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皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai)肠道潜在 
益生菌的筛选及对幼鲍生长的影响* 
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提要    采用体外实验筛选益生菌结合 16S rDNA 序列分析法, 从 124 株不具有溶血作用的皱纹盘
鲍(Haliotis discus hannai)肠道细菌中筛选得到 5株潜在益生菌并进行了分子鉴定, 进一步对 5株潜在
益生菌进行了安全性实验及体内饲喂实验。结果表明, 2株具有拮抗哈维弧菌和灿烂弧菌能力的潜在
益生菌分别被鉴定为 Shewanella sp. (WA64)和 Shewanella sp. (WA65), 一株产海藻酸酶和淀粉酶的潜
在益生菌被鉴定为 Vibrio sp. (WA51), 产蛋白酶潜在益生菌被鉴定为 Bacillus sp. (FA12), 产琼脂酶
潜在益生菌被鉴定为 Tamlana sp. (FA86); 安全性实验表明 5株潜在益生菌在 107cfu/ml下对皱纹盘鲍
没有明显的毒害作用; 通过体内饲喂实验发现, 潜在益生菌 WA64、WA65的复合作用能够显著提高
幼鲍增重率和存活率(P<0.05), 并在生产条件下能够明显降低幼鲍的死亡量。经抗生素敏感性实验, 
WA64菌株对 15种抗生素均敏感或中度敏感, WA65菌株仅对庆大霉素和链霉素 2种抗生素产生耐药。 
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益生菌是提高水产养殖动物生长、降低病害发生

以及保障水产品安全的有效途径之一 (Gatesoupe, 
1999; Verschuere et al, 2000)。Silva等(2011)在日粮中
添加芽胞杆菌 (Bacillus)提高了对虾生长和存活率 , 
Burbank 等(2011)报道了应用两株肠杆菌属(Entero-
bacter)的虹鳟肠道益生菌提高了虹鳟抗病力。皱纹盘
鲍(Haliotis discus hannai)是我国北方海域重要的养
殖珍品。近年来, 由于野生资源的日益减少和国际市
场需求的激增, 人工育苗的工业化生产发展迅速, 然
而在夏季的皱纹盘鲍苗种培养阶段(饲喂配合饵料阶
段), 尤其在高温期间(7—8 月)经常出现大批量死亡, 
给苗种生产造成很大的经济损失。传统的疾病防治手

段抗生素使用后, 死亡量反弹较快, 而且抗生素的频
繁使用导致耐药性的产生和耐药因子的增加 , 加大
了病害的防治难度, 甚至会威胁到人类的健康, 由此
带来的药残问题也是限制出口的贸易壁垒(Sorum et 

al, 2001; Balczar et al, 2006)。如何提高工厂化育苗成
活率、降低苗种生产成本以及解决商品生产中的食品

安全问题, 尽量做到少用药或不用药, 其益生菌的研
究与应用是实现上述目标的重要手段。 

最早国外Macey等(2005)报道了添加弧菌和两株
酵母菌显著提高了南非鲍(Haliotis midae)生长及抗病
力, 随后 ten Doeschate等(2008)报道了分离自南非鲍
肠道的交替假单胞菌能够显著提高南非鲍的生长 ; 
然而 , 国内尚缺乏关于皱纹盘鲍肠道微生物菌群以
及专用益生菌的研究。本研究是针对产自大连海域的

皱纹盘鲍, 在研究其肠道菌群的基础上, 采用体外拮
抗病原菌、产酶能力筛选结合体内饲喂筛选的方法对

分离自健康皱纹盘鲍肠道的菌株进行了潜在益生菌

的筛选、鉴定与安全性实验 , 并进行了应用效果试 
点 , 以期为研发高效安全的皱纹盘鲍专用益生菌奠
定基础。 
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1  材料与方法 

1.1  潜在病原菌的剔除 
1.1.1  菌株来源    采用 2216E 海水培养基, 从健
康的人工饲养和野生健康皱纹盘鲍肠道内分离到 156
株细菌作为益生菌筛选的待测菌株。 
1.1.2  溶血素的产生    将于 2216E 液体培养基过
夜培养的待测菌株点种于血平板(购自青岛海博)上, 
28℃培养 24h, 根据菌落周围透明圈的形成, 来判断
溶血素产生(Riquelme et al, 1997)。 
1.2  潜在益生菌的体外筛选 
1.2.1  拮抗菌的筛选    根据 1.1的结果, 以不具有
溶血素的菌株作为待测菌株 , 指示菌株为本实验室
分离和鉴定的鲍病原菌株 , 包括溶藻弧菌 (Vibrio 
alginolyticus)、灿烂弧菌(Vibrio splendidus)和哈维弧
菌(Vibrio harveyi), 实验方法采用点种法(李海兵等, 
2008), 观察点种区周围是否出现明显的抑菌透明区
或覆盖区并测量抑菌透明区的大小。 
1.2.2  产酶能力筛选    参照祝玲等(2005)和 Iehata
等(2010)文献的方法配制蛋白酶实验培养基、淀粉酶
实验培养基、海藻酸裂解酶实验培养基, 采用点种法
筛选产酶能力最强菌株。 
1.3  潜在益生菌的鉴定 

对拮抗菌 WA64、WA65, 产酶菌 WA51、FA123、
FA86进行 16S rDNA序列测序, 并将其基因序列提交
至 GenBank核苷酸数据库。 
1.4  潜在益生菌的毒性检验 
1.4.1  体外浸浴    参照 Sawabe 等(2007)的方法, 
选取健康的幼鲍(均重 0.7g, 壳长 1.5—2cm)置于 18
个盛有 2L自然海水的烧杯中, 每个烧杯内放 10只幼
鲍, 将 18个烧杯随机分为 6组, 其中 5组分别加入潜
在益生菌 WA64、WA65、WA51、FA123 和 FA86 的
菌悬液, 使浓度达到 107cfu/ml, 另外一组为对照。实
验期间保持水温恒定 , 持续曝气并加波纹板提供附
着, 不换水不投饵, 持续 12天。 
1.4.2  体内注射    实验分组及管理同 1.4.1, 每个
重复随机选取健康成鲍(均重 75g, 壳长 5.3—6cm)10
只置于 50L 的 PVC 桶中; 用无菌生理盐水调整浓度
至 107cfu/ml, 于每只鲍足部的血淋巴中注射 100μl菌
液, 对照组注射鱼类生理盐水, 7 天后分别统计各组
鲍的死亡率。 
1.5  潜在益生菌的体内筛选 
1.5.1  饲料的配制     将潜在益生菌接种于海洋

2216E液体培养基中, 摇床(140r/min, 28℃)过夜培养, 
9000r/min 离心 10min, 生理盐水洗两次后制成浓度
较高的菌悬液 , 用血球计数板测定浓度后将菌液与
配合饲料混匀使菌体浓度达到 1010cfu/g 饲料。低温
烘干后放置于干净的塑料袋内贮存于−20℃的冰柜中
待用。 
1.5.2  实验分组及管理     规格一致的幼鲍(均重
0.6g, 均壳长 16mm)随机分到 15 个 PVC 池中(0.6m× 
0.88m×0.54m), 每池 50只; 实验设置潜在益生菌处理
组和对照组, 处理组分别为拮抗菌组 C1(WA64)、拮
抗菌组 C2(WA65), 拮抗菌复合组 C3(WA64+WA65比
例 1 : 1), 海藻酸酶和淀粉酶菌组 C4(WA51), 蛋白酶
菌组 C5(FA123), 琼脂酶菌组 C6(FA86), 共 6 组, 每
个处理设 3个重复, 实验为期 120d。实验按照标准生
长条件进行 : 从海洋中抽取海水经沙滤后作为实验
所用海水, 养殖过程中水温保持在 16.8—18℃, 盐度
31—34, pH 7.5—7.9, 溶解氧不低于 7.5mg/L; 每天下
午 16:00点饲喂, 投饵量为体重的 10%; 次日早 8:00—
9:00 刷洗鲍附着板及饵料池, 换水 1/2 以上; 每日观
察记录幼鲍摄食及死亡情况, 发现死鲍及时拣出。 
1.5.3  样品采集    饲养实验结束后, 对各池幼鲍
进行记数、称重并测量壳长。增重率和日增壳长计算

公式如下:  
增重率 WGR(%) = (终重量−初重量)/初重量×100 
壳日增长率 DISL(μm/d) = (终壳长−初壳长)/养殖天数 

×1000 
1.6  潜在益生菌试点 

潜在益生菌在生产条件下对幼鲍存活率影响实

验于 2011年 8—9月在辽宁大连太平洋海珍品有限公
司育苗车间进行。选择死亡量比较稳定的 12 个养殖
池, 每个池子中鲍苗(体重 0.05—0.1g, 壳长 0.6—1cm)
数量在 3 万左右, 处理组随机选择 6 个池子, 饲喂含
108cfu/g 复合潜在益生菌(WA64+WA65 比例 1∶1)的
饲料, 对照组为剩余的 6个养殖池。按照正常生产管
理进行, 记录每个池子每天的死亡数量及摄食情况, 
实验为期 1个月。 
1.7  抗生素敏感性测定 

采用常规的琼脂扩散(K-B)法对筛选得到的益生
菌WA64和WA65菌株进行常用抗菌类药物的敏感性
测定 , 以抑菌圈直径大小作为敏感与耐药的判定指
标(刘春等, 2012)。 
1.8  数据统计 

实验数据采用 SPSS18.0 中的单因素方差分析
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(ONE-WAY ANVOA)进行统计分析, 均值采用 Duncan
法进行多重比较, 数据以平均值±标准差表示。 

2  结果 

2.1  拮抗菌的筛选 
156 株待测菌株中有 32 株在血平板上产生溶血

现象 , 作为潜在病原菌剔除。采用点种法对剩余的
124 株细菌进行拮抗菌筛选实验, 从中筛选出 2 株对
灿烂弧菌和哈维弧菌具有较好拮抗效果的菌株

WA64、WA65, 其中 WA64对哈维弧菌的拮抗能力较
强, 抑菌圈直径达到 10mm。 
2.2  产酶能力定性测定 

共筛选出 46株产蛋白酶菌株、17株产淀粉酶菌

株、24株产海藻酸裂解酶菌株和 12株产琼脂酶菌株。
其中, 具较强产酶能力的菌株定性测定结果如表 2所
示。产蛋白酶能力最强的菌株为 FA123菌株, 其水解
圈直径与菌落平均直径的比值(H/D)达到 7.60; 产淀
粉酶及海藻酸裂解酶能力最强菌株均为 WA51; 产琼
脂酶能力最强菌株为 FA86。 
2.3  潜在益生菌的鉴定 

潜在益生菌鉴定结果如表 3所示, 拮抗菌WA64、
WA65 菌株与希瓦氏菌属 (Shewanella)同源性较高 ; 
产蛋白酶菌 FA123 与芽胞杆菌属(Bacillus)同源性较
高; 产淀粉酶和海藻酸酶菌 WA51 与弧菌属(Vibrio)
同源性较高; 产琼脂酶菌株 FA86与古名菌属(Tamlana)
同源性较高。 

 
表 1  待测菌株对指示菌的抑菌效果 

Tab.1  The inhibitory of strains to indicator bacteria 

 抑菌圈直径(mm)  
菌株 

溶藻弧菌(V. alginolyticus) 灿烂弧菌(V. splendidus) 哈维弧菌(V. harveyi) 

WA64 — 覆盖/2.3 覆盖/10.0 

WA65 — 覆盖/3.3 覆盖/4.5 

注: “—”表示未检测到活性, 数据表示抑菌圈的直径 

 
表 2  产酶能力筛选结果 

Tab.2  The results of enzyme-producing ability screening 

产酶水解圈直径与菌落直径比(H/D) 
菌株 

蛋白酶 淀粉酶 海藻酸裂解酶 琼脂酶 

FA123 7.60 — — — 

WA51 1.03 4.00 6.36 — 

FA86 — — — 1.00 

 
2.4  潜在益生菌的毒性检验 

5株潜在益生菌的浸浴实验和注射实验同对照组
相同均未出现死亡, 表明潜在益生菌在 107cfu/ml 下
对鲍安全。 
2.5  体内筛选结果 

饲料中添加不同益生菌组合对幼鲍的生长和存

活率均有一定的影响(表 4)。表 4 结果表明, 饲喂拮

抗菌组 C1、C2、复合拮抗菌组 C3和产酶菌组 C4均
能提高幼鲍的生长和存活率。复合拮抗菌组 C3 和拮
抗菌组 C1 能够显著提高幼鲍的存活率(P<0.05), 其
中, 复合拮抗菌组 C3 亦对幼鲍的增重率具有显著的
提高。但添加其它潜在益生菌的幼鲍增重率、日增壳

长和存活率与对照组差异不显著。 
2.6  潜在益生菌的中试效果 

复合潜在益生菌生产条件下的试点效果如图 1
所示: 第 1周对照组同潜在益生菌处理组日死亡量呈
下降趋势, 并于第 7天日死亡量达到一致。第 2、3、
4 周由于水温升高, 对照组日死亡量呈上升趋势, 而
处理组日死亡量远低于对照组并维持在较低水平。处

理组每个池子的月总死亡数(1474)较对照组月总死亡
总数(2278)低 35.29%, 表明添加复合希瓦氏菌WA64、 

 
表 3  潜在益生菌 16S rDNA 序列比对结果 

Tab.3  Result of 16S rDNA sequences of potential probiotics 

菌株编号 BLAST得到最相近序列 相似度(%) 登录号 

WA64 Shewanella colwelliana (AY653177.1) 99 JQ083340 

WA65 Shewanella pacifica strain UDC382 (HM031976.1) 99 JQ083341 

WA51 Vibrio halioticoli A431 (NR_024632.1) 99 JQ083331 

FA123 Bacillus sp. B54Ydz-zz (EU070395 ) 99 JQ083318 

FA86 Tamlana agarivorans strain JW-26 (EU221275.1) 99 JQ083324 
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表 4  潜在益生菌对幼鲍生长性能和存活率的影响

(mean±SD, n=3) 
Tab.4  Effects of potential probiotics on growth performance 

and survival rate of juvenile small abalones 

组别 增重率(%) 日增壳长(μm/d) 存活率(%) 

C1 365.82±6.36ab 98.94±4.33 87.33±2.31a 

C2 371.82±5.83ab 99.28±5.85 86.67±1.15ab 

C3 383.34±9.93a 102.44±4.28 90.67±1.15a 

C4 368.15±16.51ab 100.28±8.46 82.00±2.00bc 

C5 359.23±6.59bc 93.99±11.03 77.33±4.62c 

C6 344.01±15.93c 102.14±2.99 81.33±2.31c 

对照 352.40±6.77bc 94.82±1.63 82.00±3.46bc 

注: 同列数据肩注字母不同者表示差异显著(P<0.05) 

 
WA65能够提高幼鲍的存活率。 
2.7  抗生素敏感性实验结果 

供试的 2 株潜在益生菌对
15 种抗生素类药物的敏感性实
验结果见表 5。从表中可以看出, 
WA64 菌株对 15 种抗生素均敏
感或中度敏感; WA65菌株仅对
庆大霉素和链霉素 2 种抗生素
产生耐药, 对另外 12 种抗生素
均敏感或中度敏感。 

3  讨论 

益生菌在水产养殖中应用 

已经非常普遍 , 起初水产益生菌大多源于陆生动物
益生菌制剂或基于陆生动物益生菌思路研制并应用

(Gatesoupe, 1999), 然而从健康动物体内或养殖环境
中分离筛选益生菌是公认的提倡方法(Verschuere et 
al, 2000; Watson et al, 2008)。Iehata等(2010)报道鲍源
的乳酸菌在盘大鲍(Haliotis gigantean)肠道中的定植
效果和定植时间优于源自陆生动物的乳酸菌。本实验

中潜在益生菌分离自健康皱纹盘鲍肠道 , 有利于在
肠道内粘附或定植。 

水产动物益生菌的筛选大多通过在体外条件下

筛选拮抗菌和产酶菌株, 然而, 有很多研究表明体外效
果并不能保证同体内一致(Tovar et al, 2002; Spanggaard  

 
表 5  WA64 菌株和 WA65 菌株药敏实验结果 

Tab.5  Results of antibiotic sensitive test of strain WA64 and strain WA65 

WA64 WA65 
药品 规格(μg/片) 

抑菌圈直径(mm) 敏感性 1 抑菌圈直径(mm) 敏感性 

多粘菌素 300 12 S 11 S 
磺胺甲基异 唑 1.25 31 S 31 S 
诺氟沙星 10 19 S 23 S 
氧氟沙星 5 20 S 17 S 
恩诺沙星 5 21 S 21 S 
头孢他啶 30 28 S 20 I 
头孢曲松 30 22 S 21 S 
头孢呋辛 30 26 S 22 I 
庆大霉素 10 15 S 12 R 
卡那霉素 30 19 S 14 I 
链霉素 10 17 S 10 R 
四环素 30 15 S 17 S 

氨苄青霉素 10 14 I 23 S 
阿莫西林 20 17 I 15 I 
利福平 5 18 I 18 I 

注: “S”表示敏感, “I”表示中介, “R”表示耐药 

 
 

图 1  潜在益生菌的试点效果 
Fig.1  Effects of potential probiotics in pilot scale trials 
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et al, 2005; Suomalainen et al, 2005)。Watson等(2009)
和 Burbank 等(2011)认为有必要采用体外结合体内筛
选的方法, 以保证益生菌的应用效果。本实验通过体
外产酶实验筛选到的潜在益生菌在体内饲喂实验中

并不能很好地改善幼鲍的生长速率及存活率 , 其中
产蛋白酶菌株和琼脂酶菌株甚至还有一定的反作用, 
同样表明有必要对体外筛选的潜在益生菌进行体内

实验以保证效果的一致性。此外, 在体内筛选中饲喂
海藻酸酶、淀粉酶菌株和琼脂酶组对幼鲍的日增壳长

均有一定的提高 , 但饲喂蛋白酶菌株对日增壳长没
有提高, 据此推测多糖含量可能与壳长的增长相关, 
然而这一推断还有待于进一步的验证。 

希瓦氏菌属细菌在海水中丰度较高 , 在很多水
生动物体内外中均有发现(Pond et al, 2006; Huang et 
al, 2010), 作者前期对皱纹盘鲍肠道菌群研究中发现, 
希瓦氏菌属于皱纹盘鲍肠道的次优势菌。已有研究报

道了希瓦氏菌属细菌对不同鱼虾的致病菌 , 包括温
和气单胞菌 (Aeromonas sobria)、鳗李斯道氏菌
(Listonella anguillarum)、副溶血弧菌 (Vibrio para-
haemolyticus)、哈维弧菌和溶藻弧菌表现出拮抗能力
(Chabrillón et al, 2005; Flellheim et al, 2007; Gold-
schmidt et al, 2008; Zadeh et al, 2010)。本实验中, 体
外拮抗实验筛选到的两株希瓦氏菌属 WA64、WA65
菌株能够抑制哈维弧菌和灿烂弧菌。在体内筛选实验

中, 两株希瓦氏菌均能够提高幼鲍的生长和存活率, 
且复合作用能够显著提高幼鲍的增重率和存活率 , 
这同希瓦氏菌 Pdp11 和 Pdp13 在塞内加尔鳎(Solea 
senegalensis, Kaup)中的应用相似, Rosales等(2009)发
现分离自塞内加尔鳎皮肤的两株希瓦氏菌属益生菌

Pdp11和 Pdp13能够促进塞内加尔鳎的生长和免疫并
且提高了对发光细菌(Photobacterium damselae subsp.)
的抵抗力。在生产试点应用中, 潜在益生菌 WA64和
WA65的复合作用同样表现出明显降低幼鲍死亡量的
效果, 表明潜在益生菌在苗种生产中适用, Makridis
等(2008)发现在金头鲷和塞内加尔鳎幼苗生产中应用
希瓦氏菌亦能够降低幼苗死亡率。由于本实验中幼鲍

个体较小 , 无法分析肠道消化酶和非特异性免疫指
标, 故希瓦氏菌 WA64、WA65 菌株提高幼鲍生长速
率和存活率的可能机理有待进一步研究。 

菌株对养殖动物的安全性是益生菌筛选和应用

的关键。本实验采用检测溶血素的方法剔除具有潜在

致病性的菌株 , 并结合体外浸浴和体内注射安全性
实验, 潜在益生菌处理组同对照组处于同一水平, 证

明了其对鲍的安全性。另外, 是否携带耐药因子也是
限制应用的重要因素(Salmlnen et al, 1998), 对最终
筛选得到的潜在益生菌 WA64、WA65菌株的 15种抗
生素的敏感性实验表明仅 WA65 菌株对庆大霉素和
链霉素 2种抗生素产生耐药, 菌株携带的耐药因子较
少, 为其在幼鲍养殖中的应用作了良好的铺垫。 
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SELECTION OF POTENTIAL PROBIOTICS FROM ABALONE INTESTIONAL AND 
THEIR EFFECTS ON GROWTH OF JUVENILE SMALL ABALONE  

HALIOTIS DISCUS HANNAI 

JIANG Hai-Feng1,  LIU Xiao-Lin1,  CHANG Ya-Qing2,  LENG Xiao-Fei3,  
LI Dan3,  WANG Gao-Xue1 

(1. College of Animal Science and Technology, Northwest Agriculture and Forestry University, Yangling, 712100;  
2. Key Laboratory of Mariculture of Ministry of Agriculture, Dalian Ocean University, Dalian, 116023;  

3. Dalian Pacific Fisheries Co., Ltd., Lvshun, 116045) 

Abstract    Five strains of potential probiotics isolated from 124 non-hemolysis strains of the GI of abalone in vitro were 
identified by 16S rDNA sequence analysis. In addition, pathogenicity and feeding experiment were conducted. Results 
show that Strain WA64 and WA65 which exhibit inhibitory effects against Vibrio harveyi, Vibrio splendidus are identified 
as Shewanella; WA51 produced amylase and alginase is identified as Vibrio; FA123 produced protease is identified as Ba-
cillus; FA86 produced agarase is identified as Tamlana. Potential probiotics are safe to abalone under 107cfu/ml. Feeding 
experiment showed the weight gain ratio and survival rate were significantly increased in treatment supplemented with 
WA64 and WA65 (P<0.05). Furthermore, the effects of WA64 and WA65 in pilot scale trials show the mortality of juvenile 
small abalone decreases obviously. Antibiotic sensitivity assays revealed that strain WA64 was sensitive or medium sensi-
tive to the 15 antibiotics tested, and WA65 was resistant to Gentamicin and Streptomycin. 
Key words    juvenile abalone Haliotis discus hannai;  probiotics;  screening;  growth 


