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摘要：研究在尼罗罗非鱼养殖池塘中添加复合乳杆菌对养殖池塘环境、尼罗罗非鱼肠道
和鳃健康的影响，为乳杆菌在尼罗罗非鱼健康养殖中的应用提供基础。在尼罗罗非鱼养
殖池塘水体中泼洒复合乳杆菌 (对照组：0；实验组：1.0×104 CFU/mL)，实验周期为
10周。复合乳杆菌的成分为干酪乳杆菌和酸鱼乳杆菌，比例为1:2.2。监测池塘水质指
标、罗非鱼肠道和鳃的免疫及抗氧化指标，并运用高通量测序技术(Illumina MiSeq)，比
较对照组和实验组水体、底泥、尼罗罗非鱼肠道和鳃黏膜共生菌群落结构差异。结果显
示，从第7周开始，实验组水体中的硝酸盐含量始终低于对照组，实验组比对照组降低
了72.68%、72.00%、26.27%和21.46%；实验组水体中的总氮含量在从第6周开始低于对
照组，分别降低了43.39%、44.64%、15.64%、37.57%和34.49%；实验组水样中的总磷含
量从第4周开始低于对照组，分别降低了40.91%、33.33%、50.00%、33.33%、17.39%、
39.29%和25.71%。与对照组相比，实验组尼罗罗非鱼肠道的碱性磷酸酶(AKP)活性提高
了45.04%，实验组尼罗罗非鱼鳃的总超氧化物歧化酶(SOD)和AKP分别提高了58.26%和
60.99%。复合乳杆菌的添加对尼罗罗非鱼养殖池塘水体菌群结构影响较大，并未影响池
塘底泥的菌群结构，影响了尼罗罗非鱼肠道和鳃的菌群结构，其中条件致病菌不动杆菌
属、泛菌属细菌的相对丰度降低，而有益细菌鲸杆菌属的相对丰度增加。因此，在养殖
水体中泼洒适当浓度的复合乳杆菌可以改善池塘水质，提高尼罗罗非鱼肠道和鳃的免疫
力、抗氧化能力，同时调节养殖水体、尼罗罗非鱼肠道和鳃的菌群结构。
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鱼类能否保持健康状况是水产养殖的首要

问题，鱼类健康状况既取决于鱼体自身的免疫

力，又与机体内外环境的平衡状态相关。肠道

和鳃是鱼类和外界环境交流的主要渠道，也是

鱼类抵御外界有害环境的第一道屏障，分布在

其上的共生菌群与其作用的发挥关系密切 [1]。当

鱼体健康状况良好时，其共生菌结构维持相对

稳定的动态平衡状态 [2]，刺激机体建立完善的免

疫系统；当这种平衡被打破时，失衡的菌群结

构则影响宿主的生理和免疫状态 [3]。而微生物与

宿主以及所处的水生环境相互依赖、相互制

约，因此，在水产养殖中，对养殖水体及其菌
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群结构的调节必然会对养殖鱼类的健康状况造

成影响。

益生菌作为饲料添加剂在生产上较普遍使

用，益生菌能够改善鱼肠道共生菌结构 [4]，提高

有益菌的比例，还能将因过量使用抗生素引发

的鱼肠道菌群紊乱状态调整为健康状态 [5]，进而

提高鱼体的免疫力。益生菌可以调节养殖环境

微生物群落结构，降解水中的氨氮。将益生菌

泼洒到养殖水体中，同时作为水质调节剂和免

疫调节剂使用，操作简单方便，应用前景广阔。

研究表明，将枯草芽孢杆菌(Bacillus cereus)拌料

投喂或者泼洒到养殖水体中，均可提高罗非鱼的

免疫力，改善罗非鱼肠道菌群结构 [6]。将凝结芽

孢杆菌(B. coagulans)和光合细菌(Rhodopseudomonas
palustris)定期泼洒到罗非鱼养殖池塘，可显著提

高罗非鱼的生长率和免疫力 [7]。在草鱼养殖水体

中添加枯草芽孢杆菌和光合细菌等组成的复合

益生菌，可以有效提高水体的菌群多样性 [8]。而

益生菌是如何通过调节池塘和鱼体的微生态环

境来发挥作用的仍有待研究。因此，本实验向

罗非鱼养殖池塘中定期泼洒复合乳杆菌，研究

环境和鱼体菌群结构的变化特征，并研究其对

养殖池塘水质环境和罗非鱼肠道和鳃免疫相关

酶活的影响，进而研究复合乳杆菌对养殖水体

及鱼体健康的影响，旨在为乳杆菌在生产中的

应用提供理论基础。

1    材料与方法

1.1    实验设计

本实验在中国水产科学研究院珠江水产研

究所高要良种基地进行。本实验所用的复合益

生菌，成分为干酪乳杆菌(Lactobacillus casei)和
酸鱼乳杆菌(L. acidipiscis)(比例=1∶2.2)，由中国

水产科学研究院珠江水产研究所提供。挑取单

菌落接种至MRS液体培养基中，置于30 °C、150
r/min恒温摇床中培养，根据每株菌的生长曲线

培养至对数生长期，将菌液浓缩至5×1010 CFU/mL，
4 °C保存备用。选取尼罗罗非鱼 (Oreochromis
niloticus)鱼苗(体质量约为5 g)240尾，随机分配到

6个方形水泥池 (长×宽×高=1.96 m×1.96 m×1.00
m)，每池有实验鱼40尾。其中实验组为复合乳

杆菌泼洒组 (E)，复合乳杆菌的水体终浓度为

1.0×104 CFU/mL，另设PBS泼洒作为对照组(C)，
每组3个重复。每7天按照以上浓度向池塘中泼洒

一次复合乳杆菌。每日16:00按照鱼体总质量

3%的投饵量进行投饵。实验周期为10周，实验

期间不换水，每7天检测一次池塘水质。

1.2    泥样、水样采集与水质指标测定

NH+
4 ¡ N

NO¡
3 ¡ N

NO¡
2 ¡ N

每周在泼洒复合乳杆菌前，从各个水泥池

取泥样、水样，水样一式两份，其中一份加浓

硫酸(水样pH<2)保存。水质指标使用广州连华环

保科技有限公司生产的总氮测定仪 (LH-3BN)，
多参数水质测定仪 [5B-3B(V8)] 和智能多参数消

解器 [5B-1(V8)] 测定。其中，水中 的含

量采用纳氏试剂法测定； 的含量测定采

用酚二磺酸法测定； 的含量采用盐酸萘

乙二胺分光光度法测定；TN的含量采用碱性过

硫酸钾消解紫外分光光度法测定；COD的含量

采用重铬酸钾法测定；TP的含量采用钼锑抗分

光光度计法测定。

1.3    鱼体样品采集

实验结束时，罗非鱼停喂24 h。从每个水泥

池随机取3尾鱼，麻醉后用无菌生理盐水冲洗罗

非鱼鳃部两次，以除去污物，去除鳃弓，剪下

鱼鳃，将鳃丝置于1.5 mL离心管中。用消毒的手

术剪剪去罗非鱼的中部肠道，挤出粪便，用生

理盐水冲洗两次，分装到1.5 mL离心管中。样品

于−80 °C保存，用于酶活力测定和菌群高通量测

序分析。

1.4    酶活力测定

测定组织中过氧化物酶(peroxidase，POD)、
碱性磷酸酶(alkaline phosphatase，AKP)和总超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)活力。上

述指标的测定均使用南京建成生物工程研究所

的试剂盒，并按照说明书操作进行。

1.5    细菌总DNA 的提取

用环境样本DNA纯化试剂盒(ZYMO Research
公司)进行基因组DNA提取，0.8%琼脂糖凝胶电

泳检测纯化的DNA。

1.6    高通量测序分析

16S引物：515F(5′ -GTGCCAGCMGCCG
CGGTAA-3 ′ )和806R(5 ′ -GGACTACHVGGG
TWTCTAAT-3′) [9]，以稀释后的基因组DNA为模

板，根据测序区域的选择，使用带Barcode的特

异引物进行PCR。每一个25 μL的体系包括1×PCR
buffer、1.5 mmol/L MgCl2、0.4 μmol/L dNTPs、正

向和反向引物各1.0 μmol/L、0.5 U KOD-Plus-Neo
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酶(TOYOBO)和10 ng模板。PCR程序包括起始94
°C 1 min，30循环(变性 94 °C 20 s，退火 54 °C 30
s 和  延伸  72 °C 30 s)，72 °C 5 min。PCR产物与

1/6体积的6×loading buffer混合，使用2% 琼脂糖

凝胶电泳检测。取目的条带，回收使用QIAquick
Gel Extraction Kit (QIAGEN)，使用Qubit@ 2.0
Fluorometer(Thermo Scientific)定量，等摩尔量混

合，建库使用TruSeq DNA PCR-Free Sample Prep
Kit，构建好的文库经过定量和文库检测合格后，

使用罗宁生物的Hiseq 2500平台PE250模式测序。

1.7    数据分析

使用FLASH接双端序列。基于Barcode从
reads中拆分出各样品序列。截去Barcode序列得

到原始数据，使用Trimmomatic进行质控。嵌合

体去除使用Uchime算法，参考数据库为Gold
(http://drive5.com/uchime/uchime_download.html)。
基于Usearch(http://drive5.com/uparse/)软件，使用

UPARSE算法在97%的一致性水平上进行OTU聚

类，挑选每个OTU中出现频数最高的序列作为

OTU的代表序列。使用UCLUST分类法与 SILVA
数据库(Rlease_123 http://www.arb-silva.de/)进行注

释分析。使用PyNAST将代表性序列进行多重比

对。使用FastTree构建进化树。对各样本做均一

化处理，以样品中数据量最少的为标准进行重

抽样。测序结果数据统计和作图使用R完成。

水质和酶活性数据用SigmaPlot for Windows
(v. 11.0, Systat Software, Inc., Germany)软件作图，

用IBM SPSS 18.0进行单因素方差分析(One-Way
ANOVA)，比较不同处理组间的差异，统计结果

以P<0.05定为具有显著性差异。数据采用平均

值±标准误(mean±SE)表示。

2    结果

2.1    复合乳杆菌泼洒对罗非鱼养殖水体水质

的影响

复合乳杆菌的泼洒可以有效改善罗非鱼养

殖池塘水体水质，从第7周开始，实验组水样中

的硝酸盐含量始终低于对照组，实验组比对照

组降低了72.68%、72.00%、26.27%和21.46%，其

中第7周差异显著(P<0.05)。实验组水样中的总氮

含量在从第6周开始低于对照组，分别降低了

43.39%、44.64%、15.64%、37.57%和34.49%。实

验组水样中的总磷从第4周开始低于对照组，分

别降低了40.91%、33.33%、50.00%、33.33%、

17.39%、39.29%和25.71%，其中第9周差异显著

(P<0.05)(图1)。

2.2    复合乳杆菌泼洒对罗非鱼肠道和鳃免疫

与抗氧化功能的影响

养殖水体中泼洒复合乳杆菌可以提高罗非

鱼的免疫和抗氧化功能 (图2)，在实验结束时，

即养殖实验开始后的第10周采集罗非鱼的肠道和

鳃样品，进行免疫与抗氧化能力分析。结果显

示，与对照组相比，实验组中罗非鱼肠道的碱

性磷酸酶(AKP)活性提高了45.04%(P<0.05)，实验

组中罗非鱼鳃的总超氧化物歧化酶(SOD)和AKP
分别提高了58.26%(P<0.05)和60.99%(P<0.05)。

2.3    复合乳杆菌泼洒对罗非鱼养殖水体菌群

结构的影响

对照组罗非鱼养殖池塘水体细菌主要类群

为：变形菌门 ( P r o t e o b a c t e r i a )、放线菌门

(Actinobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、绿弯菌门

(Chloroflexi)、蓝细菌门(Cyanobacteria)、浮霉菌

门(Planctomycetes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、疣

微菌门(Verrucomicrobia)和酸杆菌门(Acidobacteria)，
平均相对丰度分别为38.58%±3.58%、15.59%±1.69%、

14.49%±3.92%、8.22%±1.30%、5.58%±1.3%、

4.71%±0.7%、4.00%±0.4%、3.66%±0.5%和

1.72%±0.49%，合计占总细菌序列数的96.55%(表1)。
对照组罗非鱼养殖池塘底泥细菌的主要类群

为：变形菌门、绿弯菌门、厚壁菌门、酸杆菌

门、拟杆菌门、放线菌门、疣微菌门、硝化刺

菌门 ( N i t r o s p i n a e )、浮霉菌门、螺旋体门

(Spirochaetes)、Latescibacteria、Kiritimatiellaeota和
硝化螺旋菌门(Nitrospirae)，平均相对丰度分别为

38.26%±1.61%、13.97%±0.18%、11.57%±0.56%、

9.53%±0.05%、7.06%±0.71%、2.64%±0.20%、

2.29%±0.15%、2.09%±0.10%、1.93%±0.33%、

1.18%±0.20%、1.06%±0.08%、1.05%±0.05%和

1.04%±0.30%，合计占总细菌序列数的93.67%。

对比发现，对照组罗非鱼养殖池塘水体细菌类

群中的放线菌门、蓝细菌门、浮霉菌门和疣微

菌门的相对丰度显著高于底泥样品(P<0.05)，而

拟杆菌门、绿弯菌门、酸杆菌门、硝化刺菌

门、螺旋体门、Kiritimatiellaeota、硝化螺旋菌门

和Latescibacteria相对丰度显著低于底泥样品(P<
0.05)(表1)。

4 期 王    淼，等：水体中泼洒复合乳杆菌对尼罗罗非鱼养殖池塘环境、肠道和鳃健康的影响 653

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries http://www.scxuebao.cn

http://drive5.com/uchime/uchime_download.html
http://drive5.com/uparse/
http://www.arb-silva.de/
http://drive5.com/uchime/uchime_download.html
http://drive5.com/uparse/
http://www.arb-silva.de/
http://drive5.com/uchime/uchime_download.html
http://drive5.com/uparse/
http://www.arb-silva.de/
http://drive5.com/uchime/uchime_download.html
http://drive5.com/uparse/
http://www.arb-silva.de/
http://www.scxuebao.cn


将水样菌群进一步细分到属，发现对照组

罗非鱼养殖池塘水样菌群主要是鞘氨醇单胞菌

属(Sphingomonas)、Paenisporosarcina、蓝菌属

(Cyanobium  PCC-6307)、FukuN18 freshwater
group、埃希氏菌属 -志贺氏菌属 (Escherichia-
S h i g e l l a ) 、 不 动 杆 菌 属 ( A c i n e t o b a c t e r ) 、
Methyloparacoccus、链球菌属 (Streptococcus)、
Cyanophora paradoxa、分枝杆菌属(Mycobacterium)、
甲基杆菌属 (Methylobacterium)和瘤胃球菌属

(Ruminococcaceae UCG-014)(平均相对丰度>1%)，
相对丰度分别为5.17%±0.30%、2.54%±2.28%、

2.50%±1.51%、2.40%±0.70%、2.13%±0.18%、

1.53%±0.06%、1.52%±0.30%、1.51%±0.12%、

1.36%±1.04%、1.35%±0.79%、1.16%±0.06%和

1.03%±0.13%，实验组罗非鱼养殖池塘水样菌群

主要是蓝菌属PCC-6307、鞘氨醇单胞菌属、埃

希氏菌属-志贺氏菌属、红育菌属(Rhodoferax)、
Limnohabitans、球衣细菌属(Sphaerotilus)、不动

杆菌属、Polynucleobacter、食酸菌属(Acidovorax)、
链球菌属和台湾温单胞菌属(Tepidimonas)(平均相

对丰度>1%)，相对丰度分别为4.64%±1.30%、

3.57%±0.17%、2.45%±0.09%、2.16%±0.69%、
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图 1    水样中硝酸盐氮、亚硝酸盐氮、氨氮、总氮、总磷和COD含量随时间变化

Fig. 1    Temporal variation of nitrate, nitrite, ammonia nitrogen, total nitrogen, total phosphorus and COD of pond water
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2.10%±1.10%、1.95%±0.46%、1.78%±0.41%、

1.71%±0.03%、1.43%±0.63%、1.36%±0.11%和

1.14%±0.78%。对照组罗非鱼养殖池塘底泥菌群

主要是鞘氨醇单胞菌属、埃希氏菌属-志贺氏菌

属、不动杆菌属、链球菌属、地杆菌属(Geobacter)
和甲基杆菌属，相对丰度分别为5.03%±0.03%、

2.31%±0.13%、1.49%±0.13%、1.38%±0.05%、

1.19%±0.17%和1.16%±0.07%，实验组罗非鱼养殖

池塘底泥菌群主要属别和对照组无显著差异

(图3)。利用主坐标分析(PCoA)对菌群的β多样性

进行评估，结果显示，底泥菌群和水体菌群结

构组成上存在较大差异，距离较远，实验组水

样菌群和对照组水样菌群结构组成上也存在差

异，实验组水样的样点有明显聚集(图4)。
与对照组相比，实验组池塘水样中的鞘氨

醇单胞菌属、甲基杆菌属、肠球菌属(Enterococcus)、
A l s o b a c t e r、 F u k u N 1 8  f r e s h w a t e r  g r o u p、

Methyloparacoccus和Cyanobacterium PCC-10605相
对丰度显著降低(P<0.05)，实验组池塘水样中的

球衣细菌属、甲基单胞菌属(Methylomonas)、棒

状杆菌属 (Corynebacter ium  1 )、Candidatus
Aquirestis、拟杆菌属(Bacteroides)、Fluviicola和
Ferruginibacter相对丰度显著升高(P<0.05)。

2.4    复合乳杆菌泼洒对罗非鱼肠道和鳃菌群

结构的影响

对照组罗非鱼肠道共生菌主要类群为：变

形菌门、厚壁菌门、拟杆菌门、浮霉菌门和放

线菌门，平均相对丰度分别为82.63%±0.78%、

7.68%±0.34%、2.21%±0.31%、1.48%±0.31%和

1.35%±0.08%，合计占总细菌序列数的95.35%。

鳃共生菌主要类群为：变形菌门、厚壁菌门、

拟杆菌门、放线菌门和酸杆菌门，平均相对丰

度分别为79.26%±2.76%、11.10%±1.91%、2.71%±
0.39 %、1.64%±0.18%和1.07%±0.26%，合计占总

细菌序列数的95.78%(表1)。
将菌群进一步细分到属，发现对照组罗非

鱼肠道菌群主要包括：鞘氨醇单胞菌属、甲基

杆菌属、不动杆菌属、埃希氏菌属-志贺氏菌属

和假单胞菌属(Pseudomonas)(平均相对丰度>1%)，
平均相对丰度分别为57.91%±0.97%、6.46%±0.27%、

2.81%±0.08%、2.32%±0.13%和1.45%±0.09%。对

照组罗非鱼鳃菌群主要包括：鞘氨醇单胞菌

属、甲基杆菌属、不动杆菌属、埃希氏菌属-志
贺氏菌属、链球菌属和假单胞菌属(平均相对丰

度>1%)，平均相对丰度分别为56.86%±1.96%、

6.64%±0.37%、2.38%±0.09%、2.22%±0.07%、

2.06%±0.72%和1.44%±0.21%(图3)。实验组罗非鱼

肠道和鳃共生菌主要属别和对照组无显著差异。
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图 2    复合乳杆菌泼洒对尼罗罗非鱼肠道和鳃SOD、

POD、AKP活性的影响

1. 肠道；2. 鳃。不同小写字母表示差异显著(P<0.05)，下同

Fig. 2    Effect of mixed culture of Lactobacillus on
SOD, POD and AKP activities of intestine and

gill of O. niloticus
1. intestins; 2. gill. Different small letters mean significant difference
(P < 0.05), the same below
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与对照组相比，实验组罗非鱼肠道中的不动杆

菌属和FukuN18 freshwater group相对丰度显著降

低(P<0.05)，实验组罗非鱼肠道中的蓝菌属PCC-
6307相对丰度显著升高 (P<0.05)。与对照组相

比，实验组罗非鱼鳃中的泛菌属(Pantoea)相对丰

度较低，蓝菌属PCC-6307和鲸杆菌属(Cetobacterium)
相对丰度较高，且差异显著(P<0.05)。

3    讨论

乳杆菌的应用主要体现在免疫调节、肠道

健康、拮抗病原菌和产生天然抗生素等方面，乳

杆菌作为饲料添加剂使用受到广泛关注 [ 1 0 - 1 2 ]。

研究表明，在金鲫(Carassius auratus)幼鱼饲料中

添加含有嗜酸乳杆菌和枯草芽孢杆菌的复合益

生菌，可以降低金鲫肠道中的气单胞菌属的相

对丰度，提高微小杆菌属、柠檬酸杆菌属等的

相对丰度[13]。饲料中添加嗜酸乳杆菌能够促进军

曹鱼(Rachycentron canadum)幼鱼的生长，提高免

疫酶和消化酶活性[11]。在罗非鱼饲料中添加鼠李

糖乳杆菌(L. rhamnosus)可以改善罗非鱼的肠道结

构，提高黏膜免疫力[14]。除在饲料中添加益生菌

外，水体中泼洒益生菌也是水产养殖中益生菌

表 1    水体、底泥、肠道和鳃菌群结构(门水平)

Tab. 1    Community structure of microbiota of intestine and gill of tilapia, and pond water and sediment(Phylum level)

样品编号

sample ID

分类单元(门)　taxon(phylum)

变形菌门

Proteobacteria
厚壁菌门

Firmicutes
拟杆菌门

Bacteroidetes
绿弯菌门

Chloroflexi
放线菌门

Actinobacteria
酸杆菌门

Acidobacteria
蓝细菌门

Cyanobacteria
浮霉菌门

Planctomycetes
疣微菌门

Verrucomicrobia
硝化刺菌门

Nitrospinae
螺旋体门

Spirochaetes
Kiritimatie

llaeota

硝化螺旋

菌门

Nitrospirae

Latescibac-
teria

IC 82.63±0.78 7.68±0.34 2.21±0.31 0.97±0.06 1.35±0.08 0.74±0.04 0.31±0.02 1.48±0.31 0.78±0.12 0.09±0.01 0.10±0.02 0.11±0.02 0.07±0.01 0.06±0.01

IE 81.18±1.49 9.00±0.77 2.26±0.41 0.88±0.06 1.69±0.19 0.82±0.06 0.78±0.18 1.08±0.58 0.40±0.03 0.11±0.01 0.13±0.02 0.09±0.01 0.09±0.01 0.05±0.01

GC 79.26±2.76 11.10±1.91 2.71±0.39 1.00±0.12 1.64±0.18 1.07±0.26 0.49±0.13 0.46±0.19 0.35±0.07 0.10±0.01 0.09±0.01 0.11±0.01 0.09±0.02 0.09±0.03

GE 83.84±0.52 8.24±0.36 1.77±0.11 0.87±0.04 1.34±0.10 0.76±0.03 0.42±0.04 0.45±0.08 0.27±0.03 0.10±0.01 0.10±0.01 0.12±0.02 0.07±0.01 0.07±0.01

WC 38.58±3.58 14.49±3.92 4.00±0.40 8.22±1.30 15.59±1.69 1.72±0.49 5.58±1.30 4.71±0.76 3.66±0.50 0.12±0.03 0.18±0.01 0.20±0.03 0.17±0.02 0.06±0.01

WE 45.98±3.03 9.95±1.61 11.82±1.51 2.78±0.20 15.22±0.17 1.97±0.17 5.55±1.54 1.83±0.96 1.87±0.49 0.05±0.01 0.15±0.02 0.22±0.05 0.08±0.02 0.06±0.02

SC 8.26±1.61 11.57±0.56 7.06±0.71 13.97±0.18 2.64±0.20 9.53±0.05 0.83±0.01 1.93±0.33 2.29±0.15 2.09±0.10 1.18±0.20 1.05±0.05 1.04±0.30 1.06±0.08

SE 38.66±0.58 10.81±0.22 6.16±0.23 15.86±0.60 2.74±0.15 9.17±0.28 0.85±0.13 2.08±0.52 2.61±0.50 1.44±0.18 0.92±0.12 0.91±0.10 1.15±0.18 0.91±0.13

注：I：鱼肠道样品；G：鱼鳃样品；W：水样；S：泥样；C：对照组；E：实验组，下同

Notes: I: intestine; G: gill; W: water sample; S: sediment sample; C: control group; E: experiment group, the same below
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图 3    罗非鱼肠道和鳃样品、池塘水样和泥样中的

主要细菌属的相对丰度

Fig. 3    Relative abundances of the dominant bacteria in
tilapia intestine and gill samples, and water and

sediment samples at genus level
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图 4    池塘水样、泥样和罗非鱼肠道、鳃样品

细菌群落结构的主成分分析

Fig. 4    Principal coordinates analysis (PCoA) of the
bacterial community from O. niloticus intestine and
gill samples, and pond water and sediment samples
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的主要施用方式，而乳杆菌对水环境的作用机

理的研究还不足。对植物乳杆菌的研究发现，

其对亚硝酸盐具有去除作用，作用机理包括直

接化学反应作用和间接推动微生物的反硝化作

用[15]。干酪乳杆菌作为益生菌，已广泛应用于养

殖业和乳制品中[16]。干酪乳杆菌可以调节养殖动

物肠道菌群、增强养殖动物机体免疫力、促进

养殖动物的生长发育，同时可以净化动物的生

长环境 [17-18]。研究发现，干酪乳杆菌可以通过为

反硝化微生物提供有机碳源来降低养殖水体中

亚硝酸盐氮的含量[19]。酸鱼乳杆菌由Tanasupawat
等 [20]于2000年从发酵的鱼中分离获得，其在养殖

业尤其是水产养殖业中的应用还未见相关报

道。本研究使用干酪乳杆菌和酸鱼乳杆菌为成

分的复合益生菌，通过泼洒施用，显著降低了

罗非鱼养殖池塘水体中总氮、硝酸盐氮和总磷

的含量，而水体中亚硝酸盐氮的含量并未受到

显著影响，可能由于实际养殖水体环境较为复

杂，而上述研究中干酪乳杆菌对亚硝酸盐氮的

有效去除是需要特定的条件，比如温度、碳源

等。本研究中复合乳杆菌添加组的罗非鱼肠道

中的AKP和鳃中的AKP、SOD酶活力也显著升

高，复合乳杆菌对罗非鱼具有一定的黏膜免疫

和抗氧化调节能力。已有研究表明，乳酸杆菌

具有具有一定的自由基清除能力。如嗜酸乳杆

菌(L. acidophilus)具有较强的抗氧化能力[21]。饲料

中添加鼠李糖乳杆菌可以提高罗非鱼血清抗超

氧阴离子自由基能力[22]。饲料中添加1×108 CFU/g
的干酪乳杆菌能提高鲤(Cyprinus carpio)血清中

LZM、SOD、AKP、POD酶活性，增强鲤的非特

异性免疫力[23]。

复合乳杆菌对罗非鱼养殖池塘水体菌群结

构影响较大，并未影响池塘底泥的菌群结构。

复合乳杆菌的泼洒降低了水体中的鞘氨醇单胞

菌属、甲基杆菌属、肠球菌属、Alsobacter、
FukuN18 freshwater group、Methyloparacoccus和
Cyanobacterium PCC-10605的相对丰度，提高

了球衣细菌属、甲基单胞菌属、棒状杆菌属、

Candidatus、Aquirestis、拟杆菌属、Fluviicola和
Ferruginibacter的相对丰度。有研究表明，拟杆

菌门中的拟杆菌属在碳水化合物代谢，营养吸

收和肠道上皮细胞的成熟中扮演重要的作用 [24]。

而上述菌属在水体中的功能还有待进一步的研

究挖掘。复合乳杆菌的泼洒对水体菌群的影响

相对复杂，也容易受到外界环境条件的限制。

本研究中，复合乳杆菌的泼洒影响了罗非鱼肠

道和鳃的菌群结构，其中条件致病菌不动杆菌

属、泛菌属细菌含量降低 [25-26]，而有益细菌鲸杆

菌属相对含量增加。梭杆菌门的鲸杆菌属在鱼

体消化过程中有重要的作用，可将蛋白胨等转

化为醋酸等短链脂肪酸[27]。而实验组罗非鱼肠道

中的FukuN18 freshwater group相对丰度的降低，

可能是受水体中FukuN18 freshwater group降低的

影响。陈营等[12]研究表明，在牙鲆稚鱼的饲料中

添加鼠李糖乳杆菌，提高了养殖水体和牙鲆肠

道中的乳酸菌的数量，降低了弧菌(Vibrio)的数

量。饲料中添加嗜酸乳杆菌可以抑制吉富罗非

鱼肠道中大肠杆菌(Escherichia coli)的生长 [28]。在

罗非鱼饲料中添加鼠李糖乳杆菌，降低了罗非

鱼肠道中条件致病菌邻单胞菌属(Plesiomonas)的
相对丰度，提高了根瘤菌属(Rhizobium)和无色杆

菌属(Achromobacter)的相对丰度 [29]。本研究中，

为接近实际生产状态，简化乳杆菌的施用方

式，每周向水体中泼洒一次复合乳杆菌，泼洒

频率较低，实验结果受外界环境影响较大，乳

杆菌的泼洒改善了罗非鱼肠道和鳃的菌群结构，

对养殖水体和底泥菌群结构的影响还有待进一

步研究，但本实验结果对于复合乳杆菌在实际

生产中的应用具有较强的指导意义。

4    结论

综上所述，在养殖池塘水体中泼洒复合乳

杆菌，可以降低水中总氮、硝酸盐氮和总磷的

含量，提高罗非鱼肠道和鳃的抗氧化能力和非

特异性免疫力，并调节水体、罗非鱼肠道和鳃

的黏膜共生菌菌群结构。复合乳杆菌可以调节

养殖池塘环境，预防水产动物疾病，是作为泼

洒使用的益生菌的理想选择。
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Effects of mixed culture of Lactobacillus as water additive on
the environment of pond, and the health of intestine and

gill of tilapia(Oreochromis niloticus)

WANG Miao ,     LU Maixin *,     YI Mengmeng ,     LI Zhonghui ,     GAO Fengying ,    
LIU Zhigang ,     KE Xiaoli ,     CAO Jianmeng

(Key Laboratory of Tropical & Subtropical Fishery Resource Application & Cultivation, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou    510380, China)

Abstract: To provide a basis for the application of  Lactobacillus in the healthy aquaculture of tilapia, the effects
of mixed culture of Lactobacillus as water additive on the environment of pond, and the health of intestine and gill
of tilapia were studied. Mixed culture of Lactobacillus was added to the water of tilapia (Oreochromis niloticus)
pond (control group: 0; experimental group: with a final concentration of 1.0×104 cfu/mL) for ten weeks. The
components of mixed culture of Lactobacillus were Lactobacillus casei and Lactobacillus acidophilus, with a 1:2.2
ratio. The water quality of pond, immune and antioxidant indexes of the intestine and gill of tilapia were
monitored. High throughput sequencing technique (Illumina Miq) was used to compare the community structure of
microbiota in water, sediment, intestine and gill mucosa of tilapia between the control and the experimental group.
The results showed that the nitrate content in the water samples of the experimental group was lower than that of
the control group. From the seventh week, and the nitrate content in the water samples of the experimental group
was 72.68% (P< 0.05), 72.00% (P>0.05), 26.27% (P>0.05) and 21.46% (P>0.05) lower than that of the control
group, respectively. The total nitrogen content in the water samples of the experimental group was 43.39%
(P>0.05), 44.64% (P>0.05), 15.64% (P>0.05), 37.57% (P>0.05) and 34.49% (P>0.05) lower than that of the
control group from the sixth week, respectively. The total phosphorus content in the water samples of the
experimental group was 40.91% (P>0.05), 33.33% (P>0.05), 50.00% (P>0.05), 33.33% (P>0.05), 17.39%
(P>0.05), 39.29% (P< 0.05) and 25.71% (P>0.05) lower than that of the control group from the fourth week,
respectively. Compared with the control group, the activity of alkaline phosphatase (AKP) in the intestine of tilapia
in the experimental group increased by 45.04% (P< 0.05), and the total superoxide dismutase (SOD) and AKP in
the gill of tilapia in the experimental group increased by 58.26% (P< 0.05) and 60.99% (P< 0.05), respectively.
Mixed culture of Lactobacillus influenced the community structure of microbiota of pond water, but did not affect
that of sediment. Microbiota of intestine and gill of tilapia were affected by the probiotics, among which, the
conditional pathogens, Acinetobacter and Pantoea were decreased, while the beneficial bacteria, Cetobacterium
was increased. Using mixed culture of Lactobacillus as water additive could improve water quality, the immunity
and antioxidant capacity of intestine and gill of tilapia, and regulate the community structure of microbiota of
intestine and gill of tilapia.

Key words:  Oreochromis niloticus;  Lactobacillus casei;  Lactobacillus acidophilus;  water quality; immunity
capacity; antioxidant capacity; microbiota structure
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