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摘 � 要 � 通过对近海养虾场底泥中的细菌数量和类群的调查, 发现有超过 50%的细菌生物量是产芽孢细菌, 因此对底

泥中的产芽孢细菌进行了分离和纯化, 通过对细胞形态、生理生化等特征的研究和对部分菌株的 16S rRNA 基因的

ARDRA 分型、序列分析等, 鉴定了 67 株产芽孢细菌, 其中 62 株属于芽孢杆菌属, 5 株属于短芽孢杆菌属 .进一步对 62

株芽孢杆菌属的细菌在底泥不同深度的分布进行研究, 结果表明,巨大芽孢杆菌主要分布在底泥深度 0~ 6 cm 左右的

区域,海洋芽孢杆菌、短小芽孢杆菌和蜡状芽孢杆菌主要分布于底泥 6 cm 以下的区域, 与坚强芽孢杆菌性状相近的菌

分布在底泥 2~ 8 cm 深度;与耐碱芽孢杆菌性状相近的芽孢菌广泛分布在 0~ 12 cm 区域. 讨论认为, 应用这些产芽孢

细菌资源在修复海洋环境和开发海水养殖微生态制剂方面具有一定可能性. 图 3 表 3 参 15
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Abstract � A survey on microbial populations in the sediment from a near- shore mariculture region revealed that over 50% ( by

cells) of the biomass was spore-producing bacter ia. T o tally 67 strains of spore-producing bacter ia were obtained and were -i

dentified by their cellular morpholog y, physiolog ical and biochemical features. 12 of the 67 strains w ere furt her character ized

by cloning their 16S rRNA genes. Results indicate that 62 out of the 67 spore-producing bacterial str ains belong to the genus

Bacillus and 5 strains belong to Brevibacillus . Among t he 62 strains of Bacillus , B. megater ium , B . marinus , B .

pumilus , B . cer eus, B . thur ingensis , B. sphaer icus and B . f irmus were ident ified, w hile ot her 28 str ains could not be

taxonomically identified and need further studies. The strains of B. megater ium mainly distributed in the zone above 6 cm of

the sediments, and B. pumilus and B . cereus were dominant species in the sediment under depth of 6 cm. The unidentified

bacilli distr ibut ed through out the entire zone ( 0~ 12 cm) of the sediment . The possibility of applying these bacilli for biore-

mediat ion of the polluted marine environments or for developing ecological preparations for hor ticultur al is discussed. Fig 3,

Tab 3, Ref 15
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� � 在环境条件恶劣情况下,产芽孢细菌形成抵抗逆境的内生
孢子(芽孢) , 提高其在环境中的生存能力. 产芽孢细菌在土

壤[ 1]、水体[ 2]、和海洋[ 3]等环境中分布广泛, 对这些环境中的

C、N和 P等物质元素的循环起着非常重要的作用. 一些芽孢

杆菌作为益生菌或者饲料添加剂被广泛使用[ 3, 4] ,在水产养殖

中使用也有报道[ 5] . 近海养殖场是受人类活动影响较大的海

洋环境,研究该环境的微生物生态区系, 有助于了解近海微生

物的种群和数量,揭示人类活动(如益生菌的使用)对自然生态

环境中微生物区系的影响.
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� � 已有从养虾池分离微生物并作为虾池环境的生物修复菌

种的研究报道[ 6] , 但目前尚未见对这些细菌进行分类鉴定研

究,而针对近海生态环境中产芽孢细菌的系统研究也未见报

道.本项研究首先对福建东山某近海养虾场底泥中的细菌数量

进行了分析,发现底泥中芽孢数量占细菌生物量的 50%以上,

进一步对产芽孢细菌的种群和在底泥中分布进行了研究. 研究

结果对于了解我国近海养殖场底泥微生物生态区系, 以及开发

利用近海微生物资源具有重要意义.

1 � 材料与方法
1. 1 � 菌种的分离、培养及鉴定
1. 1. 1 � 样品来源及菌种 � � 样品采自福建东山某近海养虾场

的底泥,在虾池中心点, 以纵向方式采集,依深度( �/ cm)分为 0

~ 2、2~ 4、4~ 6、6~ 8、8~ 10、10~ 12 共 6 个样品(依次编号为
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No. 1、2、3、4、5 和 6) . 样品经逐级稀释后, 用人工海水琼脂培

养基分离单菌落,进一步纯化转接 3 代或更多代, 直至获得纯

菌株.对纯菌株应用生芽孢培养基培养, 革兰氏染色和芽孢染

色后,显微镜镜检确定产芽孢细菌菌株.

1. 1. 2 � 培养基 � � 试验所用人工海水培养基根据 Eguchi等

人[ 7]配方修改而成, 组成如下(�/ g L - 1) : 蛋白胨 10;牛肉膏5;

NaCl 24; Na2SO4 4; KCl 0. 68; KBr 0. 1; H3BO3 0. 025; MgCl2�

6H2O 10. 8; CaCl2� 2H2O 1. 5; NaHCO3 0. 2; Na2HPO4 0. 04;

NH4Cl 0. 5, 加H2O至 1 L , pH 8. 0. �= 115 � 、t = 30 min 灭

菌.固体培养基中加入 15 g L - 1琼脂粉. 计数芽孢的固体培养

基参照文献[ 8] .鉴于细菌来自海洋环境, 鉴定用的生理生化

培养基是在人工海水培养基的基础上进行了修改, 其中硝酸盐

还原鉴别实验培养基中加入 �( KNO3 ) = 1 g L - 1; 吲哚鉴别

实验培养基中除去蛋白胨和牛肉膏, 加入 �(胰蛋白胨) = 10

g L- 1 ; N aCl梯度实验培养基是调整 NaCl浓度( �/ g L - 1)分别

为 0、50、100、150、200; pH 生长实验培养基用 HCl ( 2 mol L - 1)

或者 NaOH( 2 mol L - 1 )调整培养基的 pH 值分别为 2、4、6、8、

10.

1. 2 � 实验方法
1. 2. 1 � 细菌和芽孢的计数方法[ 8] � � 样品中细菌总数采用

M PN 法和CFU 法测定; 厌氧细菌计数采用 MPN 法;细菌芽孢

计数时,稀释样品经 �= 80 � , t = 20 min的预处理 .

1. 2. 2 � 分离纯化 � � 从每个样品稀释后涂布生长的分离培养

基平板上,挑取形态上有区别的菌落, 在人工海水培养基斜面

上培养 18 h 后划线分离纯化;从划线分离的平板上, 挑取单菌

落接于斜面培养 18 h 后,再次划线分离, 反复操作直至划线所

得的菌落形态完全一致,编号并保存各菌株.

1. 2. 3 � 细菌染色、形态观察 � � 参照文献[ 9]进行.
1. 2. 4 � 生理生化鉴定实验 � � 氧化酶、接触酶、葡萄糖氧化发

酵、运动性、淀粉水解、硝酸盐还原、柠檬酸盐利用、明胶液化、

V-P 和甲基红、吲哚产生、�= 65 � 生长、NaCl浓度生长范围和

pH 生长范围等指标的测定参照文献[ 9] .

1. 2. 5 � 16S rDNA序列扩增 � � 细菌基因组DNA的提取参考

�分子克隆实验指南� [ 11] . 16S rDNA 片段采用 PCR扩增, 扩增

引物为Pf ( 8~ 27) AGAGTTTGATCCT GGCT CAG , Pr ( 1495~

1 514) ACGGCTACCTT GTTACGACT ; 扩增产物为 1 500 bp

的近似全长 16S rRNA 基因.

1. 2. 6 � ARDRA 分析[ 1 2, 13] � � 选择识别 4 个碱基的限制性内

切酶 A f a�、Msp �和 Hae� , 用于 16S rDNA扩增产物的酶切

分型.酶切条件参照供应商的产品说明. DNA 的酶切产物通过

2%琼脂糖凝胶进行电泳, 电泳后由 Bio-Rad 公司的 Gel

Doc2000TM 凝胶呈像系统和 Quantity One 软件进行 16S rD-

NA酶切图谱的分类和分型.

2 � 结果与讨论
2. 1 � 底泥中好氧细菌、厌氧细菌及细菌芽孢的数量

和分布
分析底泥 0~ 12 cm 深度范围内, 6 个样品中好氧细菌及

厌氧细菌数量 ( n / g- 1 , 以干泥重量计) 表明 (图 1) , 从表层

开始,随着深度的增加, 好氧细菌的数量除了在 6~ 8 cm 样品

中稍低外, 其他样品中好氧细菌的数量基本相同, 都在 106这

个数量级.厌氧细菌数量沿底泥纵向分布随着深度增加略呈增

高趋势 ,且最底层( 10~ 12 cm)较表面高一个数量级.图 1 对底

泥中芽孢数量的初步统计表明,在各个样品中芽孢数量占细菌

总量的 50% 以上. 芽孢是产芽孢细菌在恶劣条件下形成的一

种抵抗不良环境条件的休眠体,存在如此数量众多的芽孢,说

明产芽孢菌是底泥中微生物区系中的重要一员. 总体来看,细

菌数量纵向分布差别不大,这与底泥采样深度比较浅有关.

图 1 � 底泥不同深度各种细菌计数结果
Fig. 1 � Bacterial populat ions at dif ferent depths of sediment

2. 2 � 底泥中产芽孢细菌的分离和鉴定
2. 2. 1 � 产芽孢细菌的生理生化分类鉴定结果 � � 目前已知好
氧或微好氧的产芽孢细菌共有 9 个属, 分别是芽孢杆菌属

( Bacillus )、硫芽孢杆菌属 ( Sulf idobacillus )、短芽孢杆菌属

( Brevibacillus )、脂环酸芽孢杆菌属 ( A licyclobacillus )、类芽孢

杆菌属(Paenibacillus )、硫氨素芽孢杆菌属( A neur inibacillus)、

盐芽孢杆菌属( Halobacillus )、双芽孢杆菌属( Amphibacillus )、

芽孢乳杆菌属( Spor olactobacillus) [ 9].在本项研究中采用稀释涂

平板培养技术, 从底泥样品中共分离出 106 株细菌, 对这 106

株细菌进行生芽孢培养和芽孢染色,鉴定出 67 株芽孢菌,根据

菌落形态、细胞特征和生理生化等鉴定结果(表 1) , 参照已有

产芽孢细菌有关属和种的特征和鉴定指标, 初步把这 67 株芽

孢菌分别归在芽孢杆菌属和短芽孢杆菌属, 其中芽孢杆菌属

61 株,短芽孢杆菌属 6 株.

表 1 � 依据形态和生理生化特征对 67 株产芽孢细菌鉴定的结果
Table 1 � Ident ification and grouping of 67 spore- forming

bacterial strains from mar icultur e pond sediment
属、种或类群

Genus, species & group
菌株
S trains

短芽孢杆菌属( Brev ibacil lus spp. ) 1- 6, 3-11, 6- 1, 6-4, 6-9

芽孢杆菌属 ( Baci llus)

� 蜡状芽孢杆菌( B . cereus) 1-1, 5-2, 6-3, 4-3

� 短小芽孢杆菌( B . pumilus) 2-14, 4-16, 4-17, 5- 1, 5- 7,
5-15, 6-11

� 巨大芽孢杆菌( B . megaterium) 1-2, 2-8, 3-4

� 苏云金芽孢杆菌( B . th uring iensis) 1-10, 2-15, 5-14
� 海洋芽孢杆菌( B . marinus ) 5-4, 5-9

� 球形芽孢杆菌( B . sp aeri cus) 2-12, 3-10, 4-22, 6- 6

� 坚强芽孢杆菌( B . f i rm us)
2- 1, 2-5, 2-13, 4-1, 4-2,
4- 4, 4-6, 4-11, 4-12, 4-24,
6- 2

� Bacil lus sp. group 1*

1- 3, 1-4, 1-7, 1-11, 1-13,
2- 3, 2-6, 3-1, 3-2, 3-6, 3-7,
3- 9, 3-13, 3- 14, 4-5, 4-8,
4- 13, 4-18, 4- 19, 5-3, 5-18,
6- 8

� Bacil lus sp. group 2*
2- 10, 2-11, 2- 17, 5-5, 5-13,
6- 10

*� Group 1和 group 2 菌株的性状与耐碱芽孢杆菌相似, 但也存在相当
的差别,因此,其确切的分类地位还有待进一步研究 � Further w ork is
needed to ident ify th e members of group 1 and group 2, although they
w ere phenotypically similar to B . alcalop hilus.
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2. 2. 2 � 产芽孢细菌 16S rDNA 分析 � � 从 67 株芽孢菌中选

取 12 株,扩增其 16S rDNA 序列, 扩增产物用限制性内切酶

( Af a�、Msp �、Hae� )酶切分型 (图 2) . 结合对菌株的形态

特征、生理生化特性等研究, 可以看出, 对分离的芽孢菌采用

ARDRA技术的分型结果与生理生化分类结果基本上一致.例

如, Hae �酶切把 12 株芽孢菌分为 5 种类型, 两株蜡状芽孢杆

菌( 5-2, 6-3) (图 2-Hae�泳道 3 和 4)和5 株短小芽孢杆菌分别

被归在各自的类群中(图 2-Hae�泳道7 至 11) ,虽然菌株 4-13

的 Hae�酶切带型与短小芽孢杆菌相同, 但经过 Msp � 酶切,
它们之间的差异显而易见 (图 2- Msp � , 泳道 12) . 另外,

ARDRA技术可以提供比传统生理生化分类更加精细的信息,

如同属于巨大芽孢杆菌的菌株 2-8、1-2 和菌株 3-4, 其酶切带

型稍有不同(图 2-Hae�泳道 5 与泳道 1 和 6) , 表明存在于亚

种或者菌株上的差异.

图 2 � 芽孢菌 12株代表的 16S rDNA 片段的ARDRA类型

Fig. 2 � ARDRA patterns of 16S rDNA fragments of 12 spore-forming bacterial st rains

M :分子量标准( Marker) ;泳道及菌株分别如下( lane: st rain) : 1: 2-8; 2: 4-19; 3: 5-2; 4: 6- 3; 5: 1- 2; 6: 3- 4; 7: 5-7; 8: 5-15; 9: 6-11;

10: 4-16; 11: 4-17; 12: 4-13

2. 2. 3 � 序列测定结果 � � 从表 1 中选取了几株芽孢菌进行了

16S rDNA测序,结果表明,菌株 1-1 与蜡状芽孢杆菌亲缘关系

最近( 99% , 16S rDNA序列相似性, 以下相同) ;菌株 2-8 与巨大

芽孢杆菌亲缘关系最近( 99%) ;菌株 6-2 与坚强芽孢杆菌亲缘

关系最近( 98. 4% ) , 基本上可以归属为同一物种.这些结果与前

述的生理生化分类结果和 ARDRA 分型结果一致.用限制性内

切酶酶切分型的结果与选择的内切酶的类型密切相关,我们认

为一套适宜的酶切系统有可能对环境样品进行菌群的划分, 能

够简捷、快速地从环境中得到菌群结构和菌种类型的准确信息.

2. 3 � 芽孢杆菌在底泥中的纵向分布的生态特征

表 2 � 不同种芽孢杆菌菌株在底泥中的纵向分布
Table 2� Distr ibution of Bacillus strains at each sample

属、种或类群

Genus, species & group

底泥深度 Depth of sediments( �/ cm )

0~ 2 2~ 4 4~ 6 6~ 8 8~ 10 10~ 12

好氧细菌菌株总数 ( Total number of aerobic st rains) 19 17 15 22 17 17

芽孢杆菌菌株总数 ( Total number of Baci llus) 9 12 10 16 11 9

芽孢杆菌菌种类型 ( Types of Bacil lus) 5 7 4 5 6 7

芽孢杆菌属分布 ( Baci llus ) *

� 蜡状芽孢杆菌( B . cereus) 1 0 0 1 1 1

� 短小芽孢杆菌( B . pumilus) 0 1 0 2 3 1

� 巨大芽孢杆菌( B . megater ium ) 1 1 1 0 0 0

� 苏云金芽孢杆菌( B . thuringiensis) 1 1 0 0 1 0

� 海洋芽孢杆菌( B . mar inus ) 0 0 0 0 2 0

� 球形芽孢杆( B . sp aer icus ) 0 1 1 1 0 1

� 坚强芽孢杆菌( B . f i r mus) 0 3 0 7 0 1

� Baci llus sp. group 1 5 2 7 5 2 1

� Baci llus sp. group 2 0 3 0 0 2 1

短芽孢杆菌属分布( Brev ibacil lus ) * 1 0 1 0 0 3

� � * 数字为不同类型产芽孢细菌在底泥各深度的菌株数目 � Numbers in the T able show the amounts of each species or groups at the specified sam-
ple.

2. 3. 1 � 芽孢杆菌不同种在底泥中的纵向分布特征 � � 结合以
上对菌株的鉴定和分析菌株的来源,可以确定各种芽孢菌在底

泥中的分布(表 2) . 从表 2 中可以看出, 各种芽孢杆菌在底泥

中的分布具有一定的区域性,例如巨大芽孢杆菌主要分布在底

泥深度 0~ 6 cm 左右的区域,由于巨大芽孢杆菌常常被用做益

生菌或者饲料添加剂使用,该菌种有可能是人为投加到环境中

去的 ,反映了人类行为对养殖环境底泥生态存在一定影响.海

洋芽孢杆菌、短小芽孢杆菌和蜡状芽孢杆菌主要分布于底泥 6

cm以下的区域.坚强芽孢杆菌分布在底泥 2~ 8 cm 深度, Bacil-

lus sp. group 1和 Bacillus sp. group 2是与耐碱芽孢杆菌性状相

近的芽孢菌广泛分布在 0~ 12 cm 区域,它们也是数量最丰富的

类群(各个菌株的分类地位还有待进一步研究才能确定) .
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表 3 � 底泥不同深度产芽孢细菌各菌株的主要生理特性*

T able 3� Physiological and biochemical pr operties of spor e- forming bacterial strains at each sample*

深度 Depth
( �/ cm )

0~ 2 2~ 4 4~ 6 6~ 8 8~ 10 10~ 12

菌号
No. of st rain

A � B� C � D A � B � C � D A � B� C � D A � B � C � D A � B � C � D A � B� C � D

1 + � + � + � - + � + � + � + + � + � - � + + � + � + � + - � + � + � + - � + � + � +
2 + � + � - � - U + � + � - � + + � + � + � + + � + � + � + + � + � + � -
3 + � + � - � + + � + � - � + U + � + � - � + + � + � - � + + � + � + � +
4 + � + � - � + U + � + � - � + + � + � + � + - � + � + � + - � + � + � +
5 U + � + � + � + U + � + � - � + + � + � - � + U
6 - � + � + � + + � + � - � + + � + � - � + + � + � + � - U - � + � + � +
7 + � + � - � - U + � + � - � + U + � + � + � - U

8 U + � + � - � - U + � + � - � + U + � + � - � +
9 U U + � + � - � - U - � + � - � + - � - � + � +
10 + � + � + � - + � - � + � - - � + � + � + U U + � - � - � +
11 + � + � - � + + � - � + � + - � + � + � + + � + � + � + U - � + � - � +
12 U - � + � + � + U + � + � + � + U U

13 + � + � - � + + � + � + � - + � + � - � + + � + � - � - + � + � + � + U

14 U - � + � - � + + � + � - � + U + � + � + � + U

15 U + � + � + � - U U - � + � - � + U
16 U U No - � + � - � + U U

17 U + � + � + � - No - � + � - � + U U

18 U U No + � + � - � - + � + � - � - No

19 U No No + � + � - � + U No

20 U No No U No No

21 No No No U No No

22 No No No + � + � - � + No No

23 No No No U No No

24 No No No + � + � + � - No No

* A:淀粉水解; B:蛋白质分解; C:硝酸盐还原; D: pH> 10生长; U :表示该编号菌株为非芽孢细菌; No:表示没有该编号的菌株

A: Starch hydrolysis; B: Proteolysis; C: Nit rate reduct ion; D: Grow th above pH 10; U: Not spore-forming; No: None

2. 3. 2 � 产芽孢细菌主要生理特征与底泥深度的关系 � � 虾池
底质状况决定了芽孢杆菌的分布和生态特征.传统的养虾方法

以人工投饵方式进行, 所投饵料多是合成饵料,后期辅以鲜活

饵料蓝蛤、泥螺等, 沉积池底的有机污染物以残饵为主, 加上动

物排泄物和死亡动植物残体等成分复杂的混合物[ 6] . 其中含有

大量的蛋白质、淀粉以及内源性或者外源性 NO-3 , 表 3 给出了

底泥各样品中芽孢菌的相关生理特性,图 3显示了具有这些生

理特征(代谢能力)的菌株在底泥不同深度的分布, 从中可以直

观地看出,所研究的虾池底泥环境中表层附近主要为具有较强

的水解淀粉能力的芽孢杆菌, 这与残存饵料组成成分相关; 底

泥 6 cm 以下逐渐增多具有一定硝酸盐还原能力的芽孢杆菌,

这与天然海洋沉积环境中缺少硝酸盐和亚硝酸盐还原菌有所

区别[ 14] ;从在高 pH 能生长的细菌菌株数随底泥深度的增加而

增多可以看出,底泥的碱环境在表层略有下降,由表层开始的

pH 值降低的现象有可能对养殖产生影响. 最近 Tow atana的研

究结果认为,养虾池环境 pH 值降低是由于微生物降解有机 S、

P元素产生的酸性物质造成, 并认为 pH 值降低可能是不利于

虾生长的重要因素之一[ 15] .

通过本项研究,获得了一批芽孢杆菌菌种资源, 进一步对

这些芽孢杆菌的特性例如对有机物的分解、对环境的净化能力

和对病原微生物的拮抗作用等进行研究,可以为开发海洋环境

的生物修复技术和研制海水养殖的微生态制剂打下理论基础.

致 谢 � 本项研究在细菌分类过程中得到了中国科学院微生物
研究所菌种保藏中心周宇光主任的指导.

图 3 � 不同生理特征菌株的纵向分布情况
Fig. 3 � Physiological and biochem ical propert ies of spore-

forming bacterial strains at each sample
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