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摘　要：筛选和鉴定抗水产致病性弗氏柠檬酸杆菌（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉ）的优良芽孢杆菌，并分析其安全性。
以１株蟹源致病性弗氏柠檬酸杆菌Ｃ１作为筛选指示菌、抑菌圈直径和抑菌效果作为指标进行抗菌芽孢杆菌
优良菌株的分离与筛选，综合生理生化鉴定与１６ＳｒＲＮＡ序列分析对抗菌芽孢杆菌优良菌株进行鉴定，从毒
力基因、耐药性、对小球藻生长的影响以及对斑马鱼和中华绒螯蟹的致病性等方面分析抗菌芽孢杆菌优良菌

株的安全性。结果显示，从养殖淤泥中分离并筛选出１株抗菌芽孢杆菌优良菌株ＰＮＢ３，其在１．０×１０５ＣＦＵ／
ｍＬ时与蟹源致病性弗氏柠檬酸杆菌Ｃ１共培养处理１２０ｈ的最高抑菌率达到了９９．９９％。结合生理生化鉴定
以及１６ＳｒＲＮＡ序列分析，菌株ＰＮＢ３为地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ），不含溶血素ＢＬ基因、肠毒素Ｎｈｅ
基因、肠毒素Ｔ基因、肠毒素ＦＭ基因、细胞毒素Ｋ基因、呕吐基因、多效调控因子等毒力基因，对复方新诺明、
氨苄西林、诺氟沙星、卡那霉素、多黏菌素Ｂ、氟苯尼考、庆大霉素、依诺沙星、头孢拉定、青霉素等１０种抗生素
高度敏感，在终浓度为２．０×１０４～２．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时对小球藻的生长有促进作用，对斑马鱼和中华绒螯蟹
无致病性。本研究证实地衣芽孢杆菌ＰＮＢ３是一株具有潜在安全性的弗氏柠檬酸杆菌拮抗菌，具备应用于中
华绒螯蟹弗氏柠檬酸杆菌病生物防控的安全基础。
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　　弗氏柠檬酸杆菌（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉ）是一种
人鱼共患致病菌［１］，具有耐热肠毒素、志贺样毒

素等多种毒力因子，可通过定居、繁殖及释放大

量毒素引起溶血和细胞坏死［２］，不仅能够导致人

类发生腹泻、食物中毒，还可以引起三疣梭子蟹

（Ｐｏｒｔｕｎｕｓ ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ）、 克 氏 原 螯 虾

（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓ ｃｌａｒｋｉｉ）、花 鳗 鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ
ｍａｒｍｏｒａｔａ）等多种水产动物大量发病死亡［３５］，严

重影响了水产养殖业的健康持续发展与人类健

康。因此，弗氏柠檬酸杆菌的控制应予以重点关

注。芽孢杆菌是水产养殖中最常见的一类益生

菌，具有抑制病原菌生长、降解多余有机质、维持

水生动物肠道微生态平衡、提高机体免疫能力的

作用［６］。目前，我国在水产养殖中具有潜在应用

价值的芽孢杆菌主要有枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）、嗜
碱性芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｂａｓｏｐｈｉｌｕｓ）、蜡样芽孢杆
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）、解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）、甲基营养型芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ）等［７１０］，尤其是解淀粉酶芽孢杆

菌Ｘ３３、甲基营养型芽孢杆菌 Ｘ４１和巨大芽孢
杆菌Ｘ４５等优良菌株具有良好的抗菌活性［１１］，

极大地丰富了芽孢杆菌作为水产养殖用生物防

控制剂开发的微生物资源。然而，从现有文献资

料来看，鲜见关于芽孢杆菌拮抗水产致病性弗氏

柠檬酸杆菌的报道。本实验以 １株蟹源致病性
弗氏柠檬酸杆菌 Ｃ１作为筛选指示菌，从养殖淤
泥中分离筛选了１株抗弗氏柠檬酸杆菌的优良
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芽孢杆菌菌株，对其进行了生理生化鉴定与１６Ｓ
ｒＲＮＡ序列分析，并参照《ＨＪ／Ｔ４１５—２００８环保用
微生物菌剂环境安全评价导则》《ＮＹ／Ｔ１４４４—
２００７微生物饲料添加剂评价通则》等国家标准，
从毒力因子和耐药性对小球藻生长的影响以及

对斑马鱼和中华绒螯蟹的致病性等方面分析了

其安全性，以期丰富弗氏柠檬酸杆菌拮抗菌的菌

种资源，为其在中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）弗
氏柠檬酸杆菌病生物防控中的安全应用提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
养殖淤泥采集于江苏连云港某养殖场；弗氏

柠檬酸杆菌 Ｃ１分离自患黑鳃病的中华绒螯
蟹［１２］；致病性蜡样芽孢杆菌 ＢＹＫ１７０４７由上海海
洋大学国家水生动物病原库提供；小球藻

（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｓｐ．）由中国水产科学研究院长江水产
研究所提供；藻类培养基，参照《化学品 藻类生长

抑制试验》（ＧＢ／Ｔ２１８０５—２００８）［１３］自制；标准稀
释水，由本实验室参照《ＧＢ／Ｔ１３２６７—１９９１水质
物质对淡水鱼（斑马鱼）急性毒性测定方法》［１４］

自制；斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）平均体质量为（０．３±
０．１）ｇ，参照《ＧＢ／Ｔ１３２６７—１９９１水质物质对淡
水鱼（斑马鱼）急性毒性测定方法》［１４］在实验室

暂养１４ｄ，健康无伤病，由上海海洋大学鱼类学
实验室提供；中华绒螯蟹平均体质量为（２８．０±
２．５）ｇ，参照尹晓静等［１５］的方法在实验室暂养１４
ｄ，健康无伤病，由江苏连云港某养殖场提供。
１．２　抗菌芽孢杆菌优良菌株的分离与筛选

参照ＣＡＯ等［１６］的方法进行抗菌芽孢杆菌优

良菌株的分离与筛选，即称取养殖污泥１．０ｇ混
悬于９ｍＬ无菌水中，振荡混匀后于８０℃水浴静
置１０ｍｉｎ，然后采用稀释涂布平板法和划线平板
法［１７］在营养琼脂培养基上进行芽孢杆菌菌株的

分离与纯化。将分离的芽孢杆菌菌株分别接种

至无菌营养肉汤后，在３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下摇
床振荡培养１８～２４ｈ后制成终浓度为１．０×１０６

ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液，然后采用牛津杯法［１８］测定芽

孢杆菌菌株对弗氏柠檬酸杆菌 Ｃ１的拮抗活性，
并根据ＬＡＴＥＧＡＮ等［１９］对优良拮抗菌株的判定

标准，将抑菌圈直径（＞１２．０ｍｍ）最大的芽孢杆
菌菌株作为抗菌芽孢杆菌优良菌株。

１．３　抗菌芽孢杆菌优良菌株对蟹源弗氏柠檬酸
杆菌的抑菌效果

参照薛明洋［２０］的方法进行抗菌芽孢杆菌优

良菌株对弗氏柠檬酸杆菌的抑菌效果分析。即

将抗菌芽孢杆菌优良菌株和弗氏柠檬酸杆菌 Ｃ１
分别加入 ２００ｍＬ无菌营养肉汤中至终浓度为
１．０×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，然后于３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床
振荡培养，分别在振荡培养后的０、２４、４８、７２、９６、
１２０ｈ取样测定弗氏柠檬酸杆菌Ｃ１的浓度，并以
相同条件下单独培养的弗氏柠檬酸杆菌 Ｃ１作为
对照。其中，弗氏柠檬酸杆菌 Ｃ１浓度的测定采
用稀释涂布平板法。

１．４　抗菌芽孢杆菌优良菌株的鉴定
１．４．１　分子鉴定

将抗菌芽孢杆菌优良菌株接种到１００ｍＬ无
菌营养肉汤中，在３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下摇床振
荡培养２４ｈ后，于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，
弃上清，采用 Ｅｚｕｐ柱式基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒
（细菌）进行抗菌芽孢杆菌优良菌株的基因组

ＤＮＡ的提取，然后以基因组 ＤＮＡ为模板，对其
１６ＳｒＲＮＡ进行 ＰＣＲ扩增。其中：正向引物为
２７Ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′，反向引
物为 １４９２Ｒ：５′ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′；
ＰＣＲ的扩增条件：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ；６０℃
１ｍｉｎ；７２℃ １ｍｉｎ；共３５个循环。由上海迈浦生
物科技有限公司对抗菌芽孢杆菌优良菌株的１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因测序后，利用 Ｍｅｇａ５．０软件采用邻接
法构建系统发育树。

１．４．２　生理生化鉴定
参照《常见细菌系统鉴定手册》［２１］和《伯杰

细菌鉴定手册》［２２］对抗菌芽孢杆菌优良菌株进行

生理生化鉴定。

１．５　抗菌芽孢杆菌优良菌株的毒力因子检测
将抗菌芽孢杆菌优良菌株和对照菌株（蜡样

芽孢杆菌ＢＹＫ１７０４７）分别接种到１００ｍＬ无菌营
养肉汤中，在３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下摇床振荡培
养２４ｈ后于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃上
清，然后采用 Ｅｚｕｐ柱式基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒
［天根生化科技有限公司（北京）］提取基因组

ＤＮＡ，并进一步以基因组 ＤＮＡ为模板，参照王琰
等［２３］的方法采用 ＰＣＲ扩增试剂盒［天根生化科
技有限公司（北京）］对溶血素 ＢＬ（ｈｂｌＣ）基因、
肠毒素Ｎｈｅ（ｎｈｅＡ）基因、肠毒素 Ｔ（ｂｃｅＴ）基因、

４５６
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肠毒素ＦＭ（ｅｎｔＦＭ）基因、细胞毒素Ｋ（ｃｙｔＫ）基
因、呕吐 （ｃｅｓ）基因、多效调控因子 （ｐｌｃＲ）进行
ＰＣＲ检测。其中：溶血素ＢＬ基因、肠毒素 Ｎｈｅ基
因、肠毒素 Ｔ基因、肠毒素 ＦＭ基因、细胞毒素 Ｋ
基因、呕吐基因、多效调控因子的 ＰＣＲ扩增引物
（表１）由上海迈浦生物科技有限公司参照文献
［１６］合成；ＰＣＲ扩增反应体系［２４］总体积２５μＬ，

包括 ＤＮＡ模板２μＬ，引物 （１０ｐｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，
ｄＮＴＰ（每份 １０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，ｄＵＴＰ０．５μＬ，
１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，双蒸水 １７．０μＬ，ＥｘＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶 （２．５Ｕ／μＬ）０．５μＬ。ＰＣＲ产物经
１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，于凝胶成像系统下观察
并拍照记录结果。

表１　毒力基因的扩增引物
Ｔａｂ．１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

毒力基因 Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓ 引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′３′）

扩增长度

Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

肠毒素ＦＭ基因
ＥｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＦＭ（ｅｎｔＦＭ）ｇｅｎｅ

ｅｎｔＦＭＲ
ｅｎｔＦＭＦ

ＡＴＧＡＡＡＡＡＡＧＴＡＡＴＴＴＧＣＡＧＧ
ＴＴＡＧＴＡＴＧＣＴＴＴＴＧＴＧＴＡＡＣＣ ６１０ ［１６］

肠毒素Ｎｈｅ基因
ＥｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＮｈｅ（ｎｈｅＡ）ｇｅｎｅ

ｎｈｅＡＲ
ｎｈｅＡＦ

ＴＡＡＧＧＡＧＧＧＧＣＡＡＡＣＡＧＡＡＧ
ＴＧＡＡＴＧＣＧＡＡＧＡＧＣＴＧＣＴＴＣ ４７７ ［２３］

肠毒素Ｔ基因
ＥｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎＴ（ｂｃｅＴ）ｇｅｎｅ

ｂｃｅＴＲ
ｂｃｅＴＦ

ＴＴＡＣＡＴＴＡＣＣＡＧＧＡＣＧＴＧＣＴＴ
ＴＧＴＴＴＧＴＧＡＴＴＧＴＡＡＴＴＣＡＧＧ ４００ ［２３］

溶血素ＢＬ基因
ＨｅｍｏｌｙｓｉｎＢＬ（ｈｂｌＣ）ｇｅｎｅ

ｈｂｌＣＲ
ｈｂｌＣＦ

ＣＣＴＡＴＣＡＡＴＡＣＴＣＴＣＧＣＡＡ
ＴＴＴＣＣＴＴＴＧＴＴＡＴＡＣＧＣＴＧＣ ６９９ ［２３］

细胞毒素Ｋ基因
ＣｙｔｏｔｏｘｉｎＫ（ｃｙｔＫ）ｇｅｎｅ

ｃｙｔＫＲ
ｃｙｔＫＦ

ＣＧＡＣＧＴＣＡＣＡＡＧＴＴＧＴＡＡＣＡ
ＣＧＴＧＴＧＴＡＡＡＴＡＣＣＣＡＧＴＴ ５３７ ［２３］

呕吐基因

Ｃｅｒｅｕｌｉｄｅ（ｃｅｓ）ｇｅｎｅ
ｃｅｓＲ
ｃｅｓＦ

ＧＧＴＧＡＣＡＣＡＴＴＡＴＣＡＴＡＴＡＡＧＧＴＧ
ＧＴＡＡＧＣＧＡＡＣＣＴＧＴＣＴＧＴＡＡＣＡＡＣＡ １２７１ ［２３］

多效调控因子

ＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ（ｐｌｃＲ）
ｇｅｎｅ

ｐｌｃＲＲ
ｐｌｃＲＦ

ＣＴＡＴＴＡＴＴＡＴＡＴＧＴＧＡＧＡＴＧＡＡＴＴＧＴＡＴＧＧＴＡＡ
ＡＧＡＣＧＴＴＴＧＧＡＴＧＴＴＡＣＴＣＣ ５８１ ［２３］

１．６　抗菌芽孢杆菌优良菌株的耐药性
采用纸片扩散法［２５］测定抗菌芽孢杆菌优良

菌株对１３种药敏纸片（杭州滨河微生物试剂有
限公司）的敏感性，并根据杭州滨河微生物试剂

有限公司的《纸片法药敏试验抑菌圈直径判断标

准》判定其对各种抗生素的耐药性。

１．７　抗菌芽孢杆菌优良菌株对小球藻生长的影响
参照张洪玉等［２６］的方法将抗菌芽孢杆菌优

良菌株接种到 ４００ｍＬ无菌营养肉汤中，在 ３０
℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下摇床振荡培养 ２４ｈ后于 ４
℃、１２，０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，加入无菌
生理盐水制成浓度为１．０×１０１１ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬
液，然后无菌操作将抗菌芽孢杆菌优良菌株的菌

悬液分别加入１００ｍＬ无菌藻类培养基中至终浓
度为０、２．０×１０４、２．０×１０５、２．０×１０６、２．０×１０７、
２．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，同时加入小球藻至终浓度为
１０４个／ｍＬ，然后分别在 ２５℃、连续均匀光照
（８０００ｌｘ）、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下连续培养３ｄ后分
别取样测定６６３ｎｍ处的光吸收值（Ａ６６３）和６４５
ｎｍ处的光吸收值（Ａ６４５），并根据《ＧＢ／Ｔ２１８０５—

２００８化学品 藻类生长抑制试验》［１３］中的公式，
计算各组小球藻的叶绿素ａ质量浓度（Ｃ）。每个
处理３个平行。

Ｃ（ｍｇ／Ｌ）＝１２．７×Ａ６６３－２．６９×Ａ６４５ （１）
式中：Ａ６６３和Ａ６４５分别为样品在６６３ｎｍ和６４５ｎｍ
处的光吸收值。

１．８　抗菌芽孢杆菌优良菌株对斑马鱼和中华绒螯
蟹的致病性

１．８．１　抗菌芽孢杆菌优良菌株对斑马鱼的致病性
参照陈薇等［２７］的方法分析抗菌芽孢杆菌优

良菌株对斑马鱼的致病性。试验设 １个对照组
和５个实验组，每组 ３个平行，分别在盛有 ０．１
ｍ３标准稀释水的玻璃水族缸（２２ｃｍ×１８ｃｍ×２５
ｃｍ）中放入健康斑马鱼１０尾。试验组斑马鱼加
入抗菌芽孢杆菌优良菌株分别至终浓度为２．０×
１０４、２．０×１０５、２．０×１０６、２．０×１０７、２．０×１０８

ＣＦＵ／ｍＬ，对照组不加任何物质。连续浸泡斑马
鱼７ｄ，观察鱼体反应能力、游动能力和呼吸能力
等，并记录各组斑马鱼的死亡数目，采用 ＢＬＩＳＳ
法［２８］计算抗菌芽孢杆菌优良菌株对斑马鱼的半

５５６



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３０卷

数致死浓度（ＬＣ５０）。试验期间水温控制在 ２３
℃、ＤＯ＞４ｍｇ／Ｌ、ｐＨ为７．２。
１．８．２　抗菌芽孢杆菌优良菌株对中华绒螯蟹的
致病性

参照尹晓静等［１５］的方法分析抗菌芽孢杆菌

优良菌株对中华绒螯蟹的致病性。试验设 １个
对照组和５个实验组，每组３个平行，分别在盛有
６０Ｌ曝气自来水的塑料水族缸（７６ｃｍ×４５ｃｍ×
５５ｃｍ）中放入健康中华绒螯蟹１０只，水温控制
在２８℃。试验组中华绒螯蟹参照朱越雄等［２９］的

方法分别在第 ３步足基部注射终浓度为 ２．０×
１０４、２．０×１０５、２．０×１０６、２．０×１０７、２．０×１０８

ＣＦＵ／ｇ的抗菌芽孢杆菌优良菌株；对照组注射等
量的无菌生理盐水。试验周期为７ｄ，试验期间
每天记录试验中华绒螯蟹的死亡数量。采用

ＢＬＩＳＳ法［２８］计算抗菌芽孢杆菌优良菌株对中华

绒螯蟹的半数致死浓度（ＬＣ５０）。
１．９　数据分析方法

实验数据以平均值 ±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）表
示，采用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析，Ｐ＜
０．０５表示差异显著，Ｐ＜０．０１表示差异极显著。

２　结果

２．１　抗菌芽孢杆菌优良菌株的筛选与鉴定
从养殖淤泥中分离了６株抗菌芽孢杆菌，其

中菌株ＰＮＢ３的拮抗活性最强，其对蟹源弗氏柠
檬酸杆菌 Ｃ１的抑菌圈直径为１８．３ｍｍ（图１）。
通过ＮＣＢＩ网站中的 ＢＬＡＳＴＮ软件对菌株 ＰＮＢ３
进行同源性比较，发现菌株ＰＮＢ３的１６ＳｒＲＮＡ基
因 序 列 （ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号： ＭＮ９００６６８）与
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中地衣芽孢杆菌菌株的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ序列自然聚类，同源性达到９９％以上，而且
通过邻接法构建的系统发育树（图 ２）进一步表
明，菌株 ＰＮＢ３与地衣芽孢杆菌菌株 ＬＴＷ７
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＭ２８９１３０）的亲缘关系最
近［２１２２，３０］。此外，菌株 ＰＮＢ３与地衣芽孢杆菌参
考菌株的生理生化特性（表２）完全一致。结合传
统的生理生化鉴定以及１６ＳｒＲＮＡ基因系统发育
分析的结果，判定菌株 ＰＮＢ３为地衣芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）。

２．２　抗菌芽孢杆菌优良菌株对弗氏柠檬酸杆菌
的抑菌效果

实验结果（图３）表明，菌株 ＰＮＢ３对弗氏柠
檬酸杆菌Ｃ１具有良好的抑菌效果。弗氏柠檬酸
杆菌Ｃ１与菌株 ＰＮＢ３共培养 ２４、４８、７２、９６、１２０
ｈ，其浓度分别较单独培养时降低了９５．５６％（Ｐ＜
０．０１）、９９．５２％（Ｐ＜０．０１）、９９．８８％（Ｐ＜０．０１）、
９９．９８％（Ｐ＜０．０５）和９９．９９％（Ｐ＜０．０５），说明
菌株 ＰＮＢ３能够显著抑制弗氏柠檬酸杆菌 Ｃ１的
生长。

２．３　抗菌芽孢杆菌优良菌株的毒力因子检测
以菌株 ＰＮＢ３和蜡样芽孢杆菌 ＢＹＫ１７０４７的

基因组ＤＮＡ为模板，采用文献［１６］报道的特异
性引物进行 ＰＣＲ扩增后电泳结果见图４。实验
结果表明：菌株ＰＮＢ３基因组ＤＮＡ经特异性ＰＣＲ
扩增后，未观察到阳性电泳条带，说明菌株 ＰＮＢ３
不含溶血素ＢＬ基因、肠毒素 Ｎｈｅ基因、肠毒素 Ｔ
基因、肠毒素ＦＭ基因、细胞毒素 Ｋ基因、呕吐基
因和多效调控因子等毒力基因；而对照蜡样芽孢

杆菌ＢＹＫ１７０４７的基因组 ＤＮＡ经特异性 ＰＣＲ扩
增后，出现了各毒力基因的特异性阳性条带，而

且其毒力基因的特异性 ＰＣＲ扩增产物的大小与
文献［２３２４］报道一致，说明蜡样芽孢杆菌
ＢＹＫ１７０４７携带溶血素 ＢＬ基因、肠毒素 Ｎｈｅ基
因、肠毒素Ｔ基因、肠毒素 ＦＭ基因、细胞毒素 Ｋ
基因、呕吐基因和多效调控因子。

图１　芽孢杆菌分离株对蟹源弗氏柠檬酸杆菌Ｃ１
的抑菌圈直径

Ｆｉｇ．１　ＤｉａｍｅｔｅｒｓｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅｓｏｆＢａｃｉｌｌｕｓ
ｉｓｏｌａｔｅｓａｇａｉｎｓｔＣｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉＣ１
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２．４　抗菌芽孢杆菌优良菌株的耐药性
实验结果（表３）表明，菌株 ＰＮＢ３仅对链霉

素耐药，对多西环素、四环素等２种抗生素中度敏

感，对复方新诺明、氨苄西林、诺氟沙星、卡那霉

素、多粘菌素Ｂ、氟苯尼考、庆大霉素、依诺沙星、
头孢拉定、青霉素等１０种抗生素高度敏感。

括号中的序号代表菌株的ＧｅｎＢａｎｋ登录号；分支点上的数字代表ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值；标尺刻度代表碱基替代率。

ＳｅｑｕｅｎｃｅｎｕｍｂｅｒｉｎｔｈｅｂｒａｃｋｅｔｍｅａｎｓｔｈｅＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎ；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒａｔｔｈｅｎｏｄｅｍｅａｎｓｔｈｅｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓ；ｔｈｅ

ｓｃａｌｅｂａｒｍｅａｎｓｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｒａｔｉｏ．

图２　基于菌株ＰＮＢ３及相关菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列的系统发育树
Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｔｒａｉｎＰＮＢ３ａｎｄｏｔｈｅｒｒｅｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓ

表２　菌株ＰＮＢ３的生理生化特征
Ｔａｂ．２　ＰｈｅｎｏｔｙｐｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｓｏｌａｔｅＰＮＢ３

鉴定项目

Ｔｅｓｔｉｔｅｍｓ

结果 Ｒｅｓｕｌｔ

ＰＮＢ３ 地衣芽孢杆菌

Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
接触酶反应 Ｃａｔａｌａｓｅ ＋ ＋
ＶＰ反应 ＶＰｒｅａｃｔｉｏｎ ＋ ＋
葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ ＋
鼠李糖 Ｒｈａｍｎｏｓｅ ＋ ＋
山梨醇 Ｓｏｒｂｉｔｏｌ ＋ ＋
甘露醇 Ｍａｎｎｉｔｏｌ － －
Ｄ棉子糖 ＤＲａｆｆｉｎｏｓｅ － －
Ｄ木糖 ＤＸｙｌｏｓｅ － －
Ｄ水杨苷 ＤＳａｌｉｃｉｎ ＋ ＋
Ｌ阿拉伯糖 ＬＡｒａｂｉｎｏｓｅ ＋ ＋

鉴定项目

Ｔｅｓｔｉｔｅｍｓ

结果 Ｒｅｓｕｌｔ

ＰＮＢ３ 地衣芽孢杆菌

Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
明胶水解 Ｇｅｌａｔｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ＋ ＋
水解淀粉 Ｓｔａｒｃｈｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ＋ ＋
尿素酶 Ｕｒｅａｓｅ － －
硫化氢 Ｈ２Ｓ － －
丙二酸 Ｐｒｏｐａｎｅｄｉｏｉｃａｃｉｄ － －
硝酸盐还原 Ｎｉｔｒａｔｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ＋ ＋
２０．０ｇ／ＬＮａＣｌ ＋ ＋
５０．０ｇ／ＬＮａＣｌ ＋ ＋
７０．０ｇ／ＬＮａＣｌ ＋ ＋
１００．０ｇ／ＬＮａＣｌ ＋ ＋

注：＋．阳性；－．阴性。
Ｎｏｔｅｓ：＋．ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎ；－．ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎ．
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图３　菌株ＰＮＢ３对弗氏柠檬酸杆菌Ｃ１的抑菌效果
Ｆｉｇ．３　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｉｓｏｌａｔｅＰＮＢ３

ａｇａｉｎｓｔＣｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉＣ１

２．５　抗菌芽孢杆菌优良菌株对小球藻生长的影响
实验结果（图５）表明，菌株 ＰＮＢ３在终浓度

为２．０×１０４～２．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时对小球藻生长
没有产生抑制作用。菌株ＰＮＢ３与小球藻共培养
７２ｈ，随着菌株ＰＮＢ３浓度的增加，小球藻叶绿素
ａ质量浓度分别较小球藻单独培养时升高了
２８．１％（Ｐ＜０．０１）、２４．６％（Ｐ＜０．０５）、２４．２％（Ｐ＜

０．０５）、１４．１％（Ｐ＜０．０５）和４．９％（Ｐ＞０．０５）。
由此说明，菌株ＰＮＢ３能够促进小球藻的生长，但
随着浓度的增加，菌株 ＰＮＢ３对小球藻的促生长
作用减弱。

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１～７．ｈｂｌＣ、ＮｈｅＡ、ｅｎｔＦＭ、ｂｃｅＴ、ｃｙｔＫ、

ｃｅｓ、ｐｌｃＲ基因。

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１－７．ｈｂｌＣ，ｎｈｅＡ，ｅｎｔＦＭ，ｂｃｅＴ，

ｃｙｔＫ，ｃｅｓ，ｐｌｃＲｇｅｎｅｓ．

图４　菌株ＰＮＢ３毒力基因的ＰＣＲ检测结果
Ｆｉｇ．４　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅ

ｇｅｎｅｓｆｒｏｍｉｓｏｌａｔｅＰＮＢ３

表３　菌株ＰＮＢ３的药敏特性
Ｔａｂ．３　ＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆｉｓｏｌａｔｅＰＮＢ３

抗生素Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

抑菌圈直径判断标准

Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓｔａｎｄａｒｄｏｆ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅｄｉａｍｅｔｅｒ／ｍｍ

耐药

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

中度敏感

Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

高度敏感

Ｈｉｇｈ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

药物含量

Ｃｏｎｔｅｎｔ／
（μｇ／片）

抑菌圈直径

Ｄｉａｍｅｔｅｒ
ｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｚｏｎｅｓ／ｍｍ

敏感性

Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ

复方新诺明 Ｃｏｔｒｉｍｏｘａｚｏｌｅ ≤１０ １１～１５ ≥１６ ２３．７５ ３９．３±１．２ Ｓ
氨苄西林 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ≤１５ １６～２２ ≥２３ １０ ２５．２±２．１ Ｓ
诺氟沙星 Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ ≤１４ １５～１６ ≥１７ ３０ ４０．４±１．４ Ｓ
多西环素 Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ≤１７ １８～２２ ≥２３ ３０ １９．３±１．１ Ｉ
卡那霉素 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ≤１４ １５～１６ ≥１７ ３０ ２５．２±１．２ Ｓ
多粘菌素ＢＰｏｌｙｍｙｘｉｎＢ ≤８ ９～１１ ≥１２ ３０ １２．２±２．１ Ｓ
氟苯尼考 Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ≤１２ １３～１６ ≥１７ ３０ ３５．１±１．４ Ｓ
庆大霉素 Ｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ ≤１２ １３～１４ ≥１５ １０ ３３．３±１．２ Ｓ
依诺沙星 Ｅｎｏｘａｃｉｎ ≤１２ １３～１５ ≥１６ ５ ３９．３±２．２ Ｓ
头孢拉定 Ｃｅｆｒａｄｉｎｅ ≤１５ １６～１８ ≥１９ ５ ３２．２±１．７ Ｓ
链霉素 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ ≤１１ １２～１４ ≥１５ １０ １０．４±１．１ Ｒ
四环素 Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ≤１４ １５～１８ ≥１９ ３０ １７．２±１．３ Ｉ
青霉素 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ≤１９ ２０～２２ ≥２３ １００ ２３．８±１．３ Ｓ

注：Ｓ．高度敏感；Ｉ．中度敏感；Ｒ．耐药。
Ｎｏｔｅｓ：Ｓ．ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ；Ｉ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｌｙｓｅｎｓｉｔｉｖｅ；Ｒ．ｒｅｓｉｓｔａｎｔ．

２．６　抗菌芽孢杆菌优良菌株对斑马鱼和中华绒
螯蟹的致病性

菌株ＰＮＢ３对斑马鱼的致病性结果表明，在

终浓度为２．０×１０４～２．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌株
ＰＮＢ３中连续浸泡７ｄ，斑马鱼均生长良好，游动
和呼吸能力正常，未出现鱼体侧翻、反应迟缓等
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不正常现象与死亡，而且对照组中的斑马鱼也生

长良好，未存在死亡现象，说明菌株ＰＮＢ３对斑马
鱼的ＬＣ５０＞２．０×１０

８ＣＦＵ／ｍＬ。此外，菌株ＰＮＢ３
对中华绒螯蟹致病性的结果也表明，以终浓度为

２．０×１０４～２．０×１０８ＣＦＵ／ｇ的菌株ＰＮＢ３注射健
康中华绒螯蟹，中华绒螯蟹摄食正常，应激敏捷，

未出现附肢无力、打斗和死亡现象，而且对照组

也未出现任何死亡与不正常现象，说明菌株

ＰＮＢ３对中华绒螯蟹的ＬＣ５０＞２．０×１０
８ＣＦＵ／ｇ。

图５　菌株ＰＮＢ３对小球藻叶绿素ａ质量浓度的影响
Ｆｉｇ．５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｉｓｏｌａｔｅＰＮＢ３ｏｎｔｈｅｍａｓｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａｆｒｏｍＣｈｌｏｒｅｌｌａｓｐ．

３　讨论

３．１　地衣芽孢杆菌的鉴定
目前，生理生化鉴定和１６ＳｒＲＮＡ序列分析

方法是芽孢杆菌分类鉴定最常用的方法，但这２
种方法依然存在缺陷：生理生化鉴定容易出现假

阳性结果，而且费时费力［３０］；１６ＳｒＲＮＡ基因序列
分析无法完全区分相似率极高的近缘种［３１］。因

此，将生理生化鉴定和１６ＳｒＲＮＡ序列分析方法
相结合，才能使鉴定结果更可靠、更准确［３２］。本

实验在鉴定菌株 ＰＮＢ３时，结合了生理生化鉴定
和１６ＳｒＲＮＡ序列分析结果，最终确定菌株 ＰＮＢ３
为地衣芽孢杆菌。然而，本实验发现地衣芽孢杆

菌不同菌株之间在生理生化特性方面具有差异

性，与魏振等［３３］分离的地衣芽孢杆菌在木糖、甘

露醇等的发酵特性有所不同，可能与地衣芽孢杆

菌菌株之间的地理差异以及生长环境条件不同

有关［３４］。

３．２　地衣芽孢杆菌的安全性
相关研究［２４，３５］表明，芽孢杆菌含有溶血素

ＢＬ基因、非溶血性的肠毒素基因、肠毒素基因、细

胞毒素Ｋ基因、呕吐基因和多效调控因子等多种
毒力因子，能够导致刺参（Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）
“腐皮综合征”［３６］、鲫（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）体内腹
腔严重出血［３７］、鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）鳃弓坏死
症［３８］、凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）细菌性
白斑病［３９］，对水产养殖动物具有潜在的安全风

险。因此，毒力基因检测、致病性是评价芽孢杆

菌安全性的重要内容［３５３６］。本实验证实菌株

ＰＮＢ３不含溶血素 ＢＬ基因、肠毒素 Ｎｈｅ基因、肠
毒素Ｔ基因、肠毒素 ＦＭ基因、细胞毒素 Ｋ基因、
呕吐基因、多效调控因子等毒力基因，这与 ＬＩＵ
等［４０］关于益生芽孢杆菌不存在毒力基因的观点

相同，而且本实验人工感染试验结果也表明菌株

ＰＮＢ３对斑马鱼和中华绒螯蟹无致病性，根据
ＭＩＴＴＡＬ等［４１］对菌株毒力的判定标准属于无毒

菌株，具备在水产养殖中应用的安全性。此外，

藻类生长抑制试验也是评价芽孢杆菌安全性的

重要内容。本实验发现菌株 ＰＮＢ３在浓度２．０×
１０４～２．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时对小球藻没有毒性作
用，能够促进小球藻的生长，这与张洪玉等［２６］的

研究结论相同。然而，本实验也发现，随着菌株

ＰＮＢ３浓度的增加，菌株ＰＮＢ３对小球藻的促生长
作用减弱，这与曹海鹏等［４２］的研究发现相同，可

能是因为随着浓度增大，小球藻和菌株之间形成

营养竞争，从而抑制了小球藻的生长［４３］。

３．３　地衣芽孢杆菌的应用价值
地衣芽孢杆菌是一种水产养殖常见的益生

菌，具有良好的抑菌、促生长、抗氧化免疫等功

效［４４］。邓书香［４５］研究表明地衣芽孢杆菌对副溶

血弧菌具有良好的抑制作用；刘强强等［４６］证实地

衣芽孢杆菌能够增强凡纳滨对虾的肝胰腺超氧

化物歧化酶活性和总抗氧化能力，降低凡纳滨对

虾的肝胰腺中丙二醛的含量；ＣＡＩ等［４７］试验表明

地衣芽孢杆菌能有效促进凡纳滨对虾的生长、提

高机体相关免疫酶活性和抗病力。本实验证实

蟹源弗氏柠檬酸杆菌拮抗菌地衣芽孢杆菌ＰＮＢ３
不含溶血素ＢＬ基因、肠毒素 Ｎｈｅ基因、肠毒素 Ｔ
基因、肠毒素 ＦＭ基因、细胞毒素 Ｋ基因、呕吐基
因、多效调控因子等毒力基因，对复方新诺明、氨

苄西林、诺氟沙星、卡那霉素、多粘菌素Ｂ、氟苯尼
考、庆大霉素、依诺沙星、头孢拉定、青霉素等１０
种抗生素高度敏感，在终浓度为 ２．０×１０４～
２．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时对小球藻的生长有促进作
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用，对斑马鱼和中华绒螯蟹无致病性，是一株具

有潜在安全性的弗氏柠檬酸杆菌拮抗菌，预示着

地衣芽孢杆菌ＰＮＢ３在防控中华绒螯蟹弗氏柠檬
酸杆菌病的安全应用中具有潜在的应用价值。
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