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摘  要：【背景】由水产致病菌导致的病害不断暴发，寻找安全有效的抗生素替代品是目前生产

的迫切需求。人们通常过于关注益生菌效应，而对其安全性评价重视度不够。【目的】分析我国

海水养殖系统中不同来源枯草芽孢杆菌菌株的表型及遗传特征，并寻找绿色安全且具有多重抑菌

作用的菌株。【方法】以 2009–2021 年从我国海水养殖系统中分离的 37 株枯草芽孢杆菌为对象，

利用纸片扩散法(K-B 法)检测其对不同抗生素的抗性；利用培养基平板法测定淀粉酶、蛋白酶和溶

血能力；通过 PCR 方法检测枯草芽孢杆菌溶血相关基因携带风险；采用牛津杯法测定其对副溶血

弧菌、溶藻弧菌、爱德华氏菌、哈维氏弧菌、美人鱼发光杆菌和假交替单胞菌等 6 种病原菌的抑

菌作用；并对候选益生性枯草芽孢杆菌的安全性进行评估。【结果】药敏检测结果显示，37 株枯

草芽孢杆菌对甲氧苄啶、吡哌酸、链霉素表现出强耐药性，对磺胺嘧啶表现出中等耐药，对头孢

噻肟、环丙沙星、舒巴坦的耐药率低，对克拉霉素、诺氟沙星、氟苯尼考、氟甲喹、复方新诺明、

四环素表现为完全敏感。蛋白酶、淀粉酶活性测试结果显示，37 株枯草芽孢杆菌能不同程度地水

解酪蛋白和淀粉。溶血性测试结果显示，37 株枯草芽孢杆菌中有 4 株出现溶血现象，而 8 个溶血

相关基因在 37 株枯草芽孢杆菌中均有检出，溶血表型与检测基因关联分析表明，产生溶血现象的
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菌株与其溶血基因携带间无直接相关性。抑菌试验分析表明，37 株枯草芽孢杆菌均对 2 种及以上

病原菌有抑制作用，对 6 种病原菌均具有良好抑菌作用的有 2 株(菌株 Bs4 和 Bs7)。对凡纳滨对虾

的安全试验表明，菌株 Bs4 对凡纳滨对虾具有高安全性，7 d 对虾存活率为 100%。【结论】通过

对 37 株枯草芽孢杆菌生理代谢表型、遗传特性及病原拮抗特性进行比较分析，揭示了我国海水养

殖系统中枯草芽孢杆菌具有多元化的表型及遗传特征，并筛选出一株生态安全且具有多重抑菌活

性的益生性枯草芽孢杆菌，为水产养殖病害防控、开发抑菌类微生态制剂及水产养殖行业健康绿

色发展提供了理论基础和技术支撑。 

关键词：枯草芽孢杆菌；抗生素敏感性；溶血性；产酶能力；抑菌作用；生态安全  
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Abstract: [Background] Diseases caused by aquatic pathogens continue to break out, and 
finding safe and effective alternatives to antibiotics is an urgent need. Probiotics are often 
influenced by interests and profit-making, whereas not enough attention has been paid to their 
safety evaluation. [Objective] To find green and safe probiotics with multiple bacteriostatic 
activities based on the phenotypic and genetic characteristics of Bacillus subtilis in China’s 
mariculture system. [Methods] Taking 37 B. subtilis isolated from China’s mariculture system 
from 2009 to 2021 as the research object, this study used K-B method to detect the resistance of 
B. subtilis to different antibiotics. The amylase, protease, and hemolytic capacity of B. subtilis 
were determined by medium plate method. Polymerase chain reaction (PCR) was used to detect 
the risk of carrying genes related to hemolysis in B. subtilis. The Oxford cup method was used 
to determine its bacteriostatic effects on six pathogens, including Vibrio parahaemolyticus, 
Vibrio algaelyticus, Edwardsiella tarda, Vibrio harveyi, Pseudoalteromonas sp., and 
Photobacterium damselae. The safety of candidate probiotic B. subtilis was evaluated. [Results] 
The results of drug susceptibility test showed that 37 isolates of B. subtilis showed strong 
resistance to trimethoprim, pipemidic acid, and streptomycin, moderate resistance to 
sulfadiazine, low resistance to cefotaxime, ciprofloxacin, and sulbactam, and complete 
sensitivity to clarithromycin, norfloxacin, florfenicol, flumequine, cotrimoxazole, and 
tetracycline. The test results of protease and amylase activity showed that 37 isolates of B. subtilis 
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hydrolyzed casein and starch to varying degrees. The hemolytic test results showed that 4/37 
isolates of B. subtilis had hemolytic phenomenon, while 8 hemolysis-related genes were 
detected in 37 isolates of B. subtilis. The analysis of the correlation between hemolytic 
phenotype and detection gene showed that there was no direct correlation between the strain that 
produced hemolysis and its hemolytic gene carrier. The analysis of bacteriostatic experiments 
showed that all isolates of B. subtilis had inhibitory effect on 2 or more pathogenic bacteria, and 
2 isolates (strains Bs4 and Bs7) had good bacteriostatic effects on 6 pathogenic bacteria. Safety 
experiments on Litopenarus vanmamei showed that strain Bs4 had high safety against       
L. vanmamei, and the survival rate of 7 d was 100%. [Conclusion] Through the comparative 
analysis of the physiological metabolic phenotype, genetic characteristics, and pathogen 
antagonism characteristics of B. subtilis isolates, it is revealed that B. subtilis has diversified 
phenotypes and genetic characteristics in China’s mariculture system. An ecologically safe and 
probiotic B. subtilis with multiple bacteriostatic activities is screened out, which provides a 
theoretical basis and technical support for the prevention and control of aquaculture diseases, 
the development of bacteriostatic microecological preparations, and the healthy and green 
development of aquaculture industry.  
Keywords: Bacillus subtilis; antibiotic susceptibility; hemolytic; enzyme-producing capacity; 
bacteriostasis; ecological security 
 

随着人民生活水平的提高，对高蛋白、低

脂肪的优质食品需求不断增加，在此背景下，

水产养殖业得以逐步发展。养殖水产品在为人

们提供丰富优质蛋白质的同时，也为我国的粮食

安全提供了重要保障。但日益扩大的养殖规模使

得水产病害发生几率显著增加，对水产养殖业造

成了严重打击。据统计，2020 年由病害导致的

水产品损失达到 139 万 t，累计约 20.8 亿元[1]。

在众多水产养殖病害中，由细菌感染导致的

疾病占比较大，成为限制水产养殖业发展的

重要因素。在海水养殖过程中常见的病原菌

包括副溶血弧菌 (Vibrio parahaemolyticus)、
溶 藻 弧 菌 (Vibrio algaelyticus)、哈维氏弧菌

(Vibrio harveyi)、鳗弧菌(Vibrio anguallanim)、
迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)、假交替单

胞 菌 (Pseudoalteromonas sp.) 、嗜水气单胞菌

(Aeromonas hydrophila) 、 美 人 鱼 发 光 杆 菌

(Photobacterium damselae)等，严重影响鱼、虾、

贝类等水产养殖动物的健康养殖[2]。 
抗生素以其简单、快速、经济的优点被长

期用作对抗细菌性疾病的有效药物[3]，但是广

泛、频繁地使用抗生素易导致抗生素在某些情

况下不再有治疗细菌性疾病的功效[4]，并引起

水产养殖相关细菌的遗传和代谢特性发生显著

变化，甚至扩大细菌耐药性的传播[5]。水生生

态系统中的益生菌会产生抑制其他微生物生长

的抗微生物物质，并作为一种安全的添加剂以

改善宿主的微生物菌群，提高免疫反应[6]。芽

孢杆菌是人类发现最早的细菌之一，能够改善

水体环境、促进生长、提高免疫力、抑制病原

菌，现已成为多种动物疾病防控的重要生物制

品[7]。枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)是最常用、

最具特色的一类芽孢杆菌，在水产养殖上的应

用研究比较多，且易于生产和保存。枯草芽孢

杆菌可以在动物肠道内竞争性抑制其他有害菌

的生存与繁殖，有利于有益菌的生长，进而改



 
张杨等: 海水养殖系统中 37 株枯草芽孢杆菌生理代谢、遗传特性及抑菌效果差异分析 3303 

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

善肠道菌群结构，从而间接提高机体免疫力[8]。

据报道，枯草芽孢杆菌对副溶血弧菌[9]、迟缓

爱德华菌[10]、嗜水气单胞菌[11]等具有抑制作用，

然而并非所有芽孢杆菌都适合应用于生产实践

中，某些芽孢杆菌是食源性病原体，可导致不

同形式的疾病 [12]。例如，对虾细菌性白斑症

(bacterial white spot syndrome, BWSS)的发生与

虾池中异常使用含有枯草芽孢杆菌的生物菌剂

有关[13]。因此，只有生态友好、生物安全、具有

益生作用的芽孢杆菌才能被用作益生菌。 
本研究以实验室分离于 2009−2021 年不同

地区的 37 株枯草芽孢杆菌为研究对象，通过对

其生理代谢表型、遗传特性进行分析，并以副

溶血弧菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌、迟缓爱德

华氏菌、假交替单胞菌、美人鱼发光杆菌共 6 种

病原菌为指示菌，探究不同枯草芽孢杆菌菌株

间抑菌效果差异，以期获得生态安全且具有多

重抑菌活性的潜在益生性芽孢杆菌，为开发适

用于水产养殖环境的抑菌类微生态制剂提供理

论基础和材料保障。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

本研究共包含 37 株枯草芽孢杆菌，于

2009–2021 年分离自我国不同地区的海水养殖

环境中，所有菌株均保存于中国水产科学研究

院黄海水产研究所，并进一步进行 16S rRNA 基

因鉴定。此外，用于拮抗试验的 6 株病原菌分别

为副溶血弧菌[14]、溶藻弧菌、爱德华氏菌[15]、

哈维氏弧菌、美人鱼发光杆菌[16]、假交替单胞

菌，均由实验室保存并已通过试验证实。大肠

杆菌 ATCC 25922 由实验室保藏。 
凡纳滨对虾，青岛市瑞滋海珍品发展有限

公司；TSB 固体培养基，北京陆桥技术股份有

限公司；可溶性淀粉琼脂、酪蛋白琼脂，青岛

高科技工业园海博生物技术有限公司。菌落计

数仪，Interscience 公司。 

1.2  枯草芽孢杆菌抗生素敏感性测试 
将实验室–80 ℃冰箱保存的 37 株枯草芽孢

杆菌和 6 种病原菌接种于 TSB 固体培养基，枯

草芽孢杆菌 28 ℃活化培养 36 h，病原菌 28 ℃
活化培养 24 h，随后挑取单菌落接种于新 TSB
固体培养基上，培养得到菌株的纯培养物。 

挑取纯化后的枯草芽孢杆菌重悬于 1.5% 
NaCl 无菌溶液中，制备成 106 CFU/mL 的菌悬

液，采用纸片扩散法(K-B 法)对 37 株枯草芽孢

杆菌进行药物敏感性测试。本试验共选用 7 类

13 种抗生素，包括：β-内酰胺类 2 种(头孢噻肟、

舒巴坦)，喹诺酮类 4 种(环丙沙星、吡哌酸、诺

氟沙星、氟甲喹)，磺胺类 3 种(甲氧苄啶、复方

新诺明、磺胺嘧啶)，大环内酯类 1 种(克拉霉

素)，氨基糖苷类 1 种(链霉素)，四环素类 1 种(四
环素)，氯霉素类 1 种(氟苯尼考)。以大肠杆菌

ATCC 25922 为质控菌，进行各批次测试的质

控。检测结果根据美国临床和实验室标准协会

(Clinical and Laboratory Standards Institute, 
CLSI)抗生素敏感试验标准进行判读，将耐药情

况分为敏感 S (sensitive)、中间 I (intermediate)、
耐药 R (resistant)[17]。同时，参照 Magiorakos 等[18]

计算不同菌株的多重耐药指数(multi-antibiotic 
resistance indexes, MARIs)，即某一细菌对 13 种

测试抗生素耐受的抗生素数目与测试抗生素总

数目的比值。 

1.3  枯草芽孢杆菌产淀粉酶和蛋白酶能力

检测 
在 500 mL去离子水中分别添加 18.5 g可溶

性淀粉琼脂和 21.0 g 酪蛋白琼脂制备成测定淀

粉酶分解能力的淀粉平板和测定蛋白酶分解

能力的酪蛋白平板。将纯化后的枯草芽孢杆菌

重悬于无菌 1.5% NaCl 溶液中，制备成浓度为
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108 CFU/mL 的菌悬液(OD600≈0.8)。随后吸取 5 μL
菌悬液接种于淀粉平板和酪蛋白平板，28 ℃恒

温培养 48 h 后观察测量菌苔周围水解圈，并拍

照记录菌株的淀粉酶和蛋白酶分解能力。 

1.4  枯草芽孢杆菌的溶血性及相关溶血基

因检测 
使用TSB固体培养基添加 5%无菌脱纤维绵

羊血制成血平板。将纯化后的枯草芽孢杆菌重悬于

无菌 1.5% NaCl 溶液制备成 108 CFU/mL 的菌悬

液(OD600≈0.8)，吸取 5 µL 菌悬液转接于血平板，

28 °C 恒温培养 36 h 后判定菌株的溶血能力。 
为了进一步探究菌株的溶血特性，通过 PCR

测定 37 株枯草芽孢杆菌内溶血相关基因携带情

况，共检测 yhdP、yhdT、yrkA、yqxC、yplQ、yugS、
yqhB 和 ytjA 这 8 种溶血相关基因[19]，相关基因

引物序列见表 1。PCR 反应体系(25 μL)：2×Rapid 
Taq Master Mix 12.5 µL，上、下游引物(10 µmol/L)
各 0.5 µL，模板 DNA (100 ng/μL) 1 µL，ddH2O 

10.5 µL。PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，
52 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，30 个循环；72 ℃ 5 min；
4 ℃保存。PCR 扩增产物通过 1%琼脂糖凝胶电

泳检测各基因携带情况。 

1.5  枯草芽孢杆菌对 6 种病原菌的体外抑

菌能力检测 
采用牛津杯法检测 37 株枯草芽孢杆菌对 

6 种不同病原菌的拮抗活性。挑取纯化后的枯

草芽孢杆菌加入无菌 1.5% NaCl 溶液制备成浓

度为 108 CFU/mL 菌悬液(OD600≈0.8)，同步制备

浓度为 106 CFU/mL 的副溶血弧菌、溶藻弧菌、

哈维氏弧菌、爱德华氏菌、假交替单胞菌和美

人鱼发光杆菌菌悬液(OD600≈0.5)。吸取 100 μL
病原菌菌悬液涂布于 TSB 固体培养基表面，随

后在牛津杯孔内加入 100 μL 的芽孢杆菌菌悬

液，静置 10 min 后置于 28 ℃培养 36 h，观察

37 株枯草芽孢杆菌对 6 种病原菌的抑制作用，

并用菌落计数仪测量抑菌圈直径。 

 
表 1  本研究所用引物信息 
Table 1  The primers used to this study 
引物名称 
Primer name  

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

产物长度 
Product size (bp) 

yhdP ATATACCCGCTACCCTGTGGAAGAG 237 
GCAGTACCGCCGTATTCATCAGAC 

yhdT ATGGCTGCTGTGTCAACTGAGATG 312 
AAGTCCCGAGGTTCCTCCGTATTC 

yrkA ATATGGCGGCACTTCAGGTTTAGTC 263 
CGGCTTCTATAACGGACCCAACTG 

yplQ GGCATCGGTGTCCTCTTATCCATC 277 
CCAACAGGGTAAAGCCGAGTGTG 

yqxC TCCTTTATTTCACTGCGGCTCATCC 241 
TTCCGTCTCCTCCCGTGATTGG 

yugS GCAGAAGGAGCGGATTCACATGG 260 
TTAGAAGCCAGCCTGCAATCGTATC 

yqhB GCTTTAGGACTGGGATGGCTTGG 281 
ATCAATCGGGCAGAGTGGTTCAAC 

ytjA ATGAAAACCCTATTCATCGCTCTG 231 
CTTTTCAGGAACGGGATCGACT 
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1.6  枯草芽孢杆菌对凡纳滨对虾的安全性

分析 
挑取候选益生性枯草芽孢杆菌单菌落接种

于 200 mL 液体 TSB 培养基，28 ℃、180 r/min
振荡培养 24 h 后，于 24 ℃、12 000 r/min 离心

10 min 收集菌体，并用无菌 PBS 溶液重悬洗涤

3 次后，调整菌液浓度为 108 CFU/mL 的菌悬液

(OD600≈0.8)备用。 
采用人工浸浴的方式测定枯草芽孢杆菌对

凡纳滨对虾的安全性。虾体长约为 6 cm，所有

试验虾在试验前均暂养 7 d 以确保对虾健康。

每组使用健康的凡纳滨对虾 30 尾，每组 3 个平

行，试验水温为 28 ℃。试验组添加候选益生性

枯草芽孢杆菌至终浓度为 108 CFU/mL，对照组

加入等量的无菌 PBS 溶液。试验期间连续充气，

观察对虾的存活情况。 

2  结果与分析 
2.1  枯草芽孢杆菌基于 16S rRNA 基因的

系统发育分析 
纯化后的 37 株枯草芽孢杆菌的 16S rRNA

基因扩增得到 1 452 bp 的目标条带，经测序后

进行 BLAST 同源比对分析，与 GenBank 中芽

孢杆菌属的成员进行聚类分析。鉴定后 37 株菌

均为枯草芽孢杆菌(图 1)，相关序列已提交至

GenBank，登录号 OQ423136–OQ423172。 

2.2  枯草芽孢杆菌对不同类别抗生素的敏

感性分析 
药敏检测结果显示，37 株枯草芽孢杆菌对

13 种抗生素的耐药情况差异较大，对同一类药

物的耐药情况并不完全相同，见图 2。对于试

验选用的 4 种喹诺酮类药物，37 株枯草芽孢杆

菌对吡哌酸表现为较高耐药性，耐药率达到

71.4%，对环丙沙星表现出低耐药性，耐药率仅

有 2.7%，而对于诺氟沙星、氟甲喹则表现为完

全敏感；对于所用的 3 种磺胺类药物，枯草芽

孢杆菌对甲氧苄啶和磺胺嘧啶的耐药率达到

57.1%和 42.9%，但对复方新诺明抗生素全部表

现为敏感；在选用的 2 种 β-内酰胺类抗生素中，

枯草芽孢杆菌对头孢噻肟的耐药率为 21.6%，

而对舒巴坦的耐药率仅为 2.7%。对于其他种类

的药物，对链霉素的耐药率为 54.3%，对四环

素、氟苯尼考和克拉霉素均表现为敏感。多重

耐药指数分析表明，37 株枯草芽孢杆菌的

MARI 为 0.00–0.38，有 16 株菌对测定的 3 种以

上抗生素耐受，多重耐药率达到 43.2%。 

2.3  枯草芽孢杆菌淀粉酶和蛋白酶活性分析 
蛋白酶活性测试结果显示，37 株枯草芽孢

杆菌均能在酪蛋白琼脂培养基上形成透明圆环

(表 2)，蛋白酶水解圈直径为 8.2–20.4 mm，若

以水解圈直径大于 15 mm 为参考，则有 13 株

菌表现为强蛋白酶活性，蛋白酶活性最强的菌

株为 Bs28 (图 3)。淀粉酶活性测试结果显示，

37 株枯草芽孢杆菌均能水解淀粉，淀粉酶水解

圈直径为 10.2–16.8 mm，以水解圈直径大于 
15 mm 为参考，有 8 株表现为强淀粉酶活性，

包括 Bs1、Bs12、Bs16、Bs17、Bs19、Bs24、
B27 和 B29。 

2.4  枯草芽孢杆菌溶血性及溶血基因检测

分析 
溶血性测试结果显示，接种培养 36 h 后，

37株枯草芽孢杆菌中有4株枯草芽孢杆菌在绵羊

血平板上形成溶血环(溶血环直径为 11–14 mm)，
表现出了溶血效应(图 4)，分别是 Bs6、Bs7、
Bs29 和 Bs31，其余 33 株菌均无溶血活性。 

溶血基因检测结果表明，8 种枯草芽孢杆

菌溶血相关基因在 37 株枯草芽孢杆菌中均被

检出，yugS、yhdP、yqxC、yplQ、yqhB、ytjA、

yhdT 和 yrkA 的检出率分别为 94.59%、91.89%、

86.49%、86.46%、86.49%、86.49%、81.08%和
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59.46% (图 5)。 
溶血表型与检测基因关联分析表明，未出

现溶血现象的枯草芽孢杆菌含有不同数量的溶

血基因。产生溶血现象的菌株 Bs6、Bs7 和 Bs31
均检测到 8 个溶血基因，但有 17 株无溶血现象

的枯草芽孢杆菌也检测到 8 种溶血基因，与菌

株 Bs6、Bs7 和 Bs31 具有相同的溶血基因携带

情况。另外一株产生溶血现象的菌株 Bs29 只检

出了 yhdP 和 yugS，而且无与其相同溶血基因

型的枯草芽孢杆菌。 
 

 
 

图 1  枯草芽孢杆菌基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号内的数字为 GenBank 登录号；

结点处数字为 bootstrap 值 
Figure 1  Phylogenetic tree of Bacillus subtilis based on 16S rRNA gene sequence by adjacency method. Numbers 
in parenthesis represented GenBank accession number; Numbers at the branch points indicated the bootstrap value. 



 
张杨等: 海水养殖系统中 37 株枯草芽孢杆菌生理代谢、遗传特性及抑菌效果差异分析 3307 

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

 

 
 
图 2  37 株枯草芽孢杆菌对 13 种抗生素的敏感性 
Figure 2  The susceptibly pattern of 37 Bacillus subtilis to 13 antimicrobial agents. 
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表 2  枯草芽孢杆菌的蛋白酶及淀粉酶水解圈直径 
Table 2  Protease and amylase hydrolysis circle 
diameter of Bacillus subtilis 
菌株 
Strain 

蛋白酶 
Protease 
(mm) 

淀粉酶 
Amylase 
(mm) 

菌株 
Strain 

蛋白酶 
Protease 
(mm) 

淀粉酶 
Amylase 
(mm) 

Bs1 9.0 16.8 Bs20 9.1 12.6 
Bs2 10.7 12.2 Bs21 12.6 10.2 
Bs3 16.0 12.0 Bs22 8.2 13.0 
Bs4 17.9 13.0 Bs23 8.5 12.6 
Bs5 18.1 12.5 Bs24 8.5 15.2 
Bs6 19.0 12.4 Bs25 11.3 13.2 
Bs7 17.3 10.6 Bs26 16.6 12.8 
Bs8 10.2 12.6 Bs27 10.2 16.2 
Bs9 18.4 13.6 Bs28 20.4 13.6 
Bs10 17.7 11.4 Bs29 18.4 15.6 
Bs11 12.7 13.4 Bs30 12.0 12.2 
Bs12 19.3 15.2 Bs31 10.2 14.6 
Bs13 10.5 11.5 Bs32 16.2 14.2 
Bs14 13.9 12.4 Bs33 11.8 14.4 
Bs15 10.0 14.8 Bs34 13.0 11.2 
Bs16 12.6 15.4 Bs35 9.8 12.8 
Bs17 12.3 15.0 Bs36 11.3 13.8 
Bs18 16.2 13.2 Bs37 10.0 14.4 
Bs19 10.9 15.4    

 

 
 
图 3  枯草芽孢杆菌的蛋白酶和淀粉酶表型特征   
A：强蛋白酶活性. B：弱蛋白酶活性. C：强淀粉

酶活性. D：弱淀粉酶活性 
Figure 3  Different protease and amylase activity 
phenotype of Bacillus subtilis. A: Strong protease 
activity. B: Weak protease activity. C: Strong amylase 
activity. D: Weak amylase activity. 

 
 
图 4  枯草芽孢杆菌溶血活性 
Figure 4  Hemolytic activity of Bacillus subtilis. 

 

 
 
图 5  枯草芽孢杆菌菌株内溶血相关基因检出率 
Figure 5  Detection rate of hemolysis-related genes 
in Bacillus subtilis isolates. 
 
2.5  枯草芽孢杆菌对 6 种病原菌的抑菌效

果分析 
抑菌检测结果显示，37 株枯草芽孢杆菌对

6 种病原菌抑菌能力在不同枯草芽孢杆菌分离

株之间表现出明显差异(图 6)。37 株枯草芽孢杆

菌均对 2 种以上病原菌有抑制作用，仅对 2 种

病原菌有抑制作用的枯草芽孢杆菌有 8 株，对

3 种病原菌有拮抗作用的有 7 株，对 4 种病原

菌有拮抗作用的有 7 株，对 5 种病原菌有拮抗 
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图 6  37 株枯草芽孢杆菌对 6 种病原菌的抑制效果 
Figure 6  The antagonist inhibition zone of 37 Bacillus subtilis for 6 kinds of pathogen. 
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作用的有 11 株，对 6 种病原菌均具有良好抑菌

效果的有 2 株(菌株 Bs4 和 Bs7)。 
从不同种类病原菌角度分析，以是否出现

抑菌圈为标准，在 37 株枯草芽孢杆菌中，有

12 株对副溶血弧菌有抑制作用，抑菌圈直径为

13.2–22.0 mm；6 株对溶藻弧菌有抑制作用，抑

菌圈直径为 14.0–20.9 mm；23 株对哈维氏弧菌

有抑制作用，抑菌直径为 16.4–27.4 mm，28 株

对爱德华氏菌有抑制作用，抑菌圈直径为

13.4–25.8 mm；34 株对美人鱼发光杆菌有抑制

作用，抑菌圈直径为 13.6–24.5 mm；37 株对假

交替单胞菌均有良好的抑制作用，抑菌圈直径最

大可达 35.7 mm。 

2.6  枯草芽孢杆菌对凡纳滨对虾的安全性

分析 
通过药物敏感性、溶血性、蛋白酶和淀粉酶

活性、毒力基因携带风险等检测评估，并结合枯

草芽孢杆菌对多种病原菌的拮抗作用筛选出  
一株候选益生性枯草芽孢杆菌 Bs4，其具有分解

蛋白酶、淀粉酶的能力，对头孢噻肟、环丙沙星、

甲氧苄啶、吡哌酸、克拉霉素、诺氟沙星、氟苯

尼考、氟甲喹、复方新诺明、四环素、磺胺嘧啶

和舒巴坦等药物均敏感，无溶血活性，且对副溶

血弧菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌、迟缓爱德华氏

菌、假交替单胞菌和美人鱼发光杆菌等 6 种试验

选取的病原菌均具有良好的抑制作用，因此将其

作为水产养殖益生菌的候选菌株。 
通过对凡纳滨对虾进行浸浴感染分析表明，

枯草芽孢杆菌 Bs4 对凡纳滨对虾具有高安全性，

7 d 内凡纳滨对虾均未出现死亡现象，存活率为

100%，与对照组无差异。因此，枯草芽孢杆菌 Bs4
可作为水产养殖的潜在益生菌菌株。 

3  讨论与结论 
随着使用抗生素的弊端在养殖中的凸显，

抗生素耐药性成为全球健康面临迫在眉睫的挑

战之一，自然环境可能是抗生素耐药性传播的

潜在储存库[20]。同时由于抗生素的过度使用，

抗生素耐药基因可能在细菌之间转移、改变甚

至获得耐药性，抗生素耐药对人类健康有严重

影响，损害抗生素治疗效果，并危害公共健康。

因此，在水产养殖过程中应减少抗生素的使用，

开发新的非抗生素抑菌药物和替代品显得尤为

重要。本研究将菌株的药敏性作为安全性的  
一个重要指标，对 37 株枯草芽孢杆菌进行抗生

素敏感试验表明，枯草芽孢杆菌对舒巴坦、环丙

沙星、诺氟沙星、氟甲喹、复方新诺明、克拉霉

素、四环素、氟苯尼考等 8 种药物表现为敏感，

且有近 60%的菌株 MARI 值小于 0.02。MARI
反映了抗生素可能对人类健康造成的环境污染

程度，其值高于 0.2 表明抗生素暴露风险高，低

于 0.2 表明抗生素暴露风险低[21]。本研究表明枯

草芽孢杆菌的抗生素暴露风险较低。Yu 等[22]通

过肠杆菌基因间保守重复序列研究发现，菌株

的遗传类型、耐药表型和基因型之间无显著相

关性。Kang 等[23]也发现了其相关性较低。 
具有产酶性能是益生菌的重要指标之一，

产胞外酶活力决定了芽孢杆菌对有机物的分解

能力，可以协同动物体内酶，促进营养物质消

化与吸收，达到促进机体生长的效果[24]。窦春

萌等[25]从凡纳滨对虾肠道分离筛选到具有强淀

粉酶、蛋白酶及脂肪酶活性的 4 株益生菌候选

菌株。王成强等[26]从石斑鱼肠道中获得具有产

纤维素酶、淀粉酶和蛋白酶能力的 4 株枯草芽

孢杆菌。本试验以淀粉酶和蛋白酶这 2 种酶的

产酶活力作为指标对不同枯草芽孢杆菌菌株

产酶能力进行评估。蛋白酶活性测试结果显示，

37 株枯草芽孢杆菌均能在酪蛋白琼脂培养基形

成透明圆环，水解圈直径为 8.2–20.4 mm，37 株

枯草芽孢杆菌均具有产淀粉酶的能力，水解圈
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直径为 10.2–16.8 mm。 
溶血素是一种非常常见的毒力因子，导致

宿主贫血等症状，虽然枯草芽孢杆菌产生的溶

血活性低于病原菌，但在枯草芽孢杆菌用于养

殖之前，有必要降低或者消减其溶血活性。本

试验中有 4 株枯草芽孢杆菌出现溶血情况，分

别为菌株 Bs6、Bs7、Bs29 和 Bs31。进一步对

枯草芽孢杆菌相关溶血基因进行检测发现，

yhdP、yhdT、yrkA、yqxC、yplQ、yugS、yqhB、

ytjA 均有检出。溶血表型与检测基因关联分析

表明，未出现溶血现象的枯草芽孢杆菌也含有

不同数量的溶血基因，且产生溶血现象的菌株

与其溶血基因携带间无直接相关性。刘杰等[27]

发现 yqxC 可能是引起枯草芽孢杆菌溶血的基

因之一。喻江等[28]发现敲除 yplQ、ytjA 溶血基

因后对菌株的溶血性影响不大。因此不建议将

溶血菌株用在养殖过程中，非溶血菌株更适合用

于益生菌[29]。目前枯草芽孢杆菌的溶血机制尚

不清楚，还需要进一步研究确定溶血的其他参与

者，以阐明枯草芽孢杆菌溶血的复杂机制。 
生物拮抗是在自然条件下达到“以菌治菌”

的效果，从海洋环境中分离出的菌株可以提高

对细菌感染的抗病能力[30]。枯草芽孢杆菌作为

微生态制剂之一，被广泛应用于水产养殖中。

研究表明，枯草芽孢杆菌具有多重抑菌效果，

Cheng 等[9]证明枯草芽孢杆菌可以用于预防对

虾养殖中的副溶血弧菌和溶藻弧菌。任雨薇[31]

发现枯草芽孢杆菌可以抑制嗜水气单胞菌。鲁

瑞娟[32]分离到一株枯草芽孢杆菌对河流弧菌、

嗜水气单胞菌、哈维氏弧菌、溶藻弧菌等 6 种

病原菌具有良好抑菌效果。本研究中，37 株枯

草芽孢杆菌均对 2 种及以上病原菌有抑制作

用，有 12 株对副溶血弧菌有抑制作用，6 株对

溶藻弧菌有抑制作用，23 株对哈维氏弧菌有抑

制作用，28 株对爱德华氏菌有抑制作用，34 株

对美人鱼发光杆菌有抑制作用，37 株对假交替

单胞菌均有良好的抑制作用，对 6 种病原菌均

具有良好抑菌作用的有 2 株(菌株 Bs4 和 Bs7)。
进一步结合药物敏感性、溶血性、蛋白酶和淀

粉酶活性、毒力基因携带风险，筛选出候选益

生性枯草芽孢杆菌菌株 Bs4，随后通过凡纳滨

对虾的安全试验表明，菌株 Bs4 对凡纳滨对虾

具有高安全性，可作为水产养殖的潜在益生菌

菌株。  
综上所述，2009–2021 年从我国海水养殖

系统中分离的 37 枯草芽孢杆菌具有复杂的表

型特征，不同的毒力基因分布，不同菌株对病

原菌的抑制效果存在差异。本研究对水产养殖

潜在益生菌深入研究，并筛选出一株安全无风

险的枯草芽孢杆菌，这对疾病防控及水产养殖产

业绿色健康发展有重要指导意义，为水产养殖用

益生菌制剂的研发提供了数据基础及材料保障。 
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