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　　摘要：为了筛选适合添加于含肉桂醛饲料的水产益生菌，从饲喂肉桂醛的半滑舌鳎肠道中筛选５株芽孢杆菌，同
时选用笔者所在实验室保存的３５株潜在益生菌，以定性定量法筛选具有高水解酶活性且抗肉桂醛的菌株并鉴定。通
过福林－酚法、３，５－二硝基水杨酸法定量测定各菌株的蛋白酶、淀粉酶和纤维素酶活性；进一步以生长抑制法确定各
菌株耐受肉桂醛的能力，以１６ＳｒＤＮＡ序列鉴定优势菌株。结果表明，９种芽孢杆菌具有较强的益生特性，其中菌株
１－Ｄ的蛋白酶活性最强，为（１０．１３７±０．０４６）Ｕ／ｍＬ，菌株８－Ｄ的淀粉酶活性最强，为（５．７３９±０．０１８）Ｕ／ｍＬ，菌株
９－Ｄ的纤维素酶活性最强，为（６３．４３６±０．００６）Ｕ／ｍＬ，且这９株菌分别属于枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌，最高能
够耐受浓度为 ２．５μｍｏｌ／ｍＬ的肉桂醛。研究筛选的菌株，有作为益生菌应用于含肉桂醛饲料的潜力。
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　　肉桂醛（三苯基丙稀醛）具有防腐杀菌［１－２］、抗炎［３］、抗

癌［４］等作用，作为抗生素替代物，已被广泛应用于畜禽养殖

中［５］。近年来，肉桂醛在水产饲料中的应用也取得了理想的

效果。然而，由于肉桂醛对各类微生物具有广谱抑制能

力［６］，在对抗病原菌的同时，也会降低益生菌的数量［７］，因此

可能影响肠道菌群平衡。但也有报道认为，肉桂醛可促进有

益菌的增殖，改善肠道形态结构，提高营养物质消化率及肉鸡

的免疫力［８］。笔者所在实验室前期研究发现，饲料中添加了

肉桂醛后改变了半滑舌鳎的肠道菌群结构，降低了部分益生

菌的比例。

水产益生菌是通过人为筛选扩增，添加于水产饲料或水

体中，以改善水产品健康状态的微生态制剂。目前，已知的水

产益生菌主要有乳酸菌［７］、芽孢杆菌［９］、酵母菌［１０］、光合细

菌、放线菌等。芽孢杆菌作为目前应用范围最广的益生菌，其

作用机制多种多样，包括分泌消化酶类、产生抗菌物质、与病

原菌竞争营养和位点、影响免疫系统、调节过敏反应等。尤其

是芽孢杆菌能够提高水产动物对饲料中碳水化合物［１１］、蛋白

质和脂肪［１２］的利用率，显著改善水产动物的生长性能［１３］。

本研究拟从益生芽孢杆菌中筛选出具有高产消化酶活性，且

对低浓度肉桂醛具有一定抗性的益生菌，为益生菌与肉桂醛

的联合应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　芽孢杆菌菌种　芽孢杆菌菌株４０株（其中５株分离
自饲喂肉桂醛饲料的半滑舌鳎肠道，其余分离自各种生境），

保藏于天津农学院水产学院天津市水产生态及养殖重点实

验室。

１．１．２　试验试剂　肉桂醛［含量≥９５％，酸值≤３ｍｇ／ｇ（以
ＫＯＨ计），相对密度１．０４７～１．０５１，折光率１．６１８～１．６２３］，
购于上海润捷化学试剂有限公司。

吐温８０、乙酸乙酯、无水乙醇、酪氨酸、麦芽糖、葡萄糖均
为分析纯，由国药集团化学试剂有限公司提供。

ＬＢ培养基配方（１Ｌ溶液中）：胰蛋白胨１０ｇ，酵母提取
物５ｇ，氯化钠１０ｇ。
１．１．３　主要仪器设备　ＳＨＰ－２５０型微生物生化培养箱，上
海三发科学仪器有限公司；ＳＷ－ＣＪ－１Ｄ型净化工作台，苏州
净化设备有限公司；ＭＬＳ－３７８０高压蒸汽灭菌锅，日本 Ｓａｎｙｏ
公司；ＨＺＱ－Ｆ１６０全温摇床，哈尔滨东联电子科技开发有限
公司；ＵＶ－３０００双光束分光光度计，日本岛津公司。
１．２　芽孢杆菌产酶活性的定性定量测定
１．２．１　酶活性的定性检测　（１）蛋白酶活性定性测定。配
制产蛋白酶培养基（１Ｌ）：蛋白胨５．０ｇ，酵母浸粉２５．０ｇ，磷
酸氢二钾０．３ｇ，七水合硫酸镁 ０．５ｇ，氯化钠 １．０ｇ，琼脂
２０．０ｇ，加水８００ｍＬ，ｐＨ值６．８～７．２，１２１℃ １５ｍｉｎ；脱脂乳
２００ｍＬ（按８．４ｇ定容至１００ｍＬ的比例配制，氮含量相当于
原奶，代替酪蛋白）１１０℃２０ｍｉｎ。以产蛋白酶培养基制备平
板，在平板上点种０．５μＬ芽孢杆菌菌液，３７℃倒置培养４８ｈ
后，以游标卡尺测定透明圈直径和菌落直径。

（２）淀粉酶活性定性测定。配制产淀粉酶培养基（１Ｌ）：
可溶性淀粉１０ｇ，酵母浸粉２５ｇ，磷酸氢二钾０．３ｇ，七水合硫
酸镁０．５ｇ，氯化钠１ｇ，琼脂２０ｇ，ｐＨ值自然。操作方法：以
产蛋白酶培养基制备平板，在平板上点种０．５μＬ芽孢杆菌菌
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液，３７℃倒置培养４８ｈ后加入稀释１００倍的卢戈氏碘液，以
游标卡尺测定透明圈直径和菌落直径。

（３）纤维素酶活性定性测定。配制产纤维素酶培养基
（１Ｌ）：蛋白胨１０ｇ，酵母浸粉１０ｇ，羧甲基纤维素钠１０ｇ，氯
化钠 ５ｇ，磷酸氢二钾１ｇ，琼脂２０ｇ，ｐＨ值自然。以产蛋白酶
培养基制备平板，在平板上点种０．５μＬ芽孢杆菌菌液，３７℃
倒置培养３６～４８ｈ后倒入１ｍｇ／ｍＬ刚果红染色剂染色１ｈ，
之后用１ｍｏｌ／Ｌ氯化钠溶液浸泡１５ｍｉｎ，以游标卡尺测定透
明圈直径和菌落直径。

１．２．２　酶活性的定量检测　菌株在 ＬＢ培养基中（３７℃）培
养１２ｈ后，对培养液进行离心（８０００ｒ／ｍｉｎ、１ｍｉｎ），取其上清
液，通过福林－酚法［１４］对蛋白酶进行定量检测，通过３，５－二
硝基水杨酸（ＤＮＳ）法［１５］对淀粉酶进行定量检测。通过 ＤＮＳ
法［１６］对纤维素酶进行定量检测。

１．３　高产酶活芽孢杆菌抗肉桂醛特性
收集各菌株的对数期菌体（培养８ｈ为对数期菌体），分

别接种至 ＬＢ液体培养基中摇匀，使得最初活菌数约为
１０７ＣＦＵ／ｍＬ（１％接种量）。

配制１ｍｍｏｌ／ｍＬ肉桂醛（摩尔质量为１３２．１６ｇ／ｍｏｌ）溶
液：称取纯度为１００％的肉桂醛１．３２１６ｇ，加入１０ｍＬ吐温的
乳化体系［１７］（吐温 ８０、乙酸乙酯、无水乙醇质量分别为
１．３２１６、０．６６０８、０．６６０８ｇ），乳化均匀。配制系列肉桂醛稀
释溶液，浓度分别为１、１０、２５、５０μｍｏｌ／ｍＬ。同时以相同方法
制备不含肉桂醛的溶液，作为溶剂对照。

将上述菌液用 ＬＢ培养基使活菌数稀释到约为
１０６ＣＦＵ／ｍＬ，无菌操作下（全程在超净台中）加入９６孔细胞
培养板，每孔９０μＬ。加入浓度分别为１、１０、２５、５０μｍｏｌ／ｍＬ
的肉桂醛溶液１０μＬ，使菌液中肉桂醛的浓度分别为０．１、１、
２．５、５μｍｏｌ／ｍＬ，另外设置阴性对照组（仅菌液＋不含肉桂醛
的溶液）、阳性对照组（仅 ＬＢ培养基 ＋不含有肉桂醛的溶
液），每株菌设置３个平行。

将９６孔板小心平放至３７℃培养箱中。培养１２ｈ，取出
用酶标仪测定Ｄ６００ｎｍ。根据Ｄ６００ｎｍ下降情况，判断菌株对肉桂
醛的耐受浓度。

１．４　高产酶活芽孢杆菌的鉴定
通过筛选获得高酶活菌株，测定１６ＳｒＤＮＡ的序列，确定

其分类地位。

２　结果与分析

２．１　酶活性的定性测定
从实验室保存的益生菌资源中，筛选蛋白酶活性高的芽

孢杆菌菌株。由表１可知，所测试的４０株芽孢杆菌中，２２株
菌在蛋白酶培养基上产生了明显的溶解圈，其中６株菌的蛋
白酶溶解圈直径与菌落直径比值达到了１．５～２．５，其余１６
株菌的蛋白酶溶解圈直径与菌落直径比值为１．０～１．５。蛋
白酶活性最高的３株芽孢杆菌编号分别为３－Ｄ、３４－Ｄ和
１４－Ｄ。菌株３－Ｄ的溶解圈直径与菌落直径比值最大，达
２３０±０．２０。据报道，芽孢杆菌蛋白酶溶解圈直径与菌落直
径比值达到２．００～３．００［１８］，即表明菌株产蛋白酶的能力较
强，提示菌株３－Ｄ属于高蛋白酶活性菌株。在应用于水产
养殖时，芽孢杆菌可直接分泌蛋白酶，提高饲料的降解和吸

收，并起到净水肥水的功效［１９］。因此，本研究筛选得到的高

蛋白酶活性菌株，应用于水产养殖可能有利于降低饵料系数，

改善养殖水质。

表１　潜在益生菌的蛋白酶活性定性测定结果

菌株

编号

蛋白溶解圈直径

（ｍｍ）
菌落直径

（ｍｍ） 溶解圈直径／菌落直径

３－Ｄ ３８．５０±０．７０ １７．００±０．００ ２．３０±０．２０
３４－Ｄ １９．５０±０．７０ １１．５０±０．７１ １．７０±０．１０
１４－Ｄ ４２．７０±１．１５ ２６．００±０．００ １．６０±０．１０
１９－Ｄ ４３．６７±４．７３ ２７．６７±３．７９ １．５８±０．０８
３０－Ｄ １３．００±４．２４ ８．５０±２．１２ １．５３±０．１２
２－Ｄ ３３．６７±１７．０４ ２２．３３±１３．２８ １．５１±０．３２
２７－Ｄ ４４．６７±１５．６２ ３０．３３±１３．２９ １．４７±０．２０
４－Ｄ ２９．００±９．５４ ２０．３３±１．５３ １．４３±０．３６
７－Ｄ ８．５０±０．７１ ６．００±０．００ １．４２±０．１２
８－Ｄ ４３．６７±８．３３ ３１．００±５．２０ １．４１±０．１９
２２－Ｄ ２６．６７±１０．６０ １９．３３±８．０８ １．３８±０．０３
１８－Ｄ ２１．７５±１３．７２ １６．００±８．４５ １．３６±０．２２
１－Ｄ ２０．６７±５．５１ １５．３３±３．２１ １．３５±０．１１
３９－Ｄ ８．００±１．４１ ６．００±１．４１ １．３３±０．０８
１３－Ｄ １０．５０±０．７１ ８．００±０．００ １．３１±０．０９
２９－Ｄ ２２．５０±２．１２ １８．００±１．４１ １．２５±０．２２
３５－Ｄ ２５．００±４．２４ ２０．５０±２．１２ １．２２±０．０８
１５－Ｄ ３２．６７±７．３７ ２７．００±６．２４ １．２１±０．０１
４０－Ｄ ２９．３３±２．３９ ２４．３３±２１．３９ １．２１±０．４７
３１－Ｄ ２３．００±３．６１ ２０．３３±４．０４ １．１３±０．０５
３７－Ｄ ５４．６７±５．５１ ５１．６７±５．６９ １．０６±０．０４
３６－Ｄ ４５．６７±１６．７３ ４４．００±１６．４６ １．０４±０．０３

　　淀粉是水产饲料中重要的能量物质之一，因此具有高淀
粉酶活性的菌株，有利于提高水产动物对饲料中淀粉的利用

效率。由表２可知３８株潜在益生芽孢杆菌的淀粉酶活性，其
中１３株菌的淀粉酶溶解圈直径与菌落直径比值为 １．５～
２５，其余２５株菌的淀粉酶溶解圈直径与菌落直径比值为
０．９～１．５。淀粉酶活性最高的３株编号分别为 ７－Ｄ、８－Ｄ
和５－Ｄ。菌株７－Ｄ的溶解圈直径与菌落直径比值最大，为
２．０５。与其他文献中报道的高产淀粉酶芽孢杆菌活性相
似［２０］。产淀粉酶益生菌对中华绒螯蟹生长性能和肠道消化

酶活性有不同程度的促进作用，中、低剂量活菌不仅能显著提

高水产动物的增质量率、肠道淀粉酶和蛋白酶活性，还能提高

水产动物的免疫力和抗病力，这可能与菌株所发挥的其他益

生功能有关［２１］。

　　表３中列出了所有芽孢杆菌中纤维素酶活性较高的３２
株菌，其中１５株菌的纤维素酶溶解圈直径与菌落直径比值在
２～４间，１７株菌的纤维素酶溶解圈直径与菌落直径比值在
１～２间。纤维素酶活性最高的３株芽孢杆菌分别为 ６－Ｄ、
１－Ｄ和９－Ｄ。菌株６－Ｄ的溶解圈直径与菌落直径比值达
到了３．８８±０．３０，显著高于其他文献中报道的数值 ２．２７７±
０．１０９８［２２］，表明本研究的菌株属于高产纤维素的菌株。纤
维素酶可特异性地降解纤维素，从而提高禽类对饲料中粗纤

维的消化率［２３］。在基础日粮中添加０．０５％、０．１０％、０．２０％
纤维素酶，鲤鱼的增质量率较对照组分别提高了 ３２．９７％、
３９．１１％和３７．７０％，饵料系数分别降低了 ８．２８％、８．８８％和
８．８８％，与对照组差异显著 （Ｐ＜０．０５）［２４］，说明纤维素酶能
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表２　潜在益生菌的淀粉酶活性定性测定结果

菌株

编号

淀粉溶解圈直径

（ｍｍ）
菌落直径

（ｍｍ）
溶解圈直径／
菌落直径

７－Ｄ ２３．４０±１．０１ １１．４０±０．２６ ２．０５０±０．０５０
８－Ｄ ２４．７０±１．５９ １２．４７±１．８２ １．９８１±０．２０６
５－Ｄ ２３．１３±２．４１ １１．９７±１．６８ １．９３３±０．０６６
１０－Ｄ ２４．５０±１．８０ １３．００±１．１３ １．８８５±０．０５６
１１－Ｄ ２５．３０±３．５０ １３．８０±０．２６ １．８３３±０．２４７
１２－Ｄ ２６．２０±２．０５ １５．６７±２．９９ １．６７２±０．１８４
１３－Ｄ ２５．１３±４．９０ １５．１０±１．６５ １．６６４±０．１９３
１４－Ｄ ２４．３３±２．６４ １５．０３±２．６６ １．６１９±０．１３０
１５－Ｄ １３．７３±０．７８ ８．６３±０．２１ １．５９１±０．０７７
１６－Ｄ ２０．１７±１．０４ １２．９０±０．５３ １．５６３±０．１３８
６－Ｄ １２．６７±１．５３ ８．２３±１．３１ １．５３８±０．３３０
１７－Ｄ ２１．７７±０．８６ １４．４３±２．５８ １．５０８±０．２５１
１８－Ｄ ２４．４５±０．６４ １６．３０±０．２８ １．５００±０．０１３
１９－Ｄ ２７．６３±０．９３ ２０．３０±０．６１ １．３６１±０．０１０
２０－Ｄ １８．０７±０．０６ １３．３３±１．０７ １．３５５±０．１１０
２１－Ｄ ２８．４７±０．５５ ２１．６７±２．０１ １．３１４±０．１４０
２２－Ｄ ２４．８３±２．０８ １９．３７±１．７８ １．２８２±０．１０８
２３－Ｄ ２６．５７±１．９０ ２０．９８±３．７４ １．２６７±０．６９５
２４－Ｄ ２３．９０±４．２５ １８．９０±４．５０ １．２６５±０．０９３
２５－Ｄ ２７．４０±０．７０ ２２．００±２．１０ １．２４５±０．０９２
１－Ｄ ６．０３±０．５０ ４．８８±０．５８ １．２３８±０．６７２
２６－Ｄ １９．５０±６．６０ １５．８３±５．４８ １．２３２±０．１４２
２－Ｄ ２５．２０±４．１０ ２０．５０±１．３２ １．２２９±０．２５０
２７－Ｄ ２８．１０±０．９８ ２３．１３±２．４０ １．２１５±０．０８９
９－Ｄ １６．８３±１．２０ １４．０７±１．０５ １．１９７±０．０７９
２８－Ｄ １５．９３±１．１６ １３．４７±１．０７ １．１８３±０．１１６
２９－Ｄ ２５．５３±３．５９ ２１．８７±３．０７ １．１６８±０．０２１
３－Ｄ ２４．７７±３．５８ ２２．１３±５．７７ １．１１９±０．１６５
４－Ｄ ２２．６０±０．４４ ２０．２３±０．８３ １．１１７±０．０３３
３１－Ｄ ２３．００±１．７５ ２０．６３±１．２１ １．１１５±０．１２８
３２－Ｄ ２９．４７±１．２９ ２６．５７±２．０８ １．１０９±０．０５０
３３－Ｄ ３０．８７±２．８７ ２８．３０±１．３９ １．０９１±０．０５７
３４－Ｄ ２７．１３±６．４６ ２５．１３±４．４８ １．０８０±０．０８３
３５－Ｄ ３４．２７±０．５７ ３１．９３±０．１５ １．０７３±０．０１８
３６－Ｄ ２８．８３±０．７０ ２６．９８±１．７２ １．０６９±０．５３５
３７－Ｄ ３６．８０±１．１８ ３５．０３±１．９６ １．０５０±０．０２６
３８－Ｄ ２９．４０±５．３４ ２８．０３±５．６２ １．０４９±０．０２７
３９－Ｄ １６．７０±０．３０ １６．８０±２．８２ ０．９９４±０．１６９

促进水产动物肠道蠕动，刺激内源消化酶分泌，提高水产动物

对营养物质的消化率，提升水产动物的健康状态，在水产养殖

中有广阔的应用前景。

２．２　酶活性的定量测定
综合蛋白酶、淀粉酶和纤维素酶定性结果，选取酶活性较

高的９株菌（１－Ｄ，２－Ｄ，３－Ｄ，４－Ｄ，５－Ｄ，６－Ｄ，７－Ｄ，８－
Ｄ，９－Ｄ），定量测定其酶活性。由图１可知，其中菌株１－Ｄ
和２－Ｄ的酶活性最强，依次为（１０．１３７±０．０４６）、（９．６６±
０．０２２）Ｕ／ｍＬ。其余菌株活性为（６．０２８±０．０１８）～（０．３９６±
０．００６）Ｕ／ｍＬ。其他文献中报道，枯草芽孢杆菌 ＢＹ７的蛋白
酶活性可达到４３．２８Ｕ／ｍＬ［１９］。可见本研究中的菌株蛋白酶
活性并不高，可能与菌株培养基的差异有关。蛋白质是水产

动物饲料中最重要的成分之一，然而饲料中蛋白质的利用率

却很低，造成了极大的浪费。且未被消化利用的蛋白质随着

表３　潜在益生菌的纤维素酶活性定性测定结果

菌株

编号

纤维素溶解圈直径

（ｍｍ）
菌落直径

（ｍｍ）
溶解圈直径／
菌落直径

６－Ｄ ２６．２±２．２ ６．８±０．２ ３．８８±０．３０
１－Ｄ ２１．４±０．６ ６．９±０．２ ３．１１±０．１３
９－Ｄ ３０．４±０．９ １０．４±１．０ ２．９５±０．３２
２２－Ｄ ３１．０±２．１ １１．８±０．９ ２．６５±０．３０
１１－Ｄ ３７．７±５．０ １５．０±１．３ ２．５１±０．１３
２１－Ｄ ４５．６±１．８ １９．１±２．５ ２．４１±０．２２
２０－Ｄ ２９．９±２．４ １２．８±３．２ ２．３９±０．３６
２－Ｄ ４３．１±２．１ １８．４±１．６ ２．３５±０．１１
１７－Ｄ ３０．２±１．６ １３．４±３．４ ２．３２±０．４１
１９－Ｄ ３９．０±４．５ １７．３±１．６ ２．２６±０．２０
３２－Ｄ ４６．６±１．１ ２０．９±１．４ ２．２４±０．１７
２７－Ｄ ３５．９±４．８ １６．２±２．７ ２．２２±０．１３
２８－Ｄ ３０．９±１．７ １３．９±０．８ ２．２２±０．１９
２５－Ｄ ３８．２±２．８ １７．７±１．４ ２．１６±０．０２
２３－Ｄ ４８．９±１．０ ２３．５±０．７ ２．０８±０．０５
３１－Ｄ ２６．６±７．６ １３．８±２．０ １．９７±０．７０
１３－Ｄ ３３．０±６．０ １９．６±７．４ １．８０±０．４８
１２－Ｄ ４０．７±３．９ ２３．３±４．７ １．７９±０．３４
１８－Ｄ ２４．９±０．３ １４．１±０．３ １．７７±０．０５
１６－Ｄ ３８．４±１．８ ２２．７±４．２ １．７３±０．３５
３５－Ｄ ３８．７±２．９ ２２．６±３．７ １．７３±０．１６
４－Ｄ ４２．６±３．７ ２５．１±４．８ １．７２±０．２１
１０－Ｄ ４３．８±４．９ ２６．２±２．９ １．６７±０．０８
３３－Ｄ ４１．４±１．６ ２５．１±０．８ １．６５±０．０２
３９－Ｄ ２５．２±２．３ １５．３±０．４ １．６４±０．１０
３７－Ｄ ３４．２±０．４ ２１．４±０．６ １．６０±０．０６
２４－Ｄ ４０．６±１．４ ２６．０±２．１ １．５７±０．０８
３６－Ｄ ３６．０±３．３ ２３．７±１．２ １．５２±０．１７
３８－Ｄ ４１．４±２．０ ２７．８±３．５ １．５０±０．２０
３４－Ｄ ３４．９±４．３ ２４．６±２．７ １．４２±０．０７
１５－Ｄ １７．２±２．４ １２．７±０．７ １．３５±０．２２
２９－Ｄ ４１．９±１．６ ３３．２±１．４ １．２６±０．０１

粪便排放到水体中，造成了水质劣化，危害了水产动物的健

康［２５］。有许多研究发现，产蛋白酶的益生菌有利于提高水产

动物对饲料中干物质、粗蛋白和粗脂肪的表观消化率［２６］，从

而降低养殖成本，并且改善水质，符合健康生态养殖的理念。

　　由图２可知９株芽孢杆菌在ＬＢ培养基中的胞外淀粉酶
活性，其中菌株８－Ｄ和４－Ｄ酶活性最强，依次为（５．７３９±
０．０１８）、（５．４１６±０．００９）Ｕ／ｍＬ。其余菌株活性为（４．８２３±
０．０２７）～（１．１６３±０．００１）Ｕ／ｍＬ。有报道发现，高产淀粉酶

—２０２— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１５期



的芽孢杆菌在淀粉摇瓶发酵培养基中培养２４ｈ后，胞外淀粉
酶活性可达到２．０１Ｕ／ｍＬ［１５］。可见本研究中菌株８－Ｄ和
４－Ｄ酶活性较高。补充产胞外淀粉酶的芽孢杆菌，可以提高
水产品消化道的淀粉酶活性，促进鱼体生长［２７］。因此，本研

究中菌株８－Ｄ和４－Ｄ可能具有促进水产动物生长的功效。

　　由图３可知，其中菌株９－Ｄ和５－Ｄ酶活性最强，依次
为（６３．４３６±０．００６）、（６１．８８７±０．００２）Ｕ／ｍＬ。其余菌株活
力为（３０．２２５±０．００５）～（１７．２７２±０．００３）Ｕ／ｍＬ。与其他报
道相比，本研究的芽孢杆菌纤维素酶活性属于中等水平。据

报道，高产纤维素的枯草芽孢杆菌 Ｐａｂ０２纤维素酶活性高达

３５８．７５１Ｕ／ｍＬ［２８］。纤维素在水产动物饲料中的比例并不高，
但对水产动物的营养和肠道调节作用不容忽视。益生菌在合

成蛋白酶、淀粉酶的同时，还能产生纤维素酶，有利于降解饲料

原料中的纤维素，促进水生动物对纤维素来源糖类物质的吸收

利用。同时改善纤维素的状态，可能有利于肠道菌群平衡。

２．３　高产酶活芽孢杆菌抗肉桂醛特性
为了评价本研究所筛选的益生菌是否适用于含肉桂醛水

产饲料，采用生长抑制法测定９株益生菌的肉桂醛耐受力。
由图４可知，各益生菌在含有肉桂醛的ＬＢ培养基中生长１２ｈ
后，光密度与肉桂醛浓度呈线性负相关，ｒ２均在０．９８以上。

—３０２—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１５期



　　建立光照度与肉桂醛浓度的线性方程，计算各菌株在肉
桂醛含量为２．５μｍｏｌ／ｍＬ（３３０．４μｇ／ｍＬ）时的敏感性，菌株
９－Ｄ对肉桂醛最敏感，在２．５μｍｏｌ／ｍＬ浓度下 Ｄ６００ｎｍ降低了
５１．３０％，相比之下，菌株７－Ｄ在同样浓度的肉桂醛处理下
最不敏感，菌体浓度仅下降了２７．０３％（其他芽孢杆菌 Ｄ６００ｎｍ
下降率分别为１－Ｄ３６．２９％、２－Ｄ３１．７６％、３－Ｄ５８．０９％、
５－Ｄ４８．７８％、６－Ｄ４９．６６％、８－Ｄ４０．９６％、９－Ｄ
５１３０％）。另根据方程推算半数抑制浓度（Ｄ６００ｎｍ降低到不
含肉桂醛时的５０％），各菌株对肉桂醛的半数抑制浓度从高
到低依次为８－Ｄ０．２２２２μｍｏｌ／ｍＬ、７－Ｄ０．２０２６μｍｏｌ／ｍＬ、
５－Ｄ０．１７６１μｍｏｌ／ｍＬ、９－Ｄ０．１７１６μｍｏｌ／ｍＬ、４－Ｄ
０．１６７５μｍｏｌ／ｍＬ、３ － Ｄ ０．１５８ ５ μｍｏｌ／ｍＬ、２ － Ｄ
０．１４２１μｍｏｌ／ｍＬ、１ － Ｄ ０．１４１ ９ μｍｏｌ／ｍＬ、６ － Ｄ
０．１２３４μｍｏｌ／ｍＬ。肉桂醛对多种细菌有抑制作用，但对不同
种的菌抑制效果不同。据报道，肉桂醛能抑制人肺癌细胞系

Ａ－５４９ 细 胞 增 殖，且 呈 剂 量 依 赖 性，ＩＣ５０ 值 为
２．７２μｍｏｌ／ｍＬ［２９］。还有报道显示，肉桂醛１００％杀灭滋养体
和感染性幼虫的剂量分别为５０和８ｍｇ／Ｌ，半数有效浓度分
别为１０５．３μｍｏｌ／ｍＬ和１３．６４μｍｏｌ／ｍＬ；使用剂量在５０ｍｇ／Ｌ
时可完全抑制小瓜虫包囊孵化［３０］。因此在水产品养殖过程

中，肉桂醛的使用量一般为１０～１０００ｍｇ／ｋｇ，本研究中的菌
株对肉桂醛的抗性较强，推测将其添加于含肉桂醛的饲料中，

可保持较好的活性，从而进入消化道发挥益生作用。

２．４　高产酶活且耐受肉桂醛芽孢杆菌的鉴定
通过测定各菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列，并在美国国立生物

技术信息中心（ＮＣＢＩ）数据库中进行比对，鉴定菌株２－Ｄ、
５－Ｄ、６－Ｄ、７－Ｄ、８－Ｄ为枯草芽孢杆菌，菌株１－Ｄ、３－Ｄ、
９－Ｄ为地衣芽孢杆菌，菌株４－Ｄ为解淀粉芽孢杆菌。

３　结论

肉桂醛是从中草药肉桂中提取的一种脂溶性活性物质，

具有较强的抗菌作用，是水产养殖中抗生素的理想替代品之

一，不过肉桂醛可能会影响肠道内的益生菌数量。本研究筛

选的芽孢杆菌对肉桂醛有一定的耐受力，同时具有较强的产

胞外蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶的活性，有作为益生菌应用于

含肉桂醛饲料中，与肉桂醛互补，共同提高水产动物生长性能

和抗病性的潜力。
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ＧＨＳ－ＰＸ活性先上升后下降；高浓度组（１５８０、５０００μｇ／Ｌ）在１５ｄ时被显著抑制。５００μｇ／Ｌ浓度组ＳＯＤ活性在３ｄ
时显著诱导（３．５８倍）；１５８０、５０００μｇ／Ｌ浓度组在３ｄ时被显著诱导（２．６８、３．２２倍），在１５ｄ时被显著抑制。低浓度
组（５０、１５８、５００μｇ／Ｌ）ＭＤＡ含量随暴露时间延长而增加；１５８０、５０００μｇ／Ｌ浓度组表现为先上升后下降的变化趋势且
均在３ｄ时达到最大值（３．７７、３．９６倍）。提示ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ、ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量对磺胺二甲嘧啶感应敏感，均可
作为磺胺二甲嘧啶暴露的生物标记物。
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　　目前，在水产养殖业向规模化、集约化快速发展的背景
下，水产动物病害频繁暴发，导致各种抗生素在水产养殖领域

被广泛使用。由于磺胺类抗生素疗效良好、性质稳定、价格低

廉等优点，在畜牧和水产养殖的疾病控制中起着不可替代的

作用。研究发现，约６０％～９０％磺胺类抗生素会随动物粪便
排出体外，通过雨水冲刷进入水体［１］。在饮用水、污水及地表

水抗生素检测中，磺胺类药物的检出率最高［２］，在不同水环境

中检出的磺胺类抗生素质量浓度范围一般为 ｎｇ／Ｌ～ｍｇ／Ｌ水
平，如磺胺类抗生素在丹麦垃圾填埋厂淋滤液中检出的质量

浓度高达０．０４～６．４７ｍｇ／Ｌ［３］。大量磺胺类抗生素不断排入
环境，对生态环境和人类健康均会造成严重危害［４］。人类在

长期受磺胺类抗生素药物污染影响后，也会产生排尿和造血

紊乱等问题［５］。目前，关于环境中磺胺类抗生素的研究主要

集中于药物残留检测，而对其在环境中尤其是水环境中的潜

在影响研究已逐渐在斑马鱼［２］、罗非鱼［６］等鱼类中开展，但

虾蟹类的相关报道较少，缺乏系统的生态毒理学研究，因此有

必要开展磺胺类抗生素对虾蟹类毒性作用的研究。

脊尾白虾（Ｅｘｏｐａｌａｅｍｏｎｃａｒｉｎｉｃａｕｄａ），俗称小白虾，是我
国沿海重要的经济虾类之一。脊尾白虾具有环境适应性广

（广温、广盐和广食）、繁殖周期短（３～４个月可繁殖１代）、
生长速度快（１年内可多茬养殖）等优点［７］，且脊尾白虾能在

室内通过控温促使其繁育不受季节影响，其他甲壳动物１年
只能繁殖１代，相对于三疣梭子蟹可在较短时间内获得不同
发育时期的试验材料。因此，脊尾白虾是一种理想的测试生

物体，可用于监测和评价海洋水体环境和质量变化及水体污

染状况。本研究的脊尾白虾在磺胺二甲嘧啶（ｓｕｌｆａｄｉｍｉｄｉｎｅ，
ＳＭ２）暴露胁迫下，观察体内谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－
Ｐｘ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）等酶活性
变化及其体内丙二醛（ＭＤＡ）含量的变化，评价 ＧＳＨ－Ｐｘ、
ＣＡＴ、ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量作为磺胺二甲嘧啶暴露的生物标
志物的适用性，为抗生素对虾类的早期损伤和应急反应筛选

出有效的生物标志物。

１　材料与方法

１．１　试验材料
脊尾白虾取自江苏省连云港市忠玉水产养殖场，虾体长

（５．３４±０．１５）ｃｍ，体质量（２．９７±０．１３）ｇ。本试验于２０１７
年３月中旬至４月中旬于淮海工学院江苏省海洋生物技术重
点实验室进行。试验前选择健康的脊尾白虾放入室内水族箱
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