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研究报告 

小龙虾肠道产木聚糖酶细菌的分离与鉴定 

冯光志  邹颜霓  王月琳  吴玉婷  石玉* 
武汉设计工程学院食品与生物科技学院  湖北 武汉  430205 

摘  要：【背景】小龙虾肠道微生物是小龙虾降解纤维素和半纤维素的主要驱动力。【目的】研究肠

道内细菌的相对丰度，为揭示肠道微生物在小龙虾纤维素降解过程中的作用提供理论支撑。【方法】

采用纯培养法从小龙虾肠道筛选产木聚糖酶细菌，并且对小龙虾肠道细菌进行 16S 高通量测序。【结

果】形态学和 16S rRNA 基因分子鉴定表明，筛选到的 4 株产木聚糖酶细菌均属于芽孢杆菌科芽孢

杆菌属；结合进一步的生理生化特征鉴定，结果为：菌株 Z-3 为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)，菌

株 Z-4 为贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)，菌株 Z-29 为蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)，菌株 Z-30

为高地芽孢杆菌(Bacillus altitudinis)；16S rRNA 基因高通量测序结果表明：在属水平上，小龙虾肠

道细菌主要是 Candidatus Bacilloplasma、拟杆菌属、弧菌属、不动杆菌属、Dysgonomonas、Tyzzerella 

3、气单胞菌属和希瓦氏菌属细菌。【结论】小龙虾肠道内细菌资源丰富，且芽孢杆菌属细菌在木质

纤维素降解过程中发挥一定功能。 

关键词：小龙虾肠道，内生细菌，木聚糖酶，高通量测序 

Screening and identification of xylanase-producing strains isolated 
from crayfish intestine 
FENG Guang-Zhi  ZOU Yan-Ni  WANG Yue-Lin  WU Yu-Ting  SHI Yu* 

College of Food and Biotechnology, Wuhan Institute of Design and Sciences, Wuhan, Hubei 430205, China 

Abstract: [Background] The intestinal microbes are the main driving force of crayfish to degrade 
cellulose and hemicellulose. [Objective] The study of the relative abundance of bacteria in the intestine 
provides theoretical support for revealing the role of intestinal microorganisms in the degradation of 
lignocellulose. [Methods] The diversity of intestinal bacteria was studied by Illumina MiSeq 
high-throughput sequencing, and xylanase production bacteria were isolated from crayfish intestine by 
plate screening method. [Results] Morphological and 16S rRNA gene molecular identification showed that 
all 4 strains belonged to Bacillus genus. The four strains were identified combining the physiological and 
biochemical characteristics. The results showed that the strain Z-3 was identified as Bacillus subtilis, strain 
Z-4 was Bacillus velezensis, strain Z-29 was Bacillus cereus, strain Z-30 was Bacillus altitudinis. The 
results of 16S rRNA gene high-throughput sequencing showed that: at the genus level, the intestinal 
bacteria of crayfish were mainly Candidatus Bacilloplasma, Bacteroides, Vibrio, Acinetobacter, 
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Dysgonomonas, Tyzzerella 3, Aeromonas and Shewanella. [Conclusion] Crayfish had abundant bacterial 
resources in the intestine, and Bacillus bacteria played an important role in the degradation of 
lignocellulose. 

Keywords: Crayfish intestine, Endophytic bacterium, Xylanase, High-throughput sequencing 

木聚糖酶是一组可降解植物半纤维素成分的

水解酶系，在自然界中分布于各种微生物、植物、

动物瘤胃等环境[1]。随着生物技术在工业中的发展，

木聚糖酶被广泛应用于食品加工、饲料生产、制浆

造纸、能源工业等行业，具有很大的经济价值和应

用前景[2]。由于微生物产生的天然木聚糖酶在产量、

酶活性、温度稳定性、pH 值稳定性等方面存在着

不同的缺陷[3-4]，阻碍了木聚糖酶在诸多领域的高效

应用，因此需要进一步挖掘新的木聚糖酶菌株资源

和基因资源，以拓宽木聚糖酶的应用。 

克氏原螯虾(Procambarus clarkii)，俗称小龙虾，

属甲壳纲(Crustacea)、十足目(Decapoda)、蝲蛄科

(Cambaridae)、原螯虾属(Procambarus)动物[5]。小

龙虾为杂食性动物，在天然条件下主要摄食有机物

碎屑、藻类、水生植物的根、叶及碎片，特别喜食

汁多肥嫩的绿色植物，如水浮莲、绿萍和水葫芦等，

可见小龙虾具有很强的纤维素降解能力。小龙虾肠

道微生物是小龙虾降解纤维素和半纤维素的主要

驱动力，因此，在小龙虾肠道内有望筛选到高产木

聚糖酶的优良菌株。 

目前，国内外对克氏原螯虾的研究主要集中于

其行为学[6-7]、种群结构与分布[8-9]及疾病与免疫方

面[10-12]，对营养饲料方面的研究也主要集中在蛋白

质、脂肪等方面[13]，而对于小龙虾肠道细菌的相

关研究却鲜有报道。本文采用纯培养法，从小龙虾

肠道中分离筛选产木聚糖酶的细菌，进行形态学和

分子生物学初步鉴定，同时利用 16S rRNA 基因高

通量测序，研究小龙虾肠道内细菌的物种组成，一

方面有望分离到全新的高产木聚糖酶的优良菌株，

另一方面，也为研究小龙虾肠道菌群结构和纤维素

的降解机制提供理论支撑，为创制新型小龙虾饲料

开辟新途径。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

市售小龙虾，在实验室条件下饲养。 

1.2  主要试剂、仪器及培养基 

木聚糖，Sigma-Aldrich 公司；2×Taq MasterMix，

北京宝日医生物技术有限公司；16S rRNA 基因序

列扩增引物，上海桑尼生物科技有限公司。PCR

仪，Bio-Rad 公司；电泳仪，北京六一生物科技

有限公司。富集培养基(g/L)：木聚糖 10.0，KH2PO4 

1.0，MgSO4 0.5，pH 8.0，1×105 Pa 灭菌 20 min。

筛选培养基(g/L)：胰蛋白胨 5.0，NaCl 5.8，木聚

糖 8.0，酵母膏 1.0，葡萄糖 1.0，柠檬酸三钠 4.5，

pH 8.0，琼脂粉 20.0，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.3  产木聚糖酶菌的筛选 

选取 10 只小龙虾，用 70%酒精、无菌水依次清

洗体表。拉出整个肠道，放于无菌离心管中。用灭

菌的匀浆棒匀浆，充分匀浆后的液体即为小龙虾全

肠菌悬液。吸取小龙虾全肠菌悬液倒入富集培养基

中，37 °C、120 r/min 培养 24 h。将富集培养基中的

菌液稀释涂平板，涂到筛选培养基中。梯度从 10−2

到 10−7，每个梯度涂 2 个平行。在 28 °C 的恒温箱中

进行倒置培养 2 d。将筛选培养基上长出的菌分类标

记后，用牙签点在筛选培养基上，于 28 °C 的恒温箱

中倒置培养 24 h。用沾了酒精的纸板轻轻刮去培养

基表面的菌体，刚果红染色 15 min，NaCl 脱色 30 min，

观察水解圈的形成。将有水解圈的菌落在筛选培养

基的平板上进行分离纯化。记录水解圈直径和菌落

直径大小，并将纯化的菌种−80 °C 甘油保藏。 

1.4  菌株的表型特征鉴定 

对所筛选菌株进行个体形态观察，参照《伯杰

细菌鉴定手册》[14]和《常见细菌系统鉴定手册》[15]，

对 Z-3、Z-4、Z-29 和 Z-30 分别进行明胶液化、V-P
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试验、接触酶试验、耐 10% NaCl 试验、丙酸盐利

用、柠檬酸盐利用、D-木糖产酸试验、D-甘露醇

产酸试验。 

1.5  菌株的分子生物学鉴定 

采用细菌通用引物 27F 和 1492R 进行 16S 

rRNA 基因的 PCR 扩增[16]。PCR 反应体系(50 μL)：

DNA 模板 1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 2 μL，

2×Taq MasterMix 25 μL，双蒸水补足到 50 μL。PCR

反应条件：94 °C 3 min；94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 

1 min，30 个循环；72 °C 7 min；15 °C 保存。PCR

结束后，进行琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 扩增结果，

送至上海桑尼生物科技有限公司测序。 

1.6  小龙虾肠道 16S rRNA 基因高通量测序 

采用 CTAB 方法提取小龙虾肠道总 DNA，利用

1%琼脂糖凝胶电泳检测纯度和浓度，送至武汉基诺

塞克科技有限公司进行 16S rRNA 基因高通量测序。 

2  结果与分析 

2.1  小龙虾肠道产木聚糖酶细菌的分离与筛选 

在筛选培养基平板中以及 28 °C 的环境条件

下，菌株能够利用培养基中的营养物质进行生长并

产生木聚糖酶，使培养基中的玉米芯木聚糖水解并

形成透明圈。水解圈直径与菌落直径之比较大的菌

株产木聚糖酶能力比较强，反之较弱。从表 1 中可

以看出 Z-3 产酶能力最大，其次是 Z-4，Z-29、Z-30

产酶能力最小。 

2.2  分离菌株的鉴定结果与分析 

2.2.1  表型特征鉴定 

如图 1 所示，菌株 Z-3、Z-4、Z-29、Z-30 均为 

 
表 1  筛选菌株水解圈大小 
Table 1  Hydrolytic circle size for screening strains 

菌株 

Strains 

水解圈直径 D 

Diameter of the clear 
zone (cm) 

菌落直径 d 

Diameter of the colony
(cm) 

D/d

Z-3 1.28 0.38 3.37

Z-4 1.23 0.58 2.12

Z-29 0.97 0.62 1.56

Z-30 0.68 0.63 1.08

 
 

图 1  形态学鉴定结果(1 000×) 
Figure 1  Results of morphological identification (1 000×) 

注：A：菌株 Z-3，革兰氏阳性菌；B：菌株 Z-3 的芽孢染色，

绿色为芽孢，红色为菌体；C：菌株 Z-4，革兰氏阳性菌；D：

菌株 Z-4 的芽孢染色，绿色为芽孢，红色为菌体；E：菌株 Z-29，

革兰氏阳性菌；F：菌株 Z-29 的芽孢染色，绿色为芽孢，红色

为菌体；G：菌株 Z-30，革兰氏阳性菌；H：菌株 Z-30 的芽孢

染色，绿色为芽孢，红色为菌体. 

Note: A: Strain Z-3, Gram positive bacterium; B: Spore staining of 
strain Z-3, green is spore, red is a bacterium; C: Strain Z-4, Gram 

positive bacterium; D: Spore staining of strain Z-4，green is spore, 

red is a bacterium; E: Strain Z-29, Gram positive bacterium; F: 
Spore staining of strain Z-29, green is spore, red is a bacterium; G: 
Strain Z-30, Gram positive bacterium; H: Spore staining of strain 
Z-30, green is spore, red is a bacterium. 

 
革兰氏阳性芽孢杆菌，从菌落形态来看，Z-3 菌落

圆形，扁平，表面干燥；Z-4 较规则圆形，乳白色，

稍透明，表面光滑；Z-29 菌落圆形扁平，边缘整齐，

乳白色，表面湿润；Z-30 圆形或不规则圆形，灰白
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色，不透明，边缘整齐，表面光滑凸起。生理生化

结果如表 2 所示，由《伯杰细菌鉴定手册》[14]和《常

见细菌系统鉴定手册》[15]可知，4 株菌株的生理生

化结果与芽孢杆菌属相符。 

2.2.2  分子生物学鉴定 

将筛选菌株进行 16S rRNA 基因 PCR 扩增，

得到约 1 500 bp 的 PCR 产物(图 2)。根据系统发育 
 

表 2  分离株的生理生化鉴定结果 
Table 2  Physiological and biochemical identification 
results of isolated strains 

Test items Z-3 Z-4 Z-29 Z-30

Gram stain + + + + 

Protease + + + + 

Amylase + − + + 

Gelatin liquefaction test + + + + 

V-P + − + − 

Catalase + + + + 

Growth in 10% NaCl + − + − 

Citrate + + + − 

Proodate − − − − 

D-Xylose + − − + 

D-Mannitol + + − + 

注：+：阳性反应；−：阴性反应. 

Note: +: Positive; −: Negative. 

树结果(图 3)可知，菌株 Z-3 属于枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)，菌株 Z-4 属于贝莱斯芽孢杆菌

(Bacillus velezensis)，菌株 Z-29 属于蜡状芽孢杆菌

(Bacillus cereus)，菌株 Z-30 属于高地芽孢杆菌

(Bacillus altitudinis)，皆与生理生化鉴定结果相吻合。 
 

 
 

图 2  PCR 产物扩增结果 
Figure 2  Results of amplify for PCR products  

注：M：DNA Marker；Z-3、Z-4、Z-29、Z-30：16S rRNA 基因

扩增序列. 

Note: M: DNA Marker；Z-3, Z-4, Z-29, Z-30: 16S rRNA gene 

amplified fragments. 

 

 
 

图 3  菌株 Z-3、Z-4、Z-29、Z-30 的 16S rRNA 基因系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree of strains Z-3, Z-4, Z-29 and Z-30 based on the 16S rRNA gene sequence 

注：节点左边的数值是基于邻接法 1 000 次重复取样数据集的 Bootstrap 支持率；比例尺 0.005 表示 1 000 个核苷酸中有 5 个被替换；

括号内的序号表示相应序列在 GenBank 的登录号. 
Note: The values on the left side of the node were Bootstrap support rates based on the neighboring method by 1 000 repeated sampling; The 
scale bar, 0.005, represented five out of 1 000 nucleotides were replaced; Numbers in the parentheses indicated GenBank accession number 
of the sequence. 
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2.3  小龙虾肠道 16S rRNA 基因高通量测序 

小龙虾肠道细菌在属水平上的分类(图 4)，

Candidatus Bacilloplasma 和拟杆菌属细菌数量最

多，Candidatus Bacilloplasma 占 24.93%，拟杆菌属

细菌占 23.44%，弧菌属细菌占 10.11%，不动杆菌

属细菌占 3.81%，Dysgonomonas 占 2.99%，Tyzzerella 

3 占 2.06%，气单胞菌属细菌占 1.13%，希瓦氏菌属

细菌占 1.05%，其余的未知菌属细菌占 30.48%。 

 

 
 
图 4  小龙虾肠道细菌在属水平上的群落结构组分图 
Figure 4  The community composition of intestinal bacteria at the genus level of crayfish 

注：括号内的数字表示物种的序列数；百分数代表物种的百分比. 
Note: Numbers in the parentheses indicated the number of sequences of species and the percentage of species. 
 

3  讨论与结论 

木聚糖酶具有重要的应用价值，在饲料、食品

医药、制浆造纸等行业中有着广阔的应用前景[17]。

目前工业应用的木聚糖酶存在着不同的缺陷，阻碍

了木聚糖酶在诸多领域的高效应用，进一步挖掘新

的木聚糖酶菌株资源和基因资源，仍然显得十分重

要[18]。细菌木聚糖酶具有稳定的酶学特性，发掘和

研究高产菌株资源对促进木聚糖酶工业发展具有

十分重要的意义[19]。小龙虾以植物根、叶为食，肠

道中生存着大量的纤维素降解细菌，然而目前，小

龙虾肠道微生物的相关研究还很少，对小龙虾肠道

菌群的种群组成和功能都知之甚少，从小龙虾肠道

中筛选产木聚糖酶细菌，有望获得全新的木聚糖酶

菌株资源和基因资源，同时对小龙虾肠道菌群进行

多样性分析，有助于了解宿主与菌群间的相互作用

关系，揭示小龙虾降解纤维素的机制。 

利用 Illumina 平台对 16S rRNA 基因的一个或

多个高变区测序，具有测序深度高、利于鉴定低丰

度群落物种的特点，但是高通量测序读长有限，不

可能将 16S rRNA 基因的 9 个可变区全部测序，所

以往往只选择 1−3 个可变区作为测序区域，单端测

序长度为 250 bp，双端测序长度为 500 bp，测序片

段越短，后续对序列进行物种注释时的分辨度越

低，只能将微生物注释到属的分类水平[20]。本论文

采用高通量测序研究了小龙虾肠道菌群结构，结果

表 明 小 龙 虾 肠 道 核 心 菌 群 包 括 Candidatus 

Bacilloplasma、拟杆菌属、弧菌属、不动杆菌属、

Dysgonomonas、Tyzzerella 3、气单胞菌属细菌，为

小龙虾肠道菌群多样性研究、纤维素在肠道内的降

解机制研究以及小龙虾肠道内功能菌的定向选育

提供指导。 

本实验从小龙虾肠道中筛选出 4 株产木聚糖酶

菌株，分别编号为 Z-3、Z-4、Z-29、Z-30。对 4 株

菌株进行表型和分子生物学鉴定，判定 4 株菌均属

于革兰氏阳性的芽孢杆菌科芽孢杆菌属。其中菌株

Z-3 为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)，菌株 Z-4 为

贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)，菌株 Z-29 为

蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)，菌株 Z-30 为高地芽

孢杆菌(Bacillus altitudinis)，形态学鉴定结果也相吻

合。芽孢杆菌属(Bacillus)是一类产芽孢的革兰氏阳
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性细菌，好氧或兼性厌氧生活[21]，芽孢杆菌属的微

生物能够形成芽孢的特性使得他们能够抵抗各种

极端环境，而且对各种杀菌剂也具有一定的抵抗

力，他们在各种自然环境中都能被分离到[22]。本实

验筛选到的菌株并不是小龙虾肠道中的优势菌群，

在 属 的 水 平 上 ， 小 龙 虾 肠 道 中 的 优 势 菌 群 为

Candidatus Bacilloplasma、拟杆菌属和弧菌属。这

与本研究采用的筛选方法以及小龙虾肠道本身的

菌群结构有关，芽孢杆菌属多为好氧菌，较易于实

验室培养。Candidatus Bacilloplasma 被定义为软壁

菌门柔膜菌纲，有关 Candidatus Bacilloplasma 在肠

道内的作用研究很少，在肠道内的作用尚不清

楚 [23]。拟杆菌属(Bacteroides)是无芽孢、专性厌氧

的革兰氏阴性菌。研究发现，许多拟杆菌属菌株具

有降解纤维素类的多酶体系，该多酶复合体具有纤

维素酶和木聚糖酶活性，可影响纤维素晶体和木质

纤维素的降解[24]，也有研究表明拟杆菌还有助于增

强机体免疫力[25]。弧菌属于弧菌科弧菌属，是一类

革兰氏阴性、具极生鞭毛、能运动、无芽孢的短杆

状细菌，是引起海、淡水养殖鱼类细菌性疾病最重

要的病原菌之一[26-27]。通过对小龙虾肠道物种组成

结构及功能的分析，可以发现小龙虾肠道内还含有

大量未知的未分离到(含大量厌氧菌)或者不可培养

的纤维素降解菌，这也指示我们对筛选方法进行改

进以及通过其他的生物技术手段广泛获得木聚糖

酶基因资源。通过认识小龙虾肠道菌群的相互联

系，以及微生物与宿主的共生关系，一方面，可以

了解肠道菌群与小龙虾疾病和免疫的关系，为小龙

虾养殖用益生菌的开发和饲料配方的优化提供依

据；另一方面，也为小龙虾纤维素降解机制的研究

提供参考。 
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