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养殖池塘 14 株芽孢杆菌的分离鉴定及抑菌效果
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摘    要： 为了研究芽孢杆菌（Bacillus spp.）的抑菌效果，以 40 株水产病原菌作为指示菌，用平板法分析 14 株

芽孢杆菌（来自养殖池塘水体，命名为 SCS-158～SCS-171）的抑菌效果。结果发现：14 株芽孢杆菌的 24 h 培

养的全菌液对水产病原菌的抑菌率最高，达 20.00%，其中，芽孢杆菌 SCS-160、SCS-162、SCS-170 对病原菌中

的全部维氏气单胞菌（Aeromonas  viridis）都有抑菌作用。 14 株芽孢杆菌中，有 10 株对白葡萄球菌

（Staphylococcus albicans）18QW206 有抑制效果。以白葡萄菌（S. albicans）18QW206 为指示菌，与 24 h 培养

的全菌液相比，芽孢杆菌的 24 h 培养的上清液及 48 h 培养的全菌液的抑菌效果均有所下降。其中，芽孢杆

菌 SCS-162 上清液抑菌效果下降最明显，抑菌圈直径下降 28.55%，芽孢杆菌 SCS-164 上清液抑菌圈直径下降

幅度最小，为 5.35%；48 h 培养液抑菌效果中，芽孢杆菌 SCS-160 抑菌圈直径下降幅度最大（42.86%），芽孢杆

菌 SCS-163 抑菌圈直径下降幅度最小（4.19%）。 说明芽孢杆菌对水产病原菌具有抑制效果。
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中国水产养殖规模位居世界首位，大规模养

殖导致病害的频发。当前广泛采用的病害防控方

法是药物防控，即广谱抗生素和化学药物防控，且

抗生素被认为是对抗细菌性传染病最有效、最灵

活的武器，被广泛用于预防或治疗水产养殖中的

细菌性疾病[1 − 2]。然而，抗生素的过度使用，一方

面造成药物残留，可能积聚在水产动物可食用组

织中，导致人体过敏、中毒、肠道菌群紊乱

等[3]。如 2013 年，青岛抽检海参中检出呋喃唑酮

和呋喃西林代谢物。人摄入呋喃唑酮，会引起恶

心、呕吐、多发性神经炎[4]。同时，水产动物抗生

素的过度使用导致其耐药和多重耐药细菌被选择

和积累 [5]，如温州地区水产品中哈维弧菌（Vibrio
harveyi）对磺胺嘧啶和氨苄西林钠的耐药率达到

100%[6]；广东主要水产养殖地区的 1 143 株气单胞

菌（Aeromonas spp.）对氨苄西林的耐药率高达

97.81%[7]。为了水产养殖的健康发展，寻找抗生素

等药物的替代品尤为重要。目前抗生素替代品的

研究热点是益生菌、中草药、噬菌体、免疫糖类

等[8]。益生菌因其健康、安全的优点，拥有广阔的

应用前景[9]。芽孢杆菌（Bacillus spp.）是最早应用

于水产养殖的一种益生菌，且无污染、抗菌性强，

是理想的微生物制剂[10]。在养殖水体中添加芽孢

杆菌，可以有效降低水体的氨氮、亚硝氮、活性磷

和化学需氧量[11 − 14]。此外，还可以改善水体中真

核生物和细菌群落的结构，有效抑制蓝藻的生

长[15 − 18]。在饲料中添加一定量的芽孢杆菌可以显

著提升养殖动物的生长、免疫状态和抗病能力[19 − 22]。 
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芽孢杆菌还可以减轻嗜水气单胞菌（Aeromonas
hydrophila）对细胞的损伤，抑制副溶血弧菌（Vibrio
parahaemolyticus）的生长 [23 − 24]，对哈维弧菌（V.
harveyi）、溶藻弧菌（Vibrio alginolyticus）、杀香鱼

假气单胞菌（Pseudomonas plecoglossicida）、灿烂

弧 菌 （Vibrio  splendidus）和 嗜 水 气 单 胞 菌 （A.
hydrophila）都有良好的拮抗作用[22,25 − 27]，对温和气

单胞菌（Aeromonas sobria）存在明显的体外抑菌能

力，对迟缓爱德华氏菌（Edwardsiella tarda）和金黄

色葡萄球菌（Staphylococcus  aureus）也有抑制作

用[28 − 29]。芽孢杆菌的抑菌效果主要来自其产生的

细菌素、多糖化合物以及其他代谢产物[30 − 31]。

笔者从养殖池塘中分离、鉴定得到 14 株芽孢

杆菌，并以 40 株水产病原菌为指示菌，研究 14 株

芽孢杆菌对其的抑制作用，同时，也比较不同培养

时间的芽孢杆菌上清液和全菌液的抑菌效果，旨

在为芽孢杆菌在防治水产动物疫病中的应用提供

依据。 

1    材料与方法
 

1.1    主要试剂    LB 固体培养基（1 L）：1 000 mL

纯净水，胰蛋白胨 10 g，酵母提取粉 5 g，NaCl 10 g，
琼脂粉 18 g，pH 调至 7.3～7.5。LB 液体培养基

（1 L）：1 000 mL 纯净水，胰蛋白胨 10 g，酵母提取

粉 5 g，NaCl 10 g， pH7.3～7.5。 

1.2    芽孢杆菌的分离与鉴定    从广州市南沙区

的 3 个拟穴青蟹（Scylla paramamosai）养殖池溏采

集水样，每个池塘在池塘 4 个角各采集水样 500 mL，
共得到 12 个水样。每个水样取 50 mL 于 50 mL
无菌试管，沸水浴 15 min；将沸水处理的养殖水样

经灭菌生理盐水 10 倍倍比稀释至 10−1、 10−2、

10−3、10−4、10−5、10−6 等 6 个梯度；取 100 μL 稀释

水样分别涂布至 LB 固体平板（每个稀释度做 3 个

平行）；28 ℃ 静置培养 48 h 后取出平板观察；挑取

表面干燥扁平状的单菌落，LB 平板划线纯化 2 次

后用 LB 液体培养基，28 ℃、200 r·min−1 培养过

夜，用细菌基因组提取试剂盒提取基因组 DNA，利

用 16S rDNA 通用引物（表 1）进行 PCR 扩增，并进

一 步 测 序 和 Blast（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi）分析鉴定，同时利用 MEGA7 软件构建系

统进化树。对鉴定为芽孢杆菌的菌株进行后续

实验。
 
 

表 1    16S rDNA引物序列

基因 引物 序列(5′−3′) 目的片段/bp 退火温度/℃

16S rDNA
8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

1 485 55
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT

 
  

1.3    芽孢杆菌 24 h 全菌液的抑菌效果分析    芽
孢杆菌制备：芽孢杆菌于 LB 平板划线活化，然后

挑取单克隆于 2 mL LB 液体培养基中，28 ℃、摇

床（200 r·min−1）培养 24 h。指示菌制备：从实验室

菌库中挑选出 25 种共计 40 株水产病原菌株作为

指示菌（表 2），水产病原菌株于 LB 平板划线活

化，然后挑取单克隆于 2 mL LB 液体培养基中，

28 ℃、摇床（200 r·min−1）培养 24 h。正方形 LB 平

板制备：12 cm 边长的正方形平板用 50 mL LB 固

体培养基配置；取 200 μL 指示菌涂布平板，晾干后

用 10 μL 枪头倒置钻孔，每个平板 14 个孔，每孔加

入 50 μL 芽孢杆菌，每株指示菌 3 个重复，正置 28 ℃
培养 24 h，观察抑菌情况，并测量抑菌圈直径。 

1.4    芽孢杆菌 24 h 上清液抑菌效果分析    芽孢

杆菌上清液制备：将 1.3 中过夜培养的芽孢杆菌离

心 2 min (8 000 r·min−1)，取上清液。指示菌制备：

选取 1 株有明显指示效果的菌株挑单克隆于 2 mL
LB 液体培养基中，28 ℃、摇床（200 r·min−1）培养

24 h；取 200 μL 过夜指示菌涂布 LB 平板，晾干后

用 10 μL 枪头倒置钻孔，每个平板 14 个孔，每孔加

入 50 μL 芽孢杆菌上清液，每株指示菌 3 个重复，

正置 28 ℃ 培养 24 h，观察抑菌情况，并测量抑菌

圈直径。抑菌率=抑菌数量/总指示菌数量×100%。 

1.5    芽孢杆菌 24 h 培养全菌液与 48 h 培养全菌

液的抑菌效果对比分析    芽孢杆菌制备：挑取单

克隆于 2 mL LB 液体培养基中，28 ℃、摇床（200
r·min−1）培养 24 h 和 48 h。指示菌制备：选取 1 株

有明显指示效果的菌株挑单克隆于 2 mL LB 液体

培养基中，28 ℃、摇床（200 r·min−1）培养 24 h；取
200 μL 过夜指示菌涂布 LB 平板，晾干后用 10 μL
枪头倒置钻孔，每个平板 14 个孔，每孔加入 50 μL
芽孢杆菌，每株指示菌 3 个重复，正置 28 ℃ 培养
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表 2    40株水产病原菌

序号 革兰氏染色 菌属 菌种 菌株实验室编号

1

阴性 （G-）

弧菌属 (Vibrio)

哈维弧菌（V. harvey）

V11QS8
2 V12YD22

3 V12NA1

4

溶藻弧菌（V. alginolyticus）

V11WS5

5 A31

6 E36

7

创伤弧菌（V. vulnificus）

V12XW1

8 V13ZJ3

9 V14SZ4

10

鳗弧菌（V. anguillarum）

V14RP25

11 V14RP31

12 V14RP46

13 副溶血性弧菌（V. parahaemolyticus） B28

14 霍乱弧菌（V. cholerae） B32

15 轮虫弧菌（V. rotiferianus） V11QS14

16

发光杆菌属（Photobacterium） 美人鱼发光杆菌（P. damsela）

V12YD19

17 V11WS3

18 V13XC18

19 C60

20 柠檬酸杆菌属（Citrobacter） 无丙二酸柠檬酸杆菌（C. amalonaticus） C7

21 埃希氏菌属（Escherichia） 大肠杆菌（E. coli） A42

22 爱德华氏菌属（Edwardsiella） 迟缓爱德华菌（E. tarda） C5

23 假交替单胞菌（Pseudoalteromonas） 假交替单胞菌（Pseudoalteromonas spp.） B11

24

气单胞菌属（Aeromonas）

嗜水气单胞菌（A. hydrophila） B30

25

维氏气单胞菌（A. viridis）

18SQW121

26 18BJ181

27 18QW235

28
气单胞菌（Aeromonas spp.）

18QW238

29 18QW286

30 假单胞菌属（Pseudomonas） 假单胞菌（Pseudomonas spp.） QW198

31 不动杆菌属（Acinetobacter） 不动杆菌（Acinetobacter spp.） BJ320

32

阳性 （G+）

链球菌属（Streptococcus）

海豚链球菌（S. iniae） D30

33
无乳链球菌（S. agalactiae）

THN

34 TFJ

35
葡萄球菌属（Staphylococcus）

白葡萄球菌 18QW206

36 葡萄球菌（Staphylococcus spp.） D16

37 芽孢杆菌（Bacillus） 短小芽孢杆菌（B. pumilus） A40

38 微杆菌属（Microbacterium） 微杆菌（Microbacterium spp.） D10

39 短状杆菌属（Brachybacterium） 短状杆菌（Brachybacterium spp.） B60

40 异杆菌属（Heterobacilli） 异杆菌（Heterobacilli spp.） 18QW202
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24 h，观察抑菌情况，并测量抑菌圈直径。 

1.6    统计分析    采用 SPSS 19.0 软件对不同芽孢

杆菌的抑菌率进行单因素方差分析  (One-way
ANOVA)，对同一芽孢杆菌 24 h 全菌液和 24 h 上

清液的抑菌圈直径进行 student’s t 检验，对同一芽

孢杆菌 24 h 全菌液和 48 h 全菌液的抑菌圈直径

进行 student’s t 检验。P<0.05 被认为差异显著。 

2    结果与分析
 

2.1    分离鉴定得到 14 株芽孢杆菌    从养殖水体

水样中共分离得到 14 株芽孢杆菌，经 16S rDNA
测序以及 Blast 比对分析（图 1）发现，SCS-158、

SCS-163、SCS-165 和 SCS-166 为地衣芽孢杆菌

（Bacillus licheniformis）；SCS-159 和 SCS-164 为高

地芽孢杆菌（Bacillus altitudinis）；SCS-160、SCS-162
和 SCS-170 为枯草芽孢杆菌（Bacillus  subtilis）；
SCS-167 为蜡样芽孢杆菌（Bacillus  cereus）；SCS-
161、SCS-168、SCS-169 和 SCS-171 为其他芽孢

杆菌。 

2.2    14 株芽孢杆菌 24 h 全菌液的抑菌效果    从
图 2 可知，SCS-160 和 SCS-162 对 40 株水产病原

菌的抑菌率最高（20%），但 SCS-171 的抑菌率为

0。从表 3 可知，SCS-160、SCS-162 和 SCS-170 对

指示菌中的全部维氏气单胞菌（A. viridis）都有抑
 

SCS-167

MT605417.1 Bacillus cereus strain HZLJC 2-7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MT611946.1 Bacillus cereus strain S8 16S ribosomal RNA gene partial sequence

SCS-161

SCS-168

SCS-171

SCS-169

SCS-164

SCS-159

DQ448747.1 Bacillus sp. CNJ815 PL04 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AM419753.1 Bacillus sp. TDWCW7 partial 16S rRNA gene strain TDWCW7

MT627439.1 Bacillus altitudinis 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MT538260.1 Bacillus subtilis strain HFBP08 16S ribosomal RNA gene partial sequence

SCS-170

SCS-162

SCS-160

MT125831.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SLA-262 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MK726105.1 Bacilus subtilis strain a10 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KR018738.1:2-1461 Bacillus licheniformis strain LZLJ005 16S ribosomal RNA gene partial sequence

SCS-163

SCS-165

SCS-166

SCS-158

MT065812.1 Bacillus licheniformis strain QT-98 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MT459810.1 Bacillus paralicheniformis strain AJVR1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MF319804.1 Bacillus licheniformis strain BAB-7036 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MT184872.1 Bacillus licheniformis strain PZ-54 16S ribosomal RNA gene partial sequence
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图 1    14 株菌株 16S rDNA 基因系统进化树
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图 2    14 株芽孢杆菌的抑菌率

a、b、c、d、e、f、g 是单因素方差分析结果，不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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制效果，SCS-161 可以抑制 2 株维氏气单胞菌

（A. viridis），其余芽孢杆菌则对所测试的维氏气单

胞菌（A. viridis）无抑菌效果；SCS-164 对所测试的

溶藻弧菌（V.  alginolyticus）（A32，E36）均有抑制

作用，抑菌圈直径分别为（10.67±0.58 ）和（11.33±
2.08）mm，SCS-159、SCS-160 和 SCS-162 有仅对

溶藻弧菌（V. alginolyticus）E36 有抑制作用，抑菌

圈直径分别为（9.67±1.53）、（8.67±1.15 ） 和（8.67±
1.15）mm，其余没有抑菌效果；SCS-160、SCS-161、
SCS-162 和 SCS-170 都表现出对葡萄球菌（Staphy-
lococcus spp.）、异杆菌（Heterobacilli spp.）和不动

杆菌（Acinetobacter spp.）的抑制效果，而 SCS-167、
SCS-168 和 SCS-169 仅 对 异 杆 菌 （Heterobacilli
spp.）有抑制效果；14 株芽孢杆菌中有 10 株对白葡

萄球菌有抑制效果，其中，SCS-160 和 SCS-162 的

抑菌效果最好，抑菌圈直径达到 23.33 mm，其次

为 SCS-170，抑菌圈直径为 21 mm。 

2.3    芽孢杆菌 24 h 全菌液与 24 h 上清液的抑菌

效果比较    根据前面实验，白葡萄菌的指示效果

最好，14 株芽孢杆菌中有 10 株对白葡萄菌有抑制

效果，因此选用白葡萄球菌作为指示菌，进行后续

实验。如图 3 所示，SCS-167、SCS-168、SCS-169、
SCS-171 芽孢杆菌全菌液和上清液都没有抑菌效

果；与全菌液相比，芽孢杆菌上清液的抑菌效果有

所下降，抑菌圈有所缩小；SCS-160 和 SCS-162
抑菌圈的缩小幅度最大，抑菌圈直径分别减少

27.13 % 和 28.55 %，SCS-159 和 SCS-164 的缩小

幅度最小，抑菌圈直径分别减少 7.44 % 和 5.35 %。

全菌液和上清液中，SCS-160 和 SCS-162 的抑菌效

果最好。SCS-160、SCS-163 和 SCS-166 芽孢杆

菌 24 h 全液的抑菌效果和 24 h 上清液的抑菌效

果差异显著（P<0.05）。 

2.4    芽孢杆菌不同培养时间全菌液抑菌效果比

较分析     如图 4 所示，SCS-167、SCS-168、SCS-
169、SCS-171 芽孢杆菌全菌液在培养 24 h 和 48 h
后对白葡萄球菌都没有抑菌效果，SCS-160 和

SCS-162 芽孢杆菌全菌液在培养 24 h 时，抑菌效

果最好，抑菌圈直径均为 23.33 mm；培养 48 h 后，
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图 3    芽孢杆菌全菌液与上清液对白葡萄球菌的抑菌效果对比
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图 4    14 株芽孢杆菌 24 h 培养和 48 h 培养后的全菌液对白葡萄球抑菌效果对比
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SCS- 160 抑菌圈直径较 24 h 时缩小 42.86 %，而

SCS-162 抑菌效果最好，抑菌圈直径为 16.33 mm，

较 24 h 时下降 30.00 %；SCS-163 芽孢杆菌的抑菌

效果在 24 h 和 48 h 之间变化幅度最小，为 4.19 %。

SCS-158、 SCS-160、 SCS-161、 SCS-162 和 SCS-
170 芽孢杆菌的 24 h 和 48 h 抑菌效果差异显著

（P<0.05）。 

3    讨　论
 

3.1    芽孢杆菌对水产病原菌的抑制作用    芽孢

杆菌是水产养殖中一种常见的微生物制剂，可以

分解养殖过程中残留的各种废物，并抑制病原菌

生长[32]。杨世平等[33] 在研究产酸芽孢杆菌对对虾

养殖水环境影响时发现，投入芽孢杆菌可以使水

体中弧菌的密度显著降低。张皎皎等[34] 从养殖池

塘中筛选出对嗜水气单胞菌（A. hydrophila）有拮抗

作用的甲基营养型芽孢杆菌。张维娜[35] 在异育银

鲫体外实验中发现，凝结芽孢杆菌（B. coagulans）
对温和气单胞菌（A. solutes）和嗜水气单胞菌（A.
hydrophila）有抑制作用。单金峰[15] 在养殖水体中

添加凝结芽孢杆菌（B. coagulans）使得青虾体内弧

菌数量显著下降。本研究从拟穴青蟹（S. parama-
mosai）养殖池溏水体中分离、鉴定了 14 株芽孢杆

菌，并利用 40 株水产病原菌作为指示菌，对 14 株

芽孢杆菌的抑菌效果进行初步研究，发现 14 株芽

孢杆菌对水产病原的抑菌率最高为 20.00%，其中，

芽孢杆菌 SCS-160、SCS-162、SCS-170 对病原菌

中的全部维氏气单胞菌（A. viridis）有抑菌效果。

由此可知，芽孢杆菌在水产病害防控中具有广阔

的应用前景。 

3.2    不同发酵时间的芽孢杆菌的抑菌效果不同

芽孢杆菌可以产生许多具有抑菌活性的物质，例如

脂肽抗生素、细菌素、拮抗蛋白、抗菌肽等[36 − 39]。

但芽孢杆菌进入衰亡期，部分菌体自溶释放的蛋

白酶会降解部分抑菌物质，或者发酵液中有害产

物积累过多，导致细菌浓度降低，抑菌物质活性降

低，抑菌圈直径下降[40]。这就解释了为什么实验

中 24 h 的抑菌效果会好于 48 h 的抑菌效果。此

外，芽孢杆菌在生长和繁殖过程中产生的挥发性

物质对病原菌也具有一定的抑制作用[41]，这也在一

定程度上解释了芽孢杆菌 24 h 全菌液的抑菌效果

要好于 48 h。韩旭东等[42] 的研究结果表明，芽孢

杆菌 ZYCHH-01 在发酵时间为 27 h 时，细菌浓度

和抑菌物质活性最高，发酵时间 27 h 后，细菌浓度

和抑菌物质活性持续下降。这些都与本研究的结

果相同。但范永瑞[43] 在研究枯草芽孢杆菌抑菌作

用时发现，抑菌效果先下降再上升，在 24 h 时最

低。其主要原因可能在于抑菌物质的不同所导致

的，这需要进一步研究。 

3.3    不同成分的芽孢杆菌培养液抑菌效果不同

本研究发现，与 24 h 培养的菌液抑菌效果相比，芽

孢杆菌的 24 h 培养的上清液的抑菌效果有所下

降，但不同各芽孢杆菌的抑菌效果不同。芽孢杆

菌 SCS-160 和 SCS-162 上清液抑菌效果下降最明

显，芽孢杆菌 SCS-159 下降幅度最小。陈成等 [44]

在研究枯草芽孢杆菌对桑椹采后致腐微生物的抑

菌作用时发现，菌悬液的抑菌效果最好。这可能

与其中有效成分有关，因此，可以对菌液中的有效

成分进行进一步分析。
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Isolation and identification of 14 Bacillus strains in aquaculture
ponds and analysis of their bacteriostatic effect on aquatic pathogens

CHEN Haoxiang1,2,   DENG Yiqin1,   CHENG Changhong1,   MA Hongling1,   GUO Zhixun1,   FENG Juan1

（1. South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, and Key Laboratory of South China Sea Fishery Resources
Development and Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Guangzhou, Guangdong 510300, China;

2. College of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China）

Abstract： Fourteen  strains  of Bacillus spp,  named  SCS-158  to  SCS-171,  were  selected  to  determine  their
bacteriostatic  effect  against  40  strains  of  aquatic  pathogens  (bacterial  indicators)  by  the  streak  plate  method.
The  results  show  that  the  whole  bacterial  solutions  of  14 Bacillus strains  cultured  for  24h  had  the  highest
bacteriostatic  rate,  up  to  20.00%,  of  which  those  of  the  strains  SCS-160,  SCS-162  and  SCS-170  had  an
inhibitory  effect  on  all  the  strains  of Aeromonas  vickerii tested.  Of  the  14 Bacillus strains  10  strains  had  an
inhibitory effect  on the bacterial  indicator Staphylococcus albicans 18QW206. The 24 h cultured supernatant
and the 48 h cultured whole bacterial solution had a lower inhibitory effect on the bacterial indicator S. albicans
18QW206  as  compared  with  the  24  h  cultured  whole  bacterial  solution.  The  inhibitory  effect  of  the  24  h
cultured supernatant of the strain SCS-162 decreased most obviously, with the diameter of the inhibition zone
dropping  by  28.55%,  while  the  diameter  of  the  inhibition  zone  of  the  strain  SCS-164  dropped  the  least  by
5.35%.  In  addition,  the  inhibition  zone  of  the  48  h  cultured  whole  bacterial  solution  of  the  strain  SCS-160
decreased  the  most  by  42.86%,  while  that  of  the  strain  SCS-163  dropped  the  least  by  4.19%.  These  results
indicate that Bacillus spp. had bacteriostatic effect on the aquatic pathogens.
Keywords：Bacillus；16S rDNA；aquatic pathogens；whole bacteria liquid；supernatant；bacteriostatic analysis
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