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环境因子对褐藻酸降解菌引

起海带病烂影响研究
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摘 要

海带在育苗和养殖过程 中常有病烂 发生
,

大成没
产

大经价 针 份一 病姐 出
一

呢弱 通

常伴生有褐藻酸降解菌的大量繁殖
.

将接种褐藻浓 牛解菌汾 引妈
少未、了井 、

一

专切
礼卞

、

镜检
,

观察到细菌开始侵入海带表面 的分生组 织
,

热 后进 八 外 支从 内反 层不。髓

部
.

还 观察到在 细胞 }可隙有大量 细菌存在
,

许多藻细胞游离
,

郎分游离 细胞的 细

胞壁 破损
,

因而导致组织崩溃
、

变软
.

褐藻酸降解菌是海带藻体上 的主要附生细

菌
,

在正常情况下并不造成危害
.

试验表明
,

在藻休表面损伤
、 ;

士
一

于俗植
、

未 温

较 高等不利条件下
,

藻体抗病 能力下降
,

褐藻酬滓解菌有机会大量增殖
.

病 烂也

就 发生
.

因此
,

由于多种原因引起的育苗 系终 生态环境不 良
,

是诱发病烂 的王 要

原 因
.

海带病烂
,

尤其是 在苗期
,

造成 很大经济损 失
’

,

2 }

一 些研究指出
.

海 带病烂 与褐

藻酸降解菌大量繁殖有关
{ “

·

州
.

褐藻酸降解菌是海带藻体
_

仁主要附生细菌
,

通常并不引

起病烂
.

找 出导 致这类细菌异常增殖 的原因
,

对 J
’

解海带病烂的 发生及防治 都很有意义
.

L e ben C盯 t 报 道 阵 ;
,

植物体表附生细菌角鼠是受植物体年龄
、

生理状况及周围环

境的制约
.

环境 因素不但影响藻体生理状 况
,

也影响其附生细菌
.

我们进 行 了环 境因子 与海

带病烂发生 的关系
,

以及细菌 如何引起病烂 的研究
.

以期对海带病烂的防治有所裨 益
.

一
、

材料与 方法

(一 ) 样品

1
.

海带

( 1 ) 海带 (L a m in a r ia s p
.

少
,

长度约 4
一
、 。 , , 1 ,

采 自美国加州S a ; I t、, C : u 二 〔o u n ty
,

E I Ja r o P o in t
.

简称海带 1
.

( 2 ) 海带 ( 日本 ) (L a m in ar ia j“ p o 川 c a
角

一

e
、h )

.

长度为 5 一 勺 。m
.

由中国 科

本文于 19 88 年 3 月2 吃, 日收到
.

修改 稿于 一9 8 ‘, 年 1 月川 ! ! 收到
.

.

本实验的部分 I
_

作是 在美国加州大学 S a nt a 灯 r u z 分校 海洋创 究甲心进行
.
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科学院海洋研究所遗传育种组提供
.

简称海带 11
.

海带先用海水仔细揩洗
,

经抗菌素处理
.

再用无菌海水反复漂洗后
,

用作实验材料
.

一

F述试验除病烂组织切片及温度试验只 用海带 l 进行外
,

其余都用两种海带分别进行

试验
.

所得结 果基本 一致
.

2
.

褐藻酸降解菌

L 0 39
、

L 0 5 3
、

L o 65
、

L o 67
、

L o 68 菌株分离 自山东长岛海带育苗场病烂 的海带
.

这些

菌株都有强的分解褐藻酸盐 的能力
.

(二 ) 感染发病试验

1
.

接种琼胶块
:

按 A n
dr

e w s (19 77 )方法进行
.

切取处在生长对数期的菌落连 同 琼

胶培养基
,

贴在藻体表面
,

对照用无菌琼胶培 养基代替
.

2
.

取对数生 长期的细胞
,

制成菌悬液
,

接入培养海带的营养海水中
,

使海水中菌的

浓度为 10
7

八们
.

每隔 5 天换营养海水
,

并重新接入菌悬液
.

当藻体出现病烂
,

从病灶 中分离出细菌
,

作初步鉴定
.

确定优势菌株与接种的菌株一

致
,

试验才能成立
.

(三 ) 病烂组织切片

样品在K a r n o fe k y固定液 中固定 2 小时
,

用()
.

1 m o l/ 1 c a c o d y la te缓冲液冲洗
,

在梯

度酒精溶液中脱水
,

然后JB 一 4 树脂渗透
、

包埋
,

用JB
一 4 切片机切成 2 一 3 林m

.

选 用

P e r io d ie a e id S e h ff
’ s
染色液染色 「6 , .

(四 ) 损伤试验

试验海带
,

分别用刀尖刺伤藻体表面
,

然后涂布L o6 5菌悬液
.

另设对照三组
:

一组是

海带表面未经刺伤处理
,

在藻体表 面涂菌悬液
;
二组是海带表面经刺伤

,

不接菌
,

另一组

是海带未经刺伤
,

也不接菌
.

接菌用的菌悬液浓度为 10 9 / m l
,

每棵海带叶面接种量为 0
.

()5

m l
‘

培育 丁
二 了 ( F

.

(五 、 温度试验

试验海带经刺伤
,

涂布L o6 5菌悬 液
,

菌浓度为10 8
一 10 9 / m l

,

在光强相同的条件下
,

培

养于光
一

温梯度培养台 (lig h t
一
te m p e ra t u ,

·

e g r :、d ie n t ta b le )
,

温度分别为 6 aC
.

15
‘

C
,

20 ℃
.

对照组除不接菌外
,

其他同试验组
.

(六 ) 密植试验

取培养皿 4 个
,

分 别盛相同量海水
.

其中 2 个培养皿加入海带 6 棵
,

另 2 个培养皿加

2 棵为对照
.

在每棵海带表面均匀涂布 10 9 、m l l ,)6 5菌悬液
,

每个培养皿接菌量相 同
,

培

育 于 8 亡
一

下
.

上述 试验培育在0
.

29 只 10 0 m Z 厂 s 光照条件 下
,

每天光照10 小时
.

并 重 复试验 1 一 2
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次
.

所得结果基本一致
.

二
、

结果与讨论
,

(一 ) 感染试验

健康海带经除菌处理后
,

在藻体表面分别接种长有褐藻酸降解菌L o3 9
、

L o5 3
、

L o6 5
、

L o6 了及L o 68 菌落的琼胶块
,

培养于12 ℃下
.

经 3 天后
,

接种上述 5 种菌株的藻体
,

在接种处

色素都消失
,

变白
;
经 5 天藻体腐烂

; 了天中心部分穿孔
.

而接种无菌琼胶块的对照海带
,

没有可 见变化
.

腐烂的海带经固定处理后
,

切片镜检
,

可看到细菌开始侵入海带表面的分

生组织
,

然后进入外皮层
、

内皮层和髓部 (图 1
,

2 )
.

在试验过程中还观察到细胞间隙处

有大量细菌存在
,

许多藻细胞游离
,

部分游离细胞的细胞壁破损
,

在破损细胞周围布满了

细菌
.

由此可 以推断
,

细菌主要分解细胞 间隙
,

也能分解细胞壁
,

因而使细胞分离
,

组织

崩溃
,

变软
,

进而使藻体穿孔
.

将海带培育于 10 7 / m l褐藻酸降解菌的

海水中
,

作平行试验
,

经12 天培育
,

没有

出现肉眼可见的变化
.

采用上述两种感染验试
,

所得结果不

一
,

这可能主要是感染方法不同所致
.

图 1 海带叶片的横切面
,

褐藻酸 图 2 海带叶片横切面
,

褐藻酸降解

降解菌分解表皮分生组织 一 菌侵入外皮层
,

藻细胞游离

首先接种琼胶块的藻体表面覆盖着一层细菌及琼胶
,

这样势必影响这部分藻体的物质

交换及光的吸收
,

导致代谢作用失调
,

抗菌能力降低
,

大量褐藻酸降解菌有机会进入藻体
.

海带细胞间隙主要成分是褐藻酸
,

而褐藻酸降解菌能分泌褐藻酸酶 [3
,

7 〕
,

因而细胞间隙
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物遭到酶解
,

致使组织解体
.

当将海带培育在接菌的海水溶液中
,

虽然菌浓度达到感染试验浓度
,

但在一定时间内

并未引起病烂
,

这可能在试验条件下
,

藻体仍能进行正常代谢活动
,

保持抗病能力
.

我们曾进行以下试验
,

取健康海带 11
,

一组经紫外线处理
,

将藻体杀死
,

另一组未经

紫外线处理
,

分别培育于褐藻酸降解菌的海水悬液中
.

定时测定藻体的菌量
.

健康海带培

育 30 分钟
,

附菌量达 10 3 /c m Z ,

30 分钟后菌量处于动态平衡
,

不再增多
.

而杀死 的海带培

育 30 分钟菌量达10 4
/c m Z ,

以后随着培养时间延长
,

附菌量逐渐增多
,

当培育 4 小时时菌

量上升至 10 ’
/c m 2 .

这种现象可能与正常海带分泌一种多酚类物质
,

控制细菌生长有关 〔“〕
.

(二 ) 损伤试验

病原菌进入植物体大都是通过天然孔道或因受伤造成 的裂 口 〔”〕
.

中尾报道 [10 〕
,

在

实验条件下引起紫菜绿斑病的病原菌
,

首先是从叶状体的损伤处侵入藻体的
.

在 自然条件

下
,

或在海带育苗场
,

我们也发现受伤的藻体容易发病
.

将海带表面 用刀尖刺伤后
,

涂布

褐藻酸降解菌L o 65 菌悬液
.

在 8 ℃条件下培育
,

经观察
:

5 天后
,

可见在损伤处微微褪色
;

培育12 天后
,

损伤处及其周围基本上都变白腐烂 (图 3 A ) ; 以后逐渐穿孔
.

未经刺伤而接

菌的藻体完好
,

仅个别部位微微变白(图 3 B )( 这主 要是用于接种的菌悬液中
,

存在着个别

菌团
,

沽在藻体表面造成的 ) ;
损伤而不接菌的对照仍然生长良好

,

未见变化 (图 3 C )
.

圈 3 A

—
海带经刺伤

,

接菌培育后
,

藻体病烂 B

—
海带未

经刺伤
,

接菌培育后
,

藻体基本完好 C

—
不接菌

,

对照

通常藻体表面对海藻起着保护作用
,

海藻受伤后
,

失去 了自然保护层
,

病菌就容易侵

入
.

同时藻体受伤后
,

细胞内含物渗出
.

海带富含褐藻酸
、

甘露醇等
.

根据我们试验
,

褐
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藻酸降解菌不仅能利用褐藻酸作为碳源
,

大都还能利用甘露醇
、

葡萄糖
、

淀粉和蔗糖等糖

类作碳源
.

这些渗出物支持了褐藻酸降解菌的增殖
,

有利于它们进一步侵入
.

因此
,

藻体

损伤不仅提供病菌侵入的途径
,

也提供 了病菌增殖所需营养的物质基础
,

从而促进病害的

发生
.

(三 ) 密植试验

在海洋动物养殖中
,

已知拥挤导致病害
,

病害发生 的危险性与拥挤成比例
.

在海藻养

殖中也出现类似情况
.

在培养皿培育 6 棵海带的对照组
,

和仅培育 2 棵海带的对照组
,

在

8 ℃ 条件下培育 9 天后
,

试验组藻体有些部位稍稍变白
,

12 天后海带大面积变白软烂 (图

4 ) ;
而对照

.

组仅个别部位稍稍变白 (类似图 3 B )
.

表明海带过于密植
,

容易引起病害
.

郭

宜樱等介绍 了在海带育苗时抱子的附着量与病烂有一定关系
,

附着密度越高越容易引起病

害 [2 〕
,

见表 1
.

不同密度采苗试验参现
,

如果采苗过

后
,

藻体病烂 (对照
,

类似图 3 B )

密
,

幼苗个体细长
,

明显小于正常么根部
容易变白

,

脱苗
、

烂苗容易发生
.

在脱落的

苗中
,

褐藻酸降解菌的数量可增至 10 “
/ g

,

比正常高出两个数量级
.

附苗过密
,

幼苗

生长差
,

容易引起病害
,

可能主要有两个

原因
:

一是光照受到影响
,

尤其是根部
;

其二可能与营养等其他因素有关
.

在幼苗

生 长过程中
,

特别当幼苗长到 1 c m 以上时
,

新陈代谢旺盛
,

与外界物质交换增多
.

需

要有较大量水流将营养物质带入
,

同时将

分泌物带出
.

而苗过密
,

使海水在幼苗之

间流动速度减慢
,

单位时间水交换量减少
.

水流不畅
,

又会出现浮泥沉积
,

硅藻等杂

藻生长
,

而杂藻又与幼苗争夺光和营养盐
.

这种育苗环境
,

如果不及时改善
,

幼苗正常生理活动受阻
,

抗病能力下降
,

势必导致褐藻

酸降解菌大量繁殖
,

脱苗和病烂严重发生
.

同样
,

在养成期的海带
,

如果裁培过密
,

也会

发生类似的情况
.

表 1 不同采苗密度的幼苗发生
、

生长和病烂情况的 比较
.

采抱子密度

每厘米育苗器上 的幼苗数

幼苗大小 (e m ,

病烂情况

.

引自 《海 带裁 培学》
,

19 85
.

‘
5 / 12 o x 是指在 12 。倍显微镜 下

,

5 / 12 0 丫 二
_

} 20 / 12 0 x { 50 / 12 0 x } l(一0 / 12 0 x } 20 0 / 12 0
、

2 9 3

l
。

0

无病烂 } 无病烂 { 点状白烂 】 片状白烂

l
。

1

片状病烂严重

平均每个视野有 5 个抱子附 着
.
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(四 ) 温度试验

培养于 6 ℃
、

15 ℃及 20 ℃光 一
温梯度培育台的接菌海带

,

经 6 天
,

处于 20 心 的藻体
,

损伤部分变白腐烂 病烂处 褐藻酸降解菌量达 1 0
7 / c m Z ;

培育于 15 ℃损伤处开始变白
;
在 6 ℃

条件下的海带未见变化
.

藻体表面褐藻酸降解菌菌量为 10 4 /c m 2 .

对照组除培育于 20 ℃的

海带颜色稍微变浅外
,

其余没有可见变化
.

由此可见
,

较高的温度容易使海带发生病害
.

温度的作用
,

主要表现在两个方面
:

一是细菌生长
、

繁殖与温 度 有 关
.

一般褐藻酸

降解菌最适生长温度在20 ℃左右
,

在较低温度条件下生长缓慢
.

另一方面
,

温度对海带生

理机能如代谢速度
,

抗病能力等有广泛影响
.

海带是冷水性藻类
,

在适宜温度等条件 下代

谢 旺盛
,

且分泌 一定量多酚类物质 ‘s j
,

可以控制藻体表面细菌 的军长
.

在较高温度条件

下
,

生长差
,

色素变浅
,

且衰老加快
.

当生 物处
一

于衰弱状态下是容易引起疾病的
.

海带梢

部腐烂就是一个很好的例证
.

另外
,

如将厚成期的海带 11 从海上取回
,

一组培育于 24 ℃ 左

右的流动海水中
,

另一组培育于1 2 ℃左右低温室里作对照
.

试验组经 3 天
,

由于水温较高
,

海带有些部位出现褪色
,

以后逐渐变软
、

腐烂且病烂 逐渐扩 大
.

切下病烂部位及其周围海

带
,

分析其褐藻酸降解菌菌量
,

病烂中心部位菌量达 10 ’ /c m ’ ,

占总异 养菌 70 %
.

病烂边

缘部分菌量为 10 6
/c m “ .

病烂周围
,

菌 量为 10 5 c m 2 .

培育巧天后
,

一棵近 Z m 长的海带几

乎全部烂掉
.

而培育于12 ℃对照组海带
,

没有可见变化
,

褐藻酸降解菌量仅为 10 ’ / c m 2 .

上述结果表明
:

健康海带在藻体上虽附生着一定量褐藻酸降解菌
,

可是在正常条件下

对藻体并不造成危害
.

但若条件变差
,

如过于密植
、

损伤
、一

温度偏高等
,

这时病烂就容易发

生
.

这与引起虾等甲壳动物病害的条件致病菌 (o p p or tu ni s tic p at h o g e
n)

-

—
几丁质降解

菌和弧菌 仁’2
,

‘3〕有类似之处
.

在正常的寄主体上
,

通常这类菌 的数量不高
,

它们的致病作用

被动物的抗病作用阻抑
,

病害没有发生
.

‘

但当养殖环境恶化
,

使寄主抗菌能 力减弱
,

细菌

易于侵入和大量繁殖
,

病 害也就暴发
.

根据本试验所得结果
,

可认为褐藻酸降解菌也属于

条件致病菌之列
.

环境因子是诱发病烂 的主要原 因
,

如果控制好养殖环境
,

提供海带生 长

发育适宜条件
,

则藻体得 以健康生长
,

其表面附生的褐藻酸降解菌的繁殖受到控制
,

病烂

也 就难于发生
.
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