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一株枯草芽孢杆菌的分离鉴定、生物学特性及其对水质 

净化的作用 
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摘  要：【背景】随着水产养殖业的发展和养殖集约化程度的提高，养殖水环境日趋恶化，养殖动物

病害频发，而水产益生菌因其环境友好、安全而被广泛应用于水产养殖中。【目的】从南美白对虾养

殖池底泥分离枯草芽孢杆菌，探究其体外生物学特性及对水质的净化作用，以期扩充微生态制剂的种

质资源。【方法】采用稀释涂布平板法分离菌株，通过形态学观察、生理生化特征、微生物鉴定系统

表型测定以及 16S rRNA 基因序列分析对分离菌株鉴定分类；采用单因素控制法研究体外生物学特

性；采用 N-(1-萘基)-乙二胺分光光度法测定养殖水体中亚硝酸盐(NO2
−-N)含量，纳氏试剂分光光度

法测定氨氮(NH3-N)含量，碱性高锰酸钾法测定化学需氧量(Chemical Oxygen Demand，COD)。【结

果】通过表型鉴定和 16S rRNA 基因序列分析，从南美白对虾养殖池底泥中筛选了一株枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis) WH1。体外生物特性研究表明，菌株 WH1 比模式菌具有更强的耐高温、耐人工胃液、

耐胆盐、抑制金黄色葡萄球菌和副溶血性弧菌能力，而且对欧洲食品安全局规定的用作饲料添加剂的

芽孢杆菌必检的 8 种抗生素敏感，符合水产益生菌用作饲料添加剂的体外评价标准。此外，水质净化

研究表明菌株 WH1 能显著降低水体中的 NO2
−-N、NH3-N 含量及 COD 值(P<0.05)。【结论】筛选的枯

草芽孢杆菌 WH1 可用作水质调控剂，同时具有用作饲料添加剂的体外生物学特性优势，有效扩充了

微生态制剂的种质资源。 
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Abstract: [Background] With the development of the aquaculture industry and the improvement of 
intensive aquaculture, the aquaculture environment deteriorates seriously and the aquatic animal diseases 
take place frequently. Aquatic probiotics are widely used in aquaculture for their environmental 
friendliness and safety. [Objective] Bacillus subtilis was isolated from the bottom mud of Litopenaeus 
vannamei breeding pond. The in vitro biological characteristics and water purification effect were then 
explored to expand the germplasm resources of microecological preparations. [Methods] Firstly, the 
strains were isolated by the dilution spread plate method and its identification and classification were 
determined successively by morphological observation, physiological and biochemical assays, phenotypic 
test by microbial identification system, and 16S rRNA gene sequence analysis. Secondly, biological 
characteristics in vitro were studied by a single factor control method. Lastly, the contents of nitrite 
(NO2

−-N), ammonia nitrogen (NH3-N), and chemical oxygen demand (COD) of the aquaculture water 
were separately measured by N-(1-naphthyl)-ethylenediamine spectrophotometry method, Nesslerʼs 
reagent method, and alkaline potassium permanganate method. [Results] The isolated strains were 
identified as Bacillus subtilis WH1 by the phenotypic identification and 16S rRNA gene sequence analysis. 
During a series of in vitro biological characteristics test studies, WH1, compared with the model bacteria, 
had better performances in resistance of high temperature, artificial gastric juice, and bile salts, as well as 
the inhibitory ability of Staphylococcus aureus and Vibrio parahaemolyticus. Especially, it was sensitive to 
8 kinds of antibiotics that must be checked for Bacillus used as a feed additive according to the European 
Food Safety Agency rules. This also met the in vitro evaluation standard of aquatic probiotics used as feed 
additives. Additionally, the water purification studies showed that the strain WH1 could significantly 
reduce the contents of NO2

−-N, NH3-N, and COD in water (P<0.05). [Conclusion] The screened Bacillus 
subtilis WH1 can be used as a water quality regulator and has the advantage of in vitro biological 
characteristics used as a feed additive, which can effectively expand the germplasm resources of 
microecological preparations. 

Keywords: Bacillus subtilis, strain identification, biological characteristics, water purification 

近年来，水产养殖行业发展迅速，在满足全

球蛋白质营养需求方面发挥着重要作用[1]，但集约

化养殖导致水体中的残饵、排泄物富集，氨氮、

亚硝酸氮、硫化物等有害物质积累，水质恶化，

水产动物病害频发[2-4]。抗生素和化学药物在改善

水质、控制病害方面虽见效快，却容易导致药物

残留、环境污染和耐药性[5-9]。水产益生菌因其具

有环境友好[10-11]、促进养殖动物生长[4,12]、净化水

质[4,13]、增强免疫应答[14-15]等诸多功效，已成为水

产病害防治的另一选择[3,16]。在众多的微生态制剂

中，枯草芽孢杆菌(B. subtilis)为常用的一种水质调

控剂及饲料添加剂[17-18]，其优点是：(1) 枯草芽孢

杆菌常以芽孢形式存在，抗逆性强、稳定性高，

便于储存运输[2,17]；(2) 枯草芽孢杆菌能分泌蛋白
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酶[19]、淀粉酶、脂肪酶等多种胞外酶，快速有效

分解水体中的有机物，提供单胞藻生长繁殖的营

养素，藻类又通过光合作用产生溶解氧，供有机物

分解和水中微生物及养殖动物呼吸消耗所用，形成

一种良好的微生态环境平衡[20-21]；(3) 枯草芽孢杆

菌也能直接分泌细菌素、伊枯草菌素、芬枯草菌

素等多种抗菌活性物质，抑制病原菌的生长，达

到净化水质的目的[22]；(4) 枯草芽孢杆菌还能改变

养殖动物肠道菌群结构，提高营养物质的消化吸

收，强化免疫能力[23-24]。 

本课题组从南美白对虾养殖池底泥分离了一

株枯草芽孢杆菌 WH1，研究其体外生物学特性及

对水质的净化作用，以期为饲料添加剂及水质改

良剂的研制奠定基础，同时为枯草芽孢杆菌相关

微生物制剂产品的开发提供种质资源。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器及培养基 

胰蛋白胨、酵母浸粉、琼脂粉，北京奥博星生

物技术有限责任公司；细菌微量生化鉴定管，青岛

海博生物技术有限公司；BUG 固体培养基，Biolog

公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒、PCR 试剂，

天根生化科技(北京)有限公司；万古霉素、庆大霉

素、卡那霉素等抗生素，北京沃凯生物科技有限公

司；磺胺、二盐酸-1-萘乙二胺、碘化钾、酒石酸钾

钠、硫代硫酸钠等，国药集团化学试剂有限公司。 

人工胃液：向 0.9%生理盐水中加入浓盐酸，调

节 pH 为 1.8。1 g 胃蛋白酶加于 100 mL 溶液中，混

匀后经 0.22 μm 无菌滤膜过滤，4 °C 保存备用。 

胆盐溶液：取 10 g 牛胆盐溶于 100 mL 去离子

水中，配制成 10%的牛胆盐母液，1×105 Pa 灭菌   

20 min。分别向盛有 5 mL 0.9%无菌生理盐水的试

管中加入 15、50、100、150、200、250 μL 的牛胆

盐母液，使其浓度分别为 0.03%、0.10%、0.20%、

0.30%、0.40%、0.50%。 

人工肠液：取 5.59 g 的 K2HPO4 和 0.41 g 的

KH2PO4 溶于 1 000 mL 的去离子水中，pH 8.0。1 g

胰蛋白酶加于 100 mL 溶液中，混匀后经 0.22 μm

无菌滤膜过滤，4 °C 保存备用。 

生物安全柜，苏州安泰空气技术有限公司；PCR

仪，杭州博日科技股份有限公司；电泳仪，北京六

一生物科技有限公司；凝胶成像系统，北京赛智创

业科技有限公司；微生物鉴定系统，Biolog 公司。 

产芽孢液体培养基参照邹高溪等[25]配制。副溶

血性弧菌用固体培养基参照格林等[26] LB 培养基的

配方配制，但其中 NaCl 含量为 30.00 g/L。 

1.2  采样及菌株分离培养 

从山东省荣成市鑫滩海珍品育苗场南美白对

虾养殖池中取底泥置于无菌的试剂瓶中，冰浴送往

实验室。 

无菌条件下，取 50 g 底泥置于 200 mL LB 液体

培养基中，30 °C、180 r/min 培养过夜。然后将富

集菌液置于 80 °C 水浴中 20 min，冷却后取 1 mL

菌液加入到含 9 mL LB 液体培养基的试管中，依次

10 倍比稀释获得系列梯度的混悬液。吸取 100 μL

混悬液涂布于 LB 固体培养基上，置于 30 °C 恒温

培养箱中培养 48 h。根据菌落形态，挑取较大菌落

平板划线，30 °C 培养 48 h，如此反复操作 3 次，

得到纯菌株，命名为 WH1。将纯菌株的 LB 菌液与

无菌的 50%甘油 4:1 混匀，制成菌悬液，−80 °C 冻

存备用。 

1.3  菌株鉴定 

1.3.1  菌株形态观察及生理生化试验 

通过平板划线法观察菌落形态。取活化的菌株

进行革兰氏染色，通过光学显微镜观察菌体及芽孢

形态。参照东秀珠等编写的《常见细菌系统鉴定手

册》[27]上的方法，利用细菌微量生化鉴定管对菌株

进行生理生化鉴定。 

1.3.2  Biolog GenⅢ微生物鉴定系统表型测定 

将纯化分离的菌株 WH1 在 BUG 固体培养基上

传代 2 次，长纤维棉签蘸取单菌落接种于 IF-B 接种

液中，调整菌悬液透光率为 90%−98%，然后按照

每孔 100 μL 接种于 GenⅢ鉴定板中，33 °C 孵育   

24 h 后于 Biolog Gen  MicrostationⅢ 检测器读取显

色结果。 
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1.3.3  16S rRNA 基因分子鉴定 

利用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取菌株

基因组 DNA。采用细菌 16S rRNA 基因通用引物

27F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′)和 1492R 

(5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′)扩增保守

序列。PCR 反应体系(30 μL)：10×Buffer 3 μL，

dNTPs (2.5 mmol/L) 2 μL，正、反向引物(5 µmol/L)

各 3 μL，模板 DNA 1 μL，酶(5 U/μL) 0.2 μL，ddH2O 

17.8 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，

55 °C 30 s，72 °C 1 min，35 个循环；72 °C 10 min；

4 °C 保存。用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产

物，将目的条带切胶回收送至北京六合华大基因

科技有限公司测序。将返回的拼接序列提交至

GenBank，获得登录号。然后通过 BLAST 序列比

对功能选取高相似性的模式菌序列，利用 MEGA 

5.0 中的邻接法(Neighbor-Joining Method)构建系

统进化树，推测菌株的种属关系。 

1.4  菌株的生物学特性 

1.4.1  安全性试验 

参照巴翠玉等[28]的安全性试验方法。选实验室

暂养一周的质量为 160±5 g 的健壮鲫鱼 100 尾，随

机分成 4 组，每组 25 尾。向对照组鲫鱼腹腔注射

100 μL 灭菌 LB 培养基；向 3 个试验组个体腹腔分

别注射 100 μL 含 1×109、1×108、1×107 CFU/mL 菌

株 WH1 的 LB 培养基。26 °C 水温养殖 5 d，观察

鲫鱼死亡情况；同时解剖各鲫鱼，与对照组相比观

察各脏器有无病变。 

1.4.2  高温耐受试验 

参照杨锋等[29]、刘秀侠等[30]的试验方法。分别

取 1 mL 芽孢率为 85%以上的 WH1 和枯草芽孢杆菌

模式菌(CGMCC 1.3358)菌液，置 85、90、95、100 °C

的水浴中孵育 10 min，取出后冷却。每个温度

3 个平行，以不作温度处理的菌液为对照，采用平

板菌落计数方法测出活菌数，计算每个处理温度下

的存活率。 

1.4.3  人工胃液耐受试验 

参照李晶晶等[31]的试验方法。分别向 pH 1.8

的人工胃液中接种 2%芽孢率为 85%以上的 WH1

和枯草芽孢杆菌模式菌 (CGMCC 1.3358)菌液，

37 °C、180 r/min 培养 1、4、6 h 后取样。每个处理

条件 3 个平行，以 0 h 的活菌数作对照，采用平板

菌落计数法测定活菌数，计算每个处理条件下的存

活率。 

1.4.4  胆盐耐受试验 

参照张在[32]的试验方法。分别向浓度为 0.03%、

0.10%、0.20%、0.30%、0.40%、0.50%的胆盐溶液

中接种 2%芽孢率为 85%以上的 WH1 和枯草芽孢杆

菌模式菌(CGMCC 1.3358)菌液，37 °C、180 r/min

培养 4 h 后取样。每个浓度 3 个平行，以 0 h 的活

菌数作对照，采用平板菌落计数法测定活菌数，计

算不同胆盐浓度处理下的存活率。 

1.4.5  人工肠液耐受试验 

分别向 pH 8.0 的人工肠液中接种 2%芽孢率为

85%以上的 WH1 和枯草芽孢杆菌模式菌(CGMCC 

1.3358)菌液，37 °C、180 r/min 培养 1、4、6 h 后取

样。每个处理条件 3 个平行，以 0 h 的活菌数作对

照，采用平板菌落计数法测定活菌数，计算每个处

理条件下的存活率。 

1.4.6  抑菌试验 

参照刘冬梅等[33]的试验方法。首先将培养 16 h

的 WH1 菌悬液 4 000 r/min 离心 10 min，取上清于

4 °C 冰箱保存备用。然后分别将培养 24 h 的大肠杆

菌、嗜水气单胞菌、迟钝爱德华氏菌、金黄色葡萄

球菌和副溶血性弧菌的菌悬液系列梯度稀释，调整

菌浓度为 105 CFU/mL，取 100 μL 调整后的指示菌

悬液涂布于 LB 固体培养基上。15 min 后待菌悬液

被培养基完全吸收后，无菌镊子取灭菌的牛津杯轻

置于培养基上。取 250 μL 上清液加入牛津杯中，

4 °C 冰箱扩散 24 h 后，置 37 °C 培养 24 h 后测量抑

菌环直径。试验平行 3 次。 

1.4.7  耐药试验 

参照美国临床和实验室标准协会(Clinical and 

Laboratory Standards Institute，CLSI)的微量肉汤稀

释法操作标准[34]，测定菌株 WH1 对抗菌药物的敏
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感性。采用 2 倍系列梯度稀释法对欧洲食品安全局

规定的芽孢杆菌属必检的 8 种抗生素的最小抑制浓

度(Minimum Inhibitory Concentration，MIC)进行测  

定 [35] 。 试 验 所 用 的 8 种 抗 生 素 的 浓 度 范 围 为

(mg/L)[36-37] ： 万 古 霉 素 (0.25–16.00) ； 庆 大 霉 素

(0.25–32.00) ； 卡 那 霉 素 (1.00–64.00) ； 链 霉 素

(0.25–32.00) ； 红 霉 素 (0.25–16.00) ； 克 林 霉 素

(0.25–8.00) ； 四 环 素 (0.5–32.00) ； 氯 霉 素

(1.00–64.00)。接种菌液的微孔板置于 35 °C，培养

20 h 后判定 MIC 值，根据欧洲食品安全局规定的用

作饲料添加剂的活菌成分对抗生素敏感标准进行

结果判断[35]。 

1.5  WH1 的水质净化作用 

2019 年 4 月初，选含 20 m3 水体的南美白对虾

(体长 6.01±0.70 cm)工厂化养殖池(位于山东省日照

市鸿源水产科技有限公司)进行试验，养殖温度为

29±1 °C，日换水量为 30%。试验组养殖池中 WH1

菌株的浓度维持在 5×105 CFU/mL，对照组不添加

WH1，每组设置 3 个重复。连续 15 d，每天换水前

从养殖池中层取水样 50 mL，采用 N-(1-萘基)-乙二胺

分光光度法测定养殖水体中亚硝酸盐(NO2
−-N)含量、

纳氏试剂法测定氨氮(NH3-N)含量、碱性高锰酸钾法

测定化学需氧量(Chemical Oxygen Demand，COD)。 

2  结果与分析 

2.1  菌株鉴定 

2.1.1  菌株形态学及生理生化鉴定结果 

菌株 WH1 菌落乳白色，近圆形，边缘不规则，

菌落粗糙，有褶皱。革兰氏染色紫色，呈阳性，菌

体杆状，两端钝圆，有芽孢，如图 1 所示。生理生

化鉴定结果见表 1，根据《常见细菌系统鉴定手册》

检索，初步鉴定为枯草芽孢杆菌。 

2.1.2  Biolog GenⅢ微生物鉴定系统表型测定 

菌株 WH1 的 Biolog Gen  MicroPlⅢ ate 鉴定结

果见表 2。Biolog 数据库给出了 4 种亲缘关系最相

近的菌株，其中分离菌株与枯草芽孢杆菌的相似度

最高，SIM 为 0.682。但是没有从数据库中比对出 

 
 
 

图 1  菌株 WH1 的革兰氏染色 
Figure 1  Gram stain of WH1 
 
 

表 1  菌株 WH1 的生理生化鉴定结果 
Table 1  Physiological and biochemical identification 
results of WH1 
生理生化反应 

Physiological and biochemical reaction 

反应特征 

Reaction characteristics

接触酶 Catalase test + 

发酵阿拉伯糖产酸 

Arabinose fermentation test 

+ 

发酵葡萄糖产酸 

Glucose fermentation test 

+ 

发酵木糖产酸 

Xylose fermentation test 

+ 

发酵甘露糖产酸 

Mannose fermentation test 

+ 

V-P 测定 V-P test + 

吲哚试验 Indole test − 

水解酪 Casein hydrolysis test + 

水解淀粉 Starch hydrolysis test + 

硝酸盐还原 Nitrate reduction test + 

利用柠檬酸盐 Citrate test + 

利用丙酸盐 Propionate test − 

注：+：阳性；−：阴性 
Note: Positive; −: Negative 
 

SIM 为 1 的菌株。这可能一方面是由于 Biolog Gen  Ⅲ

MicroPlate 通过显色反应吸光值检测表型，温度、

环境等因素的变化都可能导致吸光值波动；另一方

面是 Biolog 数据库更新延迟[38]。鉴于此，我们又进

行了分子鉴定。 
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表 2  菌株 WH1 的 GenⅢ板鉴定结果 
Table 2  Gen  MicroPlate identification results of WH1Ⅲ  
Item 1 2 3 4 

PROB 0.682 0.174 0.139 0.109 

SIM 0.682 0.174 0.139 0.109 

DIST 4.544 4.753 4.891 5.041 

Organism type GP-RodSB  GP-RodSB  GP-RodSB  GP-RodSB 

Species Bacillus subtilis Bacillus mojavensis/subtilis B Bacillus subtilis ss subtilis Bacillus atrophaeus/subtilis A 

 
2.1.3  菌株的分子鉴定结果 

利用细菌基因组 DNA 为模板，以 16S rRNA 基

因通用引物 27F/1492R 扩增目的条带，PCR 产物经

1%琼脂糖凝胶电泳检测后回收送测序，测序序列提

交至 GenBank，获得登录号为 MT125883。BLAST

程序比对结果表明，菌株 WH1 与 Bacillus subtilis 

subsp. inaquosorum (GenBank 登录号为 NR104873)

相似性为 99.17%。选择高相似性的模式菌株，以短

短 芽 胞 杆 菌 (Brevibacillus brevis) 为 外 群 ， 利 用

MEGA 5.0 中 Neighbor-Joining 法构建系统进化树，

如图 2 所示，可以看出菌株 WH1 为芽孢杆菌属

(Bacillus)成员。同时，结合菌株的形态学观察、生

理生化鉴定结果及 Biolog GenⅢ微生物鉴定系统表

型测定结果，综合分析 WH1 为枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)。 

2.2  菌株的生物学特性 

2.2.1  安全性试验结果 

与对照组相比，注射 100 μL 浓度分别为 1×109、

1×108、1×107 CFU/mL 的 WH1 菌悬液的 3 个试验

组的鲫鱼未出现死亡，内部器官无变异，这初步表

明分离的枯草芽孢杆菌是相对安全的。 

2.2.2  高温耐受试验结果 

WH1 和模式菌耐高温对比试验结果如图 3 所示。

随着温度上升，WH1 和模式菌的存活率都逐渐下降。

在 85 °C 处理下，85%芽孢率的 WH1 和模式菌的存

活率分别为 90.13%和 79.97%，表明在 85 °C 处理条

件下，WH1 中有大约 5%的营养细胞存活，而模式菌

中无营养细胞存活，而且有大约 5%的芽孢灭活。同

时，统计学分析表明，在 85、90 °C 处理下，WH1

的存活率显著高于模式菌(P<0.05)，而 95、100 °C 条

件下二者存活率无差异(P>0.05)。通过耐高温试验表

明，相比于模式菌，WH1 更具有良好的耐高温特性。 

2.2.3  人工胃液耐受试验结果 

菌株 WH1 和模式菌人工胃液耐受试验结果如

图 4 所示。当经过人工胃液处理 1 h 后，模式菌和

菌株 WH1 的存活率分别为 121.26%和 100.58%，模

式菌的存活率显著高于菌株 WH1 (P<0.05)；当经过

4 h 的处理后，模式菌的存活率略微降低，为

120.65%，而菌株 WH1 的存活率显著提高(P<0.05)，

上升为 139.77%，并且还明显高于同处理条件下的

模式菌的存活率(P<0.05)；当经过 6 h 的处理后，模

式菌的存活率显著降低(P<0.05)，下降为 89.33%，

而 菌 株 WH1 的 存 活 率 略 微 降 低 (P>0.05) ， 为

135.35%，并且菌株 WH1 的存活率显著高于同处理

时间的模式菌的存活率(P<0.05)。通过上述实验结

果分析可以看出，与模式菌相比，菌株 WH1 具有

更强的人工胃液耐受性。同时，相较于 0 h，菌株

WH1 在人工胃液中有所增殖，这与刘秀侠等[30]的

研究结果相似。这可能是由于人工胃液酸环境诱导

部分芽孢萌发形成营养细胞，营养细胞增殖[39]，进

而存活率高于 0 h。当营养细胞长时间处于酸环境

时，部分营养细胞又被杀灭[29,39]，存活率下降，所

以菌株 WH1 存活率呈现出先增后降的趋势。 

2.2.4  胆盐耐受试验结果 

菌株 WH1 和模式菌胆盐耐受试验结果如图 5

所示。当胆盐浓度分别为 0.03%、0.10%时，菌株

WH1 存活率显著高于模式菌(P<0.05)；当胆盐浓度

为 0.20%时，二者的存活率都达到最大值，分别为

101.79%和 76.94%，而且菌株 WH1 存活率显著高

于模式菌(P<0.05)；当胆盐浓度大于 0.30%时，菌株 
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图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的 WH1 系统发育进化树 
Figure 2  Phylogenetic tree of strain WH1 based on 16S rRNA gene sequence 

注：括号中的序号为序列 GenBank 登录号；分支点处数值表示 Bootstrap 值；0.01 标尺表示序列间分歧度 
Note: The GenBank accession number of aligned sequences are shown in the brackers; Numbers at branch nodes present bootstrap value; Bar: 
Nucleotide divergence 
 
 

 
图 3  不同温度处理下的 WH1 和模式菌存活率对比 
Figure 3  Comparison of survival rate of WH1 and model 
bacteria under different temperature treatments 

 

 
 

图 4  人工胃液不同处理时间下的菌株WH1和模式菌存

活率对比 
Figure 4  Comparison of survival rate of WH1 and model 
bacteria under different treatment time of artificial gastric 
juice 

 
 

图 5  不同胆盐浓度处理下的菌株WH1和模式菌存活率

对比 
Figure 5  Comparison of survival rate of WH1 and model 
bacteria under different bile salt concentrations 

 

WH1 和模式菌的存活率没有显著差别(P>0.05)。通

过上述实验结果分析可以看出，与模式菌相比，菌

株 WH1 具有更强的胆盐耐受性。 

2.2.5  人工肠液耐受试验结果 

菌株 WH1 和模式菌人工肠液耐受试验结果如

图 6 所示。经过人工肠液处理 1 h 后，菌株 WH1

和模式菌存活率没有显著差异(P>0.05)；处理 4 h

后，菌株 WH1 和模式菌存活率分别为 54.71%和

123.36% ， 菌 株 WH1 存 活 率 显 著 低 于 模 式 菌

(P<0.05)；处理 6 h 后，菌株 WH1 和模式菌存活率

没有显著差异(P>0.05)。通过人工肠液耐受试验结果

分析可以看出，模式菌具有更强的人工肠液耐受性。 
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图 6  人工肠液不同处理时间下的菌株WH1和模式菌存

活率对比 
Figure 6  Comparison of survival rate of strain WH1 and 
model bacteria under different treatment time of artificial 
intestinal juice 

 
2.2.6  抑菌试验结果 

以大肠杆菌、嗜水气单胞菌、迟钝爱德华氏菌、

金黄色葡萄球菌和副溶血性弧菌为指示菌，以其没

有明显生长为界限，测量抑菌圈直径，分析菌株

WH1 和枯草芽孢杆菌模式菌(CGMCC 1.3358)的抑

菌作用。试验结果如表 3 和图 7 所示，与模式菌相

比，菌株 WH1 分泌的抗菌物质对金黄色葡萄球菌、

副溶血性弧菌的抑菌环直径极显著(P<0.01)，而二

者对大肠杆菌、嗜水气单胞菌、迟钝爱德华氏菌均

无抑制作用。 

2.2.7  耐药试验结果 

对拟用作饲料添加剂的菌产品，必须要检查其

活菌组分对人和兽类重要抗菌药物的敏感性。原则

上要选用对抗菌药物敏感的微生物作为饲料添加

剂，以防止在肠道菌群中发生耐药性基因转移的风

险[35]。菌株 WH1 药敏试验结果如表 4 所示。从表

4 中可以看出，对菌株 WH1 来说，欧洲食品安全局

规定的用作饲用活菌添加剂的芽孢杆菌必检的 8 种

抗生素其 MIC 值均低于该局限定值，为相应抗生素 

 
表 3  菌株 WH1 和模式菌的抑菌效果对比 
Table 3  Comparison of antibacterial effect of WH1 and 
model bacteria 
指示菌 

Indicator 

抑菌圈直径 

Inhibition diameter (mm) 
WH1 Model bacteria 

大肠杆菌 

Escherichia coli 

0 0 

嗜水气单胞菌 

Aeromonas hydrophila 

0 0 

迟钝爱德华氏菌 

Edwardsiella tarda 

0 0 

金黄色葡萄球菌 

Staphylococcus aureus 

37.61±0.40 10.25±0.83 

副溶血性弧菌 

Vibrio parahaemolyticus 

15.19±1.05 0 

 
 
 
 

 
 
 
 

图 7  菌株 WH1 和模式菌(CGMCC 1.3358)的抑菌效果 
Figure 7  The antibacterial effect of WH1 and model bacteria (CGMCC 1.3358) 

注：A：金黄色葡萄球菌；B：副溶血性弧菌。W：WH1；M：枯草芽孢杆菌模式菌(CGMCC 1.3358) 
Note: A: Staphylococcus aureus; B: Vibrio parahaemolyticus. W: WH1; M: Bacillus subtilis model bacteria (CGMCC 1.3358) 
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表 4  菌株 WH1 的药敏试验结果 
Table 4  Antibiotics sensitivity test of WH1 
抗菌药物名称 

Antimicrobial 
agents 

最小抑菌浓度 

MIC (mg/L) 

MIC 判断标准 

Criterion (mg/L) 

敏感程度 

Susceptibility

万古霉素 

Vancomycin 

0.5 ≤4 S 

庆大霉素 

Gentamicin 

1 ≤4 S 

卡那霉素 

Kanamycin 

4 ≤8 S 

链霉素 

Streptomycin 

2 ≤8 S 

红霉素 

Erythromycin 

0.25 ≤4 S 

克林霉素 

Clindamycin 

0.25 ≤4 S 

四环素 

Tetracycline 

1 ≤8 S 

氯霉素 

Chloramphenicol 

4 ≤8 S 

注：S：敏感 
Note: S: Susceptible 
 

的敏感菌株，符合欧洲食品安全局对拟用作饲料添

加剂活菌成分的药物敏感性判断标准。 

2.3  菌株 WH1 的水质净化试验结果 

2.3.1  菌株 WH1 对养殖水体中 NO2
−-N 含量的影响 

菌株 WH1 对南美白对虾养殖水体 NO2
−-N 含量

变化的影响如图 8 所示。与养殖池中未添加菌株

WH1 的对照组相比，试验组在维持养殖池中 WH1

菌株浓度 5×105 CFU/mL 的第 4 天，水体中的 NO2
−-N

含量显著降低(P<0.05)。随着时间的增加，水体中 

 
 

图 8  菌株 WH1 对养殖水体中 NO2
−-N 含量的影响 

Figure 8  Effect of WH1 on NO2
−-N content in aquaculture 

water 

的 NO2
−-N 含量总体为下降趋势，并且都显著低于

对应时间点的对照组 NO2
−-N 含量(P<0.05)。这表明

菌株 WH1 能有效降低养殖水体中 NO2
−-N 含量。 

2.3.2  菌株WH1 对养殖水体中 NH3-N含量的影响 

菌株 WH1 对南美白对虾养殖水体 NH3-N 含量

变化的影响如图 9 所示。与养殖池中未添加菌株

WH1 的对照组相比，试验组在维持养殖池中 WH1

菌株浓度 5×105 CFU/mL 的第 6 天，水体中的 NH3-N

含量显著降低(P<0.05)。从第 10 天开始经过连续   

6 天的测量观察，水体中的 NH3-N 含量一直维持在

较低水平，特别是在第 14 天，水体中的 NH3-N 含

量降低了 77.63%。这表明菌株 WH1 能有效降低养

殖水体中 NH3-N 含量。 

2.3.3  菌株 WH1 对养殖水体中 COD 值的影响 

菌株 WH1 对南美白对虾养殖水体 COD 值的影

响如图 10 所示。与养殖池中未添加菌株 WH1 的对 
 

 
 

图 9  菌株 WH1 对养殖水体中 NH3-N 含量的影响 
Figure 9  Effect of WH1 on NH3-N content in aquaculture 
water 

 

 
 

图 10  菌株 WH1 对养殖水体中 COD 值的影响 
Figure 10  Effect of WH1 on COD in aquaculture water 
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照组相比，试验组在维持养殖池中 WH1 菌株浓度

5×105 CFU/mL 的第 5 天，水体中的 COD 值显著降

低(P<0.05)。随着时间的增加，试验组水体中的 COD

值总体为下降趋势，并且都显著低于对应时间点的

对照组 COD 值(P<0.05)。从第 12 天开始，连续 4 d，

试验组水体中 COD 值为 4.211±0.050 mg/L，处于较

平稳的低水平。以上分析表明菌株 WH1 能有效降

低养殖水体中 COD 值。 

3  讨论与结论 

本课题组利用从南美白对虾养殖池底泥中采

集的样品，通过平板划线分离菌株并对其进行形态

学观察、生理生化鉴定和 Biolog GenⅢ微生物鉴定

系统表型测定，证实所分离的菌株 WH1 为枯草芽

孢杆菌。16S rRNA 基因序列分析显示菌株 WH1 与

Bacillus subtilis subsp. inaquosorum 相 似 性 为

99.17%。综合考虑各种鉴定方法的结果，初步鉴定

菌株 WH1 为枯草芽孢杆菌。 

枯草芽孢杆菌是水产养殖中最常用的益生  

菌[40]。该菌在水产上主要有两个方面的作用，一是

作为饲料添加剂，二是作为水质调控剂[17]。要利用

枯草芽孢杆菌开发饲料添加剂，需要对相应的菌株

进行耐药性、抑菌性、耐酸、耐胆盐等生物学特性

体外评价[41]。巴翠玉等[28]、杨锋等[29]、袁林等[42]

众多的学者对枯草芽孢杆菌的耐高温、耐酸、耐胆

盐等耐受性进行了研究，并取得了一定的研究成

果，但是他们在开展相关试验时都未考虑测试菌液

中的芽孢含量。截至目前，国内仅刘秀侠等[30]考虑

到该因素的影响，并在指定的芽孢率(90%以上)下

研究了 11 株枯草芽孢杆菌的耐受性。枯草芽孢杆

菌因能形成芽孢而具有较强的抗逆性[43]，因此明确

芽孢含量将成为耐受性试验的必要条件。本文在明

确的芽孢率(85%以上)基础上，探究了分离菌株

WH1 与模式菌(CGMCC 1.3358)的耐受性差异。结

果表明，菌株 WH1 比模式菌具有更强的耐高温、

耐人工胃液和耐胆盐特性，而在耐人工肠液方面稍

逊于模式菌。 

同时，将本文分离菌株 WHI 与刘秀侠等研究

的耐受性较好的 7 株菌(BLCC1-1、BLCC1-2、

BLCC1-4、BLCC1-6、BLCC1-8、BLCC1-9 和

BLCC1-10)的实验结果进行对比，结果如表 5 所示。

在耐高温方面，经过 85 °C 处理 10 min 后，菌株 WH1

存活率明显高于刘秀侠等研究的其他 7 株菌，经过

100 °C 处理 10 min 后，刘秀侠等研究的 BLCC1-1

和 BLCC1-2 存活率明显高于菌株 WH1；在耐人工

胃液方面，除了 BLCC1-9 外，菌株 WH1 的耐受性

明显高于其他 6 株菌；在耐胆盐方面，菌株 WH1  

 
表 5  耐受性试验结果对比 
Table 5  Comparison of tolerance test results 
耐受性试验 

Tolerance test 

试验条件 

Condition 

WH1 (%) 刘秀侠等(以下数据来自条形柱读出的近似值)[30] 

Liu XX, et al. (The following data comes from the approximate values read by the bar)[30] 
BLCC1-1 
(%) 

BLCC1-2 
(%) 

BLCC1-4 
(%) 

BLCC1-6 
(%) 

BLCC1-8 
(%) 

BLCC1-9 
(%) 

BLCC1-10 (%)

高温 

High 
temperature 

85 °C 90.13 64 34 77 71 44 55 86 

100 °C <3 24 15 <3 <3 <3 <3 <3 

人工胃液 

Artificial 
gastric juice 

1 h 100.58 131 95 103 110 85 208 88 

4 h 139.77 126 44 34 99 21 216 13 

胆盐 

Bile salt 

0.10% 100.92 15 31 46 77.7 33 45 13 

0.30% 80.46 14 32 37 35 33 48 9 

0.50% 68.97 10 24 42 74 38 46 7 

人工肠液 

Artificial 
intestinal fluid 

1 h 61.63 93 115 75 115 115 100 125 

4 h 54.71 77 185 27 200 50 295 45 
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的耐受性明显高于其他 7 株菌；在耐人工肠液方面，

经过 1 h 处理后，刘秀侠等研究的其他 7 株菌其存

活率明显高于菌株 WH1，经过 4 h 处理后，

BLCC1-1、BLCC1-2、BLCC1-6 和 BLCC1-9 的存

活率明显高于菌株 WH1。总体来说，与刘秀侠等研

究出的 7 株耐受性能较好的菌株相比，菌株 WH1

在耐高温(除了 BLCC1-1 和 BLCC1-2)、耐人工胃液

(除了 BLCC1-9)、耐胆盐方面具有更强的耐受性能，

而在耐人工肠液方面具有中等耐受水平。 

除此之外，菌株 WH1 对金黄色葡萄球菌、副

溶血性弧菌的抑菌作用极显著高于模式菌的抑菌

作用(P<0.01)，而且对欧洲食品安全局规定的用作

饲料添加剂的芽孢杆菌必检的 8 种抗生素(万古霉

素、庆大霉素、卡那霉素、链霉素、红霉素、克林

霉素、四环素、氯霉素)均敏感。从以上较全面的生

物学特性试验结果可以看出，分离菌株 WH1 符合水

产益生菌用作饲料添加剂的体外评价标准[4,41,44-47]。 

本文除了研究枯草芽孢菌用作饲料添加剂的

作用之外，还同时研究了其用于净化养殖水质的

作用。目前国内对枯草芽孢杆菌同时进行这 2 个

方面研究的报道比较少见。本文通过开展的一系

列水质净化实验发现，在维持养殖池中 WH1 菌

株浓度 5×105 CFU/mL 的第 4 天，水体中的 NO2
−-N

含量显著降低(P<0.05)，第 15 天时 NO2
−-N 含量降

低了 70.49%；第 5 天水体中的 COD 值显著降低

(P<0.05)；第 6 天水体中的 NH3-N 含量显著降低

(P<0.05)，第 14 天水体中的 NH3-N 含量降低了

77.63%。上述这些指标的变化充分表明，枯草芽孢

杆菌能显著地降低 NO2
−-N、NH3-N 含量及 COD 值，

从而起到净化养殖水质的效果。 

本课题组通过表型鉴定和 16S rRNA 基因序列

分析，从南美白对虾养殖池底泥中筛选了一株枯草

芽孢杆菌 WH1。体外生物学特性研究表明，菌株

WH1 比模式菌具有更强的耐高温、耐人工胃液、耐

胆盐、抑制金黄色葡萄球菌和副溶血性弧菌能力，

而且对欧洲食品安全局规定的用作饲料添加剂的

芽孢杆菌必检的 8 种抗生素敏感，符合水产益生菌

用作饲料添加剂的体外评价标准。此外，水质净化

研究表明菌株 WH1 能显著降低水体中的 NO2
−-N、

NH3-N 含量及 COD 值。本课题组后续将针对该菌

株 WH1 与市售光合细菌、乳酸菌、硝化细菌等具

有净化水质作用的菌剂进行净水效果的对比试验

及相关复配菌剂的研究，以期开发出一种广泛应用

于水产养殖中，同时具有优良生物学特性和较强净

化水质作用的微生态制剂。 
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