
微生物学通报 May 20, 2025, 52(5): 2156-2171 
Microbiology China CSTR: 32113.14.j.MC.240682 
tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.240682 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn Copyright ©2025 Microbiology China All Rights Reserved 

                           

资助项目：国家虾蟹产业技术体系项目(CARS-48)；江苏农林职业技术学院科技计划(2022kj58) 
This work was supported by the National Shrimp and Crab Industry Technology System (CARS-48) and the Science and 
Technology Program of Jiangsu Vocational College of Agriculture and Forestry (2022kj58). 
#These authors contributed equally to this work. 
*Corresponding authors. E-mail: CAO Haipeng, hpcao@shou.edu.cn; GAI Chunlei, 497931256@qq.com 
Received: 2024-08-13; Accepted: 2024-12-08; Published online: 2024-12-27 

研究报告 

抑水绵枯草芽孢杆菌的分离、鉴定及代谢组学特征 

滕晨皓#1,2，王会聪#3，王友红 4，曹海鹏*1,2，盖春蕾*4 

1 上海海洋大学 水生动物病原库，上海 201306 
2 上海水产养殖工程技术研究中心，上海 201306 
3 江苏农林职业技术学院，江苏 句容 212499 
4 山东省海洋科学研究院(青岛国家海洋科学研究中心)，山东 青岛 266104 
 

滕晨皓, 王会聪, 王友红, 曹海鹏, 盖春蕾. 抑水绵枯草芽孢杆菌的分离、鉴定及代谢组学特征[J]. 微生物学通报, 2025, 
52(5): 2156-2171. 
TENG Chenhao, WANG Huicong, WANG Youhong, CAO Haipeng, GAI Chunlei. Isolation, identification, and metabolomic 
characterization of an anti-Spirogyra strain of Bacillus subtilis[J]. Microbiology China, 2025, 52(5): 2156-2171. 

摘  要：【背景】水绵是养殖水体常见的有害丝状藻类，但具有生物控制水绵功能的微生物资源极

其匮乏。【目的】分离鉴定高效抑水绵菌株，分析其抑藻谱、抑藻方式和代谢组学特征，丰富用于

养殖水体水绵控制的菌种资源。【方法】以纤细水绵(Spirogyra gracilis) FACHB-354 株作为筛选指

示藻，从虾池底泥中分离高效抑水绵菌株，采用 16S rRNA 基因序列分析和生理生化鉴定对高效抑

水绵菌株进行鉴定，并在分析高效抑水绵菌株的抑藻谱、抑藻方式的基础上，采用比较代谢组学

方法解析高效抑水绵菌株的代谢组学特征。【结果】从虾池底泥中分离筛选出 1 株高效抑水绵菌株

GT5，经 16S rRNA 基因序列分析和生理生化鉴定确定菌株 GT5 为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。
此外，菌株 GT5 具有广谱抑水绵活性，抑藻方式为间接抑藻。以无抑藻活性的枯草芽孢杆菌 KC1
的胞外代谢组为对照，菌株 GT5 表达量显著上调的代谢物 187 种，表达量显著下调的代谢物 169 种。

这些显著差异代谢物主要富集到精氨酸和脯氨酸代谢、赖氨酸降解等 20 个代谢通路。其中，精氨

酸生物合成、组氨酸代谢、氨基苯甲酸酯降解、嘧啶代谢、精氨酸和脯氨酸代谢等 5 个代谢通路影

响较大，参与这 5 个代谢通路的显著上调的差异代谢物有 4-(谷氨酰氨基)丁酸酯、邻苯二酚、6-去
氢睾酮葡萄糖醛酸苷、N4-乙酰氨基丁醛、胍丁胺和 4-羟脯氨酸。【结论】枯草芽孢杆菌 GT5 是优

良的抑水绵菌株，其抑水绵活性可能与邻苯二酚、胍丁胺等潜在抑藻活性物质的产生有关。 
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Abstract: [Background] Spirogyra is a genus of common harmful filamentous algae in 
aquaculture, while the microbial resources capable of controlling Spirogyra are extremely 
scarce. [Objective] To isolate and identify an efficient anti-Spirogyra strain and analyze its 
algicidal spectrum, algicidal mode, and metabolomic characteristics, enriching the strain 
resources for the control of Spirogyra in aquaculture. [Methods] With Spirogyra gracilis 
FACHB-354 as an indicator strain, the efficient anti-Spirogyra strain was isolated from the 
shrimp pond sediment and identified by 16S rRNA gene sequence analysis and physiological and 
biochemical tests. Furthermore, the comparative metabolomic method was used for metabolomic 
characterization after the algicidal spectrum and algicidal mode assays. [Results] An efficient 
anti-Spirogyra strain GT5 was isolated and identified as Bacillus subtilis. This strain had a wide 
algicidal spectrum against Spirogyra and showed an indirect algicidal mode. With the 
extracellular metabolome of B. subtilis KC1 without algicidal properties as the control, strain 
GT5 showed 187 up-regulated metabolites and 169 down-regulated metabolites. These differential 
metabolites were mainly involved in 20 metabolic pathways such as arginine and proline 
metabolism and lysine degradation. Among these metabolic pathways, the five significant 
metabolic pathways were arginine biosynthesis, histidine metabolism, degradation of aminobenzoate, 
pyrimidine metabolism, and arginine and proline metabolism. The significantly differential 
metabolites involved in the upregulation of these 5 metabolic pathways included 4-(glutamylamino) 
butanoate, pyrocatechol, 6-dehydrotestosterone glucuronide, N4-acetylaminobutanal, agmatine, 
and 4-hydroxyproline. [Conclusion] B. subtilis GT5 is confirmed as an efficient anti-Spirogyra 
strain, and its algicidal activity is probably associated with the production of potential algicidal 
substances such as pyrocatechol and agmatine. 
Keywords: Bacillus subtilis; algicidal spectrum; algicidal mode; metabolomic characteristics 
 
 

水绵(Spirogyra sp.)是养殖水体中常见的有

害丝状藻类，不仅会消耗水体中大量的营养盐

类造成水体清瘦，抑制水体饵料生物的生长，

造成水质恶化[1]，而且还能附着在虾蟹的颊部、

鳃等部位，影响虾蟹的活动和摄食[2-4]。因此，

养殖水体水绵高效控制技术是虾蟹养殖业的重

大技术需求。目前，养殖业控制水绵主要采用

硫酸铜、扑草净、肉桂酸[5]、青苔净[6]等化学药

物，但容易引起二次污染，破坏生态平衡[7]，

甚至造成药害事故。例如，2019 年江苏、湖南、

湖北等地养殖户使用特丁净灭杀水绵，造成河

蟹、青虾、小龙虾中毒死亡[8]。因此，研发养
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殖水体水绵绿色控制技术对推进虾蟹养殖业绿

色高质量发展至关重要。 
微生物控藻技术是学术界公认的一种绿色

控藻技术。近年来，我国从自然环境中挖掘了

大量的抑藻微生物资源。例如，控制铜绿微囊藻

(Microcystis aeruginosa)、球形棕囊藻(Phaeocystis 
globosa)、中肋骨条藻(Skeletonema costatum)、
东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense)等有害藻

类 的 嗜 水 气 单 胞 菌 (Aeromonas hydrophila) 
BJ-2[9]、水域微小杆菌(Exiguobacterium undae) 
ZY-2[9]、菲律宾链霉菌(Streptomyces filipinesis) 
LW9[10]、假单胞菌(Pseudomonas sp.) 2-4[11]、寡养

单胞菌(Stentrophomonas sp.) KT48[12]、枯草芽

孢杆菌(Bacillus subtilis) 5#[13]、嗜气芽孢杆菌

(Bacillus aerophilus) 9-13[14]。然而，水绵作为同

时断裂生殖和有性生殖的丝状藻类，其生长繁

殖往往难以控制[15]。因此，控制水绵的微生物

菌种资源十分匮乏，仅有蜡状芽孢杆菌(Bacillus 
cereus) W1 、 甲 基 营 养 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 
methylotrophicus) W3 、 侧 孢 短 芽 孢 杆 菌

(Brevibacillus laterosporus) W4、地衣芽孢杆菌

(Bacillus licheniformis) NB2 等[16-17]少数菌种被报

道具有抑水绵活性。因此，进一步挖掘具有高

效抑制水绵活性的微生物资源对创新水绵的微

生物控制技术具有重要价值。 
本实验通过抑水绵芽孢杆菌的分离鉴定及

其抑藻谱、抑藻方式和代谢组学特征研究，旨

在丰富抑水绵微生物菌种资源，为挖掘抑水绵

功能活性物质奠定良好的前期基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

底泥样品，取自山东省青岛市崂山区金海

湾育苗养殖有限公司南美白对虾土池；纤细

水 绵 (Spirogyra gracilis) FACHB-354 、 水 绵

(Spirogyra sp.) FACHB-737 、 FACHB-1484 、

FACHB-1990、FACHB-2906 及鱼腥藻(Anabaena 
sp.) FACHB-82 、 颤 藻 (Oscillatoria sp.) 

FACHB-528 、 水 华 束 丝 藻 (Aphanizomenon 
flosaquae) FACHB-1168、念珠藻 (Nostoc sp.) 
FACHB-1967，购自中国科学院水生生物研究所

淡水藻种库；无抑藻活性的枯草芽孢杆菌 KC1，
由上海海洋大学水生动物病原库提供。 
1.2  培养基 

API 50CHB 培养基，上海傲之珊实业发展

有限公司；营养琼脂和营养肉汤，国药集团化

学试剂有限公司；SE 培养基、BG11 培养基，

参照文献[18]配制。 
1.3  主要试剂和仪器 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒，天根生化科

技(北京)有限公司；API 50 CH 细菌鉴定试剂

条，上海傲之珊实业发展有限公司；甲醇(色谱

纯)、甲酸(色谱纯)、乙腈(色谱纯)、丙醇(色谱

纯)和水(色谱纯)、液质联用仪 Q Exactive HF-X
质谱仪，Fisher 公司。摇床恒温培养箱、光照

培养箱，杭州旌斐仪器科技有限公司；恒温培

养箱、冷冻干燥机，上海力辰仪器科技有限公

司；冷冻离心机，Eppendorf 公司；紫外分光光

度计，科瑞恩特(北京)科技有限公司；高通量组

织破碎机，上海净信实业发展有限公司。 
1.4  抑水绵优良菌株的分离和筛选 

参照袁轲婷等[19]的方法，取 5 g 虾池底泥

样品于 100 mL 无菌营养肉汤中混匀，于 100 ℃
水浴 10 min 后[20]在 30 °C、200 r/min 条件下摇

床振荡培养 18 h，然后参照徐振权等[21]的方法

用无菌生理盐水对培养液进行 10 倍梯度稀释，

分别取各稀释液 0.1 mL 均匀涂布于营养琼脂平

板，经 30 ℃恒温培养 24 h 后选择单菌落进行

分离纯化。将纯化后的分离菌株接种至无菌营

养肉汤中，经 30 °C、200 r/min 振荡培养 24 h
后制成 1.0×108 CFU/mL 的分离菌株培养液。 

参 照 刘 佳 敏 等 [5] 的 方 法 将 纤 细 水 绵

FACHB-354 接种至 SE 培养基中，然后经 25 ℃、

光照强度 2 000 lx、光暗周期比 14 h:10 h 培养 7 d，
制备叶绿素 a 浓度为 0.94 mg/L 的纤细水绵藻液。

分别取 2 mL 菌浓度为 1.0×108 CFU/mL 的分离菌
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株培养液加入 18 mL 叶绿素 a 浓度为 0.94 mg/L
的纤细水绵藻液中，经 25 ℃、光照强度 2 000 lx、
光暗周期比 14 h:10 h 培养 6 d 后，参照文献[22]
测定纤细水绵叶绿素 a 浓度(mg/L)。以相同条

件下不加任何物质的纤细水绵藻液为对照，每

个处理 3 个平行。以最大能力降低纤细水绵藻

液叶绿素 a 浓度的分离菌株作为抑水绵优良菌

株，并参照顾颖[23]的方法对抑水绵优良菌株处

理的纤细水绵的细胞形态进行显微观察。 
1.5  抑水绵优良菌株的鉴定 
1.5.1  分子鉴定 

参照孙丽萍等[24]的方法对抑水绵优良菌株

进行分子鉴定。以细菌基因组 DNA 提取试剂盒

提取的抑水绵优良菌株基因组 DNA 为模板，以

27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 
(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)为引物进行

PCR 扩增。PCR 反应体系(20 μL)：Premix Taq  
10 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板

(20 ng/μL) 1 μL，ddH2O 7 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 
3 min；94 ℃ 1 min，60 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，
共 35 个循环；72 ℃ 10 min。PCR 产物的纯化

与测序由上海迈普生物科技有限公司完成。将

测得序列用 DNAMAN 6.0 软件编辑后，在

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 中 利 用

BLAST 程序与 GenBank 数据库中已知的 16S 
rRNA 基因序列进行同源性比较，选取相似性较

高的 16S rRNA 基因序列并利用软件 BioEdit 7.0
和 MEGA 4.0 进行多重比较后通过邻接法构建

系统发育树。 
1.5.2  生理生化鉴定 

参照韩北忠等[25]的方法采用 API 50 CH 细

菌鉴定试剂条对抑水绵优良菌株进行生理生

化鉴定。即无菌操作挑取高效抑水绵菌株的菌落

至 API 50 CHB 培养基中制成 2 麦氏浓度的菌悬

液，然后将菌悬液分别接种到 API 50 CH 细菌鉴

定试剂条的 50 个管中，经 30 ℃孵育 24 h 后参

照说明书对生化反应结果进行判读，最后将生

化反应结果与已知菌种的生化反应谱[26]进行比

对，确定抑水绵优良菌株的生理生化鉴定结果。 
1.6  抑水绵优良菌株的抑藻谱分析 

参照洪桂云等[27]的方法分析抑水绵优良菌株

的抑藻谱。无菌操作分别将水绵 FACHB-737、
FACHB-1484、FACHB-1990、FACHB-2906、鱼

腥藻 FACHB-82、颤藻 FACHB-528、水华束丝藻

FACHB-1168、念珠藻 FACHB-1967 接种至 BG11
培养基中，然后经 25 ℃、光照强度 2 000 lx、光

暗周期比 14 h:10 h 培养 7 d，制备叶绿素 a 浓度

分别为 1.24、1.15、1.06、1.07、15.59、17.13、
7.02 和 8.54 mg/L 的藻液，然后立即取 2 mL 
1.0×108 CFU/mL 的抑水绵优良菌株培养液分别

加入 18 mL 上述各藻株藻液中，经 25 ℃、光照

强度 2 000 lx、光暗周期比 14 h:10 h 培养 6 d 后，

参照文献[22]测定各藻株藻液的叶绿素 a 浓度

(mg/L)。以相同条件下不加任何物质的各藻株

藻液为对照。每个处理 3 个平行。 
1.7  抑水绵优良菌株的抑藻方式分析 

参照薛静静等[28]的方法分析抑水绵优良菌

株的抑藻方式。无菌操作将抑水绵优良菌株接

种至无菌营养肉汤中，经 30 ℃、200 r/min 培养

18 h 后制成 2.4×108 CFU/mL 的培养液，然后将

培养液于 8 000 r/min 离心 8 min，取上清液经

0.22 μm 无菌滤膜过滤得到无菌上清液，同时将

菌沉淀用无菌蒸馏水洗涤 2 遍，用新鲜无菌营

养肉汤重悬得到菌悬液；同时参照 1.4 方法制

备叶绿素 a 浓度为 1.58 mg/L 的纤细水绵

FACHB-354 的藻液。分别取 2 mL 抑水绵优良

菌株培养液、菌悬液、无菌上清液加入 18 mL
纤细水绵 FACHB-354 的藻液中，经 25 ℃、光

照强度 2 000 lx、光暗周期比 14 h:10 h 培养 6 d
后，参照文献[22]测定纤细水绵藻液的叶绿素 a
浓度(mg/L)。以相同条件下不加任何物质的纤细

水绵藻液为对照。每个处理 3 个平行。 
1.8  抑水绵优良菌株的胞外代谢组学

特征分析 
1.8.1  样本采集 

参照 Yang 等[29]的方法采集样本。无菌操作
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分别将抑水绵优良菌株和枯草芽孢杆菌 KC1 接

种至无菌营养肉汤中，经 30 ℃、200 r/min 培养

24 h 后制成 3.0×109 CFU/mL 的培养液，然后分

别将抑水绵优良菌株和枯草芽孢杆菌 KC1 的培

养液于 12 000 r/min 离心 10 min，然后将上清液

经 0.22 μm 无菌滤膜过滤，取滤液分装于 15 mL
离心管中，液氮速冻后使用冷冻干燥机进行冻

干，制成冻干粉末。每个样本 3 个重复。 
1.8.2  样 本 预 处 理 与 液 相 色 谱 - 质 谱
(liquid chromatograph-mass spectrometer, 
LC-MS/MS)分析 

参照 Sun 等[30]的方法进行样本预处理。将

3 g 抑水绵优良菌株和枯草芽孢菌杆 KC1 的冻

干样品与 400 μL 提取液(水:甲醇=1:4)混合，混

合液于−20 ℃孵育并用高通量组织破碎机处理

6 min 后，再经 5 ℃涡旋 30 s、40 kHz 低温超

声处理 30 min、−20 ℃孵育 30 min 后，4 ℃、

13 000 r/min 离心 15 min，收集上清液，然后参

照 Yang 等[31]的方法使用 UHPLC-Q Exactive 
HF-X 系统进行 LC-MS/MS 分析。以等体积的抑

水绵优良菌株和枯草芽孢杆菌 KC1 的上清液混

合样本作为质控样品。色谱柱为 ACQUITY UPLC 
HSS T3 (100 mm×2.1 mm i.d., 1.8 µm; Waters)，流

动相为溶剂 A [5%乙腈(含 0.1%甲酸)+95%水]
和溶剂 B [5%水+47.5%异丙醇+47.5%乙腈(含
0.1%甲酸)]，进样量 3 μL，柱温 40 ℃，检测分

子量大小<1 000 Da。采用电喷雾正离子模式

和负离子模式采集质谱信号。每 6 个样品插

入 1 个质控样品，以评估分析系统的稳定性

和评估结果的可靠性。代谢组学原始数据通过

Progenesis QI 软件进行预处理，获得包含保留

时间、质荷比、峰值强度信息的数据矩阵。  
1.8.3  代谢通路与关键差异代谢物分析 

使用 R 语言中 ropls 包 v1.6.2 对各样本的数

据矩阵进行主成分分析 (principal component 
analysis, PCA)和偏最小二乘判别分析 (partial 
least squares discrimination analysis, PLS-DA)。
通过 200 次循环交叉验证，对模型的稳健性进

行严格评估，检验 PLS-DA 模型的拟合程度。

在此基础上，根据变量投影重要性 (variable 
importance in projection, VIP)值(VIP>1)、差异倍

数(fold change, FC)值及 student’s t 检验的 P 值

来筛选具有统计学意义的差异代谢物。差异代

谢物通过 KEGG 数据库 (https://www.kegg.jp/ 
kegg/pathway.html)进行的代谢通路注释，获得

差异代谢物参与的通路。利用 Python 软件包

scipy.stats 进行通路富集分析，并通过 Fisher 精
确检验获得与实验处理最相关的生物学途径。 
1.9  数据处理与分析 

实验数据以平均值±标准差 (mean±SD)表
示。采用 SPSS 15.0 对实验数据进行统计学分

析，P<0.05 表示差异显著。 

2  结果与分析 
2.1  抑水绵优良菌株的筛选与鉴定结果 

从虾池底泥中共分离出 5 株对纤细水绵生

长具有抑制活性的菌株，分别命名为 GT1、
GT2、GT3、GT4 和 GT5，其处理的纤细水绵

的叶绿素 a 浓度分别较对照组降低了 8.51% 
(P<0.05)、27.66% (P<0.05)、13.83% (P<0.05)、
31.91% (P<0.05)、54.26% (P<0.05) (图 1)，而且

菌株 GT5 能导致纤细水绵的细胞壁和细胞膜破

裂(图 2)。因此，优选菌株 GT5 作为抑水绵优

良菌株。此外，菌株 GT5 在营养琼脂平板上培

养 24 h 后，形成灰白色、圆形、表面粗糙、边

缘有不规则褶皱的菌落，其 16S rRNA 基因序

列(GenBank 登录号：PP864097)与 GenBank 数据

库中枯草芽孢杆菌的 16S rRNA 基因序列自然聚

类，相似性为 99.50%–99.70%。基于菌株 GT5 的

16S rRNA 基因序列的系统发育树(图 3)进一步

表明，菌株 GT5 与枯草芽孢杆菌 CTXW 7-6-2 
(GenBank 登录号：ON076886)的亲缘关系最

近，而且菌株 GT5 的生理生化特征(结果已提

交 到 国 家 微 生 物 科 学 数 据 中 心 ， 编 号 为

NMDCX0001758)与文献[26]报道的枯草芽孢杆 
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图 1  分离株对纤细水绵生长的影响   不同小写

字母表示差异显著(P<0.05)。 
Figure 1  Effect of bacterial isolates on the growth of 
Spirogyra gracilis. Different lowercase letters are 
significantly different (P<0.05). 

 

 
 
图 2  菌株 GT5 处理的纤细水绵的细胞形态变化   
箭头：细胞壁和细胞膜破裂。 
Figure 2  The morphological change of Spirogyra 
gracilis treated with strain GT5. Arrow: The rupture 
of cell wall and membrane. 
 

 
 

图 3  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 GT5 的系统发育树   括号中的序号代表菌株的 GenBank
登录号；分支点上的数字表示分支的置信程度；标尺代表进化距离。 
Figure 3  Phylogenetic tree of strain GT5 constructed based on 16S rRNA gene sequence. The sequence 
number in the bracket refers to the GenBank accession number of the strain; The number on the branch point 
indicates the confidence of the branch; The scale represents evolutionary distance. 
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菌的生理生化特性一致。结合分子鉴定与生理生

化鉴定结果，确定菌株 GT5 为枯草芽孢杆菌。 
2.2  抑水绵优良菌株的抑藻谱 

图 4 结果表明，菌株 GT5 处理的水绵

FACHB-737 、 FACHB-1484 、 FACHB-1990 、

FACHB-2906 、 鱼 腥 藻 FACHB-82 、 颤 藻

FACHB-528、水华束丝藻 FACHB-1168、念珠

藻 FACHB-1967 的叶绿素 a 浓度分别较对照组

降低了 54.84% (P<0.05)、55.65% (P<0.05)、52.83% 
(P<0.05)、62.62% (P<0.05)、67.94% (P<0.05)、
55.60% (P<0.05)、 76.40% (P<0.05)、 46.63% 
(P<0.05)，由此表明菌株 GT5 具有广谱抑藻活

性，除了能够显著抑制水绵的生长外，还能够

显著抑制鱼腥藻、颤藻、水华束丝藻和念珠藻

的生长。 

2.3  抑水绵优良菌株的抑藻方式 
图 5 结果表明，菌株 GT5 的培养液、无菌上

清液和菌悬液处理的纤细水绵 FACHB-354 的叶

绿素 a 浓度分别较未处理的叶绿素 a 度降低了

66.82% (P<0.05) 、 64.95% (P<0.05) 和 3.08% 
(P>0.05)，证实菌株 GT5 的培养液和无菌上清

液均具有良好的抑藻效果，而菌悬液的抑藻效

果却不显著。因此，菌株 GT5 的抑藻方式主要

为间接抑藻。 

2.4  抑水绵优良菌株的代谢组学特征 
PCA 得分图(图 6A、6B)和 PLS-DA 得分图

(图 6C、6D)显示，菌株 GT5 与菌株 KC1 的上

清液样本点都在置信椭圆中，椭圆之间分离没

有重合，所有样本均在 95%置信区间内，并且

正、负离子代谢物能够明显区分开，第一主成

分解释度分别占正、负离子代谢物变化的

52.70%和 56.80%，第二主成分解释度分别占正、

负离子代谢物变化的 34.00%和 29.90%，表明菌株

GT5 与菌株 KC1 上清液中的代谢物在主成分上

存在显著差异；而且 PLS-DA 置换检验正离子模

式下 Q2 回归线与 Y 轴的截距为–0.346 5，负离子 

 

 
 
图 4  菌株 GT5 对不同水绵藻株生长的影响   不同小写字母表示同一藻株的对照组和处理组间数据

差异显著(P<0.05)。 
Figure 4  Effect of strain GT5 on the growth of Spirogyra strains. Data with different lowercase letters from 
the control and treatment groups of the same algae strain are significantly different (P<0.05). 
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图 5  菌株 GT5 的培养液、上清液和菌悬液对纤

细水绵生长的影响   不同小写字母表示数据差

异显著(P<0.05)。 
Figure 5  The effects of culture, supernatant, and 
bacterial suspension of strain GT5 on the growth of 
Spirogyra gracilis. Data with different lowercase 
letters are significantly different (P<0.05). 
 
模式下 Q2回归线与 Y 轴的截距为–0.421 1，均小

于 0，表明 PLS-DA 未发生过拟合，模型稳健、

可靠(图 6E、6F)。此外，基于 VIP>1.0、FC=1
且 P<0.05 的筛选标准，筛选出菌株 GT5 与菌

株 KC1 的上清液样本间的差异代谢物。相较于

菌株 KC1 上清液样本中的代谢物，菌株 GT5
上清液样本中显著上调的代谢物有 187 种，显

著下调的代谢物有 169 种(图 7)。这些差异代谢

物主要富集到精氨酸和脯氨酸代谢、赖氨酸降

解、精氨酸生物合成、嘧啶代谢、花生四烯酸

代谢、色氨酸代谢、嘌呤代谢、氨基酰基 tRNA
生物合成、甘油磷脂代谢、ABC 转运蛋白、氨

基苯甲酸酯降解、香叶醇降解、缬氨酸、亮氨

酸和异亮氨酸生物合成、β-丙氨酸代谢、赖氨

酸生物合成、戊糖磷酸途径、缬氨酸、亮氨酸

和异亮氨酸降解、萜类骨架生物合成、半乳糖

代谢、组氨酸代谢等 20 个代谢通路(图 8)。在

这 20 个代谢通路中，精氨酸生物合成、组氨酸

代谢、氨基苯甲酸酯降解、嘧啶代谢、精氨酸

和脯氨酸代谢等 5 个代谢通路影响较大(图 9)，
参与这 5 个代谢通路的差异代谢物共有 15 种，

包括 4-(谷氨酰氨基)丁酸酯、邻苯二酚、6-去氢

睾酮葡萄糖醛酸苷、N4 乙酰氨基丁醛、胍丁胺、

4-羟脯氨酸、瓜氨酸、4-羟基-L-脯氨酸、反式-4-
羟基-L-脯氨酸、N2-乙酰-L-鸟氨酸、N-乙酰-L-
谷氨酸、L-组氨酸、二氢乳清酸、5-氨基戊酸、

尿苷-5'-单磷酸。其中，4-(谷氨酰氨基)丁酸酯、

邻苯二酚、6-去氢睾酮葡萄糖醛酸苷、N4 乙酰

氨基丁醛、胍丁胺、4-羟脯氨酸分别上调了 1.17、
1.13、1.11、1.11、1.06 和 0.93 倍，而瓜氨酸、

4-羟基-L-脯氨酸、反式-4-羟基-L-脯氨酸、N2-乙
酰-L-鸟氨酸、N-乙酰-L-谷氨酸、L-组氨酸、二氢

乳清酸、5-氨基戊酸、尿苷-5′-单磷酸下调(表 1)。
这些差异代谢物可能与菌株 GT5 的抑水绵活性

有关。 

3  讨论 
3.1  枯草芽孢杆菌的抑藻活性 

枯草芽孢杆菌是一种优良的抑藻微生物。

例如，程瑞红[32]发现枯草芽孢杆菌 S3 对太平洋

亚历山大藻 (Alexandrium pacific)的抑藻率为

73.12%；张睿等[33]证实枯草芽孢杆菌 GIM1.372
对铜绿微囊藻的抑藻率达到 91.82%；程新等[13]

指出 5 株枯草芽孢杆菌 1#–5#对小球藻(Chlorella 
sp.)和铜绿微囊藻的生长均有抑制效果，对铜绿

微囊藻的抑藻率均高于 35.00%，对小球藻的抑

藻率均高于 15.00%；Ahn 等[34]揭示出枯草芽孢

杆菌 C1 对近亲鱼腥藻(Anabaena affinis)的抑藻

率达 70%，对铜绿微囊藻的抑藻率达 85.00%。

本实验也证实枯草芽孢杆菌 GT5 是一株优良的

广谱抑水绵菌株，对水绵的抑藻效果优于孟凡

奎等[17]报道的地衣芽孢杆菌，预示着枯草芽孢杆

菌 GT5 在水绵的生态控制方面具有潜在的应用

价值。 
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图 6  菌株 GT5 和 KC1 上清液样本的主成分分析得分图、偏最小二乘判别分析得分图和偏最小二乘判别

分析置换检验图   A–F 分别为正离子模式 PCA 得分图、负离子模式 PCA 得分图、正离子模式 PLS-DA
得分图、负离子模式 PLS-DA 得分图、正离子模式 PLS-DA 置换检验图、负离子模式 PLS-DA 置换检验图。 
Figure 6  Principal component analysis (PCA) score map, partial least squares discrimination analysis 
(PLS-DA) score map, and PLS-DA displacement test map of the supernatant samples from strain GT5 and 
strain KC1. A–F show the positive ion mode PCA score, negative ion mode PCA score, positive ion mode 
PLS-DA score, negative ion mode PLS-DA score, positive ion mode PLS-DA displacement test, and negative 
ion mode PLS-DA displacement test, respectively. 
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图 7  菌株 GT5 和菌株 KC1 上清液中差异代谢物

火山图   Up：上调差异表达代谢物；Down：下

调差异表达代谢物；Nosig：差异不显著的代谢物。 
Figure 7  Volcano plot of differential metabolites 
in the supernatants from strain GT5 and strain KC1. 
Up: Up regulated differentially expressed metabolites; 
Down: Down regulated differentially expressed 
metabolites; Nosig: Metabolites with insignificant 
differences. 
 
3.2  枯草芽孢杆菌的鉴定 

目前，枯草芽孢杆菌的鉴定包括生理生化

鉴定[35]和分子鉴定[24]。生理生化鉴定一般采用

生理生化试验、生化鉴定管和 API 鉴定试剂条

等方法；分子鉴定一般采用基于 16S rRNA 基

因序列的系统发育分析法。然而，无论生理生

化鉴定还是分子鉴定均存在着一定的缺陷。例

如，生理生化鉴定方法耗时长、再现性差[36]；

分子鉴定在种水平上的区分能力有限[35]，因而

只有将生理生化鉴定和分子鉴定相结合，才能

使枯草芽孢杆菌的鉴定更准确。例如，孙丽萍

等[24]结合生理生化鉴定和基于 16S rRNA 基因

序列的系统发育分析法鉴定出鸡源枯草芽孢杆

菌；贺中华等[26]结合生理生化鉴定和基于 16S 
rRNA 基因序列的系统发育分析法鉴定出黄鳝

源枯草芽孢杆菌。本实验也结合生理生化鉴定

和基于 16S rRNA 基因序列的系统发育分析法

对菌株 GT5 进行了鉴定，最终将菌株 GT5 鉴定

为枯草芽孢杆菌。然而，菌株 GT5 对甘露醇和

甘露糖的生理生化反应结果与高颖等[37]报道的

枯草芽孢杆菌 SM2 有所不同，可能与菌株之间

生长环境不同等因素有关[38]。 

3.3  枯草芽孢杆菌的抑藻方式 
细菌的抑藻方式主要分为直接抑藻和间接

抑藻。直接抑藻是细菌通过侵入藻细胞、摄食

或寄生藻细胞来抑制藻的生长，或者通过附着藻

细胞表面分泌特定酶类物质抑制藻的生长；间接

抑藻是细菌通过分泌胞外活性物质、与藻类竞

争营养物质等方式抑制藻的生长和繁殖[39]。目

前，国内外学者 [32-33,40]一般通过对比细菌培养

液、无菌上清液和菌悬液的抑藻效果进行抑藻

方式分析。程瑞红[32]发现枯草芽孢杆菌 S3 的无

菌上清液和培养液对太平洋亚历山大藻的抑藻

效果相同，而菌悬液和 LB 培养基则无抑藻效

果，证实枯草芽孢杆菌 S3 的抑藻方式是间接抑

藻；程新等[13]发现小球藻和铜绿微囊藻被枯草

芽孢杆菌 5#培养液、无菌上清液和菌悬液处理

后，培养液和无菌上清液均具有良好的抑藻效

果，而菌悬液抑藻效果却很差，表明枯草芽孢

杆菌的抑藻方式是间接抑藻。本实验结果表明，

菌株 GT5 的抑藻方式也是间接抑藻，这与关于

“枯草芽孢杆菌的抑藻方式是间接抑藻”的观点[41]

相同。究其原因，可能与枯草芽孢杆菌胞外代

谢物中存在邻苯二酚、胍丁胺等抑藻功能活性

物质[42-43]有关。 
3.4  枯草芽孢杆菌的代谢组学特征 

本实验从 PCA 得分图、PLS-DA 得分图和

PLS-DA 置换检验图证实了菌株 GT5 与菌株

KC1 的上清液样本点重复性好、数据质量高，

不存在拟合现象，为菌株 GT5 与对照菌株 KC1
上清液样本中的差异代谢物分析奠定了可靠的

数据基础。据报道[44]，氨基酸代谢不仅与微生

物蛋白质合成密切相关，而且还参与了 ATP 产

生、核苷酸合成及氧化还原平衡，对维持生物

学功能具有关键作用。本实验发现菌株 GT5 与

对照菌株 KC1 上清液样本中的代谢物存在显著

差异，可能与菌株的分离源不同有关[45]，而且 
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图 8  菌株 GT5 和菌株 KC1 上清液中差异代谢物 KEGG 通路富集分析气泡图   横坐标为富集显著性 P
值，P 值越小，在统计学上就越有显著意义；纵坐标为富集通路；圆点为相应通路中富集的代谢物的

数目。 
Figure 8  Bubble diagram of KEGG pathway enrichment analysis of differential metabolites in the 
supernatants from strain GT5 and strain KC1. The abscissa is the P value of enrichment significance, and the 
smaller the P value, the more significant it is statistically; The ordinate is the enrichment pathway; Dots are 
the number of metabolites enriched in the corresponding pathways. 
 
这些差异代谢物主要富集到精氨酸和脯氨酸代

谢、赖氨酸降解、精氨酸生物合成、色氨酸代

谢、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成、β-丙
氨酸代谢、赖氨酸生物合成、缬氨酸、亮氨酸

和异亮氨酸降解、组氨酸代谢等氨基酸代谢通

路，说明菌株 GT5 的抑水绵活性与这些氨基酸

代谢密切相关。例如，本实验发现组氨酸代谢

在这些氨基酸代谢通路中的影响较大，可能在

菌株 GT5 的抑水绵过程中发挥了重要作用，这

与 Zhang 等[46]关于组氨酸代谢与细菌抑藻活性

有关的观点一致。此外，胍丁胺和邻苯二酚是

公认的抑藻活性物质，能够对藻细胞的酶系统

和氧化还原平衡产生毒性[42-43]。本实验发现胍

丁胺、邻苯二酚等精氨酸和脯氨酸代谢、氨基

苯甲酸酯降解的产物在差异代谢物中显著上

调，说明菌株 GT5 可能通过强化精氨酸和脯氨

酸代谢、氨基苯甲酸酯降解大量产生抑藻活性物

质发挥抑水绵作用，但这些抑藻活性物质对水绵

的抑制效果及其作用机理还有待进一步研究。 
3.5  枯草芽孢杆菌的安全性 

枯草芽孢杆菌是水产养殖最常用的一种益

生菌，在净化养殖水质方面具有显著功效[47]，

但由于部分商品化枯草芽孢杆菌近年来相继被

检出肠毒素基因[48]，因而水产养殖用枯草芽孢 



 
滕晨皓 等 | 抑水绵枯草芽孢杆菌的分离、鉴定及代谢组学特征 2167 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 9  菌株 GT5 和 KC1 上清液中差异代谢物 KEGG 拓扑分析气泡图   图中每一个圆点表示一个代

谢通路；横坐标表示通路中代谢物在通路中的相对重要性的大小；纵坐标表示代谢物参与通路的富集

显著性；气泡大小代表 impact 值；气泡越大，表示通路重要性越大。 
Figure 9  Bubble diagram of KEGG topological analysis of differential metabolites in the supernatants from 
strain GT5 and strain KC1. Each dot in the figure represents a metabolic pathway; The abscissa indicates the 
relative importance of metabolites in the pathway; The ordinate indicates the enrichment significance of 
metabolites participating in the pathway; The bubble size represents the impact value; The bigger the bubble, 
the greater the importance of the passage. 
 
表 1  菌株 GT5 重要代谢通路中的差异代谢产物 
Table 1  Differential metabolites involved in important metabolic pathways of strain GT5 
KEGG 号 
KEGG ID 

代谢物 
Metabolite 

KEGG 通路 
KEGG pathway 

趋向 
Trend 

FC 值 
Fold change 

P 值 
P value 

map00220 Citrulline Arginine biosynthesis ↓ 1.32 0.00 
map00330 4-(glutamylamino) butanoate Arginine and proline metabolism ↑ 1.17 0.00 
map00626 Pyrocatechol Aminobenzoate degradation ↑ 1.13 0.00 
map00240 6-dehydrotestosterone glucuronide Pyrimidine metabolism ↑ 1.11 0.01 
map00330 N4-acetylaminobutanal Arginine and proline metabolism ↑ 1.11 0.00 
map00330 4-hydroxy-L-proline Arginine and proline metabolism ↓ 1.10 0.00 
map00330 Agmatine Arginine and proline metabolism ↑ 1.06 0.01 
map00330 4-hydroxyproline Arginine and proline metabolism ↑ 0.93 0.00 
map00330 Trans-4-hydroxy-L-proline Arginine and proline metabolism ↓ 0.93 0.00 
map00220 N2-acetyl-L-ornithine Arginine biosynthesis ↓ 0.93 0.04 
map00220 N-acetyl-L-glutamic acid Arginine biosynthesis ↓ 0.91 0.00 
map00340 L-histidine Histidine metabolism ↓ 0.86 0.00 
map00240 Dihydroorotic acid Pyrimidine metabolism ↓ 0.77 0.01 
map00330 5-aminopentanoic acid  Arginine and proline metabolism ↓ 0.70 0.00 
map00240 Uridine-5′-monophosphate Pyrimidine metabolism ↓ 0.32 0.01 
FC：该代谢物在两组样本间的差异表达倍数；↑：上调；↓：下调；P value：代谢物参与通路的富集显著性。 
FC: The differential expression fold of this metabolite in FC between the two groups of samples; ↑: Upregulated; ↓: 
Down-regulated; P value: The enrichment significance of metabolites involved in pathways. 
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杆菌的安全性必须予以重视。目前，水产养殖

用枯草芽孢杆菌的安全性评价缺乏统一标准。

例如，尹文林等[49]通过评价枯草芽孢杆菌 B115
对鲫鱼、淡水青虾的毒力，证实枯草芽孢杆菌

B115 的安全性；曹海鹏等[50]从溶血性、有害代

谢物产生能力、耐药性，以及对斑马鱼、大型

蚤、中华绒螯蟹的毒力等方面评价枯草芽孢杆

菌 A4 的安全性，证实枯草芽孢杆菌 A4 具有良

好的生物安全性。然而，这些关于水产养殖用

枯草芽孢杆菌菌株的安全性研究忽视了毒力基

因、耐药基因等致病因子的检测。因此，建议

参照文献[51-52]等相关规范性文件，通过毒力

基因与耐药基因检测、产毒能力与抗菌药物敏

感性分析、致病力与毒力测定对水产养殖用枯

草芽孢杆菌菌株的安全性进行综合评价。 

4  结论 
枯草芽孢杆菌 GT5 是一株优良的广谱抑水

绵菌株，其抑藻方式为间接抑藻。此外，菌株

GT5 的差异代谢物主要富集到精氨酸和脯氨酸

代谢、赖氨酸降解、精氨酸生物合成、嘧啶代

谢等 20 个代谢通路。其中，4-(谷氨酰氨基)丁
酸酯、邻苯二酚、6-去氢睾酮葡萄糖醛酸苷、

N4 乙酰氨基丁醛、胍丁胺、4-羟脯氨酸等显著

上调代谢物参与的精氨酸生物合成、组氨酸代

谢、氨基苯甲酸酯降解、嘧啶代谢、精氨酸和

脯氨酸代谢等 5 个代谢通路影响较大。 
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