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摘要: 为评估黑附球菌Z01发酵液对水霉的抑制效果及防治应用潜力 , 本研究从草鱼(Ctenopharyngodon
idella)眼部分离获得一株丝状真菌, 并在培养平板上分离到一株对水霉具有拮抗作用的真菌。经形态学和分

子生物学鉴定后, 分别确认为多子水霉(Saprolegnia ferax)和黑附球菌Z01 (Epicoccum nigrum)。采用平板对峙

法、琼脂稀释法和液体稀释法评估了黑附球菌Z01发酵液对多子水霉的抑制效果, 并通过观察组织病理学、

测定血液学参数、统计浸泡鱼体后的存活率评估发酵液的安全性。此外, 评估了注射、浸泡、灌胃3种方式

下该发酵液对草鱼感染水霉前的预防效果, 以及感染后的治疗效果。结果证实, 黑附球菌对水霉抑制效果显

著且稳定, 琼脂稀释法中当发酵液和PDA混合比例大于3﹕7时水霉无法生长, 在PDB中添加发酵液大于0.1 mL
时未观察到水霉孢子萌发。发酵液浸泡草鱼后血细胞形态正常, 存活率高于空白组; 采用浸泡、注射、灌胃

方式处理草鱼后水霉感染率显著降低了60%、50%和40%。总之, 黑附球菌Z01能显著抑制水霉生长且对草鱼

肝脏、脾脏、中肾和肠无任何损伤, 其发酵液可降低水霉感染率, 并促进草鱼色素层增厚以及肠绒毛固有层

细胞数量增加。研究结果可为生物手段防控水霉提供重要参考依据。

关键词: 多子水霉;   黑附球菌;   拮抗作用;   生物防控

中图分类号: S941.42     文献标识码: A           文章编号: 1000-3207(2025)12-122508-10

doi: 10.3724/1000-3207.2025.2025.0233          CSTR: 32229.14.SSSWXB.2025.0233

草鱼作为我国“四大家鱼”中养殖范围最广的

品种, 拥有1700余年养殖历史的草鱼, 目前年产值

位居全球淡水养殖业首位。作为有鳞鱼的代表, 草
鱼常被用于研究水霉。

水霉(Saprolegnia)隶属于茸鞭生物界(Strame-
nopila)、卵菌门(Oomycota)、卵菌纲(Oomycetes)、
水霉目(Saprolegniales)、水霉科(Saprolegniaceae)、
水霉属(Saprolegnia)是淡水养殖中常见的卵菌性疾

病。常见的病原菌有多子水霉(Saprolegnia ferax)、
棒形水霉(Saprolegnia longicaulis)、球形水霉(Sa-
prolegnia.  bulbosa)、多形水霉 (Saprolegnia  mixta)
等。低温时期常通过游动孢子附着于水产动物伤

口处或黏液分泌异常处形成内、外菌丝侵袭宿主

组织后呈现灰白色絮状物, 可感染各发育阶段的水

生动物导致高死亡率。感染鱼种包括草鱼(Cten-
opharyngodon idella)[1]

、鲤(Cyprinus carpio)[2]
、大

西洋鲑(Salmo salar)[3]
和虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[4]

等。其致病机制在于卵菌通过酪氨酸-O-硫酸盐结

合效应蛋白转运途径
[5], 将效应蛋白分泌至宿主细

胞内破坏防御系统, 致使宿主表皮细胞受损, 最终

引发组织病变。该病的发生与环境胁迫密切相关,
常作为继发性病原侵袭感染病毒、细菌、寄生虫

或发生机械损伤的鱼类
[6]
。不同鱼类易感性存在差

异, 但水霉主要聚集于病鱼受损组织, 引发局部炎

症腐烂、皮肤溃疡、游动迟缓及活力下降
[7]
。

自高效化学药剂孔雀石绿被禁用后
[8], 水霉病
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防治新方法的探索备受关注。近期研究揭示了拮

抗微生物在生物防治中的应用价值, 如水体中分离

出的黏质沙雷氏菌(Serratia marcescens)[9]
对水霉菌

丝生长与孢子萌发抑制作用显著; 健康虹鳟皮肤及

水霉病病灶处获得的气单胞菌 , 荧光假单胞菌

(Pseudomonas fluorescens)[10]
对水霉表现出显著抑

制活性 , 可通过口服或泼洒使用; 池塘周围土壤

中获得的解淀粉芽孢杆菌 (Bacillus  amyloliquefa-
ciens)[11]

能够使水霉菌丝生长畸形从而丧失侵袭能

力, 拮抗效果强且对水产动物安全; 放线菌(Strepto-
myces polychromogenes)[12]

对供试稚鱼无毒, 传代稳

定, 10—70℃内持续拮抗。这些微生物因无残留、

拮抗作用显著、安全环保等特性受到青睐, 应用研

究日益增多。通过生物防控技术实现病害防治与

宿主健康促进的融合, 正成为水产养殖领域的重要

发展趋势。然而现有应用效果仍不理想, 亟需进一

步分离筛选出具有优良拮抗特性的菌株。

本研究通过对分离获得的水霉及其拮抗真菌

进行纯化鉴定, 结合浸泡实验、病理切片分析、观

察感染率, 评估了其对草鱼的安全性及抑制水霉的

效果。以期为生物防治水霉的研究提供基础理论,
为找到合适的水霉拮抗真菌进行产业化应用奠定

基础。

 1    材料与方法

 1.1   试验鱼与饲养条件

实验用草鱼[平均体重(50±5.2) g]购自湖北省

荆州市沙市区。运输至实验室后, 在自然光照条件

下, 置于(25±1)℃的水体中驯养14d, 溶解氧保持在

6.9—7.1 mg/L。
 1.2   病原菌与拮抗菌的分离纯化及鉴定

从湖北省荆州市沙市区养殖池采集濒死草鱼,
在实验室无菌条件下选取10尾病鱼, 体表经乙醇消

毒后, 摘取眼球。采用无菌镊子刺破晶状体, 将内

容物接种于PDA培养基(成分: 20%马铃薯浸出液,
2% D-葡萄糖, 2%琼脂), 25℃培养48h。待菌丝萌

发后, 用手术刀切取矩形菌块转接至新鲜PDA平板,
经连续纯化获得单一菌株。在培养该真菌平板上

长出一株拮抗菌, 采用同样的方法对其进行纯化。

使用真菌基因组DNA提取试剂盒(生工生物,
上海)按说明书流程提取DNA。选用通用引物ITS1
(5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)和ITS4 (5′-TC
CTCCGCTTATTGATATGC-3′)进行PCR扩增, 反应

程序 :  95℃预变性3min,  95℃变性30s、55℃退火

30s、 72℃延伸 1min, 共 35个循环 ,  72℃终延伸

10min。取5 μL PCR产物进行1%琼脂糖凝胶电泳

检测。扩增产物交由天一辉远生物科技有限公司

(武汉)进行测序。将PCR产物测序获得的ITS序列

分别提交NCBI数据库进行BLAST分析 , 并采用

MEGA 5.0软件使用邻接法(Neighbour-joining)构建

系统发育树。

 1.3   拮抗真菌的抑菌活性及传代稳定性分析

采用平板对峙法评估Z01菌株对水霉原始分离

株的抑制效应。取直径约6 mm的琼脂块置于PDA
平板中央(菌丝面朝培养基), 在距水霉菌块15 mm
处接种拮抗菌株, 25℃恒温培养, 以未接种拮抗菌

的水霉平板为对照, 根据抑菌圈大小评价抑菌效果,
每组设置3个重复。为检测拮抗菌的传代稳定性,
将分离菌株于25℃ PDA平板上培养72h获得第一

代, 切取约6 mm菌丝块转接至新鲜PDA平板培养

第二代, 依次连续传代培养至第10代, 通过测定抑

菌圈直径评估其在传代过程中的稳定性。

 1.4   拮抗真菌发酵液的制备及抑制作用

为评估拮抗真菌对水霉的抑制潜力, 本研究将

纯化培养的拮抗真菌琼脂块接种至含 200  mL
PDB液体培养基(成分: 20%马铃薯浸出液, 2% D-
葡萄糖)的无菌锥形瓶中, 25℃恒温培养5d。在培

养结束后, 采用灭菌滤布过滤分离菌丝体与发酵

液。将滤液于10000 r/min离心10min去除残留固体

杂质, 用0.22 μm微孔滤膜(Millipore)过滤上清液, 获
得终发酵液。

琼脂稀释法: 采用A430值为0.268的真菌发酵液,
按1﹕9、2﹕8、3﹕7、4﹕6和5﹕5  (v/v)比例与冷却至

40—50℃的PDA培养基充分混匀后倒平板, 以未处

理PDA平板为对照, 每组设3个重复。将水霉琼脂

块用手术刀切割成6 mm×6 mm的方块接种于含不

同浓度真菌发酵液的平板上, 25℃培养约3d观察水

霉菌丝生长情况。

液体稀释法: 将长满水霉菌丝的琼脂块接种于

PDA平板, 20℃培养4d至菌丝完全覆盖平板。将平

板分割成6 mm×6 mm小块置于24孔板中, 分别加入

2、1、0.5、0.25和0.1 mL真菌发酵液, 用PDB培养

基补足至2 mL。以未处理PDB为对照, 每组3个重

复, 25℃恒温培养48h后, 于光学显微镜下观察菌丝

生长状况。

 1.5   发酵液对草鱼的安全性评价

实验前对草鱼进行14d适应性暂养。随机选

取120尾健康草鱼分配至6个水族箱(每箱20尾), 其
中3箱作为空白组(不进行处理), 另外3箱为安全性

评价组。通过7d连续浸泡试验评估发酵液安全

性 , 实验组添加发酵液至终浓度为2.0×108
孢子 /

mL, 空白对照组添加无菌PDB培养基持续观察7d,
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每日记录不良反应及死亡情况, 统计存活率。取

肝脏、脾脏、中肾和肠做石蜡切片。采集血液进

行白细胞计数及血红蛋白值检测, 采血后制作血

涂片, 经吉姆萨染液(Solarbio, 中国)染色后观察细

胞形态。

 1.6   发酵液对草鱼水霉感染的预防作用

选取180尾规格一致的草鱼随机均分至12个水

族箱(每组3个重复)。实验前人工刮除体表相同部

位的鳞片, 并用手术刀刮擦至渗血状态以制造等面

积创伤, 同时擦除体表黏液便于感染水霉。随后向

所有水族箱中加入终浓度为1×108
孢子/L的水霉孢

子进行感染。实验设置空白组(添加PDB培养基)、
浸泡组、注射组和灌胃组, 后3组均使用拮抗真菌

发酵液处理: 浸泡组添加终浓度为1×108 孢子/mL
的发酵液; 注射组按200 μL/尾的剂量注射等浓度发

酵液; 灌胃组浓度与剂量同注射组。养殖水温维持

在18℃, 以肉眼可见体表出现菌丝作为感染判定依

据, 统计水霉感染率。尾静脉采血后经吉姆萨染液

(Solarbio, 中国)染色后观察血细胞形态变化。

 1.7   发酵液对水霉感染草鱼的初步治疗作用

选取90尾经肉眼观察创伤部位出现菌丝、已

成功感染水霉的草鱼, 随机均分为感染组和治疗组,
每组3个重复。健康草鱼为空白组。治疗组添加终

浓度为2.0×108
孢子/mL的拮抗真菌发酵液, 1次/d,

连续浸泡3d。随后继续观察7d, 实验结束后每组随

机选取5尾鱼采集肠道、皮肤、肌肉及肝脏组织样

本, 经Bouin氏固定液固定后制作石蜡切片以评估

组织病理学变化。

 1.8   血液指标分析

按标准操作制备厚度适宜、分布均匀的血涂

片, 自然晾干后用无水甲醇固定3min, 随后使用适

宜浓度的吉姆萨染液 (Solarbio, 中国 )室温染色

15min。染色后的涂片用蒸馏水从玻片一端轻柔冲

洗, 晾干后镜检。采血后2h内完成白细胞计数(n=5),
计算公式 : 白细胞数 /mL=A/4×20×10×103 (A为4个
大方格内白细胞总数)。
 1.9   苏木精−伊红(HE)染色

将采集的草鱼皮肤、肝脏、脾脏、中肾、肠

道及肌肉组织, 立即置于Bouin氏固定液中固定12h,
经酒精梯度脱水、石蜡包埋切片后, 进行HE染色

并用中性树胶封片, 最后在光学显微镜(Olympus
BX51)下观察并拍照记录。

 1.10   统计分析

实验数据以均值±标准差(mean±SD)表示, 采用

单因素方差分析(ANOVA)结合Duncan检验进行组

间差异显著性分析(P<0.05), 各组数据标注不同上

标字母表示存在统计学差异。

 2    结果

 2.1   分离、纯化和鉴定

如图 1A所示, 患病鱼眼部及腹鳍基部出现充

血症状, 体表伴有局部鳞片脱落。从草鱼病灶部位

采集眼球组织进行病原菌分离 (图  1A-a)与纯化

(图 1A-b)。在实验室培养水霉平板上发现黄色菌

落(图 1B-a), 经分离纯化获得拮抗菌株(图 1B-b)。
水霉菌株在PDA平板上呈现白色绒毛状, 电子显微

镜下可观察到菌丝。基于ITS rDNA序列的系统进

化树分析表明, 该菌株与多子水霉(Saprolegnia ferax)
(GenBank登录号: GQ119935.1)聚为一个独立分支,
BLAST比对显示99%的序列相似度, 结合菌株形态

特征与ITS rDNA序列分析结果, 判定该菌株为水霉

(图 1A-c)。
拮抗真菌Z01菌落初期呈点状或棉絮状生长,

后期呈淡红色或灰褐色(图 1B-b)。系统进化树显

示该菌株与黑附球菌(Epicoccum nigrum, GenBank
登录号 :  OQ555113.1)聚为一支 , 序列相似度达

100%, 结合形态学与分子生物学特征, 鉴定为黑附

球菌Z01 (图  1B-c)。本研究报道的水霉(S. ferax)
和黑附球菌Z01 (E. nigrum)的ITS rDNA序列已存

入GenBank数据库, 登录号分别为OR923337和OR
923338。
 2.2   拮抗真菌发酵液对水霉的拮抗作用

黑附球菌Z01和水霉对峙培养时抑菌圈明显

(图 2A)。添加了黑附球菌Z01发酵液的混合平板都

显著抑制了多子水霉CY01的生长。当黑附球菌

Z01发酵液与PDA培养基的混合比例大于3﹕7后, 观
察到水霉菌丝未生长(图 2B)。未添加拮抗菌液的

水霉菌丝粗壮, 孢子状态活跃持续萌发, 相同培养

环境下长满整个平板。加入0.1 mL拮抗菌发酵液

后, 光学显微镜下仍能发现极少数水霉孢子萌发,
其余实验组中均未观察到萌发的水霉孢子, 且菌丝

更加纤细(图 2C)。
 2.3   黑附球菌Z01传代稳定性

经过10次传代培养后, 抑菌带的宽度略微变窄,
意味着拮抗活性略微减弱。可能是实验室最优培

养条件下促使其缺乏自然竞争力。拮抗真菌Z01继
代培养菌株与出发菌株之间抑菌效果差异不显著

(P<0.05)。总之, 拮抗活性总体比较稳定, 并不会随

着传代而消失(表 1)。
 2.4   Z01发酵液对草鱼的安全性评估

研究表明, 空白组与安全性评价组的存活率均

随时间发展呈下降趋势(图 3A)。1—2d时, 两组存
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活率无显著差异(P>0.05); 至第7天, 安全性评价组

存活率较空白组高10%。如图 3B所示, 安全性评价

组白细胞数显著高于空白组(P<0.05)。发酵液浸

泡后, 鱼类血红蛋白水平亦显著升高(P<0.05; 图 3C)。
吉姆萨染色显示血细胞形态完整、大小适中, 未发

生病理改变(图 3D)。对发酵液浸泡后草鱼肝脏、

脾脏、中肾及肠道的组织病理学观察显示(图 3E):
在肝脏组织中, 肝板以中央静脉为中心呈散射状分

布, 肝细胞为不规则的多边形, 胞质含量少, 呈空泡

状(炭黑色箭头)。脾脏主要由密集的红细胞构成,
可见多量的棕褐色颗粒样物(深灰色箭头); 中肾组

织肾小管结构清晰, 可见少量棕褐色颗粒样物(黑

色箭头), 未见明显的炎性细胞浸润; 肠绒毛上皮增

生(浅灰色箭头), 细胞排列不规则, 偶见上皮点状坏

死, 未见明显的炎性细胞浸润(中灰色箭头)。这说

明拮抗菌发酵液浸泡7d后草鱼安全无损伤。

 2.5   发酵液对草鱼感染水霉的预防作用

如图 4所示, 空白组感染率显著高于3个实验处

理组(P<0.05)。7d累计感染率分别为空白组80%、

注射组30%、浸泡组20%、灌胃组40% (图  4A)。
浸泡组、注射组与灌胃组的血细胞形态与健康草

鱼相比未发生改变(图 4B)。水霉感染前后白细胞

计数波动较小(图 4C), 且与其他浸泡组相比差异显

著(P<0.05)。所有处理组在感染水霉后血红蛋白值
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图 1    水霉(S. ferax)及拮抗真菌的分离鉴定

Fig. 1    Isolation and identification of S. ferax and antagonistic fungi
A. 水霉的分离来源(a)、纯化菌株(b)及系统进化树(c); B. 拮抗真菌的分离来源(a)、纯化后菌株形态(b)及系统进化树(c)

A. Source of S. ferax (a), strain purification (b) and phylogenetic tree of S. ferax (c); B. Isolation sources of antagonistic fungi (a), morpho-
logy of purified strains (b), and phylogenetic tree (c)
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均显著降低(P<0.05; 图 4D)。
 2.6   发酵液对感染水霉后草鱼的初步治疗作用

从图 5可以明显看出, 与空白组相比, 感染水霉

后的草鱼皮肤、肌肉、肝脏和肠道均出现不同程

度的病变。在感染组中, 草鱼表皮轻微变薄(黑色

箭头), 色素层着色显著减弱(中灰色箭头); 肌肉组

织可见大量坏死成肌细胞, 胞质碎裂且细胞排列紊

乱(灰色箭头); 肝组织呈现弥漫性肝细胞水样变性,
表现为胞质稀疏、染色浅淡(炭灰色箭头), 这是细

胞损伤最早期的改变之一; 肠道绒毛形态偶见不规

则(深灰色箭头), 黏膜上皮虽保持完整, 但固有层细

胞数量明显减少, 导致黏膜上皮与固有层分离(银
灰色箭头)。

治疗组的草鱼表皮与空白组相比无显著差异,
色素层着色轻度减弱且分布不均(中灰色箭头), 肠
绒毛固有层细胞数量偶见减少(银灰色箭头)。肝组

织可见弥漫性肝细胞气球样变性, 伴有水肿和胞质

空泡化, 严重处(炭灰色箭头)细胞膨大如气球。

图 5结果显示, 与空白组相比, 水霉感染时草鱼

皮肤色素层大量色素减少, 而经发酵液处理后色素

层着色显著增加。人工创伤造成的肌肉组织破坏

程度在水霉感染情况下更为严重, 肌细胞发生严重

坏死; 发酵液处理组则呈现相反趋势, 肠绒毛固有

层细胞数量有所增加。肝组织与空白组相比未观

察到显著变化。

 3    讨论

 3.1   黑附球菌作为水霉病生物防治剂的潜力

当前水霉病防治研究领域, 除已被禁用的药物

孔雀石绿外, 尚无特效药。生物间的拮抗作用为生

态平衡维护提供了新思路, 生物农药“Protecto” (苏
云金芽孢杆菌)的成功应用即为典型案例

[13]
。研究

表明, 中间气单胞菌A199菌株可通过抑制病灶区菌

丝生长及游动孢子囊萌发 , 有效延缓澳洲银鲈

(Bidyanus bidyanus)感染水霉的进程
[14]; 将澳洲鳗

鲡(Anguilla australis)浸泡于该菌悬液可显著降低

水霉感染率
[15], 其作用机制包括促使感染部位菌丝

脱落至水体中, 从而加速创面愈合。本研究成功分

离获得一株具有显著水霉拮抗活性的生防真菌——

 

表 1   黑附球菌Z01及其继代培养菌株对CY01水霉的抑制作用

Tab. 1   The inhibitory effect of E. nigrum Z01 and its subcultured
strains on S. ferax CY01

菌株代数Strain geneation 抑菌圈Bactericidal zone (mm)

出发菌株 Original strain 28.3±0.3a

2代 Generation 2 28.0±0.1a

4代 Generation 4 27.9±0.2a

6代 Generation 6 27.5±0.3a

8代 Generation 8 27.1±0.3a

10代 Generation 10 26.9±0.4a

注: 表中数据为3个重复的平均值; 同一行相同右上角含有

相同英文上标字母或无上标表示无显著差异 (P≥0.05)
Note: Data  are  means of  triplicates;  means in  each bar  shar-

ing  the  same  superscript  letter  or  absence  of  superscripts  are  not
significantly different determined by Tukey’s test (P≥0.05)
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图 2   黑附球菌Z01对水霉的抑制作用

Fig. 2   Inhibition of S. ferax by the E. nigrum Z01
A. 水霉空白平板(a)与Z01-水霉对峙培养平板(b); B. 不同比例

发酵液平板对水霉生长的抑制情况(平板标注为拮抗菌液与

PDA的混合比例); C. 添加不同浓度发酵液恒温培养后水霉菌

丝及孢子的形态变化

A. A blank S. ferax plate (a) and confrontation growth between E.
nigrum Z01 and S. ferax plate (b); B. The inhibition of growth of
Saprolegnia by plates made with different proportions of fermen-
tation broth (The markings on the plate represent the mixing ratio
of  antagonist  solution  and  PDA);  C.  The  changes  in  hyphal  and
spores  after  addition  of  different  concentrations  of  fermentation
broth for constant temperature cultivation of S. ferax
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黑附球菌(E. nigrum), 该菌不仅能抑制水霉菌丝萌

发, 还可通过产生分生孢子
[16]
或分泌抗真菌代谢物

[17]

发挥抑菌效能。黑附球菌是半知菌亚门附球菌属

Epicoccum的真菌。该菌种具有突出的种内形态与

遗传多样性
[18], 能通过调节细胞壁厚度适应盐度、

pH及温度等环境变化
[19]
。黑附球菌广泛分布于环

境和植物组织中, 报道显示, 该菌可从小麦
[20], 半夏

(Pinellia ternate)[21]
及深海沉积物

[22]
等多种生境中

分离获得。在以往研究中常被作为生防真菌用于

真菌病害的生物防治, 其抗真菌活性主要依赖于抗

菌代谢产物, 如黄曲素(Flavipin)、大环内酯类物质

Epicoccolides、环肽类物质Epicorazines[23—25]
或通

过产生大量糖基水解酶参与真菌细胞的降解实现

拮抗作用
[26]
。虽然其同属菌株常引发丁香叶斑病

[27],
但从西太平洋橘色双冠丽鱼(Amphilophus)鳃中分

离的HDN17-88菌株不仅具有抗HSV-2病毒活性 ,
还对枯草芽孢杆菌表现出抑制效应

[28]
。本研究首

次证实黑附球菌Z01对水霉的拮抗作用, 为其作为

水产有益菌防控水霉病提供了理论依据。

 3.2   给药方式对防治效果的影响

水产中疫苗或药物的使用方式是发挥效果的

决定性因素。在水产养殖实践中, 注射法效果通常

较好, 但操作复杂的特点限制了其大规模应用
[29];

灌胃法虽效果显著, 但对操作技术要求较高且易导

致鱼类应激反应, 相比之下浸泡法更适用于幼鱼及

其他鱼种
[30]
且对鱼体机械损伤最小。因此, 浸泡法

常被用于鱼类疾病预防或治疗的方式之一
[31]
。草

鱼作为终生用鳃呼吸的水生生物, 通过浸泡给药可

促进发酵液中活性成分经鳃部和皮肤吸收, 从而激

发机体生理响应。在本实验中, 采用拮抗真菌发酵

液浸泡处理的草鱼水霉感染率最低, 证实该方式具

有较大的应用潜力。

 3.3   水霉感染机制与发酵液安全性验证

水霉菌通常从受损组织中分离获得, 但本研究

发现, 尽管草鱼眼部仅存在局部出血且无明显外伤,
但仍可从其眼部分离培养出水霉。这一发现与以

往在组织损伤处分离出水霉不一致, 本实验室在前

期工作中发现, 在水霉培养基中加入草鱼血清能加

速菌丝和孢子的生长(文章未发表)。在人眼部内源

真菌的感染中发现, 真菌可通过血液进入眼内
[26]
。

推测水霉也可通过此方式感染草鱼眼。先前研究

表明, 水霉菌丝能侵入感染鱼的表皮组织导致细胞
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图 3    黑附球菌Z01发酵液对草鱼安全性评价

Fig. 3    Evaluation of the safety of E. nigrum Z01 fermentation solution on grass carp
A. 草鱼7日存活率; B. 采血后白细胞计数; C. 发酵液浸泡前后草鱼血红蛋白变化; D. 吉姆萨染色后草鱼血涂片(↓ 血栓细胞, ↑ 红细

胞); E. 拮抗真菌发酵液浸泡后鱼体肝脏、脾脏、中肾及肠道组织切片

A. Survival rate of grass carp over 7 days; B. leukocyte count immediately after blood collection; C. represents the change in haemoglobin of
grass carp before and after soaking in fermentation solution; D. Giemsa-stained blood smear of grass carp (↓ indicates thromocytes, ↑ repre-
sents erythrocyte); E. Histological sections of liver, spleen, trunk kidney and gut of fish after immersion in antagonistic fungal fermentation
solution
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死亡, 严重时可深入肌肉引起肌纤维坏死
[7]
。水霉

会诱导三磷酸腺苷(ATP)大量释放至细胞外环境,
引发强烈炎症反应和脾脏局部坏死

[32]
。然而在褐

鳟感染水霉时发现, 白细胞浸润是诱发炎症反应的

前提条件
[33]
。与本研究发现一致的是, 草鱼人工感

染水霉后创伤部位出现棉絮状菌丝、皮肤及肌肉

细胞坏死、鱼体活力显著下降及免疫力低下等症

状
[34]
。这些研究结果共同证实了水霉在不同鱼类

中的感染部位和感染后症状高度一致。

生物防治效果需进行全面的安全性评估, 尤其

需关注对宿主的潜在危害。死亡率、血液学指标

和组织病理切片是评估微生物菌株生物安全性的

关键可视化指标。对草鱼腹腔注射伯克霍尔德菌

HD05后, 未观察到死亡现象
[35]
。在本研究中, 将草

鱼浸泡于黑附球菌Z01发酵液7d后, 其死亡率较空

白组显著降低, 进一步证实了该菌株的生物安全

性。血液学指标作为重要的生理参数, 常被用于评

估机体生理状态
[36]
。白细胞作为免疫功能的关键

执行者, 通过吞噬有害物质调节机体免疫
[37]
。当机

体启动针对病原体入侵的免疫调节时, 常伴随白细

胞数量的显著升高, 这在感染病毒的大鲵(Andrias
davidianus)[38]

和非洲爪蟾(Xenopus laevis)[39]
中均有

体现。本研究也发现, 鱼类经拮抗真菌发酵液浸泡

后白细胞数量显著增加, 猜想该处理参与了机体的

免疫调节过程从而降低感染率。此外, 组织病理切

片可直观呈现组织损伤状况。值得注意的是, 拮抗

菌浸泡后未观察到炎性细胞浸润等典型病理反

应, 表明该发酵液在推荐使用浓度下具有较好的安

全性。

 4    结论

本研究首次系统评估黑附球菌发酵液对草鱼
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图 4    不同处理下发酵液对水霉的预防效果评价

Fig. 4    Evaluation of the preventive effect of fermentation broth against S. ferax under different treatments
A. 不同处理组草鱼感染率; B. a—d分别代表空白组、注射组、浸泡组与灌胃组的血细胞形态; C. 水霉感染前后草鱼白细胞计数;
D. 水霉感染前后血红蛋白含量的变化

A. The infection rate  of  grass  carp  under  different  treatments;  B.  a—d represent  the  blood cell  morphology of  the  blank group,  injection
group,  immersion group and gavage group,  respectively;  C.  Changes in  leucocytes  counts  of  grass  carp before and after  challenged by S.
ferax; D. haemoglobin values of grass carp before and after challenged by S. ferax
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水霉的预防效果、早期感染阶段的治疗作用及其

对草鱼的安全性。感染率是预防效果最直接的体

现, 本研究中黑附球菌Z01发酵液浸泡处理显著降

低了草鱼水霉感染率。组织病理学分析显示, 与感

染前相比, 处理组表皮色素沉积增加, 肠绒毛固有

层细胞数量增多, 表明受损组织处于修复状态, 证
实了发酵液的疗效。这些发现不仅揭示了黑附球

菌Z01发酵液抑制水霉的潜力, 更为其开发为水产

益生菌提供了重要依据。

(作者声明本文符合出版伦理要求)
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ANTAGONISTIC ACTIVITY OF EPICOCCUM NIGRUM AGAINST SAPROLEG-
NIA FERAX AND ITS ANTI-SAPROLEGNIA INFECTION MECHANISM

ZHU Xia1, YANG Zi-Yang1, 2, LIU Yong-Tao1, DONG Jing1, ZHOU Shun1, YANG Qiu-Hong1,
AI Xiao-Hui1 and YANG Yi-Bin1

(1. Yangtze River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China; 2. College of Fisheries
and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China)

Abstract: To  evaluate  the  inhibitory  effect  and  application  potential  of Epicoccum  nigrum Z01  fermentation  broth
against Saprolegnia,  this  study isolated  a  filamentous  fungus  from the  eyes  of  grass  carp  (Ctenopharyngodon idella)
and  obtained  an  antagonistic  fungus  against Saprolegnia from  culture  plates.  After  morphological  and  molecular
biological identification, the strains were confirmed as Saprolegnia ferax and Epicoccum nigrum Z01, respectively. The
inhibitory effect of the fermentation broth on S. ferax was assessed using plate confrontation, agar dilution, and broth
dilution  assays.  Safety  was  evaluated  through  histopathological  observation,  hematological  parameter  analysis,  and
survival rate statistics after fish immersion. Furthermore, the preventive efficacy of the fermentation broth was assessed
in  grass  carp  infected with Saprolegnia via  injection,  immersion,  and oral  administration,  while  its  therapeutic  effect
was investigated through post-infection immersion. Results demonstrated that E. nigrum Z01 exerted a significant and
stable  inhibitory  effect  on Saprolegnia growth.  In  the  agar  dilution  assay,  no Saprolegnia growth occurred  when the
fermentation  broth-to-PDA  ratio  exceeded  3:7,  and  no  spore  germination  was  observed  in  PDB  supplemented  with
more than 0.1 mL of fermentation broth.  Immersed fish exhibited normal blood cell  morphology and higher survival
rates than the control group. The prevalence of S. ferax infections in grass carp treated by immersion, injection, and oral
administration was significantly reduced by 60%, 50%, and 40%, respectively.  Importantly, E. nigrum Z01 markedly
suppressed Saprolegnia growth without causing damage to the liver,  spleen, trunk kidney, and gut of grass carp. The
fermentation broth also reduced infection rates while promoting choroid thickening and increasing lamina propria cell
counts in intestinal villi. These findings provide crucial insights for the biological control of Saprolegnia.

Key words: Saprolegnia ferax; Epicoccum nigrum; Antagonism; Biological control
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