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加州鲈肠道芽孢杆菌的筛选及其功能研究
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摘要 为筛选对加州鲈（Micropterus salmoides）有益生效果的芽孢杆菌，从加州鲈肠道分离芽孢杆菌，检测

其溶血性、产酶能力、生物被膜形成能力、对多种常见抗生素的敏感性、耐受人工胃肠液及体外拮抗诺卡氏菌的

能力等，并将菌株拌料饲喂加州鲈后测定加州鲈体质量增长和炎症因子的表达。结果显示，从鉴定到的 94株芽

孢杆菌中筛选出无溶血性且产酶能力广的 4株枯草芽孢杆菌 K-3、K-12、K-13、K-22，4株菌均是强生物被膜形

成株，对多种常见抗生素敏感，其中K-3、K-13菌株能在体外拮抗诺卡氏菌。4株菌在人工胃液（pH 4）和人工肠

液中 2 h的存活率达到 80% 以上。K-13试验组的体质量增长率显著高于对照组，K-12、K-13试验组肠道蛋白

酶、脂肪酶活性显著高于对照组。此外，与对照组相比，K-13试验组头肾、脾、后肠中的促炎因子表达水平下调，

抑炎因子表达水平上调，表明K-13菌株具有减轻加州鲈肠道炎症发生的潜力。综合分析，本研究分离筛选的枯

草芽孢杆菌K-13株具有安全性高、产酶能力强、拮抗诺卡氏菌、促进加州鲈生长的特性，可作为加州鲈饲料添加

的益生菌制剂。
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加州鲈，又名大口黑鲈（Micropterus salmoides），

原产于北美，20世纪80年代初引进我国，因其肉质鲜

嫩，深受消费者喜爱，需求量不断增加。根据 2023年

《中国渔业统计年鉴》，我国 2022年加州鲈年产量达

80.2万 t。由于养殖规模和养殖密度的增加，以及养

殖环境的恶化，养殖加州鲈病害频发，不仅造成了巨

大的经济损失，也严重制约了加州鲈产业的可持续

发展［1］。应用抗生素是水产养殖中治疗细菌感染的

常见做法，但抗生素的不规范使用会加剧耐药菌的

出现［2］、污染养殖环境和危害养殖生物。因此，寻找

安全、有效的新型水产养殖抗生素替代品至关重要。

益生菌随食物或水进入胃肠道，通过调节胃肠

道内部微生物平衡来促进机体健康［3］。益生菌能够

维持健康的水产养殖环境并提高养殖动物产量［4-5］。

芽孢杆菌是水产养殖中常用的益生菌，作为饲料添

加剂在我国水产养殖中已得到广泛应用。芽孢杆菌

可以抑制多种细菌和真菌的活性，发挥拮抗作用，提

高动物抗病力［6］。芽孢杆菌可形成芽孢，耐高温、耐

酸碱，具有良好的稳定性和抗逆性［7-8］。芽孢杆菌能

够分泌多种酶类如蛋白酶、纤维素酶、脂肪酶、淀粉

酶等，增强动物的肠道消化能力，促进鱼类生长［9-10］。

在饲料中添加优良益生菌对于提高养殖动物产量和

减少疾病非常重要。鉴于从非水产养殖环境中分离

的芽孢杆菌在鱼肠道的定植表现出不确定性［10］，为

了提高芽孢杆菌在鱼类肠道中的定植概率并对宿主

发挥最大益处，研究的重点应从鱼类的微生物群中

分离益生菌。本研究探索以芽孢杆菌作为一种有

效、环保的抗生素替代品来控制诺卡氏菌病，同时提

高加州鲈的生长性能，以期为促进加州鲈养殖业的

健康可持续发展提供基础资料。

1　材料与方法

1.1　材 料

用于筛选芽孢杆菌的加州鲈购自武汉市的农贸

市场、养殖场等。用于菌株投喂试验的加州鲈购自

武汉市黄陂区某水产养殖场，初始体质量（28.8±
6.0） g。胰酪大豆胨琼脂培养基（TSA）、胰酪大豆胨

液体培养基（TSB）、普通营养琼脂、产蛋白酶培养
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基、产淀粉酶培养基和羧甲基纤维素钠培养基购自

青岛海博生物技术公司。药敏片购自杭州微生物试

剂有限公司。胃蛋白酶、胰蛋白酶购自上海麦克林

生化科技有限公司。胃蛋白酶测定试剂盒、α-淀粉酶

检测试剂盒和脂肪酶检测试剂盒购自南京建成生物

工程有限公司。定量 PCR 试剂 2×TSINGKE Mas‐
ter qPCR Mix购自武汉擎科创新生物科技有限公司。

1.2　菌株分离鉴定

1）菌株分离。加州鲈用MS-222麻醉、75%乙醇

消毒鱼体表后取出肠道，放入一次性培养皿中。用

PBS缓冲液清洗肠壁的血液、脂肪及内容物并剪碎，

加到离心管中，加入 PBS 缓冲液进行匀浆。将匀浆

液置于水浴锅中 80 ℃水浴 20 min，涂布于TSA培养

平板，置 28 ℃培养箱中培养 2 d。待菌落长出，根据

菌落形态、大小和颜色，挑选单菌落并纯化。

2）分子生物学鉴定。挑取划线纯化 2 代后的单

菌落到 TSB 液体培养基中，28 ℃摇菌 8~16 h 至浑

浊。菌液 PCR 扩增 16S rDNA，16S rDNA 基因通用

引物序列：27F（AGAGTTTGATCCTGGCTCA）和

1492R（GGTTACCTTGTTACGACTT）。在 NC‐
BI 数据库中对序列进行同源性比较，确定待测菌的

种属分类。

1.3　潜在益生菌的筛选

1）溶血性检测。根据《饲料添加剂品种目录》，

将允许添加到饲料的芽孢杆菌进行溶血试验，用接

种针挑取单菌落点种于哥伦比亚血平板上，并增加

PBS 阴性对照、Triton X-100 和溶血菌株阳性对照，

培养24 h后观察菌落周围是否出现溶血环［11］。

2）产蛋白酶、纤维素酶、淀粉酶和脂肪酶能力测

定。采用点种法筛选产酶菌株，用消毒牙签挑取单

菌落，分别点接在酪蛋白琼脂培养基、淀粉水解培养

基、羧甲基纤维素培养基、三丁酸甘油酯培养基上，

28 ℃培养 2 d，观察平板有无水解圈的产生并测量水

解圈大小。以水解圈直径（Dh，cm）与菌落直径（Dc，

cm）之比（Dh/Dc）判断各菌株产酶能力［12］，比值越

大，产酶能力越强。

1.4　菌株形态及生理生化鉴定

1）菌株形态。将筛选的芽孢杆菌接种到TSA固

体平板上，37 ℃培养箱中倒置培养过夜，观察菌落形

态特征。用革兰氏染液处理菌株，在光学显微镜下

观察革兰氏染色后的菌株形态特征。

2）生理生化鉴定。使用青岛海博生物技术公司

的枯草芽孢杆菌生理生化鉴定试剂，根据生化反应

特征，通过《常见细菌系统鉴定手册》鉴定菌株。

1.5　药物敏感性评价

采用纸片琼脂扩散法进行药敏试验，检测菌株

对29种常见抗菌药物的敏感特性。用无菌PBS调节

菌液浓度至 108 CFU/mL，然后均匀涂布于MH培养

皿，用无菌镊子夹取药敏纸片贴在培养基表面，平板

倒置于 37 ℃恒温培养 24 h，测量抑菌圈直径，药敏性

判定参考美国国家临床实验室标准化委员会（NC‐
CLS）的标准。

1.6　生物被膜形成能力测定

将菌液接种在 96孔板中，37 °C孵育 36 h。吸出

培养液，用无菌 PBS 缓冲液冲洗 3 次。添加 100 μL 
甲醇进行固定，持续15 min，然后吸出甲醇，使其自然

风干。接着每孔加入 100 μL 1% 的结晶紫溶液，室

温下染色 5 min，吸出结晶紫染液并用无菌PBS 缓冲

液冲洗干净。将培养板倒扣在滤纸上去除残余的水

分，并放入 37 ℃烘箱中烘干。每孔加入 100 μL 33%
的冰乙酸溶液，在37 °C培养箱中反应30 min，以溶解

结晶紫。通过酶标仪测定培养孔中溶液在 595 nm处

的 OD 值（D595 nm）。每种菌株做 3 个孔的重复试验，

试验数值取 3 次的平均数值（D 值）。以未接种菌的

培养液作为阴性对照，阴性值的 2 倍设定为界

限值［13］。

1.7　体外拮抗诺卡氏菌试验

将诺卡氏菌接种于脑心浸液肉汤培养基中，

28 ℃摇床培养 4～7 d，用灭菌生理盐水调节至一定

浓度，取 0.1 mL 菌悬液涂布于脑心浸液琼脂培养基

上，然后用接种针挑取供试菌点种在培养基上。

28 ℃条件下培养，观察 48 h 点种区菌落周围是否出

现明显的抑菌环，并测量抑菌环直径与菌落直径，观

察供试菌对诺卡氏菌的抑菌情况。

1.8　人工胃肠液耐受试验

根据《中国药典》中的配制方法配制人工胃液、

人工肠液，将芽孢杆菌按一定比例接种于人工胃液

或人工肠液中，培养 2 h 后，将菌液稀释并将各稀释

度涂布平板，计数菌落数，计算存活率［14］。

1.9　对加州鲈体质量增量及免疫基因表达水平的

测定试验

将体质量为（28.8±6.0） g 的加州鲈平均分为 5
组，分别为对照组、K-3 组、K-12 组、K-13 组、K-22
组，进行芽孢杆菌拌料饲喂试验。投喂饲料为商品

化饲料，在饲料中分别添加芽孢杆菌的芽孢，使添加

后饲料中芽孢杆菌芽孢的浓度为 1×108 CFU/g。养
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殖缸每缸 30尾鱼，养殖系统为华中农业大学水产新

基地的循环水养殖系统，养殖水 24 h 曝气，水体 pH 
7.2±0.2，水温（20±2） ℃。试验期间每天投喂 1次，

投喂量为鱼体质量的 3%，饲喂周期为 42 d，试验正

式开始前将所有加州鲈暂养 2周以适应实验室条件。

喂养结束前后测加州鲈的体质量，在喂养后每组选

取 3 尾鱼采集脾脏、头肾、后肠并用 TRIZOL 提取

RNA，反转录成 cDNA 用于后续定量检测免疫因子

表达水平，免疫因子及 β-actin 引物序列见表1。
1.10　统计学分析

数据处理采用 Graphpad Prism 6.0 软件作图，利

用 t 检验进行统计学显著性差异比较，P<0.05 为差

异显著，P<0.01为差异极显著。

2　结果与分析

2.1　芽孢杆菌的分离鉴定结果

根据分离菌的 16S rDNA序列结果，从加州鲈肠

道分离出 94 株芽孢杆菌，包括枯草芽孢杆菌 22 株、

短小芽孢杆菌 13 株、高地芽孢杆菌 15 株、蜡样芽孢

杆菌24株和芽孢杆菌属其他种20株。

2.2　非溶血菌株的筛选

将分离的 35株芽孢杆菌（包括 22株枯草芽孢杆

菌和 13株短小芽孢杆菌）点种在哥伦比亚血平板上，

筛选出 23株不产生溶血环的芽孢杆菌，包括枯草芽

孢杆菌 20 株，分别为 K-1、K-3、K-4、K-5、K-6、K-7、
K-8、K-9、K-10、K-11、K-12、K-13、K-14、K-15、K-
16、K-20、K-21、K-22、K-23、K-25。短小芽孢杆菌 3
株，分别为D-2、D-6、D-9（图1）。

2.3　产酶菌株的筛选

产酶能力试验结果显示菌株 K-3、K-12、K-13、
K-22同时具备产蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶、脂肪酶

的能力。由表 2可知，4个菌株的产蛋白酶水解圈直

径/菌落直径指标大小排序为 K-13>K-12>K-3>
K-22；产淀粉酶水解圈直径/菌落直径指标大小排序

为 K-3>K-12>K-13=K-22；产纤维素酶能力水解

圈直径/菌落直径指标大小排序为 K-12>K-22>K-
13>K-3；产 脂 肪 酶 按 能 力 大 小 排 序 为 K-12>
K-22>K-13>K-3。
2.4　芽孢杆菌的鉴定

1）形态学鉴定。菌株 K-3、K-12、K-13、K-22 在

TSA 固体培养基上 37 ℃培养 12 h，呈现为圆形或者

椭圆形，略微隆起、不透明、有黏液的白色菌落（图

表1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物 Primers
IL-8-Fw
IL-8-Rw
IL-1β-Fw
IL-1β-Rw
IL-10-Fw
IL-10-Rw

TGF-β1-Fw
TGF-β1-Rw
TNF-α-Fw
TNF-α-Rw

Q-β-actin-FW
Q-β-actin-BW

序列 Sequences
CGTTGAACAGACTGGGAGAGATG

AGTGGGATGGCTTCATTATCTTGT
CGTGACTGACAGCAAAAAGAGG

GATGCCCAGAGCCACAGTTC
CGGCACAGAAATCCCAGAGC

AGCAGGCTCACAAAATAAACATCT
GCTCAAAGAGAGCGAGGATG
TCCTCTACCATTCGCAATCC

CTTCGTCTACAGCCAGGCATCG
TTTGGCACACCGACCTCACC
CACTGTGCCCATCTACGAG
CCATCTCCTGCTCGAAGTC

图1 芽孢杆菌在哥伦比亚血平板上的溶血试验

Fig.1 Haemolysis of Bacillus on Columbia CNA blood agar plate
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2A）；4株菌革兰氏染色结果呈蓝紫色，表明 4株菌为

革兰氏阳性菌（图 2B）；4 株菌的生长曲线在 37 ℃呈

指数型增长，K-3和K-13的生长能力比K-12和K-22
强（图2C）。

表2　菌株产酶能力测定

Table 2　Determination of enzyme-producing ability of strains

菌株

Strain

K-1
K-3

K-4
K-5
K-8
K-9

K-10
K-11
K-12

K-13

K-14
K-15
K-16
K-20
K-21
K-22

K-23
K-25
D-2
D-6
D-9

产蛋白酶能力

Ability to produce protease
Dc/cm

-

0.73±0.32
0.48±0.04
0.48±0.04
0.45±0.14
2.40±0.57

-

-

0.50±0.07
0.38±0.11

-

-

-

-

0.43±0.11
0.63±0.04

-

0.18±0.04
-

-

-

Dh/cm
-

1.55±0.14
1.05±0.14
0.93±0.25
1.30±0.21
2.95±0.71

-

-

1.20±0.14
0.95±0.00

-

-

-

-

1.68±0.39
1.1±0.14

-

0.58±0.04
-

-

-

Dh/Dc

-

2.14
2.21
1.95
2.89
1.23
-

-

2.40
2.53
-

-

-

-

3.94
1.76
-

3.29
-

-

-

产淀粉酶酶能力

Ability to produce amylase
Dc/cm

0.98±0.04
0.98±0.04

-

-

-

-

-

-

0.68±0.11
1.00±0.07

-

-

-

-

-

0.78±0.11
0.73±0.04
0.42±0.05

-

-

-

Dh/cm
1.35±0.07
1.40±0.00

-

-

-

-

-

-

1.13±0.11
1.12±0.12

-

-

-

-

-

0.90±0.14
1.07±0.12
1.32±0.16

-

-

-

Dh/Dc

1.4
1.47
-

-

-

-

-

-

1.4
1.14
-

-

-

-

-

1.14
1.64
3.76
-

-

-

产纤维素酶能力

Ability to produce cellulase
Dc/cm

-

1.08±0.18
0.68±0.18
0.53±0.11

-

-

0.75±0.14
2.55±0.35
0.53±0.04
1.15±0.21
1.05±0.07
0.63±0.04

-

0.33±0.18
1.13±0.11
0.85±0.00

-

-

-

0.80±0.00
0.60±0.00

Dh/cm
-

1.25±0.21
2.00±0.28
1.85±0.21

-

-

1.25±0.14
3.00±0.28
0.98±0.11
1.65±0.07
1.55±0.00
1.25±0.35

-

0.58±0.04
1.40±0.00
1.40±0.07

-

-

-

1.80±0.00
1.58±0.04

Dh/Dc

-

2.96
3.52
3.52
-

-

1.67
1.18
1.86
1.43
1.48
2.00
-

1.77
1.24
1.65
-

-

-

2.25
2.63

产脂肪酶能力

Ability to produce lipase
Dc/cm

0.88±0.11
1.50±0.42
1.70±0.14
1.38±0.04
1.53±0.18

-

-

-

1.20±0.28
1.30±0.14

-

0.48±0.11
0.40±0.00

-

1.15±0.07
1.03±0.04

-

-

1.35±0.21
-

-

Dh/cm
1.5±0.14

2.00±0.57
2.30±0.42
1.70±0.07
2.18±0.25

-

-

-

2.13±0.46
1.75±0.07

-

1.03±0.04
0.75±0.07

-

1.58±0.04
1.68±0.04

-

-

1.90±0.14
-

-

Dh/Dc

1.71
1.33
1.35
1.24
1.43
-

-

-

1.77
1.35
-

2.16
1.88
-

1.37
1.63
-

-

1.41
-

-

注：菌株透明圈直径（cm）以平均值±标准差（means ± SD， n=3）表示；表格中的“-”符号代表菌株无产酶能力。Note： The transparent 
circle diameter（cm）of the strain was expressed as means±SD，n=3.The “-” symbol in the table represents that the strain has no enzyme-pro‐
ducing ability.

图2 菌株的菌落形态特征 （A） 、革兰氏染色 （B） 及生长曲线 （C）

Fig.2 Colony morphological characteristics of strains （A）， gram stain （B） and growth curve （C）
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2）生理生化特征鉴定。用枯草芽孢杆菌生理

生化鉴定条对菌株 K-3、K-12、K-13、K-22 进行鉴

定，结果如表 3 所示，V.P、D-木糖、L-阿拉伯糖和

明胶液化等呈阳性，利用丙酸盐、柠檬酸盐和 7% 
氯化钠生长等呈阴性。通过《常见细菌系统鉴定手

册》检索和形态学鉴定确定这 4 株菌株为枯草芽孢

杆菌。

2.5　药物敏感试验结果

药敏试验是检测菌株安全性的重要指标。菌株

K-3、K-12、K-13、K-22对常见的 29种抗生素敏感性

试验结果如表 4所示。K-3菌株对 22种抗生素敏感、

3 种抗生素中度敏感，对 3 种抗生素不敏感；K-12 菌

株对 12 种抗生素敏感、8 种抗生素中度敏感，对 8 种

抗生素不敏感；K-13菌株对 19种抗生素敏感、7种抗

生素中度敏感，对 2种抗生素不敏感；K-22菌株对 14
种抗生素敏感、5种抗生素中度敏感，对 9种抗生素不

敏感。以上结果表明这 4 株菌对大部分抗生素

敏感。

2.6　生物被膜的形成能力

菌株形成生物被膜可以保持菌株稳定以及耐受

极端环境，利于菌株的生存。本研究中 4株芽孢杆菌

可形成肉眼可见的生物被膜（图3A）。测定结晶紫染

色的生物膜在 595 nm 波长处的吸光值，以未接种菌

的培养液作为阴性对照，以阴性值的 2 倍作为界限

值。经计算，它们的 OD595 nm 值均大于界限值（图

3B），表明它们均是强生物被膜形成菌株。

2.7　体外拮抗诺卡氏菌试验

诺卡氏菌是加州鲈的重要病原菌，对病原菌的

拮抗作用是评价益生菌株的一个重要方面。从图 4
可以看出菌株 K-3、K-13 对诺卡氏菌有明显的拮抗

作用，能够形成抑菌圈；菌株K-12、K-22对诺卡氏菌

没有形成抑菌圈，没有拮抗作用。表明菌株 K-3、K-
13能够在体外拮抗诺卡氏菌。

2.8　对人工胃肠液的耐受能力

为明确菌株在胃肠道的耐受能力，对 4株菌在人

工胃液（pH 2～4）和人工肠液处理下的生存情况进

行检测。结果如表 5所示，菌株 K-3、K-12、K-13、K-
22能够在人工胃液和人工肠液中存活，4株菌在pH 2
的人工胃液中 2 h的存活率较低，在 pH 3～4的人工

胃液中 2 h，K-12 和 K-13 的存活率接近 100%，高于

K-3和 K-22的存活率；4株菌在人工肠液中 2 h的存

活率达到 100%。表明 4 株菌能一定程度耐受低 pH
的胃液和肠液。

2.9　对加州鲈体质量、肠道消化酶及炎症因子的

影响

1）芽孢杆菌对加州鲈体质量的影响。由图 5 可

见，将菌株K-3、K-12、K-13、K-22的芽孢拌料饲喂加

州鲈 42 d后，K-13试验组体质量增长率显著高于对

照组（P<0.05），K-3、K-12、K-22试验组体质量增长

率相比于对照组没有显著变化（P>0.05）。这表明

在饲料中添加 K-13 菌株能够显著提高加州鲈体

质量。

2）芽孢杆菌对加州鲈肠道消化酶的影响。将菌

株 K-3、K-12、K-13、K-22 的芽孢拌料饲喂加州鲈

42 d，检测加州鲈肠道的酶活性。如图 6 所示，K-3、
K-12、K-13组的鱼肠道蛋白酶活性显著高于对照组

（P<0.01），K-12、K-13 组加州鲈肠道脂肪酶活性显

著高于对照组（P<0.01）。试验组与对照组的加州

鲈肠道淀粉酶活性没有显著性差异。表明饲料中添

加 K-12、K-13 菌株能够增强加州鲈肠道消化酶的

活性。

3）芽孢杆菌对加州鲈炎症因子的影响。将菌株

K-3、K-12、K-13、K-22的芽孢拌料饲喂加州鲈 42 d，
检测加州鲈主要免疫器官的炎症因子表达水平。与

对照组相比，K-3组的后肠、脾脏和头肾的抑炎因子

IL-10、促炎因子 IL-8 表达水平显著上调，促炎因子

TNF-α表达水平显著下调（P<0.05）；K-12组后肠、

脾脏和头肾的促炎因子 IL-8、抑炎因子 IL-10表达水

表 3　芽孢杆菌的生理生化鉴定

Table 3　Physiological and biochemical 
identification of Bacillus

项目 Item

厌氧生长 Anaerobic condition

V.P实验  V.P experiment

柠檬酸盐 Citrate

丙酸盐 Propionate

D-木糖 D-xylose

L-阿拉伯糖 L-Arabinose

D-甘露醇 D-Mannitol

明胶液化 Gelatin liquefaction

7% 氯化钠生长 7% NaCl growth

pH 5.7生长 pH 5.7 growth

硝酸盐还原 Nitrate reduction

淀粉水解 Starch hydrolysis

K-3

－

＋

－

－

＋

＋

＋

＋

－

＋

＋

＋

K-12

－

＋

－

－

＋

＋

＋

＋

－

＋

＋

＋

K-13

－

＋

－

－

＋

＋

－

＋

－

＋

＋

＋

K-22

－

＋

－

－

＋

＋

＋

＋

－

＋

＋

＋

注：“+”表示阳性或生长，“－”表示阴性或不生长。 Note：“+”

showed positive or growth，“－” showed negative or no growth.
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平显著上调（P<0.05）；K-13 组的后肠、脾脏和头肾

的促炎因子 IL-8、IL-1β 表达水平显著下调（P<
0.05）。抑炎因子 IL-10 表达水平显著上调（P<
0.05）；K-22组脾脏和头肾促炎因子 IL-8、TNF-α，抑
炎因子 IL-10 表达水平显著上调（P<0.05）（图 7）。

总体而言，K-13试验组的加州鲈主要免疫器官中促

炎因子表达量相对于对照组下调，抑炎因子表达量

相对于对照组上调。这提示 K-13 菌株添加在饲料

中，能够抑制加州鲈炎症反应。

3　讨 论

益生菌作为饲料添加剂，可以调节动物肠道菌

群，增强机体免疫力，提高动物对饲料的消化吸收能

力及动物对疾病的抵抗力［4，15-16］，同宿主来源益生菌

在宿主肠道中更容易定植和发挥作用。因此，本研

究从加州鲈肠道分离出芽孢杆菌，通过溶血性、产酶

性能、拮抗诺卡氏菌、人工胃肠液耐受能力和药物敏

感性等方面筛选出性状优良的菌株，并将芽孢杆菌

添加在饲料中饲喂加州鲈，评价芽孢杆菌对加州鲈

表 4　芽孢杆菌对抗生素的敏感性

Table 4　Susceptibility of Bacillus to antibiotics

抗生素及含量

Antibiotics and content

妥布霉素/（10 μg/片） Tobramycin

卡那霉素/（30 μg/片） Kanamycin

链霉素/（10 μg/片） Streptomycin

头孢噻吩/（30 μg/片） Cephalothin

多粘菌素B/（300 IU/片） Polymyxin B

头孢呋辛/（30 μg/片） Cefuroxime

头孢他啶/（30 μg/片） Ceftazidime

呋喃妥因/（300 μg/片） Furantoin

头孢曲松/（30 μg/片） Ceftriaxone

左氧氟沙星/（5 μg/片） Levofloxacin

丁胺卡那/（30 μg/片） Buprenorphine

头孢哌酮/（75 μg/片） Cefoperazone

庆大霉素/（10 μg/片） Gentamycin

大观霉素/（100 μg/片） Spectinomycin

克林霉素/（15 μg/片） Clindamycin

环丙沙星/（5 μg/片） Ciprofloxacin

氨曲南/（30 μg/片） Aztreonam

麦迪霉素/（30 μg/片） Midecamycin

头孢唑林/（30 μg/片） Cefazolin

四环素/（30 μg/片） Tetracycline

氯霉素/（30 μg/片） Chloramphenicol

氨苄西林/（10 μg/片） Ampicillin

复方新诺明/（23.75 μg/片） Bactrim

青霉素/（10 U/片） Penicillin

氧氟沙星/（5 μg/片） Ofloxacin

红霉素/（1.5 μg/片） Erythromycin

诺氟沙星/（1.5 μg/片） Norfloxacin

诺氟沙星/（10 μg/片） Norfloxacin

K-3

抑菌圈/
mm

Inhibition 
zone

27

27

19

33

12

31

29

17

29

28

17

26

23

20

25

28

12

24

35

12

26

13

27

15

28

29

29

27

敏感性

Sensitivity

S

S

S

S

S

S

I

S

I

S

S

S

S

S

S

R

R

S

S

I

S

R

S

S

S

S

S

S

K-12

抑菌圈/
mm

Inhibition 
zone

27

26

8

46

13

30

22

14

41

15

25

35

25

21

16

15

10

21

41

14

12

9

11

10

14

13

15

15

敏感性

Sensitivity

S

S

R

S

S

S

I

I

S

I

S

S

S

S

I

I

R

S

S

I

R

R

R

R

I

R

R

I

K-13

抑菌圈/
mm

Inhibition 
zone

23

23

17

35

10

23

20

16

27

25

21

25

20

22

19

26

8

22

34

26

26

14

28

13.5

22

25

25

31

敏感性

Sensitivity

S

S

S

S

I

I

I

I

I

S

S

S

S

S

I

S

R

S

S

S

S

I

S

R

S

S

S

S

K-22

抑菌圈/
mm

Inhibition 
zone

29

29

11

50

13

38

20

14

39

18

9.5

31

12

9.5

16

10

11

21

43

13

22

9

27

9

17

16

15

9

敏感性

Sensitivity

S

S

R

S

S

S

I

I

S

S

R

S

S

R

I

R

R

S

S

I

S

R

S

R

S

I

R

R

注：R：耐药；I：中度敏感；S：高度敏感。Note： R：Resistance； I： Intermediate susceptible； S： Highly susceptible.
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的益生效果，筛选对加州鲈生长性能促进效果最显

著益生芽孢杆菌。

本研究从加州鲈肠道中分离到 96 株芽孢杆菌，

根据农业农村部发布的《饲料添加剂品种目录》，我

们将枯草芽孢杆菌和短小芽孢杆菌作为试验菌株添

加到饲料中。溶血性测定被认为是益生菌筛选过程

中的一个重要环节。溶血素是一种非常常见的毒力

因子，经常引起宿主贫血和水肿，因此非溶血菌株更

适合作为益生菌使用［15］。基于此，我们筛选出了 23
株无溶血性的芽孢杆菌。微生物在宿主肠道中产生

的酶对消化系统有积极作用［17］。微生物进入肠道后

可利用肠道环境中的碳水化合物生长并产生大量的

消化酶，包括淀粉酶、蛋白酶、纤维素酶和脂肪酶等，

它们可以提高食物的消化率，并促进生长［3］。据报

道，已有许多可以产生消化酶的益生芽孢杆菌应用

在水产养殖中，如鳜鱼源的贝莱斯芽胞杆菌能够产

生淀粉酶、蛋白酶和纤维素酶［18］；从淡水虾中分离的

3 株益生芽孢杆菌能够产生淀粉酶、蛋白酶和脂肪

酶，并能够增加肠道消化酶的活性［19］；从虹鳟中分离

的枯草芽孢杆菌具有产蛋白酶和纤维素酶的能

力［20］。在本研究中，分离菌株K-3、K-12、K-13和K-
22 均能产生淀粉酶、蛋白酶、纤维素酶和脂肪酶，具

有益生菌的潜力。

判定益生菌安全性的一个重要方面是是否具有

耐药性。耐药细菌可以将耐药基因转移到其他细菌

上，对人类和自然环境造成潜在的危害，因此，益生

菌在投入生产使用前，必须确保菌株的安全性。在

本研究中，4株芽孢杆菌对29种抗生素中的多种抗生

素表现出敏感性。这表明菌株在作为添加剂时可以

安全使用。若以菌株为载体表达病毒蛋白或者制备

口服疫苗时，尽量避开敏感抗生素，有助于建立以该

菌株为主的菌群环境。有研究表明芽孢杆菌能形成

生物被膜，且生物被膜稳定、耐受能力强，有助于保

护菌株在肠道极端环境中生存［21］。本研究的 4株菌

均能形成强生物被膜，这对菌株在肠道内环境的生

存起促进作用。具有抑制病原菌活性也被认为是筛

选益生菌的重要标准之一［22］。诺卡氏菌是引起加州

鲈发病的一种常见致病菌，鱼体感染后死亡率极

图3 4株芽孢杆菌生物被膜形成（A）及形成能力检测（B）
Fig.3 Biofilm formation（A） and ormation capacity（B） 

of 4 strains of Bacillus

表 5　芽孢杆菌在人工肠胃液中的存活率

Table 5　Survival of Bacillus in artificial 
gastrointestinal fluids % 

菌株

Strain

K-3

K-12

K-13

K-22

人工胃液（pH 2）
Artificial gastric 

juice

7.78

54.62

9.86

15.00

人工胃液

（pH 3）
Artificial 

gastric juice

34.79

100.00

98.60

25.86

人工胃液

（pH 4）
Artificial 

gastric juice

100.00

100.00

100.00

82.76

人工肠液

Artificial 
intestinal 

fluid

100.00

100.00

100.00

100.00

图4 4株芽孢杆菌对诺卡氏菌的拮抗作用

Fig.4 Antagonistic effect of four strains 
of Bacillus on Nocardia

图5 饲喂芽孢杆菌后加州鲈体质量增长率（n=30）
Fig.5 Growth rate of body mass of largemouth

 bass after feeding Bacillus（n=30）

219



第 43 卷  华 中 农 业 大 学 学 报

A.肠道炎症因子；B.脾脏炎症因子；C.头肾炎症因子。A. Inflammatory factors in intestine； B. Inflammatory factors in spleen； C. Inflam‐
matory factors in head kidney.

图7 饲喂芽孢杆菌后加州鲈细胞因子的mRNA表达水平

Fig.7 Levels of mRNA expression of cytokines in largemouth bass after feeding Bacillus

图6 饲喂芽孢杆菌后加州鲈肠道消化酶活性 （n=3）
Fig. 6 Intestinal digestive enzymes activity in largemouth bass after feeding Bacillus （n=3）
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高［23］。有报道从加州鲈养殖基地的土样中筛选到1株
拮抗诺卡氏菌的芽孢杆菌［24］。从黄颡鱼肠道中分离

出 1株芽孢杆菌能够拮抗温和气单胞菌（Aeromonas 
sobria）、嗜水气单胞菌等水产病原菌［25］。本研究结

果显示，菌株 K-3、K-13 能够明显拮抗诺卡氏菌，但

是还需要在鱼体水平进一步研究菌株 K-3、K-13 拮

抗诺卡氏菌的能力。在肠道中存活的能力是另一个

重要的益生菌标准。本研究中，菌株在 pH 4的人工

胃液和人工肠液中 2 h的存活率均超过 80%，表明菌

株能够耐受低pH的人工胃液。

肠道消化酶活性是衡量饲料利用率和宿主消化

率的一种被广泛接受的指标［26］，我们发现K-13试验

组中的鱼肠道蛋白酶、脂肪酶活性显著高于对照组。

而 K-13试验组的增重率显著高于对照组，表明试验

组的生长改善可能是鱼肠道酶活性增强的结果，这

些酶有助于分解食物分子，有助于更好地吸收营

养［27］。Adorian 等［28］和 Reda 等［29］在饲料中添加 109 
CFU/g 地 衣 芽 孢 杆 菌 和 枯 草 芽 孢 杆 菌 或 1010 
CFU/kg蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus），饲喂亚洲鲈

和非洲鲶 60 d后，亚洲鲈和非洲鲶的蛋白酶、脂肪酶

和淀粉酶活性均增加，这与本研究的观察结果一致。

IL-10 作为一种抗炎因子，在抑制炎症因子的释放、

缓解炎症方面起重要作用，TGF-β 的主要功能是调

节免疫系统和细胞增殖［30-31］。IL-8、IL-1β和TNF-α
可以诱导炎症和抵抗细菌和病毒的入侵［30，32］。本研

究中，在K-13试验组加州鲈的主要免疫器官头肾、肠

和脾中促炎因子 mRNA 表达量相对于对照组下调，

抑炎因子mRNA表达量相对于对照组上调。促炎因

子和抑炎因子mRNA的表达在一定程度上反映了加

州鲈的免疫能力。这与在饲粮中添加以沙棘为底物

的枯草芽孢杆菌、植物乳杆菌和啤酒酵母固体发酵

产物投喂加州鲈［4］和用枯草芽孢杆菌 PB6治疗老鼠

肠炎疾病 的结果［33］一致。因此，我们推测K-13菌株

在加州鲈体内能够调节肠道的炎症反应，使养殖动

物肠道保持健康状态。

参考文献References 

［1］ LI R，WEN Z Y，ZOU Y C，et al.Largemouth bass pond cul‐
ture in China：a review［J］，International journal of veterinary 
science and research，2017，3（1）：14-17.

［2］ SUBIRATS J，DI CESARE A，VAREL A，et al.High-quali‐
ty treated wastewater causes remarkable changes in natural mi‐
crobial communities and intI1 gene abundance［J/OL］. Water 

research，2019，167：114895 ［2023-05-04］. https：//doi. org/
10.1016/j.watres.2019.114895.

［3］ EL-SAADONY M T，ALAGAWANY M，PATRA A K，et 
al. The functionality of probiotics in aquaculture：an overview
［J］.Fish & shellfish immunology，2021，117：36-52.

［4］ TAO J J，WANG S L，QIU H J，et al.Modulation of growth 
performance，antioxidant capacity，non-specific immunity and 
disease resistance in largemouth bass （Micropterus salmoides） 
upon compound probiotic cultures inclusion［J］. Fish & shell‐
fish immunology，2022，127：804-812.

［5］ HOSEINIFAR S H，SUN Y Z，WANG A R，et al．Probiot‐
ics as means of diseases control in aquaculture，a review of cur‐
rent knowledge and future perspectives［J/OL］. Frontiers in 
microbiology，2018，9：2429 ［2023-05-04］. https：//doi. org/
10.3389/fmicb.2018.02429.

［6］ YAO Y Y，XIA R，YANG Y L，et al.Study about the combi‐
nation strategy of Bacillus subtilis wt55 with AiiO-AIO6 to 
improve the resistance of zebrafish to Aeromonas veronii infec‐
tion［J］.Fish & shellfish immunology，2022，128：447-454.

［7］ SALEHI M，BAGHERI D，SOTOUDEH E，et al.The com‐
bined effects of propionic acid and a mixture of Bacillus spp.
probiotic in a plant protein–rich diet on growth，digestive en‐
zyme activities，antioxidant capacity，and immune-related 
genes mRNA transcript abundance in Lates calcarifer fry［J］.
Probiotics and antimicrobial proteins，2023，15（3）：655-667.

［8］ YU M， ZHANG Y，ZHANG D，et al.The effect of adding Ba⁃

cillus amyloliquefaciens LSG2-8 in diets on the growth， im‐
mune function， antioxidant capacity，and disease resistance of 
Rhynchocypris lagowskii［J］. Fish & shellfish immunology，
2022，125：258-265.

［9］ LI J，WU Z B，ZHANG Z，et al.Effects of potential probiotic 
Bacillus velezensis K2 on growth，immunity and resistance to 
Vibrio harveyi infection of hybrid grouper （Epinephelus lan⁃

ceolatus♂ × E. fuscoguttatus ♀）［J］.Fish & shellfish immu‐
nology，2019，93：1047-1055.

［10］ HAI N V. The use of probiotics in aquaculture［J］. Journal of 
applied microbiology，2015，119（4）：917-935.

［11］ POPOWSKA M，KRAWCZYK-BALSKA A，OSTROWS‐
KI R，et al.InlL from Listeria monocytogenes is involved in bio‐
film formation and adhesion to mucin［J/OL］.Frontiers in mi‐
crobiology，2017，8：660 ［2023-05-04］ https：//doi. org/
10.3389/fmicb.2017.00660.

［12］ 王成强，王际英，黄炳山，等 .珍珠龙胆石斑鱼肠道枯草芽孢

杆菌的分离鉴定及产酶能力分析［J］. 渔业研究，2019，41
（5）：366-373.WANG C Q，WANG J Y，HUANG B S，et al.
Study on Bacillus subtilis from hybrid grouper （Epinephelus 

fuscoguttatus ♀ × Epinephelus lanceolatus ♂）intestine and 
its zymogenicities［J］. Journal of fisheries research，2019，41
（5）：366-373 （in Chinese with English abstract）.

［13］ 郭霞 .草鱼枯草芽孢杆菌的分离鉴定及其作为水产益生菌的

221



第 43 卷  华 中 农 业 大 学 学 报

相关性质研究［D］.武汉：中国科学院水生生物研究所，2015.
GUO X. Identification and characterization of Bacillus subtilis 
from grass carp （Ctenopharynodon idellus） for use as probiot‐
ic additives in aquatic feed ［D］. Wuhan：Institute of Aquatic 
Sciences Chinese Academy of Sciences，2015（in Chinese with 
English abstract）.

［14］ 陈永艳 .鱼源产酶贝莱斯芽孢杆菌的分离筛选及其对鲤益生

作用的研究［D］.开封：河南师范大学，2021.CHEN Y Y.Iso‐
lation and screening of enzyme producing Bacillus velezensis 
from fish derived and its probiotic effect on Cyprinus carpio

［D］. Kaifeng： Henan Normal University， 2021（in Chinese 
with English abstract）.

［15］ HUANG Y，CHEN X，ZHANG J，et al.Single-trial ERPs de‐
noising via collaborative filtering on ERPs images［J］. Neuro‐
computing，2015，149：914-923.

［16］ DAWOOD M A O，ABOALELA H G，HASAN M T.Modu‐
lation of transcriptomic profile in aquatic animals：probiotics，
prebiotics and synbiotics scenarios［J］.Fish & shellfish immu‐
nology，2020，97：268-282.

［17］ RAY A K，GHOSH K，RINGØ E.Enzyme-producing bacte‐
ria isolated from fish gut：a review［J］. Aquaculture nutrition，
2012，18（5）：465-492.

［18］ 王家川，张德锋，王亚军 .一株鳜鱼源产酶芽胞杆菌的筛选、

鉴定及其生物学特性 ［J］.农业生物技术学报，2021，29（3）：

558-570.WANG J C，ZHANG D F，WANG Y J.Screening，
identification and biological characteristics of an enzymeproduc‐
ing Bacillus strain isolated from Siniperca chuatsi ［J］. Journal 
of agricultural biotechnology，2021，29（3）：558-570（in Chi‐
nese with English abstract）.

［19］ SAMSON J S，CHORESCA C H Jr，QUIAZON K M A．

Probiotic effect of Bacillus spp. isolated from African night‐
crawler （Eudrilus eugeniae） on the performance of Nile tilapia 
（Oreochromis niloticus L.）［J/OL］.Archives of microbiology，
2022，204（4）：235 ［2023-05-04］. https：//doi. org/10.1007/
s00203-022-02856-3.

［20］ 樊丹， 邓福容，李绍戊 . 一株虹鳟源枯草芽孢杆菌的分离鉴

定及生物学特性研究 ［J］.中国海洋大学学报，2022，52（2）：

41-49.FAN D，DENG F R，LI S W，et al.Isolation identifica‐
tion and biological characterization of a Bacillus subtilis strain 
from rainbow trout（Oncorhynchus mykiss）［J］. Journal of 
Ocean University of China，2022，52（2）：41-49 （in Chinese 
with English abstract）.

［21］ BRANDA S S，GONZÁLEZ-PASTOR J E，BEN-YEHU‐
DA S，et al. Fruiting body formation by Bacillus subtilis［J］.
PNAS，2001，98（20）：11621-11626.

［22］ CAO H P，HE S，WANG H C，et al.Bdellovibrios，potential 
biocontrol bacteria against pathogenic Aeromonas hydrophila

［J］.Veterinary microbiology，2012，154（3/4）：413-418.
［23］ BYADGI O，CHEN C W，WANG P C，et al. De novo tran‐

scriptome analysis of differential functional gene expression in 

largemouth bass （Micropterus salmoides） after challenge with 
Nocardia seriolae［J/OL］. International journal of molecular 
sciences，2016，17（8）：1315［2023-05-04］. https：//doi. org/
10.3390/ijms17081315.

［24］ 陈永兴 .一株拮抗诺卡氏菌芽孢杆菌 JCL16基因组学分析及

其抗菌物质探究［D］. 淮安：淮阴工学院，2019.CHEN Y X.
Genomic analysis of a Bacillus JCL16 antagonizing Nocardia 
and exploration of its antimicrobial substances ［D］. Huaian： 
Huaiyin Institute of Technology，2019 （in Chinese with Eng‐
lish abstract）.

［25］ 周金敏，吴志新，曾令兵，等 .黄颡鱼肠道病原拮抗性芽孢杆

菌的筛选与特性研究［J］.水生生物学报，2012，36（1）：78-84.
ZHOU J M，WU Z X，ZENG L B，et al.Selection and charac‐
terization of pathogen antagonised probiotics from intestinal 
tract of yellow catfish （Pelteobagrus fulvidraco）［J］.Acta hy‐
drobiologica sinica，2012，36（1）：78-84 （in Chinese with Eng‐
lish abstract）.

［26］ 唐黎，王吉桥，程骏驰，等 .水产动物消化酶的研究［J］.饲料

工业，2007，28（2）：28-31.TANG L，WANG J Q，CHENG J 
C，et al.Research on digestive enzymes in fishery animals［J］.
Feed industry，2007，28（2）：28-31 （in Chinese）.

［27］ EL-HAROUN E R，GODA A M A S，KABIR CHOWD‐
HURY M A. Effect of dietary probiotic Biogen supplementa‐
tion as a growth promoter on growth performance and feed uti‐
lization of Nile tilapia Oreochromis niloticus （L.）［J］.Aquacul‐
ture research，2006，37（14）：1473-1480.

［28］ ADORIAN T J，JAMALI H，FARSANI H G，et al.Effects of 
probiotic bacteria Bacillus on growth performance，digestive 
enzyme activity，and hematological parameters of Asian sea 
bass，Lates calcarifer （Bloch）［J］.Probiotics and antimicrobial 
proteins，2019，11（1）：248-255.

［29］ REDA R M，EL-HADY M A，SELIM K M，et al.Compara‐
tive study of three predominant gut Bacillus strains and a com‐
mercial B. amyloliquefaciens as probiotics on the performance 
of Clarias gariepinus［J］.Fish & shellfish immunology，2018，
80：416-425.

［30］ LI R M，CHI T，XU Q，et al.Effects of single or conjoint ad‐
ministration of lactic acid bacteria as potential probiotics on the 
growth，immune responses，and disease resistance of Carassius 

auratus［J］.Aquaculture international，2023，31（1）：157-177.
［31］ DAHMANI A，DELISLE J S.TGF-β in T cell biology：impli‐

cations for cancer immunotherapy［J/OL］. Cancers，2018，10
（6）：194 ［2023-05-04］. https：//doi. org/10.3390/cancers 
10060194.

［32］ 杨向喆，解新科，边倩 .IL-8 与自身免疫性肝病的相关研究

进展［J］. 河北医药，2022，44（19）：3014-3019.YANG X Z，

XIE X K，BIAN Q. Research progress of the correlation be‐
tween IL-8 and autoimmune liver disease［J］. Hebei medical 
journal，2022，44（19）：3014-3019 （in Chinese with English 

222



第 5 期 朱静静 等：加州鲈肠道芽孢杆菌的筛选及其功能研究

abstract）.
［33］ SELVAM R，MAHESWARI P，KAVITHA P，et al.Effect of 

Bacillus subtilis PB6，a natural probiotic on colon mucosal in‐

flammation and plasma cytokines levels in inflammatory bowel 
disease［J］.Indian journal of biochemistry & biophysics，2009，
46（1）：79-85.

Screening and functional study of Bacillus from intestines of 
largemouth bass

ZHU Jingjing,ZHANG Yongan,TU Jiagang

State Key Laboratory of Agricultural Microbiology/College of Fisheries， 
Huazhong Agricultural University， Wuhan 430070，China

Abstract In order to screen Bacillus strains which are beneficial to largemouth bass， the Bacillus 
strains from the intestine of largemouth bass were isolated， their hemolysis， enzymatic activity， biofilm for‐
mation ability， sensitivity to various common antibiotics， tolerance to gastric and intestinal fluids， and in 
vitro antagonism against Nocardia were detected.These strains were added to the feed of largemouth bass 
and weigh gain and expression of inflammatory cytokine were detected.A total of 94 Bacillus strains were 
identified.Four Bacillus subtilis strains， K-3， K-12， K-13， and K-22， were selected based on their non-
hemolytic and broad enzymatic activity.These four strains all formed strong biofilms and were sensitive to 
various common antibiotics. Strains K-3 and K-13 showed in vitro antagonism against Nocardia. The 2-
hour survival rates of the four strains in artificial gastric and intestinal fluids were above 80%.After feeding 
for 42 days， the weight gain of largemouth bass of K-13 group was significantly higher than that of the con‐
trol group， while protease and lipase activities in the intestines in K-12 and K-13 groups were significantly 
higher than that of the control group. In addition， compared with the control group， the expression levels of 
pro-inflammatory factors in the head kidney， spleen， and hind gut of the K-13 experimental group were 
down-regulated， while the expression levels of anti-inflammatory factor were up-regulated， indicating that 
K-13 has the potential to reduce intestinal inflammation in largemouth bass. Overall， the B. subtilis strain 
K-13 selected in this study has high safety， broad enzymatic activity， antagonism against Nocardia， and 
promotes the growth of largemouth bass， making it a potential probiotic additive for largemouth bass feed.

Keywords largemouth bass； Bacillus； hemolytic property； enzyme production； Nocardia
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