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摘要     为探究饲料中添加枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)和酵母培养物对珍珠龙胆石斑鱼

(Epinephelus fuscoguttatus♀×E. lanceolatus♂)幼鱼生长、血清生化指标、抗氧化能力和抗病力的影响，

采用 2×3 双因子实验设计，在基础饲料中添加 0 (B0)、0.5% (B1)和 1.0% (B2)的枯草芽孢杆菌制剂，

同时在每个枯草芽孢杆菌水平添加 0 (Y0)、0.5% (Y1)和 1.0% (Y2)的酵母培养物，制作 9 组等氮、

等脂的实验饲料，饲喂初始体重为(23.41±0.47) g 珍珠龙胆石斑鱼幼鱼 56 d。结果显示，1)枯草芽孢

杆菌和酵母培养物的交互作用对幼鱼存活率(SR)和增重率(WGR)均无显著影响(P>0.05)，幼鱼 WGR
在 Y1B1 和 Y2B2 组处于较高水平，显著高于对照组和 Y2B2 组(P<0.05)。2)枯草芽孢杆菌和酵母培

养物的交互作用对血清谷草转氨酶(AST)和碱性磷酸酶(AKP)影响显著(P<0.05)，血清 ALT 和 AKP
活力在 Y1B1 和 Y1B2 组处于较低水平，且显著低于对照组和 Y2B2 组(P<0.05)。3)枯草芽孢杆菌和

酵母培养物的交互作用对肠道超氧化物歧化酶(SOD)活力和丙二醛(MDA)含量影响显著(P<0.05)。
肠道 SOD、过氧化氢酶(CAT)活力和总抗氧化能力(T-AOC)在 Y1B1 和 Y1B2 组处于较高水平，显

著高于对照组和 Y2B2 组(P<0.05)，而 MDA 含量同 SOD 活力呈相反的变化趋势(P<0.05)。4)枯草

芽孢杆菌和酵母培养物的交互作用对鳗弧菌(Vibrio anguillarum)攻毒后幼鱼累积存活率无显著影响

(P>0.05)。鳗弧菌攻毒后幼鱼累积存活率在 Y1B1 组最高，显著高于对照组(P<0.05)。 
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长期以来，人们多用抗生素来控制和预防水产疾

病的发生，但由于抗生素类药物易残留，污染环境，

破坏生态平衡，并能够通过食物链影响人类健康。同

时，随着无抗养殖目标的提出，抗生素的使用已被严

重限制。益生菌由于具有促进生长、提高饲料利用率、

抵御病原体和改善水质等自身优势，且安全性好，已

经被广泛应用于水产养殖中(Nayak, 2010)。其中，枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)被公认为是一种具有优

良作用的益生菌，能够在动物肠道内繁殖，分泌蛋白

酶、淀粉酶等多种酶类，并且性能稳定，在金头鲷

(Sparus aurata L.) (Cerezuela et al, 2013)、卡特拉鱼

(Catla catla) (Sangma et al, 2015) 、 凡 纳 滨 对 虾

(Litopenaeus vannamei) (Liu et al, 2010)等水产动物的

研究中均表明，其能够促进机体生长，增强免疫能力。 
酵母培养物(Yeast culture)主要含有酵母细胞本

身和细胞外代谢物，特别是其代谢物，能为消化道微

生物提供丰富的营养，如：肽、有机酸、寡糖(β-葡聚

糖及甘露寡糖)、氨基酸等(郁欢欢等，2015)，成为当

前 水 产 饲 料 中 使 用 较 为 广 泛 的 添 加 剂 。 在 团 头 鲂

(Megalobrama amblycephala) (李高锋, 2009)、异育银

鲫(Carassius auratus gibelio) (徐磊等, 2010)、罗氏沼

虾(Macrobrachium rosenbergii) (粟雄高等, 2012)等水

产动物的实验中均表明，酵母培养物不仅能促进生长

和胃肠道的消化与吸收，还能够增强机体的抗氧化能

力，提高抗病力。 
近 年 来 ， 随 着 珍 珠 龙 胆 石 斑 鱼 (Epinephelus 

fuscoguttatus♀×Epinephelus lanceolatus♂)养殖规模的不

断扩大，弧菌感染等病害问题成为影响石斑鱼养殖业

发展的主要问题。同时研究证实，水产动物原籍菌适

应宿主内环境能力强，更易于在动物体内增殖和定植，

作为微生态制剂效果更为显著(杨红玲等, 2012)。鉴于

此，本研究拟从健康珍珠龙胆石斑鱼肠道中分离出能较

好适应鱼体肠道环境、产酶能力强、可供饲用的芽孢

杆菌菌株，并进行保种发酵，探讨饲料中添加原籍芽

孢杆菌和酵母培养物对珍珠龙胆石斑鱼幼鱼生长、血

清生化指标、肠道抗氧化能力及抗弧菌感染能力的影

响，以期为珍珠龙胆石斑鱼生物饲料的研发奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  芽孢杆菌制剂的制备和饲料制作 

实验从健康珍珠龙胆石斑鱼肠道细菌中分离和

培养枯草芽孢杆菌菌种，进行发酵生产，制成枯草芽

孢杆菌制剂，作为饲料添加剂。实验方法参考贺国龙

等(2017)的方法，并稍作修改，步骤如下：无菌条件

下，取珍珠龙胆石斑鱼肠道，置于离心管中，将其剪

碎匀浆，制成原液，将原液置于 70℃恒温水浴锅中

水浴 30 min，之后将高温处理后的原液按照 1∶10 稀释

后，涂布于琼脂培养皿上，然后 37℃培养 24 h。之后

挑选琼脂培养皿上单个灰白色、菌落边缘不规则、不整

齐、表面粗糙而干燥的菌落进行纯化培养，并制作成斜

面后做进一步鉴定。将斜面保存的菌种进行 16S rDNA
菌种鉴定，同时参考东秀珠等(2001)的方法进行生理

生化鉴定，采用平板透明圈法，进行菌株产酶能力分

析，筛选出产酶能力强的枯草芽孢杆菌菌株， 后将

筛选的枯草芽孢杆菌菌株经发酵、干燥、混合，制成

干菌粉(活菌数 2.0×109 CFU/g)，玉米淀粉作为载体。 
以鱼粉、酪蛋白和发酵豆粕为主要蛋白质源，鱼

油和大豆卵磷脂为主要脂肪源，配制粗蛋白质含量

52%，粗脂肪含量11%的基础饲料。采用2×3双因子实

验设计，分别在基础饲料中添加0 (B0)、0.5% (B1)和
1.0% (B2)的枯草芽孢杆菌制剂，同时在每个枯草芽孢

杆菌水平添加0 (Y0)、0.5% (Y1)和1.0% (Y2)的酵母培

养物(徐州赛博生物科技有限公司提供)，共制成9组等

氮、等脂的实验饲料，分别记为：Y0B0 (0)、Y0B1 
(4.15×106 CFU/g)、Y0B2 (8.04×106 CFU/g)、Y1B0 (0)、
Y1B1 (4.03×106 CFU/g)、Y1B2 (7.95×106 CFU/g)、
Y2B0 (0)、Y2B1 (3.89×106 CFU/g)和 Y2B2 (8.24×  
106 CFU/g)，Y0B0组为对照组，饲料配方及营养成分

见表1。制作饲料时，先将所有原料粉碎后过80目标

准筛，按配比称重后混匀，加入鱼油与干粉充分混匀

之后，加入适量的蒸馏水混合均匀， 后用小型颗粒

饲 料 挤 压 机 制 成 2 种 型 号 ( 直 径 分 别 为 2.5 mm 和   
3.5 mm)的饲料颗粒，60℃烘干，饲料袋包装后，置

于通风干燥处储存备用。 

1.2  实验用鱼及实验管理 

养殖实验在山东省海洋资源与环境研究院东营

实验基地循环水养殖系统中进行，实验用鱼为该基地

当年繁育的同一批珍珠龙胆石斑鱼幼鱼，实验周期为

56 d。养殖实验开始之前，先用对照组饲料暂养 15 d，

使其充分适应养殖环境。正式实验前，将实验鱼饥饿

24 h，挑选大小均匀、体色健康的珍珠龙胆石斑鱼幼

鱼[平均体重为(23.41±0.47) g]，随机放养于 18 个养殖

桶(70 cm×80 cm)中，每个桶内放 30 尾幼鱼，每个实

验组 3 个重复。养殖期间，每天在 08:30 和 16:30 饱

食投喂 2 次，投喂 30 min 后吸出残饵，并记录残饵

数量。水温控制在(28±1)℃，溶氧>6.3 mg/L，盐度为

23.5~26.5，pH 为 7.5~8.0，氨氮和亚硝酸氮含量均

<0.1 mg/L。 
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表 1  实验饲料配方及营养成分(干物质, %) 
Tab.1  Formulation and proximate composition of experimental diets (Dry matter, %) 

组别 Groups 原料 
Ingredients Y0B0 Y0B1 Y0B2 Y1B0 Y1B1 Y1B2 Y2B0 Y2B1 Y2B2 

鱼粉 Fish meal 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00
发酵豆粕 
Fermented soybean meal 

18.00 18.00 18.00 18.00 18.00 18.00 18.00 18.00 18.00

酪蛋白 Casein 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00
维生素预混料 
Vitamin premix1 

1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

矿物质预混料 
Mineral premix2 

1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

大豆卵磷脂 Soy lecithin 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
鱼油 Fish oil 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00 8.00
其他成分 
Other composition 

37.00 36.50 36.00 36.50 36.00 35.50 36.00 35.50 35.00

枯草芽孢杆菌 
B. subtilis 

0.00 0.50 1.00 0.00 0.50 1.00 0.00 0.50 1.00

酵母培养物 Yeast culture 0.00 0.00 0.00 0.50 0.50 0.50 1.00 1.00 1.00
总计 Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
成分分析 Proximate analysis 

粗蛋白 Crude protein  52.03 52.15 52.57 52.23 52.52 52.73 52.48 52.81 52.95
粗脂肪 Crude lipid  11.38 11.45 11.56 11.47 11.74 11.88 11.60 11.72 11.86
粗灰分 Crude ash 9.02 9.30 9.45 9.16 9.34 9.18 9.12 9.45 9.61

 注：1. 维生素混合料(mg/kg or IU/kg 饲料)：维生素 A，7500.0 IU；维生素 D，1500.0 IU；维生素 E，60.0 mg；维生

素 K3，18.0 mg；维生素 B1，12.0 mg；维生素 B2，12.0 mg；维生素 B12，0.1 mg；泛酸，48.0 mg；烟酰胺：90.0 mg；叶

酸，3.7 mg；D-生物素：0.2 mg；肌醇，60.0 mg；维生素 C，310.0 mg 
2. 矿物质混合料(mg/kg 饲料)：锌，35.0 mg；锰，21.0 mg；铜，8.3 mg；铁，23.0 mg；钴，1.2 mg；碘，1.0 mg；硒，

0.3 mg 
Note: 1. Vitamin premix (mg/kg or IU/kg diet): vitamin A 7500.0 IU, vitamin D 1500.0 IU, vitamin E 60.0 mg, vitamin 

K3 18.0 mg, vitamin B1 12.0 mg, vitamin B2 12.0 mg, vitamin B12 0.1 mg, pantothenate acid 48.0 mg, nicotinamide 90 mg, folic 
acid 3.7 mg, D-biotin 0.2 mg, inositolum 60.0 mg, vitamin C 310.0 mg 

2. Mineral premix (mg/kg diet): Zn 35.0 mg, Mn 21.0 mg, Cu 8.3 mg, Fe 23.0 mg, Co 1.2 mg, I 1.0 mg, Se 0.3 mg 
 

1.3  样品收集 

养殖实验结束后，将实验鱼饥饿 24 h，从每个养

殖桶内随机取 5 尾鱼进行解剖，分离出肠道组织，放

入离心管中后迅速转移到液氮中速冻。之后再从每个

养殖桶中随机取 5 尾鱼，用无菌注射器，采用尾部静

脉取血法进行取血，取出血液 4℃静置 4 h，3000 r/min
离心 10 min，小心将血清吸出后，之后迅速放入液氮

中。样品运回实验室后，转移到–80℃超低温冰箱中

保存，用于后期实验分析。 

1.4  测定指标与方法 

1.4.1  生长指标 
存活率(Survival rate, SR，%)=100×终末尾数/初

始尾数； 
增重率(Weight gain rate, WGR，%)=100×(终末体

重–初始体重)/初始体重 
1.4.2  血清生化指标    血清中的生化指标均采用日

立自动生化分析仪(7020 型，Hitachi，日本)测定，测

定指标主要包括：谷丙转氨酶(Cereal third transaminase, 
ALT)、谷草转氨酶(Aspartate transaminase, AST)、碱性

磷酸酶(Alkaline phosphatase, AKP)、白蛋白(Albumin, 
ALB)。 
1.4.3  肠道抗氧化指标     肠道超氧化物歧化酶

(Superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶(Catalase, 
CAT)、丙二醛(Malondialdehyde, MDA)以及总抗氧化

能力(Total antioxidant capacity, T-AOC)均采用南京建

成生物工程研究所试剂盒测定，酶活定义及具体测定

步骤参照试剂盒说明。 
1.4.4  人工攻毒实验    用本实验室保存并经过鉴

定的鳗弧菌(Vibrio anguillarum)菌株进行攻毒实验。
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预实验确定半致死浓度，参照马爱军等(2014)方法略

有修改。实验结束后，从每个养殖桶中取 8 尾鱼进行

攻毒试验，腹腔注射半致死浓度(5×108 CFU/ml)菌液，

按照 50 g 体重腹腔注射 50 μl 生理盐水悬浮的鳗弧菌

菌液，分别记录注射后 1、24、48、72 和 96 h 的死

亡情况，并及时捞出死鱼，计算累积存活率。 

1.5  数据统计分析 

采用 SPSS 19.0 软件进行单因素方差分析(One- 
way ANOVA)，用平均值±标准误(Mean±SE)来表示所

得实验数据，另外用 Tukey’s 检验方法对实验数据进

行多重比较，当 P<0.05 时，表示具有显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼生长的影响 

由表 2 可知，幼鱼 SR 介于 91.11%~98.89%，不

同实验组间无显著差异(P>0.05)，枯草芽孢杆菌和酵

母培养物对幼鱼存活率的影响没表现出显著的交互

作用(P>0.05)。在每个酵母培养物添加水平，饲料中

添加枯草芽孢杆菌后，幼鱼 WGR 显著高于未添加组

(P<0.05)，且在添加组间无显著差异(P>0.05)。在每

个枯草芽孢杆菌添加水平，随着饲料中酵母培养物 
添加量的增加，幼鱼 WGR 先升高后降低，在 0.5%
添加组幼鱼的 WGR 高，显著高于未添加组和 1.0% 

添加组(P<0.05)。实验结果显示，幼鱼 WGR 在 Y1B1
和 Y2B2 组处于较高水平，显著高于对照组和 Y2B2
组(P<0.05)，而枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼

WGR 没有表现出显著的交互作用(P>0.05)。 

2.2  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼血清生化指

标的影响 

由表 3 可知，在每个酵母培养物添加水平，随着

饲料中枯草芽孢杆菌添加量的增加，幼鱼血清 ALT
活力先降低后升高(P<0.05)，且在添加组间无显著性

差异(P>0.05)。在每个枯草芽孢杆菌水平，饲料中添

加酵母培养物，幼鱼血清 ALT 活力也呈先降低后升

高趋势，但是仅在枯草芽孢杆菌为 1.0%水平时，不

同实验组血清 ALT 活力有显著性差异(P<0.05)。枯草

芽孢杆菌和酵母培养物对血清中 ALT 活力没有表现

出显著的交互作用(P>0.05)。血清 ALT 活力在 Y1B1
实验组达到 低值，显著低于对照组和 Y2B2 组

(P<0.05)。幼鱼血清 AST 活力呈现同 ALT 相似的变

化趋势，但枯草芽孢杆菌和酵母培养物对血清中 AST
活力的影响表现出显著的交互作用(P<0.05)。 

枯草芽孢杆菌和酵母培养物对血清 AKP 活力的

影响没表现出显著的交互作用(P>0.05)，血清 AKP 活

力在 Y1B1 实验组达到 低值，显著低于对照组和

Y2B2 组(P<0.05)。同时，实验结果显示，幼鱼血清

ALB 含量在不同实验组均无显著性差异(P>0.05)。 
 

表 2  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼生长指标的影响 
Tab.2  Effects of dietary B. subtilis and yeast culture on the growth indices of juveniles 

项目 
Items 

枯草芽孢杆菌 
B. subtilis (%) 

酵母培养物 
Yeast culture(%)

初始体重 
IBW(g) 

终末体重 
FBW(g) 

存活率 
SR(%) 

增重率 
WGR(%) 

Y0B0 0.0 0.0 23.42±0.09 77.85±0.49e 94.44±2.94 232.38±1.35e 

Y0B1 0.5 0.0 23.38±0.14 80.60±0.24cd 93.33±3.85 244.77±1.40c 

Y0B2 1.0 0.0 23.38±0.03 79.48±0.55cde 98.89±1.11 239.97±2.56cde

Y1B0 0.0 0.5 23.46±0.03 80.00±0.50cd 92.22±1.11 241.07±1.83cd 

Y1B1 0.5 0.5 23.41±0.09 83.15±0.06a 95.55±2.22 255.18±1.44a 

Y1B2 1.0 0.5 23.43±0.05 83.08±0.45ab 95.55±2.22 254.54±2.13ab 

Y2B0 0.0 1.0 23.46±0.09 78.58±0.63de 91.11±2.22 234.99±1.44de 

Y2B1 0.5 1.0 23.38±0.08 81.07±0.20bc 94.45±2.22 246.76±0.60bc 

Y2B2 1.0 1.0 23.40±0.07 79.87±0.21cde 94.45±2.22 241.30±0.11cd 

方差分析(P 值) ANOVA (P-value) 

枯草芽孢杆菌 B. subtilis (%)    0.189 0.000 

酵母培养 Yeast culture (%)    0.530 0.000 

交互作用 Interaction    0.727 0.242 

注：表中同列肩标相同小写字母或无字母表示差异不显著(P>0.05)，不同小写字母表示差异显著(P<0.05)，下表同 
Note: In the same row, values with same small letter superscripts or no letter superscripts mean no significant differences 

(P>0.05), different small letter superscripts mean significant differences (P>0.05), the same as the following 
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表 3  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼血清生化指标的影响 
Tab.3  Effects of dietary B. subtilis and yeast culture on the serum biochemical indices of juveniles 

项目 
Items 

枯草芽孢杆菌 
B. subtilis (%) 

酵母培养物 
Yeast culture (%)

谷丙转氨酶 
ALT (U/L) 

谷草转氨酶 
AST (U/L) 

白蛋白 
ALB (g/L) 

碱性磷酸酶 
AKP (U/L) 

Y0B0 0.0 0.0 234.50±1.86a 46.44±0.65a 7.55±0.03 108.11±1.67a 

Y0B1 0.5 0.0 219.12±0.92cd 42.42±0.53cd 7.47±0.09 93.55±0.39cde 

Y0B2 1.0 0.0 223.90±2.72bcd 42.59±0.41bcd 7.63±0.15 95.37±0.74bcd

Y1B0 0.0 0.5 227.47±2.22abc 45.09±0.39ab 7.57±0.12 99.71±0.88b 

Y1B1 0.5 0.5 214.80±2.47d 38.82±0.75e 7.57±0.15 87.85±1.14f 

Y1B2 1.0 0.5 216.00±2.08d 39.34±0.49e 7.57±0.09 90.31±0.72ef 

Y2B0 0.0 1.0 232.20±1.60ab 46.62±0.65a 7.57±0.12 104.43±1.15a 

Y2B1 0.5 1.0 218.37±1.56cd 40.98±0.47de 7.43±0.18 91.88±0.60def 

Y2B2 1.0 1.0 226.71±2.34abc 44.20±0.32abc 7.53±0.09 97.10±0.44bc 

方差分析(P 值) ANOVA (P-value) 

枯草芽孢杆菌 B. subtilis (%)  0.000 0.000 0.626 0.000 

酵母培养物 Yeast culture (%)  0.001 0.000 0.840 0.000 

交互作用 Interaction  0.434 0.017 0.947 0.090 

 
2.3  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼肠道抗氧化

能力的影响 

表4显示，枯草芽孢杆菌和酵母培养物对肠道

SOD活力的影响，表现出显著交互作用(P<0.05)。在

每个酵母培养物水平，饲料中添加枯草芽孢杆菌提高

了幼鱼肠道SOD活力，在0.5%枯草芽孢杆菌实验组肠

道SOD活力 高，显著高于未添加组(P<0.05)。当枯 

草芽孢杆菌添加水平为0.5%和1.0%时，饲料中添加

0.5%酵母培养物能够显著提高肠道SOD活力(P<0.05)。
肠道SOD活力在Y1B1组达到 高值，显著高于对照

组和Y2B2组(P<0.05)。饲料中添加枯草芽孢杆菌和酵

母培养物，对幼鱼肠道CAT和T-AOC影响同SOD具有

相似的变化趋势(P<0.05)，而枯草芽孢杆菌和酵母培

养物对肠道CAT活力和T-AOC的影响无显著交互作

用(P>0.05)。 
 

表 4  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼肠道抗氧化能力的影响 
Tab.4  Effects of dietary B. subtilis and yeast culture on the antioxidant capacity in intestine of juveniles 

项目 
Items 

枯草芽孢杆菌 
B. subtilis (%) 

酵母培养物
Yeast culture(%)

超氧化物歧化酶
SOD (U/mg prot)

总抗氧化能力
T-AOC    

(U/mg prot) 

过氧化氢酶 CAT 
(U/mg prot) 

丙二醛 MDA 
(nmol/mg prot)

Y0B0 0.0 0.0 51.95±0.89e 0.43±0.01c 12.31±0.48d 6.21±0.09a 

Y0B1 0.5 0.0 57.10±0.98bcd 0.46±0.01bc 14.34±0.63bcd 6.12±0.15a 

Y0B2 1.0 0.0 53.40±0.44de 0.43±0.02c 12.71±0.59d 6.05±0.05a 

Y1B0 0.0 0.5 52.58±1.25e 0.45±0.02bc 13.92±0.40cd 6.18±0.12a 

Y1B1 0.5 0.5 61.85±0.95a 0.52±0.01a 17.41±0.46a 4.63±0.09b 

Y1B2 1.0 0.5 60.91±1.03ab 0.51±0.01ab 16.39±0.48abc 4.50±0.04b 

Y2B0 0.0 1.0 53.39±0.79de 0.42±0.01c 12.58±0.65d 6.23±0.18a 

Y2B1 0.5 1.0 59.94±0.49abc 0.47±0.01ab 17.09±0.86ab 4.89±0.01b 

Y2B2 1.0 1.0 55.57±0.89cde 0.44±0.01c 14.05±0.35cd 6.47±0.13a 

方差分析(P 值) ANOVA (P-value) 

枯草芽孢杆菌 B. subtilis (%)  0.000 0.000 0.000 0.000 

酵母培养物 Yeast culture (%)  0.000 0.000 0.000 0.000 

交互作用 Interaction  0.010 0.292 0.148 0.000 
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当酵母培养物水平为 0.5%时，饲料中添加枯草

芽孢杆菌显著降低了肠道 MDA 含量(P<0.05)；而当

酵母培养物水平为 1.0%时，0.5%枯草芽孢杆菌添加

组幼鱼肠道 MDA 含量显著低于未添加组和 1.0%水

平组(P<0.05)，未添加组和 1.0%水平组无显著性差异

(P<0.05)。肠道 MDA 含量在 Y1B2 组达到 低值。

枯草芽孢杆菌和酵母培养物对肠道 MDA 含量的影响

表现出显著交互作用(P<0.05)。 

2.4  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对鳗弧菌攻毒后幼

鱼累积存活率的影响 

表 5 显示，在每个酵母培养物水平，饲料中添

加 枯 草 芽 孢 杆 菌 提 高 了 鳗 弧 菌 攻 毒 后 幼 鱼 的 存活

率，在枯草芽孢杆菌水平为 0.5%时，累积存活率显

著高于未添加组(P<0.05)。在每个枯草芽孢杆菌水

平，饲料中添加酵母培养物的幼鱼累积存活率有一

定增加，但各处理组间无显著性影响(P>0.05)。鳗弧

菌攻毒后珍珠龙胆石斑鱼幼鱼累积存活率在 Y1B1
组 高，显著高于对照组(P<0.05)。枯草芽孢杆菌和

酵母培养物对幼鱼累积存活率的影响没有显著的交

互作用(P>0.05)。 
 

表5  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对鳗弧菌 
攻毒后幼鱼累积存活率的影响 

Tab.5  Effects of dietary B. subtilis and yeast  
culture on the cumulative survival rate of juveniles 

challenged with V. anguillarum 

项目 
Items 

枯草芽孢 
杆菌 

B. subtilis (%) 

酵母培养物 
Yeast  

culture (%) 

累积存活率 
Cumulative 

survival rate (%)
Y0B0 0.0 0.0 10.00±5.77c 

Y0B1 0.5 0.0 36.67±3.33ab 

Y0B2 1.0 0.0 23.33±3.33bc 

Y1B0 0.0 0.5 16.67±3.33c 

Y1B1 0.5 0.5 43.33±3.33a 

Y1B2 1.0 0.5 40.00±5.77ab 

Y2B0 0.0 1.0 16.67±3.33c 

Y2B1 0.5 1.0 36.67±3.33ab 

Y2B2 1.0 1.0 26.67±3.33abc

方差分析(P 值) ANOVA (P-value) 
枯草芽孢杆菌 B. subtilis (%)  0.000 
酵母培养物 Yeast culture (%)  0.021 
交互作用 Interaction  0.472 

3  讨论 

3.1  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼生长的影响 

研究结果显示，当饲料中添加0.5%酵母培养物、

0.5%或1.0%枯草芽孢杆菌时，珍珠龙胆石斑鱼幼鱼能

够获得较高的WGR，表明饲料中添加适宜水平的酵

母培养物和枯草芽孢杆菌，能对鱼体生长产生显著地

促进作用。Liu等(2012)在斜带石斑鱼、刘晓勇等(2011)
在杂交鲟 (Acipenser baeri♂×Acipenser schrenkii♀) 、  
朱学芝等(2007)在凡纳滨对虾的研究中均表明，适量 
枯草芽孢杆菌能够提高鱼体的生长性能。另外，何远

法等(2016)研究证实，饲料中添加 0.30%~0.50%酵母

培养物能够显著提高凡纳滨对虾的 WGR；姚世彬等

(2014)在草鱼(Ctenopharyngodon idellus)研 究 中 也 表

明，酵母培养物在促进鱼体生长方面具有积极作用。

产生这一结果的原因可能是，酵母培养物中含有丰富

的氨基酸、葡萄糖、维生素、有机酸等营养物质以及

一些未知促生长因子，可以为肠道内微生物菌群的生

长和代谢提供营养物质，促进有益菌群的代谢和活

力，抑制大肠杆菌等有害菌的繁殖，从而优化肠道微

生物结构，增强了机体健康水平(郁欢欢等, 2015)。
再加上本实验添加的是原籍枯草芽孢杆菌，在酵母培

养物的基础上，能够更好地在肠道内定植和繁殖，这

也就暗示二者在功能上可能形成相互协同的作用，从

而能对幼鱼的生长产生积极效应。 
然而，本实验结果也显示，当二者添加量较高

(1.0%和 1.0%)时，幼鱼 WGR 会受到抑制，这可能是

由于高剂量添加容易引起肠道微生态系统失衡，肠道

黏膜遭到破坏，导致机体的免疫能力下降，进而影响

了幼鱼的生长(何远法等, 2016)。其相关原因在讨论

中将作进一步论述。 

3.2  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼血清生化指

标的影响 

研究表明，枯草芽孢杆菌对水产动物免疫机能具

有 明 显 促 进 效 果 。 程 远 等 (2014) 在 饲 料 中 添 加

0.12%~0.18%，即 2.82×1010~4.23×1010 CFU/kg 的枯草

芽孢杆菌时，吉富罗非鱼(Oreochromis niloticus)血清

AST、ALT 和 AKP 活力均有不同程度的下降，机体免

疫功能得到显著提高；董春光等(2015)报道，饲料中适

量的枯草芽孢杆菌能够显著增强刺参 (Apostichopus 
japonicus)的非特异性免疫酶(SOD、AKP、CAT)活力，

提高刺参的非特异性免疫能力。本研究中，在每个酵

母培养物水平上，各实验组血清 AST、ALT 和 AKP
活力均在枯草芽孢杆菌添加量为 0.5%时 低，且显

著低于未添加组(P<0.05)。这同上述研究结果一致，

说明饲料中适量的枯草芽孢杆菌能够对肝脏起到一

定的保护作用，增强机体免疫功能。产生这一结果的

原因可能是，添加进饲料中的原籍枯草芽孢杆菌进入
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肠道中，更易在肠道内定植并迅速繁殖，从而能够在

肠道内竞争性抑制其他有害菌的生存，改善肠道微生

态结构，从而能够间接增强机体的免疫功能(惠明等, 
2008)。 

研究报道，在饲料中添加适宜的酵母培养物能够

维持异育银鲫血清 AST 和 ALT 活力水平，有益于鱼

体正常肝功能运转(康学会等, 2017)；同时，何远法

等(2016)在凡纳滨对虾的研究中表明，饲料中添加

0.30%~0.50%酵母培养物，能够显著影响血清中溶菌

酶、酚氧化酶和碱性磷酸酶活力，显著提高凡纳滨对

虾的非特异性免疫力。本研究结果也表明，饲料中添

加 0.5%酵母培养物能够显著降低血清 AST、ALT 和

AKP 活力，提高机体非特异性免疫能力。另外，本

研究还发现，当酵母培养物添加量为 1.0%时，幼鱼

血清中免疫指标活力受到了抑制，显著低于 0.5%添

加组。这同在凡纳滨对虾的研究结果类似，当酵母培

养物的添加量超过一定量时，凡纳滨对虾免疫能力并

不能得到进一步的改善，而是产生了一定的负面影响

(何远法等, 2016)。这可能是酵母培养物中含有非淀

粉多糖的原因导致的，非淀粉多糖具有抗营养的作

用，随着添加量的增加，饲料中非淀粉多糖含量也随

之增高，从而影响了鱼体对饲料中营养成分的吸收，

导致维持体内的营养素减少(邱燕, 2010)，进而可能

导致机体免疫能力降低，但其具体原因有待于进一步

研究。 
根据分析，本研究中枯草芽孢杆菌和酵母培养物

在血清 AST 和 AKP 上表现出显著的交互作用(P< 
0.05)。 研 究结 果 表 明 ，当 饲 料 中 枯草 芽 孢 杆 菌为

0.5%、酵母培养物为 0.5%或 1.0%时，与对照组相比，

幼鱼血清中 AST、ALT 和 AKP 活力均处于较低水平，

表现出较高的免疫能力，同时在这一添加量下，幼鱼

WGR 也处于较高水平。这也说明适宜水平的枯草芽

孢杆菌同酵母培养物存在协同作用，能够在一定程度

上维持血清中免疫指标的活力，提高鱼体的免疫能力

和生长性能。 

3.3  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼抗氧化能力

的影响 

机体抗氧化能力的强弱与机体健康程度存在密

切的关系，SOD、CAT 和 T-AOC 是体内关键性的抗

氧化酶。其中，SOD 能够清除超氧阴离子自由基，

保护细胞免受损伤，T-AOC 可以反映机体对外来刺

激的代偿能力以及机体自由基代谢的状态(张滕闲等, 
2017; 刘玲等, 2018)。在斜带石斑鱼的实验中发现，

投 喂 添 加 枯 草 芽 孢 杆 菌 饲 料 能 够 显 著 提 高 血 清 中

SOD、CAT 的活力(Liu et al, 2012)；刘晓勇等(2011)
在饲料中添加 0.25%枯草芽孢杆菌，杂交鲟血清中

SOD 活力和 T-AOC 水平得到显著提高。另外在黑鲷

(Acanthopagrus schlegelii)幼鱼(李盈锋等, 2014)、海参

(Fan et al, 2013)等研究中均证实，枯草芽孢杆菌对水

产动物抗氧化能力具有一定的增强作用。本研究结果

表明，当饲料中添加 0.5%枯草芽孢杆菌时，能够显

著提高幼鱼肠道 SOD、CAT 活力和 T-AOC 水平，同

时能有效降低肠道 MDA 含量，这可能是因为当枯草

芽孢杆菌随饲料进入鱼体后，可通过自身分泌抗氧化

酶或作为激活剂促进机体抗氧化酶分泌，从而增强了

鱼体清除自由基的能力和降低脂质过氧化程度，提高

了幼鱼的抗氧化能力，这同上述研究结果类似。 
本研究表明，在添加枯草芽孢杆菌的基础上，添

加 0.5%的酵母培养物能够显著提高 SOD、CAT 活力

和 T-AOC 水平，增强机体抗氧化能力，同时能够降

低 MDA 含量。这可能与酵母培养物中含有 β-葡聚糖

和甘露寡糖(MOS)等有关，研究表明，二者在提高机

体 的 抗 氧 化 能 力 和 抗 病 力 方 面 均 能 显 著 作 用

(Meshram et al, 2015)。β-葡聚糖能够激活机体先天性

免疫和获得性免疫过程，能够直接结合并激活巨噬细

胞、中性粒细胞等白细胞，提高集体的免疫能力(Herre 
et al, 2004)；MOS 能够显著提高水产动物溶菌酶活

力、头肾细胞吞噬活性及促进前列腺素的分泌等，进

而 增 强 机 体 的 非 特 异 性 免 疫 能 力 (Staykov et al, 
2007)。徐磊等(2010)在异育银鲫、姚世彬等(2014)在
草鱼等的研究中均表明，酵母培养物在增强机体抗氧

化能力，提高非特异性免疫方面具有积极的作用。 
本研究结果显示，幼鱼肠道 SOD 活力和 MDA

含量受枯草芽孢杆菌和酵母培养物的交互作用影响

显著，当酵母培养物为 0.5%，枯草芽孢杆菌为 0.5%
和 1.0%时，SOD 活力处于较高水平，显著高于对照

组与 Y2B2 组，MDA 含量显著低于对照组与 Y2B2
组。这表明饲料中适宜的枯草芽孢杆菌和酵母培养物

配比能够在提高珍珠龙胆石斑鱼幼鱼抗氧化水平，增

强机体免疫能力方面具有一定的协同作用。 

3.4  枯草芽孢杆菌和酵母培养物对幼鱼抗病力的影响 

众多报道已证实，枯草芽孢杆菌和酵母培养物能

够显著改善水产动物的抗病力。研究表明，当饲料中

添加适量枯草芽孢杆菌时，斑节对虾对哈维氏弧菌

(Vibrio harveyi)的抗感染能力增强 (Sirirat et al , 
2000)，凡纳滨对虾对溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)
的抗感染能力增强(粟雄高等, 2012)。同时，在条纹

鲈(Morone saxatilis) (Li et al, 2004)、尼罗非鱼 
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(Mohsen et al, 2008)等研究中均也表明，枯草芽孢杆

菌能够降低攻毒后水产动物的累积死亡率。另外，  
张琴(2010)报道，刺参摄食含有酵母培养物的饲料后，

可以显著降低其感染弧菌后的累积死亡率，提高抗病

力；同时，在牙鲆(Paralichthys olivaceus)(温俊, 2007)
和凡纳滨对虾(Burgents et al, 2004)中的实验中也表

明，酵母培养物能够提高二者在弧菌感染后的成活

率。本研究中，饲料中添加枯草芽孢杆菌和酵母培养

物，均能够提高鳗弧菌攻毒后珍珠龙胆石斑鱼幼鱼的

存活率，这也同上述众多研究结果一致，再次证实了

枯草芽孢杆菌和酵母培养物能够提高鱼体的抗病力。

这可能是因为枯草芽孢杆菌和酵母培养物能够调节

肠道内微生态平衡，对入侵微生物及病害具有很强的

拮抗作用，发挥出一定的免疫活性作用，来刺激体内

免疫系统的发育，进而对机体抗氧化能力具有提高作

用(曹海鹏, 2013)。 
另外，本研究还发现，枯草芽孢杆菌和酵母培养

物虽然在攻毒后幼鱼存活率上没有显著地交互作用，

但是当酵母培养物为 0.5%，枯草芽孢杆菌为 0.5%或

1.0%时，幼鱼存活率显著高于对照组和 Y2B2 组，这

说明在适当的添加量下，二者功能上可能存在一定的

协同作用，共同提高机体免疫能力和抗病力，这一观

点在上述幼鱼生长、血清免疫指标及肠道抗氧化能力

上也得到了类似的论述。 

4  结论 

综上所述，当饲料中添加适量的枯草芽孢杆菌

(0.5%或 1.0%)和酵母培养物(0.5%)时，能够提高幼鱼

WGR 和血清中部分免疫指标的活力，增强机体抗氧

化能力和降低鳗弧菌感染后幼鱼的死亡率，提高鱼体

的抗病力。同时也表明，枯草芽孢杆菌和酵母培养物

在提高幼鱼非特异性免疫方面可能存在一定的协同

作用。 
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Effects of Dietary Bacillus subtilis and Yeast Culture on Growth, Serum 
Biochemical Indices and Antioxidant Capacity of Juvenile Hybrid  

Grouper (Epinephelus fuscoguttatus♀ × E. lanceolatus♂) 
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Abstract    A 2×3 two-factorial experiment was designed to investigate the effects of dietary 
administration of Bacillus subtilis and yeast culture on growth, serum biochemical indices, antioxidant 
capacity, and disease resistance of juvenile hybrid grouper (Epinephelus fuscoguttatus♀×E. lanceolatus♂) 
[initial weight: (23.41±0.47) g]. Nine isonitrogenous and isoenergetic diets were formulated with three 
levels of B. subtilis [0 (control), 0.5%, and 1.0%], and each B. subtilis level was formulated with three 
yeast culture levels [0 (control), 0.5%, and 1.0%]. Juvenile hybrid groupers were fed for 8 weeks. The 
results showed that the interaction between B. subtilis and yeast culture had no significant effects on the 
survival (SR) and weight gain rate (WGR) of grouper (P>0.05). The WGR of Y1B1 and Y1B2 groups was 
significantly higher than that of the control and Y2B2 groups (P<0.05).The interaction between B. subtilis 
and yeast culture had a significant effect on the aspartate aminotransferase (AST) and alkaline 
phosphatase (AKP) in the serum of grouper (P<0.05); the AST and AKP activities in the serum of Y1B1 
and Y1B2 groups were significantly lower than those in the control and Y2B2 groups (P<0.05). The 
interaction between B. subtilis and yeast culture had a significant effect on the superoxide dismutase 
(SOD) and malondialdehyde (MDA) levels in the intestinal tract of grouper (P<0.05), but no significant 
interaction with catalase (CAT) or total antioxidant capacity (T-AOC) in the intestinal tract (P>0.05). The 
activities of SOD, CAT, and T-AOC in the intestinal tract of the Y1B1 and Y1B2 groups were 
significantly higher than those in the control and Y2B2 groups (P<0.05), but the MDA content in the 
intestinal tract showed an opposite trend to SOD (P<0.05). There was no interaction between the effects 
of dietary B. subtilis and yeast culture on the cumulative survival rate of juveniles challenged with Vibrio 
anguillarum (P>0.05). The highest value of cumulative survival rate of juveniles was found in the Y1B1 
group, which was significantly higher than that in the control group (P<0.05). In conclusion, 
supplementation of 0.5% or 1.0% B. subtilis and 0.5% yeast culture in diets could promote WGR, 
antioxidant capacity, and disease resistance in juvenile hybrid grouper. 
Key words    Epinephelus fuscoguttatus♀×E. lanceolatus♂; Bacillus subtilis; Yeast culture; Growth; 
Antioxidant capacity; Disease resistance 
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