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1 株乳酸菌在凡纳滨对虾养殖中的应用效果

柯杨勇，赖秋明，苏树叶，林治宇
( 海南大学 海洋学院，海南 海口，570228)

摘 要: 利用从对虾消化道分离出的 1 株乳酸菌优势菌株 HN3，分别对哈维氏弧菌和副溶血弧菌进行体外
拮抗实验，同时通过乳酸菌拌料投喂的方式开展凡纳滨对虾的养殖试验。结果表明:乳酸菌液及中和酸性后
的胞外液均对 2 种弧菌有显著的抑制效果( P ＜ 0． 05) ;乳酸菌拌料投喂能显著提高对虾的养殖存活率、日增
体质量和特定增长率( P ＜ 0． 05) ;对虾消化道和养殖水体中的乳酸菌和总细菌数量大幅增加，弧菌数量显著
降低( P ＜ 0． 05) ，其中，以乳酸菌添加剂量 4 × 106 ～ 5 × 106 cfu·g －1的综合养殖效果最佳。此株乳酸菌适应
对虾消化道的环境并能定植，对抑制对虾消化道弧菌数量、优化体内菌群组成和改善养殖环境有重要的作用。
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近几年，随着对虾养殖业的迅速发展，养殖病害的问题也日益突出。传统的疾病防治方法是使用抗
生素，它可以在一定程度上减少或延缓疾病的发生和蔓延，但是，影响了养殖环境和水体动物体内正常微

生物菌群的生长和繁殖［1］，导致病原微生物对水产动物的易感性，甚至使得病原菌耐药性增强［2］; 同时，

抗生素的经常性使用会导致其在水生动物体内的残留、富集，危害人类的健康，降低水产品的质量，影响
水产品的出口贸易［3］。益生菌( probiotic bacteria) 是一类从宿主体内分离得到的，可通过调节和维持消化
道内菌群平衡，对生物体产生有益作用的细菌［4］。益生菌能够很好地改善对虾养殖水的环境［5］; 从鲑鱼
体内分离到的气单胞菌( Aeromonas media) 可以增强对虾对致病性塔氏弧菌( Vibrio tubiashii) 和鳗弧菌( V．
anguillaum) 的免疫力［6］;用添加了芽孢杆菌( Bacillus sp． ) 的混合饲料投喂斑节对虾( Penaeus monodon) ，
可有效提高饵料的利用率，并在促进生长和提高养殖成活率等方面也有显著的作用［7 － 8］。2009 年，凡纳
滨对虾“早期死亡综合症”( Early Mortality Syndrome) 在我国南方首次出现，其后迅速在亚洲主要的对虾养
殖国家和地区传播蔓延，给全球对虾养殖业带来了巨大的经济损失。副溶血弧菌是凡纳滨对虾“早期死
亡综合症”主要的致病原，大量的感染可导致对虾消化道菌群失衡，其分泌的毒素可损伤对虾消化器官的
组织，最后造成对虾的大量死亡［9 － 11］。笔者从健康凡纳滨对虾的消化道分离、筛选出 1 株乳酸菌优势菌
株，对哈维氏弧菌和副溶血性弧菌进行体外拮抗试验，并通过拌料投喂方式对凡纳滨对虾开展安全性试

验，旨在通过调节和改善对虾消化道的微生态平衡，抑制致病弧菌在对虾消化道的滋生、繁殖，寻求一种
安全、有效防治对虾“早期死亡综合症”的技术方法。

1 材料与方法

1． 1 实验菌株 乳酸菌 HN3 是分离自健康凡纳滨对虾消化道的 1 株乳酸菌优势菌株，在对虾消化道中
数量占总细菌数量的 29． 5%，经鉴定为芽孢乳杆菌属，革兰氏阳性菌，产芽孢率为 95%以上，兼性厌氧，对
头孢哌酮、大观霉素、头孢曲松、诺氟沙星、万古霉素、卡那霉素、左氟沙星、氯霉素等药品敏感。哈维氏弧
菌和副溶血弧菌为本实验室从“早期死亡综合症”患病的对虾消化道中分离纯化获得［12］。
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1． 2 实验虾苗 供试的凡纳滨对虾健康虾苗每只体质量为( 0． 10 ± 0． 01) g，体长为( 1． 8 ～ 2． 0) cm。
1． 3 实验试剂 MＲS合成培养基，TCBS合成培养基，均由广东环凯微生物科技有限公司生产。
1． 4 弧菌拮抗实验
1． 4． 1 菌液抑菌实验 采用牛津杯( 最小半径为 6 mm) 双层平板法［13］做抑菌试验。分别将活化培养好
的乳酸菌、副溶血性弧菌和哈维氏弧菌的菌液密度调配到 1 × 107cfu·mL －1，上层为含有 0． 75%琼脂的培
养基加 1mL致病性弧菌，下层为不含细菌的 2%琼脂培养基。在牛津杯孔中加入 50 μL的乳酸菌液，并用
生理盐水作空白对照，重复 3 次，以牛津杯孔透明圈直径大小来表示乳酸菌对致病性弧菌的拮抗作用。
用游标卡尺测量乳酸菌液对 2 株致病性弧菌的抑菌圈直径。
1． 4． 2 胞外产物的抑菌实验 活化培养好的乳酸菌菌液经 8 000 r·min －1离心 5 min，取上清液，用
0． 22 μm的无菌滤膜反复过滤，然后将滤液分为 2 组，其中一组滤液( 初始 pH4． 0) 用 1 mol·L －1的 NaOH
将其 pH值调至 7． 0，以生理盐水为空白对照，重复 3 次。按 1． 4． 1 的方法操作，测量抑菌圈的直径，并对
实验数据进行统计分析。
1． 5 对虾养殖安全实验 设置 12 个水族箱，规格为 110 cm ×55 cm ×40 cm。其中，2 个水族箱为空白对
照组，试验过程只投喂基础饲料，不添加乳酸菌 HN3;其余 10 个水族箱分成 5 组，以乳酸菌拌料投喂，乳
酸菌的浓度梯度分别为: 1 × 106，2 × 106，3 × 106，4 × 106，5 × 106 cfu·g －1。实验前，分别检测水体中的
初始总菌密度、弧菌密度、乳酸菌密度及 pH值、温度、溶解氧、氨氮、盐度、亚硝酸盐等指标。实验期间，每
周测定各水族箱水体和对虾消化道总菌、乳酸菌和弧菌的数量。实验期间每天 24 h 连续充气增氧，每天
7: 00，12: 00，17: 00，22: 00 投喂饵料，日投饵量为虾苗体质量的 8%，早晚各吸污换水 1 次，日换水率为
30%，并检测水体的溶解氧浓度、温度、pH值、氨氮和亚硝酸氮浓度。
1． 6 实验指标测定与计算
1． 6． 1 总菌、乳酸菌及弧菌数量的测定方法 参考李继秋［14］的方法，测定养殖水体和消化道总细菌、乳
酸菌和弧菌的数量。养殖实验结束后，采集对虾后肠粪便测定其中的乳酸菌、弧菌和总细菌数量［15］。
1． 6． 2 生长指标 实验起始和实验结束时，分别对各水族箱的对虾进行记数、称重。对虾特定生长率
( SGＲ) 、存活率( SＲ) 和日增体质量( DGＲ) 的计算公式［16］如下:

特定生长率( SGＲ) =［( lnWf － lnWi ) /T］× 100% ;

日增体质量( DGＲ) = ( Wf － lWi ) /T ;

成活率( SＲ) = ( Ni － Nf ) /Ni，

式中，Wf，Wi 分别表示实验后对虾平均体质量( g) 和实验前对虾平均体质量( g) ; T表示饲养时间( d) ; Ni，

Nf 分别表示实验前和实验后的对虾数量( 尾) 。
1． 7 数据统计分析 实验数据均以平均值 ±标准差表示，应用 Excel 2007 与 SPSS20． 0 软件分别对弧菌
抑菌圈直径、对虾生长指标、消化道不同菌群数量等实验结果进行统计分析，采用 one-way ANOVA方法进
行方差分析，利用 Turkey’s检验进行显著性检验，采用 P ＜ 0． 05 作为差异性显著标准。图表采用 Origin-
pro8． 0 软件进行绘制。

2 结果与分析

2． 1 乳酸菌液及胞外物质对 2 株弧菌的体外拮抗效果 从表 1 可知，与对照组( 生理盐水) 相比，酸性的
乳酸菌液( pH4． 0) 和中和酸性后的中性菌液( pH7． 0) 均对 2 株弧菌有明显的抑制作用( P ＜ 0． 05 ) ; 酸性
乳酸菌液和中性乳酸菌液均对哈维氏弧菌有显著的抑制效果，两者之间差异不显著( P ＞ 0． 05) ;酸性菌液
对副溶血性弧菌的抑菌圈明显大于中性菌液的抑菌圈，两者的抑菌效果有显著性差异( P ＜ 0． 05) 。
在实验中笔者还发现，将乳酸菌过滤后得到的胞外物质同样对 2 株弧菌有很好的抑菌效果，抑菌圈

的平均直径为 12． 26 ～ 14． 40 mm，与乳酸菌液的抑菌效果无显著性差异( P ＞ 0． 05) ，说明乳酸菌生长过程
中分泌的胞外产物在抑制弧菌生长方面起主要的作用。实验结果还显示，酸性滤液对 2 种弧菌的抑菌圈
的平均直径分别为 14． 40，14． 04 mm，中性滤液对 2 种弧菌的抑菌圈的平均直径分别为 12． 81，12． 26 mm，
两者的抑菌效果差异显著 ( P ＜ 0． 05) ，由此可见，乳酸菌生长过程中分泌的酸性物质在抑制弧菌生长方
面有一定的辅助作用。
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表 1 乳酸菌及滤液对 2 株弧菌抑菌圈直径的测量结果
Tab． 1 Inhibition diameter of two Vibrio species in the lactic acid bacteria and their filtrate mm

乳酸菌液
Lactic acid bacteria liquid

乳酸菌液( pH4． 0)
Lactic acid bacteria

liquid

乳酸菌液( pH7． 0)
Lactic acid bacteria

liquid

胞外物质
Extracellular substances

乳酸菌滤液( pH4． 0)
Lactic acid bacteria

filtrate

乳酸菌滤液( pH7． 0)
Lactic acid bacteria

filtrate

对照组
Control

生理盐水
Normal saline

哈维氏弧菌
Vibrio harveyi 15． 26 ± 0． 23a 15． 01 ± 1． 18ab 14． 40 ± 0． 40a 12． 81 ± 0． 24bc 6． 72 ± 0． 41d

副溶血弧菌
Vibrio parahaemolyticus 14． 40 ± 0． 77a 12． 05 ± 0． 86b 14． 04 ± 0． 35ab 12． 26 ± 0． 23c 6． 30 ± 0． 38d

注:同一列数据后，相同字母表示差异不显著( P ＞ 0． 05) ，下同
Note: Values in each column with the same letters means no significant difference ( P ＞ 0． 05) ，similarly hereinafter

图 1 乳酸菌拌料投喂后对虾日增体质量和成活率
Fig． 1 Survival rate and daily gain rate of the shrimp fed the

lactic acid bacteria

2． 2 乳酸菌拌料投喂对对虾生长的影响
2． 2． 1 对虾的日增体质量和成活率 从图 1 可知，
随着乳酸菌拌料剂量的增加，对虾的日增体质量和

成活率均呈现上升的趋势，其中，以 5 × 106 cfu·g －1

剂量组的成活率最高，为 ( 95 ± 0． 85 ) %，以 4 ×
106 cfu·g －1剂量的日增体质量最大，为 ( 0． 035 ±
0． 002 0) g。虽然 5 × 106 cfu·g －1剂量组成活率高

于 4 × 106 cfu·g －1剂量组，但日增体质量却低于4 ×
106 cfu·g －1剂量组，它们之间的成活率及日增体质

量的差异不显著( P ＞ 0． 05) 。5 × 106 cfu·g －1剂量

组的日增体质量低于 4 × 106 cfu·g －1剂量组，可能

因为 5 × 106 cfu·g －1剂量组成活率较高，导致养殖

空间和营养方面的竞争加剧，同时对虾产生粪便较

多，造成养殖环境较差，从而影响对虾的生长。笔
者认为，4 × 106 cfu·g －1和 5 × 106 cfu·g －1是本株

乳酸菌拌料剂量 / ( × 106cfu·g －1 )

图 2 乳酸菌拌料投喂对虾的特定增长率 SGＲ
Fig． 2 The specific growth rate of the shrimps fed the lactic

acid bacteria

乳酸菌的最佳拌喂剂量，与对照组相比，其日增体

质量和成活率均有显著的差异( P ＜ 0． 05) 。
2． 2． 2 对虾的特定增长率( SGＲ) 特定增长率可
以反映对虾的生长趋势。从图 2 可以看出，在养殖
试验期间，随着乳酸菌拌料剂量的增加，对虾的特

定增长率呈直线上升，当乳酸菌拌料剂量为 4 × 106

cfu·g －1时，特定增长率( SGＲ) 达到最大值( 3． 74 ±
0． 017 1) %，跟对照组相比，差异显著 ( P ＜ 0． 05 ) ，
而其他剂量组与对照组间的差异不显著。
2． 3 乳酸菌拌料投喂对养殖水体和对虾消化道菌
群组成的影响 从图 3 可知，对照组对虾消化道的
总菌和乳酸菌数量分别为 1． 496 × 108 cfu·g －1和

1． 445 × 106 cfu·g －1。不同乳酸菌添加剂量组对虾
消化道的总菌和乳酸菌数量均有大幅度的提高，总

菌和乳酸菌数量的变动范围为 1． 775 ×107 ～ 1． 486 ×
109 cfu·g －1，与对照组有显著性差异( P ＜ 0． 05) 。在不同乳酸菌添加剂量组之间，尽管乳酸菌添加剂量增
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大，但对虾消化道的总菌和乳酸菌数量基本维持在同一数量级水平，差异并不显著( P ＞ 0． 05) ;不同乳酸
菌添加剂量组对虾消化道的弧菌数量均小于1． 752 × 105 cfu·g －1，对照组对虾消化道的弧菌数量为1． 559 ×
106 cfu·g －1，实验组对虾消化道的弧菌数量明显低于对照组。实验结果表明，通过拌料投喂的方式，乳酸菌可
以适应对虾消化道的环境而定植下来，数量大幅度增加，通过营养和生活空间的竞争，从而抑制弧菌的生长繁

殖，使对虾消化道的弧菌数量维持在较低的水平。
在本实验研究中，通过分别检测对照组和乳酸菌不同添加剂量组水体中的总菌、乳酸菌和弧菌的数

量，发现养殖水体中的总菌和乳酸菌数量与饲料中乳酸菌的添加剂量呈正相关，水体中总菌和乳酸菌的

数量随着饲料中乳酸菌添加剂量的增大而升高，说明添加到饲料中的部分乳酸菌会散落在水体中，并在

其中生长繁殖，从而增加了水体中的乳酸菌和总菌的数量;但水体中弧菌数量与饲料中乳酸菌的添加剂

量呈负相关，饲料中乳酸菌的添加剂量越大，养殖水体中弧菌的数量就越少，表明这株乳酸菌同样适应海

水养殖环境，并通过营养生态位和空间生态位的竞争，使养殖水体中弧菌的生长繁殖受到限制。

图 3 乳酸菌拌料投喂后养殖水体和对虾消化道菌群组成的变化
Fig． 3 The changes of microflora composition in water and digestive tract of the shrimp fed the lactic acid bacteria

2． 4 对虾消化道不同菌群的数量差异 从表 2 可知，用乳酸菌拌料投喂后，对虾中、后肠的乳酸菌和总
菌数量均有大幅度的增加，其中，中肠的乳酸菌和总菌数量的增加幅度较大，乳酸菌的数量从 1． 65 × 105
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cfu·g －1上升到 11． 20 × 105 cfu·g －1，总菌数量从 23． 32 × 107 cfu·g －1上升到 37． 34 × 107 cfu·g －1 ;后肠

的乳酸菌和总菌数量也略有增加，但增加的幅度远比中肠的小。使用乳酸菌拌料投喂对虾后，无论是中
肠还是后肠，其乳酸菌和总菌数量的增加幅度是基本一致的，说明总菌数量的增加主要是由乳酸菌数量

的增加所致。本实验检测的后肠内含物取自后肠末端，说明这株乳酸菌能够适应对虾消化道的环境，仍
有部分活性菌株随粪便排到养殖环境中，对增加养殖环境的有益菌群数量和改善菌群组成有重要的作用。

表 2 拌料投喂乳酸菌前后对虾消化道乳酸菌和总菌数量的检测结果
Tab． 2 Counts of lactic acid bacteria and total bacteria in the digestive tract of shrimp before and

after feeding the shrimps the lactic acid bacteria

乳酸菌数量 / ( × 105 cfu·g －1 )

Lactic acid bacteria counts
拌料投喂前

Before feeding
拌料投喂后

After feeding

总菌数量 / ( × 107 cfu·g －1 )

Total bacterial counts
拌料投喂前

Before feeding
拌料投喂后

After feeding

中肠 Mid gut 1． 65 11． 20 23． 32 37． 34

后肠 Hindgut 0． 45 2． 35 5． 20 8． 16

3 讨 论

3． 1 乳酸菌 HN3 对 2 株致病性弧菌的抑制效果 本实验结果表明，乳酸菌培养液、胞外液以及调整 pH
中性的胞外液均对 2 株弧菌有抑制作用，说明抑制 2 株弧菌生长的物质很可能是乳酸菌的胞外代谢产物。
胞外液调整 pH值前后对抑制效果有明显的影响，pH 值较低时抑菌效果越明显，这与乳酸菌对金黄色葡
萄球菌的拮抗作用效果相似［17］，可能是在较低的 pH条件下，酸性物质在抑制弧菌生长中起到协同作用。
当然，乳酸菌代谢产物的抑菌活性是多方面的，主要由有机酸、细菌素等物质［18］发挥作用。胞外物质的具
体抑菌原理和特性仍有待于今后深入研究。
3． 2 乳酸菌 HN3 对凡纳滨对虾生长的影响 益生菌在改良养殖环境、促进水生动物生长、增强机体免
疫功能等方面均有很好效果，在水产养殖中的应用越来越受到人们的关注和重视［19 － 25］。蒋海峰等［26］采
用有益菌 Vibrio sp．和 Bacillus sp．饲喂皱纹盘鲍幼鲍( Haliotis discus hannai) ，幼鲍的体质量增加率、日增
壳长和成活率得到了显著提高;沈文英等［27］发现，用芽孢菌饲喂草鱼后，草鱼的生长性能和免疫功能也得

到明显提高;丁贤等［28］报道，在养殖对虾的池塘中使用芽孢杆菌可显著提高对虾的体质量增加率和降低

饵料系数;柴鹏程等［29］利用添加芽孢杆菌 PC465 的饲料投喂凡纳滨对虾，其生长率有显著的提高。笔者
采用乳酸菌 HN3 拌料投喂凡纳滨对虾，其养殖效果与前人的报道基本一致，投喂乳酸菌后，对虾摄食旺
盛、肠道乌黑粗大，与对照组相比，实验组对虾的成活率、日增重均有显著提高，其中，以乳酸菌添加剂量
4 × 106 ～ 5 × 106 cfu·g －1的综合养殖效果最佳。
3． 3 投喂乳酸菌 HN3 对消化道菌群数量和菌群组成的影响 有益菌在水产养殖中的应用已经十分普
遍。B． Vaseeharan等［30］和 SUNG Hunghung 等［31］报道，在饵料中添加芽孢杆菌可抑制斑节对虾和中国对
虾体内弧菌的滋生，降低对虾胃、肠道的弧菌数量;宫魁等［32］利用乳酸菌及其代谢产物饲养刺参，有效减
少了肠道有害菌的数量，改善了消化道的菌群组成;胡毅等［33］的研究发现，在饵料中添加芽孢杆菌饲养凡

纳滨对虾，可显著降低对虾肠道和粪便中的弧菌数量; M Mareková 等［34］报道，乳酸菌在代谢过程中通过
产生大量的酸性物质或细菌素等物质，可降低消化道内 pH 值和氧化还原电位 Eh，抑制有害菌的滋生。
起初水产养殖所用的益生菌大多源自陆生动物的益生菌或者以同样的思路开展产品研发和推广应用。
动物消化道内的细菌数量和种类都很多，包括有益菌、无益菌、有害菌和致病菌。但是在健康的动物体
内，有益菌多是优势菌并在体内起到主导作用，所以，有益菌通常来源于健康动物体内的优势菌株［35］。因
而，从健康的动物体内或者养殖环境中筛选到的细菌作为有益菌更适应有益菌的定植和粘附［36 － 37］。本
实验所用的乳酸菌 HN3 分离自健康凡纳滨对虾消化道，并且是消化道的优势菌株。该菌株可较好地适应
对虾消化道的环境并定植下来，能大幅度增加消化道的乳酸菌数量，通过营养物质、生活环境的竞争和酸
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性代谢产物的分泌，限制弧菌的生长繁殖，使对虾消化道的弧菌数量维持在较低的数量水平，从而达到优

化对虾消化道的菌群组成的作用［30 － 32］。笔者在对虾后肠的粪便中也检测到大量乳酸菌 HN3 的活性菌
株，说明该乳酸菌株不仅能适应对虾消化道的环境，而且不会被对虾消化道的消化酶所破坏，在后肠中仍

保持活性，这些菌株将随粪便排放到养殖环境中，能增加养殖水体的乳酸菌数量，对优化养殖环境的菌群

组成和预防对虾细菌性疾病的发生有重要的作用。
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Application of Lactic Acid Bacteria in Shrimp Farming

KE Yangyong，LAI Qiuming，SU Shuye，LIN Zhiyu
( College of Ocean，Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: A strain of lactic acid bacteria HN3 isolated from Litopenaeus vannamei digestive tract was used to
conduct experiments to observe its antagonistic effect on two pathogenic vibrio species: Vibrio harveyi and Vibrio
parahaemolyticus and its aquacultural effect on the growth of L． vannamei． The antagonism experiment showed
that both the lactic acid bacteria HN3 and its extracellular fluid showed significantly different inhibitory effects a-
gainst the growth of V． harveyi and V． parahaemolyticus． The aquaculture experiment showed that the daily gain
rate ( DGＲ) ，survival rate ( SＲ) and specific growth rate ( SGＲ) of the shrimps fed the diet containing probiotic
HN3 were significantly higher than those of the control ( P ＜ 0． 05 ) ． Similarly，significantly higher population
density of the lactic acid bacteria and total bacteria were noted in the shrimp digestive tract and culture water
compared to the control，but the number of Vibrio bacteria was reduced greatly ( P ＜ 0． 05 ) ． The diet supple-
mented with 4 × 106—5 × 106cfu·g －1 probiotic HN3 was the best to farm the shrimps，and the probiotic HN3
promoted the growth and improved the survival rate of the shrimps，which indicates that HN3 is adapted to the
digestive tract environment，inhibits the growth of V． harveyi and V． parahaemolyticus and plays an important
role in improving the composition of flora in the farming environment．
Key words: Lactic acid bacteria; Litopenaeus vannamei; growth; Vibrio sp; microflora
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