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饵料中添加益生菌对大菱鲆幼鱼肠道菌群及部分免疫指标的

影响 

潘  雷, 郭  文, 高凤祥, 胡发文, 菅玉霞, 张少春, 王  雪 

(山东省海水养殖研究所, 山东 青岛, 266071) 

摘要: 作者以初体质量为(4.80±0.11)g 的大菱鲆(Scophthalmus maximus)为研究对象, 在循环水水族箱

中进行 60 d 饲喂实验, 研究饲料中添加单一益生菌和复合益生菌对大菱鲆肠道菌群及部分血液免疫指

标的影响。以基础饲料为对照组, 在基础饲料中分别添加枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、地衣芽孢杆

菌(Bacillus licheniformis)、枯草芽孢杆菌 + 地衣芽孢杆菌(1 : 1)、嗜酸乳酸菌(Lactobacillus acidophi-

lus)、双歧杆菌(Bifidobacterium inopinatum)、嗜酸乳酸菌 + 双歧杆菌(1 : 1)、枯草芽孢杆菌 + 地衣芽

孢杆菌 + 嗜酸乳酸菌 + 双歧杆菌(1 : 1 : 1 : 1), 每克饲料约含菌 3.0×109 个/g 干质量, 共配制 7 种实

验饲料。实验结果显示, 饲料中添加益生菌对肠道中总菌数无显著影响, 但显著降低了肠道弧菌数(P

＜0.05), 显著提高了大菱鲆酚氧化酶活力、溶菌酶活性和总抗氧化力。添加不同的益生菌对血细胞数、

血清蛋白浓度及超氧化物歧化酶的影响不同, 例如添加的益生菌中含有乳酸菌能显著提高大菱鲆血清

蛋白浓度(P＜0.05), 而添加芽孢杆菌无此效果。上述实验结果表明, 与添加单一益生菌相比, 在饲料中

添加复合益生菌对降低大菱鲆肠道弧菌总数, 提高机体免疫力具有更好的促进作用。 
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抗生素的发现促进了人类医学的巨大进步, 大
量的抗生素的广泛应用 , 使动物养殖业 , 尤其是水
产养殖业不断受益。从生产实践来看, 使用传统的消
毒剂和抗生素并不能有效地防止疾病的发生 [1], 而
且还可能导致抗药性菌株的出现 [2], 其抗药性基因
还可转移给从未暴露于抗生素的其他菌株, 因此迫
切需要减少抗微生物药物的使用[3-4]。 

益生菌是一种活的微生物, 能维持肠道平衡而
有效地影响宿主动物 , 目前也称为微生态调节剂
(Microecological modulator)、EM 菌制剂 (Efficient 
microbe agent)等 [5], 现代的定义倾向为 : 在微生态
理论指导下, 调整微生态失调, 保持微生态平衡, 增
强新陈代谢 , 促进生长发育 , 从而提高宿主的健康
水平或增进健康状态的微生物及其代谢产物和生长

促进物质[6]。益生菌菌种主要有芽孢杆菌属(Bacillus 
spp.)、乳酸菌属(Lactobacillus spp.)、弧菌属(Vibrio 
spp.)、和酵母(Saccharomyces spp.)等。 

Kozasa 首次将微生态制剂应用于水产养殖, 采
用 1株从土壤中分离的芽孢杆菌(Bacillus toyoi)处理
日本鳗鲡(Anguilla japonica), 降低了由爱得华氏菌

引起的死亡, 之后微生态制剂的研究便得到迅速发  
展[7]; Gatesoupe[8]加乳酸细菌于轮虫的培养基中, 并
用该轮虫作为大菱鲆仔鱼的饵料, 当仔鱼被病原弧
菌感染时, 能有效降低其死亡率;  Moriarty[9]在印度

尼西亚虾场的研究表明, 在没有使用芽孢杆菌的虾
池中, 80 d之内虾因发光弧菌病而死亡, 而使用几株
芽孢杆菌培养物的虾池, 160 d之后虾没有任何问题; 
Rengpipat等[10]以添加芽孢杆菌 S11的饵料饲育斑节
对虾后期幼体 100 d之后, 以病原菌哈氏弧菌(Vibrio 
harveyi)浸浴感染, 10 d之后所有芽孢杆菌 S11 处理
组的对虾 100 %存活, 而对照组的成活率只有 26%。
Gildberg[11]等从大西洋鳕(Gauds morhua)肠道中分离
到的一株乳酸杆菌并制成冻干粉添加到该鳕鱼的饲

料中喂食鱼苗, 结果发现乳酸杆菌可以提高对鳗弧
菌产生疾病的抵抗力。 

作者以大菱鲆(Scophthalmus maximus)幼鱼为研
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究对象, 旨在探讨大菱鲆苗种培育养殖生产实践中, 
在饲料中直接添加单一及复合种类的常见益生菌对

大菱鲆幼鱼消化道酶活力和肠道菌群的变化, 从而
为益生菌在大菱鲆养殖中的直接应用提供理论依

据。本次实验选用的芽孢杆菌种类为枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)和地衣芽孢杆菌 (Bacillus licheni-
formis), 选用的乳酸菌种类为嗜酸乳酸菌(Lactoba-
cillus acidophilus)和双歧杆菌 (Bifidobacterium ino-
pinatum)。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼及分组 
实验于 2008年 4月 15日~6月 15日在山东省海

水养殖研究所中试基地实验室进行, 实验用大菱鲆
体质健康, 体长 5~6 cm。在海水良种繁育中心实验
室暂养一周后随机分为 8组: 对照组、枯草芽孢杆菌
组、地衣芽孢杆菌组、地衣芽孢杆菌+枯草芽孢杆
菌(质量比为 1∶1)、嗜酸乳酸菌组、双歧杆菌组、
嗜酸乳酸菌+双歧杆菌(质量比为 1∶1)组、地衣芽孢
杆菌+枯草芽孢杆菌+嗜酸乳酸菌+双歧杆菌 (质量
比为 1∶1∶1∶1)组。每组 3个重复, 每个重复 100
尾鱼, 养殖在容积 1 m3循环水水族箱中, 养殖密度
100尾/ m3。 

1.2  实验用饲料 
基础饲料以鱼粉、豆粕为主要原料配制饲料, 饲

料原料经粉碎过 60 目筛, 用双螺杆压条机挤压出直
径分别为 2 mm和 3 mm两种粒径的饲料, 在 90℃熟
化 30 min后, 于阴凉处晾干, 剪切成 3 mm长的颗粒
贮存于−20℃的冰柜中待用。 

8 组实验组除分别添加了不同菌种及比例的菌
液外 , 各种营养成分均相同 (实验中枯草芽孢杆菌
及地衣芽孢杆菌单菌菌液购自山东济南大吉饲料

有限公司, 菌含量不小于 1010 CFU/mL; 嗜酸乳酸
杆菌及双歧杆菌干粉购自江苏沃尔德实业有限公

司, 菌含量不小于 1010 CFU/g)。芽孢杆菌属能耐高
温高压[12], 而乳酸菌属在 50℃可以保持 100%的存
活率 [13], 所以实验组采用搅拌法, 把菌液直接加入
饲料中 , 制成湿颗粒 , 于 40℃烘至半干 , 然后在
−20℃冰箱保存, 以备投喂。每克饲料约含菌 3.0×
109个/g干质量。 

日投喂量为体质量的 5%~10%, 分 2 次   
投喂。  

1.3  饲养管理 
分组后的实验用鱼养殖在循环水水族箱中, 每

天换水 2 次, 每次换水 1/2。每天投饵两次, 分别为
7:30~8:30, 16:30~17:30, 投喂量以饱食为标准。每箱
鱼投喂的饲料于投喂前和投喂后称质量。每次投喂

前先吸取粪便 , 投喂后吸取残饵 , 将残饵过滤烘干
保存, 以备计算摄食量。饲养条件恒定(水温 17℃± 
1℃, 盐度 32±0.2), 实验共进行 60 d。 

1.4  肠道菌群检测 
养殖中期(第 30天)和后期(第 60天)测定对大菱

鲆肠道弧菌及细菌总数。测定方法参考李继秋[14]的

方法 , 从每水族箱中随机取 10 尾大菱鲆 , 用      
1/10000 的MS222 麻醉后, 无菌操作将大菱鲆解剖, 
去除肠道粪便 , 置于灭菌的玻璃匀浆器中 , 加入  
10 mL无菌生理盐水匀浆。再依次以 10倍系列稀释, 
选择合适的稀释度测弧菌以及细菌总数。养殖实验

后期 , 收集鱼粪便测弧菌以及细菌总数 , 测定方法
同肠道细菌测定。细菌总数和弧菌数分别通过涂布

2216E 和 TCBS 培养基测定 , 用 N 表示 , 单位为
cfu/ind肠道, 并用 lgN处理。 

1.5  血液免疫指标测定 
实验结束后饥饿 24 h。用 1 mL无菌注射器, 按照

血淋巴与抗凝剂(10 mmol/L EDTA·Na2, 450 mmol/L 
NaCl, 10 mmol/L KCl, 10 mmol/L HEPES, pH7.3, 850 
mOsm/kg)体积比为 1∶2 的比例, 每个养殖箱随机
取 3 尾鱼, 从心脏部位进行取血, 进行血细胞总数
计数。 

用于其余血液指标测定的采样方法为: 用 1mL
的无菌注射器自对鱼心脏抽取血液, 每个养殖箱随
机取 20 尾鱼血液合并置于无菌离心管中 4℃静置过
夜后 , 3 000 r/min 离心 10 min, 取上层血清置于  
−80℃超低温冰箱保存待测。 

酚氧化酶活性测定: 采用Hernández-López等[15]

的方法。以实验条件下, 每 mL 血清每 min 吸光值
增加 0.001, 定义为 1个酶活性单位(U)。 

血清溶菌酶活性通过浊度比色法测定。以实验

条件下, 每 mL血清每 min吸光值减少 0.001为 1个
酶活性单位(U)。 

血清蛋白浓度、SOD 和总抗氧化力使用南京建
成试剂盒测定。血清中 SOD 酶活性单位定义为每
mL血清中 SOD 抑制率达到 50% 所对应的 SOD量
为 1 个酶活性单位。总抗氧化活性单位定义为 37℃
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时, 每 mL血清每分钟吸光度增加 0.001为 1个酶活
性单位。 

1.6  数据分析 
实验数据采用 SPSS12.0软件进行单因素方差分

析。当差异显著时, 用 Duncan检验法进行多重比较, 
差异显著度 P为 0.05。 

2  实验结果 

2.1  肠道内细菌总数和弧菌总数 
各实验组及对照级养殖中期(30 d)和养殖后期

(60 d)肠道细菌总数和弧菌总数见表 1。 
与对照组相比 , 整个实验过程中 , 添加了益生

菌的各实验组对大菱鲆幼鱼肠道中的总菌数均无显 
 
表 1  大菱鲆养殖中期和后期肠道细菌总数和弧菌总数 
Tab. 1  Effects of different dietary probiotics on total bacterium counts (TBC) and Vibrios bacterium counts (VBC) in 

intestine tract of Scophthal musmaximus                                        n=3; X ±SE; lgCFU/ind 
中期 后期 

饲料中益生菌 细菌总数 
(TBC) 

弧菌总数 
(VBC) 

细菌总数 
(TBC) 

弧菌总数
(VBC) 

对照组 7.44±0.08 6.98±0.21 7.58±0.18 7.11±0.13
枯草芽孢杆菌(B.subilis) 7.76±0.16 4.75±0.45 7.60±0.21 5.67±0.26
地衣芽孢杆菌(B.licheniformis) 7.12±0.11 4.62±0.23 7.22±0.31 5.13±0.19
地衣芽孢杆菌+枯草芽孢杆菌(1:1)(B.licheniformis + B.subilis) 7.22±0.26 4.42±0.37 6.97±0.25 4.96±0.23
嗜酸乳酸菌(Bifidobacterium inopinatum) 7.39±0.41 4.40±0.41 7.13±0.29 5.22±0.17
双歧杆菌(Lactobacillus acidophilus) 7.28±0.33 4.62±0.17 7.22±0.36 4.9±0.11
嗜酸乳酸菌+双歧杆菌(1:1) 
(Bifidobacterium inopinatum + Lactobacillus acidophilus) 

7.60±0.29 4.57±0.22 7.34±0.38 4.87±0.20

地衣芽孢杆菌+枯草芽孢杆菌+嗜酸乳酸菌+双歧杆菌(1:1:1:1)
(B.licheniformis + B.subilis + Bifidobacterium inopinatum + 
 Lactobacillus acidophilus) 

7.41±0.30 4.37±0.18 7.39±0.27 4.66±0.14

 
著影响(P＞0.05), 但在中期和后期均显著降低了大
菱鲆幼鱼肠道弧菌数(P<0.05); 但实验后期大菱鲆幼
鱼肠道弧菌数与中期相比没有显著变化(P<0.05)。 

2.2  对大菱鲆幼鱼免疫力的影响 

免疫指标与对照组相比, 添加益生菌能不同程
度提高大菱鲆幼鱼的血细胞数、血清蛋白浓度、酚

氧化酶活力(表 2)及溶菌酶、超氧化物歧化酶及总抗
氧化力(表 3)。 

实验数据表明, 添加益生菌的实验组均能使大
菱鲆幼鱼的血细胞数显著增加(P＜0.05)。复合益生
菌能使大菱鲆幼鱼的血清蛋白浓度显著提高 (P＜
0.05), 其中, 添加单一及复合乳酸菌的 3个实验组和
添加地衣芽孢杆菌+枯草芽孢杆菌+嗜酸乳酸菌+双 

 
表 2  饲料中益生菌对大菱鲆免疫功能的影响 I 
Tab. 2  Effects of different dietary probiotics on immunity of Scophthal musmaximus                    n=3; X ±SE 

饲料中益生菌 
血细胞数 

(107个/mL)
血清蛋白浓度 

(g/L) 
酚氧化酶 
(U/mL) 

对照组 1.88±0.97 220.62±4.27 6.84±0.65 
枯草芽孢杆菌(B.subilis) 1.99±1.01 226.36±3.47 14.32±0.93
地衣芽孢杆菌(B.licheniformis) 2.02±0.88 231.07±3.11 13.82±1.01
地衣芽孢杆菌+枯草芽孢杆菌(1 : 1)(B.licheniformis + B.subilis) 1.99±0.67 233.54±2.86 14.99±0.87
嗜酸乳酸菌(Bifidobacterium inopinatum) 1.91±0.58 248.63±3.61 16.32±1.27
双歧杆菌(Lactobacillus acidophilus) 1.93±0.74 250.69±2.97 17.36±1.45
嗜酸乳酸菌+双歧杆菌(1:1) 
(Bifidobacterium inopinatum + Lactobacillus acidophilus) 

1.95±0.63 249.32±2.83 17.20±1.09

地衣芽孢杆菌+枯草芽孢杆菌+嗜酸乳酸菌+双歧杆菌(1 : 1 : 1 : 1) 
(B.licheniformis + B.subilis + Bifidobacterium inopinatum + 
 Lactobacillus acidophilus) 

2.10±0.37 252.10±3.95 18.90±1.57
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歧杆菌的实验组与对照组相比血清蛋白浓度显著提

高(P＜0.05), 添加单一及复合芽孢杆菌的 3 个实验
组与对照组相血清蛋白浓度略有提高, 但差异不显
著(P＞0.05), 说明单一及复合乳酸菌在提高大菱鲆
幼鱼血清蛋白浓度方面起主要作用。 

各实验组均能显著提高大菱鲆血清中酚氧化酶

活力(P＜0.05), 其中添加单一及复合乳酸菌的 3 个
实验组和添加地衣芽孢杆菌+枯草芽孢杆菌+嗜酸乳
酸菌+双歧杆菌的实验组与对照组相比, 差异更为明
显。 

各实验组均能显著提高大菱鲆幼鱼血清中溶菌

酶活力(P＜0.05), 其中添加复合芽孢杆菌和复合乳

酸菌的实验组在提高大菱鲆幼鱼血清中溶菌酶活力

方面比添加单一菌种效果更为明显, 添加地衣芽孢
杆菌+枯草芽孢杆菌+嗜酸乳酸菌+双歧杆菌复合益
生菌的实验组 , 效果非常显著 , 比对照组提高了
126.7%。 

添加了嗜酸乳酸菌+双歧杆菌的实验组和添加
了地衣芽孢杆菌+枯草芽孢杆菌+嗜酸乳酸菌+双歧
杆菌复合益生菌的实验在提高大菱鲆幼鱼血清中超

氧化物歧化酶活力方面与对照组相比差异更为显著

(P＜0.05)。 
各实验组均能显著提高大菱鲆幼鱼血清的总抗氧

化力(P＜0.05), 各实验组之间差异不显著(P＞0.05)。 
 
表 3  饲料中益生菌对大菱鲆免疫功能的影响 II 
Tab. 3 Effects of different dietary probiotics on immunity of Scophthal musmaximus                    n=3; X ±SE 

饲料中益生菌 溶菌酶 
(U/mL) 

超氧化物歧化酶 
(U/mL) 

总抗氧化力

(U/mL) 
对照组 17.98±0.81 286.86±2.31 6.01±0.22
枯草芽孢杆菌(B.subilis) 23.08±1.31 295.64±1.67 13.69±0.49
地衣芽孢杆菌(B.licheniformis) 21.25±0.79 285.62±1.93 12.86±0.35
地衣芽孢杆菌+枯草芽孢杆菌(1 : 1)( B.licheniformis + B.subilis) 29.50±1.03 292.63±1.48 12.48±0.09
嗜酸乳酸菌(Bifidobacterium inopinatum) 22.84±2.01 299.36±2.02 13.60±0.88
双歧杆菌(Lactobacillus acidophilus) 24.78±1.68 302.87±3.01 14.22±0.69
嗜酸乳酸菌+双歧杆菌(1 : 1) 
(Bifidobacterium inopinatum + Lactobacillus acidophilus) 

30.06±2.31 310.15±2.96 14.15±0.78

地衣芽孢杆菌+枯草芽孢杆菌+嗜酸乳酸菌+双歧杆菌(1 : 1 : 1 : 1) 
(B.licheniformis + B.subilis + Bifidobacterium inopinatum +  
Lactobacillus acidophilus) 

40.76±1.98 325.82±3.29 13.99±0.55

 

3  讨论 
本实验中选用的芽孢杆菌菌种为枯草芽孢杆菌

和地衣芽孢杆菌。芽孢杆菌可用作饲料添加剂, 是一
种需氧的非致病菌, 以内孢子的形式存在于肠道微
生物群落中, 能使肠内的 pH 下降, 氨浓度降低, 促
进淀粉、纤维素等分解。芽孢杆菌耐酸、耐盐、耐

高温(100℃)和挤压, 是一种比较稳定的益生菌。本
实验中选取中的乳酸菌菌种为嗜酸乳酸菌和双歧杆

菌。乳酸菌能分解糖类产生乳酸, 通过酸化作用提高
动物对饲料的消化效果 , 厌氧或兼性厌氧 , 不能形
成芽孢, 稳定性较低。双歧杆菌制剂可抑制革兰氏阴
性菌 , 减少肠杆菌细胞壁内毒素进入鱼体 , 保护肝
脏。 

本实验中 , 与对照组相比 , 添加了益生菌的各
实验组对大菱鲆幼鱼肠道中的总菌数均无显著影响, 
但都显著降低了大菱鲆幼鱼肠道中的弧菌总数。分

析其作用机制, 益生菌可以通过与有害微生物竞争
营养物质及生存和繁殖空间, 抑制有害微生物生长, 
从而维持机体微生态平衡。郭志勋[16]等在饲料中添

加芽孢杆菌能够促进凡纳滨对虾(Litopenaeus van-
namei)的生长及免疫力 , 这些研究结果均与本研究
结果相似。 

刘克林等[17]采用有益芽孢杆菌制成的微生态添

加剂饲喂鲤鱼苗 100 d 后发现, 实验组免疫器官胸
腺、脾脏生长发育较对照组迅速、成熟快, 电镜观察
免疫器官内 T、B淋巴细胞较对照组成熟快、数量增
多, 产生抗体增多, 免疫功能增强。 

在本实验中, 益生菌对大菱鲆血细胞数、溶菌
酶、血清蛋白浓度、血清酚氧化酶、血清超氧化歧

化酶和血清总抗氧化力都有不同程度的提高。说明

饲料中添加益生菌可以提高大菱鲆非特异性免疫能

力。 
复合益生菌组有比单一益生菌组更高的血清蛋
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白浓度及溶菌酶活力 , 与 Salinas 等 [18]在乌颊鱼 
(Sparus aurata L.) 中发现的芽孢杆菌和乳酸菌的复
合菌比单一的芽孢杆菌和乳酸菌有更好的免疫效果

相似。 
可见益生菌可以作为良好的免疫激活剂, 通过

激发机体的体液免疫和细胞免疫来增强机体免疫机

能。其作用机理可能是通过细菌本身或细胞壁成分

刺激非特异性免疫系统使其发挥作用, 从而提高动
物免疫力[19]。多种来自细菌细胞壁的成分可作为免

疫增强剂已在甲壳动物中得到证实[20-22] 
本实验发现添加单一及复合乳酸菌的 3 个实验组

和添加地衣芽孢杆菌+枯草芽孢杆菌+嗜酸乳酸菌+  
双歧杆菌的实验组与对照组相比血清蛋白浓度显著

提高(P＜0.05), 添加单一及复合芽孢杆菌的 3 个实
验组与对照组相血清蛋白浓度略有提高, 但差异不
显著(P＞0.05), 说明饲料中添加乳酸菌在提高大菱
鲆幼鱼血清蛋白浓度方面起主要作用。具体作用机

理有待于进一步实验研究。 

4  结论 
在本实验条件下 , 饲料中添加益生菌 , 可通过

竞争作用机制 , 维持大菱鲆幼鱼肠道细菌平衡 , 显
著降低大菱鲆幼鱼肠道中的弧菌总数; 饲料中添加
了益生菌的实验组与对照组相比, 各项免疫指标均
显著提高, 且复合益生菌的添加效果好于单一益生
菌。这对于大菱鲆饲料中益生菌的添加有重要的指

导作用。对于不同养殖条件下, 益生菌的添加比例及
效果还有待进一步研究。 
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Abstract: A 60-day experiment was conducted to determine the effect of different dietary probiotics on bacteria of 

intestine and fecal, and immunity of Scophthalmus maximus [initial body weight(4.80±0.11)g]. Basic diet was 

made of fish meal and defatted soybean meal. These juveniles were fed with eight different diets: basic diet as con-

trol, and basic diet supplemented with 3.0×109CFU/g single probiotics (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, 

Lactobacillus acidophilus, and Bifidobacterium inopinatum) or 3.0 × 109CFU/g compound probiotics 

(B.licheniformis + B.subilis 1:1; B. inopinatum + L. acidophilus 1:1; B.licheniformis + B.subilis + B. inopinatum + 

L. acidophilus 1:1:1:1). Each diet was randomly fed to triplicate groups of 300 turbots reared in circulating water 

aquarium. The water temperature was 17℃±1℃ and the salinity was 32±0.2 during the experimental period.  

Results showed that turbot fed compound probiotic decreased highly Vibrio bacteria counts (VBC) in intestine 

compared with those fed with control diet (P＜0.05), while the total bacterium counts (TBC) showed no significant 

changes (P＞0.05). 

The probiotic also significantly improved immune indicators of turbot (P<0.05), including total hemocyte 

counts, serum protein concentration, serum phenoloxidase activity (PO), serum lysozyme activity, serum superoxide 

dismutase (SOD), and total antioxidative capacity (T-AOC). The present results suggested that the diet supple-

mented with probiotic could improve growth and immunity of turbot, and compound probiotic showed better effects 

than a single one. 
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