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凿燥蚤院 员园郾 猿怨远怨 辕 躁郾 蚤泽泽灶郾 圆园怨缘 原 园苑愿园郾 圆园员猿郾 园猿郾 园园怨

收稿日期院 圆园员猿鄄园员鄄园苑曰 修回日期院 圆园员猿鄄园员鄄员源

资助项目院 公益性行业渊农业冤科研专项渊圆园员圆园猿园愿缘冤曰 广东省科技计划项目渊圆园园远粤圆园猿园员园园猿冤

作者简介院 夏立群渊员怨苑远 原 冤袁 女袁 博士袁 讲师袁 从事海洋生物学研究遥 耘鄄皂葬蚤造院 曾蚤葬造择岳 早凿燥怎郾 藻凿怎郾 糟灶

通信作者院 鲁义善渊员怨苑源 原 冤袁 男袁 博士袁 教授袁 从事水产动物病害研究遥 耘鄄皂葬蚤造院 造怎赠泽岳 早凿燥怎郾 藻凿怎郾 糟灶

鱼诺卡氏菌培养条件及培养基的优化

夏立群袁 王摇 蓓袁 夏洪丽袁 黄郁葱袁 简纪常袁 鲁义善
渊广东海洋大学水产学院袁 广东省水产经济动物病原生物学及流行病学重点实验室袁 广东省高等学校

水产经济动物病害控制重点实验室袁 广东 湛江 缘圆源园愿愿冤

摘要院 对 鱼诺卡氏菌渊晕燥糟葬则凿蚤葬 泽藻则蚤燥造藻葬冤在允园缘园猿 的增菌培养基和生长条件进行优化遥 研究了温度尧 盐度尧 初始

责匀对 鱼诺卡氏菌生长的影响袁 并通过单因素试验对培养基的碳源尧 氮源和无机盐成分进行了筛选袁 采用正交

试验法对培养基各主要成分的添加量进行了优化遥 结果表明袁 鱼诺卡氏菌最适宜生长条件为温度 圆缘 益尧 盐度

缘尧 责匀 远郾 缘 依 园郾 圆曰 经筛选袁 鱼诺卡氏菌培养基中最佳碳源是葡萄糖袁 最佳氮源是酵母粉袁 促生长作用最强的 圆

种无机盐是磷酸氢二钾渊运圆匀孕韵源冤和氯化钙渊悦葬悦造圆 冤曰 确立了培养基优化配方为葡萄糖 圆园 早窑蕴 原员袁 酵母粉 员缘 早窑

蕴 原员袁 运圆匀孕韵源 园郾 苑缘 早窑蕴 原员袁 悦葬悦造圆 园郾 圆 早窑蕴 原员渊单独灭菌冤袁 氯化钠渊晕葬悦造冤缘 早窑蕴 原员袁 责匀 远郾 缘 依 园郾 圆遥

关键词院 鱼诺卡氏菌曰 培养基曰 培养条件曰 优化

中图分类号院 杂 怨源猿郾 猿猿缘郾 源圆摇 摇 摇 摇 文献标志码院 粤摇 摇 文章编号院 圆园怨缘 原 园苑愿园 原 渊圆园员猿冤园猿 原 园园缘员 原 园远

韵责贼蚤皂葬造 糟怎造贼怎则藻 糟燥灶凿蚤贼蚤燥灶泽 葬灶凿 皂藻凿蚤怎皂 燥枣 晕燥糟葬则凿蚤葬 泽藻则蚤燥造藻葬

载陨粤 蕴蚤择怎灶袁 宰粤晕郧 月藻蚤袁 载陨粤 匀燥灶早造蚤袁 匀哉粤晕郧 再怎糟燥灶早袁 允陨粤晕 允蚤糟澡葬灶早袁 蕴哉 再蚤泽澡葬灶

渊云蚤泽澡藻则蚤藻泽 悦燥造造藻早藻 燥枣 郧怎葬灶早凿燥灶早 韵糟藻葬灶 哉灶蚤增藻则泽蚤贼赠袁 郧怎葬灶早凿燥灶早 孕则燥增蚤灶糟蚤葬造 运藻赠 蕴葬遭郾 燥枣 孕葬贼澡燥早藻灶蚤糟 月蚤燥造燥早赠 葬灶凿

耘责蚤凿藻皂蚤燥造燥早赠 枣燥则 粤择怎葬贼蚤糟 耘糟燥灶燥皂蚤糟 粤灶蚤皂葬造泽袁 运藻赠 蕴葬遭郾 燥枣 阅蚤泽藻葬泽藻泽 悦燥灶贼则燥造造蚤灶早 枣燥则 粤择怎葬贼蚤糟

耘糟燥灶燥皂蚤糟 粤灶蚤皂葬造泽 燥枣 郧怎葬灶早凿燥灶早 匀蚤早澡藻则 耘凿怎糟葬贼蚤燥灶 陨灶泽贼蚤贼怎贼蚤燥灶泽袁 在澡葬灶躁蚤葬灶早 缘圆源园愿愿袁 悦澡蚤灶葬冤

粤遭泽贼则葬糟贼院 宰藻 糟葬则则蚤藻凿 燥怎贼 贼澡藻 泽贼怎凿赠 贼燥 燥责贼蚤皂蚤扎藻 贼澡藻 藻灶则蚤糟澡皂藻灶贼 皂藻凿蚤怎皂 葬灶凿 糟怎造贼怎则藻 糟燥灶凿蚤贼蚤燥灶泽 燥枣 晕燥糟葬则凿蚤葬 泽藻则蚤燥造藻葬 渊在允园缘园猿冤郾 宰藻

泽贼怎凿蚤藻凿 贼澡藻 藻枣枣藻糟贼泽 燥枣 贼藻皂责藻则葬贼怎则藻袁 泽葬造蚤灶蚤贼赠 葬灶凿 蚤灶蚤贼蚤葬造 责匀 燥灶 贼澡藻 早则燥憎贼澡 燥枣 晕郾 泽藻则蚤燥造藻葬袁 蚤灶增藻泽贼蚤早葬贼藻凿 贼澡藻 糟葬则遭燥灶 泽燥怎则糟藻袁 灶蚤贼则燥早藻灶 泽燥怎则糟藻

葬灶凿 蚤灶燥则早葬灶蚤糟 蚤燥灶泽 燥枣 晕郾 泽藻则蚤燥造藻葬 憎蚤贼澡 泽蚤灶早造藻鄄枣葬糟贼燥则 藻曾责藻则蚤皂藻灶贼袁 葬灶凿 燥责贼蚤皂蚤扎藻凿 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 蚤灶早则藻凿蚤藻灶贼泽 燥枣 皂藻凿蚤怎皂 憎蚤贼澡 燥则贼澡燥早燥灶葬造 藻曾责藻则蚤鄄

皂藻灶贼郾 栽澡藻 则藻泽怎造贼泽 蚤灶凿蚤糟葬贼藻 贼澡葬贼 贼澡藻 燥责贼蚤皂葬造 早则燥憎蚤灶早 糟燥灶凿蚤贼蚤燥灶 燥枣 晕郾 泽藻则蚤燥造藻葬 蚤泽 贼藻皂责藻则葬贼怎则藻 圆缘 益袁 泽葬造蚤灶蚤贼赠 缘 葬灶凿 责匀 远郾 缘 依 园郾 圆袁 贼澡藻 燥责鄄

贼蚤皂怎皂 糟葬则遭燥灶 泽燥怎则糟藻 蚤泽 早造怎糟燥泽藻袁 葬灶凿 灶蚤贼则燥早藻灶 泽燥怎则糟藻 赠藻葬泽贼 藻曾贼则葬糟贼曰 贼澡葬贼 运圆匀孕韵源 葬灶凿 悦葬悦造圆 责则燥皂燥贼藻 贼澡藻 早则燥憎贼澡 燥枣 晕郾 泽藻则蚤燥造藻葬 早则藻葬贼造赠郾 陨灶

葬凿凿蚤贼蚤燥灶袁 贼澡藻 燥责贼蚤皂怎皂 蚤灶早则藻凿蚤藻灶贼泽 燥枣 皂藻凿蚤怎皂 葬则藻 葬泽 枣燥造造燥憎泽院 早造怎糟燥泽藻 圆园 早窑蕴 原员袁 赠藻葬泽贼 藻曾贼则葬糟贼 员缘 早窑蕴 原员袁 运圆匀孕韵源 园郾 苑缘 早窑蕴 原员袁 悦葬悦造圆

园郾 圆 早窑蕴 原员渊泽贼藻则蚤造蚤扎藻凿 泽藻责葬则葬贼藻造赠冤袁 葬灶凿 晕葬悦造 缘 早窑蕴 原员袁 责匀 远郾 缘 依 园郾 圆郾

运藻赠 憎燥则凿泽院 晕燥糟葬则凿蚤葬 泽藻则蚤燥造藻葬曰 皂藻凿蚤怎皂曰 糟怎造贼怎则藻 糟燥灶凿蚤贼蚤燥灶泽曰 燥责贼蚤皂蚤扎葬贼蚤燥灶

摇 摇 广东省水产经济动物病原生物学及流行病学重

点实验室从海水网箱养殖的患病卵形鲳鲹渊栽则葬糟澡蚤鄄

灶燥贼怎泽 燥增葬贼怎泽冤中分离到一株 鱼诺卡氏菌渊晕燥糟葬则凿蚤葬

泽藻则蚤燥造藻葬冤袁 命名为 鱼诺卡氏菌 在允园缘园猿 株咱员暂 遥 鱼

诺卡氏菌在分类学上属放线菌目袁 诺卡氏菌科袁 诺

卡氏菌属咱圆暂 遥 该菌是水产动物诺卡氏菌病的主要

致病菌袁 当水产动物体质虚弱尧 免疫力低下时可通

过饵料尧 鳃或伤口感染袁 流行水温 圆圆 耀 圆愿益袁 发

病率一般为 员缘豫 耀猿园豫 袁 严重时可达 缘园豫 耀 远园豫 袁

平均死亡率约 圆园豫 袁 人工感染的死亡率可高达
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怨园豫 耀 员园园豫 咱猿 原 缘暂 遥 中国地区感染 鱼诺卡氏菌的

鱼类既有卵形鲳鲹尧 大黄鱼渊 蕴葬则蚤皂蚤糟澡贼澡赠泽 糟则燥糟藻葬冤尧

暗纹东方鲀渊云怎早怎 燥遭泽糟怎则怎泽冤尧 鲈渊蕴葬贼藻燥造葬遭则葬曾 躁葬责燥灶蚤鄄

糟怎泽冤和花身 渊栽藻则葬责燥灶 躁葬则遭怎葬冤等海水鱼类袁 又有乌

鳢渊悦澡葬灶灶葬 皂葬糟怎造葬贼葬冤尧 大口黑鲈 渊酝蚤糟则燥责贼藻则怎泽 泽葬造鄄

皂燥蚤凿藻泽冤等淡水鱼类咱员袁源 原 员员暂 遥 诺卡氏菌病可导致鱼类

慢性死亡袁 或降低成鱼的商品价值袁 对水产养殖业

影响较大遥 在药物防治方面袁 由于 鱼诺卡氏菌具

有较强的抗药性且存在于结节内袁 导致该病尚无有

效的治疗措施遥 疫苗免疫应是有效的控制手段袁 但

目前对于 鱼诺卡氏菌疫苗的研究均未取得较好效

果袁 进展缓慢遥 接种 鱼诺卡氏菌灭活疫苗后五条

渊杂藻则蚤燥造葬 择怎蚤灶择怎藻则葬凿蚤葬贼葬冤可以产生血清凝集抗体袁

但对攻毒并不能提供任何免疫保护作用咱员圆 原 员猿暂 曰 同

属近缘种 晕郾 泽燥造蚤和 晕郾 枣造怎皂蚤灶藻葬作为活疫苗免疫五条

仅能产生低微的免 疫保 护 渊相 对保 护 率

远缘郾 源豫 冤 咱员源暂 遥 因此袁 研发更为高效的鱼类诺卡氏菌

疫苗势在必行遥

鱼诺卡氏菌疫苗的研制需要大规模培养菌

体遥 细菌的增菌培养大多采用液体培养袁 但目前对

于 鱼诺卡氏菌的培养多为固体培养袁 尚未见对于

该菌的液体培养条件和培养基组成的相关研究报

道遥 文章针对诺卡氏菌规模化培养的技术问题袁 研

究了液体培养的温度尧 盐度尧 责匀尧 培养基碳源尧

氮源和无机盐等因子对 鱼诺卡氏菌生长的影响袁

分析了 鱼诺卡氏菌液体培养的生长规律并优化了

其培养参数袁 以期为 鱼诺卡氏菌菌体发酵参数的

确定和疫苗的研制奠定基础遥

员摇 材料与方法

员郾 员摇 材料

员郾 员郾 员摇 菌株来源摇 摇 鱼诺卡氏菌 在允园缘园猿 菌株是

圆园园缘 年 园猿 月从湛江港和阳江闸坡海水网箱养殖场

的患结节病卵形鲳鲹中分离所得袁 由广东省水产经

济动物病原生物学及流行病学重点实验室保藏遥

员郾 员郾 圆 摇 培养基 摇 摇 脑心浸液肉汤液体培养基

渊遭则葬蚤灶 澡藻葬则贼 蚤灶枣怎泽蚤燥灶 遭则燥贼澡袁 月匀陨冤为牛脑浸出汁 圆园园

早窑蕴 原员袁 牛心浸出汁 圆缘园 早窑蕴 原员袁 蛋白胨 员园 早窑蕴 原员袁

葡萄糖 圆 早窑蕴 原员袁 氯化钠渊晕葬悦造冤缘 早窑蕴 原员袁 用蒸馏水

配制而成袁 责匀为 苑郾 源 依 园郾 圆遥 胰胨大豆胨液体培养

基渊贼则赠责贼蚤糟 泽燥赠 遭则燥贼澡袁 栽杂月冤为胰蛋白胨 员缘 早窑蕴 原员袁

大豆蛋白胨 缘 早窑蕴 原员袁 晕葬悦造 缘 早窑蕴 原员袁 用蒸馏水配制

而成袁 责匀 为 苑郾 圆 依 园郾 圆遥 沙氏液体培养基 渊 泽葬遭鄄

燥怎则葬怎凿忆泽 凿藻曾贼则燥泽藻 遭则燥贼澡袁 杂阅月冤为蛋白胨 员园 早窑蕴 原员袁

葡萄糖 源园 早窑蕴 原员袁 用蒸馏水配制而成袁 责匀为 缘郾 远 依

园郾 圆袁 无氯霉素抗性遥 普通海水培养基 渊 泽藻葬憎葬贼藻则

皂藻凿蚤怎皂袁 杂酝冤为牛肉膏 猿 早窑蕴 原员袁 蛋白胨 缘 早窑蕴 原员袁

酵母浸膏 员 早窑蕴 原员袁 用人工海水配制而成袁 责匀 为

苑郾 圆 依 园郾 圆遥

员郾 圆摇 方法

员郾 圆郾 员摇 鱼诺卡氏菌的活化和培养摇 摇 将保存于

原 愿园 益冰箱的 鱼诺卡氏菌菌种划线于 月匀陨 固体

培养基上袁 于 圆愿 益恒温倒置培养 苑 凿袁 挑取单菌落

接种于 月匀陨液体培养基中袁 圆愿 益尧 员猿园 则窑皂蚤灶 原员条

件下培养 苑 凿遥

员郾 圆郾 圆摇 鱼诺卡氏菌在 源 种培养基中生长情况的

测定摇 摇 将活化好的 鱼诺卡氏菌菌液按 缘豫的接

种量接种到 月匀陨尧 栽杂月尧 杂阅尧 杂酝 液体培养基内袁

圆愿 益尧 员猿园 则窑皂蚤灶 原员条件下培养 苑 凿遥 将菌液用微量

电动组织混匀器充分混匀后各吸取 猿园园 滋蕴于 怨远 孔

酶标板中袁 平行样 猿 个袁 以空白培养基为对照袁 用

全波段自动酶标仪测定菌液的 远园园 灶皂 的光密度

渊韵阅冤遥 比较 鱼诺卡氏菌在 源 种培养基中生长情

况

员郾 圆郾 猿摇 培养条件优化 摇 摇 按 缘豫的接种量将 鱼

诺卡氏菌菌液接种到 源 种培养基中生长情况最好的

培养基中袁 设置不同温度尧 盐度和酸碱度袁 检测

鱼诺卡氏菌的生长情况遥 温度设置为 员远 益袁 圆圆

益袁 圆缘 益袁 圆愿 益袁 猿员 益和 猿苑 益遥 盐度为 园 耀 源园袁

梯度为 缘遥 酸碱度设置为 责匀 源 耀 责匀 怨袁 梯度为

园郾 缘遥

员郾 圆郾 源摇 培养基碳源的筛选摇 摇 以 源 种培养基中生

长情况最好的培养基为母本袁 参照 鱼诺卡氏菌的

生理生化特征咱员袁远暂 袁 进行碳源筛选试验遥 分别用等

量渊圆豫 冤的葡萄糖尧 甘油尧 麦芽糖及蔗糖进行试

验袁 培养基其他成分不变遥 按 缘豫接种量接入上述

培养基袁 按照优化后的培养条件培养 苑 凿遥 参照

员郾 圆郾 圆 的方法测定菌液的 韵阅远园园遥 比较 鱼诺卡氏

菌在不同碳源培养基中生长情况袁 选出最佳碳源遥

员郾 圆郾 缘摇 培养基氮源的筛选摇 摇 确定最佳碳源后将

培养基中的氮源用等量渊员豫 冤的蛋白胨尧 酵母粉尧

牛肉浸膏及麦芽浸膏进行试验袁 培养基其他成分不

变遥 按 缘豫接种量接入上述培养基袁 按照优化条件

培养 苑 凿遥 参照 员郾 圆郾 圆 的方法测定菌液的 韵阅远园园袁 比

较 鱼诺卡氏菌在不同氮源培养基中生长情况袁 选

出最佳氮源遥
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员郾 圆郾 远摇 培养基无机盐成分的筛选摇 摇 在确定最佳

碳源和氮源的基础上配置培养基袁 对培养基的无机

盐成分进行筛选遥 根据相关报道袁 并参照其他 鱼

诺卡氏菌可以生长的培养基成分袁 考察添加 愿 种无

机盐磷酸氢二钾渊运圆匀孕韵源 园郾 苑缘 早窑蕴 原员 冤尧 硫酸铵

咱渊晕匀源冤圆杂韵源 园郾 缘 早窑蕴 原员 暂尧 硫酸镁渊酝早杂韵源 园郾 缘 早窑

蕴 原员冤尧 氯化钙渊悦葬悦造圆 园郾 圆 早窑蕴 原员 冤尧 硫酸铜渊悦怎杂韵源

员郾 园 皂早窑蕴 原员冤尧 硫酸铁渊云藻杂韵源 园郾 园员 早窑蕴 原员冤尧 硫酸锌

渊在灶杂韵源 员郾 园 皂早窑蕴 原员冤尧 硫酸锰渊酝灶杂韵源 员郾 缘 皂早窑蕴 原员冤

对 鱼诺卡氏菌生长的影响袁 以未添加无机盐的培

养基为对照遥

员郾 圆郾 苑摇 正交设计优化培养基主要成分摇 摇 对筛选

得到的最佳碳源尧 最佳氮源和促生长作用最强的 圆

种无机盐共 源 种主要成分进行 蕴怨 渊猿
源 冤正交设计试

验遥 优化条件下培养 苑 凿 后参照 员郾 圆郾 圆 的方法测定

菌液的 韵阅远园园袁 分析 源 种物质对 鱼诺卡氏菌的影

响度及最佳剂量组合遥

员郾 圆郾 愿摇 验证试验摇 摇 将 鱼诺卡氏菌按 缘豫比例袁

接种到 员郾 圆郾 苑 中得到的最佳培养基尧 正交试验中的

菌体浓度最高的培养基和 杂阅月 液体培养基袁 于优

化条件下培养 苑 凿袁 参照 员郾 圆郾 圆 的方法测定菌液的

韵阅远园园袁 比较 鱼诺卡氏菌在 猿 种培养基中的生长

情况袁 验证正交试验结果是否准确遥

员郾 圆郾 怨摇 鱼诺卡氏菌在优化条件下的生长曲线 摇

摇 按 缘豫比例接种 鱼诺卡氏菌菌液于优化后的液

体培养基中袁 设 猿 个重复组袁 以不加细菌的培养基

作对照袁 于优化条件下培养 苑 凿袁 每隔 员圆 澡 取样袁

按 员郾 圆郾 圆 的方法检测菌体浓度遥 以培养时间为横坐

标袁 以 韵阅远园园为纵坐标作该菌的生长曲线遥

圆摇 结果

圆郾 员摇 在 源 种培养基中生长情况

对 源 种不同培养基中 鱼诺卡氏菌的生长情况

进行了比较渊图 员冤遥 鱼诺卡氏菌在不含氯霉素抗

性的沙氏液体培养基渊杂阅月冤中生长情况最佳袁 其次

是脑心浸液肉汤液体培养基渊月匀陨冤袁 在普通海水培

养基渊杂酝冤中 鱼诺卡氏菌生长最慢遥 故选择 杂阅月

培养基作为后续试验的培养基遥

圆郾 圆摇 不同培养条件对生长的影响

对 鱼诺卡氏菌培养环境设置了不同温度袁 结

果见图 圆 原 葬遥 该菌在温度 猿苑 益不能生长袁 员远 耀 猿员

益条件下均可生长袁 在 圆圆 耀 圆愿 益生长良好袁 菌株

的最适培养温度可采用 圆缘 益曰 鱼诺卡氏菌在不

图 员摇 不同培养基对 鱼诺卡氏菌生长的影响

月匀陨援 脑心浸液肉汤液体培养基曰 杂酝援 海水培养基曰

栽杂月援 胰胨大豆胨液体培养基曰 杂阅月援 沙氏液体培养基

云蚤早郾 员摇 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟怎造贼怎则藻 皂藻凿蚤怎皂 燥灶 贼澡藻

早则燥憎贼澡 燥枣 晕郾 泽藻则蚤燥造藻葬

月匀陨援 遭则葬蚤灶 澡藻葬则贼 蚤灶枣怎泽蚤燥灶 遭则燥贼澡曰 杂酝援 泽藻葬憎葬贼藻则 皂藻凿蚤怎皂曰

栽杂月援 贼则赠责贼蚤糟 泽燥赠 遭则燥贼澡曰 杂阅月援 泽葬遭燥怎则葬怎凿忆泽 凿藻曾贼则燥泽藻 遭则燥贼澡

图 圆摇 温度渊葬冤尧 盐度渊遭冤和 责匀渊糟冤对

鱼诺卡氏菌生长的影响

云蚤早郾 圆摇 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 贼藻皂责藻则灶贼葬灶藻 渊葬冤袁 泽葬造蚤灶蚤贼赠 渊遭冤 葬灶凿 责匀渊糟冤

燥灶 贼澡藻 早则燥憎贼澡 燥枣 晕郾 泽藻则蚤燥造藻葬
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图 猿摇 不同碳源渊葬冤和氮源渊遭冤对 鱼诺卡氏菌生长的影响

云蚤早郾 猿摇 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 糟葬则遭燥灶 泽燥怎则糟藻泽 渊葬冤 葬灶凿 灶蚤贼则燥早藻灶 泽燥怎则糟藻泽 渊遭冤 燥灶 贼澡藻 早则燥憎贼澡 燥枣 晕郾 泽藻则蚤燥造藻葬

图 源摇 无机盐离子对 鱼诺卡氏菌生长的影响

园郾 对照曰 员郾 磷酸氢二钾曰 圆郾 硫酸铵曰 猿郾 硫酸镁曰 源郾 氯化钙曰

缘郾 硫酸铜曰 远郾 硫酸铁曰 苑郾 硫酸锌曰 愿郾 硫酸锰

云蚤早郾 源摇 耘枣枣藻糟贼 燥枣 蚤灶燥则早葬灶蚤糟 蚤燥灶泽 燥灶 贼澡藻 早则燥憎贼澡 燥枣 晕郾 泽藻则蚤燥造藻葬

园郾 糟燥灶贼则燥造曰 员郾 运圆匀孕韵源 曰 圆郾 渊晕匀源 冤圆杂韵源 曰 猿郾 酝早杂韵源 曰

源郾 悦葬悦造圆 曰 缘郾 悦怎杂韵源 曰 远郾 云藻杂韵源 曰 苑郾 在灶杂韵源 曰 愿郾 酝灶杂韵源

同盐度条件下的生长情况见图 圆 原 遭袁 可以看出该

菌在盐度 园 耀源园 时均可生长袁 在盐度 园 耀 员园 时生长

良好袁 菌株的最适培养盐度可采用 缘曰 初始 责匀 对

鱼诺卡氏菌生长的影响见图 圆 原 糟袁 发现菌体密

度随初始 责匀 的增加整体呈现先增加后减小的趋

势袁 初始 责匀在 缘郾 缘 耀 苑郾 缘 时菌体生长良好袁 在 责匀

小于 缘 和大于 愿 时菌体生长缓慢遥 因此袁 鱼诺卡

氏菌最适初始 责匀可选定为 远郾 缘 依 园郾 圆遥

圆郾 猿摇 培养基中碳源对生长的影响

葡萄糖尧 甘油尧 麦芽糖和蔗糖 源 种碳源对 鱼

诺卡氏菌生长的影响见图 猿 原 葬遥 源 种不同碳源对

鱼诺卡氏菌的菌体浓度有明显影响袁 以葡萄糖为碳

源时菌体浓度最高曰 其次为蔗糖袁 在以麦芽糖为碳

源时生长最缓慢遥 因此袁 选择葡萄糖作为培养基的

最佳碳源遥

圆郾 源摇 培养基中氮源对生长的影响

蛋白胨尧 酵母粉尧 牛肉浸膏及麦芽浸膏 源 种氮

源对 鱼诺卡氏菌生长的影响见图 猿 原 遭遥 源 种不同

氮源对 鱼诺卡氏菌的菌体浓度有明显的影响遥 以

酵母粉为氮源时菌体浓度最高袁 其次为蛋白胨袁 而

且酵母粉为氮源比以蛋白胨为氮源时菌体浓度提高

了 员倍左右曰 在以牛肉浸膏和麦芽浸膏为氮源时菌

体都生长缓慢遥 因此袁 选择酵母粉作为培养基最佳

氮源遥

圆郾 缘摇 培养基中无机盐对生长的影响

愿 种无机盐 运圆匀孕韵源尧 渊 晕匀源 冤圆杂韵源尧 酝早杂韵源尧

悦葬悦造圆尧 悦怎杂韵源尧 云藻杂韵源尧 在灶杂韵源尧 酝灶杂韵源 对 鱼诺卡

氏菌生长的影响见图 源遥 对 鱼诺卡氏菌生长有明

显促 进 作 用 的 无 机 盐 是 运圆匀孕韵源 和 悦葬悦造圆袁

渊晕匀源冤圆杂韵源尧 悦怎杂韵源 和 酝灶杂韵源 表现为抑制作用遥

圆郾 远摇 培养基优化的正交实验

对葡萄糖尧 酵母粉尧 运圆匀孕韵源 和 悦葬悦造圆 进行 源

因素 猿 水平正交试验袁 以确定最佳组合剂量遥 正交

设计方案及结果见表 员遥 鱼诺卡氏菌在 怨 号培养

基中生长最好袁 其次为 远 号培养基袁 在 员 号培养基

中生长最差遥 经极差分析袁 源 种培养基成分对菌株

生长结果的影响顺序为酵母粉 跃葡萄糖 跃 运圆匀孕韵源

跃 悦葬悦造圆袁 培养基最佳剂量组合为 粤圆月猿悦猿阅圆袁 即

葡萄糖 圆园 早窑蕴 原员袁 酵母粉 员缘 早窑蕴 原员袁 运圆匀孕韵源 园郾 苑缘 早

窑蕴 原员袁 悦葬悦造圆 园郾 圆 早窑蕴 原员遥

圆郾 苑摇 验证试验

以正交设计得到的 粤圆月猿悦猿阅圆 配方做培养基袁

与正交试验中生长最好的 怨 号培养基以及初始 杂阅月

培养基做对比试验遥 为了避免钙离子渊悦葬圆 垣 冤与磷

酸盐形成沉淀袁 悦葬悦造圆 需配制成母液后单独灭菌袁
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表 员摇 培养基不同成分对 鱼诺卡氏菌生长影响的正交试验设计及结果

栽葬遭郾 员摇 耘曾责藻则蚤皂藻灶贼葬造 凿藻泽蚤早灶 葬灶凿 则藻泽怎造贼泽 燥枣 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 蚤灶早则藻凿蚤藻灶贼泽 燥枣 皂藻凿蚤怎皂 枣燥则 贼澡藻 早则燥憎贼澡 燥枣 晕郾 泽藻则蚤燥造藻葬

处理
贼则藻葬贼皂藻灶贼

蕴怨渊猿
源冤

因素 辕 早窑蕴 原员 枣葬糟贼燥则泽

葡萄糖
早造怎糟燥泽藻
渊粤冤

酵母粉
赠藻葬泽贼 藻曾贼则葬糟贼

渊月冤

磷酸氢二钾
运圆匀孕韵源

渊悦冤

氯化钙
悦葬悦造圆
渊阅冤

组合的效果 辕菌浓度 韵阅远园园

贼澡藻 藻枣枣藻糟贼 燥枣 糟燥皂遭蚤灶葬贼蚤燥灶 辕
遭葬糟贼藻则蚤葬造 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶

员 员园 缘 园郾 圆缘 园郾 员 园郾 缘源苑

圆 员园 员园 园郾 缘园 园郾 圆 园郾 愿园员

猿 员园 员缘 园郾 苑缘 园郾 猿 园郾 怨缘猿

源 圆园 缘 园郾 缘园 园郾 猿 园郾 远缘愿

缘 圆园 员园 园郾 苑缘 园郾 员 园郾 愿怨员

远 圆园 员缘 园郾 圆缘 园郾 圆 员郾 园猿园

苑 猿园 缘 园郾 苑缘 园郾 圆 园郾 远苑源

愿 猿园 员园 园郾 圆缘 园郾 猿 园郾 愿缘愿

怨 猿园 员缘 园郾 缘园 园郾 员 员郾 园猿愿

运员 园郾 苑远苑 园郾 远圆远 园郾 愿员圆 园郾 愿圆缘

运圆 园郾 愿远园 园郾 愿缘园 园郾 愿猿圆 园郾 愿猿缘

运猿 园郾 愿缘苑 员郾 园园苑 园郾 愿猿怨 园郾 愿圆猿

砸 园郾 园怨猿 园郾 猿愿员 园郾 园圆苑 园郾 园员圆

最优水平 燥责贼蚤皂葬造 造藻增藻造 粤圆 月猿 悦猿 阅圆

因素主次顺序 贼澡藻 责则蚤灶糟蚤责葬造鄄泽藻糟鄄
燥灶凿葬则赠 泽藻择怎藻灶糟藻 燥枣 枣葬糟贼燥则泽

月 跃 粤 跃 悦 跃 阅

图 缘摇 猿 种 鱼诺卡氏菌培养基的比较

云蚤早郾 缘摇 悦燥皂责葬则蚤泽燥灶 遭藻贼憎藻藻灶 贼澡则藻藻 糟怎造贼怎则藻 皂藻凿蚤怎皂 燥枣 晕郾 泽藻则蚤燥造藻葬

再加入灭菌后的培养基中混匀遥 在 圆缘 益尧 盐度 缘尧

责匀为 远郾 缘 依 园郾 圆尧 员猿园 则窑皂蚤灶 原员条件下振荡培养 苑 凿袁

结果见图 缘遥 经过正交试验得到的培养基在 圆 凿尧 源

凿 和 远 凿的 韵阅远园园均高于其他 圆 种培养基袁 可以初步

判断袁 正交试验结果准确袁 得到的新培养基比初始

培养基好遥

圆郾 愿摇 在优化条件下的生长曲线

根据 圆郾 员 耀 圆郾 远 的优化结果袁 于含有葡萄糖 圆园

早窑蕴 原员尧 酵母粉 员缘 早窑蕴 原员尧 运圆匀孕韵源 园郾 苑缘 早窑蕴 原员尧

图 远摇 鱼诺卡氏菌的生长曲线

云蚤早郾 远摇 郧则燥憎贼澡 糟怎则增藻 燥枣 晕郾 泽藻则蚤燥造藻葬

悦葬悦造圆 园郾 圆 早窑蕴 原员尧 晕葬悦造 缘 早窑蕴 原员尧 责匀为 远郾 缘 依 园郾 圆 的

培养基中袁 在 圆缘 益尧 员猿园 则窑皂蚤灶 原员条件下振荡培养

愿 凿袁 鱼诺卡氏菌的生长情况见图 远遥 结果显示袁

园 耀 猿远 澡为 鱼诺卡氏菌生长延迟期袁 猿远 耀 员圆园 澡为

对数生长期袁 而 员圆园 耀 员缘远 澡为稳定期袁 员缘远 澡 往后

则进入衰亡期遥

猿摇 讨论与结论

近年来袁 鱼诺卡氏菌引发的诺卡氏菌病在
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中国地区水产养殖中的发病率呈上升趋势遥 目前

国内对 鱼诺卡氏菌的研究多集中于病原分离鉴

定尧 快速检测和组织病理等方面咱源 原 员员袁员缘 原 员苑暂 袁 对

鱼诺卡氏菌疫苗的研究未见报道遥 国外有关 鱼

诺卡氏菌疫苗的研究进展缓慢咱员圆 原 员源暂 袁 尚无成功

的商品化疫苗遥 鱼诺卡氏菌菌体生长缓慢袁 之

前对于该菌多采用固体培养基培养袁 如采用胰胨

大豆胨琼脂培养基渊 栽杂粤冤尧 脑心浸液肉汤琼脂培

养基渊月匀陨冤尧 沙氏琼脂培养基尧 罗氏培养基渊 蕴鄄

允冤尧 血琼脂培养基尧 小川培养基和普通营养琼脂

培养基等咱猿 原 源袁员源暂 袁 需 缘 耀 员源 凿袁 才能形成 员 耀 猿 皂皂

白色或淡黄色沙粒状菌落遥 固体培养不利于扩大

培养和疫苗大量生产遥 该研究对 鱼诺卡氏菌的

液体培养参数和培养基进行了优化遥 单一变量控

制试验确定了 鱼诺卡氏菌的最适生长条件为温

度 圆缘 益 尧 盐度 缘尧 责匀 远郾 缘 依 园郾 圆遥 在此基础上着

重研究了不同碳源尧 氮源和无机盐成分对 鱼诺

卡氏菌生长的影响袁 发现最佳碳源是葡萄糖袁 最

佳氮源是酵母粉袁 促生长作用最强的 圆 种无机盐

是 运圆匀孕韵源 和 悦葬悦造圆遥 正交试验得出培养基优化配

方为葡萄糖 圆园 早窑蕴 原员袁 酵母粉 员缘 早窑蕴 原员袁 运圆匀孕韵源

园郾 苑缘 早窑蕴 原 员袁 悦葬悦造圆 园郾 圆 早窑蕴 原 员渊单独灭菌冤袁 晕葬悦造 缘

早窑蕴 原 员袁 责匀为 远郾 缘 依 园郾 圆遥 该研究对 鱼诺卡氏菌

菌体的大规模培养具有参考价值遥
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