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饲料中添加单株和多株乳酸乳球菌对鲤肠道健康、先天免疫和抗

氧化能力的影响 
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摘要: 为研究饲料中添加单株和多株乳酸乳球菌(Lactococcus lactis)对鲤(Cyprinus carpio)肠道健康、先天免疫应答

和抗氧化能力的影响, 将 480 尾健康鲤随机分为 8 组, CK (对照)组饲喂普通饲料, 处理组分别饲喂添加乳酸乳球菌

的 7 种饲料: G1 组(Lactococcus lactis Q-8)、G2 组(L. lactis Q-9)、G3 组(L. lactis Z-2)、G4 组(L. lactis Q-8＋L. lactis 

Q-9)、G5 组(Claudin Q-8＋L. lactis Z-2)、G6 组(L. lactis Q-9＋L. lactis Z-2)、G7 组(L. lactis Q-8,＋L. lactis Q-9＋L. 

lactis Z-2), 饲喂 60 d。结果显示, 饲料中添加乳酸乳球菌可显著提高鲤肠道蛋白酶、淀粉酶和脂肪酶活性和紧密

连接蛋白基因(L.lactis, ZO-1)表达量, 且多菌株处理组效果更显著(P<0.05)。此外, 所有处理组均显著增加中肠绒毛

长度(P<0.05), 增加血清中促炎细胞因子肿瘤坏死因子 α (TNF-α, G6 组除外)、白细胞介素 1β (IL-1β)、IL-6、IL-12

和抗炎细胞因子 IL-10 (G6 组除外)和转化生长因子 β (TGF-β)的含量, 以及一氧化氮(NO)的水平(P<0.05)。另外, 多

菌株处理组可显著增加全肠肌层厚度(P<0.05), 但对血清中碱性磷酸酶(AKP)活性影响不显著(P>0.05)。处理组对肝

胰脏抗氧化能力的调节作用显著高于对照组(P<0.05), 其中 G7 组对谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)、谷胱甘肽(GSH)

和丙二醛(MDA)的调节作用更为显著(P<0.05)。上述结果表明, 该 3 种乳酸乳球菌均能有效改善鲤的肠道健康、先

天免疫应答和抗氧化能力, 并且联合使用的效果优于单一菌株。 
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水产养殖在提高全球渔业生产的可持续性方

面发挥着越来越重要的作用。然而, 水产养殖业

的集约化发展增加了水产养殖物种感染病原菌的

风险[1]。抗生素、杀菌剂和化学药物在预防及治

疗疾病的同时也降低了肠道菌群中有益微生物的

活性, 改变了水产生物的微生态系统, 干扰了鱼

类的营养、生理过程和免疫能力[2-3], 并增加了病

原体和有害化合物向消费者传播的风险[4-5]。因此

迫切需要替代的方法来应对水产养殖中病原体的

威胁。 

大量研究证明, 益生菌可以成为环境和消费

者友好型的抗菌制剂, 解决防病治病及维持生态

环境稳定的问题。益生菌的作用通常包括通过改

变水产养殖动物肠道的形态、微生物区系和消化

能力来促进生长、提高饲料利用率、增强免疫力

和抗病能力、改善肉品质等[6-10]。作为非孢子益

生菌, 乳酸菌(lactic acid bacteria, LAB)是动物肠

道中潜在的益生菌。LAB 可从养殖环境或健康动

物肠道中分离获得, 因此, 它们是绿色、安全和环

保的, 通常不会引起耐药性[11]。研究已证明, LAB

可以被纳入鱼类的饲料中, 作为抗菌剂的潜在替

代品, 以促进鱼类的生长并保护其免受各种致病

性细菌的侵害[12-13]。 

目前, 越来越多的研究人员倾向于在水产养
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殖中联合使用多种益生菌[14-15], 主要原因是益生

菌在联合使用时可发挥协同作用[16]。例如, Li 等[17]

发现 5%的复合益生菌(Acetobacter spp., Pseudomonas 

spp., 和 Lactobacillus spp.)可显著改善大菱鲆

(Scophthalmus maximus)的肠道组织形态, 调节微

生物区系并促进非特异性免疫反应和生长性能。

Abasolo-Pacheco 等[18]的研究得出相同结论, 即 3

种芽孢杆菌菌株(Bacillus)在单一使用时, 对早期

发育的扇贝 (Argopecten ventricosus)表现不佳 , 

而芽孢杆菌的混合物 (MIX-B)在感染溶藻弧

菌 (Vibrio alginolyticus) 120 h 后 , 显著增加了

扇贝的存活率[18]。另外, 与其他饲料组相比, 含有多

菌株(Bacillus subtilis, L. rhamnosus, L. plantarum, 

L. delbrueckii, L. acidophilus)的饲料组可显著提

高血清蛋白酶、过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化

酶 (SOD)、髓过氧化物酶 (MPO)和碱性磷酸酶

(AKP)活性, 且多菌株处理组的免疫效率高于单

菌株处理组[19]。粪肠球菌(Enterococcus faecium)

和蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)联合使用时, 也

能够抑制尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)肠道

内潜在病原菌的生长[16]。此外, 研究证明, 益生

菌和益生元的联合使用也具有协同效应[20]。例如, 

饲料可发酵纤维 Vitacel®和益生菌 PrimaLac®的联

合给药改善了拟鲤(Rutilus frisii kutum)肠道微生

物群和免疫黏液参数, 提高了肠道消化酶活性和

生长性能 [21]。枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis) 

FPTB13 和甲壳素单独使用显著提高了大多数免

疫反应, 但在联合使用处理组中观察到最高的攻

毒后存活率(63.33%)[22]。这些结果共同表明, 应

用复合益生菌可以有效地改善生长性能、免疫反

应、抗氧化功能、肠道健康和抗病能力等, 进而

获得更大的效益[16-17,23-26]。然而, 研究结果表明, 

在虹鳟(Oncorhynchus mykiss)生长过程中 , 加入

单一的饲料益生菌, 特别是酿酒酵母(Saccharomyces 

cerevisiae), 对免疫系统的积极影响比益生菌组

合更大[27]。这种不一致的结果可能与菌株的特异

性和研究物种的差异性有关。此外, 复合益生菌

在鲤养殖中的研究相对较少[14]。 

在前期的研究中, 本课题组从健康鲤肠道内

容物中分离和筛选获得了 3 株乳酸乳球菌 (L. 

lactis Q-8、L. lactis Q-9、L. lactis Z-2), 并观察到

它们对鲤的生长性能、抗病能力和先天免疫都有

良好的作用[11], 且联合使用对鲤的生长及糖类营

养物质代谢具有协同作用[14]。然而, 该 3 株乳酸

菌的联合使用是否对鲤产生其他协同效应, 还有

待进一步研究。因此, 本实验旨在研究该 3 株乳

酸菌单株或联合使用对鲤肠道健康、先天免疫和

抗氧化能力的影响, 为益生菌在水产养殖中的应

用提供更多的参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 

在本研究中使用的 3 株乳酸菌 L. lactis Q-8、

L. lactis Q-9、L. lactis Z-2 是课题组前期从健康鲤

肠道内容物中分离和筛选获取的[11]。在实验过程

中, 该 3 株乳酸菌在 MRS 培养基中 37 ℃条件下

静置培养 20 h 以达到稳定生长期的初始阶段[10]。 

1.2  实验饲料 

将达到稳定生长期初始阶段的 L. lactis Q-8、

L. lactis Q-9 和 L. lactis Z-2 菌株培养液参考前期

相关研究 8000 r/min 离心 10 min[14], 菌体经无菌

的磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤 3 次后重悬浮。单一菌

株直接喷洒在商业饲料上(碳水化合物 29.51%、

粗蛋白 33.4%、脂质 6.8%、水分 9.4%、粗纤维

8.3%、灰分 8.23%), 而多菌株处理组以等比例混

合 (V/V)后进行喷洒 , 各处理组的添加量均为

5×108 CFU/g (表 1)。将制备好的饲料在室温下干

燥 2 h, 用单独的密封塑料容器分装后于–20 ℃保

存备用。此外 , 在实验过程中对制备的饲料中

LAB 的活性和浸出率进行检查[11], 并且饲料每 1

周制备 1 次。 

1.3  养殖实验 

从附近的养殖场购买约 800 尾幼鲤, 并将其

转移到河南师范大学的实验养殖基地。所有鲤在

5000 L 养殖桶中驯化 2 周, 并饲喂商业饲料。在

驯化期间, 每天更换约 30%的温度相近的新鲜脱

氯水, 并持续曝气。水温控制在(26.0±0.5) ℃、pH

为 6.5~7.1, 溶解氧>7.0 mg/L, 氨态氮<0.05 mg/L。

驯化后, 选取 480 尾健康鲤, 体重(44.79±0.13) g, 

随机分配到 24 个养殖桶(500 L, 装满 350 L 水)中, 
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分为 8 个实验组, 每组 3 个重复(n=20), 分别投喂

对照组饲料和添加乳酸乳球菌的 7 种饲料(表 1), 

每天投喂 4 次(08:30、11:30、14:30 和 17:30), 持

续 60 d, 饲养条件与驯化期一致。试验开始后, 每

天以体重 3%的量进行投喂, 并且每 2 周根据每个

养殖桶中鱼的总重量调整 1 次投喂量。 

1.4  样品收集 

养殖实验进行至 60 d, 禁食 24 h 后, 从每个

养殖桶中随机取 6 尾鱼进行麻醉, 尾静脉采血, 

在 4 ℃放置过夜后, 离心(4 ℃, 3000 r/min, 30 min)

收集血清, 用于检测免疫指标。采血结束后, 解剖

鱼体, 采集肝胰脏和肠道组织, 分别用于检测抗

氧化指标、消化酶活性和肠道屏障等。另取 6 尾

体重相近(120.0±2.0) g 的鲤, 解剖分离前肠、中

肠、后肠, 于 4.0%多聚甲醛溶液(pH7.2~7.4)固定

24 h, 用于肠道组织学分析。除肠道组织学分析所

用样品外, 其余样品均在液氮中快速冷冻, 并于

–80 ℃保存以待进一步分析。 

1.5  肠道相关指标检测 

1.5.1  消化酶活力  在养殖实验结束时测定肠道

组织消化酶的活性。将整个消化道在低温条件下

匀浆处理后, 低温离心 10 min (4 ℃, 4500 r/min)。

将上清液作为粗酶提取液, 根据试剂盒说明书(南

京建成, 中国)中描述的方法测定蛋白酶、脂肪酶

和淀粉酶的活性[28], 酶的活性均以U/mg蛋白表示。 

1.5.2 实时定量 PCR (qRT-PCR)  使用 RNAiso 

Plus 试剂(TaKaRa, 中国)提取肠道总 RNA。经 1%

琼脂糖凝胶电泳和 Nanodrop 2000 分光光度计

(Thermo, USA)分析 RNA 的完整性、纯度和浓度, 

使用 PrimeScript™ RT Reagent Kit (TaKaRa, 中国)

将 RNA (500 ng)反转录为 cDNA。特异性引物列

于表 2, β-actin 作为内参基因。qRT-PCR 的反应溶

液包含 2.0 μL cDNA 模板、10.0 μL 2×SYBR qPCR 

Mix (TaKaRa, 中国)、1.0 μL PCR 引物(10 μmol/L) 

 
表 1  养殖实验分组 

Tab. 1  The groups of the experiment 

分组 group 饲料 fish food 

对照组 control group 商业饲料 commercial fish food 

G1 组 G1 group 商业饲料仅添加 L. lactis Q-8 commercial fish food containing L. lactis Q-8 only 

G2 组 G2 group 商业饲料仅添加 L. lactis Q-9 commercial fish food containing L. lactis Q-9 only 

G3 组 G3 group 商业饲料仅添加 L. lactis Z-2 commercial fish food containing L. lactis Z-2 only 

G4 组 G4 group 商业饲料添加 L. lactis Q-8 和 L. lactis Q-9 (1 : 1, V/V) commercial fish food containing Q-8 and Q-9 (1 : 1, V/V)

G5 组 G5 group 商业饲料添加 L. lactis Q-8 和 L. lactis Z-2 (1 : 1, V/V) commercial fish food containing Q-8 and Z-2 (1 : 1, V/V)

G6 组 G6 group 商业饲料添加 L. lactis Q-9 和 L. lactis Z-2 (1 : 1, V/V) commercial fish food containing Q-9 and Z-2 (1 : 1, V/V)

G7 组 G7 group 商业饲料添加 L. lactis Q-8、L. lactis Q-9 和 L. lactis Z-2 (1 : 1 : 1, V/V) commercial fish food containing Q-8, Q-9

and Z-2 (1 : 1 : 1, V/V) 

注: *各处理组菌株添加量为 5×108 CFU/g. 

Note: * The bacterium addition amount of each treatment group was 5×108 CFU/g feed. 
 

表 2  实时定量 PCR 引物序列 

Tab. 2  Real-time PCR primer sequences 

基因 gene 引物序列 (5ʹ–3ʹ) primer sequence (5ʹ–3ʹ) 产物大小/bp product size 登录号 accession number 

ZO-1 F: ACACCTTCACCCGCACCAT 105 XM_019089195 

  R: CATCATCCTCCAAAGCACTCG    

Claudin F: TCAATGGCACGCTGGGTC 121 XM_019063180 

  R: CACTGCTGTGGCAAAGTAAAGG    

β-actin F: TGTTACCACTTCACGCCGACT 118 M24113 

  R: CACCTTCGCCGTTCCAGTT    

注: 所有引物的退火温度均为 60 ℃. 

Note: The annealing temperature of all primers was 60 ℃.  
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和 7.0 μL 无核酸酶的水, 反应在 Lightcycler480II

实时系统(Roche, Switzerland)中进行, 程序如下: 

95 ℃ 10 min, 40 个循环包括 95 ℃ 5 s 和 60 ℃ 15 s。

监测熔解曲线以确保引物在所有 PCR反应中的特

异性。所有的引物扩增效率均接近 100%。最后通

过 2−ΔΔCt 方法评估靶基因的表达。 

1.5.3  肠道形态分析  在实验结束后, 将各个处

理组的前肠、中肠和后肠组织于 4.0%多聚甲醛溶

液中固定过夜, 然后经梯度蔗糖溶液(20%、30%、

40%)脱水, 冷冻切片机切至厚度为 8 μm, 苏木精- 

伊红(HE)染色。在显微镜(ZEISS, Axio Scope A1)

下观察肠道形态结构及肠道绒毛长度和肌层厚度。 

1.6  免疫相关指数分析 

使用酶联免疫吸附实验(ELISA)方法检测血

清中促炎细胞因子(TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-12)

和抗炎细胞因子(IL-10、TGF-β)的表达量[11,29], 以

评估乳酸乳球菌在鲤体内的免疫调节活性。简言

之, 将血清与 2×包被缓冲液(0.05 mol/L 碳酸盐缓

冲液 , pH9.6)等体积 (1 : 1)混匀后加入 96 孔

Immuno-Maxisorp 板(Nunc)中, 并在 4 ℃下包被

过夜。清洗后加入 10%脱脂奶粉溶液室温封闭 2 h, 

随后清洗并加入 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-12、IL-10

和 TGF-β 的多克隆抗体(1 : 1000), 37 ℃孵育 2 h。

然后再次洗涤, 加入山羊抗兔偶联的辣根过氧化

物酶二抗(1 : 20000), 37 ℃孵育 1 h。再次洗涤后

用 3, 3ʹ, 5, 5ʹ-四甲基联苯胺在 37 ℃下显色反应 

30 min。最后用 50 μL 2mol/L 的 H2SO4 终止反应, 

并测量 OD450 nm 处的吸光度, 通过相应的标准曲

线计算结果。结果以 pg/mL 表示。 

此外, 根据试剂盒(南京建成中国)所描述的

方法检测血清中一氧化氮(NO)水平和碱性磷酸酶

(AKP)活性。 

1.7  抗氧化相关指标测定 

检测指标包括肝胰脏 MDA、GSH 和总抗氧

化能力(T-AOC)水平以及过氧化氢酶(CAT)、GSH- 

Px 和超氧化物歧化酶(T-SOD)活性, 根据相关的

试剂盒(南京建成, 中国)进行检测。 

1.8  统计分析 

实验中所有的数据均采用平均值±标准差

( x ±SD)的形式呈现(n=3)。显著性分析采用 SPSS 

25.0 软件(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)的 One- 

way ANOVA 中的 Tukey 指标, 显著性水平设为

0.05。 

2  结果与分析 

2.1  饲料中添加乳酸乳球菌对肠道健康的影响 

2.1.1  消化酶活性  饲料中添加乳酸乳球菌对肠

道消化酶活性的影响见表 3。除 G5 组外, 其余各

处理组对蛋白酶的促进作用均显著高于对照组

(P<0.05), 且单菌株处理组中, G3 组(L. lactis Z-2)

的促进作用最大。虽然 G2 组(L. lactis Q-9)的效果

不如 G1 组和 G3 组, 但与 L. lactis Q-8 菌株联合

使用(G4 组)时作用更突出。尤其是 3 菌株联合使

用的 G7 组 ,  蛋白酶活性显著高于其他处理组

(P<0.05)。对于脂肪酶, 在单菌株处理组中, G1 组

和 G3 组的效果优于 G2 组(P<0.05)。然而, 在联 
 

表 3  饲料中添加乳酸乳球菌对鲤肠道消化酶活性的影响 

Tab. 3  Effects of dietary Lactococcus lactis on the activities of intestinal enzymes of Cyprinus carpio 
n=3; x±SD; U/mg prot 

分组 group 蛋白酶 protease 脂肪酶 lipase 淀粉酶 amylase 

对照组 control group 8.73±0.29a 33.49±3.42a 6.52±0.02a 

G1 12.68±0.68bc 58.70±1.78cde 6.78±0.09ab 

G2 11.98±0.74b 43.53±3.35b 7.68±0.02c 

G3 14.91±0.24cd 57.86±1.15cde 6.73±0.03a 

G4 12.78±0.19bc 52.33±3.30c 6.69±0.06a 

G5 8.47±0.77a 59.24±2.13de 8.47±0.09d 

G6 14.56±0.80c 53.10±3.28cd 7.19±0.08b 

G7 17.30±0.40d 62.42±3.08e 6.88±0.23ab 

注: 同列数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05). 

Note: Values in each column with different superscripts are significantly different (P<0.05). 
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合菌株处理组中, G5 组与 G7 组效果优于 G4 组和

G6 组。对于淀粉酶, 除 G2、G5 和 G6 处理组淀

粉酶的活性显著高于对照组(P<0.05)外 , 其余处

理组与对照组差异不显著(P>0.05)。 
2.1.2  紧密连接蛋白相关基因表达水平  如图 1

所示, 饲料中添加乳酸乳球菌显著提高了肠道紧

密连接蛋白 Claudin 和 ZO-1 基因的表达(P<0.05), 

且多菌株处理组的效果优于单菌株处理组。

Claudin 表达在单菌株处理组间无显著差异

(P>0.05), 而 G3 组对 ZO-1 表达的影响显著优于

其他两个单菌株处理组(P<0.05)。在多菌株处理组

中, G6 组的效果相对较好。 
 

 
 

图 1  饲料乳球菌对鲤肠道紧密连接蛋白 

相关基因表达的影响 

图中同一基因不同字母表示不同组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 1  Effects of dietary Lactococcus lactis on the  
expression of tight junction protein related genes in  

intestine of Cyprinus carpio 
Different letters in the same gene denote significant differences 

between different treatment groups (P<0.05). 
 

2.1.3  肠道组织形态  饲料中添加乳酸乳球菌对

鲤肠道形态的影响见表 4。除 G4 组前肠外, 各处

理组前肠和后肠绒毛长度与对照组相比均无显著

差异(P>0.05)。但各处理组均显著增加了中肠绒毛

长度(P<0.05), 其中 G4 组综合效果较好。仅多菌

株处理组显著增加了中肠和后肠的肌层厚度

(P<0.05), 各处理组对前肠的影响均显著优于对

照组(P<0.05), 且多菌株处理组的效果更为显著。 

2.2  免疫学参数 

2.2.1  血清细胞因子的测定  饲料中添加乳酸乳

球菌对鲤血清细胞因子的影响见表 5。首先, 除

G6 组的 TNF-α 和 G7 组的 IL-10 外, 各处理组血

清中促炎细胞因子和抗炎细胞因子的含量均显著

高于对照组(P<0.05)。其次, 在养殖结束时, 虽然

多菌株处理组对细胞因子的调节作用强于对照组, 

但总体上弱于单菌株处理组。结果表明, 饲料中

添加乳酸乳球菌可通过上调细胞因子的表达来增

强鲤的免疫应答, 但多菌株处理组可使鲤的免疫

应答相对稳定。 
2.2.2  NO 含量  如图 2 所示, 饲料中添加乳酸

乳球菌显著提高了鲤血清中 NO 含量(P<0.05)。

G3 组和 G6 组分别在单菌株处理组和多菌株处理

组中作用更突出, 但该两个处理组之间无显著性

差异(P>0.05), 并且其他处理组间的差异性也不

显著(P>0.05)。 
2.2.3  AKP 活性  饲料中添加乳酸乳球菌对鲤

血清中 AKP 活性的影响如图 3 所示。在所有处理

组中, 只有 G3 组、G6 组和 G7 组对 AKP 活性的

影响显著高于对照组(P<0.05), 而多菌株处理组

的作用与单一菌株处理组差异不明显。 
 

 
 

图 2  饲料中添加乳酸乳球菌对鲤血清 NO 含量的影响 

图中不同字母表示组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  Effects of dietary Lactococcus lactis on the NO content 
in the serum of Cyprinus carpio 

Different letters denote significant differences between 
different treatment groups (P<0.05). 

 

2.3  抗氧化指数 

如图 4 所示, 饲料中添加乳酸乳球菌对肝胰

脏抗氧化能力的调节作用显著高于对照组 (P< 

0.05)。在单菌株处理组中, G3 组在提高 GSH-Px 和

T-SOD 活性及 GSH 含量、降低 MDA 等指标优于

G1 组和 G2 组(P<0.05)。G1 组和 G2 组分别对 CAT 和 
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图 3  饲料中添加乳酸乳球菌对鲤血清 AKP 活性的影响 

图中不同字母表示组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Effects of dietary Lactococcus lactis on AKP activity 
in the serum of Cyprinus carpio 

Different letters denote significant differences between 
different treatment groups (P<0.05). 

 

T-AOC 活性的影响显著(图 4a 和 4c)。与单菌株处

理组相比, 多菌株处理组的整体抗氧化作用不显

著, 甚至弱于单菌株处理组, 但 G7 组对 GSH-Px、

GSH 和 MDA 的作用较显著, 优于对照组和其他

处理组(图 4d, 4e, 4f)。 

3  讨论 

肠道是鱼类消化和吸收营养物质的主要场所, 

也是鱼类与外界环境接触表面积最大的器官 [30], 

其健康状况与鱼类的生长密切相关[31]。除此之外, 

肠道易受饲料中营养和非营养因素、水质理化等

因素的影响, 容易发生器官和生理损伤[32]。因此, 

在养殖过程中 ,  除了确保鱼类摄食营养全面均

衡、维持养殖水环境稳定外, 还可以通过调节肠

道生态系统、增强肠道功能或修复肠道损伤来促

进鱼类肠道健康, 促使养殖动物健康生长[33]。研

究证实, 饲料中添加益生菌可以改善宿主的肠道

健康状况。例如, 饲料中的丁酸梭菌(Clostridium 

butyricum)可以提高斑节对虾(Penaeus monodon)

肠道消化酶的活性[34], 并通过增强肠道内部微生

物平衡来促进机体健康[35]。在本研究中, 笔者发

现饲料中添加乳酸乳球菌在一定程度上显著提高

了鲤肠道蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶的活性, 并且

多菌株处理组的酶活性明显高于对照组和单菌株

处理组[17], 这可能是益生菌自身分泌或刺激宿主 
 

 
 

图 4  饲料中添加乳酸乳球菌对鲤肝胰脏抗氧化能力的影响 

图中不同字母表示组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Effects of dietary Lactococcus lactis on the hepatopancreas antioxidant capacity of Cyprinus carpio 
Different letters denote significant differences between different treatment groups (P<0.05). 
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表 4  饲料中添加乳酸乳球菌对鲤肠道绒毛长度和肌层厚度的影响 

Tab. 4  Effects of dietary Lactococcus lactis on the villus length and muscle thickness in intestine of Cyprinus carpio 
n=3; x±SD 

分组 group 
绒毛长度/μm villus length 肌层厚度/μm muscle thickness 

前肠 foregut 中肠 midgut 后肠 hindgut 前肠 foregut 中肠 midgut 后肠 hindgut

对照组 control group 1153.47±43.86a 859.49±32.70a 937.85±54.41ab 85.87±4.85a 77.82±1.92a 58.63±5.35a 

G1 1175.24±11.03a 1158.07±31.44b 1056.27±106.68b 123.88±1.90b 84.65±1.74abc 54.96±6.05a 

G2 1243.30±81.91ab 1251.27±57.72bc 859.00±34.20a 122.44±5.52b 86.27±4.26abc 55.81±2.97a 

G3 1267.80±109.69ab 1351.45±41.66cd 913.82±21.13ab 130.42±2.55b 83.49±5.94a 61.08±2.66ab

G4 1446.51±52.33b 1433.59±28.11d 974.49±70.57ab 136.31±9.09b 95.98±3.67bcd 73.64±2.49c 

G5 1190.77±73.24a 1345.95±66.85cd 876.93±49.56ab 138.82±4.20b 81.95±6.17a 66.39±2.01ab

G6 1083.71±24.51a 1200.72±22.75bc 882.64±10.43ab 170.98±3.97c 101.10±2.81d 96.20±5.04d 

G7 1205.22±53.34a 1137.30±57.43b 887.06±29.96ab 125.77±5.71b 98.04±2.61cd 95.10±5.15d 

注: 同列数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05). 

Note: Values in each column with different superscripts are significantly different (P<0.05). 
 

表 5  饲料中添加乳酸乳球菌对鲤血清细胞因子分泌的影响 

Tab. 5  Effects of dietary Lactococcus lactis on cytokines secretion in the serum of Cyprinus carpio 
n=3; x±SD; pg/mL 

分组 
group 

促炎细胞因子 
pro-inflammatory cytokine 

抗炎细胞因子 
anti-inflammatory cytokine 

TNF-α IL-1β IL-6 IL-12 IL-10 TGF-β 

对照组 control group 6.89±0.30a 70.61±1.87a 11.63±0.30a 305.33±2.25a 30.25±0.28a 74.41±0.55a 

G1 8.40±0.28b 115.57±2.13bc 13.74±0.66b 448.94±4.80f 35.79±1.05c 105.63±1.39de 

G2 10.70±0.21c 113.26±4.58b 16.94±0.24cd 420.16±8.14e 34.11±0.96bc 116.11±1.28e 

G3 11.51±0.26c 134.85±4.33cd 20.46±0.49e 461.10±5.63f 40.19±0.71d 104.00±0.91cd 

G4 12.52±0.29d 108.75±7.70b 20.39±0.29e 382.72±0.98cd 39.65±0.67d 107.37±2.73d 

G5 8.45±0.14b 108.26±5.51b 13.99±0.53b 376.55±2.93bc 33.02±0.46bc 98.11±1.72b 

G6 7.73±0.15ab 110.91±4.45b 18.50±0.57de 352.76±10.96b 34.48±0.27c 97.89±0.09b 

G7 13.73±0.11e 147.95±3.90d 15.10±0.42bc 404.16±5.19de 31.35±0.14ab 107.67±0.82d 

注: 同列数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05). 

Note: Values in each column with different superscripts are significantly different (P<0.05). 
 

肠道分泌消化酶的结果[36-37]。另外, 本研究饲料

中的乳酸乳球菌可增加鲤的肠绒毛长度和肌层厚

度。相同的研究结果发现, 饲料中添加酿酒酵母

YFI-SC2 和富硒枯草芽孢杆菌 (Se-rich Bacillus 

subtilis)可改善克氏原螯虾 (Procambarus clarkii)

和鲤的肠道形态[38-39]。复合菌株(Pediococcus sp.、

Bacillus sp.、Lactobacillus sp.、Enterococcus sp.)

可通过改善尼罗罗非鱼肠道形态而增加营养物质

的吸收[40]。上述作用表明, 肠道消化酶活性的升

高可促进宿主肠道对营养物质的消化能力[14], 绒

毛长度的增加可以提供更多的吸收面积, 以增加

对营养物质的吸收能力, 最终促进生长性能[41]。

另有研究表明, 肠屏障结构越完整, 越有助于预

防致病菌感染[42]。当肠道结构的完整性被破坏后, 

肠道通透性增加, 肠道内的病原体和有害物质可

转运进入血液系统并传播至体内其他组织, 引起

远端组织的病变, 甚至全身病理反应。饲料中的

乳酸乳球菌 16-7 (L. lactis 16-7)可修复嗜水气单

胞菌(A. hydrophila)破坏的鲫(Carassius auratus)

肠道黏膜屏障[43]。本研究所使用的乳酸菌可通过

增加紧密连接蛋白(Claudin、ZO-1)基因的表达水

平而增强鲤肠道屏障的完整性, 且多菌株处理组

表现出明显的叠加作用。 

细胞因子是由免疫细胞和一些非免疫细胞合

成和分泌的具有调节先天和适应性免疫反应等广

泛生物活性的小分子蛋白[44-45]。此外, 当机体受
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到外界刺激后, 体内多种细胞产生的 NO 在杀死

入侵的细菌、真菌等其他微生物和肿瘤细胞等方

面发挥重要作用[46-47]。AKP 是溶酶体完整性的标

志酶, 在机体的免疫过程中发挥关键作用[48-49]。

前期研究结果显示, 不同处理方式的乳酸乳球菌

Z-2 (L. lactis Z-2)通过显著提高鲤血清细胞因子

和 NO 水平及 AKP 活性而发挥免疫调节作用[28]。

饲料中添加枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) NZ86

和 O14VRQ 可显著提高血液中溶菌酶(LZM)活性

和中性粒(白)细胞百分比, 并上调肠道促炎细胞

因子基因表达量 , 从而刺激罗非鱼(Oreochromis 

mossambicus)的局部和全身免疫反应[50]。另一项

研究表明 , 添加益生菌显著增加了鲤皮肤黏膜

LZM和AKP的活性, 并改变了血清细胞因子TNF-α、
IL-1β 和 IL-10 的表达[51], 且投喂复合益生菌的鱼

对嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila) 攻毒后

的相对存活率(69.7%)显著高于对照组[51]。其原因

可能是饲料中的益生菌增强了宿主的免疫能力和

抗病能力, 从而提高了感染病原菌后的存活率。

同样, 在本研究中, 通过检测血清中细胞因子和

NO含量, 能够评估鲤免疫系统的激活程度, 结果

显示添加乳球菌后, 各个处理组的细胞因子水平

明显升高, 这可能是由于乳球菌的存在刺激了免

疫细胞产生更多的细胞因子, 从而增强了免疫反

应。此外, 还观察到添加乳球菌后, 各处理组的血

清 NO 含量也得到了提高。NO 是一种重要的免疫

调节分子, 它在免疫反应中发挥着关键作用[48]。增

加的 NO 含量表明乳球菌的添加促进了鲤的免疫

系统活性。另外, 在添加乳球菌后, 各个处理组的

AKP 活性明显增强, 这表明乳球菌的添加有助于

提高鲤的免疫功能和抗病能力。需要注意的是 , 

尽管多菌株处理组的效果与单一菌株组相比并不

显著, 但仍然可以得出结论, 饲料中添加乳球菌

对增强鲤的免疫反应具有积极的影响。进一步的

研究可能需要探索不同乳球菌菌株的组合以及适

当的剂量, 以优化免疫增强效果。 

肝胰脏是鱼类重要的抗氧化器官, 其抗氧化

能力可以反映机体的免疫能力[52]。大量研究已经

详细描述了抗氧化的作用[28,53-56], 抗氧化能力也

是水产养殖实验中常见的检测指标。例如, 添加

阿氏芽孢杆菌(Bacillus aryabhattai) TBRC8450 可

调节南美白对虾(Litopenaeus Vannamei)体内的抗

氧化活性 , 并显著上调肝胰脏中抗氧化酶基因

的表达量[57]。转录组分析表明, 饲料中添加枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis) E20 的对虾, 抗氧化酶

的表达比对照组更活跃[58]。经过 8 周的养殖试验, 

饲喂多黏类芽孢杆菌 (Paenibacillus polymyxa) 

ATCC 842 处理饲料显著增强了对虾的总抗氧化

能力, 并表现出协同效应[59]。与对照组相比, 丁

酸梭菌(Clostridium butyricum) CBG01 组对虾血

清中的 POD、SOD 活性和 T-AOC 能力以及肝胰

脏中 SOD 基因的相对表达量均显著增强[60]。此外, 

在普通鲤中也观察到类似的结果[28,61]。本研究中, 

饲料中添加乳酸乳球菌对肝胰脏抗氧化能力的调

节作用显著高于对照组, 其原因可能是饲料中添

加的乳酸菌能通过促进细胞中抗氧化基因的表达

来清除自由基和清除脂质过氧化物抑制脂质过氧

化反应达到抗氧化作用, 但具体作用机制还需要

进一步研究。此外, 多菌株联合使用的 G7 处理组

对 GSH-Px、GSH 和 MDA 的影响较对照组和其

他处理组更为突出。 

4  结论 

综上所述, 饲料中添加乳酸乳球菌对鲤肠道

健康、先天免疫和抗氧化活性均有显著影响, 并

且多菌株联合使用效果优于单一菌株。其作用可

能与联合使用乳酸菌对肠道菌群的调节有关, 值

得进一步研究。以上结果表明, 多菌株的联合使用

可作为一种更有效的微生态制剂应用于水产养殖。 
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The effects of dietary single strain or multistrain Lactococcus lactis on 
intestinal health, innate immunity, and antioxidant activity of common 
carp (Cyprinus carpio) 

LIU Xiaobei, LIU Shasha, CUI Wenshan, YUAN Xiao, CHANG Xulu, ZHANG Jianxin, FENG Junchang 

Engineering Technology Research Center for Aquatic Animal Cultivation of Henan Province; College of Fisheries, 
Henan Normal University, Xinxiang 453007, China 

Abstract: In the present study, we evaluated the effects of dietary single strain or multistrain Lactococcus lactis on 
the intestinal health, innate immunity, and antioxidant activity of common carp. Common carp (44.79±0.13 g) 
were fed a control diet or one of the seven diets with supplementary Lactococcus lactis [Lactococcus lactis Q-8 
(G1); L. lactis Q-9 (G2); L. lactis Z-2 (G3); L. lactis Q-8 and L. lactis Q-9 (G4); L. lactis Q-8 and L. lactis Z-2 
(G5); L. lactis Q-9 and L. lactis Z-2 (G6); L. lactis Q-8, L. lactis Q-9 and L. lactis Z-2 (G7)] for 60 days. The 
corresponding results showed that the activities of intestinal digestive enzymes (protease, amylase, and lipase) and 
the expression of tight junction protein [Claudin, ZO-1] genes were significantly increased by treatment with 
dietary Lactococcus lactis; further, the effects of the multi-strain treatment groups were significantly higher. In 
addition, all treatment groups exhibited significantly higher microvilli length in the midgut and enhanced levels of 
tumor necrosis factor-alpha (TNF-α, except G6), interleukin-6 (IL-6), IL-12, IL-1β, IL-10 (except G7), 
transforming growth factor-beta (TGF-β), and nitric oxide (NO) production in the serum, compared to those of the 
control group. Multistrain treatment significantly increased the muscle thickness of the entire intestine; however, 
the effect on alkaline phosphatase (AKP) activity in the serum was not significant. Nonetheless, the regulatory 
effects of dietary Lactococcus lactis on the antioxidant capacity of the hepatopancreas were significantly higher 
than those of the control group, and the G7 group had a more prominent effect on glutathione peroxidase 
(GSH-Px), glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) production. In conclusion, the three Lactococcus 
lactis strains evaluated in this study were effective in improving intestinal health, immune response, and 
antioxidant capacity in common carp and exhibited a synergistic effect when used as a combined dietary treatment. 
Overall, this study can provide an additional reference point for the application of probiotics in aquaculture. 
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