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凡纳滨对虾养殖体系中群体感应淬灭菌的筛选、 
安全性评估及发酵条件优化* 

于  鹏 1,2  叶海斌 2  单洪伟 1①  马  甡 1  王  腾 1 
(1. 中国海洋大学  海水养殖教育部重点实验室  青岛  266003; 

2. 山东省海水养殖病害防治重点实验室  山东省海洋生物研究院  青岛  266104) 

摘要    从凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamai)养殖体系中筛选得到具有群体感应淬灭(Quorum 
quenching, QQ)活性的潜在功能菌，并对菌株进行 16S rDNA 鉴定、安全性评估及发酵条件优化。

采用根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens) A136 液体 X-gal 法进行活性菌株筛选，发现 2 株细菌

(BDZ5 和 W1B)的发酵液对信号分子己酰基高丝氨酸内酯(C6-HSL)具有显著的降解作用，但经沸水

浴处理后均丧失降解活性。经 16S rDNA 基因序列分析，菌株 BDZ5 和 W1B 分别被鉴定为芽孢杆

菌属(Bacillus)和科贝特氏菌属(Cobetia)。安全性评估结果显示，菌株 BDZ5 和 W1B 均无溶血性，

且对多数抗生素具有敏感性，注射 2 株活性菌未提高凡纳滨对虾死亡率，且对凡纳滨对虾血清免疫

酶活性无显著影响。单因素条件优化结果显示，在起始 pH 为 7.0、盐度为 20、0.0005%的 MnCl2

条件下培养 48 h 后，菌株 BDZ5 达到最大生长量；在起始 pH 为 6.0、盐度为 40、0.05%的 CaCl2

条件下培养 48 h，菌株 W1B 达到最大生长量。2 株菌的最适信号分子 C6-HSL 降解条件与其生长

条件有所不同，在起始 pH 为 7.5、盐度为 30、0.0005%的 MnCl2 条件下培养 48 h，2 株活性菌对信

号分子 C6-HSL 的降解率达到最大值。研究表明，菌株 BDZ5 和 W1B 可作为益生菌应用于水产养

殖，为基于 QQ 角度防治对虾细菌性病害提供优良菌种。 
关键词    凡纳滨对虾；细菌性病害防治；群体感应淬灭菌株；安全性；条件优化 
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随着凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamai)养殖业

的 不 断 发 展 ， 急 性 肝 胰 腺 坏 死 综 合 征 (Acute 
Hepatopancreatic Necrosis Disease, AHPND) (Soto- 
Rodriguez et al, 2015)、发光病(Luminous Bacterial 
Disease) (Lavilla-Pitogo et al, 1990)、红体病(Red Body 
Disease) (Cao et al, 2014)等细菌性病害频发，给对虾

养殖业造成了严重的经济损失，阻碍了其进一步健康

发展。使用抗菌药物是控制细菌性病害的主要方法，

但会造成病原菌耐药性的产生，并对生态环境及人类

健康有危害(Elmahdi et al, 2016)。因此，亟待探索新

的环境友好型的对虾细菌性病害防治手段。 
群体感应(Quorum sensing, QS)是广泛存在于细
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菌之间的一种特殊的通讯手段，细菌可以通过向环境

中释放特定的信号分子，如不同碳链长度的 N-酰基

高丝氨酸内酯(N-acylhomoscrine lactones, AHLs)、自

诱导肽 (Autoinducing peptides, AIPs)和自诱导物 -2 
(Autoinducter-2, AI-2)等，并通过感知信号分子浓度的

变化调控特定基因的表达(Whiteley et al, 2017)。对虾

养殖过程中常见的病原菌包括哈维氏弧菌 (Vibrio 
harveyi)、坎贝氏弧菌 (V. campbellii)、副溶血弧菌    
(V. parahaemolyticus)等(Austin et al, 2006; Haldar et al, 
2011; Joshi et al, 2014)。Ng 等(2009)研究表明，多数

病原菌的毒力因子表达及致病性的产生与其 QS 系统

具有密切联系。抑制病原菌的 QS 系统，即群体感应

淬灭 (Quorum quenching, QQ) (Grandclément et al, 
2015)可以在不杀死病原菌的前提下减轻其致病性 
(王岩等，2017)。Tinh 等(2007)曾从凡纳滨对虾体内

筛选得到 3 株 QQ 菌，并发现该 3 株菌能对哈维氏弧

菌产生的信号分子起到降解作用，进而调控其代谢活

动。Vinoj 等(2014)研究发现，具有 QQ 功能的地衣芽

孢杆菌(Bacillus licheniformis)能有效减少由副溶血弧

菌引起的印度明对虾 (Fenneropenaeus indicus)死亡

率。这些研究均表明，基于 QQ 角度防治水产动物细

菌性病害问题的可行性及巨大潜力。 
本研究以根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens) 

A136 株为报告菌，在实验室已筛选得到的菌株基础

上，进一步采用 Tang 等(2013)所构建的 A136 液体

X-gal 法，从凡纳滨对虾体内及养殖环境中筛选到具

有 QQ 功能的活性菌株，探讨了活性菌株的安全性，

并通过单因素实验探究了不同培养条件对活性菌株

生长及其对己酰基高丝氨酸内酯(C6-HSL)降解率的

影响，为基于 QQ 角度防治对虾细菌性病害提供优良

菌种和基础研究资料。 

1  材料与方法 

1.1  群体感应猝灭菌株的筛选 

从健康凡纳滨对虾体内及养殖环境中分离出纯

菌株后，以根癌农杆菌 A136 株为报告菌，参照并改

进 Tang 等(2013)所构建的 A136 液体 X-gal 法进行 QQ
菌的筛选。A136 于培养基(蛋白胨 10 g、酵母粉 5 g、
NaCl 10 g、H2O 1000 ml、pH 7.0；灭菌后加入终浓度

为 50 μg/ml 的壮观霉素和终浓度为 4.5 μg/ml 的四环

素)中活化 24 h 后，调节 OD600=0.5，并按 1%接种量

接种于新的 A136 培养基中，加入终浓度为 250 μg/ml
的 5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷(X-gal)共同培养

24 h。待测菌株在 LB 液体培养基(蛋白胨 10 g、酵母

粉 5 g、NaCl 30 g、H2O 1000 ml、pH 7.2~7.4)中活

化 24 h 后稀释至 OD600 nm=0.5，然后，按 2%接种量接

种于新的 LB 液体培养基中培养 24 h。取 178 μl 培养

好的待测菌发酵液与 2 μl 5 mmol/L 的信号分子

C6-HSL (Cayman Chemical 公司, 美国)及 20 μl 哌嗪

-1,4-二乙磺酸(PIPEs)缓冲液(1 mol/L, pH 6.7)混合，

制成孵育体系，并于 30℃条件下孵育。阳性对照

(Positive control, PC)组的孵育体系中，以 178 μl 无菌

LB 液体培养基代替待测菌发酵液，阴性对照(Negative 
control, NC)组中无信号分子 C6-HSL。孵育 24 h 后，

离心(9570×g, 10 min)取上清液 10 μl，与 190 μl 培养

好的 A136 菌液混合加入 96 孔板中培养 12 h。测定

混合体系的 OD630 nm 和 OD490 nm，根据公式： 
490 nm 630 nm

630 nm 490 nm

0.653 OD OD
β-gal

0.267 OD OD
 


   

计算 β-gal 活性，活性越高表明混合体系中信号

分子 C6-HSL 的含量越高，即待测菌株的 QQ 活性越

弱。同时，通过检测活性菌株 AHL 降解活性的耐热

性，初步判断活性菌株是否存在 AHL 降解酶。将筛

选出的活性菌株在 LB 液体培养基中培养 24 h 后，沸

水浴处理 5 min，再采用 A136 液体 X-gal 法检测其

C6-HSL 降解活性是否丧失。 

1.2  菌株 16S rDNA 鉴定 

测定活性菌株的基因 16S rDNA 序列，并于 NCBI
进行基因序列同源性比较分析，利用 MEGA 5.0 软件

邻接法(Neighbor-joining method)构建系统发育树。目

标菌株的 16S rDNA 序列由生工生物工程(上海)股份

有限公司提取并测定。 

1.3  活性菌株的体外安全性评估 

1.3.1  溶血性    采用滤纸片法(王晓琳等, 2016)检
测活性菌株的溶血性，血琼脂平板培养基购自贝瑞特

生物技术(郑州)有限责任公司。将无菌滤纸片置于血

琼脂培养基上方，将培养好的活性菌株发酵液稀释至

OD600 nm=1.0 后，取 10 μl 加在滤纸片上，每个功能菌

重复 3 次，30℃条件下培养 24 h，观察血琼脂培养基

上是否有溶血圈产生。 
1.3.2  药敏性    采用抗菌药物药敏纸片琼脂扩散

法(K-B法)(王岚等, 2017)进行活性菌株药敏性实验，

药敏纸片购自杭州微生物试剂有限公司。将活性菌株

接入LB液体培养基中培养24 h后，取100 μl OD600 nm=1.0
的发酵液均匀涂布于LB固体培养基上，并将药敏纸

片贴于上方，每种药敏纸片重复3次。在30℃条件下，

培养24 h后，观察是否出现抑菌圈并用游标卡尺测量
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抑菌圈直径。参照CLSI标准–2011的标准判断菌株对

各抗生素的敏感性。 

1.4  活性菌株的体内安全性评估 

1.4.1  实验对虾与菌株    实验凡纳滨对虾购自山

东乳山某对虾养殖场，平均体长为(5.7±0.4) cm，平

均体重为(1.9±0.9) g，体色正常，游泳活泼，暂养 7 d
后进行实验。 

从上述实验中筛选得到的菌株 BDZ5 和 W1B 作

为实验材料，以实验室前期保存的副溶血弧菌为 PC
组。将各菌株于 LB 液体培养基中培养 24 h，然后离

心(1531×g, 10 min)，弃上清液，并用无菌生理盐水稀

释至浓度为 1×106 和 1×104 CFU/ml 的菌悬液。 
1.4.2  实验设计    采用肌肉注射的方法进行体内

安全性评估，注射部位为凡纳滨对虾第Ⅳ、Ⅴ腹节之

间，注射剂量为 50 μl/尾。实验共分为 7 组，阴性对

照组(NC 组)注射等剂量的无菌生理盐水；L-BDZ5、
L-W1B 和 L-PC 组为低浓度(Low, L-)菌液组，分别注

射浓度为 1×104 CFU/ml 的 BDZ5、W1B 和副溶血弧菌

菌悬液；H-BDZ5、H-W1B 和 H-PC 组为高浓度(High, 
H-)菌液组，即分别注射浓度为 1×106 CFU/ml 的相

应菌悬液。每组设置 3 个重复，每个重复放 15 只虾。

实验持续 96 h，实验期间，不投喂，不换水，连续

充氧。 
1.4.3  样本采集与指标测定    实验期间，定期观

察、记录凡纳滨对虾的死亡情况并计算累积死亡率。

在实验的第 96 小时采集各实验组对虾的血清，用于

免疫指标的测定。免疫指标包括超氧化物歧化酶

(SOD)、一氧化氮合酶(NOS)、溶菌酶(LZM)活力和抗

菌酶活力(Ua)。其中，SOD、NOS 和 LZM 活力采用

南京建成生物科技有限公司试剂盒测定；Ua 的测定参

照 Xu 等(2013)的方法，将哈维氏弧菌用磷酸钾盐缓冲

溶液(1 mol/L, pH=6.4)稀释成 OD570 nm=0.4 的菌悬液，

在试管(冰水浴条件下)中加入 3 ml 哈维氏弧菌菌悬

液和 50 μl 血清，混匀后立即测定其 OD570 nm 值 A1，再

将试管于 37℃条件下水浴 30 min，立即取出并测定其

OD570 nm 值 A2，根据公式：Ua=[(A1–A2)/A2]1/2 计算 Ua。 

1.5  活性菌株发酵条件优化 

以 LB 液体培养基为基础培养基，采用分光光度

计法探究不同发酵条件对菌株生长的影响，采用 1.1
中的 A136 液体 X-gal 法探究不同发酵条件对菌株降

解信号分子 C6-HSL 能力的影响。 
培养时间：保持其他条件一致，设置 12、24、

36、48 和 60 h 共 5 个发酵时间，在 28℃、180 r/min

条件下，培养以探究功能菌的最适培养时间。 
起始 pH：设置 5.0、6.0、7.0、7.5 和 8.0 共 5 个

起始 pH，其他条件一致，在 28℃、180 r/min 条件下

培养 48 h，以确定最适起始 pH。 
盐度：向培养基中添加 NaCl，设置 0、10、20、

30 和 40 共 5 个盐度，在其他发酵条件及发酵时间一

致的情况下，探究最适发酵盐度。 
金属离子：参照叶云峰等(2011)的方法，根据菌

株对 K+、Mg2+、Ca2+、Fe2+和 Mn2+利用情况的差   
异，按 0.5%的量加入 K2HPO43H2O，按 0.05%的量

加入 MgSO47H2O 和 CaCl2,按 0.0005%的量加入

FeSO47H2O 和 MnCl2，保持其他发酵条件及发酵时

间一致，确定最适发酵金属离子。 

1.6  数据统计与分析 

实验数据均采用平均值±标准差(Mean±SD)，运

用 SPSS 22.0 软件进行数据统计与分析。分析之前 
测试数据的正态性 (Shapiro-wilk test)和方差齐性

(Levene's test)，若数据不具有方差齐性，则对数据进

行 lg 转化并进一步测试。采用 Tukey 多重比较检验

对符合正态分布和方差齐性的数据进行单因素方差

(One-way ANOVA)分析。对于不符合正态分布及 lg
转化后仍不具有方差齐性的数据，采用非参数检验并

通过 Kruskal-Wallis 测试进行显著性差异分析。

P<0.05 表示各组数据差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  群体感应淬灭活性菌株的筛选 

经 A136 液体 X-gal 法筛选发现，2 株细菌(BDZ5
和 W1B)的菌液对信号分子 C6-HSL 具有显著的降解

作用(P<0.05)(图 1)，且经沸水处理后，2 株 QQ 活性

菌株均丧失了 C6-HSL 降解活性。 

2.2  活性菌株 16S rDNA 鉴定结果 

菌株 BDZ5 和 W1B 的系统发育树见图 2。从图 2
可以看出，BDZ5 被鉴定为芽孢杆菌属(Bacillus)，且

与 枯 草 芽 孢 杆 菌 (B.subtilis) 具 有 最 高 的 相 似 度

(100%)，W1B 被鉴定为科贝特氏菌属(Cobetia)，且

与海科贝特氏菌(C. marina)亲缘关系最近(98%)。 

2.3  体外安全性评估结果 

从图 3 可以看出，菌株 BDZ5 和菌株 W1B 在血

平板上无明显的溶血现象，表明菌株 BDZ5 和 W1B
在该实验条件下不产生溶血素。药物敏感性实验结果

显示(表 1)，菌株 BDZ5 对头孢氨苄(Cephalexin)、头 
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图 1  2 株活性菌株菌液的标准化 β-半乳糖苷酶(β-gal)活性 
Fig.1  The normalized β-galactosidase (β-gal)  

activity of two bacteria 

H-：沸水浴后的菌液；PC：阳性对照组；NC：阴性 
对照组。不同字母表示各组间差异显著(P<0.05) 

H-: The bacteria after boiling water bath; PC: Positive control; 
NC: Negative control. Different letters indicate significant 

differences between groups (P<0.05) 
 

孢唑林(Cefamezin)、头孢拉定(Cefradine)等 13 种抗生

素高度敏感；对苯唑西林(Oxacillin)中度敏感；菌株 W1B
对羧苄西林(Carbenicillin)、头孢他啶(Ceftazidime)、
头孢曲松(Ceftriaxone)等 8 种抗生素高度敏感；对氨

苄西林(Ampicillin)、哌拉西林(Piperacillin)、头孢氨

苄(Cephalexin)等 8 种抗生素中度敏感。 

2.4  感染细菌后各组凡纳滨对虾累积死亡率 

注射感染 96 h 后，L-BDZ5、H-BDZ5、L-W1B
和 H-W1B 组凡纳滨对虾累积死亡率均低于 NC 组，

且 H-W1B 组最低(图 4)，但与 NC 组相比无显著差异

(P>0.05)。L-PC 和 H-PC 组累积死亡率均高于 NC 组，

且 H-PC 组最高，与 NC 组之间相比无显著差异(P> 
0.05)。此外，H-PC 组的凡纳滨对虾累积死亡率显著

高于 H-W1B 组(P<0.05)。 
 

 
 

图 2  菌株 BDZ5 和 W1B 基于 Neighbor-Joining 方法的 16S rDNA 基因序列系统发育树(比例尺代表遗传距离) 
Fig.2  Phylogenetic tree of strains BDZ5 and W1B based on concatenated sequences of 16S rDNA  

genes using Neighbor-Joining method (The scale represents the genetic distance) 
 

 

  
 

图 3  菌株 BDZ5 和 W1B 溶血性实验 
Fig.3  The hemolytic test of strains BDZ5 and W1B 

 

2.5  感染细菌后各组对虾血清免疫酶活性 

注射 1×104 CFU/ml 的 BDZ5 菌悬液使凡纳滨对

虾血清中 SOD 活性显著提高(P<0.05)(图 5A)，其余各

组与 NC 组相比无显著差异(P>0.05)；注射不同浓度

的 BDZ5 和 W1B 菌悬液对凡纳滨对虾血清中的 NOS
活性无显著影响(P>0.05) (图 5B)，但观察到 H-PC 组

凡纳滨对虾血清中 NOS 活性显著高于 NC 组(P<0.05)；

各组凡纳滨对虾血清中 LZM 活性与 NC 组相比均无

显著差异(P>0.05) (图 5C)，但 H-W1B 组的 LZM 活性

显著高于 H-PC 组(P<0.05)；注射不同浓度的 BDZ5
和 W1B 菌悬液对凡纳滨对虾血清中的抗菌酶活性无

显著影响(P>0.05)(图 5D)，但注射 1×106 CFU/ml 的副

溶血弧菌菌悬液使凡纳滨对虾血清中抗菌酶活性显

著降低(P<0.05)。 

2.6  培养条件优化结果 

随着培养时间的延长，菌株 BDZ5 和 W1B 的生长

及信号分子 C6-HSL 降解率均逐渐提高(图 6A、图 7A)，
48 h 时达到最高，继续延长培养时间，菌株 BDZ5 和

W1B 的生长及信号分子 C6-HSL 降解率呈下降趋势。

起始 pH 为 7.0 时，最有利于菌株 BDZ5 生长(图 6B)；
起始 pH 为 7.5 时，菌株 BDZ5 的信号分子 C6-HSL
降解率达到最高。起始 pH 为 6 时，菌株 W1B 生长

最好(图 7B)；起始 pH 为 7.5 时，菌株 W1B 对信号分

子 C6-HSL 的降解率最高。菌株 BDZ5 的生长随盐度 
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表 1  菌株 BDZ5 和 W1B 药敏性实验结果 
Tab.1  The antibiotic susceptibility test result of strains BDZ5 and W1B 

抗生素 
Antibiotics 

纸片含药量
Drug content

Piece 

BDZ5 株抑菌

圈直径 
Diameter of 
inhibition 
zone (mm) 

判定结果 
Judgement 

result 

W1B 株抑菌

圈直径 
Diameter of 
inhibition  
zone (mm) 

判定结果 
Judgement 

result 

青霉素 G 纸片 Penicillin (P) 10 U 9.46  R 11.41  R 
苯唑西林 Oxacillin 1 12.83  I 0 R 
氨苄西林 Ampicillin (AM) 10 9.49  R 14.32  I 
羧苄西林 Carbenicillin 100 11.95  R 23.29  S 
哌拉西林 Piperacillin 100 12.17  R 14.21  I 
头孢氨苄 Cephalexin 30 32.09  S 18.63  I 
头孢唑啉 Cefamezin (CZ) 30 37.72  S 17.68  I 
头孢拉定 Cefradine (RAD) 30 34.60  S 17.78  I 
头孢呋辛 Cefuroxime 30 28.76  S 17.29  I 
头孢他啶 Ceftazidime (CAZ) 30 26.69  S 27.64  S 
头孢曲松 Ceftriaxone 30 31.34  S 22.20  S 
头孢哌酮 Cefoperazone (CFP) 75 27.99  S 17.26  I 
麦迪霉素 Midecamycinum 30 33.83  S 23.17  S 
诺氟沙星 Norfloxacin 10 25.34  S 23.74  S 
氧氟沙星 Ofloxacin (OFX) 5 28.78  S 26.97  S 
环丙沙星 Ciprofloxacin (CIP) 5 33.65  S 30.73  S 
万古霉素 Vancomycin 30 20.34  S 0  R 
多粘菌素 B Polymyxin B (PB) 300 IU 0  R 11.08  R 

复方新诺明 Compound Sulfamethoxazole 23.75/1.25 24.85  S 16.81  R 
呋喃唑酮(痢特灵) Furazolidone 100 10.89  R 14.95  I 

注：R：耐药；I：中度敏感；S：敏感 
Note: R: Resistance; I: Moderate sensitivity; S: Sensitive 

 

 
 

图 4  感染细菌后各组对虾累积死亡率 
Fig.4  Cumulative mortality of shrimp in each group after infection of bacteria 

PC：阳性对照组；NC：阴性对照组。96 h 时不同字母表示各组间差异显著(P<0.05) 
PC: Positive control; NC: Negative control. Different letters at 96 h indicate  

significant difference between the groups (P<0.05) 
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图 5  感染细菌后各组对虾血清超氧化物歧化酶(A)，一氧化氮合酶(B)，溶菌酶(C)和抗菌酶(D)活性 
Fig.5  Activities of shrimp serum superoxide dismutase (A), nitric oxide synthase (B), lysozyme (C) 

and antibacterial (D) in each group after infection of bacteria 

PC：阳性对照组；NC：阴性对照组。不同字母表示各组间差异显著(P<0.05) 
PC: Positive control; NC: Negative control. Different letters indicate significant difference between the groups (P <0.05) 

 

 
 

图 6  不同培养时间(A)、pH (B)、盐度(C)和金属离子(D)对菌株 BDZ5 的 C6-HSL 降解率及生长的影响 
Fig.6  Effects of different culture time (A), pH (B), salinity (C) and metal ions (D) on the degradation rate  

of C6-HSL and the growth of strain BDZ5 

NC：阴性对照组。不同大写字母表示菌株对信号分子 C6-HSL 降解率具有显著差异(P<0.05)， 
不同小写字母表示菌株的生长具有显著差异(P<0.05)，下同 

NC: Negative control. Different uppercase letters indicate that the C6-HSL degradation rate of the strains with different metal ions 
were significantly different (P<0.05). Different lowercase letters indicate that the growth of the strains with different metal ions 

were significantly different (P<0.05), the same as bellow 
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图 7  不同培养时间(A)、pH (B)、盐度(C)和金属离子(D)对菌株 W1B 的 C6-HSL 降解率及生长的影响 
Fig.7  Effects of different culture time (A), pH (B), salinity (C) and metal ions (D) on the degradation rate  

of C6-HSL and the growth of strain W1B 
 

的提高呈先上升后下降的趋势(图 6C)，盐度为 20 条

件下，菌株 BDZ5 生长情况最好；当盐度为 30 时，

菌株 BDZ5 对信号分子 C6-HSL 的降解率达到最高。

菌株 W1B 在盐度≤20 的条件下无法培养(图 7C)，且

在盐度为 40 条件下的生长情况显著好于盐度为 30 
(P<0.05)；但在盐度为 30 条件下，菌株 W1B 对信号

分子 C6-HSL 的降解率显著高于盐度为 40 (P<0.05)。
培养基中添加一定量的 Mn2+和 Fe2+使菌株 BDZ5 的

生长显著提高(P<0.05)(图 6D)，其中，Mn2+的效果最

好；且 Mn2+能显著提高菌株 BDZ5 对信号分子 C6-HSL
的降解能力(P<0.05)。Mn2+、Fe2+、Mg2+和 Ca2+均能

使菌株 W1B的生长显著提高(P<0.05) (图 7D)，且 Ca2+

效果最好；Mn2+和 Ca2+能提高菌株 W1B 对信号分子

C6-HSL 的降解率，但与对照组相比未达到显著水平

(P>0.05)。 

3  讨论 

本研究采用 A136 液体 X-gal 法从健康的凡纳 
滨对虾体内及养殖环境中筛选得到 2 株对信号分子

C6-HSL 具有降解作用的活性菌株 BDZ5 和 W1B，经

鉴定分别为芽孢杆菌属和科贝特氏菌属。近年来，

QQ 菌的相关研究已经成为了微生物领域的热点，但

其在水产养殖领域的应用尚处于起步阶段。此前，已

有研究表明，芽孢杆菌属的某些细菌，如短小芽孢杆

菌(B. pumilus)、苏云金芽孢杆菌(B.thuringiensis)、蜡

样芽孢杆菌(B. cereus)、巨大芽孢杆菌(B. megaterium)
和枯草芽孢杆菌等能抑制某些病原菌的 QS 系统，降

低病原菌的毒力并对水产动物起到保护作用(Bai et al, 
2008; Pan et al, 2008; 宋增福等，2013; Tinh et al, 
2014; 韦存等，2018)，本研究结果再一次表明了芽孢

杆菌属细菌的 QQ 功能。科贝特氏菌是生活在海水环

境中的一种革兰氏阴性菌，目前，针对科贝特氏菌的

研究相对较少，尤其是在 QQ 方面。Trentin 等(2011)
曾从干扰病原菌 QS 系统的角度探究了海科贝特氏菌

对表皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis)生物膜

形成的影响，但并未给出直接研究结果来证明海科贝

特氏菌的 QQ 活性。该研究是首次报道关于科贝特氏

菌属对信号分子 C6-HSL 具有强降解作用。 
本研究发现，经沸水浴处理后，2 株功能菌株均

丧失了对信号分子 C6-HSL 的降解活性。QQ 菌通过

QQ 活性物质起到抑制病原菌 QS 系统的作用，根据

分子量的大小，可分为大分子 QQ 酶和小分子 QS 阻

抑物(于敏等, 2018)。其中，AHL 降解酶是目前大分

子 QQ 物质研究的重点，根据降解机制的不同，AHL
降解酶又分为 AHL 内酯酶、AHL 酰基转移酶和 AHL
氧化还原酶，多数的 AHL 降解酶不具有耐热性，因

此，可通过检测功能菌株降解信号分子的耐热性，初

步判断菌株是否具有 AHL 降解酶。本研究结果表明，

功能菌株可能存在 AHL 降解酶活性，但菌株 BDZ5
和 W1B 各具有何种 QQ 酶仍需进一步深入探讨。 

益生菌的安全性问题备受关注，目前，还没有形成
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完善的安全性评价体系。当前，针对益生菌安全性的

研究主要集中在体外研究和体内研究 2个方面(郝生宏

等, 2004)。溶血实验和药物敏感性实验是体外安全性

评估的 2 个重要方面(Baumgartner et al, 1998; 刘勇

等, 2011)。某些细菌能释放溶血素引起红细胞膜裂解

而导致严重的细菌性疾病(Craig et al, 2017)，甚至对

人类具有潜在的危害。本研究中，枯草芽孢杆菌 BDZ5
和海科贝特氏菌 W1B 均未表现出明显的溶血现象，

表明在实验条件下，该 2 株菌株均不产生溶血素。药

物敏感性实验是体外安全性评价的另一个重要方面，

其主要目的是测试待测菌株对抗生素是否具有耐药

性，从而防止耐药益生菌无限生长及对机体内源性菌

株产生耐药性诱导(王晓琳, 2016)。本研究发现，菌

株 BDZ5 对头孢氨苄、头孢唑林等 13 种抗生素敏感，

菌株 W1B 对羧苄西林、头孢他啶等 8 种抗生素敏感，

并对多数抗生素中度敏感，表明多数抗生素能对该 2
株菌株进行有效控制。根据体外安全性评估结果，可

以将该 2 株菌作为潜在益生菌应用于水产养殖。 
除了体外安全性评估，对养殖动物进行体内安全

性测试也是十分重要的。对水产动物进行体内安全性

测试的方式主要包括注射、浸浴和投喂等。张欢欢等

(2016)采用注射和浸浴的方式检测功能菌对凡纳滨

对虾的安全性；陈文斌等(2017)采用浸浴的方式发现

降氮菌株 NB9 对对虾的成活率无显著影响。本研究

发现，与副溶血弧菌不同，向凡纳滨对虾体内注射  
1×104 CFU/ml 和 1×106 CFU/ml 的 BDZ5 及 W1B 菌悬

液均不会引起对虾死亡率的升高，进一步表明这 2 株

菌对凡纳滨对虾无明显毒害作用。 
本研究进一步测试了感染细菌后，各组凡纳滨对

虾血清中的免疫及抗氧化相关酶活性，包括 SOD、

NOS、LZM 和抗菌活性。其中，SOD 在清除凡纳滨

对虾体内自由基方面具有重要作用(Trenzado et al, 
2006)；NOS 在细菌感染后被激活，通过释放 NO 对

病原起到灭杀作用(Yao et al, 2010)；LZM 和抗菌酶在

破坏和清除体内病原方面十分重要 (Chang et al, 
2018)。这些免疫及抗氧化酶活性的变化反映出凡纳

滨对虾受刺激的情况。本研究中，未观察到注射 BDZ5
和 W1B 菌悬液对凡纳滨对虾的免疫及抗氧化酶活性

具有显著影响，表明这 2 株菌对凡纳滨对虾未造成明

显的刺激。相反，注射 1×106 CFU/ml 的副溶血弧菌后，

NOS 活性显著提高，表明凡纳滨对虾受到了病原的

刺激；抗菌酶活性显著降低，表明凡纳滨对虾的免疫

系统受到了病原的破坏。此外，还观察到凡纳滨对虾

注射 1×106 CFU/ml 的副溶血弧菌后的 LZM 活性显著

低于注射 1×106 CFU/ml 的 W1B，与该 2 组的累积死

亡率数据一致。总之，通过凡纳滨对虾血清中免疫及

抗氧化酶活性的变化进一步说明了 BDZ5 和 W1B 具有

安全性。 
为探究不同的培养条件对这 2 株活性菌株生长

及功能的影响，本研究以 LB 液体培养基为基础培养

基进行单因素实验，分别研究了不同培养时间、起始

pH、盐度和金属离子对活性菌株生长和信号分子

C6-HSL 降解率的影响，研究结果可为菌株的大规模

发酵及实际应用提供参考。此外，本研究还发现，不

同培养条件对活性菌株的生长和功能的影响具有不

一致性，即最适生长条件下，菌株并不一定具有最高

的信号分子 C6-HSL 降解活性，二者之间甚至可能完

全相反，这与丁碧婷(2012)的研究结果相似。 
综上所述，本研究从凡纳滨对虾养殖体系中筛选

得到 2 株具有 QQ 功能的活性菌株，经鉴定分别是芽

孢杆菌属和科贝特氏菌属。安全性评价结果表明，这

2 株活性菌对凡纳滨对虾无明显毒害作用，可以作为

潜在益生菌应用于对虾养殖，最终通过单因素条件

优化实验确定了 2 株活性菌的最适生长和信号分子

C6-HSL 降解条件，为基于 QQ 角度防治对虾细菌性

病害提供了优良菌种，并为菌株的大规模发酵及后续

应用提供了参考资料。后续研究将集中在 QQ 活性物

质的分离、纯化及实际应用效果方面，探究活性菌株

的主要功能组分及对对虾的保护作用，为在实际生产

中应用 QQ 菌株防治细菌性病害提供基础研究资料。 
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Screening, Safety Evaluation and Fermentation Conditions Optimization of 
Quorum Quenching Bacteria from Litopenaeus vannamai Culture System 

YU Peng1,2, YE Haibin2, SHAN Hongwei1①
, MA Shen1, WANG Teng1 

(1. Ocean University of China, Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Qingdao  266003; 2. Shandong Key 
Laboratory of Disease Control in Mariculture, Marine Biology Institute of Shandong Province, Qingdao  266104) 

Abstract    With the development of shrimp culture industry, bacterial diseases are becoming very 
serious. To explore the new methods of controlling bacterial diseases in shrimps through quorum 
quenching (QQ), potential probiotics with QQ activity from the culture system of Litopenaeus vannamei 
were screened and identified in the present study. The safety of QQ strains was evaluated and 
fermentation conditions were optimized. The Agrobacterium tumefaciens A136 liquid X-gal method was 
used to screen QQ strains. Two bacterial fermentation broths showed significant degradation of hexanoyl 
homoserine lactone (C6-HSL), while the degradation activities were both lost after boiling water bath 
treatment. The strains were subjected to 16S rDNA gene sequencing analysis, and BDZ5 and W1B were 
identified as Bacillus sp. and Cobetia sp., respectively. The safety evaluation results showed that strains 
BDZ5 and W1B were not hemolyzed and were not sensitive to most antibiotics. After injection of the two 
strains, the cumulative mortality of shrimp did not increase, and the serum immune and antioxidase 
enzyme activities in shrimp did not change significantly, indicating that the two strains are safe for shrimp. 
Single factor condition optimization results showed the optimal growth conditions of BDZ5 as follows: 
initial pH 7.0, salinity 20, and 0.0005% MnCl2 for 48 h culture time. Moreover, the optimal growth 
conditions of W1B were as follows: initial pH 6.0, salinity 40, and 0.05% CaCl2 for 48 h. Except for the 
culture time, the optimal C6-HSL degradation conditions of two strains were different from their growth 
conditions. Under the culture condition of initial pH 7.5, salinity 30, and 0.0005% MnCl2 for 48 h, the 
degradation rate of the signal molecule C6-HSL by the action of the two active bacteria reached the 
maximum. The results of the study can provide excellent strains for controlling bacterial diseases in 
shrimp based on QQ and provide reference materials for large-scale fermentation and subsequent 
application of the strains. 
Key words    Litopenaeus vannamai; Bacterial disease control; Quorum quenching bacteria; Safety; 
Condition optimization 
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