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摘要 　对分离自健康黄鳝肠道 118 株菌进行点种法病原菌拮抗试验 ,结合产酶能力分析试验结果 ,得到了

对病原菌拮抗作用显著和产酶能力较强的拟选菌株 H Y2136。通过对该菌株进行形态观察 ,常规生理生化鉴定

和应用 A PI 50 CHB 鉴定盒鉴定 ,结果表明该菌与枯草芽孢杆菌属的形态及生理生化特征相似 ;进一步利用

PCR 技术对该菌株 16S rRNA 序列作测定与分析 ,序列结果在 GenBank 中进行 Blast 同源序列检索 ,并用 Mage

4. 0 软件与芽孢杆菌属的其它菌种进行序列分析比对 ,结果表明其与已报道的枯草芽孢杆菌序列 (登录号为

EU346662)具有 99. 8 %的同源性 ,且二者在所构建的系统发育树上处于同一个分支。确定菌株 H Y2136 为枯草

芽孢杆菌 ( B aci l l us subti l is) 。
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　　随着水产养殖业的迅速发展 ,细菌性病害频繁

发生 ,抗生素在疾病防治过程中产生显著效果 ,但同

时导致细菌的耐药性产生以及药物残留等负面效

应[122 ] 。所以 ,随着益生菌在水产养殖中的广泛应

用 ,将其作为抗生素的替代品日益受到重视。

微生态学研究认为 ,水环境和水产动物中存在

大量的有益微生物 ,它们能直接或间接影响水体和

养殖对象。有研究结果表明 ,乳酸菌、芽孢杆菌等已

成功应用到水产养殖中 ,它们对改善水体条件 ,促进

饲料消化吸收 ,增强疾病抵抗力等效果显著[325 ] 。

通过对健康黄鳝肠道中分离出的 118 株菌株进

行产酶分析试验 ,筛选出 5 株产酶能力较强的菌株 ,

编号分别为 H Y2102 , H Y2113 , H Y2136 , H Y2201 ,

H Y2222。笔者在此基础上 ,进一步对分离菌株进行

点种法病原菌拮抗试验 ,得到了产酶能力较强和对

病原菌拮抗作用显著的拟选菌株 H Y2136。采用传

统生理生化鉴定方法和 A PI 50 CHB 鉴定盒对

H Y2136 进行分类鉴定 ,并进一步通过测定其 16S

rRNA 基因序列 ,对该菌的系统发育进行了分析。

1 　材料与方法

1. 1 　供试菌株与培养基

118 株供试菌均分离自健康黄鳝肠道 (2008 年

10 月分离 ,鱼样采自湖北省石首市上津湖渔场) ,病

原菌指示菌 :嗜水气单胞菌 ( A eromonas hy d rop hi2
l a) ,温和气单胞菌 ( A eromonas sobri a ) , 鳗弧菌

(V ibrio ang ui l l arum ) ,溶藻弧菌 ( V ibrio al gi no2
l y t icus) ,迟钝爱德华氏菌 ( Edw ardsiel l a t ard a) ,由

笔者所在实验室保存。

牛脑心浸液培养基 (B HI , brain heart inf u2
sion) ,由英国 OXO ID 公司生产。

1. 2 　点种法病原菌拮抗试验

按照 Smit h 等[ 6 ]的方法进行 ,将所保存的指示

菌在牛脑心浸液培养液中培养 12 h ,用无菌生理盐

水调节至适当浓度后 ,吸取 0. 1 mL 涂布于新鲜的

牛脑心浸液培养基上 ,然后用接种棒点种活化 24 h

的 118 株供试菌 ,28 ℃条件下培养 24 h 后 ,观察点

种区周围是否产生抑菌圈并测量抑菌圈直径大小。

1. 3 　拟选菌株 HY2136 的形态特征和生理生化鉴定

1)形态观察。将适当浓度的菌株 H Y2136 菌悬

液涂布在 B HI 平板上 ,静置 30 min , 28 ℃培养

24 h ,观察菌落形态特征。挑取少量 H Y2136 菌体

进行革兰氏染色 ,显微镜下观察其菌体形态。

2)生理生化鉴定。依据参考文献[ 729 ]进行 ,对

菌株 H Y2136 进行初步鉴定和常规分类。
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1. 4 　拟选菌株 HY2136 的 API50 CHB 鉴定盒鉴定

利用法国 BioMerieux 公司生产的 A PI50 CHB

细菌鉴定盒对拟选菌株 H Y2136 进行生理生化指标

鉴定 ,操作步骤按其说明书进行。

1. 5 　拟选菌株 HY2136 的 16S rRNA 基因序列分析

　　1)模板 DNA 的制备。将拟选菌株 H Y2136 接

种在 B H I 培养液中 ,28 ℃震荡培养 24 h ,取菌液

1 mL用北京百泰克生物技术有限公司生产的 DNA

提取试剂盒制备 DNA ,作为 PCR 反应的模板。

2) 16S rRNA 基因的 PCR 扩增、克隆与测序。

采用 TD2PCR 扩增 16S rRNA 引物 ,其上下游引物

的序列分别为 : 5′2A GA GT T T GACCT GGCTCA G2
3′和 5′2AA GGA GGT GA TCCA GCCGCA23′。PCR

反应体系 ( 100 μL ) : 10 μL 10 ×PCR 缓冲液 (含

Mg2 + ) , 2 μL 10 mmol/ L 4 ×dN TP , 10 μL 10

mol/ L正向和反向引物各 5μL ,1μL T aq DNA 聚

合酶 (5 U) ,10μL 模板。PCR 反应条件为 : 94 ℃

5 min ;94 ℃1 min ,54 ℃1 min ,72 ℃2 min ,30 个

循环后 :72 ℃10 min。PCR 产物按 Axygen Biosci2
ences 公司的 DNA 凝胶回收试剂盒说明书回收和

纯化 PCR 产物 ,将 PCR 产物的连接到 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。

3)系统发育树的构建。将菌株 H Y2136 的 16S

rRNA 基因序列在 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 基因序列进行同源序列分析比对 ,并用 Mega

4. 0 软件中邻接法 (NJ )构建 11 个菌种系统发育树 ,

用自展法 (Boot st rap) 进行 1 050 次重复 ,并用一致

性指数 (consistency index ,CI)来衡量分析结果。

2 　结果与分析

2. 1 　病原菌的拮抗效果

点种法拮抗试验表明 ,118 株肠道菌株中只有 4

株对指示菌有拮抗作用。从表 1 可以看出 ,菌株

H Y2136 对嗜水气单胞菌、温和气单胞菌、鳗弧菌 ,

迟钝爱德华氏菌的拮抗效果明显 ,同时 ,该菌具有较

强的产蛋白酶、脂肪酶及淀粉酶能力 ,所以 ,将 H Y2
136 作为拟选益生菌菌株并进行鉴定分析。

表 1 　点种法对病原菌拮抗试验结果1)

Table 1 　Results of antagonistic disease bacteria by dot inoculating

菌株
St rain

抑菌圈直径 Diameter of inhibition/ mm

嗜水气单胞菌
A . hy drophila

温和气单胞菌
A . sobria

鳗弧菌
V . anguil larum

溶藻弧菌
V . al ginol y ticus

迟钝爱德华氏菌
E. tarda

H Y2118 10. 0 - - - -
H Y2136 12. 2 10. 4 12. 8 - 8. 2
H Y2201 - - 9. 8 5. 6 -
H Y2212 6. 4 - - - 5. 2

　1)“ - ”表示没有拮抗作用“ - ”means no antagonism

2. 2 　菌株 HY2136 的形态特征和传统生理生化鉴定

菌株 H Y2136 在 B HI 培养基上 28 ℃培养 24 h

后 ,生长态势良好 ,形态特征主要表现为 :菌落圆形 ,

边缘不整齐 ,乳白色 ,干燥 ,无光泽。革兰氏染色阳

性 ,单细胞 ,杆状 ,有时成链状。

传统生理生化测定结果表明 ,该菌接触酶、甲基

红试验、V2P 反应、吲哚反应、硝酸盐还原反应、明胶

液化酶等均呈阳性 ,而氧化酶、柠檬酸盐利用为阴

性。具有运动性 ,能利用葡萄糖、阿拉伯糖、木糖等

产酸和水解酪素 ,可在含 0 %～7 % NaCl 的 B HI 培

养基上生长。根据上述特征 ,该菌可鉴定为芽孢杆

菌属。

2. 3 　菌株 HY2136 的 API 50 CHB 鉴定结果

通过 A PI 50 CHB 鉴定试验 ,获得了菌株 H Y2

136 的相关生理生化特征 (表 2) ,应用 BioMerieux

公司提供的鉴定软件和档案资料进行比对分析 ,结

果表明 ,菌株 H Y2136 为枯草芽孢杆菌的鉴定 ID

(indentification)为 95. 9 % ,可初步鉴定该菌为枯草

芽孢杆菌 ( B aci l l us subti l is) 。

2. 4 　菌株 HY2136 的 16S rRNA 基因序列分析

通过对菌株 H Y2136 的基因组 DNA 进行 PCR

反应 ,得到 1 条长度序列大约为 1 500 bp 的 PCR 扩

增产物 (图 1) 。

将菌株 H Y2136 的 16S rRNA 基因序列提交到

GenBank ,在 GenBank 中进行 Blast 搜索并根据菌

株 H Y2136 的 16S rRNA 序列与已报道的芽孢杆菌

属的 16S rRNA 基因序列进行比较分析 ,并构建系

统发育树 (图 2) 。

617



　第 6 期 贺中华 等 : 黄鳝肠道益生菌 H Y2136 的鉴定与系统发育分析 　

表 2 　菌株 HY2136 的 API 50 CHB 生化试验结果1)

Table 2 　Results of bio2chemical characteristics of

strain HY2136 by API 50 CHB

测定项目
Items

结果
Result s

测定项目
Items

结果
Result s

对照 Cont rol -
七叶灵柠檬酸铁
Esculina cit rato

+

甘露醇 Gllcerol + 水杨苷 Salicina +

赤藻糖醇 Erlt ritol - D2纤维二糖 D2Celobiosa +

D2阿拉伯糖 D2Arabinosa - D2麦芽糖 D2Maltosa +

L2阿拉伯糖 L2Arainosa + D2乳糖 D2Lactosa -

D2核糖 D2Ribosa + D2密二糖 D2Melibiosa +

D2木糖 D2Xylosa + D2蔗糖 D2Sacarosa +

L2木糖 L2Xylosa - D2海藻糖 D2Trehalosa +

D2核糖醇 D2Adonitol - 菊粉 Inulina +

甲基2β2D2吡喃木糖苷
Met hyl2β2D2Xilopiranosida

-
D2松三糖

D2Melezitosa
-

D2半乳糖 D2Galactosa - D2棉子糖 D2Rafinosa +

D2葡萄糖 D2Glucosa + 淀粉 Almidon +

D2果糖 D2Fructosa + 糖原 Gllogeno +

D2甘露糖 D2Mamnosa + 木糖醇 Xilitol -

L2山梨糖 L2Sorbosa - D2龙胆二糖 D2Gentilbiosa -

L2鼠李糖 L2Rhamnosa + D2土伦糖 D2Turanosa -

卫茂醇 Dulcitol - D2来苏糖 D2Llxosa -

肌醇 Inositol + D2塔格糖 D2Tagatosa -

甘露醇 D2Manitol + D2岩藻糖 D2Fucosa -

山梨醇 D2Sorbitol + L2岩藻糖 L2Fucosa -

甲基2α2D2吡喃甘露糖苷
Methyl2α2D2Manopiranosida

-
D2阿拉伯醇
D2Arabitol

-

甲基2α2D2吡喃葡萄糖苷
Methyl2α2D2Gluopiranosida

+
L2阿拉伯醇
L2Arabitol

-

N2乙酰葡萄糖胺
N2Acetil Glucosamina

+
葡萄糖酸钾

Gluconato potasico
-

苦杏仁苷
Amlgdalina

+
22酮基葡萄糖酸钾

22Cetogluconato potasico
-

杨梅苷
Arbutin

+
52酮基葡萄糖酸钾

52Cetogluconato potasico
-

　1) + :阳性 ; - :阴性 + :positive ; - :negative

图 1 　菌株 HY2136 的 PCR 扩增产物图谱

Fig. 1 　Electrophore sis picture of HY2136

after PCR amplification

M. DL 2 000 DNA marker ; 1. 对照 Cont rol ; 2 ,3. H Y2136

从图 2 可以看出 ,菌株 H Y2136 与枯草芽孢杆

菌 (登录号为 EU346662、EF472262) 聚为同一个族

群 ,并与枯草芽孢杆菌 (登录号为 EU346662) 自然

构成一个分支 ,经同源性比较发现两者的同源性高

达 99. 8 % ,说明菌株 H Y2136 与枯草芽孢杆菌亲缘

关系最近。结合形态、生理生化特征以及 A PI 50

CHB 系统鉴定结果 ,可将菌株 H Y2136 鉴定为枯草

芽孢杆菌 ( B aci l l us subti l is) 。

图 2 　基于 16S rRNA 序列的系统发育树

Fig. 2 　Phylogenetic tree based on 16S

ribosomal RNA sequences

3 　讨　论

传统的细菌鉴定方法由于菌株经常出现表型表

达不稳定、敏感性低 ,并且存在人为主观影响等问

题 ,尤其在芽孢杆菌属的鉴定中 ,对于培养形态和生

理生化特征极为相似的菌株难以区分 ,所以需要其

他鉴定方法进行辅助。A PI 试剂盒缺乏针对性 ,存

在一定比例的错误鉴定率 ,如果鉴定菌不在鉴定谱

内 ,结果便只能作为一个参考[10 ] 。虽然 16S rRNA

系统发育分析已成为目前细菌分类和鉴定的重要手

段之一 ,但是截止到 1996 年只有 3 500 余种细菌的

完整的 16S rRNA 序列被测定 ,给鉴定结果产生一

定影响 ,若没有生化鉴定结果作为佐证 ,便可能无法

得出正确的结论[ 11 ] 。所以需要多种鉴定方法相结

合才能获得准确、科学的细菌鉴定结果。

本研究中通过形态学、生理生化试验和 A PI50

CHB 系统鉴定盒将拟选菌株 H Y2136 初步鉴定为

枯草芽孢杆菌 ,为进一步验证 ,利用了 16S rRNA 系

统发育分析方法 ,通过测定比较 ,发现菌株 H Y2136

在系统发育树上与枯草芽孢杆菌聚为一簇 ,并与枯

草芽孢杆菌 (登录号为 EU346662) 同源性最高 ,达

99. 8 %。因此 ,将菌株 H Y2136 鉴定为枯草芽孢杆

菌的结果应该是很可靠的。

枯草芽孢杆菌是国内外允许使用的优良饲料微

生物菌种之一 ,具有菌种单一、耐酸碱、抗菌性较强

以及对水生动物益生作用明显等特性 ,作为饲料添

加剂和水质改良剂 ,对增强肠道消化酶活性 ,提高机
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体免疫力 ,改善水体环境等成效显著 , 现已广泛应

用到水产养殖领域[12214 ] 。不过 ,枯草芽孢杆菌在黄

鳝养殖中的开发应用的研究报道还很少 ,笔者从黄

鳝肠道中筛选并鉴定出 1 株枯草芽孢杆菌的报道尚

属首次。

黄鳝虽属肉食性鱼类 ,但已有研究指出人工配

合饲料饲养黄鳝是可行的。本研究所筛选的菌株

H Y2136 具有产蛋白酶、脂肪酶等能力较强 ,对嗜水

气单胞菌、温和气单胞菌等拮抗作用明显的特点。

所以 ,可通过进一步研究该菌的生长特性 ,发酵培养

条件等 ,开发为饲料添加剂应用到黄鳝的人工配合

饲料中 ,以提高养殖黄鳝的消化吸收能力 ,增强抗病

力 ,促进黄鳝养殖业的健康可持续发展。
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Phylogenetic Analysis and Identif ication of Probiotics HY2136 from

Ricef ield Eel( Monopter us Albus) Intestine

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

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

Abstract 　One hundred and eighteen bacterial st rains isolated f rom healthy ricefield eel ( M onopterus

albus) intestine were used for screening probiotics. The result s of antagonistic disease bacteria by dot in2
oculating and t he amount of ext ra2cellular amylase p roduced showed t hat H Y2136 could st rongly inhibit

pathogenic bacteriums and produced more amylase. According to it s morp hological ,p hysiological and bio2
chemical characteristics ,and t he result s detected by A PI 50 CHB system ,we found t hat some characteris2
tics of st rain H Y2136 were similar to B aci l l us subti l is . Sequence analysis of 16S rRNA showed t hat st rain

H Y2136 shared 99. 8 % homology wit h p ublished sequence of B aci l l us subti l is ( accession number :

EU346662) . In t he p hylogenetic t ree ,bot h of t hem were on the same branch ,which showed t hat st rain

H Y2136 was closely related wit h B aci l l us subti l is . Therefore , st rain H Y2136 was identified as B aci l l us

subti l is .

Key words　ricefield eel ( Monopterus albus) ; B acillus subtilis ; identification ; phylogenetic analysis
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