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Freeze-drying technology and its application to prepare bacteria that degrades malachite green
LIU Jing-hua，SUN Zhen-zhong，CHEN Xue-ting
（Shanghai Fisheries Research Institute, Shanghai 200433, China）
Abstract：Two strains of malachite green with a high degradation ability were used to prepare a compound degradation bacterial powder.
The powder was prepared using a freeze-drying method, and its performance was optimized by the type of lyophilized protective agent used,
pre-freezing time, bacterial content, and the thickness of the lyophilized product. A preliminary study on the application of the powder was
conducted in water and sediment from fisheries. The results showed that the use of multiple types of lyophilized protective agents resulted
in higher survival rates than when only single protective agents were used. The lyophilized protective agent consisted of 15 mL·g-1 of 15%
skim milk powder, 5 mL·g-1 of 10% sucrose, and 0.25 mL·g-1 of glycerol. The thickness of the lyophilized product was 0.4 cm, pre-freezing
time was 48 h, and the vacuum freeze-drying process took 16 h. The malachite green powder obtained had a good appearance, was fine, and
the survival rate of the bacteria was approximately 82.3%. Under light conditions, the degradation rate of the powder of 5 mg·L-1 malachite
green in water from fisheries was above 90% for 12 h, and the degradation rates of concentrations of 2 mg·kg-1 malachite green and the
metabolite of latent malachite green were 73.36% and 76.80%, respectively, for 25 d in sediment from fisheries. Under dark conditions,
malachite green was more easily converted into recessive malachite green in the environment. However, the addition of bacteria could
effectively reduce the conversion of invisible malachite green to malachite green in the sediment. Increasing light exposure could promote
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摘 要：利用两株对孔雀石绿具有高效降解能力的菌株，采用冷冻干燥法制备孔雀石绿复合型降解菌剂，通过冻干保护剂的种

类、预冷冻时间、菌体含量和冻干厚度等因素对降解菌剂进行性能优化，并对降解菌剂在渔业养殖水体及底泥中的应用进行初步

研究。结果表明：多种类的冻干保护剂比单一的保护剂菌体成活率更高，采用冻干保护剂为 15 mL·g-1的 15%脱脂乳、5 mL·g-1的

10%蔗糖和 0.25 mL·g-1的甘油，冻干厚度为 0.4 cm，预冷冻时间为 48 h，真空冷冻干燥 16 h，该条件下获得的孔雀石绿降解菌剂外

观良好，菌剂细腻，菌体成活率约 82.3%。光照条件下，菌剂对渔业养殖水体中浓度为 5 mg·L-1孔雀石绿 12 h降解率超过 90%，对

渔业底泥中浓度为 2 mg·kg-1孔雀石绿及代谢产物隐性孔雀石绿 25 d降解率分别为 73.36%和 76.80%。避光条件下，环境中孔雀

石绿更容易转化为隐性孔雀石绿，添加菌剂可有效降低底泥中隐性孔雀石绿转化为孔雀石绿，增加光照可促进菌剂对两种药物

的降解速率，在菌剂和光照的共同作用下，可有效减弱两类药物互相转化，同时提高降解效率。菌剂对养殖环境中的鱼体生长无

显著影响（P>0.05）。本研究获得的孔雀石绿复合型降解菌剂具有良好的应用前景。
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孔雀石绿（Malachite green，MG）在渔业养殖中作

为一种杀菌剂被广泛使用[1-2]。由于其价格低廉、抗

菌效果显著，且没有更好的替代药物，尽管各国已将

其列入水产养殖的禁用药物名单，但违规使用孔雀石

绿药物的情况屡见不鲜、屡禁不止，在水产品抽样检

查中发现孔雀石绿仍然存在残留超标现象[3]。陕西

省对 2017年和 2018年的水产品抽样调查显示，孔雀

石绿连续两年均有较高检出率[4]，残留风险较高。在

渔业环境监测中，渔业生态环境中孔雀石绿药物残留

情况较为突出[5]，程杏安等[6]对珠三角地区的 10个水

产养殖池塘抽样调查发现，10 个取样点的底泥均有

孔雀石绿残留，残留量最高达 0.030 7 g·g–1，其中有 3
个取样点底泥有代谢产物隐性孔雀石绿（Leucomala⁃
chite green，LMG）残留，残留量在 0.007 3~0.030 9 g·
g–1之间。安全有效地去除渔业环境中的孔雀石绿药

物残留已成为水产养殖领域亟待解决的问题。

在自然环境中，孔雀石绿和隐性孔雀石绿稳定性

较差，受环境中氧化还原物质的影响，极易互相转

化[7-8]，两者共同残留在环境中，对水产品质量安全构

成极大威胁。目前对环境污染物的修复主要有物理、

化学和生物法，相比其他修复方式，微生物修复效果

好、成本低廉、无二次污染，符合绿色环保理念。微生

物修复制剂主要分为液态菌剂和固态菌剂，液态菌剂

存在运输不便且容易受污染等缺点，而固态菌剂在运

输、贮藏和质量控制等方面都优于液态菌剂，其贮存

成本较低，易于大型化、自动化、工业化生产[9]，因此，

固态微生物菌剂越来越受到关注。但是，国内目前对

固态菌剂的研究主要集中于一些益生菌[10-11]，且其存

在细胞存活率不高的问题，菌剂活性差，应用效果不

理想。

目前，国内外对孔雀石绿的降解研究较多[12-13]，

但因我国养殖水域分布广泛，且对生物修复渔业药物

残留的宣传力度不够，生物降解技术尚未发挥出应有

的效果。本课题组前期研究分离获得的D3（Citrobac⁃
ter sp.）和D6（Enterobacter sp.）两株孔雀石绿降解菌对

孔雀石绿降解率超过 95%，并对其酸性还原产物隐性

孔雀石绿降解效果理想，这为复合型降解菌剂的制备

提供了良好的菌种来源。本研究旨在将两株孔雀石

绿降解菌株通过冷冻干燥法制备成复合型降解菌剂，

通过优化制备工艺，获得高性能的孔雀石绿降解菌

剂，以解决目前微生物菌剂普遍活性不高、运输不便、

不易长期保存等缺点，并将制备的菌剂初步应用于渔

业养殖水体及底泥环境，考察菌剂的实际应用效果，

以期为利用微生物修复渔业生态环境中的孔雀石绿

药物残留提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

仪器：岛津 LC-20AD 液相色谱仪；AB SCIEX
QTRAP® 6500 质谱联用仪；涡旋振荡器（IKA MS3）；

超纯水机（美国Millipore公司）；Centrifuge 5810R型离

心机（德国 Eppendorf 公司）；恒温培养摇床（上海一

恒，THZ-100）
孔雀石绿标准品：孔雀石绿和隐性孔雀石绿购自德

国Dr.Ehrenstorfer公司。氘代显性孔雀石绿（Malachite
green-D5，MG-D5）和氘代隐性孔雀石绿（Leucomala⁃
chite green-D6，LMG-D6）购自德国WITEGA公司。

供试菌种：孔雀石绿降解菌株D3（Citrobacter sp.）
和D6（Enterobacter sp.）

营养培养基：蛋白胨 10.0 g，牛肉剂 3.0 g，氯化钠

5.0 g，葡萄糖 1.0 g，过滤养殖水体 1 000 mL，pH 7.6~
7.8，高压蒸汽灭菌（121 ℃，15 min）后制得。

试剂：蔗糖（国药集团）、脱脂乳（美国BD公司）、

甘油（麦克林公司）

供试渔业养殖水体采自上海市水产研究所内养

殖池塘，水体pH 7.1。
供试渔业养殖底泥采自上海市郊区某养殖池塘，

其部分理化性质如下：pH 6.5，有机质含量 14.22 g·
kg-1，电导率178.3 µS·cm-1，粒径≤0.3 mm。

1.2 菌体的培养及菌悬液的制备

菌种活化后，将对数期的菌种以 1%的接种量接

种至营养培养基，30 ℃、160 r·min-1摇床培养，培养时

间 12 h，采用平板稀释涂布的方法对菌液进行计数，

获得菌剂制备前的菌落数。富集培养后的菌液转移

the effect of bacteria on the degradation rate and, under the combined effect of bactericide and light, the mutual conversion of two types of
drugs could be reduced effectively, thereby improving the degradation efficiency. The bacterial agent had no significant effect on the growth
of fish in the culture environment（P>0.05）. There are good prospects for the application of the malachite green composite degrading
bacterial agent obtained in this study.
Keywords：malachite green; freeze-drying technology; bacterial degradation agent; piscatorial environment; degradation
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至离心管中，8 000 r·min-1离心 5 min，弃去上清液，磷

酸缓冲盐洗涤后，再次离心弃上清，获得菌体。将冻

干保护剂与菌体按照不同配比进行混合，制备成不同

条件的菌悬液，备用。

1.3 冻干剂的制备

将制备好的菌悬液分装，放入-80 ℃的冰箱进行

预冷冻 24~48 h，冷冻完全后放入冻干机中，真空冷冻

干燥16 h。
1.4 菌体成活率检测

测定冻干后的菌剂质量，复溶至与菌体来源完全

相等的无菌水中，摇匀使其充分溶解，30 ℃水浴 30
min，采用平板稀释涂布法对其进行有效活菌计数，置

于 30 ℃恒温培养箱中，培养时间与冻干前计数平板

培养时间相同。

菌体存活率=Nt /N0×100%
式中：Nt为冻干后有效活菌数；N0 为冻干前有效活

菌数。

1.5 制备复合菌剂的方法优化

分别对冻干保护剂的配比、菌体含量、预冷冻时

间和冷冻厚度等因素进行优化，菌剂性能优良程度以

菌体成活率为标准，同时参照菌剂的外观特征进行判

定。在冻干过程中查阅大量文献初步筛选出 5种适

用于本菌的冻干保护剂配方，详细的菌剂制备方法及

配比如表1所示。

1.6 复合菌剂在渔业环境中的初步应用研究

室内模拟自然环境，将制备好的菌剂投洒到渔业

水体及底泥环境中，监测菌剂在水体及底泥中对孔雀

石绿及其代谢产物隐性孔雀石绿的降解情况，对菌剂

制剂的实际应用效果进行初步探究。具体实验步骤

如下：取适量菌剂于水体中 30 ℃水浴活化，均匀投洒

到药物浓度为 5 mg·L-1的养殖水体中，菌剂投洒量约

0.01 g·L-1，控制环境温度 25 ℃左右，分别在 12、24 h
和5 d后监测孔雀石绿药物残留。底泥实验设置孔雀

石绿浓度为 2 mg·kg-1，菌剂投加量约为 1 g·kg-1，中间

追加一次菌剂投放，实际环境温度约 20 ℃，保持底泥

适当水分，分别在第 3、5、7、13 d和 25 d定时取样监

测。设置空白（CK）、光照（L）、菌剂（BA）和菌剂+光
照（L+BA）进行试验结果对比，光照条件均为自然光，

三组平行，其降解率计算公式如下：

X=（1-Xt

X0）×100%
式中：X为降解率；Xt为降解后底泥中药物残留浓度；

X0为原始添加浓度。

1.7 菌剂对养殖环境中鱼体生长影响

选择体长 10~12 cm草鱼为研究对象，投加菌剂

于养殖水箱中，使其浓度分别为 0.01、0.03、0.05 g·L-1

和 0.10 g·L-1，菌剂预活化 3 h，每组试验投放鱼体 50
尾，期间不换水，泵氧，养殖 1周，考察菌剂对鱼体存

活影响，每个梯度设置三组平行，设置空白对照

（CK）。

1.8 孔雀石绿检测方法

水体检测方法：8 000 r·min-1离心，0.45 µm滤膜

过滤，取适量水体加入氘代孔雀石绿及氘代隐性孔雀

石绿内标。样品采用PRS固相萃取柱进行富集回收，

分别用 2 mL乙腈、2 mL水活化，采用 2 mL水和 2 mL
乙腈进行淋洗，最后使用 3 mL乙腈∶乙酸铵（V∶V=1∶
1）洗脱，取 1 mL 洗脱液过 0.22 µm 滤膜后，通过

HPLC-MS/MS进行分析[14]。

底泥检测方法：称取底泥 2 g，加入氘代孔雀石绿

及氘代隐性孔雀石绿内标，使用 15 mL乙腈超声、涡

旋，提取两次，合并提取液，8 000 r·min-1离心，取 2
mL上清液过 PRS固相萃取柱进行富集，PRS柱使用

2 mL乙腈活化，2 mL乙腈进行淋洗，最后使用 4 mL
乙腈∶乙酸铵（V∶V=1∶1）洗脱，取 1 mL洗脱液过 0.22
µm滤膜后，通过HPLC-MS/MS进行分析。

1.9 数据处理方法

采用 IBM SPSS Statistics 22.0对数据进行统计分

析和计算，所有数据结果均以 3 次重复的平均值表

方法
Method

1
2
3
4
5

冻干剂体积Volume of lyophilizer/mL
15%脱脂乳

15% skim milk
5
4
3
4
3

10%蔗糖
10% sucrose

0
3
1
0
1

甘油
Glycerol

0
0.1
0
0

0.05

菌体含量
Bacteria content/g

0.025
0.1
0.2
0.2
0.2

冻干厚度
Freeze-dried thickness/cm

0.4
0.1
0.4
0.4
0.4

预冷冻时间
Pre-freezing time/h

24
24
48
48
48

冻干时间
Freezing time/h

16
16
16
16
16

表1 菌剂制备方法优化配比

Table 1 Optimization of preparation method of bacterial agent
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示，差异显著性分析采用 LSD法、S-N-K法和重复测

量方差分析，显著性水平设定为 α=0.05，极显著水平

设定为α=0.01。
2 结果与分析

2.1 离心速度对菌体成活率的影响

菌悬液制备过程中，菌体离心速度对菌体成活

率具有较大的影响，不同离心速度下菌体的成活率

如图 1所示，5 000~8 000 r·min-1时菌体成活率较为

稳定，随着离心速度的提高，菌体成活率逐步下降。

2.2 不同制备方法对菌剂外观形态的影响

采用不同方法制备的孔雀石绿复合菌剂如图 2
所示，从外观形态来看，方法 3、方法 4和方法 5获得

的降解菌剂外观细腻、色泽均匀、质地疏松饱满，方法

1获得的菌剂外观略显粗糙、不平，方法 2制备的菌剂

有黏稠状大颗粒。

2.3 不同制备方法对菌体成活率的影响

采用不同制备方法获得复合降解菌剂的菌体成

活率如图3所示。由图3可知，方法1、方法2和方法5
菌体成活率均在 80%以上，明显高于方法 3和方法 4，
尤其是方法 1和方法 2的菌体成活率高达 95%以上，

从菌剂制备配方可以发现，菌体含量越低，冻干保护

剂含量越高，获得的降解菌剂菌体成活率越高，与方

法1相比，方法4降低了冻干剂的含量，同时提高了菌

体含量，其获得的菌剂菌体成活率由 97.6% 降为

21.4%。这说明冻干保护剂对菌剂制剂的菌体成活

率具有至关重要的作用，但是过度提高冻干剂的比

例，其缺点也很明显，获得的菌剂往往外观形态不理

想，菌剂易粗糙、粘连，且造成资源浪费，制备成本高。

不同冻干剂对菌剂菌体成活率影响较大，不同

配方的冻干保护剂制备获得的菌剂见图 2和图 3，相
同的菌体含量下，混合配比的冻干保护剂比单一的

冻干保护剂效果更理想，菌体含量和冻干剂只有在

合理的配比范围，才能获得外观均匀、细腻的菌剂。

优良的菌剂以质地均匀细腻、菌体成活率高为佳，综

上，方法 5制备的菌剂为最优菌剂，将其应用于下一

阶段的试验研究。

2.4 菌剂在渔业水体中应用效果

孔雀石绿易溶于水，渔业环境中未被代谢的药物

极易在渔业水体中残留，试验将制备的孔雀石绿降解

菌剂投入到渔业养殖水体中，考察菌剂对孔雀石绿的

降解效果（表2）。

图2 五种不同制备方法获得的复合菌剂外观形态

Figure 2 The appearance of the compound bacterial agent obtained by five different preparation methods

图1 离心速度对菌剂中菌体成活率的影响

Figure 1 The effect of centrifugal speed on the survival rate
of bacteria

图3 制备方法对菌剂中菌体成活率的影响

Figure 3 The effect of preparation methods on
the survival rate of bacteria
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表2显示，避光处理（CK）的孔雀石绿降解较为缓

慢，5 d后降解率仅为 22.21%。增加自然光照后，孔

雀石绿的降解率大幅提高，5 d降解率可超过 95%，说

明光照对孔雀石绿有降解效果。而无光照处理仅有

菌剂的情况下，孔雀石绿 5 d 后的降解率同样超过

95%，但菌剂对孔雀石绿的降解效率更快，24 h降解

效果就达到 87.58%。相同条件下添加菌剂并光照处

理，5 d后孔雀石绿的降解率提高到 99%以上，而且实

验数据显示 12 h降解率即超过 90%，光照对提高菌剂

降解效率具有极显著影响（P<0.01）。从水体中隐性

孔雀石绿的监测数据可以发现，孔雀石绿在降解过程

中有隐性孔雀石绿产生，5 d后光照处理组隐性孔雀

石绿的生成量显著低于无光照处理组。

2.5 菌剂在渔业底泥中应用效果

孔雀石绿等药物进入水体环境后，未被分解的孔

雀石绿及其代谢产物隐性孔雀石绿大部分被底泥吸

附和吸收，即底泥沉积物是大部分药物的最后归宿和

载体。考虑到两种药物在底泥环境中可通过氧化还

原反应互相转化，本试验分别考察两种药物在底泥的

残留降解情况。将制备的菌粉制剂投撒到渔业养殖

底泥，不同条件下菌剂对渔业养殖底泥中孔雀石绿和

隐性孔雀石绿的降解率如图4所示。

从图 4a可以发现，孔雀石绿在底泥中几乎很难

降解，25 d后避光处理CK降解率仅为 8.28%，而施加

菌剂并辅以光照后其降解率高达 73.36%，且光照对

提高菌剂在底泥中的降解速率有极显著影响（P<
0.01），这一点类似于菌剂在养殖水体中的降解。图

4b显示，25 d后底泥中隐性孔雀石绿的去除效果与孔

雀石绿在底泥中的降解效果类似，均为使用菌剂并辅

以光照的降解效果最理想，25 d其药物降解率最高可

达 76.80%，避光条件下隐性孔雀石绿仍然得到一定

的降解，这可能与底泥环境微生物含量丰富有关。

在研究孔雀石绿及隐性孔雀石绿在底泥中降解

过程的同时，跟踪监测其在底泥中隐性孔雀石绿和孔

雀石绿的生成量，试验结果如表3所示。

表 3数据显示，在孔雀石绿降解过程中，避光条

注：同列不同大写字母表示处理间差异极显著（P<0.01）。下同。
Notes：The different capital letters in a column indicate highly significant differences among treatments（P<0.01）. The same below.

处理
Treatment

CK
L

BA
L+BA

12 h
降解率

Degradation rate/%
5.61±0.02D
19.64±0.04C
40.35±0.28B
90.38±0.13A

LMG/（mg·L-1）

0.011±0.000A
0.004±0.000BC
0.005±0.000B
0.003±0.000C

24 h
降解率

Degradation rate/%
8.57±0.07D
33.73±0.06C
87.58±0.08B
95.58±0.09A

LMG/（mg·L-1）

0.060±0.008A
0.027±0.001B
0.032±0.001B
0.010±0.004C

5 d
降解率

Degradation rate/%
22.21±0.05C
95.16±0.05B
95.39±0.10B
99.64±0.10A

LMG/（mg·L-1）

0.194±0.004A
0.066±0.001C
0.123±0.001B
0.048±0.001D

表2 不同条件下菌剂对渔业养殖水体中MG的降解

Table 2 Degradation of MG in aquaculture water under different conditions

图4 不同条件下菌剂对渔业养殖底泥中MG和LMG的降解率

Figure 4 Degradation rate of MG and LMG in fishery bottom mud under different conditions

不同大写字母表示处理间差异极显著（P<0.01）
The different capital letters indicating the highly significant differences among treatments（P<0.01）

降
解

率
De

gra
dat

ion
rate

/%

3 5 7
时间Time/d

100

80

60

40

20

0 13 25

a.MG

AB
CD

AB
CD

AB
CD

A
B

C
D

A
B

C

D 降
解

率
De

gra
dat

ion
rate

/%

3 5 7
时间Time/d

100

80

60

40

20

0 13 25

b.LMG

A
BCD

A
BDC

A
BDC

ABDC

ABC
D

CK L BA L+BA

——381



http://www.aed.org.cn

农业资源与环境学报·第38卷·第3期
件下隐性孔雀石绿的残留量极显著高于光照条件下

（P<0.01），说明避光条件下孔雀石绿更容易被还原为

隐性孔雀石绿，这可能与底泥环境中天然存在的一些

氧化还原微生物有关。在隐性孔雀石绿降解过程中，

未添加菌剂组孔雀石绿的残留量极显著高于添加菌

剂组（P<0.01），说明添加降解菌剂的底泥可降低底泥

中孔雀石绿的产生。综上，无论是加速孔雀石绿和隐

性孔雀石绿在底泥中的降解，还是减弱二者在底泥中

的相互转化，增加光照辅加菌剂的作用效果均较好。

2.6 菌剂对养殖环境中鱼体存活的影响

不同菌剂浓度下草鱼死亡数如表 4所示，7 d内

未添加菌剂组，草鱼死亡 4尾，添加菌剂组草鱼死亡

3~5尾，试验数据采用重复测量方差分析，分析结果

显示，球形检验P=0.021<0.05，不服从球形假设，参看

多变量检验结果，结果显示所有 P值均大于 0.05，因
此得出结论，菌剂对鱼体死亡无显著影响（P>0.05），

时间对鱼体生长无显著影响（P>0.05），各处理组和对

照组在不同时间鱼体的死亡数无显著差异（P>0.05）。

3 讨论

在低离心速度下，菌体成活率稳定，随着离心速

度的提高，菌剂中菌体成活率逐渐下降，这是由于随

着离心速度的提高，转速会使细胞造成损伤甚至破

碎，后经过预冷冻及真空干燥等环节处理，菌体存活

率下降。低离心率不会对细胞造成伤害，因此对菌体

成活率影响不大，但是离心率过低，容易导致菌体细

胞大部分置于上清液中，菌体回收率降低，造成资源

浪费，综合考虑菌体的回收率及菌体存活率情况，在

制备孔雀石绿降解菌剂过程中，菌体离心速度设置为

8 000 r·min-1较为合理。

方法 1制备获得的菌剂外观略显粗糙、不平，这

是由于菌剂配方中含有过量的脱脂乳，而菌体含量不

足。方法 2制备的菌剂有黏稠状大颗粒，这主要是由

于制备过程中添加甘油过量，且菌体含量低，冻干保

护剂与菌体配比不合理。冻干保护剂的种类和配方

对菌体成活率和菌剂形态有重要影响，多种类的保护

时间
Time
3 d

5 d

7 d

13 d

25 d

药物
Medicine

MG
LMG
MG
LMG
MG
LMG
MG
LMG
MG
LMG

MG
CK
—

0.015±0.001A
—

0.023±0.002A
—

0.038±0.001A
—

0.052±0.001A
—

0.074±0.000A

L
—

0.009±0.001B
—

0.011±0.001B
—

0.012±0.001C
—

0.019±0.000C
—

0.025±0.001C

BA
—

0.017±0.001A
—

0.027±0.001A
—

0.033±0.001B
—

0.049±0.000B
—

0.053±0.003B

L+BA
—

0.011±0.002B
—

0.012±0.001B
—

0.012±0.001C
—

0.014±0.001D
—

0.024±0.000C

LMG
CK

0.112±0.001A
—

0.116±0.001A
—

0.119±0.000A
—

0.124±0.000A
—

0.147±0.004A
—

L
0.082±0.002B

—

0.111±0.000B
—

0.120±0.004A
—

0.126±0.001A
—

0.131±0.000B
—

BA
0.027±0.001C

—

0.029±0.000D
—

0.040±0.003B
—

0.070±0.007B
—

0.095±0.000C
—

L+BA
0.015±0.001D

—

0.036±0.001C
—

0.043±0.002B
—

0.060±0.005B
—

0.073±0.001D
—

表3 不同处理条件下渔业养殖底泥中MG和LMG的生成量（mg·kg-1）

Table 3 The production of MG and LMG in fishery bottom mud under different treatment（mg·kg-1）

浓度
Concentration/

（g·L-1）

0（CK）
0.01
0.03
0.05
0.10

1 d
A组

0
0
0
0
0

B组

0
0
0
0
0

C组

0
0
0
0
0

2 d
A组

0
1
0
0
0

B组

0
0
0
2
0

C组

1
0
1
0
0

3 d
A组

1
0
0
0
2

B组

0
1
0
1
0

C组

0
0
1
0
0

4 d
A组

0
0
0
0
0

B组

2
0
0
0
0

C组

0
2
0
0
1

5 d
A组

0
0
0
0
0

B组

0
0
1
0
2

C组

0
0
0
0
0

6 d
A组

0
0
0
0
0

B组

0
1
0
0
0

C组

0
0
0
0
0

7 d
A组

0
0
0
0
0

B组

0
0
1
0
0

C组

0
0
0
0
0

表4 不同菌剂浓度下各时间鱼体死亡数

Table 4 The number of fish death under different concentrations of bacterial agents at the different time

注：同行不同大写字母表示处理间差异极显著（P<0.01）。
Note: The different capital letters in a row indicate highly significant differences among treatments（P<0.01）.
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剂比单一的保护剂效果更理想，不同配方的保护剂需

要结合菌体含量进行配方优化。菌剂制备过程中的

冻干厚度和预冷冻时间也是菌剂制备优良的关键因

素[15-16]。冻干厚度低，在预冷冻转至冷冻干燥时容易

溶化，之后再次冻结会对细胞造成不同程度的损伤，

且冷冻抽真空过程中易产生鼓泡现象，鼓泡会伤害

菌体细胞，导致细胞破裂，菌体死亡；而冻干厚度高，

则不容易溶化，菌体损伤较少，菌体存活率高；如果冻

干厚度过大，单位体积的细胞过多，使结合水不易损

失而影响冻干过程中干燥的时间，导致真空冷冻干燥

时间长，对菌体成活率产生负面影响。预冷冻一般

在-80 ℃条件下进行，预冷冻时间与冻干厚度相关

联，冻干厚度越高，预冷冻时间越长，真空冷冻干燥时

间越长。所以只有掌握合适的预冷冻时间和冻干厚

度才能获得合理的真空冷冻干燥时间，合理节约资

源，控制菌剂制备成本。综合分析，采用方法 5制备

获得的孔雀石绿降解菌剂外观良好，菌剂细腻，菌体

成活率约为82.3%，为最佳菌剂。

菌剂性能优良程度主要从产品外观形态和菌体

成活率来判断，影响菌体成活率的因素有很多，如菌

体培养时间、预冷冻温度、保护剂的 pH等[17]，本试验

仅测定了部分质量指标，菌剂配方仍需继续优化，开

展大量实验，确定生产菌剂的最佳工艺条件，以期获

得最大经济效益，后续试验可以通过测定不同时间产

品的有效活菌数来判断产品的保质期，结合菌剂配方

合理延长菌剂制剂的保质期，最后进行产品的生产包

装和销售。

降解菌剂在降解水体中孔雀石绿的过程中，光照

对降解效率有明显的促进作用。降解菌剂在有光照

的情况下可以提高其降解孔雀石绿的速率，药物去除

率更高。菌剂使用时需将其溶解于适量水体中活化，

然后均匀投洒到水体环境中，该配方菌剂在水体中投

洒量约为 0.01 g·L-1，在实际应用过程中可根据环境

中的药物残留浓度适量增减菌剂的投加量。

降解菌剂降解底泥中孔雀石绿过程中，在投加菌

剂的同时辅加光照可以提高其降解速率，且能有效避

免孔雀石绿过多地转化为隐性孔雀石绿。菌剂制剂

在应用到底泥环境前同样需要先活化，之后均匀投洒

到底泥中，本试验条件下菌剂投洒量约为 1 g·kg-1，由

于本试验研究是在冬季开展，天气较为阴冷且日照不

足，其最高降解率为 70% 以上，根据前人的研究经

验，夏季气温高、光照充足时，微生物活性高，更有利

于菌剂对药物的降解[18]，其降解效果会更理想。

本研究获得的降解菌剂由于含有脱脂乳，在实际

应用过程中经济成本偏高，选择更合适的替代品是接

下来的研究方向，将孔雀石绿降解菌利用冻干工艺制

备成微生物菌剂并商品化，对解决实际渔业养殖环境

中的孔雀石绿药物残留问题具有重要意义。

4 结论

（1）本研究以 15%脱脂乳、10%蔗糖和甘油作为

冻干保护剂，冻干保护剂与菌体配方比例分别为 15、
5 mL·g-1和 0.25 mL·g-1，冻干厚度 0.4 cm，预冷冻时间

48 h，真空冷冻干燥 16 h，该条件下制备的菌剂制剂

外观性能良好，色泽均匀、细腻，菌体成活率高达 80%
以上。

（2）本试验将获得的孔雀石绿菌剂制剂在渔业养

殖水体及底泥中小规模试验，效果显著，光照条件下，

菌剂对渔业养殖水体中浓度为 5 mg·L-1的孔雀石绿

12 h降解率超过 90%，对渔业底泥中浓度为 2 mg·kg-1

的孔雀石绿及代谢产物隐性孔雀石绿 25 d降解率分

别为73.36%和76.80%。

（3）添加降解菌剂可有效减弱底泥中隐性孔雀石

绿向孔雀石绿转化，而增加光照又能抑制孔雀石绿

转化为隐性孔雀石绿，因此增加光照辅加菌剂无论

是对孔雀石绿还是隐性孔雀石绿在底泥中的降解都

有促进作用。

（4）菌剂对养殖环境中的鱼体生长无显著影响，

投加菌剂不会导致鱼体死亡率提高。
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