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TCBS培养基筛选的虾池细菌分析
韩 宁惦。李卓佳2，曹煜成2，胡晓娟2，王奕玲1·2
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摘 要：通过TCBS培养基分离筛选对虾养殖水体中的细蔺．采用16S rDNA分子生物学方法和Biolog微牛物自动分析系统

进行鉴定分析。，结果显示：以TCBS培养基分离筛选的60株菌中，采用16S rDNA分子生物学方法鉴定．只有SWG一27、SWG一28、

SWG一29为弧菌属，占总鉴定细菌的5％，其他细菌大部分为芽孢杆菌属(Barillus sp．)和大洋芽孢杆菌属(Oceanobacilhu sp．)，分别占

总蝗定细菌的36．7％和43．3％：自60株细菌|}I随机挑选15株作Biolog微乍物自动分析系统鉴定．弧菌属细菌也只l’i很小比例：60

株细蔺接种于6种不同品牌的TCBS培养麟l：均可很女f地生长．结果表明．TCBS培养基能够培养养殖水体巾的弧菌．但其他细菌

也能在其I：良好乍长，利用7FCBS培养基枪测养殖水体弧菌数量的结果值得商榷。
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Analysis on bacteria screened from TCBS

culture medium in shrimp ponds
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Abstract：Using TCBS culture medium，some bacteria were isolated and screened from Litopenaeus vannamei culture ponds．，and

they were identifietl by 16S rDNA and Biolog identification system．The results of 16S rDNA showed that among 60 strains．SWG一27．

SWG一28．SW(；一29 were Vibrio sp．These only accounted for 5％of all the identified bacteria．Most of them were Bacillus sp．and

Oceanobacillus sp．．which accounte(1 for 36．7％and 43．3％．We selected l 5 strains from the 60 bacteria，with Biolog we knew that most of

the l 5 I)at-teria were not Vibrio sp．．Only one bacteria was Vibrio sp．．others were Bacillus sp．．Pseudomonas sp．，ete．And all the bacteria

we selected could grow well on 6 different TCBS culture mediums．The results demonstrated that Vibrio sp．could be cultivated using

TCBS culture medium．However．other bacteria also couhI grow well on TCBS culture medium．Therefore．itis worth to discuss on using

TCBS medium to test the quantity of Vibrio sp．．We could use molecular method and biology method to identify Vibrio sp．accurately．
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随着对虾养殖业集约化的发展。对虾疾病已成为制

约产业健康发展的瓶颈。虾病的发生是其机体自身免疫

水平、病原生物及环境条件等多种凶素相瓦作用的结

果111．其中弧菌病是对虾养殖中常见且危害较严重的一类

疾病。弧菌是养殖环境和水产动物体内的正常蔺群之一，

是环境污染的指示菌。同时也是对虾养殖的条件致病菌

(opportunistic pathogen)。大多数病原性弧菌在外界环境

条件恶化、对虾体质衰弱时大鲢繁殖．导致弧菌病的爆发

和迅速蔓延121：而少量的对虾弧菌(Vibrio penaeicida)就可

使对虾致病I，I：对虾肝胰腺中的弧菌虽然可能不诱发疾

病，却影响对虾生长[41。因此，预防弧菌病对对虾健康养殖

具有极其萤要的意义。

鉴于弧菌病防控在对虾健康养殖中的霞要地位．养殖

过程中．池塘水体和底泥中致病弧菌的数量和种类成为研

究者关注的焦点。日前在水产养殖中用于弧菌的分离筛选
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大部分采用TCBS培养基，少数采用其他培养基15-71。TCBS

培养基最初是医学临床上分离致病弧菌的常用方法，主要被

用于霍乱弧菌、副溶血弧菌的分离与培养。而今已被广泛用

于水产养殖业致病弧菌的数量检测。查广才等ISl采用TCBS

培养基检测凡纳对虾(Litopenaeus vannamei)虾池中弧菌

数域。李卓佳等191也在斑节对虾养殖池塘中．采用TCBS培

养基检测弧菌数量。在这些研究中。对对虾养殖过程中弧菌

种类的研究较少。本研究采用TCBS平板稀释法I哪分离筛选

凡纳滨对虾养殖过程中养殖水体的优势菌株，通过16S

rDNA序列分析法对优势菌株进行鉴定．但研究结果与预

期有所差异。再利用Biolog微生物自动分析系统对随机选

取的15株不同属细菌进行了进一步的种类鉴定和TCBS

培养基菌株培养验证。本研究对养殖生产中应用TCBS平

板法检测弧菌数最的准确性进行了探讨。为建立和完善适

宜生产应用的弧菌简易检测技术提供基本参考。

1材料与方法

1．1样品采集与处理

在J“东省汕尾市红海湾鸿泰养殖场选取3口条件相

近的凡纳滨对虾集约化养殖铺膜池。自2010年8月至

2010年11月底．每14 d定期在每口虾池四J割以及中央各

采集水样，充分混匀。取100 mI。混合水样放入250 mL无

菌i角玻璃瓶中，低温保存，迅速带【11lU实验窀进行处理。在
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水样中加入1％(W)吐温80，摇床振荡30 rain后．样品进
行10倍梯度稀释，分别取七述稀释液0．1 mL涂布于TCBS

平板(广东环凯微生物科技有限公司)，280C培养24 h，随机

挑取生长良好的黄色或绿色菌落，进行菌种保藏Il‘I。

1．2菌株的分子鉴定

1．2．1 细菌DNA的提取保藏菌株经活化后，接种在

2216 E培养幕斜面E，280C培养24 h后崩无菌水冲洗，制

备菌悬液．利用TIANGEN公司提供的细菌基冈组DNA

提取试剂盒(7FIANamp Bacteria DNA Kit)提取细菌DNA，

并作为16S rDNA的模板1121。

1．2．2 16S rDNA PCR扩增 16S rDNA的扩增所采，仃的

细菌通用引物由上海生工生物T程有限公司合成，正向

引物(8f)为：5’一AGAGlrrrGATCCTGGCTCAG一3’；反向引

物f1492r)为：5’一G(；TFACC'IT(汀FACGAC‘IT一3’113J。
50斗L PCR反应体系包括：灭菌双蒸水37斗L，引物各

l“L，dNrrPs(2．5 mm01]L)4 ixL，Taq酶l斗L，10xPCR buffer

5斗L．DNA模板l斗L。PCR反应条件：95℃预变性3 min；

95℃变性l min，480C退火l min，72℃延伸2 min．共30

个循环：72℃延伸10 min，4℃保温。扩增结束．PCR产物用

1．O％琼脂糖凝胶电泳检测，送上海美吉生物医药科技有限

公司测序。

1,2．3序列分析利用Lasergene软件将测序的基因组

DNA序列拼接成全基因组DNA序列；通过BLAST网站在

GenBank基冈库中进-I亍I,4源性比较，检索m村j近的细菌，并

利用Sequin软件为鉴定出的菌株申请NCB!网站的髓录号。
1．3 Biolog微生物物种鉴定

通过Biolog微生物自动分析系统的数据库，随机选取

已进行16S rDNA鉴定的15株小同属细菌。经革兰氏阴

阳性、TSI反应、氧化酶反应，确定细菌的基本类型、培养

需要的条件以及选用的Biolog GN2或GP2 96孔微板。用

BUG培养基培养细菌16～24 h，挑取细菌菌落．利用干管

技术分散菌落．加入接种液。调试浊度在可以使用的范

围。将菌悬液倒入加样槽中．加样至Biolog微板中，根据

条件培养。分别在4—6 h和16～24 h测试结果。通过

Biolog Microlog 4．2软件分析纯菌株的代谢指纹与数据库

中标准菌株的代谢指纹的相似性，得出鉴定结果。其中．

Biolog相似度(Similarity．SIM)大于O．5而位距(Digital

Distance．D1ST)小于5．00为较满意的结果。

1．4细菌在不同品牌TCBS琼脂培养基上的培养
· 选取5种不同品牌的常用‘rcBS琼脂培养基．分别编

号为：A(北京陆桥技术有限责任公司)、B(青岛高科园海博

生物技术有限公司)、C(北京索莱宝科学技术有限责任公

司)、D(Oxotd LTD．，Basingstoke Hapshire，ENGLANDl、E

仍tcyon，Dickinson and Company．USA)同时，按照Bolinches

等114I的TcBS培养基配方自行配制培养基F配方为：酵母

粉5 g、蛋白胨10 g、硫代硫酸钠10 g、柠檬酸钠10 g、牛

胆汁盐8 g、蔗糖20 g、氯化钠10 g、柠檬酸铁l g、溴麝香

草酚蓝0．04 g、麝香草酚蓝0．04 g、琼脂粉15 g，加入
l 000 mL水，pH 8．6。将6种不同的TCBS琼脂培养基分

别煮沸，冷却至50℃．即可倒平板备用。

将细菌菌液进行稀释，分别在不同品牌的TCBS平板

中加入相同体积的菌悬液，用涂布棒涂抹均匀。28℃培养

24 h后．观察和比较同种细菌在6种不同TCBS琼脂培养

基上的生长情况。

2结果与分析

2．1 TCBS培养基分离养殖水体中细菌

通过平板计数得出可在TCBS培养基卜生长的细菌的

平均数量为9．6×103 CFU／m1．。平板上生长的细菌菌落大多为

黄色和绿色，同时也有少量黑色或者乳白色菌落存在，，随机

挑取黄色和绿色菌落分离纯化，得到60株菌，保存备用。

2．2 16S rDNA鉴定

如表l所示．通过16S rDNA鉴定并测序，只有SWG一

27、SWG一28、SWC一29等3株菌鉴定为弧菌属(Vibrio sp．)，

而其他多为大洋芽孢杆菌属(Oceanobacillus sp．)和芽孢杆

菌属(BaciUus sp．)。，其中Oceanobacilhhs sp．和Bacillus sp．在

鉴定细菌总数中占有很大的比例，分别为43．3％和36．7％，

而Vibrio sp．仅为5％。假单胞菌属(风eudo，加嬲sp．)为
5％．还有一些其他的细菌如：假交替单胞菌属

(Pseudoalteromonas sp．)、嗜冷杆菌属(Psychrobacter sp．)等

占细菌总数的9％。町见，经过TCBS选择性培养基分离筛

选出的细菌，弧菌只占少数，而大洋芽孢杆菌和芽孢杆菌

所占比例较大。

2．3 Biolog鉴定

随机选取15株经16S rDNA鉴定为不同属的菌株进行

Biolog微乍物自动分析系统鉴定。如表2所示，SWG一54、

SWG-56、SWG一30、SWG-34分别鉴定为荚壳伯克霍尔德氏

菌(Burkholderia atumo配)、差异水螺菌似qua。pirillum dispar)、

地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformisl、耐盐芽孢杆菌(Bacillus

halodurans)，向SWG一55、SWG—55、SWG一42、SWG一3 l、SWG_

44、SWG—50、SWG—48、SWG—57、SWG-39、SWG-28、SWG一

30、SWD49的可能性没有检出，相似性也偏低。

由于相似性(SIM)大于0．5为比较满意的结果，所以

SWG一54、SWG一56、SWG一30、SWG一34的结果可信度比较

高，其余几株菌的结果相对不明确。结果表明，随机选取

的15株菌．通过Bioiog鉴定系统鉴定的部分结果与16S

rDNA鉴定的结果并不相同．但可以肯定弧菌数量较少。

2．4细菌在不同品牌TCBS琼脂培养基上的生长情况

所有经过鉴定的细菌都可以在6种TCBS培养基上

生长。其中(表3)．SWG．18、SWG一28、SWG一50、SWG一56、

SWG一59、SWG一60在6种TCBS培养基上的生长良好．

SWG—16、SWG一30、SWG_4l、SWG一57在D培养基上的数

量较其他5种培养基略少。

3讨论

弧菌是对虾细菌性疾病的条件致病菌．一般水体中弧

菌数量决定于养殖环境的优劣，当水体中弧菌的数量达

到一定值后．就有发生疾病的危险1151．对对虾的产量以及

质量影响很大。TCBS培养基中氯化钠可刺激弧菌生长，

胆酸钠、牛胆汁盐、硫代硫酸钠、柠檬酸钠及较高的pH可

万方数据
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菌株编号 裟【jnk 间源性检索 登陆号 枉掰 菌株编号譬糟 同源性检索 登陆号_嚣乒
SW(；一Ol JN039415 Oceanobacillus sD．YH3—15 FJ386521．1 99 SWG一3l JNl20179 Bacillus sp．13 AB043839．1 99

SWG一02 JN039416 Oceanobacilhts sD．YH3一15 ¨386521．1 99 SWG一32 JNl20180 Bm-肼ⅢBp．13 AB043839．1 99

SW(；一03 JNl22458 Ocemtobtu·iff￡“sp．D8一16 FJ386521．1 100 SWG一33 JNl2()18l Btu·illus sp．13 AB()43839．1 99

SW(：一04 JN039417 Ocetuu>bcⅣ·iffⅢsD．yH3一15 FJ386521．1 99 SW(；一34 JN 1 20 l 82 Bacillus sD．1 3 AB043839．1 99

SWG一05 JN0394 l 8 Oceanobacillus sD．yⅣ3一l 5 FJ38652 1．1 99 SWG一35 JNl20183 Bacillus BD．13 AB043839．1 99

SW(；一06 JN039419 Ocearmbtu·i，fⅢsD．yⅣ3一15 FJ386521．1 99 SWG一36 JN l 20l 84 Bacillus sD．13 AB043839．1 99

SW(；一07 JN039420 Oceanobacillus sp．yH3一l 5 FJ38652 1．1 99 SW(：一37 JNl20185 Bat·illus sp．13 AB043839．1 99

SWG一08 JN03942l Oceanobacillus sp．YH3一15 FJ386521．1 99 SW(；一38 JNl20186 Bacillus sD．13 AB()43839．1 99

SW(；一09 JN039422 OcearuJbtu·i，f∞sD．yⅣ3一l 5 FJ38652 1．1 99 SWG一39 JNl20187&H-illus 8D．13 AB043839．1 99

SWG—10 JN039423 Oceanobat·if，￡ⅡsD．yⅣ3一15 FJ386521．1 99 SW(；一40 JNl20188 Bacillus sD．13 AB()43839．1 99

SW(；一l l JN039427 Oceam)bacillus sD．JD曰一16 JU326361．1 99 SW(：一4l JNl20189 Bacillus sD．13 AB()43839．1 99

SW(；一l 2 JN039428 Ocet_,mblu·illus sD．8Z_一03 GU326360．1 99 SW(；—42 JNl20190胁·illus sp．13 AB043839．1 99

SWG—I 3 JN039429 Ot-eanobacillus sD．J置筹一03 GU326360．1 99 SW(；—43 JNl2019l Bacillus sp．13 AB()43839．1 99

SW(；一14 JN039430 Oceanobm·iff∞sD．8二一03 GU326360．1 99 SW(；—44 JNl20192 Bacillus sm 13 AB043839．1 99

SW(；一15 JN039424 Oceacu)btu、甜f“s sD．yⅣ3一15 FJ386521．1 100 SWG—45 JNl20193 BⅢ，珊W sp．13 AB043839．1 99

SWG—I 6 JN03943 l Oceanobacillus sp．Bj，-03 GU326360．1 99 SWC—插JNl20194 Bacillus sp．13 AB043839．1 100

SWG—17 JN039432 Oceanobaz·i，fw sD．日乃一03 GU326360．1 99 SW(；一47 JN 120195 Bacillus sp．13 AB043839．1 99

SW(；一18 JN039433 OceamJb,u·甜fm sn．D曰一16 JU326361．1 loo SWG-48 JNl20196 Bacillus oshimens厶stea／，l EU977653．1 99

SWG—19 JN039425 OceanobaciIIm ap．YH3一15 FJ386521．1 100 SWG一49 JNl20197 Bacillus sp．13 AB043839．1 99

SWG一20 JN039426 Oceanobacillus sD．1，H3一l 5 FJ38652 1．1 99 SW(：一50 JNl20198 Bacillus sp．13 AB043839．I 9H9

SW(：一2l JN039434 Oceazu>b,u·i盯us sD．D曰一】6 JU326361．1 99 SW(；一5l JNl20199 BaciUus sp．13 AB043839．1 99

SW(；一22 JN039435 0ceanobat·illus sp．Bj，-03 GU326360．1 99 SWG-52 JNl20200 Cobetia sp．SB J92 ABl67062．1 99

SWG一23 JN039414 Oceanobacillus sp．YH3一15 FJ386521．1 99 SWG一53 JNl2020l Ⅳalormmas sp．whb35 FJ444981．1 99

SWG一24 JN039436 Ocetuu_，bacillw sp．Bj—03 GU326360．I 99 SW(；一54 JNl20202,asP￡ldo，rlon．Ⅱs sp．wp33 AJ55l l lO．1 98

SW(；一25 JN039413 Ocetmobacill“s sp．1，，，3一15 FJ386521．I 99 SWG一55 JNl20203 Pseudomonas sp．wp33^J55ll IO．1 98

SWG一26 JN039437 Oceanobacillus sp．DB—16 JU326361．I 99 SWG一56 JN I 20204 Pseudonu,nas sp．wp33 AJ55 I l 10．1 98

SWG一27 JN039438 Vibrio owensii train门5028 HQ908693．1 99 SW(；-57 JNl20205 Ps’rhnJbacter sp．'，SC2一I EU781517．1 loo

SW(；一28 JN039439 Vibrio owensii train F'15062 HQ908697．1 99 SWG一58 JN l 20206 A f‘1一曲PMs sp．鼠卜23 GQ280033．I 99

SWG一29 JN039440 Vibrio owensii train，75062 HQ908697．1 99 SWG一59 JN l 20207 Mar／he bacterilira‰—4 AY028 l99．1 98

SWG一30 JNl20178 Bac／／1w sp．13 AB043839．1 99 SⅥ(；一60 JNl20208凡P“f如n“m”mn∞spSM9913 CPOOl796．1 98

表2菌株Biolog鉴定结果

抑制革兰氏阳性菌和大肠菌群的生长，硫代硫酸钠与柠

檬酸铁反应作为检测硫化氧产生的指示剂，溴麝香草酚

蓝和麝香革酚蓝为pH指示剂。pH 8．6为弧菌生长最好

的条件110l。由于弧潲菌株的不同，生长分解的代谢产物也

不I司，生长在平板j：的闲落颜色也各异，利川指示剂呵Ⅸ

分菌株是否发酵蔗糖：剐溶『IIL性弧菌不发酵蔗糖．菌落皂

蓝绿色。霍乱弧浦发酵臌i糖产酸。菌落譬黄色．从而呵以

观察小州弧菌的形念和数缝m。而本研究采用7FCBS培养

表3细菌在6种下CBS培养基上的生长情况比较

注：“++”表示生长旺盛“+”表示生长良好“一”表尔不生长。

基自养殖水体中对优势弧菌进行分离筛选，通过16S

rDNA序列分析和Bioiog微生物自动分析系统鉴定，发现

在TCBS培养基上生长的细菌中弧菌只占很少的比例．而

大洋芽孢杆菌和芽孢杆菌町以在TCBS培养基上大世生

长。而使用不同晶牌的TCBS培养基对筛选菌株进行比较

培养验证．发现筛选细滴均可较好的生长。可见，经TCBS

培养堪筛选的细菌并非全为弧菌．而且弧菌呵能只占很

少的一部分．其余大馈的是其他种类的细菌。结果表明．

仅依靠TCBS培养辏签定弧菌，其结果会与实际情况存在

较大的筹别．应该考虑结合多种菌种鉴定手段建立适宜

生产应J}j的弧闲简易鉴定技术。
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16S rDNA分子生物学鉴定方法主要是通过测定细菌

的DNA序列．然后与NCBI网站L的已知序列做对比，从而

得出相应的结果，Biolog微生物自动分析系统是根据细菌对

不同碳源的利用，在生理乍化基础上确定细菌的种类旧。两

种鉴定方法均可以快速、方便地鉴定m结果。本研究巾，经

过16S rDNA鉴定．SWG巧4、SWG一55为PseILdoD'／O／mS sp．．

而SWG一30为Bacillus sp。；在Biolog微生物鉴定结果中，

SWG一54为Burkholderia∥u，n础，SWG-55为Pedobacter

heparinus，SWG一56为A qmtwirillum dispar，SWG一30为

Bacillus licheniformis。由此口，以看出，16S rDNA鉴定的结果

与Biolog微卡物鉴定的结果是有差别的。16S rDNA鉴定是

通过技术得到鉴定细菌的DNA基闪序列，而DNA序列是

物种特有的，然后与基因库巾的序列做对比．从而得到相应

的细菌种类fI田。Biolog微生物自动分析系统是通过在一块含

有脱水碳源的96微孔板进行氧化和同化反应．细菌利用碳

源时会将微孑L中的四唑紫(Tetrozolium Violet．‘rv)染色剂南

无色还原为紫色，同时随着细菌的增长其浊度也会改变，从

而在96孔板上形成该菌株特征性的反应模式或“指纹图谱”．

利用光学纤维设备可以瞬间得到鉴定结果，确定所分析细菌

的属名或种名I旧。本研究中，对于I一】一菌株，采用16S r1)NA

鉴定法和微乍物牛理生化鉴定法的结果存在差别．这可能

与细菌新陈代谢缓慢、氧化和同化反应不彻底有关。16S

rDNA是根据核酸的序列，分析罄定细菌．准确度相对高，但

是南于同一属细菌的核酸序列丰“似性高．利用分子方法鉴

定到种还需要进一步的试验验证。

基于卜．述分析，本研究认为仅使川通JH的TCBS培养

基作为弧菌属的选择性培养基．用以确定弧莆数量，并推

断诱发对虾疾病发乍的弧菌数量阈值．其科学性和准确件

值得商榷。同时16S rDNA褡定与Biolog微乍物鉴定的结

果不同．也值得作更进一步的深入分析，红致病性弧菌的

检测方面，一般采用TCBS培养基榆测副溶血弧菌等致病

性弧菌、在水产养殖业中，吴建平等I-q采用TCBS培养基和

API研究了大亚湾网箱养殖水体弧菌种类组成及变化．江

晓等闭采用分子鉴定的方法研究了大瓶湾水体弧菌种类变

化。在弧菌筛选方面，Angela等拉。提出CHRO Mager Vibrio

fCAV)X·r弧荫的筛选能力比‘rCBS培养基能力强，所以可以

考虑利用CAV培养基进行养殖水体中弧菌的筛选：同时可

以结合利用微生物生理乍化方面的特点米进行弧菌的鉴

定。此外．还可以利朋分子乍物学的方法，如乇宏萍等瑚利

用16S rDNA方法分离鉴定副溶IIIL性弧菌．特异DNA片段

在弧菌鉴定中具有明硅的优势，多个基闪位点的分析增加

了结果的丰富度，结合梯度凝胶电泳、单链构象多念性、温

度梯度凝胶电泳等高灵敏性的序列分析方法．用以更好的

鉴定弧菌株型圜。总之．弧莆做为对虾疾病的条件致病菌．

确定其主要的致病菌侏，还需要进一步的试验研究。
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