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摘要：为了检测具有群体感应抑制作用的地衣芽孢杆菌 Ｔ１对动物的安全性及对水体生态环
境的影响，实验采用异育银鲫、斑马鱼及小鼠为安全评价的测试动物；采用小球藻、大型 及萼

花臂尾轮虫为水体生态评价的测试对象，参照国标的急性毒性实验方法对地衣芽孢杆菌 Ｔ１
进行动物安全性及生态环境评价。结果显示：异育银鲫腹腔注射浓度为 １１２００ｍｇ／Ｌ（２．６×
１０１１ＣＦＵ／ｍＬ）菌株 Ｔ１菌液后，连续观察 ９６ｈ，异育银鲫均健康生长，未出现不良症状或死
亡；将斑马鱼浸泡在浓度为２２４０ｍｇ／Ｌ（５．２×１０１０ＣＦＵ／ｍＬ）的菌液中，连续观察９６ｈ，斑马鱼
健康生长，未出现不良症状或死亡；ＳＰＦ级小鼠（ＩＣＲ品系）用 １６８００ｍｇ／ｋｇ（３．９×１０１１ＣＦＵ／
ｍＬ）剂量的菌液灌胃处理后，观察 ９ｄ，小鼠健康生长，无不良症状或死亡。不同浓度的菌株
Ｔ１在９６ｈ内，对小球藻无毒且对生长有促进作用，对大型 生长无不良影响，对萼花臂尾轮

虫生长无害，且在高浓度下对萼花臂尾轮虫的生长繁殖有促进作用。结果表明，具有群体感应

抑制作用的地衣芽孢杆菌 Ｔ１对异育银鲫、斑马鱼及小鼠 ３种实验动物安全、无毒害；对水体
生态环境中的浮游生物也无不良影响，具有开发成为微生态制剂的潜力。
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　　近年来，抗生素等化学药物长期使用造成的
耐药性、药物残留以及对生态环境的危害日趋严

重
［１］
，亟需探索新型的疾病防治手段加以应对。

微生态制剂作为近年来发展较快的防治技术，在

生态防治中发挥了重要作用
［２］
，但微生态制剂的

安全 问 题 却 容 易 被 忽 视，如 蜡 状 芽 孢 杆 菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）与 枯 草 芽 孢 杆 菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）引起的溶血问题［３－４］

，还有部分微生态制

剂不但没有起到防治病害的作用，反而引起水产

动物的败血症
［５］
；而且缺乏微生态制剂对生态安

全风险的系统评估，因此，加强对微生态制剂的安

全和生态评价，对微生态制剂的使用具有重要的

现实意义，也是微生态制剂行业健康发展的保障。

群体感应抑制剂一般由细菌或真菌分泌，能够

淬灭病原菌的群体感应信号分子，进而降低病原菌

致病因子的表达，从而减弱病原菌的致病性，因此，

具有群体感应抑制作用的细菌在疾病防治中具有

广阔的应用前景。但是具有群体感应抑制作用的

细菌是否会影响养殖水体生态平衡以及对水生生

物是否安全，国内外尚无相关报道。本实验以一株
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具有群体感应抑制作用的地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）Ｔ１为研究对象，利用异育银鲫
（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓｇｉｂｅｌｉｏ♀ ×Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ

♂）、斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）和小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）
进行安全性评价，利用小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）、
大型 （Ｄａｐｈｎｉａｍａｇｎａ）及 萼 花 臂 尾 轮 虫
（Ｂｒａｃｈｉｏｎｕｓｃａｌｙｃｉｆｌｏｒｕｓ）进行生态评价，系统全面
地研究了其安全性及对生态环境的影响，为该地衣

芽孢杆菌菌株在生产中的安全使用提供了科学

依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
实验动物　　异育银鲫，（１５±２）ｇ，购自江

苏南通市如东县洋口农场；斑马鱼（ＡＢ品系）购
自中科院上海生命科学研究院；ＳＰＦ小鼠（ＩＣＲ品
系），（３０±２）ｇ，购自上海实验动物研究中心；大
型 由上海海洋大学生物系水域生态修复实验室

张瑞雷副教授馈赠；萼花臂尾轮虫由上海海洋大

学生物系刘志伟老师馈赠。

实验藻类　　普通小球藻由上海海洋大学营
养饲料实验室黄旭雄教授馈赠。

实验 菌 株 　 　 地 衣 芽 孢 杆 菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）Ｔ１（简称菌株 Ｔ１）；嗜水气单胞菌
（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）Ａｈｊｓ１６株，均由本实验室
筛选和保存。

实验试剂　　营养肉汤及营养琼脂培养基
（上海鼎国生物技术有限公司）；ＢＧ１１小球藻培
养基（青岛海博生物技术有限公司）；麻醉剂（ＭＳ
２２２）（上海生工生物工程股份有限公司）；循环养
殖用水参考国家标准《ＧＢ／Ｔ１３２６７９１水质对淡
水鱼（斑马鱼）急性毒性测定方法》配制。

Ｔ１菌液处理　　参照郭婧等方法［６］
，将菌

株 Ｔ１在营养肉汤中３７℃，１５０ｒ／ｍｉｎ培养４８ｈ，
利用细菌平板活菌计数法计算细菌浓度为 ２．６×
１０１０ＣＦＵ／ｍＬ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，弃上清，
用 ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗涤３次，备用。
１．２　主要仪器设备

９０Ｌ水族箱（６６ｃｍ×４１ｃｍ×３５ｃｍ）；无菌
注射器；超净工作台（ＳＷＣＪＩＦ型）；高压灭菌锅
（ＹＸＱＬＳ１８ＳＩ）；生化培养箱（ＳＰＸ１００ＢＺ型）；
离心机（ＴＤＬ８０２Ｂ型）；振荡培养箱（ＴＨＺ９２Ｂ）；
７２２紫 外 分 光 光 度 计；光 照 培 养 箱 （ＭＧＣ

２５０ＢＰＹ２）；解剖镜（ＯＬＹＭＰＵＳＳＺＸ７）。
１．３　菌株 Ｔ１对异育银鲫的急性毒性实验

异育银鲫的饲养　　参照《国家渔业水质标
准 ＧＢ１１６０７－８９》［７］确保养殖水质、ｐＨ和溶氧量
达到要求，异育银鲫在温度 ２５℃驯养 ７ｄ以上，
７ｄ内死亡率大于 １０％，舍弃整批鱼，７ｄ内死亡
率在５％～１０％之间继续驯养７ｄ，７ｄ内死亡率小
于５％可以用于实验。

菌株 Ｔ１对异育银鲫的急性毒性实验　　实
验分８组，１５尾／组，每组鱼置于 ９０Ｌ的水族箱
中，保持一半的水位。每组重复 ３次，共 ３１５尾
鱼

［８］
。第１组，生理盐水，作为阴性对照；第 ２～７

组，受试菌液处理组，将 Ｔ１菌液进行 １０倍稀释，
其浓度为 ２．６×１０６～２．６×１０１１ＣＦＵ／ｍＬ；第 ８
组，嗜水气单胞菌 Ａｈｊｓ１６株，浓度为 １１．２ｍｇ／Ｌ
（１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ），作为阳性对照。实验前异
育银鲫空腹 ２４ｈ，鱼体用 ＭＳ２２２麻醉后腹腔注
射０．４ｍＬ生理盐水或菌液；待鱼体恢复正常游
动后开始观察各个时段实验鱼情况，记录 １～８组
异育银鲫的异常及死亡数目。毒性实验结果用直

线内插法求出半数致死浓度（ＬＣ５０），参考卢玲
［９］

等方法对菌株 Ｔ１进行毒性分级。
１．４　菌株 Ｔ１对斑马鱼的急性毒性实验

斑马鱼的饲养　　斑马鱼来自同一种群，体
长（２０±５）ｍｍ，体质量（０．３±０．１）ｇ。实验前在
常规养殖用水中２８℃驯养７ｄ，实验前２４ｈ停止
喂饲，驯养期间死亡率不得超过 １０％，斑马鱼无
明显疾病和肉眼可见的畸形。

菌株 Ｔ１对斑马鱼的急性毒性实验　　参照
谢凤君等

［１０］
和周红等

［１１］
的静水法进行，共 ７个

实验组，１５尾／组，每组重复 ３次。第 １组：生理
盐水，作为阴性对照；第２～６组，养殖用水将受试
液进行 １０倍稀释，其浓度为 ５．２×１０６～５．２×
１０１０ＣＦＵ／ｍＬ；第 ７组：嗜水气单胞菌 Ａｈｊｓ１６菌
株，终浓度２２．４ｍｇ／Ｌ（３．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ），作为
阳性对照。将斑马鱼浸泡在１～７组菌液中，观察
１、２、４、８、１６、２４、４８、７２ｈ和 ９６ｈ鱼体异常及死亡
数目，根 据 直 线 内 插 法 求 出 半 数 致 死 浓 度

（ＬＣ５０）。根据谢凤君等
［１０］
及《新化学物质评估

导则》
［１２］
中的分级标准评定 Ｔ１对斑马鱼的毒性

分级。

１．５　菌株 Ｔ１对小鼠的急性毒性测定
参考戴寅等

［１３］
的最大耐受剂量法（ｍａｘｉｍａｌ

６９３１
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ｔｏｌｅｒａｎｃｅｄｏｓｅ，ＭＴＤ）进行实验，用最大使用浓度
和最大灌胃容量给予受试动物后，连续观察 ９ｄ，
未见任何动物死亡，则 ＭＴＤ大于该使用浓度。
小鼠隔夜空腹，一般禁食 １６ｈ左右，不限制饮水。
将 Ｔ１菌液制备为终浓度 ３．９×１０１１ＣＦＵ／ｍＬ的
菌悬液，确保小鼠灌胃菌液剂量为 １６．８ｇ／ｋｇ；实
验小鼠分为 １号雄、１号雌、２号雄、２号雌，第 ２
组为第 １组的生物学重复；对照组：３号雄、３号
雌，每组雌雄小鼠各１０只。小鼠用灌胃针经口一
次性给予或２４ｈ内多次给予 ０．６ｍＬ／只，待小鼠
正常后连续观察记录 ９ｄ内出现的症状，实验结
束后解剖观察小鼠各脏器变化。根据结果，参考

《ＧＢ１５１９３．３－２００３急性毒性实验》方法对 Ｔ１
给予毒性分级评定

［１３］
。

１．６　菌株 Ｔ１对普通小球藻生长的影响
普通小球藻的培养　　取 ４０ｍＬ的普通小

球藻藻液，加入盛有 １５０ｍＬ的无菌 ＢＧ１１藻类
培养基的三角烧瓶中，均匀光照，温度（２５±１）
℃，光照３０００ｌｘ，每天定时人工摇动 ５～６次，使
藻液悬浮，培养２～４ｄ。利用血球计数板进行细
胞计数，调节细胞密度达到 ２．５×１０６个／ｍＬ，
备用。

菌株 Ｔ１对普通小球藻生长的影响　　参照
周红等

［１４］
方法，共 ７个实验组，每组重复 ３次。

第１组：生理盐水，作为阴性对照；第２～７组，将
Ｔ１菌液加入到 １００ｍＬ无菌 ＢＧ１１藻类培养基
中，进行１０倍稀释，其浓度为 ２．６×１０１～２．６×
１０６ＣＦＵ／ｍＬ；每组加入 １０ｍＬ初始密度为 ２．５×
１０４个／ｍＬ的小球藻液，连续培养 ４ｄ，在０、２４、
４８、７２和９６ｈ取样，利用血球计数板计算出小球
藻的 密 度 和 ６４５ｎｍ 处 小 球 藻 的 光 吸 收 值
（ＯＤ６４５）。分别以 ＯＤ６４５光吸收值和小球藻密度
值为纵坐标轴，以时间为横坐标绘制小球藻的生

长曲线，观察菌株 Ｔ１对小球藻生长的影响变化
关系。

１．７　菌株 Ｔ１对大型 的急性毒性实验

大型 的培养　　参考谢凤君等［１５］
方法，将

大型 培养 ７ｄ，培养条件：温度（２０±１）℃，ｐＨ
７．０～８．０，溶氧 ２．０ｍｇ／Ｌ，光照 ３０００ｌｘ，每天光
照１０ｈ左右，在光照培养箱中培养。

菌株 Ｔ１对大型 的急性毒性实验　　选用
实验室条件下培养 ３代以上的、出生 ６～２４ｈ的
幼 进行实验，喂养不含无机培养液的小球藻。

共８个实验组，每组重复 ３次。第 １组为未加菌
液的阴性对照组；第 ２～６组，将 Ｔ１菌液加入到
含有５０ｍＬ的人工稀释水中，进行 １０倍稀释，其
浓度为２．６×１０３～２．６×１０７ＣＦＵ／ｍＬ；第 ７组和

第８组分别为０．５ｍｇ／Ｌ和１．２ｍｇ／Ｌ的 Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７
的溶液，作为阳性对照组，用来检测大型 对有毒

物质的敏感性。实验开始后观察 １、２、４、６、８、１６
及２４ｈ幼 的活力，以幼 不游动为异常，心脏停

止跳动为死亡；记录异常情况及死亡数目。实验

结束后计算出不同浓度组中不活动或者死亡 数

占实验总数的百分比，用概率单位目测法计算 Ｔ
１对大型 的２４ｈＥＣ５０。
１．８　菌株 Ｔ１对萼花臂尾轮虫的急性毒性实验

萼花臂尾轮虫的培养　　参考席贻龙等［１６］

方法，用实验室培养的小球藻培育轮虫；培养温度

（２５±１）℃，光照 ３０００ｌｘ，每天光照 １２ｈ左右，
定期喂养小球藻藻液。

菌株 Ｔ１对萼花臂尾轮虫的急性毒性　　参
考赵含英等

［１７］
的方法，在解剖镜下挑选培养良好

的不携带卵的轮虫作为实验对象，将培养液用移

液器吸取到６孔细胞培养板中，每孔 ３ｍＬ，加入
离心的小球藻藻体，挑选好的不携带卵的轮虫吸

入６孔细胞培养板中，每孔 １０只。共 ８个实验
组，每组重复６次，第１组为未加菌液的阴性对照
组；第２～６组，加入 Ｔ１菌液，进行 １０倍稀释，其
浓度为２．６×１０３～２．６×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，第 １组为
未加菌液的阴性对照组，第 ７组和第 ８组分别为
０．５ｍｇ／Ｌ和 １．２ｍｇ／Ｌ的 Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７溶液，作为阳
性对照组，２４ｈ后在解剖镜下观察萼花臂尾轮虫
的存活个数。

菌株 Ｔ１对萼花臂尾轮虫生长繁殖的影响　
　参考赵含英等［１７］

的方法，制备菌株 Ｔ１菌悬
液，使受试菌液终浓度为 ２．６×１０８ＣＦＵ／ｍＬ和未
加菌液的阴性对照组，用 ０．５ｍｇ／Ｌ和 １．２ｍｇ／Ｌ
的 Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７溶液作阳性对照，将挑选好的不携带
卵的轮虫吸入６孔细胞培养板中，每孔 １０只，每
组重复１２次；２４、４８、７２和 ９６ｈ后，观察、记录各
组轮虫的个数及携卵轮虫个数。以时间为横坐

标，以轮虫个数和携卵轮虫个数为纵坐标，绘制变

化曲线。

１．９　统计分析
应用 ＳＰＳＳ１９．０软件对实验数据进行统计分

析，采 用 单 因 素 方 差 分 析 方 法 （ＯｎｅＷａｙ
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ＡＮＯＶＡ），α＝０．０５（９５％ 置 信 区 间）；利 用
ＧｒａｐｈＰａｄ．Ｐｒｉｓｍ．Ｖ５．０软件进行统计图绘制。

２　结果与分析

２．１　菌株 Ｔ１对异育银鲫的急性毒性
异育银鲫腹腔注射浓度为 ０～１１２００ｍｇ／Ｌ

时，未出现死亡（表１）、呼吸困难及行动迟缓等症
状，说明菌株 Ｔ１对异育银鲫９６ｈＬＣ５０大于 １１
２００ｍｇ／Ｌ；根据鱼类急性毒性分级标准，判定该
菌株 Ｔ１对异育银鲫无毒。注射嗜水气单胞菌
Ａｈｊｓ１６的阳性对照组（组号 ８），平均死亡率在
７５．５％左右，说明异育银鲫对致病菌非常敏感。
２．２　菌株 Ｔ１对斑马鱼急性毒性

斑马鱼浸泡在浓度为 ０～２２４０ｍｇ／Ｌ的各组
Ｔ１菌液中生长良好，未出现死亡（表 ２）和行动

迟缓等症状，说明菌株 Ｔ１对斑马鱼 ９６ｈＬＣ５０大
于２２４０ｍｇ／Ｌ。根据《ＧＢ／Ｔ１３２６７９１水质 物质
对淡水鱼（斑马鱼）急性毒性测定方法》的标准，

判定菌株 Ｔ１对斑马鱼无毒；浸泡嗜水气单胞菌
Ａｈｊｓ１６的阳性对照组（组号 ７），平均死亡率在
６４．４％左右，说明斑马鱼对致病菌非常敏感。
２．３　小鼠对菌株 Ｔ１最大耐受剂量

采用最大耐受剂量法，用菌株 Ｔ１对小鼠进
行灌胃，结果显示小鼠未出现死亡（表 ３）和不良
症状，解剖观察内脏组织与对照组相比未出现显

著变化，说明小鼠对菌株 Ｔ１的最大耐受剂量大
于１６８００ｍｇ／ｋｇ菌液浓度；根据《ＧＢ１５１９３．３－
２００３急性毒性实验》对受试物的毒性分级进行评
定，确定菌株 Ｔ１对小鼠无毒。

表 １　菌株 Ｔ１对异育银鲫急性毒性结果
Ｔａｂ．１　ＡｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎＴ１ｏｎｃｒｕｃｉａｎｃａｒｐ

组别

ｇｒｏｕｐ

剂量／
（ｍｇ／Ｌ）
ｄｏｓａｇｅ

浓度／
（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

尾

ｎｕｍｂｅｒｓ

死亡数／尾
ｄｅａｔｈｎｕｍｂｅｒ

１ｈ ２ｈ ４ｈ ６ｈ ８ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

９６ｈ
死亡率／％
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

对照组

ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ

１ ０．８５％生理盐水
ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０

８ Ａｈ１１．２ １．５×１０８ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ３ ６ ８ １１

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ４ ５ ８ １２

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ２ ４ ７ １１

７５．５０

实验组

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐ

２ ０．１１２ ２．６×１０６ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０

３ １．１２ ２．６×１０７ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０

４ １１．２ ２．６×１０８ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０

５ １１２ ２．６×１０９ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０

６ １１２０ ２．６×１０１０ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０

７ １１２００ ２．６×１０１１ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０
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表 ２　菌株 Ｔ１对斑马鱼急性毒性结果
Ｔａｂ．２　ＡｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎＴ１ｏｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

组别

ｇｒｏｕｐ

剂量／
（ｍｇ／Ｌ）
ｄｏｓａｇｅ

浓度／
（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

尾

ｎｕｍｂｅｒｓ

死亡数／尾
ｄｅａｔｈｎｕｍｂｅｒ

１ｈ ２ｈ ４ｈ ６ｈ ８ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

９６ｈ
死亡率／％
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

对照组

ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ

１ ０．８５％生理盐水
ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０

７ Ａｈ２２．４ ３．０×１０８ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ３ ６ ８ ９

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ４ ５ ７ １０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ４ ７ ８ １０

６４．４０

实验组

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐ

２ ０．２２４ ５．２×１０６ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０

３ ２．２４ ５．２×１０７ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０

４ ２２．４ ５．２×１０８ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０

５ ２２４ ５．２×１０９ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０

６ ２２４０ ５．２×１０１０ １５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０

表 ３　菌株 Ｔ１对小鼠最大耐受剂量
Ｔａｂ．３　ＭＴＤｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎＴ１ｏｎｍｉｃｅ

组号

ｇｒｏｕｐ

剂量／
（ｍｇ／Ｌ）
ｄｏｓａｇｅ

浓度／
（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

性别

ｓｅｘｕａｌｉｔｙ
数量／个
ｎｕｍｂｅｒｓ

死亡数／个
ｄｅａｔｈｎｕｍｂｅｒ

１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ ８ｄ ９ｄ

死亡率／％
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

１ １６８００ ３．９×１０１１
雌 ｆｅｍａｌｅ １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

雄 ｍａｌｅ １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
０

２ １６８００ ３．９×１０１１
雌 ｆｅｍａｌｅ １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

雄 ｍａｌｅ １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
０

３
０．８５％生理盐水
ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ

雌 ｆｅｍａｌｅ １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

雄 ｍａｌｅ １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
０

２．４　菌株 Ｔ１对小球藻的生长影响
通过测定不同时间内不同浓度的菌株 Ｔ１对

小球藻的生物量的影响，发现在小球藻初始密度

相同的条件下，２４ｈ后，菌株 Ｔ１密度为２．６×１０６

ＣＦＵ／ｍＬ的实验组，小球藻细胞密度明显高于对
照组（Ｐ＜０．０５）；４８ｈ后，各实验组明显高于对照
组（Ｐ＜０．０１）；７２ｈ后，菌株 Ｔ１浓度为 ２．６×１０１

ＣＦＵ／ｍＬ的实验组，其生物量显著高于对照组
（Ｐ＜０．０５），其他浓度组中，相比对照组呈明显增

长趋势（Ｐ＜０．０１）；９６ｈ后，各实验组相比于对照
组增长非常明显（Ｐ＜０．０１）（图１）。

小球藻的 ＯＤ６４５值，在２４ｈ后，各实验组与对
照组相比差异不显著（Ｐ＞０．０５）；在４８ｈ后，浓度
为２．６×１０２、２．６×１０４ＣＦＵ／ｍＬ的实验组与对照
组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）；浓度为 ２．６×１０５

ＣＦＵ／ｍＬ的实验组远远高于对照组（Ｐ＜０．０１）；
７２ｈ后，浓度为２．６×１０１ＣＦＵ／ｍＬ的实验组与对
照组差异显著（Ｐ＜０．０５），其他浓度组中，差异极

９９３１
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显著（Ｐ＜０．０１），呈明显增长趋势；９６ｈ后，各浓
度组与对照组相比，增长差异极显著（Ｐ＜０．０１）
（图２），以上结果表明，Ｔ１对小球藻的生物量不
但无抑制作用，反而有促进作用。

图 １　不同浓度菌株 Ｔ１对普通小球藻

生长的影响（ｎ＝３）
表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），表示差异显著（Ｐ＜０．０５），

下同

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎ

Ｔ１ｏｎＣ．ｖｕｌｇａｒｉｓｇｒｏｗｔｈ
 ｍｅａｎｓｔｈｅｍｏｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）；ｍｅａｎｓ

ｔｈｅｓｉｇｉｎｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｆｅｒｅｎｃｅ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇ（Ｐ＜０．

０５）．ＴｈｅＳａｍｅａｓｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇ．

图 ２　不同浓度菌株 Ｔ１对普通小球藻

ＯＤ６４５值的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ｔｈｅｓｔｒａｉｎＴ１ｏｎＣ．ｖｕｌｇａｒｉｓＯＤ６４５

２．５　菌株 Ｔ１对大型 的急性毒性

不同浓度的菌株 Ｔ１对大型 的存活率与对

照组相比，差异不明显（Ｐ＞０．０５）；用概率单位目
测法计算大型 为 ０．５ｍｇ／Ｌ和１．２ｍｇ／Ｌ的
Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７中的 ２４ｈ存活率分别为５６．６７％ 和
１０％，Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ 的 ２４ｈＥＣ５０为 ０．５～１．２ｍｇ／Ｌ
（图 ３），说明 Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７对大型 有极强的毒性。

结果表明，在２０℃时，菌株 Ｔ１对大型 的 ２４ｈ
ＥＣ５０大于 ２．６×１０７ＣＦＵ／ｍＬ。因此，在该浓度
条件下菌株 Ｔ１对大型 生长无不良影响。

图 ３　不同浓度菌株 Ｔ１对大型 生长的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎ

Ｔ１ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＤ．ｍａｇｎａ

１．ｃｏｎｔｒｏｌ；２．２．６×１０３ＣＦＵ／ｍＬ；３．２．６×１０４ＣＦＵ／ｍＬ；

４．２．６×１０５ＣＦＵ／ｍＬ；５．２．６×１０６ＣＦＵ／ｍＬ；６．２．６×１０７

ＣＦＵ／ｍＬ；７．０．５ｍｇ／ＬＫ２Ｃｒ２Ｏ７；８．１．２ｍｇ／ＬＫ２Ｃｒ２Ｏ７

２．６　菌株 Ｔ１对萼花臂尾轮虫的急性毒性
菌株 Ｔ１对萼花臂尾轮虫的急性毒性影响　

　２４ｈ后，浓度为２．６×１０７ＣＦＵ／ｍＬ实验组对萼
花臂尾轮虫及其携卵轮虫量的影响与对照组相比

差异明显；而在阳性对照组０．５ｍｇ／ＬＫ２Ｃｒ２Ｏ７和
１．２ｍｇ／ＬＫ２Ｃｒ２Ｏ７溶液中，萼花臂尾轮虫生长和
携卵 量 明 显 少 于 对 照 组 （Ｐ＜０．０１），表 明
Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７对萼花臂尾轮虫的急性毒性非常强，而

浓度小于 ２．６×１０６ＣＦＵ／ｍＬ的菌株 Ｔ１对萼花
臂尾 轮 虫 的 生 长 繁 殖 无 影 响，且 有 促 进 作

用（图４）。
菌株 Ｔ１对萼花臂尾轮虫生长繁殖的影响　

　２４ｈ后，萼花臂尾轮虫在浓度为２．６×１０８ＣＦＵ／
ｍＬ实验组中，轮虫生长个数与对照组相比差异
不明显（Ｐ＞０．０５），在 ４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ后，实验组
轮虫生长个数明显高于对照组（Ｐ＜０．０１），说明
菌株 Ｔ１菌液在受试浓度内可促进轮虫的生长；
而０．５ｍｇ／ＬＫ２Ｃｒ２Ｏ７和１．２ｍｇ／ＬＫ２Ｃｒ２Ｏ７的阳
性对照组中轮虫的生长个数明显低于对照组（Ｐ
＜０．０１），有抑制作用（图 ５），说明 Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７对萼
花臂尾轮虫的生长有极强的抑制作用。综上可

知，菌株 Ｔ１菌液对萼花臂尾轮虫的生长有明显
促进作用。

２４～９６ｈ后，２．６×１０８ＣＦＵ／ｍＬ高浓度的菌
株 Ｔ１菌液，携卵萼花臂尾轮虫个数明显高于对
照组（Ｐ＜０．０１），说明高浓度 Ｔ１菌液对萼花臂
尾轮虫的繁殖有显著促进作用。在４８ｈ和７２ｈ
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图 ４　不同浓度菌株 Ｔ１对萼花臂尾轮虫

个数及携卵的影响（ｎ＝６）

Ｆｉｇ．４　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎ

Ｔ１ｏｎｔｈｅＢ．ｃａｌｙｃｉｆｌｏｒｕｓｎｕｍｂｅｒａｎｄｅｇｇｓ

１．ｃｏｎｔｒｏｌ；２．２．６×１０３ＣＦＵ／ｍＬ；３．２．６×１０４ＣＦＵ／ｍＬ；４．

２．６×１０５ＣＦＵ／ｍＬ；５．２．６×１０６ＣＦＵ／ｍＬ；６．２．６×１０７

ＣＦＵ／ｍＬ；７．０．５ｍｇ／ＬＫ２Ｃｒ２Ｏ７；８．１．２ｍｇ／ＬＫ２Ｃｒ２Ｏ７

图 ５　高浓度菌株 Ｔ１菌液对萼花臂尾轮虫生长的影响

Ｆｉｇ．５　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎ

Ｔ１ｏｎｔｈｅＢ．ｃａｌｙｃｉｆｌｏｒｕｓｎｕｍｂｅｒ

后，０．５ｍｇ／ＬＫ２Ｃｒ２Ｏ７组携卵萼花臂尾轮虫个数
与对照组相比差异不显著（Ｐ＞０．０５），在 ２４ｈ和
９６ｈ后，携卵萼花臂尾轮虫个数显著低于对照组
（Ｐ＜０．０１）。２４～９６ｈ后，１．２ｍｇ／ＬＫ２Ｃｒ２Ｏ７组
携卵萼花臂尾轮虫个数远远低于对照组（Ｐ＜
０．０１），说明 Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７对萼花臂尾轮虫的繁殖有
极强的抑制作用（图 ６）。综上可知，高浓度菌株
Ｔ１菌液对萼花臂尾轮虫的繁殖无影响，且可促
进其繁殖。

３　讨论

微生态制剂也叫微生态调节剂，是利用微生

态学原理制成的一种含有大量有益菌，促进正常

微生物群落生长繁殖及抑制病原菌生长繁殖的活

菌制剂
［１８］
。其菌种来源、活菌数、安全性及生态

图 ６　高浓度菌株 Ｔ１对携卵萼花臂尾轮虫个数的影响

Ｆｉｇ．６　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎ

Ｔ１ｏｎｔｈｅＢ．ｃａｌｙｃｉｆｌｏｒｕｓｗｉｔｈｅｇｇｓ

效应是微生态制剂生产的必要条件
［１９］
，而国内对

微生态制剂的安全性和生态效应研究极少
［２０］
。

本实验以具有群体感应抑制作用的地衣芽孢杆菌

Ｔ１为研究对象，按照国标（ＧＢ）的标准方法系统
评价了该菌株的动物安全性及环境生态效应。结

果表明该菌株对实验室常见的２种鱼类及小鼠具
有良好的动物安全性。对水体生态环境中的藻

类、大型 及轮虫等的生长、繁殖均无不良影响，

具有环境安全性，因此，开发前景广阔。

在水体生态环境中，细菌与藻类之间存在着

密切的关系，既存在互利共生，又有相互拮抗作

用。毕相东等
［２１］
采用实验生态学方法，系统研究

了群体感应信号分子 Ｎ己酰高丝氨酸内酯（Ｎ

ｈｅｘａｎｏｙｌｈｏｍｏｓｅｒｉｎｅｌａｃｔｏｎｅ，Ｃ６ＨＳＬ）对小球藻
生长的影响，表现为低浓度（Ｃ６ＨＳＬ≤２００ｎｍｏｌ／

Ｌ）促进，高浓度（Ｃ６ＨＳＬ≥４００ｎｍｏｌ／Ｌ）抑制。
本研究发现，Ｔ１菌株对生态系统中的小球藻生
长具有一定程度的促进作用，在水产养殖的水体

系统中有利于建立良好的藻相，从而丰富水产养

殖的饵料来源，由此可见，该菌株除了具有淬灭病

原菌群体感应信号分子的效果外，比其他的益生

菌具有更多的优势。究其原因，可能是地衣芽孢

杆菌 Ｔ１菌株能够降低小球藻培养液中群体感应
信号分子的浓度，从而使群体信号分子的浓度处

于较低水平，进而促进了小球藻的生长。

由于小球藻、大型 以及轮虫对于一些毒物

极为敏感，且易培养，因此，常常作为生态评价的

指示生物。我国已经建立了相应的利用小球藻、

大型 筛选药物及测定水质的相关标准，并且在

污水水质对生物影响检测中， 类的毒性实验已

经得到广泛认可。早在１９８２年，国际标准化组织
（ＩＳＯ）对于大型 活性抑制实验已经做了初步规
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定
［２２］
；美国材料与实验协会（ＡＳＴＭ）在急性毒性

实验中，分别采用萼花臂尾轮虫和褶皱臂尾轮虫

作为淡水和海水环境检测的受试生物
［２３］
。在本

实验中，综合采用国内及国际评价水体生态安全

的各项指标，全面系统地评价了 Ｔ１菌株对水体
生态环境中主要生物的急性毒性作用，为今后益

生菌的开发应用之前的生态安全评价树立了

典范。

本实验所选用的地衣芽孢杆菌 Ｔ１为一株具
有群体感应抑制作用的芽孢杆菌，有望成为水产

养殖的益生菌。目前利用群体感应淬灭机制达到

预防和治疗革兰氏阴性致病菌的目的，成为控制

细菌性疾病研究的新热点
［２４］
。越来越多的研究

发现，芽孢杆菌中存在的群体感应淬灭酶通过水

解革兰氏阴性菌的群体感应信号分子来减弱其毒

力基因的表达，使革兰氏阴性致病菌对宿主的侵

袭力减弱，从而更加有利于宿主免疫力的发挥，达

到预防和消除致病菌的目的。Ｃｈｕ等［２５］
筛选出

一株具有群体感应抑制作用的芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ．）作为饲料添加剂，能够降低嗜水气单胞菌对
鲫的致病力，显著提高其存活率。

综上所述，本实验通过对一株具有群体感应

抑制作用的地衣芽孢杆菌 Ｔ１进行系统而全面的
生物毒性研究，为益生菌开发应用之前的安全评

价及生态评价奠定了方法学依据，为其后续在水

产养殖中大规模规范应用奠定了基础。

上海海洋大学水产与生命学院李伟明教授阅

读过论文初稿并提出了宝贵修改建议，在此深表

感谢！
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