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摘要: 对野生和人工养殖刺参的肠壁及内容物中的菌群数量、种类组成进行了研究; 并结合产酶试验

和溶血性试验, 对刺参肠道益生菌做了初步的体外筛选。结果表明, 野生刺参肠壁及内容物中的细菌

数量分别为(3.30 ± 0.41) ×107 cfu/g、(6.39 ± 0.32) ×107 cfu/g, 养殖刺参肠壁及内容物中的细菌数量分别

为(2.83 ± 0.31) ×107 cfu/g、(5.67 ± 0.53) ×107 cfu/g。野生刺参肠道优势菌为弧菌属(Vibrio), 次优势菌为

假单胞菌属(Pseudomonas)和希瓦氏菌属(Shewanella); 养殖刺参肠道优势菌为弧菌属(Vibrio), 次优势

菌为假单胞菌属(Pseudomonas)。在 224 株细菌中, 共有 160 株细菌具有产酶能力, 所占比例为 71.43%, 

其中具产蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶能力菌株分别为 114 株、114 株、108 株, 所占比例分别为 50.89%、

50.89%、48.21% 。99 株细菌中有 23 株具有溶血性, 所占比例为 23.23% 。综合分析实验数据, 确定

6 株细菌作为刺参肠道潜在益生菌 , 菌株代号分别为 HS1(Pseudomonas) 、 HS5(Bacillus) 、

HS7(Shewanella)、HS8(Vibrio)、HS10(Vibrio)、HS11(Vibrio)。 
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海参是一种名贵海产动物 , 属于棘皮动物门

(Echinodermata), 是海参纲(Holothurioidea)动物的泛

称。我国范围内的海参有 20种可以食用。品质优良

的食用海参不仅肉质软嫩, 营养丰富, 滋味腴美, 风

味高雅, 而且具有生精益肾, 固元助本的药用功效, 

是久负盛名的名馔佳肴。据《本草纲目拾遗》记载: 海

参 , 味甘咸 , 补肾 , 益精髓 , 其性温补 , 足敌人参 , 

故名海参。现代研究表明, 海参具有提高记忆力、延

缓衰老、固本培元等功效。 

海参中的具有极高营养价值的品种——刺参

(Apostichopus japonicus)一直以来就是八大海珍之

一。刺参的蛋白质含量在 55 % 以上, 并且脂肪含量极

低, 只有 1.85 %, 氨基酸种类全面, 含量均衡, 并且含

有维生素B1, B2, B6, 维生素A, 维生素D, 维生素E , 以

及丰富的矿物元素, 如Mn, Fe, Zn, Co, Se 等[1-2]。 

随着市场需求的激增, 近年来刺参已成为我国

最重要的海水养殖品种。但是, 在养殖集约化程度不

断提高的过程中, 水产养殖环境日益恶化和刺参种

质资源逐步退化等原因, 使刺参养殖的各个阶段病

害频发, 严重制约了该产业的健康持续发展[3]。传统

的病害防治手段主要是使用抗生素及化学药物。由

于缺乏明确的药物使用准则, 抗生素和化药滥用、乱

用的现象非常普遍, 这些问题进一步导致了影响更

为严重的耐药性及药物残留等问题, 最终给水产品

安全带来严重的危机[4]。 

寻找安全有效的防治刺参病害的方法, 成为目

前刺参养殖业亟待解决的问题。益生菌是一类通过

改善宿主肠道菌群生态平衡而发挥有益作用, 从而

提高宿主健康水平和健康状态的活菌制剂。益生菌

作为一种高效、安全的病害防治手段受到越来越多

的关注[5]。目前在国内水产养殖中应用的益生菌主要

有光合细菌、拮抗菌、营养和产消化酶菌群(乳酸菌、

酵母菌等)以及改善水质菌群(硝化细菌、反硝化菌

等)。我国水产动物益生菌大多来自于畜禽益生菌的

简单移植, 基于水产动物本身的益生菌研究尚未大

规模展开。陆源益生菌在水产养殖生物体内难以定

植, 并且存在以下问题: ①破坏水域环境中的微生态

平衡; ②利用效率低导致过度使用; ③作为海水鱼的
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主养模式——网箱养殖无法施加。所以, 从水产养殖

动物体内或其生存的天然环境中直接分离筛选高

效、可定植益生菌的研究已经得到越来越多的认可。 

益生菌在调节并维持机体肠道微生态平衡、帮

助营养物质的消化吸收等方面发挥着重要作用 , 

Gate[6]认为 , 健康动物中正常的优势菌或次优势菌

可以作为益生菌的来源。本研究以人工养殖的刺参

和野生刺参为研究对象, 采用纯培养的方法分析刺

参肠道微生物组成, 并对刺参肠道细菌进行了产酶

试验分析, 这对于刺参专用益生菌的研发具有十分

重要的意义。益生菌必须满足其施用对象的安全性

要求, 而溶血性检测是体外检验细菌安全性的一条

有效途经 , 同时大规模的溶血性试验 , 有助于我们

正确认识动物肠道菌群与机体致病间的联系。本文

在分析刺参肠道微生物组成及产酶试验的基础上 , 

对初步筛选出的一批细菌(99 株)进行了溶血性检测, 

一方面为刺参益生菌的研发提供了参考, 另一方面

也为机体致病机理的研究提供一些数据资料。试验

确定了 6 株细菌作为刺参肠道潜在益生菌, 为进行

刺参肠道益生菌的体内筛选奠定了基础。 

1  材料与方法  

1.1  材料 

采集健康的野生刺参和养殖刺参各 30 头, 其中

野生刺参在 2011 年 10 月由潜水员采自辽宁省旅顺

海域, 平均体重 40.6 g ± 0.5 g, 平均体长 10.1 cm ± 

1.0 cm; 养殖刺参由辽宁省大连海宝渔业有限公司

提供, 平均体重 32.1 g ± 0.5 g, 平均体长 7.6 cm ± 1.0 cm。 

1.2  肠道菌的培养、分离和纯化 

试验设置 4 个处理组, 分别为养殖刺参之肠壁

组、内容物组和野生刺参之肠壁组、内容物组。肠

道菌的培养、分离和纯化, 参照 Sawabe等[7]方法, 先

用 75 % 酒精冲洗实验刺参体表, 在无菌条件下, 用

剪刀剪开刺参体腔, 取出刺参消化道, 用 0.9 % 生

理盐水冲洗肠道外壁, 挤出肠道内容物。将采集的养

殖和野生刺参的肠道内容物和肠壁分别置于无菌试

管中, 称重后, 分别置于研钵内, 用 5 mL 无菌生理

盐水充分研磨为均匀样品。用无菌生理盐水对样品

进行倍比稀释至 10–6, 各稀释度样品均用旋窝振荡

器震荡均匀。选取合适浓度梯度, 分别取 100 μL涂

布 2216E平板, 每个浓度下设置 3个重复, 28℃条件

下培养 5 d。培养后选菌落生长分布均匀的平板进行

菌落计数。选择细菌菌落数在 30~300 的平板, 随机

挑取 40个单菌落并编号, 在 2216培养基上多次划线

分离纯化, 直到得到纯种菌株为止。将得到的纯种菌

株保存于–80℃备用。 

1.3  细菌鉴定 

采用细菌基因组提取试剂盒(Bioteke)提取单克隆

菌株的DNA作为模板, 分别扩增 16S rDNA基因片段, 

将 PCR 产物经 1 % 的琼脂糖凝胶电泳检测后, 送往

上海生工生物公司进行双向测序, 测序结果拼接后于

NCBI网站进行 Blast分析, 并下载数株同代表菌株相

似度高的菌株的 16S rDNA序列, 与代表菌株一同根

据 Clustal W方法进行匹配排列, 用MEGA 5.0软件中

的 Kimura 2－Parameter Distance模型以 neighbour－

joining 分析法构建得到系统发育树, 并进行 1000 次

Bootstraps检验, 最终得到分离菌株的菌属信息。 

1.4  产酶试验 

将分离纯化自刺参肠道的 224 株细菌, 分别点

种于蛋白酶选择培养基、淀粉酶选择培养基和脂肪

酶选择培养基上, 28℃培养 48 h。判定方法参照赵斌

等[8]和冯雪等[9]。 

三种培养基的制备:  

蛋白酶选择培养基: 酪蛋白 10 g, 酵母膏 1 g, 

琼脂 16 g, 人工海水 1 000 mL; 调 pH至 7.4; 121.5 ℃

下高温灭菌 20 min。 

淀粉酶选择培养基: 可溶性淀粉 10 g, 蛋白胨 5 g, 

酵母膏 1 g, 琼脂 16 g, 人工海水 1 000 mL; 调 pH至

7.4; 121.5 ℃下高温灭菌 20 min。 

脂肪酶选择培养基: 蛋白胨 10 g, 吐温–80 10 mL, 

CaCl2•7H2O 0.1 g, 琼脂 9 g, 人工海水 1 000 mL; 

调 pH至 7.4; 121.5 ℃下高温灭菌 20 min。 

1.5  溶血性试验 

将无菌的山羊血平板复温至 25 ℃后, 挑选已活

化的 99株细菌接种于山羊血平板培养基上, 于 25 ℃

恒温培养箱中培养, 48 h后观察细菌的溶血能力。若

菌落周围出现溶血环 , 表明该细菌具溶血能力 , 是

潜在的病原菌。若菌落周围未出现溶血环, 表明该细

菌无溶血能力。 

2  结果 

2.1  刺参肠道细菌数量 

从 4 个处理组的刺参肠道细菌培养平板中选取
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菌落分布均匀、生长良好、数目在 30~300的平板, 进

行菌落计数 , 由公式 (各组每克样品细菌数量 = 

(5×10×稀释倍数×单菌落数平均值)/样品重量)计算

出各组刺参肠道细菌数量(表 1)。由表 1 可知, 实验

各组刺参肠道细菌数量在(2.83~6.39)×107 cfu/g, 其

中养殖和野生刺参肠道内容物中细菌数量均比肠壁

中细菌数量高出一倍左右。野生组刺参无论是细菌

数量还是检出的细菌种类都较养殖组刺参高。 

 
表 1  各组肠道细菌含量统计(×107cfu/g ) 
Tab.1  Content analysis of gut bacteria in different 

groups (×107cfu/g ) 

组别 肠壁组 内容物组 

养殖组 2.83 ± 0.31 5.67± 0.53 

野生组 3.30 ± 0.41 6.39 ± 0.32 

2.2  刺参肠道细菌组成 

统计养殖刺参之肠壁组、内容物组以及野生刺参

之肠壁组、内容物组的肠道菌培养平板上的菌落数量, 

其均值分别为 103、90、151、107。按 20%比例分别

对各组培养平板上的菌落随机取样, 进行分子生物学

鉴定。依据鉴定结果, 统计每组的菌落中各属细菌的菌

落数量, 得出每组的细菌组成比例, 结果见表 2。对各

属代表菌株构建系统进化树, 见图 1~图 6。由表 2可知, 

弧菌属与假单胞菌属为养殖和野生刺参共同的优势

菌。希瓦氏菌是野生刺参的次优势菌, 但在养殖刺参的

肠壁中没有检测到该菌, 只在其肠道内容物中检出。 

2.3  产酶试验和溶血性试验 

经统计分析可知, 224 株细菌中, 同时具有蛋白 

 
表 2  刺参肠道菌群组成比例(%) 
Tab.2  Proportion of gut bacteria of Apostichopus japonicas (%) 

菌群 

Microflora 
 
 

弧菌属 

Vibrio 

假单胞菌属 

Pseudomonas 

希瓦氏菌属
Shewanella 

嗜琼脂菌属
Agarivorans

气单胞菌属 

Aeromonas 

芽孢杆菌属
Bacillus 

肠壁组 50.00 33.33 16.67 — — Y 
野生组 

内容物组 52.38 23.81 19.04 4.76 — Y 

肠壁组 71.43 28.57 — — Y — 
养殖组 

内容物组 66.67 33.33 Y — — Y 

注:  “—”表示未检测到; “Y”表示检测到, 但比例小于 1%. 

 

图 1  刺参肠道弧菌代表菌株系统进化树 

Fig. 1  Phylogenetic tree of representative strain for Vibrio among gut bacteria of Apostichopus japonicus 

 

图 2  刺参肠道假单胞菌代表菌株系统进化树 

Fig. 2  Phylogenetic tree of representative strain for Pseudomonas among gut bacteria of Apostichopus japonicus 
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图 3  刺参肠道希瓦氏菌代表菌株系统进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of representative strain for Shewanella among gut bacteria of Apostichopus japonicus 

 

图 4  刺参肠道嗜琼脂菌代表菌株系统进化树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of representative strain for Agarivorans among gut bacteria of Apostichopus japonicus 

 

图 5  刺参肠道气单胞菌代表菌株系统进化树 

Fig. 5  Phylogenetic tree of representative strain for Aeromonas among gut bacteria of Apostichopus japonicus 

 

图 6  刺参肠道芽孢杆菌代表菌株系统进化树 

Fig. 6  Phylogenetic tree of representative strain for Bacillus among gut bacteria of Apostichopus japonicus 

 
酶、淀粉酶、脂肪酶活力的菌株 24 株; 同时产蛋白

酶、淀粉酶的菌株 45 株, 同时产淀粉酶、脂肪酶的

菌株 44株, 同时产蛋白酶、脂肪酶的菌株 39株; 只

产蛋白酶的菌株 6株, 只产脂肪酶的菌株 1株, 只产

淀粉酶的菌株 1株。224株细菌中的 160株细菌具有

产酶能力, 所占比例为 71.43 %, 其中具产蛋白酶、

淀粉酶、脂肪酶能力菌株分别为 114株、114株、108

株, 所占比例分别为 50.89 %、50.89 %、48.21 %。 

溶血性试验结果显示, 挑选出的 99 株细菌中有

23株具有溶血性, 所占比例为 23.23 %,  99株细菌

中的 39株具有产蛋白酶能力, 在这 39株细菌中共 8

株具有溶血性, 所占比例为 20.51 %。 
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2.4  刺参肠道潜在益生菌菌株的确定 

综合分析试验数据, 确定了 6 株细菌作为刺参

肠道潜在益生菌, 其都来自于野生组刺参之肠壁组, 

均同时具有蛋白酶、淀粉酶和脂肪酶活力 , 除

HS5(Bacillus)菌株外都为本组优势菌。其菌株信息如

表 3所示。 

 
表 3  刺参肠道潜在益生菌菌株信息 
Tab.3  Information of intestinal potential probiotic 

strains of Apostichopus japonicus 

产酶水解圈与菌落直径比
菌株 

蛋白酶 淀粉酶 脂肪酶
溶血性

HS1 (Pseudomonas) 3.63 3.12 2.98 — 

HS5 (Bacillus) 3.21 2.52 2.72 — 

HS7 (Shewanella) 1.64 2.34 1.98 — 

HS8 (Vibrio) 2.34 1.98 2.1 — 

HS10 (Vibrio) 1.72 1.81 1.92 — 

HS11 (Vibrio) 2.04 2.24 2.13 — 

注: “—”表示试验结果阴性  
  

3  讨论 

刺参是我国北方海域最重要的养殖品种之一 , 

寻找安全高效的手段解决刺参养殖中面临的病害问

题 , 既是突破刺参养殖行业发展瓶颈的关键 , 也具

有非常重大的经济意义和社会效益, 益生菌作为替

代抗生素及化学药物防治病害的重要手段, 受到了

越来越多的重视[3-5]。但目前从刺参肠道及其生活环

境中筛选刺参专用高效益生菌的报道极少, 而筛选

刺参专用益生菌, 有必要对刺参肠道微生态作全面

的基础研究。 

关于益生菌筛选的方法论有许多, 从健康动物

肠道中筛选可定植的优势菌或次优势菌是筛选益生

菌的重要途经[6]; 在本研究中,  以健康养殖刺参和

野生刺参为研究对象, 发现试验各组刺参肠道细菌

数量在 2.83×107~ 6.39×107 cfu/g, 试验结果与李彬

等 [10]、孙奕等[11]的结果相当。无论是在细菌数量还

是在细菌种类上 , 野生组刺参都比养殖组刺参高 , 

这与牛宇峰等[12]研究结果相似, 而这一现象可能与

刺参的习性有关——刺参在自然水域中以底质表层

泥沙中的硅藻、海藻碎片、腐殖质、细菌等为食, 相

比于人工投饵的养殖环境, 其摄取细菌的来源比较

广泛。本试验中发现无论养殖刺参还是野生刺参, 其

肠道内容物和肠壁第一优势菌都为弧菌属, 所占比

例在 50 % 以上, 次优势菌为假单胞菌, 而孙奕等[11]

仅报道野生刺参肠道内容物中优势菌群为弧菌属和

假单胞菌属。此次研究发现野生刺参第三优势菌为

希瓦氏菌 , 并非牛宇峰等 [12] 研究结果中的芽孢杆

菌。希瓦氏菌为海水中丰度较高的细菌, 在很多水生

动物肠道内及藻类表面均有发现 [13-15], 而有研究表

明, 水域环境对鱼类肠道微生物菌群结构具有显著

的影响 [16], 所以, 水域环境的差异可能是造成刺参

肠道菌群组成差异的根本原因。 

动物肠道中栖居着大量的微生物。从昆虫到人

类的各类动物都缺乏完整的酶系统, 均需依靠肠道

微生物提供多种酶, 才能完成其对食物的消化、营养

吸收以及生理代谢等功能, 最终达到促生长和增重

的作用 , 因此 , 从健康动物肠道中筛选具有良好产

酶能力的菌株作为益生菌来源的研究也是一个热

点 [17-19]。例如, 冯雪等[9] 探讨了草鱼和银鲫肠道菌

群的产酶能力, 发现草鱼和银鲫肠道内广泛分布着

具有产酶能力的细菌, 认为这些细菌分泌的胞外酶

和宿主分泌的胞外酶一起参与了食物消化与营养吸

收过程。因此对刺参肠道菌群产酶能力的研究有助

于我们对刺参营养需求以及肠道益生菌筛选的分

析。然而迄今为止, 尚未见到关于刺参肠道产消化酶

菌群的研究报道。由于蛋白质、淀粉与脂肪为饲料

三大营养元素, 而植物饲料中往往还具有大量的纤

维素, 所以一些研究学者将蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶

以及纤维素酶作为分析肠道益生菌的主要依据[19]。

于是我们研究分析了刺参肠道菌群关于这四种酶的

产酶能力, 结果发现刺参肠道中分布着大量产酶菌, 

并且产蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶菌株比例大致相同。

由此推测, 刺参对于三大营养成分的需求量应该一

致, 这就为我们设计刺参饲料配方以及选用饲料酶

制剂类相关产品提供了重要的参考依据。在本次研

究中没有检测到具有产纤维素酶能力的菌株, 而冯

雪等 [9] 在草鱼肠道内检出, 我们分析, 这可能与刺

参来源食物中所含纤维素含量较低有关。许多研究

表明 , 不同的物种其肠道内产消化酶细菌的差异 , 

往往与其生理特征及摄食习性有关[17-19]。 

研究刺参专用益生菌是为了防治刺参养殖过程

中出现的严重病害问题, 而刺参肠道菌群溶血性与

刺参疾病具有深刻的联系[20-22]。杨嘉龙等[20] 从患

溃疡病的养殖刺参的病灶处分离了 1 株养殖刺参溃

疡病病原菌, 经鉴定为杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种, 

并研究其溶血素活性, 认为该活性与此菌的致病性

有关。研究表明, 致病性气单胞菌和弧菌分泌的胞外
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蛋白酶和溶血毒素是其主要的致病因子, 事实上胞

外蛋白酶并不直接致病, 但它可将溶血毒素原降解

成活性毒素, 从而致病[21-22]。因此, 具有产溶血素性

能作为剔除致病菌和保留益生菌的重要筛选方法 , 

能够显著加速益生菌筛选的进程。在本次研究中, 我

们分析了 99 株细菌的溶血性, 发现病原菌在菌群中

所占比例等于具溶血性菌株在菌群中所占比例, 如

果将同时具有较强产胞外蛋白酶和溶血毒素能力的

菌株视作机体病原菌, 由此就可推测具溶血性细菌

为机体潜在病原菌。将这些菌株视为刺参的潜在致

病菌株予以剔除 , 可以缩小筛选工作量 , 为下一步

进行的潜在益生菌体内筛选工作提供参考。 
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Abstract: Microflora in the intestinal tract and on the intestinal wall of both cultured and wild Apostichopus 

japonicus was studied in this paper. The screening for probiotics was performed based on enzyme producing and 

hemolytic analysis. The results showed that the number of bacteria in the intestinal wall and tract of wild 

Apostichopus japonicus was (3.30 ± 0.41) ×107 cfu/g and (6.39 ± 0.32) ×107 cfu/g, respectively. The number of 

bacteria in the intestinal wall and tract of  cultured group was (2.83 ± 0.31) ×107 cfu/g and (5.67 ± 0.53) ×107 cfu/g, 

respectively. The dominant species in the intestinal tract of wild group was Vibrio and the Pseudomonas and 

Shewanella were the secondary dominant species. The dominant species in the cultured group was Vibrio and 

Pseudomonas. In 224 strains of bacteria, a total of 160 strains of bacteria produced enzyme with a ratio of 71.43 %. 

Among these bacteria, 114 strains could produce protease, 114 strains could produce amylase, and 108 strains could 

produce lipase. The percentages were 50.89 %, 50.89 %, and 48.21 %, respectively. A total of 23 strains of bacteria 

could produce hemolytic toxin in 99 strains of bacteria, which accounts for 23.23% of the total bacterial population. 

Through the comprehensive analysis of test data, we selected 6 strains of bacteria as intestinal potential probiotic 

strains of Apostichopus japonicus, which were HS1(Pseudomonas), HS5(Bacillus), HS7(Shewanella), HS8(Vibrio), 

HS10(Vibrio), and HS11(Vibrio) respectively. 
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