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摘要! 以稚参期仿刺参为研究对象!探讨了分离自仿刺参肠道的潜在益生菌在稚参养殖中

的应用效果# 采用 &#1O@,-序列分析法将 ! 株潜在益生菌分别鉴定为 O*247795KQ8$b14E

&%"O*247795KQ8$b14E$%和 >6$1#.2.2295KQ8$b14E!%# 分别以 &%

!

"&%

=或 &%

?

4/*AF.的

b14E&"b14E$"b14E! 或灿烂弧菌浸浴稚参以检验潜在益生菌对稚参期仿刺参的安全性!

? T后各潜在益生菌浸浴组的稚参成活率均高于同浓度的灿烂弧菌处理组&b14E& 和 b14E!

在实验浓度下对稚参成活率无显著影响 $%S%8%= %!可作为稚参的潜在益生菌&而

&%

?

4/*AF.b14E$ 浸浴组稚参的成活率显著低于对照组$%R%8%=%!因此 b14E$ 不适合

作为稚参的潜在益生菌# 将潜在益生菌 b14E& 和 b14E! 以 &%

>

4/*A] 的比例与鼠尾藻粉

混合后饲养稚参 $% T!潜在益生菌处理组的稚参成活率"特定生长率和变色率均高于对照

组!其中 b14E& 处理组稚参的成活率和变色率显著提高$%R%8%=%!b14E! 处理组稚参的

成活率和特定生长率显著提高$%R%8%=%&与对照组相比!潜在益生菌 b14E& 和 b14E! 均

有效增加了稚参的总菌数$%R%8%=%!b14E& 还有效降低了稚参的弧菌数$%R%8%=%&潜在

益生菌 b14E& 和 b14E! 均可显著提高稚参体组织中的酚氧化酶和溶菌酶活力$%R%8%=%!

b14E& 亦显著提高了其酸性磷酸酶和超氧化物歧化酶活力$%R%8%=%&b14E& 和 b14E! 处

理组稚参的抗灿烂弧菌感染能力均高于对照组!其中 b14E! 显著降低了灿烂弧菌攻毒后稚

参的死亡率$%R%8%=%# 综上所述!潜在益生菌 b14E& 和 b14E! 对稚参期刺参安全无毒!

能够促进稚参的健康生长并提高其抗病能力!因而b14E& 和b14E! 均可作为益生菌应用于

稚参养殖中#

关键词! 稚参& 肠道益生菌& 生长& 免疫

中图分类号! 1>#!'''''''文献标识码'-

''仿刺参 "G=.5$423.=95K*=.64295#俗称 %刺

参&!是我国 $% 多种可食用海参中营养和药用

价值最高的品种* 近年来!随着刺参需求的急

剧增加和野生刺参资源的日益减少!刺参养殖

业迅速兴起!我国北方沿海形成了继海带+对

虾+扇贝+海水鱼养殖之后的第五次海水养殖浪

潮!产生了巨大的经济效益(&)

* 人工育苗技术

的完善对刺参养殖业的发展具有重大的意义!

而变态附着后稚参的大量死亡仍是制约刺参苗

种生产数量的瓶颈!尤其是 = FF以内的稚参!

附着后一个月内的成活率仅为 !%i左右($ <!)

*

研究表明!造成稚参大规模死亡的主要原因是

以弧菌"Q4D#4. KQQ8#为主要病原菌的多种病原

感染引起的疾病!其中以细菌性溃烂病和化板

症最为严重!均可在短期内导致全池稚参覆

灭(" <#)

* 传统的疾病防治方法以使用抗生素为

主!容易产生抗药性病原菌!此抗性还可通过质

粒和噬菌体对现有基因的改变或者细胞间遗传

物质的传递转移给对人类健康有害的菌株(? <C)

*

益生菌作为一种高效和安全的替代途径受到研

究和产业界越来越多的关注(> <&")

*

e6aGKG

(&=)首次将益生菌应用到水产养殖中!
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此后这种绿色的添加剂迅速发展* 大量的研究报

道和生产实践证实!益生菌的确为水产养殖中传统

化学药物的良好替代选择(>!&&!&"!&# <&?)

* 本研究对

分离自刺参肠道的潜在益生菌进行了菌种鉴定和

毒性检验!并研究了其对稚参生长和免疫的影响!

以期为利用益生菌防治稚参弧菌性疾病提供有价

值的益生菌株*

&'材料与方法

&'&(潜在益生菌的鉴定

实验菌株由中国水产科学研究院黄海水产研

究所海水鱼类养殖与设施渔业研究室分离提供!本

实验室鉴定保存* ! 株潜在益生菌均分离自健康

仿刺参肠道!在平板抑菌实验中产生明显的抑菌

圈* 采用 &#1O@,-序列分析法对 ! 株潜在益生

菌进行鉴定!并将其基因序列提交至 b;:dG:f 核

苷酸序列数据库* 将菌株的 &#1O@,-基因序列

与从b;:dG:f 数据库中获得的菌株 &#1O@,-基

因序列用 479KWG7Y"&8C#软件进行多序列比对

"F97WHQ7;G7H]:F;:WK#!并用系统发生分析软件包

X3b-"8% 进行统计和聚类分析* 用eHF9OG双参

数模型计算各序列分化距离!邻接法" :;H]JP6O

g6H:H:] F;WJ6TK#获得分支系统树并通过自检分析

" P66KWOGQ# 进行置信度检测!自检数据集为

& %%%次*

&')(潜在益生菌的毒性检验

选取变色完全的健康稚参"均重 %8%= ]!体

长 & _&8= IF#暂养在 !> 个盛有 = .自然海水的

玻璃缸内!每个缸内放 $% 头稚参!投喂鼠尾藻粉

暂养 ? T* 暂养结束后将 !> 个玻璃缸随机分成

&! 组!其中 &$ 个组分别加入不同浓度"&%

!

+&%

=或

&%

?

4/*AF.#的潜在益生菌b14E&+b14E$+b14E

! 或灿烂弧菌"Q4D#4. 5=716C4C95#!另外 & 组作空

白对照!每组 ! 个重复* 每天换水 & 次!换水后添

加新鲜的细菌悬液!浸浴 ? T 后分别统计各组稚

参的成活率* 实验用鼠尾藻粉由育苗场自制提

供!采集自然海域的鼠尾藻!洗净烘干后粉碎!过

&%% 目筛备用*

&'!(潜在益生菌对稚参生长"免疫及抗病力的

影响

以变态附着后尚未变色稚参"均重 %8%& ]!

体长 & _$ FF!俗称%小白点&#为研究对象!将筛

选出的安全潜在益生菌株分别与鼠尾藻粉混合后

投喂稚参!研究潜在益生菌在生产条件下对稚参

生长+变色+肠道菌群+疾病抵抗力以及免疫酶指

标的影响*

实验饲料的制备''以添加 %8&i ,G47的

D1d"DOMQWHI16M dO6WJ#为培养基!摇床"$%% OA

FH:!$C `#过夜培养潜在益生菌!&% %%% OAFH:

离心 &% FH:!%8C=i生理盐水洗两次!制成较高浓

度的菌悬液"$%i甘油生理盐水#保存待用* 稀

释平板法计数待用菌液浓度*

天然鼠尾藻粉为附着稚参的开口饵料!投喂

前 & J 用 &%% 目网袋搓洗藻粉!然后将细菌菌悬

液与藻粉溶液以 &%

>

4/*A]比例混合投喂并充气

搅拌*

实验设计''实验设置安全潜在益生菌处理

组和对照处理组!每个处理 # 个重复!每个重复

& %%%头稚参* 装有 &%% .自然海水的塑料桶"圆

柱形!底面直径 #% IF!高 #% IF#内放置 "% IFc

!% IF的洁净波纹板 " 块* 实验水温 $% _$! `!

Q2$?8> _C8"!充气* 每天早 ?$%%+晚 &>$%% 换水

两次!换水后停气投喂!日投喂量为体重的 &%i!

投喂 & J后再继续充气* 每隔 $ 天清底一次*

样品采集''经过 $% T 投喂!=%i左右稚参

变色完全时进行样品采集!取样前 $" J 停止投喂

并清理残饵!肉眼透过稚参透明的体表判断稚参

肠道内容物是否排空* 记录每组存活稚参的总数

"I

&

#+体重",

$

#和变色稚参数目"I

$

#!实验中以

稚参由白色完全变成褐色为变色完全* 每组取

&% 头稚参用于细菌学分析!$% 头稚参用于相关免

疫酶指标的测定!剩余稚参每个桶各取 "% 头用于

攻毒实验*

成活率"i# m"& %%% <I

&

#L& %%% c&%%

变色率"i# mI

$

LI

&

c&%%

特定生长率"1b+!i!T# m".: ,

$

<.: ,

%

#

c&%%L$

式中!,

$

$终末体重',

%

$初始体重'$$养殖实验进

行的天数

攻毒实验''攻毒使用灿烂弧菌!由中国水

产科学研究院黄海研究所海水鱼类养殖与设施

渔业研究室惠赠!为仿刺参%腐皮综合征&的主

要致病菌(&C)

* 通过浸浴感染预实验确定灿烂弧

菌对稚参的半致死浓度为 $8$= c&%

?

4/*AF.*

从每个实验桶内取 "% 头稚参分别放养于装

有 & .海水的容器内并准确标号!然后加入高浓

#((
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度菌悬液至水体中灿烂弧菌的浓度为 $8$= c&%

?

4/*AF.* 浸泡 &$ J 后换水!保持充气!? T 后统

计稚参的成活率!以此评估潜在益生菌对稚参抗

灿烂弧菌感染的影响*

稚参细菌学分析''每组取 = 头稚参样品!

无菌生理盐水冲洗稚参体表!然后将稚参放入灭

菌的玻璃匀浆器中!加 & F.无菌生理盐水研磨

破碎!按系列 &% 倍稀释破碎液!每个稀释梯度分

别取 $%%

!

.涂布 D4d1和 $$&#3培养基计弧菌

数和总菌数!每个稀释梯度做 ! 个重复*

免疫酶指标的测定''随机取 = 头刺参!称

重!按重量体积比 &n> 加生理盐水!54&!% 超声波

破碎仪"16:HIK!美国#破碎"$$ f2a!&= _$% K#!

! %%% OAFH:离心 &% FH:!取上清液用于酚氧化酶

"B)#+溶菌酶".1[#+酸性磷酸酶"-4B#和超氧

化物歧化酶"1)@#活力的测定*

各项免疫酶测定方法的具体描述''B)的

测定参考 2;O:v:T;aE.sQ;a等(&>) 的方法!取 =%

!

.的组织破碎液上清液与等体积的%8& F]AF.

胰蛋白酶<4-4缓冲液"4-4缓冲液$&% FF67A

.二甲胂酸钠!&% FF67A.4G47

$

!Q2?8%#加入 >#

孔板中!混匀!室温孵育 &% FH:!然后加入 =%

!

.

.E!!"E二羟基苯丙氨酸溶液"! F]AF.4-4缓冲

液#!混匀!室温孵育 &% FH: 后!立刻放入全波长

酶标仪"X97WHKfG: 1Q;IWO9F!美国#中!在 ">$ :F

下测定酶活动力学!以实验条件下每毫克组织蛋

白每分钟)@

">$ :F

增加 %8%%& 定义为一个酶活力

单位* 参照377HK

($%)和-:T;OK6:等($&)的方法测定

.1[活力!取 %8= F.组织破碎上清液与 &8= F.

微球菌粉"南京建成生物研究所#悬浮液"溶解在

%8& F67A.Bd1缓冲液中!浓度为 %8$ F]AF.!

Q2#8C#混合!$= `水浴 C FH:!紫外可见分光光

度计"*5E$"%& B4!日本#%8= IF光径比色杯 ="%

:F下测定酶活力动力学!以实验条件下每毫克组

织蛋白每分钟 )@

="% :F

减少 %8%%& 定义为一个酶

活力单位* -4B和 1)@活力均使用南京建成试

剂盒测定!-4B以每克组织蛋白在!? `与基质作

用 !% FH: 产生 & F] 酚为 & 个活力单位 "*A]

QO6W#!1)@以每毫克组织蛋白在 & F.反应液中

1)@抑制率达 =%i时所对应的1)@量为 & 个活

力单位"*AF] QO6W#* 参照 dOGTN6OT

($$)方法测定

样品蛋白含量!以小牛血清蛋白为标准蛋白!建立

标准曲线!以考马斯亮蓝为显色剂!于 ># 孔酶标

板中反应 &% FH:!用酶标仪测量各反应体系中的

)@

=>= :F

值*

&'+(数据统计

实验数据采用1B11&!8% 进行单因素方差分

析* 在数据分析前!百分率数据先进行反正弦转

换!总菌数和弧菌数进行以 &% 为底的对数转化*

当差异显著"%R%8%=#或极显著"%R%8%&#时!

用D9f;M检验法进行均值间的多重比较*

$'结果

)'&(潜在益生菌的鉴定

&#1O@,-序列分析法鉴定了 ! 株潜在益生

菌!菌株 b14E& 的 &#1O@,-基因序列全长为

& =&" PQ!与芽孢杆菌属"O*247795KQ8#&#1O@,-

序列同源性较高" S>>i#!基因序列登录号码为

bU&""?%!'菌株b14E$ 的 &#1O@,-基因序列全

长为 & =&= PQ!其中有 &> 个碱基与 b14E& 不同!

亦属于芽孢杆菌属"O*247795KQ8#!基因序列登录

号码为bU&""?%='b14E! 的 &#1O@,-基因序列

全长为 & =$" PQ!与肠球菌属">6$1#.2.2295KQ8#

&#1O@,-序列同源性较高" S>>i#!基因序列

登录号码为 bU&""?%"* 将 ! 株潜在益生菌的基

因与从b;:;dG:f中选取的已报道的同源性较高

的 &#1O@,-序列进行系统发育分析!建立系统

发育树"图 &#*

)')(潜在益生菌株的毒检验

用不同浓度的潜在益生菌浸浴稚参!各处理

组的稚参成活率均高于等浓度的灿烂弧菌浸浴

组* 其中 b14E& 和 b14E! 浸浴组的稚参存活率

与空白对照组差异不显著"%S%8%=#!但 b14E$

浸浴组的稚参成活率随着浸浴浓度的升高逐步

降低!&%

?

4/*AF.b14E$ 处理组的稚参成活率

显著低于空白对照组"%R%8%=#* 灿烂弧菌浸

浴组的成活率低于等浓度其他处理组!且随着

浸浴浓度的升高显著降低"%R%8%=#"图 $#*

)'!(潜在益生菌对稚参生长"免疫及抗病力的影响

成活率$特定生长率和变色率''将安全的

潜在益生菌与鼠尾藻粉混合后投喂稚参!两株潜

在益生菌均可显著提高稚参的成活率"%R%8%=#

并增加稚参的特定生长率及变色率!其中 b14E!

处理组的稚参特定生长率显著升高"%R%8%=#!

b14E& 处理组的稚参变色率显著提高"%R%8%=#

"表 &#*

(((
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图 &(基于 &QT<#$%序列的系统发育树$括号内为序列登录号%

G8E'&(-ACD9E010@8"@<006370?91&QT<86979;3D#$%70>:01"07$3""0771:;60<781B3<01@A0707%

图 )(潜在益生菌株对稚参存活率的影响

图中数据表示为平均值p标准差"6 m!#!具有不同上标字母

的处理之间差异不显著"%R%8%=#*

G8E')(J==0"@79=B9@01@83DB<9689@8"731?J&'>*(.:):1'

91@A07:<M8M3D<3@09=I:M018D0<&6+>/.)21'

5G79;KGO;;VQO;KK;T GKF;G:K

(

Rp 1@8" 6 m!#! \G79;K:6W

KJGOH:] G I6FF6: 7;WW;O P;Wh;;: I679F: \G79;K THNN;O

KH]:HNHIG:W7M"%R%8%=#8

''灿烂弧菌攻毒后成活率''以 $8$= c&%

?

4/*AF.的灿烂弧菌浸泡稚参 ? T!与对照组"成

活率为 !=i#相比!潜在益生菌 b14E! 处理"成

活率为 #&8?i#显著提高了稚参感染灿烂弧菌后

的成活率 "%R%8%=#!b14E& 处理 "成活率为

!#8?i#对稚参抵抗灿烂弧菌的能力无显著影响

"%S%8%=#"图 !#*

潜在益生菌对稚参总菌数和弧菌数的影响'

实验稚参整体的细菌学分析表明!两株潜在益生

菌均显著地影响了稚参菌群数目"表 $#* b14E&

处理组的稚参总菌数显著增多!同时弧菌数显著

降低"%R%8%=#!b14E! 处理组仅总菌数显著增

多"%R%8%=#!弧菌数无明显变化"%S%8%=#*

表 &(潜在益生菌/T.H& 和/T.H! 对稚参

生长指标的影响

536'&(J==0"@79=B9@01@83DB<9689@8"791E<9O@A

B0<=9<;31"09=@A0I:M018D0<&6+>/.)21'

处理

WO;GWF;:WK

成活率

"i#

K9O\H\G7OGW;

特定生长率

"iAT#

KQ;IHNHI]O6hWJ OGW;

变色率

"i#

THKI676OGWH6: OGW;

b14E&

=$8=C p$8""

G

"8!% p%8$>

GP

=&8%C p$8#&

G

b14E!

=%8?= p&8!$

G

"8?> p%8"$

G

">8$$ p$8"%

GP

对照

I6:WO67

"?8>" p&8%=

P

"8%> p%8$"

P

"#8%& p&8C%

P

-,)5-

'% %8%&! %8%!C %8%">

'/ ?8"%? "8C$C $8?&%

注$表中数据表示为平均值 p标准差" 6 m##'同一列中具有不

同字母上标的数值之间差异显著"%R%8%=#*

,6W;K$5G79;KGO;QO;K;:W;T GKF;G:Kp18@8" 6 m##!\G79;K:6W

KJGOH:] GI6FF6: K9Q;OKIOHQW7;WW;OP;Wh;;: I679F: \G79;KN6O;GIJ

H:T;V;KTHNN;OKH]:HNHIG:W7M"%R%8%=#8

''潜在益生菌对稚参免疫酶指标的影响''如

表 ! 所示!两株潜在益生菌均对稚参的免疫酶指

标有促进作用* 与对照组相比!芽孢杆菌 b14E&

极显著地提高了稚参组织的酚氧化酶+溶菌酶+酸

性磷酸酶和超氧化物歧化酶活力"%R%8%&#'

b14E! 处理组稚参体组织中的酚氧化酶和溶菌酶

)((
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活力显著高于对照组"%R%8%=#!低于 b14E& 处

理组但无显著性差异"%S%8%=#'b14E!处理组的

图 !(潜在益生菌对稚参抗灿烂弧菌浸泡感染的影响

图中数据表示为平均值p标准差"6 m##!具有不同上标字母

的处理之间差异不显著"%R%8%=#*

G8E'!(J==0"@79=B9@01@83DB<9689@8"7/T.H& 31?

/T.H! 91@A0<0787@31"09=@A0I:M018D0

<&6+>/.)21'@9 J&'>*(.:):1'

5G79;KGO;;VQO;KK;T GKF;G:Kp1@"6 m##!\G79;K:6WKJGOH:]

GI6FF6: 7;WW;OP;Wh;;: I679F: \G79;KTHNN;OKH]:HNHIG:W7M"%R

%8%=#8

酸性磷酸酶和超氧化物歧化酶活力显著低于

b14E& 处理组"%R%8%=#!但与对照组差异不显

著"%S%8%=#*

表 )(潜在益生菌/T.H& 和/T.H! 对稚参

总菌数和弧菌数的影响

536')(J==0"@79=B9@01@83DB<9689@8"7/T.H& 31?

/T.H! 91@A0@9@3D63"@0<83 31?@A0J)4#)/

7BB'9=@A0I:M018D0<&6+>/.)21'

处理

WO;GWF;:WK

总菌数.6]&%

"4/*AK;GI9I9FP;O#

W6WG7PGIW;OHGI69:WK

弧菌数.6]&%

"4/*AK;GI9I9FP;O#

Q4D#4. KQQ8I69:WK

b14E&

#8!$ p%8$C

G

$8=# p%8$"

P

b14E!

#8== p%8&!

G

!8C$ p%8$&

G

对照 I6:WO67

#8$% p%8#=

P

!8$> p%8?>

G

-,)5-

'% %8%%% %8%%%

'/ #C8$%& !C8$C"

注$表中数据表示为平均值p标准差"6 m##'同一列中具有不同

字母上标的数值之间差异显著"%R%8%=#*

,6W;K$5G79;KGO;QO;K;:W;T GKF;G:K

(

Rp1@"6 m##!\G79;K:6W

KJGOH:] GI6FF6: K9Q;OKIOHQW7;WW;OP;Wh;;: I679F: \G79;KN6O;GIJ

H:T;V;KTHNN;OKH]:HNHIG:W7M"%R%8%=#8

表 !(潜在益生菌/T.H& 和/T.H! 对稚参免疫酶指标的影响

536'!(J==0"@79=B9@01@83DB<9689@8"7/T.H& 31?/T.H! 91@A08;;:1081?8"079=@A0I:M018D0<&6+>/.)21'

处理

WO;GWF;:WK

酚氧化酶

"*AF] QO6W#B)

溶菌酶

"*AF] QO6W#.1[

酸性磷酸酶

"*A] QO6W#-4B

超氧化物歧化酶

"*AF] QO6W#1)@

b14E&

&>8"% p&8$>

G

!8?> p%8$?

G

!$?8$& p&&8C"

G

&C&8&& p&=8C"

G

b14E!

&#8?? p%8?>

G

!8&C p%8&#

G

$$&8=C p!8C=

P

&!$8$! p&%8>>

P

对照 I6:WO67

&$8C& p$8&&

P

$8&$ p%8$"

P

$!$8"$ p"8?"

P

&!&8!? p&!8!?

P

-,)5-

'% %8%%& %8%%% %8%%% %8%%&

'/ &>8=># &C8%"> $$C8!&= &?8#?"

注$表中数据表示为平均值p标准差"6 m##'同一列中具有不同字母上标的数值之间差异显著"%R%8%=#*

,6W;K$5G79;KGO;QO;K;:W;T GKF;G:Kp1@" 6 m##!\G79;K:6WKJGOH:] GI6FF6: K9Q;OKIOHQW7;WW;OP;Wh;;: I679F: \G79;KN6O;GIJ H:T;V;K

THNN;OKH]:HNHIG:W7M"%R%8%=#8

!'讨论

益生菌作为抗生素的有效替代品!在农业和

医药行业的应用早已十分普遍!其作用机理也得

到了详细的解释($!)

* 起初水产用益生菌主要来

源于陆生动物益生菌制剂(>)

!然而 5;OKIJ9;O;

等(&%)和 ,H:Gh;等($")学者认为从水产动物环境

中分离的益生菌应用在水产养殖中效果会更佳!

大量的研究也证实了鱼虾贝类专用益生菌的益生

效果(&# <&?)

* 本实验 ! 株潜在益生菌均分离自健

康仿刺参肠道!有利于潜在益生菌在肠道内的黏

附或定植!从而为仿刺参专用益生菌的开发提供

科学依据*

体外抑菌效果实验筛选出的拮抗菌对养殖动

物是否安全!是判断该菌株是否可以应用的主要

依据!小规模浸浴实验是评价潜在益生菌株对养

殖动物幼体安全性的良好途径(&%)

* 本实验条件

下潜在益生菌浸浴组的成活率均高于灿烂弧菌对

照组!但随着水体中细菌浓度的升高!&%

?

4/*A

F.b14E$ 处理组的成活率显著低于空白对照

组!说明芽孢杆菌 b14E$ 对稚参有一定的毒性*

目前水产养殖中使用的芽孢杆菌大部分直接来源

于陆源益生菌且未经过安全性检验!鉴于同一细

菌对不同生物的安全性差异!加强水产用益生菌

的安全性检验是十分必要的* 本实验中芽孢杆菌

b14E& 和肠球菌 b14E! 处理组与空白对照组的

*((
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成活率处于同一水平!&%

=

4/*AF.和 &%

?

4/*A

F.浸浴组的成活率显著高于灿烂弧菌对照组!

可被视为稚参的安全菌株* 对稚参有毒性的芽孢

杆菌b14E$ 其致病机理有待于进一步研究*

芽孢杆菌作为一种常用益生菌!在水产动物

中的应用已经得到广泛的研究(C!$=)

!并且由于其

耐高温+耐盐碱+耐挤压等特性!其商品制剂的开

发应用十分普遍* @;IGFQ等(&")报道了商品芽孢

杆菌混合物在亚洲和拉丁美洲对虾"斑节对虾和

凡纳滨对虾#育苗生产中替代抗菌药物的优良效

果* 芽孢杆菌虽然不属于海洋环境中的常量菌

群!但已经从甲壳动物和海水鱼肠道以及贝类分

离获得($#)

* 大量的研究结果表明芽孢杆菌在水

产养殖中的使用可以增加养殖水体和养殖动物肠

道中芽孢杆菌的比例!通过营养和空间的竞争或

者抗生素的产生抑制其它细菌尤其是有害菌的生

长!从而提高养殖动物的成活率(C!&%!$# <$C)

* 本实

验中由于稚参个体较小!无法解剖获取其肠道!故

以稚参整体作为细菌学分析对象!结果表明芽孢

杆菌b14E& 使稚参总菌数显著增加!弧菌数显著

降低!而且稚参的成活率也显著提高* 虽然

+;:]QHQGW等($>)和 b977HG: 等($#)均认为芽孢杆菌

可以促进养殖对虾的生长!但实验条件下芽孢杆

菌b14E& 并未明显促进稚参的生长!可能与芽孢

杆菌的投喂方式或稚参的养殖条件有关* 变色是

稚参发育的重要事件! 受光照及饵料等影

响(!% <!&)

!变色后的稚参不仅生长迅速而且死亡率

低!芽孢杆菌b14E& 显著增加了实验稚参的变色

率!进一步体现了其益生效果* +;:]QHQGW等(!$)

认为芽孢杆菌可以激活对虾的免疫反应并提高其

对特定病原菌的抵抗力!本实验条件下芽孢杆菌

b14E& 极显著地提高了稚参组织中酚氧化酶+溶

菌酶+酸性磷酸酶和超氧化物歧化酶活力!但对稚

参抵抗灿烂弧菌感染的能力并未显著提高!具体

原因有待于进一步研究*

肠球菌是一类常见的乳酸菌!其中的一些无

病原性的细菌如屎肠球菌!可以分泌乳酸和抗菌

素!因此具有激活动物免疫系统和加强动物抵抗

肠胃疾病的能力!在猪和家禽的养殖中应用广

泛(!! <!")

* 部分陆源肠球菌在水产动物中的应用

效果已经得到研究(!= <!#)

!4GFQ6K等(!?)和 1hGH:

等(!C)亦从水产动物体内分离得到肠球菌并证明

其益生效果显著* 本实验中源于仿刺参肠道的肠

球菌b14E! 显著增加了稚参的特定生长率!激活

了体组织中的酚氧化酶和溶菌酶活性!这与屎肠

球菌 [(" 在罗非鱼中的应用效果相似!^G:]

等(!#)将分离自小猪肠道的屎肠球菌 [(" 每 " 天

以 &%

?

4/*AF.添加至罗非鱼养殖水体内!养殖

"% T后发现屎肠球菌[(" 改善了罗非鱼的生长性

能并提高了其免疫反应* d6]9W等(!=)将屎肠球菌

X?" 添加至饲料饲养鲤鱼 # 周!不仅其特定生长

率和日增重率显著提高!而且肠道内粪肠球菌+金

黄色葡萄球菌和大肠球菌等有害菌的数目显著降

低* 本实验条件下肠球菌 b14E! 显著增加了稚

参总菌数目!弧菌比例相对减少!据此推测肠球菌

可以抑制病原菌的生长并可能具有在水产动物体

内定植的能力* 肠球菌 b14E! 亦显著提高了稚

参抵御灿烂弧菌感染的能力!4JG:] 等(!>)发现婴

儿消化道内分离得到的屎肠球菌 1/#C 亦可提高

欧洲鳗鲡抵御爱德华氏菌">CS*#C54177* $*#C*#的

能力* 已有研究表明肠球菌是鱼类肠道的正常菌

群("%)

!综合本实验研究结果可得!从水产动物肠

道中分离无病原性的肠球菌作为水产用益生菌是

十分有前景的*

"'结论

本实验通过细菌毒性检验!筛选出对稚参无

毒害的潜在益生菌株 O*247795KQ8b14E& 和

>6$1#.2.2295KQ8b14E!!并通过两株潜在益生菌

在稚参养殖中的应用效果研究!证明了 b14E& 和

b14E! 对稚参的益生效果!为稚参弧菌病的防治

提供了理论依据!为益生菌在仿刺参养殖中的开

发应用奠定了基础*
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6: 7GO\G;KJOHFQ"%16*195A*66*"14#PGK;T 6: hGW;O

k9G7HWM!K9O\H\G7OGW;G:T TH];KWH\;;:aMF;GIWH\HWH;K

(()8-k9GI97W9O;!$%%>!$C?$!"> <!=!8

(&?)'1JGOHN9aaGFG: 1!-9KWH: d80:N79;:I;6NQO6PH6WHI

N;;TH:] T9OGWH6: 6: THK;GK;O;KHKWG:I;G:T HFF9:;

QGOGF;W;OKH: OGH:P6h WO69W(()8/HKJ q1J;77NHKJ

0FF9:676]M!$%%>!$?"!#$""% <""=8

(&C)'张春云!王印庚!荣小军8养殖刺参腐皮综合征病

原菌的分离与鉴定(()8水产学报!$%%#!!% "&#$

&&C <&$!8

(&>)'2;O:v:T;aE.sQ;a(!b677GKEbG7\v: D!5GO]GKE-7P6O;K

/8-IWH\GWH6: 6NWJ;QO6QJ;:676VHTGK;KMKW;F 6NWJ;

PO6h: KJOHFQ"%16*1952*74E.#6416545267F;K# (()8

46FQGOGWH\;dH6IJ;FHKWOM G:T BJMKH676]M!BGOW4$

46FQGOGWH\;BJGOFGI676]M G:T D6VHI676]M!&>>#!&&!

"&#$#& <##8

($%)'377HK-8.MK6aMF;GKKGMK(()8D;IJ:Hk9;KH: /HKJ

0FF9:676]M!&>>%!&$&%& <&%!8

($&)'-:T;OK6: @!d;IfW;7^! @GJ7k9HKW/8Q2EH:T9I;T

T;:GW9OGWH6: 6N QO6W;H:K$ G KH:]7; KG7W POHT];

I6:WOHP9W;K! <= fIG7AF67W6 WJ;NO;;;:;O]M 6N

N67TH:] 6ND" 7MK6aMF;(()8dH6IJ;FHKWOM!&>>%!$>

">#$$"%! <$"%C8

($$)'dOGTN6OT X8- OGQHT G:T K;:KHWH\;F;WJ6T N6OWJ;

k9G:WHNHIGWH6: 6NFHIO6]OGFk9G:WHWH;K6NQO6W;H:(()8

-:G7MWHIG7dH6IJ;FHKWOM!&>?#!?$$$"C <$="8

($!)'/977;O+8BO6PH6WHIKH: FG: G:T G:HFG7K(()8(69O:G7

6N-QQ7H;T dGIW;OH676]M!&>C>!##"=#$!#= <!?C8

($")',H:Gh;-! 1;7\H: (8 BO6PH6WHIK H: KJOHFQ

Gk9GI97W9O;$ -\;:9;KG:T IJG77;:];K(()84OHWHIG7

+;\H;hKH: XHIO6PH676]M!$%%>!!="&#$"! <##8

($=)'26:] 2!@9I.!49WWH:] 18DJ;9K;6NPGIW;OHG7KQ6O;

N6OF;OKGKQO6PH6WHIK( ()8/3X1 XHIO6PH676]M

+;\H;hK!$%%=!$>""#$C&! <C!=8

($#)'b977HG: X!DJ6FQK6: /!+6TOH]9;a(81;7;IWH6: 6N

QO6PH6WHI PGIW;OHG G:T KW9TM 6N WJ;HO

HFF9:6KWHF97GW6OM ;NN;IWH: %16*195A*66*"14(()8

-k9GI97W9O;!$%%"!$!!$& <&"8

($?)'[HG;HE,;gGT 1!+;aG;HX!DGfGFHb!1$*78DJ;;NN;IW

6NO*247795KQQ8PGIW;OHG 9K;T GKQO6PH6WHIK6:

TH];KWH\;;:aMF;GIWH\HWM!K9O\H\G7G:T ]O6hWJ H: WJ;

0:THG: hJHW;KJOHFQ /1661#.=16*19546C4295(()8

-k9GI97W9O;!$%%#!$=$$=&# <=$"8

($C)'e;::;TM d!D9If;O(O(!,;HTH] 4!1$*78dGIW;OHG7

FG:G];F;:WKWOGW;]H;KN6OKW6If ;:JG:I;F;:W6N

hGOFhGW;OFGOH:;NHKJ$GIGK;KW9TM hHWJ I6FF6:

K:66f "?16$#.=."9596C124"*745# (()8d977;WH: 6N

XGOH:;1IH;:I;!&>>C!#$"$#$=?! <=CC8

($>)'+;:]QHQGW1! BJHG:QJGf ^! BHMGWHOGWHWH\6OGf971!

1$*783NN;IWK6NGQO6PH6WHIPGIW;OH9F6: P7GIf WH];O

KJOHFQ %16*195".6.C.6 K9O\H\G7G:T ]O6hWJ(()8

-k9GI97W9O;!&>>C!&#?$!%& <!&!8

(!%)'陈远!隋锡林!胡庆明8光强对稚参生长及变色的

影响(()8水产科学!&>C?!#""#$&? <$%8

(!&)'徐宗法!王在卿8饵料对稚幼参生长变色的影响

(()8齐鲁渔业!&>>>!&#"&#$!% <!!8

(!$)'+;:]QHQGW1!+9fQOGWG:Q6O: 1!BHMGWHOGWHWH\6OGf971!

1$*780FF9:HWM ;:JG:I;F;:WH: P7GIf WH];OKJOHFQ

" %16*195 ".6.C.6 # PM G QO6PH6:W PGIW;OH9F

"O*247795 1&& # ( ()8-k9GI97W9O;! $%%%! &>&$

$?& <$CC8

$)(



''' 水'产'学'报 !" 卷

(!!)'DGOGK@!5GJg;: ^!XGIJGX!1$*78B;ON6OFG:I;!

THGOOJ;GH:IHT;:I;! G:T 6II9OO;:I;6N>5231#4234*

2.74\HO97;:I;];:;KT9OH:] 76:]EW;OFGTFH:HKWOGWH6:

6NGQO6PH6WHI>6$1#.2.2295E*1249"KWOGH: W6 K6hK

G:T QH]7;WK(()8(69O:G76N-:HFG71IH;:I;!$%%#!C"

"!#$#%C <#&?8

(!")'5GJg;: ^!(GTGF9K-! 1HF6: )80:N79;:I;6NG

QO6PH6WHI>6$1#.2.2295E*1249" KWOGH: 6: K;7;IW;T

PGIW;OHG7]O69QKH: WJ;KFG77H:W;KWH:;6N]O6hH:]

W9Of;M Q697WK(()8-OIJH\;K6N-:HFG7,9WOHWH6:!

$%%$!=#"##$"&> <"$>8

(!=)'d6]9W0!XH7Gf6\HI[!d9f\HI[!1$*780:N79;:I;6N

QO6PH6WHI"'$#1=$.2.2295E*1249"X?"#6: ]O6hWJ G:T

I6:W;:W6NH:W;KWH:G7FHIO6N76OGH: IGOQ "?;=#4695

2*#=4.#(()84a;IJ (69O:G76N-:HFG71IH;:I;E*[B0

"4a;IJ +;Q9P7HI#!&>>C!"!"=#$$!& <$!=8

(!#)'^G:] Z!DHG: [!ZG6 (!1$*783NN;IW6NQO6PH6WHIK!

>6$1#.2295 E*1249"! 6: WH7GQHG " 0#1.23#."45

647.$4295#]O6hWJ Q;ON6OFG:I;G:T HFF9:;O;KQ6:K;

(()8-k9GI97W9O;!$%%C!$??$$%! <$%?8

(!?)'4GFQ6K4! +6TOr]9;a s! 4G76EXGWG B! 1$*78

BO;7HFH:GOM IJGOGIW;OHaGWH6: 6NPGIW;OH6IH:KNO6F

J*2$.2.2295 7*2$45! >6$1#.2.2295 E*1249" G:T

>6$1#.2.2295"96C$44KWOGH:KHK67GW;T NO6F W9OP6W

"%51$$* "*+4"*# (()8/66T +;K;GOIJ 0:W;O:GWH6:G7!

$%%#!!>"!#$!=# <!#"8

(!C)'1hGH: 1!1H:]J 4! -O97580:JHPHW6OM GIWH\HWM 6N

QO6PH6WHIK '$#1=$.2.2295 =3.2*1 B0C% G:T

>6$1#.2.2295E*1249" X4&! G]GH:KW5HPOH6KHKH:

KJOHFQ %16*195".6.C.6 ( ()8̂ 6O7T (69O:G76N

XHIO6PH676]M G:T dH6W;IJ:676]M! $%%>! $= " " #$

#>? <?%!8

(!>)'4JG:] 4!.H9 ^8-: ;\G79GWH6: 6NWh6 QO6PH6WHI

PGIW;OHG7KWOGH:K! >6$1#.2.2295E*1249" 1/#C G:T

O*247795 $.;.4! N6O O;T9IH:] ;ThGOTKH;776KHK H:

I97W9O;T 39O6Q;G: ;;7! G6@9477* G6@9477* .8(()8

(69O:G76N/HKJ @HK;GK;K!$%%$!$="=#$!&& <!&=8

("%)'+H:]x 3!bGW;K69Q;/(8.GIWHIGIHT PGIW;OHGH: NHKJ$

GO;\H;h(()8-k9GI97W9O;!&>>C!&#%$&?? <$%!8

%)(



# 期 周慧慧!等$仿刺参肠道潜在益生菌对稚参生长+免疫及抗病力的影响 ''

J==0"@79=B9@01@83DB<9689@8"791E<9O@AB0<=9<;31"031?

8;;:10<07B91709=@A0I:M018D0703 ":":;60<

"<>/'$)2?/>1'6+>/.)21'#

[2)*29HEJ9H! X-26:]EFH:]

!

! [2-,b^;:EPH:]! Y*^;H! .0*/*[JHE]96! X-0eG:]EK;:

"D+%7%48/9#,/3#,4#'=/,).;$3;,%!L6;./3)#0 =)0)*3,4#'"+)0/!-.%/0 10)2%,*)34#'"+)0/!5)0&6/#'$##%%!!"+)0/#

%67@<3"@$ DJ;6Pg;IWH\;6NWJHKh6Of hGKW6 K;7;IWQO6PH6WHIPGIW;OHG7KWOGH:KN6Og9\;:H7;K;GI9I9FP;O

G=.5$423.=95K*=.642958DJO;;KWOGH:K6NQ6W;:WHG7QO6PH6WHIKHK67GW;T NO6FWJ;H:W;KWH:;K6NG&K*=.64295h;O;

HT;:WHNH;T PM &#1O@,-K;k9;:I;];:6WMQH:] GKO*247795b14E&!O*247795b14E$ G:T >6$1#.2.2295b14E!8

DJ;KGN;WM 6NWJ;K;Q6W;:WHG7QO6PH6WHIKhGK;\G79GW;T PM HFF;OKH:] g9\;:H7;G&K*=.64295H: K;GhGW;OhHWJ

b14E&!b14E$!b14E! 6OQ4D#4. 5=716C4C95GW&%

%

!&%

!

!&%

=

6O&%

?

4/*AF.O;KQ;IWH\;7M N6O? TGMK8+;K97WK

KJ6h;T WJGWb14E& G:T b14E! WO;GWF;:WKh;O;KGN;9:T;OWJ;T;KH]:;T I6:I;:WOGWH6:KPGK;T 6: WJ;F6OWG7HWM

OGW;K826h;\;O!b14E$ IG9K;T KH]:HNHIG:W7M JH]J;OF6OWG7HWM GW&%

?

4/*AF.WJG: WJ;P7G:f I6:WO67"%R

%8%=#8-$%ETGM N;;TH:] WOHG7hGKI6:T9IW;T W6 H:\;KWH]GW;WJ;;NN;IWK6Nb14E& G:T b14E! 6: WJ;]O6hWJ

Q;ON6OFG:I;G:T H::GW;HFF9:;O;KQ6:K;6Ng9\;:H7;G&K*=.642958/;;TKh;O;G7]G;"'*#@*559"$396D1#@44#

Q6hT;OK9QQ7;F;:W;T hHWJ b14E& 6Ob14E! GW%"I6:WO67#G:T &%

>

4/*A] O;KQ;IWH\;7M8DJ;KQ;IHNHI]O6hWJ

OGW;G:T K9O\H\G7OGW;h;O;KH]:HNHIG:W7M H:IO;GK;T H: WO;GWF;:WK9QQ7;F;:W;T hHWJ b14E&846FQGOGWH\;7M!

K9O\H\G7OGW;G:T THKI676OGWH6: OGW;h;O;O;FGOfGP7M HFQO6\;T H: WO;GWF;:W6Nb14E!"%R%8%=#8X6O;6\;O!

b14E& H:IO;GK;T W6WG7PGIW;OHGI69:WKG:T T;IO;GK;T Q4D#4. KQQ8I69:WKKH]:HNHIG:W7M " %R%8%= #8

BJ;:676VHTGK;G:T 7MK6aMF;GIWH\HWH;KH: P6TM WHKK9;6NWJ;g9\;:H7;G&K*=.64295h;O;KH]:HNHIG:W7M JH]J;OH:

WJ;]O69Q WO;GW;T hHWJ b14E& 6Ob14E! WJG: WJ;I6:WO67"%R%8%=#hJH7;GIHT QJ6KQJGWGK;G:T K9Q;O6VHT;

THKF9WGK;GIWH\HWH;Kh;O;O;FGOfGP7M JH]J;OWJG: I6:WO67H: b14E& ]O69Q 6:7M"%R%8%=#8d6WJ b14E& G:T

b14E! KJ6h;T Q6KHWH\;;NN;IWK6: THK;GK;O;KHKWG:I;6Ng9\;:H7;G&K*=.64295!;KQ;IHG77M b14E! KH]:HNHIG:W7M

HFQO6\;T THK;GK;O;KHKWG:I;W6 Q&5=716C4C95;VQ6K9O;"%R%8%=#80: I6:I79KH6:!P6WJ O*247795b14E& G:T

>6$1#.2.2295b14E! KJ6h QO6PH6WHI;NN;IWK!WJ;O;N6O;WJ;M IG: P;9K;T GKQO6PH6WHIKH: WJ;NGOFH:] 6N

g9\;:H7;K;GI9I9FP;OG&K*=.642958

N0C O9<?7$ g9\;:H7;K;GI9I9FP;O"G=.5$423.=95K*=.64295#' QO6PH6WHIK']O6hWJ' HFF9:;O;KQ6:K;

.9<<07B91?81E 3:@A9<$ X-26:]EFH:]83EFGH7$FGJ6:]FL69I8;T98I:

&)(


