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南美白对虾养殖水体中抑藻细菌的分离及鉴定 
 

罗智伟，罗剑飞，林炜铁 

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006） 

摘要：本研究从南美白对虾养殖水体中分离出 10 株细菌，进行分子鉴定和系统进化树分析，并评价了它们对鱼腥藻 Anabaena 

cylindrica FACHB-82 的抑藻效果。16S rRNA 基因分析表明，分离的 10 株细菌中三株与假单胞菌 Pseudomonas plecoglossicidc、

Pseudomonas protegens 和 Pseudomonas monteilii 最为相似，一株与气单胞菌 Aeromonas veronii 相似，两株与陶厄式菌 Thauera 

mechernichensis和Thauera aromatica相似，枯草芽孢杆菌Bacillus subtilis、微杆菌Microbacterium flavum、黄杆菌Flavobacterium cauense

以及金黄杆菌Chryseobacterium nakagawai各一株相似。抑藻结果表明细菌AB-3抑藻效果最好，其对鱼腥藻的生长抑制率达到87.11%。

此外，AB-3 菌对水华束丝藻 Aphanizomenon flos-aquae 和铜绿微囊藻 Microcystis aeruginosa 生长抑制率分别达到 79.89%和 23.65%，

对小球藻 Chlorella vulgaris 也有一定的抑藻效果，但对衣藻 Chlamydomonas reinhardtii 抑藻效果不显著。本研究从水体中分离筛选出

的一株陶厄氏菌 AB-3，对试验的蓝藻都具有显著的抑藻效果，同时该菌对绿藻抑藻效果小或是没有抑制。 
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Isolation and Identification of Algicidal Bacteria from Penaeus 

vannamei Cultural Water 
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(School of Biology and Biological Engineering, South China University of Technology, Guangzhou 510006, China) 
Abstract: In this study, 10 strains of bacteria were isolated from the culture water collected from the Penaeus vannamei shrimp farms, 

subjected to molecular identification and phylogenetic tree analysis, and evaluation of their inhibitory effects on Anabaena cylindrica 

FACHB-82. The 16S rRNA gene analysis showed that three strains resembled the most Pseudomonas (P. plecoglossicidc, P. protegens and P. 

monteilii), with one strain similar to Aeromonas veronii, two similar to Thauera mechernichensis and Thauera aromatica, one similar to Bacillus 

subtilis, one similar to Microbacterium flavum, one similar to Flavobacterium cauense, and one similar to Chryseobacterium nakagawai. 

Bacterial strain AB-3 exhibited the greatest inhibition, with a rate of 87.11% against Anabaena cylindrica FACHB-82. In addition, AB-3 had 

inhibition rates of 79.89% and 23.65% against Aphanizomenons flos-aquae and Microcystis aeruginosa, inhibited chlorella vulgaris to some 

extent, but exerted insignificant inhibitory effect on Chlamydomonas reinhardtii. In this study, the Taueus strain, AB-3, isolated from the culture 

water had a significant algicidal effect on the cyanobacteria, whilst no or little inhibitory effect on chlorella. 
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目前已知对虾科包括 30 多个属，是虾类中较为重

要的养殖及捕捞品种，中国对虾（Penaeus chinensis）、
南美白对虾（Penaeus vannamei）与斑节对虾（Penaeus 
monodon）并称为世界三大高产养殖虾种[1]。对虾为我

国的主要养殖品种，其养殖范围在我国的各沿海地区

均有覆盖。随着养殖规模的逐渐扩大，水体污染和富

营养化等问题的出现，对虾养殖产业的迅速发展提出
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挑战[2]。我国水产养殖主要是淡水养殖，天气高温易

出现蓝藻暴发现象，导致对虾大量死亡[3,4]。因此，控

制有害微藻的过度增殖，维持优良的微藻群体对于对

虾水体的稳定、减少对虾疾病的发生具有重要意义[5]。

有害藻类的控制和治理主要有化学法、物理法和生物

法。在目前利用化学、物理等方法治理蓝藻水华效果

不理想或者容易产生二次污染的情况下，环境友好型

的生物法为治理有害藻类提供了一条新的途径。 
目前，利用抑藻细菌控制有害藻类水华已经引起

广泛的关注和认识[6-8]。对虾养殖中，利用溶藻细菌控

制对虾养殖池塘有害微藻的研发思路已有很多探索
[9]。例如利用蜡样芽孢杆菌有效抑制颤藻的生长，从
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而为波吉卵囊藻（绿藻）占据生态优势提供有利空间，

为养殖对虾提供良好的水生态环境[10]。目前的研究中

从对虾养殖水体中分离出的溶藻细菌报道并不多，大

多是从江河中分离出溶藻细菌，应用于养殖水体蓝藻

的爆发。本研究从广州对虾养殖水体中筛选出 10 株细

菌，从中筛选出一株抑藻效果显著的菌株，并研究其

对蓝藻和绿藻生长的影响，以期为实现以抑藻菌控制

养殖水体中的水华提供优质的菌种资源与理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

主要试剂与仪器：酵母提取物、胰蛋白胨购于阿

拉丁试剂（上海）有限公司；Taq PCR Mastermix 购于

天一辉远有限公司。DL2000 Marker 购于 Zomanbio
公司；LRH-150 生化培养箱、光照培养箱、分光光度

计、Eppendorf 5804R 冷冻离心机。 
样本采集：水体样本采自广州市阳西县南美白对

虾养殖场，共设置 3 个采集点，无菌条件下分离各水

体样本中细菌。 
培养基：细菌的分离采用 LB 固体平板培养基，

液体培养用 LB 液体培养基。鱼腥藻 A. cylindrica 等蓝

藻和小球藻、衣藻用 BG-11 液体培养基[11]。 
藻种：购买于中国科学院淡水藻种库，各种蓝藻

绿藻的 FACHB 号如下：铜绿微囊藻 Microcystis 
aeruginosa FACHB-315，鱼腥藻 Anabaena cylindrica 
FACHB-82，水华束丝藻 Aphanizomenon flos-aquae 
FACHB-1039，小球藻 Chlorella vulgaris FACHB-8，衣
藻 Chlamydomonas reinhardtii FACHB-265。 

1.2  实验方法 

1.2.1  养殖水体中细菌的分离  
将采集的对虾养殖水体样本梯度稀释，涂布于

LB 固体平板培养基，30 ℃避光培养 2~3 d。挑取菌

落形态不同的单菌落，多次划线培养获得纯菌，并编

号 AB-1~AB-10 (algicidal bacterium)，用 25%的甘油

保存于−80 ℃。 
1.2.2  细菌 16S rDNA 鉴定 

分离细菌在 LB 固体培养基上划线培养，利用菌

落 PCR 方法，扩增细菌 16 S rDNA，PCR 反应体系为

25 μL，2×Taq PCR Mastermix 12.5 μL，通用引物 27F
（ 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′） 和 1492R
（5′-TAC CTTGTTACGACTT-3′）各 1 μL，dd H2O 10.5 
μL，细菌少许。PCR 反应程序：95 ℃预变性 10 min、
95 ℃变性 30 s、55 ℃退火 30 s、72 ℃延伸 90 s，30

个循环，72 ℃持续 10 min。取 2 μL PCR 产物进行琼

脂糖凝胶电泳，用凝胶成像仪检测电泳条带，扩增序

列送广州天一辉远有限公司测序，获得的序列经

BLAST 比对，鉴定。将测定的各细菌的 16S r DNA
序列测定的结果在 GenBank 数据库中进行相似性搜

索，分别选定其中同源性较高的相关菌株，用 MAGE 
7.0 软件邻比法分析，以得到各菌株分类学上的地位。 
1.2.3  微藻的纯化与培养 

微藻的纯化：在中国科学院淡水藻种库购买的

微藻利用 BG11 固态平板划线活化，在 25 ℃，3000 
Lux（LED 光源）条件下，光合自养生长 6~10 d。液

体培养时接种单藻落到100 mL（250 mL锥形瓶）BG11
液体培养基中，25 ℃，3000 Lux 静置培养 5 d，再转

接 BG11 培养基培养 4 d，每天摇瓶一次。 
细菌抑制微藻藻种的培养：把上述条件培养的藻

种转接到 200 mL (500 mL 锥形瓶) BG11 液体培养基

中，25 ℃、光照 3000 Lux、光暗比 12 h:12 h 培养 3 d。 
1.2.4  抑藻细菌的筛选 

细菌的活化：将保存的细菌划线接种到 LB 固体

平板中，取生长良好的单菌落接种到 LB 液体培养基

中，28 ℃，130 r/min 震荡培养。 
以鱼腥藻为研究对象，将细菌液体培养至对数

期。按照 2%(体积比)接种量接种到 50 mL 对数生长期

的鱼腥藻藻液中，鱼腥藻初始叶绿素浓度约为 1.6 
mg/L，并向相同藻液中加入等量 LB 培养基作为对照，

25 ℃，3000 Lux，光暗比 12 h:12 h，培养，连续培养

一周。每隔 24 h 取样，测定叶绿素浓度，实验组的叶

绿素浓度越小代表抑藻效果越好。 
叶绿素含量测定：取 2 mL 藻液，13000 r/min 离

心弃上清，加入 200 μL 蒸馏水重悬，再加入 1800 μL
无水乙醇，混匀，75 ℃水浴 5 min，冷却后在波长 649 
nm、665 nm、750 nm 处测吸光度。根据 Lichtenthaler
方法计算叶绿素含量[12]。 

叶 绿 素 含 量 计 算 公 式 为 ： 叶 绿 素 a 和

b=5.24×(A664-A750)+22.24×(A649-A750)，每个样品做三

个平行。 
抑藻率计算公式为：Ae=(Co-Ct)/Co×100%。 
其中：Ae是作用于蓝藻的抑藻率；C0和 Ct分别代表对照

组和实验组的叶绿素含量。 

1.2.5  抑藻细菌对蓝藻和绿藻的抑藻试验 
为了确定 AB-3 的抑藻对象是否有一定的种类特

异性，本研究选择了能引起水华的 3 株蓝藻（铜绿微

囊藻、水华束丝藻、鱼腥藻）及 2 株绿藻（小球藻和

衣藻）进行抑藻实验，实验接种量按体积比同 1.2.4，
测定叶绿素浓度，通过与实验组的叶绿素浓度对比比
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较抑藻效果。 
1.2.6  数据统计分析 

每个实验样品测定均进行三次平行，并做平均值

与标准差分析，数据汇总后利用 Origin 2017 对数据进

行整理作图。 

2  结果与讨论 

2.1  水体中细菌的筛选和鉴定 

采用平板稀释法从对虾养殖水体中主要分离出

10 株细菌，编号为 AB-1 至 AB-10。通过菌落 PCR 扩

增每株细菌的 16S rDNA 序列，序列在 NCBI 上进行

BLAST 比对，结果表明：AB-1、AB-2、AB-5 菌株属

于假单胞菌，分别与 P. plecoglossicidc、P. protegens、
P. monteilii 有具有最高相似性，序列相似性均大于

99%。AB-4、AB-7、AB-8、AB-9、AB-10 分别与气

单胞菌 A. veronii、枯草芽孢杆菌 B. subtilis、微杆菌

M. flavum、黄杆菌 F. cauense、金黄杆菌 C. nakagawai
有具有最高序列相似性。AB-3 和 AB-6 菌株属于陶厄

氏菌属，分别与陶厄氏菌属的 T. mechernichensis、T. 
aromatica 有 99%的同源性。 

利用 MEGA 7.0 软件邻接法（NJ）构建系统发育

树如图 1 所示。在与各模式菌株的比较中，AB-1、AB-2
与模式菌株假单胞菌 P. plecoglossicidc strain SK18-S5 
(MK332517.1)、假单胞菌 P. protegens strain CHA0 (NR 
114749.1) 相似性最高，且与各模式菌株属同一聚类，

可认为 AB-1、AB-2 分别属菌种 P. plecoglossicidc、P. 
protegens strain 中的一种。同样，AB-3、AB-6 与陶厄

氏菌菌株 T. mechernichensis TL1 (NR 026473.1)、T. 
aromatica strain S100 (AJ315681.1)相似性最高，且与

各模式菌株属同一聚类，可认为 AB-3、AB-6 分别属

菌种 T. mechernichensis、T. aromatica strain 中的一种。

AB-4、AB-7、AB-8、AB-9、AB-10 分别属菌株气单

胞菌 A. veronii、枯草芽孢杆菌 B. subtilis、微杆菌 M. 
flavum、黄杆菌 F. cauense、金黄杆菌 C. nakagawai。
其中从水体中筛选的有芽孢杆菌、气单胞菌等，很可

能是样品养殖水中的优势菌种[13,14]，在养殖水体微生

物系统的调控中其重要作用。 

 
图1 水体中细菌的16S rRNA基因序列系统进化树 

Fig.1 Dendrogram of bacterium isolated from water on 16s RNA gene sequences 

2.2  分离细菌对鱼腥藻生长的影响 

虾养殖水体中分离出的细菌，大部分对鱼腥藻的

的生长无明显影响，结果如图 2 所示。除此之外，细

菌 AB-10（金黄杆菌 Chryseobacterium），对鱼腥藻的

生长有少许促进作用。细菌 AB-3（陶厄氏细菌 T. 
mechernichensis）和 AB-1（假单胞菌 P. putida）对鱼

腥藻有显著的抑制作用。经过 5 d 的培养，空白的鱼

腥藻叶绿素含量由初始浓度的 1.61 mg/L 增加到 4.61 
mg/L，添加 AB-1（假单胞菌 P. putida）的实验组中叶

绿素含量增加为 2.74 mg/L，抑制率达到 40.45%。添

加 AB-3 的实验组中叶绿素含量在前 3 d 有所缓慢上

升，第4 d后下降，第5 d的叶绿素含量只有0.77 mg/L，
T. mechernichensis AB-3 对鱼腥藻的抑制率达到

83.25%。 
因此本研究选取抑藻速度快、效率高的菌株AB-3

作为后续抑藻研究。李超等从滇池富营养化水体中分

离得到一株解淀粉芽孢杆菌 DC1，对水华鱼腥藻具有

高效抑藻效果，当初始藻液叶绿素 a 浓度为 0.23~1.92 
mg/L、DC1 菌体浓度为 108 cells/mL，6 d 的培养后解

淀粉芽孢杆菌 DC1 对水华鱼腥藻的平均抑藻率为

93.51%[15]。郑小平等从无锡市淡水渔业研究中心的试

验虾池分离到一株溶藻细菌，经鉴定属于鞘氨醇单胞

菌属，对蓝藻门的微囊藻具有较好的溶藻效果[16]。本
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研究 AB-3 菌的初始菌体浓度为 107 cells/mL，初始藻

液叶绿素浓度为 1.62 mg/L，相比李超等人分离出的芽

孢杆菌初始菌体浓度更低，试验初始藻液叶绿素含量

更高，5 d 后对鱼腥藻的抑藻率达 83.25%，也对鱼腥

藻具有显著的抑藻效果。 

 

图 2 对虾养殖水体中分离的细菌对鱼腥藻的生长影响 

Fig.2 Influence of bacterias isolated from shrimp agricultural 

water on the growth of Anabaena 

2.3  菌株AB-3对蓝藻和绿藻的抑藻效果 

图3 细菌AB-3对蓝藻和绿藻的生长影响 

Fig.3 Influence of AB-3 on the growth of Cyanobacteria and 

Chlorella 

表1 细菌AB-3对蓝藻绿藻的抑藻率影响 

Table 1 The algicidal activities of AB-3 against the tested 

Microcystis and eukaryotic algae 

门 藻株 抑藻率(%, t = 5 d)

蓝藻门 铜绿微囊藻 23.65±1.78 

蓝藻门 水华束丝藻 79.89±2.35 

蓝藻门 鱼腥藻 87.11±1.58 

绿藻门 莱茵衣藻 6.87±0.61 

绿藻门 小球藻 48.58±3.82 

为了确定 AB-3 的溶藻对象是否有一定的种类特

异性，本研究选择了能引起水华的 3 株蓝藻及 2 株绿

藻进行抑藻实验，主要包括前面试验过的鱼腥藻 A. 
cylindrica、铜绿微囊藻 M. aeruginosa、水华束丝藻 A. 
flos-aquae ，绿藻有小球藻 C. vulgaris 和衣藻

C .reinhardtii。从图 3 中可以看出。和空白对照组相比，

添加了 AB-3 菌 5 d 后，铜绿微囊藻、鱼腥藻、水华束

丝藻的叶绿素含量下降明显，尤其是水华束丝藻和鱼

腥藻，比初始藻液叶绿素含量还要低(1.6 mg/L)，抑藻

效果显著。如表一所示，在共培养 5 d 后，AB-3 菌对

水华束丝藻 A. flos-aquae 生长抑制率达到了 79.89%，

对鱼腥藻 A. cylindrica 的生长抑制率更是达到

87.11%。同时，菌株 AB-3 对绿藻门中的小球藻 C. 
vulgaris 也少许的抑制效果，但对衣藻 Chlamydomonas 
reinhardtii 没有抑藻效果。就试验的这些蓝藻绿藻而

言，AB-3 菌对蓝藻抑藻效果明显，对蓝藻有少许或是

无抑藻效果。 
王琪等在滇池水体分离出一株芽孢杆菌 Sp37，该

菌株对微囊藻有选择性的溶藻作用，对水华微囊藻

DCM1 和惠氏微囊藻 DCM11 第 8 d 的溶藻率达到了

79.4%和 69.8%较好溶藻效果，而对绿藻中的单针藻

DCA4 和栅藻 DCA5 则没有溶藻效果[17]。颜小丹等也

从土样中分离出一株侧孢短芽孢杆菌，该溶藻细菌对

席藻、微小亚历山大藻有强烈的溶解作用，对颤藻有

很强的抑制作用，但是对条纹小环藻无明显作用，表

明该溶藻细菌具有溶藻的特异性[18]。本研究从对虾养

殖水体中分离出的陶厄氏菌 AB-3，对蓝藻和绿藻有选

择性的抑藻作用，但是对实验的大部分蓝藻都有显著

的抑藻效果，同时对蓝藻抑藻效果明显，比如添加 5 d
后对鱼腥藻 A.cylindrica 的生长抑制率达到 87.11%，

短时间内可以达到对蓝藻的生长抑制。微囊藻、鱼腥

藻、水华束丝藻等蓝藻是我国最常见的淡水水华蓝藻，

也常产生藻毒素，毒害鱼虾，因此筛选出能够高效且

迅速地抑藻蓝藻的菌株，具有实际应用意义[19]。 

3  结论 

本研究从对虾养殖水体中共分离到 10 株细菌并

鉴定，分别为三株假单胞菌，一株气单胞菌，两株陶

厄式菌,芽孢杆菌、微杆菌、黄杆菌以及金黄杆菌各一

株。其中发现一株假单胞菌 P. putida AB-1 的抑藻率达

到 40.45%，另外一株 Thauera mechernichensis AB-3
菌抑藻效果很显著，该菌对水华束丝藻、铜绿微囊藻、

鱼腥藻等蓝藻都有较强的抑藻能力，尤其是对鱼腥藻

的抑制作用显著，培养 5 d 后的抑制率达到 87.11%。

之前也有相关研究报道在环境中筛选出对铜绿微囊藻

有显著抑藻效果的溶藻微生物液[20]，进行细菌测序，

结果显示占比较多的细菌属有陶厄氏菌属（Thauera）。
本研究从对虾养殖水体中筛选的陶厄氏菌 AB-3 对实

验的蓝藻都具有显著的抑藻效果，同时，该菌对绿藻

抑藻效果小或是没有抑制。AB-3 菌株对蓝藻、绿藻的
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特异性可以调节养殖水体后期的藻类优势种类，提升

藻类多样性，这在对虾养殖水体的水华防治中有极大

的应用前景[21]。 
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