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Biolog-ECO方法探究饲喂益生菌对凡纳滨对虾肠道

微生物代谢及有效作用时间的影响

尚碧娇，  左志晗*，  李文悦，  邵迎春，  刘逸尘，  孙金生
(天津师范大学生命科学学院，天津市动植物抗性重点实验室，天津    300387)

摘要：以霍氏肠杆菌(E3)和乳酸菌(R3)2株益生菌对凡纳滨对虾进行为期4周的养殖饲喂
实验，饲喂后期利用Biolog-ECO方法对实验组及空白组的凡纳滨对虾肠道微生物菌群多
样性的差异进行比较分析，以评价益生菌对凡纳滨对虾肠道微生物菌群代谢功能的影
响。结果显示，添加霍氏肠杆菌(E3)或乳酸菌(R3)的实验组，与空白组相比较，平均每
孔颜色变化率显著上升，表明益生菌增强了肠道微生物活性；凡纳滨对虾肠道微生物利
用各类碳源的整体能力显著增强，表明益生菌可以促进水产动物的代谢功能；肠道微生
物多样性指数(包括Shannon、Simpson和McIntosh指数)有明显差异，表明饲喂2株益生菌
可以提高凡纳滨对虾肠道菌群的丰富度。其中，停喂霍氏肠杆菌后第1天和第5天取样结
果表明，Shannon指数显著降低，Simpson和McIntosh指数显著升高；停喂乳酸菌后的第
1天和第5天取样结果表明，Shannon指数无显著差异，Simpson和McIntosh指数显著升
高；二者在第10天取样的结果中均无显著差异，表明饲料中添加益生菌可以改变凡纳滨
对虾肠道内原有菌群的数量和结构，促进对虾肠道内微生物群落间复杂的相互作用，进
而在维持或者促进对虾健康方面发挥着重要的作用，同时也表明此两株益生菌在凡纳滨
对虾肠道中停留时间最少为5 d。
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近年来，随着凡纳滨对虾(Litopenaeus vann-
amei )集约化养殖程度的提高，对虾病害的暴发

日益严重，为解决该问题，抗生素开始应用到

水产养殖业中，而抗生素的大量使用不仅会造

成水体污染，还会引发细菌耐药性的产生。益

生菌可以提高水产动物的抗病力，且无耐药性，

有望替代抗生素，成为人们日益关注的热点和

焦点 [1]。20世纪末，具多功能的微生态制剂已开

始应用于水产养殖业，使用微生态制剂既可促

进养殖水体中有机污染物降解，又具有调节、净

化水质的作用。枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)
作为最常使用的益生菌，在水产养殖中已被广泛

应用 [2]。国内外学者对水产养殖中使用益生菌的

研究多集中在对功能菌株的筛选、水质净化效

果等方面 [3]，但是在探究饲喂益生菌添加剂对水

产动物肠道内微生物菌群多样性的影响时通常

使用较为传统的研究方法。传统的研究方法多

通过对对虾肠道的微生物进行分离培养，对分

离出的菌种进行体外研究，该方法存在诸多弊端，

例如只能分离出有限的微生物种类，而且分离后

微生物的理化特性易随环境变化而改变等[4]。

近几年来，各种基于生物标志物(biomarker)
的测定方法(微生物醌法、脂肪酸法等)和分子生

物学方法(荧光原位杂交，FISH；温度梯度凝胶
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电泳，TGGE；变性梯度凝胶电泳，DGGE等)陆
续获得了广泛应用 [5]。这些方法虽无需分离培养

这一繁琐环节就可以在一定程度上分析出微生

物的群落结构信息，但却不能看出相关微生物

群落总体活性与代谢功能的信息，而Biolog -ECO
检测法则刚好填补了这一缺陷。Biolog-ECO技术

主要是通过平均颜色变化率(average well color de-
velopment, AWCD)和多样性指数等多个指标来分

析微生物对31种碳源的利用情况，从而反映微生

物群落代谢功能的多样性特征 [6-7]。Biolog系统主

要包括Biolog微平板、微平板读数器和一套微机

系统[8-10]。

本研究以饲料中添加乳酸菌(Lactobacillus)
和霍氏肠杆菌(Enterobacter hormaechei)2株益生菌

为实验组，以空白组为对照组，在连续饲喂和

养殖凡纳滨对虾4周后，应用Biolog-ECO方法检

测不同组别间凡纳滨对虾肠道微生物菌群多样

性的差异，进而分析饲喂益生菌后凡纳滨对虾

肠道微生物菌群代谢功能的变化，旨在了解与

评价益生菌在水产动物养殖中的作用机理与影响。

1    材料与方法

1.1    实验材料

供试凡纳滨对虾由天津市兴盛水产养殖有

限公司提供，乳酸菌R3和霍氏肠杆菌E3均为本

实验室前期从健康凡纳滨对虾肠道筛选出来的

益生菌，2株均为兼具抑菌活性及外泌消化酶(蛋
白酶、淀粉酶、脂肪酶 )活性的凡纳滨对虾肠

道菌株，Biolog-ECO MicroPlate购于美国海沃德

Biolog公司。

1.2    实验方法

　　凡纳滨对虾的饲喂　　实验分为E3、R3和
空白对照3个组，其中E3、R3组分别在饲料中添

加霍氏肠杆菌及乳酸菌，而空白对照组为不含

益生菌的相同饲料，每组2个平行(2个养殖缸内)。
每个养殖缸投放250尾体长约为4 cm的凡纳滨对

虾幼苗，按照凡纳滨对虾体质量的5%投放饲

料，其中饲料中的菌液浓度为6×107 CFU/mL，每

天投放4次，连续饲喂4周。

　　凡纳滨对虾肠道的取样及代谢活性测定

分别在停止饲喂益生菌饲料4周后的第1、5、10
天进行取样，每组随机取凡纳滨对虾20尾，用

75%的酒精体表消毒3 min，再用0.8%的生理盐水

清洗。在无菌状态下解剖，取出肠道，加少量

0.8%生理盐水于匀浆器中冰浴进行研磨，匀浆

液最终定容至20 mL。将此匀浆液摇匀加样到

Biolog-ECO微平板中，每孔加样150 μL，每样一

板(3个重复)，将微平板置于30 °C恒温培养箱中

培养，4 h后用Biolog读数仪读数，此次读数设为

初始值，之后每隔24 h读数1次，连续测定6 d。
具体参照Classen等[11]的方法。

2    结果

2.1    凡纳滨对虾肠道微生物利用碳源的动力

学特征分析

ECO微平板经加样培养后，记录每孔的吸

光度值及其时间变化。31个孔吸光度平均值 (ave-
rage well color development，AWCD)的计算公式：

AWCD=[∑(Ci-R)]/31，其中Ci为除对照孔外各孔吸

光度值，R为对照孔吸光度值。AWCD值及其时

间变化表示肠道微生物的平均活性。

连续饲喂添加益生菌的饲料4周后，第1天
取样，E3和R3组的AWCD分别与空白组相比差

异较大，E3组的凡纳滨对虾肠道微生物AWCD
高于R3组(图1-a)；连续饲喂添加益生菌的饲料

4周后，第5天取样，E3和R3组的AWCD均高于

空白组，但E3组的凡纳滨对虾肠道微生物AWCD
与R3组基本持平(图1-b)。连续饲喂添加益生菌

的饲料4周后第10天取样，空白组对虾肠道微生

物的AWCD与E3组和R3组逐渐趋于一致(图1-c)。
根据以上Biolog-ECO板中的平均吸光值(AWCD)
的不同，表明添加益生菌组对虾肠道内微生物

在停喂益生菌后，短期内(至少5 d)仍与空白组有

较大差异。综合停止添加益生菌后第1，5，10天
3次取样的结果显示，E3组、R3组和空白对照组

AWCD值均随培养时间的延长呈逐渐增大的趋

势，在加样后培养72 h前增长迅速，此后逐渐趋

于平稳。3次取样中，在5 d内，添加益生菌组和

空白组的细菌群落均存在一定差异，表明停喂

益生菌后短期内仍有作用，但是停喂益生菌后

第10天肠道逐渐恢复到原有的细菌组成状态，群

落与空白组的差异逐渐趋于一致。表明停止饲

喂益生菌后，对虾肠道内菌群不会立即恢复到

原有状态，而是具有一定的缓冲作用，逐渐恢

复其固有菌群状态，即连续饲喂益生菌后，益
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生菌在对虾肠道内停留时间最少为5 d(本实验显

示为5 d)。

2.2    凡纳滨对虾肠道微生物群落对各类碳源

的利用分析

每块96孔Biolog-ECO微平板上有3组平行，

每组31种碳源，3个阴性对照，加入同一样品后，

可以获得3组平行数据。根据碳源的不同官能团，

将Biolog-ECO板的碳源分为6类，以校正后的数

据计算各微生物群落对6类碳源的总吸光度值，

来分析不同处理组微生物群落对同一碳源的利

用差异。利用各类碳源总吸光度值除以该类碳

源数目所得到的吸光度值来分析同一处理组微

生物群落对不同类型碳源的利用差异。

在停喂益生菌后第1天取样时，E3组对6类
碳源的利用率均明显高于空白组，对酸类、糖类、

氨基酸类利用率最高，其次为醇类、酯类，对

胺类的利用率最低；R3组除对醇类的利用率与

空白组趋于一致外，对其他5类碳源的利用率明

显高于空白组，对糖类的利用率最高，其次为

氨基酸类和酸类，对醇类和酯类的利用率较低，

对胺类的利用率最低；空白组对糖类的利用率

最高，其次为氨基酸类，对酸类、胺类和酯类

的利用率较低，对醇类的利用率最低(图2)。这

表明施用霍氏肠杆菌以及乳酸菌可以强化微生

物群落对肠道中酸类、糖类、氨基酸类、醇类、

酯类有机物质的降解。霍氏肠杆菌和乳酸菌具

有丰富的胞外酶系，特别是蛋白酶，有助于降

解含氮有机物，所以在施用霍氏肠杆菌和乳酸

菌后，加强了酸类、氨基酸类等碳源的利用率。

在停止饲喂益生菌后第5天取样时，E3组和

R3组对6类碳源的利用率仍然大于空白组，其中

E3组更为显著，对各类碳源利用率的高低顺序

与第1天取样时趋于一致(图3)。表明停止饲喂益

生菌后，益生菌能在对虾肠道中至少停留5 d，
该结果与对虾肠道微生物利用碳源的动力学特

征分析结果相吻合，这为对虾的实际养殖中投

喂益生菌的频率提供了理论参考。

在停止饲喂益生菌后第10天取样时，在48 h
之后，E3和R3组对氨基酸的利用率略高于空白

组，E3组对酸类的利用率高于R3组和空白组。

除此之外，E3组、R3组和空白组对其他各类碳

源的利用率趋于一致(图4)。表明在停止饲喂益

生菌10 d后，3组对虾肠道中的菌群对不同的碳

源利用率逐渐趋于一致，进一步说明益生菌无

法长时间在对虾肠道内定殖，若要达到益生效

果，建议益生菌投喂时间间隔不能超过5 d。

2.3    凡纳滨对虾肠道微生物群落代谢多样性

分析

多样性是用来描述微生物群落的重要指标，

本研究采用3类多样性指数，从不同侧面来反映

凡纳滨对虾肠道微生物群落代谢多样性，香农

指数(Shannon index)代表物种丰富度；辛普森指

数(Simpson index)又称优势度指数，反映微生物

群落中最常见的物种，用来评估微生物群落中

物种的优势度，指数越大则多样性越丰富[12]；麦

金托什指数(Mclntosh index)是对于微生物群落均
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图 1    凡纳滨对虾肠道微生物群落AWCD变化曲线

(a) 第1天取样; (b) 第5天取样; (c) 第10天取样

Fig. 1    AWCD curves of intestinal microflora in L. vannamei
(a) 1-st day sampling; (b) 5-th day sampling; (c) 10-th day sampling
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一性的衡量[13]。

采用Biolog-ECO微平板培养96 h的数据，计

算凡纳滨对虾肠道微生物群落代谢功能多样性

的Shannon指数、Simpson指数和Mclntosh指数。

各指数的计算参考杨永华等[14]。从肠道微生物群

落的多样性指数可以看出，与空白组相比较，第1
天和第5天取样中，饲喂霍氏肠杆菌显著降低了

凡纳滨对虾肠道微生物群落的Shannon指数 (P<
0.05)，显著提高了Simpson指数和Mclntosh指数

(P<0.05)，第10天取样中无显著差异；饲喂乳酸

菌对凡纳滨对虾肠道微生物群落Shannon指数无

显著影响，但是显著提高了Simpson指数和Mcln-
tosh指数(P<0.05)，第10天取样中无显著差异(表1)。
综合上述结果分析，饲喂霍氏肠杆菌对凡纳滨

对虾肠道群落功能多样性的影响大于饲喂乳酸

菌。可能是随着饲喂时间的延长，霍氏肠杆菌

和乳酸菌在凡纳滨对虾肠道中不断增多，改变

了原有的肠道菌群结构，逐渐成为了较优势的

菌群，但是在停喂益生菌10 d后，实验组对虾肠

道菌群又逐渐恢复到固有状态，与空白组肠道微

生物菌群多样性无显著差异。从多样性的角度

再次证明了2株益生菌不会在对虾肠道中长时间

停留，益生菌施用过程中，为保证益生效果，投

喂间隔时间最好不要超过5 d。

3    讨论

Biolog方法是20世纪80年代末美国Biolog
公司创建的，起初被用来鉴定纯种微生物。近

年来，生物学家在土壤方面的微生物群落的相

关研究中采用Biolog技术 [15]，该技术有助于提高

生物反应的灵敏度，并帮助研究者能够更加清

楚地分辨这些变化。研究者在Biolog技术的支持

下可以清晰地记录生物反应的相关数据，并在

计算机中存储研究数据，相较于传统方法具有

很大的优势。Biolog技术如今多用于鉴定环境和

土壤中的微生物群落，包括细菌、酵母菌和霉
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图 2    第1天取样，肠道微生物对各类碳源的利用

(a) 氨基酸类; (b) 胺类; (c) 醇类; (d) 酸类; (e) 糖类; (f) 酯类，下同

Fig. 2    Sampling on the 1-st day, the utilization of the various carbon sources by intestinal microorganisms
(a) amino acids; (b) amine; (c) alcohols; (d) acids; (e) saccharides; (f) esters, the same below
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菌等 [16-20]，在水产养殖体系中的应用主要集中在

养殖水体和养殖池底泥中微生物群落的研究。李

志斐等 [21]基于Biolog-ECO技术分析了杂交鳢和大

口黑鲈(Micropterus salmoides)高产池塘水体中微

生物碳代谢的特征，而益生菌饲喂水产动物后

关于其肠道微生物菌群变化的研究目前应用的

很少。

本实验选用霍氏肠杆菌和乳酸菌2株益生菌

对凡纳滨对虾进行了为期4周的养殖饲喂实验，

利用Biolog-ECO方法对停止饲喂益生菌后不同时

间点的实验组及空白组凡纳滨对虾肠道微生物

群落进行比较分析，通过平均每孔颜色变化率，

利用差异性曲线和多样性指数(香农指数、辛普

森指数、麦金托什指数)等多个指标来分析凡纳

滨对虾肠道微生物对31种碳源的具体利用情况，

以评价益生菌对凡纳滨对虾肠道菌群多样性及

代谢功能的影响，并探究了2种益生菌在凡纳滨

对虾肠道内的停留时间。

薛俊敬等 [22]提出饲料中添加益生菌可以显

著促进草鱼(Ctenopharyngodon idella)的生长，增

强饲料利用率和机体免疫力并提高糖和脂肪代

谢水平；马悦欣等[23]的研究表明，混合益生菌可

以促进幼参生长和消化酶活性，并影响其体壁粗

蛋白和糖分含量。而本实验是利用新颖的Biolog-
ECO方法探究对虾肠道微生物群落对各类碳源的

利用，结果显示，被添加到饲料中的霍氏肠杆

菌和乳酸菌均能显著提高凡纳滨对虾肠道微生

物活性；施用益生菌可以强化肠道微生物群落

对肠道中胺类、酸类、糖类、氨基酸类、醇类

和酯类有机物质的降解，从而加速了对虾肠道

对于各类碳源的吸收和利用。这可能与此2株益

生菌均兼具抑菌活性及外泌消化酶(蛋白酶、淀

粉酶、脂肪酶)活性的特质有关，从而有助于降

解含氮有机物，加速对各类碳源的代谢能力，为

益生菌可以应用于水产动物的养殖提供了又一

微观机理。

曾占壮 [24]将枯草芽孢杆菌和少动鞘氨醇单

胞菌(Sphingomonas paucimobilis)分别添加到日本

鳗鲡(Anguilla japonica)饲料中，利用传统的细菌

分离培养技术和全自动菌落分析仪观察和研究
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图 3    第5天取样，肠道微生物对各类碳源的利用

Fig. 3    Sampling on the 5-th day, the utilization of the various carbon sources by intestinal microorganisms
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其在鳗鲡肠胃中的定殖与演替，结果显示，枯

草芽孢杆菌在胃内定殖时间大于7 d，在肠道内

定殖时间大于17 d；少动鞘氨醇单胞菌在胃内定

殖时间大于4 d，在肠道内定殖时间大于9 d，实

验菌株均能在鳗鲡肠胃中短时间定殖。而本实

验使用的Biolog-ECO方法无需分离培养这一繁琐

表 1    肠道微生物群落多样性指数

Tab. 1    The microbial community functional diversity index

取样时间

sampling time
实验组别

experimental groups

多样性指数　diversity indices

香农指数

Shannon index
辛普森指数

Simpson index
麦金托什指数

Mclntosh index
第1天取样　1-st sampling E3 3.050±0.033* 56.697±0.876* 6.046±0.331*

R3 3.413±0.231 62.801±0.221* 5.403±0.562*

对照 control 3.363±0.017 38.393±0.289 4.012±0.389

第5天取样　5-th sampling E3 3.155±0.272* 82.314±0.223* 7.931±0.291*

R3 3.394±0.013 79.949±0.086* 8.091±0.023*

control 3.364±0.103 69.328±0.381 3.949±0.048

第10天取样　10-th sampling E3 3.293±0.031 91.556±0.852 6.492±0.212

R3 3.304±0.129 97.015±0.496 6.474±0.539

对照 control 3.308±0.059 94.050±0.344 6.324±0.542

注：* 表示实验组与对照组之间差异显著(P<0.05)；数值均为平均值±标准差，n=3
Notes: *. the difference between the experimental pool and the control pool was significant (P<0.05); numbers were mean±SD, n=3
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图 4    第10天取样，肠道微生物对各类碳源的利用

Fig. 4    Sampling on the 10-th day, the utilization of the various carbon sources by intestinal microorganisms
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环节就可以在一定程度上分析微生物的群落结

构信息，而且能获得相关微生物群落总体活性

与代谢功能的信息。其中，停止饲喂益生菌后

第1和第5天取样中，益生菌组和空白组相比，生

物多样性指数存在明显差异，但第10天取样结果

显示，3组对虾肠道中的3种指数已无显著差异，

且比较2实验组数据可以得出，饲喂霍氏肠杆菌

对凡纳滨对虾肠道群落功能多样性的影响大于

饲喂乳酸菌组。由此推测，饲料中添加的益生

菌在饲喂过程中会短期在肠道中定殖，改变肠

道内原有菌群的数量和结构，促进对虾肠道内

微生物群落间的相互作用，进而在维持或者促

进对虾健康方面发挥重要的作用。但若益生菌

停喂时间过久，凡纳滨对虾肠道微生物菌群便

会逐渐恢复至其初始状态。上述结果说明饲料

中添加益生菌对水产动物肠道内菌群的影响具

有一定的时效性，当超过益生菌定殖周期后，

菌群的组成会逐渐恢复至固有状态，此为益生

菌在水产养殖中的应用提供了又一参考依据。
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Effects of probiotics on intestinal microbial metabolism and effective action
time of Litopenaeus vannamei by Biolog-ECO

SHANG Bijiao ,     ZUO Zhihan *,     LI Wenyue ,     SHAO Yingchun ,     LIU Yichen ,     SUN Jinsheng
(Tianjin Key Laboratory of Animal and Plant Resistance, College of Life Science, Tianjin Normal University, Tianjin    300387, China)

Abstract: In this experiment, two strains of probiotics, i.e. Enterobacter hormaechei (E3) and Lactobacillus (R3)
were used to feed Litopenaeus vannamei for 4 weeks. The diversity of intestinal microflora of L. vannamei in
experimental group and blank group was compared and analyzed by Biolog-ECO method in the later period
of feeding, in order to evaluate the effect of probiotics on the metabolic function of intestinal microflora of
L. vannamei. The results showed that AWCD in the experimental group was significantly higher than that in the
blank group, indicating that probiotics enhanced the intestinal microbial activity; the ability of intestinal
microorganisms to utilize carbon source was significantly enhanced, which indicated that the digestive enzyme
secreted by probiotics increased the digestibility and absorption rate of prawn feed, thus promoting the rapid
growth of L. vannamei. There were significant differences in intestinal microbial diversity index (including
Shannon, Simpson and McIntosh indexes), which indicated that different strains had different effects on intestinal
microflora richness of L. vannamei. The results of sampling on the 1st and 5th day after stopping adding
E. hormaechei showed that Shannon index decreased significantly and Simpson index and McIntosh index
increased significantly, and lactic acid bacteria was stopped from adding. The results of sampling on the 1st and
5th day showed that there was no significant difference in Shannon index and McIntosh index, but there was no
significant difference between them on the 10th day. The results showed that the addition of probiotics to the feed
could change the number and structure of the original microflora in the intestinal tract of L. vannamei and promote
the complex interaction between the microbial communities in the intestinal tract of L. vannamei. In turn, it plays
an important role in maintaining or promoting the health of L. vannamei. It also showed that the two probiotics
should stay in the intestines of aquatic animals for at least 5 days.

Key words: Litopenaeus vannamei; Biolog-ECO method; probiotics; intestinal microorganism; diversity index
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