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摘要：从养殖池、水族箱和健康鲤肠道等分离20株细菌，通过耐热和体外拮抗试验筛选出5株细菌，经生化试验和细菌16S 

rDNA测序鉴定为2株芽孢杆菌（Bacillus）、2株肠球菌（Enterococci）和1株柠檬酸杆菌（Citrobacter）。进一步采用体外固定鲤

前肠黏液蛋白，结合同位素 32P标记细菌并示踪的方法，研究来源于鲤肠道的肠球菌和柠檬酸杆菌以及鲤养殖水体中的芽

孢杆菌对鲤前肠黏液的体外黏附活性，建立筛选鲤（Cyprinus carpio）益生菌的方法。结果表明，5株细菌均能黏附到黏液体

外模型，肠球菌的相对黏附率极显著高于芽孢杆菌与柠檬酸杆菌（P<0.01），柠檬酸杆菌与芽孢杆菌的相对黏附率差异不显

著（P>0.05），而肠球菌L2的相对黏附率极显著高于肠球菌E2（P<0.01）。研究证明，鱼源的肠球菌对鲤前肠黏液的黏附率

高于异源的芽孢杆菌，而且不同种属的肠球菌在黏附能力上也存在差异。[中国水产科学，2009，16（3）：427-433]
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随着高密度集约化水产养殖业迅猛发展，化学药

物的应用造成养殖水体污染加剧，因此，生态养殖日

益受到重视，特别是益生菌在水产养殖中的应用取得

显著效果 [1-2]。益生菌（Probiotics）是指来源于宿主内

外环境，能改善和调节宿主体内微生物菌群平衡，对

宿主健康产生有益作用的活菌制剂 [3]。在益生菌产品

研究开发过程中，菌株的筛选尤为重要，其筛选标准

主要包括：拮抗病原细菌、竞争营养物质或能源、竞争

黏附位点和刺激机体免疫应答等 [4]，其中对黏附位点

的竞争已成为近几年益生菌研究的一个新热点。菌

株能否黏附定植于肠道是益生菌发挥作用的前提，也

是益生菌菌种筛选的重要指标 [5]。Laurent等 [1] 认为

益生菌防止病原菌定植的机理可能是在肠道或者其

他组织上与病原菌竞争黏附位点。Garcia等的试验

也证实，乳酸杆菌（Lactobacillus）K1在体外能够和溶

藻弧菌（Vibrio alginolyticus）、嗜水气单胞菌（Aeromonas 

hydrophila）竞争黏附位点 [6-7]。目前，国内对鲤益生

菌菌种的筛选主要考查菌株的产酶活性、耐热性及

对有害菌的拮抗作用等 [8]，还未见鲤益生菌对肠道黏

附的研究报道。本研究通过体外拮抗性能和耐热试

验，从鲤肠道及养殖水体分离筛选了外源芽孢杆菌

（Bacillus）以及鲤（Cyprinus carpio）肠道原籍细菌肠球菌

（Enterococci）和柠檬酸杆菌（Citrobacter），比较异源和同

源细菌对鲤前肠黏液蛋白黏附能力的差异，旨为鲤益

生菌的开发应用提供科学依据和实验材料。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1　菌株  嗜水气单胞菌AH-1、AH-2由四川农业大

学水产病理实验室惠赠，大肠杆菌CVCC2060购自中国

兽医药品监察所菌种保藏中心，大肠杆菌ATCC25922

由四川农业大学动物微生态学实验室保存，其余菌株

本实验分离。
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1.1.2　主要仪器、药品　CO2 培养箱（Thermo Forma 

Series II）；PCR仪（BIO-RAD Laboratories， Inc，美 国）；

FJ-2107P液体闪烁计数仪（西安核仪器厂）；96孔细胞

培养板（爱思进医药塑料有限公司）；同位素标记物

γ-32P-ATP购于北京市福瑞生物工程公司；缓冲液

PBS和HEPES购于SIGMA公司；Taq酶等购自大连

宝生生物工程有限公司；引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成。其他常规药品为国产分析

纯产品。

1.2　方法

1.2.1　菌株的分离、纯化  分别取四川农业大学教学

农场养殖池底泥、池水、健康鲤肠道内容物及四川农

业大学动物微生态实验室水族箱水体进行菌株的分

离培养。参照文献 [9]，分别用营养琼脂平板和EC培

养基分离芽孢杆菌、柠檬酸杆菌和肠球菌，挑取单菌

落镜检，划线分纯后斜面保种。所有菌株按1%比例

接种液体培养基，37 ℃摇床培养24 h（肠球菌在CO2

培养箱中培养），加入30%甘油，-70 ℃保存。

1.2.2　拮抗试验  分别挑取芽孢杆菌、柠檬酸杆菌单

菌落于营养肉汤中，37 ℃培养24 h；肠球菌接种于

EC培养基后置CO2 培养箱中培养12 h；接种嗜水气

单胞菌和大肠杆菌于营养肉汤中，37 ℃培养2～ 4 h，

调整其浓度为105
～ 106 cfu/mL。

参考文献 [10]，采用双层平板法测定分离菌株对

病原菌的拮抗作用。即用微量加样器取待检细菌培

养液3 μL，点种到相应的培养基平板上，37 ℃培养24 

h。将已调整浓度为105
～ 106 cfu/mL的嗜水气单胞菌

和大肠杆菌分别按1%比例接种于50 ℃营养肉汤（含

0.5%～ 0.7%琼脂），混匀后移取8 mL至上述待检细菌

培养平板，待上层琼脂凝固后，37 ℃再培养24 h，记录

抑菌圈直径。每个菌株做3个重复，结果取平均值。

1.2.3　耐热试验  分离菌株培养24 h后用无菌生理

盐水洗3次，然后配成一定浓度的菌悬液，分装EP

管，放入85 ℃水浴锅中分别处理20 min和10 min，同

时设不进行热处理的对照组。样品10倍递增稀释后

进行活菌计数 [11]。耐热试验的结果以各菌株的存活

率表示。

存活率=处理组每mL活菌数/ 对照组每mL活

菌数×100%

1.2.4　菌株的分子鉴定  采用反复冻融和加热煮沸

的方法提取细菌染色体DNA，然后PCR扩增细菌

16S rDNA，PCR反应体系：10×buffer 5 μL，dNTP（10 

mmol/μL） 4 μL，上下游引物（20 μmol/mL）各1 μL，Taq

酶0.25 μL，DNA模板2 μL，ddH2O 36.75 μL。反应条

件：94 ℃预变性4 min，94 ℃变性30 s，55 ℃复性30 s，

72 ℃延伸2 min，30个循环，最后72 ℃延伸10 min。

引 物 序 列：Bact1492r：ggt tac ctt gtt acg act t，Bact8f：

aga gtt tga tcc tgg ctc ag。PCR产物送上海生工生物工

程技术服务有限公司测序，应用Chromas 2软件对序

列进行编辑，非嵌合体序列在GenBank （http：//www.

ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） 数据库中进行比对分析，寻

找亲缘关系最近的细菌或克隆。

1.2.5　鲤前肠黏液蛋白的制备　剖解健康鲤，切取前

肠组织并纵向剖开肠管，参照Ouwehand等的方法 [12]，

用含0.01%明胶的PBS冲洗肠道内表面，然后用塑

料小铲轻轻刮取内表面，得到黏膜蛋白混合物，转

移 到10 mmol/L pH 7.4的HH buffer中，13 000 r/min

离心10 min，去除细胞和组织碎片，取上清液检测

蛋白浓度，并调整质量浓度在1.0 mg/mL左右，分装

后-70 ℃保存备用。

1.2.6　体外黏附试验 [12]　将γ-32P-ATP按照1 μCi/mL

添加到细菌培养液中，37 ℃培养24 h后4 000 r/min

离心10 min，移去上清液，然后用PBS洗菌体2～3次，

最后混悬于PBS中，调整菌体浓度2.5×108
～ 5×108 

cfu/mL，4 ℃保存备用。

黏液解冻以后，在96孔细胞培养板中加入黏液

蛋白100 μL/孔，放4 ℃冰箱中固定20 h。用200～ 250 

μL HH buffer反复冲洗96孔板，除去未固定的黏液蛋

白。然后每孔加入100 μL γ-32P-ATP标记细菌，37 ℃

培养1 h后用HH buffer反复冲洗2～3次，除去未黏附

的细菌。最后加入200～ 250 μL含1% SDS-0.1 mol/L 

NaOH的裂解液，释放和溶解黏附的细菌。60 ℃裂解

1 h后将每孔中的液体完全转移到已经加入5 mL蒸

馏水的闪烁测定管中，用FJ-2107P液体闪烁计数仪检
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测放射活性，计算相对黏附率。对照组为100 μL标记

细菌直接裂解处理。每个样品做3个重复。

CPM（相对黏附率）=CPMa/CPMo×100%

式 中，CPMa— 黏 附 固 定 的 细 菌 放 射 计 数；

CPMo—对照组细菌放射计数 

1.3　数据分析

采用SPSS 11.5对数据进行分析，结果采用平均

值±标准误差的方式表示。

2　结果与分析

2.1　菌株的分离

共分离了20株细菌，根据菌株的形态特征及生

理生化特性实验，参照《伯杰氏细菌鉴定手册》（第8

版）[13]，初步鉴定为：芽孢杆菌10株，肠球菌6株，革兰

氏阴性杆菌4株。其中，CM2、CI1、C3、Z2等4株芽孢

杆菌，WP1、WP2、WP3等3株芽孢杆菌，GL1和GL2

等2株芽孢杆菌，WL1分别分离于四川农业大学教

学农场水产养殖基地养殖池底泥、水体、健康鲤肠道

内容物和四川农业大学动物微生态实验室水族箱水

体；革兰氏阴性杆菌D1、D2、D3、D4等4株和肠球菌

E1、E2、E3、L1、L2、L3等6株分离于四川农业大学教

学农场水产养殖基地健康鲤肠道。

2.2　对病原菌的拮抗作用

通 过 拮 抗 试 验 发 现，芽 孢 杆 菌CM2、WP1、

WP3、C3、Z2对嗜水气单胞菌AH1、AH2和大肠杆菌

ATCC25922、CVCC2060都具有拮抗作用（表1）。其

中，CM2、WP1、C3、Z2对病原菌的拮抗作用较强且

抗菌谱广。此外，来源于养殖池底泥和水体的芽孢

杆菌CM2、C3、Z2、WP1、WP3的拮抗作用显著高于

来源鲤肠道的芽孢杆菌GL1、GL2（P<0.05）。此外，分

离自鲤肠道的肠球菌对4株病原菌均具有较强的拮

抗作用。其他分离菌株对病原菌的抑制作用不明显

或无抑制作用。

表1　分离细菌体外抑菌直径
                            Tab. 1　Inhibition diameter of isolated bacteria to pathogens in vitro　　            　n=3：x±SE；mm

菌株
Strain

嗜水气单胞菌AH1
A. hydrophila AH1

嗜水气单胞菌AH2
A. hydrophila AH2

大肠杆菌ATCC25922
E. coli ATCC25922

大肠杆菌CVCC2060
E. coli CVCC2060

CM2 14.7±0.7bc 17.6±6.5bc 16.3±1.6c 13.9±0.6c

WP1 14.6±0.4bc 18.8±2.2bc 12.4±1.6bc 13.6±1.6c

WP2 11.4±0.8b 0.00a 0.00a 0.00a

WP3 5.3±9.2b 9.4±0.7ab 8.9±0.9b 7.8±0.3ab

GL1 0.00a 7.1±1.6ab 0.00a 0.00a

GL2 0.00a 0.00a 6.0±5.1ab 0.00a

CI1 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a

WL1 0.00a 0.0000a 0.00a 13.2±0.2c

C3 18.5±1.5c 9.9±8.6ab 14.3±0.1bc 15.7±0.9d

Z2 12.3±0.6b 23.9±0.5c 29.2±0.7cd 16.0±2.5d

D1 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a

D2 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a

D3 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a

D4 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a

E1 15.0±0.2c 7.1±0.3ab 8.7±0.2b 7.7±0.2ab

E2 19.4±0.8d 10.0±0.5ab 13.0±0.4bc 11.1±0.4b

E3 18.7±1.0c 9.3±0.7ab 11.9±0.5bc 8.2±0.2ab

L1 13.8±0.3b 10.5±0.4ab 8.1±0.1b 10.4±0.1b

L2 19.4±0.9d 13.6±0.4b 11.4±0.3bc 16.2±0.3d

L3 11.6±0.4b 9.2±0.4ab 7.2±0.3ab 9.0±0.2b

注：表中同列数据右上角不同上标字母表示差异显著（P＜0.05）.

Note： In the same column， values with different superscripts mean significant difference（P＜0.05）.
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2.3　耐热试验结果

从菌株对致病菌的拮抗试验结果中，筛选抑菌

作用较强的6株菌和1株革兰氏阴性杆菌D2做对

照，进行耐热试验。从表2看出，4株芽孢杆菌对热处

理均表现一定的耐受能力，其中C3和Z2对高温的耐

受能力显著高于其他试验菌株（P<0.05），这与菌株的

种类有一定关系。但是随着热处理时间的增加，所

有芽孢杆菌均出现耐热能力降低的情况。相对芽孢

杆菌，从鲤肠道分离的D2、E2和L2在85 ℃处理以后

全部灭活，这与细菌的结构有一定关系。

表2　分离细菌热处理后的存活率
                                             Tab. 2　Survival rate of isolate bacteria after heat treatment                                   n=3：x±SE；%

菌株
Strain

处理组1（85 ℃ 10 min）
Treatment 1

处理组2 （85 ℃ 20 min）
Treatment 2

CM2 44.31±2.15c 34.82±2.03c

WP1 45.63±3.11c 24.59±2.76bc

C3 63.58±1.98d 59.57±2.53d

Z2 62.94±3.43d 48.12±4.12cd

D2 0a 0a

E2 0a 0a

L2 0a 0a

注：表中同列数据右上角不同上标字母示差异显著（P＜0.05）.

Note： In the same column， values with different superscripts mean significant difference（P＜0.05）.

2.4　菌株种属鉴定结果

综合分离菌株拮抗与耐热试验结果，选择Z2、

C3、E2、D2和L2等5株菌进行分子鉴定，结果见表3。

根据16S rDNA测序结果，在GenBank数据库中进行

比对分析表明，Z2为枯草芽孢杆菌，C3为短小芽孢

杆菌，E2为肠球菌属粪肠球菌，D2为费氏柠檬酸杆

菌。但L2与数据库中与之同源性最高的肠球菌属细

菌的相似性仅为93%，该菌株有可能为新的种，其序

列已提交到GenBank中，登录号为EU661816。

表3　细菌种属鉴定结果
Tab.3　Genus identification of bacteria

菌株
Strain

菌株来源
Source

序列长度/bp
Sequence size

GenBank数据库中最相近的菌种名称
Closest relatives found in GenBank

登录号
Access number

相似性/%
Similarity

Z2 养殖水体 1459 　Bacillus subtilis strain Pab02 EU346662.1 97

C3 养殖水体 1452 　Bacillus pumilus isolate strain KER EF055450.1 96

L2 鲤肠道 1459 　Enterococcus sp. 4 AY946282.1 93

E2 鲤肠道 1459 　Enterococcus faecium strain IDCC 2103 EU003447.1 98

D2 鲤肠道 1444 　Citrobacter freundii strain DSM30039 AJ233408.1 97

2.5　细菌对黏液蛋白的黏附结果

本实验所用的芽孢杆菌、肠球菌和柠檬酸杆菌

经γ-32P-ATP标记后，分别在体外直接黏附肠道黏液

蛋白。从图1可以看出，5株细菌均能黏附到鲤前肠

黏液，肠球菌的相对黏附数量极显著地高于芽孢杆

菌和柠檬酸杆菌（P<0.01），柠檬酸杆菌比芽孢杆菌的

相对黏附率高，但是差异不显著（P>0.05），而肠球菌

L2的相对黏附数量极显著高于肠球菌E2（P<0.01），

说明鱼源的肠球菌对鲤前肠黏液的黏附率高于异源

的芽孢杆菌，但是，不同种属的肠球菌在黏附能力上

面也存在差异。尽管柠檬酸杆菌也来源于鲤肠道，

但其黏附数量极显著低于肠球菌（P<0.01），这可能与

它们在鲤肠道菌群的构成比例上存在差异有一定的

关系。
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图1　细菌对固定化黏液蛋白的相对黏附率

Fig. 1　Relative adhesion of bacteria to immobilized carp 

intestinal mucus

3　讨论

对于益生菌的初步筛选，常常采用对酸、胆盐和

热的耐受性，以及对病原菌的拮抗作用和对肠道的黏

附作用等作为筛选指标。但是作为无胃的鲤科鱼类，

肠道pH值通常在6.2～ 7.0，因此，本实验只采用体外

拮抗试验和耐热试验作为菌株的初筛指标。益生菌

的抑菌活性，尤其是对病原菌和条件性病原菌的抑制

作用，可以提高益生菌的竞争力，达到在胃肠道定植

的目的。在体外拮抗试验中，参照文献采用双层平板

法更好地模拟了鲤肠道相对厌氧的环境 [10]，检测益生

菌对鲤常见病原菌嗜水气单胞菌及标准质控细菌大

肠杆菌的拮抗作用。在耐热试验中，尽管肠球菌和柠

檬酸杆菌完全不耐热，但是考虑到它们作为鲤内源性

细菌，对于黏附特性的研究具有特殊的作用，所以仍

然作为候选菌株用于后续研究。芽孢杆菌能改善水

质 [14]、调节动物消化道微生态平衡 [15]、改善动物免疫

功能、增强抗病力，可分泌胞外酶以及产生维生素、有

机酸等营养物质，促进营养物质的消化吸收 [16]。肠球

菌为人和动物胃肠道正常菌群之一 [17]，具有改善宿主

肠道菌群组成 [18]，抑制病原菌等作用 [19]。因此，选择

芽孢杆菌和肠球菌进行黏附试验，为进一步提高益

生菌在水产养殖的应用效果，具有现实意义。

Ouwehand等 [12] 在体外黏附试验中采用 3H-Tdr

对细菌进行标记，取得了较好的检测效果。但是

3H-Tdr对仪器设备的灵敏度要求较高，所以一些研

究者采用了其他的标记物，如高巍等采用 35S-蛋氨酸

标记细菌 [20]。郝一文等 [21] 成功地利用γ-32P-ATP示

踪法研究了蛋白激酶C对人脐静脉血管内皮的黏附

作用。作为细菌细胞中几种重要的元素，磷的含量

占细菌细胞干重的3%左右，因此在细菌的生长过程

中，γ-32P-ATP能有效地进入细胞，从而达到标记的

目的 [22]。本实验采用γ-32P-ATP标记细菌，生长试验

表明γ-32P-ATP不会显著（P>0.05）影响细菌的生长

（数据未列出）。

为了发挥益生菌对宿主健康的促进作用，益生

菌在胃肠道中必须保持一定的数量，以防止因为消

化道收缩而被快速排除。因此，益生菌对黏膜的黏

附能力是其在肠道定植并发挥作用的前提条件。动

物肠道内表面被黏膜上皮细胞所覆盖，而上皮细胞

外面又具有一层黏液。黏液是胃肠道细胞分泌的

一种弹性胶体物质，主要成分是黏蛋白 [23]。因为黏

液封闭了上皮细胞表面的受体，所以肠道内的大多

数微生物是直接与黏液发生联系，而不是接触上皮

细胞。因此，黏液成为病原菌侵袭动物机体的第一

道屏障 [24]，也是有益细菌在宿主体内直接定植的环

境。大量的体外黏附试验表明，益生菌对黏液具有

一定的黏附作用，并能与病原菌相互作用，以达到抑

制后者对肠道黏液的黏附作用，从而保护机体免受

危害 [1，25-27]。本实验中，尽管柠檬酸杆菌分离于鲤肠

道，但是鱼源肠球菌的相对黏附数量极显著地高于

柠檬酸杆菌（P<0.01），同时肠球菌的相对黏附数量极

显著地高于异源的芽孢杆菌（P<0.01），证明分离自鲤

肠道的肠球菌对肠道黏膜的定植能力最强；其次是

柠檬酸杆菌；黏附性能较弱的是芽孢杆菌。表明同源

细菌相对黏附数量高于异源细菌，与Casini等 [28] 结果

一致。但是肠球菌L2和E2的黏附数量差异极显著

（P<0.01），说明细菌的黏附性还具有菌株特异性。郭

本恒 [29] 指出，细菌的表面黏附呈高度菌种专一性，与

本实验结果一致。芽孢杆菌并不是鲤前肠的优势菌

群 [30]，本研究中分离于养殖池底泥的芽孢杆菌C3和

Z2黏附能力极显著地低于肠球菌，说明外源细菌在
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宿主体内较难定植，在益生菌菌种的选择中要考虑

宿主的特异性，首选内源细菌，从而保证其在宿主体

内能够长期大量定植，发挥有益的作用。柠檬酸杆

菌为条件致病菌，在健康鲤肠道中不是优势菌群，仅

有少数文献报道其导致水生动物发病 [31]，本研究也

证明柠檬酸杆菌的黏附率极显著地低于肠球菌。

有关细菌选择性黏附机理方面的研究已有较多

报道。孟庆翔等 [32] 对大肠杆菌、乳酸杆菌和双歧杆

菌凝集素活性影响因素的研究，证明生长猪消化道

细胞表面具有糖蛋白样性质的凝集素，介导细菌对

细胞的黏附作用。Casini等 [28] 也证明细菌的黏附可

能与宿主特异性受体的存在有关。本研究中5株细

菌的黏附作用是否与鲤前肠表面凝集素性质有关，

它们的黏附受体是否不同，其黏附机理等都还有待

进一步研究。

4　结论

本研究采用体外固定鲤前肠黏液蛋白，结合同

位素 32P标记细菌并示踪的方法，研究不同来源的细

菌对鲤前肠黏液的体外黏附活性，并经耐热和体外

拮抗试验，筛选了5株鲤益生菌。结果表明，同源的

肠球菌、柠檬酸杆菌及异源的芽孢杆菌都能有效黏

附鲤前肠黏液蛋白，并且鱼源的肠球菌黏附率极显

著地高于异源的芽孢杆菌，但鱼源柠檬酸杆菌与异

源芽孢杆菌的相对黏附数量差异不显著；证明益生

菌黏附性具有菌株特异性。
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Screening of carp probiotic bacteria and adhesion to carp foregut mucus in 
vitro

ZENG Dong1，WANG Yi-ping1，2， NI Xue-qin1， WANG Kai-yu3 ，WU Meng1

（1.Animal Microecology Research Center in Veterinary College ， Sichuan Agricultural University，Yaan 625014，China；2.Aquaculture 

Department in College of Animal Science and Technology， Sichuan Agricultural University， Yaan 625014，China；3.The Fish Disease 

Research Center，Sichuan Agricultural University， Yaan 625014，China）

Abstract： Twenty bacteria strains were isolated from the cultivation pool， aquarium and gut of healthy carps. Five 

strains were selected by inhibition to pathogens in vitro and heat treatment and identified as Bacillus， Enterococci and 

Citrobacter. To establish an efficacious screening method of carp probiotics， immobilized mucosal model was used in 

vitro， combined with the isotope 32P tracing method， the adhesion characteristics of Enterococci， Citrobacter isolated 

from carp intestine and Bacillus isolated from mud to the carp foregut mucus were investigated after adhesion treatment 

in vitro. Results showed that all of the bacteria had the ability to adhere to carp foregut mucus immobilized on the cell 

culture plates. The relative adhesion population of Enterococci was higher than that of Bacillus and Citrobacter （P<0.01）， 

the adhesion percent of Citrobacter and Bacillus differed without notable effect （P>0.05）， the relative adhesion 

population of Enterococci L2 was higher than that of Enterococci E2 （P<0.01）. These results prove that the adhesion 

rate of homologous Enterococci is higher than that of heterogenous Bacillus， and the adhesion abilities of Enterococci are 

different because of their genus and species. [Journal of Fishery Sciences of China，2009，16（3）：427-433]
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