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摘要! 以凡纳滨对虾为研究对象!在基础饲料中分别添加从健康对虾消化道中分离纯化的优

势菌菌株***美人鱼发光杆菌B3@"! 和坚强芽孢杆菌B3@"<"菌含量
#

%$

%%

3.)AK#的活菌和

破碎菌各 % KASK!观察其对凡纳滨对虾血淋巴免疫酶活性和抗e004感染保护率的影响$ 经

过 #$ M养殖实验后发现!与对照组相比!饲料中添加坚强芽孢杆菌活菌的免疫组和添加美人

鱼发光杆菌灭活菌的免疫实验!其凡纳滨对虾血淋巴中酸性磷酸酶",3B#%碱性磷酸酶

",hB#%超氧化物歧化酶"0(>#和过氧化氢酶"3,D#活性在不同程度上有所提高!并显著高

于对照组"Eo$7$<#$ e004感染后饲料中添加坚强芽孢杆菌活菌的免疫组存活率"<!W q

%#W#和添加美人鱼发光杆菌灭活菌的免疫组存活率"@CW q%<W#显著高于对照组"Eo

$7$<#$ 结果表明'饲料中添加坚强芽孢杆菌活菌和美人鱼发光杆菌灭活菌可以在一定程度

上提高凡纳滨对虾免疫酶活性和抗e004感染能力!上述有防病作用的益生菌株以饲料添加

剂的方式应用于对虾养殖生产!可望成为对虾白斑病生物防治的有效途径之一$

关键词! 凡纳滨对虾& 益生菌& 非特异性免疫& 白斑综合征病毒

中图分类号! 0C@%&&&&&&&文献标志码',

&&凡纳滨对虾#"/4'18%28+,D2%%2-8/$在我国海

水养殖业中占有极为重要的地位( 然而"对虾白斑

综合征病毒#bIGPQ\U5P\dJM:5FQ^G:R\"e004$在

世界范围内广泛传播"每年给对虾养殖业造成几百

亿元的经济损失"严重威胁对虾养殖业的可持续发

展*% ;#+

( 由于病毒有严格的细胞寄生特性"目前尚

无有效的化学药物可预防和治疗对虾病毒病( 而

且对虾缺乏特异性免疫系统"疫苗无法起到有效的

防治效果"寻找有效的生态学防治措施是控制对虾

病毒病最有前景的策略*! ;@+

(

益生菌能够通过产生非特异性免疫调节因子激

发机体免疫功能"刺激宿主的免疫系统"增强机体免

疫力和抗病性*< ;?+

( 09S9G等*=+指出虹鳟口服酪酸

梭菌可以增加体内的白细胞的吞噬活性"进而提高

自身免疫力( 芽孢杆菌0%%可以通过激活斑节对虾

的细胞和体液的免疫防御系统"提高其抗病能力*C+

(

4Q:\OIRQ:Q等*%$+的研究表明"芽孢杆菌和弧菌混合

使用可以提高凡纳滨对虾幼体的成活率和增长速

度"同时也可以增强其对哈维氏弧菌和白斑综合症

的抗病性"而其中的原因是由于混合益生菌增强了

对虾体内吞噬细胞和抗菌肽的活性"进而刺激了宿

主的免疫系统( 本研究通过在凡纳滨对虾饲料中添

加一定量的坚强芽孢杆菌和美人鱼发光杆菌活体和

破碎体"并比较其对凡纳滨对虾非特异性免疫及抗

e004的影响"目的是筛选出免疫活性较强的益生

菌株及其添加方式"以便灵活应用于饲料添加剂)微

生态制剂)生物絮团养殖技术等"提高凡纳滨对虾养

殖成活率和抗e004感染能力(

%&材料与方法

!&!'实验饲料

基础饲料&&花生粉 #<$ KASK"豆粉 #<$ KA
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SK"虾粉 %$$ KASK"面粉 !$ KASK"玉米粉 !$ KASK"

鱼粉 !$$ KASK"复合维生素 = KASK"维生素3% KA

SK"+91

#

B(

@

1#1

#

(% KASK"+9

#

1B(

@

1%#1

#

(#

KASK"褐藻酸钠 = KASK"植物油 #$ KASK(

免疫饲料&&实验用美人鱼发光杆菌B3@"!

#E)'4'92&48(/+-<2-,862$和坚强芽孢杆菌B3@"<

#M2&/66+,J/(-+,$由本实验室 #$$" 年分离自健康

对虾消化道"纯化后;=$ a保存( 使用前进行菌

种活化和小规模发酵培养"离心收集菌体( 以基

础饲料为对照组"在基础饲料中分别添加上述 #

种菌株的活菌和破碎菌制成 @ 组免疫饲料"做为

免疫实验组( 饲料原料用双螺杆压条机挤压出直

径为 # FF粒径的饲料"于阴凉处晾干"剪切成 !

FF长的颗粒贮存于 ;@ a 中保存待用*%%+

( 其

中活菌组成品饲料的活菌数量控制在约 %$

=

3.)AK"超声波破碎并经高压灭菌的破碎菌组"其

湿重占饲料重量的 %W(

!&('实验动物

健康凡纳滨对虾 "$$ 尾"购自青岛沙子口对

虾养殖场"经核酸探针斑点杂交检测"确认e004

阴性( 实验对虾随机分为 < 组"每组 %#$ 尾( 每

日换水 % 次"日换水量为 %A!'每日投喂饲料 @

次"日投饵量为每 <$$ 尾 "$ _=< K"投喂 % I 后吸

去剩余饲料"并根据残饵的多少调节投饵量'其中

免疫实验组采用间隔投喂方法"即连续 @ M 投喂

免疫饲料"! M 投喂基础饲料"? M 一个循环"直至

实验结束( 水温 #@ _#" a"连续充气( 试验前暂

养 ? M(

!&*'对虾血淋巴免疫酶活性的测定

实验开始后的第 <)%$)%<)#$ 天"分别从每组

实验对虾中随机取对虾 < _%$ 尾"用经抗凝剂润

洗的 % F-注射器"从对虾围心腔抽取血淋巴"合

并置于一个无菌 2UUQJM5:[管中"@ a静置过夜

后"于 < $$$ :AFGJ离心 %$ FGJ 分离血清"取上层

血清置于;=$ a保存备用(

以溶壁微球菌#?/&('&'&&+,6*,'68/.4/&+,$#南

京建成生物工程研究所$为底物测定血清溶菌酶活

性( 首先将细菌冻干粉用 $7% F56A-的磷酸钾盐

缓冲液#U1f"7@$配制底物悬液#(>

<?$

)

$7! _

$7<$"在酶标板中加入 %C$

#

-该悬液与 %$

#

-血

清"混匀"测其 <?$ JF处的吸光值,初"移入 !? a

水浴中作用 !$ FGJ后"立即置于冰水浴中 %$ FGJ"

以终止反应"测其吸光值 ,终( 溶菌活力 )-f

#,终 ;,初$A,终( 以实验条件下"每毫升血清每分

钟吸光值减少 $7$$%为 %个酶活性单位#)$(

酸性磷酸酶#,3B$)碱性磷酸酶#,hB$)超

氧化物歧化酶#0(>$和过氧化氢酶#3,D$的活

性使用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒测

定( 血清,3B单位定义!%$$ F-血清在 !? a与

基质作用 !$ FGJ 产生 % FK 酚为 % 个活力单位'

血清,hB单位定义!%$$ F-血清在 !? a与基质

作用 %< FGJ产生 % FK 酚为 % 个活力单位'血清

中0(>活力定义!每毫升反应液中 0(>抑制率

达 <$W时所对应的 0(>的量为一个活力单位

#)$'血清 3,D单位定义!每毫升血清或血浆每

秒钟分解 %

#

F56的1

#

(

#

的量为一个活力单位(

!&+'dLLa感染实验

免疫实验 #$ M后"每组选取个体大小基本一

致的 !$ 尾对虾进行攻毒实验"! 个重复( 攻毒实

验前一天停食"次日上午取;=$ a保存的已感染

e004的对虾"称取鳃和步足充分剪碎并混匀成

泥状"用作感染毒种投喂对虾"攻毒量为 $7?< KA

%$ 尾"% I后吸去残饵"每日继续投喂免疫饲料或

基础饲料"%< M 后结束实验( 实验期间记录死亡

时间和死亡数( 并用镊子摘取虾鳃鳃丝 $7< _

% K"至无菌2UUQJM5:[管中#每管预先加入028B

采样液 #$$

#

-$"@ a保存用于病毒检测(

!&,'数据统计分析

本实验采用0B00%!7$ 软件对实验数据进行

单因素方差分析#(JQEe9d ,+(4,$"若差异显

著"则采用-0>法作多重比较(

#&结果

(&!'血清免疫酶活性

酸性磷酸酶",3B#活力&&由图 % 可见"各

免疫实验组对虾血清中酸性磷酸酶的变化趋势呈

先上升后下降"在第 %$ 天达到最大值( 第 <)%$

天"Z$ 组即投喂添加坚强芽孢杆菌B3@"< 活菌的

免疫实验组对虾血清中酸性磷酸酶活性显著高于

其他实验组#Eo$7$<$'第 %<)#$ 天"Z$ 组与其

他实验组对虾血清中酸性磷酸酶活性差异不显著

#Ep$7$<$(

碱性磷酸酶",hB#活力&&由图 # 可见"各

免疫实验组对虾血清中碱性磷酸酶的变化趋势呈

先上升后下降"在第 %$ 天达到最大值( 第 < _%<

天",% 组即投喂添加美人鱼发光杆菌 B3@"! 灭

$##
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活菌的免疫实验组和 Z$ 组即投喂添加坚强芽孢

杆菌活菌 B3@"< 的免疫实验组对虾血清中碱性

磷酸酶活性显著高于对照组#Eo$7$<$(

图 !'各实验组凡纳滨对虾血清酸性磷酸酶活力

图中的值为平均数q标准差#% f!$同行数据上标字母不同

者之间包括未标注字母者表示与其他所有标注字母者存在显

著差异#Eo$7$<$"含相同字母或无字母标注的组差异不显

著#Ep$7$<$(

#,$$添加美人鱼发光杆菌活菌'#,%$添加美人鱼发光杆菌

灭活菌'#Z$$添加坚强芽孢杆菌活菌'#Z%$添加坚强芽孢杆

菌灭活菌'#3$为基础饲料对照组( 下同(

E6@&!'L85:73"6;IH=9IH3A398"%21#3"A6J6AF =<

"%A'99'&-4<8;;6<<858?A;68A9

8Q9J\bGPIGJ :5b\#% f!$bGPI PIQMG[[Q:QJP6QPPQ:\GJO6RMGJK PIQ

K:5RU bGPI5RP6QPPQ:TQPbQQJ bGPI 6QPPQ:\9:Q\GKJG[GO9JPMG[[Q:QJP

#Eo$7$<$7

#,$$ Z9\GOMGQP\O5JP9GJGJK EC<2-,8628' # ,% $ Z9\GOMGQP\

O5JP9GJGJK R6P:9\5JGO9PQM EC<2-,8628' # Z$ $ Z9\GO MGQP\

O5JP9GJGJK MCJ/(-+,'#Z%$Z9\GOMGQP\O5JP9GJGJK R6P:9\5JGO9PQM

MCJ/(-+,'#3$Z9\GOMGQP9\T69JS O5JP:56K:5RU7DIQ\9FQ9\

[5665bGJK7

图 ('各实验组凡纳滨对虾血清碱性磷酸酶活力

E6@&('L85:73>O3>6?8IH=9IH3A398"%Q1#3"A6J6AF =<

"%A'99'&-4<8;;6<<858?A;68A9

&&过氧化氢酶"3,D#活力&&由图 ! 可见"各

免疫实验组对虾血清中过氧化氢酶活性呈上下波

动状的变化趋势( 第 < 天时"Z$ 组即投喂添加坚

强芽孢杆菌B3@"< 活菌的免疫实验组和 Z% 组即

投喂添加坚强芽孢杆菌 B3@"< 灭活菌的免疫实

验组对虾血清过氧化氢酶活性显著高于对照组

#Eo$7$<$(

图 *'各实验组凡纳滨对虾血清过氧化氢酶活力

E6@&*'L85:7"3A3>398"2%/#3"A6J6AF =<

"%A'99'&-4<8;;6<<858?A;68A9

&&超氧化物歧化酶"0(>#活力&&由图 @ 可

见"各免疫实验组对虾血清中超氧化物歧化酶活

性呈上下波动状的变化趋势( 在整个实验期间"

,$ 组即投喂添加美人鱼发光杆菌 B3@"! 活菌和

,% 组即投喂添加美人鱼发光杆菌 B3@"! 灭活菌

的免疫实验组对虾血清中超氧化物歧化酶活性显

著高于对照组#Eo$7$<$(

图 +'各实验组凡纳滨对虾血清超氧化物歧化酶活力

E6@&+'L85:79:I85=M6;8;697:A398"LV##3"A6J6AF =<

"%A'99'&-4<8;;6<<858?A;68A9

&&溶菌酶"")-#活力&&由图 < 可见"各免疫实

验组对虾血清中溶菌酶活性呈上下波动状的变化趋

势"在第 %$ 天时达到最大值"且显著高于对照组

#Eo$7$<$( 在整个实验期间",$ 组即投喂添加美

人鱼发光杆菌B3@"!活菌和Z$组即投喂添加坚强

芽孢杆菌B3@"<活菌的免疫实验组对虾血清中超氧

化物歧化酶活性显著高于对照组#Eo$7$<$(

图 ,'各实验组凡纳滨对虾血清溶菌酶活力

E6@&,'L85:7>F9= F̀78"cD#3"A6J6AF =<

"%A'99'&-4<8;;6<<858?A;68A9

%##
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(&('dLLa感染后凡纳滨对虾存活率

通过 e004感染实验"比较在感染之后 @ _

%! M期间不同免疫组之间凡纳滨对虾存活率的变

化趋势( 从表 % 可以看出各实验组在感染后第 <

天开始存活率呈较显著的递减趋势( 第 C _%! 天

时"各免疫实验组对虾存活率显著高于对照组

#Eo$7$<$( 在攻毒实验第 %! 天时",% 组即投

喂添加美人鱼发光杆菌 B3@"! 灭活菌的免疫组

的存活率为#@CW q%<W$)Z$ 组即投喂添加坚

强芽孢杆菌 B3@"< 活菌的免疫组的存活率为

#<!W q%#W$"实验结果表明饲料中添加美人鱼

发光杆菌 B3@"! 灭活菌和坚强芽孢杆菌 B3@"<

活菌能在一定程度上提高对虾的抗病力(

表 !'各实验组凡纳滨对虾感染dLLa后的存活率

/34&!'L:5J6J3>53A8=<"%A'99'&-4G6AHdLLa6?<8"A6=?6?A89A@5=:I9

感染时间AM

PGFQ

组别 K:5RU

,$ ,% Z$ Z% 3

@ $7C? q$7!! % $7C@

q$7@

9T

$7C@

q$7@

9T

$7C"

q$7"

T

< $7==

q$7#

9

% $7=C

q$7<

T

$7=C

q$7<

T

$7?@

q$7<

9O

" $7?

q$7!!

9

$7CC q$7# $7="

q$7%%

T

$7=!

q$7%

T

$7?#

q$7%C

9T

? $7"!

q$7!!

9O

$7C= q$7# $7=@

q$7%

TO

$7?C

q$7%!

9T

$7<!

q$7"

O

= $7<=

q$7<

9O

$7C@

q$7<

9T

$7?"

q$7%"

9

$7?!

q$7C

9

$7!=

q$7@

O

C $7<@ q$7< $7"@ q$7# $7?! q$7%= $7" q$7% $7#C

q$7#

9

%$ $7< q$7!! $7<" q$7%" $7"? q$7%! $7<# q$7= $7%"

q$7<

9

%% $7@!

q$7!

9

$7<

q$7%<

9T

$7"!

q$7%#

T

$7!=

q$7#

9

$

%# $7!C

q$7<

9T

$7@C

q$7%"

9

$7<!

q$7%#

9

$7#?

q$7"

T

$

%! $7!C

q$7<

9T

$7@C

q$7%<

9

$7<!

q$7%#

9
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!&讨论

益生菌在人类)畜牧业)农业等方面的应用研

究发展较快"相关规定也比较详尽( 益生菌在水

产业中的应用起步较晚"目前应用较多的主要有

光合细菌)硝化细菌)芽孢杆菌)双歧杆菌)弧菌)

假单胞菌等"但农业部对在水产养殖上能够作为

益生菌应用的微生物尚无明确的规定( 本实验所

用美人鱼发光杆菌B3@"! 和坚强芽孢杆菌B3@"<

均分离自健康对虾消化道"并通过安全性实验证

实其对凡纳滨对虾无毒害作用*%#+

( 芽孢杆菌是

水产养殖行业应用最广泛的益生菌之一"它可以

提高幼年斑节对虾#E8%28+,-'%'<'%$的存活率)

生长速度)健康状况和减少弧菌致病机率*%!+

( 芽

孢杆菌被证实具有粘附能力"产生抗菌肽"并能够

提高宿主动物的免疫活性*%@ ;%"+

( 美人鱼发光杆

菌可引起养殖的卵形鲳
%

#G(2&)/%'4+,'D24+,$)

半滑舌鳎#0*%'56',,+,,8-/628D/,$)三疣梭子蟹

#E'(4+%+,4(/4+98(&+624+,$发生细菌性病害*%? ;%C+

"

较多的学者认为美人鱼发光杆菌是条件致病菌"

但也不排除菌株本身的基因型存在差异*#$+

( 本

实验通过比较两株细菌活体和灭活之后的免疫非

特异免疫特性和 e004感染后存活率进行比较"

进而筛选出能过增强凡纳滨对虾免疫活性的肠道

优势菌株( 同时"本实验室将另一株美人鱼发光

杆菌给予凡纳滨对虾后"取得了可以提高对虾血

清免疫酶活性和抵御e004感染等结果*#%+

(

*&!'美人鱼发光杆菌和坚强芽孢杆菌对凡纳滨

对虾非特异性免疫酶活性影响的比较

对虾体液免疫主要是依靠血淋巴中的一些非

特异性的酶或活性因子免疫因子如酸性磷酸酶)

碱性磷酸酶)过氧化物酶)超氧化物歧化酶等共同

参与对虾的体液免疫"促进血细胞吞噬"介导凝集

和凝固"产生杀菌物质等反应进行免疫防御"进而

提高其自身对抗病毒的能力( 在本研究中"饲料

中添加益生菌活菌和破碎菌能在不同程度上提高

&##
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凡纳滨对虾非特异免疫因子的活性( 其中"添加

坚强芽孢杆菌活菌的免疫组凡纳滨对虾非特异免

疫相关因子酸性磷酸酶)碱性磷酸酶)超氧化物歧

化酶和过氧化氢酶活性显著高于对照组 #Eo

$7$<$( 王永胜等*##+报道的益生菌能在不同程度

上提高凡纳滨对虾非特异性免疫相关因子活性"

*QJKUGU9P等*#!+用芽孢杆菌 =%% 菌株饲喂斑节对

虾也取得了类似的实验结果(

酸性磷酸酶和碱性磷酸酶是存在于生物体内

的两种重要水解酶类"参与重要的代谢调控"在体

内直接参与磷酸机团的转移和代谢( 其中"前者

可以催化磷酸单酯的水解反应及磷酸基团的转移

反应"能加速物质的摄取和转运"在甲壳动物中的

,3B来自于颗粒细胞的颗粒体"是溶酶体酶的标

志酶'后者是一种磷酸单脂酶"可催化所有的磷酸

单酯的水解反应及磷酸基团的转移反应"它直接

参与磷代谢"加速物质的摄取和转运( 在本实验

中"饲料中添加坚强芽孢杆菌活菌的免疫组凡纳

滨对虾酸性磷酸酶)碱性磷酸酶活性显著高于其

他实验组和对照组 #Eo$7$< $( 这与朱学芝

等*#@+在凡纳滨对虾饲料中添加芽孢杆菌引起对

虾血清中碱性磷酸酶和酸性磷酸酶含量显著升高

的结果相近(

过氧化氢酶是生物体内保护酶系统中重要的

保护酶之一"起着催化 1

#

(

#

分解"消除过氧化

氢"防止羟自由基的形成"保护生物体组织免受毒

害的重要作用( 本实验免疫 < M 和 %$ M 时"饲料

中添加坚强芽孢杆菌活菌的免疫组凡纳滨对虾血

清中过氧化氢酶的活性显著高于对照组 #Eo

$7$<$"其他组差异不显著(

超氧化物歧化酶是一类广泛存在于生物体内

的金属酶"通过催化超氧阴离子#(

# ;

$发生歧化

反应"产生过氧化氢#1

#

(

#

$和氧#(

#

$"平衡体内

的氧自由基"是生物体抗氧化应激酶系统中的重

要成员"在维持生物体内活性氧分子的代谢平衡)

保护机体免受活性氧损伤和提高机体对病原刺激

的防御能力等方面起重要作用( 在本实验中"饲

料中添加益生菌活菌和破碎菌的所有免疫组其凡

纳滨对虾超氧化物歧化酶#0(>$活性显著高于

对照组#Eo$7$<$(

溶菌酶是在自然界分布广泛的一种水解酶"

能杀死并降解被识别并吞噬的病毒或细菌"是非

特异性免疫系统的主要成分"在虾类免疫中起重

要的作用"广泛存在于多种组织和体液中( 溶菌

酶活性已被作为衡量机体非特异性免疫的重要指

标之一( 本研究中"饲料中添加坚强芽孢杆菌活

菌的免疫组凡纳滨对虾溶菌酶显著高于对照组

#Eo$7$<$(

*&('美人鱼发光杆菌和坚强芽孢杆菌对凡纳滨

对虾抗dLLa病毒影响的比较

e004具有很高的侵染性和复制能力"可广

泛感染对虾的组织细胞*#+

"造成受感染的对虾在

? _%$ M内绝大多数发生死亡( 每年给对虾养殖

业造成几百亿元的经济损失"严重威胁对虾养殖

业的可持续发展( %CC< 年"世界动物卫生组织

#(/2$)联合国粮农组织#.,($以及亚太地区水

产养殖发展网络中心#+,3,$将其列为需要报告

的水生动物病毒性疫病之一*%+

(

本实验中"添加坚强芽孢杆菌活菌免疫组抗

e004存活率#$7<! q$7%#$显著高于对照组的

存活率"同时其在免疫阶段溶菌酶)碱性磷酸酶)

过氧化物岐化酶和过氧化氢酶的活力显著高于对

照组( 免疫相关酶活性与凡纳滨对虾的抗病力的

高低存在关联性"可能的原因是益生菌本身含有

多糖类)多肽类等活性物质"或其也可分泌活性物

质"刺激对虾体内免疫系统分泌相关的免疫因子"

从而达到提高对虾非特异性免疫能力和疾病抵抗

力的目的(

本实验中美人鱼发光杆菌破碎菌与坚强芽孢

杆菌破碎菌相比"前者能够更好地提高凡纳滨对

虾非特异性免疫酶的活力和抗 e004的免疫保

护率"可能是由于美人鱼发光杆菌破碎后其本身

或细胞壁成分能刺激对虾的非特异性免疫系统"

诱导其发挥作用"在此过程中干扰病毒对宿主细

胞的粘附)抑制病毒的复制"从而增强机体的免疫

功能(
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