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摘要: 选取热带芽孢杆菌(Bacillus tropicus)和传染病研究所副芽孢杆菌(Metabacillus idriensis)为潜在益生菌, 探讨

它们对大口黑鲈(Micropterus salmoides)生长、消化、免疫及肠道菌群的影响。将初始体重为(92.95±2.36) g 的大口

黑鲈随机分为 5 组, 每组设 3 个重复, 分别饲喂基础饲料(对照组)和 4 种试验饲料[于基础饲料中分别添加 104 和 106 

CFU/g 的 B. tropicus (标记为 BT4、BT6)或 M. idriensis (MI4、MI6)], 饲喂期为 60 d。生长试验结果表明, 各菌处

理组大口黑鲈的终末体重、增重率及特定生长率均高于对照组, 但差异不显著(P>0.05), 而饲料系数均显著低于对

照组且随菌株添加浓度增加呈显著降低变化(P<0.05)。消化方面结果显示, 各菌处理组的肠道淀粉酶和蛋白酶活性

均高于对照组, 其中 BT6 和 MI6 对肠道消化性能具有显著提高效果(P<0.05)。免疫实验结果表明, 各菌处理组的血

清酸性磷酸酶、碱性磷酸酶及溶菌酶以及肠道溶菌酶、超氧化物歧化酶活性均得到显著提升(P<0.05), 说明菌株对

血清和肠道免疫功能均有显著提高作用, 但比较发现, 总体以 BT6 与 MI6 的免疫增强效果最佳。肠道菌群高通量

测序结果显示, 支原菌属(Mycoplasma)、邻单胞菌属(Plesiomonas)和鲸杆菌属(Cetobacterium)为大口黑鲈肠道优势

菌群; 各组比较发现, BT6、MI6 与对照之间在 OTU 数量、多样性指数及菌群结构上差异最明显, BT6 可降低主要

优势菌支原菌属(P<0.05)和多数劣势菌群的丰度来提高菌群均一性进而提高菌群多样性, 而 MI6 可促进多数劣势

类群的生长来提高菌群丰富度和均一性进而提高菌群多样性, 这反映了不同菌株对肠道菌群作用方式的差异。研

究表明, 热带芽孢杆菌和传染病研究所副芽孢杆菌皆可作为益生菌株应用于大口黑鲈养殖, 在本实验条件下最佳

使用量均为 106 CFU/g, 它们具有促进大口黑鲈生长、增强消化和免疫力、促进肠道菌群平衡及提高肠道菌群多样

性等作用。本研究为大口黑鲈的益生菌开发与应用提供理论支撑。 
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大口黑鲈(Micropterus salmoides), 俗名加州

鲈 , 属鲈形目 (Perciformes), 太阳鱼科 (Centrar-

chidae), 黑鲈属(Micropterus), 原产于美国密西西

比河水系, 是一种温水肉食性淡水鱼类, 其因具

有肉质鲜美、易于饲养、抗逆性强、经济价值高

等特点, 自 20 世纪 80 年代从美国引进养殖以来, 

目前已发展成为我国重要的养殖品种之一[1-2]。早

期大口黑鲈养殖地区主要集中在广东、浙江、江

苏等省份, 但近十年来北方地区如山东、河南等

养殖规模及产量亦逐年增大, 特别是目前大宗淡

水鱼价格低迷情况下大口黑鲈价格维持在较高价

位, 更加促进了全国各省的规模化养殖。据中国

渔业统计年鉴可知, 2021 年全国大口黑鲈养殖产

量为 702093 t, 较 2019 年增长 46.94%, 年增幅在
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统计的 25 个鱼类养殖品种中位居前列。 

消化和免疫为鱼类机体重要的生理功能, 在

鱼类的生长过程中起着重要的作用, 保障着鱼类

机体健康和养殖效益的实现。此外, 鱼类肠道内

的微生物种类多、数量庞大, 丰富、均衡且有益

的肠道菌群同样对鱼类的生长、消化和健康起着

重要的作用[3]。然而在目前高密度集约化的养殖

模式下, 受环境、营养、病原感染和养殖条件等

因素的影响, 大口黑鲈的生长、消化和健康问题

愈发突出, 严重影响该产业的持续发展[4]。传统上

使用抗生素来促进水产动物生长和防治病害, 但

往往也导致了病原微生物的进化及药物残留等问

题的出现。而众多研究表明, 益生菌在机体微生

态调控中发挥着重要的作用 , 具有促进养殖生

物生长、提高对营养物质的消化吸收、增强免疫

机能及改善肠道内环境平衡等作用, 成为替代抗

生素的重要选择之一[5-6]。因此, 益生菌作为一种

新型环保饲料添加剂在水产养殖上一直得到广泛

研究。 

芽孢杆菌属细菌(Bacillus sp.)因产芽孢、耐高

温、耐酸碱、具有良好的稳定性和抗逆性等优点, 

常作为益生菌用于水产养殖对象, 且它们的有益

作用已得到广泛认可。例如, 在凡纳滨对虾(Lito-

penaeus vannamei)[7]、脊尾白虾(Exopalaemon cari-

nicauda)[8]、草鱼(Ctenopharyngodon idellus)[9]、莫

桑比克罗非鱼(Oreochromis mossambicus)[10]以及

大口黑鲈[4]]等养殖对象饲料中添加芽孢杆菌类细

菌可在一定程度上促进养殖对象的生长、提高免

疫力和消化力及改善肠道菌群等。但目前类似的

研究多集中于枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、地

衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)、凝结芽孢杆菌

(Bacillus coagulans)等常见芽孢杆菌菌种 , 对于

稀有类型的芽孢杆菌的益生作用研究甚少。为此, 

本研究拟选取在前期工作中分离筛选的两种不常

见芽孢杆菌包括热带芽孢杆菌(Bacillus tropicus)

和传染病研究所副芽孢杆菌(Metabacillus idriensis)

为研究对象, 探讨它们对水产养殖对象的益生效

果。两株芽孢杆菌均为从草鱼养殖水体分离所得, 

经初步研究, 两株菌均为环境友好型菌株, 具有

净化水体的作用, 而它们对鱼类的益生作用影响

目前尚未知。因此本研究以大口黑鲈为实验对象, 

通过向饲料中添加不同浓度的热带芽孢杆菌和传

染病研究所副芽孢杆菌来探讨其对大口黑鲈生

长、消化、免疫及肠道菌群的影响, 为该两种菌

株作为大口黑鲈饲用益生菌的应用提供参考依

据。同时, 本研究将为大口黑鲈益生菌种资源开发

及大口黑鲈养殖产业的环保可持续发展奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验菌株 

实验所用菌株为两种芽孢杆菌, 即热带芽孢

杆菌和传染病研究所副芽孢杆菌, 均为课题组在

前期工作中从草鱼养殖水体分离筛选、保存的菌

种(保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通

微生物中心, 保藏编号分别为 CGMCC No.21730、

No.25498)。 

1.2  菌株致病性检测 

采用体腔注射方法对热带芽孢杆菌和传染病

研究所副芽孢杆菌的生物安全性进行检测[11]。取

30 尾大口黑鲈, 随机均分为 3 组, 包括对照组和

两菌处理组, 对照组鱼腹腔注射 0.1 mL 无菌生理

盐水, 而菌处理组为鱼腹腔注射 0.1 mL、浓度为

109 CFU/mL 的相应菌生理盐水悬液, 注射后所有

鱼置于室内循环水养殖系统, 采取正常的养殖管

理(见 1.4), 并投喂大口黑鲈基础饲料, 连续观察

一周记录鱼的疾病和死亡状况。结果发现所有鱼

机体健康活泼, 未发生疾病及死亡现象, 表明热

带芽孢杆菌和传染病研究所副芽孢杆菌对大口黑

鲈均无致病性。 

1.3  实验饲料制备 

实验所用基础饲料为大口黑鲈 4 号商品饲料, 

购于福建天马科技集团股份有限公司, 其原料组

成及营养水平见表 1。 

将不同菌株分别接种到 LB 液体培养基中, 

于 30 ℃、100 r/min 恒温震荡活化培养 36 h (基本

处于对数生长期), 采用平板培养计数法进行菌株

计数(各菌株活菌数≥108 CFU/mL)。配制实验饲

料时, 首先将饲料粉碎、混合均匀后, 取培养至对

数期一定体积的菌培养液, 10000 r/min、30 min

离心后, 弃掉上清液, 再加入相同体积的无菌生 
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表 1  基础饲料组成及营养水平(%干饲料) 
Tab. 1  Composition and nutrient levels  

of basic diet (% dry diet) 
% 

原料组成 ingredient proportion 营养水平 nutrient level 

鱼粉 fish meal 34.58 粗蛋白质 crude protein 49.0

豆粨 soybean meal 22.87 粗脂肪 crude lipid 6.0

虾粉 krill meal 8.73 粗纤维 crude fiber 5.0

面粉 wheat flour 26.30 粗灰分 crude ash 16.0

鱼油 fish oil 1.03 钙 calcium 1.0

豆油 soybean oil 1.03 总磷 total phosphorus 1.0

磷脂油 phospholipid oil 2.11 L-赖氨酸 L-lysine 2.5

矿物元素 mineral elements 2.80   

维生素 C vitamin C 0.05   

氯化胆碱 choline chloride 0.50   

 

理盐水重悬制成菌悬液; 然后取不同体积的菌悬

液(各菌株分别为 0.1、10 mL)用无菌生理盐水稀

释至一定体积后, 分别均匀喷洒在 1 kg 已粉碎饲

料表面[菌液体积(mL)和饲料质量(g)比例为 1∶20, 

保证配制后饲料原料不过湿, 并可在较短时间内

烘干], 用无菌器具充分混匀, 再用饲料颗粒机挤

压成型, 按照所需大小剪切成相应颗粒 [7], 制成

各菌株添加量皆为 104 和 106 CFU/g 的 4 种实验饲

料, 包括热带芽孢杆菌 104 CFU/g (标记为 BT4)和

106 CFU/g (BT6)、传染病研究所副芽孢杆菌

104 CFU/g (MI4)和 106 CFU/g (MI6), 而对照组

(Control)饲料则添加等体积无菌生理盐水。将上

述所有实验饲料于 55 ℃烘干后置于 4 ℃冷藏。

为防止污染并保持菌株的活性, 实验饲料每 3 d

制备 1 次。 

1.4  饲喂实验 

实验用鱼购于山东泰丰鸿基农业科技开发有

限公司, 正式实验之前进行为期两周的驯养, 期

间投喂大口黑鲈基础饲料。实验于室内循环水养

殖系统中进行。驯养后, 饥饿 24 h, 挑选 300 尾健

壮无伤、大小均匀的鱼转移至循环水室, 并随机

平均分配到 15 个水槽(直径 0.95 m, 深 1 m 的塑

料圆桶)中。实验按照上述受试饲料不同共分为 5

个处理组, 每组 3 个重复, 每个重复 20 尾鱼, 鱼

初始体重为(92.95±2.36) g。每天定时投喂两次(上

午 8:00; 下午 5:00), 近饱食投喂, 每次投喂时采

取少量多次投放, 尽可能使饵料沉底前即被大口

黑鲈抢食完毕, 饲喂结束后立即捞起残饵并进行

计数。实验期间水温 26 ℃左右, pH 7.0~8.0, 循环

水泵全程开启, 每个实验水槽水循环量≥3.2 L/min, 

保持溶解氧浓度≥8 mg/L, 氨氮含量<0.03 mg/L。

每周进行 1~2 次吸污排水并进行换水, 每次换水

量为 1/4~1/3, 养殖周期为 60 d, 期间各处理组均

未出现鱼死亡情况。 

1.5  样品采集与指标测定 

1.5.1  样品采集  养殖实验结束后停食 24 h, 将

每个水槽中大口黑鲈全部捞出 , 用丁香酚液

(1∶10000)麻醉后, 逐尾进行称重并统计摄食量, 

测定鱼生长性能指标。然后于每个水槽随机捞取

10 尾鱼, 用 75%乙醇擦拭鱼体, 用 1 mL 无菌注射

器进行心脏抽血, 血样放入灭菌的 1.5 mL 离心管

中, 4 ℃过夜, 然后在 4 ℃、4 000 r/min 下离心

10 min, 收集上清血清 , 分装后于‒80 ℃保存 , 

用于血清免疫酶活性检测; 解剖鱼体, 无菌操作

取出前中肠, 剔除附着的脂肪组织, 用无菌生理

盐水漂洗后, 称取所需重量的肠道组织, 加入适

量的无菌生理盐水, 使用匀浆器充分研磨, 然后

在 4 ℃、2 500 r/min 下离心 10 min, 取上清液为

组织匀浆液, 分装后置于‒80 ℃保存, 用于肠道

免疫酶和消化酶活性检测。另于每个水槽随机取

6 尾鱼, 按照上述方法解剖取肠道, 用无菌生理

盐水冲洗后收集于无菌离心管中 , ‒80 ℃保存 , 

用于肠道微生物的检测。 

1.5.2  生长指标测定  鱼生长性能指标计算公式

如下[12]:  

f 0 0

(weight gain rate,WGR)=

100% ( )/W W W 
增重率

 

f 0

(specific growth rate, SGR)=

100% (ln ln )/W W t 
特定生长率

 

t f 0(feed coefficient ratio, FCR)= /( )I W W饲料系数  

式中, fW 为鱼终末体重(g); 0W 为鱼初始体重(g); t

为实验天数(d); tI 为摄食饲料干重(g)。 

1.5.3  相关酶活性指标测定  将‒80 ℃保存的血

清和肠道组织匀浆液样品置于冰上解冻后, 采用

南京建成生物工程研究所生产的试剂盒对样品相

关酶活指标进行测定。其中, 血清免疫酶测定方

法: 酸性磷酸酶(acid phosphatase, ACP)和碱性磷
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酸酶(alkaline phosphatase, AKP)活性均采用磷酸

苯二钠法测定[13]; 溶菌酶(lysozyme, LZM)活性采

用比浊法测定[14]; 超氧化物歧化酶(superoxide dis-

mutase, SOD)活性采用黄嘌呤氧化酶法测定[15]。

肠道免疫酶测定方法同血清。肠道消化酶测定方

法: 淀粉酶活性测定采用 DNS 还原糖法[16]; 蛋白

酶活性测定采用 Folin-酚试剂法[17]; 肠道样品蛋

白含量采用考马斯亮蓝法[18]测定。 

1.5.4  肠道菌群测定  采用 16S rDNA 法对肠道

菌群多样性及组成进行测定[19]。首先, 用试剂盒

(E.Z.N.A. Soil DNA Kit, Omega, 美国)提取肠道

微生物基因组 DNA, 然后用通用引物 338F 

(5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′) 和 806R 

(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)对 16S rRNA

基因的 V3-V4 区进行扩增, 基于 Illumina Miseq 

PE300测序平台进行高通量测序(由上海美吉生物

医药科技有限公司完成)。测序完成后先对原始序

列进行处理, 查找并去除嵌合体; 然后用 UPARSE 

version 7.1 软件将所有序列按 97%相似性进行聚

类, 得到操作分类单元(operational taxonomic unit, 

OTU)及每个 OTU 的丰度情况; 应用 RDP Classifier

贝叶斯算法将 OTU 与 GreenGenes 数据库(http:// 

greengenes.secondgenome.com)进行比对, 比对阈

值设定为 0.7, 完成 OTU 的物种注释。 

1.6  数据统计分析 

生长及相关酶活数据分析采用 SPSS 26.0 软

件进行, 使用 Excel 2010 绘图; 肠道菌群数据分

析在美吉生物云平台(www.majorbio.com)上进行, 

计算每组样品 OTUs 的多样性包括丰富度指数

(Chao1) 、 香 农 指 数 (Shannon) 及 辛 普 森 指 数

(Simpson), 并利用 R 语言(version 3.3.1)工具绘制

OTU 组成韦恩图(Venn)和物种组成(属水平)柱状

图、heatmap 图及物种差异检验条形图。对相关

数据进行单因素方差分析(one-way ANOVA), 结

果 以 平 均 值 ± 标 准 差 ( x ± SD) 表 示 , 并 采 用

Duncan’s 多重比较法进行组间差异显著性检验, 

显著性水平为 0.05。 

2  结果与分析 

2.1  两种芽孢杆菌对大口黑鲈生长的影响 

各菌处理组与对照组之间大口黑鲈的终末体

重、增重率及特定生长率均无显著性差异(P>0.05), 

但比较来看, 鱼的生长在各菌处理组优于对照组, 

特别是 BT6 和 MI6 (表 2)。对于饲料系数, 各菌

处理组均显著低于对照(P<0.05), 且 BT6 显著低

于 BT4, MI6 显著低于 MI4 (P<0.05)。 
 

表 2  各处理组大口黑鲈生长性能的变化 

Tab. 2  Changes of growth performance of Micropterus salmoides in different groups 

组别 
group 

初始体重/g  
initial weight 

终末体重/g 
final weight 

增重率/%  
WGR 

特定生长率/(%/d)  
SGR 

饲料系数 
FCR 

对照 control 92.95±2.36 206.75±12.06 122.43±12.97 1.33±0.09 1.37±0.03a/A 

BT4 92.95±2.36 214.44±12.67 130.71±13.63 1.39±0.09 1.29±0.02b 

BT6 92.95±2.36 219.14±9.86 135.76±10.61 1.43±0.07 1.18±0.05c 

MI4 92.95±2.36 213.17±15.48 129.33±16.65 1.38±0.12 1.31±0.04B 

MI6 92.95±2.36 216.03±11.62 132.42±12.50 1.41±0.09 1.22±0.03C 

注: 同列数据小写字母表示对照组与热带芽孢杆菌(BT)之间有显著差异(P<0.05), 大写字母表示对照组与传染病研究所副芽孢杆菌

(MI)之间的显著性差异(P<0.05). 

Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant difference between control and Bacillus tropicus (BT) groups 
(P<0.05), and different uppercase indicate significant difference between control and Metabacillus idriensis (MI) groups(P<0.05). 

 

2.2  两种芽孢杆菌对大口黑鲈消化力的影响 

与对照相比, 大口黑鲈消化酶活性在各菌处

理组均得到了不同程度的提高(图 1)。其中, 淀粉

酶活性在 BT6 显著高于对照及 BT4, 在 MI6 显著高

于对照(图1a, P<0.05); 蛋白酶活性在不同菌处理组

与对照之间具有相似的变化, 排序为 BT6>BT4>对

照、MI6>MI4>对照(图 1b, P<0.05)。总体来看, BT6

与 MI6 对大口黑鲈的消化力具有最佳提高效果。 

2.3  两种芽孢杆菌对大口黑鲈免疫力的影响 

血清 ACP 活性以 BT6>BT4>对照、MI6=MI4>

对照(图 2a, P<0.05), 而肠道 ACP 活性在各组之

间无显著差异(图 2a, P>0.05); 血清 AKP 活性以 
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图 1  各处理组大口黑鲈消化酶活性的变化 

a. 淀粉酶; b. 蛋白酶. 小写字母表示对照组与热带芽孢杆菌(BT)之间有显著差异(P<0.05),  

大写字母表示对照组与传染病研究所副芽孢杆菌(MI)之间的显著性差异(P<0.05). 

Fig. 1  Changes of digestive enzyme activities of Micropterus salmoides in different groups 
a. Amylase; b. Protease. Different lowercase letters indicate significant difference between control and Bacillus tropicus (BT) groups 

(P<0.05), and different uppercase indicate significant difference between control and Metabacillus idriensis (MI) groups(P<0.05). 

 

 
 

图 2  各处理组大口黑鲈血清与肠道免疫酶活性的变化 

a. 酸性磷酸酶; b. 碱性磷酸酶; c. 溶菌酶; d. 超氧化物歧化酶(n=3). 小写字母表示对照组与热带芽孢杆菌(BT) 

之间有显著差异(P<0.05), 大写字母表示对照组与传染病研究所副芽孢杆菌(MI)之间的显著性差异(P<0.05). 

Fig. 2  Changes of serum and intestinal immune enzyme activities of Micropterus salmoides in different groups 
a. Acid phosphatase; b. Alkaline phosphatase; c. Lysozyme; d. Superoxide dismutase. Different lowercase letters indicate  

significant difference between control and Bacillus tropicus (BT) groups (P<0.05), and different uppercase  
indicate significant difference between control and Metabacillus idriensis (MI) groups(P<0.05). 

 

BT6>BT4>对照、MI6>MI4=对照(图 2b, P<0.05), 

肠道 AKP 活性在各组间亦无显著差异 (图 2b, 

P>0.05); 对于 LZM 活性(图 2c), 血清中以 BT6= 

BT4>对照、MI6>对照(P<0.05), 肠道中以 BT6> 

BT4>对照、MI6>MI4>对照(P<0.05); 而 SOD 活

性(图 2d), 血清中各组间无显著差异(P>0.05), 肠

道中以 BT6>BT4>对照、MI6>MI4>对照(P<0.05)。

结果表明, 各菌株对大口黑鲈不同组织免疫功能

均有显著提高作用, 总体来看, BT6 与 MI6 的免

疫增强效果最佳。 

2.4  两种芽孢杆菌对大口黑鲈肠道菌群的影响 

2.4.1  肠道菌群 OTU 数量及多样性的变化  高
通量测序结果揭示所有样品中一共发现 555 个

OTU。为直观展示各组样品中 OTU 的组成情况, 

构建 Venn 图(图 3)。结果发现, 各组样品在 OTU

数量及构成上均存在明显差异(5 组样品中仅有 16

个共同 OTUs), 特别是在 BT6、MI6 与对照组之

间(P<0.05)。其中在 OTU 总数上, BT6 (60)明显低

于对照组(192), 而 MI6 (347)则大大高于对照组; 

在特有 OTU 数量上, BT6 (8)亦大大低于对照(34), 
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而 MI6 (196)则显著高于对照组。 

根据各组样品的 OTU 数量, 采用 Chao 指数、

Shannon 指数和 Simpson 指数对肠道菌群多样性

进行分析(表 3)。5 组样品测序覆盖度均在 99.9%

以上, 因而测序量足够, 可充分反映大口黑鲈肠

道菌群真实状况。统计分析发现, 各多样性指数

在各组之间差异均不显著(P>0.05)。尽管如此, 与对

照相比, Chao 指数(反映丰富度)在 BT6 明显降低而

在MI6则明显升高(与OTU结果一致), Shannon指数

在 BT6、MI6 均明显增大, 而 Simpson 指数在 BT6、

MI6 均有所降低(该指数值越低, 多样性越高)。研

究结果表明, BT6 与 MI6 对肠道菌群多样性均产 
 

 
 

图 3 各处理组 OTU 数量对比韦恩图 

Fig. 3  Venn diagram indicating shared and  
particular OTUs in different groups 

 

表 3  基于 OTU 的各处理组的菌群多样性 

Tab. 3  Bacterial diversity of different  
groups based on OTU data 

组别 
group 

Chao 指数 

Chao index 

Shannon 
指数 

Shannon 
index 

Simpson 
指数 

Simpson 
index 

覆盖度/%

coverage

对照 control 110.47±54.91 0.52±0.21 0.72±0.19 99.93±0.00

BT4 110.50±75.58 0.40±0.26 0.84±0.22 99.92±0.00

BT6 42.31±25.12 1.00±0.27 0.41±0.19 99.97±0.00

MI4 70.46±31.66 0.36±0.25 0.82±0.26 99.96±0.01

MI6 164.06±81.91 0.86±0.45 0.59±0.22 99.92±0.00

生了一定程度的提高作用; 不同的是, BT6 会降低

菌群丰富度, 而 MI6 则大大提高了菌群丰富度。 
2.4.2  肠道菌群组成的变化  高通量测序发现所

有样品一共有 321 个属的细菌。如图 4 所示, 共

检测出支原菌属(Mycoplasma)、邻单胞菌属(Ple-

siomonas)、鲸杆菌属(Cetobacterium)、气单胞菌

属(Aeromonas)、红球菌属(Rhodococcus)、无色杆

菌属(Achromobacter)、葡萄球菌属(Staphylococcus)

等优势菌群及其他低丰度的细菌。其中, 对照、

BT4、MI6 组的优势菌基本相同, 为支原菌属(相

对丰度分别为 79.21%, 91.30%和 69.77%)、邻单胞

菌属(17.07%, 2.89%和 2.27%)、鲸杆菌属(3.09%, 

4.10%和 23.92%); MI4 组的优势菌为支原菌属

(75.05%)、邻单胞菌属 (22.28%)及气单胞菌属

(1.16%); BT6 的优势菌为支原菌属(39.92%)、邻单

胞菌属(31.18%)、鲸杆菌属(22.33%)和气单胞菌属

(6.33%)。样品主成分分析(principle component 

analysis, PCA)发现各处理组菌群结构组成差异不

显著(P>0.05)(数据未列出)。尽管如此, 将相对丰

度为前 50 菌属在各组中绘制 heatmap 图, 揭示其

分布状况(图 5), 结果发现, BT6 和 MI6 与对照组 
 

 
 

图 4  各处理组肠道菌群组成(属水平) 

Fig. 4  Composition of intestinal microbial community  
in different groups (at genus level) 
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图 5  各处理组大口黑鲈肠道菌群组成的 heatmap 图 

基于相对丰度为前 50 的菌属, 其中, Citrobacter: 柠檬酸杆菌属; Pseudomonas: 假单胞菌属; Hyphomicrobium: 生丝微菌属; 

Bacillus: 芽孢杆菌属; Arthrobacter: 节杆菌属; Rubrobacter: 红色杆菌属; Leifsonia: 雷夫松氏菌属; Flavobacterium:  

黄杆菌属; Nitrospira: 硝化螺旋菌属; Longilinea: 长绳菌属; Caldisericum: 硫代硫酸盐还原菌属; Acinetobacter:  

不动杆菌属; Mycobacterium: 分歧杆菌属; Romboutsia: 罗姆布茨菌属. 

Fig. 5  Heatmap diagram of the intestinal microbial community in different groups of Micropterus Salmoides 
Based on top 50 most abundant genera. 

 

之间菌群组成有明显不同, 其中, BT6 组大多数

菌群丰度值低于对照组, 说明热带芽孢杆菌对它

们有一定抑制作用; 而 MI6 则相反, 大多数菌群

丰度值高于对照组, 说明传染病研究所副芽孢杆

菌可促进低丰度类群的生长。这在很大程度上解

释了各菌株对肠道菌群 OTU 数量及多样性(丰富

度)的影响结果。 

基于样品中所有菌属丰度数据, 采用单因素

方差分析查明各菌株作用下肠道菌群中有显著变

化的类群(图 6)。结果表明, 对于热带芽孢杆菌

(图 6a), 支原菌属、Aurantimicrobium 在各组间具

有显著差异(P<0.05), 二者均表现为在 BT6 显著

低于对照组 ; 对于传染病研究所副芽孢杆菌(图

6b), 仅见 Aurantimicrobium 在各组间具有显著差

异(P<0.05), 表现为 MI4(而非 MI6)显著低于对照

组。这说明, 热带芽孢杆菌可显著抑制主导优势 
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图 6  不同处理组肠道菌群组成的单因素方差分析条形图 

a. 对照及热带芽孢杆菌处理组; b. 对照及传染病研究所副芽孢杆菌处理组. 各图仅显示相对丰度为前 20 的菌属. 

Fig. 6  One-way ANOVA bar plots of the intestinal microbial community (at genus level) in different groups 
a. Control and B. tropicus treatments; b. Control and M. idriensis treatments. Only top 20 most abundant taxa were shown. 

 
菌的生长, 而传染病研究所副芽孢杆菌对优势菌

及其他菌群的影响程度基本不显著(P>0.05)。综上

所述, 研究结果总体上表明BT6 和MI6 对肠道菌群

组成产生了较为明显的不同的影响, 但二者对菌群

多样性均有一定程度的提高作用, 可能反映了不同

菌株对肠道菌群的作用途径或方式的差异。 

3  讨论 

诸多研究表明，当芽孢杆菌作为饲料添加剂

应用于养殖鱼类时, 它们不仅可在鱼类肠道内代

谢产生大量的可以被鱼类直接吸收利用的氨基

酸、维生素类等营养物质, 还能刺激鱼类机体并

显著提高其肠道淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶等消化

酶活性[20-22]。这些易吸收的营养成分及增强的消

化能力将有利于提高鱼类对饲料的消化利用, 最

终达到促进鱼类生长的效果[23]。本研究发现, 饲

料中添加热带芽孢杆菌或传染病研究所副芽孢杆

菌皆可显著提升大口黑鲈肠道淀粉酶和蛋白酶活

性, 且其提升效果随添加水平的增加而升高。类

似的研究结果颇多, 如高凤祥等[24]研究表明, 饲

料中添加复合芽孢杆菌可显著提高大菱鲆(Scoph-

thalmus maximus)肠道消化酶活性。于道德等[7]研

究表明, 饲料中添加枯草芽孢杆菌 HSP05 可显著提

高凡纳滨对虾的蛋白酶、淀粉酶活性, 且 107 CFU/g

添加水平的提升效果显著优于 105 CFU/g。笔者推

测, 芽孢杆菌作为益生菌可刺激养殖动物肠道中

开放型细胞分泌激素, 进而调节消化酶的分泌[25], 

并且高水平添加的实验菌株对其刺激效果更强。

另一方面, 众多研究表明, 芽孢杆菌等益生菌本

身可产生多种胞外酶如淀粉酶、蛋白酶及脂肪酶

等, 这些外源水解酶类可促使摄食饲料分解成小

分子营养成分从而在一定程度上弥补动物肠道内

源消化酶的不足[23]。因此, 这些益生菌特性可使

养殖对象消化吸收性能得到明显提升, 从而提高

饲料消化率和利用效率, 最终达到促进养殖动物

生长的效果。这便解释了本研究中热带芽孢杆菌

和传染病研究所副芽孢杆菌均可促进大口黑鲈生

长特别是可显著降低其饵料系数, 且以高添加水

平下促生长效果最佳的结果。类似的, 刘晓勇等[26]

研究发现, 饲料中添加不同质量分数的枯草芽孢

杆菌粉剂喂养杂交鲟(Acipenser baeri ♂ × Acipenser 

schrenkii ♀)幼鱼, 最终添加质量分数为 0.05%、

0.1%、0.25%的实验组饵料系数显著低于对照组, 

且随添加水平的提高而不断降低。然而, 本研究
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中各实验组大口黑鲈的增重率及特定生长率虽有

所提高但未达到显著水平, 这与张冬梅等[4]在枯

草芽孢杆菌对大口黑鲈生长性能影响研究中的结

果类似, 推测原因可能为本研究所选取的实验对

象质量基数过大或者养殖时长较短所导致。 

非特异性免疫是鱼类主要的免疫形式 , 而

AKP、ACP、LZM 及 SOD 是反映鱼类非特异免

疫力的重要指标[27], 在养殖生产上有重要的指示

作用。本研究发现, 添加不同浓度的热带芽孢杆

菌和传染病研究所副芽孢杆菌均显著提高了大口

黑鲈血清 ACP、AKP 及 LZM 活性以及肠道 LZM

和 SOD 的活性, 且总体来看以高添加水平免疫提

升效果最佳。ACP 和 AKP 能够水解细菌表面的

磷酸单酯, 提高吞噬细胞降解异物的速度, 是动

物溶酶体的重要组成部分, 保护机体防御病原体

入侵[28]。刘梦等[29]研究发现, 饲料中添加蜡样芽

孢杆菌饲喂凡纳滨对虾后, 对虾血清中 ACP 和

AKP 活性得到显著提升。王俊等[8]研究表明, 饲

料中添加凝结芽孢杆菌可显著提升脊尾白虾

(Exopalaemon carinicauda)血清中的 ACP 和 AKP

活性。LZM 可以通过裂解细菌细胞壁而杀灭细菌, 

是吞噬细胞杀菌的物质基础[30], 而 SOD 能够有

效清除机体内的氧自由基, 是抗氧化酶防御系统

的第一道防线[31]。张冬梅等[4]研究发现, 饲料中

添加枯草芽孢杆菌显著提高了大口黑鲈肠道 LZM

和 SOD 活性。同样, 于道德等[7]研究表明, 饲料

中添加枯草芽孢杆菌对凡纳滨对虾 LZM 及 SOD

活性有显著提升作用, 且高添加水平下提升作用

优于低添加水平。本实验结果与上述研究结果类

似。这表明, 同蜡样芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌等

常见益生芽孢杆菌一样, 热带芽孢杆菌和传染病

研究所副芽孢杆菌亦可刺激鱼体非特异性免疫系

统, 提高其血清和肠道免疫酶活性, 有效增强鱼

体的免疫力。但不同组织之间比较发现, 两种菌

株均对血清中免疫酶指标影响更加强烈(图 2), 这

类似于Yan等[32]的研究, 他们发现刺参(Apostichopus 

japonicus)体腔液比肠道组织对益生菌的免疫酶

活性响应更加强烈。这说明, 同其他养殖生物一

样, 大口黑鲈的免疫响应具有一定的组织特异性, 

而这种组织之间的免疫反应差异可能与它们在免

疫防御中的不同功能有关[33]。基于此, 本研究结

果指示大口黑鲈血清在其机体免疫防御系统中具

有重要作用。 

鱼类肠道内丰富、均衡的微生物对机体的生

长和健康起着重要的作用, 一旦菌群失调, 将有

可能影响鱼类的消化和免疫系统, 导致疾病的发

生[34]。对于芽孢杆菌类细菌, 它们对鱼虾类肠道

微生物的调控作用早已得到认可。例如, 李卫芬

等[35]研究表明, 投喂含 108 CFU/kg 的枯草芽孢杆

菌饲料对草鱼肠道菌群有一定的改善作用; 孟宵

鹏等[36]研究发现, 类芽孢杆菌对凡纳滨对虾肠道

菌群具有一定的调节作用。类似的, 本研究发现, 

高浓度的热带芽孢杆菌(BT6)和传染病研究所副

芽孢杆菌(MI6)对大口黑鲈肠道菌群多样性皆产

生了一定程度的提高作用。微生物的多样性往往

是其丰富度和均匀度的综合体现, 如 Shannon 指

数。然而, 比较发现, BT6 会降低菌群丰富度, 而

MI6 则大大提高了菌群丰富度, 这说明 BT6 大大

增加了菌群的均衡性, 不同于 MI6。在菌群组成

方面, 本研究发现, 大口黑鲈肠道存在一个以支

原菌属、邻单胞菌属和鲸杆菌属为主的微生物群

落, 这与黄河等[19]及 Larsen 等[37]研究结果一致。

同样, BT6 和 MI6 与对照组之间菌群组成差异最

明显(图 5), BT6 会显著抑制主导优势菌支原菌属

的生长, 同时对多数低丰度菌群亦产生一定的抑

制 , 从而提高某些次优势菌的丰度(如邻单胞菌

属、鲸杆菌属和气单胞菌属等), 这促进了菌群的

平衡(图 4); 而 MI6 则主要提高了多数低丰度菌群

的丰度, 这也在一定程度上促进了菌群的平衡。

综上所述, 本研究表明, 热带芽孢杆菌和传染病

研究所副芽孢杆菌皆可促进大口黑鲈肠道菌群平

衡、提高其肠道菌群多样性, 而这种有益作用也

可能在一定程度上促进了养殖对象的生长。此外, 

本研究结果明显指示两种芽孢杆菌对肠道菌群的

作用方式或途径明显不同, 这可能与不同菌株之

间的差异有关。特别是近年来随着研究的深入 , 

诸多芽孢杆菌类细菌因具有某些特异性而独归

一支(如副芽孢杆菌属[38]), 但本质上它们仍可被

作为芽孢杆菌类细菌进行探讨。而关于本研究中
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两种芽孢杆菌各自与大口黑鲈肠道土著微生物

的相互作用机理机制有待于今后进一步研究。 

4  结论 

本研究发现, 饲料中添加热带芽孢杆菌或传

染病研究所副芽孢杆菌皆可促进大口黑鲈生长、

增强消化和免疫力、促进肠道菌群平衡及提高肠

道微生物多样性, 且在该研究条件下, 最佳添加

量均为 106 CFU/g。本研究揭示了两种稀有类型芽

孢杆菌在大口黑鲈上的益生作用效果, 为大口黑鲈

益生菌的开发与应用提供了参考依据。 
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Effects of two probiotics on growth, digestion, immunity, and intestinal 
microbial communities of largemouth bass (Micropterus salmoides) 
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SONG Liping2, LIU Feng2 

1. College of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China; 
2. Shandong Freshwater Fisheries Research Institute, Shandong Provincial Key Laboratory of Freshwater Genetics and 

Breeding, Jinan 250013, China 

Abstract: In this study, the probiotic effects of Bacillus tropicus and Metabacillus idriensis on the growth, 
digestion, immunity, and intestinal microflora of largemouth bass (Micropterus salmoides) were investigated by 
adding them separately at different concentrations to M. salmoides diets. The largemouth bass, with an initial body 
weight of (92.95±2.36) g, were randomly divided into five groups with three replicates each. The fish were fed a 
basal diet (labeled as the control group) or four experimental diets (supplemented in the basal diet with 104 and 106 

CFU/g B. tropicus (BT4 and BT6, respectively) or M. idriensis (MI4 and MI6, respectively)) for 60 days. The 
results of growth performance showed that the final body weight, weight gain rate, and specific growth rate of 
largemouth bass in all bacterial groups were higher than those in the control group, but the differences were not 
significant (P>0.05). However, the feed conversion ratio was significantly lower in each bacterial group than in 
the control, which also significantly decreased with the increase in supplemented concentration for each strain 
(P<0.05). The digestion results showed that the activities of intestinal amylase and protease of each bacterial 
group were all significantly higher than those of the control group (P<0.05), and BT6 and MI6 generally exhibited 
optimum results for digestion improvement. The results of the immune response showed that all bacterial 
treatments significantly increased the activities of acid phosphatase, alkaline phosphatase, and lysozyme (LZM) in 
the sera of the largemouth bass, as well as the activities of intestinal LZM and superoxide dismutase (P<0.05). In 
comparison, BT6 and MI6 both showed optimal immune enhancement results in general. The intestinal microbial 
results from high-throughput sequencing showed that Mycoplasma, Plesiomonas, and Cetobacterium were the 
dominant bacteria in the intestines of the largemouth bass. Compared with the control group, BT6 and MI6 
exhibited distinct differences in the number of OTUs, diversity indices, and microflora structure. BT6 significantly 
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reduced the abundance of the predominant Mycoplasma (P<0.05) as well as that of most of the inferior populations 
to increase the homogeneity of microflora and thus increase microbial diversity. On the contrary, MI6 increased 
bacterial richness, homogeneity, and diversity by promoting the growth of most of the rare populations. This 
difference might reflect the different effects of distinct strains on the intestinal microflora. In general, the results of 
this study confirmed the potential beneficial effects of both Bacillus tropicus and Metabacillus idriensis as dietary 
probiotics in largemouth bass with an optimal dosage of 106 CFU/g each under the laboratory conditions in this 
study, which could increase the growth, digestion, and immunity as well as the intestinal microbial diversity of the 
fish. This study provides theoretical support for the development and application of probiotics for largemouth 
bass. 

Key words: Bacillus tropicus; Metabacillus idriensis; Micropterus salmoides; growth; digestion; immune; 
intestinal flora 
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