1)LDH 工作液的配制:20
 

μL乳酸溶液+20
 

μL
 

2piodophenyl3nitrophenyl
 

tetrazolium
 

chlo-
ride

 

(INT)溶液+20
 

μL酶溶液;
 

  (2)将处理好的样品3
 

000
 

g离心5
 

min,生理盐

水洗2次;

  (3)加入200
 

μL
 

20%的LDH释放剂,室温静置

1
 

h;

  (4)
 

8
 

000
 

g离心5
 

min后,取120
 

μL上清液加

入60
 

μL
 

LDH工作液,室温避光孵育30
 

min,测定

OD490。

1.2.6 数据统计

  用Excel
 

2010及SPSS
 

26软件进行数据处理及

统计,采用非参数T 检验及卡方检验。P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 中草药水提物抑菌效果的初筛

  图1为9种中草药水提物对溶藻弧菌存活率的

影响。从图1a中可以看出白茅根(A)、薄荷(B)、鸡
骨草(E)、桑叶(H)对细菌的存活率没有影响,和对照

组相比无显著性差异;鹅不食草(C)、威灵仙(D)、青
蒿(F)、栀子(G)、田基黄(I)对细菌的存活率都有一

定的抑制作用,与对照组相比具有极显著性的差异。
图1b为5种中草药水提物对细菌生长的抑制作用,
其中鹅不食草(C)、威灵仙(D)、青蒿(F)、栀子(G)、
田基 黄(I)对 溶 藻 弧 菌 抑 制 率 分 别 为 48.02%,

97.43%,80.97%,56.50%,69.64%,但是只有D组

威灵仙水提物抑菌浓度超过90%,故后续实验选用

威灵仙水提物进行致死机制研究。

2.2 威灵仙水提物对溶藻弧菌的抑制作用

  如图2所示,当威灵仙水提物浓度大于125
 

mg/

mL时,威灵仙水提物对溶藻弧菌的抑制作用随着浓

度的降低而下降;当浓度为125
 

mg/mL时,对溶藻

弧菌的抑制效果最弱,与对照组无显著性差异,其抑

制率见图3a;当浓度为500,250和125
 

mg/mL时,
对溶 藻 弧 菌 的 抑 制 率 分 别 为 90.09%,37.00%,

4.85%;当浓度小于125
 

mg/mL时,对溶藻弧菌的

生长具有促进作用,且在一定范围内随着浓度的升高

而降低,在62.5
 

mg/mL达到最大值,是对照组的

2.03倍,见图3b。

  A:白茅根;
 

B:薄荷;C:鹅不食草;D:威灵仙;E:鸡骨草;
F:青蒿;G:栀子;H:桑叶;I:田基黄;**:表示与对照组相比
差异极显著(P<0.01);Ns:表示与对照组相比差异不显著

A:Imperatacylindrica,B:Menthae
 

haplocalycis
 

Herba,
C:Herba

 

centipedae,
 

D:Clematis
 

chinensis
 

Osbeck,E:Abrus
 

cantoniensis
 

Hance,F:Artemisiae
 

annuae
 

Herba,G:Gardenia
 

jasminoides
 

Ellis,H:Morus
 

alba
 

L.,I:Hypericum
 

japoni-
cum

 

Thunb.Ex
 

Murray;**:Indicates
 

extremely
 

different
 

(P<0.01);Ns:Indicates
 

no
 

significant
图1 中草药水提物对溶藻弧菌存活率和抑制率的影响

  Fig.1 Effects
 

of
  

traditional
 

Chinese
 

medicines
 

water
 

ex-
tracts

 

on
 

the
 

survival
 

rate
 

and
 

inhibitor
 

rate
 

of
 

V.alginoly
ticus

  **:表示与对照组相比差异极显著(P<0.01);Ns:表
示与对照组相比差异不显著

  **:Indicates
 

extremely
 

different(P<0.01);Ns:Indi-
cates

 

no
 

significant
图2 不同浓度威灵仙水提物对溶藻弧菌的抑制效果

  Fig.2 Inhibition
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

C.
chinensis

 

Osbeck
 

water
 

extracts
 

on
 

V.alginolysis
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图3 威灵仙水提物对溶藻弧菌的作用效果

  Fig.3 Effection
 

of
 

C.chinensis
 

Osbeck
 

water
 

extracts
 

on
 

V.alginolysis

2.3 威灵仙水提物抑菌机制的研究

  图4为溶藻弧菌的生长曲线。由图4可以看到:
在4

 

h内,溶藻弧菌生长处于对数期,OD600 值随着

时间的推移逐渐增大;在4
 

h时,OD600 值达到最大,
而4

 

h以后,OD600 值达到稳定,且到达了平稳期。

图4 溶藻弧菌生长曲线

Fig.4 Growth
 

curve
 

of
 

V.alginolyticus

  图5为威灵仙水提物对溶藻弧菌胞内LDH 释

放量的影响。图5a为不同时间OD490 的变化,可以

看出对照组OD490 随着时间延长而增加,在6
 

h达到

最大值,随后在8
 

h时出现下降趋势,但各实验组

OD490 均低于对照组,且随着时间的推移释放量逐渐

减弱。图5b为各实验组胞内LDH 的释放量,其中

2,4,6,8
 

h的LDH释放量分别为24.11,9.21,7.43,

7.44
 

mU/mL。

图5 威灵仙水提物对溶藻弧菌胞内LDH的影响

  Fig.5 Effects
 

of
 

intracellular
 

LDH
 

in
 

V.alginolysis
 

by
 

C.chinensis
 

Osbeck
 

water
 

extracts

3 讨论

  中草药是我国文化的瑰宝,临床使用从古至今已

有几千年的历史。冯锐基等[20]研究发现:五倍子对

溶藻弧菌的抑菌圈直径为(16.37±0.14)
 

mm,MIC
和 MBC均为6.25

 

mg/mL;石榴皮对溶藻弧菌的抑

菌圈直径为(12.37±0.06)
 

mm,MIC和 MBC分别

为12.50,25.00
 

mg/mL。
 

李赫等[21]研究发现:茯苓

对嗜水气单胞菌的 MIC
 

为
 

15.63
 

mg/mL,小茴香、
昆布和姜黄对嗜水汽单胞菌的 MIC

 

均为
 

31.25
 

mg/

mL;丁香和黄芪对类志贺邻单胞菌的
 

MIC分别为
 

31.25和
 

62.5
 

mg/mL。这些研究结果均表明中草

药对溶藻弧菌有很好的抑制效果。本研究结果显示,

9种中草药对溶藻弧菌均有一定的抑制效果,其中鹅

不食草、威灵仙、青蒿、栀子、田基黄均有抑制溶藻弧

菌的作用,而且威灵仙、青蒿、栀子、田基黄可以达到

半致死浓度(抑制率大于50%),尤以威灵仙的抑菌
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效果最好。结果与前人研究报道一致,说明有很多中

草药对溶藻弧菌均可以产生很好的抑制作用。

  在不同浓度威灵仙水提物对溶藻弧菌的抑制作

用研究中,当水提物浓度为500
 

mg/mL时,其对溶

藻弧菌的抑制率可达到90.09%(当抑制率大于90%
时即达到细菌致死浓度),故500

 

mg/mL为威灵仙

水提物对溶藻弧菌的致死浓度。在一定浓度范围内,
威灵仙水提物对溶藻弧菌的抑制率随着浓度降低而

降低,当浓度为 125
 

mg/mL时抑制率最低,仅为

5.29%,与对照组无显著性差异;在本实验中,威灵仙

水提物浓度小于125
 

mg/mL时,其对溶藻弧菌的生

长起促进作用(在62.5
 

mg/mL时促进效果最明显,
是对照组的2倍),且在一定浓度范围内,随着浓度的

降低其促进效果逐渐降低,在7.8
 

mg/mL时达到最

低值,仅为对照组的1.15倍。也就是说,在250-
500

 

mg/mL时,威灵仙水提物对溶藻弧菌具有很好

的抑制作用;当浓度低于125
 

mg/mL时,威灵仙水

提物具有促进溶藻弧菌生长的作用,且当浓度低于

62.5
 

mg/mL时,随着浓度的降低促进效果逐渐减

弱。Liu等[22]使用金银花水提物及其单体对石斑鱼

虹彩病毒进行抑制作用研究,结果发现也存在浓度依

赖性———随着浓度的降低抗病毒效果逐渐减弱。徐

晓津等[23]研究发现,复方中草药对溶藻弧菌有较好

的抑制作用,且具有浓度依赖性。以上结果均与本实

验结果一致,可见威灵仙具有潜在的抑制溶藻弧菌的

作用,且具有一定的浓度依赖性。

  中草药对细菌的抑制作用机制有很多种[24],本
研究通过对乳酸脱氢酶的释放量来判定其作用方式。

LDH是糖代谢通路中重要的限速酶之一,是连接各

种细胞代谢的枢纽,直接和间接地激活信号传导途径

和调控免疫应答[25],所以胞内LDH的含量可以直接

反映细胞的存活状态,被看作是细胞膜完整性的重要

指标。从图 5a可以看出,在不同时间点,对照组

OD490 值一直保持一个平稳上升的趋势,在6
 

h达到

最大值,而8
 

h则出现一定的下降趋势,说明在前6
 

h
细菌一直在稳定地生长,所以胞内LDH含量逐渐上

升,但在8
 

h细菌生长已经达到稳定期,细菌生存环

境下降,导致部分细菌死亡,故而胞内LDH 含量降

低,这与其生长曲线结果(图4)一致。图5b是加入

威灵仙水提物的实验组,可以看到胞内LDH含量明

显低于对照组,这可能是由于威灵仙水提物对细菌的

细胞膜产生了一定的破坏,导致胞内 LDH 流失,

LDH含量降低,并且在4,6,8
 

h胞内LDH的含量基

本达到一个稳定的状态,可见随着时间的推移细菌已

被部分杀死,或者已经没有细菌继续生长,故LDH
的释放量逐渐减弱或趋于平稳。这就说明威灵仙水

提物对溶藻弧菌的抑制作用体现在细胞膜的破坏上,
这种破坏效应导致了胞内的LDH大量释放。综上,
威灵仙是一种发展绿色高效抗致病性溶藻弧菌制剂

的潜在药物,未来我们将进一步系统研究威灵仙对水

产动物其他致病菌的作用,同时致力于活体水平研究

威灵仙对机体免疫力的调控作用。

4 结论

  本研究证实了威灵仙水提物对致病性溶藻弧菌

具有抑制作用,并对其抗菌机制进行了研究。通过二

倍稀释法,确定了威灵仙水提物对溶藻弧菌的致死浓

度为500
 

mg/mL,最小抑菌浓度为250
 

mg/mL;通
过检测胞内LDH含量,确定威灵仙水提物对溶藻弧

菌的致死机制可能是通过破坏其细胞膜,使细胞内容

物释放从而引起菌体裂解。因此,威灵仙有望发展成

为一种高效抗水产病原菌的中草药制剂。
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Abstract:In
 

recent
 

years,with
 

the
 

expansion
 

of
 

aquaculture,the
 

ensuing
 

fish
 

disease
 

has
 

caused
 

great
 

losses
 

in
 

aquaculture
 

industry.In
 

this
 

study,Vibrio
 

alginolyticus
 

separated
 

from
 

sick
 

Trepanotus
 

ovatus
 

was
 

used
 

as
 

the
 

experimental
 

object,a
 

large
 

number
 

of
 

Chinese
 

medicines
 

in
 

batches
 

were
 

screened,and
 

one
 

or
 

several
 

Chinese
 

medicines
 

with
 

the
 

best
 

antibacterial
 

effect
 

were
 

selected.It
 

was
 

explored
 

that
 

the
 

antibacterial
 

effect
 

of
 

water
 

extracts
 

with
 

different
 

concentrations.It
 

was
 

determined
 

that
 

the
 

bactericidal
 

concentration
 

(MBC)
 

and
 

minimum
 

inhibitory
 

concentration
 

(MIC),and
 

the
 

bactericidal
 

mechanism
 

were
 

determined
 

by
 

the
 

con-
tent

 

of
 

intracellular
 

lactate
 

dehydrogenase
 

(LDH).By
 

the
 

results
 

of
 

screening
 

a
 

large
 

number
 

of
 

water
 

ex-
tracts

 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine,it
 

was
 

confirmed
 

that
 

Clematis
 

chinensis
 

Osbeck
 

had
 

a
 

good
 

inhibitory
 

effect
 

to
 

V.alginolyticus.The
 

screening
 

results
 

of
 

a
 

large
 

number
 

of
 

water
 

extracts
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

showed
 

that
 

C.chinensis
 

Osbeck
 

had
 

a
 

good
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

V.alginolyticus.
 

After
 

diluting
 

Clematis
 

chinensis
 

Osbeck
 

step
 

by
 

step
 

by
 

double
 

dilution
 

method,it
 

was
 

found
 

that
 

its
 

lethal
 

concentration
 

to
 

V.alginolyticus
 

was
 

500
 

mg/mL,and
 

the
 

minimum
 

inhibitory
 

concentration
 

was
 

250
 

mg/mL.After
 

2
 

h
 

of
 

incubation,the
 

intracellular
 

LDH
 

content
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

with
 

the
 

passage
 

of
 

time,the
 

intracellular
 

LDH
 

content
 

in
 

the
 

control
 

group
 

first
 

increased
 

and
 

then
 

decreased,while
 

the
 

content
 

of
 

the
 

experimental
 

group
 

gradually
 

decreased.The
 

intracellular
 

LDH
 

content
 

of
 

the
 

experimental
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

showed
 

a
 

significant
 

difference.The
 

death
 

mecha-
nism

 

of
 

C.chinensis
 

Osbeck
 

induced
 

V.alginolyticus
 

may
 

be
 

caused
 

by
 

destruction
 

of
 

cell
 

membrane
 

to
 

re-
lease

 

cell
 

contents
 

and
 

lead
 

to
 

cell
 

lysis.
Key

 

words:Clematis
 

chinensis
 

Osbeck,Trachinotus
 

ovatus,Vibrio
 

alginolyticus,antimicrobial
 

activity,LDH
 

content
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