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饲料中添加微生物制剂对仿刺参生长与免疫的影响
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［摘要］ 从仿刺参消化道微生物中分离、 培育产酶益生菌， 解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ － ３、 甲基营养型芽孢

杆菌 Ｘ４ － １ 和巨大芽孢杆菌 Ｘ４ － ５， 并制成 １􀆰 ０ × １０９ ｃｆｕ ／ ｍＬ 菌悬液， 按 １％ （质量比） 剂量浸泡饲料进行

仿刺参饲养实验， 并检测分析仿刺参的特定生长率和消化酶活性以及免疫相关因子， 以探讨微生物制剂的

使用效果。 实验结果表明： 解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ － ３ 无论是单独使用还是与巨大芽孢杆菌 Ｘ４ － ５ 或 ／和甲基

营养型芽孢杆菌 Ｘ４ － １ 联合使用皆能显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 提升仿刺参的 ＳＧＲ 和消化酶活性， 但饲养 ３０ ｄ 和 ６０
ｄ 的检测结果差异不明显 （Ｐ ＞ ０． ０５） ； ３ 株菌制剂的联合使用在显著提升仿刺参体腔液 ＡＫＰ、 ＡＣＰ、 ＳＯＤ、
ＬＳＺ 和 ＰＯＤ 等体液免疫相关因子活性水平方面的效果优于任意两株菌的搭配使用 （Ｐ ＜ ０． ０５） ， 而任意

２ 株菌搭配使用的效果则优于除解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ － ３ 之外的单一菌制剂 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。 综合分析表明，
３ 株菌联合使用的复合菌制剂使用效果最好， 它能显著提升仿刺参特定生长率、 消化酶活性和免疫相关因

子水平， 具有较好的开发应用价值。
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０　 引言
迄今为止， 人们已从仿刺参 （Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓ ｊａｐｏｎｉｃａ） 体内和表层分离出 ３００ 多株细菌和 ５０ 多株真

菌［１］， 这些微生物中包括益生菌、 条件致病菌和致病菌三大类群［２］， 它们通过相互作用构成了仿刺

参特有的微生态环境， 消化道中存在的益生菌既能促进食物在细胞外的消化作用从而增加饲料转化

率， 又是其食物组成中重要的能量来源。
Ｂａｌｃａｚａｒ［３］的研究指出， 益生菌在肠道粘附过程中繁殖速度大于凋亡速度， 能够在水产动物体内

定植， 并与宿主、 环境之间形成动态平衡， 有利于宿主的健康生长。 益生菌的积极作用大致包含如下

几个方面： 通过生物学代谢功能产生有机酸和细菌素等参与机体生物防御， 改善机体的信号通路， 增

强机体的免疫力； 在一定范围内通过占位效应成为优势菌， 抑制致病菌过度生长成为优势菌群， 有效

控制肠道内部的微生态平衡， 即调节肠道菌群平衡； 自身作为营养物质为宿主提供养分， 改善动物机

体的免疫机能； 增加消化酶的活性， 提高饲料利用率和消化率［４ － ６］。
在传统的水产养殖过程中， 出于病害防控的需要， 滥用抗生素早已是普遍现象， 而抗生素和一些

以合成激素类为代表的化学添加剂的不当使用带来了诸多有害影响［７］。 抗生素的频繁使用不仅导致

病原微生物的抗药性增加， 消化道内益生菌的生长繁殖受到抑制， 消化道内原来的微生物群之间的平

衡遭受破坏， 而且， 水产动物自身的免疫力由此而削弱， 水产动物肌肉组织中由此而出现大量化学物

质积累［８ － １０］。 当前， 通过施用益生菌制剂对养殖水体环境和水产养殖动物消化道内的微生物群体进

行干预， 进而增进水产养殖动物健康、 改善水产养殖动物的养殖性状， 这些已是水产生物健康养殖中

广泛采用的重要举措， 与此同时各类高效益生菌制剂也不断地被开发使用。
近几年， 对于解淀粉芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ） 的研究表明部分胞外产物中的活性物

质与枯草芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ） 的近似［１１ － １２］。 有研究［１３］发现解淀粉芽孢杆菌 ＦＰＴＢ１６ 最适添加

量为 １０９ ｃｆｕ ／ ｇ， 可以有效降低卡特拉 （Ｃａｔｌｅ ｃａｔｌｅ） 发病率和死亡率， 对于改善卡特拉 健康状况和

提高其对疾病的抵抗力起到最佳作用。 当解淀粉芽孢杆菌与其他芽孢杆菌以 １∶ １ （质量比） 比例混合

饲喂草鱼时， 可显著提高草鱼肠道芽孢杆菌数量， 降低弧菌等致病菌比例， 提高成活率， 并增强消化

酶活性、 促进草鱼生长等［１４ － １５］。 吕倩等［１６］ 首次从海洋中分离到 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ ＳＨＢ１１４， 从

其活性物质中分离得到 ３ 个具有抑制病原真菌的脂肽类化合物。 为防治真菌病害提供了理论基础。 而

巨大芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ） 作为益生菌调节水体中磷平衡的同时， 还可以降低氮含量［１７］ 解

决水体污染， 因此可以作为水质净化和养殖池池底改良的益生菌之一。 本文探讨从仿刺参消化道中分

离筛选的有益微生物作为饲料添加剂在仿刺参养殖中的使用效果， 目的是为用于新型仿刺参饲料的微

生物制剂的开发利用奠定基础， 为其推广应用提供参考。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

实验用仿刺参选购自青岛润海水产品养殖有限公司， 实验开始前暂养 １４ ｄ 以恢复体能、 适应环

境。 仿刺参饲养容器为 ４００ Ｌ 的玻璃钢水槽， 海水盐度 ２６􀆰 ３， ｐＨ（８􀆰 ２３ ± １􀆰 ４７）， 海水温度（１６ ±

·２·
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１􀆰 ０）℃。
实验仪器有 ７５９ ｓ 型紫外分光光度计 （上海精科仪器有限公司）、 ＢｉｏＴｅｋ Ｓｙｎｅｒｇｙ 多功能酶标仪、

ＸＭＴＤ －８２２２ 烘箱 （上海精宏实验设备有限公司） 等。 采用试剂盒 （南京建成科技有限公司） 方法

测定仿刺参的蛋白含量和各非特异性免疫指标。
仿刺参专用配合饲料来自大连升泰水产饲料有限公司， 主要成分为： 鼠尾藻、 马尾藻、 酵母、 豆

粕、 蒸汽鱼粉、 包膜复合多维等， 其营养组成见表 １。

表 １　 配合饲料营养成分

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｅｄ
％

ｗ（水分
Ｗａｔｅｒ）

ｗ（粗蛋白
Ｃｒｕｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎ）

ｗ（粗脂肪
Ｃｒｕｄｅ ｆａｔ）

ｗ（粗纤维
Ｃｒｕｄｅ ｆｉｂｅｒ）

ｗ（钙
Ｃａｌｃｉｕｍ）

ｗ（总磷
Ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ）

ｗ（灰分
Ａｓｈ ｃｏｎｔｅｎｔ）

ｗ（赖氨酸
Ｌｙｓｉｎｅ）

≤１０． ０ ≥１８． ０ ２． ０ ～ ５． ０ ≤１５． ０ ≤５． ０ ≥０． ６ ≤４５． ０ ≥１． ５

１􀆰 ２　 微生物制剂

实验所用微生物———解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ －３、 甲基营养型芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ） Ｘ４
－１ 和巨大芽孢杆菌 Ｘ４ －５ 皆从生长旺盛、 活泼健壮的同一仿刺参个体的消化道微生物中筛选而得，
混合共同培养， 未见相互之间存在拮抗效应。 前期实验表明， ３ 株芽孢杆菌均无致病性， 其中， 解淀

粉芽孢杆菌 Ｘ３ －３ 和甲基营养型芽孢杆菌 Ｘ４ －１ 还能够分泌胞外淀粉酶和蛋白酶， 巨大芽孢杆菌 Ｘ４
－５ 能够有效降解水体中氨氮和亚硝酸盐氮， 并转化为无毒物质。 用作饲料添加剂之前， 将各菌株接

种于培养基， 然后挑取菌落发育良好的菌株， 用灭菌海水重悬， 菌悬液分别调整至 １０９ ｃｆｕ ／ ｍＬ， ４ ℃
储存。
１􀆰 ３　 实验设置

从上述仿刺参暂养群体中挑取对外界刺激反应灵敏， 体表无损伤、 无粘液， 规格大小相对均匀

（平均体重 （９􀆰 ０ ± ０􀆰 ５） ｇ） 的健康 １ 龄幼参个体用于实验观测， 实验周期为 ６０ ｄ。
设置如下 ８ 个实验观测组， 分别标记为实验组Ⅰ、 实验组Ⅱ、 实验组Ⅲ、 实验组Ⅳ、 实验组Ⅴ、

实验组Ⅵ、 实验组Ⅶ和实验组Ⅷ （对照组）， 每个实验观测组设 ３ 个平行饲养单元， 每个饲养单元有

１ 个 ５０ Ｌ 循环水饲养槽 （大连汇新海洋科技有限公司）， 内置 ２ 块塑料波纹瓦作为仿刺参附着基， 放

养仿刺参 ５０ 只， 以仿刺参专用配合饲料为基础饲料， 并按照如下方案添加微生物制剂， 实施饲养管

理：
１） 实验组Ⅰ， 在基础饲料中添加 １％ （质量比） 的解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ －３ 菌制剂；
２） 实验组Ⅱ， 在基础饲料中添加 １％ （质量比） 的甲基营养型芽孢杆菌 Ｘ４ －１ 菌制剂；
３） 实验组Ⅲ， 在基础饲料中添加 １％ （质量比） 的巨大芽孢杆菌 Ｘ４ －５ 菌制剂；
４） 实验组Ⅳ， 在基础饲料中添加 １％ （质量比） 的解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ － ３ 与甲基营养型芽孢杆

菌 Ｘ４ －１ 复合菌制剂 （等比配制）；
５） 实验组Ⅴ， 在基础饲料中添加 １％ （质量比） 的解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ －３ 与巨大芽孢杆菌 Ｘ４ －

５ 复合菌制剂 （等比配制）；
６） 实验组Ⅵ， 在基础饲料中添加 １％ （质量比） 的巨大芽孢杆菌 Ｘ４ － ５ 与甲基营养型芽孢杆菌

Ｘ４ －１ 复合菌制剂 （等比配制）；
７） 实验组Ⅶ， 在基础饲料中添加 １％ （质量比） 的解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ － ３ 与甲基营养型芽孢杆

菌 Ｘ４ －１ 及巨大芽孢杆菌 Ｘ４ －５ 复合菌制剂 （等比配制）；
８） 实验组Ⅷ （对照组）， 不添加微生物制剂， 只投饲基础饲料。

１􀆰 ４　 饲养管理

仿刺参饲养水槽内壁及附着基经 ０􀆰 ００５ ｍｏｌ ／ Ｌ 高锰酸钾溶液浸泡消毒并清洗后注入新鲜海水， 投

·３·
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１􀆰 ７　 数据统计分析

采用 ＳＰＳＳ１９􀆰 ０ 统计软件对实验数据进行处理并作单因素方差分析， 显著性水平设定为 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 。

２　 结果
２􀆰 １　 仿刺参特定生长率

与对照组相比较， 饲料中添加微生物制剂能够显著提高仿刺参的特定生长率 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ， 并起到

增加仿刺参体重效果的作用， 其中， 添加复合菌制剂的实验组效果较明显， 尤其是第Ⅶ组三菌合一复合

菌制剂的使用效果最好， 用其饲养 ６０ ｄ 后仿刺参平均体重达到 （３６􀆰 ７１ ± ０􀆰 ５５） ｇ。 但是， 各组菌制剂对

仿刺参特定生长率的影响似乎不存在时间的累积效应， 投喂 ３０ ｄ 和 ６０ ｄ 后的仿刺参特定生长率差异并

不显著 （详见表 ２）。

表 ２　 饲料中添加微生物制剂对仿刺参生长和存活率的影响（平均值 ±标准误）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ａ． ｊａｐｏｎｉｃｕｓ（Ｍｅａｎｓ ± ＳＥ）

实验组

Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ

特定生长率 ／ （％·ｄ － １）
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ，ＳＧＲ

０ ～ ３０ ｄ ３０ ～ ６０ ｄ

平均体重 ／ ｇ
Ｍｅａｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ

３０ ｄ ６０ ｄ

存活率 ／ ％
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ

０ ～ ３０ ｄ ３０ ～ ６０ ｄ

Ⅰ ２． １２ ± ０． ２１ｂ ２． ０９ ± ０． １７ｂ １６． ８８ ± ０． ２２ ３１． ５９ ± ０． ４８ １００ ± ０ １００ ± ０

Ⅱ ２． ０４ ± ０． １２ａｂ ２． ０９ ± ０． ０３ａｂ １６． ６４ ± ０． １３ ３１． ０９ ± ０． ４２ １００ ± ０ １００ ± ０

Ⅲ １． ９０ ± ０． ０６ａ １． ９３ ± ０． １３ａ １５． ９６ ± ０． ０８ ２８． ４７ ± ０． ６２ １００ ± ０ １００ ± ０

Ⅳ ２． ２７ ± ０． ０５ｂｃ ２． ２１ ± ０． １６ｂｃ １７． ８３ ± ０． ３４ ３４． ５７ ± ０． ２１ １００ ± ０ １００ ± ０

Ⅴ ２． １５ ± ０． １２ｂ ２． １９ ± ０． ０８ｂ １７． １３ ± ０． １７ ３３． ０２ ± ０． ７２ １００ ± ０ １００ ± ０

Ⅵ ２． １３ ± ０． ０６ｂ ２． １４ ± ０． １１ｂ １７． １０ ± ０． ２９ ３２． ４３ ± ０． ４２ １００ ± ０ １００ ± ０

Ⅶ ２． ３８ ± ０． ０８ｃ ２． ３１ ± ０． ０５ｃ １８． ４３ ± ０． ３１ ３６． ７１ ± ０． ５５ １００ ± ０ １００ ± ０

Ⅷ １． ８５ ± ０． ０９ａ １． ８９ ± ０． １４ａ １５． ６４ ± ０． １９ ２７． ３０ ± ０． ２７ １００ ± ０ １００ ± ０

　 　 说明： ３０ ｄ 为仿刺参在实验开始后 ３０ ｄ 的采样检测结果， ６０ ｄ 为实验开始后 ６０ ｄ 的采样检测结果。 同列数据之

间标注字母不同的代表差异显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。
Ｎｏｔｅｓ： ３０ ｄ ａｎｄ ６０ ｄ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｔｈｅ ＳＧＲ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｅａ ｃｕｃｕｍｂｅｒ Ａ􀆰 ｊａｐｏｎｉｃｕｓ

ａｃｃｏｍｐｌｉｓｈｅｄ ａ ｒｅａｒｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ３０ ｄａｙｓ ａｎｄ ６０ ｄａｙｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａ ａｎｄ ｂ ａｎｄ ｃ ｌａｂｅｌｅｄ ａｔ ｔｏｐ ｒｉｇｈｔ ｃｏｒｎｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｅｒ⁃

ｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｄｉｓｃｒｅｐａｎｃｙ ｉｎ ｖａｌｕｅｓ （Ｐ ＜ ０． ０５） ．

２􀆰 ２　 仿刺参消化酶活性

仿刺参消化酶活性检测结果由图 １ 所示。 从图 １ａ 中可见， 与空白对照组的实验结果相比较， 饲养

３０ ｄ 后， 饲料中添加芽孢杆菌制剂的实验组仿刺参消化道淀粉酶活性均有不同程度的提高， 其中， 实验

组Ⅳ和实验组Ⅶ中仿刺参消化道淀粉酶活性显著提高 （Ｐ ＜ ０． ０５） ； 饲养６０ ｄ 后， 除了饲料中添加１％巨

大芽孢杆菌 Ｘ４ －５ 菌制剂的实验组Ⅲ之外， 其余各实验观测组 （含对照组） 仿刺参消化道内淀粉酶活力

都比较高 （Ｐ ＜ ０． ０５） ； 饲养 ６０ ｄ 后停食 ３ ｄ 接着进行淀粉酶活性检测， 各组仿刺参消化道淀粉酶活性

皆有所下降， 并且实验组Ⅲ和实验组Ⅵ仿刺参淀粉酶活性已然与对照组差异性不明显 （Ｐ ＞ ０． ０５） 。
如图 １ｂ 所示， 饲养 ３０ ｄ 后， 除了实验组Ⅱ、 实验组Ⅲ和实验组Ⅵ之外， 与对照组相比， 其余各

实验组仿刺参消化道内蛋白酶活性皆获得显著提高 （Ｐ ＜ ０． ０５） ； 饲养 ６０ ｄ 后， 仅饲料中添加 １％巨

大芽孢杆菌 Ｘ４ －５ 制剂的实验组Ⅲ仿刺参消化道内蛋白酶活力与对照组差异不显著 （Ｐ ＞ ０． ０５） ， 紧

随其后停食 ３ ｄ， 趋势依旧， 只是所有仿刺参蛋白酶活性皆有所下降。

·５·
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综上可见， 饲料中添加解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ － ３ 菌制剂、 解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ － ３ 和甲基营养型芽

孢杆菌 Ｘ４ －１ 复合菌制剂、 解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ －３ 和巨大芽孢杆菌 Ｘ４ －５ 及甲基营养型芽孢杆菌 Ｘ４
－１ 三菌合一复合菌制剂， 既能够显著提升仿刺参的特定生长率， 又能够显著提高仿刺参消化道消化

酶活性水平。
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图 1 饲料中添加微生物制剂对仿刺参消化道蛋白酶活性的影响

Fig.1 Effects of dietary probiotics on the digestive enzyme activities of A. japonicus
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注：30 d 为仿刺参在实验开始后 30 d 的采样检测结果，60 d 为实验开始后 60 d 的采样检测结果，60 d+3 d 为饲养 60 d 后
停食 3 d 的采样结果；误差线标注字母不同的代表差异显著（P＜0.05）。
Notes: 30 d and 60 d refer to the digestive enzymes activities of the experimental sea cucumber A. japonicus accomplished a rearing period of 30
days and 60 days respectively, while that of “60 d+3 d”points to detection values of the animal subjects without feeding 3 days followed a rearing
period of 60 days. The different letters a and b and c labeled at of the error bars indicates obviously discrepancy in values (P<0.05).
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b） 蛋白酶 Protease

２􀆰 ３　 仿刺参免疫相关酶活性

饲料中添加微生物制剂对仿刺参体腔液免疫相关因子的影响如图 ２ 所示。 从图 ２ａ 可以看出， 饲

料中添加不同的微生物制剂， 对仿刺参体腔液中 ＡＣＰ 产生的影响各不相同。 与对照组相比较， 除了

添加巨大芽孢杆菌 Ｘ４ －５ 单一菌制剂的实验组Ⅲ， 其仿刺参体腔液 ＡＣＰ 活性差异不显著 （Ｐ ＞ ０． ０５）
之外， 其余各实验组中仿刺参 ＡＣＰ 活性水平均显著高于对照组 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。

从图 ２ｂ 则能够看到， 饲料中添加单一菌株微生物制剂的各实验组， 其仿刺参体腔液中 ＡＫＰ 活性

与对照组相比出现显著变化 （Ｐ ＜ ０． ０５） ； ２ 种以上菌制剂复合使用的实验组Ⅳ， 其仿刺参体腔液

ＡＫＰ 活性水平则显著高于 （Ｐ ＜ ０． ０５） 使用单一菌制剂的实验组Ⅰ和实验组Ⅱ； ３ 种菌制剂复合使用

的实验组Ⅶ， 其仿刺参 ＡＫＰ 活性更高。 停食处理 ３ ｄ 后， 各实验观测组中仿刺参 ＡＫＰ 活性均呈显著
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下降趋势。
饲料中添加不同微生物制剂对仿刺参体腔液 ＬＳＺ 活性产生的影响各不相同。 与对照组相比， 添

加微生物制剂饲养 ６０ ｄ 后各实验组仿刺参 ＬＳＺ 活性均有显著提高； 除了实验组Ⅰ、 实验组Ⅳ以及实

验组Ⅶ三个实验观测组中仿刺参 ＬＳＺ 活性与饲养 ３０ ｄ 后的检测结果相比差异不显著 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） 外，
其余各实验组中仿刺参 ＬＳＺ 活性皆呈现 ６０ ｄ 后检测数据显著高于 ３０ ｄ 时的变化趋势 （Ｐ ＜ ０． ０５） ； 除

对照组之外， 停食处理 ３ ｄ 后各实验组中仿刺参 ＬＳＺ 活性均有显著下降， 详见图 ２ｃ。
饲料中添加 ７ 种微生物制剂均能显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 提高仿刺参 ＳＯＤ 活性， 并且各实验组仿刺参

ＳＯＤ 活性水平皆是 ６０ ｄ 显著高于 ３０ ｄ， 停食处理 ３ ｄ 后仿刺参 ＳＯＤ 活性未降低反而略有升高， 不过，
添加单一微生物制剂和复合微生物制剂这两者之间差异不显著 （Ｐ ＞ ０． ０５） ， 详见图 ２ｄ。

饲养周期达 ６０ ｄ 以上， 饲料中添加复合菌制剂的实验组Ⅵ和实验组Ⅶ仿刺参体腔液 ＰＯＤ 活性比

对照组提高显著， 停食处理 ３ ｄ 后各实验组仿刺参体腔液 ＰＯＤ 活性水平有所回落， 各组之间回落幅

度存在差异， 详见图 ２ｅ。
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图 2 饲料中添加微生物制剂对仿刺参体腔液非特异性免疫因子活性的影响

Fig.2 Effects of dietary probiotics on the innate immune factor activity of coelomic fluid of A. japonicus
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说明：30 d 为仿刺参在实验开始后 30 d 的采样检测结果，60 d 为实验开始后 60 d 的采样检测结果，60 d+3 d 为饲养 60 d
后停食 3 d 的采样结果；误差线标注字母不同的代表差异显著（P＜0.05）。
Notes: 30 d and 60 d refer to the digestive enzymes activities of the experimental sea cucumber A. japonicus accomplished a rearing period of 30
days and 60 days respectively, while that of “60 d+3 d”points to detection values of the animal subjects without feeding 3 days followed a rearing
period of 60 days. The different letters a and b and c labeled at of the error bars indicates obviously discrepancy in values (P<0.05).
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３　 讨论
芽孢杆菌是重要的益生菌类群， 早已广泛应用于水产养殖中［１８ － ２０］。 实验结果显示， 从仿刺参消

化道微生物中分离、 筛选出来的优势菌———解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ －３、 甲基营养型芽孢杆菌 Ｘ４ －１ 和巨

大芽孢杆菌 Ｘ４ －５ 作为饲料添加剂使用， 皆能对仿刺参生长和体液免疫相关因子活性产生显著而且

积极的影响， 这进一步证明， 芽孢杆菌是仿刺参消化道中的优势菌群和有益微生物。 虽然有报道指

出， 水生动物来源的益生菌制剂在水产养殖中的应用效果优于陆生动物来源的益生菌制剂［２１］， 但本

文数据尚不支持这一观点。 三种益生菌中， 解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ － ３ 无论是单独使用还是与甲基营养

型芽孢杆菌 Ｘ４ －１ 或和巨大芽孢杆菌 Ｘ４ － ５ 复配使用皆能显著提升仿刺参的特定生长率， 显示出良

好的开发应用价值。 单一菌种作为饲料添加剂使用， 解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ － ３ 对仿刺参的促生长效果

最明显， 巨大芽孢杆菌 Ｘ４ －５ 使用效果次之， 相形之下， 甲基营养型芽孢杆菌 Ｘ４ － １ 单独使用则效

果微乎其微 （见表 ２）； 多菌种复合使用的情况下， 各益生菌的作用表现出叠加效应， 解淀粉芽孢杆

菌 Ｘ３ －３ 与其他 ２ 株益生菌的组合具有相对优势， ３ 株益生菌联合使用效果最佳， 饲养 ３０ ｄ 后仿刺参

体重增长至 （１８􀆰 ４３ ± ０􀆰 ３１） ｇ， ６０ ｄ 后更是成倍增长至 （３６􀆰 ７１ ± ０􀆰 ５５） ｇ。 这些实验结果不仅与其他学

者的报道相一致［１７，２２ － ２４］， 而且进一步强调了多种有益微生物联合使用的重要性。
有报道［２５］指出， 益生菌通过营养和空间的竞争来影响仿刺参肠道细菌群落的生长， 或抑制其他

细菌的生长， 改变肠道中细菌的群落结构， 从而改善仿刺参的生长状况。 从实验结果看， 各实验观测
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组仿刺参特定生长率的变化与其消化道中的消化酶活性变化高度趋同 （见图 １、 图 ２）， 显而易见，
与其他报道一致［２６］， 仿刺参消化道中消化酶活性升高进而促进食物的消化吸收与营养成分转化， 是

饲料中添加上述益生菌取得促进仿刺参生长效果的主要原因。 除了受营养因素影响， 仿刺参的生长还

与其自身遗传因素、 生态环境条件及种群社会等级行为等诸多因素有密切关系［２７ － ２９］。 这三种益生菌

能否改变消化道菌群结构， 乃至出现抑制有害微生物作用， 尚需有直接实验依据加以确认。
在饲料中单独添加巨大芽孢杆菌 Ｘ４ － ５ 菌制剂， 虽然可使仿刺参体腔液中 ＡＣＰ、 ＡＫＰ、 ＬＳＺ、

ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 等免疫相关因子活性皆显著提升 （见图 ２）， 但是， 仿刺参消化道中淀粉酶和蛋白酶活性

几乎没有受影响， 其对应的生长效果也没有得到很大改善， 由此可见， 单独开发利用巨大芽孢杆菌

Ｘ４ －５ 作为仿刺参益生菌促进生长效果有限， 其在复合益生菌中发挥的叠加效应有待进一步探讨。 有

报道［１７］指出， 在养殖水体中巨大芽孢杆菌具有较高氨氮降解能力， ２４ ｈ 内可降解 ９５％氨氮。 据此可推

测， 巨大芽孢杆菌在仿刺参消化道中发挥消解氨氮等代谢废物的作用， 进而有利于仿刺参消化道健康。
仿刺参体腔液中 ＡＣＰ、 ＡＫＰ、 ＬＳＺ、 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性常常用于评价仿刺参的体液免疫机能， 其中

ＡＣＰ 和 ＡＫＰ 作为水解酶可分解外来异物， ＬＳＺ 能够破坏细胞壁中的 Ｎ － 乙酰胞壁酸之间的 β － １， ４
糖苷键， 使致病菌细胞壁肽聚糖分解成可溶性糖肽， 从而引起致病菌水解， ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 是体内清除

自由基的首要物质， 可用来阻断体内生化反应后残留的各种活性氧自由基对细胞造成的损害并及时修

复受损细胞［３０ － ３１］。 实验结果表明， 饲料中无论是单独添加解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ － ３、 甲基营养型芽孢

杆菌 Ｘ４ －１、 巨大芽孢杆菌 Ｘ４ －５ 微生物制剂还是彼此复合使用， 甚至三者联合使用皆能显著提升仿

刺参体腔液中 ＡＣＰ、 ＡＬＰ、 ＬＳＺ、 ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性， 持续使用 ６０ｄ 效果更为显著 （见图 ２）。 可见：
这三种微生物在仿刺参消化道中定植， 既促进了仿刺参食物的消化与吸收， 又作为非致病性抗原直接

诱发粘膜免疫应答， 致敏相关免疫因子， 提升仿刺参免疫防御机能， 还通过自身或促进宿主合成分泌

ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 来拮抗胁迫状态下产生的自由基， 提升仿刺参机体抗氧化和组织修复能力。

４　 结论
解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ －３ 和甲基营养型芽孢杆菌 Ｘ４ － １ 作为饲料添加剂， 能够显著提升仿刺参消

化道内淀粉酶和蛋白酶活性， 具有促进生长效果， 还能明显提升仿刺参体腔液中 ＡＣＰ、 ＡＫＰ、 ＬＳＺ、
ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 活性， 具有提升仿刺参免疫抗病力作用。 巨大芽孢杆菌 Ｘ４ － ５ 作为饲料添加剂对仿刺参

消化酶活性和个体生长影响不明显， 但， 具有显著提升上述免疫相关因子活性作用。 上述 ３ 株益生菌

以 １∶ １∶ １ 比例配制的复合菌制剂作为仿刺参饲料添加剂， 使用效果最佳。 单一菌株作为饲料添加剂使

用， 解淀粉芽孢杆菌 Ｘ３ －３ 作用最为突出， 巨大芽孢杆菌 Ｘ４ － ５ 使用效果次之， 甲基营养型芽孢杆

菌 Ｘ４ －１ 或许在消除仿刺参消化道氨氮等代谢废物方面发挥作用。
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