
摘 要：为筛选新的益生菌菌源，从罗非鱼养殖系统分离筛选 6株有机物降解菌，研究其对罗非鱼饲料浸出液和饲料原液的降解
能力以及菌株对碳源的利用能力。结果表明 6株菌对饲料浸出液的有机物均有明显的降解作用，实验 72 h后，菌株 D51对饲料浸
出液有机物的降解率最高，达 53.49%，其次为菌株 D11，降解率为 48.83%。各菌株对饲料原液的有机物均具有明显降解作用，菌株
D51、D11 和 D45的降解效果最好，实验 15 d 饲料原液的 COD 分别降低了 52.46%、46.03%和 46.03%，饲料干重分别减少了
58.25%、53.08%和 52.08%。各菌株对碳源的利用能力有所差异，菌株 D45对 31种碳源表现出很强的代谢活性，菌株 D51和 D11次
之，菌株 D52和 D53对碳源的利用能力相对较低。经分子生物学鉴定，菌株 D11属于芽孢杆菌属（Bacillus sp.），菌株 D45、D51、D52
和 D53属于微小杆菌属（Exiguobacterium sp.）。鉴于菌株 D11、D45和 D51对有机物具有较强的降解能力，可将其作为降解养殖池
塘有机物的备选菌株开展后续研究。
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Abstract：Enhanced degradation of organic matter in aquaculture systems has drawn increasing interests. A study was performed to screen
and identify organic-matter-degrading probiotic bacteria from tilapia culture system using 16S rDNA method. Their ability to degrade and
utilize organic carbon in leachate and original solution of tilapia feed was also determined using COD and ECO microplate method, respec原
tively. Six strains were found to significantly degrade organic matter in the leachates. After 72 h incubation, the degradation rates of organic
matter were up to 53.49% for the strain D51, followed by the strain D11（48.83%）. The strains D51, D11 and D45 also had high abilities to
degrade organic matter in the original feed solution. After 15 d incubation, they decreased COD values in the original feed solution by
52.46%, 46.03% and 46.03%, respectively. The strain D45 showed significantly stronger carbon utilization than the other strains did, with
the strains D52 and D53 being the lowest. 16S rDNA identification showed that D11 was Bacillus sp. and the strain D45, D51, D52 and D53
were Exiguobacterium sp. These results suggest that the strains D11, D45 and D51 have great organic degradation potential and warrant
more indepth studies.
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在池塘养殖生产中，为促进养殖对象的生长，需

要投入大量的饲料。这些饲料进入养殖系统后，除部

分被养殖对象利用外，其余转化形成各种代谢产物累

积于池塘中，易造成养殖环境的有机物污染。据报道，

在玉筋鱼（Ammodytes personatus）养殖中，代谢产物和
残饵分别占投饵量的 20%~35%和 10%~40%[1]。研究
表明，每生产 1 kg的鱼类生物量约能产生 162 g有
机粪便废物，其中包括 50 g蛋白质、31 g脂质和 81 g
碳水化合物[2]。随着养殖的不断进行，在养殖末期可
能出现有机物污染严重、水质恶化或水体富营养化

等问题[3]。可见，养殖水体中有机污染物的大量存在，
一方面造成了营养物质的大量浪费，养殖成本升高；

另一方面加重了养殖环境污染。因此，养殖水体的有

机物污染成为制约水产养殖业健康、可持续发展的关

键因素之一[4]。
微生物作为池塘养殖生态系统的分解者，在物质

循环和能量流动中发挥着重要作用[5-6]。研究表明，在
罗非鱼（Tilapia nilotica 伊 T. aurea）养殖过程中，有机
物质不断积累，但养殖池塘微生物群落的代谢能力并

未显著升高[7]。可见池塘固有微生物群落不足以分解
累积的有机物，通过人为的措施提高养殖池塘的自净

能力极其必要。水产养殖生态环境的有益微生物能分

解累积的大量残余饵料、排泄物、动植物残体以及有

害气体（氨、硫化氢）等[8-9]。袁翠霖等[10]研究表明，在养
殖前期投放芽孢杆菌制剂有利于改善罗非鱼养殖池

塘微生物群落的代谢功能，尤其有利于提高底泥微生

物群落的代谢能力。

本研究对罗非鱼养殖系统潜在有机物降解菌株

进行分离筛选，研究其对罗非鱼饲料浸出液、饲料原

液的降解效果及其对碳源的利用能力，以期为水产养

殖业提供新的益生菌菌源，通过将其加以应用，提高

池塘养殖系统的微生物群落代谢能力，减轻池塘环境

污染、提高饲料利用。

1 材料和方法

1.1 菌株来源
从广州市番禺区新一代渔业有限公司罗非鱼养

殖池塘的水体、底泥和罗非鱼肠道分离优势菌株。选

择其中 6株产酶菌株作为本研究的实验菌株，各菌株
对氧的需求特性和产酶能力如表 1所示。除来自肠道
的菌株 D55是兼性厌氧菌外，另外 5株均为好氧菌。
在菌株的产酶能力方面，菌株 D11、D45、D51和 D55
具有较高的蛋白酶活力和较高的淀粉酶活力，菌株

D52具有较高的淀粉酶活力，菌株 D53具有较高的蛋
白酶活力。

1.2 菌株对饲料浸出液的降解
1.2.1 饲料浸出液的制备

将市售的罗非鱼饲料（广东粤海饲料集团，主要

营养成分为粗蛋白 31%，粗脂肪 3%，灰分 7%）粉碎
之后，用无菌水浸泡 24 h，过滤。将过滤的饲料浸出液
稀释。饲料浸出液的初始 COD值设置为（22.93依0.53）
mg·L-1，接近一般池塘水体在养殖过程中达到的 COD
峰值[7]。将配制好的饲料浸出液以 50 mL·瓶-1的量分
装于 150 mL的三角瓶，121 益灭菌 20 min。
1.2.2 实验设计

将纯化的各菌株经斜面活化后，分别转接于装有

饲料浸出液的三角瓶，28 益振荡培养 12 h进行二次
活化，再以 1%的接种量转接于装有 50 mL饲料浸出
液的三角瓶，28 益摇床培养 72 h，每株菌（每组）均设
置 3个平行。检测初始和结束时每组饲料浸出液的
COD值（采用高锰酸钾法）[11]，比较菌株对饲料浸出液
的降解能力，以降解率表示。

降解率=（饲料浸出液的初始 COD值-72 h饲料
浸出液的 COD值）/饲料浸出液的初始 COD值
1.3 菌株对罗非鱼饲料的降解
1.3.1 饲料原液的配制

将罗非鱼饲料进行烘干、粉碎处理，称取 12 g饲
料粉末，放入装有 600 mL水的 1000 mL三角瓶内，
121 益灭菌 20 min，制成饲料原液。
1.3.2 实验设计

将纯化的各菌株经斜面活化后，分别接种于饲料

原液，以未接菌的饲料原液作为对照，28 益恒温培养
15 d，每组均设置 3个平行。每 3 d检测各组饲料原液
的 COD值；实验初始和结束时，测定各组的饲料原液
的 COD值和饲料干重，计算各组饲料原液 COD值的
变化率和饲料干重的变化率。

表 1 菌株来源及其蛋白酶和淀粉酶活力
Table 1 Sources of experimental strains and their activities of

proteinase and amylase
菌株编号

菌株的氧需
求特性

菌株来源
蛋白酶活力/

U·mL-1
淀粉酶活力/

U·mL-1

D11 好氧 底泥 49.40 74.91
D45 好氧 水体 51.07 74.74
D51 好氧 水体 70.15 267.86
D52 好氧 水体 — 190.52
D53 好氧 水体 75.70 18.64
D55 兼性厌氧 肠道 53.34 79.93
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饲料原液 COD的变化率=（培养 15 d 时饲料原

液 COD值-饲料原液的初始 COD值）/饲料原液的初
始 COD值

饲料干重的变化率=（培养 15 d时的饲料干重-
初始饲料干重）/初始饲料干重
1.4 菌株对碳源的利用能力比较

选择降解能力较强的菌株 D11、D45、D51、D52
和 D53进行纯培养，当菌浓度达 105 CFU·mL-1时，对
菌液进行 10倍稀释，将稀释菌液倾倒在无菌加样槽
（所测样品的菌浓度为 104 CFU·mL-1），用八道移液器
把稀释菌液分别加入 Biolog ECO微板的微孔中。每孔
150 滋L，每株菌均设置 3个平行。加好样后，将 ECO
微板加盖放于 25 益恒温培养，分别在第 0 h、24 h、48
h、72 h、96 h、120 h、144 h、168 h时测定 OD590值[12]。

根据每孔每个时间点的吸光值，计算 31孔的平
均吸光值（Average well color development，AWCD）。其
计算公式如下[13]：

AWCD=[移（Ci-R）]/31
式中：Ci为除对照孔外各孔的吸光值，R 为对照孔吸
光值。

根据 Biolog ECO微板的六大类碳源分类，以校
正后的数据计算各菌株对六大类碳源的总吸光值，来

分析不同菌株对同一碳源的利用差异[14]。
1.5 菌株的分子生物学鉴定
1.5.1 细菌总 DNA的提取

对降解能力较强的五株菌 D11、D45、D51、D52和
D53进行分子生物学鉴定。采用天根生化科技（北京）
有限公司生产的细菌基因组 DNA提取试剂盒提取。
1.5.2 PCR扩增

16S rDNA的扩增采用细菌 16S rDNA通用引物
8F（5忆-AGAGTTTGATCC TGGCTCAG -3忆）及 1492R
（5忆-GGTTACCTTGTTACGACTT-3忆）。反应体系：50
滋L 体系中含有 10伊PCR buffer 5 滋L，dNTPs（各 2.5
mol·L-1）4 滋L，引物各 1 滋L，模板 DNA 2 滋L，Taq酶 1
滋L，ddH2O补足。反应条件：95 益预变性 3 min；95 益
变性 1 min，48 益退火 1 min，72 益延伸 2 min，共 30
个循环；最后再 72 益延伸 10 min。扩增结束后，PCR
产物用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测后，送上海英骏生
物技术有限公司测序。

1.5.3 序列分析
测序所得的 16S rDNA基因序列通过 BLAST在

GenBank基因库中进行同源性比较，并申请序列号。
利用 Mega 4.0软件构建菌株的系统发育树。

1.6 数据分析
采用 SPSS软件的方差分析法（ANOVA）检验不

同菌株之间降解能力的显著性差异，显著性水平设置

为 P<0.05。
2 结果和分析

2.1 各菌株对饲料浸出液的降解效果
6株菌株在 72 h时对饲料浸出液的降解情况如

表 2所示。从表中可以看出，6株菌株在 72 h的饲料
浸出液 COD值均显著低于饲料浸出液的初始 COD
值（22.93依0.53）mg·L-1（P<0.05），说明 6 株菌对饲料
浸出液中的有机物均有明显的降解作用，但不同菌株

的降解能力有所不同。以菌株 D51和 D11的降解效
果最明显，降解率分别为 53.49%和 48.83%，显著高
于其他菌株（P<0.05）。其次是菌株 D53和 D52，降解
率分别为 41.86%和 36.43%。菌株 D55和 D45的降解
率最低，分别仅为 15.61%和 18.60%。

2.2 各菌株对饲料原液的降解效果
将 6 株菌株接种于饲料原液，28 益恒温培养后

发现，三角瓶中的饲料原液出现明显的分层现象，底

部的溶液较上部的浑浊且饲料粉末都沉淀在三角瓶

底部。随着培养时间的延长，加菌组的饲料原液逐渐

澄清，其中菌株 D45、D11和 D51组的饲料原液在第
6 d时明显比对照组澄清。各组饲料原液 COD值随培
养时间的动态变化如图 1所示。从图中可以看出，对
照组饲料原液 COD值在实验期间的变化不大，各取
样时间点之间均无显著性差异（P>0.05）。加菌组的饲
料原液 COD值在实验第 15 d均显著低于对照组（P<
0.05），其中菌株 D45、D11和 D51组的饲料原液 COD
值在实验第 3 d出现了显著性降低（P<0.05），第 6 d
较第 3 d再次出现了显著性降低（P<0.05），而后略有

表 2 各菌株在 72 h时对饲料浸出液的降解情况
Table 2 Degradation of organic matter in leachate from feed by

strains at 72 h

注：不同字母表示各菌株之间差异显著（P<0.05）；数值为平均值依
标准差（mean依SD）。

菌株编号 COD/mg·L-1 对饲料浸出液的降解率/%
D11 11.73依0.53 48.83依0.02a
D45 18.31依0.53 18.60依0.02c
D51 11.38依1.60 53.49依0.07a
D52 14.93依0.82 36.43依0.04b
D53 13.33依0.53 41.86依0.02b
D55 16.00依1.41 15.61依0.03c
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降低。菌株 D55和 D52组的饲料原液 COD值随实验
时间的延长逐渐降低；菌株 D53组的饲料原液 COD
值在实验第 6 d出现了显著性降低（P<0.05），第 6 d
到第 15 d期间变化不显著（P>0.05）。

各菌株在实验第 15 d对饲料原液的降解情况如
表 3所示。从表中可以看出，对照组的饲料原液 COD
值在第 15 d较实验开始时增加了 0.80%，而各菌株组
的饲料原液 COD值则分别降低了 18.75%~52.46%不
等，说明 6株菌对饲料原液的有机物降解能力有所不
同，其中以菌株 D51、D11和 D45的降解能力较强，其
对原液 COD的去除率均大于 45%。

从饲料干重物质的变化来看，对照组的饲料干重

在实验第 15 d较初始时降低了 38.92%，加菌组的饲
料干重物质分别降低了 44.75%~58.25%不等（表 3）。
各加菌组饲料干重的降解率均显著高于对照组（P<
0.05），除菌株 D55 外，其他 5 株菌的降解率超过
50%。饲料干物质的减少可能与两方面因素有关，一
方面是由于细菌对饲料粉末的降解作用，另一方面则

可能是因为在配制饲料原液时饲料加水后的散失导

致干重物质的减少。

2.3 各菌株对碳源的利用能力比较
AWCD值表征了异养细菌代谢活性[15]。由图 2可

以看出，不同菌株的代谢活性差异较大。菌株 D45对
碳源的利用能力强于其他菌株，培养 168 h AWCD值
可达 1.29。其次为菌株 D51和 D11，168 h的 AWCD
值分别为 0.63和 0.49。菌株 D52和 D53对碳源的利
用能力较弱，其 AWCD值低于 0.2。

Biolog ECO微板包括六大类，共 31种碳源。六大
类碳源分别包括聚合物、羧酸、氨基酸、糖类、胺类和

其他类碳源。如图 3所示，5株菌对六大类碳源的利
用率不同，菌株 D45对糖类的利用率最高，120 h可
达 10.15，其次是对氨基酸、其他类、羧酸和胺类，对聚
合物的利用率最低；菌株对糖类、羧酸和其他类碳源

的利用率曲线与 AWCD 值的变化趋势类似。菌株
D11在 72 h~168 h呈现出糖类>氨基酸>羧酸>胺类>
其他类>聚合物的趋势；菌株 D51在 168 h对六大类
碳源的利用率为羧酸>糖类>氨基酸>胺类>聚合物>
其他类。菌株 D52和 D53对六大类碳源的利用能力
较弱，与 AWCD值的变化一致。
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图 2 各菌株 AWCD值的比较

Figure 2 Comparison of AWCD among different strains

图 1 各组饲料原液中 COD值的动态变化
Figure 1 Dynamic changes of COD values in feed original solution

表 3 各菌株在培养 15 d时对饲料的降解情况
Table 3 Degradation of organic matter in original feed solution by

strains at 15 d of incubation

注：“+”表示增加，“-”表示降低；同列不同字母表示差异显著（P<
0.05）；数值为平均值依标准差（mean依SD）。

菌株编号
变化率

饲料原液中 COD值/% 饲料干重/%
D11 -（46.03依0.07）a -（53.08依0.03）a
D45 -（46.03依0.05）a -（52.08依0.02）a
D51 -（52.46依0.03）a -（58.25依0.05）a
D52 -（27.56依0.03）b -（52.83依0.03）a
D53 -（18.75依0.12）b -（50.92依0.08）a
D55 -（21.26依0.05）b -（44.75依0.04）b
对照 +（0.80依0.05）c -（38.92依0.02）c
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图 3 各菌株对六大类碳源的利用情况
Figure 3 Utilization of six carbon sources by different strains

2.4 菌株的分子生物学鉴定
将降解能力较强的 5 株菌 D11、D45、D51、D52

和 D53的 16S rDNA序列与 GenBank中同源性较高
的其他种经 Clustal比对，采用 Mega 4.0软件构建系
统发育树。结果显示，菌株 D11在系统发育树上与已
报道的 Bacillus nanhaiensis 亲缘关系最近，同源性达
99%以上（图 4）。菌株 D45、D51、D52和 D53与 Ex原
iguobacterium sp.亲缘关系最近（图 5），表明菌株 D11
属于芽孢杆菌属（Bacillus sp.），菌株 D45、D51、D53
和 D52属于微小杆菌属（Exiguobacterium sp.）。
3 讨论

在养殖池塘中，投喂的饲料、施用的有机肥料、养

殖生物的排泄物和浮游动植物残体等构成了水体有

机物的主体，这些有机物在分解过程中需消耗大量的

溶解氧，产生硫化氢、氨氮等有害物质，严重污染水

体，易导致疾病爆发，甚至养殖生物死亡[16]。因此，控
制养殖水体的有机污染势在必行。水产养殖微生态制

剂因其具有分解有机物，降低氨氮和亚硝氮浓度，抑

制有害微生物的繁殖，改善养殖生态环境的作用，已

被广泛应用[8-10]。本研究从罗非鱼养殖系统分离筛选
了 6株产酶菌株，研究了菌株对饲料的降解效果。结
果显示，6 株菌对饲料浸出液的有机物均有降解作
用，其中以菌株 D51的降解率最高，达 53.49%，表明
此菌株对养殖水体的高 COD具有潜在去除作用。菌
株 D45、D11 和 D51 对饲料原液 COD 的去除率达
45%以上，加菌组饲料原液的干重物质与对照组相比
均显著降低（P<0.05），说明筛选菌株对饲料原液中溶
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解性的有机物和饲料粉末都有明显的降解作用，具有

对养殖水体、养殖底泥和罗非鱼肠道中的饲料有机物

质进行降解的潜在能力。

Biolog ECO微板用于分析异养细菌代谢活性及
其对不同碳源的潜在利用能力[15]。本研究中，以菌株
D45对碳源的利用能力最强，培养 168 h AWCD值可
达 1.29，其次为菌株 D51 和 D11，分别为 0.63 和
0.49，远高于笔者在大型海藻龙须菜栽培体系筛选的
菌株（仅为 0.25）[12]，说明从罗非鱼养殖系统筛选的酶
产生菌对碳源的利用能力更强。由此可见，在不同的

生境条件下，菌株的功能特性差异明显，从罗非鱼养

殖系统筛选土著菌株，更有利于后续将其重新应用于

养殖生态系统。在对六大类碳源的利用研究中，菌株

D45、D11和 D51对糖类和氨基酸的利用率高于其他
几类碳源。研究表明，糖类和氨基酸是水体微生物有

机质、悬浮和沉积颗粒，以及溶解有机物的重要组成

成分[17-18]。由此可见，D45、D11和 D51具有较强的分
解利用有机物的能力和潜力。

芽孢杆菌是一类好氧或兼性厌氧的革兰氏阳性

细菌，能分泌高活性的胞外酶，可降解养殖水体中的

有机污染物，有效促进养殖环境的生态良性循环[19]。近
十几年来，以芽孢杆菌为主导菌的微生物制剂已被广

泛应用于水产养殖业[20]。本研究中，菌株 D11（Bacillus
sp.）在降解饲料浸出液、饲料原液以及利用多种类型
碳源等方面都表现出较高的能力，可作为较好的益生

菌菌源。微小杆菌则是一类兼性厌氧的革兰氏阳性细

菌：冯旭明等[21]报道了菌株 Exiguobacterium sp. C2具
有产低温淀粉酶特性；刘建福等[22]选取微小杆菌、乳
杆菌、棒杆菌等多种菌株，经混合培养后形成复合菌

群，应用于生物反应器中，可显著提高对木薯酒精废

液的 COD去除率。本研究中，菌株 D45、D51、D53和
D52均属于微小杆菌。目前，微小杆菌作为水产养殖
微生态制剂菌源暂未见报道，鉴于其对有机物具有较

强的降解能力，又来源于养殖系统，可考虑将其作为

应用于降解养殖池塘有机物的备选菌株，后续将开展

菌株的生物安全性研究。

4 结论

（1）6株菌对饲料浸出液的有机物均有明显的降
解作用。实验 72 h后，菌株 D51对饲料浸出液有机物
的降解率最高，达 53.49%，其次为菌株 D11，降解率
为 48.83%。
（2）各菌株对饲料原液的有机物均具有明显降解作

用。菌株 D51、D11和 D45的降解效果最好，在实验第
15 d饲料原液的 COD分别降低了 52.46%、46.03%和
46.03%，饲料干重分别减少了 58.25%、53.08%和
52.08%。
（3）各菌株对碳源的利用能力差异显著。菌株D45

对 31 种碳源表现出很强的代谢活性，菌株 D51 和
D11次之，菌株 D52和 D53对碳源的利用能力相对
较低。

（4）经鉴定，菌株 D11属于芽孢杆菌属（Bacillus
sp.），菌株 D45、D51、D52 和 D53 属于微小杆菌属
（Exiguobacterium sp.）。

（5）鉴于菌株 D11、D45和 D51对有机物具有较强
的降解能力，又来源于养殖系统，可将其作为降解养

殖池塘有机物的备选菌株开展后续研究。
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