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摘　要： 为筛选可抑制水产养殖中产土臭素（GSM）和 2-甲基异莰醇（2-MIB）的链霉菌生长能力的益生菌，以

嗜热一氧化碳链霉菌、蓝微褐链霉菌和玫瑰黄链霉菌为指示菌株，进行抑菌活性筛选，并对具有抑菌活性菌

株进行鉴定。共筛选获得 8株拮抗菌，结果表明其中 2株为地衣芽孢杆菌，6株为枯草芽孢杆菌。所筛菌株对

供试链霉菌的生长均有抑制作用，其中 2株可抑制嗜热一氧化碳链霉菌和玫瑰黄链霉菌的生长，另外 6株对

嗜热一氧化碳链霉的生长有抑制作用。筛选出的 8株细菌可作为防控土腥味的益生菌，为生物控制和去除水

产养殖中的土腥味提供了理论参考和实践依据。
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土臭素（GSM）和 2-甲基异莰醇（2-MIB）是

水产养殖中常见的土腥味物质，是多种微生物

群落产生的次生代谢产物，包括放线菌、蓝细

菌、变形菌和真菌等［1］。水产品中存在土腥味是

当前淡水养殖业面临的重要问题之一，会影响

水产品销售和水产养殖业发展。常见的水产养

殖 鱼 类 如 大 西 洋 鲑（Salmo salar）、虹 鳟

（Oncorhynchus mykiss）和 罗 非 鱼（Oreochromis 
mossambicus）等已经受到土腥味物质的影响［2-8］。
由于水产品土腥味问题导致产品无法上市的情

况时有发生，例如厄瓜多尔出口到美国的对虾，

因土腥味强烈而被禁止上市；2001 年在美国，塘

口 价 值 约 4.45 亿 美 元 斑 点 叉 尾 （Ietalurus 
punetaus）因土腥味问题造成约 1 500万~2 300万

美元的直接经济损失［6］。因此，寻找行之有效且

简便安全的方法来控制和去除水产养殖中的土

腥味物质迫在眉睫［2，9-12］。
异味净化过程是当前去除鱼体内土腥味

物质最有效的方法［2，13］，但该过程需要大量的

洁净水，在净化过程中鱼的体质量会下降导

致生产成本大幅增加［11］；物理吸附法和化学

氧化法存在去除率低、成本高以及副产物等

问题［12-14］。生物处理法相较于其他控制和去

除土腥味物质的方法具有节约成本、节省试

剂 且 经 济 环 保 等 优 点 ，具 有 广 阔 的 发 展 前

景［1，6］。
目前国内外对于利用微生物控制土腥味物

质已有研究，发现了多种 GSM 或 2-MIB 降解

菌［12-15］和产 GSM 或 2-MIB 细菌的拮抗菌［16］。目

前发现的 GSM 或 2-MIB 降解菌主要为芽孢杆菌

属（Bacillus）、节杆菌属（Arthrobacter）、红球菌属

（Rhodococcus）、新 鞘 脂 菌 属（Novosphingobium 
spp.）和假单胞菌属（Pseudomonas）等［12-13， 16-18］。
BOONPENG［16］筛选出一株产 GSM 和 2-MIB 链霉

菌的拮抗菌株——地衣芽孢杆菌（B. licheniformis）
BL23。徐岩等［19］研究发现一株枯草芽孢杆菌（B. 
subtilis） 2-16 和 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 （B. 
amyloliquefaciens）1-45对茅台大曲中GSM的生产
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者之一桑氏链霉菌（Streptomyces sampsonii）具有

拮抗作用。

本研究以水产养殖系统产生 GSM 和 2-MIB
的链霉菌——嗜热一氧化碳链霉菌（Streptomyces 
thermocarboxydus）、蓝微褐链霉菌（S. cyaneofuscatus）
和玫瑰黄链霉菌（S. roseoflavus）为供试菌株，通过

琼脂打孔抑菌法筛选 3株链霉菌的拮抗菌株，为

生物处理法控制和去除水产养殖中的土腥味物

质奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

1. 1. 1　供试菌株

供试菌株为在水产养殖系统中能够产生

GSM 或 2-MIB 的 3 株链霉菌，分别为嗜热一氧化

碳链霉菌（BNCC 153409）、蓝微褐链霉菌 （BNCC 
152414）和玫瑰黄链霉菌 （BNCC 228869），购自

北纳创联生物科技有限公司（中国北京）。嗜热

一氧化碳链霉菌能够产生GSM，蓝微褐链霉菌能

够产生GSM，玫瑰黄链霉菌能够同时产生GSM和

2-MIB。15株芽孢杆菌来自实验室筛选储备菌种。

1. 1. 2　主要实验用品及仪器

胰酪大豆胨琼脂培养基（TSA，中华人民共和

国药典），胰酪大豆胨液体培养基（TSB，中华人民共

和国药典），青岛海博生物技术有限公司；Taq酶，

DNA marker，天根生化科技有限公司；引物，生工生

物（上海）股份有限公司；培养皿（直径90 mm）；五

孔琼脂打孔器（孔径 6 mm）；DHP-9052型电热恒

温培养箱，上海一恒科学仪器有限公司；THZ-312
型台式恒温振荡器，上海精宏实验设备有限公

司；Centrifuge 5415R 离心机，eppendorf；DSX-24L
手提式高压蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器械厂；

SW-CJ-1FD单人单面洁净工作台，苏州苏洁净化

设备有限公司；WGZ-XT 细菌浊度仪，杭州沃森

生物技术有限公司。

1. 2　抑菌实验

1. 2. 1　菌悬液制备

将甘油冷冻保存的菌株划线接种至TSA固体

培养基，使用封口膜封口，倒置于恒温培养箱中

37 ℃培养 24 h。挑取单菌落接种至 20 mL TSB液

体培养基中，置于振荡培养箱中37 ℃、175 r/min振

荡 48 h。振荡后的菌液 4 ℃、10 000 r/min，离心

10 min，去除上清液，加入 10 mL 0.85%（质量分

数）的 NaCl 溶液，振荡均匀，即为 1∶10 的稀释菌

液。取 1∶10 的稀释菌液 1 mL 注入含 9 mL 的

0.85%（质量分数）的NaCl溶液中，制成10-2的稀释

菌液；取 10-2 的稀释菌液 1 mL 注入含 9 mL 的

0.85%（质量分数）的NaCl溶液中，制成10-3的稀释

菌液，重复上述操作，并使用细菌浊度仪测定菌液

浓度，直至菌液浓度稀释至106 CFU/mL，记录数据。

1. 2. 2　实验平板制备

实验采用预加菌液倾注平板法［20］，往已冷却

至50 ℃左右的TSA培养基（约20 mL）中注入1 mL
浓度为 1×106 CFU/mL的链霉菌菌液，混合均匀后

倒平板，水平静置凝固。用已灭菌的五孔琼脂打

孔器在试验平板上打孔，挑去培养基小块以做成

圆孔，往孔中注入 20 μL浓度为 1×106 CFU/mL 的

益生菌菌液。平板封口后正置于恒温培养箱中

37 ℃培养24 h。
1. 2. 3　抑菌圈测量

取出培养好的实验平板，使用游标卡尺，以

其没有明显生长为界限，采用十字交叉法测量抑

菌圈直径，以直径表示抑菌圈的大小，分析菌株

的抑菌作用［21-22］。
1. 3　菌株鉴定

1. 3. 1　菌株形态观察

通过平板划线法观察具有抑菌能力的细菌

菌落形态，参照东秀珠等［23］编写的《常见细菌系

统鉴定手册》上的方法，用肉眼进行观察，将平板

培养皿放在自然光下，从不同的角度进行观察，

菌落的各种特征及其描述如下，直径：使用游标

卡尺测量菌落直径，以毫米（mm）计算；颜色：白

色、乳白色、黄色等；形状：圆形、丝形、不规则、似

梭形等；突起：扁平、隆起、凸起、脐状等；边缘：光

滑、锯齿形、丝状等。

1. 3. 2　16S rRNA基因分子鉴定

采 用 细 菌 16S rRNA 通 用 引 物 27F（5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'）和 1 492R（5'-
CGGTTACCTTGTTACGACTT-3'）扩增保守序列。

PCR 反应体系（20 μL）：2×Taq mix 10 μL，正、反

向引物各 1 μL，模板 DNA 1 μL，ddH2O 7 μL。
PCR的反应条件：95 ℃初始变性 3 min；95 ℃高温

变性 15 s，54 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 2 min，循环 35
次；最后 72 ℃延伸 5 min，4 ℃保存。用 1%的琼脂

糖凝胶电泳检测PCR产物，PCR反应产物送至生

工生物工程（上海）股份有限公司基因测序。将
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返回的测序菌种的 16S rRNA 基因扩增序列通过

NCBI 数据库进行序列同源性分析。用 MEGA 
11.0软件将 NCBI数据库中获得的相似度较高的

序列和其他种属的序列进行多序列比对，采用邻

接法（Neighbor-Joining Algorithm）构建系统发育

树， 并通过自举分析（Bootstrap）进行置信度检

测，自举数据集为1 000次。

2　结果

2. 1　琼脂扩散抑菌实验

抑菌圈直径测量结果如表 1所示，15株菌株

中有 8株具有抑菌能力，4-2、5-1、8-2、8-5、8-6和

11-1共 6株菌株对嗜热一氧化碳链霉菌有抑制作

用，且抑菌圈直径均大于 13 mm，属于高敏感抑制

作用，而 6株菌株对蓝微褐链霉菌和玫瑰黄链霉

菌无抑制作用（表 1）。8-1和 8-3共 2株菌株对嗜

热一氧化碳链霉菌和玫瑰黄链霉菌有抑制作用，

且抑菌圈直径均大于 13 mm，属于高敏感抑制作

用，而 2 株菌株对蓝微褐链霉菌无抑制作用（表

1）。

图1为4-2、5-1、5-2、8-1、8-3、8-5、8-6和11-1
共 8株菌株对嗜热一氧化碳链霉菌的抑菌实验结

果，从图中可以看到各菌株与嗜热一氧化碳链霉

菌的抑菌平板中 5个抑菌孔周围均产生明显抑菌

圈（图1）。
图2为菌株8-1和8-3对玫瑰黄链霉菌的抑菌

实验结果，可以看出2株菌株与玫瑰黄链霉菌的抑

菌平板中5个抑菌孔周围均能够产生明显抑菌圈。

图 3为 4-2、5-1、5-2、8-1、8-3、8-5、8-6和 11-
1 共 8 株菌株对蓝微褐链霉菌的抑菌实验结果，

可以看出各菌株与蓝微褐链霉菌的抑菌平板中 5
个抑菌孔周围均未产生明显抑菌圈。

2. 3　菌株形态学鉴定

根据《常见细菌系统鉴定手册》上的方法鉴定8
株具有抑制能力细菌的菌落形态，5-1菌落直径为

5~6 mm，8-1菌落直径为4~5 mm，4-2、5-2和8-3菌
落直径为3~4 mm，8-5和8-6菌落直径为2~3 mm，

11-1菌落直径为1~2 mm；8株细菌菌落颜色均为乳

白色，边缘均呈锯齿形；5-1形状不规则，其余 7株

均为圆形；5-2菌落隆起，其余7株菌落扁平（图4）。
2. 4　菌株的分子生物学鉴定

利用MEGA 11.0软件构建 8株菌株的系统发

育树，结果如图 5 所示，菌株 4-2 和 5-2 为地衣芽

孢杆菌属；菌株 5-1，8-1，8-3，8-5，8-6 和 11-1 为

枯草芽孢杆菌属（图5）。

表1　15株细菌与3株链霉菌共生长的抑菌圈直径
Tab. 1　Antibacterial zone diameter of symbiosis between 15 bacteria and 3 Streptomyces spp. mm

所筛菌株
Screened strains

4-1
4-2
4-3
5-1
5-2
8-1
8-2
8-3
8-4
8-5
8-6

11-1
11-2
11-3
11-4

嗜热一氧化碳链霉菌
S. thermocarboxydus

0
14.01±1.11

0
16.11±1.16
17.76±2.80
13.85±0.46

0
16.87±1.22

0
17.12±1.37
15.33±0.81
15.53±2.78

0
0
0

蓝微褐链霉菌
S. cyaneofuscatus

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

玫瑰黄链霉菌
S. roseoflavus

0
0
0
0
0

13.82±1.06
0

13.31±1.32
0
0
0
0
0
0
0

注：数值为平均值±标准差（SD），n=5。
Notes： Values are mean ± standard deviation （SD）， n=5.
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3　讨论

随着社会经济的不断发展，人们对于水产品

的需求也日益增加，但是由于高密度养殖、有机

质过多以及底泥过多等养殖过程中的一些常见

问题［24］，导致水产品土腥味严重，影响水产品的

品质，GSM和 2-MIB的存在已经严重影响到了水

产养殖的经济发展［6， 25］。因此，控制和去除土腥

味物质是非常有必要的，但是目前仍然缺少控制

和去除土腥味物质行之有效的方法。

本实验通过琼脂扩散抑菌实验筛选出 8株对

产土腥味物质的嗜热一氧化碳链霉菌和玫瑰黄

链霉菌具有抑制作用的益生菌，8 株菌株浓度为

106 CFU/mL时可有效抑制同浓度链霉菌的生长，

通过平板划线分离出单菌落，并进行菌株鉴定，

鉴定 8株益生菌属于地衣芽孢杆菌属和枯草芽孢

杆菌属。BOONPENG ［16］发现一株能够抑制产

GSM 和 2-MIB 的嗜热一氧化碳链霉菌和蓝微褐

链霉菌生长的地衣芽孢杆菌BL23，平板实验结果

显示：106 CFU/mL 浓度的地衣芽孢杆菌 BL23 能

够有效抑制同浓度的嗜热一氧化碳链霉菌和蓝

微褐链霉菌生长，且通过注射实验证明地衣芽孢

杆菌 BL23 对罗非鱼的健康无不利影响。同样，

徐岩等［19］通过抑菌实验验证发现一株枯草芽孢

杆菌 2-16和解淀粉芽孢杆菌 1-45对茅台大曲中

GSM的生产者之一桑氏链霉菌具有拮抗作用。

图2　对玫瑰黄链霉菌具有抑菌效果的菌株
Fig. 2　Bacteriostatic effect of isolated strains on S.  roseoflavus

图1　对嗜热一氧化碳链霉菌具有抑菌效果的菌株
Fig. 1　Antibacterial effect of isolated strains on S.  thermocarboxydus
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图3　菌株对蓝微褐链霉菌的抑制效果
Fig. 3　Inhibitory effect of strains on S.  cyaneofuscatus

图4　菌株平板划线分离的单菌落形态
Fig. 4　Morphology of single colony isolated from strains by stripe plate
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实验中所筛菌株的抑菌机制可能是与链霉

菌竞争养分和空间，或分泌代谢物质抑制链霉菌

的生长。地衣芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌为革兰

氏阳性菌，菌株具有发达的分泌系统，能够产生

多种次生代谢产物，具有广泛的抗生素活性，同

时分泌的代谢物质使其在养分和空间竞争中具

有强大的竞争力［26］。表面活性肽为芽孢杆菌的

次生代谢产物，是一种具有抑菌能力和生物降解

性的细菌环状脂肽，具有显著的抗菌活性［27］，有

研究［28］表明，表面活性肽的抑菌功能主要是通过

破坏细胞膜的完整性来实现。徐岩等［19］研究发

现，地衣芽孢杆菌产生的两种抗菌脂肽——

Lichenysin和 Surfaction及同系物能够抑制白酒中

产 GSM 的链霉菌生长并对 GSM 的合成有显著的

抑制作用，且不影响白酒中有益微生物的生长。

魏军林等［29］发现从高温酿造大曲中筛选的芽孢

杆菌能够合成表面活性肽，抑制了大曲中产GSM
的链霉菌的生长。
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本研究筛选获得8株对产GSM和2-MIB的链

霉菌具抑菌活性的益生菌，分别属于地衣芽孢杆

菌属和枯草芽孢杆菌属。本研究为生物处理法

控制和去除水产养殖中的土腥味物质提供了参

考，为 8株益生菌今后在水产养殖中的生产应用

提供了基础数据。
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Screening， identification and inhibition of antagonistic bacteria against off-
flavor-producing Streptomyces

XU Yan1， LI Kang1，2，3， LIU Sheng1， JI Shuang1， LUO Xueneng1， LIU Liping1，2，3

（1. China-ASEAN “The Belt and Road” Joint Laboratory of Marine Culture Technology （Shanghai）， Shanghai Ocean 
University， Shanghai  201306， China； 2. Key Laboratory of Exploitation and Utilization of Aquatic Genetic Resources， Ministry 
of Education， Shanghai Ocean University， Shanghai  201306， China； 3. Shanghai Engineering Research Center of 
Aquaculture， Shanghai Ocean University， Shanghai  201306， China）

Abstract: In order to screen probiotics that can inhibit the growth of Streptomycetes spp.  that produces 
geosmin （GSM） and 2-methylisobcamol （2-MIB） in aquaculture， Streptomyces thermocarboxydus， S.  
cyaneofuscatus and S.  roseoflavus were used as test strains to carry out inhibition experiments， and the 
screened strains were identified.  The results showed that eight strains of probiotics had inhibitory effects on 
the growth of S.  spp. ， 2 strains of them could inhibit the growth of S.  thermocarboxydus and S.  roseoflavus， 
meanwhile， the other 6 strains affected the growth of S.  thermocarboxydus.  2 strains belonged to Bacillus 
licheniformis and 6 strains belonged to B.  subtilis. The 8 screened strains can serve as probiotics for 
preventing and controlling off-flavor， providing theoretical reference and practical basis for biological control 
and removal of off-flavor in aquaculture.
Key words: geosmin； 2-methylisoborneol； antagonistic bacteria； screening； identification
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