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我国水产拮抗芽孢杆菌的研究进展
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(1.上海海洋大学国家水生动物病原库，上海      201306；2.上海师范大学教育学院，上海      200234)

摘   要：拮抗芽孢杆菌是最有发展前景、可替代饲料抗生素添加剂的优良益生菌之一。如何促进拮抗芽孢杆菌在水

产养殖中的应用是缓解抗生素滥用的一项重要课题。鉴于此，本文在介绍我国水产拮抗芽孢杆菌研究与应用现状的

基础上，对我国水产拮抗芽孢杆菌研究与应用中存在的问题进行剖析，并提出加强水产拮抗芽孢杆菌研究的建议。

关键词：拮抗芽孢杆菌；研究进展；应用前景

Research Progress of Antagonistic Bacillus sp. in Aquaculture in China

CAO Hai-peng1，HE Shan2，WANG Hui-cong1，LIU Li-ling1，LU
. .

 Li-qun1,*
(1. National Pathogen Collection Centre for Aquatic Animals, Shanghai Ocean University, Shanghai      201306, China；

2. College of Education, Shanghai Normal University, Shanghai      200234, China)

Abstract ：Antagonistic Bacillus species is one of the most promising probiotics which can be used as a substitute for antibiotic

feed additives. It is important to facilitate the application of antagonisticBacillus species in aquaculture to reduce the abuse of

antibiotics. In this article, the current research and application situations of antagonistic Bacillus species in China are introduced.

Meanwhile, current problems are discussed. Moreover, we suggest that the study of antagonistic Bacillus species in aquaculture

should be strengthened.
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随着我国规模化、集约化水产养殖业的迅速发

展，各种水产养殖病害频发、并发，致使各种广谱

抗生素被大量使用，不仅导致病原菌耐药性不断增

强，破坏和干扰了养殖环境微生物的生态平衡，而且

使水产品中抗生素残留日益严重，对人类健康产生巨

大的危害 [ 1 ]。近年来，国内外学者已经充分证实使用

微生物制剂能够通过增强养殖动物免疫力和抑制肠道病

原微生物的生长而减少疾病的发生，并且可以创造巨

大的经济效益 [ 2 ]。其中，拮抗芽孢杆菌具有耐高温、

耐挤压、耐酸碱、耐干燥以及分泌多种抗菌活性物质

等特性，不仅能够满足饲料加工制粒对高温、高压的

要求，而且不会消耗饲料的营养成分而影响饲料品

质，并能够顺利进入养殖动物肠道起到抑制肠道病原

菌生长的作用，有望成为最有发展前景的、可以替代

饲料抗生素添加剂优良益生菌之一 [ 3 ]。目前，国外自

Kozasa[4]首次将东洋芽孢杆菌(Bacillus toyoi)应用于水

产养殖以来，已经在拮抗芽孢杆菌的作用方式、作用

机理等理论研究取得了长足发展，并在发酵工艺技

术、菌体浓缩稳定技术、应用技术等方面也有了深入

研究，尤其在菌种的发酵工艺方面具有领先优势 [ 5 -9 ]。

例如，日本和欧盟等国大多采取先进的液体深层发酵

工艺和自动化控制，且在发酵后处理方面采用喷雾干

燥、低温真空干燥和微囊包被等多种菌体稳定保护技

术，不仅活菌数高，且产品性能稳定、货架期长 [ 1 0 ]。

然而，我国关于拮抗芽孢杆菌制剂的研制与应用现状

与国外相比却具有较大的差距。鉴于此，本文在概括

了我国水产拮抗芽孢杆菌研究与应用现状的基础上，

剖析了目前我国水产拮抗芽孢杆菌研究中存在的问题，

并对其在饲料中的应用前景进行了展望，以期推动拮

抗芽孢杆菌在水产养殖中的应用进程。
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1 我国水产拮抗芽孢杆菌的研究与应用现状

1.1 拮抗芽孢杆菌的筛选

目前，我国水产养殖允许使用的芽孢杆菌菌种有枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、纳豆芽孢杆菌(Bacillus
natto)、蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)、凝结芽孢杆菌

(Bacillus coagulans)、缓慢芽孢杆菌(Bacillus lentus)、
地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)、短小芽孢杆菌

(Bacillus pumilus)、环状芽孢杆菌(Bacillus circulans)、
巨大芽孢杆菌(Baci l lus  megeterium )、坚强芽孢杆菌

(Bacillus firmus)、东洋芽孢杆菌(Bacillus toyoi)、芽孢

乳杆菌(Lactobacillus sporogens)等[11]。然而，这些芽

孢杆菌菌种并非均具有拮抗病原菌的活性。迄今为止，

仅枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、短小芽孢杆菌、巨

大芽孢杆菌等一些菌种被证实具有拮抗病原菌的活性[12-23]

(表 1)，而且在水产养殖中已经得到广泛应用。此外，马

如龙[20]、吕利群[24]等也分离了克劳氏芽孢杆菌(Bacillus
clausii)、解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)等
一些具有拮抗病原菌的作用的芽孢杆菌新菌种。这些拮

抗芽孢杆菌菌种的获得极大地丰富了拮抗芽孢杆菌作为

水产饲料添加剂的微生物资源，而且为水产饲料抗生素

替代添加剂的开发奠定了基础。

菌种 菌株 分离源 报道者 保藏单位

枯草芽孢杆菌 H1 牙鲆肠道 黄剑飞等[12] 黄海水产研究所

枯草芽孢杆菌 B115 养殖池淤泥 沈智华等[13] 浙江淡水研究所

枯草芽孢杆菌 Bs-1 海水 黄汝添等[14] 中山大学

枯草芽孢杆菌 BHI344 N D 罗璋等[15] 华中农业大学

枯草芽孢杆菌 TYTG-1 大菱鲆肠道 樊瑞锋等[16] 黄海水产研究所

枯草芽孢杆菌 HY-136 黄鳝肠道 贺中华等[17] 华中农业大学

地衣芽孢杆菌 ESB3 中华绒螯蟹肠道 郝向举等[18] 苏州大学

地衣芽孢杆菌 H4 海洋沉积物 傅松哲等[19] 中国科学院微生物研究所

克劳氏芽孢杆菌 DE5 斜带石斑鱼肠道 马如龙等[20] 集美大学

短小芽孢杆菌 SE5 斜带石斑鱼肠道 马如龙等[20] 集美大学

短小芽孢杆菌 H2 海洋沉积物 傅松哲等[19] 中国科学院微生物研究所

巨大芽孢杆菌 OJ 凡纳滨对虾肠道 Li Jiqiu 等[21] 中国海洋大学

芽孢杆菌 CM2 养殖池水 曾东等[22] 四川农业大学

芽孢杆菌 WP1 养殖池底泥 曾东等[22] 四川农业大学

芽孢杆菌 WP1 养殖池底泥 曾东等[22] 四川农业大学

芽孢杆菌 C3 养殖池水 曾东等[22] 四川农业大学

芽孢杆菌 Z2 养殖池水 曾东等[22] 四川农业大学

芽孢杆菌 Z2 养殖池水 曾东等[22] 四川农业大学

芽孢杆菌 B09 养殖池淤泥 徐长安等[23]
国家海洋局

第三海洋研究所

表 1 国内报道的部分拮抗芽孢杆菌

Table 1   Antagonisitc Bacillus strains reported in China

注：ND. 不确定。

1.2 拮抗芽孢杆菌作用机理的研究

近年来，随着基因工程技术与现代生物化学技术的

广泛应用，拮抗芽孢杆菌越来越多的抗菌基因及抗菌活

性物质逐渐被发现。据报道 [ 2 5 ]，拮抗芽孢杆菌与抗菌

活性物质合成有关的基因至少达到了 55 种，能够分泌多

种低分子质量的抗菌肽和细菌素类等抗菌活性物质，如

Surfactin、Iturin、Fengycin、Corynebactin、Bacilysin、
Chlorotetain、Bacillaene、Rhizocticin、Mycobacillin、
TasA、Subtil in、Ericin、Mersacidin、Sublancin 和

Subtilosin A 等[18]。这些抗菌活性物质主要通过胞膜攻击

作用、诱导细胞凋亡、线粒体攻击作用、抑制蛋白质及

细胞壁合成等作用方式[26-27]，表现出良好的抗菌活性[28]。

如杨丽莉等[29]研究表明枯草芽孢杆菌 fmbJ 抗菌脂肽对嗜

水气单胞菌的最小抑菌质量浓度为 20μg/mL，最小杀菌

质量浓度为 32μg/mL，而且发现该抗菌脂肽能够导致嗜

水气单胞菌细胞壁缺失、鞭毛散失、细胞膜通透性增

加，使细胞内一些离子和大分子蛋白质、核酸泄露到

胞外。这些抗菌活性物质的发现填补了拮抗芽孢杆菌抗

菌机理研究的空白，将拮抗芽孢杆菌在水产饲料中的应

用研究推向纵深。

1.3 拮抗芽孢杆菌的抗逆性研究

作为饲料添加剂，拮抗芽孢杆菌必须能够抵抗消化

道生境(低 pH 值、高胆盐)，从而可以定植于消化道表

面[30]。因此，拮抗芽孢杆菌的抗逆性无疑成为评价菌种

性能优劣的研究焦点。马如龙等[20]体外研究了克劳氏芽

孢杆菌 DE5 对模拟胃肠道环境的耐受能力后表明，克劳

氏芽孢杆菌 DE5 对人工胃液(不同 pH 值、胃蛋白酶)和人

工肠液(不同浓度的胆盐、胰蛋白酶)的耐受能力较强，

pH3.0、4.0 的人工胃液和含质量分数 0.1%～0.7% 胆盐的

人工肠液对克劳氏芽孢杆菌 DE5 的生长几乎没有影响；

傅松哲等[19]也研究了短小芽孢杆菌 H2 对人工肠液和人

工胃液的耐受性，发现短小芽孢杆菌 H2 在含质量分数

0.3% 胆酸盐的模拟肠液中能够萌发并可以良好的生长繁

殖，在模拟胃液中的数量也没有发生明显减少。这些

研究结果充分说明了拮抗芽孢杆菌具有生长速度快，对

消化道环境耐受能力强的特点，从而在一定程度上也证

实了拮抗芽孢杆菌作为饲料添加剂的可行性。

1.4 拮抗芽孢杆菌的发酵研究

众所周知，获得大量菌体和抗逆性高的芽孢是芽孢

杆菌发酵研究的目标，芽孢杆菌的发酵工艺不存在复杂

的代谢调控和次级代谢。然而，对于拮抗芽孢杆菌的

发酵工艺研究，除了利用价廉易得的培养基获得高密度

的菌体和提高芽孢形成率这两个目的外，获得最大的抗

菌物质产量也是拮抗芽孢杆菌发酵工艺研究的重要目

标。目前，关于拮抗芽孢杆菌的发酵工艺已经取得了

一定的研究进展。例如，王妹等[31]对枯草芽孢杆菌发酵

培养基进行了优化，发现当培养基组分为葡萄糖 3.50g/L、
蛋白胨 0.83g/L、酵母膏 0.50g/L、磷酸二氢钾 0.35g/L 和

碳酸钙 0.25g/L 时，枯草芽孢杆菌 ATCC6051 在 34℃培

养 16h 即可达到 3.31 × 108CFU/mL；卢耀俊等[32]利用葡
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萄糖、玉米粉、豆粕粉和无机盐等作为枯草芽孢杆菌工业

化发酵的培养基组分，在 pH7.0 和 30℃条件下培养 27.5h，
使枯草芽孢杆菌的菌体浓度达到了 7.19 × 109CFU/mL，芽

孢形成率达到了 92%，大幅度提高了菌体浓度和芽孢形

成率；徐长安等[23]对一株具有较强抗菌活性的芽孢杆菌

B09 的发酵工艺进行了优化，证实当培养基配方为蛋白

胨 20g/L、甘油 10mL、磷酸氢二钾 1.50g/L、七水硫酸

镁 1.50g/L 时，芽孢杆菌 B09 以 1% 接种量在 32℃培养

48h 即可使抗菌物质达到最大量。这些发酵工艺的研究

成果对拮抗芽孢杆菌的扩培、储存、生产及应用均具

有重要的指导意义。

1.5 拮抗芽孢杆菌的安全性研究

自乳杆菌、双歧杆菌等益生菌被报道能够引起菌

血症以来，人们对益生菌的安全性认识也开始发生了

变化 [ 3 3 ]。我国大多数水产用益生菌的安全使用时期较

短，如应用时间最长的光合细菌也只流行了 50～60 年[34]。

因此，很多传统益生菌的安全性均需要重新评价。目

前，评价益生菌安全性一个最直接的方法是确定半数致

死剂量(LD50)，以此得到关于益生菌潜在毒素的基本信

息。目前，我国已经开始关注拮抗芽孢杆菌的安全性

问题。尹文林等[35]研究了枯草芽孢杆菌 B115 对鲫鱼、淡

水青虾和小白鼠的安全性，结果表明枯草芽孢杆菌 B115
对鲫鱼的 96h LD50 ＞ 4000mg/L，对淡水青虾的 96h LD50

值为 1350mg/L，以 5 × 1010CFU/g 剂量口灌和拌饲投喂

小白鼠 30d，小白鼠均未出现死亡和任何病理症状。这

些研究结果为拮抗芽孢杆菌的安全性应用提供了重要的

科学依据。

1.6 拮抗芽孢杆菌的应用研究

大量研究证实，投喂拮抗芽孢杆菌能够显著促进鱼

类生长，增强鱼体的非特异性免疫活性，进而提高其

对疾病的抵抗力。袁丰华等[36]将凝结芽孢杆菌以 5.0 ×

107CFU/g 的剂量添加到基础饲料中连续投喂尖吻鲈 50d
后发现，尖吻鲈的增重率提高了 9.54%；殷海成等[37]将

苏云金芽孢杆菌以 5.0 × 108CFU/g 的剂量添加到基础饲

料中连续投喂黄河鲤 40d 后证实，黄河鲤血液中白细胞

吞噬活性和血清溶菌酶活性均明显提高，其抗嗜水气单

胞菌感染的能力也增强了 75%；Wang Gaoxue 等[38]也表

明口服巨大芽孢杆菌能够显著增强鲤鱼血细胞吞噬活性

及其血清超氧化物歧化酶、溶菌酶、杀菌活性。此外，

拮抗芽孢杆菌对虾蟹等甲壳动物的良好效果也得到了证

实。王玲等[39]将枯草芽孢杆菌 CGMCC3755 添加到基础饲

料中连续 8 周投喂凡纳滨对虾，证实枯草芽孢杆菌

CGMCC3755 在添加剂量为 1.2 × 106CFU/g 时可以使凡纳

滨对虾的增重率提高 9.08%，使凡纳滨对虾的血清酸性

磷酸酶活性、过氧化物酶活性和酚氧化酶活性分别提高

28.91%、7.21%和 11.32%；Tseng等[40]实验表明投喂 106～

108CFU/kg 的枯草芽孢杆菌 E20 能够使凡纳滨对虾血细胞

的吞噬活性提高 60.80%～63.40%，使凡纳滨对虾抗溶藻

弧菌的抵抗力提高 13.3%～20%。郝向举等[41]研究发现地

衣芽孢杆菌 ESB3 也能够显著增强中华绒螯蟹的增重率和

抗病力，其在添加剂量为 1.4 × 108CFU/g 时可以使中华

绒螯蟹的增重率显著提高 42.83%，使中华绒螯蟹的血清

酚氧化酶活性、溶菌酶活性、超氧化物歧化酶活性分

别提高 32.73%、48.03% 和 9.04%，使中华绒螯蟹对嗜

水气单胞菌的抵抗力提高 87.5%。这些研究结果在很大

程度上推动了拮抗芽孢杆菌在水产饲料中的应用。

2 我国水产拮抗芽孢杆菌研究与应用中存在的问题

目前，我国对拮抗芽孢杆菌的研究已经取得了一定

的成果，并且在实验室条件下证实了其作为饲料添加剂

可以促进养殖动物生长和增强养殖动物免疫力及抗病力

等显著功效，但若将拮抗芽孢杆菌作为饲料添加剂在养

殖动物病害防控中进行临床应用，尚存在很多问题需要

解 决 。

2.1 拮抗芽孢杆菌菌种缺乏有效控制变异的方法

菌种是微生态制剂生产最重要的微生物资源，也是

微生态制剂生产成败的关键。一个优良的菌种被选育出

来以后，必须保持其优良性状不变或慢变。只有这样，

菌种才能在生产中长期使用而不至于降低生产性能和功

效。一般来说，菌种不同，其生理生化特性就有所不

同 [ 4 2 ]。因此，必须针对不同菌种，建立长期高效的保

藏方法，使菌种不死、不衰、不变异。目前，噬

菌蛭弧菌、硝化菌等益生菌均建立其长期有效的保藏

方法[43-44]，而关于拮抗芽孢杆菌保藏方法的研究却鲜有

报道，而且研究证实由于菌株生长的差异及其代谢产物

的拮抗作用，复合拮抗芽孢杆菌制剂的各个菌种在一定

营养基质上经过反复传代或接种后能够导致整个菌群组

成发生变化，从而影响制剂的质量和应用效果 [ 4 5 ]。可

想而知，在没有长期有效的菌种保藏方法的情况下，拮

抗芽孢杆菌制剂的质量与效果也只能是“空中楼阁”，

很难得到保障。

2.2 拮抗芽孢杆菌抗菌机制的研究缺乏扎实的研究基础

与有效的安全性评价体系和方法

抗菌功能基因检测、抗菌活性物质及相关功能蛋白

的纯化鉴定与特性分析、抗菌活性物质作用机理等抗菌

机制的研究已经成为拮抗芽孢杆菌基础研究的一个前卫

方向。例如，Sugita 等[46]从芽孢杆菌 NM12 中分离了 1
种小于 5kD 的铁载体，发现其能够对 227 株肠道细菌产

生抑制活性；Bhaskar 等[47]从解蛋白芽孢杆菌(Bacillus
proteolyticus)CFR3001 中分离纯化了 1 种分子质量大小为

29kD的碱性蛋白酶，并证实该蛋白酶在 40～60℃均具有抗

菌活性，而且能够裂解病原菌的细胞壁；Anthony 等[48 ]
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也从地衣芽孢杆菌 AnBa9 中发现了细菌素。然而，由

于拮抗芽孢杆菌各种抗菌活性物质的分子质量、作用模

式、遗传来源、生化性质、抗菌谱等各有不同，尚

未建立成熟的抗菌活性物质纯化与鉴定的基本理论和技

术，后续研究难获理想结果。

此外，芽孢杆菌引起水产动物腐皮病、败血症等

病害[49-50]以及益生菌引起人菌血症、内膜炎、肝脓肿等

病例的报道[51-52]，再加上拮抗芽孢杆菌作为饲料添加剂

具有一定的特殊性，必须通过被机体直接摄入而发挥作

用，使拮抗芽孢杆菌潜在的安全性评价成为一个不容忽

视的问题。然而，我国关于拮抗芽孢杆菌安全性研究

的报道却寥寥无几，其主要原因是至今尚未建立有效的

安全性评价的体系与方法。目前，我国关于拮抗芽孢

杆菌安全性评价的方法主要以 LD50 作为直接评价依据，

而至于拮抗芽孢杆菌是否具有致病性和感染力，是否能

够产生有害代谢产物(溶血素、透明质酸酶、白明胶酶

等)，是否携带耐药基因，是否能够引起超敏反应，是

否引起肠道微生物菌群失调等一系列问题[53]均没有得到

系统地阐明。因此，我国拮抗芽孢杆菌的安全性还有

待于大量的研究进行考证。

2.3 拮抗芽孢杆菌开发的剂型比较单一

剂型是拮抗芽孢杆菌制剂加工形成的外观或形状，

是拮抗芽孢杆菌制剂的应用形式，是连接拮抗芽孢杆菌

与生产实践的桥梁，决定了拮抗芽孢杆菌制剂的稳定

性，对拮抗芽孢杆菌制剂的效果起着极其重要的作用。

目前，液态型制剂加工工艺简单，只需进行高密度发

酵或将菌体发酵液浓缩，而且成本低，尤其是近年来，

国内学者对拮抗芽孢杆菌高密度发酵工艺进行了较多的

研究，为液态型制剂的加工工艺提供了切实有效的技术

保障，从而使液态型制剂成为拮抗芽孢杆菌制剂开发的

主体。然而，目前拮抗芽孢杆菌制剂的剂型种类还远

远不能满足水产养殖的多样化要求，而且液态型芽孢杆

菌制剂也存在很多缺陷，如活菌数下降快，贮藏期短，

运输不便，容易受到消化道内高酸、高酶环境的影响

而死亡。因此，液态型制剂的质量常常参差不齐，其

营养保健与治疗的功效也往往差强人意。

2.4 较多因素制约拮抗芽孢杆菌制剂的应用效果

近年来，关于拮抗芽孢杆菌在实验室条件下对养殖

动物的应用效果研究已有较多的报道。然而，我国水

产养殖品种繁多，除了鱼类之外，还有甲壳类、两栖

类和爬行类等，而且养殖品种在不同的生长阶段，其

肠道环境也各有特点，对菌种的要求也有所不同。因

此，如果在时间和对象上盲目使用，拮抗芽孢杆菌就

不能充分发挥预期效果。此外，其他因素也会影响拮

抗芽孢杆菌的实际应用效果，如拮抗芽孢杆菌制剂本身

(贮藏、运输、剂量和次数等)、机体状况(营养状况、

生理状态、群体效应等)以及影响机体状况的环境因素

(水温、水质等)等。目前研究者较多强调了拮抗芽孢杆

菌的实验室应用效果，却忽略了它们在“大田”、在

生产上的临床应用研究，因此，我国拮抗芽孢杆菌在实

际生产中的应用技术研究与熟化还有待于进一步加强。

3 结  语

在严格防止抗生素滥用的今天，微生态制剂在水产

养殖中的应用日益广泛，无论学术界、产业部门还是

国家行政机关，都十分重视微生态科学技术的发展。在

这一背景下，拮抗芽孢杆菌制剂孕育着良好的发展前

景。目前我国拮抗芽孢杆菌研究在菌种选育、发酵工

艺、应用效果评价等方面得到了突飞猛进的发展，其

在水产养殖中的应用优势也得到了证实，但在抗菌机

理、安全性等方面尚处在初级探索阶段，距离实际生

产还有很长的路要走。因此，针对现有微生态制剂在

实际应用中普遍存在的菌种易变异、保存期短、效果

不稳定等难题，应当借鉴人和畜禽益生菌研究的新技术

与新成果，开拓思路，加强以下几个方面的基础与应

用研究：1)高效、抗逆性强的拮抗芽孢杆菌菌种的选育

与菌种简易、长期、高效保藏方法的建立；2 )拮抗芽

孢杆菌菌种的安全性及其评价体系的建立和完善；3)拮
抗芽孢杆菌抗菌机理研究，如抗菌功能基因检测、抗

菌物质及相关抗菌蛋白鉴定；4)拮抗芽孢杆菌制剂的生

产、加工工艺的优化；5 ) 针对养殖动物品种、规格、

以及养殖环境等方面的差异性，分别确定拮抗芽孢杆菌

制剂的用量，建立针对性强的拮抗芽孢杆菌制剂安全使

用技术。只有这样，才能使拮抗芽孢杆菌这类产品更

早地应用于生产实际，更好地为水产养殖业服务。
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