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摘要 : 从尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus)肠道内容物中分离筛选出具有反硝化能力并拮抗无乳链球菌

(Streptococcus agalactiae)的芽孢杆菌好氧菌株, 并对其中拮抗性最强的 1株芽孢杆菌进行形态学、生理生化特性、

16S rRNA基因序列鉴定, 进一步研究其最适生长条件、水解淀粉和蛋白的能力, 并进行菌株药物敏感试验及安全

性检测。经鉴定, 筛选出的菌株(命名为 NY 5)为蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)。在反硝化性能检测培养基中接种

1%的 NY 5菌液后, 对 50 mg/L的亚硝酸盐氮 12 h去除效率达到 100%; 对本实验室保存的 21株不同来源的无乳

链球菌均有拮抗作用, 平均抑菌圈直径为(26.67±3.00) mm。NY 5在温度为 25~40℃、盐度为 0~40、pH为 5~9的

环境中生长较好。同时 NY 5还具有水解酪蛋白和淀粉的功能。NY 5菌株对多数抗生素敏感, 对少数检测抗生素(青

霉素 G、麦迪霉素、头孢唑啉等)耐药。在水体中 NY 5菌液浓度为 2.0×107 CFU/mL, 以及在注射 200 μL 2.0×106 CFU/mL

浓度 NY 5菌液的条件下, 体重为(6.0±1.1) g的罗非鱼均未出现死亡及其他异常现象。综合上述结果, 证明筛选出

的 NY 5菌株为蜡样芽孢杆菌。 
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罗非鱼是世界性的淡水养殖鱼类品种, 养殖

遍及 100 多个国家和地区, 是联合国粮农组织向

全世界推广的优良养殖品种之一[1]。罗非鱼对疾

病具有较强的抵抗能力, 但仍然会受到许多病原

生物的侵袭, 特别是罗非鱼链球菌病的暴发, 给

罗非鱼产业带来巨大的损失[2]。随着我国水产养

殖业的快速发展, 集约化养殖的兴起, 大量的饲

料投入、饵料残留、动物排泄物造成水体有机物

浓度迅速升高, 导致养殖环境不断恶化, 可能是

该病大流行的一个重要因素。 

因此, 必须寻求安全、有效防控罗非鱼链球

菌病的措施, 要能够在抑制病原菌生长的同时改

善水质, 达到综合防控的目的, 以促进罗非鱼养

殖产业的可持续发展。益生菌的高效应用将是安

全、有效防控罗非鱼链球菌病的一个重要途径。

芽孢杆菌属(Bacillus)分布广, 作为饲料添加剂和

水质改良剂在水产养殖中已经得到广泛应用[3−5]。

目前水产养殖中应用较为普遍的有枯草芽孢杆菌

(B. subtilis)、蜡样芽孢杆菌(B. cereus)和地衣芽孢

杆菌(B. licheniformis)等。芽孢杆菌在水产中的使

用有多种方法, 可以直接泼洒到养殖水体或作为

饲料添加剂 , 还可以对水生生物进行注射或浸

浴。芽孢杆菌通常能分泌各种胞外酶 , 例如淀粉

酶、蛋白酶等 , 可以降解水体中的有机物大分子
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物质 , 同时还可以为微生物和藻类提供营养物

质 [6−7]。另外也有研究表明, 芽孢杆菌能够抑制病

原菌, 提高机体免疫力[8−9]。芽孢杆菌作为一种益

生菌能够在水产养殖中发挥重要的作用。 

本研究从尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)

肠道中筛选出一株高效拮抗罗非鱼源无乳链球菌

(Streptococcus agalactiae)的反硝化芽孢杆菌菌株, 

并对其进行鉴定及生理生化测定, 以期为水产养

殖提供益生菌菌源, 也为综合防控罗非鱼链球菌

病提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种  实验所用样品采集于广州市中国水

产科学研究院珠江水产研究所池塘养殖的尼罗罗

非鱼肠道。将最初分离纯化的初筛菌, 根据来源、

形态和生理生化特征, 选出 20株代表性菌株作为

筛选对象, 编号分别为 NY 1~20。病原菌种是由

本实验分离保存的不同来源的罗非鱼源无乳链球

菌(Streptococcus agalactiae), 共 6株。 

1.1.2  培养基   牛肉膏蛋白胨液体 (固体 )培养

基: 蛋白胨 10 g/L, 牛肉膏 5 g/L, NaCl 5 g/L, 

pH 7.0(固体培养基添加 15 g/L 的琼脂 , 高盐培

养基添加 NaCl至 30 g/L)。BTB(溴百里酚蓝)固体

培养基: 天冬酰胺酸 1 g/L, KNO3 1 g/L, KH2PO4 

1 g/L, MgSO4·7H2O 1 g/L, FeCl2·6H2O 0.05 g/L, 
CaCl2·2H2O 0.2 g/L, 溴百里酚蓝 1 g/L, 琼脂 15 g/L。

富集培养基: 蛋白胨 10 g/L, 牛肉膏 5 g/L, KNO3 

1 g/L。反硝化培养基: 琥珀酸钠 4.72 g/L, KH2PO4 

1.5 g/L, NaNO2 0.05 g/L, MgSO4·7H2O 1 g/L, 
Na2HPO4 0.42 g/L。淀粉培养基: 牛肉膏 5 g/L, 蛋

白胨 10 g/L, NaCl 5 g/L, 可溶性淀粉 2 g/L, 琼脂

15 g/L。酪素培养基: 牛肉膏 3 g/L, 酪素 8 g/L, 琼

脂 15 g/L。各培养基需调 pH 至 7.0~7.2, 并高压

灭菌。 

1.1.3  主要试剂和仪器  革兰氏快速染色液(珠

海贝索生物有限公司), 孔雀绿(广州威佳生物有

限公司), 番红(广州威佳生物有限公司), API 20E 试

剂盒(Biomerieux), API 50CH 试剂盒(Biomerieux), 

药敏纸片(杭州天和微生物试剂有限公司), 细菌

DNA 提取试剂盒 (Omega), Taq 酶 (TaKaRa)、

pMD19-T 载体(TaKaRa), 感受态细胞 DH5α (Ta-

KaRa), BHI 培养基(广州威佳生物有限公司), 电

子数显卡尺(广陆数字测控股份有限公司), 光学

显微镜(ZEISS), PCR仪器(SensoQuest), 恒温摇床

(华利达实验设备有限公司 ), 光电比色计

Spectroquant@ NOVA60(德国 Merck公司)等。 

1.2  菌种的分离纯化 

1.2.1  好氧反硝化细菌的筛选  采集的罗非鱼肠

道用无菌手术剪剪碎, 称取 5 g样品放入装有 45 mL

无菌水的锥形瓶中, 80℃水浴 15 min, 充分振荡

混匀, 静止 5 min, 吸取上层液 1 mL添加到 9 mL

无菌水中, 按此方法, 稀释得到不同浓度菌悬液。

分别取 10–2和 10–3的菌悬液各 200 μL涂布到牛肉

膏蛋白胨高盐培养基固体平板上(每种稀释度 3

皿), 将培养基置于 30℃恒温箱培养 1~2 d。选取

菌落形态为单个、不规则、表面粗糙的菌落进行

反复划线纯化培养, 并选择单菌落进行形态学及

革兰氏染色观察。将初筛菌株在 BTB平板上划线, 

30℃下培养, 1~2 d后挑选使BTB平板变成蓝色的

菌株为目的初筛菌。将目的初筛菌进行划线纯化, 

然后按 1%(体积比)的量吸取 1 mL目的初筛菌接种

到 99 mL的反硝化培养基中, 在 30℃, 220 r/min振

荡培养 24 h, 采用盐酸萘乙二胺光度法对培养基

中的亚硝酸盐氮含量进行测定, 挑选去除亚硝酸

盐氮多的菌株为目的复筛菌。 

1.2.2  拮抗无乳链球菌菌株的筛选  分别将不同来

源的 6株无乳链球菌菌液(浓度为 1×109 CFU/mL) 

1 mL均匀涂布在 BHI固体培养基上, 置于 4℃冰

箱, 待菌液吸收完全后, 用灭菌的内径为 6 mm的

圆形玻璃管在培养皿上打孔。取 1×109 CFU /mL

的复筛菌培养液 50 μL加入小孔中, 在 4℃冰箱中

放置过夜, 使菌液充分扩散到培养基中, 然后在

37℃下培养 24 h, 观察并测定抑菌圈直径, 选择

具有抑菌效果的菌株, 以恩诺沙星、诺氟沙星作

为对照。 

1.3  菌种的鉴定 

1.3.1  形态学观察与染色  将筛选出的菌株划线

接种于牛肉膏蛋白胨平板上, 置于 30℃恒温培养
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箱中培养 24 h, 观察菌落形态。挑选单菌落置于

滴有生理盐水的载玻片上, 涂布均匀后通过革兰

氏染色及芽孢染色法在光学显微镜下观察菌体形

态及芽孢的形状、着生位置。 

1.3.2  生化鉴定  将纯培养的待测菌株用 API 

20E 及 50CH 试剂盒进行生化指标检测, 具体操

作方法见试剂盒说明书。同时参照伯杰氏细菌鉴定

手册(第八版)[10]中细菌生理生化指标进行确认。 

1.3.3  16S rRNA 基因序列克隆及序列分析  用

细菌 DNA 提取试剂盒(Omega)提取待测菌株的

细菌基因组 DNA, 具体步骤参照说明书。将提取

的细菌基因组 DNA 作为模板, 用通用引物 27F: 

5′–AGAGTTTGATCCTGGCTCAG–3′ 和 1492R: 

5′–TACGGCTACCTTGTTACGACTT–3′ 来 扩 增

细菌的 16S rRNA基因片段。PCR扩增的反应条

件为: 94℃ 3 min; 94℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 90 s, 

30个循环; 72℃ 10 min。PCR产物用 1.0%琼脂糖

凝胶电泳进行检测 , 切胶纯化目的片段 , 连接

pMD19–T 载体 , 转 化大肠 杆 菌 (Escherichia 

coli)DH5α 感受态细胞, 挑阳性克隆送至上海英

潍捷基贸易有限公司进行测序。获得目的序列后, 

登录 NCBI网站, 通过 GenBank中的 BLAST程序

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast)进行同源性分

析, 同时下载相关细菌的 16S rRNA基因序列, 再

通过 Clustal X软件进行多重比对, 用 MEGA 4软

件中邻接法(neighbor joining, NJ)构建分子系统进

化树并通过自检分析(boostrap)进行置信度检测 , 

自检数据集为 1000次。 

1.4  胞外酶性能测定 

无菌牙签分别接种待测菌株于产淀粉酶和蛋

白酶定性培养基固体平板中央, 待测菌株设 3 个

重复, 在 30℃下倒置培养。24 h后向淀粉酶定性

培养基中加入 2 mL 的碘液, 将碘液均匀覆盖平

板, 静置 10 min, 记录碘液染色的蓝紫色平板上

出现显色圈情况。同时观察记录蛋白酶定性培养

基出现透明圈情况。 

1.5  菌株最适生长条件的测定 

将待测菌株接种于牛肉膏蛋白胨液体培养基

中, 在 30℃及 200 r/min的恒温摇床中培养 24 h, 

取新鲜牛肉膏蛋白胨培养基将培养好的菌液稀释

到 1×108 CFU/mL。研究待测菌株最适生长温度: 

按照 1: 100(V/V)的稀释比例将浓度为 1×108 

CFU/mL 的待测菌液重新接种于新鲜的牛肉膏蛋

白胨培养基中, 在 200 r/min转速下, 分别在温度

为 25℃、28℃、31℃、34℃、37℃和 40℃恒温摇

床中培养。研究待测菌株最适生长所需 pH: 按照

1︰100(V/V)的稀释比例将上述待测菌液分别接

种到 pH值为 3、5、7、9、11的新鲜牛肉膏蛋白

胨培养基中, 在 37℃及 200 r/min转速的恒温摇床

中培养。研究待测菌株最适生长盐度: 按照 1︰

100(V/V)的体积比将上述稀释好的待测菌液分别

接种于盐度为 0、10、20、30、40 的新鲜牛肉膏

蛋白胨培养基中, 在 37℃, 200 r/min转速的恒温

摇床中培养。上述不同温度、pH、盐度的试验均

设置 3个重复, 同时每隔 2 h检测 1次各组菌液的

吸光值(OD600), 并绘制出 0~24 h内待测菌株的生

长曲线。 

1.6  药敏试验 

采用纸片琼脂扩散法(K-B 法)检测待测菌株

对抗菌药物的敏感性。挑待测菌株单菌落接种到

牛肉膏蛋白胨液体培养基中, 经过 37℃恒温培养

24 h, 将培养结束后的待测菌液用 0.85%无菌生

理盐水稀释成均匀悬液, 与浊度管(0.5 麦氏单位

浓度比浊管)比较, 浊度一致。取菌液 200 μL 均

匀稀释涂布于牛肉膏蛋白胨平板上, 待干后, 用

灭菌的镊子分别取药敏纸片均匀地贴在培养基表

面, 将平板倒置, 在 37℃培养 24 h, 用电子数显

卡尺测量抑菌圈的直径, 结果参照美国临床试验

标准研究所 CLSI/NCCLS 2012 年颁布的药敏试

验要求和标准进行判读, 并记录。 

1.7  安全性试验 

设待测菌株注射组、待测菌株浸泡组、阴性

对照实验组, 每组设 3 个平行, 每个平行随机选

取暂养 7 d的健康尼罗罗非鱼[均重为(6.0 ±1.1) g] 

15尾; 每尾注射待测菌株或阴性对照 200 μL, 阴

性对照为生理盐水。设置 2.0×109 CFU/mL 、2.0× 

108 CFU/mL、2.0×107 CFU/mL和 2.0×106 CFU/mL 

4 个浓度对罗非鱼进行胸腔注射。浸泡组设
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2.0×108 CFU/mL、2.0×107 CFU/mL、2.0×106 CFU/mL

和 2.0×105 CFU/mL 4个水体终浓度, 实验鱼按常

规方法饲养, 连续观察 10 d, 每天记录其死亡情况。 

2  结果与分析 

2.1  菌种的分离与筛选 

从罗非鱼肠道中筛选出 20 株耐高温耐高盐

的菌株, 革兰氏染色结果显示, 其中 9 株为革兰

氏阴性球菌, 11 株为革兰氏阳性杆菌, 经过进一

步的芽孢染色发现其中 2株菌产芽孢。通过 BTB

选择性培养基筛选, 结果表明这 2 株芽孢杆菌均

能够使 BTB平板变蓝(图 1A), 为好氧菌。对这 2

株菌进行反硝化筛选, 结果表明其中 1 株(NY 5)

能够高效降解亚硝酸盐氮(图 1B), 12 h对 50 mg/L

亚硝酸盐氮的清除率达到 100%。因此 NY 5菌株

被筛选用于进一步研究。 

2.2  无乳链球菌拮抗试验 

通过平板扩散法测定 NY 5 菌株的抑菌效果,  

结果表明, 与恩诺沙星和诺氟沙星相比, NY 

5菌株对 6株无乳链球菌的抑菌效果较好(表 1)。

NY5菌株、恩诺沙星、诺氟沙星的平均抑菌圈直

径分别为 (26.67±3.00) mm、 (18.92±3.81) mm、

(13.08± 4.01) mm。 

 

 
 
图 1  NY 5 BTB平板显色结果(A)及其在牛肉膏蛋白胨培

养基上的菌落形态(B) 

图中培养皿的直径为 90 mm. 

Fig.1  The results of BTB color reaction(A) and colony mor-
phology on beef extract peptone medium (B) of NY 5 

The diameter of the plates in the figure is 90 mm. 

 
表 1  NY5 菌株和两种抗生素对 6 株无乳链球菌的抑菌圈直径 

Tab. 1  Bacteriostatic circle diameter of NY5 strain and two antibiotics against 6 strains of Streptococcus agalactiae 

抑菌圈直径/mm bacteriostatic circle diameter 无乳链球菌菌株编号 
strain number of Streptococcus agalactiae NY5 恩诺沙星 Enrofloxacin 诺氟沙星 Norfloxacin 

1 25±4 16 10.5±0.5 

2 35±2 16 12±2 

3 26±4 16.5±0.5 10.5±0.5 

4 24±2 27.5±1.5 15.5±0.5 

5 24±5 16.5±0.5 11±1 

6 26±3 21 19±1 

平均 mean 26.67±3.00 18.92±3.81 13.08±4.01 

 

2.3  NY 5菌株的分类鉴定 

2.3.1  菌体特征与菌落特征  NY 5菌株在牛肉膏

蛋白胨琼脂平板上 30℃培养 24 h 后可形成扁

平、无规则、圆形或近似圆形、质地软、无色

素、稍有光泽的白色菌落(似蜡烛样颜色), 直径

5~7 mm。革兰氏染色结果表明, 该菌为革兰氏阳

性杆菌, 大小为 1.0~1.2×3.0~5.0 μm, 两端钝圆, 

单个或两个相连(图 2A)。经芽孢染色后 , 镜检

观察芽孢呈绿色 , 椭圆形 , 位于菌体中端或外

部 , 菌体为红色 , 可初步判断该株菌属芽孢杆

菌科(图 2B)。 

 
 

图 2  NY 5菌株革兰氏染色(A)及芽孢染色(B)结果 

(100倍油镜) 

Fig. 2  Results of Gram staining(A) and spore staining(B) of 
the NY 5 strain  (oil lens, 100×) 

 

2.3.2  生理生化特征鉴定  NY 5 菌株的精氨酸双

水解酶、赖氨酸脱羧酶、细胞色素氧化酶、鸟氨酸
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脱羧酶、脲酶、明胶酶、吡咯烷酮芳胺酶、α-半乳

糖甙酶、β-葡萄糖醛酸酶、β-半乳糖甙酶、碱性磷

酸酶、亮氨酸芳胺酶试验及马尿酸水解试验、VP

试验检测为阳性, 能利用柠檬酸钠、蔗糖、密二糖、

阿拉伯糖、D-海藻糖、淀粉, 产 β-半乳糖苷酶、色

氨酸脱氢酶、β-葡萄糖甙、H2S 试验、吲哚试验为

阴性, 不能利用葡萄糖、甘露醇、肌醇、鼠李糖、

山梨醇、苦杏仁苷、D-核糖、D-甘露醇、D-乳糖(牛源)、

菊糖、D-棉子糖、糖原。参照伯杰氏细菌鉴定手册(第

八版)中细菌生理生化指标确认为芽孢杆菌属。 

2.3.3  16S rRNA 基因同源性的鉴定  菌株 NY 5

的 16S rRNA基因片段大小为 1474 bp, 与已报道 

 
表 2  菌株的生化试验结果 

Tab. 2  Results of bio-chemical characteristics of the NY 5 strain 

生化项目 biochemical item 结果 result 生化项目 biochemical item 结果 result 

β-半乳糖苷酶 β-galactosidase − 葡萄糖 glucose − 

精氨酸双水解酶 arginine dihydrolase + 甘露醇 mannitol − 

赖氨酸脱羧酶 lysine decarboxylase + 肌醇 inositol − 

鸟氨酸脱羧酶 ornithine decarboxylase + 山梨醇 sorbitol − 

柠檬酸钠 sodium citrate + 鼠李糖 rhamnose − 

H2S试验 H2S test − 蔗糖 sucrose + 

脲酶 urease + 密二糖 D-melibiose + 

色氨酸脱氢酶 tryptophan dehydrogenase − 苦杏仁苷 amygdalin − 

吲哚试验 indole test − 阿拉伯糖 arabinose + 

VP试验 VP test + 细胞色素氧化酶 Cytochrome oxidase + 

明胶酶 gelatinase + D-核糖 D-ribose − 

马尿酸水解试验 hippurate hydrolysis test + D-甘露醇 D-mannitol − 

β-葡萄糖甙 β-D-Glucosidase − D-乳糖(牛源) D-Lactose − 

吡咯烷酮芳胺酶 pyrrolidonyl aminopeptidase + D-海藻糖 D-Trehalose + 

α-半乳糖甙酶 α-Galactosidase + 菊糖 synanthrin − 

β-葡萄糖醛酸酶 β-Glucuronidase + D-棉子糖 D-Raffinose − 

β-半乳糖甙酶 β-Galactosidase + 淀粉 starch + 

碱性磷酸酶 AKP + 糖原 glycogen − 

亮氨酸芳胺酶 LAP +   

 

 
 

图 3  基于 16S rRNA基因序列的 NJ系统进化树 

节点处数值为 1000次 bootstrap后的置信度. 

Fig. 3  NJ phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences 
Numbers at the nodes are bootstrap values of 1000 replications. 
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的蜡样芽孢杆菌 16S rRNA 基因序列 (登录号 : 

NC_004722.1)相似性高达 99%, 并与蜡样芽孢杆

菌在一个分支。由此证明, 菌株 NY 5为蜡样芽孢

杆菌, 其 GenBank中序列号为 KT163804。 

2.4  NY 5菌株的胞外酶性能检测 

NY 5菌株通过胞外酶定性培养基测定, 碘液

染色的蓝紫色平板上出现显色圈(图 4A), 说明该 

 

 
 
图 4  NY5菌株水解淀粉(A)及水解酪蛋白(B)结果 

图中培养皿的直径为 90 mm. 

Fig. 4  Results of the hydrolysis of starch (A) and casein (B) 
of the NY5 strain 

The diameter of the plates in the figure is 90 mm. 

菌株能够有效地水解淀粉。酪素平板上出现透明

圈(图 4B), 说明该菌株能够有效地水解酪蛋白。 

2.5  生长性能 

NY 5菌株在不同温度下的生长情况表明, 该

菌株在 25~40℃范围内都能较好地生长, 在 25~31℃

条件下最早达到稳定期, 且到达稳定期时各组菌

液的吸光值之间无显著差异(图 5A)。NY 5菌株在

不同盐度(0~40)中生长情况表明, 它在盐度 0~40

下都能较好生长, 其中盐度 0 时生长速率最快, 

稳定期 OD600 值最大, 随着盐度增加, 菌株进入

对数期时间越长, 但在 12~14 h均进入稳定期。当

盐度 40时, 最初 2 h生长受到抑制(图 5B)。NY 5

菌株在不同 pH(3~11)下的生长情况表明, 在pH为

3和 11时, 其生长受到严重抑制, 菌株不能生长; 其

中 pH值为 7时生长速率最快(图 5C)。 

2.6  药敏试验及安全性试验 

2.6.1  药敏试验  本药敏试验主要检测了 NY 5

菌株对 27 种抗生素的敏感性(表 3)。实验结果显 

 

 
 

图 5  菌株 NY 5在不同培养温度(A)、盐度(B)和 pH(C)条件下的生长曲线 

Fig.5  The growth curves of the NY 5 strain in different temperatures(A), salinity(B) and pH(C) 
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表 3  分离菌株药物敏感性实验结果 
Tab.3  Results of antibiotic sensitivity test of NY 5 strain 

抗生素 antibiotic 含量(μg/片) contents(μg/piece) 抗生素敏感性 antibiotic sensitivity

麦迪霉素 Midecamycin 30 R 
大环内酯类 Macrolides group 

罗红霉素 Roxithromycin 15 R 

头孢曲松 Ceftriaxone 30 I 

头孢克洛 Cefaclor 30 S 

头孢唑啉 Cefazolin 30 R 

头孢哌酮 Cefoperazone 75 S 

头孢噻吩 Cephalothin 30 R 

头孢氨苄 Cefalexin 30 R 

阿莫西林 Amoxicillin 10 S 

苯唑西林 Oxacillin 1 R 

青霉素 Penicillin 1 R 

β-内酰胺类 β-lactam group 

氨苄西林 Ampicillin 10 I 

米诺环素 Minocycline 30 S 
环素类 Tetracyclines group 

四环素 Tetracycline 30 R 

诺氟沙星 Norfloxacin 10 S 

氧氟沙星 Ofloxacin 5 S 

萘啶酸 Nalidixic acid 30 S 

洛美沙星 Lomefloxacin 10 S 

依诺沙星 Enoxacin 10 S 

喹诺酮类 Quinolone group 

氟罗沙星 Fleroxacin 5 S 

大观霉素 Spectinomycin 100 I 

链霉素 Streptomycin 10 S 

新霉素 Neomycin 30 I 

庆大霉素 Gentamicin 10 S 

卡那霉素 Kanamycin 30 S 

克林霉素 Clindamycin 30 R 

氨基糖苷类 
Aminoglycosides group 

强力霉素 Doxycycline 30 I 

注: S表示敏感; I表示中度敏感; R表示耐受. 

Note: S represents sensitive; I represents intermediate; R represents resistant. 
 

示, NY 5菌株对 13种抗生素表现为敏感, 对青霉

素 G、麦迪霉素、头孢唑啉、头孢噻吩、四环素、

罗红霉素、头孢氨苄、克林霉素、苯唑西林 9 种

抗生素表现为耐药, 对大观霉素、新霉素、头孢

曲松、氨苄西林、强力霉素表现为中度敏感。 

2.6.2   安全性试验  通过胸腔注射法和浸泡法

来检测 NY 5 菌株对罗非鱼的安全性, 试验结果

表明, 在水体中 NY5 浓度为 2×107 CFU/mL 和在

注射 200 μL 2×106 CFU/mL浓度 NY 5菌液条件下, 

体重为(6.0 ±1.1) g罗非鱼均未出现死亡及其他异

常现象。 

3  讨论 

近几年, 罗非鱼链球菌病暴发, 严重影响了

罗非鱼产业的发展[11]。目前防控罗非鱼无乳链球

菌病的主要方法包括抗生素及化学药物治疗、中

草药治疗、疫苗免疫等, 其中抗生素是水产动物

疾病治疗中最为直接有效的方法 , 但目前广泛

存在的滥用抗生素现象容易导致病原菌产生耐

药性, 而化学药物治疗则容易造成残留[12−14]。中

草药具有毒性小、药物残留低, 不易产生耐药性

等优势 [15−16], 但中草药的提取工艺较为复杂, 有
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效成分含量低, 见效慢, 且基础研究较为匮乏, 应用

于罗非鱼链球菌病的防控存在一定的局限性[17]。疫

苗是目前链球菌病预防研究的主流方向[18−19], 但

疫苗的效价会受到养殖环境、鱼体自身、病原变

异及疫苗的免疫途径等各种因素的影响, 且成本

较高, 暂时难以在生产过程中推广[20]。因此, 必

须寻求安全、有效防控罗非鱼链球菌病的措施 , 

要能够在抑制病原菌生长的同时改善水质, 达到

综合防控的目的, 以促进罗非鱼养殖产业的可持

续发展。益生菌具有安全、无药物残留等特点, 在

水质改良和疾病防治等方面具有重要作用。目前

有部分益生菌已经应用于水产养殖的疾病防治方面, 

如乳酸菌(Lacticacid bacteria)[21]、芽孢杆菌属[22]、假

单胞菌属(Pseudomonas)[23]、弧菌属(Vibrio)[24]等, 

其中芽孢杆菌能够分泌抗菌谱广且稳定的抗菌物

质, 在拮抗病原菌方面得到广泛的应用[25]。拮抗

益生菌作为水产病害防控的微生态手段, 成为了

近年来研究的热点之一。 

根据体外拮抗试验筛选出具有拮抗特定病原

菌活性的菌株, 以抑菌圈或活菌数作为评价指标, 

这种拮抗筛选方法已成为益生菌和生物防治菌株

筛选的一种模式程序[26−27]。王娟等[28]通过点种法

筛选到 3 株大黄鱼(Pseudosciaena crocea)肠道副

溶血弧菌 (V. parahaemolyticus)及溶藻弧菌 (V. 

alginolyticus)的拮抗菌 , 抑菌圈直径最大可达

28.5 mm。刘亚楠等[29]通过纸片法筛选到一株嗜

水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila)的拮抗菌 , 

结果表明拮抗菌能明显抑制嗜水气单胞菌的增

殖。周金敏等 [30]利用牛津杯法从黄颡鱼 (Pelt-

eobagrus fulvidraco)肠道筛选出 3株明显抑制嗜

水气单胞菌的芽孢杆菌。赵光军 [31]通过径向扩

散法从水体和底泥中筛选了 2 株益生菌 , 分别

为枯草芽孢杆菌和苏云金芽孢杆菌 (B. thu-

ringiensis), 可通过不同的方式来抑制无乳链球

菌对罗非鱼不同部位黏液的黏附作用。以上研

究表明 , 通过共培养的体外拮抗实验 , 可以有

效地获得特定菌的拮抗菌。本实验在牛津杯法

的基础上 , 采用打孔法在培养基上打孔 , 有效

地简化了操作 , 筛选出了 1 株能明显抑制无乳

链球菌生长的益生菌蜡样芽胞杆菌 NY 5, 菌株

的平均抑菌圈大小达到 26.67 mm。  

蜡样芽孢杆菌在水产领域有着极其广泛的应

用[32], 但部分蜡样芽孢杆菌为能分泌热稳定毒素

等毒素的致病株。Taylor 等[33]研究了包括蜡样芽

孢杆菌在内的 11株芽孢杆菌, 表明其中一些菌株

对水生动物可产生热稳定性毒素。谭爱萍等[34]从

患病中华鳖体内分离出 4 株病原菌为蜡样芽孢杆

菌。由此可见, 蜡样芽孢杆菌在使用之前须确定

其安全性。本研究结果表明, 在水体中 NY 5浓度

为 2×107 CFU/mL 和在注射 2×106 CFU/mL 浓度

的 NY 5 菌液 200 μL 的条件下 , 罗非鱼没有出

现死亡及其他异常现象 , 说明 NY 5 菌株为安

全菌株。 

本研究发现NY 5为好氧菌株, 并具有高效反

硝化特性, 12 h对 50 mg/L的亚硝酸盐氮的去除率

达到 100%。目前传统的反硝化细菌大多为厌氧菌, 

有氧条件会对此类细菌的反硝化功能造成一定的

抑制, 而本研究筛选的菌株能够在有氧的环境下, 

高效降解亚硝酸盐氮, 同时因为其具有好氧的性

质 , 理论上可以促进宿主肠道厌氧环境的形成 , 

有利于乳杆菌等有益厌氧菌的定植和生长。同时

NY 5菌株是经过高温筛选的芽孢杆菌, 不论是直

接投放水体, 还是作为饲料添加剂经过高温制成

饲料, 均具有优势。本研究对 NY 5菌株的特性研

究结果表明, 其能够水解淀粉和酪蛋白, 对青霉

素 G、麦迪霉素、头孢唑啉、头孢噻吩、四环素、

罗红霉素、头孢氨苄、克林霉素、苯唑西林 9 种

抗生素表现为耐药, 意味着其能够有效降解水中

的有机物, 另外, 研究发现 NY 5菌株能够在使用

或者残存以上抗生素的情况下良好地生长, 有效

地拓宽了 NY 5 菌株的使用范围。蜡样芽孢杆菌

NY 5兼具多种特性, 可考虑开发成为一种新型微

生态制剂。已有研究表明, 芽孢杆菌相对于其他

的益生菌例如光合细菌、酵母菌等有更多的优点, 

比如能耐高温、耐强酸碱性、耐挤压等特点, 更适

合于实际生产应用。在水产养殖中的应用研究也表

明芽孢杆菌能够改善养殖生态环境, 提供营养物

质, 促进生长, 抑制病原菌, 提高机体免疫力[35]。 
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4  结论 

本研究结果表明 , 筛选出的蜡样芽胞杆菌

NY 5能有效抑制罗非鱼源无乳链球菌生长, 并能

在有氧条件下高效降解亚硝酸盐氮、水解蛋白和

淀粉, 在罗非鱼无乳链球菌病综合防控方面具有

较大的应用潜力, 其在罗非鱼养殖中的应用效果

有待进一步研究。该菌株现保藏于中国微生物菌

种保藏管理委员会普通微生物中心 , 保藏号为

CGMCC No 9372。 
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Identification of a denitrifying Bacillus strain with an antagonistic ef-
fect on Streptococcus agalactiae isolated from tilapia 

LIU Guanbin1, 2, WANG Miao1, LU Maixin1, KE Xiaoli1, LIU Zhigang1, ZHU Huaping1, GAO Fengying1,  
CAO Jianmeng1 
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Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fisheries Sciences, Guangzhou 510380, China;  
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Abstract: We isolated and screened aerobic denitrifying Bacillus stains with antagonistic effects on Streptococcus 
agalactiae from the intestinal contents of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Antagonistic ability was detected 
using morphological, physiological and biochemical characteristics, and 16S rRNA gene sequencing. Optimal 
growth conditions and the ability to hydrolyze starch and protein were tested, and drug sensitivity and safety tests 
were performed. We isolated a strain called NY 5 that was identified as Bacillus cereus. A total of 50 mg/L nitrite- 
nitrogen was removed completely within 12 hours after inoculating 1% NY 5 bacterial liquid on denitrification 
performance testing medium. NY 5 had antagonistic effects on 21 strains of S. agalactiae preserved in our labora-
tory from different sources. The mean diameter of the inhibition zone was (26.67±3.00) mm. NY 5 grew well at 

temperatures of 25–40℃, salinities of 0–40, and pH values of 5–9. NY 5 hydrolyzed casein and starch. NY 5 was 

sensitive to most of the antibiotics tested but was resistant to nine antibiotics such as Penicillin G, maddie mycin, 
and cefazolin, etc. Tilapia with mean body weight of (6.0 ± 1.1) g did not die or show any symptoms after exposure to 
2.0 × 107 CFU/mL NY 5 bacteria in the water or after injection with 200 μL of 2.0×106 CFU/mL NY 5. These re-
sults suggest that the NY 5 strain is B. cereus. This study provides a useful probiotic source to effectively inhibit 
growth of S. agalactiae isolated from tilapia. 
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