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摘要! 为探索聚
+

7羟基丁酸酯"6+A#对感染白斑综合征病毒"X**.#的水生动物存活率&病

毒含量的影响!实验采用单因子浓度梯度法!对感染 X**.的中国明对虾投喂添加了不同浓

度聚
+

7羟基丁酸酯"212C&218C&312C&118C&812C&3212C#的饵料!统计相同时间点对虾

死亡数量&存活率&相对免疫保护率"$6*#!并利用 H<907?:8<6-$测定死亡对虾体内病毒绝对

含量$ 结果显示!6+A对中国明对虾存活率&平均存活时间及体内病毒拷贝数均有一定影响!

主要表现在与对照组"212C#相比!随 6+A浓度的升高!实验组对虾存活率和平均存活时间

呈现先上升后下降趋势$ 各组平均存活时间为 0111/&:2193&:8188&:3138&08187 及 9:142 >!

312C浓度组实验对虾平均存活时间与 218C及 118C浓度组无显著差异"%?2128#!但是显

著高于其余各组"%=2128#%各组累计死亡率均为 322C$ 另外还发现各组平均病毒拷贝数为

3120 A32

9

!3138 A32

9

!4198 A32

9

!3119 A32

9

!3134 A32

9

!/11: A32

7 个5;3 4%&%对照组与 3C

浓度组病毒含量具有显著差异"%=2128#$ 结果表明!6+A能提高中国明对虾抗 X**.的能

力且 3C 6+A浓度为最适浓度$

关键词! 中国明对虾% 聚
+

7羟基丁酸酯% 存活率% 白斑综合征病毒% 攻毒实验% 实时荧光定量

中图分类号! *:7/555555555555 文献标志码'&

55中国明对虾#D-))-,+1-)(-20>5*)-)0*0$又称

东方对虾"属节肢动物门 #&H?>H/E/J9$"甲壳纲

#-H2B?9@<9$" 十 足 目 # 4<@9E/J9$" 枝 鳃 亚 目

#4<;JH/DH9;@>:9?9$"对虾总科#6<;9</:J<9$"对虾

科#6<;9<:J9<$"明对虾属 #D-))-,+1-)(-20$& 中

国明对虾主要分布在我国黄海'渤海及朝鲜半岛

西海岸"其适应能力强'生长快'耐低温'品质好及

营养价值高"因而成为我国重要的海水养殖经济

物种&

白斑综合征病毒#V>:?<BE/?BI;JH/8<N:H2B"

X**.$自 3::1 年暴发以来对对虾养殖业造成严

重影响"是引起对虾暴发性死亡的最为肆虐的病

毒之一
(3)

& X**.具有很高的侵染性和复制能

力"具有传播快'流行面广'死亡率高'防治困难等

特点"感染 X**.后一般 / <32 J 养殖池中对虾

死亡率便可近 322C

(1)

& 由于 X**.引起的经济

损失非常巨大"已经给我国乃至全球的对虾养殖

业造成了极大危害"我国每年仅因感染 X**.造

成的损失就达数千万元
(/)

& 国内外许多学者尝

试从中和抗体'免疫增强剂'疫苗'$%&:等
(4 60)

方

面防治 X**.的暴发"虽为进一步认识对虾的免

疫机制及调控作用机理提供了丰富的基础信息"

但目前尚无有效的药物和防治方法&

聚
+

7羟基丁酸酯 # E/0I7

+

7>IJH/=ID2?IH9?<"

6+A$是短链脂肪酸
+

7羟基丁酸的聚合体"直径

为 211 <218

"

8 的脂溶 性 颗粒& 3:18 年"

'<8/:3;<

(:)

首次从巨大芽孢杆菌 # $(-*..20/-

M(35-Q*2/$细胞中发现 6+A"并于 3:19 年将它从
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细胞中分离提取出来"标志着关于 6+A研究的开

始& 它具有生物可降解性'生物相容性'光学活

性'无毒性'无刺激性'无免疫原性等特殊性质"在

生物医学领域及组织工程中广为应用& 研究表

明"在坐骨神经损伤修复中"6+A导管复合应用

神经生长因子"神经修复效果与自体神经移植相

似"显著优于异体神经移植和 6+A神经导管

移植
(32)

&

6+A在动物肠道内可通过酶解和化学水解

的方式"降解为
+

7羟基丁酸单体"彻底水解成

-"

1

和 +

1

"

(33)

& 脂溶性'非游离态的
+

7羟基丁酸

能穿过革兰氏阴性细菌 #L

6

$的细胞膜"在偏碱

性的胞质中转变为游离态并释放 +

C

"而较低的

E+抑制酶活性"使微生物利用能量释放质子"进

而抑制 L

6

的生长"促进有益菌生长& 另外"

+

7羟

基丁酸还能促进食物消化及营养物质吸收"提高

蛋白质和矿物质的利用率"从而促进生长
(31)

&

*:;>9

(3/)

发现 6+A能促进欧洲鲈鱼幼体生长"并

能提高肠道内益生菌菌群丰富度& 益生菌有抗病

毒的作用"该作用主要通过干扰病毒周期'竞争抑

制作用阻止病毒复制'促进细胞自动调节间接感

染病毒导致的病理过程等来实现
(34)

& 在医疗方

面"益生菌能够治疗人的病毒性感冒'轮状病毒腹

泻甚至艾滋病及其并发病等
(38)

%在水产养殖方

面"益 生 菌 能 够 增 强 鱼 体 抗 虹 彩 病 毒 的

能力
(37 639)

&

目前针对 6+A在水产养殖中应用的研究在

国际上尚处于起步阶段"且 6+A对水产动物病毒

性病原体的作用尚未有报道& 本实验旨在探索

6+A对中国明对虾抵抗病毒性病原体 X**.能

力的影响"以期开发'扩展 6+A在水产动物中的

应用&

35材料与方法

!"!#实验材料

中国明对虾取自中国水产科学研究院黄海水

产研究所遗传育种中心"平均体质量 3120 3%实验

前暂养 3 周"暂养期间投喂不含 6+A的基础饲

料"实验前 3 J 停止喂食& 实验用海水为天然海

水"盐度 /2&

!"$#饲料及制备

基础饲料配方由中国水产科学研究院黄海水

产研究所食品工程与营养研究室提供& 实验原料

购于山东省青岛市国家海洋科学研究中心"实验

饲料在基础饲料配方上添加 6+A"采用逐级放大

方式混合原料"饲料原料经过 72 目粉碎"制成直

径为 1 88"长度为 / 88的颗粒& 制粒后放于密

封袋内"存放于通风干燥区域& 6+A由宁波天安

生物材料有限公司提供&

!"8#实验分组及管理

将 842 尾中国明对虾随机分为 7 组#&'A'-'

4','($"每组 / 个重复"每重复 /2 尾& &组#即

对照组$投喂不含 6+A的基础饲料"A'-'4','(

组#即实验组$依次投喂含 6+A浓度为 218C'

312C'118C'812C'3212C的饲料"每天投喂 4

次#7!22"31!22"30!22"14!22$"日投喂量为体质

量的 8C"随实验进行调整日投喂量%早晚各换水

3 次"每次换水量为 351& 实验期间水体均充气"

水温控制在#18 >218$T&

!"9#人工 h;;W感染实验

采用单尾'等量'口饲 X**.方法进行对虾人

工感染#授权专利号!['12313232949910$"对每尾

实验对虾单独投喂毒饵 32 83#约 32

7

个 X**.病

毒粒子$"进食毒饵后"所有实验对虾按组别放于

30 个 71 @8A84 @8A49 @8的整理箱中&

!":#样品采集与处理

实验共进行 0 J"实验期间随时捞出死亡对

虾"记录其死亡时间'水温等数据后于 612 T保

存& 实验结束后计算各组死亡率'相对免疫保护

率
(30)

#H<09?:N<E<H@<;?B2HN:N90"$6*$"并根据实验

各组对虾死亡曲线"取感染 X**.过程中初期'

中期'高峰期'后期及最后存活个体"取其肌肉提

取基因组 4%&&

存活率 B存活对虾数5初始对虾数 A322C

死亡率 B对虾死亡数5初始对虾数 A322C

$6*#C$ B#对照组死亡率 6实验组死亡

率$ 5对照组死亡率

!"O#&'(提取&质量检测与浓度测定

4%&提取参照王伟继
(3:)

的方法& 4%&经

210C的琼脂糖凝胶电泳" 利用 ,-/ )893:;3

BIB?<H8检测 4%&质量"要求不含大量蛋白质及

降解的 4%&片段& 使用超微量紫外分光光度计

#A:/JH/EB:BA/71222$测定 4%&含量及吸光度比

值#要求 "4

172

5"4

102

为 310 <112$"在确保 4%&

质量的情况下"将溶液稀释至 12 ;35

"

'" 612 T

保存备用&

0733
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7羟基丁酸酯对中国明对虾抗 X**.能力的影响 55

!"U#实时荧光定量 ,T<

病毒 检 测 所 用 引 物 及 探 针 参 考 42H9;J

等
(12)

& 标准品为本实验室自行制备"是含有目的

片段的重组质粒 6#-87O5X**.7:"以作阳性对

照及构建标准曲线& 每个样品检测 / 次"取平均

值作为该样品的病毒含量值&

!"X#数据处理

数据使用 *6**3912'"H:3:; 012 处理&

15结果

$"!#中国明对虾存活时间

&<(组各组平均存活时间为 # 0111/ >

//1/9$>'#:2193 >/4184$ >'#:8188 >101:3$ >'

#:3138 >19120$ >'#08187 >/3133$ >'#9:142 >

1/192$>"呈现先上升后下降的趋势#图 3$& 经过

多重比较发现"-组与 &'(组存活时间差异非常

显著 #%=2123 $"与 ,组相比差异显著 #%=

2128$"与 A'4组间差异不显著#%?2128$&

$"$#中国明对虾存活率

每 14 > 记录各组对虾存活数量"取平均值作

为该组存活率#表 3$& 各组对虾存活率均随时间

的延长而下降& 在整体死亡率达到 82C后对各

组存活率进行多重比较分析"发现实验 &组与其

余实验组存活率无差异#%?2128$"但均值不高

于 A'-'4组"高于 ,'(组"其中 -组存活率最

高%而 -组中存活率与 ,'(组间差异非常显著

#%=2123$#表 1$&

$"8#中国明对虾免疫保护率变化趋势

免疫保护率取各组平均值作图#图 1$& 各组

$6*均随时间延长而下降"但各组下降趋势不同%

A组 $6*下降后在 91 > 趋近于 2"-'41 组 $6*

高于对照组"且-组$6*最高%,'(1 组保护率呈

现负值"表明该浓度 6+A促进对虾的死亡& (组

在第 7 天全部死亡"对前 312 > 各组 $6*进行多

重分析发现"各组平均 $6*为 # 212 >212 $"

#21/74 7 >214:9 81 $" # 2182: 4 >21421 21 $"

#21433 7 >21/73 32$"# 621382 : >21794 87$"

#21344 1 >21880 7:$& &组与-组存在显著差异

#%=2128$"与其余各实验组无显著差异 #%?

2128$%-组与 A'4组间 $6*无显著差异 #%?

2128$"与 ,'(组差异显著#%=2128$&

图 !#不同组别中国明对虾平均存活时间

&为空白对照组"即投喂不含 6+A的饲料% A'-'4','(为实

验组"依次投喂 6+A含量为 218C'312C'118C'812C'

3212C的饲料"下同

@.G"!#R0*412-Q.Q*B5./0AE68C-3*)*<3<.4

3.EE0-045G-A2C1

&1@/;?H/03H/2E"B2EE0<8<;?V:?> ;/ 6+A:; D9:?% A"-"4","

(1<=E<H:8<;?3H/2EB"B2EE0<8<;?V:?> 312C"118C"812C 9;J

3212C /P6+A:; D9:?B2@@<BB:N<0I"?><B98<9BD<0/V

表 !#同一时间点各组存活率

)*+"!#;2-Q.Q*B-*50AE0*%6G-A2C*55601*/05./0CA.45 F

时间5>

?:8<

组别 3H/2EB

& A - 4 , (

2 322122 >2122 322122 >2122 322122 >2122 322122 >2122 322122 >2122 322122 >2122

14 :4144 >3189 322122 >2122 322122 >2122 :01// >3179 322122 >2122 :01// >3179

40 01111 >/134 08187 >3189 :2122 >1191 07179 >2122 97179 >:14/ 02122 >2122

91 71111 >3189 71111 >8179 02122 >8144 9/1// >2122 41111 >341:: 82122 >/1//

:7 /7179 >33107 /7179 >33107 82122 >9112 47179 >7179 17179 >3:128 1/1// >/1//

312 39190 >/134 39190 >7108 1/1// >9112 1/1// >/1// 32122 >9112 /1// >2122

344 8187 >4137 7179 >1191 3/1// >8144 7179 >/1// 1111 >3189 2122 >2122

370 3133 >3189 1111 >3189 7179 >1191 3179 >3179 2122 >2122 2122 >2122

3:1 2122 >2122 2122 >2122 7179 >1191 2122 >2122 2122 >2122 2122 >2122

:733
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表 $#不同组别中国明对虾存活率的多重比较

)*+"$#R2B5.CB0%A/C*-.1A4AE12-Q.Q*B-*501AE68C-3*)*<3<.43.EE0-045G-A2C1

组别 3H/2EB & A - 4 , (

& 217/0 21332 31222 217:8 21/:3

A 21217 79 213:0 217/0 21//7 21373

- 21322 22 2129/ // 21332

212/4

"

21237

"

4 21222 22 21217 79 21322 22 217:8 21/:3

, 21211 11 21240 0:

21311 11

"

21211 11 2180/

( 21247 79 2129/ //

21387 79

"

21247 79 21214 44

注!对角线上方为 %值"

"

表示存在显著差异"对角线下方为均值差绝对值

%/?<B!?><;28D<HB9D/N<?><J:93/;909H<%N902<B"

"

B>/VBB:3;:P:@9;?J:PP<H<;@<%?><;28D<HB2;J<H?><J:93/;909H<9DB/02?<N902<B/P8<9;

J:PP<H<;@<B

图 $#<,;随时间变化趋势

@.G"$#)-0431AE<,;K.56%6*4G0AE5./0

$"9#中国明对虾实时荧光定量

根据死亡分布曲线"每组取对虾 32 尾"利用

实时荧光定量 6-$"测定各组对虾的病毒含量"

取病毒拷贝数对数作图#图 /$& 各组病毒含量均

经过对数增长期"之后含量基本维持稳定& &'A'

-'4','(组病毒拷贝数分别在 48'48'90'72'/8'

/8 > 达到最大值& 结果显示"在实验前 91 >"&组

病毒拷贝数与 A','(组无显著差异#%?2128$"

与-'41 组差异显著#%=2128$且-组病毒拷贝

数最低 &实验91 >后 "&组病毒拷贝数显著低于

图 8#病毒含量随时间变化趋势

@.G"8#)-0431AE560%AC7 AEh;;WK.56%6*4G0AE5./0

-组#%=2128$"与其余实验组间病毒拷贝数无

显著差异#%?2128$& 整个实验过程中"各组平

均拷贝数为 3120 A32

9

"3138 A32

9

"4198 A32

9

"

3119 A32

9

"3134 A32

9

"/11: A32

7

个5;3 4%&%&

组与 3C浓度组病毒拷贝数具有显著差异 #%=

2128$"且 312C浓度组病毒拷贝数最高&

/5讨论

抗生素在养殖生产中不仅可作为药剂还可用

作生长促进剂
(13)

& 最近一些研究着眼于使用其

他的一些生物试剂来代替抗生素用于生产养

殖
(11 61/)

& 6+A是具有广泛应用前景的可替代抗

生素的生物控制剂&

短链脂肪酸#B>/H?@>9:; P9??I 9@:JB"*-(&$具

有抑菌'降低动物肠道 E+值和促进营养物质吸收

利用等广泛的生理功能"是一种具有应用前景的生

物活性物质和饲料添加剂
(14 618)

& 6+A的疏水特

性能减少挥发性短链脂肪酸对水质的破坏作用"比

较适于在水产育苗和养殖中的应用& 研究表明"在

养殖水体中加入 6+A颗粒或者积累 6+A的细菌"

可 保 护 感 染 发 光 弧 菌 的 卤 虫 # C,3-/*(

Q,()>*0>()($

(17 619)

& 孙慧贤等
(10)

发现当水体内

6+A浓度为 322 835'时"卤虫的成活率最高"并

能够提高卤虫对发光弧菌#H*=,*+ >(/1=-..**$的抵

抗力& 由于 6+A比重较轻"易悬浮于水中且易结

块"实验中将 6+A与饲料原料混合后进行制粒"投

喂对虾&

研究发现单纯使用 X**.粗提取液浸泡和

共居不能使对虾感染发病死亡
(1: 6/2)

& 刘萍等
(/3)

发现温度低时"对虾可以感染病毒"但表现为不发

病%温度高时"对虾体内病毒含量随温度升高而加

快升高"进而死亡& 本研究中的人工感染实验以

投喂方式对对虾进行感染"即在饥饿状态下投喂
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毒饵"以保证实验对虾同时感染同等剂量病毒&

实验中对温度进行控制"维持在#18 >218$T"保

证病毒在对虾体内的正常复制& 本研究对对虾初

始投喂感染量为 32

7

个"感染对虾的病毒拷贝数

在达到稳定后维持在 32

9

个5;3 4%&以上"各组

对虾平均存活时间均高于 02 >"其中 3C 6+A浓

度组平均存活时间达到 :8 >& 盖春蕾等
(/1)

研究

发现中国明对虾初始感染量为 32

8

个时"对虾平

均存活时间仅为#8/113 >2128$ >& 董世瑞等
(//)

报道"投喂卤虫和鱼肉的中国明对虾攻毒存活率

要高于投喂配合饲料的中国明对虾"且差异极显

著#%=2123$& 李旭鹏等
(/4)

也进行了相关方面

的研究"其结果与董世瑞等
(//)

的结果一致& 这说

明饵料中的营养成分与对虾的抗病力可能存在重

要关系&

对虾体内 X**.病毒含量达到耐受阈值后"

对虾随即死亡& 实验中发现"实验组对虾在前期

活力明显高于对照组"但随实验进行"实验组对虾

死亡率开始升高"可能由于实验后期对虾摄食量

减少"6+A未达到具有免疫保护的初始浓度& 本

实验还发现在浓度为 3C时"对虾存活率较高"且

体内病毒拷贝数在实验前期明显低于其余几组&

在实验后期"-组病毒含量高于对照组#图 /$"但

存活率仍高于对照组#表 3$"可能原因有 1 个!一

方面"6+A随着代谢改变了机体内菌群结构"增

加了益生菌的数量%另一方面是 6+A在对虾体内

经过代谢改变了肠道内 E+"改变某些免疫酶活

性"提升了对虾自身免疫力进而提高了对虾对

X**.的耐受性& 因而在前期"对虾体内病毒复

制受到一定的抑制"含量低于对照组%但随实验进

行"存活对虾体内病毒继续复制导致含量上升"到

达新的耐受阈值后死亡& 但高浓度组 6+A在前

期对对虾存活有抑制作用#表 3"表 1$"可能原因

有 1 个!

,

6+A虽混合在饲料中"但仍有一定

6+A随残饵溶于水体中"水体粘稠度升高"对对

虾的运动及呼吸造成一定的困难"导致活力较弱

的对虾死亡& 这与孙慧贤等
(10)

研究相似"水体中

6+A浓度高于 322 835'时"较弱活力卤虫死亡%

4

中国明对虾对 6+A利用率有一定的范围"不能

利用的 6+A降解为
+

7羟基丁酸"从而引起酮中毒

现象"这点在卤虫研究中有发现"X<0?F:<; 等
(/8)

发现卤虫无节幼体可以利用 6+A作为生长原料"

但水体中 6+A浓度过高引起酮酸代谢过多"导致

幼体死亡率上升& 但在实验后期"对虾摄食量减

少"酮中毒现象有所缓解&

综上所述"6+A在一定程度上能提高对虾抗

X**.的能力"初步研究结果显示最适浓度为 3C&
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