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摘要    自河口污泥中分离到两株有益菌，通过形态分析、革兰氏染色、生理生化测定、16S rRNA 

序列分析和系统发育树构建，其中一株鉴定为植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)，另一株为枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。建立了两株细菌的适宜生长条件，植物乳杆菌适宜生长 pH 为 6.5、温

度为 30℃，枯草芽孢杆菌的适宜生长 pH 为 6.0、温度为 36℃。在实验室条件下，两株有益菌 1∶1

组合制剂对人工配制的海水中氨氮、亚硝酸盐、磷酸盐的降解率分别达到了 73.2%、58.0%和 52.4%；

池塘养殖环境下，其对养殖水体中氨氮、亚硝酸盐、磷酸盐的降解率分别达到了 86.3%、88.9%和

68.3%，具有明显的水质净化效果。本研究结果可为建立两株有益菌的规模化发酵生产技术和生产

应用奠定基础。 
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在鱼类集约化养殖条件下，高密度饲养容易在养

殖池内蓄积较高浓度的氨氮和亚硝酸盐等有害物质，

导致有害菌和条件致病菌大量滋生，从而降低鱼体抗

病力，极易诱发疾病(Torrecillas et al, 2007)。微生态

调控是从生态学角度对养殖水环境进行修复的一种

安全、无污染、无残留的水质调控技术，其原理主要

是通过益生菌改善养殖水环境及养殖鱼类肠道中的

菌群结构，降低养殖水体中有害物质的浓度或者抑制

病原菌的繁生(Crad et al, 2012; Avnimelech, 2007)，可

有效避免因大量使用抗生素带来的安全隐患。微生态

制剂在水产养殖业的应用研究最早始于 1986 年，现

在已被广泛用于制作有效调节水产动物肠道菌群平

衡的饲料添加剂(杨艳等, 2013)。然而，微生态制剂

的种类繁多，有单一菌种的微生态制剂，也有多种益

生菌组成的复合型微生态制剂，其效果不一。很多微

生态制剂存在作用时间短、效果不稳定等问题，其原

因在于对菌种的分类保存、生理生化特性、功能及使

用方式认识不足，限制了高效微生态制剂的研制和应用。 

目前，微生态制剂已越来越广泛地应用于水产养

殖环境调控和养殖物种的生长促进等方面，如芽孢杆

菌(Bacillus sp.)在水产养殖水质调控(刘卫东等, 2001; 

王彦波等, 2003; 李健等, 2001)、养殖鱼类生长促进

(华雪铭等 , 2001)、养殖虾类肠道菌群调控(Dalmin  

et al, 2001)等方面都起到了较好的效果。植物乳杆菌

(Lactobacillus plantarum)多在畜牧业中应用，可促进

宿主对食物的消化吸收，提高宿主免疫力，降解氨等

有害物质，减少环境污染等(温灿权等, 2014)。但是，

微生态制剂在海水鱼类养殖方面的应用研究很少，其
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对养殖水质和养殖环境调控的相关机制尚不明了。本

研究分离、纯化和鉴定出两株有益菌，并探讨了其适

宜的培养条件及对水体中氨氮、亚硝酸盐、磷酸盐的

降解效果，以期为开发绿色高效的海水养殖微生态制

剂提供理论依据和技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

2014 年春季，在山东省日照市傅疃河入海口附

近采集底泥样品，置于经灭菌处理的容积为 100 ml

的安瓿瓶中，放入冰盒内，当天返回实验室，用于细

菌分离培养。 

1.2  菌株分离与培养 

将污泥用无菌水制成悬浮液，以 300 目筛绢网过

滤，滤液 6000 r/min 离心，弃去上清液，再以无菌水

制成混悬液。在超净操作台中，取 1 ml 混悬液样品，

加入含 9 ml TSB 液体培养基的试管中，按 1∶10 梯

度制成 6 个梯度稀释液，分别取 100 μl 均匀涂布于

TSB 固体培养基上，置于 28℃恒温培养箱中培养 72 h。

按照形态特征，挑取优势生长的单菌落置于 TSB 液

体培养基中，28℃条件下培养 24 h，再分别以接种环

平板划线的方式接种于 TSB 固体培养基上，28℃恒

温培养 72 h。重复平板划线操作 3 次，直至培养基上

存在单一菌落。 

1.3  菌株鉴定 

1.3.1  革兰氏染色与镜检    取新鲜单菌体进行革

兰氏染色，步骤参照试剂盒(青岛海博生物技术有限

公司)说明书。光学观察进行形态鉴别，参照《伯杰

细菌鉴定手册》、《常见细菌系统鉴定手册》(布坎南

等, 1995; 东秀珠等, 2001)进行。 

1.3.2  分子鉴定    利用土壤基因组 DNA 提取试剂

盒提取细菌总 DNA(OMEGA，美国)。扩增 16S rRNA

基 因 的 正 向 引 物 为 27F: 5-AGAGTTTGAT-

CCTGGCTCAG-3，反向引物为 1492R: 5-GGTTAC-

CTTGTTACGACTT-3。PCR扩增采用 50 μl反应体系：

10×PCR Buffer 5 μl，dNTPs 4 μl，正反向引物各 1 μl，

Taq 酶 0.25 μl，细菌裂解液 1.0 μl，ddH2O 37.25 μl。

PCR 反应条件：95℃变性 5 min，30 个循环(95℃ 30 s，

56℃ 30 s，72℃ 50 s)，最后 72℃延伸 10 min。电泳

检测、切胶回收、连接、转化后，在 LB 平板涂布，

37℃恒温培养。挑单菌落 LB 液体培养基扩培，以通

用引物 M13 进行菌液 PCR 检测，将阳性克隆送至生

工生物工程(上海)股份有限公司测序。将菌株测序结

果进行 BLAST 检索，筛选同源性高的细菌 16S rRNA

基因序列，构建系统发育进化树。 

1.3.3  生理生化特性分析    参照《常见细菌系统鉴

定手册》方法(东秀珠等, 2001)，利用细菌微量生化鉴

定管(青岛海博生物技术有限公司)进行生理生化鉴定。 

1.4  适宜生长条件确立 

根据菌种鉴定结果，在温度为 30℃、盐度为 28

的条件下，设置 6.0、6.5、7.0 共 3 个 pH 梯度，每个

梯度设置 3 个平行。分别吸取 20 μl 分离纯化的菌液

于 1 ml TSB 液体培养基中，150 r/min、30℃培养复

苏 2 h。将复苏的菌液各 20 μl 加入到不同 pH 的培养

液中，150 r/min、30℃培养 48 h。每 2 h 取 50 μl 培

养液，比色皿中稀释至 1 ml，根据 OD 值绘制生长曲

线，以最先进入生长平台期为基准确定最佳生长 pH。 

在 pH 为 6.0、盐度为 28 的条件下，设置 30℃、

33℃、36℃、39℃共 4 个温度，每个梯度设置 3 个平

行。分别吸取 20 μl 分离纯化的菌液于 1 ml TSB 液体

培养基中，150 r/min、30℃培养复苏 2 h。将复苏的

菌液各 20 μl 加入到不同温度的培养液中，150 r/min、

30℃培养 48 h。每 2 h 取 50 μl 培养液，在比色皿中

稀释至 1 ml，根据 OD 值绘制生长曲线，确定最佳生

长温度。 

1.5  水质调控效果测试 

水 质 调 控 实 验 分 别 在 实 验 室 条 件 和 牙 鲆

(Paralichthys olivaceus)养殖池塘中进行，将两株益生

菌(菌株 A 和菌株 B)生产性扩大培养，至相同浓度时，

按 1∶1 的比例混合后添加到实验组中。水质检测指

标包括氨氮、亚硝酸盐和磷酸盐。氨氮的测定采取水

杨酸–次氯酸盐光度法(GB7481-87)进行，亚硝酸盐测

定采用重氮化偶合光度法(GB 7493-87)，磷酸盐的测

定采用抗坏血酸钼氨酸分光光度法(GB 11893-89)，使

用哈希水质分析仪(DR/890, 美国)测定各参数值。 

在实验室条件下，利用标准溶液制作标准曲线，

以化学试剂配制不同浓度的氨氮、磷酸盐和亚硝酸盐溶

液，设为实验组，起始浓度分别设置为 0.22、0.25 和

0.05 mg/L，每组 3 个重复。将一定浓度的菌株 A 

(OD600 nm=2.33)和菌株 B(OD600 nm=2.23)培养液按照

1∶1 混合，添加至实验组(添加密度为 10×104 cell/ml)，

对照组不添加，每 24 h 分别测定实验组氨氮、亚硝

酸盐和磷酸盐含量变化，连续监测 8 d。实验期间，

各实验组实测水温为 21–23℃。 

选取 2 个泥沙底质、面积为 0.33 hm2 且放养同等
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数量牙鲆的池塘 2 口，池塘日换水率为 50%。实验池

塘按 1∶1 的比例添加菌株 A 和菌株 B 的混合制剂，

添加密度为 5×104–10×104 cell/ml。池塘日换水率为

50%，换水后按照初始添加量的 50%补充添加益生

菌，维持池塘内有益菌浓度；不添加有益菌制剂的池

塘作为对照组。实验进行 10 d，实验期间，实验池塘

和对照池塘内实测水温为 20–23℃，每天检测、记录

2 组池塘中氨氮、磷酸盐和亚硝酸盐水平的变化。 

1.6  数据分析 

对 16S rRNA 基因测序结果进行在线同源序列比

对(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)。使用 BioEdit 进行同

源性分析，采用 MEGA 6.0 软件 Neighbor-Joining 

Method 法构建系统发育进化树。利用 SPSS 21.0 统计

软件对数据进行统计处理。设置差异显著性水平 P 为

0.05，当 P＜0.05 时认为差异显著，当 P＜0.01 时认

为差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  菌落特征 

TSB 培养基初步筛选到 2 种不同形态特征的菌

落。一种菌落呈圆形，边缘完整，中间凸起，乳白色，

表面湿润光滑，数量多，标记为菌落 A。经多次挑取

单菌落、划线培养，最终得到优势明显的单一菌落 A，

半透明；另外一种菌落呈圆形，边缘不整齐，菌落整

体扁平，暗黄色，表面干燥，菌落相对较大，标记为

菌落 B。 

2.2  细菌形态特征 

革兰氏染色后，光镜(油镜)下观察菌株 A 和菌株

B 的形态特征(图 1)。菌株 A 菌体革兰氏染色阳性，短 

杆状、近球形，单个或者短链状排列(图 1-A)；菌株 B

菌体革兰氏染色阳性，长直杆状，成对链状排列，可

观察到卵圆形的芽孢(图 1-B)。 

 

 
 

图 1  菌株 A和菌株 B的形态特征 

Fig.1  Morphology of bacteria strain A  
and bacteria strain B 

2.3  16S rRNA 测试与系统进化树分析 

菌株 A 和菌株 B 的 16S rRNA 基因扩增产物大小

分别为 1591 bp 和 1595 bp(图 2)。BLAST 同源性比对

分析结果表明，菌株 A 为植物乳杆菌，同时，筛选同

源性高的细菌 16S rRNA 基因序列，构建了其系统发

育进化树(图 3)；菌株 B 的 16S rRNA 序列与枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis)的新种(Bacillus sp. BSi20565，

登录号 EU330341.1)序列的相似度达到 99%，鉴定其

属于芽孢杆菌属与枯草芽孢杆菌相似种。 

 

 
 

图 2  菌株 A(左)和菌株 B(右)的 DNA琼脂糖凝胶电泳 

Fig.2  Agarose gel electrophoresis of DNAs  
from strain A (left) and strain B (right) 

 

2.4  生理生化特性 

菌株 A 和 B 的生理生化特征分别见表 1 和表 2。

根据《常见细菌系统鉴定手册》(东秀珠等, 2001)和

《伯杰氏细菌鉴定手册》(布坎南等, 1984)植物乳杆

菌和芽孢杆菌属特征，比对测试结果显示，菌株 A

生理生化特性与植物乳杆菌一致，菌株 B 生理生化特

性与芽孢杆菌属一致，但尚未对应到具体种。 

2.5  适宜培养条件 

2.5.1  植物乳杆菌(菌株 A)    在培养温度为 30℃、

盐度为 28 时，不同 pH 对植物乳杆菌生长影响差异

不显著，但在 pH=6.5 时，植物乳杆菌生长曲线最先

进入快速增长期，达到平台期的时间最短(图 4)，表

明此 pH 条件下其生长状态最好。 

在培养条件设定为 pH=6.5、盐度为 28 时，不同

温度对植物乳杆菌生长影响差异不显著，但在温度为

30℃时，植物乳杆菌生长曲线最先进入快速增长期，

达到平台期的时间最短(图 5)，说明 30℃是植物乳杆

菌生长的最适宜温度。 
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图 3  菌株 A基于 16S rRNA序列的系统发育进化树 

Fig.3  Phylogenetic tree of strain A and other bacteria based on 16S rRNA sequences 

 
表 1  菌株 A 生理生化特性 

Tab.1  Physiological and biochemical characteristics of strain A 

生理生化反应 
Physiological and biochemical reactions 

反应特征 
Reaction characteristics

生理生化反应 
Physiological and biochemical reactions 

反应特征 
Reaction characteristics

酶触反应 Enzymatic reaction  麦芽糖 Malt sugar + 

氢化酶反应 Hydrogenation 
enzyme reaction 

 甘露醇 Mannitol + 

明胶液化 Gelatin liquidized test  甘露糖 Mannose + 

产 H2S试验 H2S test  水杨苷 Salicin + 

MR试验 MR test  棉籽糖 Raffinose  + 

VP试验 VP test + 菊糖 Synanthrin + 

七叶苷 Esculin + 山梨醇 Sorbitol + 

纤维二糖 Cellobiose + 蔗糖 Sucrose + 

鼠李糖 Rhamnosus  乳糖 Lactose + 

+表示反应呈阳性，–表示反应呈阴性。下同 

 +: Positive reaction, : Negative reaction. The same as below 

 
表 2  菌株 B 生理生化特性 

Tab.2  Physiological and biochemical characteristics of strain B 

生理生化反应 
Physiological and  

biochemical reactions 

反应特征 
Reaction 

 characteristics

生理生化反应 
Physiological and  

biochemical reactions 

反应特征 
Reaction 

characteristics

酶触反应 Enzymatic reaction + 麦芽糖 Malt sugar + 

氢化酶反应 Hydrogenation enzyme reaction – 甘露醇 Mannose + 

明胶液化 Gelatin liquidized test + 葡萄糖产气 Glucose production – 

产 H2S试验 H2S test – 酪素 Casein  + 

MR试验 MR test – 芽孢卵圆形 Oval spore + 

VP试验 VR test – 菌体呈杆状 Stalked bacterial + 

吲哚试验 Indole test – 硝酸盐还原 Nitrate reduction reaction + 
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图 4  不同 pH下菌株 A(植物乳杆菌)的生长曲线 

Fig.4  Growth curve of strain A (L. plantarum)  
in different pH 

 

 
 

图 5  不同温度下菌株 A(植物乳杆菌)的生长曲线 

Fig.5  Growth curve of strain A (L. plantarum)  
under different temperatures 

 

2.5.2  芽孢杆菌(菌株 B)    当培养条件设定温度为

30℃、盐度为 28 时，不同 pH 对枯草芽孢杆菌(菌株

B)生长的影响见图 6。在 pH=6.0 的条件下，枯草芽

孢杆菌生长曲线最先进入快速增长期，达平台期所用

时间最短，说明 pH=6.0 时菌株 B 生长状态最好。 
 

 
 

图 6  不同 pH下菌株 B(枯草芽孢杆菌)的生长曲线 

Fig.6  Growth curve of bacteria strain B  
(B. subtilis) in different pH 

 

在 pH=6.0、盐度为 28 的培养条件下，当温度设

置为 36℃时，枯草芽孢杆菌(菌株 B)生长曲线最先进

入快速增长期，达到平台期所用时间最短(图 7)，说

明 36℃为菌株 B 的最适生长温度。  

 
 

图 7  不同温度下菌株 B(枯草芽孢杆菌)生长曲线 

Fig.7  Growth curve of bacteria strain B (B. subtilis)  
under different temperatures 

 

2.6  水质调控实验 

2.6.1  实验室条件下水质调控效果    在实验室条

件下，添加益生菌后，实验组氨氮、亚硝酸盐和磷酸

盐含量逐渐降低。其中，氨氮含量自第 3 天开始降低，

至第 4 天氨氮含量显著下降(P<0.05)，其后维持较低

水平，降解率达 73.2%；实验组亚硝酸盐含量缓慢下

降，第 5 天后基本达到稳定状态，降解率达到 58.0%；

实验组磷酸盐含量持续降低，至第 4 天后达到稳定状

态，降解率达到 52.4%(表 3)。对照组营养盐浓度未

有明显变化，未在表 3 中列示。 

2.6.2  池塘养殖水质调控效果    添加 2 种益生菌

混合液后，与对照池塘相比，添加益生菌的池塘水体

中氨氮、亚硝酸盐和磷酸盐含量明显降低(表 4)。其

中，实验池塘养殖水体中氨氮含量在 6 d 内没有明显

变化，维持在 0.41–0.51 mg/L 之间，自第 7 天开始，

氨氮含量明显下降，至实验结束时，氨氮降解率达

86.3%；实验池塘养殖水体中磷酸盐含量自添加第   

4 天开始显著下降，实验结束时，降解率达 88.9%；

实验池塘养殖水体中亚硝酸盐含量自添加后逐渐降

低，最大降解率达到 68.3%。 

3  讨论 

本研究自河口污泥中利用培养基分离纯化，获得

了两株细菌，经形态观察、分子鉴定、生理生化特性

分析，鉴定其中一株为植物乳杆菌，另一株菌 16S 

rRNA 序列与枯草芽孢杆菌的新种序列相似度达

99%。一般认为，16S rRNA 序列同源性大于 99%，可

以认为属于同一种(Fry et al, 1991)。NCBI 数据库已

登录的枯草芽孢杆菌可能为新种，尚未命名，作者试

图通过生理生态特性进一步确认，但仍未得到明确结果，

具体种的鉴定和命名尚有待于今后进一步研究确认。 
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表 3  实验室条件下有益菌对水中营养盐的降解效果 
Tab.3  Degrading effects of the obtained probiotics on water nutritive salts under laboratory conditions 

天数 
Days (d) 

氨氮 
Ammonia 

nitrogen (mg/L) 

氨氮降解率 
Ammonia nitrogen 

degradation rate (%)

亚硝酸盐 
Nitrite (mg/L)

亚硝酸盐降解率
Nitrite degradation 

rate (%) 

磷酸盐 
Phosphate (mg/L) 

磷酸盐 

降解率 Phosphate 
degradation rate (%)

0 0.220 – 0.050 – 0.250 – 

1 0.220 0 0.046 8.0 0.200 20.0 

2 0.210 4.5 0.040 20.0 0.135 46.0 

3 0.160 27.3 0.032 36.0 0.123 50.8 

4 0.070 68.2 0.026 48.0 0.120 52.0 

5 0.062 71.8 0.025 50.0 0.120 52.0 

6 0.061 72.3 0.021 58.0 0.119 52.4 

7 0.059 73.2 0.021 58.0 0.119 52.4 

8 0.059 73.2 0.021 58.0 0.119 52.4 

 
表 4  有益菌对池塘养殖水体中营养盐的降解效果 

Tab.4  Degrading effects of the obtained probiotics on nutritive salts in pond water 

实验组 Experimental group 对照组 Control group 

天数 
Days 
(d) 

氨氮 
Ammonia 
nitrogen  
(mg/L) 

氨氮降解率 
Ammonia 

degradation 
rate (%) 

磷酸盐
Phosphate 

(mg/L) 

磷酸盐降解率
Phosphate 

degradation rate
(%) 

亚硝酸盐
Nitrite 
(mg/L) 

亚硝酸盐

降解率 

Nitrite 
degradation 

rate (%) 

氨氮 
Ammonia 
nitrogen  
(mg/L) 

磷酸盐
Phosphate  

(mg/L) 

亚硝酸盐
Nitrite 
(mg/L) 

1 0.51 – 0.27 – 0.060 – 0.55 0.28 0.060 

2 0.47 7.8 0.26 3.7 0.066 0 0.52 0.32 0.062 

3 0.42 17.6 0.23 14.8 0.056 6.7 0.47 0.36 0.058 

4 0.50 1.9 0.15 44.4 0.047 2.2 0.47 0.32 0.060 

5 0.48 5.9 0.10 62.9 0.038 3.6 0.46 0.21 0.051 

6 0.41 19.6 0.13 51.9 0.045 25.0 0.49 0.27 0.061 

7 0.35 31.4 0.07 74.1 0.041 31.7 0.50 0.23 0.050 

8 0.24 52.9 0.09 66.7 0.035 41.7 0.42 0.26 0.040 

9 0.17 66.7 0.05 81.5 0.021 65.0 0.47 0.29 0.042 

10 0.07 86.3 0.03 88.9 0.019 68.3 0.38 0.28 0.045 

  
无论是淡水还是海水养殖条件下，养殖水体中氨

氮、亚硝酸盐和磷酸盐等营养盐均会显著影响养殖鱼

类的正常生长。芽孢杆菌在自然界中广泛存在，具有

营养简单、繁殖迅速、适应能力强、抑制病原菌生长、

产生物酶等特点。目前，芽孢杆菌已在水产养殖中应

用，对养殖水体中氨氮等营养盐物质都具有较好的降

解效果(白小丽, 20131); 邱燕, 20102); 李卫芬等, 2011; 

张克强等, 2006; 郑虹等, 2005)。植物乳杆菌是乳酸菌

的一种，是厌氧细菌(兼性好氧)，可大量产酸控制水

中 pH 值稳定，且在繁殖过程中能产出特有的乳酸杆

菌素，在食品工业乳酸发酵等领域有着广泛的应用

(王水泉等, 2010)。植物乳杆菌在水产养殖水质调控

中的应用研究不多，且效果不一(齐欣等, 2007)，对

海水池塘水质调控效果研究未见报道。本研究建立了

这两株有益菌适宜生长的 pH 和温度条件，为其生产

性应用提供了支撑。本研究表明，将两株纯化培养的 
                            

1) Bai XL. The studies on ammonia excretions by grass carp (Ctenopharyngodon idellus) and mandarin fish (Siniperca chuatsi) 
and the effect of probiotics on the water quality of mandarin fish pond. Master´s Thesis of Huazhong Agricultural University, 2013, 6 

[白小丽. 草鱼、鳜鱼氨氮排泄研究及微生态制剂对鳜鱼养殖池塘的影响. 华中农业大学硕士研究生学位论文, 2013, 6] 

2) Qiu Y. Effects of three micro-ecological agents on growth performance, physiological function and intestinal mucosa of 

grass carp (Ctenopharyngodon idellus). Master´s Thesis of Soochow University, 2010, 5 [邱燕 . 三种微生态制剂对草鱼

(Ctenopharyngodon idellus)生长性能、生理机能及肠道黏膜的影响. 苏州大学硕士研究生学位论文, 2010, 5] 
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菌株按照 1∶1 的比例混合后添加，无论是在实验室

条件下，还是在池塘养殖条件下，都对水中氨氮、亚

硝酸盐和磷酸盐具有显著的降解效果，实验室条件下

各组分的降解率达 52%以上，池塘水体中各组分的降

解率达 68%以上。但是，两种实验条件下，实验组水

体中营养盐含量在第 3 天后才明显降低，表明有益菌

起作用时间较晚，可能与有益菌未提前进行活化有

关，今后生产应用过程中应提前利用糖等优质碳源对

有益菌进行活化，以提高其作用效果。 

本研究发现，本次实验所使用的益生菌制剂对池

塘水质调控的效果较实验室条件下的水质调控效果

好，其原因可能在于池塘中所添加的益生菌与池塘养

殖水体和底泥中的物质发生互作反应，同时，池塘养

殖环境促进了菌株的生长和繁殖，增加了其密度，从

而提高了其对污染物质的降解效果，具体的原因和机

制尚有待于深入开展养殖环境微生物群落变化规律

研究来确定。另外，本研究将两株菌 1∶1 比例混合

后应用，对于哪个菌株发挥关键调控作用尚未明确，

今后应开展单菌株对水中营养盐的降解实验，明确两

株有益菌各自的水质调控效果。 
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Isolation, Culture, and Identification of Two Strains of Probiotics and  
Their Effects on Water Quality Control 

LI Cunyu1,3, LIU Xuezhou1,2①
, XU Yongjiang1,2, SHI Bao1,2, ZHENG Wei4, SHI Xueying1,3 
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Science and Technology, Qingdao  266071; 3. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  

201306; 4. Ecological Environment Institute of Rizhao, Rizhao  276805) 

Abstract    Good water quality is essential for the healthy growth of pond-cultured marine fish. 

Balanced microecological environment plays an important role in the maintenance of water quality and 

control of fish disease. To identify the mechanisms regulating the balance in microecological environment 

and to find specific and high-efficiency probiotics for pond culture of marine fish, here we tested two 

strains of bacteria isolated from sewage sludge of the estuary area of the Futuan River in Rizhao. They 

were identified as Lactobacillus plantarum and a Bacillus subtilis-like species according to the analysis 

such as morphological characteristics, biochemical properties, and 16S rRNA sequencing. The optimum 

growth conditions for L. plantarum and B. subtilis were pH 6.5/temperature 30℃ and pH 6.0/temperature 

36℃ respectively. In the laboratory, the degrading effects of the mixed bacteria strains A and B (1:1) on 

ammonia nitrogen, nitrite, and phosphate in the seawater were 73.2%, 58.0%, and 52.4% respectively. 

Next, we examined the degrading effects of the bacteria in two outdoor marine ponds rearing Japanese 

flounder. One was designated as the experimental pond added with the probiotics (mixture of strain A and 

strain B), and the other one was the control. The applications of the probiotics (1:1, bacteria density 

5×104–10×104 cell/ml) caused significant decrease in the concentrations of ammonia nitrogen, nitrite, and 

phosphate, and the degrading rates were 86.3%, 88.9%, and 68.3% respectively. Our results provided 

useful information for large-scale production of the two probiotics and for their application in aquaculture 

in the future. 

Key words    Lactobacillus plantarum; Bacillus subtilis, Bacterial identification; Water quality control 
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