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斑节对虾(非洲群体)肠道中哈维氏弧菌拮抗菌的筛选、

鉴定及生理特性分析
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摘要: 基于斑节对虾(非洲群体)(Penaeus monodon)肠道菌的生理生化特性, 为解决斑节对虾急性肝胰腺坏死

综合征(AHPND)提供新思路, 文章分离纯化健康斑节对虾肠道中的优势菌株; 以致病性哈维氏弧菌为指示菌,
用牛津杯法从纯化菌株中筛选拮抗菌; 通过生理生化特征、Biolog系统鉴定及16S rDNA技术综合方法对菌株

进行鉴定; 通过药敏实验, 评价拮抗菌株的安全性; 绘制高敏拮抗菌株的生长曲线, 得出其生长特性; 通过测定

其产酶活性, 形成对其益生机制的初步推断。从斑节对虾肠道中共分离得到14株的优势土著菌, 分别标记为

P.m-1、P.m-2······P.m-14, 经过拮抗实验得到了3株拮抗菌(P.m-1、P.m-9和P.m-13)。经鉴定P.m-1、P.m-9和
P.m-13分别为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、屎肠球菌(Enterococcus faecium)和溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)。
药敏实验结果表明, 3株拮抗菌均不属于耐药菌, P.m-1对药物高度敏感。生长特征实验表明: P.m-1在2h进入

对数期, 10h达到生长高峰, 菌体密度可达1.14×109 cfu/mL, 表现出了强劲的生命力。经过蛋白酶活性测定,
P.m-1具有较强的产酶能力。优势菌P.m-1具有成为益生菌的潜力, 后续将作为功能性饲料添加剂或水质调节

剂进行应用, 为AHPND进行生物防治提供新思路。
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斑节对虾(非洲群体)(Penaeus monodon)俗称金

刚虾、斑节王, 隶属节肢动物门(Arthropoda)甲壳

纲(Crustacea)十足目(Decapoda)对虾科(Penaeidae)
对虾属(Penaeus), 是虾类新兴品种

[1]
。因其生长速

度快、抗逆性强、虾池无须改造即可转养等优点

被引进我国, 近年来养殖规模不断扩大, 养殖范围

逐渐从东南沿海向北方延伸
[2]
。然而, 多种弧菌引

起的急性肝胰腺坏死综合征(AHPND)对生产养殖

造成巨大损失, 其中哈维氏弧菌是主要病原之一。

细菌间的拮抗作用可以被用来抑制病原菌的

生长, 这是进行生物防治的有效途径
[3]
。目前对病

原菌的拮抗性仍作为益生菌筛选的主流标准
[4]
。从

动物体内或体表可分离得到益生效果优良的土著

菌, 本实验通过对健康斑节对虾肠道菌群进行筛选,
得到优势菌株, 并对其进行深入研究。

本实验通过牛津杯法, 筛选得到AHPND哈维

氏弧菌的拮抗菌(P.m-1、P.m-9和P.m-13), 采用多

种方法对菌株进行鉴定, 得出其菌株具体信息后,
对其进行药敏实验, 以检验菌株安全性, 从而得到

对药物高度敏感的拮抗菌株。为检验其生命力, 我
们还对其进行了生长特性实验。根据体外酶活性

测定结果, 我们初步推断产酶能力可能有助于其抑

菌效果的发挥。本实验旨在从肠道微生态角度研

发功能性饲料添加剂, 为斑节对虾工厂化健康养殖
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提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    材料与试剂

实验菌株　　本实验室从山东滨州和东营某

养殖基地的斑节对虾样品中分离得到的 14株斑节

对虾肠道优势菌(编号: P.m-1、P.m-2······P.m-14),
养殖期间投喂量为体重的 8%—10%, 每天分4次投

喂(6:00, 11:00, 17:00和22:00), 周期长约56d。全程

曝气, 水温28—29℃, 盐度35—36, pH 8.0—8.6, 溶
氧量≥7.5 mg/L, 总氨氮≤0.25 mg/L。每天上午

9:00—10:00换水, 日换水量达总体积的30%。哈维

氏弧菌从AHPND患病虾池中分离获得, 为本实验

室保藏菌株。

培养基　　TSA培养基、2216E培养基、MRS
培养基、TCBS培养基和Biolog培养基均购自青岛

海博生物技术有限公司。

试剂　　斑节对虾配合饲料, 购自江门市特种

水产饲料有限公司; HBIG14芽孢杆菌生化鉴定条

和HBIG11乳酸菌生化鉴定条均购自青岛海博生物

技术有限公司; 抗菌药物药敏纸片购自杭州微生物

试剂有限公司。乙酰甲喹和萘啶酮酸购自上海源

叶生物科技有限公司; 阿奇霉素、磺胺嘧啶、卡那

霉素和氟苯尼考均购自北京索莱宝科技有限公司;
TaKaRa MiniBEST Viral RNA/DNA Extraction Kit
Ver.5.0购自宝日医生物技术(北京)有限公司; DNA
marker和TaqDNA聚合酶购自北京天根生化科技有

限公司。 

1.2    实验方法

优势菌的分离和纯化　　无菌条件下取对虾

的全肠于离心管中, 在冰浴条件下研磨匀浆。使用

1% PBS溶液对研磨液进行10倍梯度稀释直至稀释

倍数为10–5; 取各浓度梯度菌液(包括原液)各100 μL
涂布于2216E固体培养基上 ,  每个梯度3个平行 ,
28℃恒温培养箱中倒置培养24—48h。挑取形态和

颜色不相同的单菌落进行多次划线纯化, 确定为纯

培养物后进行保种。

拮抗菌的筛选　　采用牛津杯法对肠道优势

菌进行筛选, 以哈维氏弧菌为指示菌。用移液器准

确吸取0.1 mL哈维氏弧菌(108 cfu/mL)于2216E培养

基上, 用玻璃涂布棒涂布均匀, 然后用镊子将牛津

杯置于培养基中央, 轻压使其不易移动, 杯中分别

加入0.2 mL优势菌悬液(108 cfu/mL)。将所有平板

正置放入培养箱中28℃下培养48h, 进行抑菌圈直

径的测定, 游标卡尺测量3次取平均值。

拮抗菌的菌株鉴定: 生理生化鉴定　　使用成

套生化鉴定试剂条按照相应说明书进行鉴定, 接种

结束后做好标记。具体接种方法如下: 挑取菌落接

种于营养琼脂斜面或平板。若试剂条中内容物为

液体, 采用菌悬液法接种; 若内容物为固态, 则采用

“之”字形划线接种或穿刺接种。测定项目包括: 硝
酸盐还原、淀粉水解、V-P、七叶苷水解和精氨酸

双水解酶等, 具体生化试验参照国家标准依据菌株

而定。放置于(36±1)℃条件下进行培养, 厌氧生长

生化管放入厌氧环境中进行培养。在培养结束后,
对比记录卡观察结果。参照伯杰氏细菌鉴定手册

(第九版)和国家标准确定其分类地位。

16S rDNA技术及系统发育分析　　在多次划

线纯化后, 挑取平板单菌落, 通过16S rDNA 序列分

析技术鉴定菌株。使用试剂盒法提取菌株的基因

组DNA。所用引物为 27F (5'-AGTTTGATCMTGG
CTCAG-3')和 1492R(5'-GGTTACCTTGTTACGAC
TT-3'), 通过聚合酶链反应(PCR)扩增提取DNA, 进
行琼脂糖凝胶电泳检测。将纯化后的PCR产物, 送
至生工生物工程(上海)股份有限公司测序, 应用BLAST
软件将所得序列在GenBank的资源库中进行同源

性分析。选取相应菌属及相似属的11株细菌的16S
rDNA序列, 利用Mega 7.0软件构建系统发育树。

Biolog系统鉴定及表型代谢分析　　按照接种

培养流程进行操作。将纯化后的单菌落接种于

Biolog琼脂平板划“十”字培养16—24h, 用接种棒挑

取“十”字四边外半部分的菌落, 在IF-A接种液中分

散制备菌悬液 ,  调整透光率为95%—98%, 静置

5min后倾入“V”型贮液槽中, 用八道孔移液器每孔

加100 μL菌悬液于GEN Ⅲ板条中, 置于30℃培养箱

中孵育, 经Biolog自动微生物鉴定系统读取菌株基

本信息(48h)和指纹代谢图谱(72h)。
肠道菌的耐药性分析　　将2216E固体培养基

灭菌后冷却至50℃左右, 按照0.5%的比例
[5]
分别加

入阿奇霉素、磺胺嘧啶和卡那霉素等13种抗生素,
充分混匀后倒平板。取200 μL肠道优势菌涂布含

药平板, 28℃培养48h后观察并记录肠道菌的生长

结果。挑取含抗药平板上形态不一致的菌株纯化

3—4次, 利用16S rDNA技术鉴定, 得到耐药菌的基

本信息。

药敏纸片实验(纸片扩散法)　　按1%的比例

将菌株接种于2216E液体培养基中, 28℃振荡培养

(135 r/min)18h备用。采用纸片琼脂扩散法进行耐

药性分析: 在超净工作台内, 取肠道优势菌液200 μL,
均匀涂布TSA培养基, 将药敏纸片均匀贴布于培养

基表面(每个平板贴布3—4片), 轻轻按压以防止移

动。28℃培养48h后, 测定抗生素的抑菌圈直径。
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依据透明圈直径判定药物敏感性。

生长曲线的绘制　　将P.m-1接种于TSB液体

培养基中, 30℃下135 r/min振荡培养18h制成种子

液。将P.m-1按1%的比例接种新鲜TSB培养基, 在
96孔板中每孔加入250 μL 种子液。以空白TSB培

养基为对照, 每次加样设置6个复孔。打开酶标仪

系统, 放置96孔板, 选中扫描区域, 设置培养温度

30℃, 测定波长600 nm。酶标仪自动振摇, 每隔

2h读取OD600, 培养72h后结束实验。计算每个时间

点的OD600平均值, 以培养时间为横坐标, 以OD600

为纵坐标, 绘制待测菌株的生长曲线。

蛋白酶活性的测定　　将P.m-1的发酵液(种子

液)离心(6000 r/min, 10min), 分离上清液即为粗酶

液。胞外蛋白酶活性采用Folin-酚法测定: 在pH为

7.8的条件下, 粗酶液28℃水解酪蛋白10min, 1min
产生1 μg酪氨酸为1个酶活力单位(U)。 

2    结果
 

2.1    优势菌的筛选结果

从健康斑节对虾肠道内分离纯化得到的细菌

中, 挑选其中不同形态和颜色的14株优势菌株进行

实验, 表 1和图 1展示具有代表性的优势菌的形态

特征及革兰氏染色结果。 

2.2    拮抗菌的筛选结果

以哈维氏弧菌为病原菌, 从14株优势菌中筛选

拮抗菌, P.m-1、P.m-9和P.m-13的抑菌效果表现为

“+++”(图 2和表 2), 说明哈维氏弧菌对菌株P.m-1、
P.m-9和P.m-13极敏感。本实验的拮抗标准

[6]
为: 抑

菌圈直径>20 mm, 对于弧菌的抑制效果为极敏感

“+++”; 15<抑菌圈直径<20 mm, 抑菌效果为高敏

“++”; 10<抑菌圈直径<15 mm, 抑菌效果为中敏“+”;
抑菌圈直径<10 mm, 则抑菌效果为低敏或无效“–”。
P.m-1、P.m-9和P.m-13具有明显的哈维氏弧菌抑制

作用。抑菌效果是益生菌筛选的主要标准, 所以后

续研究围绕P.m-1、P.m-9和P.m-13开展。 

2.3    拮抗菌的鉴定

生理生化结果　　根据生理生化实验结果(表 3),
参照伯杰手册和国家标准GB 4789.35-2016, P.m-

10 μm 10 μm 10 μm

10 μm10 μm

P.m-1革兰氏染色图

a b

d e

c

P.m-4革兰氏染色图 P.m-8革兰氏染色图   

Gram staining diagram of P.m-1 

P.m-9革兰氏染色图 P.m-13革兰氏染色图

Gram staining diagram of P.m-9 Gram staining diagram of P.m-13

Gram staining diagram of P.m-4 Gram staining diagram of P.m-8 

图 1    革兰氏染色结果

Fig. 1    Gram staining diagram results

表 1   优势菌的形态特征及革兰氏染色结果

Tab. 1   Morphological characteristics and Gram staining results of
dominant strains

菌株名称
Strain

形态特征
Morphological characteristic

革兰氏染色结果
Gram staining

result
P.m-1 菌落呈不透明淡黄色、圆形粗糙、

表面干燥无光泽、边缘不整齐
革兰氏阳性菌G+

P.m-4 菌落呈白色, 凸起, 有光泽 革兰氏阴性菌G–

P.m-8 菌落呈半透明黄色、圆形小凸起、
表面光滑、边缘整齐

革兰氏阳性菌G+

P.m-9 菌落呈乳白色, 圆形凸起、表面光
泽、边缘整齐

革兰氏阳性菌G+

P.m-13 菌落呈黄色、圆形凸起、光滑湿
润、黏稠状、边缘整齐

革兰氏阴性菌G–
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1被鉴定为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis), P.m-9被
鉴定为乳酸菌属, P.m-13被鉴定为溶藻弧菌(Vibrio algi-
nolyticus)。

16S rDNA基因序列分析　　送测的16S rDNA
基因序列, 提交到GenBank数据库(https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/), 进行Blast序列比对。结果表明P.m-
1与枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)相似性最高, 达
100.00%; P.m-9与屎肠球菌(Enterococcus faecium)
同源性最高, 达100.00%; P.m-13与溶藻弧菌(Vibrio
alginolyticus)同源性最高, 达100.00%。选取相应菌

属及相似属的11株细菌的16S rDNA序列, 利用

Mega 7.0软件构建系统发育树。发育树(图 3)的结

果表明, P.m-1与枯草芽孢杆菌亲缘关系最近, P.m-
9与屎肠球菌亲缘关系最近, P.m-13与溶藻弧菌亲

缘关系最近。

Biolog系统鉴定结果　　Biolog系统读取GEN
Ⅲ板并给出4个匹配度最高的细菌种类(表 4)。鉴

定结果包括3个参数, 可能性(PROB)表示可能性大

小, 相似性(SIM)和位距(DIST)表示准确性和精确

度。48h的培养结果表明, P.m-1、P.m-9和P.m-13为
枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、海氏肠球菌(En-
terococcus hirae)和溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus),
鉴定概率分别为95.3%、71.1%和89.7%。

根据16S rDNA技术、Biolog系统鉴定及生理

生化实验结果, 最终确定P.m-1、P.m-9和P.m-13分
别为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、屎肠球菌(Entero-
coccus faecium)和溶藻弧菌(Vibrio alg inolyticus)。 

2.4    药敏实验结果

肠道菌的耐药性分析　　在含药平板上生长

的单菌落(图 4)经纯化后送测, BLAST比对后得到

斑节对虾肠道菌基本的耐药情况(表 5)。实验结

果表明, P.m-1、P.m-9和P.m-13均不属于肠道耐

药菌。

药敏纸片实验结果　　根据NCCLS的最新判

断标准, P.m-1对青霉素、羧苄西林、哌拉西林、

头孢氨苄、头孢唑林、头孢拉定和呋喃唑酮具有

耐药性(R), 对氨苄西林、头孢他啶、四环素和克

林霉素中度敏感(I), 对其他抗生素均表现为敏感

(S); P.m-9表现出对诺氟沙星敏感(S), 对庆大霉素

和麦迪霉素中度敏感(I), 对其他抗生素均具有耐药

性(R); P.m-13对卡那霉素、新霉素、四环素、多

西环素和多黏霉素B敏感(S), 对头孢他啶、丁胺卡

那和万古霉素中度敏感(I), 对其他抗生素均耐药

(R) (表 6)。耐药菌株给生产带来损失的同时对人

体健康有害, 因此选取对药敏性高的P.m-1进行后

续的生长特性实验。 

2.5    P.m-1的生长曲线

在P.m-1的生长过程中, 0—2h是生长缓滞期,
2—10h为生长对数期, 10—22h 为平台期, 22h步入

衰亡期。2—10h, P.m-1的生命力最强, 生长速率最

大, 代谢活性最旺盛。而后由于营养物质消耗及有

害代谢产物积累, 细胞衰老甚至出现自溶现象, 培
养22h后菌体的密度明显下降(图 5)。在培养过程

中, 10h的悬液OD600值最高, 菌体密度可达1.14×109

cfu/mL, 表明P.m-1生命力强劲。 

2.6    Biolog代谢特征分析

Biolog细菌全自动鉴定系统的GEN Ⅲ微孔板

中含有不同的底物, 培养过程中发生氧化还原反应

和同化反应, 比对Gen Ⅲ微孔板底物及鉴定特征项

目, 可以得到细菌代谢特征的“指纹图谱”。P.m-1
代谢的底物种类有18种, 主要包括糊精、D-麦芽糖

等; 同化底物种类主要包括D-山梨醇、D-甘露醇等

(图 6)。此外, Biolog结果还提示P.m-1具有消化能

力, 如氨基酸代谢。 

P.m-1的抑菌圈

Inhibition zone of P.m-1

P.m-9的抑菌圈

Inhibition zone of P.m-9

P.m-13的抑菌圈

Inhibition zone of P.m-13

a b c

图 2    优势菌P.m-1、P.m-9和P.m-13对病原菌的抑制作用

Fig. 2    Inhibitory activity of P.m-1, P.m-9 and P.m-13 to pathogen
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2.7    产酶能力评价

经Biolog指纹代谢图谱提示, 测定P.m-1发酵上

清液的蛋白酶活性。本实验测得发酵上清液的

OD值为0.14, 根据标准曲线(图 7)并结合稀释倍数

计算得到枯草芽孢杆菌P.m-1的胞外蛋白酶活性可

达259 U。由此得出枯草芽孢杆菌P.m-1具有较强

蛋白消化能力, 可能为其生长提供条件。 

3    讨论

当前国内对虾养殖业的问题颇多, 其中一大原

因就是疾病威胁, AHPND就是其中的一种。目前

许多研究和实践已经证明, 可以动物体土著菌作为

益生菌株, 以菌治菌, 解决斑节对虾的疾病问题。

本实验从健康斑节对虾肠道中筛选AHPND病原菌——
哈维氏弧菌的拮抗菌株, 在经过耐药性检验、生长

特性分析和产酶效果评价后, 发现拮抗菌P.m-1具
有良好益生菌潜质。后续将在实践中试用此菌种,
以评价其在疾病防控的效果。 

3.1    对虾益生菌的筛选与鉴定

对虾属于无脊椎甲壳类动物, 主要依赖非特异

基于P.m-1 16S rDNA基因序列构建的系统发育树

Phylogenetic tree constructed from P.m-1 16S rDNA gene sequence

基于P.m-9 16S rDNA基因序列构建的系统发育树

Phylogenetic tree constructed from P.m-9 16S rDNA gene sequence

基于P.m-13 16S rDNA基因序列构建的系统发育树

Phylogenetic tree constructed from P.m-13 16S rDNA gene sequence

Enterococcus faecalis strain HJSV9 (MT781397.1) 

Enterococcus faecium : JCM 8714 (LC306849.1) 

Enterococcus lactis strain SYB-B (KY010411.1) 

Bacterium strain IMAU11802 (MF893780.1) 

Enterococcus sp. Strain SL3-3 (MK312482.1) 

Bacterium strain IMAU11903 (MF893783.1) 

Enterococcus faecium strain 043 (JN560910.1) 

Enterococcus faecium strain 1718 (MT597585.1) 

P.m-9

P.m-13

Bacterium strain IMAU11814 (MF893782.1) 

Enterococcus faecium strain NWAFU6012 (MG551256.1) 

Enterococcus durans strain 54-LR3 (MF077130.1) 

83

Vibrio orientalis strain YHD15 (MZ753710.1:1-1440)

Vibrio alginolyticus strainP3.3 ( MW996729.1:2-1436)

Vibrio orientalis strain 5-10 ( MN945274.1:4-1448)

Vibrio diabolicus strain FDAARGOS 96 (CP014094.1:3172622-3174068)

Vibrio orientalis strain 4-23 ( MW045409.1:9-1447)

Vibrio parahaemolyticus strain ATCC 17802 (CP014046.2:900594-902039)

Vibrio parahaemolyticus strain ATCC 17802 (CP014046.2:1156093-1157539)

Vibrio alginolyticus strain 2010V-1102 (CP046814.1:258127-259559)

Vibrio alginolyticus strain FDAARGOS 114 (CP014045.1:193569-195015)

Vibrio diabolicus strain FDAARGOS 96 (CP014094.1:2703980-2705412)

97

100

87

Bacillus subtilis strain CR8 (KR780412.1)

Bacillus velezensis strain KLR24 (MT634570.1) 

Bacillus subtilis strain EG1 (FJ483514.1) 

Bacillus sp. (in: Bacteria) strain AMCC 1088 (MN826427.1) 

Bacillus subtilis (EU256502.1) 

Bacillus subtilis strain SBRh3 ( HQ443226.1) 

Bacillus subtilis strain SBRh5 (HQ443229.1) 

Bacillus subtilis strain KBL3 (MG576156.1) 

Bacillus subtilis strain DK15 (MT534533.1) 

Bacillus subtilis subsp. Stercoris strain N12 (MN555375.1) 

Bacillus tequilensis strain jin10-qm (MW692134.1) 

93 P.m-1
87
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图 3   基于16S rDNA基因序列构建的系统发育树

Fig. 3   Phylogenetic tree based on 16S rDNA gene sequences

表 2   优势菌P.m-1、P.m-9和P.m-13对病原菌的抑制作用

Tab. 2   Inhibtory activity of P.m-1, P.m-9 and P.m-13 to pathogen

菌株类型
Strain

抑菌圈直径
Diameter of
inhibition
zone (mm)

抑菌效果
Antibacterial

effect

结果判定
Evaluation

results

P.m-1 26—30 +++ 极敏感

P.m-2 8—9 – 无效

P.m-3 8—9 – 无效

P.m-4 7 – 无效

P.m-5 5—6 – 无效

P.m-6 8 + 中敏

P.m-7 8—9 – 无效

P.m-8 10 – 无效

P.m-9 33—35 +++ 极敏感

P.m-10 4—5 – 无效

P.m-11 11 + 中敏

P.m-12 3—5 – 无效

P.m-13 32—37 +++ 极敏感

P.m-14 8—9 – 无效

表 3   P.m-1、P.m-9和P.m-13的生化鉴定结果

Tab. 3   Biochemical identification of P.m-1, P.m-9 and P.m-13

P.m-1的生化鉴定结果
Biochemical identification result of P.m-1

生化项目
Item

结果
Result

生化项目
Item

结果
Result

V-P + 明胶液化 +
柠檬酸盐 – 7%NaCl生长 +
丙酸盐 – pH5.7生长 +
D-木糖 + 硝酸盐还原 +

L-阿拉伯糖 + 淀粉水解 +
D-甘露糖 – 厌氧生长 +

P.m-9的生化鉴定结果
Biochemical identification result of P.m-9

生化项目
Item

结果
Result

生化项目
Item

结果
Result

七叶苷 + 山梨醇 –
纤维二糖 + 蔗糖 +
麦芽糖 + 棉子糖 –
甘露糖 + 菊糖 +
水杨苷 + 乳糖 +

P.m-13的生化鉴定结果
Biochemical identification result of P.m-13

生化项目
Item

结果
Result

生化项目
Item

结果
Result

1%NaCl葡萄糖 + 1%NaCl氨基酸对照

胨水(VP、MR) +/+ 1%精氨酸双水解酶 +
1%蛋白胨水(靛基质) – 1%精氨酸双水解酶对照

1%NaCl蔗糖 + 无盐胨水 –
1%NaCl甘露糖 + 3%NaCl胨水 +

1%NaCl阿拉伯糖 + 6%NaCl胨水 +
1%肌醇 – 8%NaCl胨水 +

1%NaCl赖氨酸 + 10%NaCl胨水 +
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性免疫系统发挥功能。在水生动物体内, 肠道菌群

具有调节作用, 其中的益生菌发挥益生机制, 抑制

或杀灭外来病原菌, 进而维持肠道稳态。在宿主肠

道内实现定植, 是益生菌发挥作用的首要条件。由

于土著菌对肠原生态具有较好的适应性, 这往往使

得定植作用更易实现。对病原菌具有抑制效果, 这
是益生菌的功能性要求

[7]
。目前, 体外拮抗实验仍

作为抗病益生菌筛选的主流方法。本实验牛津杯

法筛选出对病原菌具有良好抑制效果的土著菌——
P.m-1、P.m-9和P.m-13。

对筛选出的拮抗菌进行种属鉴定, 是承上启下

的重要步骤
[8]: 精确的分类地位不仅有利于明确菌

种信息, 而且有利于了解研究进展和应用现状。目

前存在多种菌株的鉴定方法, 一般来说我们会综合

多种方法, 并辅以生理生化特征验证。本实验主要

采取了3种方法, 以保证结果的准确性。其中, 16S
rDNA 技术基于序列的进化保守性, 鉴定结果比较

准确, 可作为菌株鉴定的主要方法
[9]
。经鉴定, P.m-

1、P.m-9和P.m-13分别为枯草芽孢杆菌(Bacillus
subtilis)、屎肠球菌(Enterococcus faecium)和溶藻弧

菌(Vibrio alginolyticus)。 

3.2    芽孢杆菌属的益生潜质

本实验中P.m-1具有弧菌拮抗活性, 我们可以

充分利用其这一特性, 将P.m-1添加于养殖生产饲

料, 进而有效防控对虾AHPND。据报道芽孢杆菌

属具有多种益生作用, 例如Irasema等[10]
曾从对虾肠

道中分离出4株非溶血性芽孢杆菌, 对创伤弧菌(Vi-
brio vulnificus)、坎氏弧菌(Vibrio campbelli)、副溶

血弧菌和溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)均具有明显

的拮抗作用。 Lins等[11]
发现枯草芽孢杆菌的添加

有利于提升银鲶(Rhamdia quelen)的生长性能;
Cao等[12]

研究发现补充枯草芽孢杆菌显著改善了彭

泽鲫(Carassius auratus var. Pengze)肠道的褶皱高

度和微绒毛高度; Xia等[13]
的研究表明投喂枯草芽

a b c

d e f

含阿奇霉素平板 含乙酰甲醛平板 肠道菌对照

Zithromycin containing plate Pyroracemic aldehyde containing plate Control group

含卡那霉素平板 含嘧啶胺酸平板 含左氧氟沙星平板

Kanamycin containing plate  Pyrimidine amino acid containing plate Levofloxacin containing plate

图 4    肠道菌在含药平板的生长状况

Fig. 4    The growth of intestinal bacteria on the plate containing antibiotic

表 4    P.m-1和P.m-9的Biolog鉴定结果

Tab. 4    Identification of intestinal bacteria P.m-1 and P.m-9 (Biolog method)

编号
Number

鉴定结果
Identification result

中文名称
Chinese name

可能性
PROB (%)

相似性
SIM (%)

位距
DIS

培养时间
Incubation time (h)

P.m-1 Bacillus subtilis 枯草芽孢杆菌 0.953 0.953 5.027 48
P.m-9 Enterococcus hirae 海氏肠球菌 0.711 0.711 4.135 48
P.m-13 Vibrio alginolyticus 溶藻弧菌 0.897 0.897 4.213 48
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孢杆菌能够显著增加尼罗罗非鱼肠道微绒毛密

度、微绒毛长度以及周长比(肠腔内周长与肠外周

长之比)。
Werasan等[14]

从健康对虾体内筛选到1株可以

抑制多种AHPND致病副溶血弧菌的潜在益生菌——
枯草芽孢杆菌AQAHBS001, 将其添加进饲料可显

著降低WSSV病毒的胁迫致死率, 改善微绒毛和肠

壁厚度等中肠结构特征, 提高凡纳滨对虾的生长性

能 ,  增强吞噬细胞活性并且提高病毒清除效率。

Subuntith等[15]
从斑节对虾肠道和生长环境中分别

分离出两株芽孢杆菌, 通过冻干、微胶囊形式加入

水中或者富集卤虫进行饲喂, 结果表明不同给药方

式均可显著提升凡纳滨对虾早期发育过程的生长

性能和存活率, 增加机体和养殖水体的有益细菌丰

度, 并改善pH、氨氮和亚硝态氮含量等养殖水质指标。 

3.3    潜在益生菌的安全性评价

粪肠球菌调节动物肠道菌群, 提高动物生长性

能, 提高机体抗病能力。张棋等
[16]

报道屎肠球菌和

粪肠球菌(Enterococcus faecalis)具有拮抗病原菌作

表 5   肠道耐药菌测序结果、菌株名称及登录号

Tab. 5   Sequencing results, name and Genbank accession of in-
testinal drug-resistant bacteria

送测编号及抗
生素种类

Sequencing
numbers and

drugs

BLAST结果
BLAST results

菌株中文名称
Chinese name

登录号
GenBank
Accession

A1 阿奇霉素 Staphylococcus
saprophyticus

腐生性葡萄
球菌 MK073020.1

F1 氟苯尼考 Staphylococcus
arlettae

阿尔莱(特)
葡萄球菌 MK748242.1

F2 氟苯尼考 Acinetobacter
oryzae 米不动杆菌 MN704435.1

H2-1 磺胺嘧啶 Shewanella algae 海藻施万氏菌 MT185147.1

K1-1 卡那霉素 Staphylococcus
haemolyticus 溶血葡萄球菌 KJ847335.1

K1-2 卡那霉素 Enterococcus
diestrammenae

哥伦比亚肠
球菌 NR_135720.1

M1-2 萘啶酮酸 Exiguobacterium
aestuarii 海岸微小杆菌 MW192903.1

M2 萘啶酮酸 Acinetobacter
johnsonii 约氏不动杆菌 CP043307.1

Y1 乙酰甲喹 Staphylococcus
haemolyticus 溶血葡萄球菌 JF784022.1

Y2-2 乙酰甲喹 Aerococcus
viridans 病毒气球菌 KC692208.1

Z2
左氧氟沙

星
Staphylococcus

pasteuri 巴氏葡萄球菌 KT986165.1

表 6    P.m-1、P.m-9和P.m-13的药敏实验结果

Tab. 6    The antibiotic susceptibility of P.m-1, P.m-9 and P.m-13

抗生素名称
Antimicrobialagents

纸片药含量 (μg/片)
Concentration

per disc

P.m-1 P.m-9 P.m-13
抑菌圈直径

Diameter (mm)
判断结果

Result
抑菌圈直径

Diameter (mm)
判断结果

Result
抑菌圈直径

Diameter (mm)
判断结果

Results
青霉素 10 U 19 R 0 R 0 R
苯唑西林 1 38—41 S 0 R 0 R
氨苄西林 10 14 I 0 R 0 R
羧苄西林 100 18—20 R 0 R 0 R
哌拉西林 100 10—12 R 0 R 0 R
头孢氨苄 30 0 R 0 R 12 R
头孢唑啉 30 0 R 0 R 12—13 R
头孢拉定 30 0 R 0 R 14 R
头孢他啶 30 14—15 I 0 R 20 I
头孢哌酮 75 40—43 S 13 R 0 R
丁胺卡那 30 26 S 8 R 14 I
庆大霉素 10 26 S 8 I 9 R
卡那霉素 30 38 S 8 R 0 S
新霉素 30 22—24 S 8—9 R 16 S
四环素 30 17 I 8 R 28—29 S
多西环素 30 18—19 S 12 R 19 R
红霉素 15 23—24 S 11 R 17 R
麦迪霉素 30 21—24 S 16—20 I 11 R
诺氟沙星 10 23—25 S 18—20 S 14 R
氧氟沙星 5 24—30 S 0 R 15—16 R
环丙沙星 5 26—30 S 0 R 15 R
万古霉素 30 25—27 S 0 R 10 I
多黏霉素B 300 22—23 S 0 R 17 S
呋喃唑酮 300 11 R 0 R 0 R
氯霉素 30 32 S 0 R 0 R
克林霉素 2 18—20 I 12 R 0 R
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用和一定益生效果。溶藻弧菌当基因表达改变时,
也可促进凡纳滨对虾幼体的生长, 提高幼虾的成活率

[17],
增强水生动物的免疫力和抗病力

[18]
。本实验通过

对肠道菌进行耐药性检测, 发现P.m-1、P.m-9和
P.m-13不在肠道耐药菌之列。耐药菌在水产养殖

上并不可取, 因为其不仅会导致多种病害, 造成经

济损失; 而且通过抗生素抗性基因(ARGs)接合等方

式, 产生健康影响。

抗生素耐药性模型的建立是保障益生菌安全

性的重要步骤
[19]

。药敏纸片实验(纸片扩散法)进一

步表明, P.m-9和P.m-13对大多数抗生素都具有抗

性, P.m-1的抗生素药敏性较强, 因此P.m-9和P.m-
13并不符合安全要求, 而P.m-1具有成为益生菌的

潜质。枯草芽孢杆菌曾先后被美国食品药物管理

局(FDA)和中国农业农村部列为饲料添加安全菌株
[20]
。

目前已作为益生菌制剂, 广泛应用于人体及其他动

物。而且P.m-1取自对虾, 这也在一定程度上能够

保障其安全性
[21]
。

Yang等[22]
对在淡水鱼养殖中对解淀粉芽孢杆

菌(Bacillus amyloliquefaciens)进行安全性评价, 通
过评估其对草鱼(Ctenopharyngodon idella)、银鲫

(Carassius gibelio)和鲢(Hypophthalmichthys mo-
litrix)的混养池微生物群落的影响, 得出菌株具有

高度安全性的结论。Muhamad等[23]
从克氏原螯虾

肠道中分离出3株具有抑菌活性的潜在益生菌——
枯草芽孢杆菌FS6、贝莱斯芽孢杆菌FS26和短小芽

孢杆菌(Bacillus pumilus)FS97, 根据抗生素敏感性

分析和溶血活性实验, 他们认为分离的芽孢杆菌属

具有一定安全性。Kim等
[24]

对31株凝结芽孢杆菌

(Bacillus coagulans)进行毒素基因、溶血活性和抗生

素耐药性检测, 发现凝结芽孢杆菌具有一定的安全性。 

3.4    益生菌筛选的其他要求

在满足菌株安全性的前提下, 益生菌能否快速

生长繁殖, 也是发挥拮抗作用的关键
[25]

。肠道作为

一个复杂的生态系统, 其中的微生物既互利共生又

相互制约, 共同促进菌群平衡。一方面, 益生菌吸

收营养物质, 有利于占据定殖位点, 形成和维持优

势地位; 另一方面, 通过分泌胞外产物, 竞争性排斥

病原菌, 抑制条件致病菌的生长。本实验P.m-1对
数生长期末菌体密度可达1.14×109 cfu/mL, 表明P.m-1
生命力强劲, 满足作为益生菌的生长速度需求。

胞外酶的产生种类和能力成为益生菌筛选的

又一重要标准。王佰涛等
[ 2 6 ]

发现蜡样芽孢杆菌

W21-B5具有较强的产蛋白酶和产淀粉酶功能; 朱
永明等

[27]
筛选得到最优抑制大肠杆菌的淀粉芽孢

杆菌B-4M-6, 具有最佳产淀粉酶、蛋白酶和纤维素

酶的能力。本实验通过测定悬液中的消化酶活性,
初步推断所得的枯草芽孢杆菌P.m-1通过分泌蛋白

酶发挥益生作用。据报道, 消化酶在动物体肠道保

持一定的比例, 帮助宿主消化食物的同时, 还可以

分解水中的残饵杂质等
[28]
。 

3.5    芽孢杆菌属的作用机制

枯草芽孢杆菌DSM33018降解由质粒PirAVP
和

PirBVP
基因编码的AHPND毒素

[29]
。Riet等[30]

对枯草

芽孢杆菌进行基因编辑, 产生与WSSV vp28基因的

互补dsRNA, 从而抑制WSSV病毒的复制活动。枯

草芽孢杆菌E20能够加强凡纳滨对虾对氨基酸的吸

收, 通过谷氨酰胺代谢和己糖胺生物合成途径(HBP)
改善免疫机能

[ 3 1 ]
。枯草芽孢杆菌的表面活性素

(Surfactin)通过ERK和PI3K/AKT通路抑制细胞周

期进展并诱导细胞凋亡
[32]

。枯草芽孢杆菌通过宿

主细胞膜转运蛋白(OCTN2)介导的群体感应信号

分子CSF(Sporulation factor), 激活AKT和p38 MAPK
通路, 诱导热休克蛋白的产生, 抑制肠道上皮细胞

产生氧化损伤现象
[33]
。

此外, 目前针对其他芽孢杆菌属的菌种学界也

多有报道。解淀粉芽孢杆菌的多糖EPS-K4可以刺

激机体分泌黏蛋白、减少血清中毒力物质含量
[34],

还可以用来维持肠道屏障完整性等。解淀粉芽孢

杆菌CBSYD产生的抗氧化肽YD1具有强氧化活性,
通过Nrf-2转录因子介导血红素加氧酶-1(HO-1)的
表达发挥作用

[35]
。此外, 表面活性素还作为一种群

体感应信号分子, 影响解淀粉芽孢杆菌碳代谢过程

中的多项反应, 如糖酵解途径和TCA循环等
[36]
。

本实验P.m-1益生作用的发挥可能与其蛋白酶

分泌能力有关, 具体的分子机制有待于通过实验设

计探明。芽孢杆菌属除可用于增强动物的体质和

防治疾病, 而且具有一定的缓解应激以及改善水质

的作用。Zhao等[37]
发现枯草芽孢杆菌产生的脂肽

可以促进铅离子(Pb2+)的富集和沉淀, 在此之前的

实验研究还证明过枯草芽孢杆菌产生的脂肽可以

将银离子(Ag+)还原为银纳米颗粒(AgNPs)[38]
。张
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图 5   P.m-1的生长曲线(TSB培养基)

Fig. 5   The growth curve of P.m-1 in TSB

12 期 刘吉丹等: 斑节对虾(非洲群体)肠道中哈维氏弧菌拮抗菌的筛选、鉴定及生理特性分析 1883



A1

Negative control

阴性对照

A2

Dextrin

糊精

A3

D-maltose

D-麦芽糖

A4

D-trehalose

D-海藻糖

A5

D-Cellobiose

D-纤维二糖

A6

Gentiobiose

龙胆二糖

A7

Sucrose

蔗糖

A8

Turanose

松二糖

A9

Stachyose

水苏糖

A10

Positive control

阳性对照

A11

pH6

A12

pH5

B1

D-raffinose

D-棉子糖

B2

a-D-lactose

a-D-乳糖

B3

D-melibiose

D-蜜二糖

B4

β-Methyl-D-

Glucoside

β-甲基-D-葡糖苷

B5

D-Salicin

D-水杨苷

B6

N-acetyl-D-gluco

samine

N-乙酰-D-葡萄糖

胺

B7

N-Acety-β
-D-mannosamine

N-乙酰-β-D-甘露

糖胺

B8

N-acetyl-D-

galactosamine

N-乙酰-D-半乳糖

胺

B9

N-acetyl

Neuralminic acid

N-乙酰神经氨酸

B10

1%NaCl

1%氯化钠

B11

4%NaCl

4%氯化钠

B12

8%NaCl

8%氯化钠

C1

a-D-glucose

a-D-葡萄糖

C2

D-mannose

D-苷露糖

C3

D-fructose

D-果糖

C4

D-galactose

D-半乳糖

C5

3-Methyl-D-

Glucose

3-甲基D-葡萄糖

C6

D-fucose

D-岩藻糖

C7

L-fucose

L-岩藻糖

C8

L-rhamnose

L-鼠李糖

C9

Inosine

肌苷

C10

1%SodiumLactate

1%乳酸钠

C11

Fusidic acid

夫西地酸

C12

D-serine

D-丝氨酸

D1

D-sorbitol

D-山梨醇

D2

D-mannitol

D-苷露醇

D3

D-arabitol

D-阿糖醇

D4

Myo-inositol

肌醇

D5

Glycerol

甘油

D6

D-glucose-6-PO4

D-葡萄糖-6-磷酸

D7

D-Fructose-6-PO4

D-果糖-6-磷酸

D8

D-Aspartic acid

D-天门冬氨酸

D9

D-serine

D-丝氨酸

D10

Troleandomycin

醋竹桃霉素

D11

Rifamycin SV

利福霉素SV

D12

Minocycline

二甲胺四环素

E1

Gelatin

明胶

E2

Glycyl-L-proline

甘氨酸-L-脯氨酸

E3

L-alanine

L-丙氨酸

E4

L-arginine

L-精氨酸

E5

L-Aspartic acid

L-天门冬氨酸

E6

L-glutamic acid

L-谷氨酸

E7

L-histidine

L-组氨酸

E8

L-pyroglutamic

acid

L-焦谷氨酸

E9

L-serine

L-丝氨酸

E10

Lincomycin

林可霉素

E11

Guanidine

HCl

盐酸胍

E12

Niaproof4

十四烷硫酸钠

F1

Pectin

果胶

F2

D-galacturonic

acid

D-半乳糖醛酸

F3

L-galactonic acid

Lactone

L-半乳糖酸内脂

F4

D-Gluconic acid

D-葡萄糖酸

F5

D-Glucuronic acid

D-葡萄糖醛酸

F6

Glucuronamide

葡糖醛酰胺

F7

Mucic acid

粘酸

F8

Quinic acid

奎宁酸

F9

D-Saccharic acid

糖质酸

F10

Vancomycin

万古霉素

11

Tetrazolium Violet

四唑紫

F12

Tetrazolium Blue

四唑蓝

G1

p-Hydroxy-phenyl

acetic acid

p-羟基苯乙酸

G2

MethylPyruvate

丙酮酸甲酯

G3

D-Lactic acid

MethylEster

D-乳酸甲酯

G4

L-Lactic acid

L-乳酸

G5

Citric acid

柠檬酸

G6

α-Keto-glutaric

Acid

α-酮戊二酸

G7

D-Malic acid

D-苹果酸

G8

L-Malic acid

L-苹果酸

G9

Bromosuccinic

Acid

溴代丁二酸

G10

Nalidixic acid

萘啶酸

G11

Lithium chloride

氯化锂

G12

Potassium tellurite

亚碲酸钾

H1

Tween 40

吐温 40

H2

γ-Amino-butyric

acid

γ-氨基丁酸

H3

α-Hydroxy-

butyric acid

α-羟丁酸

H4

β-Hydroxy-D,L-Bu

tyric acid

β-羟基-D,L-丁酸

H5

a-Keto-butyric

acid

a-丁酮酸

H6

Acetoacetic acid

乙酰乙酸

H7

Propionic acid

丙酸

H8

Acetic acid

乙酸

H9

Formic acid

甲酸

H10

Aztreonam

氨曲南

H11

Sodium butyrate

丁酸钠

H12

Sodium bromate

溴酸钠

a

b

c

单糖

酸碱度pH

乳酸

还原能力 (四唑紫和四唑蓝)

革兰氏阴性和阳性检测
(万古霉素和萘啶酮酸)

NaCl (1%, 4%和8%)

磷酸己糖

氨基酸

己糖酸

羧酸、酯
和脂肪酸

图 6    P.m-1在鉴定板上的代谢指纹图谱

Fig. 6    Metabolic fingerprint of P.m-1 on identification board
a. P.m-1的鉴定表型; b. GEN Ⅲ鉴定板碳源组成; c. GEN Ⅲ鉴定板鉴定项目; 图a中A—C行的结果反映细菌对碳源的利用程度,
D—H行的结果反映细菌对碳源的同化程度

a. phenotypic identification of P.m-1; b. carbon source composition of Gen Ⅲ identification board; c. Identification items of Gen Ⅲ
identification board. The results of lines A to C in figure a reflect the degree of utilization of carbon sources, and the results of lines D to H
reflect the degree of assimilation of carbon sources
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峰峰等
[39]

研究得到枯草芽孢杆菌可以有效降低水

体pH, 刘晓燕等
[40]

还通过研究发现枯草芽孢杆菌能

够显著降低水体氨氮含量、硝态氮含量及化学需

氧量(COD值)。后续将尝试本实验获得的潜在益

生菌株用于水体, 检验其在水质调节方面的作用

效果。
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图 7   蛋白质浓度标准曲线

Fig. 7   Standard curve of protein concentration
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SCREENING, IDENTIFICATION AND PHYSIOLOGICAL CHARACTERISTICS
OF INTESTINAL BACTERIA AGAINST VIBRIO HARVEYI FROM

PENAEUS MONODON

LIU Ji-Dan1, FAN Ying2, LIU Hong-Jun2, TANG Xue-Xi1, WANG Xiao-Lu2,
WANG You-Hong2, YE Hai-Bin2 and GAI Chun-Lei2

(1. College of Marine Life Sciences, Ocean University of China, Qingdao 266100, China; 2. Shandong Key Laboratory of Disease
Control in Mariculture, Marine Science Research Institute of Shandong Province, Qingdao 266104, China)

Abstract: Penaeus monodon (African group) is a new cultured prawn species, which has good development prospects.
At present, aquaculture diseases are seriously affecting the health of prawn farming. Based on physiological characteri-
stics of intestinal bacteria in P. monodon, the experimental study was carried out to provide new treatments for acute
hepatopancreas necrosis syndrome (AHPND). The dominant intestinal strains in healthy P. monodon were isolated and
purified. Using pathogenic Vibrio harveyi as indicator bacteria, antagonistic bacteria were screened from the strains by
the Oxford cup method. To identify these antagonistic bacteria, high-throughput sequencing technology was used as the
main method. Biolog microbe identification system was also used to identify the strains. These two methods were sup-
plemented by biochemical characteristic tests. To evaluate the safety of antagonistic strains, the drug susceptibility test
was carried out in the study. The basic drug resistance information of intestinal bacteria was obtained by this test. Ac-
cording to the drug resistance information, antagonistic strains with high drug sensitivity were selected. The growth
curve of the hypersensitive antagonistic strain was plotted to show its growth characteristics. The activity of extracellu-
lar enzymes of potential probiotics was calculated. As a result, sixteen dominant indigenous strains were isolated from
the intestinal tract of P. monodon. The three antagonistic strains which were named as P.m-1, P.m-9, P.m-13. P.m-1,
P.m-9 and P.m-13 were identified as Bacillus subtilis, Enterococcus faecium and Vibrio alginolyticus, respectively. The re-
sults of drug sensitivity tests showed that they were not intestinal drug-resistant bacteria, and P.m-1 was highly sensi-
tive to drugs. P.m-1 entered the exponential growth stage from the 2nd hour, and reached the growth peak at the 10th

hour. The maximum concentration of P.m-1 was 1.14×109 cfu/mL, which indicated that P.m-1 had the strong vitality.
After protease activity determination, P.m-1 was considered as a strain that had the strong protease production capacity,
which could provide a basis for digestion or purification of the environment. P.m-1 has the potential to become probio-
tics, which could contribute to the prevention and treatment of acute hepatopancreas necrosis syndrome. The experi-
ment would provide the theoretical basis for functional feed additives from the perspective of intestinal microecology.

Key words: Bacillus subtilis; Probiotics; Vibrio harveyi; Antagonism effect; Acute hepatopancreas necrosis syndrome
(AHPND); Penaeus monodon (African group)
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