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株黄颡鱼肠道益生菌的筛选与鉴定
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摘要　从正常养殖的黄颡鱼肠道中分离得到 218株细菌 ,通过产酶能力测试 ,对常见病原菌体外拮抗作用

以及对抗生素敏感性试验筛选出 1株益生菌 HS140菌株。通过测定 HS140菌株对黄颡鱼的致病性 ,并结合形

态观察、生理生化试验和 16S rRNA部分序列分析 ,对 HS140菌株进行了分类鉴定。结果显示 : HS140菌株具

有很强的分泌蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶的能力 ,能够抑制温和气单胞菌、迟缓爱德华菌和鳗弧菌的生长。HS140

菌株对氨苄青霉素、磺胺异恶唑、先锋霉素 V I等 3种抗生素产生耐药性 ,对另外 13种抗生素均敏感或中度敏

感。急性毒性试验表明 ,浓度为 1. 0×108 cfu/ mL 的 HS140菌悬液对黄颡鱼没有致病性。HS140菌株为革兰氏

阳性可动杆菌 ,16S rRNA 的部分序列分析显示 HS140 菌株与地衣芽孢杆菌 ( B aci l l us l icheni f ormis )具有

99. 3 %的相似性 ,系统发育树上 HS140菌株与地衣芽孢杆菌 ( FJ435674)聚为同一分支 ,结合形态观察和生理生

化试验结果最终鉴定 HS140菌株为 B. licheni f ormis。
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　　黄颡鱼 ( Pel teobag rus f ul v i d raco)因其含肉率

高、营养丰富而深受广大消费者的青睐 ,市场需求量

不断增加。尽管黄颡鱼抗病力较强 ,但随着养殖产

量大幅度提高 ,其病害发生也日趋严重 ,各种病原体

的侵袭严重影响了黄颡鱼的产量和效益。而在水产

动物疾病防治过程中 ,抗生素类药物作用显著 ,但是

它们可导致耐药性的产生以及耐药因子的传递 ,残

留的药物会通过食物链影响人类的健康等[124 ] ,所

以 ,寻求抗生素的替代品就愈加重要 ,益生菌的出现

给人们带来了新的希望。

目前 ,在黄颡鱼养殖技术、遗传育种等方面[526 ]

的研究成果较多 ,但关于其肠道益生菌筛选及应用

还未见报道。笔者首先利用从黄颡鱼消化道中分离

的大量菌株 ,通过对菌株的产酶能力、对鱼类常见病

原菌体外拮抗作用以及对抗生素敏感性试验 ,筛选

出 1株益生菌 HS140 菌株。进一步通过对该菌株

形态观察、生理生化特性试验和 16S rRNA 序列分

析等进行了分类鉴定 ,以期为黄颡鱼的健康养殖奠

定基础。

　材料与方法

　菌株及其来源

供试菌株为 2008 年 10 月从湖北大明水产科技

有限公司池塘养殖的正常黄颡鱼肠道中分离的 218

株细菌。

鱼类致病菌 ,迟钝爱德华菌 ( Edw ardsiel l a t ar2
da) 、鳗弧菌 (V ibrio ang ui l l arum ) 、嗜水气单胞菌

( A eromonas hy d rop hi l a) 、溶藻弧菌 ( V ibrio al gi2
nol y t icus) 、温和气单胞菌 ( A eromonas sobri a) ,均为

笔者所在实验室保存菌株。

　供试鱼

供试黄颡鱼购自武汉市集贸市场。在华中农业

大学水产基地室内水族箱中饲养 7 d 后 ,选择活泼、

无外伤、体形正常 ,体重为 (41. 5 ±1. 0) g的健康黄

颡鱼用于本试验。试验期间不投饵 ,连续充气 ,饲养

水温保持在 (28±1) ℃。

　培养基

营养琼脂培养基、营养肉汤培养液、蛋白酶实验
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培养基、脂肪酶实验培养基、淀粉酶实验培养基。培

养基配方参照文献[ 7 ]方法进行。

　产酶试验

参照王世荣等的方法[8 ]进行。将供试菌株划线

接种于 3种实验培养基中 ,每个菌株重复做 3 次。

将接种好的上述平板置恒温培养箱中 28 ℃培养

48 h ,保证每个平板上出现 3个以上的单菌落 ,测量

菌落的直径和透明圈的直径 ,取菌落和透明圈直径

的平均值 ,然后计算出水解圈直径与菌落直径之比 ,

筛选出产酶能力较强的菌株。

　病原菌的拮抗试验

根据 1. 4的结果 ,按照 Smit h等的方法[ 9 ]进行。

将指示菌接种于营养肉汤培养液中 ,28 ℃摇床培养

12 h ,取菌悬液 0. 1 mL 均匀涂布于营养琼脂培养基

平板上 ,然后用接种环刮取活化 24 h 的供试菌株 ,

在上述平板上点种。观察 48 h 内点种区周围是否

出现明显的抑菌透明区或覆盖区并测量抑菌透明区

的大小。

　药敏试验结果

将筛选出的 HS140菌株和 HS226菌株接种于

营养肉汤培养液中 ,28 ℃摇床培养 12 h ,取菌悬液

0. 1 mL 均匀涂布于营养琼脂培养基平板上 ,将 16

种药敏纸片贴于平皿培养基表面。置 28 ℃恒温培

养箱培养 18～24 h ,观察结果。根据临床和实验

室标准化研究所 ( CL SI ,以前称 NCCL S) 2009 年提

供的抗菌药物敏感性试验执行标准进行结果判

断。

　致病力测试结果

将 HS140 菌株接种在营养琼脂培养基上 ,

28 ℃培养 24 h后 ,用 0. 75 %无菌生理盐水洗脱得

菌悬液 ,10 倍系列稀释菌悬液至浓度为1. 0×108、

1. 0×107、1. 0×106和 1. 0×105 cf u/ mL。将不同稀

释度的菌悬液用无菌注射器对每尾黄颡鱼注射 0.

3 mL ,每组注射 20尾作为试验组。对照组则注射

同体积的无菌生理盐水。注射后的黄颡鱼放回水

族箱中继续饲养 ,每日记录死亡情况 ,连续观察 7

d。

　 菌株的鉴定

1)形态及生化指标。依据文献 [ 10211 ]对菌株

HS140菌株进行鉴定。

2) DNA 模板的制备。将 HS140 菌株接种在

B H I平板上 ,28 ℃培养过夜。取单一菌落接种在

B HI培养液中 , 28 ℃震荡培养 24 h。取菌悬液

1 mL用 DNA提取试剂盒 (离心柱型) (北京百泰克

生物技术有限公司生产)制备 DNA ,并作为 PCR反

应的模板。

3) 16S rRNA 的 PCR扩增、克隆与测序。采用

PCR扩增 16S rRNA ,其上下引物的序列分别为 5′2
A GA GT T T GA TCCT GGCTCA G23′和 5′2AA G2
GA GGT GA TCCA GCCGCA23′。PCR 反应 体 系

(100μL) :10μL 10×PCR缓冲液 (含 Mg2 + ) ,2μL

10 mmol/ L 4×dN TP ,10μL 10 mol/ L 正向和反向

引物各 5μL ,1μL T aq DNA 聚合酶 (5 U) ,10μL

模板。按 Axygen Biosciences公司的 DNA 凝胶回

收试剂盒说明书回收和纯化 PCR产物 ,将纯化产物

连接到 Promega 公司的 p GEM2T easy 载体上 ,然

后转化大肠杆菌 TOP10感受态细胞 ,在含有 Amp/

IP T G/ X2Gal的平板上进行蓝白斑筛选。挑取白

斑 ,扩大培养后将菌液送往北京奥科生物技术有限

责任公司进行测序。

4) 16S rRNA 的序列分析及系统发育树的构

建。将测定的菌株 HS140 的 16S rRNA 序列在

GenBank中进行 Blast 搜索和分析 ,选用 Clustal W

法与已知的芽孢杆菌属 16S rRNA序列进行同源序

列分析比对 ,并用 M EGA4. 0软件中邻接法 (NJ )构

建 10个菌种系统发育树 ,用自展法 (Boot st rap )进

行 1 000次重复 ,并用一致性指数 (consistency in2
dex ,CI)来衡量分析结果的可靠性。

　结果与分析

　产酶能力比较

菌株产酶能力的测定结果如表 1所示。共筛选

出能够同时分泌蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶的 19个株

菌 ,但是 ,不同菌株的产酶能力差异很大。分泌蛋

白酶能力最强的菌株为 HS131 菌株 ,其水解圈直

径与菌落平均直径的比值 ( H/ D)达到 4. 79 ;分泌

脂肪酶能力最强的菌株为 HS140 菌株 , H/ D 为

3. 15 ;分泌淀粉酶能力最强的菌株为 HS226菌株 ,

H/ D为 3 . 94。

　对病原菌的拮抗作用

根据分离菌株对致病菌株产生拮抗作用的强

弱 ,共筛选出 6个菌株 ,其特性如表 2所示。

　药敏试验结果

由表3可以看出 , HS226菌株对丙氟哌酸、氨

902
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表 1　分离菌株的产酶能力比较

Table 1　Comparison of ectoenzyme2producing ability of strains

菌株编号
Strain No.

产酶水解圈直径与菌落直径比
Ratio of diameter of enzymatic hydrolysis and colonies ( H/ D)

蛋白酶 Protease 脂肪酶 Lipase 淀粉酶 Amylase

HS105 2. 98 2. 69 3. 63

HS108 1. 72 1. 81 1. 92

HS118 2. 04 2. 24 2. 10

HS125 2. 36 1. 65 1. 86

HS127 1. 28 1. 74 1. 42

HS131 4. 79 3. 02 3. 47

HS137 1. 54 1. 98 1. 32

HS140 3. 95 3. 15 3. 21

HS162 1. 97 2. 35 1. 34

HS226 4. 45 2. 93 3. 94

HS237 2. 46 2. 00 1. 84

HS246 3. 01 2. 20 1. 82

HS307 1. 88 1. 86 1. 30

HS317 2. 55 2. 34 2. 04

HS321 1. 23 2. 08 2. 22

HS331 3. 28 1. 24 2. 23

HS337 2. 22 2. 55 1. 24

HS339 1. 78 1. 39 1. 95

HS351 1. 92 2. 41 2. 15

表 2　点种法对拮抗菌的筛选1)

Table 2　Selection of antagonistic bacteria by dot2inoculating technique

菌株
St rain

抑菌圈直径 Diameter of inhibition zone/ mm

迟钝爱德
华氏菌
E. tarda

温和气
单胞菌
A. sobria

鳗弧菌
V . anguill2

arum

嗜水气
单胞菌

A. hy drophila

溶藻弧菌
V . al gino2

l yticus

HS105 5 - - 11 -
HS131 - - - 10 -

HS140 21 16 9 - -
HS226 6 14 - - 15
HS237 - - - - 9

HS317 - - 8 - -

　1)“ - ”表示没有拮抗作用。“ - ”means not antagonistic action.

苄青霉素、利福平、磺胺异恶唑、强力霉素和链霉素

等 6种抗生素产生耐药 , HS140菌株只对氨苄青霉

素、磺胺异恶唑和先锋霉素 V I 等 3 种抗生素产生

耐药 ,对另外的 13种抗生素均敏感或中度敏感。

　致病力测试结果

试验结果显示 ,注射 0. 3 mL 浓度分别为 1. 0×

105、1. 0 ×106、1. 0 ×107、1. 0 ×108 cf u/ mL 的

HS140 菌液后 ,与注射 0. 3 mL 0. 75 %无菌生理盐

水的对照组相比 ,黄颡鱼未表现异常。说明 HS140

菌株对黄颡鱼毒力低。

表 3　HS140菌株和 HS226菌株药敏试验结果1)

Table 3　Results of antibiotic sensitivity test of the isolated bacteria

药品
Antibiotics

每片含量/μg
Content of per tile

菌株 St rain

HS140

抑菌圈大小
Inhibitory ring/ mm

结果
Result s

HS140

抑菌圈大小
Inhibitory ring/ mm

结果
Result s

氟哌酸 Fulgram 10 21 S 37 S

新霉素 Neomycn 30 23 S 24 S

卡那霉素 Kanamycin 30 28 S 22 S

丙氟哌酸 Ciprofloxacin 5 25 S - R

氨苄青霉素 Ampicillin 10 - R - R

利福平 Rifampicin 5 18 M 14 R

磺胺异恶唑 Sulfamet hoxazole 30 - R 11 R

先锋霉素 VI Cefradine VI 30 13 R 29 S

恩诺沙星 Enrofloxacin 5 24 S 29 S

吡哌酸 Pipemidic acid 30 21 S 36 S

四环素 Tet racycline 30 23 S 20 S

强力霉素 Doxycycline 30 24 S - R

奥复星 Ofloxacin 5 23 S 32 S

氟苯尼考 Florfenicol 75 36 S 36 S

链霉素 St reptomycin 10 13 M 11 R

庆大霉素 Gentamicin 10 26 S 26 S

　1)“ - ”表示无抑菌圈 ;“S”表示高度敏感 ,“M”表示中介 ,“R”表示耐药。“ - ”means haven’t inhibitory ring ,“S”means highly sensi2

tivity ,“M”means inhibition ,“R”means drug tolerance.

　形态及生理生化特征

通过革兰氏染色镜检 ,确定 HS140菌株为革兰

氏阳性可动杆菌 ,芽孢中生。在营养琼脂培养基上

生长 24 h后 ,菌落扁平 ,表面粗糙 ,边缘不整齐 ,呈

白色。常规生理生化分析试验表明 , HS140菌株在

厌氧条件下可以生长 ,有运动性 ,氧化酶和接触酶阳

性 ,可还原硝酸盐和水解淀粉 ;能利用葡萄糖、果糖、

甘露糖、乳糖、半乳糖、鼠李糖、L2阿拉伯糖、核糖、

012
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D2木糖、蔗糖类产酸 ,但不能利用山梨糖、D2阿拉伯
糖、L2木糖 ;能利用甘露醇和山梨醇 ,不能利用木糖

醇和 D2阿拉伯糖醇 ,同时对七叶苷有分解能力。

　菌株 序列系统发育树的构建

将菌株 HS140 的 16S rRNA 基因序列提交到

NCBI/ GenBank ,在 GenBank 中进行 Blast 搜索并

根据菌株 HS140 的 16S rRNA 序列与已报道的芽

孢杆菌属 16S rRNA 基因序列进行比较分析 ,其中

与地衣芽孢杆菌同源性最高 ,达 99. 3 % ,说明菌株

HS140与地衣芽孢杆菌亲缘关系最近。将 10 个菌

种 16S rRNA 核苷酸序列对齐后 ,以核苷酸序列为

分子标记 ,用 M EGA4. 0软件包中的邻接法 (NJ )构

建了 10个菌种的系统发育树 (图 1) ,从图中可以看

出 ,菌株 HS140与地衣芽孢杆菌 ( B . l icheni f ormis)

( FJ 435674)聚为同一分支。结合形态、生理生化特

征以及 16S rRNA 序列鉴定结果 ,可将菌株 HS140

鉴定为 B . l icheni f ormis。

图 1　用邻接法 (NJ )构建的 10个菌种

16S rRNA核苷酸序列系统发育树

Fig. 1　Phylogenetic tree based on 16S rRNA

nucleotide sequences using NJ method

　讨　论

养殖动物体内正常的菌群对维持其机体的健康

有着重要的影响[12 ]。它们与宿主间的微生态平衡

保证了宿主动物的正常代谢 ,为宿主的生长发育提

供丰富维生素等营养物质 ,同时还能提高宿主的免

疫抗病力。因此以改善动物肠道菌群、促进动物健

康的益生菌制成的饲料添加剂 ,在国内外得到普遍

重视。从养殖环境包括宿主自身环境中分离菌株是

筛选益生菌的有效途径 ,绝大多数水产益生菌的筛

选都以抑制特定病原菌效果为依据 ,这种以抑制特

定病原菌为目的的拮抗筛选方法已成为益生菌和生

物防治菌株筛选的一种模式程序[13214 ]。笔者在筛选

益生菌时 ,在研究了菌株对常见病原菌的拮抗作用

的基础上 ,还比较了各菌株分泌蛋白酶、脂肪酶和淀

粉酶的能力 ,并将产酶能力强的菌株筛选为益生菌 ,

这是因为本试验是以筛选出黄颡鱼饲料添加剂型的

益生菌为目的的。

另外 ,益生菌的筛选还应该考虑到菌株是否携

带耐药因子。选用不带耐药因子、或者所带抗药因

子甚少的有益菌株作为微生态制剂的生产用菌株 ,

应作为一个重要指标[15 ]。本研究检测了最终筛选

得到的 HS140菌株和 HS226菌株对常见抗生素的

敏感性 ,发现 HS226菌株对丙氟哌酸、氨苄青霉素、

利福平、磺胺异恶唑、强力霉素和链霉素等 6种抗生

素都产生耐药 ;而 HS140 菌株只对氨苄青霉素、磺

胺异恶唑、先锋霉素 V I等 3种抗生素产生耐药 ,由

此说明 HS140菌株携带耐药因子较少。此外 , Tay2
lo r等[ 16 ]在 2005年对包括B . cereus、B . f i rm us等在

内的 101株芽孢杆菌热稳定毒素的检测结果表明 ,

这些芽孢杆菌某些菌株均有不同程度热稳定性毒素

产生能力。因此 ,对益生菌在生产前须尽可能了解

其安全性。在本研究中 ,虽然 HS140菌株对黄颡鱼

试验未显示毒性 ,但因本试验为急性毒性试验 ,因此

长期使用是否会对黄颡鱼产生毒性还未知 ,有待于

进一步深入研究。

我国农业部 2003年公布了 B . l icheni f ormis可

作为微生物菌种添加到饲料中。刘文斌等[17 ]通过

将 B . l icheni f ormis分别与复合酶制剂、低聚木糖

适量混合后加入异育银鲫饲料中 ,不仅可以提高饲

料的利用效率 ,促进肠道有益微生物的生长和抑制

有害微生物 ,并且能提高肝胰脏蛋白酶 mRNA的表

达量和肠道酶活性。本试验结合形态观察、生理生

化指标分析和 16S rRNA 系统发育分析对 HS140

菌株进行了分类鉴定 ,结果与 B . licheni f ormis 最

为相似 ,结合系统发育分析结果 ,最终鉴定 HS140

菌株为 B . l icheni f ormis。在本研究的基础上 ,本课

题组将进一步就益生菌株 HS140 对黄颡鱼的作用

效果和对肠道菌群的影响进行探讨。
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35.

Screening and Identif ication of a Potential Probiotic

from Pel teoba gr us f ulvi dr aco Intestine

M EN G Xiao2liang　CH EN Chang2f u　GAO Yu　H E Zhong2hua　TIAN Tian　L IU Zhen2xing

Col lege of Fisheries , H uaz hong A g ricul t ural Uni versi t y , W uhan 430070 , Chi na

Abstract　Two hundred and eighteen bacteria st rains isolated f rom intestinal t ract of cult ured Pel2
teobag rus f ul v i d raco were used for testing t he producing zymogenicities of p rotease ,lipase and amylase ,

t he antagonistic against five common pat hogenic bacterias and t he antibiotic sensitivity. The toxicity of

st rain HS140 screened as potential p robiotic for Pel teoba g rus f ul vi d raco was evaluated. HS140 was i2
dentified according to it s morp hological ,p hysiological and biochemical characteristics as well as homolo2
gy analysis of 16S rRNA sequences. The result s indicated t hat HS140 had high ectoenzyme2producing a2
bility and could produce chemical substances inhibitor to Edw ardsiel l a t ard a ,A eromonas sobri a and V ib2
rio ang ui l l arum . HS140 was resistant to ampicillin ,sulfamet hoxazole ,V I cef radine ,but sensitive or me2
dium sensitive to t he ot her 13 kinds of antibiotics. It was safe for Pel teobag rus f ul vi d raco when they

were challenged by a high immersion concent ration of HS140 at 108 cf u/ mL . Morp hology observation

showed that HS140 was gram2positive ,rod ,motile. The result s revealed t hat st rain HS140 comprised se2
quences more related to B aci l l us l icheni f ormis (99. 3 %) f rom partial 16S rRNA sequences. The identifi2
cation showed t hat st rain HS140 was B aci l l us l icheni f ormis by t he way of morp hology , biochemist ry

characteristic and 16S rRNA sequence homology analysis.

Key words　Pel teobag rus f ul vi d raco ; B aci l l us l icheni f ormis ; screening ; identification
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