
第３７卷　第２期 应 用 海 洋 学 学 报 Ｖｏｌ３７，Ｎｏ２

　２０１８年５月 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄＯｃｅａｎｏｇｒａｐｈｙ Ｍａｙ，２０１８

２株海马肠道益生菌的筛选与初步鉴定
周治东１，２，张跃平１，２，骆巧琦１，２，李海平１，３，连张飞１，张丽艳１，３，

郭炳坚４，林荣光４，李纪忠４

　收稿日期：２０１７０８２０

　基金项目：福建省公益类科研院所专项资助项目（２０１４Ｒ１００６７）；福建省海洋经济创新发展区域示范资助项目（２０１４ＦＪ１６）；“十三五”厦门

市海洋经济创新发展示范资助项目（１６ＰＺＹ００２ＳＦ１８）

　作者简介：周治东（１９８５～），男，助理研究员，硕士；Ｅｍａｉｌ：ｎｉｒｖａｎａｎａｎ＠１６３．ｃｏｍ

　通讯作者：张跃平，研究员；Ｅｍａｉｌ：５２９２４４３７７＠ｑｑ．ｃｏｍ

（１．福建海洋研究所，福建 厦门 ３６１０１３；２．福建省海陆界面生态环境联合重点实验室，福建 厦门 ３６１００５；
３．福建省海岛与海岸带管理技术研究重点实验室，福建 厦门 ３６１０１３；４．福建港德水产有限公司，福建 福州 ３５００００）

摘要：从正常养殖的健康线纹海马（Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｅｒｅｃｔｕｓ）肠道中分离纯化到５２株细菌，通过溶血
性实验对肠道菌群进行初筛，结果发现５２株肠道细菌均不产生溶血素，不具有潜在的致病性．
以纸片扩散法在胞外蛋白酶选择培养基上对菌株产蛋白酶的能力进行测试，筛选出２种能够分
泌胞外蛋白酶的菌株．动物安全性实验证实２株实验菌对海马无明显的毒害作用．海马生长参
数测定实验显示投喂菌株的实验组体长、体重的日平均增长率均高于不投喂菌株的对照组，证

明所筛选菌株具有一定的生长促进作用，有望对其进行海马养殖微生物制剂的开发．随后测定
了２株细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因序列，分析相应细菌序列的同源性，构建系统发育树，结合菌株生
理生化特性及其表型特征，分别将 Ｈｍ７与 Ｈｍ２８鉴定为 Ｂａｃｉｌｌｕｓｈｏｒｉｋｏｓｈｉｉ和 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ
ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ．
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　　众所周知，中国水产养殖产业在现阶段发展势
头迅猛．但是随着养殖规模不断扩大，为了防治养殖
作业中水产病害的爆发，存在着大量使用抗生素的

现象．抗生素极易产生耐药性并残留在水产动物体
内，通过食物链影响到人类健康．因此，寻找环保无
害的新型水产养殖添加剂成为了当下的研究热

点［１４］．益生菌是对宿主健康有促进作用的活性微
生物，具有促进饵料的消化吸收，增强养殖动物免疫

力，改善养殖水体生态的作用．益生菌本身无毒无
害，不残留，不产生抗药性，是水产养殖行业的未来

趋势 ［５９］．
海马是海马属（Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ）鱼类的通称，隶属

于海龙目海龙科，具有温肾壮阳、活血化瘀等功效．
临床上主要用于治疗阳痿早泄、肾虚作喘、疔疮肿毒

等症，是我国名贵的传统中药材之一 ［１０１１］．随着海
马市场需求量日益增大，海马资源供不应求，发展人

工海马养殖产业势在必行．目前海马的遗传育种、养

殖技术等方面的研究成果较为丰富［１２１７］，但关于海

马肠道内源性益生菌的筛选鉴定工作还鲜见报道．
本研究从健康养殖海马肠道中分离纯化出５２株肠
道菌株，从中筛选出２株具有分泌胞外蛋白酶能力
的细菌Ｈｍ７和Ｈｍ２８．随后进行了安全性及生长参
数测定实验，并完成了初步鉴定工作，以期能为开发

海马养殖微生物制剂提供基础研究材料．

１　材料与方法
１．１　材料
１．１１　菌株及其来源　供试菌株为笔者于健康线
纹海马（Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｅｒｅｃｔｕｓ）肠道中分离纯化到的
５２株细菌．溶血实验对照菌株副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ
ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）为笔者所在实验室保存菌株．
１．１２　供试线纹海马　供试线纹海马健康无病，没
有投喂过抗生素和其他药物，购自东山绅蓝生物科

技有限公司．实验前先将海马于５０ｄｍ３白色方形桶
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内暂养１个星期，每天换水１次．选择无外伤，状态
正常的海马用于本实验．
１．１３　培养基　实验所用溶血性测试培养基，
２２１６Ｅ海水培养基，酪蛋白筛选培养基配方均参照
文献［１８１９］．
１．２　方法
１．２１　细菌的分离与纯化　对海马进行无菌活体
解剖操作，剪下肠道并挤出内容物，利用无菌生理盐

水对其冲洗３次，加１ｃｍ３无菌生理盐水在匀浆器
中研磨匀浆．以匀浆后的样品为原液依次稀释６个
梯度，分别取原液与各梯度稀释液 ０１ｃｍ３涂布
２２１６Ｅ平板，置２８℃培养１～２ｄ．经培养后观察各个
平板培养基上的菌落数量，菌落形态大小等特征，挑

取密度适合单菌落进行划线培养，纯化出５２株待筛
选海马肠道细菌，用含有１５％甘油的 ２２１６Ｅ液体培
养基保存于－８０℃．
１．２２　溶血性实验初筛　配制血平板培养基，将经
过２２１６Ｅ液体培养基过夜活化的阳性对照副溶血
弧菌与待测菌株涂布于血平板上，２８℃下培养２４ｈ，
根据血平板上透明圈的形成情况判断待测菌株是否

会有溶血反应．
１．２３　菌株胞外蛋白酶分泌筛选　配制酪蛋白胞
外蛋白酶筛选培养基，采用纸片扩散法，将经过

２２１６Ｅ液体培养基过夜活化的待测菌株梯度稀释到
１×１０－４，吸取５０ｍｍ３滴于贴在培养基表面的无菌
滤纸上．２８℃培养４８ｈ后观察滴有菌液的纸片周围
是否形成透明的蛋白酶水解圈，并测量计算水解圈

直径与菌落直径（Ｈ／Ｄ）之比．
１．２４　安全性试验　实验设不投喂菌株对照组，待
测菌株Ｈｍ７实验组和待测菌株 Ｈｍ２８实验组，每组
３个平行．每个平行取暂养７ｄ的健康线纹海马１０
尾，饲养于容量为５０ｄｍ３塑料养殖桶内，加海水至
桶的三分之二．对照组每天早晚正常投喂饲料；Ｈｍ７
实验组与Ｈｍ２８实验组每天除正常投喂饲料外，还
在早上同饲料一起加投入 ５ｃｍ３含量为 １×１０９

ｃｆｕ／ｃｍ３的Ｈｍ７和 Ｈｍ２８菌液．实验期间每天早上
投饵前换水１次，及时吸底去除残饵及粪便，确保水
质良好无杂质．观察和记录海马１个月的发病及死
亡情况．实验周期结束后，随机选取实验组海马解剖
观察有无病变．
１．２５　生长参数测定实验　实验设不投喂菌株对
照组，待测菌株 Ｈｍ７实验组和待测菌株 Ｈｍ２８实
验组，每组３个平行．每个平行取暂养７ｄ的健康
线纹海马１０尾，饲养于容量为５０ｄｍ３塑料养殖桶
内，加海水至桶的三分之二．对照组每天早晚正常

投喂饲料；Ｈｍ７实验组与 Ｈｍ２８实验组每天除正
常投喂饲料外，还在早上同饲料一起加投５ｃｍ３浓
度为１×１０９ｃｆｕ／ｃｍ３的Ｈｍ７和Ｈｍ２８菌液．实验周
期为５周，实验期间每天早上投饵前换水１次，及
时吸底去除残饵及粪便，确保水质良好无杂质．观
察记录海马生长情况，于实验开始时测量计算各

组海马的初始平均体长体重，并后续每周测量 １
次，持续５周．
１．２６　益生菌的鉴定　参考《常见细菌系统鉴定
手册》对所筛益生菌进行鉴定［２０］．鉴定项目包括
革兰氏染色实验、扫描电镜下观察细胞、菌落特征

验证等．用于１６ＳｒＲＮＡ鉴定的扩增引物为一对通
用引物［２１］，正向引物 ２７Ｆ∶５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴ
ＧＧＣＴＣＡＧ３′；反向引物１４９２Ｒ∶５′ＴＡＣＧＧＣＴＡＣ
ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′．对益生菌进行 １６ＳｒＲＮＡ的
ＰＣＲ扩增后进行测序．于数据库中对相关序列进
行比对，构建系统发育树，分析同源性以确认菌株

种类．

２　结果与讨论
２．１　海马肠道产蛋白酶菌株的筛选

以产生溶血素的副溶血弧菌为阳性对照，生

理盐水为阴性对照，将分离自健康养殖线纹海马

肠道的５２株细菌稀释涂布于血平板进行初步筛
选．阳性对照组产生了溶血现象，而待测菌株均未
观察到产生溶血现象．将５２株细菌采用纸片扩散
法点种到蛋白酶筛选培养基上，若菌株具有分泌

胞外蛋白酶的能力，会在纸片周围形成透明的蛋

白酶水解圈．通过培养观察，筛选到 Ｈｍ７和 Ｈｍ２８
２株能够分泌胞外蛋白酶的细菌（图１）．测量并计
算蛋白酶水解圈直径与菌落直径之比（Ｈ／Ｄ）的平
均值，得出 Ｈｍ７的 Ｈ／Ｄ平均值为 ２３３，Ｈｍ２８的
Ｈ／Ｄ平均值为２６３．

２．２　安全性实验

将９０尾线纹海马分成３组，每组设３个平行．１
组为对照组，不投喂菌株．另外２组分别每天投喂
Ｈｍ７与 Ｈｍ２８菌株，每天记录其死亡数，计算累积
死亡率．经过１个月的投喂实验，结果显示不投喂菌
株的实验组海马平均死亡率为 ２００％，投喂菌株
Ｈｍ７与 Ｈｍ２８的实验组死亡率分别为 ２００％与
１６７％（表１），实验组死亡率没有高于对照组，解剖
未见任何消化道病变，各组死亡时间分布较为平均，

属养殖过程中的正常损失，没有出现集中死亡的现

象．实验结果说明Ｈｍ７与Ｈｍ２８菌株对海马无明显
毒害作用．
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图１　Ｈｍ７菌株与Ｈｍ２８菌株于酪蛋白筛选培养基上产生的水解圈
Ｆｉｇ．１　ＤｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｃｉｒｃｌｅｏｆｓｔｒａｉｎＨｍ７ａｎｄｓｔｒａｉｎＨｍ２８ｏｎｃａｓｅｉｎｍｅｄｉｕｍ

箭头指向水解圈外沿

表１　安全性实验各组线纹海马平均死亡率统计
Ｔａｂ．１　ＡｖｅｒａｇｅｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆＨｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｅｒｅｃｔｕｓｆｒｏｍｓａｆｅｔｙｔｅｓｔ

组别 初始数／尾 死亡数／尾 死亡率／％

对照组 ３０ ６ ２００

Ｈｍ７实验组 ３０ ６ ２００

Ｈｍ２８实验组 ３０ ５ １６７

２３　生长参数测定实验
实验中每周测量各组海马体长体重参数（表２、

３）．不投喂菌株的对照组海马初始平均体重为
０７５０ｇ，平均体长为 ４７１ｃｍ．投喂 Ｈｍ７与 Ｈｍ２８
的２个实验组初始平均体重分别为 ０７７１ｇ和
０７３３ｇ，初始平均体长分别为４８３ｃｍ和４５３ｃｍ．
观察记录生长情况，实验结束时测量计算可知对照

组最终平均体重为１７４４ｇ，平均体长为５６２ｃｍ，平
均日增长率分别为３８７％与０５５％；Ｈｍ７实验组最
终平均体重为１８２９ｇ，平均体长为５８４ｃｍ，平均日
增长率分别为３９２％与０６０％；Ｈｍ２８实验组最终

平均体重为１７７３ｇ，平均体长为５５２ｃｍ，平均日增
长率分别为４０６％与０６２％．计算每组体长体重各
个实验周期的日均增长率并绘制柱形图（图２、３），
通过单因素方差分析法统计对照组与实验组之间的

差异性．分析结果显示，Ｈｍ２８实验组与对照组存在
显著差异（Ｆ＞Ｆｃｒｉｔ且 ｐ＜００５），说明 Ｈｍ２８菌株
的投放对海马成长效果影响较为明显；Ｈｍ７实验组
与对照组的统计结果虽然显示差异不显著，但是观

察柱形图可知，Ｈｍ７组的生长参数日均增长率基本
上在每个测量周期均大于对照组，说明Ｈｍ７菌株具
有一定的益生潜力，可作为后续工作的研究对象．

表２　线纹海马体重生长参数实验结果（ｇ）
Ｔａｂ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｆｏｒＨｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｅｒｅｃｔｕｓ

组别 初始平均值 第一周 第二周 第三周 第四周 第五周

对照组 ０７５３ ０９０３ １０４９ １１３３ １４８７ １７７４

Ｈｍ７ ０７７１ ０９３４ １０７９ １２９３ １５３１ １８２９

Ｈｍ２８ ０７３３ ０８７９ １０４６ １２４６ １５０３ １７７３

表３　线纹海马体长生长参数实验结果（ｃｍ）
Ｔａｂ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｆｏｒＨｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｅｒｅｃｔｕｓ

组别 初始平均值 第一周 第二周 第三周 第四周 第五周

对照组 ４７１ ４８９ ５０７ ５２６ ５４４ ５６２

Ｈｍ７ ４８３ ５０３ ５２３ ５４４ ５６４ ５８４

Ｈｍ２８ ４５３ ４７３ ４９３ ５１２ ５３２ ５５２
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图２　对照组与２个实验组体重各测量周期平均增长率对比
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｏｎｏｆａｖｅｒａｇｅｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｆｏｒｗｅｉｇｈｔｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｔｗｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ

图３　对照组与２个实验组体长各测量周期平均增长率对比
Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｏｎｏｆａｖｅｒａｇｅｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｆｏｒｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｔｗｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ

２．４　菌株的鉴定
２．４１　菌落形态特征及菌株扫描电镜观察　将培
养基上的菌落置于解剖镜下，观察可知：Ｈｍ７菌落
呈圆形、较为平坦、黄白色、不透明、表面较滑润有光

泽，革兰氏染色实验显示呈阳性．扫描电镜下观察细
胞，呈杆状，两端较钝圆，周生鞭毛（图 ４ａ）．Ｈｍ２８
菌落菌落呈圆形、灰白色、中央隆起、边缘整齐光滑、

不透明、有异味，革兰氏染色实验显示阴性．扫描电
镜下观察细胞形态，呈短杆状，两端钝圆，极生单鞭

毛（图４ｂ）．
２４２　１６ＳｒＲＮＡ序列分析　经通用引物对 Ｈｍ７
进行１６ＳｒＲＮＡ的ＰＣＲ扩增后测序，所得基因序列
长度为１２７７ｂｐ．通过数据库检索筛选出９株同源性

高的序列来创建系统发育树，结果如图５所示．通过
比较发现，与 Ｈｍ７相似性最高的是 Ｂａｃｉｌｌｕｓｈｏｒｉｋｏ
ｓｈｉｉ（Ｘ７６４４３），相似度高达９９７７％ ．结合细菌生理
生化及形态特征，将 Ｈｍ７初步鉴定为 Ｂａｃｉｌｌｕｓｈｏｒｉ
ｋｏｓｈｉｉ．

利用通用引物对 Ｈｍ２８进行１６ＳｒＲＮＡ的 ＰＣＲ
扩增后测序，结果显示所得的基因序列长度为

１２９５ｂｐ．通过数据库检索筛选出１２株同源性高的
序列进行系统发育树的构建，结果如图６所示．通过
比较发现，与 Ｈｍ２８相似性最高的是 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏ
ｍｏｎａｓｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ （Ｘ８２１３６），相 似 度 高 达
９９８５％ ．结合细菌生理生化及形态特征，将 Ｈｍ２８
初步鉴定为Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ．
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图４　扫描电镜下Ｈｍ７和Ｈｍ２８的菌株形态
Ｆｉｇ．４　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＨｍ７ａｎｄＨｍ２８ｓｔｒａｉｎｓｕｎｄｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

箭头所指为极生鞭毛

图５　基于菌株Ｈｍ７１６ＳｒＲＮＡ序列的系统发育树构建
Ｆｉｇ．５　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅ１６ＳｒＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｓｔｒａｉｎＨｍ７

图６　基于菌株Ｈｍ２８１６ＳｒＲＮＡ序列的系统发育树构建
Ｆｉｇ．６　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅ１６ＳｒＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｓｔｒａｉｎＨｍ２８

２．５　讨论
水产养殖上使用的益生菌筛选来源一直是个争

议较多的问题，一般认为从水产养殖环境和养殖对

象的肠胃分离获得的菌株更为适宜作为益生菌进行

开发．但考虑到实际养殖过程中水体每日都会更换，
养殖水体的菌落结构环境随着换水清池等日常操作

并不稳定．本实验筛选到的产生胞外蛋白酶的益生

菌，来源于海马肠胃本身，具有更好的定植性、稳定

性和适应性，为今后在海马养殖中开发微生物制剂

提供了较大的可能性．
益生菌的筛选工作中，安全性测试是极为重要

的环节．本研究通过溶血性测试实验证明了所筛菌
株在生化层面上的安全性，又通过投喂实验证明了

其在实际饲养中生理方面的安全性，将体内测试与
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体外实验相结合，较为全面地评价了菌株的安全性．
国内外学者研究证明，水生动物肠道中普遍存在

产酶细菌，Ｂａｉｒａｇｉ等（２００４）在南亚野鲮（ｌａｂｅｏｒｏｈｉｔａ）
饲料中添加芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ），发现鱼的生长、食物
转化率和蛋白质利用效率增加［２２］，ｔｅｎＤｏｅｓｃｈａｔｅ等
（２００８）报道了南非鲍（Ｈａｌｉｏｔｉｓｍｉｄａｅ）分离出的交替
假单胞菌能够显著提高南非鲍的生长．芽孢杆菌甚至
已经在生产中得到应用，成为复合微生物制剂的主要

成分［２３］．本实验所筛选出的２株海马内源性益生菌
分别属芽孢杆菌和交替假单胞菌，与前人的研究成果

相对应．可以期待在目前进展的基础上，进一步就所
筛益生菌株对海马的作用效果及作用机理进行更加

深入的探索，最终发展开发微生物制剂，为海马人工

养殖产业做出贡献．

３　结论
本研究从健康线纹海马肠道中分离纯化到５２

株细菌，以纸片扩散法在胞外蛋白酶选择培养基

上对菌株产蛋白酶的能力进行测试，筛选出 ２种
能够分泌胞外蛋白酶的菌株 Ｈｍ７与 Ｈｍ２８．测定２
株细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因序列后，通过检索分析数
据库筛选出高同源性序列构建了系统发育树，结

合生理生化特性实验和菌株表型特征分别将 Ｈｍ７
与 Ｈｍ２８鉴定为 Ｂａｃｉｌｌｕｓｈｏｒｉｋｏｓｈｉｉ和 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏ
ｍｏｎａｓｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ．动物安全性实验证实２株实
验菌对海马无毒害作用．海马生长参数测定实验
显示投喂菌株的实验组体长体重的日平均增长率

均高于不投喂菌株的对照组，证明所筛选菌株具

有一定的生长促进作用，有望对其进行海马养殖

微生物制剂的开发．
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