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乳酸菌及其代谢产物对刺参幼体肠道菌群和非特异性免疫的

影响 

宫  魁1,2, 王宝杰1, 刘  梅1, 蒋克勇1, 邱楚雯1, 2, 骆作勇1, 2, 范瑞用3,  
王  雷1 

(1. 中国科学院 海洋研究所, 山东 青岛 266071; 2. 中国科学院 研究生院, 北京 100049; 3. 青岛瑞滋海珍
品发展有限公司, 山东 青岛 266400) 

摘要: 以初始体质量为(2.74±0.17)g 的刺参(Apostichopus japonicus)为研究对象, 在室内养殖池进行 60 d

饲喂实验, 研究饲料中添加乳酸菌制剂和乳酸菌代谢产物对刺参肠道菌群、部分免疫指标及生长的影

响。在基础饲料中分别添加乳酸菌制剂和乳酸菌代谢产物各 2 mL/m3(按饲养水体折算), 配制 2 种实验

饲料。实验结果显示: 与对照组比, 饲料中添加乳酸菌与乳酸菌代谢产物均显著降低了刺参肠道弧菌

数及大肠杆菌数(P＜0.05); 饲料中添加乳酸菌及其代谢产物能使刺参肠道酸性磷酸酶和碱性磷酸酶活

力显著升高, 溶菌酶活性有所提升, 其中乳酸菌制剂实验组与代谢产物实验组免疫酶活力差异不显著; 

两实验组刺参的特定生长率显著高于对照组(P＜0.05)。上述结果表明, 乳酸菌制剂与乳酸菌代谢产物

对刺参的肠道菌群平衡、免疫力及生长均具有良好的促进作用, 且两者之间差异不显著。  
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刺参 (Apostichopus japonicus)属棘皮动物门
(Echinodermata), 海参纲(Holothuroidea)。目前刺参
已成为我国海水养殖业中产值最高的养殖品种。随

着养殖产业的迅速发展 , 病害问题日趋突出 , 其中
以“烂嘴”、“吐脏”、“摇头”、“化皮”等为主要特征的
“刺参腐皮综合征”频繁发生, 不同程度地波及并危
害到各主要刺参养殖产区, 每年造成严重的经济损
失[1]。抗生素和化学药物在防治水产病害中虽然有其

独特的作用 , 但长期使用导致若干副作用 , 如病原
菌抗药性 , 内源性感染和二重感染 , 同时化学药物
在水产动物体内残留, 直接危害人类健康 [2]。因此, 
减少抗生素及化学药物的使用 , 寻找替代药剂 , 发
展生态养殖是刺参养殖业的必由之路。 

作为微生态制剂的主要菌种, 乳酸菌在畜禽业
已被广泛应用, 其具有无毒副作用、促进动物生长、
提高饲料转化率、可替代抗生素等优点。但其在水

产养殖中应用较少 , 作用机理不明确 , 限制了其在
水产养殖业的推广。本研究通过研究乳酸菌及其代

谢产物对刺参肠道菌群、非特异性免疫及特定生长

率影响, 初步探索在刺参养殖中的乳酸菌菌体与代
谢产物所起益生作用, 以期为乳酸菌制剂在刺参养
殖中的应用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  乳酸菌制剂 
乳酸菌: 市售商品化菌种(干粉保存), 经分析检

测为屎肠球菌(Enterococcus faecium)与植物乳杆菌
(Lactobacillus plantarum)的混合菌种。经实验室活化
后 , 小型发酵罐中试发酵 , 经平板计数法检测发酵
液活菌密度为 4×109个/mL, 4℃保存备用。 

乳酸菌代谢产物: 将乳酸菌发酵液置于−20℃冰
箱保存 48 h , 4℃, 6000 r/min, 30 min, 连续离心 3次。经
平板计数法检测其剩余乳酸活菌密度约为 103个/mL。 

1.2  试验动物  
试验用刺参由青岛瑞滋海珍品发展有限公司提

供, 为同一批孵化, 挑选规格基本一致的健康刺参, 
初始平均体质量为(2.74 ± 0.17)g。 
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1.3  方法 
1.3.1  试验管理 

试验于青岛瑞滋海珍品发展有限公司海参育苗

场进行。挑选个体规格一致的健康刺参, 随机分为 3
组, 每组 5个重复, 分别放入 5 m×3 m×1m的养殖池, 
每池布苗量为 40 kg。按照常规生产规程进行管理, 
连续充气, 每天 14:00 投喂一次饵料, 日投饵量为刺
参体质量的 5%, 根据摄食、生长及粪便情况随时调
整。每天换水 50%。试验期间水温 13~15℃, pH7.83~ 
8.14, 溶解氧 5.7~6.8 mg/L。鲜海泥取自青岛胶南琅琊
海域, 用量为干饲料质量的 8 倍。实验自 2011 年 12
月 3 日开始。对照组饲喂基础饲料(表 1), 乳酸菌实验
组添加 2mL/m3(按水体折算)乳酸菌制剂, 乳酸菌代谢
产物组添加 2 mL/m3(按水体折算)乳酸菌代谢产物。 

表 1  基础饲料搭配比例 
Tab.1  Composition of experimental basal diets  
饲料组分 商品稚参料 海藻粉 鼠尾藻 鱼粉 虾粉

比例(%) 60 17 10 7 6 
 

1.3.2  微生物分析 
每组随机取 3头刺参, 无菌解剖取其肠道, 去除

肠道粪便, 无菌生理盐水充分冲洗后, 置于灭菌的玻
璃匀浆器中, 加入适量无菌生理盐水匀浆, 倍比稀释, 
选择合适的稀释度取 0.1mL, 分别接种 2216E平板、麦
康凯平板、TCBS 平板和 MRS 平板, 并用无菌玻璃涂
布棒涂布均匀, 培养适宜时间后, 进行平板细菌计数。 
1.3.3  免疫指标 

每组随机取 20 头刺参, 解剖取体腔液, 吸取抗
凝剂, 与体腔液体积比 1:1 混匀。所得体腔液, 一部
分直接用于体腔细胞计数、吞噬活性的测定; 另一部分
离心 10 min(3000r/min, 4℃)后弃上清, 用含 0.1 mmol/L
苯甲基磺酞氟的 PBS 缓冲液将体腔细胞沉淀物重悬, 

VC130超声波破碎仪(美国)破碎(22kHz, 15~20s)悬液中
的细胞, 4000 r/min, 4℃离心 10 min, 所得上清液即为
细胞破碎上清液(CLS), CLS用于碱性磷酸酶(AKP)、
酸性磷酸酶(ACP)和溶菌酶(LSZ)活力的测定。上述
酶活采用上海生工试剂盒进行测定, 相关操作及计
算均按试剂盒说明进行。体腔液细胞的吞噬活性测定

参考王斌等[3]方法, 将200μL体腔细胞在96孔板中贴壁
30 min后, 弃上清, 每孔加入 100 μL中性红(体积分数
0.1%)吞噬 30 min后, PBS缓冲液冲洗 3遍, 洗去未被
吞噬的中性红, 加入 200 μL 细胞裂解液裂解 20min, 
全波长酶标仪 540 nm处读取吸光值, 结果以每 108个

细胞的吸光值来表示吞噬活性的高低。 
1.3.4  特定生长率 

试验持续 60 d, 分别在试验第 20天、第 40天和
第 60 天随机取样, 分析天平(精确度为 0.001g)称质
量, 测定特定生长率(RSG)。计算公式:  

0
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ln ln
100%tW W

R
t
−

= ×    

1.3.5  统计分析 
数据用 spss16.0 软件进行单因素方差(ANOVA)

分析, 多重比较采用 LSD 法进行。结果以平均值±
标准误(M±SD)表示。 

2  结果与分析 
2.1  刺参肠道菌群变化 

连续投饲 20d, 两实验组刺参肠道乳酸菌均显著
增多(P＜0.05); 40、60d, 两实验组刺参肠道乳酸菌也有
一定程度增多。在试验期间, 两实验组大肠杆菌菌落数
均显著减少(P＜0.05)。弧菌增殖亦受一定抑制; 除 40d, 
乳酸菌组弧菌量与对照组差异不显著外, 两实验组弧
菌均显著降低(P＜0.05)。刺参肠道异养菌总数在第
40天差异显著(P＜0.05), 其余时间差异不明显(表 2)。 

表 2  投饲乳酸菌及其代谢产物后刺参肠道菌群变化(M±SD) 
Tab.2  The changes of intestinal microflora after using probiotics(M±SD) 

时间(d) 组别 异养菌(105个/g) 乳酸菌(103个/g) 大肠杆菌(103个/g) 弧菌(104个/g)
乳酸菌组  9.35±1.25a 0.85±0.02b 0.38±0.05b 1.35±0.07b 
代谢产物组 10.80±1.32a 1.48±0.10a 0.73±0.26b 1.04±0.12b 20 
对照组 10.45±3.35a 0.24±0.06c 2.80±0.76a 3.68±0.42a 
乳酸菌组 10.73±1.17a 0.68±0.13b 3.84±0.15b 3.30±0.12a 
代谢产物组 2.10±0.31c 1.10±0.20a 0.18±0.03b 0.25±0.07b 40 
对照组 5.92±0.82b 0.40±0.02b 18.60±3.03a 4.36±0.56a 
乳酸菌组 5.45±1.11a 0.51±0.06a 0.48±0.08b 4.40±1.24c 
代谢产物组 7.28±3.15a 0.30±0.04ab 0.21±0.03c 12.08±1.11b 60 
对照组 4.57±0.76a 0.21±0.06b 1.91±0.05a 27.70±1.47a 

注: 同一列不同字母表示差异显著(P＜0.05) 
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2.2  免疫指标 
2.2.1  体腔细胞计数 

连续投饲乳酸菌与乳酸菌代谢产物, 乳酸菌实
验组、代谢产物实验组和对照组体腔细胞含量差异

不显著, 表明乳酸菌及其代谢产物对刺参体腔细胞
数量影响不明显(表 3)。 
 

表 3  乳酸菌与其代谢产物对刺参体腔细胞的影响(M±SD) 
Tab. 3  The effects of lactic acid bacteria and its me-

tabolites on coelomocyte of Apostichopus ja-
ponicus (M±SD) 

体腔细胞密度(106个/mL) 
组别 

20 d 40 d 60 d 

乳酸菌组 20.65±1.14a 25.25±1.45a 26.92±1.57a

代谢产物组 18.40±1.02a 28.50±1.42a 31.64±1.77a

对照组 18.55±1.69a 27.30±0.52a 25.80±1.33a

注: 同一列不同字母表示差异显著(P＜0.05) 

 
2.2.2  体腔细胞吞噬活性 

连续投喂乳酸菌及其代谢产物, 刺参体腔细胞
吞噬活性明显上升(P＜0.05)。其中乳酸菌实验组和
代谢产物实验组体腔细胞吞噬活性在 40、60 d 差
异不显著(表 4)。对照组在 20、40、60 d 体腔细胞
吞噬活性均显著低于乳酸菌实验组和代谢产物组 
(P＜0.05)。 

 

表 4  乳酸菌与其代谢产物对刺参体腔细胞吞噬活性的影

响(M±SD) 
Tab. 4  The effects of lactic acid bacteria and its metabo-

lites on phagocytic activity of coelomocyte (M±SD) 
吞噬活性* 

组别 
20 d 40 d 60 d 

乳酸菌组 0.90±0.16b 7.98±0.32a 6.95±0.33a

代谢产物组 1.49±0.26a 7.82±0.60a 6.80±0.30a

对照组 0.67±0.20b 3.16±0.28b 4.76±0.29b

*以每 108 个细胞的吸光值来表示; 同一列不同字母表示差异显
著(P＜0.05) 

 
2.2.3  体腔细胞免疫酶活性 

刺参 ACP 活性测定结果见图 1。20、40、60 d
活性乳酸菌组、代谢产物组与对照组刺参 ACP差异
显著(P＜0.05), 且乳酸菌组与代谢产物实验组 ACP
活性差异均不显著。表明投喂乳酸菌和乳酸菌代谢

产物均可在一定程度上提高刺参体腔细胞 ACP活性, 
且两者之间差异不显著。 

刺参体腔细胞 AKP 活性测定结果见图 2。乳酸
菌组与代谢产物组, 体腔细胞 AKP活性在 20、40、

60 d差异均不显著, 而对照组 AKP活性显著低于各
实验组(P＜0.05)。表明乳酸菌、乳酸菌代谢产物在
本实验条件下, 均可显著提高体腔细胞 AKP 活性, 
且两者差异不显著。 

 

图 1  乳酸菌与乳酸菌代谢产物对刺参体腔细胞ACP的影响 
Fig.1  The effects of lactic acid bacterial and metabolites on 

ACP of coelomocytes 

 

图2  乳酸菌与乳酸菌代谢产物对刺参体腔细胞AKP的影响 
Fig.2  The effects of lactic acid bacterial and metabolites on 

AKP of coelomocytes 
 
乳酸菌与乳酸菌代谢产物均能促进刺参体腔细

胞 LSZ 活性(图 3)。但在 20d, 乳酸菌实验组与对照
组 LSZ 活性差异不显著。40 d, 各实验组与对照组
LSZ 差异均不显著。表明乳酸菌及乳酸菌代谢产物
均能促进体腔细胞 LSZ 活性, 但作用效果可能受其
他因素影响而不稳定。 

 

图 3  乳酸菌与乳酸菌代谢产物对刺参体腔细胞 LSZ的影响 
Fig.3  The effects of lactic acid bacterial and metabolites on 

LSZ of coelomocytes 
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2.3  特定生长率 
乳酸菌和乳酸菌代谢产物连续投喂稚参, 均可

提高刺参特定增长率(表 5)。20~40 d, 乳酸菌实验组
RSG显著高于对照组(P＜0.05); 40~60 d, 乳酸菌代谢
产物实验组刺参 RSG显著高于对照组(P＜0.05)。在试
验期间, 乳酸菌实验组与乳酸菌代谢产物组刺参 RSG

未表现出显著差异。 
 

表 5  乳酸菌及其代谢产物对刺参特定生长率的影响(M±SD) 
Tab.5  The effects of lactic acid bacteria and its metabo-

lites on RSG of Apostichopus japonicus (M±SD) 

RSG 
组别 

0~20 d 20~40 d 40~60 d 
乳酸菌组 0.024±0.0046a 0.034±0.011a 0.026±0.0028ab

代谢产物组 0.029±0.0082a 0.025±0.0076ab 0.032±0.0061a

对照组 0.021±0.0081a 0.011±0.0064b 0.015±0.0035b

注: 同一列不同字母表示差异显著(P＜0.05) 

3  讨论 
目前针对乳酸菌的研究, 大多关注菌体与代谢

产物共同作用效果 [1-2,4], 未有分别针对乳酸菌菌体
和乳酸菌代谢产物作用效果的研究。本实验在前人

研究基础上 , 将乳酸菌制剂中的菌体分离 , 对乳酸
菌发酵产物和乳酸菌制剂作用效果进行比较, 通过
对比试验, 比较乳酸菌制剂与代谢产物各自益生效
果, 为揭示乳酸菌作用机理提供参考。虽前处理未能
将乳酸菌活菌彻底去除, 但代谢产物中活菌含量远低
于乳酸菌制剂(相差 106 倍), 应能通过刺参养殖实验
比较乳酸菌菌体与发酵代谢产物各自所起益生功能。 

动物肠道菌群和肠黏膜结合形成的机械屏障、

免疫屏障与生物屏障不仅发挥着保持机体内环境稳

定的作用, 而且能有效防止致病物质的入侵和菌群
内毒素的位移, 在维护机体健康方面起着至关重要
的作用[4-9] 禔。许 森研究发现, 在投喂短乳酸杆菌菌
液和冻干菌粉后, 草鱼肠道的短乳酸杆菌稳定定殖, 
其数量呈上升趋势, 弧菌的数量下降[8]。曾地刚等发

现投喂乳酸杆菌可有效抑制罗非鱼肠道病菌的增

殖[9]。胡毅等研究发现饲料中添加芽孢杆菌显著降低

了凡纳滨对虾肠道和粪便中的弧菌[4]。上述研究多认

为 , 外源有益菌可定殖于机体肠道 , 通过与有害微
生物竞争生态位点 , 抑制有害菌繁殖 , 进而对肠道
微生态产生有益调节。本研究发现, 投喂乳酸菌及其
代谢产物均能对刺参肠道菌群产生有益调节, 肠道
乳酸菌均有所提高 , 禔与许 森等人研究结果相同 ; 

而有害菌群如大肠杆菌与弧菌增殖均受到显著抑制, 
与胡毅等人研究结论一致。但乳酸菌实验组与代谢

产物实验组两者差异不显著, 表明两者之间应有相
同成分起到调节肠道微生态的作用。而乳酸菌代谢

产物经前处理后 , 其活菌菌体显著减少 , 代谢产物
大量留存, 表明两者共有的乳酸菌代谢产物起到了
调节肠道微生态的主要功能。且实验所用乳酸菌菌

株来源于陆地, 前期研究发现其并不适于海洋环境, 
在刺参养殖环境下存活率很低(相关结果另文发表)。
本研究中 , 作者认为并不是乳酸菌通过肠道定殖 , 
与有害微生物竞争来调节肠道微生态, 而是乳酸菌
代谢产物对刺参肠道菌群起主要调节作用。研究发

现乳酸菌代谢产物中不仅有大量酸性物质, 且通常
含有细菌素(bacteriocin)类物质[10-11], 具有较好的抑
菌效果。本实验菌株由植物乳杆菌和屎肠球菌复

合。屎肠球菌与植物乳杆菌在发酵过程中, 同时会产
生大量的乙酸、乳酸及大量活性抑菌物质, 这些发酵
产物随饲料进入刺参消化道后, 降低肠道内的 pH和
氧化还原电位值 Eh, 使肠道处于酸性环境, 拮抗病
原性细菌 , 从而抑制其增殖 , 促进乳酸菌等有益菌
群的生长 , 调节刺参肠道微生态 , 提高刺参抗感染
能力。 

棘皮动物体腔细胞是棘皮动物的免疫核心成分, 
其密度在一定程度上反映了棘皮动物机体的免疫应

激能力或健康状况[12]。而细胞吞噬作用在无脊椎动

物的抗菌防御中起着非常重要的作用。本实验发现, 
投喂乳酸菌制剂及其代谢产物均未对刺参体腔细胞

密度产生显著性影响, 但体腔细胞吞噬活性有所提
高。有研究发现, 饲喂鼠李糖乳酸杆菌(Lactobacillus 
rhamnosus), 可以显著提高罗非鱼细胞吞噬活性 [13], 
本实验与上述研究结果相近。乳酸菌制剂及乳酸菌

代谢产物均对体腔细胞吞噬活性有积极影响, 可能
与乳酸菌发酵过程中产生的活性代谢产物促进刺参

吞噬细胞活性有关, 具体作用机理还需要进一步实
验予以验证。 

刺参作为低等动物 , 其免疫系统不完善 , 主要
依靠非特异性免疫来提高对病原的抵抗力。ACP、AKP
与 LSZ 是反映刺参免疫能力的重要指标, 在刺参防
御体系中发挥重要的作用。Gullia等发现投喂肠道分
离芽孢杆菌, 显著提高对虾血清酚氧化酶活力[14]。

Salinas 等[15]发现芽孢杆菌和乳酸菌对乌颊鱼免疫效

果具有较好的促进作用。王永胜等[16]用益生菌饲喂

凡纳滨对虾时实验组溶菌酶、碱性磷酸酶、氧化物
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歧化酶等指标方面均高于对照组。上述对益生菌的

研究, 多发现其能有效促进水产动物非特异性免疫
酶活性, 但未揭示菌体还是代谢产物或者二者共同
对免疫酶活发挥作用。本实验中, 乳酸菌制剂和乳酸
菌代谢产物对刺参 ACP、AKP和 LSZ活性均有显著
促进 , 且两者之间对上述酶活影响差异不显著 , 对
刺参免疫酶活作用效果与上述研究一致。本实验表

明, 含乳酸菌活菌的乳酸菌制剂和去乳酸菌菌体的
代谢产物之间对刺参免疫酶活影响差异较小, 作为
两者共有的代谢产物, 起到了主要促进刺参免疫酶
活性的作用。而本实验所用乳酸菌菌体对刺参免疫

酶活所起作用很小, 或可忽略不计。 
实验采用 SGR 作为生长指标, 可很好的描述动

物当时的生长趋势。乳酸菌能产生 B 族维生素, 包
括叶酸、生物素、维生素 B6和维生素 K 等, 能够直
接为宿主提供必需的营养物质, 促进动物生长[17]。有

研究认为, 益生菌促生长机理可能与饲喂益生菌后
动物机体肠道消化酶活性的提高有关[18]。本实验中, 
乳酸菌和代谢产物对刺参 RSG均有所提高。表明乳酸

菌代谢产物对刺参生长有一定的促进作用。刺参消

化道相对比较简单, 对营养物质的消化体系不完善, 
通过在饲料中添加适量乳酸菌制剂, 可补充刺参消
化体系中的不足, 促进对营养物质的消化吸收利用
率, 从而提高刺参 RSG, 实验结果与上述文献的结论
相同。 

综上, 乳酸菌与乳酸菌代谢产物之间对刺参肠
道菌群、非特异性免疫与 SGR 影响差异较小, 但均
显著优于对照组。表明本实验所采用乳酸菌制剂, 其
代谢产物在对刺参的益生影响中发挥主要作用。需

注意的是, 本实验未能将发酵液中的乳酸菌活菌彻
底去除, 对实验结论可能有所干扰。探明有益菌菌体
与代谢产物之间各自对刺参所起益生作用, 尚需进
一步实验予以验证。 
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The influence of lactic acid bacteria and metabolites on intes-
tinal microflora and nonspecific immunity of juvenile sea cu-
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Abstract: A 60-day feeding experiment was conducted to evaluate the effects of lactic acid bacteria and its me-

tabolites on bacteria of intestine, nonspecific immunity and growth of juvenile sea cucumber with initial body 

weight of (2.74 ± 0.17) g. Lactic acid bacteria and metabolites were added in the basal diet with 2 mL/m3 (translated 

by farming water). Compared with control group, the lactic acid bacteria and metabolites added to the feed signifi-

cantly reduced the number of intestinal Vibrio and E. coli (P＜0.05). The diet containing lactic acid bacteria and 

metabolites can increase the activities of acid phosphatase, alkaline phosphatase, and lysozyme significantly. There 

was no significant difference in activities of immune enzyme between the experimental groups. The results showed 

that the specific growth rate (RSG) of sea cucumber in the experimental groups were significantly higher (P＜0.05) 

than that of the control group. These results indicated that both lactic acid bacteria and metabolites play an impor-

tant role on intestinal microflora balance, nonspecific immunity and growth of sea cucumber, but the difference 

between the experimental groups was not significant. The metabolites may play a major role of probiotics in the 

process of sea cucumber farming. 
 

                                                                       (本文编辑: 梁德海) 
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