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摘　要　利用从牙鲆肠道分离的 1株鼠李糖乳杆菌 P15和 1株干酪乳杆菌 ,通过试验研究其在牙鲆消化道的定植

和演替规律。在投喂含有 112×109 cfu/ g乳杆菌的饲料 5 d后 ,消化道定植的乳酸菌超过 106 cfu/ g ,其后维持在 106

～108 cfu/ g动态平衡中 ;同时随着乳酸菌的增加 ,2组鱼消化道的弧菌均从 107～108 cfu/ g降低到 105～107 cfu/ g。

停喂乳杆菌 7 d后 ,2个试验组鱼消化道的乳酸菌均从 105～106 cfu/ g下降到 104～105 cfu/ g ,P15组鱼小肠中弧菌

从 105 cfu/ g回升到 107 cfu/ g ;LC组鱼盲囊中弧菌从 105 cfu/ g回升到 106 cfu/ g ,小肠中弧菌数量也有显著的增加。

试验结果表明 ,2种乳杆菌均能在牙鲆消化道内定植 ;乳杆菌的投喂和定植 ,使牙鲆消化道中的弧菌数量明显下降。
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Abstract　A feeding trial using 90 flounders was conducted to s tudy the colonization of Lactobacillus rhammos us P15

and Lactobacillus cas ei (LC) from flounders after feeding with two lactobacillus s trains in 112×109 cfu p er gram of diet

for 20 days . CFU of two lactobacillus s trains reached 106 cfu/ g from 103 cfu/ g in the gastro2intes tine after 5 days ,

thenceforth kept at 106 - 108 cfu/ g. As the number of lactobacillus in gas tro2intes tine increas ed , the number of vibrio in

two groups of flounders decreas ed from 107 - 108 to 105 - 107 cfu/ g. On 7th day after ceasing to feed fish with lacto2
bacillus , the number of lactobacillus in two groups of flounders decreas ed from 105 - 106 to 104 - 105 cfu/ g , the number

of vibrio in the intes tine of flounders fed with P15 increas ed from 105 to 107 cfu/ g , moreover vibrio of ceacum in LC

group increas ed from 105 to 106 cfu/ g , and vibrio of intes tine in LC group als o increas ed siginificantly. The res ults indi2
cated that two lactobacillus could both colonize in the gastro - intes tine of flounders , and the number of vibrio in the gut

could be decreas ed significantly due to feeding and colonization of lactobacillus .
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　　在水产养殖上 ,人们普遍应用抗菌素来促进动

物生长 ,预防疾病 ,然而抗生素的使用也带来抗菌素

残留、耐药菌等问题[1 ] ;因此 ,益生菌受到越来越多

的关注。水产养殖最初所用的益生菌来自用于陆上

动物的益生菌商业制品 ,试验结果表明它们在水产

养殖中有很好的应用前景 ,但是这些微生物在水产

动物胃肠道中能否定植尚不敢肯定。于是自 20 世

纪 90年代以来人们把目光转向水产动物自身具有

的有益生特性的微生物 ,如从牙鲆 ( Paralichthys o2
l ivacens)小肠分离的乳杆菌 L actobacill us sp . DS2
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　　　12 [2 ] ,从斑节对虾 ( Penaeus monodon )肠道分离的

V ibrio al gi nolticus [3 ]等。在筛选益生菌的过程中 ,

小肠的定植潜力是筛选益生菌的重要标准[4 ]。益

生菌只有黏附于小肠黏膜细胞表面 ,并最终定植下

来 ,才能发挥益生作用 ,而且 ,体外的黏附试验结果

并不能准确说明益生菌在体内的定植情况 ;因此 ,在

筛选益生菌时 ,不仅要评价其在体外对小肠黏膜的

黏附能力 ,还要评价益生菌在肠道定植的持久性。

国外已有许多关于候选益生菌定植时间的研

究[5 - 7 ] ,国内尚未见有关水产动物的相关报道。

基于此 ,笔者利用从牙鲆肠道分离的 1 株鼠李

糖乳杆菌 P15 [8 ]和 1株干酪乳杆菌来研究其在牙鲆

消化道的定植和演替规律 ,以进一步评价鼠李糖乳

杆菌 P15和干酪乳杆菌作为益生菌的可能性。

1　试验材料

1)试验鱼。从大连湾海珍品养殖场购得健康、

体质量 (5010 ±510) g 的牙鲆 ,随机分成 2 个试验

组 ,每个试验组 3 个重复 ,每个重复 15 尾鱼放入一

个水族箱。将鱼饲养于 0112 m3 循环水控温系统

中 ,水温控制在 1410～1510 ℃。

2)菌株。所用鼠李糖乳杆菌 ( L . rham mosus

P15 ,下简称 P15)从牙鲆肠道分离得到[8 ] ,干酪乳杆

菌 ( L . casei ,下简称 LC)来自大连水产学院生理实

验室。

3)试验饲料。基础饲料配方及营养成分见表

1。P15 组和 LC组饲料分别加入 P15 和 LC菌悬

液 ,制成饲料干质量菌含量 112 ×109 cfu/ g的湿颗

粒饲料 ,风干为半干饲料后放于 - 70 ℃冰箱保存 ,

备用。

2　试验方法

1)投饵及分组。日粮处理分为 2 组 :基础饲料

+ P15和基础饲料 + LC。牙鲆暂养 1 周后 ,投喂含

有 P15和 LC的饲料 ,20 d后改投基础饲料 ,直到第

27天 ,以检测停止投喂乳杆菌后消化道细菌数量的

变化。

2)取样。每隔 5 d取样 1 次 ,检测牙鲆消化道

细菌含量。消化道排空后每组随机取 3 尾鱼 ,用

75 %酒精棉球消毒牙鲆体表 ,无菌打开腹腔 ,分离消

化道 ,取胃、盲囊和小肠 ;用无菌生理盐水冲洗 3次 ,

每次 1 mL ,冲去没有黏附在肠道上的过路菌 ; 用无

菌生理盐水匀浆 ,制成原浆 ,然后倍比稀释。
表 1　基础饲料配方及营养成分

Table 1　The formula of the basal diet and
nutrient composition

饲料成分 质量分数/ % 营养成分 质量分数/ %

进口鱼粉 69. 0 粗蛋白质 50. 00

鱼肝油 6. 5 粗脂肪 9. 50

次粉 6. 0 赖氨酸 3. 94

豆粕 10. 5 蛋氨酸 1. 23

酵母 2. 0 钙 2. 78

混合无机盐① 4. 0 磷 2. 23

混合维生素② 1. 0

海藻酸钠 1. 0

　　注 :①每 kg饲料含硫酸铝钾 01063 6 g、碳酸钙 71240 4 g、磷酸二

氢钙 171840 4 g、氯化钴 01028 g、硫酸镁 21086 4 g、硫酸锰 01028 g、

氯化钾 61621 2 g、碘化钾 01005 6 g、碳酸锌 01076 8 g、磷酸二氢钠

51442 g、亚硒酸钠 01002 4 g、硫酸铜 01003 g、柠檬酸铁 01535 2 g ;

②每kg混合维生素含胆碱 2 500 mg、肌醇 700 mg、叶酸 50 mg、生物素

1 mg、VA 6 000 IU、VB1 15 mg、VB2 20 mg、VB3 40 mg , VB5 50 mg、

VB6 20 mg、VB12 0103 mg、VC 500 mg、VD 1 800 IU、VE 80 mg、V K

10 mg。

3)细菌培养与计数。检测用培养基[9 ]分别为

海水琼脂培养基 (检测异养总菌数) ,用 NSS液配

制 ; TCBS专性培养基 (检测弧菌数) ,购于北京陆桥

公司 ;LBS专性培养基 (检测 P15) ; MRS专性培养

基 (检测 LC) [10 ]。

用滴种法检测牙鲆消化道菌群数量。分别在海

水琼脂、TCBS平板上于 28 ℃培养 24 h ,在 LBS和

MRS平板上培养 72 h后计数菌落数 N ,cfu/ g。

4)数据处理。用统计软件 SPSS1115进行方差

分析 ,差异显著时对平均数进行 L SD多重比较。

3　试验结果

311　P15组牙鲆消化道细菌数的变化

投喂 P15 后牙鲆消化道细菌数的变化见表 1。

投喂 P15后 ,牙鲆胃中好氧性异养菌从第 15天开始

增加 ,盲囊从第 5天 ,小肠从第 10天开始增加 ( P <

0105) 。停喂 P15 7 d 后 ,胃中异养菌数明显下降

( P < 0105) ;盲囊中的无明显变化 ( P > 0105) ;小肠

中的与第 20天相比有显著增加 ,但与第 10和 15天

相比无显著性差异 ( P > 0105) 。
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表 2　投喂 P15后牙鲆消化道细菌数的变化 ( n = 3)

Table 2　Bacteria count in the gastro2intestine of flounder fed with L . rham mosus P15 ( n = 3)

lg[ N / (cfu/ g) ]

消化道

部位
细菌种类

采 样 时 间/ d

0 5 10 15 20 27

好氧性异养菌 6146±0118 b 6152±0108 b 6154±0112 b 7140±0116 a 7151±0123 a 6151±0121 b

胃　 弧菌 7185±0121 a 7139±0117 b 6172±0134 c 6137±0119 d 6125±0158 d 6154±0125 cd

乳酸菌 3101±0100 e 5116±0146 c 5177±0143 b 6142±0138 a 5179±0169 b 4141±0173 d

好氧性异养菌 6178±0126 b 7163±0134 a 7154±0112 a 7159±0125 a 7175±0143 a 7160±0131 a

盲囊 弧菌 8177±0145 a 8155±0137 a 7149±0129 b 6127±0151 d 6156±0126 d 6189±0171 d

乳酸菌 3118±0101 d 7178±0172 a 6142±1105 b 6136±0156 b 6142±0150 b 4159±0143 c

好氧性异养菌 7121±0102 b 7138±0109 b 8131±0131 a 8111±0132 a 7147±0117 b 8160±0111 a

小肠 弧菌 7159±0128 a 7139±0144 a 6162±0119 b 5177±0173 c 5162±0142 c 7139±0151 a

乳酸菌 3139±0100 c 6153±0178 a 5156±0144 b 6122±0152 a 5164±0139 b 5141±0132 b

　 　注 :同行数据上标字母不同为差异显著 ( P < 0105) ,下同。

　　投喂 P15 后牙鲆消化道各段乳酸菌均呈增加

趋势 ,且与第 0 天相比有显著增加 ( P < 0105) 。胃

和小肠中乳酸菌数在第 15天达到最高 ,盲囊中的在

第 5和第 10天达到最高 ( P < 0105) 。停喂 P15后 ,

胃和盲囊中的乳酸菌数显著下降 ( P < 0105) ;小肠

中的与第 20天相比无显著变化 ( P > 0105) ,但显著

低于第 5 ,10 ,15 天 ,而且显著高于此时胃和盲囊中

的乳酸菌数 ( P < 0105) 。

投喂 P15后 ,消化道各段弧菌数均从第 10天开

始明显下降 ( P < 0105) 。小肠中弧菌在第 15 和 20

天降至 105 cfu/ g ,且明显低于胃和盲囊中的弧菌数。

停喂 P15 7 d后 ,胃和盲囊中的弧菌数略有增加 ,但

差异不显著 ( P > 0105) ;小肠中的弧菌数则有极显

著增加 ( P < 0101) 。

312　LC组牙鲆消化道细菌数的变化

投喂 LC后牙鲆消化道中好氧性异养菌、乳酸

菌和弧菌的变化趋势与 P15组类似 (表 2) 。可以看

出 ,牙鲆消化道各段好氧性异养菌数有所增加 ( P <

0105) ,停喂 7 d后则有一定程度的降低 ( P < 0105) ;

乳酸菌数有极显著增加 ( P < 0101) ,停喂后又显著

下降 ,但均显著高于 0 d ( P < 0101) 。停喂 LC 7 d

后 ,盲囊和小肠中弧菌数显著增加 ,但仍比 0 d 低

( P < 0105) ,而胃中弧菌数无显著变化 ( P > 0105) 。

投喂乳杆菌后 , P15 和 LC组牙鲆消化道内乳

酸菌数上升的同时 ,弧菌数下降 ,说明乳杆菌在消化

道定植的同时 ,抑制了弧菌的增殖和定植。

表 3　投喂 LC后牙鲆消化道细菌数的变化 ( n = 3)

Table 3　Bacteria count in gastro2intestine of flounder fed with L . casei (LC) ( n = 3) lg[ N / (cfu/ g) ]

消化道

部位
细菌种类

采 样 时 间/ d

0 5 10 15 20 27

好氧性异养菌 6146±0118 b 6153±0105 b 6154±0115 b 7107±0105 a 7151±0119 a 6151±0118 b

胃　 弧菌 7185±0116 a 7127±0104 b 7138±0135 b 6165±0110 c 6168±0108 c 6154±0116 c

乳酸菌 3101±0100 d 5133±0145 b 5150±0112 b 6165±0120 a 5150±0112 b 4135±0104 c

好氧性异养菌 6178±0138 b 7145±0123 a 7141±0121 a 6163±0113 b 7129±0132 a 6153±0111 b

盲囊 弧菌 8177±0133 a 7172±0128 b 6160±0119 c 7164±0154 b 5146±0136 d 6144±0161 c

乳酸菌 3118±0101 f 6134±0146 b 5142±0174 d 6177±0168 a 5164±0133 c 4145±0121 e

好氧性异养菌 7121±0134 a 6134±0152 ab 6180±0174 a 6135±0138 ab 7174±0156 a 5174±0167 b

肠　 弧菌 7159±0128 b 8132±0113 a 6159±0124 d 7139±0144 c 6128±0139 e 6166±0122 d

乳酸菌 3139±0122 d 6125±0134 a 5190±0165 b 6136±0149 a 6127±0159 a 5174±0127 c
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4　讨　论

411　P15和 LC在牙鲆消化道内的定植

根据 Conway[11 ]的观点 ,如果一种细菌能在胃

肠道中居留很长时间 ,且增值率高于排斥率 ,那么 ,

这种微生物就能够在胃肠道定植。本试验通过投喂

乳杆菌诱发了其在牙鲆消化道的定植 ,验证了这一

观点。通过外部添加益生菌来改变肠道微生物组

成 ,已被一些学者证明是可行的 ,比如已有对鱼苗成

功进行诱发乳酸菌形成优势菌的研究报道[12 ] ,虽然

开始时试验用鱼苗肠道中乳酸菌并不占优势 ;这在

本试验中也得到了验证。本研究发现 , P15 和 LC

均可在牙鲆消化道定植 ,并在牙鲆消化道成为优势

菌群。

还有试验报道 ,在停止添加乳酸菌后的几天内 ,

鱼肠道内乳酸菌数显著减少 ,甚至在许多鱼肠道内

完全消失[13 ] ,这说明有些益生菌并不能永久定植。

国外有关益生菌在水产动物消化道内定植的研究结

果表明 ,益生菌能够在小肠定植 2～65 d不等[5 - 7 ]。

本试验中 ,停喂乳酸菌 7 d后 ,各试验组消化道各段

乳酸菌数均有不同程度下降 ,但均明显高于试验开

始时的初始值 ,这与前述的报道基本一致。这说明 ,

这 2种益生菌都至少可以在牙鲆消化道定植 7 d。

笔者另外的研究结果 (未发表)还显示 ,这 2 株乳杆

菌对消化道各段黏液的黏附存在组织特异性 ,对胃

和小肠黏液的黏附效果较好 ;而本试验中 2 株乳杆

菌在消化道各段内定植差异不显著 ,与体外黏附结

果存在一定差异 ,分析原因可能是 :黏附试验是在体

外用乳杆菌来黏附牙鲆各部位的黏液 ,而在体内定

植时乳酸菌不但与消化道各部位黏液发生黏附作

用 ,还会与消化道各段组织细胞表面的受体发生特

异性黏连[14 ] ,进而在消化道定植 ;黏附只是定植的

第一步。细菌在动物消化道的黏附乃至定植是由细

菌表面黏附素与细胞表面或黏液中特异性受体共同

完成的。目前认为 ,黏液中的受体大多是黏蛋白质 ,

而黏附素则可能是蛋白质、多肽、糖蛋白、糖脂和多

糖或单糖等其中之一。对细菌而言 ,黏附素不但可

以介导细菌对靶细胞的黏着 ,激发黏附的细胞内信

号传导途径 ,而且可以通过竞争抑制等机制阻断具

有类似受体结构的细菌的黏附活性[14 ]。至于本试

验中 2 种乳杆菌的黏附机制 ,则有待于进一步的

研究。

412　定植过程中好氧性异养菌、乳酸菌和弧菌数的

变化

投喂 P15 和 LC后 ,所有试验组牙鲆肠道好氧

性异养菌和乳酸菌数均显著增加。好氧性异养菌数

的变化规律基本为随投喂时间的延长而逐渐有幅度

不大的增加 ,这可能是由于乳杆菌在消化道内定植

后 ,菌群之间的相互作用抑制了部分弧菌的生长 ,促

进了部分好氧性异养菌的生长。另外 ,在本次试验

中 ,取样时个别组乳酸菌和弧菌数甚至高于好氧性

异养菌 ,这主要是由于肠道菌群多为厌氧菌 ,且好氧

性异养菌数测定结果是培养 24 h 所得 ,故而 ,试验

结果应比实际数值偏低 ,存在一定的误差。

乳酸菌是海水鱼类肠道中的常在菌群 ,但与在

陆生动物肠道中不同 ,乳酸菌一般不是海水鱼类肠

道中的优势菌群[15 ] ;因此 ,人们往往通过投喂乳酸

菌调控海水鱼类肠道的菌群 ,使之成为优势菌群 ,起

到益生效果。本试验通过投喂外源乳杆菌 ,成功地

诱导了乳杆菌在牙鲆消化道的定植 ,牙鲆消化道乳

酸菌较投喂前有了极显著的增加 ,这显示了 P15 作

为益生菌应用的良好前景。

弧菌广泛分布于海水环境、海产动物体表和肠

道中 ,一般认为是正常菌群 ,属条件致病菌。当水产

动物因环境条件不适应 ,或因外伤、营养不良、寄生

虫感染等导致机体抗病力下降时 ,极易诱发弧菌病。

本研究结果表明 ,投喂乳杆菌后消化道内乳酸菌数

量与弧菌数量呈负相关 ,乳酸菌数达到最高水平时

弧菌数量达到最低值 ,这预示乳酸菌在牙鲆体内定

植后可以有效抑制弧菌的生长。这也与 P15 在体

外对弧菌的抑制结果一致[8 ]。
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·科研简讯·

“畜禽重要生产性状优良基因诊断生物技术的引进”项目通过农业部验收

2004年 12月 ,李宁教授承担的“畜禽重要生产性状优良基因诊断生物技术的引进”项目通过农业部

“948”项目组织的验收。项目技术引进了 3100型遗传分析仪、基因芯片点样仪和扫描仪等仪器设备和目前

最先进的畜禽 DNA分子诊断仪 ,并以此为核心建立了基因组扫描和 DNA芯片分析 2个高通量的基因分析

平台 ; 定位了一批影响鸡重要经济性状的主效基因、构建了世界上第一张鸭遗传连锁图谱 ;完成了畜禽 3种

组织的 ESTs测定 ,为国际 ESTs库作出了 5 %的贡献 ,自主开发出国内第一张畜禽 cDNA芯片 ;发现了多个

可以应用于标记辅助选择的新基因 ,获得发明专利 2项 ,其中“影响猪高产仔数 FSHβ亚基基因”的发现获得

了美国专利 ,此 2项专利 2002年在 9个省市的 12个省级原种猪场推广 ,当年获经济效益 1 315177万元。

(科学技术处供稿)
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