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摘   要：【目的】以黄河鲤为材料，从其肠道内分离具有产 β-甘露聚糖酶功能的益生菌。【方法】

采用平板水解圈法初筛，摇瓶发酵法复筛获得产 β-甘露聚糖酶的菌株，通过形态学观察、生理生

化试验、16S rRNA 基因序列和比较基因组分析对该菌株进行鉴定，并用 DNS 定糖法测定酶学活

性，用耐高温、耐酸、耐胆盐和平板打孔扩散法对其益生特性进行研究，用滤纸片法、腹腔注射法

等对其生物安全性进行评价。【结果】本研究通过刚果红染色从鲤肠道中分离筛选出产 β-甘露聚糖

酶的细菌 62 株，其中 HF-14109 菌株产酶能力最强。通过形态学观察、生理生化试验、16S rRNA
基因序列和比较基因组分析对该菌株进行鉴定，确定该菌株为贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)。
酶学性质研究发现，该酶最适反应温度为 45 °C、最适 pH 为 6.0，在温度 20–80 °C、pH 4.0–9.0 范

围内都较为稳定；Cu2+、Fe3+、Zn2+、Ba2+对该酶具有激活作用，而 Mn2+、Ca2+对该酶具有抑制作

用；对魔芋粉、瓜尔胶和槐豆胶都有较好的降解能力。生物学特性研究表明，HF-14109 对酸、高

温、胆盐具有较好的耐性，对大肠杆菌(Escherichia coli) EC 05、迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella 
tarda) ET 03、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) SA 16、嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila) 
Ah 01 等均有抑制作用。安全性评价显示，用 107、108、109 浓度 HF-14109 菌悬液对黄河鲤腹腔注
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射后，未出现死亡及异常状况；该菌株对庆大霉素、卡那霉素、克林霉素、氯霉素、红霉素、链霉

素、四环素、万古霉素、氨苄西林等均不具有耐药性。【结论】本研究从黄河鲤(Cyprinus carpio)
肠道筛选到一株产 β-甘露聚糖酶的贝莱斯芽孢杆菌 HF-14109，具有较高的酶活性和良好的酶学性

质、益生特性和安全性，可作为潜在消除水产饲料中甘露聚糖抗营养因子的功能益生菌。 

关键词：贝莱斯芽孢杆菌；β-甘露聚糖酶；肠道细菌；酶学性质；功能益生菌  

Isolation and identification of β-mannanase-producing 
Bacillus velezensis HF-14109 from common carp (Cyprinus 
carpio L.) and analysis of the enzymatic characteristics of 
the enzyme and biological characteristics of the strain 
ZHANG Jianxin, CHEN Yongyan, HE Zihan, WU Jingyu, LI Meng, HUANG Mengyuan, 
MENG Xiaolin, CHANG Xulu, FENG Junchang* 
College of Fisheries, Engineering Technology Research Center of Henan Province for Aquatic Animal Cultivation, 
Henan Normal University, Xinxiang 453007, Henan, China 

Abstract: [Objective] Probiotics producing β-mannanase were isolated from the intestine of Cyprinus 
carpio. [Methods] The strain with high β-mannanase production was screened based on the transparent 
hydrolysis circle on the screening plate and shake flask fermentation. Through morphological observation, 
physiological and biochemical tests, 16S rRNA gene sequencing, and comparative genomics-based analysis, 
the strain was identified. The enzyme activity was evaluated with the dinitrosalicylic acid (DNS) method. 
The tolerance to temperature, acid, and bile salt, and bacteriostasis (Oxford cup method) of the strain were 
tested, and then the biosafety was evaluated with the filter paper method and intraperitoneal injection 
method. [Results] A total of 62 strains producing β-mannanase were isolated from C. carpio, among which 
HF-14109 was prominent in the enzyme production and was identified as Bacillus velezensis. The optimal 
reaction temperature and pH for the enzyme were 45 °C and 6.0. It was stable at 20–80 °C and pH 4.0–9.0. 
Cu2+, Fe3+, Zn2+, and Ba2+ can activate the enzyme, while Mn2+ and Ca2+ inhibited the enzyme. It can 
degrade konjac powder, guar gum, and sophora bean gum. HF-14109 showed tolerance to acid, high 
temperature, and bile salt and suppressed Escherichia coli EC 05, Edwardsiella tarda ET 03, 
Staphylococcus aureus SA 16, Aeromonas hydrophila Ah 01, among other bacteria. No death or 
abnormality occurred to the C. carpio injected with 107–109 CFU/mL HF-14109 suspension. It 
demonstrated no resistance to gentamicin, kanamycin, clindamycin, chloramphenicol, erythromycin, 
streptomycin, tetracycline, vancomycin, and ampicillin. [Conclusion] HF-14109 with high production of 
β-mannanase was isolated from C. carpio and the enzyme demonstrated high activity, good enzymatic 
properties and probiotic properties, and safety. HF-14109 can be used to remove mannan in aquatic feed. 

Keywords: Bacillus velezensis; β-mannanase; intestinal bacteria; enzymatic properties; functional 
probiotics 
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随着全球水产养殖业的快速发展，鱼粉等

优质动物蛋白资源的紧缺已成为制约水产养殖

业发展的重要因素。植物蛋白源如豆粕、菜粕、

棉粕等，因其资源量大，价格低，被开发用以

降低或取代鱼粉的使用量[1]。然而，植物蛋白

源存在非淀粉多糖(如纤维素、半纤维素)等抗营

养因子，限制了其在水产饲料中的广泛使用。

甘露聚糖是植物蛋白源半纤维素成分之一，由

D-甘露糖、D-半乳糖和 D-葡萄糖等单糖合成的

线性或支链聚合物，占植物饲料总质量的

0.08%–36.70%[2–3]。甘露聚糖具有黏度、表面活

性及持水性等物理特性，畜禽和水产动物采食

后会在消化道内吸收大量水分形成凝胶状，增

加食糜黏度，造成动物饱腹感增加并降低采食

量，而且通过增加肠道内容物的粘度，削弱消

化酶的扩散和对流运输，降低动物对营养物质

的吸收，从而降低生长性能[4–5]。另外，甘露聚

糖也可能被免疫细胞上的模式识别受体(PRR)
识别，刺激细胞因子的产生和淋巴细胞的增殖，

从而消耗大量的能量和营养物质，影响动物的

健康和生长性能[6]。由于畜禽和水产动物消化

道中缺乏相应的内源性消化酶，甘露聚糖很难

充分降解或根本没有降解[7]。 
β-甘露聚糖酶(β-mannanase，EC 3.2.1.78)

是一类能够水解含有 β-1,4-糖苷键的内切水解

酶，能够水解甘露聚糖、葡甘露聚糖或半乳甘

露聚糖 [8–9]。β-甘露聚糖酶在自然界中普遍存

在，已从植物、动物及微生物中分离出来，微

生物来源的 β-甘露聚糖酶具有成本低、易获

取、安全度高等特点受到了广泛关注。研究发

现，饲料中添加 β-甘露聚糖酶不仅能降低动

物食糜黏度，提高营养物质的消化率，而且能

提高小肠绒毛高度和杯状细胞数量，增大吸

收表面积，提高肠对营养物质的吸收效率等，

促进动物的生长和提升机体免疫力 [10–12]。此

外，β-甘露聚糖酶的水解产物甘露寡糖(mannan- 
oligosaccharide，MOS)作为益生元也广泛应用于

水产养殖过程中[13–14]。 
黄河鲤是我国重要的经济养殖鱼类，也是

河南省的特色鱼类，因此，我们从黄河鲤肠道

筛选出 1 株具有 β-甘露聚糖酶活性的有益菌

株，并对该菌株进行了鉴定，对其酶学性质、

生物学特性和安全性进行了研究，以期将其作

为水产饲料中消除甘露聚糖等抗营养因子的功

能益生菌，从而发挥菌酶协同作用，减少药物

使用量，促进黄河鲤生态健康养殖。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  供试动物 

黄河鲤成鱼购买于郑州中牟河南省水产技

术推广站水产养殖基地，饲喂的商品饲料中甘

露聚糖含量约为 0.5%。 
1.1.2  菌株 

大肠杆菌(Escherichia coli) EC 05、迟缓爱德

华氏菌(Edwardsiella tarda) ET 03、金黄色葡萄球

菌(Staphylococcus aureus) SA 16、嗜水气单胞菌

(Aeromonas hydrophila) Ah 01 均由本实验室保存。 
1.1.3  培养基 

LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10，NaCl 10，酵

母浸粉 5，琼脂 15，pH 7.2 
分离培养基(g/L)：瓜尔胶 5，魔芋粉 5，

K2HPO4 2，MgSO4 0.3，NaCl l，硫酸铵 5，琼

脂 15，pH 7.0–7.2 
种子培养基(g/L)：魔芋粉 5，酵母浸粉 5，

蛋白胨 5，MgSO4 0.3，NaCl 1，K2HPO4 0.2，
pH 7.0–7.2 

发酵培养基(g/L)：魔芋粉 5，MgSO4 0.3，
K2HPO4 0.2，酵母浸粉 5，蛋白胨 5，NaCl 1，
硫酸铵 5，pH 7.0–7.2 
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1.1.4  主要试剂及仪器 
超净工作台(苏净集团苏州安泰空气技术

有限公司)；恒温摇床(上海智诚分析仪器制造有

限公司)；PCR 仪(Eppendorfs 公司)；细菌 DNA
提取试剂盒、2000 DNA Marker、Taq 酶购自

北京宝日医生物技术有限公司；氯霉素、链霉

素等抗生素药敏片购买于杭州滨和微生物试

剂有限公司；魔芋粉、瓜尔胶、槐豆胶购买于

安徽酷尔生物工程有限公司；胰蛋白胨、葡萄糖、

酵母提取物、牛肉膏、氯化钠、磷酸氢二钾、硫

酸镁等购买于北京奥博星生物技术有限公司。 

1.2  菌株的分离和纯化 
将购买回来的黄河鲤(1 000 g 左右)立刻用

75%的酒精体表擦拭，用无菌磷酸盐缓冲液

(PBS)冲洗 3 次，在无菌条件下，将黄河鲤的

中肠、后肠的肠道及其内容物研磨后溶于 PBS
中，稀释至合适浓度后在分离培养基平板上涂

布，放在 30 °C 恒温培养箱中培养 48–72 h。挑

取形态、颜色不同的单菌落，纯化后，斜面 4 °C
保存。 

1.3  产 β-甘露聚糖酶菌株的初筛和复筛 
将纯化后的菌株按照文献[15]用刚果红染

色法进行平板初筛，在 30 °C、200 r/min 下制

备粗酶液，用 DNS 法复筛。 

1.4  β-甘露聚糖酶菌株的鉴定 
1.4.1  细菌形态特征观察及生理生化鉴定 

将分离纯化的菌株划线并接种于 LB 培养

基，30 °C 培养 24 h，观察并记录菌落形态；同

时，进行革兰氏染色，在光学显微镜和扫描电

镜下观察菌株细胞的形态特征。参照《常见细

菌系统鉴定手册》[16]，对目的菌株进行生理生

化鉴定，如革兰氏染色试验、吲哚试验、甲基

红试验、接触酶试验等。 
1.4.2  分子生物学鉴定 

使用 TaKaRa 提取试剂盒提取 HF-14109 细

菌总 DNA。参照文献[17–18]的方法扩增菌株

16S rRNA 基因，送金唯智生物科技有限公司

测序。将测得的 16S rRNA 基因序列上传至

NCBI 中进行 BLAST 分析，使用 MEGA 6 软件

构建系统进化树。在 TYGS (http://ggdc.dsmz.de/ 
home.php)和 JSpeciesWS (http://jspecies.ribohost. 
com/jspeciesws/#home)分析平均核苷酸一致性

(average nucleotide identity，ANI)和 DNA-DNA 
杂交(DNA-DNA hybridization，DDH)。 

1.5  酶活力和酶学性质分析 
酶学性质按照先前的研究 [19]略做修改：将

菌种 30 °C、200 r/min 培养 8 h 后，按 1%的接

种量接种到发酵培养基中，30 °C、200 r/min
培养 72 h 后，5 000 r/min 离心 10 min，收集

上清液即为粗酶液。粗酶液用双水相萃取法

[16% (NH4)2SO4、18% PEG 2000 和 2% NaCl 的
双水相体系 ] 对粗酶液进行纯化，透析膜

(MD34-2 500)透析后，用于酶学性质分析。 
甘露糖标准曲线的制作：配制一系列不同

浓度的甘露糖标准溶液：0、0.01、0.02、0.03、
0.04、0.05、0.06、0.07、0.08、0.09 mg/mL。

取 5 mL 标准溶液与 2 mL DNS 试剂混匀，在沸

水浴中显色 5 min，最后迅速取出后放入流水上

冷却至室温，调空白对照为零，在分光光度计

上测定 540 nm 波长下的吸光值，以 OD540 为纵

坐标，以相应的甘露糖标准液为横坐标，制作

甘露糖标准曲线。 
β-甘露聚糖酶活性测定参见文献[20]，并略

作修改。向 3 mL 3 mg/mL 槐豆胶溶液(pH 5.5、
0.2 mol/L Na2HPO4 缓冲液–0.2 mol/L NaH2PO4

缓冲液)中加入 2 mL 粗酶液，50 °C 准确反应   
5 min，加入 2 mL DNS 试剂，在沸水浴中显色

5 min，流水上冷却至室温，测定 OD540 值。酶

活单位定义：一个酶活单位(U)即在 pH 5.5、
50 °C 条件下每分钟催化水解槐豆胶底物产生 
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1 μmol 甘露糖所需的酶量。β-甘露聚糖酶酶活

力单位(U/mL)=N×C×10×1 000/M×T×V，其中 N：

粗酶液的稀释倍数，C：由甘露糖标准曲线得到

的甘露糖含量(mg/mL)，10：反应的总体积(mL)，
M：甘露糖的分子量，T：反应时间(min)，V：

加入的粗酶液的体积。 
1.5.1  最适温度和热稳定性的测定 

在 20–60 °C 的温度范围内、pH 7.0 条件下，

测定 β-甘露聚糖酶酶活力，分析酶的最适反应

温度；将 β-甘露聚糖酶分别在在 30–90 °C 处理

30、60、90、120 min，然后在最适条件下测定

酶的残余活性，以未处理的相对酶活力为

100%，计算处理后的相对酶活。 
1.5.2  最适 pH 和 pH 稳定性的测定 

按照文献[21]配制不同 pH 值(pH 2.0–10.0，

间隔 1.0)的缓冲液，在最适反应温度下，测定  

β-甘露聚糖酶的酶活力，分析最适反应 pH。所

需不同 pH 缓冲液如下：0.1 mol/L 磷酸氢二钠–

柠檬酸缓冲液(pH 2.0–5.0)；0.2 mol/L 的磷酸二

氢钠–磷酸氢二钠缓冲液(pH 5.0–8.0)；0.2 mol/L

的甘氨酸–氢氧化钠缓冲液(pH 8.0–10.0)。将  

β-甘露聚糖酶用不同 pH 缓冲液稀释后最适温

度下水浴 30 min，以未处理的相对酶活力为

100%，计算处理后的相对酶活。 
1.5.3  金属离子对酶活性的影响 

在酶解反应体系中分别加入终浓度为  

10 mmol/L 不同的金属离子溶液，以不添加金

属离子时的相对酶活力为 100%，在最适反应条

件下测 β-甘露聚糖酶的相对酶活力。 
1.5.4  酶动力学参数的测定 

参照文献[21]的方法，分别以魔芋粉、瓜尔

胶和槐豆胶为底物，用 DNS 法在最适条件下测

定酶活，计算每个底物浓度下酶反应的初速度，

采用 GraphPad Prism 软件进行非线性拟合，计

算 Km 和 Vmax 值。 

1.6  细菌 HF-14109 的生物学特性 
1.6.1  耐酸试验 

用不同 pH 值(pH 2.0–7.0，间隔 1.0)的缓冲

液，配制 LB 液体培养基，将菌液按照 10%接种

量分别接种到不同 pH 值的 LB 液体培养基中，

30 °C、200 r/min 培养 2 h 后，以 pH 7.0 作为对

照，梯度稀释至合适浓度，取 100 μL 均匀涂布

于 LB 平板上，平板菌落计数法计数，计算存活

率。所需不同 pH 缓冲液如下：0.1 mol/L 磷酸氢

二钠-柠檬酸缓冲液(pH 2.0–5.0)；0.2 mol/L 的

磷酸二氢钠-磷酸氢二钠缓冲液(pH 6.0–7.0)。 
1.6.2  耐胆盐试验 

配置 LB 液体培养基，分别添加 0.02%、

0.03%、0.05%、0.10%、0.30%的猪胆盐，将菌

液按照 10%接种量接种，30 °C、200 r/min 培养   

2 h，以未添加猪胆盐的作为空白对照，计算存

活率。 
1.6.3  耐高温试验 

在灭菌的试管中加入菌液 5 mL，将试管分

别放置于 28、37、50、60、70、80、90 °C 的

恒温水浴锅中水浴 30 min，以未处理的作为空

白对照，计算存活率。 
1.6.4  抑菌试验 

采用平板打孔扩散法[22]测定 HF-14109 菌

株对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、嗜水气单胞

菌和迟缓爱德华氏菌的抑菌活性，并略做修改。

分别取活化后的大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、

嗜水气单胞菌和迟缓爱德华氏菌，用 PBS 调整

浓度至 1×106 CFU/mL，取 100 μL 均匀涂布于

LB 平板上，用牛津杯打孔，随后每孔加入 30 μL

培养好的 HF-14109 菌液(1×107 CFU/mL)，测量

抑菌圈直径大小，以抑菌圈直径评价 HF-14109

菌株的抑菌作用。 
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1.7  抗生素敏感试验 
按照 Farhat-Khemakhem 等[23]的方法，测定

HF-14109 菌株对庆大霉素、卡那霉素、克林霉

素、氯霉素、红霉素、链霉素、四环素、万古

霉素和氨苄西林的敏感性，并略做修改。用 PBS
调整 HF-14109 菌株浓度至 1×106 CFU/mL，取

100 μL 均匀涂布于 LB 平板上，静置 30 min，
用镊子将抗生素药敏片放置于平板表面，30 °C
培养 24 h，测量抑菌圈直径。 

1.8  安全性试验 
试验鱼用商品饲料饲养 2 周后，选择规格

相同的健康鲤，随机分为 4 组 (n=10)，设置     
3 个平行，用腹腔注射法，分别注射浓度为

1×108、1×109、1×1010 CFU/mL 的菌悬液 0.2 mL，

对照组注射 0.2 mL 生理盐水。随后放到原水环

境中继续饲养，连续 7 d 观察试验鱼的状态及

死亡情况。 

1.9  饲喂试验 
1.9.1  饲料的制备 

商品饲料购自通威生物科技有限公司(中国

河南省)，其甘露聚糖含量为 0.5%。将 HF-14109
菌株按照 1%的接种量在发酵培养基中 30 °C、

200 r/min 培养 72 h，根据 OD600 确定菌液的浓

度，平板稀释涂布法计算该浓度下的菌液中的

活菌数。5 000 r/min 离心 10 min，去除上清，

用 PBS 洗涤 2 次。把 HF-14109 菌株设置不同

的浓度(107、108、109 CFU/g)，将其菌体用 PBS
悬浮后，均匀地喷洒到商品饲料中，阴凉处晾

干，饲料每 3 d 制作一批，在 4 °C 冰箱中暂时

保存，定期检测饲料中菌株的存活率。 
1.9.2  饲喂试验 

饲喂试验在地下水循环系统进行，试验

鱼随机分为 4 组，每组 3 个重复(n=30)。对

照组饲喂商品饲料，其余 3 组添加不同浓度

HF-14109 菌株的饲料(107、108、109 CFU/g)，

正式试验前，各处理组先以商品饲料预饲 2 周，

其他基础条件相同。正式试验开始后对黄河鲤

的初体重(IBW)进行测量(精确到 0.01)，每天

8:00、12:00、17:00 定时投喂，每日观察并记录

各处理组鲤的状态。在正式试验开始 30 d 后，

测量鲤的末体重(FBW)并计算其增重率(WGR)、
特定生长率(SGR)、饲料系数(FCR)。 

增重率(WGR，%)=(Wt–W0)/W0×100 

特定生长率(SGR，%)=(nWt–InW0)/t×100 
饲料转化率(FCR)=Id/(Wt–W0) 

公式中：Wt 为试验鱼最终的体重，t 是饲

喂天数，W0 是试验鱼的初始体重，Id 为试验鱼

的摄食量。 

2  结果与分析 
2.1  β-甘露聚糖酶产生菌的分离筛选 

利用刚果红染色法通过是否产生透明圈来

筛选甘露聚糖水解菌。在本研究中，从肠道分

离纯化后的样品用 1%刚果红染色，在菌落周围

能够形成透明水解圈的即为可能产 β-甘露聚糖

酶的菌株，共有 62 株，进一步摇瓶发酵复筛发

现产 β-甘露聚糖酶的菌株 7 株(图 1)。通过 16S 

rRNA 基因快速筛选发现 HF-14109 与贝莱斯芽

孢杆菌(Bacillus velezensis)同源性高，具有潜在

益生菌的特性，因此我们选择 HF-14109 为试验

对象，进行后续的研究。 

2.2  HF-14109 菌株的鉴定 
2.2.1  菌株的形态特征 

经划线分离观察菌落形态可知，HF-14109

菌株在 LB 培养基上 30 °C 培养 24 h 后，单菌

落呈圆形，乳白色，表面干燥，边缘粗糙，轻

微反光，易挑起(图2A)；经革兰氏染色呈革兰

氏阳性，杆状，单个存在或链状排列(图 2B、

2C)。 
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图 1  部分菌株复筛 β-甘露聚糖酶酶活 
Figure 1  The β-mannanase activity of some strains. 
 

 
 
图 2  HF-14109 菌株形态特征 
Figure 2  Morphological characteristics of strain HF-14109. A: colony morphology; B: optical microscope 
(1 000×); C: scanning electron microscope (15 000×). 
 
2.2.2  HF-14109 菌株的生理生化特征 

由表 1 可知，HF-14109 菌株能够利用糖原、

乳糖产酸，不能利用松二糖、蜜二糖产酸，不

能产生精氨酸双水解酶，不能水解 Tween 20 和 

Tween 80。HF-1410 与 B. velezensis CR-502T 的

生理生化特征比较如表 1 所示。两者生理生化

特征基本相同，可初步判断该菌株为芽孢杆菌

属(Bacillus sp.)的菌。 
 
表 1  HF-14109 菌株生理生化特征 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics of strain HF-14109 
Physiological and biochemical 
indexes 

HF-14109 
B. velezensis 
CR-502T 

B. subtilis CECT 
39T 

B. amyloliquefaciens 
DSM 7T 

B. siamensis 
PD-A10T 

Acid in API system from:     
Melibiose – – + + + 
Lactose + + – + + 
Glycogen + + – ND + 
Turanose  – – + + – 

Hydrolysis of:      
Tween 20 – – + + ND 
Tween 80 – – + ND ND 
Arginine dihydrolase – – + + ND 

+: positive; –: negative; ND: not determined. 
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2.2.3  16S rRNA 基因序列分析 
HF-14109 菌株的 16S rRNA 基因序列上传

到 NCBI与已知菌株 16S rRNA基因序列进行比

对，该 1 493 bp 的 16S rRNA 基因片段(序列号：

MV828880)与已知的菌株 Bacillus velezensis、
Bacillus siamensis、Bacillus subtilis、Bacillus 
amyloliquefaciens 处在系统进化树的同一分支

上(图 3)，HF-14109 菌株与 Bacillus siamensis 
KCTC 13613T 相似度 99.86%，Bacillus velezensis 
CR-502T 相似度为 99.85%， Bacillus subtilis 

NCIB 3610T 相似度 99.71%。结合菌体的形态

特征和生理生化特征，可初步判断该菌株为   
B. velezensis。 
2.2.4  全基因组序列的测定和生物信息学分析 

HF-14109 菌株全基因组预测发现有 2 个

甘露聚糖酶基因，碱基数量分别为 1 083 bp
和 378 bp。HF-14109 菌株全基因组序列测定

后进行了 ANI 和 DDH 分析。从表 2 数据可知

HF-14109 与 B. velezensis CBMB205 的 ANIb 为

98.10%、ANIm 为 98.34%及 DDH 为 86.6%；与 
 

 
 
图 3  HF-14109 菌株基于 16S rRNA 基因序列的系统发育分析 
Figure 3  Phylogenetic analysis of strain HF-14109 based on the 16S rRNA gene sequence. Numbers at 
notes indicate the levels of bootstrap support based on data for 1 000 replicates; Numbers in parenthesis 
represented GenBank accession No.; the scale bar represents 0.020 nucleotide substitutions per site. 
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表 2  HF-14109 菌株基于全基因组与相近种比较的 ANI 值和 DDH 结果 
Table 2  ANI values and DDH results of strain HF-14109 based on comparison of whole genome and 
similar species 
Genome Accession number ANIb/% ANIm/% DDH/% Coverage/% 
Bacillus velezensis CBMB205 CP011937 98.10 98.34 86.60 100.0 
Bacillus amyloliquefaciens WF02 CP053376 97.37 97.75 79.50 99.9 
Bacillus siamensis KCTC 13613 AJVF01000001 94.06 94.44 56.70 75.1 
Bacillus subtilis 168 000964 76.41 84.62 20.90 67.7 

 
B. amyloliquefaciens WF02 的 ANIb 为 97.37%、

ANIm 为 97.75%及 DDH 为 79.50%。根据这些数

值，表明 HF-14109 与 B. velezensis 亲缘关系最近，

结合形态学观察、生理生化特性和 16S rRNA 基

因序列分析，最终确定 HF-14109 为 B. velezensis。 

2.3  β-甘露聚糖酶的表达与纯化 
菌株 HF-14109 发酵粗酶液经双水相萃取、

透析后，用 SDS-PAGE 检测。电泳结果(图 4)
显示，β-甘露聚糖酶蛋白分子量为 27.82 kDa，
其大小与碱基数量为 1 083 bp 的 β-甘露聚糖酶

蛋白分子量预测相符，纯化后的酶液基本无杂

蛋白，基本达到电泳纯。 
 

 
 
图 4  β-甘露聚糖酶蛋白表达与纯化 SDS-PAGE
分析  
Figure 4  SDS-PAGE analysis of β-mannanase 
expression and purification. M: protein molecular 
weight markers; 1: expression of β-mannanase; 2: 
purified enzyme β-mannanase. 

2.4  β-甘露聚糖酶酶学性质研究 
2.4.1  温度对 β-甘露聚糖酶活性和稳定性的影响 

在 20–60 °C 的温度范围内，测定 β-甘露聚

糖酶对槐豆胶底物的活性(图 5)，酶的最适反应

温度是 45 °C。酶的稳定性通过酶在不同温度、

不同时间间隔的温育来确定，由图 6 可知，该

酶在 20–50 °C 下保温 30 min 酶活基本上不损

失，保温 2 h 后，酶活仍保留 50%以上；但 55 °C
保温 30 min 酶活迅速下降，因此可知该酶在

20–50 °C 范围内酶活力具有较好的稳定性。 
2.4.2  pH 对 β-甘露聚糖酶活性和稳定性的影响 

由图 7 可以发现，β-甘露聚糖酶最适反应

pH 为 6.0，在 pH 4.0–9.0 展现出 60%以上相对

活性，当 pH 低于 4.0 或高于 9.0 时，酶活力迅

速下降。pH 稳定性分析发现，β-甘露聚糖酶在

pH 4.0–9.0 范围内保存 30 min 后，该酶仍保持 

 

 
 
图 5  温度对 β-甘露聚糖酶活性的影响 
Figure 5  Effects of temperature on the activity of 
β-mannanase. 
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图 6  不同温度处理对 β-甘露聚糖酶稳定性的影响 
Figure 6  The effect of temperature on β-mannanase 
stability. 
 

 
 
图 7  pH 对 β-甘露聚糖酶活性的影响 
Figure 7  Effects of pH on the activity of 
β-mannanase. 
 
70%以上的残余活力；当 pH 降到 4.0 以下或 9.0
以上时，该酶丧失大部分活性(图 8)，表明该酶

能在 pH 4.0–9.0 稳定保存。 
2.4.3  金属离子和 EDTA 对酶活的影响 

不同金属离子对 β-甘露聚糖酶活性的影响

见图 9，添加 Cu2+、Fe3+、Zn2+、Ba2+对该酶具

有激活作用，其中以 Fe3+的激活效果最为明显；

而 Mn2+、Ca2+对 β-甘露聚糖酶具有抑制作用；

与大多数报道一致，大部分金属离子对该酶没

有明显的影响。EDTA 还可以抑制 β-甘露聚糖 

 
 
图 8  不同 pH 处理对 β-甘露聚糖酶稳定性的影响 
Figure 8  The effects of pH on β-mannanase stability. 
 

 
 
图 9  金属离子和 EDTA 对 β-甘露聚糖酶活性的

影响 
Figure 9  Effect of metals and EDTA on β-mannanase 
xylanases. 
 
酶的部分活性，则说明该酶可能是一种金属依赖

酶，它需要一些金属离子来维持酶的活性构象。 
2.4.4  酶动力常数的测定 

本试验最适条件下测定不同底物(魔芋粉、

瓜尔胶、槐豆胶)浓度下酶的反应速率，通过使

用 Michaelis Menten 方程非线性拟合，作出

Lineweaver-Burk 双倒数曲线图(图 10)，计算得

到以魔芋粉为底物时 Km=3.36 mg/mL、Vmax= 
13.48 μmol/(min·mg)；以瓜尔胶为底物时 Km= 
7.32 mg/mL、Vmax=7.30 μmol/(min·mg)；以槐豆胶为

底物时 Km=7.08 mg/mL、Vmax=7.38 μmol/(min·mg)。
可见，该酶对魔芋粉的亲和力较强。 
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图 10  β-甘露聚糖酶动力学 
Figure 10  Enzyme kinetics of β-mannanase. 
 
2.5  HF-14109 菌株的抑菌性试验 

平板扩散法检测了 HF-14109 菌株对不同

种类微生物生长的抑制能力(图 11)。HF-14109 菌

株对所选择的 4 种测试菌都具有抑菌作用，其

中对金黄色葡萄球菌的抑制作用最强，达到

32.45 mm；对嗜水气单胞菌和迟缓爱德华氏菌

的抑制作用次之，对大肠杆菌的抑制相对较弱，

但也达到 16.75 mm。通过革兰氏染色发现，金

黄色葡萄球菌为革兰氏阳性菌，大肠杆菌、嗜

水气单胞菌和迟缓爱德华氏菌为革兰氏阴性

菌。可知，HF-14109 菌株不仅对革兰氏阳性菌

有抑制作用，对革兰氏阴性菌也有抑制作用。 

2.6  HF-14109 菌株的药敏试验 
HF-14109 菌株对抗菌药物的药敏试验结

果显示(表 3)，该菌株对试验所用的 9 种抗生素

药物均表现为敏感(S)，不具有耐药性。 

2.7  HF-14109 菌株的耐酸试验 
如表 4 所示，HF-14109 菌株在不同 pH 条

件下处理 2 h 后，以 pH 7.0 处理 2 h 后的活菌 
 

 
 
图 11  HF-14109 菌株对 4 种病原菌的抑制效果 
Figure 11  The inhibitory effect of strain HF-14109 on four pathogens. A: A. hydrophila; B: S. aureus; C:  
E. coli; D: E. tarda. 
 
表 3  HF-14109 菌株的药物敏感性试验结果 
Table 3  Antibiotic sensitivities of strain HF-14109 
Antibiotic name Content/(μg/tablets) Inhibition zone diameter/mm Susceptibility 
Gentamicin 10 31.4±1.4 S 
Kanamycin 30 31.6±1.0 S 
Clindamycin 20 28.8±0.8 S 
Chloramphenicol 30 32.5±1.1 S 
Erythromycin 15 35.0±0.7 S 
Streptomycin 10 28.3±0.5 S 
Tetracycline 30 31.0±0.8 S 
Vancomycin 30 34.0±0.1 S 
Ampicillin 10 39.3±0.8 S 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

张建新等 | 微生物学报, 2022, 62(8) 3073 

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

 

表 4  HF-14109 菌株耐酸试验结果 
Table 4  Results of acid resistance test of strain 
HF-14109 

pH Final pH 
Bacterial 
counts/(CFU/mL) 

Survival 
rate/% 

7.0 6.95±0.20 7.60×108 100.0 
6.0 5.99±0.30 7.65×108 101.0 
5.0 5.04±0.10 6.78×108 89.2 
4.0 4.07±0.40 5.41×108 71.1 
3.0 3.11±0.10 1.54×108 20.2 
2.0 2.13±0.10 8.60×107 11.3 

 
数为对照，随 pH 下降，HF-14109 菌株存活率

逐渐降低。pH 4.0–6.0 处理 2 h 后，存活率均在

为 70%以上；pH 3.0 处理 2 h 后，存活率明显下

降，仅为 19.33%。因此可知，HF-14109 菌株能

在中性和偏酸环境中生长较好，耐酸性能力差。 

2.8  HF-14109 菌株的耐温性试验 
由表 5可知 HF-14109菌株在不同温度下处

理 30 min 后，以 28 °C 水浴 30 min 的活菌数为

对照，随温度的升高，HF-14109 菌株的存活率

逐渐下降。在 37–60 °C 条件下水浴 30 min，存

活率为 70%以上；而 70 °C 和 80 °C 处理 30 min，
存活率为 42.92%和 41.01%；而 90 °C 处理     
30 min，存活率明显下降，仅为 17.2%。因此可

知 HF-14109 菌株能耐受 80 °C 高温，可作为潜

在饲料添加剂的备选菌株。 
 
表 5  HF-14109 菌株耐温性试验结果 
Table 5  Results of temperature tolerance test of 
strain HF-14109 

Temperature/°C 
Bacterial 
counts/(CFU/mL) 

Survival 
rate/% 

28 5.67×108 100.0 
37 5.20×108 91.7 
50 4.25×108 75.0 
60 4.03×108 71.1 
70 2.43×108 42.9 
80 2.33×108 41.0 
90 9.75×107 17.2 

2.9  HF-14109 菌株的耐胆盐试验 
由表 6可知 HF-14109菌株在添加不同剂量

的胆盐条件下处理 2 h 后，以不加胆盐的活菌

数为对照，随胆盐浓度的升高，HF-14109 菌株

的存活率明显下降。在添加 0.02%–0.05%的胆

盐液体中处理 2 h，存活率为 60%以上；在添加

胆盐为 0.1%时，存活率迅速下降。因此，可知

HF-14109 菌株在胆盐浓度为 0.05%以下时较为

稳定。 

2.10  HF-14109 菌株的安全性试验 
通过腹腔注射法检测 HF-14109 菌株对黄

河鲤的生物安全性，结果表明，鲤在注射浓度

为 1.0×107、1.0×108、1.0×109 CFU/mL 的菌悬

液后，各处理组表观均未出现死亡及其他异常现

象，表明 HF-14109 对鲤具有良好的生物安全性。 

2.11  HF-14109 菌株对黄河鲤生长性能的

影响 
饲料中添加不同浓度的 HF-14109 菌株饲

喂 30 d 对黄河鲤的影响如表 7。结果表明，饲

料中添加 HF-14109 对黄河鲤的生长有明显的

促进作用，随着 HF-14109添加量的增加，WGR、

SGR 呈先升高后降低的趋势，而 FCR 呈现先降

低后增高的趋势。108、109 CFU/g 处理组的

WGR、SGR 显著高于对照组(P<0.05)，FCR 显

著低于对照组(P<0.05)。 
 
表 6  HF-14109 菌株耐胆盐试验结果 
Table 6  Results of bile salts resistance test of 
strain HF-14109 
Bile salt 
concentration/% 

Bacterial 
counts/(CFU/mL) 

Survival rate/% 

0.00 8.90×108 100.00 

0.02 6.45×108 87.70 

0.03 2.70×108 72.10 

0.05 1.85×108 60.60 

0.10 1.20×108 23.50 

0.30 5.00×107 7.56 
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表 7  HF-14109 菌株对鲤生长性能的影响 
Table 7  Effect of strain HF-14109 on growth performance of common carp 
Groups IBW/g FBW/g  WGR/% SGR/% FCR 

Control 37.52±2.00 67.73±10.00b 73.35±12.70b 2.50±0.60c 1.36±0.20a 

107 CFU/mL 37.48±1.90 68.05±6.60b 75.49±8.10b 2.59±0.30bc 1.31±0.10ab 

108 CFU/mL 37.49±2.20 74.31±8.90a 89.26±7.50a 3.19±0.30a 1.09±0.10c 

109 CFU/mL 37.83±2.20 72.20±7.60a 87.31±7.40a 3.08±0.30ab 1.12±0.10bc 
In the same row, values with different lowercase letter superscripts mean significant difference (P<0.05), while with the same 
or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). 

 
3  讨论 

近年来，益生菌作为抗生素替代品在水产

养殖中得到广泛的应用，其中芽孢杆菌能产生

多种营养物质，分泌多种酶类和抗逆性强等特

点成为水产养殖中应用最广泛的益生菌之一。

研究表明，水产土著芽孢杆菌能降低对水产养殖

动物的应激性刺激，适应水产动物的消化道及养

殖水体环境，有助于发挥其益生功能[24]，因此，

我们迫切需要开发水产土著益生芽孢杆菌。 
本研究从鲤肠道中分离出产 β-甘露聚糖酶的

HF-14109 菌株，通过形态学观察、生理生化鉴定、

16S rRNA 基因序列和比较基因组学的方法发现

HF-14109 菌株与 B. velezensis、Bacillus siamensis、

Bacillus subtilis、Bacillus amyloliquefaciens 的亲缘

关系非常近，无法准确区分其分类地位[25–29]，

再结合全基因组 ANI 和 DDH 分析[30–31]，最终

确定 HF-14109 菌株为 Bacillus velezensis。 
一般来说，能够在肠道中发挥作用的益生

菌必须拥有较强的对酸和胆盐的耐受性[32–33]。动

物肠道内胆盐的质量分数约为 0.03%–0.30%[34]。

Takanashi 等 [35]研究发现淡水鱼源菌株对牛胆

盐耐受性远远低于海水鱼源和乳制来源的菌

株。杨红玲等[36]发现斜带石斑鱼中分离的乳酸

菌 EA-1 和 Y4-2 在胆盐浓度为 0.1%培养 1 h 时，

存活率不足 1%。本研究也有类似的发现，微生

物对胆盐的耐受性不仅与种类有关，还受到宿

主生存环境的影响[34]。HF-14109 菌株对猪胆盐

的耐受性不高，可能是淡水鱼类肠道中胆盐浓

度或胆盐类型与陆生动物不同，存在物种差异

性。本研究中 HF-14109 在 pH 为 4.0–7.0 时稳

定性较好，表明该菌能在中性偏酸的环境中生

存，适合在肠道环境中繁殖。饲料制粒工艺需

要高温处理，HF-14109 菌株的耐温性也是制约

其应用价值的重要因素，HF-14109 菌株经过

80 °C 的高温处理 30 min，剩余活菌数达到

2.33×108 CFU/mL，可见该菌具有良好的耐热性

能，具有作为水产饲料功能益生菌的潜力。 
HF-14109产β-甘露聚酶最适反应温度为45 °C，

在 20–50 °C 较为稳定，该酶最适反应 pH 为 6.0，
在 pH 4.0–9.0 较为稳定，在酶学性质方面与之

前报道的 β-甘露聚糖酶[37–39]相似，在弱酸性至

中性范围内具有较好的效果，能适应水生动物

肠道环境，有利于该酶在水生动物肠道中生存，

也有利于该酶的储存和运输。EDTA 对该酶有

一定抑制作用，说明该酶可能是一种金属依赖

酶，需要一些金属离子来维持酶的活性构象。

本研究发现 Cu2+和 Fe3+、Zn2+对酶的活性有明

显的促进作用，而 Mn2+、Ca2+则明显起抑制作

用。因此，该 β-甘露聚糖酶在使用的过程中应

可适当增加 Cu2+和 Fe3+、Zn2+等金属离子的含

量，严格控制 Mn2+、Ca2+等有抑制作用的金属
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离子的添加。魔芋粉的主要成分是葡甘聚糖，

瓜尔胶和槐豆胶的主要成分是半乳甘露聚糖，

但二者在化学组成的主要区别在于乳糖支链分

支单元数，槐豆胶平均每 4 个甘露糖单元才有

1.5 个乳糖支链，瓜尔胶分支单元数为槐豆胶的

2 倍。通过该酶对魔芋粉、瓜尔胶、槐豆胶的

动力常数测定，说明该酶对葡甘聚糖的特异性

最好，对半乳甘露聚糖也有较好的水解效果，

具有广谱适用性，能有效水解鱼类饲料中的葡

甘聚糖和聚半乳糖甘露糖，提高饲料利用率。 
B. velezensis 作为生防菌常用来拮抗动植

物中的病原菌 [40–41]。Zhang 等 [42]研究发现从

罗非鱼(Oreochromis niloticus)肠道分离出来的  
B. velezensis LF01 添加到饲料中不但能产生一

些 抗 菌 物 质 来 增 强 罗 非 鱼 对 无 乳 链 球 菌

(Streptococcus agalactiae)感染的抵抗力、减少

肠道中机会性病原体，还能促进罗非鱼的生长。

从虹鳟养殖水分离的 B. velezensis V4 拮抗杀鲑

气单胞菌(Aeromonas salmonicida)作用显著，可

能是由于 V4 基因组中含有很多参与合成具有

抗真菌或抗菌活性的次级代谢物的基因簇[43]。

从鲤鱼(Cyprinus carpio)肠道分离的 B. velezensis 
JW 对鱼类致病菌具有广泛的抗菌活性，全基因

组测序分析发现了 4 个细菌素基因簇，可能会增

强 B. velezensis JW 与其他胃肠道微生物竞争的

能力，抑制病原菌，促进草鱼(Ctenopharyngodon 
idellus)健康生长[44]。本研究也发现该菌不但能

促进黄河鲤的生长，还对大肠杆菌、金黄色葡

萄球菌、嗜水气单胞菌和迟缓爱德华氏菌都具

有较好的抑菌活性，表明 B. velezensis HF-14109
可能具有多个抗菌活性的基因簇，能产生某种

抗菌物质抑制革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的

活性。本研究得到了 B. velezensis HF-14109 全

基因序列，下一步将对其功能基因进行分析来

探究 B. velezensis HF-14109 拮抗大肠杆菌、金

黄色葡萄球菌、嗜水气单胞菌和迟缓爱德华氏

菌的机制。 
益生菌不仅要对相关病原菌具有拮抗作

用，还要对水产生物具有良好的安全性。芽孢

杆菌作为常用的益生菌菌源，但仍有部分菌株

存在安全隐患，如杨移斌等[45]发现一株蜡样芽

孢杆菌(Bacillus cereus)对罗非鱼具有致病性。

本研究对 HF-14109 进行生物安全性评价，结果

显示该菌以 108–1010 CFU/mL 感染鲤均未出现

不良症状，表明该菌具有良好的生物安全性；

同时药敏试验结果显示该菌对本试验所用的所

有抗生素药物敏感，表明该菌在使用中向周围

环境传递耐药基因的可能性很小，在水产养殖

中有广泛的应用前景。 
综上所述，本研究从黄河鲤肠道筛选到 1 株

产 β-甘露聚糖酶的 B. velezensis HF-14109 具有

作为消除水产饲料中甘露聚糖抗营养因子的潜

力。根据全基因组测序结果，分析了其潜在的

甘露聚糖酶基因，后续实验将对该菌全基因组

进行更深入的研究，研究其合成 β-甘露聚糖酶

和拮抗革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的机制，为

研究该菌作为潜在饲料添加剂提供理论指导。 
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