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　　摘要：以蛭弧菌、光合细菌、乳酸链球菌、保加利亚乳杆菌、水产生物肠道有益菌作为１种微生物制剂，以泼洒的方
式应用于罗非鱼养殖水体中，探究其对水产养殖环境、养殖生物肠道菌群结构、罗非鱼生长的影响。结果表明：与对照

相比，革兰氏阴性、阳性菌群以及本土革兰氏阴性、阳性菌群数量均明显减少；与对照相比，试验组保加利亚乳杆菌、乳

酸链球菌、光合细菌、有益菌数量均增加，本土微生物留下的生态灶由有益菌填补，维持了菌群平衡。该微生物制剂具

有改善水体和生物肠道菌群结构以及促进养殖动物生长的作用。
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　　目前，人类对动物性蛋白质的需求量急剧增加，水产养殖
动物逐渐成为重要的动物蛋白来源［１］。为了预防水产养殖

疾病并促进养殖动物生长，滥用抗菌药物、杀虫剂、消毒剂的

现象越来越普遍［２］。为了促进水产养殖业的可持续发展，益

生菌在水生动物养殖中的应用越来越多［３－４］。益生菌是一种

对人体及动物有益的微生物膳食补充剂，能提高饲料的营养

价值、抑制病原微生物生长、促进动物生长、增强动物免疫

力［５］。Ｉｅｂｂａ等首次证实蛭弧菌是存在于人体中的一种有益
微生物［６］。在水产养殖领域，与抗生素灭菌方法相比，利用

蛭弧菌消除或者抑制致病菌更具有优越性［７］。乳酸菌、保加

利亚乳杆菌也是常见的被用于水产养殖的益生菌［８］。光合

细菌含有生物辅助因子，能提高鱼幼苗的存活率并促进鱼的

生长［９］。本研究提供了１种能改善水体、生物肠道菌落结构
菌剂的制备方法，并探讨其在罗非鱼养殖中的应用。该菌剂

包括蛭弧菌（Ｂｄｅｌｌｏｖｉｂｒｉｏ）菌液与有益菌菌液，其中有益菌菌
液由光合细菌、乳酸链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓ）、保加利亚乳
杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ）、水产生物肠道有益菌混合而
成，水产生物肠道有益菌３ｙ６２１是笔者所在实验室从罗非鱼
肠道中分离出的蛋白酶高产菌株［１０］。

１　材料与方法

１．１　材料
蛭弧菌ＢＤＦ０１由笔者所在实验室从海水中分离纯化而

来。红假单胞菌（Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）菌株编号１．２１９３，购
于中国科学院微生物研究所。乳酸链球菌菌株编号

ＧＩＭ１１５６、保加利亚乳杆菌菌株编号 ＧＩＭ１．８、嗜水气单胞菌

菌株编号ＧＩＭ１．１７２均购于广东省微生物研究所菌种保藏中
心。水产生物肠道有益菌３ｙ６２１是笔者所在实验室从罗非鱼
肠道中分离出的蛋白酶高产菌株。试验地点：广东省湛江市

某罗非鱼养殖场。

１．２　培养基
优化的 ＲＣＶＢＮ培养基：３．０ｇＣＨ３ＣＯＯＮａ、１．０ｇ

（ＮＨ４）２ＳＯ４、０．２ｇＭｇＳＯ４、１．０ｇＮａＣｌ、０．３ｇＫＨ２ＰＯ４、０．５ｇ
Ｋ２ＨＰＯ４、０．０５ｇＣａＣｌ２、０．１ｇ酵母膏、１ｍＬ微量元素溶液、
１０００ｍＬ蒸馏水。微量元素溶液组成为：２ｇＥＤＴＡ－２Ｎａ、
０．２ｇＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０．１ｇＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ、０．１ｇＨ３ＢＯ３、０．１ｇ
ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ、０．１ｇＺｎＣｌ２、０．０２ｇＮａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ、０．０２ｍｇ
ＮｉＣｌ２·６Ｈ２Ｏ、０．０１ｇＣｕＣｌ２·２Ｈ２Ｏ、１０００ｍＬ蒸馏水，ｐＨ值
７．０～７．２。ＤＮＢ液体培养基：营养肉汤０．８ｇ、酪蛋白酸水解
物０．５ｇ、酵母提取物０．１ｇ、ＮａＣｌ３０ｇ、１０００ｍＬ蒸馏水，ｐＨ
值７．２～７．６。ＬＢ液体培养基、营养肉汤（ＮＢ）、伊红美蓝琼
脂（ＥＭＢ）、甘露醇氯化钠琼脂培养基、ＭＲＳ肉汤、叠氮血琼脂
（ＡｚｉｄｅＢｌｏｏｄ）均购于广东环凯微生物科技有限公司。
１．３　方法
１．３．１　蛭弧菌菌液的制备　采用高密度蛭弧菌游泳体发酵
方法制备蛭弧菌菌液。制备的培养液于６０００ｒ／ｍｉｎ４℃离
心２０ｍｉｎ后取上清，再将上清液于 １６０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心
２０ｍｉｎ后弃上清，加入ＤＮＢ液体培养基重新悬浮蛭弧菌沉淀
物，蛭弧菌浓度为１×１０５ＰＦＵ／ｍＬ。
１．３．２　有益菌菌液的制备　将红假单胞菌按１ｇ／Ｌ接种到
优化的ＲＣＶＢＮ液体培养基中，于３０℃ ３０００ｌｘ下光照厌氧
培养４８ｈ后得到的菌液按体积比１０％接种到优化的ＲＣＶＢＮ
液体培养基中，以同样的条件光照厌氧培养 ４８ｈ，适当搅拌，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ得到菌体，往沉淀中加入无菌生理盐
水，调节其终浓度为１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ。分别挑取菌株３ｙ６２１、
乳酸链球菌、保加利亚乳杆菌单菌落接种到 ＮＢ液体培养基
中，３０℃１２０ｒ／ｍｉｎ培养过夜后按体积比１％接种到 ＮＢ液体
发酵培养基中，３０℃１２０ｒ／ｍｉｎ发酵１２～４８ｈ后５０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ获得菌体，往沉淀中加入无菌生理盐水，调节菌
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液浓度为１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ。将以上各有益菌等比混合，得到
益菌剂。将蛭弧菌浓缩液与有益菌按体积比 １∶２混合，用
磁力搅拌器搅拌均匀，得到菌剂。

１．３．３　罗非鱼养殖试验　将６个罗非鱼养殖池（０．５ｍ×
０．５ｍ×０．５ｍ）分为试验组、对照组，每组３个，在每个池中
注入１００Ｌ淡水，投放３０尾罗非鱼（平均体长２．３６ｃｍ，均重
０．５８ｇ），水温２５℃，在试验组各池中均匀泼洒按“１．３．２”的
方法制得的菌剂，每２周泼洒１次。检测养殖水体与罗非鱼
肠道的革兰氏阴性菌群、阳性菌群、有益菌的浓度，试验组与

对照组每１０ｄ随机抽取５０尾罗非鱼测量其体重与体长。水
池中菌群浓度检测方法为：施用有益菌后立即检测水体中菌

群浓度，第１次记为０ｄ，往后每１４ｄ检测１次，共检测５次，
采用涂布选择培养基平板法。罗非鱼肠道微生物菌群浓度检

测方法为：施用菌剂后第６０天，取罗非鱼肠道中食糜 ０．２ｇ
置于无菌离心管中，加入１．８ｍＬ０．８５％无菌生理盐水，制成
原液，然后依次１０倍稀释涂布选择培养基平板，使用ＭＰＮ法
进行检测。采用伊红美蓝琼脂培养基检测革兰氏阴性菌数

量，采用甘露醇氯化钠琼脂培养基检测革兰氏阴性菌数量，采

用ＲＣＶＢＮ琼脂培养基检测光合菌数量，采用 ＭＲＳ琼脂培养

基检测保加利亚乳杆菌数量，采用叠氮血琼脂培养基检测乳

链球菌数量。采用特异性荧光定量 ＰＣＲ方法检测有益菌
３ｙ６２１数量，上、下游引物分别为：５′－ＡＧＧＡＴＧＡＡＧＡＡＧＴＣ
ＣＴＧＴ－３′和 ５′－ＴＧＡＴＴＴＡＡＴＴＧＣＴＣＧＴＡＴＡＴＴＴＡＣＣＣＡＧＴ－
３′，反应程序采用三步法。养殖水体与肠道中土生菌群数量
的计算方法如下：本土革兰氏阴性菌群数量＝ＥＭＢ琼脂检测
到的细菌数量；本土革兰氏阳性菌群数量 ＝甘露醇氯化钠琼
脂检测到的细菌数量 －保加利亚乳杆菌数量 －乳链球菌数
量－有益菌３ｙ６２１的数量。
１．４　数据分析

采用Ｅｘｃｅｌ软件分析数据。

２　结果与分析

２．１　菌剂对罗非鱼养殖水体微生物菌群结构的影响
由表１可知，与对照相比，革兰氏阴性、阳性菌群以及本

土革兰氏阴性、阳性菌群数量均明显减少。由表２可以看出，
与对照相比，试验组保加利亚乳杆菌、乳酸链球菌、光合细菌、

有益菌数量均增加，本土微生物留下的生态灶由有益菌填补，

维持了菌群平衡。

表１　罗非鱼养殖水体中本土微生物菌群数量

养殖时间

（ｄ）
革兰氏阴性菌群（ＣＦＵ／ｍＬ） 革兰氏阳性菌群（ＣＦＵ／ｍＬ） 本土革兰氏阴性菌群（ＣＦＵ／ｍＬ）本土革兰氏阳性菌群（ＣＦＵ／ｍＬ）
试验组 对照组 试验组 对照组 试验组 对照组 试验组 对照组

０ ６．５×１０４ ７．３×１０４ ８．８×１０３ ９．７×１０３ ６．５×１０４ ７．３×１０４ ７．７×１０３ ８．８×１０３

１４ ３．０×１０３ ９．７×１０４ ９．５×１０３ ５．６×１０３ ３．０×１０３ ９．７×１０４ ８．４×１０２ ４．３×１０３

２８ １．０×１０３ ２．３×１０４ ８．０×１０３ ４．４×１０３ １．０×１０３ ２．３×１０４ ９．６×１０２ ３．６×１０３

４２ ５．０×１０３ ５．０×１０４ ６．１×１０３ ４．８×１０３ ５．０×１０３ ５．０×１０４ ５．１×１０２ ４．１×１０３

５６ ２．０×１０３ ３．９×１０４ ８．４×１０３ ２．６×１０３ ２．０×１０３ ３．９×１０４ １．０×１０３ １．３×１０３

表２　罗非鱼养殖水体中有益微生物菌菌群数量

养殖时间

（ｄ）
保加利亚乳杆菌（ＣＦＵ／ｍＬ） 乳酸链球菌（ＣＦＵ／ｍＬ） 光合细菌（ＣＦＵ／ｍＬ） ３ｙ６２１（ＣＦＵ／ｍＬ）
试验组 对照组 试验组 对照组 试验组 对照组 试验组 对照组

０ １．３×１０２ １．９×１０２ ５．０×１０２ １．５×１０２ ３．７×１０２ ５．５×１０２ ９６ ４２
１４ ４．４×１０２ ５０ ４．８×１０３ ２．４×１０２ ３．０×１０３ ４．９×１０２ ４．２×１０２ ８３
２８ ５．４×１０２ ６６ ２．０×１０３ ３．８×１０２ ２．２×１０３ ２．９×１０２ ２．３×１０３ ７７
４２ ３．９×１０２ ９５ １．５×１０３ ３．４×１０２ ２．４×１０３ ２．７×１０２ １．３×１０３ ６９
５６ ８．３×１０２ １．０×１０２ ９．７×１０２ ３．０×１０２ ２．６×１０３ ８．８×１０２ ３．０×１０３ ３８

２．２　菌剂对罗非鱼肠道微生物菌群结构的影响
由表３可以看出，罗非鱼肠道中的本土革兰氏阴性菌、阳

性菌数量明显低于对照组。由表４可以看出，与对照相比，罗

非鱼肠道中的有益菌数量明显增加，填补了本土菌群的空缺，

形成了更合理的微生态系统。

表３　罗非鱼肠道中本土微生物菌群数量

养殖时间

（ｄ）
革兰氏阴性菌群（ＣＦＵ／ｍＬ） 革兰氏阳性菌群（ＣＦＵ／ｍＬ） 本土革兰氏阴性菌群（ＣＦＵ／ｍＬ）本土革兰氏阳性菌群（ＣＦＵ／ｍＬ）
试验组 对照组 试验组 对照组 试验组 对照组 试验组 对照组

６０ ３．０×１０３ ２．７×１０４ ３．７×１０３ ５．６×１０３ ３．０×１０３ ２．７×１０４ ２．５×１０２ ５．２×１０３

表４　罗非鱼肠道中有益微生物菌群数量

养殖时间

（ｄ）
保加利亚乳杆菌（ＣＦＵ／ｍＬ） 乳酸链球菌（ＣＦＵ／ｍＬ） 光合细菌（ＣＦＵ／ｍＬ） ３ｙ６２１（ＣＦＵ／ｍＬ）
试验组 对照组 试验组 对照组 试验组 对照组 试验组 对照组

６０ ４．５×１０２ １６ ５．４×１０２ ７８ ６．６×１０２ ２ １．８×１０３ ２．１×１０２

２．３　菌剂对罗非鱼体重、体长的影响
由图１可知，试验开始后２５ｄ内，对照组与试验组罗非

鱼体重无明显差异，２５ｄ后试验组罗非鱼体重均明显高于对

照组。由图２可以看出，试验组罗非鱼体长均长于对照组，
６０ｄ后，试验组罗非鱼比对照组体重多 １５．１６％，体长多
１１．１９％。
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３　结论与讨论

自益生菌首次在水产养殖中使用以来，已经被证实其具

有控制养殖水体中病原体、提高水生动物存活率的作用，但很

少有关于益生菌调节水生动物肠道菌群的研究［１１－１６］。本研

究首次将有益菌应用于罗非鱼的养殖水体，从而达到同时控

制养殖水体、生物肠道内潜在致病菌的目的。本研究使用的

有益菌剂由蛭弧菌菌液及有益菌菌液组成，蛭弧菌消除致病

菌后留下的生态灶由有益菌来填补。本研究表明，与对照相

比，革兰氏阴性、阳性菌群以及本土革兰氏阴性、阳性菌群数

量均减少；与对照相比，试验组保加利亚乳杆菌、乳酸链球菌、

光合细菌、有益菌数量均增加，本土微生物留下的生态灶由有

益菌填补，维持了菌群平衡。蛭弧菌具有裂解致病菌的特殊

功效，可以用作生物净化因子［１７］。蔡俊鹏等认为，蛭弧菌作

为生物消除剂对弧菌有裂解消除能力［１８］。因此，利用蛭弧菌

去除养殖环境及肠道中的病原体逐渐成为一种相对于施用抗

生素而言更好、更有效的办法［１９－２０］。本研究所使用的有益菌

液由光合细菌、保加利亚乳杆菌、乳酸链球菌、肠道有益菌

３ｙ６２１混合而成，每种有益菌在调节养殖水体与肠道微生态
平衡方面各自发挥着独特的功效。其中，光合细菌产生的抗

病毒物质与乳酸链球菌产生的嗜酸菌素对病原微生物有抑制

作用［２１］。保加利亚乳杆菌以某种免疫调节因子刺激肠道局

部型免疫反应，以提高机体抗体水平，增强其免疫力。有学者

认为，分离自动物肠道的特有的益生菌更易定植于养殖动物

的肠道，这可能是因为它们更容易适应肠道内特殊的环境。

研究显示，高浓度的某些益生菌对养殖动物会产生毒害作

用［２２］，今后有必要进一步探讨不同浓度益生菌对养殖动物生

长的影响。此外，益生菌不同施用方式是否也会影响益生菌

的功效，应进一步深入研究。
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