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摘 要 应用平板稀释涂布培养计数法和荧光显微镜计数法，对秋、冬季(2008年 9月～2009年 2 

月)刺参养殖池塘水体中的浮游细菌数量变化规律进行了分析。结果表明，吖啶橙染色直接计数法 

(AODC)测得细菌总数的变化范围是 1．0 x 10 ～2．1×1O 个／ml，活菌直接计数法(DVC)测得 活菌 

总数的变化范围是4．0×10 ～5．7×1O 个／ml。异养细菌平板计数法(HPC)测得异养细菌数量为 

0．6×10。～1．7×10 CFU／m1。TCBS平板培养的弧茵数量在 6．6x10。CFU／ml以下。从 时间分布 

看，刺参养殖池塘水体中浮游细菌数量最高值出现在 1O月份，最低值出现在 1月份，秋季细菌数量显 

著高于冬季(P<0．01)。从 空间分布看，水体底层细菌数量显著 高于表层 (P<0．05)。利用 

SPSS13．0软件对所得到的数据进行统计分析表明，同一样品不同计数方法获得的细菌总数数值之间 

存在显著的相关性(P<0．01)。 
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ABSTRACT The spatial and temporal variations of p1anktobacteria quantity in Apostichopus 

japonicus culture ponds during autumn and winter(from September，2008 to Februray，2009) 

were investigated by plate culture and fluorescence microscope techniques．The total number of 
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(DVC)ranged in 1．0×10 ～ 2．1×10 cell／ml and 4．0×10 ～ 5．7×10 cell／ml，respectively． 

The amount of heterotrophic bacteria detected by heterotrophic plate count(HPC)ranged from 

0．6×10 0 to 1．66×l0 CFU／m1．The amount of V／brio was below 6．6×lO。CFU／ml using TCBS 

selective medium cultivation．The number of D1anktobacteria varied in different season，which 

reached the maximum in 0ctober and the minimum in January．The number of bacteria in the 

ponds was significantly higher in autumn than in winter(P~ 0．01)．The total number of bacteria 

in different water layers was determined．The results showed that the total number of bacteria in 

the bottom water was significantly higher than that in the surface water(P< 0．05)．There was 

significant correlation(Pd0．01)between data deduced by using different bacterial count methods． 

KEY W oRDS A postichopus aponicus Planktobacteria AODC DVC HPC 

刺参 Apostichopus japonicus属于棘皮动物门 Echinodermata、海参纲 Holothu roidea，具有较高的营养价 

值(樊绘曾 2001)。2006年全国海参苗种年生产能力达217．68多亿头，增养殖面积约 84 200 hm ，年产量 10 

万 t(农业部渔业局 2007)，取得了显著的经济效益和社会效益。随着刺参养殖规模的不断增加，各种病害接 

踵而至，严重制约了该产业的健康和持续发展(张春云等 2006)。 

养殖水体是水生生物赖以生存的环境，水环境中的细菌组成和数量直接影响着养殖水质、养殖生物生长、 

疾病发生和产量等。因此，研究刺参栖息水环境中细菌数量变化对于健康养殖和疾病防治尤为重要(姜 北等 

2008)。迄今 尚未见刺参池塘养殖水体细菌数量变化的报道。鉴于秋 、冬季节是养殖刺参易发病 的时期 ，笔者 

通过不同细菌计数方法研究刺参养殖环境中秋、冬季细菌数量的变化，以期为刺参的健康管理和病害防控提供 

有益参考。 

l 材料和方法 

1．1 调查地点及采样时间 

2008年9月~2009年 1月，每个月初采样，通过平板涂布计数和荧光显微镜(Nikon E800)计数的方法，对 

青岛胶南市室外海参养殖池塘水体进行了调查，采样坐标 35。39 N，119。50 E，采样选两个池塘，池塘长 400 m、 

宽 100 m、水深 1_8 m。 

1．2 样品的采集 

利用调查船驶到池塘中预先标记好的采样点 ，按照《国家海洋调查规范》海洋生物调查中规定的方法 ，使用 

击开式采水器(2．5 L)采集水体表层(距水面约 5 cm)、水体底层(距底表 5 cm)水样，样品采集后(4℃保存)在 

12 h内处理。 

1．3 细菌计数方法 

1．3．1 可培养异养细菌总数 

对水样进行梯度稀释，取 0．1 ml直接涂布于TSB海水培养基上，28℃培养 2 d计数，选取平均菌落数在 

30~300之间的平板计数，计数菌落形成单位数(Colony forming units，CFU)。 

1．3．2 弧茵总数 

对水样进行梯度稀释，取 0．1 ml直接涂布于TCBS弧菌培养基上，28℃培养 2 d计数，计数方法与异养细 

菌计数方法相 同。 

1．3．3 总菌数(AODC法) 

水样用 2 甲醛 固定 ，取 1 ml固定后水样加入 100 tL1 1 吖啶橙染色 3 min，过滤到孔径为 0．22 m、直径 
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为25 mm的去荧光聚碳酸酯滤膜上，用荧光显微镜计数，视野中发橙色或绿色荧光为菌体，随机计数 10个视 

野，每个视野细菌数一般在 30~100个为宜。 

1．3．4 活茵数(DVC法) 

水样 中加入 0．002 萘啶酮酸和 0．025 酵母膏 ，置于黑暗条件下 ，25℃培养 6～8 h，然后加入 2 甲醛固 

定。取 I mi固定水样加入 100 1 1 吖啶橙染色 3 min，过滤到孔径为0．22 m、直径为25 mm的去荧光聚碳 

酸酯滤膜上，用荧光显微镜计数，视野中长大、变粗、发橙红色荧光的菌体是活菌。 

1．4 相关性分析 

用 SPSS公司 SPSS 13．0统计软件中 Correlate程序进行相关性分析，P>0．05表示相关性不显著，P< 

0．05表示相关性显著，P<0．01表示相关性极显著 。 

2 结果与分析 

2．1 细菌计数结果 

秋季刺参养殖塘细菌计数结果如表 1。各养殖塘 AODC值为 3．4X10 ～2．1×10 个／m1，平均值为8·9X 

表 1 秋、冬季室外刺参养殖池塘浮游细菌数量 

Table 1 The number 0f planktobaeteria in A．japonicus culture outdoor ponds in autumn and winter 

注：一为未能检测到细菌 
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1o。个／ml，AODC值时空分布：10月份 AODC值高于 9、11月份，同一时期水体底层 AODC值稍高于水体表层 

的 AODC值，DVC值为 1．0×10。～5．7×10。个／ml，平均值为 2．9×10。个／ml，DVC值时空分布和 AODC值 

基本相同。异养细菌的数量为 4．2×10。～1．7×t0 cFU／ml，平均值为 5．3×10 CFU／ml，弧菌的数量为 

2．1×10。～6．6×10。cFU／ml，平均值为 2．6×10。cFu／ml，总体上异养细菌数量和弧菌数量时空分布与 

AODC值、DVC值相同，其中弧菌数量与异养细菌数量平均比例为 6．32 。 

冬季刺参养殖塘细菌计数结果如表 1。各养殖塘 AODC值为 1．0×10 ～4．8 x 10 个／ml，平均值为 3．3× 

10 个／ml，AODC值时空分布：1月份 AODC值达到最低，同一时期水体底层 AODC值高于表层。DVC值为 

4．0×10 ～3．1×10 个／ml，平均值为 1．3×10 个／ml，DVC值时空分布和 AODC值相同。冬季异养细菌数量 

比较低，数值为 6O～1．5×10。cFU／ml，平均值为 4．1×10。CFu／ml，冬季 1月份异养细菌数量显著减少达到最 

低值，同一时期表层细菌数量显著低于底层(P<0．05)。冬季海参池塘弧菌很少能检测出，只有在 12月份和 2 

月份水体底层能检测到弧菌，弧菌数量与异养细菌数量比例为 16．5 、23．9 、21．1 。 

以上结果表明，秋、冬季节刺参养殖池塘细菌数量表现出明显的季节变化和空问变化，冬季细菌数量显著 

低于秋季，1O月份细菌数量达到最高值，最低值出现在 1月份，同一时期表层细菌数量低于底层。秋季弧菌数 

量所占异养细菌数量平均比例为 6．32 ，冬季 12、2月份水体表层和 1月份水体均未能检测到弧菌，在检测到 

的弧菌数量与异养细菌数量平均比例为 20．5 ，冬季弧菌所占异养细菌比例明显高于秋季。 

2．2 不 同计数方法的比较 

从不同计数方法结果可以看出，秋、冬季节各月份浮游细菌数量的变化规律基本一致：AODC值与 DVC 

值在 1o。个／ml左右，体现的细菌季节性变化不显著，可培养异养细菌和弧菌季节性变化特别显著，异养细菌冬 

季比秋季低 3个数量级 ，12月份水表和 1月份未能检测到弧菌。 

本实验 DVC／AODC为 24．7 ～46．7 ，而异养 细菌 (HPC)与 AODC的 比例为 0．003 1 ～8．O6 ， 

DVC／AODC远高于 HPc／AODc值，其数值与许 兵等(1992)几种细菌计数方法比较研究中的结果一致。 

表 2 细菌数量不同测量方法之间的相关性 

Table 2 Correlations between data obtained by different bacterial count methods 

注：一 表示相关性极显著(P<O．O1) 

Note： means highly significant correlation 

对不同细菌计数方法所得的数据进行相关性分析，各种计数方法获得的结果之间存在着显著的相关性，异 

养细菌与活菌数的相关 系数最高 ，达到 0．885(P<O．O1)。 

3 讨论 

长期 以来 ，人们多用平板培养的方法来测定样品中活菌的数量 ，但是 由于受 到培养基种类 、浓度及培养条 

件的限制，大多数细菌不能在同一种培养基上生长，自然界中可培养细菌占细菌总数 尚不足 1 (张晓华 

2007)。20世纪 7O年代后，荧光显微技术逐渐成熟，AODc、DVC技术先后应用在水体环境中总细菌和活菌计 

数，提高了海洋细菌检测结果的准确性，减少了监测过程中的大量劳动，缩短了检测时间(赵海萍等 2007)。 

AODC和 DVC利用吖啶橙与细菌核酸结合激发荧光，直接用荧光显微镜在波长 488 nm对水环境中的总细菌 

和活细菌进行计数，这种方法快速、准确、样品易于保存(晏荣军等 2005)，用于细菌数量的测定能够更好的反 
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映样品中细菌实际总量，因此在水体细菌数量的测定上得到了推广。应用 AODC、DVC、HPC对刺参养殖水 

体总菌和活菌计数结果可以看出，AODC值与 DVC值远远高于 HPC，秋季高两个数量级，冬季高 4个数量级， 

具体数值与鲁 巍等(2004)研究的结果一致。 

秋、冬两季 AODC值与 DVC值达 1O 个／ml，与其他一些论文所得相关海域的数值一致(赵三军等 

2003；Jiao et a1． 1995)，冬季 HPC值在 6O～1．5×10。CFU／ml，与张 酷等(2008)等青岛近岸水体夏、冬季 

浮游病毒细菌分布特征及其与环境因子的关系中冬季 HPC值(59～72 CFU／m1)有一定的差异，可能由于采 

样地点和时间的不同造成 。秋 、冬两季影响刺参池塘细菌的环境因素有水温、无机营养盐 、水体中浮游生物及 

其刺参的摄食活动情况。细菌的变化趋势和水温的变化一致，温度对大多数异养细菌的新陈代谢能力产生一 

定影响，是造成细菌季节变化的主要因素(姚雪梅等 2007)。秋季 9月份水温 20℃左右，刺参结束夏蛰开始 

活动摄食，10月份水温 18℃左右，在这个月份海参摄食、排泄活动活跃，池塘沉积物中有大量的刺参排泄物， 

为细菌的增长提供了营养物质，此时期是投饵的主要时段，未被摄食的残饵也促进了细菌的增殖，11月份水温 

较低，海参开始冬眠，细菌代谢活动、繁殖能力较弱。冬季 12月份水温在 6℃左右，海参处于冬眠时期，低温条 

件抑制了细菌的生长和有机物质的分解，细菌的含量显著低于 11月，1月份水温一2℃，细菌数量达到最低，2 

月份温度回升，细菌数量增加。 

刺参养殖池塘池底沉积物中的有机质积累丰富，为细菌增殖提供大量的营养物质，底层水中细菌总量受底 

泥表层细菌影响较大，因此秋、冬两季表层细菌数量显著低于底层，与冯振飞等(2008)锯缘青蟹养殖环境中细 

菌数量和类群变化的结果一致，冬季底层水温高于表层，也是底层细菌数量高于表层的重要原因之一。 

通过各种方法对秋、冬季节刺参池塘浮游细菌数量变化的研究可以发现 ，刺参养殖池塘细菌数量呈现出季 

节变化，AODC与 DVC季节性变化不明显，可培养细菌季节变化非常显著，冬季异养细菌总数要比秋季低 1～ 

2个数量级，弧菌数量在冬季很少检测到。各种计数方法之间存在着显著相关性，特别是异养细菌和活菌相关 

性，相关性系数最高达到 0．885(P<O．01)。冬季弧菌数量与异养细菌数量比例显著高于秋季，说明冬季刺参 

池塘弧菌有较高的耐受低温能力，可以推测这些耐受低温的弧菌是造成冬季刺参疾病高发的原因(Becker et 

a1． 2004)。因此，加强冬季刺参养殖池塘弧菌数量的监测，并在弧菌数量大幅度增加时，采取措施降低弧菌 

数量，将会有效预防冬季刺参细菌性疾病的发生。 
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