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凡纳滨对虾肠道内产消化酶益生菌的分离与筛选
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摘要：为获得具有消化酶活性且安全的益生菌，从凡纳滨对虾肠道中初步分离得到
576株细菌，对菌株进行产蛋白酶、淀粉酶和脂肪酶能力的定性及定量测试，筛选出产
酶种类多且产酶能力强的菌株11株。对筛选出的11株菌进行了幼虾浸浴实验、药敏性实
验和溶血性实验，以评价其生物安全性。将11株菌的菌悬液添加到凡纳滨对虾幼虾的养
殖水体中进行浸浴实验，浸浴结束后用鳗弧菌进行刺激，测定不同浸浴组幼虾相关免疫
基因的相对表达量，以确定其对幼虾的保护效果。综合消化酶活性、菌株对幼虾的保护
效果及生物安全性，筛选得到4株效果较好的菌株。菌株的16S rDNA 分子鉴定结果表
明，细菌1号、2号和4号分别与芽孢杆菌(Bacillus sp. PCSAS2-38，GQ284495.1)、蜡样芽
孢杆菌 (B. cereus strain N419，JN400121.1)及苏云金芽孢杆菌 (B. thuringiensis strain
EA26.1，KC758847.1)的相似性均为100%，9号菌株与荚膜红细菌(Rhodobacter capsulatus
strain PSB-03，FJ866782.1)相似性达到99%，为后续益生菌制剂的开发奠定了前期基础。
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)原产于太

平洋东部沿岸水域秘鲁北部至墨西哥桑诺拉一

带，1988年由张伟权教授引进中国，1994年批量

育苗成功。由于其在盐度上具有广适性，在许

多内陆地区也试养成功，从而在我国的水产养

殖产业中占有很大的比重，是目前水产养殖的

主要经济支柱之一。

伴随着对虾养殖业在全球的迅猛发展，对虾

养殖业的病害也日益突出，同时日益严重的环

境问题也一直威胁着对虾的养殖和安全 [1]。研究

表明，大量抗生素的使用不仅扰乱了对虾肠道

的正常菌群，使病原菌产生抗药性，而且药物

在环境以及对虾体内残留最终威胁人类的健康

和安全，这些已引起人们的广泛关注 [2]。鉴于细

菌在自然界生物类群中的地位和作用 [3]，许多学

者开始相关的研究，将细菌作为活的微生物添

加剂即益生菌添加到饲料中，通过改善肠道菌

群平衡而对动物产生有益影响 [4]。益生菌在动物

体内既不会产生残留也不会出现耐药性，益生

菌替代抗生素已经成为研究热点。这也引起了

国内外水产学家的普遍关注，掀起了益生菌在

水产养殖中应用研究的热潮，并有望替代抗生

素成为一个重要的研究方向 [5]。许多研究表明，

补充益生菌不仅能够提高水生动物的存活率和

生长速度，而且能够通过改善鱼虾的免疫系统

来减少疾病的暴发 [6-9]。益生菌已经作为控制疾

病、提高免疫力、提供营养、促进消化能力和

控制水质的有效途径在水产养殖业中广泛使

用。

益生菌的作用机制包括建立宿主肠道微生物

群系，调节宿主免疫反应，提高宿主消化吸收

水平 [2-3]。鉴于益生菌的作用机制，益生菌的初
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步筛选主要集中在抑菌能力和产酶性能上，从

健康动物肠道内分离出具有产各种消化酶活性

的菌株已经成为筛选益生菌的有效途径之一[10-11]。

有研究表明将筛选出的益生菌应用到对虾体

内，不仅能提高对虾对饲料的利用率，促进对

虾的生长，而且部分益生菌还能促进对虾免疫

系统对病毒和致病菌的抵抗能力，减少虾病的

暴发[3，9]。

本实验从健康凡纳滨对虾肠道中筛选能够产

生多种水解酶的细菌，根据对虾生长所需要的

营养成分，产酶能力主要针对蛋白酶、淀粉酶

和脂肪酶进行筛选。通过对筛选出的候选菌株

进行幼虾的浸浴、药敏性和溶血性实验，进一

步筛选和分类鉴定，为后期凡纳滨对虾亲虾饲

喂提供数据支持，同时为对虾益生菌制剂的研发

与应用提供科学依据，促进对虾养殖业的发展。

1    材料与方法

1.1    实验材料

来源        健康凡纳滨对虾肠道(对虾购于天

津市汉沽区鑫永丰对虾养殖场，体质量20~23 g，
体长14~16 cm)。

培养基         实验中所用的培养基2216E、

VNSS配制参照Furniss等 [ 1 2 ]的方法，九盐溶液

(NSS)的配制参照Olsson等[13]的方法，淀粉培养基

配制参照Castro等 [14]的方法，脱脂牛乳琼脂培养

基、脂肪培养基、芽孢杆菌分离培养基、芽孢

杆菌富集培养基的配制方法参照实验技术手

册 [22]，LBS、MRS培养基均购于北京陆桥技术有

限责任公司。

1.2    实验方法

凡纳滨对虾肠道细菌的分离        参照Kongnum
等[15]的方法并稍加改良：无菌条件下取对虾的全

肠于匀浆器中，冰浴研磨，用九盐溶液对研磨

液进行 1 0 – 1 ~ 1 0 – 8 的梯度稀释；选取梯度为

10–3~10–7的稀释液各0.1 mL 分别涂布在MRS培养

基、LBS培养基、VNSS培养基和2216E培养基

上；芽孢杆菌的分离采用先在芽孢杆菌富集培

养基中28 °C培养18~24 h，再置于80 °C水浴中加

热15 min，取加热之后的10– 3~10– 7的梯度稀释菌

悬液0.1 mL涂布在芽孢杆菌分离培养基上，28 °C
恒温培养24~48 h；取单菌落在相应的培养基上

进行划线纯化，28 °C恒温培养24 h并将纯化后的

菌株分别在4 °C及–80 °C下进行短期及长期保

存。

具有产酶活性菌株的筛选        将上述分离得

到的各菌株分别点种于脂肪培养基、脱脂牛乳

琼脂培养基和淀粉培养基上，28 °C恒温培养24 h，
根据菌落能否产生红斑、蛋白水解圈以及淀粉

水解圈筛选能分泌脂肪酶、蛋白酶及淀粉酶的

菌株。

菌株产酶能力的测定        将上述筛选出的菌

株分别接种于相应的培养基中，28 °C培养18~24 h。
4000 r/min离心30 min，取上清液用蛋白酶试剂

盒、淀粉酶试剂盒和脂肪酶试剂盒测定其相应酶

活，试剂盒购于苏州科铭生物技术有限公司。

幼虾浸浴实验        对虾幼体的浸浴实验参照

Hadi等 [16]的方法略有改动：将筛选出的11株菌逐

级扩大培养，用OD600测定菌液的浓度，4 °C
4000 r/min 离心15 min制备菌泥。将制备好的菌

泥分别加入到11个实验组中，保证每组中菌液的

浓度为105 CFU/mL[19]，同时设置一个空白组。每

天按每组幼虾体质量的5%分2次进行饲喂 [19]，为

保证水质需要换水并重新添加益生菌以保证益

生菌的浓度，浸浴实验持续时间为1周，期间观

察幼虾的生活状态。浸浴实验结束后将30尾幼虾

转入新的养殖水中进行攻毒实验，空白组和实

验组均接种鳗弧菌(Vibrio anguillarum)使菌液浓

度为107 CFU/mL[16-20]，攻毒5 h，将幼虾移到新的

养殖水体中，攻毒实验结束后24 h时进行取样，

取幼虾迅速放入液氮中，研磨全虾，提取总

RNA。用实时荧光定量PCR对酚氧化酶原基因、

超氧化物歧化酶基因、溶菌酶基因、抗菌肽基

因、脂多糖葡聚糖结合蛋白基因、细胞黏附因子

基因进行定量测定，观察各组基因的表达变化。

菌株溶血活性的测定        细菌溶血活性的测

定参考Williams等 [21]的方法。取家兔的动脉血，

加柠檬酸钠抗凝，1000×g离心10 min(4 °C)，去上

清液，下层液体加生理盐水，制成1%的兔红细

胞悬液。将过夜培养的待测菌株和鳗弧菌制成

初始吸光值(OD550)相同的菌悬液。取兔红细胞

悬液和菌悬液各0.5 mL加入到1.5 mL的无菌离心

管中，混匀于28 °C恒温振荡培养3 h，1000×g离
心5 min(4 °C)，取上清液，测定被释放的血红蛋

白的吸光值(OD550)。阴性对照组和阳性对照组

分别用等体积的生理盐水和蒸馏水代替菌悬
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液，每组设置3个重复。溶血百分数(%)=(OD样–
O D阴 ) / ( O D阳 – O D 阴 ) × 1 0 0 %，将溶血百分数

≤10%的样品判为不具溶血活性。

菌株药敏性实验        药敏实验采用纸片琼脂

扩散法 [22]。每种抗菌药物纸片(购于杭州微生物

试剂有限公司)均设3个重复，培养结束后测量并

记录抑菌圈的直径。用2株已知抗生素耐药性的

标准菌株， S t . a u r e u s  A T C C 2 5 9 2 3和 E . c o l i
ATCC25922作为阳性质控菌。受试菌株对16种抗

生素的药敏性参照WHO提供的NCCLS的标准进

行[23]。

菌株的分子生物学鉴定        最终筛选出的菌

株 提 取 总 D N A ， 采 用 通 用 引 物 扩 增 其 1 6 S
r D N A 片 段 ， 正 向 引 物 为 2 7 F ： 5 ′ -
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′；反向引物为

1492 R：5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′。循

环条件：94 °C 4 min；94 °C 30 s，50 °C 1 min，
72 °C 2 min，30个循环；72 °C 10 min。将扩增产

物(1.5 kp左右)进行测序(测序委托华大基因科技

有 限 公 司 ) ， 将 测 序 后 的 1 6 S  r D N A 序 列 在

G e n B a n k 数 据 库 中 进 行 比 对 鉴 定

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)。

2    结果

2.1    分离菌株的初步鉴定

采用MRS培养基、LBS培养基、VNSS培养

基、2216E培养基、芽孢杆菌分离培养基从凡纳

滨对虾肠道共计分离出576株菌株。其中，57株
来自MRS培养基，127株来自LBS培养基，169株

来自VNSS培养基，157株来自2216E培养基，

66株来自芽孢杆菌分离培养基。利用脱脂牛乳琼

脂培养基、淀粉培养基和脂肪培养基对这些菌

株进行初步筛选，共筛选出具有产蛋白酶能力

的菌株202株，产淀粉酶能力的菌株214株，产脂

肪酶能力的菌株194株，其中有11株菌兼具分解

蛋白质、淀粉和脂肪的能力，其分解的蛋白

质、淀粉和脂肪产生了透明圈与红斑(图1)。

2.2    分离菌株的酶活力测定

11株菌在筛选时出现的透明圈均较大且清

晰，测定其消化酶活性后发现产生的透明圈大

小与酶活力并不出现很强的相关性。其中1号、

2号、4号、9号菌株3种酶的活力均较高；6号、

8号、10号菌株的淀粉酶活力和脂肪酶活力次

之；3号、5号、7号、11号菌株的3种酶活相对较

低。在3种酶活中，各个菌株淀粉酶活性均最高

(图2)。

2.3    浸浴

用鳗弧菌进行攻毒，攻毒结束后24 h时测定

6种免疫相关基因的相对表达量，1、2、4、6、
9、10、11组的6种基因表达量较空白组有显著

(P<0.05)的上调(图3)。其中2、9组的基因表达上

调极显著(P<0.01)，1、4、6、10、11除超氧化物

歧化酶基因表达上调显著外，其余基因的表达

上调均为极显著 (图4)。在实验过程中发现5、
6、10、11组加入候选菌株后幼虾死亡明显增

多，而其他组没有出现此种现象，因此必须结

合候选益生菌的安全实验对菌株进行进一步的

筛选。

 
图 1    分离到的凡纳滨对虾肠道菌株3种消化酶的阳性图片

(a) 蛋白酶阳性； (b) 淀粉酶阳性； (c) 脂肪酶阳性

Fig. 1    Strains positive pictures of three digestive enzymes
(a) protease positive; (b) amylase positive; (c) lipase positive
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2.4    菌株的溶血性

在进行幼虾浸浴实验的同时对11株菌株进行

了溶血活性的测定，其中1号、2号、3号、4号、

7号、8号、9号的溶血百分数显著低于鳗弧菌，

说明这些菌株不释放溶血毒素，是相对安全的

候选益生菌(表1)。而5号、6号、10号、11号的溶

血性显著高于鳗弧菌，具有潜在的致病性，该

结果与幼虾浸浴实验结果相吻合，即溶血活性

高的菌株浸浴组幼虾死亡率明显增高，也进一

步印证了溶血活性高的菌株具有潜在致病性，

因此可作为判断菌株安全性的重要指标之一。

2.5    菌株的药敏性

对分离出的11株菌进行抗生素的敏感性实

验，根据WHO提供的NCCLS最新版本对敏感或

耐药的判断标准，得出各菌株对常用抗生素如

青霉素表现出明显的抗药性，可能与对虾养殖

过程中抗生素的使用有关(表2)。研究表明，摄

入到养殖动物体内的抗生素大约会有80%以上以

母体化合物的形式排放到周围的环境中，可诱

 
图 2    各菌株蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶活力

Fig. 2    Three enzymes activity of different strains

 
图 3    浸浴实验攻毒结束24 h后不同菌株溶菌酶基因和抗菌肽基因的相对表达量

*. 差异显著(P<0.05)；**. 差异极显著(P<0.01)；下同

Fig. 3    The relative expression of different genes in different groups after challenge test
*. significant difference (P<0.05)；**. highly significant difference (P<0.01)；the same below

540 水    产    学    报 40 卷

 

http://www.scxuebao.cn



导水生生物体内和环境介质中产生耐药菌株 [24]。

目前，在我国地表水中已检测出68种抗生素 [25]，

有超过16种抗生素在世界各水体及沉积物中被高

频次、高含量地检出 [26-27]，从而使环境中的微生

物产生了选择性压力，在微生物体内诱导产生

抗生素抗性基因，并且这种抗性能通过例如质

粒交换等水平转移基因进行传播，随着抗生素

的过度使用，细菌对抗生素的抗药性正由单一

抗药逐渐发展为多重抗药[28]。因此，本研究将所

筛选菌株的药敏性实验作为衡量其安全性的一

个重要指标，将对抗生素抗性较强的3号、5号、

6号、7号、8号、10号和11号菌株予以排除，不

考虑作为候选益生菌，选择1号、2号、4号、9号
对抗生素敏感性高，尤其是对糖肽类、大环内

酯类、头孢类抗生素的敏感性显著高于其他菌

株的4株菌进行后续实验。

2.6    菌株的分子鉴定

综合浸浴实验、溶血性实验及药敏实验结

果，最终确定1号、2号、4号、9号菌株为候选益

生菌，并对其进行16S rDNA 分子鉴定。将测得

菌株的16S rDNA 序列在GenBank(www.ncbi.
nlm.nih.gov) 中进行blast序列比对，比对结果显示

1号 、 2号 、 4号 、 9号 菌 株 分 别 与 芽 孢 杆 菌

[Bacillus sp. PCSAS2-38(GQ 284495.1)]、蜡样芽孢

杆菌[B. cereus strain N 419(JN400121.1)]、苏云金

芽孢杆菌[B. thuringiensis strain EA26.1(KC758847.1)]
和荚膜红细菌[Rhodobacter capsulatus strain PSB-
03(FJ866782.1)]相似性最高，其中1号、2号、4号
的相似度为100%，9号的相似度为99%。

 
图 4    浸浴实验攻毒后不同菌株不同基因的相对表达量

Fig. 4    The relative expression of different genes in different groups after challenge test

表 1    菌株溶血活性实验结果

Tab. 1    Hemolysin activity of different strains

样品

sample
OD550

溶血百分数/%
percentage in heamolysis

阴性对照

negative control
0.055 ± 0.002 0

阳性对照

positive control
0.145 ± 0.003 100

1 0.064 ± 0.003 8.85

2 0.062 ± 0.002 7.33

3 0.067 ± 0.005 9.40

4 0.065 ± 0.005 8.90

5 0.154 ± 0.006 108.80

6 0.158 ± 0.006 113.19

7 0.064 ± 0.002 8.43

8 0.064 ± 0.004 13.20

9 0.062 ± 0.003 6.05

10 0.132 ± 0.003 87.18

11 0.164 ± 0.002 119.78

鳗弧菌 V.
anguillarum

0.171 ± 0.005 131.14
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3    讨论

益生菌通常作为疾病控制剂的辅助剂甚至替

代抗生素应用于水产养殖动物疾病防治中，微

藻(Tetraselmis)、酵母(Debaryomyces, Phaffia和
Saccharomyces)、革兰氏阳性细菌 (Bacil lus，
Carnobacterium，Enterococcus，Lactobacillus，
Lactococcus，Micrococcus，Streptococcus，
W e i s s e l l a )和革兰氏阴性细菌 ( A e r o m o n a s，
A l t e r o m o n a s ， P h o t o r b o d o b a c t e r i u m ，

Pseudomonas，Vibrio)已经作为益生菌被广泛应

用于鱼类和甲壳类的养殖中[20]。根据益生菌的作

用机制 [29-31]，从养殖环境或是健康的动物体内分

离拮抗病原菌的菌株是筛选益生菌的有效途径

之一[32]，此外，益生菌在提高动物对饲料的消化

吸收方面也具有重要的作用[31]，分离具有产酶能

力的菌株是筛选此类益生菌的主要方式，这类

菌株在动物肠道内定殖后可以产生各种消化酶以

协同动物本身的消化酶降解饲料中的蛋白质、

淀粉、脂肪等，这些益生菌的使用可以促进水

产动物的健康生长，改善水质条件，有望提高

动物的非特异性免疫能力，进而减少抗生素的

使用，促进水产动物养殖的良性循环。目前对

于此方面的研究主要集中在鱼类和贝类中[33]，在

对虾方面的研究则较少。本实验旨在通过分离

对虾肠道中具有分解蛋白质、脂肪及淀粉能力

的菌株，并通过产酶能力比较、安全性实验及

其对幼虾的保护实验，最终筛选能够提高水产

动物的消化能力，促进其对营养物质吸收进而

提高其抗病能力的益生菌候选菌株。本实验初

筛并筛选出 576 株菌株，但是在产酶菌的复筛过

程中则有较多的菌株不具有产酶能力，具有产

蛋白酶能力的有202株，具有产淀粉酶能力的有

214株，具有产脂肪酶能力的有194株，选取3种
能力均具有且产生的透明圈较明显的菌株11株，

并进一步对筛选出的11株菌种测定产酶能力，发

现透明圈的大小与菌株产酶能力的大小并不具

有很强的相关性，产酶能力的高低须经具体测

表 2     菌株药敏性实验结果

Tab. 2     The results on the antibiotic susceptibility of different strains

抗生素

antibiotics

菌株   strain

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

青霉素类 penicilinas 青霉素 penicillin R R R R R R R R R R R

美洛西林 mezlocillin S I R I I I R S S S R

阿洛西林 azlocillin S S I S R I S R S S R

β-内酰胺 inhibitor of -lactamase 氨苄西林 ampicillin R R R R R R R R R R S

头孢类 cefens 头孢噻肟 cefotaxime I I I I I I I R I I I

头孢吡肟 cefepime S S R S R R I R S R R

糖肽类 glicopeptideos 杆菌肽 bacitracin S S R S R R R R S R S

氨基糖苷类 aminoglicosideos 庆大霉素 gentamicin S S I S I I S R S S R

卡那霉素 kanamycin R I I I R R I I R S I

大环内酯类 macrolideos 红霉素 erythromycin S S R I I S S S R S S

麦迪霉素 midecamycin S S S S I S S S R S S

四环毒素类 tetraciclinas 四环素 tetracycline I I R I I I I I S I I

喹诺酮类 fluoroquinolonas 罗美沙星 lomefloxacin R R R R R R R R S I R

其他 others 氯霉素 chloramphenicol S I S S I I S S S S S

呋喃妥因 nitrofurantoin I S S S I S S S I S S

利福平 rifampin R R R R R R I I S I R

注：R.耐药；I.中度敏感；S.敏感

Notes: R. resistant; I. intermediate; S. sensitive
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定酶活方可确定。

益生菌通常是通过添加到饲料中从而将其体

内的活细胞引入到水产动物肠道内，从而在宿

主体内平衡肠道微生物菌群、提高消化功能进

而提高对虾的免疫能力，使对虾在受到外界病

原菌入侵时免疫系统迅速启动[18]。益生菌可以通

过提供消化酶显著提高养殖水产动物的饲料利

用率，促进水产动物的生长，并提高动物的免

疫力[17]。培育健康的对虾苗种是凡纳滨对虾养殖

成功的第一步，而且已有研究表明筛选出的候

选益生菌通过浸浴实验可以显著提高幼虾的免

疫反应并增强幼苗对疾病的抵抗力[16]。当病原菌

入侵对虾时，对虾会启动非特异性免疫系统，

表达免疫相关物质如酚氧化酶、超氧化物歧化

酶、溶菌酶等，以抗病原菌保护对虾，但是对

虾没有特异性免疫，仅靠非特异性免疫往往不

能有效地抑制病原菌。已有研究表明当对虾受

到病原菌入侵时相比未用益生菌的对虾免疫相

关基因的表达量显著增多，从而产生更多的免

疫相关物质来保护对虾 [16-18，20]。本实验中将筛选

出的11株候选菌添加到养殖水中进行浸浴实验，

并在浸浴结束后进行攻毒实验测定免疫相关基

因的表达，发现7株菌的基因在受到鳗弧菌的刺

激时表达较空白组显著上调，但是在浸浴实验

的过程中观察发现有部分候选菌添加到水体中

会导致幼虾大量死亡，而且死亡持续在整个浸

浴实验的过程中，这表明安全问题是筛选益生

菌必须考虑的一个因素。

从益生菌的筛选到实际应用存在的最大障碍

就是安全隐患，候选菌株是否具有较强的抗药

性，是否产生溶血毒素都是必须要考虑的问

题。本实验在浸浴实验的同时进行了菌株药敏

性实验和溶血实验。在实验中发现部分菌株具

有很强的耐药性，尤其是对常见的抗生素，这

可能与对虾在养殖过程中的抗生素频繁使用有

关。抗生素在水产养殖业中滥用的直接后果是

导致养殖动物体内抗性菌株的产生，对环境及

人体健康构成潜在威肋。黄志坚等 [ 3 4 ]对194株
(62个属)分离自水产养殖生物和养殖环境中的革

兰氏阴性菌和阳性菌进行了5种常用抗生素的抗

性检测，结果表明水产养殖生物和养殖环境中

均存在不同程度的抗生素污染。Kerry[35]等对美

国东南部的水产养殖池塘及未使用抗生素的河

流中的细菌进行分析比较，得出使用过抗生素

的池塘中抗四环素、氯霉素、氨比西林和呋喃

妥英的抗性细菌数量明显增多。对分离到的候

选益生菌株的药敏性实验结果表明，水产动物

肠道分离菌株确实具有不同程度的抗药性，也

从一个方面印证了上述结果。此外，部分菌株

在进行溶血实验时表现出较强的溶血活性，在

对虾浸浴的过程中5、6、10、11组在浸浴过程中

幼虾大量死亡，死亡幼虾的尾数远远大于其他

各组，并且在溶血实验中这4株菌表现出极强的

溶血性，溶血百分数远远高于其他各组并且接

近鳗弧菌的溶血百分数，表明这些菌株会产生

溶血毒素，是潜在的致病菌，应排除在候选益

生菌之外。

本研究通过综合产酶能力、浸浴实验及安全

性方面的因素最终筛选出4株候选益生菌并进行

了分子生物学鉴定，经鉴定 4 株菌分别为芽孢杆

菌、蜡样芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌和荚膜红

细菌。为后续益生菌制剂的开发奠定了基础，

并为产消化酶活性益生菌的开发建立了有效的

筛选方法。
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Isolation and screeing of digestive enzyme producing probiotics from
intestine of Litopenaeus vannamei

DOU Chunmeng1,    ZUO Zhihan1 *,    LIU Yichen1,    ZHANG Yichen1,    GENG Xuyun2,    SUN Jinsheng1, 2

(1. Tianjin Key Laboratory of Animal and Plant Resistance, College of Life Science,
Tianjin Normal University, Tianjin    300387, China;

2. Tianjin Center for Control and Provention of Aguatic Animal Infections Disease, Tianjin    300221, China)

Abstract: To get safe digestive enzyme producing probiotics from intestine of healthy Litopenaeus vannamei, 576
bacteria strains were isolated. Those bacteria strains, extracellular protease, amylase, and lipase activities were
detected through qualitative assay and quantittive assay. 11bacteria strains with three kinds of digestive enzyme
and high capacity of enzyme production were screened. Secondly, susceptibility and hemolysis of the11strains
were tested to identify their security. In this study, vegetative cell suspensions of 11strains in equal proportions
were added in the rearing water of juvenile shrimp(L. vannamei). Then shrimps were challenged with Vibrio
anguillarum. After the challeng test, real-time RT-PCR was employed to determine the relative expression of
several immune genes. Through the difference of the relative expression we could detemine the protective effect of
these strains on juvenile shrimp. Considering digestive enzyme activity, biological safety and protective effect, 4
strains were selected. Similarity analysis of 16S rDNA sequences indicated that NO.1, 2 and 4 showed 100%
similarity to Bacillus sp. PCSAS 2-38, B. cereus strain N419 and B. thuringiensis strain EA26.1, respectively, and
NO.9 showed 99% similarity to Rhodobacter capsulatus strain PSB-03. This laid the foundation for the probiotic
development.
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