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冬季刺参养殖环境与肠道内细菌菌群的研究 
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摘要: 运用传统细菌分离培养与分子生物学技术相结合的方法, 对 2008 年 11 月至 2009 年 1 月冬季刺

参(Apostichopus japonicus Liao)养殖池塘环境(养殖水、底泥、附着基)及刺参肠道内的细菌菌群进行了

分析。应用平板稀释涂布培养计数法测得刺参养殖池塘水体、底泥、附着基和肠道细菌数量分别为

0.75×102~1.4×104 cfu/mL、8.7×104 ~8.1×105 cfu/g、3.8×105~2.8×106 cfu/g、7.1×105~ 1.5×107 cfu/g; 根据

形态学差异从培养所得的细菌中筛选得到 22 株菌, 用限制性内切酶 Rsa I 和 Msp I 对所分离菌株进行

ARDRA (Amplified rDNA Restriction Analysis)分析, 这 22 株菌被分为 8 种不同的分类单元(Operational 

Taxonomic Unit, OTU), 其中 OTU2 与 OTU3 所包含的菌株分别占分离菌株种数的 30%和 20%; 此外, 

作者对不同环境培养所得的优势度最高的细菌进行分子鉴定分析。结果表明: 水环境中优势菌为施氏

假单胞菌(Pseudomonas stutzeri)、门多萨假单胞菌(Pseudomonas mendocina)及巨大芽孢杆菌(Bacillus 

megaterium), 沉积物中优势菌为巨大芽孢杆菌(B.megaterium)、施氏假单胞菌(P.stutzeri)、苏云金芽孢

杆菌 (Bacillus thuringiensis), 附着基中优势菌为巨大芽孢杆菌 (B. megaterium)、苏云金芽孢杆菌

(B.thuringiensis), 灿烂弧菌(Vibrio splendidus), 肠道中优势菌为巨大芽孢杆菌(B. megaterium)、苏云金

芽孢杆菌(B.thuringiensis), 灿烂弧菌(V. splendidus)、施氏假单胞菌(P.stutzeri)。通过对冬季刺参池塘细

菌菌群多样性分析和优势菌鉴定, 为筛选低温益生菌和防治刺参疾病提供了有益参考。 
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刺参(Apostichopus japonicus Liao)是棘皮动物门
(Echinodemata)、海参纲(Holothuroidea)、仿刺参属
(Apostichopus)的种类, 具有较高的食用、保健和药
用价值, 被誉为“海产八珍”之首[1]。中国北方地区

刺参养殖总面积近 7 万 hm2, 鲜参总产量为 10 万 t
左右, 产值超过 150亿元[2]。刺参养殖形式多种多样, 
池塘养殖是刺参养殖的主要方式之一, 该养殖系统
具有水体面积小、营养结构简单、食物链较短、可

控性强等特点 , 是一种开放型生态系统 , 环境气候
的变化、养殖过程中的饵料投喂等扰动, 容易使该生
态系统中的水质理化指标、微生物生物量种群组成

及其生态结构功能发生变化, 这种变化往往与疾病
的发生密切相关[3~4]。因此, 研究养殖环境中的微生
物群落结构变化与养殖动物病害的发生之间的关系, 
对于刺参健康养殖显得十分重要。 

近年来随着分子生物学技术在微生物生态学领

域里相互渗透, 形成了一个新的科学的分支—微生
物分子生态学。该学科把分离培养技术和分子生态

学手段有机结合起来,  在检测细菌种群的多样性以

及研究微生物与环境之间的关系方面取得了显著进

展[5]。目前用于微生物生态研究的分子生物学方法主

要是基于 PCR 技术利用扩增产物再进行分析, 较为
成熟的方法有: 扩增性 rDNA 限制性酶切片段分析
(Amplified rDNA Restriction Analysis, ARDRA)、16S 
rDNA 文库构建、变性梯度凝胶电泳(DGGE)、限制
性片段长度多态性 (RFLP)、单链构象多态性分析
(SSCP)、荧光原位杂交(FISH)等[6~8], ARDRA是基于
rDNA 的保守性和特异性, 利用 PCR 技术选择性扩
增 rDNA 片段并对其进行酶切, 从而分析及揭示微
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生物的多样性和系统发育差异 [9, 10], 该技术具有快
速、简便、可靠、易于操作等优点, 为微生物的分类
和鉴定提供客观真实的信息 , 因此 , 在微生物研究
领域中得到了广泛应用[11]。作者利用传统微生物分

离培养技术与 ARDRA 分析法相结合, 对养殖环境
和刺参肠道的微生物群落结构进行了研究, 以期为
筛选刺参低温益生菌和防控疾病提供有益参考。 

1  材料与方法 

1.1  采样站点 
自 2008年 11月至 2009年 1月每个月初采样, 对

青岛胶南市室外刺参养殖池塘进行调查, 采样地理
位置 35°39′N, 119°50′E。采样选 4 个池塘, 池塘长 
400 m, 宽 100 m, 水深 1.8 m。  

1.2  样品采集 
乘调查船驶到池塘中预先标记好的采样点, 按

照《国家海洋调查规范》海洋生物调查中规定的方

法, 使用击开式采水器(5 L)分别采集水体表层(距水
面约 5 cm)和水体底层(距底表 5 cm)的水样, 用采泥
器采集底层沉积物, 用无菌勺刮取刺参附着基上的
沉积物放入无菌袋中, 每个池塘采集 3头刺参, 样品
采集后在 12 h内处理完毕。 

1.3  培养基的组成 
TSB 培养基 : 胰蛋白胨大豆肉汤 (TSB) 30g, 

NaCl 15g, 琼脂 15g, 海水 1 000 mL, pH7.4~7.6, 121℃, 
20min灭菌。 

1.4  细菌的分离与计数 
对样品进行梯度稀释, 取 0.1 mL稀释后样品涂

布于 TSB海水培养基上, 28 ℃培养 2 d后计数, 选取
平均菌落数 30~300 之间的计数, 计数菌落形成单位
数(colony forming units, CFU) , 根据细菌形态学差
异进行分离培养。 

1.5  细菌的鉴定 
1.5.1  细菌基因组 DNA提取方法 

参照改进的 CTAB法提取基因组 DNA[12]。 
1.5.2  16S rDNA序列的克隆与测序 

用细菌通用引物 27F(5′-AGAGTTTGATCATGG 
CTCAG-3′)和 1492R(5′-AAGGAGGTGATCCAGCC 
GCA-3′)对纯培养细菌 16S rDNA 序列进行 PCR 扩
增。PCR 反应采用 25 μL 反应体系: 1×buffer, 引物

0.1 μmol/L, dNTP 100 mmol/L, TaqDNA聚合酶 2 U, 
DNA模板 25 ng, 灭菌水补充至 25 μL。PCR反应条
件: 94 ℃预变性 4 min, 35个循环(94 ℃变性 1 min, 
55 ℃复性 1 min, 72 ℃延伸 1 min), 72℃温育 10 min。
用 1%琼脂糖凝胶电泳检测, 对检测阳性的 PCR扩增
产物按照胶回收试剂盒的操作说明切胶纯化。 

连接体系: pMD18-T 0.2 μL, 回收 DNA 1.5 μL, 
Solution I 2.5 μL, 灭菌水补充至 5 μL , 16℃反应 2 h
以上。 

转化过程: 将 5 μL连接产物加入 50 μL感受态
细胞, 冰浴 30 min, 37 ℃5 min, 冰浴 2 min, 加入
900 μL无AMP的液体 LB培养基, 170 r/min 37 ℃振
荡培养 1 h, 取 120 μL涂布于含 Amp的 LB固体培
养基上, 37 ℃培养 6~8 h, 挑取单菌落于 1 mL 含
Amp的 LB液体培养基中, 170 r/min 37 ℃培养 6~8 h, 
用载体通用引物检测, 对检测阳性样品送测序公司
测序。 
1.5.3  序列的分析和系统发育树的构建 

16S rDNA 基因序列在 NCBI 中用 BLAST进行
同源性比较, 从中选取与其相似性最高的细菌 16S 
rDNA基因序列, 采用 Clustalw软件进行多序列匹配
排序, 用系统发生推断软件包 PHYLP 3.67进行聚类
分析。采用邻位相连法获得系统发育树, 通过自举进
行系统进化树的评估, 自举的数据集为 1000次。 

1.6  ARDRA 分析 
取 5 μL 的 16SrDNA 的 PCR 产物, 分别加入  

1 μL Rsa I + Msp I、2 μL相应的 10×Buffer和 12 μL
去离子水, 使反应体系为 20 μL, 37 ℃恒温 2~3 h。
酶切产物用 3.0 %琼脂糖凝胶电泳检测。 

2  结果 

2.1  冬季刺参养殖环境与肠道中异养细菌

数量的动态变化 
通过细菌平板培养表明(图 1), 冬季刺参池塘养

殖环境、肠道中异养细菌数量差异较大, 在水体表层
可培养细菌的数量为 75~4.4×103 cfu/mL, 水体底层
可培养细菌数量为 5.65×102~1.4×104 cfu/mL, 底层
水体可培养细菌数量显著高于表层水体, 沉积物、附
着基、肠道可培养细菌值分别为 8.7×104~8.1×105、

3.8×105~2.8×106、7.1×105~1.5×107 cfu/g, 附着基和肠
道内可培养细菌数量差异不显著, 两者均显著高于
沉积物异养细菌数量。冬季刺参池塘环境和肠道中
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细菌数量变化趋势一致 , 均呈现下降趋势 , 各样品
在 12 月份异养细菌显著下降, 特别是水体异养细菌
下降幅度较大, 1月份细菌数量较低。 

 

图 1  刺参养殖环境与肠道中可培养细菌数量 
Fig. 1  Quantity of bacteria in the intestine and culture en- 

vironment of A. japonicus 
同一月份不同小写字母者表示差异显著(P<0.05), 不同大写字母
者表示差异极显著(P<0.01) 
In the same month, values with different small letter superscripts 
mean significantly different (P < 0.05), and with different capital 
letter superscripts mean significantly different (P < 0.01) 
 

2.2  ARDRA 分析  
根据菌落形态差异从平板选取了差异较大的 22

株菌进行分离纯化、提取总 DNA。提取的 DNA 通
过 1%的琼脂糖凝胶电泳, 条带在 20 kb 左右(图 2), 
对 22株菌的 DNA进行 16S rDNA扩增, 其扩增片段
在 1500 bp左右(图 3)。 

 

图 2  细菌基因组 DNA 
Fig. 2  Bacteria genomic DNA 

 
 用 RsaI 和 MspI 对 PCR产物进行 ARDRA 多态
性分析, 每 1个 16S rDNA限制片断长度多态性类型
代表了一个操作分类单元 (Operational Taxonomic 

Unit OTU), 根据酶切条带的差异将 22株菌分为 8个
OTU(图 4)。有研究表明, 对 2 种或 2 种以上酶切带
谱均相同的菌株, 可以初步认为它们是同 1 种或是
近缘种[9]。其中 OUT1只有 1菌株, OUT4、OUT5、
OUT6、OUT7、OUT8 分别有 2 株菌占总菌株的
50%,OUT2和 OUT3分别有 6株和 4株菌, 占分离菌
株的 30%和 20%, 是分离菌株的主要类型。 

 

图 3  细菌 16S rDNA的 PCR产物 
Fig. 3  PCR products of 16S rDNA 

 

2.3  细菌 16S rDNA 分子鉴定 
利用分子手段对平板培养 6 株优势最高的细菌

提取 DNA,对 16S rDNA 的测序结果分析表明菌株
rzl-1、rzl-2、rzl-3、rzl-4、rzl-5、rzl-6分别与 Bacillus 
megaterium、 Pseudomonas stutzeri、 Pseudomonas 
mendocina、 Bacillus megaterium、 Bacillus thur-
ingiensis、Vibrio splendidus序列同源性最高, 同源性
都是 100%, 其中 rzl-1与 rzl-4序列的相似性比较高, 
都与 B.megaterium聚类。6株菌所测得的序列结果通
过互联网 NCBI, 在 Genbank 采用 BLAST 程序与其
他细菌的 16S rDNA序列进行比对, 找出相似性高的
序列构建系统进化树(图 5), 通过系统进化树的建立
显示, 这 6 株菌分别是巨大芽孢杆菌、施氏假单胞
菌、门多萨假单胞菌、巨大芽孢杆菌、苏云金芽孢

杆菌和灿烂弧菌。 
通过对优势菌的鉴定结果分析, 水环境中优势

菌为施氏假单胞菌、门多萨假单胞菌及巨大芽孢杆

菌; 沉积物(底泥)中优势菌为巨大芽孢杆菌、施氏假
单胞菌、苏云金芽孢杆菌; 附着基中优势菌为巨大芽
孢杆菌、苏云金芽孢杆菌, 灿烂弧菌; 肠道中优势菌
为巨大芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、灿烂弧菌、施

氏假单胞菌。 



 

 Marine Sciences / Vol. 34, No. 4 / 2010 67 

 

图 4  Rsa I 和 Msp I 酶切 22株细菌的 16S rDNA PCR 产物后的 ARDRA类型 
Fig. 4  ARDRA analyzed with enzyme RsaI and MspI of PCR products of 22 bacteria 

 

 

图 5  优势菌 16S rDNA基因序列聚类分析结果 
Fig. 5  Results of 16S rDNA cluster analysis based on 16S rRNA sequence of predominant bacteria 

 

3  讨论 

3.1  冬季刺参养殖塘中可培养细菌时空分布 
刺参养殖塘营养结构简单、食物链短, 养殖过程

中投饵、养殖动物排泄物和有机生物残体等物质的

分解 , 容易造成水体污染 , 为了保持刺参养殖塘中
良好的水质条件 , 养殖期间定时的大量换水 , 水体
透明度比较高 , 所以水体表层有机物质含量较少 , 
细菌总数也相对较少, 而水体底层受沉积物、附着基
有机物质和细菌的影响, 可培养细菌数量显著高于
水体表层, 冬季水体表层、底层可培养细菌总数分别
在 75~4.4×103 cfu/mL、5.65×102~1.4×104 cfu/mL与张
喆等[13]报道的冬季青岛近岸水体中可培养细菌数量

(59~72cfu/mL)存在一定的差异, 这可能与采样地点
和时间的不同有关。刺参池塘底泥、附着基和刺参

肠道中有机物质丰富 , 细菌数量较多 , 异养细菌总

数在 105~107 cfu/g。 
从时间角度分析, 温度是影响细菌生长的重要

因素, 在一定范围内细菌的新陈代谢与温度成正比[14], 
11月份海水的温度在 12 ℃左右, 12月份海水温度在
6 ℃左右, 水温大幅度下降使得大部分细菌繁殖、代
谢能力降低, 1 月份水温−2 ℃, 低温海水中有机物
质分解缓慢, 细菌数量更低。因此, 从 11 月份到 1
月份, 随着时间的推移冬季细菌数量呈现减少的趋
势。 

3.2  ARDRA 分析 

ARDRA(amplified rDNA restriction analysis)多
态性分析的方法可以十分方便地对分离菌株进行类

群划分, 分成若干操作分类单元。研究表明: ARDRA
多态性分析方法显示的多样性能用以估计分离物中

存在最低限度细菌种的数目[15]。通过对冬季刺参池
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塘平板培养的细菌分析可以看出, 对分离纯化的 22
株细菌至少有 8 种种属水平上完全不同的细菌, 冬
季刺参池塘的微生物群落具有种群多样性 , 其中
OUT2和 OUT3是培养细菌的主要类型, 两者共占所
有分离细菌的 50%。 

3.3  刺参养殖塘优势菌及其与疾病发生的

关系 
根据冬季刺参养殖池塘优势菌的分子鉴定结果

可知: 水体和沉积物中以假单胞菌和芽孢杆菌为主, 
附着基上以芽孢杆菌和弧菌为主, 肠道中主要以芽
孢杆菌、弧菌和假单胞菌为主。冬季沉积物和附着

基上的优势菌种类与肠道中优势细菌种类存在差异, 
沉积物、附着基、肠道中具有共同的优势菌: 苏云金
芽孢杆菌和巨大芽孢杆菌。苏云金芽孢杆菌具有显

著的溶藻效果 [10], 可以推测这种菌在刺参肠道消化
藻类过程中有重要的作用, 巨大芽孢杆菌可使水体
环境中难溶性无机磷化物发生改变, 从而增加可溶
性磷的含量 , 转化有机磷增加其可用性 , 还可以降
低养殖环境中氨氮的含量等, 对养殖水体净化具有
重要作用[16, 17]。研究发现附着基和正常刺参肠道中

还存在灿烂弧菌, 灿烂弧菌是引起养殖刺参腐皮综
合征的主要病原菌 , 该株细菌能够耐受低温 [18, 19], 
正常情况下, 刺参肠道中的灿烂弧菌与芽孢杆菌等
处于一种平衡状态 , 在低温状态下 , 刺参抵抗力较
弱 , 环境变化容易使细菌菌群平衡遭到破坏 , 低温
致病菌繁殖迅速, 从而引发疾病。 

利用生物修复的方法改良生态环境防治疾病的

发生, 具有低投资、高效益、使用方便等优点[20], 芽
孢杆菌具有分解碳系、氮系、硫系污染物、分解淤

泥、絮凝等作用, 有些芽孢杆菌能抑制病原菌的生长, 
是生态修复中微生物修复的主要细菌类群。但进行

微生物修复引入的外来菌株在低温季节不耐受低

温、对环境不适应不能很快繁殖成为优势菌株, 难以
达到生态修复的效果。因此, 从刺参养殖池塘的土著
菌群中筛选益生菌株 , 有助于改善刺参养殖环境 , 
进而预防疾病发生。本研究分离出的巨大芽孢杆菌、

苏云金芽孢杆菌等是刺参养殖环境中的土著菌株 , 
具有潜在的益生作用可以适应低温环境, 作为刺参
养殖益生菌的可行性尚有待进一步研究。 
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Abstract: Studies on the bacteria community in the intestine and culture environment of Apostichopus japonicus in 
winter were conducted using tranditional bacterial cultivation method combined with molecular biology techniques 
during the period between November 2008 to January 2009. The total numbers of bacteria in the pond water, the 
sediment, the cultch and A. japonicus intestine, estimated by the tranditional bacterial cultivation method, ranged 
from 0.75×102 to 1.4×104 cfu/mL, 8.7×104 to 8.1×105 cfu/g, 3.8×105 to 2.8×106 cfu/g and 7.1×105 to 1.5×107 cfu/g, 
respectively. Twenty-two strains were isolated judged by the morphological characteristics of bacteria cultured on 
the plates. ARADA analysis with restriction enzymes Rsa I and Msp I revealed that the 22 strains were divided into 
8 Operational Taxonomic Units (OTUs), which were dominated by OTU2 and OTU3 that accounted for 30% and 
20% of the total isolated strains, respectively. Molecular identification was employed to identify the dominant bac-
teria in different environments. It was shown that the dominant bacteria were Pseudomonas stutzeri, P. mendocina, 
and Bacillus megaterium in the pond water; B. megaterium, P. stutzeri, and Bacillus thuringiensis in the sediment; B. 
megaterium, B. thuringiensis, and Vibrio splendidus on the cultch; B. megaterium, B. thuringiensis, V. splendidus, 
and P. stutzeri in the sea cucumber intestine. The result of this experiment may be helpful for hypothermia probiot-
ics isolation and disease prevention in sea cucumber culture. 
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