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２株枯草芽孢杆菌的分离鉴定及特性研究
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摘要：【目的】寻求适合制作水产类微生态制剂的益生菌。【方法】从养鱼塘底泥和健康鲫鱼Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ肠道
中分离芽孢杆菌，结合细菌形态学、生理生化特征和１６ＳｒＲＮＡ序列分析对其进行鉴定，对菌株安全性、高温耐受
性、酸性耐受性、拮抗性及产酶情况等特性进行研究。【结果】分离到２株芽孢杆菌，分别命名为 Ｂ１和 Ｂ２，细菌形
态学、生理生化特征和１６ＳｒＲＮＡ序列分析的结果显示，Ｂ１和Ｂ２均为枯草芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ。特性研究结果
证实Ｂ１、Ｂ２菌株都具有较好的安全性、高温耐受性和酸性耐受性，可对致病性大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ、金黄色
葡萄球菌Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ、嗜水气单胞菌Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ以及温和气单胞菌 Ａ．ｓｏｂｒｉａ有良好的体外抑菌
能力，均具有产脂肪酶、淀粉酶、蛋白酶和纤维素酶的能力。【结论】分离到２株性能优良的枯草芽孢杆菌，可将其
作为水产微生态制剂的候选菌株。
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１６ＳｒＲＮＡ

　　枯草芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ是一类好氧产芽
孢的革兰阳性杆状细菌，大小为（０７～０８）μｍ×
（２～３）μｍ，无荚膜，有鞭毛，能运动，广泛存在于土
壤、湖泊、海洋和动植物的体表，无致病性。菌落粗

糙、不透明、扩张、污白色或微带黄色。在营养缺乏

的条件下，枯草芽孢杆菌停止生长，同时加快代谢作

用，产生多种大分子的水解酶和抗生素，并诱导自身

的能动性和趋化性，从而恢复生长。在极端的条件

下，还可以诱导产生抗逆性很强的内源孢子［１］。由

于枯草芽孢杆菌具有生长速度快、营养简单以及耐

热、可产抗逆芽孢等突出特征，而使其不仅有利于在

微生态制剂生产、加工等环境中的存活、定殖与繁

殖，并且其成本较低，施用方便，储存期长，因此现已

成为一种理想的微生态制剂菌种，可有效减少或替

代抗生素在养殖过程中的使用。我国农业部 ２００３
年１２月９日在第３１８号公告中公布了１５种可以作
为微生物饲料添加剂的菌种，其中就包括枯草芽孢

杆菌。本试验对从鲫鱼肠道和养殖池底泥中分离到

的２株芽孢杆菌进行菌落形态观察、生理生化特征
和１６ＳｒＲＮＡ序列分析来综合鉴定，并对其安全性、
耐受性、拮抗性和产酶情况进行了分析，以期得到高

生物活性的益生菌菌株，为进一步研制水产类微生

态制剂提供优良的益生菌菌种。

１　材料与方法
１．１　供试菌株及试验材料

指示菌：嗜水气单胞菌 Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ、温
和气单胞菌Ａ．ｓｏｂｒｉａ、金黄色葡萄球菌Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ和大肠埃希菌Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ均由吉林农业大
学水产研究室保存。

试验动物：健康的当年鲫鱼Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ２００
尾，平均体质量（５５４２±０５８）ｇ，购自吉林省新立
城水库。

主要试剂：产淀粉酶筛选培养基、蛋白酶筛选培

养基和纤维素酶筛选培养基按赵东等［２］方法配制，

产脂肪酶筛选培养基按李瞡等［３］方法配制，革兰染

色试剂盒购自上海铭睿生物科技有限公司、细菌基

因组ＤＮＡ提取试剂盒、Ｔａｑ酶等购自ＴａＫａＲａ公司。
主要设备：ＰｈｏｅｎｉｘＴＭ１００型全自动微生物分析

仪（美国ＢＤ公司），ＹＸＱＬＳ５０Ａ立式压力蒸汽灭菌
锅（上海博讯实业有限公司医疗设备厂），恒温培养

箱（金坛市国旺试验仪器厂 ），ＳＷＣＪ２ＦＤ型超净工
作台（上海博讯实业有限公司医疗设备厂），ＴＧ
１６ＷＳ台式高速离心机（长沙湘智离心机仪器有限公

司），ＬｉｆｅＰｒｏ梯度ＰＣＲ仪（杭州博日科技有限公司），
凝胶成像系统（基因有限公司）。

１．２　菌株的分离
无菌条件下分别取养殖池底泥和鲫鱼肠道，加

入无菌的生理盐水制成匀浆，将匀浆稀释至合适稀

释度，取其中３个最适稀释度的稀释液２００μＬ涂布
于芽孢杆菌分离培养基上，３７℃恒温培养箱中培养
２４ｈ。挑取形态一致的优势菌群进行纯培养，待菌落
形态生长一致时，挑取单菌落，用体积分数为８０％的
甘油对其进行菌落的保藏，备用。

１．３　菌株的鉴定
１．３．１　形态学及生理生化鉴定　观察菌落形态及
革兰染色效果，并用 ＰｈｏｅｎｉｘＴＭ１００型全自动微生物
分析仪，参考说明书方法对菌落进行生理生化鉴定。

１．３．２　１６ＳｒＲＮＡ序列分析鉴定　１６ＳｒＲＮＡ序列扩
增参考魏亚松等［４］设计的特异性引物：正向引物

ＰｒｉｍｅｒＡ５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′，反向引
物 ＰｒｉｍｅｒＢ：５′ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ３′，由
上海生工生物工程有限公司合成。用细菌基因组

ＤＮＡ提取试剂盒提取基因组 ＤＮＡ，以此为模板进行
ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ
０５μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅ８μＬ，上、下游引物各２μＬ，双蒸水３０５μＬ。
ＰＣＲ程序：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，
７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物
纯化后交由上海生工生物工程有限公司进行测序。

测序结果通过 ＮＣＢＩ数据库进行 Ｂｌａｓｔ比对分析，通
过ＭＥＧＡ５０构建系统发育树。
１．４　安全性试验

试验鲫鱼经１周驯化后，选择适应环境、体格健
壮的鲫鱼２００尾，随机分４组，１组为对照组，其余３
组为试验组（试验Ｉ、ＩＩ和ＩＩＩ组），每组５０尾鱼，采用
腹腔注射方法，对照组每尾鱼注射０１ｍＬ无菌液体
ＬＢ，３个试验组分别注射０１ｍＬ含有芽孢杆菌菌悬
液１×１０９、１×１０８和１×１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１的液体 ＬＢ。
２３℃ 水温条件下饲养 ７ｄ，观察并记录死亡情况，最
后剖检，观察有无病变。

１．５　高温耐受性试验
参照文献［５］的方法，将菌株用液体 ＬＢ培养基

培养 ４８ｈ后，３５００ｒ· ｍｉｎ－１离心 ３０ｍｉｎ，取上清
液，无菌操作将其稀释至一定的倍数，将最后２个梯
度各分成３组，分别置于 ８０、９０和１００℃水浴锅中
３０ｍｉｎ，流水冷却，以室温下未经水浴的菌株培养作
为对照，采用平板计数法计算水浴后的存活率，据此
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判断其对温度的耐受性，每个试验重复３次。
１．６　酸性耐受性试验

参照文献［６］，将芽孢杆菌菌悬液分别接种到
ｐＨ为３０、４０、５０的液体 ＬＢ培养基中，使芽孢杆
菌初始浓度约为１×１０６ｃｆｕ·ｍＬ－１，３７℃条件下１２０
ｒ· ｍｉｎ－１摇床中培养，１ｈ后取２００μＬ涂布于固体
培养基上，进行平板计数，计算存活率，每个试验重

复３次。
１．７　体外抑菌试验

采用牛津杯法测定各个菌株的抑菌活性［７］。活

化指示菌和芽孢杆菌，调整菌浓度为１０６ｃｆｕ·ｍＬ－１，
取指示菌２００μＬ用涂布棒均匀涂布于固体 ＬＢ平
板，取无菌牛津杯置于其上，使其紧贴于培养基上，

每个牛津杯加入０２ｍＬ芽孢杆菌菌液。将平板置
于３０℃恒温箱培养２４ｈ后测抑菌圈直径，计算抑菌
圈与菌圈直径的比值。试验重复３次。
１．８　产酶试验
１．８．１　平板法胞外酶活性初筛　挑选单菌落点种
于纤维素酶筛选培养基、淀粉酶筛选培养基、蛋白酶

筛选培养基和脂肪酶筛选培养基，３７℃条件下培养
４８ｈ后观察，如有透明圈则表示细菌产酶。观察淀

粉酶筛选培养基时需滴加鲁哥氏碘液。计算水解圈

与菌落直径的比值，其大小表示初筛酶活性。

１．８．２　发酵液法胞外酶活性测定　选取胞外酶活性
初筛结果中４种胞外酶均有活性的菌株进行胞外酶活
性测定。淀粉酶活性采用碘－淀粉比色法［８］测定，纤

维素酶活性采用羧甲基纤维素钠盐（ＣＭＣＮａ）酶活
性测定方法［９］测定，蛋白酶活性采用福林酚法［１０］测

定。脂肪酶活性采用橄榄油乳化液法［１１］测定。

１．９　数据处理
用Ｅｘｃｅｌ统计分析数据，试验结果用平均数±标

准差表示。

２　结果与分析
２．１　形态学及生理生化鉴定结果

从养殖池底泥和鲫鱼肠道中各分离出１株芽孢
杆菌，分别命名为Ｂ１和Ｂ２。２株菌的菌落形态都呈
白色近似圆形，不透明，表面干燥没有光泽，中间褶

皱边缘不整齐；革兰染色结果为阳性，在显微镜下观

察菌体呈杆状，两端钝圆，孢囊无明显膨胀，无伴孢

晶体。用ＰｈｏｅｎｉｘＴＭ１００型全自动微生物分析仪对菌
株Ｂ１和Ｂ２进行鉴定，结果见表１，参照《伯杰细菌

表１　菌株生化鉴定结果１）

Ｔａｂ．１　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔａｉｎｓ

生化特征 菌株Ｂ１ 菌株Ｂ２ 生化特征 菌株Ｂ１ 菌株Ｂ２
精氨酸－精氨酸－ＡＭＣ － －
Ｌ－精氨酸 － －
Ｌ－亮氨酸－ＡＭＣ － －
Ｌ－焦谷氨酸－ＡＭＣ － －
３－甲基戊二酸 ＋ ＋
Ｄ－葡糖酸 ＋ ＋
α－酮戊二酸 ＋ ＋
腺嘧啶脱氧核苷 ＋ ＋
４ＭＵ－ＢＤ－半乳糖苷 － －
４ＭＵ－Ｎ－乙酰－ＢＤ－氨基葡糖苷 － －
丙氨酸－丙氨酸－ＰＮＡ ＋ －
４ＭＵ－ＡＤ－葡糖苷 ＋ ＋
葡萄糖 ＋ ＋
Ｄ－海藻糖 ＋ －
Ｎ－乙酰－氨基葡糖 － －
甘氨酸－脯氨酸－ＡＭＣ － －
Ｌ－组氨酸－ＡＭＣ － －
Ｌ－苯丙氨酸－ＡＭＣ － －
Ｌ－色氨酸－ＡＭＣ － －
黏菌素 － －
Ｄ－甘露醇 ＋ ＋
３－甲基已二酸 ＋ ＋
４ＭＵ－ＡＤ－葡糖苷 － ＋

４ＭＵ－ＢＤ－葡糖苷酸 － －
４ＭＵ－磷酸盐 ＋ ＋
Ｌ－脯氨酸－ＰＮＡ ＋ ＋
ＰＮＰ－磷酸盐 － ＋
Ｄ－蔗糖 ＋ ＋
麦芽糖 － －
尿素 － －
Ｌ－丙氨酸 － －
Ｌ－异亮氨酸－ＡＭＣ － －
Ｌ－脯氨酸－ＡＭＣ － －
甲硫氨酸 － －
Ｄ－果糖 ＋ ＋
亚氨基二乙酸 ＋ ＋
多粘菌素 Ｂ － －
４ＭＵ－ＢＤ－纤维二糖苷 ＋ ＋
４ＭＵ－ＢＤ－葡糖苷 ＋ ＋
４ＭＵ－磷酸盐 ＋ ＋
缬氨酸 ＋ －
β－葡二糖 － －
Ｄ－塔格糖 － －
麦芽三糖 － －
七叶苷 ＋ ＋

　１）“＋”表示生化反应阳性；“－”表示生化反应阴性。

８４ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３８卷　



鉴定手册》及仪器分析结果，初步鉴定这２株菌均为
枯草芽孢杆菌。

２．２　分子生物学鉴定结果
以菌株 Ｂ１和 Ｂ２的基因组 ＤＮＡ为模板进行

ＰＣＲ扩增，结果扩增到特异性的１６ＳｒＲＮＡ片段大小
为１５００ｂｐ（图１）。将２株菌的测序结果在ＮＣＢＩ中
进行 Ｂｌａｓｔ比对，结果 表 明：菌 株 Ｂ１与 菌 株
ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＢＳ３９０２（登录号：ＥＵ０４７８８４１）的序
列相似性为 ９９％；菌株 Ｂ２与 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＡＥＲ３１４２
（登录号：ＫＲ９６７３９１１）的序列相似性为９９％。通过
ＭＥＧＡ５０软件构建系统进化树，结果显示菌株 Ｂ１
和Ｂ２都与枯草芽孢杆菌亲缘关系最近，聚类为一支
（图２）。

Ｍ：２５０ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ４５００；１：菌株Ｂ１；２：菌株Ｂ２。

图１　菌株 １６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｉｎｔｗｏｓｔｒａｉｎｓ

图２　菌株１６ＳｒＲＮＡ系统发育分析

Ｆｉｇ．２　１６ＳｒＲＮＡｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｔｒａｉｎｓ

２．３　安全性试验结果

注射０．１ｍＬ浓度分别为１×１０９、１×１０８和１×
１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１的枯草芽孢杆菌菌悬液后，与对照组
相比，鲫鱼未出现死亡，解剖发现对照组和试验组内

脏菌正常无变异。说明２株枯草芽孢杆菌都有很好
的安全性。

２．４　高温耐受性试验结果
高温耐受性试验结果见表２。由表２可知，２株

枯草芽孢杆菌对不同温度的耐受性不同，在相同时

间（３０ｍｉｎ）内，菌株在８０℃条件下的存活率明显高
于１００℃条件下的存活率，并随着温度的上升存活
率不断下降。表２数据显示，菌株Ｂ２对高温的耐受
能力略强于Ｂ１。

表２　不同水浴温度下枯草芽孢杆菌的存活率

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｌｉｖａｂｉｌｉｔｙｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｓｔｒａｉｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ％

菌株 ８０℃ ９０℃ １００℃
Ｂ１ ８３．９０±０．２６ ６２．２０±１．３２ ３．２７±０．２１
Ｂ２ ８４．３３±０．５５ ６３．３７±０．６５ ３．８０±０．２０

２．５　酸性耐受性试验结果
由表３可知，２株芽孢杆菌分别在 ｐＨ３０、４０、

５０条件下处理１ｈ后的存活率都在９７％以上，说明
２个菌株都有较好的酸性耐受能力。在 ｐＨ３０、４０
和５０条件下，菌株 Ｂ１的存活率分别为 ９７１６％、
９８４３％和 ９９２７％，菌株 Ｂ２的存活率分别为
９７３７％、９８８３％和９９４３％。
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表３　不同ｐＨ环境下枯草芽孢杆菌的存活率
Ｔａｂ．３　ＴｈｅｌｉｖａｂｉｌｉｔｙｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｓｔｒａｉｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｐＨ ％

菌株 ｐＨ３．０ ｐＨ４．０ ｐＨ５．０

Ｂ１ ９７．１６±０．６７ ９８．４３±０．５０ ９９．２７±０．１５

Ｂ２ ９７．３７±０．４５ ９８．８３±０．２５ ９９．４３±０．１５

２．６　体外抑菌试验结果
以大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、嗜水气单胞菌

和温和气单胞菌为指示菌，进行抑菌性分析，抑菌圈

直径大小可反映这２株枯草芽孢杆菌对致病菌体外
抑制能力的强弱，结果见表４，菌株 Ｂ２的抑菌圈／菌
圈直径比数值上均大于菌株 Ｂ１，说明菌株 Ｂ２比 Ｂ１
对这４种指示菌可能有较强的抑制作用。

表４　枯草芽孢杆菌对指示菌的拮抗作用
Ｔａｂ．４　ＴｈｅａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｓｔｒａｉｎｓａｇａｉｎｓｔｐａｔｈｏｇｅｎｓ

菌株
抑菌圈直径／菌圈直径

大肠埃希菌 金黄色葡萄球菌 嗜水气单胞菌 温和气单胞菌

Ｂ１ ２．２６±０．１６ １．８９±０．１０ ０．９４±０．２５ １．３４±０．２１
Ｂ２ ２．５２±０．１１ ２．４０±０．２０ １．２０±０．１１ １．５２±０．１８

２．７　产酶试验结果
２．７．１　平板法胞外酶活性初筛结果　由表５可以
看出，菌株Ｂ１和 Ｂ２都可产淀粉酶、脂肪酶、蛋白酶
和纤维素酶，不同菌株产酶种类和能力不同。对于２
株枯草芽孢杆菌，反映其产淀粉酶能力的染色圈直

径／菌落直径（Ｈ／Ｃ）及产蛋白酶能力的 Ｈ／Ｃ数值上
均为Ｂ２＞Ｂ１；反映其产纤维素酶能力的 Ｈ／Ｃ及产脂
肪酶能力的Ｈ／Ｃ数值上均为 Ｂ１＞Ｂ２；说明菌株 Ｂ２
较Ｂ１产淀粉酶和蛋白酶能力水平可能较高，产纤维
素酶和脂肪酶能力可能稍弱。

表５　不同菌株胞外酶活性初筛结果
Ｔａｂ．５　Ｉｎｉｔｉａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ

菌株
染色圈直径／菌落直径

淀粉酶 蛋白酶 纤维素酶 脂肪酶

Ｂ１ ２．３２±０．０３ ２．５５±０．０３ ４．４１±０．０９ １．３９±０．０６
Ｂ２ ２．５４±０．０４ ２．７２±０．１４ ３．２６±０．０６ １．３８±０．２１

２．７．２　发酵液法胞外酶活性测定结果　因发现平
板法Ｈ／Ｃ不能完全代表菌株产酶能力，所以对产酶
菌株进行发酵液法胞外酶产酶活性测定是非常必要

的。由表６可以看出，产蛋白酶、纤维素酶和脂肪酶
活力较高的菌株为 Ｂ２，产淀粉酶活力较高的菌株为
Ｂ１，与初筛结果有所不同。

表６　不同菌株发酵液的胞外酶活性
Ｔａｂ．６　Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｆｅｒｍｅｎｔｅｄｌｉｑｕｉｄｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ Ｕ·ｍＬ－１

菌株 淀粉酶 蛋白酶 纤维素酶 脂肪酶

Ｂ１ ３９．１５±０．０５ ２１．２０±０．１５ １７．６８±０．０４ １４．６８±０．０４
Ｂ２ ２９．１９±０．０３ ３２．１４±０．２１ １９．８３±０．０１ １５．６７±０．２４

３　讨论与结论
近年来，芽孢杆菌类微生态制剂被广泛应用于

水产养殖以替代或减少抗生素的使用，降低其带来

的危害，使用的芽孢杆菌类型也是多种多样。枯草

芽孢杆菌因在缺乏营养或不良环境时，可以通过生

成内生孢子来增强其抗逆性，并且其耐加工、耐储

藏、耐胃酸，稳定性较好，也可以通过孢子形式进入

到消化道，并且可与肠道上的特异性结合位点结合，

形成优势菌群，进行生物夺氧，也可以产生多种代谢

物质，抑制病原菌的生长，是较好的微生态制剂菌

种，具有开发为微生态制剂的潜在优势。胡凡光

等［１２］选用从健康大菱鲆鱼 Ｐｓｅｔｔａｍａｘｉｍａ体肠道分
离培养的同源枯草芽孢杆菌制成的饲料添加剂对大

菱鲆进行促生长影响的研究。结果表明：与对照组

相比试验组降低了饲料系数，提高了蛋白质效率和

增重率。李卫芬等［１３］将草鱼 Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌ
ｌｕｓ试验组饲喂含枯草芽孢杆菌（１０８ｃｆｕ·ｋｇ－１）的
基础日粮，结果发现：试验组肠道内容物中胰蛋白

酶、脂肪酶和淀粉酶活性比对照组显著提高；肝胰脏

中脂肪酶和胰蛋白酶活性也比对照组显著提高。肠

道菌群数量分析显示，与对照组相比，试验组肠道芽
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孢杆菌和假单胞菌数量极显著提高，而致病性弧菌

和大肠埃希菌数量却极显著降低。丁祥力等［１４］从淡

水养殖污水和底泥中分离出１株枯草芽孢杆菌ＷＨ
５，试验证明其具有改善淡水养殖水体水质的有效
作用。

微生态制剂在生产过程中一般把筛选益生菌作

为关键的一步，因为种属特异性是筛选合适益生菌

的一个先决条件，不同来源的芽孢杆菌在不同动物

胃肠道内的黏附繁殖能力及相关生理功能有所不

同，故一般认为从相应的水产养殖环境分离菌株用

于筛选水产微生态制剂更具合理性，所以本试验从

养殖池底泥和鲫鱼肠道中进行芽孢杆菌的分离，分

离得到２株芽孢杆菌，分别命名为Ｂ１和Ｂ２。运用传
统的细菌形态学观察、生理生化试验及１６ＳｒＲＮＡ序
列对分离出的２株芽孢杆菌进行分析鉴定，结果 Ｂ１
和Ｂ２均为枯草芽孢杆菌。优良的水产微生态制剂
应具备安全、耐高温、抗酸腐蚀、抑菌能力强、可产酶

等特点［１５］，故本试验从这几方面对 Ｂ１和 Ｂ２这２株
枯草芽孢杆菌的益生特性进行了探究。菌株安全性

试验结果表明，这２株枯草芽孢杆菌均具有安全性，
无致病能力。高温耐受性和ｐＨ耐受性试验发现，这
２株枯草芽孢杆菌均具有良好的耐高温和耐酸能力，
且Ｂ２菌株的效果数值上好于Ｂ１菌株。体外抑菌试
验的抑菌能力：Ｂ２＞Ｂ１，两者均对大肠埃希菌、金黄
色葡萄球菌、嗜水气单胞菌和温和气单胞菌有抑制

效果，对大肠埃希菌的抑制效果最好。产酶试验结

果表明：Ｂ１和 Ｂ２菌株都能够分泌淀粉酶、蛋白酶、
纤维素酶和脂肪酶，有望用于鱼虾等的饲料添加剂，

促进鱼虾生长及提高饲料利用率；同时，可利用枯草

芽孢杆菌分解养殖水体中过剩饵料中的有机物，净

化水体及脱氮［１６］。因此，枯草芽孢杆菌 Ｂ１和 Ｂ２适
合用于研发水产类微生态制剂，并需进一步研究其

功能和机理。本研究为进一步研制水产类微生态制

剂提供了优良的益生菌菌种参考。
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