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摘要: 通过对养殖环境灭菌, 可以降低作为对虾亲虾的饵料沙蚕携带病原弧菌的风险。本研究采用实验生态学方法, 

基于病原弧菌的生物学特征, 探究不同温度灭菌处理(65 ℃处理 30 min, 100 ℃处理 30 min 和 121 ℃处理 20 min)

对沉积物的灭菌效果及加入益生菌制剂对沉积物理化指标的影响。结果表明, 各温度处理组在灭菌后立即采样, 灭

菌效果良好: 65 ℃-30 min、100 ℃-30 min 和 121 ℃-20 min 处理组对沉积物中总菌落数量的灭菌率分别为 57.5%、

99.45%、99.99%, 表明随着灭菌处理温度的升高, 灭菌率逐渐提高, 对病原弧菌的灭菌率均达到 100%。对于沉积

物的理化指标分析表明, 随着取样时间增长, 灭菌处理方式给沉积物–上覆水界面的氮磷扩散通量带来的影响逐渐

减小, 益生菌制剂的添加能够降低水体和沉积物中的 NO3
–浓度和 PO4

3–浓度, 同一取样时间添加益生菌制剂处理组

与未添加益生菌制剂处理组的 NO3
–扩散通量和 PO4

3–扩散通量有显著差异(P<0.05)。结果表明, 65 ℃-30 min 处理即

可杀灭沉积物中的全部弧菌且整个实验期间未检测到病原弧菌菌落, 添加益生菌制剂能够优化沉积物菌落结构, 

抑制总菌落数量的增长, 同时对沉积物-上覆水界面的氮磷扩散通量产生影响。本研究可为沉积物灭菌及益生菌制

剂在养殖环境中的应用提供数据参考。 
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南美白对虾(Litopenaeus vannamei)是我国最

主要的经济虾类养殖品种[1], 2021 年我国海水养

殖的南美白对虾产量高达 127.36 万 t, 占全国海

水养殖虾类的 81%[2]。作为南美白对虾养殖大国, 

健康苗种是保障南美白对虾养殖产业健康发展的

重要因素之一[3], 优良的苗种得益于对虾育种和

苗种繁育技术的提高。但是, 在对虾亲虾培育和

苗种生产过程中, 弧菌是重要威胁之一, 这些弧

菌可以从亲虾传递到后代仔虾, 引起对虾苗种急

性肝胰腺坏死病和菌血症等细菌性疾病。而在亲

虾培育过程中, 沙蚕是不可或缺的优质生物饵料, 

特别是作为亲虾主要活体饵料的双齿围沙蚕

(Perinereis aibuhitensis)具有较高的 EPA 和 DHA, 

有利于促进对虾性腺成熟[4]。但有研究指出, 双齿围

沙蚕常携带致病弧菌导致对虾暴发大规模疾病[5]。

目前, 市面上的沙蚕来源多样, 品质不稳定, 对

对虾苗种培育质量形成严峻挑战, 生产不携带弧

菌的沙蚕是产业重要需求, 可以为提升对虾苗种

培育质量提供有力支撑。 

目前, 引发南美白对虾致病的主要弧菌有哈

维氏弧菌(Vibrio harveyi)、溶藻弧菌(V. alginoly-

ticus)、霍乱弧菌 (V. cholera)和副溶血弧菌 (V. 
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parahemolyticus)等。哈维氏弧菌的生长温度为

25~28 ℃, 溶藻弧菌的生长温度为 5~43 ℃, 霍

乱弧菌的生长温度为 16~44 ℃, 副溶血弧菌的生

长温度为 5.5~43 ℃[6]。因此, 通过高温灭菌可以

杀灭病原弧菌。对沙蚕来讲, 其携带的弧菌往往来

源于栖息的沉积物和水体, 通过对沙蚕养殖过程

中的沉积物和水体灭菌, 有望有效控制环境中的

致病菌数量, 从而降低沙蚕携带病原弧菌的风险。 

微生物在沉积物氮磷迁移过程中发挥重要作

用 [7], 能够维持海洋生态系统的氮磷平衡, 如果

对沉积物进行灭菌减少微生物数量, 势必会影响

养殖环境的生源要素循环, 可能对养殖效果和环

境产生一定不利影响。研究表明, 益生菌制剂通

过微生物体内酶的作用消除恶臭、分解有机质、

解磷除氮, 降低养殖水体中的氨氮、亚硝酸盐浓

度等 , 能直接利用沉积物中的一些不溶有机物 , 

从而加速对有机污染物的降解[8], 净化养殖环境。

日本学者应用枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)对

海底沉积物、鱼池中的淤泥进行分解分化, 取得

显著效果[9]。蔡惠凤等[10]发现微生物制剂能够修

复池塘中的污染底泥, 其中的芽孢杆菌(B. spp.)

能够通过氨化作用、硝化作用、反硝化作用以及

固氮作用在氮循环中发挥重要作用[11]。因此, 灭

菌后添加益生菌有可能会改善灭菌的不利影响 , 

维持良好养殖环境。但是, 关于沉积物灭菌效果

及灭菌后的环境影响等研究较为缺乏, 本研究将探

讨不同温度对沉积物的灭菌效果及加入益生菌制

剂后是否会影响沉积物的理化性质, 为沉积物灭菌

及益生菌制剂在底质改良中的应用提供数据参考。 

1  材料与方法 

1.1  沉积物及益生菌制剂来源 

2022年 12月, 在青岛市即墨区金口滩虾蟹养

殖池 (36°35′42″N, 120°46′59″E)采集实验用沉积

物。益生菌选取青岛市益科达生物技术有限公司

的复合制剂, 主要含枯草芽孢杆菌 7×109 CFU/g, 

解淀粉芽孢杆菌(B. amyloliquefaciens) 5×109 CFU/g, 

粪肠球菌(Enterococcus faecalis) 2×108 CFU/g。 

1.2  实验设计 

本实验设计了 3 种灭菌方式 : 65 ℃维持

30 min 灭菌 (参考巴氏灭菌法 , 标记为 65 ℃ - 

30 min)、100 ℃维持 30 min 灭菌(煮沸灭菌法, 标

记为 100 ℃-30 min)和 121 ℃维持 20 min 灭菌

(高压灭菌法, 标记为 121 ℃-20 min), 以未灭菌

沉积物作为对照组(标记为 CK)。灭菌后, 将不同

处理组平均分成两组, 一组保持不变, 另一组添

加益生菌。因此, 本实验共 8 个处理, 每个处理设

置 4 个重复。灭菌前, 每个重复称取 300 g 沉积物

放入 5×7 cm 的塑料密封袋中, 共 32 袋。将其中 8

袋放入水浴锅加热到 65 ℃, 维持 30 min 后取出; 

再取 8 袋放入水浴锅加热到 100 ℃, 维持 30 min

取出; 置于灭菌锅前, 取 8 袋沉积物倒入玻璃烧

杯中, 设置 121 ℃灭菌 20 min。在超净工作台中, 

将灭菌后的样品分别取样, 用于沉积物中的微生

物菌落数量分析。取样后将沉积物倒入无菌的 1 L

塑料烧杯(75 μW/cm2 的紫外线灯照射 60 min), 并

缓慢加入 800 mL 经高温灭菌(121 ℃、30 min)恢

复至常温的过滤海水, 添加过程中确保不对沉积

物冲击造成扰动。为避免外界影响对营养盐通量

造成干扰将两处理组均用保鲜膜封口, 其中添加

益生菌制剂处理组中的有益菌在前期繁殖需要一

定氧气, 所以封口后使用直径为 1.2 mm的牙签扎

20 个孔便于空气流通。整个实验过程在独立房间

的无菌操作台上进行, 实验期间使用紫外线强度

为 75 μW/cm2 的紫外线灯进行全程照射, 温度保

持在 18~20 ℃, 实验时间为 6 d。 

1.3  样品采集 

为检测沉积物中的总菌落及病原弧菌数量的

变化将取样时间定于第 0 天(灭菌完成后立即取

样)、第 2 天和第 6 天; 为检测上覆水理化性质及

扩散通量的变化将取样时间定于第 2 天、第 4 天

和第 6 天。上覆水取样时需将封口保鲜膜慢慢揭

开, 用玻璃棒将上覆水轻轻搅匀后取 150 mL 水

样; 取完水样后每个重复取 1 g 沉积物置于 15 mL

无菌离心管中, 加入 9 mL 灭菌后的生理盐水, 充

分摇匀 20 min[12], 静置 20~30 s 后得上清液用于

涂平板, 检测微生物菌落数量及病原弧菌数量。

上覆水样品经孔径为 0.45 μm 的醋酸纤维滤膜过

滤后, 加入氯仿, 置于−20 ℃冷冻保存, 用于测

定营养盐浓度。 
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1.4  测定方法 

采用稀释平板法估算沉积物内微生物菌落数

量[12], 按照 10 倍法依次稀释上清液至 10−5, 分别

精确吸取每个稀释度的菌液 100 μL, 对号加在已

凝固的平板上。沉积物中的总菌落数量以每克沉

积物中含菌落总数的自然对数(lnN)表示。总菌落

培养选用胰酪大豆胨琼脂培养基 TSA, 病原弧菌

培养选用 TCBS 琼脂培养基, 将涂布好的平板置

于 27 ℃的恒温培养箱中培养 48 h 后计数。上覆水

中营养盐浓度根据《海洋调查规范 GB/T 12763.4- 

2007》测定, 其中, 活性磷酸盐(PO4
3–-P)浓度采用

钼蓝分光光度法, 铵盐(NH4
+-N)浓度采用苯酚-次氯

酸盐比色法, 硝酸盐(NO3
–-N)浓度采用为铬柱还原

法 , 亚硝酸盐(NO2
–-N)浓度采用萘乙二胺分光光

度法测定。使用 pH计(PB-10, 德国)测定水样的 pH。 

1.5  数据计算与统计分析 

营养盐通量计算公式[13]如下:  

F=
·

·

C V

A t




 

式中, F 为营养盐通量[mmol/(m2·d)]; V 为上覆水

的体积(m3); A 为容器的横截面积(m2); Δt 为培养

时间(d); ΔC 表示培养前后培养器营养盐浓度的

变化。 

营养盐扩散通量: 正值表示营养盐由沉积物

向上覆水方向扩散, 负值代表营养盐由上覆水向

沉积物方向扩散。 

使用 SPSS27.0 进行数据统计分析, 对每个数

据集进行正态分布 (Shapiro-Wilks)和方差齐性

(Barlett)检验 , 采用单因素方差分析(ANOVA)检

验第 0 天各温度处理组的灭菌效果。使用三因素

方差分析(three-way ANOVA)检验益生菌是否添

加、取样时间和灭菌处理方式对沉积物的微生物

菌落数量、上覆水 pH、NO3
–浓度、NO2

–浓度、NH4
+

浓度、PO4
3–浓度及扩散通量的影响。当数据在正

态性检验和方差齐性检验结果中显示不符合时 , 

则用自然对数转换数据。使用 LSD 多重比较法进

一步分析显著差异, 以 P<0.05 作为差异显著水平, 

P<0.01 作为差异极显著水平。使用 GraPhPad Prism 

9.5.0 作图, 实验数据均采用平均值±标准差( x ± 

SD)表示。 

2  结果与分析 

2.1  微生物数量 

2.1.1  益生菌添加、取样时间和灭菌处理方式对

沉积物中总菌落数量的影响  在灭菌刚完成时, 

65 ℃-30 min 处理组沉积物中的总菌落数量略有

降低 , 与对照组差异不显著 (P>0.05), 灭菌率为

57.5%; 100 ℃-30 min 处理组与 121 ℃-20 min 处

理组的总菌落数量均显著减少(P<0.05), 灭菌率

达 99%以上(表 1)。 

三因素方差分析显示(表 2), 益生菌是否添

加、取样时间和灭菌处理方式都显著影响总菌落

数量(P<0.01)。总菌落数量受益生菌是否添加、取

样时间和灭菌处理方式三因素交互作用不显著

(P>0.05), 两因素交互作用中, 益生菌是否添加×

取样时间的交互作用、益生菌是否添加×灭菌处理

方式、取样时间×灭菌处理方式的交互作用影响均

极显著(P<0.01)。在未添加益生菌组中, 各灭菌处

理方式随着取样时间增长并没有显著差异, 说明

沉积物中的总菌落数量随着取样时间增长不再受

到灭菌处理方式的影响, 均呈稳步增加趋势(图 1); 

在添加益生菌组中, 各灭菌处理方式下的总菌落

数量随着取样时间增长并没有显著变化(P>0.05), 

相较于未添加益生菌组, 添加益生菌组能够显著

抑制总菌落数量的增长(P<0.05)。 

 
表 1  灭菌后沉积物中的总菌落数量和 

病原弧菌数量及灭菌率 

Tab. 1  The number of total colonies and pathogenic vibrios 
and sterilization rate in the sediment after sterilization  

灭菌方式 
sterilization 

method 

总菌落 

数量/ 
(CFU/g)

number of 
total 

colonies

灭菌率/% 
sterilization 

rate 

病原弧菌 

数量/ 
(CFU/g) 

pathogenic  
vibrio number

病原弧菌灭

菌率/% 
pathogenic 

vibrio 
sterilization 

rate 

未灭菌  
unsterilized 

210000 – 1500 – 

65 ℃-30 min 89250 57.5 0 100 

100 ℃-30 min 1145 99.45 0 100 

121 ℃-20 min 25 99.99 0 100 
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表 2  益生菌添加、取样时间和灭菌处理方式对实验指标的三因素方差结果 

Tab. 2  Three-factor variance results on experimental indicators for probiotics addition mode,  
sampling time and sterilization treatment method 

实验指标 experimental indicator A B C A×B A×C B×C A×B×C 

沉积物中微生物菌落数量/CFU 
the number of microbial colonies in sediment 

<0.01** <0.001*** <0.001*** <0.001*** 0.006** <0.001*** 0.093 

NO3
–浓度 NO3

– concentration 0.016* 0.020* <0.001*** 0.090 <0.001*** 0.001** 0.005** 

NO2
–浓度 NO2

– concentration <0.001*** 0.001** <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001***

NH4
+浓度 NH4

+ concentration 0.726 0.050 <0.001*** 0.081 0.002** 0.179 0.001** 

PO4
3–浓度 PO4

3– concentration <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001***

NO3
–扩散通量 NO3

– diffusion flux <0.001*** <0.001*** <0.001*** 0.001** 0.071 0.008** 0.115 

NO2
–扩散通量 NO2

– diffusion flux <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001***

NH4
+扩散通量 NH4

+ diffusion flux 0.099 0.199 0.081 0.201 0.022* 0.719 0.020* 

PO4
3–扩散通量 PO4

3– diffusion flux <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001*** <0.001***

上覆水 pH pH of overlying water 0.137 0.000*** 0.377 0.041* 0.014* 0.187 0.665 

注: ***代表 P<0.001, **代表 0.001<P<0.01, *代表 0.01<P<0.05. A 代表益生菌是否添加, B 代表取样时间, C 代表灭菌处理方式. 

Note: *** represents P<0.001, ** represents 0.001<P<0.01, * represents 0.01<P<0.05. A represents the probiotics addition mode, B 
represents the sampling time, C represents the sterilization treatment method. 

 
 

 
 

图 1  益生菌添加、取样时间和灭菌处理方式 

对沉积物中总菌落数量的影响 

沉积物中的总菌落数量用自然对数 ln 表示, NP 组代表未添

加益生菌组, P 组代表添加益生菌组, 数字表示天数. 大写字

母不同表示在相同添加方式和灭菌处理方式下不同取样时

间之间差异显著(P<0.05); 小写字母表示在相同添加方式和

取样时间下不同灭菌处理方式之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 1  The effect of probiotics addition mode,  
sampling time and sterilization treatment method  

on total number of colonies in sediment 
The total number of colonies in the sediment is expressed as the 
natural log ln, NP group represents the group without probiotic 
addition and P group represents the probiotic group. Figures 
indicate sampling days. Upper letters indicate significant differences 
in sampling times under the same addition mode and sterilization 
treatment method (P<0.05); lower case letters indicates 
significant differences in sterilization treatment methods under the 
same addition mode and sampling time (P<0.05). 
 

2.1.2  益生菌添加、取样时间和灭菌处理方式对

病原弧菌数量的影响  灭菌刚完成时, 添加益生

菌处理组与未添加益生菌处理组在不同灭菌处理

方式下, 沉积物中的病原弧菌灭菌率均达到 100% 

(表 1), 在第 2 天和第 6 天各灭菌处理方式下的病原

弧菌数量均为 0。因此在 65 ℃-30 min 处理方式下

即可杀灭沉积物中的病原弧菌且不再生长(表 3)。 

2.2  营养盐浓度及扩散通量 

2.2.1  益生菌添加、取样时间和灭菌处理方式对

上覆水中营养盐浓度的影响   三因素方差分析

(表 2)显示, 上覆水中的 NO3
–浓度受益生菌是否

添加、取样时间、灭菌处理方式及三者的交互作用

影响显著(P<0.05), 两因素交互作用中除益生菌是

否添加×取样时间的交互作用对上覆水中的 NO3
–

浓度影响不显著(P>0.05), 其他两因素交互作用

对上覆水中的 NO3
–浓度影响均极显著(P< 0.01)。

在未添加益生菌组中, 对照组中的上覆水 NO3
–浓

度基本保持稳定(图 2), 121 ℃-20 min、100 ℃-30 

min 和 65 ℃-30 min 处理组上覆水的 NO3
–浓度呈

现出随着取样时间的增长先下降后上升的规律。

在添加益生菌组中 , 各灭菌处理组中的上覆水

NO3
–浓度随着取样时间增长均呈下降趋势(图 3)。 



86 中国水产科学 第 31 卷 

 

表 3  取样时间、灭菌处理方式和益生菌添加对沉积物中病原弧菌数量的影响 

Tab. 3  The influence of sampling time, sterilization treatment method and probiotic addition  
mode on the number of pathogenic vibrio bacteria in the sediment 

病原弧菌数量/(CFU/g) number of pathogenic vibrio 

处理天数/d  
sampling time 

灭菌处理方式 
sterilization 

treatment method 
未添加益生菌组 

group without probiotic addition 
添加益生菌组 

group with probiotic addition 

CK 1500.00±1467.42 1500.00±1467.42 

65 ℃-30 min 0 0 

100 ℃-30 min 0 0 
第 0 天 Day 0 

121 ℃-20 min 0 0 

CK 1175.00±629.15 350.00±300.00 

65 ℃-30 min 0 0 

100 ℃-30 min 0 0 
第 2 天 Day 2 

121 ℃-20 min 0 0 

CK 875.00±359.40 455.00±132.04 

65 ℃-30 min 0 0 

100 ℃-30 min 0 0 
第 6 天 Day 6 

121 ℃-20 min 0 0 

 
三因素方差分析(表 2)显示, 上覆水中的 NO2

–

浓度受益生菌是否添加、取样时间、灭菌处理方

式及三者的交互作用影响均极显著(P<0.01), 两

因素交互作用对上覆水中的 NO2
–浓度影响也均极

显著(P<0.01)。在未添加益生菌组中, 各灭菌处理

组中的上覆水 NO2
–浓度随取样时间增长没有显著

变化(图 2); 添加益生菌组各灭菌处理组的上覆水

NO2
–浓度随取样时间增长呈下降趋势, 而对照组

中的上覆水 NO2
–浓度呈现上升的趋势(图 3)。 

三因素方差分析(表 2)显示, 上覆水中的 NH4
+

浓度受三者的交互作用影响极显著(P<0.01), 两

因素交互作用中除益生菌是否添加×灭菌处理方

式的交互作用对上覆水中的 NH4
+浓度影响极显著

(P<0.01), 其他两因素的交互作用对上覆水中的

NH4
+浓度均无显著影响(P>0.05)。单因素作用中只

有益生菌是否添加这一因素影响极显著(P<0.01)。

在未添加益生菌组中, 除对照组以外, 各灭菌处

理组中的上覆水 NH4
+浓度随着取样时间增长有

上升趋势(图 2), 而对照组中上覆水的 NH4
+浓度随

着取样时间增长呈现出下降趋势。 

三因素方差分析(表 2)显示, 上覆水中的PO4
3–

浓度受益生菌是否添加, 灭菌处理方式及三者的

交互作用影响均极显著(P<0.01), 两因素交互作

用中各处理组对上覆水中的 PO4
3–浓度影响均极显

著(P<0.01), 未添加益生菌组上覆水中的 PO4
3–浓

度有下降趋势; 添加益生菌组上覆水 PO4
3–浓度基

本保持稳定(图 3)。 

2.2.2  益生菌添加、取样时间和灭菌处理方式对

营养盐扩散通量的影响   三因素方差分析显示

(表 2), 益生菌是否添加、取样时间、灭菌处理方

式 3 个因素对沉积物–上覆水界面中的 NO3
–扩散

通量的交互作用影响不显著(P>0.05), 两因素交

互作用中除益生菌是否添加×灭菌处理方式的交

互作用对沉积物–上覆水界面中的 NO3
–扩散通量

的影响不显著外, 其他两因素交互作用均极显著

(P<0.05), 单因素方差分析中益生菌是否添加、取

样时间及灭菌处理方式 3 个因素对沉积物-上覆水

界面中的 NO3
–扩散通量的影响作用均极显著

(P<0.01)。在未添加益生菌组中, 各灭菌处理组中

沉积物–上覆水界面的 NO3
–通量均由上覆水向沉

积物中扩散且逐渐增大, 而对照组的 NO3
–扩散通

量由沉积物向上覆水中扩散, 且扩散通量逐渐减

小; 在添加益生菌组中, 各灭菌处理组沉积物-上

覆水界面中的 NO3
–扩散通量随着取样时间增长由

上覆水不断向沉积物中扩散, 在第 6 天达到最大

值(图 4)。 
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图 2  未添加益生菌组中上覆水中的营养盐浓度变化 

a. 未添加益生菌组对照组; b. 未添加益生菌组 65 ℃-30 min 处理组; c. 未添加益生菌组 100 ℃-30 min 处理组; d. 未添加益生

菌组 121 ℃-20 min 处理组. 大写字母不同表示在相同添加方式和灭菌处理方式下不同取样时间之间差异显著(P<0.05); 小写

字母不同表示在相同添加方式和取样时间下不同灭菌处理方式之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  Changes in nutrient concentrations in overlying water in the treatment groups without probiotics group 
a. The control group without probiotics; b. The 65 ℃-30 min treatment group without probiotics; c. The 100 ℃-30 min treatment 

group without probiotics; d. The 121 ℃-20 min treatment group without probiotics. Capital letters indicate significant differences in 
sampling time under the same addition mode and sterilization treatment method (P<0.05); small letters indicates significant 

differences in sterilization treatment method under the same addition mode and sampling time (P<0.05). 
 
 

三因素方差分析显示(表 2)益生菌是否添加, 

取样时间, 灭菌处理方式及三者的交互作用对沉

积物–上覆水界面中的 NO2
–扩散通量影响均极显

著(P<0.01), 两因素交互作用中各处理组对沉积

物–上覆水界面中的 NO2
–扩散通量影响均极显著

(P<0.01)。在未添加益生菌组中, 各处理组沉积物-

上覆水界面中的 NO2
–扩散通量随取样时间增长无

显著差异 (P>0.05); 添加益生菌组中除对照组

NO2
–的扩散通量由沉积物向上覆水中逐渐增大 , 

其他处理组的沉积物-上覆水界面中的 NO2
–扩散

通量无明显变化(图 5)。 

三因素方差分析显示(表 2)三因素交互作用

对沉积物-上覆水界面中的 NH4
+扩散通量影响显

著(P<0.05), 两因素交互作用只有益生菌是否添 
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图 3  添加益生菌组中上覆水中的营养盐浓度变化 

a. 添加益生菌组对照组; b. 添加益生菌组 65 ℃-30 min 处理组; c. 添加益生菌组 100 ℃-30 min 处理组; d.添加益生菌组

121 ℃-20 min 处理组. 大写字母不同表示在相同添加方式和灭菌处理方式下不同取样时间之间差异显著(P<0.05); 小写字母

表示在相同添加方式和取样时间下不同灭菌处理方式之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Changes in nutrient concentration in overlying water in the group with probiotic 
a. The control group with probiotics addition; b. The 65 ℃-30 min treatment group with probiotics addition; c. The 100 ℃-30 min 

treatment group with probiotics addition; d. The 121 ℃-20 min treatment group with probiotics. Capital letters indicate significant 
differences in sampling time under the same addition mode and sterilization treatment method (P<0.05); small letters indicates 

significant differences in sterilization treatment method under the same addition mode and sampling time (P<0.05). 
 

加×灭菌处理方式的交互作用对沉积物-上覆水界

面中的 NH4
+扩散通量影响显著(P<0.05), 其他两

因素的交互作用影响均不显著(P>0.05)。在未添加

益生菌组中, 对照组的 NH4
+扩散通量由上覆水向

沉积物中扩散, 且差异显著(P<0.05), 在第 6 天达

到−3.09 mmol/(m2·d), 其他灭菌处理组沉积物-上

覆水界面中的 NH4
+扩散通量均由沉积物逐渐向上

覆水扩散; 添加益生菌各组的 NH4
+扩散通量均由

沉积物向上覆水中扩散(图 6)。 

三因素方差分析显示(表2), 益生菌是否添加、 
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图 4  取样时间、灭菌处理方式和益生菌添加 

对沉积物-上覆水 NO3
–扩散通量的影响 

Fig. 4  The influence of sampling time, sterilization  
treatment method and probiotic addition mode on the  

NO3
– diffusion flux of sediment-overlying water 

 

 
 

图 5  取样时间、灭菌处理方式和益生菌添加 

对沉积物-上覆水 NO2
−扩散通量的影响 

Fig. 5  The influence of sampling time, sterilization  
treatment method and probiotic addition mode on the  

NO2
− diffusion flux of sediment-overlying water 

 

 
 

图 6 取样时间、灭菌处理方式和益生菌添加对 

沉积物-上覆水 NH4
+扩散通量的影响 

Fig. 6  The influence of sampling time, sterilization  
treatment method and probiotic addition mode on the  

NH4
+ diffusion flux of sediment-overlying water 

 

取样时间、灭菌处理方式及三者的交互作用对沉

积物-上覆水界面中的 PO4
3–扩散通量影响均极显

著(P<0.01), 两因素交互作用对各处理组沉积物-

上覆水界面中的 PO4
3–扩散通量影响均极显著(P< 

0.01)。实验期间, 未添加益生菌组中各组 PO4
3–扩

散通量由上覆水持续向沉积物中扩散; 添加益生

菌组沉积物-上覆水界面中的 PO4
3–扩散通量基本

保持稳定(图 7)。 
 

 
 

图 7 取样时间、灭菌处理方式和益生菌添加对 

沉积物-上覆水 PO4
3−扩散通量的影响 

Fig. 7  The influence of sampling time, sterilization  
treatment method and probiotic addition mode on the  

PO4
3− diffusion flux of sediment-overlying water 

 

2.3  益生菌添加、取样时间和灭菌处理方式对上

覆水 pH 的影响 

三因素方差分析显示(表 2), 益生菌是否添

加、取样时间和灭菌处理方式的三因素交互作用

对上覆水的 pH 影响不显著(P>0.05), 在两因素交

互作用中 , 除取样时间×灭菌处理方式对上覆水

pH 的影响作用不显著(P>0.05), 其他两因素交互

作用的影响均显著(P<0.01), 在单因素方差分析

中, 只有取样时间对上覆水 pH 的影响作用极显

著(P<0.01)。实验期间, 上覆水的 pH (表 4)随着取

样时间的增长均显著下降(P<0.05)。 

3  讨论 

3.1  影响沉积物灭菌效果的因素 

本实验研究发现 65 ℃-30 min 处理即可杀灭

沉积物中的全部病原弧菌, 其他各灭菌温度处理

组的弧菌灭菌率也均可达到 100%, 且在实验后

期没有检测到病原弧菌。这与病原弧菌自身的生

物学特征有关, 研究表明, 大部分病原弧菌都生存

在水生环境中, 且生存温度为 5~45 ℃[14], Andrews

等[15]发现 60 ℃加热 15 min 足以杀灭牡蛎中的全

部副溶血弧菌; 在汪雯[16]的实验中发现 53 ℃温

度处理能够显著减少弧菌数量。对于沉积物中的 
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表 4  上覆水的 pH 变化 

Tab. 4  Changes in the pH of overlying water 
n=96; x ±SD 

上覆水 pH pH of overlying water 是否添加益生菌 
addition of probiotics 

取样时间 
sampling time CK 65 ℃-30 min 100 ℃-30 min 121 ℃-20 min 

第 2 天 7.88±0.15Ab 7.88±0.11Aab 7.92±0.02Aab 7.96±0.04Aa 

第 4 天 7.80±0.09A 7.86±0.16A* 7.84±0.02A* 7.80±0.05B 
未添加益生菌组 
group without probiotic addition 

第 6 天 7.69±0.10Bab 7.73±0.01Bab 7.77±0.01Ba 7.65±0.16Cb 

第 2 天 7.93±0.03A* 7.84±0.06A 7.94±0.04A 7.92±0.05A 

第 4 天 7.77±0.04B 7.72±0.07B 7.72±0.02B 7.78±0.01B 
添加益生菌组 
group with probiotic addition 

第 6 天 7.76±0.03Ba 7.64±0.04Bb 7.70±0.06Bab 7.69±0.04Bab 

 

总菌落数量, 65 ℃- 30 min 处理组的灭菌率达到

57.5%, 100 ℃-30 min 处理组和 121 ℃-20 min 处

理组总菌落数量的灭菌率可达到 99%以上, 这表

明随着灭菌处理温度的升高, 灭菌率逐渐提高。

而对于 65 ℃-30 min 处理组, 其温度难以杀灭芽

孢等处于休眠状态的微生物, 这些微生物休眠体

在涂板后转为活性状态, 从而影响了总菌落数量

的测定[17]。在郑嘉慧等[18]研究中发现, 多数土壤

在采用高温高压蒸汽灭菌处理后, 间隔 3 d 再灭

菌一次才能将绝大多数的微生物消除, 所以, 在

使用巴氏灭菌法杀灭沉积物微生物时, 可以采取

增加灭菌次数的方法以获得较好灭菌效果[17]。 

随着取样时间的增长, 灭菌后未添加益生菌

的各处理组之间总菌落数量没有明显差异, 说明

灭菌处理方式对总菌落数量带来的影响逐渐减小, 

实验后期各处理组呈现出相同的增长趋势。灭菌

后一段时间内, 总菌落数量出现持续增长现象的

原因与很多因素有关: (1) 沉积物灭菌后加入海

水进行实验, 这可能会使得沉积物中的休眠芽孢

在进入适宜的海水环境后由休眠状态逐渐恢复活

性[19], 从而促进总菌落数量上升; (2) 研究表明, 

适宜的温度刺激能够促使芽孢萌发, 在陈国华等[20]

研究中发现 65~100 ℃的温度预处理都会刺激苏

云金芽孢杆菌(B. thuringiensis)的芽孢, 促使其萌

发, 所以经过灭菌处理后, 有可能让沉积物中的

芽孢活化从而萌发; (3) 高温高压灭菌处理组虽

然在灭菌即刻效果良好, 但高温高压也会使土壤

中可利用的营养元素增多[21], Staunton 等[22]检测

到高温高压灭菌后会令土壤中的可溶性有机碳增

多, 微生物会利用土壤中的可溶性有机碳, 从而

获得数量增长。 

添加益生菌组在实验后期总菌落数量保持稳

定不再增长, 推测其原因可能是益生菌制剂中的

有益菌群迅速繁殖[23], 成为优势种群, 所以在实

验前期添加益生菌组的总菌落数量显著高于未添

加益生菌组。随着有益菌群的增多, 益生菌制剂

逐渐抑制沉积物中的其他菌落生长。在 Devaraja

等[24]的研究中, 投放以芽孢杆菌为主的益生菌制

剂后, 发现沉积物中好氧菌的数量增加, 同时抑

制了弧菌的增长。闫茂仓等[23]的研究中也发现使

用益生菌制剂后会使泥蚶(Tegillarca granosa)养

殖池塘底泥中的弧菌数量显著降低, 黄洪辉等[25]

发现使用有益微生物对对虾海水养殖池塘水体中

的异养菌总数和弧菌总数有明显的抑制效果, 这

说明添加益生菌也可以优化沉积物中菌群结构 , 

抑制有害菌生长。 

灭菌和添加益生菌可以控制沉积物等环境中

的有害弧菌数量, 但是, 养殖环境复杂, 操作流

程繁琐, 即使环境灭菌较为彻底, 操作过程稍有

不慎, 有害微生物就会大量繁殖。因此, 养殖生产

要控制沙蚕所携带的有害弧菌 , 需要从源头消

杀、流程管理、环境隔离、规范操作等不同方面

进行生物安保工作。可以通过采取对沙蚕栖息的

沉积物和水体进行病原微生物消杀、养殖车间消

毒处理、沙蚕苗种消毒、投喂饵料灭菌等系列生

物安保措施减少养殖过程中的有害弧菌, 才有望

获得无病原携带的沙蚕。 

3.2  影响沉积物氮磷扩散通量的因素 

沉积物的生地化过程是水生态系统中氮、磷

等生源要素循环的重要一环, 而沉积物中的微生
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物在氮、磷等生源要素的形态转化和迁移过程中

起着重要作用[7]。本研究发现, 随着实验的进行, 

由灭菌处理方式给沉积物理化指标所带来的影响

逐渐减小, 而是否添加益生菌制剂对沉积物理化

指标的影响显著。研究表明, 益生菌制剂中的芽

孢杆菌可以产生大量的蛋白酶、淀粉酶和半纤维

素水解酶等, 这些酶类可以将水中及沉积物中的

蛋白质、淀粉和脂肪等有机物分解、吸收[8], 维持

良好的养殖环境。曾巾等[26]和 Pauer 等[27]研究发

现 : 沉积物-上覆水界面在氧气充足时存在着强

烈的硝化作用。在实验前期, 沉积物-上覆水界面

的溶解氧浓度较高, 此界面的微生物通过硝化作

用将其中的部分 NH4
+-N 转化为 NO3

–-N, 随着硝化

作用的进行, NO3
–浓度过高而与沉积物产生浓度

差, 从而使 NO3
–向沉积物中的迁移增加。随着实

验时间的延长, 灭菌后的沉积物中微生物数量逐

渐增多, 耗氧速度加快[28], 氧气减少氧化还原电位

降低, 甚至形成厌氧环境[29]。NH4
+-N 在厌氧条件

下不能继续进行硝化反应生成 NO3
–-N、NO2

–-N[30], 

从而在沉积物中积累并不断向上覆水释放。而在

添加益生菌制剂后, 其中的芽孢杆菌逐渐形成优

势种群, 由于其同时具有需氧与厌氧代谢机制的

特性[31-32], 在厌氧环境下可以进行强烈的反硝化

作用将沉积物中的 NO3
–-N 和 NO2

–-N 转化为 N2 释

放到大气中, 从而与上覆水界面形成浓度差, 使

NO3
–通量不断由上覆水向沉积物中扩散, 缓解了

上覆水中硝态氮的增加, 减少沉积物和水体中积

累的氨氮, 从而达到修复沉积物的效果。 

研究表明, 沉积物中的磷由于生地化过程能

够释放到间隙水中, 再通过离子扩散作用释放到

上覆水中[33], 从而发生磷的迁移。在未添加益生

菌组中, 实验期间上覆水中磷的浓度整体比较稳

定 , 所以磷的迁移可能集中在间隙水与沉积物

中。铝铁氧化物与磷酸盐结合生成络合沉淀吸附

在沉积物上 [33-34], 从而降低沉积物中 PO4
3–浓度, 

浓度差使沉积物不断吸收间隙水中的 PO4
3–, 阻碍

PO4
3–向上覆水中释放。随着 pH 逐渐降低(表 4), 间

隙水向沉积物中扩散的通量逐渐增大, 在汪家权

等[35]对巢湖底泥磷的释放研究中发现, pH 越低, 

底泥越容易从水体中吸附磷, 从而促使磷酸盐不

断由间隙水向沉积物中迁移, 造成磷酸盐在沉积

物中的累积。而在添加益生菌制剂后, 上覆水向

沉积物中的 PO4
3–扩散通量明显减少, 主要因为芽

孢杆菌具有良好的解磷性能[36-38], 能将不溶性磷

转化成可溶性磷, 减少了上覆水与沉积物间隙水

的磷浓度差, 使上覆水向沉积物中释放的磷酸盐

减少。 

4  结论 

本研究表明, 65 ℃-30 min 处理组即可杀灭

沉积物中的全部弧菌且整个实验期间未检测到病

原弧菌菌落, 但由于温度较低难以杀死处于休眠

状态的微生物 , 从而降低了总菌落数量的灭菌

率。在实验后期, 由于沉积物中的休眠芽孢萌发、

营养物质增多等原因, 总菌落数量有显著上升的

现象, 而添加益生菌制剂后在一定程度上能够抑

制沉积物中菌落数量的增长, 使总菌落数量保持

相对稳定。益生菌制剂使沉积物的菌落结构发生

改变, 进而对沉积物-上覆水界面的氮磷扩散通量

产生影响。一方面, 益生菌制剂中反硝化细菌通

过反硝化作用减少水体和沉积物中积累的氨氮; 

另一方面, 其中的解磷微生物能将不溶性磷转化

成可溶性磷, 从而降解沉积物中积累的磷酸盐。 
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Effects of sterilization at different temperatures and addition of 
probiotics on the number of marine sediment colonies and nutrient 
diffusion flux 

ZHANG Shuang1, 2, FANG Jinghui1, 2, ZENG Chao1, 2, LYU Fu3, YANG Mingshu1, LUO Kun1, LIANG Bo1 

1. National Key Laboratory of Mariculture Biological Breeding and Sustainable Output, Yellow Sea Fisheries Research 
Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China; 

2. The Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education; Ocean University of China, Qingdao 266003, China; 
3. Jiangsu Province Ocean Tidal Flat Biochemistry and Biotechnology Key Construction Laboratory; Jiangsu Provincial 

Key Laboratory of Tidal Flat Pond Breeding Ecology; Yancheng Institute of Technology, Yancheng 224051, China 

Abstract: In the cultivation of shrimp, the use of sandworms as high quality bait often carry pathogenic Vibrio and 
lead to outbreaks of shrimp disease; therefore, the risk of carrying pathogenic Vibrio is expected to be reduced by 
sterilizing the aquaculture environment of sandworms. Based on the biological characteristics of the pathogenic 

Vibrio, this study was conducted to explore the sterilization effects on sediment at different temperatures (65 ℃ 

for 30 min, 100 ℃ for 30 min, and 121 ℃ for 20 min) and the effects of adding probiotics on the physical and 

chemical indexes of sediment. The results showed that the immediate sterilization results of each temperature 

sterilization group were good. The sterilization rate of the total colonies in the sediment was 57.5% for 65 ℃- 

30 min, 99.45% for 100 ℃-30 min, and 99.99% for 121 ℃-20 min, respectively. This showed that with an 

increase in sterilization temperature, the sterilization rate gradually increased, and the sterilization rate for the 
pathogen Vibrio reached 100%. Analysis of the physicochemical indexes of the sediment showed that with the 
increase in sampling time, the influence of the sterilization treatment on the nitrogen-phosphorus diffusion flux at 
the sediment-overlying interface decreased, and the addition of probiotics could reduce the NO3

– and PO4
3– 

concentrations in the water and sediment. There were significant differences in the NO3
– and PO4

3– diffusion flux 
between the probiotic and non-probiotic groups at the same sampling time (P<0.05). The study showed that all 

Vibrio bacteria in the sediment could be killed at 65 ℃ for 30 min, and no pathogenic Vibrio colonies were 

detected during the whole experiment. The addition of probiotics could optimize the sediment colony structure, 
inhibit the increase in total colony number, and affect the nitrogen-phosphorus diffusion flux at the 
sediment-overlying interface. These findings provide a reference for the application of sediment sterilization and 
probiotic preparation in aquaculture. 
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