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摘要：【目的】从健康尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)肠道中筛选一株对罗非鱼源无乳链球菌等病原

菌具有拮抗功能的益生菌。【方法】取健康尼罗罗非鱼肠道，匀浆后进行 10 倍系列梯度稀释，然后涂布

BHI 平板，培养 1–2 d，挑取单克隆菌落。采用点种法初步筛选对罗非鱼源无乳链球菌有拮抗作用的菌

株，选取其中一株拮抗效果较好的菌株 LF01，通过形态学、生理生化特征以及分子生物学分析，对 LF01

菌株进行鉴定。然后对 LF01 菌株的生长特性、水解淀粉和酪蛋白能力、药物敏感特性、抗菌谱和生物安

全性进行测定和分析。【结果】根据菌落形态和生长时间的差异，从健康尼罗罗非鱼肠道中筛选出 64 株

细菌，通过拮抗试验筛选出 6 株具有明显拮抗效果的菌株，其中 LF01 菌株的拮抗效果最好。根据 LF01

的形态、生理生化特征和 gyrA 基因的进化分析，确定该菌株为贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)。LF01

菌株的最适生长温度为 30 °C，最适 pH 值为 7，最适盐度为 5‰，而且该菌株具有水解淀粉和酪蛋白的

功能。药敏试验结果显示，LF01 菌株对多数抗生素敏感，仅对杆菌肽耐药。拮抗试验结果显示 LF01

株对无乳链球菌、海豚链球菌、迟缓爱德华氏菌、鮰爱德华氏菌、嗜水气单胞菌、舒氏气单胞菌、维氏

气单胞菌、简氏气单胞菌、鰤鱼诺卡氏菌等病原菌均具有拮抗作用，其中对鰤鱼诺卡氏菌的拮抗作用最

强，平均抑菌圈直径达 28.3 mm。生物安全试验表明，LF01 菌株对尼罗罗非鱼、斑马鱼(Danio rerio)和

乌鳢(Channa argus)等 3 种鱼均无致病性，具有良好的安全性。【结论】本研究筛选了一株贝莱斯芽孢杆

菌 LF01 株，该菌的生物安全性良好，而且可拮抗常见的水产病原菌，具有防控多种水产经济动物疾病

的潜力，应用前景十分广阔。 
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芽孢杆菌在自然界中分布广泛，该菌营养需

求简单、繁殖快、抗逆性强，通常可分泌多种抗

菌活性物质和胞外酶，如脂肽类、磷脂类、淀粉

酶和蛋白酶等，其不仅能够改善养殖水体水质[1]，

还能够抑制病原菌繁殖，提高宿主免疫力[2]。此外，

芽孢杆菌在饲料加工储存及消化道中稳定性较

好，具有作为微生态制剂应用的潜在优势[3]。 

罗非鱼是热带、亚热带地区的淡水和咸淡水

水域的优良养殖鱼类品种，具有生长繁殖快、抗

逆性强等优势，于 1976 年被联合国粮农组织(FAO)

向全世界推广养殖[4–5]。当前，广东、广西、海南、

福建和云南等地区已成为我国罗非鱼养殖主产区，

但是，自 2009 年以来，链球菌病的连年暴发，已

严重制约着我国罗非鱼的健康养殖，并造成了严重

的经济损失[6]。无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)

是罗非鱼链球菌病的主要致病菌，该菌导致养殖

罗非鱼在高温季节的感染率和死亡率均较高，并

且该病难以控制[7–8]。近年来，嗜水气单胞菌[9]、

舒氏气单胞菌[10]、迟缓爱德华氏菌[11]等病原均可

造成罗非鱼细菌性病害，增加了罗非鱼细菌性疾

病的防控难度。当前，罗非鱼链球菌病的防控主

要依赖抗生素等药物，但是抗生素滥用和长期使

用不仅干扰和破坏养殖水体中自然微生态系统的

平衡，而且易造成病原菌的耐药性和水产品的药

物残留等问题，不仅增加了病害的防控难度，其

产品还对人类健康造成威胁[12–13]。因此，生态防

治显得尤为重要，通过益生菌的使用，抑制病原

菌的同时改善养殖生态环境，增强养殖动物免疫

力，从而有效避免抗生素等药物带来的耐药性和

药物残留等问题[14]。 

然而，目前有关水生动物疾病防控的益生菌

筛选及应用相关研究基础薄弱，能够用于病害防

控的拮抗益生菌十分匮乏，远远不能满足当前水

生动物疾病防控的迫切需求。本研究从尼罗罗非

鱼肠道中筛选出 1 株对罗非鱼源无乳链球菌及淡

水鱼类常见致病菌具有较强拮抗作用的益生性芽

孢杆菌，并对其进行菌种鉴定及生物学特性研究，

以期丰富无乳链球菌的生防微生物资源，也为罗

非鱼链球菌病的生物防治提供基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料和设备 

1.1.1  材 料 鱼 ： 健 康 尼 罗 罗 非 鱼 (Oreochromis 

niloticus)，购自国家级广东省罗非鱼良种场(广东

海洋与水产高科技园)。 

1.1.2  菌株：病原指示菌包括罗非鱼源无乳链球

菌(WC1535，Streptococcus agalactiae)、罗非鱼源

海豚链球菌(Sn03，Streptococcus iniae)、罗非鱼源

迟缓爱德华氏菌(GD1701，Edwardsiella tarda)、鳢

源鰤鱼诺卡氏菌(BSL1701，Nocardia seriolae)、鳢

源舒氏气单胞菌(WL1707，Aeromonas schubertii)、

鲫源嗜水气单胞菌(Ca1701，Aeromonas hydrophila)、

黄 颡 鱼 源鮰爱 德 华 氏 菌 (Pef1401， Edwardsiella 

ictaluri)、草鱼源维氏气单胞菌(Ci1361，Aeromonas 

veronii)和 斑点 叉尾鮰源 简氏 气单 胞菌 (Ip121，

Aeromonas jandaei)。以上菌株均分离自患病鱼体，

并于本实验室保存。 

1.1.3 主要仪器与试剂：脑心浸出液(brain heart 

infusion，BHI)培养基(BD 公司)，购自广州市迪景

微生物科技有限公司；细菌生化鉴定试剂盒，购

自广州环凯微生物科技有限公司；细菌基因组

DNA 提取试剂盒，购自天根生化科技(北京)有限

公司；核酸测定仪，购自上海精密仪器科技公司。 

1.2  拮抗菌的分离与筛选 

1.2.1  细菌分离：参照 Olsson 等[15]的方法分别剪



928 Yanxia Gao et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2019, 59(5) 

actamicro@im.ac.cn 

取罗非鱼前、中、后肠约 2 cm，轻轻挤出肠道内容

物，用无菌手术剪刀剪碎，再用无菌水冲洗 2–3 次，

加入 1 mL 无菌水于振荡仪充分振荡匀浆。70 °C

水浴 30 min，1000 r/min 离心 2 min，取上层液采

用 10 倍稀释法分别稀释 10 倍、100 倍和 1000 倍，

分别取 300 μL 均匀涂布到脑心浸液固体培养基

上，每个样品涂布 3 个平板，将培养皿置于 30 °C

恒温培养箱培养 1–2 d。根据不同培养时间和不同

菌落形态，挑选单菌落进行反复划线纯化培养，

然后加入终体积分数为 15%的甘油于–80 °C 冰箱保

存备用。菌株编号依次为 LF01–64。 

1.2.2  拮抗菌的初筛：采用点种法[16]稍作修改对

分离菌株进行初筛。即以无乳链球菌作为指示菌，

吸取 200 μL 菌液均匀涂布到 BHI 固体培养基上，

再分别吸取分离菌液体培养液 2.5 μL 点种，置于

30 °C 恒温培养箱培养 24 h，记录出现明显透明圈

的菌株。 

1.2.3  拮抗菌的复筛：采用点种法对上述分离菌

株进行复筛，方法同上。分别以无乳链球菌、海

豚链球菌、鰤鱼诺卡氏菌、迟缓爱德华氏菌、嗜

水气单胞菌和舒氏气单胞菌作为指示菌进行复

筛，选择抑菌圈大、抑菌谱广的分离菌株。筛选

了一株拮抗效果较好的菌株 LF01，并以该菌株作

为进一步研究对象。 

1.3  拮抗菌的鉴定 

1.3.1  形态学观察：将分离纯化的菌株 LF01 无菌

操作划线接种于 BHI 固体培养基，30 °C 培养 24 h，

观察菌落的形态、大小、边缘、表面、凹凸度、透

明度等。同时，挑取单菌落接种于 BHI 液体培养基，

30 °C、200 r/min 摇床培养至指数生长期，经涂片、

固定及革兰氏染色后，显微镜下观察菌体形态。 

1.3.2  生理生化特征鉴定：将纯化培养的待测菌

株采用细菌生化鉴定试剂盒(广州环凯微生物科

技有限公司)进行生化指标检测，同时参照《伯杰

氏细菌鉴定手册》(第八版)[17]以及《常见细菌系统

鉴定手册》[18]进行生理生化鉴定。具体操作见试

剂盒说明书。 

1.3.3  gyrA 基因序列克隆及序列分析：采用北京

天根生物细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取待测

菌株 LF01 基因组 DNA，以提取的基因组 DNA 为

模板，用 gyrA 基因引物进行目的基因扩增。

gyrA-F：5′-ATTCACGCTATCACTGACTTATTC-3′；

gyrA-R：5′-ATGGGAGACAAAGTAGAACCGAG-3′。

PCR 扩增的反应条件为：95 °C 4 min；94 °C 30 s，

55 °C 30 s，72 °C 3 min，35 个循环；72 °C 10 min。

扩增产物用 1.0%琼脂糖凝胶电泳进行检测，阳性

PCR 产物进行测序分析。将所得基因序列通过

BLAST 在 GenBank 中进行同源性比较分析，使用

MEGA 7.0 软件中邻接法(Neighbor joining，NJ)构

建系统进化树，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  拮抗物质的提取及抑菌效果测定 

采用浓盐酸沉淀法[19]提取：于 30 °C、200 r/min

振荡培养 48 h 获得发酵培养液，7500 r/min 离心

10 min，2 次离心获得上清液。上清液中缓慢加入

1 mol/L HCl 至 pH 约为 2，此时有白色絮状物析出，

4 °C 过夜后 7500 r/min 离心 10 min，收集沉淀用

磷酸缓冲液复溶并调整至初始 pH (约 7.0)后，经

0.2 μm 微孔滤膜过滤即得粗提液，打孔法分别测

定其抑菌效果，以未接种的 BHI 液体培养基与无

拮抗作用的分离菌菌液作为空白对照和阴性对

照，每个处理 3 个重复。 

1.5  胞外酶活性 

参照刘观斌等[1]方法分别接种待测菌株 LF01
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菌液于淀粉酶和蛋白酶定性培养基固体平板点样

孔中，设置 3 个重复，30 °C 培养 20 h，向淀粉酶

定性培养基中加入 0.1 mL 的碘液，将碘液均匀涂

布覆盖平板，静置 10 min，记录碘液染色的蓝紫

色平板上出现显色圈情况。测量并记录蛋白酶定

性培养基上透明圈的直径。 

1.6  拮抗菌的生长特性分析 

1.6.1  温度对拮抗菌生长的影响：采用刘志刚等[20]

的方法将终浓度为 3.0×108 CFU/mL 的拮抗菌

LF01 培养液以 1∶100 (V/V)的比例转接至新鲜的

BHI 液体培养基中，200 r/min，分别在温度为 25、

30、33、37 °C 恒温摇床中培养。 

1.6.2  pH 对拮抗菌生长的影响：按上述方法将

LF01 培养液分别转接至新鲜的初始 pH 为 3、5、

7、9、11 的 BHI 液体培养基中，在最适温度下，

200 r/min 恒温摇床中培养。 

1.6.3  盐度对拮抗菌生长的影响：按上述方法将

LF01 培养液分别转接至盐度为 5‰、20‰、40‰、

60‰、80‰的新鲜 BHI 液体培养基中，在最适温

度、最适初始 pH 下，200 r/min 恒温摇床中培养。 

以上试验均设置 3 个重复，每隔 1 h 测定其菌

液浓度，于核酸测定仪 600 nm 波长下测定其 OD

值，并绘制不同条件下的生长曲线。 

1.7  拮抗菌抗菌谱 

采用打孔平板对峙法[21]测定分离菌 LF01 对

淡水鱼类常见病原致病菌的拮抗活性，主要包括

无乳链球菌(WC1535)、海豚链球菌(Sn03)、鰤鱼

诺卡氏菌(BSL1701)、迟缓爱德华氏菌(GD1701)、

鮰爱德华氏菌(Pef1401)、嗜水气单胞菌(Ca1701)、

舒氏气单胞菌(WL1707)、维氏气单胞菌(Ci1361)

和简氏气单胞菌(Ip121)。即以其作为指示菌，分

别吸取 200 μL 菌液均匀涂布到 BHI 固体培养基

上，再用无菌打孔器(直径 6 mm)均匀打 3 个孔。

每个小孔中加入 60 μL 拮抗菌 LF01 菌液，然后将

平皿置于 30 °C 恒温培养箱培养 24 h，观察并测定

抑菌圈直径(包括孔径)。数据分析采用 SPSS 21.0

进行处理。 

1.8  药敏试验 

依据美国 NCCLS 颁布的药敏试验要求和标

准，采用纸片琼脂扩散法(K-B 法)检测拮抗菌株

LF01 对 28 种抗菌药物的敏感特性[22]。挑取单菌

落接种到 BHI 液体培养基中，30 °C、200 r/min

摇床过夜培养，用 0.75%无菌生理盐水稀释成菌

悬液，与浊度管(0.5 麦氏单位浓度比浊管)比较，

浊度一致。然后吸取 200 μL 均匀涂布于 BHI 固体

培养基中，待干后，用无菌镊子分别取药敏纸片

均匀地贴在培养基表面，将平板倒置，于 37 °C

培养 20 h，测量抑菌圈直径，结果参照药敏纸片

说明书，判断菌株的药物敏感特性。 

1.9  安全性试验 

试验设置拮抗菌株注射组与阴性对照组，每

组 2 个平行，分别以尼罗罗非鱼(均重为 6.0±1.0 g)、

斑马鱼(均重为 1.5±0.5 g)和乌鳢(均重为 10.0±1.0 g)

作试验鱼。罗非鱼与斑马鱼每个平行随机选取 15 尾，

乌鳢每个平行随机选取 10 尾，设置 4.5×108 CFU/mL

和 9.0×108 CFU/mL 2 个浓度分别对其进行腹腔注

射。实验组每尾腹腔注射 LF01 菌液 100 μL，阴性

对照组每尾腹腔注射 100 μL 生理盐水，试验观察周

期为 7 d，每天记录试验鱼的感染症状和死亡数量。 

2  结果和分析 

2.1  细菌的分离与拮抗菌筛选 

从健康罗非鱼肠道中共分离出 64 个单菌落，
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其中 6 个单菌落具有无乳链球菌拮抗活性，然后

对该 6 株菌进行复筛，最终筛选出抑菌活性稳定、

拮抗性较强、抑菌谱广泛的优势分离菌 LF01 作为

候选菌株。 

2.2  拮抗菌的鉴定 

2.2.1  形态学观察与染色：菌株 LF01 接种于 BHI

固体培养基，30 °C 培养 12 h 后，菌落乳白色，圆

形或椭圆形，边缘整齐，向上凸起，表面湿润、

光滑，不透明，黏液性，直径为 4.0–7.0 mm；在

液体培养基中静置培养时，表面形成白色菌膜。

透射电镜图片显示，LF01 菌株为杆状细菌，并且

具有较厚的细胞壁。分离菌 LF01 革兰氏染色呈蓝

紫色，短杆状，表明该菌为革兰氏阳性杆菌(图 1)。 

2.2.2  生理生化特征鉴定：对菌株 LF01 的生理生

化鉴定结果显示(表 1)，菌株 LF01 的接触酶、氧 

 

 
 

图 1.  LF01 在 BHI 培养的菌落形态(A)、菌膜(B)、透

射电镜(C)) (bar=0.5 μm)与革兰氏染色(D) (bar=5 μm) 
Figure 1.  Results of individual morphological 
characteristics medium (A), membrane (B), transmission 
electron microscope (C) and Gram staining (D) of 
strain LF01 in BHI (bar=5 μm). 

表 1.  菌株 LF01 的生理生化特征 

Table 1.  Physiological and biochemical characteristics 
of strain LF01 

Characteristics 
Results 

LF01 Bacillus sp. 

Catalase + + 

Oxidase + + 

Phenylalanine – – 

Mannitol – – 

Sorbitol – – 

Inositol – – 

Indole – – 

Starch + + 

Sucrose + + 

Glucose + + 

Lactose – – 

Maltose – – 

Nitrate reduction + + 

Citrate – – 

VP – – 

Gelatin + + 

+: indicate that the strain reaction is positive; –: indicate that the 
strain reaction is negative. 

 
化酶反应、硝酸盐还原、明胶试验均为阳性，苯

丙氨酸、VP、产吲哚试验阴性，能利用葡萄糖、

蔗糖、淀粉，不能利用麦芽糖、乳糖、甘露醇、

山梨醇、肌醇、柠檬酸盐。参照《伯杰氏细菌鉴定

手册》(第八版)[17]和《常见细菌系统鉴定手册》[18]

中细菌生理生化指标确认该菌为芽孢杆菌属。 

2.2.3  gyrA 基因序列与系统发育：菌株 LF01 的

gyrA 基因全长为 2424 bp，通过同源性检索分析发

现该基因序列与 GenBank 数据库中芽孢杆菌属达

99%–100%的同源性，由系统进化树(图 2)可知该

菌与已报道的贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)

同源性较高，且与 Bacillus velezensis M75 同源性最

高，并与贝莱斯芽孢杆菌属于同一个分支。综合形

态观察、菌落特征、生理生化特性及 gyrA 的分子

鉴定结果，确定分离菌 LF01 为贝莱斯芽孢杆菌。 



高艳侠等 | 微生物学报, 2019, 59(5) 931 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

 
 

图 2.  菌株 LF01 基于 gyrA 基因序列的系统发育树 

Figure 2.  Phylogenetic tree of strain LF01 based on gyrA gene sequences. Numbers at the nodes indicate the 
bootstrap values on neighbor-joining analysis. The percentage of replicate trees in which the associated taxa 
clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) is shown next to the branches. 

 

2.3  粗提液抑菌效果的测定 

酸沉淀结果显示，拮抗菌 LF01 发酵培养液离心

所得上清经浓盐酸沉淀，有白色絮状物析出，复溶

后具有较强抑菌活性，且对无乳链球菌等多种病原

菌具有拮抗作用；而对照组经相同处理后，无沉淀

析出，且无抑菌活性。表明拮抗菌株 LF01 产生的拮

抗物质存在于发酵液中，能于酸性条件下沉淀析出，

抗菌物质的产生是该菌具有生防作用的原因之一。 

2.4  胞外酶活性的测定 

菌株 LF01 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明显显色圈(图 3-A)，表

明该菌能够分泌淀粉酶进而有效水解淀粉；同时，

酪素平板上也出现明显透明圈(图 3-B)，表明该菌

能够分泌蛋白酶进而有效水解酪蛋白。 

2.5  拮抗菌的生长特性分析 

菌株 LF01 在不同温度下的生长情况表明，该

菌在 25–37 °C 均能较好地生长，其最适生长温度

为 30 °C。在 25 °C 时菌株进入指数期的时间延长，

30–37 °C 条件下较早达到稳定期，且达到稳定期

时各组菌液的吸光值之间无显著差异(图 4-A)。菌 

 

 
 

图 3.  菌株 LF01 水解淀粉(A)及酪蛋白(B)结果 

Figure 3.  Results of the hydrolysis of starch (A) and casein (B) of the strain LF01. 
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图 4.  菌株 LF01 在不同培养温度(A)、pH (B)和盐度

(C)条件下的生长曲线 

Figure 4.  The growth curves of the strain LF01 in 

different temperatures (A), pH (B) and salinity (C). 

 

株 LF01 在不同 pH 下的生长情况表明，其最适生

长初始 pH 为 7。在 pH 为 5 和 9 时，菌株进入指

数期的时间延长，且达到稳定期时，其 OD600 值显

著低于初始 pH 为 7 时。在 pH 为 3 和 11 时，其

生长受到严重抑制，菌株不能生长(图 4-B)。菌株

LF01 在不同盐度下的生长情况表明，其在盐度

5‰–60‰均能生长，其中盐度为 5‰时生长最快，

达到稳定期时其 OD600 值最大，且随着盐度的增

加，菌株进入指数期的时间延长，但均在 14–16 h

达到稳定期(图 4-C)。 

2.6  拮抗菌抗菌谱测定 

根拮抗菌 LF01 株的抗菌谱结果可知，该菌对

病原菌的抑菌效果为鰤鱼诺卡氏菌>舒氏气单胞

菌、简氏气单胞菌和海豚链球菌>维氏气单胞菌、

迟缓爱德华氏菌和嗜水气单胞菌>鮰爱德华氏菌>

无乳链球菌(图 5)。拮抗菌株 LF01 对无乳链球菌

等 9 株指示菌抑菌圈直径均大于 18 mm，其中对

鰤鱼诺卡氏菌的抑菌作用最强，平均抑菌圈直径

达 28.3 mm，对无乳链球菌的最弱，但是其平均抑

菌圈直径也可以达到 18.5 mm。抗菌谱结果显示，

拮抗菌 LF01 株对嗜水气单胞菌、维氏气单胞菌和

迟缓爱德华氏菌等病原菌的抑菌圈直径无显著差

异(P>0.5)；对革兰氏阳性病原菌抑菌效果最好的

是鰤鱼诺卡氏菌，对革兰氏阴性病原菌抑菌效果

最好的是舒氏气单胞菌。 

2.7  药敏试验 

菌株 LF01 对 28 种抗菌药物的敏感试验结果

(表 2)表明，该菌对氟苯尼考等 24 种抗菌药物敏

感，对青霉素 G、洛美沙星、林可霉素三种抗菌

药物中度敏感，对杆菌肽耐药。 

2.8  生物安全性试验 

通过腹腔注射法检测菌株 LF01 对罗非鱼、斑

马鱼和乌鳢三种鱼的生物安全性，试验结果表明，

试验期间内，注射浓度为 4.5×108 CFU/mL 和 
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图 5.  菌株 LF01 的抗菌谱(mm) 

Figure 5.  Inhibitory spectrum of the strain LF01 (mm). Values are means±SD. Means sharing a common 
superscript letter were not significantly different (P>0.05). 
 

表 2.  菌株 LF01 药物敏感性试验结果 

Table 2.  Antibiotic sensitivity test of strain LF01 

Antibiotic 
Standards/mm Inhibition circle 

diameter/mm 
Sensitivity 

Insensitivity/R Moderate sensitivity/I High sensitivity/S 
Acetylspiramycin ≤13 14–17 ≥18 24 S 
Amikacin ≤13 14–17 ≥18 23 S 
Midecamycin ≤13 14–17 ≥18 29 S 
Erythromycin ≤15 16–20 ≥21 32 S 
Florfenicol ≤17 18–20 ≥21 21 S 
Ceftriaxone ≤13 14–22 ≥23 32 S 
Cefalotin ≤14 15–17 ≥18 39 S 
Tobramycin ≤12 13–14 ≥15 37 S 
Rifampicin ≤16 17–18 ≥19 25 S 
Gentamicin ≤12 13–14 ≥15 18 S 
Penicillin G ≤19 20–27 ≥28 24 I 
Tetracycline ≤18 19–22 ≥23 27 S 
Enoxacin ≤14 15–17 ≥18 30 S 
Norfloxacin ≤12 13–16 ≥17 26 S 
Lomefloxacin ≤18 19–21 ≥22 21 I 
Ofloxacin ≤12 13–15 ≥16 32 S 
Streptomycin ≤11 13–14 ≥15 37 S 
Doxycycline ≤12 13–15 ≥16 33 S 
Enrofloxacin ≤15 16–20 ≥21 36 S 
Vancomycin ≤14 15–16 ≥17 22 S 
Sulfamethoxazole ≤12 13–16 ≥17 25 S 
Lincolmensin ≤14 15–20 ≥21 20 I 
Spectinomycin ≤14 15–17 ≥18 20 S 
Nalidixic acid ≤13 14–18 ≥19 33 S 
Ampicillin ≤16 17–18 ≥19 27 S 
Trimethoprim ≤10 11–16 ≥17 26 S 
Chloramphenicol ≤17 18–20 ≥21 32 S 
Bacitracin ≤8 8–12 ≥13 6 R 
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9.0×108 CFU/mL 时，实验组 3 种鱼均未出现死亡

及其他异常现象，这表明 LF01 菌株对上述 3 种鱼

类具有良好的生物安全性。 

3  讨论 

近 10 年来，随着罗非鱼链球菌病等病害的暴

发，抗生素、消毒剂等化学药物的大量使用，造

成无乳链球菌耐药性的增加以及养殖水生态环

境的破坏，导致罗非鱼链球菌病等病害的防控越

来越难[1,23]。因此，通过生物防控来预防罗非鱼

链球菌病等病害是必要的，也是很有意义的。

Verschuere 等[24]认为，就水产动物病原菌的拮抗效

果而言，从水生动物及其生存环境中获得的拮抗

菌相对于陆源效果更佳，而且更能适应宿主肠道

环境以及有利于黏附定殖。Iehata 等[25]报道鲍源乳

酸菌在盘大鲍(Haliotis gigantean)肠道中的定殖效

果和定殖时间优于陆源乳酸菌。目前，关于罗非

鱼肠道拮抗益生菌的筛选及其动物试验的研究鲜

有报道。因此，本研究从罗非鱼肠道中筛选罗非

鱼源无乳链球菌等病原菌的肠道拮抗益生菌，并

获得一株拮抗效果较好的菌株 LF01。 

贝莱斯芽孢杆菌作为解淀粉芽孢杆菌(Bacillus 

amyloliquefaciens)的后期异型体，由于表型相似，

仅从同源性上很难准确区分其分类地位[26]。因此，

本试验在细菌常规鉴定的基础上，又进行了 gyrA

基因特异性序列分析及同源性比对，结合细菌形

态学观察、生理生化鉴定及 gyrA 基因序列的比对

和系统发育树的构建，确定分离菌株 LF01 为贝

莱斯芽孢杆菌。研究表明，贝莱斯芽孢杆菌能够

分泌产生表面活性剂、伊枯草菌素和 β-葡聚糖酶

等生物活性物质，具有抗细菌、真菌和促生长等

功能[27–28]。目前，对于贝莱斯芽孢杆菌的研究主

要集中在拮抗真菌，用于植物病害生物防治上，

如 小 麦 赤 霉 病 致 病 菌 禾 谷 镰 刀 菌 (Fusarium 

graminearum)[29]、棉花黄萎病病原菌大丽轮枝菌

(Verticillium dahliae Kleb)[30]、番茄灰霉病灰葡萄

孢菌(Botrytis cinerea Pers)[31]等，而其在水产养殖

上的应用比较少见。本研究发现，拮抗菌 LF01 的

发酵上清液经过处理后对无乳链球菌等多种病原

菌具有拮抗作用，这表明 LF01 株是通过产生拮抗

物质抑制或杀灭病原菌，这也表明该菌株不仅可

以作为微生态制剂直接使用，其发酵液还具有作

为饲料添加剂的潜力。本研究结果显示 LF01 菌株

具有较强的广谱拮抗水产常见病原菌功能，能有

效抑制水产养殖鱼类常见病原菌如无乳链球菌、

海豚链球菌、鰤鱼诺卡氏菌、嗜水气单胞菌、舒

氏气单胞菌、维氏气单胞菌、简氏气单胞菌、鮰

爱德华氏菌和迟缓爱德华氏菌等病原菌的生长，

这表明拮抗菌 LF01 具有防控多种水产养殖动物

疾病的潜力。 

拮抗菌 LF01 在 pH 5–9、温度 25–37 °C 和盐

度 5‰–20‰范围内生长迅速，12 h 达到生长高峰，

在盐度 60‰仍能生长，表现出广温和广盐的特性，

且较指示菌更具生长优势，可以利用较短的时间

快速大量繁殖，有利于拮抗菌在养殖水体中生长

繁殖、在宿主肠道以及肠黏液的黏附、定殖，进

而产生抗菌物质发挥作用。益生菌作用于宿主机

体通常可以通过分泌胞外酶参与宿主的消化、吸

收及免疫过程，如 Ziaei-Nijad 等[32]在对虾养殖池

塘中直接施用芽孢杆菌或者投喂芽孢杆菌强化的

卤虫，对虾肠道中淀粉酶、总蛋白酶、脂肪酶均

显著提高；Wang 等[33]直接添加蜡样芽孢杆菌 NY5

或拌料投喂罗非鱼，42 d 后血清中免疫酶和抗氧

化酶活性均显著提高，而且随着添加浓度的增加

而增加。此外，水产养殖中水质的污染主要来自



高艳侠等 | 微生物学报, 2019, 59(5) 935 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

大量的残饵、粪便，其中以蛋白质和淀粉为主[34]。

本研究所筛选的贝莱斯芽孢杆菌 LF01 具有较强

的水解淀粉和酪蛋白的能力，表明该菌不仅具有

改善养殖生态环境的潜能，而且能够提高罗非鱼

免疫酶和消化酶活性的潜力，有利于促进罗非鱼

对营养物质的消化吸收，增强机体免疫力。 

在拮抗菌的应用中，不仅要考虑拮抗菌对相

关病原菌的拮抗效果，还需要考虑拮抗菌对养殖

生物的安全性。因此，筛选的益生菌应具备不含

有毒力基因和抗性基因，且对宿主无害，能够被

宿主通过摄食等方法获取[24]。虽然芽孢杆菌为常

用的益生菌菌源，但仍存有安全隐患，如杨移斌

等[35]从患病罗非鱼体内分离出一株致病性蜡样芽

孢杆菌。本试验对拮抗菌 LF01 进行了生物安全性

检测，结果表明该菌对罗非鱼等三种鱼类均具有

良好的安全性，即使在高浓度剂量的感染条件下

也不致病，且无任何临床症状。同时药敏试验结

果显示该菌对绝大多数抗生素药物敏感，仅对杆

菌肽耐药，这也提示该菌不携带相关耐药基因，

在应用过程中不会向其他菌种传播耐药因子，有

利于该益生菌的推广应用。该益生菌的应用将有

助于减少农药环境污染、降低药物残留以及避免

病原菌抗药性产生，该菌在水产养殖动物疾病防

控方面将具有广阔的应用前景。 
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antagonistic against pathogenic Streptococcus agalactiae of 
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Abstract: [Objective] The aim of this study was to screen a probiotic strain that antagonizes Streptococcus 

agalactiae isolated from the intestine of healthy Nile tilapia (Oreochromis niloticus). [Methods] The gut of healthy 

tilapia was collected, homogenized, and diluted by a 10-fold series. Then 0.3mL suspension was streaked on brain 

heart infusion plates and incubated for 1–2 d at 30 °C, and then single colonies were selected for purification. 

Strains had antagonistic function against S. agalactiae were screened by the dot-inoculating method, and a strain 

named LF01 with a better antagonistic effect was selected. In this study, the strain LF01 was identified by 

physiological, biochemical characteristics and molecular biological analysis. In addition, some characteristics and 

biosafety of the strain LF01 were determined and analyzed. [Results] A total of 64 strains were isolated from the 

intestine of healthy tilapia and 6 strains with obvious antagonistic effects were obtained, with the antagonism of 

LF01 strain considered the best. Strain LF01 was identified as Bacillus velezensis. The  best  growth 

temperature, pH, and salinities of strain LF01 were 30 °C, 7, and 5‰, respectively. Furthermore, the strain LF01 

exhibited the ability to hydrolyze starch and casein. Strain LF01 was sensitive to most antibiotics and resistant only 

to bacitracin, and showed antimicrobial activity against a broad range of fish pathogens including Streptococcus 

agalactiae, Streptococcus iniae, Edwardsiella tarda, Edwardsiella ictaluri, Aeromonas hydrophila, Aeromonas 

schubertii, Aeromonas veronii, Aeromonas jandaei and Nocardia seriolae. Biosafety tests suggested that the strain 

LF01 was not pathogenic to Nile tilapia, Danio rerio, and Channa argus. [Conclusion] In this study, it was found 

that B. velezensis LF01 strain isolated from the intestine of healthy tilapia has good biosafety and could antagonize 

the common aquatic pathogens. It has the potential to prevent and control a variety of aquatic animal diseases, and 

has broad application prospects. 

Keywords: Bacillus velezensis, Streptococcus agalactiae, dot-inoculating method, inhibition, antibiotic sensitivity 

test 
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