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［摘　 要］ 　 对两种市售水产养殖用复合微生物粉剂中微生物菌种进行鉴定。 利用平板分离技术对

粉剂中的微生物进行分离纯化，进行了形态学观察、１６Ｓ ｒＤＮＡ 和 ２６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析，并构建系统发

育树。 结果表明，两种微生物粉剂中菌群结构存在一定差异，Ｓ１ 粉剂中鉴定出 ５ 株芽孢杆菌和 ２ 株

酵母菌，分别为枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌或索诺拉沙漠芽孢杆菌、葡萄牙棒孢酵母和库德里阿

兹威毕赤酵母；Ｓ２ 粉剂中鉴定出 ３ 株芽孢杆菌、１ 株放线菌、２ 株酵母菌和 ３ 株肠球菌，分别为解木

糖赖氨酸芽孢杆菌、环状芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌或索诺拉沙漠芽孢杆菌、芬氏纤维微菌、酿酒酵

母、库德里阿兹威毕赤酵母、鹑鸡肠球菌、屎肠球菌或乳酸肠球菌。 明确水产养殖用复合微生物粉

剂的菌群结构，为同类产品的安全性及有效性评估提供理论基础。
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　 　 随着水产养殖业集约化程度的提高，养殖水体

污染严重、水产养殖动物病害发生率增加等问题不

断凸显，严重制约了水产养殖业的可持续发展。 水

产养殖病害防治的传统方法主要是使用抗生素及

化学药物，然而，该方法会导致病原微生物的耐药

性提高、养殖对象体内药物残留甚至药害事故，具

有一定的局限性，不利于水产品的质量安全。 近年

来，微生物制剂作为一类新型的水产养殖用药，由

于其廉价、安全高效、无污染、有效改善水体环境、

防治病害及促进养殖对象生长等特点，已在国内外

得到广泛重视［１－３］。 按照菌种组成，微生物制剂分

为单一菌种制剂和复合菌种制剂，其中市售的多为

复合微生物制剂，不同品牌存在微生物菌种及配比

的差异。 目前，我国对于水产养殖用微生物制剂缺

乏有效管理，尤其是对于用于水质改良的微生物制

剂菌种，缺乏明确规定。 目前市售复合微生物制剂

存在菌种种类标注不完整，产品说明存在夸大效果

等问题，产品质量良莠不齐，是否适合水产养殖环

境有待考察［４］。 对水产养殖复合微生物制剂的有

效性和安全性进行评价，是确保产品质量和使用效

果的必要手段，而菌种组成是评价的重要指标之

一。 目前仅有少数研究对农业及环保领域使用的

复合微生物制剂进行了菌种鉴定［５－７］，对于水产养

殖用复合微生物制剂尚无菌种组成分析的研究。

微生物制剂主要有固体、半固体和液体制剂三

种剂型，其中固体制剂以粉剂剂型为主，具有便于

运输和保存、菌种数量较为稳定的特点［４］。 本研究

选择两种市售水产养殖复合微生物粉剂为研究对

象，利用分子生物学鉴定方法，鉴定其中的菌种多

样性，为该类产品的质量检测和所含菌种的安全性

评估奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 水产养殖用复合微生物粉剂　 市售 ＥＭ 菌

剂 （下文中用 Ｓ１ 表示），产地河北，标注菌群包括

乳酸杆菌、芽孢杆菌、放线菌等，活菌总数未注明。
市售复合菌剂（下文中用 Ｓ２ 表示），产地河南，标注

菌群包括放线菌、乳酸菌、芽孢杆菌、酵母菌等，活
菌总数≥５００ 亿 ／克。
１．１．２　 主要试剂及仪器　 ２×Ｔａｑ 预混 ＰＣＲ 反应体

系购自北京康润诚业生物科技有限公司，ＤＬ２０００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、λ－Ｈｉｎｄ Ⅲ ｄｉｇｅｓｔ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、细菌基

因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、ＤＮＡ 胶回收试剂盒、ＤＮＡ
纯化试剂盒等均购自宝生物（Ｔａｋａｒａ）工程（大连）
有限公司，酵母基因组 ＤＮＡ 快速抽提试剂盒购自

生工生物工程（上海）股份有限公司。 ＨＶＥ－５０ 高

压灭菌器购自日本 Ｈｉｒａｙａｍａ 公司，ＤＨ５００Ａ 电热恒

温培养箱购自天津泰斯特仪器有限公司，ＺＷＹ－２４０
恒温摇床购自上海智城分析仪器制造有限公司，
ＡＢＩ Ｖｅｒｉｔｉ ＰＣＲ 仪购自美国 ＡＢＩ 公司 ，Ｍｕｐｉｄ－２ｐｌｕｓ
核酸电泳仪购自日本 Ｍｕｐｉｄ 公司，ＧｅｌＤｏｃ－ＩｔＴＭ３００
凝胶成像系统购自美国 ＵＶＰ 公司。
１．２　 方法

１．２．１　 菌种筛选培养基的配置　 菌种筛选培养基

的配置按文献［８］进行。
１．２．２　 菌种分离培养及形态学观察　 以无菌药匙

称取固体菌剂 １０ ｇ 至盛有 ９０ ｍＬ 灭菌蒸馏水的锥

形瓶中，振摇 ３０ ｍｉｎ，制成１０－１的菌悬液并进行梯度

稀释。 采用平板稀释涂布法对酵母菌、放线菌、乳
酸菌、芽孢杆菌分别进行分离，其中乳酸菌采用双

层平板法培养。 酵母菌培养条件为 ２８ ℃恒温培养

３～５ ｄ，放线菌培养条件为 ２８ ℃恒温培养 ５ ～ ７ ｄ，
芽孢杆菌培养条件为 ３０ ℃恒温培养 ２～３ ｄ，乳酸菌

培养条件为 ３６ ℃恒温培养 ２ ～ ３ ｄ。 挑取单菌落划
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线分离获得纯种，观察菌落特征，并于光学显微镜

下观察细胞形态。 纯化后的菌种接种于未加琼脂

的菌种筛选培养基，１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养。
１．２．３　 菌种分子生物学鉴定

１．２．３．１　 基因组提取 　 酵母基因组提取按照酵母

基因组 ＤＮＡ 快速抽提试剂盒说明书进行，放线菌、
乳酸菌、芽孢杆菌基因组 ＤＮＡ 提取按照细菌基因

组 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书进行，用 １％ 琼脂糖凝

胶电泳检测基因组 ＤＮＡ 的完整性。
１．２．３．２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ和２６Ｓ ｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增 　 以提

取的放线菌、乳酸菌、芽孢杆菌基因组 ＤＮＡ 为模板，
利用通用引物 １６Ｓ－２７ｆ 和 １６Ｓ－１５４１ｒ 进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ
ＰＣＲ 扩增，正向 ２７ｆ 引物序列为 ５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ⁃
ＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，反向 １５４１ｒ 引物序列为 ５′－ＡＡＧ⁃
ＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣ－ ３′；以提取的酵母菌基因组

ＤＮＡ 为模板，利用通用引物 ＮＬ１ 和 ＮＬ４ 进行 ２６Ｓ
ｒＤＮＡ Ｄ１ ／ Ｄ２ 区 ＰＣＲ 扩增，正向ＮＬ－１引物序列为：５′
－ＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＡＧＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧ－３′，反向ＮＬ－４
引物序列为 ５′－ＧＧＴＣＣＧＴＧＴＴＴＣＡＡＧＡＣＧＧ－３′，由生

工生物工程（上海）公司合成。 ＰＣＲ反应条件为：
９５ ℃预变性２ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性３０ ｓ，５０ ℃ 退火３０ ｓ，
７２ ℃延伸１ ｍｉｎ，３０个循环；７２ ℃延伸５ ｍｉｎ。 取５ μＬ
ＰＣＲ 产物于 １％琼脂糖凝胶中进行电泳，１００ Ｖ 恒压

３０ ｍｉｎ，ＵＶＰ 凝胶成像系统观察并成像分析。 扩增

产物经纯化后送生工生物工程（上海）公司测序。

１．２．３．３　 ＰＣＲ 产物鉴定及系统发育进化树的构建

采用ＢＬＡＳＴ检索ＧｅｎＢａｎｋ数据库，对测序结果进行

同源性分析，确定其种属。 利用ＭＥＧＡ ５．０软件对

测序结果进行１６Ｓ ｒＤＮＡ和２６Ｓ ｒＤＮＡ序列比对分析，
并采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ）构建系统

发育树，通过１０００次的自举分析（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）进行置

信度检测。 序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库获取登录号。
２　 结果与分析

２．１　 筛选菌株的形态学观察　 利用菌种筛选培养

基对Ｓ１和Ｓ２两种粉剂中的菌株进行分离培养，从Ｓ１
粉剂中筛选得到的５株芽孢杆菌分别编号为Ｓ１－Ｂ１、
Ｓ１－Ｂ２、Ｓ１－Ｂ３、Ｓ１－Ｂ４ 和 Ｓ１－Ｂ５；２ 株酵母菌分别编

号为 Ｓ１－Ｙ１ 和 Ｓ１－Ｙ２。 从 Ｓ２ 粉剂中筛选得到的 ３
株芽孢杆菌分别编号为 Ｓ２－Ｂ１、Ｓ２－Ｂ２ 和 Ｓ２－Ｂ３；
１ 株放线菌编号为 Ｓ２－Ａ１；２ 株酵母菌分别编号为

Ｓ２－Ｙ１ 和 Ｓ２－Ｙ２； ３ 株肠球菌分别编号为 Ｓ２－Ｌ１、
Ｓ２－Ｌ２ 和 Ｓ２－Ｌ３。 对各菌株的菌落及细胞形态特

征进行观察，结果见表 １。 其中 ３ 株肠球菌均能使

溴甲酚绿变为黄色。
２．２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和 ２６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列 ＰＣＲ 扩增　
以提取的各筛选菌株基因组ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩

增，电泳结果显示（图 １），扩增的目的片段电泳条带

清晰，芽孢杆菌、放线菌及肠球菌１６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ扩增

产物大小约为１５００ ｂｐ左右；酵母菌２６Ｓ ｒＤＮＡ Ｄ１ ／ Ｄ２
区 ＰＣＲ 扩增产物大小约为 ５００～６５０ ｂｐ 左右。

表 １　 菌落及细胞形态特征观察结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｉｅｓ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ

菌落形状
Ｃｏｌｏｎｙ ｓｈａｐｅ

菌落边缘
Ｃｏｌｏｎｙ ｅｄｇｅ

菌落隆起
Ｃｏｌｏｎｙ ｓｗｅｌｌｉｎｇ

菌落颜色
Ｃｏｌｏｎｙ ｃｏｌｏｒ

菌落表面
Ｃｏｌｏｎｙ ｓｕｒｆａｃｅ

细胞形态
Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

Ｓ１－Ｂ１ 圆形 整齐 凸起 白色 干燥 杆状

Ｓ１－Ｂ２ 圆形 整齐 不凸起 淡黄色 干燥 杆状

Ｓ１－Ｂ３ 不规则 不整齐 凸起 红褐色 干燥 杆状

Ｓ１－Ｂ４ 圆形 整齐 不凸起 乳白色 光滑湿润 杆状

Ｓ１－Ｂ５ 圆形 不整齐 不凸起 黄色 干燥 杆状

Ｓ１－Ｙ１ 圆形 整齐 凸起 乳白色 光滑湿润 椭圆形

Ｓ１－Ｙ２ 圆形 整齐 凸起 乳白色 干燥 椭圆形，可形成假菌丝

Ｓ２－Ｂ１ 圆形 整齐 不凸起 黄褐色 干燥 杆状

Ｓ２－Ｂ２ 圆形 不整齐 不凸起 乳白色 干燥 杆状
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续表　

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ

菌落形状
Ｃｏｌｏｎｙ ｓｈａｐｅ

菌落边缘
Ｃｏｌｏｎｙ ｅｄｇｅ

菌落隆起
Ｃｏｌｏｎｙ ｓｗｅｌｌｉｎｇ

菌落颜色
Ｃｏｌｏｎｙ ｃｏｌｏｒ

菌落表面
Ｃｏｌｏｎｙ ｓｕｒｆａｃｅ

细胞形态
Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

Ｓ２－Ｂ３ 圆形 整齐 不凸起 淡黄色 干燥 杆状

Ｓ２－Ａ１ 不规则 不整齐 不凸起 白色 干燥 杆状

Ｓ２－Ｙ１ 圆形 整齐 凸起 乳白色 光滑湿润 椭圆形

Ｓ２－Ｙ２ 圆形 整齐 凸起 乳白色 干燥 椭圆形，可形成假菌丝

Ｓ２－Ｌ１ 圆形 整齐 － 乳白色 光滑 球形

Ｓ２－Ｌ２ 圆形 整齐 － 深绿色 光滑 球形

Ｓ２－Ｌ３ 圆形 整齐 － 浅绿色 光滑 球形

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；图（ａ）为 Ｓ１ 和 Ｓ２ 菌剂中芽孢杆菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物；图（ｂ）为 Ｓ２ 菌剂中放线菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物；
图（ｃ）为 Ｓ１ 和 Ｓ２ 菌剂中酵母菌 ２６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物；图（ｄ）为 Ｓ２ 菌剂中肠球菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； （ａ）： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ Ｓ１ ａｎｄ Ｓ２ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｗｄｅｒｓ；
（ｂ）： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｏｆ ａｎ Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ Ｓ２ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｗｄｅｒ；
（ｃ）： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ２６Ｓ ｒＤＮＡ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ Ｓ１ ａｎｄ Ｓ２ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｗｄｅｒｓ；
（ｄ）： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ Ｓ２ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｗｄｅｒ

图 １　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和 ２６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物电泳图

Ｆｉｇ １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ａｎｄ ２６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２．３　 同源性比对及系统发育分析

２．３．１　 芽孢杆菌同源性比对及系统发育分析　 将

Ｓ１ 和 Ｓ２ 菌剂中筛选得到的 ８ 株芽孢杆菌与 Ｇｅｎｅ
Ｂａｎｋ 数据库中已收录菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列进行

比对，并构建系统发育树（图 ２）。
结果表明，Ｓ１菌剂中５株芽孢杆菌均为芽孢杆菌

属，其中Ｓ１－Ｂ１和Ｓ１－Ｂ５与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ（枯草芽孢

杆菌）相似性在９９％－１００％之间，系统发育树中处于

同一分支，亲缘关系最近，因此将两株菌鉴定为枯草

芽孢杆菌；Ｓ１－Ｂ２、Ｓ１－Ｂ３和Ｓ１－Ｂ４与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉ⁃
ｆｏｒｍｉｓ（地衣芽孢杆菌）和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｏｎｏｒｅｎｓｉｓ（索诺拉

沙漠芽孢杆菌）相似性在９９％～１００％之间，系统发育

树显示这三株菌与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ 及 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｏｎｏｒｅｎｓｉｓ 处于同一分支，亲缘关系最近，因此这三株

菌为地衣芽孢杆菌或索诺拉沙漠芽孢杆菌。
Ｓ２ 菌剂中，Ｓ２－Ｂ１ 与赖氨酸芽孢杆菌属菌株相

似性在 ９９％ ～ １００％之间，系统发育树显示其与

Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｘｙｌａｎｉｌｙｔｉｃｕｓ（解木糖赖氨酸芽孢杆菌）
处于同一分支，亲缘关系最近，因此将 Ｓ２－Ｂ１ 鉴定

为解木糖赖氨酸芽孢杆菌。 Ｓ２－Ｂ２ 与 Ｓ２－Ｂ３ 为芽

孢杆菌属，其中 Ｓ２－Ｂ２ 与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｉｒｃｕｌａｎｓ（环状芽

孢杆菌）相似性在 ９９％～ １００％之间，系统发育树中

处于同一分支，亲缘关系最近，因此将 Ｓ２－Ｂ２ 鉴定

为环状芽孢杆菌；Ｓ２－Ｂ３ 与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ（地
衣芽孢杆菌）和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｏｎｏｒｅｎｓｉｓ（索诺拉沙漠芽孢

杆菌）相似性在 ９９％ ～１００％之间，系统发育树中处

于同一分支，亲缘关系最近，因此 Ｓ２－Ｂ３ 为地衣芽

孢杆菌或索诺拉沙漠芽孢杆菌。

·２１·
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图 ２　 芽孢杆菌系统发育树

Ｆｉｇ ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ

２．３．２　 放线菌同源性比对及系统发育分析　 将 Ｓ２
菌剂中筛选得到的 １ 株放线菌与 Ｇｅｎｅ Ｂａｎｋ 数据

库中已收录菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列进行比对，并构

建系统发育树（图 ３）。 结果表明，Ｓ２－Ａ１ 与 Ｃｅｌｌｕｌｏ⁃

·３１·
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ｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｆｕｎｋｅｉ（芬氏纤维微菌）相似性在 ９９％ ～
１００％之间，系统发育树中处于同一分支，亲缘关系

最近，因此将 Ｓ２－Ａ１ 鉴定为芬氏纤维微菌。

图 ３　 放线菌系统发育树

Ｆｉｇ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｎ Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ ｓｔｒａｉｎ

２．３．３　 酵母菌同源性比对及系统发育分析　 将 Ｓ１
和 Ｓ２ 菌剂中筛选得到的 ４ 株酵母菌与 Ｇｅｎｅ Ｂａｎｋ
数据库中已收录菌株的 ２６Ｓ ｒＤＮＡ 序列进行比对，
并构建系统发育树（图 ４）。 结果表明，Ｓ１ －Ｙ１ 与

Ｃｌａｖｉｓｐｏｒａ ｌｕｓｉｔａｎｉａｅ（Ｃａｎｄｉｄａ ｌｕｓｉｔａｎｉａｅ） （葡萄牙棒

孢酵母）相似性在 ９９％～ １００％之间，系统发育树中

处于同一分支，亲缘关系最近，因此将 Ｓ１－Ｙ１ 鉴定

为葡萄牙棒孢酵母。 Ｓ１ －Ｙ２ 与 Ｐｉｃｈｉａ ｋｕｄｒｉａｖｚｅｖｉｉ
（库德里阿兹威毕赤酵母）相似性在 ９９％ ～１００％之

间，系统发育树中处于同一分支，亲缘关系最近，因
此将 Ｓ１－Ｙ２ 鉴定为库德里阿兹威毕赤酵母。 Ｓ２－
Ｙ１ 与 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ（酿酒酵母）相似性在

９９％～１００％之间，系统发育树中处于同一分支，亲
缘关系最近，因此将 Ｓ２－Ｙ１ 鉴定为酿酒酵母。 Ｓ２－
Ｙ２ 与 Ｐｉｃｈｉａ ｋｕｄｒｉａｖｚｅｖｉｉ（库德里阿兹威毕赤酵母）

相似性在 ９９％ ～ １００％之间，系统发育树中处于同

一分支，亲缘关系最近，因此将 Ｓ２－Ｙ２ 鉴定为库德

里阿兹威毕赤酵母。
２．３．４　 乳酸菌同源性比对及系统发育分析　 将 Ｓ２
菌剂中筛选得到的 ３ 株肠球菌与 Ｇｅｎｅ Ｂａｎｋ 数据

库中已收录菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列进行比对，并构

建系统发育树（图 ５）。 结果表明，Ｓ２－Ｌ１ 和 Ｓ２－Ｌ３
与 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ（屎肠球菌） 或 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
ｌａｃｔｉｓ（乳酸肠球菌）相似性在 ９９％ ～ １００％之间，系
统发育树中处于同一分支，亲缘关系最近，因此这

两株菌为屎肠球菌或乳酸肠球菌。 Ｓ２－Ｌ２ 与 Ｅｎ⁃
ｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ（鹑鸡肠球菌）相似性在 ９９％ ～
１００％之间，系统发育树中处于同一分支，亲缘关系

最近，因此将 Ｓ２－Ｌ２ 鉴定为鹑鸡肠球菌。 三株菌均

为乳酸菌。

·４１·
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图 ４　 酵母菌系统发育树

Ｆｉｇ ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｓｔｒａｉｎｓ

３　 讨　 论

本研究对两种市售水产养殖复合微生物粉剂

中分离纯化的微生物菌株进行形态学及分子生物

学鉴定，Ｓ１ 粉剂中鉴定出 ５ 株芽孢杆菌，２ 株酵母

菌；Ｓ２ 粉剂中鉴定出 ３ 株芽孢杆菌，１ 株放线菌，２

株酵母菌，３ 株肠球菌。
芽孢杆菌在水产养殖中既可以作为饲料微生

态添加剂，也可以作为水质改良微生态调节剂使

用。 在两种微生物粉剂中均鉴定出芽孢杆菌。 其

中，枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌为我国农业部

·５１·
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图 ５　 肠球菌系统发育树

Ｆｉｇ ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ

２０１３ 年公布的可作为饲料添加剂的微生物菌

种［４］。 索诺拉沙漠芽孢杆菌与地衣芽孢杆菌有很

近的亲缘关系［９］，两者的区分还需进一步鉴定。 解

木糖赖氨酸芽孢杆菌目前相关的研究较少，该菌可

作为抗黄曲霉素的生防菌株，具有纤维蛋白分解酶

活性［１０－１２］，用于水产养殖的有效性和安全性仍有

待进一步评价。 环状芽孢杆菌能够有效修复水产

养殖环境，也可以作为水产饲用菌种，研究表明，其
能够提高鲤鱼苗和虹鳟鱼生长速率和免疫能

力［１３－１４］。
放线菌仅在 Ｓ２ 粉剂中鉴定出。 有研究显示芬

氏纤维微菌能够降解纤维素和黄曲霉毒素，可用于

畜禽饲料的降解处理以及受污染饲料中黄曲霉毒

素的去除，对于促进畜禽类的生长繁殖具有重要作

用［１５－１６］。 然而，目前并无芬氏纤维微菌应用于水

产养殖业的研究报道，其有效性和安全性仍有待评

估。
酵母菌是水生动物消化道的常见优势菌群之

一，在两种微生物粉剂中均鉴定出酵母菌。 其中，
酿酒酵母为我国农业部 ２０１３ 年公布的可作为饲料

添加剂的微生物菌种［４］，在促进水产动物生长、提
高水产饲料利用效率及增强水产动物免疫能力等

方面 具 有 重 要 作 用［１７］。 Ｃｌａｖｉｓｐｏｒａ ｌｕｓｉｔａｎｉａｅ 是

Ｃａｎｄｉｄａ ｌｕｓｉｔａｎｉａｅ 的有性型，可能是白酒、陈醋等食

品酿造大曲中的功能菌，然而，也有报道认为其为

条件性致病菌［１８－２０］，目前并无研究表明葡萄牙棒

孢酵母用于水产养殖。 库德里阿兹威毕赤酵母在

健康凡纳滨对虾和印度鲮消化道和养殖水体中是

优势菌株，该酵母菌具有多种胞外酶和单宁酶活

性，可能对水生动物具有较好的益生效果［２１－２３］；另
有研究表明，库德里阿兹威毕赤酵母 ＲＹ５５ 菌株能

够合成杀伤毒素，对多种病原菌有显著抗菌活性，
有望成为新型生物防治菌株［２４］。

乳酸菌仅在 Ｓ２ 粉剂中鉴定出，包括屎肠球菌

或乳酸肠球菌和鹑鸡肠球菌。 其中，屎肠球菌和乳

酸肠球菌为我国农业部 ２０１３ 年公布的可作为饲料

添加剂的微生物菌种［４］，由于亲缘关系较近，两者

的区分还需进一步鉴定。 目前并无乳酸肠球菌应

用于水产养殖业的研究报道，其有效性和安全性仍

有待评估。 多项研究认为屎肠球菌可以作为水产

动物养殖中的益生菌使用。 Ｂｏｇｕｔ 等［２５］ 研究表明，
饲料中添加屎肠球菌能够提高六须鲶鱼的生长速

率，降低肠道中有害菌如金黄色葡萄球菌、大肠杆

菌等的数量。 Ｇｏｐａｌａｋａｎｎａｎ 等［２６］发现，屎肠球菌能

够有效控制鲤鱼的嗜水气单胞菌感染。 Ａｖｅｌｌａ
等［２７］研究显示，屎肠球菌能显著降低鳎鱼肠道中

·６１·
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弧菌数量，促进其生长性能。 然而，屎肠球菌也可

能存在安全隐患，Ｓｕｎ 等［２８］ 认为，饲料中添加屎肠

球菌能够使斜带石斑鱼血清溶菌酶活性显著降低，
可能会影响其免疫功能，此外，屎肠球菌对多种抗

生素的耐药性和致病性屎肠球菌的使用也会危害

水产养殖安全［２９］。 鹑鸡肠球菌在水产养殖中应用

的研究较少，有研究表明其对鳗弧菌有强抑制作

用，对鲈鱼无致病性，可作为益生菌使用［３０］。 然

而，一些鹑鸡肠球菌菌株也能引起多种感染及疾

病，对多种抗生素有耐药性［３１］。 综上所述，在水产

养殖中使用肠球菌的安全性仍有待深入研究。
菌种组成和菌种特性是微生物制剂的关键指

标，对于水产养殖业具有重要影响。 本研究发现，
微生物制剂存在着实际菌群种类与标注不符的问

题，其中部分菌种并不属于国家规定的饲用微生物

菌种，对于水产养殖的水质改良能力亦不明确，可
能对水生动物健康与水产品质量安全造成一定隐

患。 因此，当前水产养殖微生物制剂的生产工艺、
质量检测与监控力度有待加强。
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