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一 株广温性大菱鲆肠道益生菌的筛选与鉴定 
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( 天源水产有限公司 ，烟台 264006) 

(。青 岛中仁药业有 限公司 ，266329) 

摘 要 从健康的大菱鲆肠道 内分离细菌，以大菱鲆致病 菌鲨鱼弧 茵 Vibrio口 hariae和大菱鲆 

弧茵 Vibrio SCOphthalm 为指示菌，根据拮抗作用原则，分 离得到一株 菌 TYTG l。根据菌株 的形 

态、生理生化特征和 16S rDNA序列分析，菌株被鉴 定为枯草 芽孢杆 菌 Bacillus subtilis。从养殖大 

菱鲆肠道中分离获得枯草芽孢杆菌在国内属首次报道。该株菌在 4～42℃均能生长，属广温性。经 

过 28d的投喂添加浓度为 l0 和 10。CFU／g枯草芽孢杆菌的饲料 ，大菱鲆生长正常，未产生不良反应。 

该株枯草芽孢杆菌对引起大菱鲆腹水病和肠炎病的两株致病弧菌具有 良好的桔抗作用，其具有较大 

潜力作为肠道益生菌应用于大菱鲆的养殖。 
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ABSTRACT One potential probiotic bacterium TYTG一1 screened from the intestine of cul— 

tured Scophthalrnus ITlaxilTlUS was obtained．The antagonism of bacterium TYTG一1 to turbot 

pathogens Vibrio archariae and V． ('ophthalmi was evaluated．Based on the morphological ob— 

servations，physiological and biochemical characteristics and 1 6S rDNA sequence analysis．the 

bacterium was identified as Bacillus subtilis．This iS the first report on B
．
subtilis being found 

in the intestine of cultured S．maxirnus in China．The TYTG一1 is a eurythermal bacterium that 

can grow at 4～ 42℃ ．S．maximus could grow without any abnormal phenomenon as they were 
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fed with the TYTG一1 bacterial cells at densities of 1 0 or 1 0。CFU／g for 4 weeks．The bacteri— 

um exhibited an excellent antagonism to the pathogens V．archariae and V．scophthalmi which 

could cause ascetic and enteric diseases in turbots．Therefore this probiotic bacterium iS a poten— 

tial candidate to be applied in turbot culture． 

KEY W oRDS SCOphthalmus Ifla3"illzlAS Probiotic 1 6S rDNA Bacillus subtilis 

Antagonism 

大菱鲆于 1992年从英国引入我国，现已形成了年产量 5～6万 t，年产值达 40多亿的产业 ，成为我国北方 

海水养殖的重要 品种 。然而 ，随着大菱鲆养殖业 的迅猛发展和集约化程度的不断提高，病害问题也 日趋突出， 

尤其是细菌性疾病 ，大规模死亡现象频繁发生 ，严重威胁到产业的健康 和可持续发展。化学试剂和抗生素的使 

用在一定程度上缓解了疾病情况 ，但长期使用破坏和干扰了养殖环境 中的正常微生物区系的生态平衡，增加了 

养殖对象染 病 的机会 ，造 成药 物残 留与 细菌 耐药 性 的发 生 和转 移，并 对 养殖 生物 产生 严 重 的毒副作 用 

(Fuller 1989)。而且随着人民生活水平的不断提高和保健意识的增强 ，消费者对水产品绿色和无公害的要 

求越来越高。因此，益生菌的使用逐渐引入到水产养殖中来。益生菌以其高效、安全 、无污染和成本低等独特 

的优势逐渐成为生态养殖模式的研究热点。 

益生菌是在微生态环境下 ，调整微生态失调 ，保持微生态平衡 ，提高宿主的代谢能力 、免疫功能 ，提高对饲 

料有消化吸收能力 的微生物及 其代谢产物 的生 长促进物质 ，从 而发挥防治消化道疾 病和促进生 长的作用 

(Maeda ef a z． 2004；杨先乐等 2000)。目前 ，益生菌已经被广泛应用到水产养殖业巾，益生菌作为抗生素的 

替代品日益受到重视(GOmez—Gil et a1． 2000；邓 丽等 2003)。有关研究报道 ，已从对虾 、牙鲆等水产动物 

体 内及水体中分离得到多株益生菌(Rengpipat et a1． 2000；李继秋等 2006；王福强等 2004)。，一些常见 

的益生菌制剂如芽孢杆菌、乳酸菌 、光合细菌 、酵母菌等 已成功用于水产养殖中。大量的研究和实践证实，益生 

菌可以通过抑制致病菌和提高水产动物的免疫机能来增强水产动物的抗病力和免疫力 ，并且促进对饲料 的消 

化吸收和生长。益生菌的使用方式大体有 3种：(1)直接将益生菌投放到养殖水体中；(2)把益生菌固定于载体 

上形成生物膜 ，投放到循环水系统中；(3)把益生菌添加到饲料 巾，作为饲料添加剂投喂给养殖动物。益生菌大 

多来 自养殖水体和水产动物本身的正常菌群 ，不会对养殖动物造成危害 ，因此逐渐成为水产养殖动物病害防治 

的一种生物控制方式(陈永青等 2002)。 

在大菱鲆养殖过程中，腹水病和肠炎病(也称白便病)时有发生 ，并且死亡率较高，对养殖生产效益影响深 

重。经过本实验室前期研究证实 ，腹水病和肠炎病的致病菌具有多样性 ，常由鲨鱼弧菌 Vibrio archariae和大 

菱鲆弧菌 Vibrio scophthalmi感染而致(王印庚等 2004)。本实验从健康的养殖大菱鲆体内分离筛选得到一 

株可在低温生长的益生菌株 TYTG一1。以上述两种致病菌为指示菌 ，拈抗实验表明，TYTG一1对鲨鱼弧菌和大 

菱鲆弧菌的生长有良好抑制作用 ，作为大菱鲆肠道益生菌具有潜在的利用价值。 

l 材料与方法 

1．1 肠道细菌的分离 

1．1．1 培养基 

2216E：蛋 白胨 5g、酵母膏 1g、磷酸高铁 0．1 g、琼脂 16 g、陈海水 1 000 ml，pH 7．5，121℃灭菌 20min(杨 

吉霞等 2005)；TSB营养琼脂培养基：TSB(购 自北京陆桥技术有限责任公司)3O g、氯化钠 15 g、蒸馏水 1 000 

ml、琼脂 15g，pH 7．2，121℃灭菌 20 rain。 

1．1．2 实验对象 

养殖成鱼(300～600 g)10尾、亲鱼(3～5 kg)10尾 。分别从山东省 4个 区域 的养殖场取样 ，养殖大菱鲆健 

康 ，活力 良好。 

1．1．3 细 菌的分 离和 纯化 
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将大菱鲆在无菌操作下解剖 ，取胃、中肠部位 ，加入 1ml预冷的 1．5 NaC1灭菌溶液 ，用玻璃匀浆器冰浴 

匀浆 ；匀浆液 1O倍梯度稀释至 1O ，取 1O 、1O 和 10 3个稀释度各 0．1 ml，涂布平板 ，每个稀释度做两个 

平行 ，20~C倒置培养 5～7d；选择合适稀释度的平板(30~300CFU／平板 )进行细菌的分离 ，根据菌落的大小 、颜 

色、是否湿润、光滑、凸起等形态特征进行划线分离纯化 3次。纯化后的菌株用 2O 的甘油生理盐水制成菌悬 

液，一80口C保存 。 

1．2 拮抗菌的筛选 

以鲨鱼弧菌和大菱鲆弧菌为指示菌株 ，对分离得到的菌进行拮抗试验。采用点种法(Chythanya et n￡． 

2000)进行初筛 ，然后用牛津杯法(刘冬梅等 2006)进行复筛 。 

点种法：取过夜培养的指示菌菌悬液涂布平板，然后将待检测菌株点种于同一平板，2O℃培养 24 h后观察。 

牛津杯法 ：先倒一层薄的培养基 ，凝固后放上牛津杯 ，再倒一层培养基 ，待凝 固后拔 HJ牛津杯 ，形成孔洞。 

用灭菌棉签涂布指示菌悬液 ，然后将待检测菌的菌悬液 0．15 ml注入孔洞中，2O℃正置培养过夜。依据抑菌 

圈大小评判拈抗能力，并将筛选 的菌株重复拮抗实验 ，确保所筛选菌株拮抗性状的稳定性。 

1．3 致 病性实验 

实验用大菱鲆为烟台开发区天源水产有限公司的幼鱼，重量为 50 g左右，室内暂养 5d后进行攻毒试验。 

用升索牌颗粒饲料为基础饲料 ，粉碎后与菌株 TYTG 1悬液、鸡蛋蛋清搅拌混合，将湿的饲料用绞肉机制成颗 

粒 ，阴凉处风干，置于 4℃保存。风干后经测定饲料中所含菌量分别为 1O 和 10 CFU／g。 

实验在圆形塑料桶中进行，水体积为 50 L，每桶 2O尾大菱鲆幼鱼，每组两个 平行 。空 白对照组 ，只投喂基 

础饲料 。水温 l6～17℃，盐度 25～26，pH在 7．8左右。饲养期间保持长流水和屯气。每天投喂两次，按照鱼 

体重的 l ～1．5 投喂，或酌情投喂直至不再摄食为止。投喂 1h后更换 2／3体 f 的水。实验进行 28d，观察 

鱼体是否产生活动异常、病变和死亡。 

1．4 菌株 TYTG-1的生理生化试验 

依据《伯杰氏细菌鉴定手册 (第九版)(Holt et nz． 1994)和《常见细菌系统鉴定手册≯(东秀珠等 2001) 

进行常规分类，革兰氏染色、芽孢染色 ，用法国生物梅里埃公司的 API 32E试剂条进行常见生理生化的实验， 

用 ATB仪器进行测定 ，用半固体培养基穿刺接种培养和水浸片结合观察细菌运动性 。 

1．5 对抗生素的敏感性 

将菌株 TYTG 1用生理盐水制成菌悬液，涂布于 TSB平板培养基 ，同时用无菌镊子将抗生素纸片(杭州 

天和微生物制品厂生产)贴于含菌平板 ，20℃培养 24~36 h，观察并测量抑菌圈大小。 

1．6 温度、盐度和 pH对菌株 TYTG一1的影响 

将菌株 TYTG 1用 1．5 的灭菌 NaC1溶液制成菌悬液，用接种环点种于固体 TSB培养基上 ，分别放置于 

4、10、20、28、37、45℃，观察培养生长情况 。 

制作培养基时分别添加终盐度为 0、1 5、30、50、70、100的 NaCI，将菌株 TYTG 1用 1．5 0／o的灭菌 NaC1溶液 

制成菌悬液，用接种环点种于各浓度的培养基上，20~C倒置培养 48h，观察培养生长情况。 

制作培养基时分别调整各培养基的 pH 值分别为 4．0、4．5、5．0、5．5、6．0、6．5、7．0、7．5、8．0、8．5、9．0，将 

菌株 TYTG 1用 1．5 的灭菌 NaC1溶液制成菌悬液，用接种环点种于各 pH值的培养基上 ，20℃倒置培养 

48 h，观察培养生长情况。 

1．7 待检测菌株的 16S rDNA序列测定和分析 

1．7．1 PCR模板 的制备 
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过夜培养的单菌落用无菌去离子水制成菌悬液 ，1OO℃水浴 10 min，4℃ 12 000 r／min离心 l0 min，上清 

液 即为 PCR扩 增反 应 的模板 (李继 秋等 2006)。 

1．7．2 16S rDNA 序 列的 PCR扩 增和序 列测 定 

16S rDNA扩增 的引物为细菌通用引物 ，正 向引物为 27f：5 AGAGTTTGATC(c／A)TGGcTCAG一3’， 

反向引物为 1 429r：5’一GGCTACCTTGTTACGACTT一3’。25 l的 PCR反应体 系 含有 ：lO×缓 冲液[(含 

Mg 一)2．5 l，dNTP(10 mmol／I )1o．5 l，引物各 0．5 l，Taq DNA 聚合酶 0．2 l，DNA 1 l。PCR反应程序 

为：94℃预变性 4 min，30个循环，94℃变性 30 s，55℃退火 30s，72 oC延伸 30s，最后 72℃温育 10 min。PCR 

产物经琼脂糖凝胶电泳确定特异条带后 ，直接交由上海生物T程技术公司进行 PCR产物的纯化和序列测定。 

1．7．3 序 列的分 析和 系统发 育树 的构 建 

将得到的菌株 TYTG—l的 16S rDNA序列用 BioEdit软件进行对 比分析，确定其相似性 。从 GenBank中 

选取与其相似率最高的细菌 16S rDNA序列，用 BioEdit软件中集成的 ClustalW 软件进行多序列匹配排列 ，用 

系统发生推断软件 Phylip 3．6进行统计和聚类分析。采用邻位相连法获得发育系统树 ，通过 自举分析进行系 

统进化树的评估 ，自举数据集为 1 000次。 

2 结果 

2．1 细菌形态特征及运动性 

经过分离纯化 ，从养殖大菱鲆肠道中共得到 98株细菌，其 中与两株已知弧菌(鲨鱼弧菌和大菱鲆弧菌)有 

拈抗作用的有 1O株 ，『『1i对两株已知弧菌均具有 良好拈抗作用的只有菌株 TYTG一1(图 1、图 2)。该菌株在 TSB 

培养基上 2o℃培养 24～30 h，菌落不规则圆形 (直径 4～6 Film)、表面扁平起皱 、干燥 、灰 白色 、色暗不透 明。 

革兰氏染色阳性 ，杆状。芽孢偏 中生(图 3)。水浸片观察和穿刺接种培养均显示有运动能力。 

图 l 菌株 TYT 1对鲨鱼弧菌 的拮抗 罔 2 

作朋(箭头指示为抑菌罔) 

Fig．1 The antagonism of bacterium Fig．2 

TYTG lt0 V．nr(̂ “riae 

2．2 致病 性实 验 

菌 株 IYTG 1对大菱鲆弧菌的拈抗 

作用(箭头指示为抑菌圈) 

The antagonism of bacterium TYTG-1 

to V．scophthnbni 

冈 3 芽孢染色 (箭 头指，J；为芽孢) 

Fig．3 Stained spore 

对大菱鲆投喂添加浓度为 10 和 10。CFU／g菌株 TYTG 1的饲料 ，经过 28d的观察得知 ，大菱鲆第 1天摄 

食较少 ，随着对饲料的逐步适应而摄食恢复正常。与对照组相 比，两个菌浓度的饲料对大菱鲆均未产生不 良反 

应，没有产生肠道充血和白色粪便等应激反应 ，摄食 、活动和生长正常 ，没有发生病变和死亡现象。 

2．3 抗生素敏感性 

根据纸片药物含量、受试菌株抑菌圈直径，得知菌株 TYT 1对头孢三噻、红霉素、头孢他啶、头孢氨苄、头孢唑 

林、头孢拉定、罗美沙星、氟罗沙星、二甲胺四环素、强力霉素、苯唑青霉素、复方新诺明、头孢胺噻肟等抗生素敏感，对 

青霉素、利福平、链霉素、痢特灵、四环素、氧氟沙星、舒普深、TNq~lg、庆大霉素、头孢唑肟、氨苄青霉素、乙酰螺旋霉 
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素、氟苯尼考等抗菌药物敏感性较弱，对多粘菌素 B不敏感。 

2．4 菌株的生理生化特性 

形态学观察、生理生化及常规染色试验显示，该菌株革兰氏阳性、杆状、菌落不规则圆形、表面色暗、起皱、 

能运动 、葡萄糖产酸阳性、I 一阿拉伯糖产 酸阳性、能在 4～42℃生长 ，初步判定为枯草芽孢杆菌(表 1)。菌株 

TYTG一1在盐度 0～10下均能生长；在 pH5．0～9．0能生长，pH为 5．0时，培养 48～72 h后，会出现培养基琼 

脂液化现象 ，使培养基变软。该菌株在 4～42℃均能生长，属于广温性 。 

表 1 菌株 TYTG-1的生理生化特性 

Table 1 Physiological and biochemical characteristics of the bacterlun,TYTG一1 

注 ：+代表 阳性，一代表阴性．Note：+：Positive； ：Negative 

2．5 16S rDNA序列分 析及 系统发 育树 的构 建 

通过对菌株 TYTG 1的 16S rDNA序列的测定 ，序列长度为 1 627bp，将其基因序列与 NCBI数据库进行 

检索比对，从与此相似性较高的序列中选取 14个序列进行系统发育学分析，发现它与Bncill“s btili 的碱基 

相似性达到 99 ，在系统发育树中和 Bacillus subtilis HDYM一28处于相近分支(图 4)。 
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3 讨论 

根据细菌的形态、生理生 化 

特征 ，结合 16S rDNA序列分析 ， 

菌株 TYTG一1被鉴 定为枯 草 芽 

孢杆 菌 Bacillus subtilis。该 菌 

株从养殖的大菱鲆肠道中分离获 

得，在国内属首次报道 。 

芽孢杆菌属细菌是一类好氧 

或者兼性厌氧细菌 ，在肠道 中具 

高度稳定性 ，能分泌蛋 白酶 、淀粉 

酶、维生 素等 ，提 高动 物消 化机 

能，促进营养物质 的消化和吸收 

(吴秀红等 2007)。除了在畜禽 

养殖方面 ，芽孢杆菌作为益生菌 

在水产养殖 中应用也十分广泛。 

Gatesoupe等 (1993)认为 ，芽 孢 

杆菌可 以释放抗 生素、杆菌肽和 

图 4 菌株 TYTG-1 16S rDNA序列 的系统发育树 

Fig．4 The 1 6S rDNA gene sequence clustering results of bacterium TYTG-1 

有机酸，从而抑制病原菌生长 。这与本研究菌株 TYTG—l高效拮抗病原菌鲨鱼弧菌和大菱鲆弧菌的结果相 

似 。经过 28d的投喂添加浓度为 1o 和 10。CFU／g菌株 TYTG一1的饲料，大菱鲆均未产生不 良反应 ，没有产生 

肠道充血和白色粪便等应激反应 ，摄食、活动和生长正常 ，没有发生病变和死亡现象。说 明短期 口服使用枯草 

芽孢杆菌对大菱鲆肠道是安全的。鲨鱼弧菌和大菱鲆弧菌是养殖大菱鲆致病菌 ，经常导致大菱鲆腹水病和肠 

炎病。鉴于该株枯草芽孢杆菌对上述两株致病菌具有 良好的拈抗作用，它将具有较大潜力作为肠道有益菌应 

用于大菱鲆养殖。 

吴 垠等(1996)研究了益生菌剂对杂交鲤鱼越冬能力的影响。结果显示 ，在低温条件下，同对照组相 比， 

益生菌剂使杂交鲤鱼的血清总蛋 白、 球蛋白、血糖量、血脂量 、红细胞脆性 、脑胆碱酯酶活性及 白细胞吞噬功 

能等各项指标均有提高，成活率也明显高于对照组。华雪铭等(2001)研究发现 ，在基础饲料添加不同浓度的芽 

孢杆菌对异育银鲫的体重有显著的影响 ，极显著地提高了异育银鲫对嗜水气单孢菌的抵抗能力 。在对虾疾病 

控制方面，Rengpipat等(1998)研究发现，芽孢杆菌制剂能明显改善成虾体 内的细菌菌群结构 ，使发光弧菌数 

目明显减少，有效控制弧菌性疾病的发生 ，促进机体的生长 ，对虾的成活率和增重率均高于对照组。另外 ，丁 

贤等(2004)报道 ，在饲料中添加芽孢杆菌制剂也发现 ，试验组对虾的蛋 白酶、脂肪酶 、纤维素酶活性显著高于对 

照组 ，芽孢杆菌制剂可以增强机体免疫力和预防疾病 ，促进对虾生长发育 ，降低生产成本 。针对枯草芽孢杆菌 

投入到养殖水体的作用，李卓佳等(1998)向罗非鱼养殖池 中投入以芽孢杆菌为主的复合微生态制剂 。结果表 

明，它能增加沉积物好氧菌的数量 ，抑制弧菌数量 ，将有机物分解为二氧化碳、硝酸盐、磷酸盐等无机小分子物 

质，为藻类的生长繁殖提供营养 ，并提高对虾的养殖产量。从上述研究报道来看，在养殖系统 中使用枯草芽孢 

杆菌既可净化水质，也可对多种养殖动物促进生长和提高抗病力。 

大菱鲆属冷温性鱼类，故养殖者多采用地下井海水进行养殖(雷霁霖 2001)。存我国大菱鲆实际养殖过 

程巾常见的温度范围在 5～25℃，冬、春季多在 8～15℃之间。而分离得到的枯草芽孢杆菌在 4～42℃均能生 

长，属于广温性生长菌。发挥该菌株低温下生长的特点 ，将其研制成 口服型有益菌剂，对解决大菱鲆肠道疾病 

具有 良好的应用前景。深入研究和分析显示 ，口服枯草芽孢杆菌能有效提高大菱鲆非特异性免疫指标 ，并大大 

提高抗感染能力(另文报道)。今后 ，也将深入研究该菌株在大菱鲆肠道中的作用机理 、定植规律和使用规范 ， 

为指导生产提供理论依据。 
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