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摘要　在零换水条件下采用全池泼洒枯草芽胞杆菌(Bacillussubtilis)菌液并添加甘蔗糖蜜作为碳源,研究

其对罗非鱼(Oreochromisniloticus)生长性能和水质的影响.研究共设置４组:空白组、单独添加糖蜜组(C组)、

单独添加枯草芽胞杆菌组(Y组)、同时添加糖蜜和枯草芽胞杆菌组(C＋Y 组).试验持续６周,期间水温２６~
３１℃,pH 为６．５~７．５.研究结果显示,糖蜜和枯草芽胞杆菌的添加显著降低了养殖水体中的溶氧含量,糖蜜的

添加提高了总氨的含量(P＜０．０５),相对于空白组,枯草芽胞杆菌和蜜糖的联合使用能显著降低水体亚硝酸盐

氮、硝酸盐氮和反应性磷的含量.在整个养殖期间,空白组和实验组浮游植物丰度都比较低(１０４~１０６个/L).

但相对而言,３个处理组浮游植物丰度在养殖后期要远远高于空白组,以鞭毛藻(隐藻Cryptomonas 和甲藻

Gymnodinium)和硅藻(Bacillariophyta)为主.枯草芽胞杆菌和碳源的添加在一定程度提高了罗非鱼的存活率、

生长率以及饲料转化效率,但并未达到显著水平.
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　　在当前的集约化养殖条件下,高密度及大量投

饵造成有害氮(氨氮和亚硝酸盐氮)积累的问题尤其

突出,导致养殖生物体质下降、病害频发[１Ｇ２].传统

的精养系统主要通过大量的排水和换水来减除养殖

池内有毒氮,造成水资源的浪费和受纳水体的污染.
生物絮团技术作为一种零换水的水产养殖技术,其
原理是借鉴城市污水活性污泥的处理方法,通过向

水环境中添加有机碳源来调节水体中的 C/N 以提

高异养细菌的数量,利用这些异养微生物同化养殖

动物有毒害作用的氨氮和亚硝氮转化成可以被利用

的絮团微生物蛋白,能够为虾和鱼提供额外的饵

料[３Ｇ５].芽胞杆菌可以迅速、有效地分解池底沉积的

排泄物、残饵等有机废物,降低水体中的亚硝酸盐、
氨氮和硫化氢浓度,被广泛应用于改善养殖水体的

水质.Zokaeifar等[６]将芽胞杆菌加入养虾池中,芽
胞杆菌作用后能有效降低水中氨氮、亚硝酸盐氮和

硝酸盐氮的含量,提高对虾的特定生长率、饲料转化

率.因此,可以设想,通过添加碳源形成生物絮团的

同时通过向水体中泼洒芽胞杆菌强化芽胞杆菌在絮

团中的定植能加强对养殖水体的改善,同时形成的

絮团又能为养殖生物提供额外的饵料,从而达到健

康零排放的水产养殖.本研究以罗非鱼(OreochroＧ
misniloticus)为试验对象,全池泼洒枯草芽胞杆菌

菌液并添加甘蔗糖蜜作为碳源,研究其对罗非鱼生

长性能和水质的影响,为集约化、零换水条件下的健

康养殖提供一定参考.

1　材料与方法

1.1　试验场地

试验用罗非鱼(Oreochromisniloticus)由广州

市罗非鱼良种厂提供,规格一致,大小为(１８．６±
０．６)g/尾,体质健壮.养殖试验前驯化２周.商品

的罗 非 鱼 饲 料 由 海 大 集 团 提 供,粗 蛋 白 含 量 为

３６．５％,枯草芽胞杆菌(Bacillussubtilis)来源于广

州博仕 奥 水 产 饲 料 科 技 有 限 公 司,活 性 浓 度 是

１０１１cfu/g,将１０g枯草芽胞杆菌用１kg红糖激活,加
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曝气自来水或养殖水２０kg,混合后浸泡２h使用,每周

使用３次,间隔１d,全池泼洒,此用量为６６６．６７m２的用

量,根据实际面积调整芽胞杆菌和红糖的用量.碳

源为含碳量７０％的稠密糖蜜溶液,由海大集团提

供.根据 Avnimelech[３]总结的生物絮团养殖系统的

碳氮比公式计算得出碳源的添加量,根据饲料碳氮含

量以及投喂量调整糖蜜的添加量以控制各组的碳氮

比１０∶１,具体的计算方法参考Schryver等[７]方法.
1.2　试验设计

试验共设４个处理:空白组(blank),只投喂基

础饲料;C组(molasses),投喂饲料,添加碳源;Y 组

(Bacillussubtilis),投喂饲料,泼洒枯草芽胞杆菌;
Y＋C组(Bacillussubtilis＋molasses),投喂饲料,
同时添加碳源和泼洒枯草芽胞杆菌.试验场地为广

东省农科院畜牧兽医研究所室外水泥池(长２．４m,
宽１．８m,高１．２m),一共４个水泥池,每个水泥池

为１个处理,每池设３个小围隔作为重复,试验用水

为自来水.选取规格相近的６００尾罗非鱼苗随机分

成１２组,每天分别于０９:００和１７:００进行２次等量

投喂,投喂量占鱼体质量的３％.每半月根据鱼体

质量调整投喂量.试验从８月１７日开始,为期５５d,
养殖期间２４h充氧,不换水.
1.3　水样的采集处理

水样采集于试验开始的当天(８月１７日),之后

每周采样１次,一直到养殖试验结束(１０月１５日),
其中９月８日到９月２５日之间因为暴雨频繁,未采

样.每次采样的时间是上午的０９:００,采样点选择

在对角线位置混合采样,采集表层水样.现场用便

携式仪器测定温度(T)、溶氧(DO)和pH.水样采

集之后,对水样进行过滤,过滤的水样置于４℃冰箱

中,２４h之内全部测完.总氨(TAN)、亚硝酸盐氮

(NO２
－ＧN)、硝酸盐氮(NO３

－ＧN)、溶解态反应性磷

(SRP)分别采用纳氏试剂分光光度法、NＧ(１Ｇ萘基)Ｇ
乙二胺分光光度法、紫外分光光度法、磷钼蓝分光光

度法进行测定.水样采集的同时采集浮游植物样

品,用１％鲁哥试液固定,静置４８h后浓缩,于显微

镜下对浮游植物进行鉴定及计数.
1.4　生长指标的测定方法

试验结束时先停止投喂２４h,然后进行采样.
采样时每个围隔的所有鲫都被捞出,称总体质量、确
定总条数,以计算均质量.其中每个围隔中随机取

５条测定鱼体质量和全长,并计算增质量、饲料系

数、存活率和肥满度,具体的分析方法参考 Chen
等[８]方法.
1.5　统计方法

用SPSSStatistics２２ 软件对不同处理组的理

化指标DO、TAN、NO２
－ＧN、NO３

－ＧN 和SRP的平

均值以及生长指标初质量、末质量、存活率、肥满度,
增质量以及饲料系数进行单因素方差分析(ANOＧ
VA),如果差异显著 (P ＜０．０５),对平均值进行

Duncan’s多重比较,结果用平均值±标准差表示.

2　结果与分析

2.1　水质状况

在试验阶段,鱼池水温在 ２６~３１ ℃,pH 在

６．５~７．５变动.空白组(blank)、碳组(C)、芽胞杆菌

组(Y)及碳加芽胞杆菌组(Y＋C)在试验期间的平

均溶氧含量依次为４．３、３．３、３．４和３．５mg/L,空白

组的溶氧含量要显著高于其他组(P＜０．０５).试验

期间,空白组的总氨含量最低,但与单纯添加芽胞杆

菌组没有显著差异(P＞０．０５),且这２组总氨平均

值含量要显著低于添加碳源的 C 组与 C＋Y 组

(P＜０．０５).试验期间 Y＋C组亚硝酸盐氮和硝酸

盐氮含量最低,亚硝酸盐氮的平均含量要显著低于

C组和 Y组(P＜０．０５),但与空白组没有显著差异

(P＞０．０５).硝酸盐氮含量则显著低于空白组和 Y
组.反应性磷的平均值的含量也是 Y＋C组最低,
要显著低于其他３个实验组(表１).

表１　不同处理组的水质参数的多重比较

Table１　Multiplecomparisonsofwaterqualityparametersindifferenttreatments mg/L

水质参数

Waterqualityparameters
空白组

Blank
C组

Molasses
Y组

Bacillussubtilis
(Y＋C)组

Bacillussubtilis＋molasses

溶氧 DO ４．３０±０．１２a ３．２８±０．１８b ３．５２±０．１１b ３．４０±０．１１b

总氨 TAN ０．７５±０．１７a ２．８７±０．４４b １．４１±０．３１a ３．７７±０．４３b

亚硝酸盐氮 NO２
－ＧN ０．３４±０．０９bc ０．６９±０．１５a ０．５４±０．１５ab ０．１７±０．０３c

硝酸盐氮 NO３
－ＧN ０．４８±０．０８a ０．３８±０．０８ab ０．４８±０．１２a ０．２０±０．０５b

可溶解反应性磷 SRP ０．５７±０．０８a ０．４０±０．０８ab ０．３７±０．０６b ０．１５±０．０２c

　注 Note:数值为３个重复的平均值±标准误 Valuesrepresentmean±MSE(n＝３)ofthreereplicates．数字旁不同字母表示不同处理

差异显著(P＜０．０５)Differentsmalllettersmeansignificantdifferenceamongtreatments(P＜０．０５)．

３８
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　　试验初期,浮游藻类种群的密度在４个处理中

都保持比较低的水平,在空白处理组,较低的浮游植

物丰度一直保持到试验结束(图１),初期藻类以蓝

藻门的色球藻属(Chroococcus)为主,试验末期主要

以隐藻(Cryptomonas)占据优势.而在３个实验

组,较低的浮游植物丰度维持了４周,在１０月上旬,
浮游植物的丰度迅速上升,在 C组和 Y 组,隐藻成

为绝对的优势种,而在 Y＋C组中,浮游植物的优势

主要由小环藻属Cyclotella、舟形藻属 Navicula 等

硅藻及裸甲藻Gymnodinium 所组成.
2.2　不同处理对罗非鱼生长的影响

各处理组饵料系数低于空白组,增重率和存活

率要高于空白组,但是各组的生长性能指标之间的

差异均未达到显著水平(P＞０．０５)(表２).

图１　试验期间各处理组浮游植物丰度组成的动态

Fig．１　Dynamicsincompositionofphytoplanktondensityduringtheexperimentalperiod
表２　不同处理组罗非鱼的生长情况

Table２　GrowthperformanceofNiletilapiaindifferenttreatments

项目

Item
空白组

Blank
C组

Molasses
Y组

Bacillussubtilis
(Y＋C)组

Bacillussubtilis＋molasses
初质量/gInitialweight １８．３±０．８ １８．８±０．８ １８．６±０．６ １８．８±０．５
末质量/gFinalweight ５８．０±１．９ ６２．３±３．２ ６２．３±３．４ ６３．１±３．３
存活率/％ Surviverate ８９．０±２．０ ９５．０±１．０ ９５．０±１．０ ９６．０±１．０
肥满度/％ Conditionfactor ３．０±０．０ ３．１±０．０ ３．２±０．１ ３．４±０．１
增质量/％ Weightgain ２．２±０．２ ２．３１±０．１ ２．３５±０．１ ２．３７±０．３
饵料系数 FCR １．２１±０．１ １．０７±０．１ １．０８±０．１ １．１０±０．１

　注:数值为３个重复的平均值±标准误 Note:Valuesrepresentmean±MSE(n＝３)ofthreereplicates．

3　讨　论

3.1　不同处理对鱼池水质的影响

本次试验中,温度(２６~３１℃)和pH(６．５~７．５)
处于罗非鱼生长的适宜范围.空白组溶氧含量显著

高于３个实验组,这是因为碳源和芽胞杆菌的添加

会增加水体的耗氧,导致实验组溶氧含量的下降,

PérezＧFuentes等[９]发现,当添加的糖蜜超过０．１２
g/L 时,导致溶氧由 ３．２ mg/L 迅 速 下 降 至 １．５
mg/L.总氨是养殖水体中最重要的有害物质,渔业

水质标准为水体中非离子氨不得超过０．０２mg/L.
总氨含量较高,其中加碳组(C组、Y＋C组)氨氮含

量平均值超过了２．８mg/L,但观察罗非鱼并未表现

外在的不适,这主要是由于总氨的存在状态跟水体

pH 密切相关,当pH 含量在８以下时,总氨以离子

态的形式存在,并不会对罗非鱼产生直接的毒害作

用[１０].大量研究表明,碳源的添加能促进水体中异

养微生物为主的生物絮团的形成[３],而枯草芽胞杆

菌的添加能为水体提供异养菌种的来源,生物絮团

的形成以及芽胞杆菌能够有效降低水体氨氮[１１Ｇ１３].
然而,在 Dibyendu等[１４]、Mansour等[１５]的研究中,
添加碳源的生物絮团组总氨的含量要显著高于空白

组,这与本研究的结果一致,各处理组总氨含量显著

高于空白组,并且以 Y＋C组氨氮含量最高.亚硝

酸盐氮是总氨不完全氧化的中间产物,而硝酸盐氮

是总氨和亚硝酸盐硝化作用的最终产物.在本试验

中,氨氮含量最高的 Y＋C组亚硝酸盐氮和硝酸盐

氮含量最低,氨氮含量较低的空白组其亚硝酸盐和

４８
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硝酸盐氮含量较高,这表明在３个实验组(尤其是

Y＋C组)中氨氮的氧化受阻.氨的氧化作用主要受

到硝化细菌的影响,一般在生物絮团养殖中,硝化作

用不占主导地位[１６],并且硝化细菌为好氧菌,需要

消耗大量氧气,而在本研究中,处理组溶氧的平均含

量均不超过４mg/L,跟其他类似的养殖系统[１１Ｇ１２]相

比,溶氧含量过低,也不利于耗氧的异养细菌对氨氮

的利用,因此,在本次养殖试验中,无论是在空白组

和处理组,溶解态的无机氮都主要以氨氮的形式

存在.
在本研究中,虽然可利用的氮磷营养盐含量很

高,但是浮游藻类的丰度并不高,尤其在试验开始的

４周里,浮游植物总丰度大约为１０５个/L,远远低于

Martins等[１７]报道的对虾絮团养殖水体,其浮游植

物总丰度超过了１０８个/L.相对空白组,各处理组

浮 游 植 物 的 丰 度 在 试 验 的 后 期 达 到 高 峰

(１０６ 个/L),远高于空白组,且主要以鞭毛藻(隐藻

和甲藻)和硅藻为主,鞭毛藻一般为混合营养,在有

机质含量较高的水体中容易占据优势,碳源添加和

伴随着芽胞杆菌而带入的有机碳提高了３个实验组

有机质的含量,导致隐藻和甲藻丰度升高.但整体

而言,本次试验中浮游植物的丰度偏低.藻类的丰

度主要受营养盐水平、水温、光照等因素的影响,但
在本次试验中,营养和光照充足,温度适宜.藻类丰

度较低主要由于试验用水为自来水,并且在试验之

初进行了水体和鱼体消毒,导致养殖水体藻种缺乏,
藻类种群难以建立进而因光合作用不足引起溶氧含

量偏低.
3.2　不同处理对罗非鱼生长的影响

枯草芽胞杆菌能够提高增重率,减小饵料系数,
主要是因为其菌体本身含有丰富的蛋白质,可以被

鱼体直接食用,也能产生胞外酶(蛋白酶、脂肪酶以

及淀粉酶等),提高鱼体消化率.潘康成等[１８]在鲤

的养殖试验中,饲料添加０．１％枯草芽胞杆菌对于其

生长具有明显的促进作用.周洪琪等[１９]在异育银

鲫的养殖中,枯草芽胞杆菌在饲料中浓度不同,造成

各组间生长显著不同.夏耘等[２０]和孙振等[２１]研究

发现,滤食性的虾类能够有效利用养殖水体中的生

物絮团,降低饵料系数,提高生长率.C 组、Y＋
C组、Y组在存活率、肥满度、增重率以及饲料利用

率方面均比其他组要高,饵料系数较低,因而它们的

饲料利用率相对较高,３个实验组较高的浮游植物

丰度可能起到了补充饵料的作用.但生长指标并未

达到显著水平(P＞０．０５),添加碳源和芽胞杆菌促

进生长的效果不明显.
综上所述,在罗非鱼养殖水体中泼洒枯草芽胞

杆菌和添加碳源的生物絮团技术虽然被广泛地报道

能降低水体氨氮和亚硝酸盐的含量,改善水质,并且

通过产生絮团给罗非鱼提供额外的饵料从而促进罗

非鱼的生长,但是在本研究中效果并不显著,其原因

可能主要在于养殖水泥池中溶氧含量相对不足,不
利于异养菌的生长以及对氨氮和亚硝酸盐氮的利

用.在本系统中,由于早期水体消毒导致水体浮游

植物种源缺乏,浮游植物丰度过低,光合作用强度不

够,所以水体的溶氧很大程度上依赖于增氧设备.
因此,通过人工或天然的手段增加水体溶氧可能是

生物絮团系统成败的关键.
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EffectsofBacillussubtilisandmolassesonwaterqualityandgrowth
oftilapiaunderzeroＧwaterexchange

TANGHuijuan１　ZHANGXuanhao１　KONGChongmin１

HAOLe２　LIBoxing１　YUXiangyong１　LIULi１

１．CollegeofMarineSciences,SouthChinaAgriculturalUniversity/

MarineBiologyResearchCenter,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou５１０６４０,China;

２．InstituteofAnimalHealth,GuangdongAcademyofAgriculturalSciences,

Guangzhou５１０６４０,China

Abstract　ThisstudywascarriedouttoevaluatetheeffectsofBacillussubtilisandmolassesonwaＧ
terqualityandgrowthoftilapia(Oreochromisniloticus)underzeroＧwaterexchange．Fourexperimental
groupsincludingtreatmentswithmolassesalone(C),Bacillussubtilisalone(Y),molassesandBacilＧ
lussubtilis (C＋Y)andthenegativeblankweredesigned．Duringtheexperiment,watertemperature
rangedfrom２６to３１℃ andpHrangedfrom６．５to７．５．Themeandissolvedoxygenwassignificantly
higherintheblankthanthe３treatments(P＜０．０５)．Thegroupswithutilizationofmolassesaloneand
togetherwithB．subtilishadsignificantlyhighertotalammoniacontents(P＜０．０５)．CombinedutilizaＧ
tionofmolassesandB．subtilisshowedthelowestlevelofnitrite,nitratenitrogenandsolublereactive
phosphorus．Overall,phytoplanktondensityinallgroupswasratherlow (１０４Ｇ１０６cells/L),butthethree
treatmentsshowedhigherphytoplanktondensitythantheblankduringthelateperiodoftheexperiment．
Survivalrate,growthrateoftilapiaandfeedefficiencywerehigherinthe３treatmentsthanthatinthe
blank,butthedifferenceisnotsignificant(P＞０．０５)．

Keywords　Oreochromisniloticus;Bacillussubtilis;molasses;waterquality;growth
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