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大口黑鲈肠道益生菌的筛选及其对大口黑鲈生长、
免疫基因表达及抗LMBV的影响

蒋祥宇，吕依诺，张永安，涂加钢

华中农业大学水产学院/农业微生物资源发掘与利用全国重点实验室，武汉430070 

摘要 为获得能够促进大口黑鲈生长并提高其抗大口黑鲈虹彩病毒（largemouth bass ranavirus，LMBV）能

力的益生菌，从大口黑鲈肠道中分离芽孢杆菌和乳酸菌，通过溶血试验、药敏试验、产酶和产酸试验以及在大口

黑鲈肠道的定殖试验对其进行筛选，最终选取 5 株枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis，BS04、BS49、BS58、BS66 和

BS74）、2 株解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens，BA04 和 BA12）、1 株粪肠球菌（Enterococcus faecalis，

Efa01）和5株乳酸乳球菌（Lactococcus lactis，LL01、LL05、LL09、LL13和LL22），分别拌饲料投喂大口黑鲈30 d，
研究其对大口黑鲈生长性能、抗LMBV能力的影响。结果显示，BS04、BS49、BS66、BS74、BA04、BA12、LL01、
LL05、LL09、LL13和LL22均可以显著提高大口黑鲈的增重率和特定生长率，显著降低饲料转化效率。投喂带

菌饲料后BS04、BS49和LL01组大口黑鲈脾脏和头肾中 4种免疫因子 IFN⁃γ、IL⁃1β、IL⁃8和TNF⁃α表达均显著

升高。LMBV攻毒后各试验组脾脏及头肾中的病毒载量均显著降低，且相对保护率均高于 20%，其中BS04组

相对保护率最高，可达 55.1%。综合分析，本研究分离的枯草芽孢杆菌BS04可有效提高大口黑鲈的生长性能、

免疫应答和抗LMBV能力，具有制备饲料添加剂的潜力。
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大口黑鲈（Micropterus salmoides）是我国重要的

淡水养殖经济鱼类［1］。2024中国渔业统计年鉴数据

显示，2023 年我国大口黑鲈年产量达到 888 030 t。
然而，由大口黑鲈虹彩病毒（largemouth bass ranavi⁃
rus，LMBV）引起的病毒性疾病导致大口黑鲈大量死

亡，给我国大口黑鲈养殖业造成了巨大经济损失［2］。

LMBV 属于虹彩病毒科（Iridoviridae），蛙病毒属

（Ranavirus），感染大口黑鲈的典型症状为鱼体溃疡

和肌肉坏死［3］。因此，寻找预防和治疗 LMBV 感染

的有效方法成为当务之急。

益生菌是一类能够在体内定殖，且对宿主有益

的活性微生物［4］。在水产养殖中，常用的益生菌有芽

孢杆菌、乳酸菌、酵母菌等［5］，益生菌可以通过提高鱼

体免疫力、促进鱼体生长、调节水质等实现对鱼体的

益生作用［6-7］。芽孢杆菌可以形成芽孢，能够抵抗多

种不良环境，因而得到广泛应用［8］。乳酸菌因其种类

较多并且能够产生有机酸促进肠道消化吸收，也在

水产养殖中得到广泛应用［9］。据报道，饲料中添加枯

草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）可显著促进石斑鱼

（Epinephelus coioides）、尼罗罗非鱼（Oreochromis ni⁃
loticus）、日本鳗鱼（Anguilla japonica）、黄颡鱼（Pel⁃
teobagrus fulvidraco）和大口黑鲈的生长［10-14］。饲料

中添加粪肠球菌（Enterococcus faecalis）可提高虹鳟

（Oncorhynchus mykiss）和鲤（Cyprinus carpio）的增重

率和特定生长率，添加乳酸杆菌（Lactobacillus）也能

促进草鱼（Ctenopharyngodon idella）的生长［15-16］。

此外，越来越多的证据表明在饲料中添加芽孢杆菌

和乳酸菌可以提高水生动物的抗病毒能力。Liu
等［12］指出，饲料中添加枯草芽孢杆菌可提高石斑鱼

虹彩病毒（grouper iridovirus，GIV）感染石斑鱼的存

活率。将含有枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌（Bacilus 
licheniformis）和短小芽孢杆菌（Bacillus pumilus）的
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混合物添加到罗非鱼饲料中，可以降低罗非鱼湖病

毒（tilapia lake virus，TiLV）感染罗非鱼的死亡率和

病毒载量［17］。用添加乳酸菌的饲料饲养牙鲆（Para⁃
lichthys olivaceus）可提高其抗淋巴囊肿病毒（lym⁃
phocystis disease virus，LCDV）的能力［18］。在饲料中

添加植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）可以增强

石斑鱼抗虹彩病毒的能力［19］。然而，大口黑鲈饲料

中添加芽孢杆菌和乳酸菌是否能提高大口黑鲈抗

LMBV的能力还未见报道。由于非鱼源的益生菌可

能会对鱼体肠道造成潜在危害，而从鱼类肠道分离

的益生菌可能会更适应鱼类肠道环境［20］，因此，本研

究从大口黑鲈肠道分离芽孢杆菌和乳酸菌，研究该

菌作为饲料添加剂促进大口黑鲈生长并提高大口黑

鲈抗 LMBV 能力的潜力，以期为大口黑鲈养殖业健

康发展提供支持。

1　材料与方法

1.1　试验材料

分离芽孢杆菌和乳酸菌所用的大口黑鲈于 2023
年 2-4月购自武汉市 19个不同的农贸市场、超市和

养殖场。菌株投喂试验所用的大口黑鲈购自武汉市

某大口黑鲈养殖场，大口黑鲈的初始质量为（10.06±
0.72） g。所用的培养基，包括胰酪大豆胨琼脂培养

基（TSA）、胰酪大豆胨液体培养基（TSB）、MRS 培

养基（MRS）、Mueller-Hinton琼脂、酪蛋白琼脂、淀粉

水解培养基购自海博生物，羧甲基纤维素钠培养基

（CMC）购自山东拓普生物工程有限公司，哥伦比亚

血平板购自广东环凯微生物科技有限公司。药敏片

购自杭州微生物试剂有限公司。反转录及定量试剂

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。

1.2　菌株分离及溶血性试验

1）菌株的分离。大口黑鲈用 MS-222 麻醉以及

75%乙醇体表消毒后，在无菌条件下解剖取其肠道，

并用 PBS 冲洗肠道表面的血液，将肠道置于装有

1 mL PBS 的 EP 管中，在匀浆器中匀浆处理。取部

分匀浆液接种于MRS培养板，再将培养板置于厌氧

袋在 37 ℃培养箱培养 24 h。剩余匀浆液在 80 ℃下处

理 20 min，接种于 TSA 培养板，并在 37 ℃培养箱培

养 24 h［20］。单菌落经过 3次划线纯化，随后使用引物

27F （AGAGTTTGATCCTGGCTCA） 和 1492R
（GGTTACCTTGTTACGACTT）进行 16S rDNA
测序［21］。最后在 NCBI 上进行比对，确定菌株的

种类。

2）溶血性试验。挑取分离得到的芽孢杆菌和乳

酸菌单菌落接种于哥伦比亚血琼脂平板上，并以

PBS为阴性对照，Triton X-100为阳性对照，在 37 ℃
下培养 24 h。通过观察血琼脂平板上的透明圈来判

定溶血情况［20］。

1.3　抗生素敏感性试验

采用Kirby-Bauer纸片扩散法测定芽孢杆菌和乳

酸菌对 20种常见抗生素的敏感性。将芽孢杆菌和乳

酸菌菌液涂布于 Mueller-Hinton 琼脂平板上。用镊

子将药敏片贴于琼脂平板表面，于 37 ℃培养 24 h。
测量药敏片周围抑菌圈的直径，将敏感性水平分为

高度敏感（S）、中度敏感（I）和耐药（R）［22］。

1.4　芽孢杆菌产酶试验

用接种环取芽孢杆菌单菌落分别接种于酪蛋白

琼脂、羧甲基纤维素钠培养基和淀粉水解培养基上，

分别测定芽孢杆菌产蛋白酶、纤维素酶和淀粉酶的

能力。每个培养板上重复接种 3次，再将培养板置于

28 ℃培养 48 h。观察菌落周围透明圈的产生并测量

透明圈直径（hydrolysis circle diameter，Dh）和菌落直

径（colony diameter，Dc），计算 Dh 与 Dc 的比值，比值

越大表明其产酶能力越强。对于产蛋白酶的平板可

直接测量透明圈的直径；对于产纤维素酶的平板则

需用 1 g/L 的刚果红溶液染色 1 h，再用 1 mol/L 的

NaCl脱色 1 h后再测量透明圈的直径；对于产淀粉酶

的平板需要用适量浓度的碘液对平板进行显色后测

量透明圈直径的大小［23］。

1.5　乳酸菌产酸试验

将乳酸菌以 1% 的比例接种于 MRS 培养基中，

对照组为 MRS 培养基，置于 37 ℃摇床进行培养，分

别在接种后 0、4、8、12、16、20 和 24 h 测量菌液的 pH
值，每组设置3个重复。

1.6　芽孢杆菌和乳酸菌的肠道定殖试验

1）饲料制备。将 7 株芽孢杆菌（BS04、BS49、
BS58、BS66、BS74、BA04和BA12）分别接种于DSM
培养基，在 37 ℃培养 72 h制备芽孢杆菌的芽孢；将 6
株乳酸菌（Efa01、LL01、LL05、LL09、LL13和LL22）
分别接种于MRS培养基，在 37 ℃培养 24 h。将培养

后的芽孢杆菌的芽孢和乳酸菌浓度分别调整为 1011 
CFU/mL 和 109 CFU/mL，在 4 500 r/min 离心 10 
min，弃上清，用PBS重悬菌液后均匀添加至饲料，制

成 1011 CFU/g的芽孢杆菌饲料和 109 CFU/g 的乳酸

菌饲料。

2）定殖试验。大口黑鲈被随机分为 7 个芽孢杆
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菌试验组、6 个乳酸菌试验组和 1 个对照组，每组 18
尾鱼，试验开始前所有大口黑鲈禁食 3 d。7 个芽孢

杆菌试验组分别用含有 1011 CFU/g芽孢杆菌孢子的

商业饲料投喂 1 次；6 个乳酸菌试验组分别用含有

109 CFU/g乳酸菌的商业饲料投喂 1次；对照组则用

含有等量PBS的商业饲料投喂1次，投喂量为鱼体质

量的 2%。在喂食后 1、6、24、72、120和 168 h，每组各

取 3尾鱼，收集其肠道进行匀浆处理。7个芽孢杆菌

组的匀浆液在 80 ℃下处理 20 min，经过梯度稀释后

接种到 TSA 培养板上；6 个乳酸菌组的匀浆液直接

经过梯度稀释后接种到MRS培养板上；对照组的匀

浆液直接涂布与 TSA 和 MRS 培养板上，在 37 ℃下

培养12 h后统计菌落数量［20］。

1.7　投喂芽孢杆菌和乳酸菌后大口黑鲈生长性能

及免疫因子的表达变化

大口黑鲈被随机分为 7个芽孢杆菌试验组、6个

乳酸菌试验组和 2 个对照组，每组 36 尾鱼。芽孢杆

菌试验组分别用含有 1011 CFU/g芽孢杆菌孢子的商

业饲料喂养；乳酸菌试验组分别用含有109 CFU/g乳

酸菌的商业饲料喂养；对照组则用含有等量 PBS 的

商业饲料喂养。每 3 d投喂 1次带菌饲料，其余时间

投喂普通商业饲料，投喂量为鱼体质量的 2%，投喂

周期为 30 d。在投喂的第 1天和第 30天，称取鱼的初

始质量和最终质量，并计算质量增长百分比（percent⁃
age weight gain，PWG）、特定生长率（specific growth 
rate，SGR）和 饲 料 转 化 率（feed conversion ratio，
FCR），计算公式参见文献［11］。在投喂 30 d 后，每

组随机取 3尾鱼，取其脾脏和头肾用Trizol提取RNA
后反转录成 cDNA，用于后续定量检测各种免疫因子

的表达水平，所用定量引物如表1所示。

1.8　LMBV攻毒试验

将投喂 30 d 后的大口黑鲈腹腔注射 100 μL 5×
104 TCID50的 LMBV，阴性对照组注射等量的 M199
培养基。在攻毒 5 d后，13个试验组和阳性对照组各

随机取 3 尾鱼，取其脾脏和头肾用 Trizol 提取 RNA
后反转录成 cDNA，定量检测 LMBV 抗原基因 MCP
的表达水平，所用引物如表 1 所示。剩余的 30 尾鱼

观察LMBV攻毒后14 d的死亡情况并计算存活率。

1.9　统计学分析

所有数据均采用 GraphPad Prism 软件进行分

析，并以均值±标准差的形式表示。差异显著性分

析采用 t 检验。P<0.05 和 P<0.01 分别被视为具有

显著和极显著差异。

2　结果与分析

2.1　大口黑鲈肠道芽孢杆菌和乳酸菌的分离及溶

血结果

菌株的 16S rDNA测序结果显示，从大口黑鲈肠

道中分离并鉴定出87株芽孢杆菌和41株乳酸菌。87
株芽孢杆菌包括 74 株枯草芽孢杆菌（BS01~BS74）
和 13 株解淀粉芽孢杆菌（BA01~BA13）；41 株乳酸

菌包括 1 株粪肠球菌（Efa01）、3 株戊糖片球菌

（PP01~PP03）、4株屎肠球菌（Efi01~Efi04）和 33株

乳酸乳球菌（LL01~LL33）（表 2）。溶血试验结果显

示，共有 51株枯草芽孢杆菌、9株解淀粉芽孢杆菌和

41株乳酸菌不发生溶血（表2）。

2.2　芽孢杆菌和乳酸菌的敏感性

为了评估芽孢杆菌和乳酸菌对抗生素的敏感

性，本研究检测了不具有溶血性的 60株芽孢杆菌和

41株乳酸菌对 20种常见抗生素的敏感性，结果显示

55 株芽孢杆菌（BS56、BS27、BS49、BS47、BS41、
BS45、BS08、BS07、BS04、BS03、BS63、BS60、BS48、
BS46、BS39、BS36、BS74、BS68、BS53、BS69、BS66、
BS61、BS11、BS18、BA05、BA08、BS55、BA07、
BA03、BS01、BS02、BS06、BS09、BS10、BS12、BS13、
BS16、BS17、BS20、BS26、BS50、BS57、BS58、BS59、
BS64、BS67、BS70、BS71、BS72、BS73、BA04、
BA06、BA11、BA12、BA13）对 20种常见抗生素耐药

的种类少于 5 种（见网络版，附表 1）、10 株乳酸菌

（Efa01、Efi01、LL01、LL05、LL09、LL13、LL14、
LL22、LL23、LL24）对 20 种常见抗生素耐药的种类

少于 10种（见网络版，附表 2）。以上结果可知，芽孢

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物 Primers
IL-8-FW
IL-8-BW
IL-1β-FW
IL-1β-BW
IFN-γ-FW
IFN-γ-BW
TNF-α-FW
TNF-α-BW
MCP-FW
MCP-BW
β-actin-FW
β-actin -BW

序列 Sequences
GAGTTTGAGGAGCCTGGGTGT
GGGTCCAGGCAAACCTCTTG
TGGTGGAAAACAGCATGGAGC
AGGGTGCACGTAGTTCGACA
ATCCCTCTGAAGATGAACAA
AAACGCCACCCATAAACA
CTAGTGAAGAACCAGATTGT
AGGAGACTCTGAACGATG
TGTTGTTGGAGCGGGTAA
GGCGTAAGAGTAGAGGTGG
CAGGATGCAGAAGGAGATCACA
CTCCTGCTTGCTGATCCACAT
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杆菌对大多数常见的抗生素敏感，而乳酸菌则对大

部分抗生素耐受。

2.3　芽孢杆菌的产蛋白酶、纤维素酶和淀粉酶能

力评估

通过计算Dh和Dc的比值，本研究对 60株不发生

溶血的芽孢杆菌进行产酶能力评估，包括蛋白酶、纤

维素酶和淀粉酶。结果显示，有 34株枯草芽孢杆菌

（BS68、BS55、BS58、BS17、BS07、BS73、BS66、
BS04、BS45、BS50、BS41、BS69、BS65、BS13、BS48、
BS49、BS60、BS63、BS74、BS59、BS57、BS64、BS39、
BS18、BS12、BS70、BS20、BS67、BS26、BS08、BS36、
BS01、BS27、BS11）和 7 株解淀粉芽孢杆菌（BA11、
BA06、BA04、BA05、BA13、BA08、BA12）产蛋白酶、

纤维素酶和淀粉酶 3种酶，3株枯草芽孢杆菌（BS71、
BS56、BS19）和 2 株解淀粉芽孢杆菌（BA07、BA03）
只产蛋白酶和淀粉酶，9 株枯草芽孢杆菌（BS53、
BS47、BS72、BS61、BS02、BS03、BS46、BS06、BS16）
只产蛋白酶和纤维素酶，2 株枯草芽孢杆菌（BS09、
BS10）只产纤维素酶，3 株枯草芽孢杆菌（BS15、
BS14、BS05）只产蛋白酶（见网络版，附表 3）。此

外，芽孢杆菌产蛋白酶的能力强于产纤维素酶和淀

粉酶，有 10 株芽孢杆菌（BS68、BS55、BS58、BS17、
BS07、BS73、BS66、BS04、BA11、BA06）的蛋白酶活

性 比 值 超 过 3.00，33 株 超 过 2.00（见 网 络 版 ，

附表 3）。

2.4　乳酸菌的产酸能力

本研究通过检测乳酸菌培养过程中菌液的 pH

评估了 10 株乳酸菌的产酸能力，结果显示，在培养

24 h后 10株乳酸菌的 pH都降低到 5以下，远低于对

照组，其中 LL01组的 pH 最低（4.73），这些结果表明

10株乳酸菌具有较好的产酸能力（图1）。

2.5　芽孢杆菌和乳酸菌在大口黑鲈肠道的定殖

能力

根据产酶和产酸试验结果，选择 7株芽孢杆菌，

包括 5株枯草芽孢杆菌（BS04、BS49、BS58、BS66和

BS74）和 2株解淀粉芽孢杆菌（BA04和BA12）以及 6
株乳酸菌，包括1株粪肠球菌（Efa01）和5株乳酸乳球

菌（LL01、LL05、LL09、LL13 和 LL22），将带菌饲料

投喂大口黑鲈 1次后检测肠道中菌的数量来评价益

生菌在大口黑鲈肠道中的定殖能力。结果显示，芽

孢杆菌组大口黑鲈肠道中的芽孢杆菌数量在投喂后

表 2　大口黑鲈肠道芽孢杆菌和乳酸菌分离及溶血结果

Table 2　Isolation and hemolysis assay of Bacillus and Lactobacillus in largemouth bass intestines

菌株

Strain

枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis

解淀粉芽孢杆菌

Bacillus amyloliquefaciens

粪肠球菌

Enterococcus faecalis

戊糖片球菌

Pediococcus pentosaceus

屎肠球菌

Enterococcus faecium

乳酸乳球菌

Lactococcus lactis

数量

Number

74

13

1

3

4

33

命名

Name

BS01-BS74

BA01-BA13

Efa01

PP01-PP03

Efi01-Efi04

LL01-LL33

溶血结果Hemolytic result
+

BS21-BS25,BS28-BS35,BS37-BS38,
BS40,BS42-BS44,BS51-BS52,BS54,

BS62

BA01-BA02,BA09-BA10

/

/

/

/

-
BS01-BS20,BS26-BS27,BS36,BS39,
BS41,BS45-BS50,BS53,BS55-BS61,

BS63-BS74

BA03-BA08,BA11-BA13

Efa01

PP01-PP03

Efi01-Efi04

LL01-LL33

注：“+”代表溶血；“-”代表不溶血；“/”代表没有菌株溶血。Note：“+”means haemolysis；“-”means no haemolysis； “/” means no strain 
haemolysis.

图1 乳酸菌的产酸特性

Fig. 1 Ability to produce acid of Lactobacillus
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24 h 达到峰值（高于 108 CFU/尾），即使在投喂后

72 h，大口黑鲈肠道中的芽孢杆菌数量仍显著高于对

照组（图2A）。乳酸菌组在投喂24 h后肠道乳酸菌的

数量都超过 107 CFU/尾，并且在 72 h 后仍然高于对

照组（图 2B）。综上表明，芽孢杆菌和乳酸菌能够在

大口黑鲈肠道中定殖至少72 h。

2.6　投喂芽孢杆菌和乳酸菌后大口黑鲈的生长

性能

将分别含有 7 株芽孢杆菌的芽孢和 6 株乳酸菌

的商业饲料或等量的 PBS（对照组）投喂大口黑鲈

30 d后检测PWG、SGR和FCR。如表 3和表 4所示，

芽孢杆菌组中 BS04、BS49、BS66、BS74、BA04 和

BA12 组 的 PWG 和 SGR 显 著 高 于 对 照 组（P<

0.05），而 FCR显著低于对照组（P<0.05）；乳酸菌组

中 LL01、LL05、LL09、LL13 和 LL22 组的 PWG 和

SGR显著高于对照组（P<0.05），而FCR显著低于对

照组（P<0.05）。综上所述，6 株芽孢杆菌（BS04、
BS49、BS66、BS74、BA04 和 BA12）以及 5 株乳酸菌

（LL01、LL05、LL09、LL13 和 LL22）显著促进了大

口黑鲈的生长。

2.7　投喂芽孢杆菌和乳酸菌后大口黑鲈脾脏和头

肾免疫因子表达情况

在投喂 30 d后，每组取 3尾鱼的脾脏和头肾，提

取RNA并反转录后，通过RT-qPCR检测 4种免疫相

关基因 IFN⁃γ、IL⁃1β、IL⁃8和TNF⁃α的表达水平。如

图 3 所示，与对照组相比，BS04、BS49 和 LL13 组的

脾脏和头肾中 4 种基因的表达均显著上调（P<
0.05）。此外，所有试验组的脾脏和头肾中 IFN⁃γ 和

IL⁃1β的表达量都上调（图3A~B，3E~F）。

2.8　投喂芽孢杆菌和乳酸菌的饲料对大口黑鲈抗

LMBV能力的影响

在芽孢杆菌和乳酸菌饲料投喂 30 d 后，用 LM⁃

图2 芽孢杆菌（A）和乳酸菌（B）在大口黑鲈肠道的定殖能力

Fig. 2 The colonizing ability of Bacillus （A） and Lactobacillus （B） in the intestines of largemouth bass

表3　芽孢杆菌投喂后大口黑鲈的质量增长率、特定生长率、饲料转化率

Table 3　The percentage weight gain，specific growth rate，and feed conversion ratio of largemouth 
bass after feeding with Bacillus

指标 Index
PWG/%
SGR/（d/%）

FCR

对照Control
69.23±3.88a
1.75±0.08a
0.87±0.05a

BS04
85.81±7.5b
2.06±0.14b
0.70±0.02b

BS49
99.06±0.55b
2.33±0.06b
0.59±0.02b

BS58
73.96±2.84a
1.85±0.05a
0.81±0.02a

BS66
88.47±3.99b
2.11±0.07b
0.68±0.02b

BS74
85.44±2.73b
2.06±0.05b
0.70±0.02b

BA04
84.28±3.23b
2.04±0.06b
0.71±0.03b

BA12
90.81±3.05b
2.15±0.05b
0.66±0.02b

注：同行数据后字母不同表示差异显著。下同。Note： Different letters after the same data indicate significant differences.The same as be⁃
low.

表4　乳酸菌投喂后大口黑鲈的质量增长率、特定生长率、饲料转化率

Table 4　The percentage weight gain，specific growth rate，and feed conversion ratio of largemouth 
bass after feeding with Lactobacillus

指标 Index
PWG/%
SGR/（d/%）

FCR

对照 Control
69.23±3.88a
1.75±0.08a
0.87±0.05a

Efa01
81.17±7.33a
1.98±0.13a
0.74±0.06a

LL01
95.23±6.61b
2.23±0.11b
0.63±0.04b

LL05
88.37±5.56b
2.11±0.10b
0.68±0.04b

LL09
88.00±4.39b
2.10±0.08b
0.68±0.03b

LL13
82.19±6.45b
2.00±0.12b
0.73±0.06b

LL22
90.79±6.94b
2.15±0.12b
0.66±0.05b
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BV 对大口黑鲈进行攻毒。在感染后第 5天，检测脾

脏和头肾中 LMBV 抗原基因 MCP 的表达水平。结

果显示，饲喂 7株芽孢杆菌和 6株乳酸菌的大口黑鲈

脾脏和头肾中的病毒载量显著低于对照组（P<
0.01）（图 4A 和 4B）。如图 5 所示，饲喂芽孢杆菌和

乳酸菌显著提高了大口黑鲈被LMBV感染后的存活

率，各组的相对保护率都高于 20%，其中 BS04 组相

对保护率达到55.1%。以上数据表明，投喂芽孢杆菌

和乳酸菌饲料可以抑制大口黑鲈组织中LMBV的复

制，并提高大口黑鲈被 LMBV 感染后的存活率。

A，E：IFN-γ； B，F：IL-1β； C，G：IL-8； D，H：TNF-α. *代表与对照组相比差异显著；**代表与对照组相比差异极显著。 * represents a 
significant difference compared to the control group； ** represent a highly significant difference compared to the control group.

图3 芽孢杆菌和乳酸菌投喂后大口黑鲈脾脏（A~D）和头肾（E~H）免疫因子表达情况

Fig. 3 The expression of immune factors in the spleen （A-D） and head kidney （E-H） 
of largemouth bass after feeding with Bacillus and Lactobacillus
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3　讨 论

芽孢杆菌和乳酸菌都具有促进水生动物生长和

抗病毒能力［10-19］，但从大口黑鲈肠道中分离具有抗

LMBV能力的芽孢杆菌和乳酸菌未见报道。本研究

从大口黑鲈的肠道中分离芽孢杆菌和乳酸菌，通过

溶血试验、药敏试验、产酶和产酸试验以及肠道定殖

试验对其进行筛选，再将筛选得到的菌株添加到饲

料中投喂大口黑鲈，得到促进大口黑鲈生长、增强免

疫应答并提高其抗LMBV能力的菌株。

由于益生菌中耐药基因具有传播潜力，使用前

需评估益生菌对抗生素的敏感性，以保障其在水产

养殖过程中安全使用。有研究指出从克氏原螯虾

（Procambarus clarkii）肠道分离的枯草芽孢杆菌A23
对青霉素、卡那霉素、头孢噻肟、头孢拉定、庆大霉

素、强力霉素、四环素等多种抗生素均敏感［24］。类似

地，从罗非鱼肠道分离的热带芽孢杆菌A2对卡那霉

素、链霉素、四环素和氯霉素敏感，但对青霉素耐

药［25］。本研究的抗生素敏感性试验结果显示大多数

芽孢杆菌对卡那霉素、庆大霉素、氯霉素和四环素等

多种抗生素敏感，表明鱼源芽孢杆菌可能携带较少

的耐药基因。相比之下，乳酸菌对更多的抗生素耐

药，这一现象与伍元植等［26］的研究发现一致，该研究

从石斑鱼肠道分离的粪肠球菌和乳酸乳球菌同样对

庆大霉素、卡那霉素、氧氟沙星和链霉素等多种抗生

素耐药，另外，由于大部分乳酸菌缺乏 β-内酰胺酶编

码基因，导致其对头孢类抗生素敏感，本研究也证实

了这一结论。

芽孢杆菌能够产多种消化酶，当其作为饲料添

加剂使用时，能够促进鱼类的生长。在本研究中，34
株枯草芽孢杆菌和 7株解淀粉芽孢杆菌能够产蛋白

酶、纤维素酶和淀粉酶。朱静静等［20］鉴定了从大口

黑鲈肠道分离的 21株芽孢杆菌的产酶能力，与本研

究的结果类似，大部分菌株产蛋白酶能力要强于产

淀粉酶能力。Xu等［24］研究了 7株芽孢杆菌的产蛋白

酶和淀粉酶能力，也得到了类似的结论。枯草芽孢

杆菌能够产生消化酶并增强尼罗罗非鱼和黄颡鱼的

图5 LMBV攻毒后大口黑鲈的存活率

Fig. 5 The survival rate of largemouth bass after LMBV challenge

**代表与对照组相比差异极显著。 ** represent a highly significant difference compared to the control group.
图4 LMBV攻毒后大口黑鲈脾脏（A）和头肾（B）中MCP基因的表达量

Fig. 4 Expression of MCP gene in the spleen （A） and head kidney （B） of largemouth bass after LMBV challenge
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生长性能［10，13］，因此本研究选取了 5株枯草芽孢杆菌

和 2株解淀粉芽孢杆菌来评估它们对大口黑鲈生长

的影响，结果显示 4株枯草芽孢杆菌和 2株解淀粉芽

孢杆菌显著提高大口黑鲈的生长性能。Xia 等［23］也

鉴定出一种能够产多种消化酶的枯草芽孢杆菌

BSG-2，与本研究的菌株相比，其产蛋白酶能力较

弱，但产淀粉酶和纤维素酶能力较强，这种差异可能

是由于来源于不同环境的芽孢杆菌所进化出的环境

适应性不同导致。得益于BSG-2强大的产淀粉酶和

纤维素酶能力，将其添加到饲料中投喂大口黑鲈后

也起到了促进生长的作用。上述结果表明，芽孢杆

菌通过其产酶功能显著促进了鱼类的生长，这可能

是其益生作用的关键机制之一。

乳酸菌能够产生多种有机酸发挥其益生作用。

王楠等［27］筛选的草鱼源植物乳杆菌在培养 24 h后菌

液 pH 可达到 3.5 左右，低于本研究中乳酸菌培养 24 
h 后的 pH，这是由于与其他乳酸菌相比植物乳杆菌

的活菌数较高，分解葡萄糖除了产生乳酸外，还可以

产生大量的乙酸及其他有机酸［28］。乳酸菌代谢产生

的有机酸能够激活胃肠道消化酶活性，促进食物消

化吸收［9］。已有报道在饲料中添加乳酸菌可以提高

虹鳟、鲤和草鱼的生长［15-16］。本研究选取 6株具备产

酸能力的乳酸菌添加到饲料中，结果显示 5株乳酸乳

球菌可以显著促进大口黑鲈的生长，与上述研究结

果一致。同时也有报道称乳酸菌进入肠道，还可以

通过调节肠道菌群，产生维生素、氨基酸、生长激素

等代谢物，改善鱼类肠道结构等促进鱼体生长［29］，因

此，乳酸菌的促生长作用不仅限于产酸，可能是多种

机制共同作用的结果。

IFN-γ具有抑制病毒复制的功能，IL-1β、IL-8和

TNF-α作为促炎因子能够诱导炎症发生以及抵抗病

原菌和病毒的入侵［20］。本研究对投喂芽孢杆菌和乳

酸菌饲料的大口黑鲈脾脏和头肾中 IFN-γ、IL-1β、
IL-8 和 TNF-α 进行检测，发现 BS04、BS49 和 LL13
显著上调了这 4种免疫相关基因在脾脏和头肾中的

表达。与本研究的结果类似，Zhu 等［30］研究发现投

喂解淀粉芽孢杆菌 T-5 显著上调了金鱼（Carassius 
auratus）脾脏中 IL-1β、TNF-α和 IFN-γ的表达，并提

高了其抗维氏气单胞菌（Aeromonas veronii）的能力。

同样，有研究也发现在饲料中添加乳酸乳球菌可以

显著上调乌鳢（Channa argus）脾脏和头肾中 IL-1β、
TNF-α 和 IFN-γ 的表达，增强了其抵御病原菌感染

的能力［31］。由此推测，芽孢杆菌和乳酸菌投喂后可

以激活鱼体免疫因子的表达，增强鱼体的免疫力和

抗病力。然而，本研究仅检测了免疫因子的转录水

平，未来需进一步评估这些免疫因子的蛋白表达及

免疫细胞活性。

在饲喂含有芽孢杆菌和乳酸菌的饲料 30 d 后，

用 LMBV 对大口黑鲈进行攻毒，所有试验组的相对

保护率均超过 20%，并且显著降低了大口黑鲈脾脏

和头肾中的病毒载量。本研究中分离获得的 BS04
显著上调了大口黑鲈脾脏和头肾中关键抗病毒免疫

因子 IFN-γ和 IL-1β的表达，并且显著抑制了组织中

LMBV的复制，表明BS04通过激活先天免疫反应和

抑制病毒复制，发挥出高效的抗病毒作用，并获得了

最高的相对保护率。该菌株具有安全性高、产酶能

力强、能促进大口黑鲈生长、增强其免疫力和抗

LMBV 能力的特性，具备开发成为水产饲料添加剂

的潜力。

本文的附加材料见网络版
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Screening of intestinal probiotics and effects on host growth 
performance，immune，and LMBV resistance in largemouth bass

JIANG Xiangyu,LÜ Yinuo,ZHANG Yongan,TU Jiagang

State Key Laboratory of Agricultural Microbiology/College of Fisheries，
Huazhong Agricultural University，Wuhan 430070，China

Abstract To identify probiotics that promote the growth of largemouth bass and enhance their resis⁃
tance to largemouth bass ranavirus （LMBV），this study isolated Bacillus and Lactobacillus strains from the 
intestines of largemouth bass.The strains were selected based on hemolysis tests，antimicrobial susceptibili⁃
ty tests，enzyme production，acid production experiments，as well as colonization experiments in the large⁃
mouth bass intestine . Finally，5 strains of Bacillus subtilis （BS04，BS49，BS58，BS66，and BS74），2 
strains of Bacillus amyloliquefaciens （BA04 and BA12），1 strain of Enterococcus faecalis （Efa01），and 5 
strains of Lactococcus lactis （LL01，LL05，LL09，LL13，and LL22） were incorporated into feed respective⁃
ly and administered to largemouth bass for 30 days to evaluate their effects on growth performance and re⁃
sistance to LMBV.The results showed that BS04，BS49，BS66，BS74，BA04，BA12，LL01，LL05，LL09，
LL13，and LL22 significantly increased the percentage weight gain and specific growth rate of largemouth 
bass，while significantly reducing their feed conversion ratio.The expression of 4 immune factors （IFN-γ，
IL-1β，IL-8，and TNF-α） in the spleen and head kidney of largemouth bass in the BS04，BS49，and LL01 
groups was significantly increased.The viral load in the spleen and head kidney of each experimental group 
was significantly reduced after the LMBV challenge，and the relative protection rate was higher than 20%，

with the highest relative protection rate observed in the BS04 group at 55.1%.In conclusion，Bacillus subtil⁃
is BS04 isolated in this study can effectively improve the growth performance，immune response，and resis⁃
tance to LMBV in largemouth bass，demonstrating its potential as a feed additive.

Keywords largemouth bass； Bacillus； Lactobacillus； growth promotion； anti-LMBV
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