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南海底层鱼突额鹦 嘴鱼 Scarus ovVForts Temminck et Schlegel， 

1846肠道产酶微生物研究 

黄光祥 ， 周志刚 ， 何夙旭 ， 邵 娜 ， 石鹏君 ， 刘玉春 ， 姚 斌 

(1．华中农业大学水产学院，武汉 430074；2．中国农业科学院饲料研究所，北京 100081) 

摘 要：通过不同培养基对南海底层鱼突额鹦嘴鱼Scants ovifrous Temminck et Schlegel，1846肠道微生物进行 

分离与 16S、18S rDNA鉴定，并构建系统发育树，然后结合选择性培养基进行产蛋 白酶、甘露聚糖酶、木聚糖 

酶、纤维素酶、淀粉酶等微生物的筛选。结果表明，从突额鹦嘴鱼肠道分离纯化出 23株微生物 ，其中 14株产 

酶，以产蛋白酶与淀粉酶为主，部分产纤维素酶、甘露聚糖酶、木聚糖酶；产酶微生物主要为 Bacillus sp．；分离 

出3株茵(H一16、J一13与Y一13G)其 16S、18S rDNA序列与模式种相似度低于97％，为潜在的新种。研究表明， 

南海底层鱼突额鹦嘴鱼肠道含有大量产酶微生物。 
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Studies on the Intestinal Enzyme-Producing M icroflora in 

Typical Marine Finfish Scarus ovifrons Temminck et 

Schlegel，1846 at Sublayer of the South China Sea 

HUANG Guang—xiang ’ ，ZHOU Zhi—gang ，HE Su—XU ，SHAO Na ， 

SHI Peng—jun ，LIU Yu—chun ，YAO Bin 

(1．Huazhong Agricultural University，Wuhan 430074； 

2．Feed Resem'eh Institute．Chinese Academy ofAgrieuhural Sciences，Beijing 100081，China) 

Abstract：The intestinal microflora in Scants ouifTous Temminck et Schlegel，1 846 at sublayer of the South China Sea 

were isolated and identified by 16S，18S rDNA sequences as well as the neighbour-joining phylogenetic trees．And 

the enzyme—producing microflora such as protein enzyme，mannanase，xylanase，cellulose enzyme，and amylase were 

screened by selective culture medium．The results showed that 23 isolates of intestinal microflora were identified，in 

which 14 isolates were the enzyme—producing microflora and mainly excreted protein enzyme and partly excreted 

cellulose enzyme，mannanase and xylanase；the enzyme—producing microflora were mainly Bacillus sp．；the isolate of 

H一16，J一13 or Y一13G from the intestine ofScartts ovifrous Temminck et Schlege1．1846 might represent new microflora 

due to the less than 97％ similarity after the blast of its 16S or 18S rDNA sequence．The results indicated that rich 

enzyme—producing microflora existed in the intestine of the marine finfish Scarus ovifrous Temminck et Schlegel，1 846 

at sublayer of the South China Sea． 

Key words：Scarus ovifrons Temminck et Schlegel，1 846；intestine；enzyme—producing microflora 

海洋底层鱼肠道微生物是一类特殊的微生物 

及功能基因资源库 ，目前 ，鲜有开发报道 。突 

额鹦 嘴鱼 Scarus ov]froH~Temminck et Schlege1． 

1846是我国南海拖网作业典型渔获物，为暖水性 

下层鱼类，多栖息于珊瑚礁或礁海域，成鱼表现为 

杂食性。海洋底层鱼肠道产酶微生物不仅具有一 

般深海或近海微生物的特点，而且具备抗宿主消 

化酶、宿主消化道生境适应性等特性，对饲料工业 

用酶的调查与筛选具有实际意义。因此，我们选 

择与饲料工业紧密相关的酶，包括蛋白酶、甘露聚 
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糖酶、木聚糖酶、纤维素酶、淀粉酶等，从我国南海 

典型底层鱼(突额鹦嘴鱼)肠道微生物中进行产 

酶调查，为这一类特殊微生物及功能基因资源库 

的开发奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 试验鱼 

选择南海拖网作业典型渔获物突额鹦嘴鱼 

Scarus 咖  Temminck et Schlegel，1 846作为本 

研究普查对象。实验用5尾鱼样来自南海远洋捕 

鱼船，至实验室前均在4℃条件下保存，转人实验 

室后保存在 一20℃低温冰柜至解剖分析。 

1．2 菌液的制备 

用70％酒精擦拭样本鱼体表进行消毒，进人 

无菌工作台。按无菌操作程序，从肛门处剪开，然 

后向上朝前剪成弧形，掀开游离腹壁，展现并分离 

消化道，用 70％酒精棉球擦拭消化道外壁，并用 

PBS缓冲液(NaC1 137 mmol·L～，KC1 2．7 mmol 
· L～ ，Na2 HPO4 4．3 mmol·L～ ，KH2 PO4 1．4 

mmol·L。。，pH值 7．2)冲洗数遍后，用剪刀分离 

出整个肠道，并剪至小块，再用玻璃匀浆器匀浆， 

分别称取0．1 g各放人 3个同样装有玻璃珠的三 

角瓶内，分别用 PBS缓 冲液稀释，得到 10～、 

10～、10 倍稀释液，备用。 

1．3 微生物的分离培养及鉴定 

选用如下培养基和培养条件进行细菌、真菌 

与放线菌的富集培养。 

① 2216E培养基。培养对象为海洋细菌，培 

养基组成为蛋白胨 0．5 g、酵母膏0．1 g(或柠檬酸 

铁0．1 g)、磷酸高铁 0．01 g、海水 100 mL，pH值 

7．2。 

② LB培养基。培养对象为常规细菌，培养 

基组成为氯化钠I g、蛋白胨 1 g、酵母提取物0．5 g、 

海水 100 mL，pH值7．2。 

③ 高氏培养基。培养对象为放线菌，培养基 

组成为可溶性淀粉 2 g、硫酸亚铁 0．001 g、硫酸镁 

0．05 g、氯化钠 0．05 g、磷酸氢二钾 0．05 g、硝酸 

钾0．1 g、海水 100 mL，pH值7．2。 

④ PDF培养基。培养对象为真菌，培养基组 

成为20 g去皮马铃薯切片水煮30 min，四层纱布过 

滤，再加人葡萄糖2 g、海水盐0．3 g，pH值7．2。 

使用上述培养基，每个鱼体样本稀释液样每 

次涂布 2个平板。需氧，28℃培养 3 d。 

除放线菌外，细菌与真菌均生长良好。通过 

肉眼观察，挑取可能存在形态差异的单菌落，用 

PBS缓冲液稀释纯化得到单一菌种，将保存的菌 

种用相应的固体培养基复壮，参照姚斌等方法 J 

收集菌体，用细菌基因组试剂盒(Tiangen Biotech 

(Beijing)Co．，Ltd)，提取细菌 DNA，用液氮冻融 

法提取真菌 DNA L3 J。结合 16S、18S rDNA基因序 

列对分离纯化的微生物进行鉴定，PCR引物、反 

应体系及程序如下： 

细菌，引 物 为 27f(5’．AGAG TrGATcMTG- 

GCTCAG-3’)，1492r(5’-TACGGHrrACCTrACGAC- 

TI"-3’)。反应体系为：ddH2O 38．5 L，10×Buffer 

5．0 L，dNTP4．01xL，27f1．0 IxL，1492r 1．0 IxL， 

TaqE 0．5 L，模板 1．0 L，共50 L。反应程序 

为：94％ 30 S，55℃ 30 s，72℃ 1．5 min，30个 

循环。 

真菌，引物 为 NSI(5’-GTAGTcATATGcTT- 

GTCTC-3’)，ITS4 (5'-TCCTCCGCTFATFGATAT- 

GC-3’)。反应体系为：ddH2O 38．5 ，10×Buffer 

5．0 L，dNTP 4．0 L，NS1 1．0 ，I3S4 1．0 ， 

TaqE 0．5 ，模板1．0 ，共50 。反应程序为： 

94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 1．5 min，30个循环。 

直接将 PCR产物送北京三博公司测序，所获 

序列通过 BLAST程序进行 比对 ，结合 ClustalX 

1．83与 Tree．View 1．6．6软件分别构建突额鹦嘴 

鱼肠道微生物系统发育树 ’ 。 

1．4 产酶微生物的筛选 

本研究选择与饲料工业相关的酶为研究对 

象，包括蛋白酶、甘露聚糖酶、木聚糖酶、纤维素酶 

与淀粉酶，产酶筛选培养基配方如下 ’ ： 

①产 蛋 白酶 菌株 的筛选 培养基：酪蛋 白 

1．0 g、琼脂 1．5 g、氯化钠 1 g、蛋白胨 1 g、酵母提 

取物 0．5 g、海水 100 mL，pH值7．2。 

②产甘露聚糖酶筛选培养基：魔芋粉 1 g、琼 

脂1．5 g、氯化钠1 g、蛋白胨1 g、酵母提取物0．5 g、 

海水 100 mL，pH值7．2。 

③产木聚糖酶筛选培养基：木聚糖 1 g、琼脂 

1．5 g-,氯化钠 1 g、蛋白胨 1 g-,酵母提取物0．5 g、 

海水 100 mL，pH值7．2。 

④产纤维素酶菌株筛选培养基：可溶性纤维 

素1 g、琼脂1．5 g-,氯化钠1 g、蛋白胨 1 g-,酵母提 

取物 0．5 g、海水 100 mL，pH值 7．2。 
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⑤产淀粉酶菌株的筛选培养基：可溶性淀粉 

1 g、琼脂 1．5 g、蛋白胨0．5 g、酵母提取物 1 g、琼 

脂 1．5 g、海水 100 mL，pH值7．2。 

用灭菌牙签点种于预先准备好的产酶筛选平 

板上，置于 28℃培养箱培养 48 h观察水解圈情 

况。产蛋白酶菌株水解现象可从平板上直接观 

察。筛选产纤维素酶、木聚糖酶、甘露聚糖酶菌 

株，将 0．5％刚果红倒人平板中染色 30 rain，然后 

弃去刚果红，用 5％氯化钠浸泡 1 h，出现透明圈 

者为阳性。筛选产淀粉酶菌株，将卢哥氏碘液倒 

人平板中，出现不能被碘染色的水解圈者为阳性。 

2 结果 

突额鹦嘴鱼肠道微生物系统发育树见图 1，产 

酶情况见表1。表1所示为分离纯化到的23株菌， 

其中细菌 20株，真菌3株，未分离到放线菌。 

在20株细菌中，16S rDNA相似度低于97％ 

的有 H一16与J一13(96％)，其中 H一16与 C一6的亲 

源关系较近，而J一13与 c一10的关系较近，c一10与 

J一13处于系统发育树的最底端，显示出与其他分 

离菌株较远的遗传距离(图 1)；Bacillus属有 13 

株，占65％，绝大部分 Bacillus sp．(13株里有 10 

株)为产酶菌，其 中产 3种酶 的有 2株 (J1和 

X20)，产 2种酶有 1株(x一15)，产 1种酶有 7株 

(T一8、J-20、J一16、J-9、x一9、H-9及 H一10)，仅 3株不 

产任何本文所针对的酶(X-3、J-11与 c4)。 

在3株真菌中，Y一13菌的18S rDNA相似度 

低于97％；所分离的3株真菌均不产任何本文所 

针对的酶。 

表 1 突额鹦嘴鱼 Scarus ovifrons Temminck et Schlegel，1846肠道微生物及产酶情况 

Table 1 The intestinal microflora and their excretion enzymes in Scarus D咙 n Temminck et Schlegel，1 846 

J一1 

X一15 

X 一20 

X 一14 

H 一7 

C一10 

C一9 

C一6 

J一13 

Y 一13 

Y 一14 

Y 一5 

Arthrobacter oxydar~ (X83408．1) 96 

BaciUus thuringiensis(EF638801．1) 99 

Bacillus aquimaris(AY505499．1) 99 

Bacillus barbaricus(AJ422 145．1) 97 

Bacill megatert‘um f EF1 14346．1) 99 

Bacillus megatert’um(DQ789400．1) 100 

Bacillus megatert‘um (EF159149．1) 99 

Bacillus megatert‘um (EF522798．1) 100 

BaciUus megatert‘um (EF159149．1) 99 

BaciUus megatert‘um(DQ660362．1) 99 

Bacillus pumilus(DQ523500．1) 99 

Bacd／us pumilus f EF178462．1) 100 

BaciUus subtilis(EF423590．1) 99 

Bacillus subtilis strain BCRC 

10058(DQ993674．1) 100 

Bacterium str．f A 27837．1) 99 

Deinococcus sp．(DQ003317．1) 99 

GlaciaZ ice bacterium (AF479347) 99 

Koeuria palustris(AY881237．1) 99 

Micrococcus Z ∞ (AF057290) 99 

V／br／o vulnificus (BAO00037．2) 96 

Clathrospora diplospora(U43464．1) 96 

Cladosporium tenuissimum (DQ780941．1) 99 

Phoma gom~rata(AY293783．1) 99 

、／ 

一  

一  

一  

一  

、／ 

、／ 

一  

一  

、／ 

、／ 

、／／ 

注：产酶种数所指酶包括蛋白酶、甘露聚糖酶、木聚糖酶、纤维素酶与淀粉酶。 
Note：The mciroflora—producing enzymes included protein enzyme

，
mannanase，xylanase，cellulose enzyme and mnylase 

— 一 一 一 一 一 一 — 

一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 

一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 — 一 一 一 一 一 一 一 一 一 

一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 

H T J X X H H C 
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图1 突额鹦嘴鱼 Scarus ovipOI1A Temminck et Schlegel，1846肠道微生物系统发育树 

Fig．1 The Neighbour-joining phylogenetic tree showing the relationship of 16，18S rDNA gene 

sequences retrieved from the intestines of Scarus 0 Temminck et Schlegel，1 846 

1) 
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3 讨论 

鱼类消化道存在大量产酶微生物，通过分泌 

胞外酶对蛋白、脂肪或糖类等进行分解，促进机体 

对营养物质的消化吸收，以维护机体正常的生命 

活动 J。由香鱼、鲤鱼、斑点叉尾触、日本鳗及罗 

非鱼肠道优势菌群分泌的淀粉酶在一定程度上对 

淀粉的消化吸收起重要作用 ；印度野鲮在添加 

分泌蛋白酶的细菌 Bacillus circulans(Lr 1．1)后 ， 

生长及饲料转化效率均得到改善  ̈。本研究从 

突额鹦嘴鱼肠道也筛选出丰富的产酶微生物(表 

1)，其中以产蛋白酶与淀粉酶为主，其功能可能 

为促进鱼体对饵料的消化吸收。 

当海水鱼类处于健康状态时，体内外环境会 

形成一个相对稳定的微生物菌群问的动态平衡， 

如 Liston提出的肠道“弧菌肠道群”假说 ，已有 

的关于海水鱼肠道菌群结构的分析结果均支持这 
一 假说 J̈。在本研究中，我们从突额鹦嘴鱼肠道 

中鉴定出菌株J．13属 Vibrio sp．属，但是否为优势 

菌群尚不得而知。另外，关于 Bacillus sp．是否是 

海水鱼的肠道优势菌群，各种报道并不一致 J， 

本研究从突额鹦嘴鱼肠道中分离鉴定 出大量 

Bacillus sp．(13株，总 23株)，与欧洲鳎、大鲮鲆 

等其他海域的底层鱼关于肠道菌群结构的报道并 

不一致 H J，而与 Strcm等关于大西洋鳕肠道菌 

群的分离鉴定结果相似 ，这表明了海水鱼肠道 

菌群结构影响因素的复杂性  ̈。 

本研究所依据的方法为常规的人工培养法， 

存在一定局限性_】 ：①自然界很多微生物不能人 

工培养；②绝大多数严格厌氧微生物尚未得到鉴 

定和描述；③人为培养的微生物在形态和特征上 

与其在 自然状态下差 异显著；④ 操作过程 繁 

冗ⅢJ。例如：水环境(海水、淡水、中营养湖泊) 

可培养细菌占总数仅 1％lt8]；鱼体表可培养微生 

物更不足总量0．01％ 19]；虹鳟肠道细菌 50％ 一 

89％无法培养，可培养细菌中亦有 20％无法定性 

分析 。可以推断，常规的人工培养法无法获取 

海水鱼消化道菌群的全面信息，本研究十分必要 

引入诸如 PCR-DGGE(梯度凝胶电泳)等新的研 

究手段 。 

另外，即使通过常规培养方法，我们从突额鹦 

嘴鱼肠道中分离的菌株 H．16、J．13与 Y．13G，与 

已报道菌 16S、18S rDNA序列相似度仍低于 

97％，可能为新种，显示了南海底层鱼肠道微生物 

资源的未开发程度很高，值得进一步探索研究。 
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