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摘要：为研究在养殖过程中降低鱼粉用量的同时保持凡纳滨对虾良好的生长性能和抗逆
能力，实验在含10%鱼粉的基础饲料中，分别添加酶解豆粕 (PSM) 0%(A)、2.5%(B)、
3.5%(C)、4.5%(D)、5.5%(E)制成5组等氮等能饲料，分别投喂初始体质量为(0.45±0.02) g
的凡纳滨对虾幼虾8周，检测对虾生长性能及抗胁迫机能。结果显示，8周养殖实验结束
后，各实验组对虾的终末体质量为14.65~15.38 g/尾，各组间对虾终末均重、成活率和饲
料系数指标均无显著性差异；A组对虾肌肉粗蛋白质含量显著低于其他各实验组；C组、
D组和E组对虾肌肉粗脂肪含量显著高于A组；各组间灰分和水分均无显著性差异；D组
和E组对虾肝胰腺蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶、血清溶菌酶和血清总超氧化物歧化酶活性
(T-SOD)均显著高于A组；A组对虾血清丙二醛(MDA)含量显著高于D组和E组。人工急性
感染高剂量副溶血性弧菌的胁迫实验中，A组对虾在弧菌感染48和60 h时的累积死亡率
均显著高于D组对虾同期的累积死亡率；低剂量副溶血性弧菌人工急性感染后，在凡纳
滨对虾鳃组织中检测Toll受体、免疫缺陷(IMD)和溶菌酶3种免疫相关基因的表达量，结
果显示，对虾Toll受体、IMD和溶菌酶mRNA表达量最大峰值分别出现在添加酶解豆粕的
C组、B组和D组，峰值出现时刻分别为感染后24、42和24 h。研究表明，含10%鱼粉的
饲料中添加0%~5.5%酶解豆粕对凡纳滨对虾的生长性能改善效果不显著，酶解豆粕会显
著提高凡纳滨对虾肌肉粗蛋白质含量和粗脂肪含量；显著降低对虾血清丙二醛含量；同
时也会显著改变凡纳滨对虾对弧菌的抵抗力及其免疫相关基因的时空表达，酶解豆粕添
加量达到4.5%时可使养殖的凡纳滨对虾获得最佳的抗弧菌能力。

关键词: 凡纳滨对虾；酶解豆粕；生长性能；抗胁迫机能
中图分类号: S 963.3 文献标志码: A

 

凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)因其具有

生长速度快，盐度适应广等优点，成为我国养

殖产量最高的经济虾类。凡纳滨对虾对饲料中

蛋白质的需求量通常为35%~42%[1-3]，其中鱼粉

一直是对虾饲料中重要的蛋白质来源，也是影

响饲料配方成本的重要因素。实际生产中鱼粉

用量一般不低于20%，饲料中鱼粉用量的降低，

会造成对虾生长缓慢、抗病力降低等问题 [4-5]。

但是随着资源和环境压力的增大，降低偏肉食

性水产动物饲料配方中鱼粉的用量，以豆粕等
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植物蛋白部分替代鱼粉是当前水产动物营养饲

料研究的重要内容 [6-7]。然而水产动物饲料配方

中过量使用豆粕通常会因植酸等抗营养因子的

存在而影响饲料的适口性、养殖动物的消化机

能、生长性能和抗胁迫机能 [8-12]。有研究发现，

南方鲇(Silurus meridionalis)对蛋白质、脂肪和能量的

消化率随着大豆蛋白对鱼粉替代率的提高而逐

步下降，当替代量达到65%时，其消化率显著低

于其余各组[13]。饲料中豆粕蛋白替代鱼粉蛋白的

水平超过40%时，会显著降低军曹鱼(Rachycentron
canadum)的生长和饲料利用率 [14]。目前通过发酵

或酶解方式是去除豆粕中抗营养因子、提高配

方中豆粕使用量的重要措施 [15-16]。通过酶解技术

得到的大豆多肽，相比于普通豆粕具有营养全面、

易消化吸收等诸多特性[17]，尤其是在抗氧化[18]、调

节非特异性免疫等方面[19]具有很好的效果。对舌

齿鲈(Dicentrarchus labrax)饲料中鱼粉替代的研究

表明，普通去皮豆粕可以替代饲料中25%的鱼粉，

而经酶解处理的豆粕则能够替代50%的鱼粉[20]。

本实验拟在含10%鱼粉的基础饲料中，设计

5个梯度的酶解豆粕添加量，制成5组等氮等能的

实验饲料分别饲养凡纳滨对虾幼虾，以此评估

低鱼粉饲料中使用酶解豆粕对凡纳滨对虾生长、

体组成、消化能力、抗胁迫能力以及免疫基因

表达等方面的影响，以期为低鱼粉饲料中酶解

豆粕的合理使用提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    饲料的制备

本实验所用酶解豆粕由江苏泰州福益生物

科技股份有限公司提供，通过蛋白酶和非淀粉

多糖酶定位酶解普通豆粕，所得酶解豆粕粗蛋

白含量为48%±1%，肽分子量分布由江南大学分

析测试中心检测 (GB/T 22492-2008)(表 1)。实验

所用普通豆粕粗蛋白含量为46%±1%，普通豆

粕中肽分子量范围<1 000的比例一般在 50%左

右[21-22]。

制作5种不同酶解豆粕添加量的等氮等能饲

料 (表2)。所有原料经破碎后，过80目筛网，按

照饲料配方比例称重并采用四分法逐级扩散混

匀，依次加入油脂和水搓匀，经绞肉机挤压并

制粒，90 °C熟化20 min，于阴凉通风处晾干，将

成品饲料破碎成适合养殖期间各生长阶段对虾

采食的饲料粒径，−20 °C冰箱保存。

1.2    养殖管理

实验用凡纳滨对虾虾苗购自上海联旺水产

科技有限公司(养殖水体盐度为5)，虾苗暂养于

水泥池内，逐步淡化，直至水体盐度降至0。淡

化期间，投喂商品虾片，虾苗暂养30 d，挑选规

格整齐、健康的对虾1 000尾，平均分成5组，每

组设4个重复，初始均重为 (0.45±0.02) g，随机分

配到同一水泥池(5.0 m×11.0 m×1.2 m)中的20个网

箱 (1.0 m×1.0 m×1.2 m)内，每个网箱内投放50尾
幼虾。每日投喂4次，分别在5:30、10:30、16:30
和22:30等4个时间点投喂，日投喂量约占虾体质

量的5%~8%，并根据天气、摄食情况以及生长

阶段进行调整。养殖实验持续8周，养殖期间每

周换水2次，进水经200目滤水袋过滤，水体透明

度维持在20~40 cm。养殖期间保持连续充气，水

体溶氧量控制在6 mg/L以上，pH为7.8~8.5，氨氮

浓度低于0.2 mg/L，水温为(30±2) °C，水体盐度

为0。

1.3    样品采集

生长性能测定　　养殖8周，停止投喂24 h
后，逐个网箱称重、计数。每个网箱随机取凡

纳滨对虾8尾，用1 mL一次性无菌注射器于对虾

围心腔处取血淋巴后置于1.5 mL离心管中，放置

于冰盒保存；在托盘上快速解剖对虾，取肝胰

腺和肌肉于冰盒保存，并随机取3尾对虾的鳃迅

速置于盛有RNA保存液(北京天根公司)的1.5 mL
的离心管中，血淋巴经4 °C、10 000 r/min离心10
min取上清液，所有样品于−80 °C冰箱保存。各

类生长指标计算方法如下：

成活率(survival rate，SR，%)=Nt/N0×100%

表 1    酶解豆粕肽分子量分布

Tab. 1    Molecular weight distribution of peptides from
proteolytic soybean meal

分子量范围

molecular weight range
百分比/%
percentage

>5 000 10.21

3 000~5 000   4.43

2 000~3 000   4.22

1 000~2 000   8.32

500~1 000 11.49

180~500 16.63

<180 44.71
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饲料系数(feed conversion ratio，FCR)=Wf/(Wt－

W0)
特定生长率(specific growth rate，SGR，%/d)=

(lnWt/Nt－lnW0/N0)/t×100%
式中，Nt为终末尾数，N0为初始尾数，Wf为每个

网箱所投饲料总重(g)；Wt和W0分别为实验结束

和开始时每个网箱虾总重(g)；t为实验天数(d)。
　　高浓度副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)
人工急性感染实验　　实验所用副溶血性弧菌

菌株取自上海海洋大学病原库。8周实验结束后，

每组随机捞取30尾对虾，分3个平行，置于15个
网箱(50 cm×30 cm×80 cm)中，每个网箱10尾。菌

种需经虾体活化后于硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐

蔗糖琼脂培养基 (TCBS)分离培养，预实验需注

射活化菌液于同规格虾体中，观察96 h内凡纳滨

对虾的死亡情况，筛选出最适半致死浓度。根

据预实验结果，每尾虾腹部注射35 μL 6.25×107

CFU/mL经活化培养后分离的副溶血性弧菌菌液，

表 2    实验饲料组成及营养水平(干物质)
Tab. 2       Compositions and nutrient levels of the experimental diets (dry matter) %

项目 items A (0% PSM) B (2.5% PSM) C (3.5% PSM) D (4.5% PSM) E (5.5% PSM)

原料　ingredients

秘鲁鱼粉 　brown fish meal   10       10       10       10       10     

肉粉 　meat meal     4         4         4         4         4     

玉米蛋白粉 　corn protein meal     5         5         5         5         5     

豆粕 　soybean meal   30       27.5    26.5    25.5    24.5  

花生粕 　peanut meal     8         8         8         8         8     

面粉 　flour   24.7    24.7    24.7    24.7    24.7  

血粉 　spray dried blood powder     3         3         3         3         3     

鱿鱼膏 　squid paste     2         2         2         2         2     

酶解豆粕 　proteolytic soybean meal1     0         2.5      3.5      4.5      5.5  

啤酒酵母 　beer yeast     3         3         3         3         3     

鱼油 　fish oil     3.5      3.5      3.5      3.5      3.5  

卵磷脂 　lecithin     2         2         2         2         2     

氯化胆碱 　choline chloride     0.3      0.3      0.3      0.3      0.3  

虾多矿 　mineral premix2     1.5      1.5      1.5      1.5      1.5  

虾多维 　vitamin premix3     1         1         1         1         1     

磷酸二氢钙 　Ca(H2PO4)2     2         2         2         2         2     

合计 　total 100     100     100     100     100     

营养组成　nutritional compositions

粗蛋白质 　crude protein   39.66   39.59   39.21   39.54   39.44

粗脂肪 　crude lipid   12.77   13.10   12.36   12.47   12.91

水分 　moisture   11.63   11.55   11.68   12.08   11.84

灰分 　ash     7.58     7.69     7.67     7.41     7.75

注：1. 酶解豆粕：由泰州福益生物科技股份有限公司提供；2. 每千克矿物盐预混料中含有：Ca(CaCl2) 10.5 g，K(KCl) 90 g，Mg(MgSO4·H2O)
12 g，Fe(FeSO4) 1.0 g，Cu(CuSO4) 3.0 g，Zn(ZnSO4) 10 g，Mn(MnSO4) 3.8 g，Co(CoCl2) 0.8 g，Se(Na2SeO3) 20 mg；3. 每千克维生素预混料中

含有：VA 8 000 000 IU，VD 2 000 000 IU，VE 50 g，VK 10 g，VB1 5 g，VB2 15 g，VB6 8 g，VB12 0.02 g，烟酰胺 40 g，D-泛酸钙 25 g，叶

酸 2.5 g，生物素 0.08 g，肌醇 100 g
Notes: 1. proteolytic soybean meal: provided by Taizhou Full Yield Biotechnology Co., Ltd; 2. Contained the following per kg of mineral premix:
Ca(CaCl2) 10.5 g, K(KCl) 90 g, Mg(MgSO4·H2O) 12 g, Fe(FeSO4) 1.0 g, Cu (CuSO4) 3.0 g, Zn(ZnSO4) 10 g, Mn(MnSO4) 3.8 g, Co(CoCl2) 0.8 g,
Se(Na2SeO3) 20 mg; 3. Contained the following per kg of vitamin premix: VA 8 000 000 IU, VD 2 000 000 IU, VE 50 g, VK 10 g, VB1 5 g, VB2 15 g,
VB6 8 g, VB12 0.02 g, nicotinamide 40 g, calcium D-pantothenate 25 g, folic acid 2.5 g, biotin 0.08 g, inositol 100 g
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对照组取同规格对虾注射无菌生理盐水。实验

期间持续曝气，水温控制在(30±1) °C。注射菌液

后连续观察网箱中各饲料组对虾的死亡情况，

在24、36、48、72、84和96 h 时分别统计各网箱

的累积死亡率。

低浓度副溶血性弧菌人工急性感染实验　

　8周实验结束后，每组随机捞取75尾凡纳滨对

虾，分成3个平行，放置于15个(50 cm×30 cm×80
cm)网箱中，根据预实验的结果，活菌液用4%甲

醛溶液灭活 1 h， 4 °C、 3 000  r/min离心 10 min，
取底部离心物用生理盐水反复冲洗、离心。每

尾虾腹部注射25 μL 1.25×106 CFU/mL经灭活的副

溶血性弧菌菌液，对照组取同规格的对虾注射

无菌生理盐水。养殖水体温度为(30±1) °C，水体

盐度为0，24 h持续曝气。分别在0、6、12、18、
24、30、36、42和48 h从每个网箱取3尾对虾，采

集鳃组织并分别存放于装有RNA保存液(北京天

根公司 )的离心管中，−80 °C保存，用于测定鳃

组织中免疫相关基因的相对表达量。

1.4    样品检测分析

　　饲料及凡纳滨对虾肌肉常规检测分析　　

饲料和肌肉中的水分含量采用105 °C烘箱干燥恒

重法检测(GB/T 6435—2014)；粗脂肪采用氯仿-
甲醇法检测 (GB/T  6433 —2006)；灰分采用550
°C马弗炉灼烧法检测(GB/T 6438—2007)；粗蛋

白质采用凯氏定氮仪 (KjeltecTM 2300，瑞典 ) 检
测 (GB/T 6432—2018)。

血清及肝胰腺生化指标　　对虾肝胰腺用

冰浴匀浆处理，稀释成相应的组织匀浆液，匀

浆液于3 000 r/min、4 °C条件下离心10 min，取上

清液。肝胰腺蛋白酶活性采用 Folin-酚法、脂肪

酶活性采用对硝基苯酚法[23]、淀粉酶活性采用淀

粉-碘比色法(南京建成试剂盒)。离心后的血清经

生理盐水稀释后，按照试剂盒说明书(南京建成

生物工程研究所)测定各抗氧化指标。

　　低浓度副溶血性弧菌感染后凡纳滨对虾免

疫相关基因表达量检测　　按照Trizol试剂盒

(TaKaRa)说明书从对虾鳃组织中提取总RNA。用

NanoDrop2000超微量分光光度计测定其OD260nm

和OD280mm比值，并用1%的琼脂糖凝胶电泳鉴定

RNA完整性。将提取的总 RNA用 TaKaRa公司

PrimeScript@RT  reagent  Kit  with  gDNA  Eraser  (Per-
fect  Real  Time)试 剂 盒 反 转 录 为 cDNA， −20  °C
保存。

参照凡纳滨对虾Toll受体mRNA(GenBank：DQ
923424.1)、溶菌酶 mRNA(GenBank：AYl70126.2)、
IMD mRNA  (GenBank:  FJ592176.1)和 β-actin基 因

(GenBank:AF300705)设计荧光定量引物，所有引

物均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成(表3)。
采用RT-PCR仪(Bio-rad公司)按照SYBR@Premix

Ex  TaqTM (TliRNaseHPlus)试剂盒 (TaKaRa公司 )说
明书进行荧光定量PCR(RT-PCR)检测，RT-PCR程

序为95 °C、30 s预变性；95 °C、10 s，60 °C、30 s，
共39个循环；反应完成后温度由65 °C上升到90 °C，

测定熔解曲线检测反应特异性。结果采用相对

表达量的形式，根据2−ΔΔCt 计算法进行计算。

1.5    数据处理和统计分析

实验结果用平均数±标准差 (mean±SD)的方

式表示，数据使用SPSS 25.0分析软件中的单因

素方差分析(One-Way ANOVA)和Duncan氏多重比

较法进行差异显著性分析，P<0.05则表示为差异

显著。

表 3    凡纳滨对虾β-actin内参、Toll受体、IMD、溶菌酶mRNA引物序列

Tab. 3    Primer pairs for β-actin, Toll receptor, IMD, Lysozyme mRNA for L.vannamei

引物　primer 引物序列　primer sequence(5′-3′) GenBank 登录号　GenBank accession number

β-actin mRNA-F CGCGACCTCACAGACTACCT
AF300705

β-actin mRNA-R CTCGTAGGACTTCTCCAGCG

Toll receptor 1 mRNA-F TGGTGCTTTCGTCAAACTTC
DQ923424

Toll receptor 1 mRNA-R AACCTGGCCATACACAATGA

IMD mRNA-F ATCGAGGAACGAGACAAGGT
FJ592176

IMD mRNA-R CGTACACTCGGTCGACATTC

Lysozyme mRNA-F CGACCTCGATCAGTACATGG
AY170126

Lysozyme mRNA-R GTAACCCTGGTGACAAGCCT
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2    结果

2.1    饲料中添加酶解豆粕对凡纳滨对虾生长

性能的影响

8周养殖实验结束后，各实验组凡纳滨对虾

成活率均在97%以上；各组对虾终末均重为14.65~
15.38 g/尾；饲料系数呈现出先下降后升高的趋

势，A组最高；特定生长率呈现出先升高后下降

的趋势，最低组为A组；各组间均无显著性差异

(P>0.05)(表4)。

2.2    饲料中添加酶解豆粕对凡纳滨对虾肌肉

常规组成的影响

凡纳滨对虾肌肉中粗蛋白质含量，A组显著

低于其他各实验组 (P<0.05)，E组最高；对虾肌

肉中粗脂肪含量随着酶解豆粕添加量的增加，

整体呈现升高的趋势，A组显著低于C组、D组

和E组 (P<0.05)；对虾肌肉中灰分和水分含量各

组间无显著性差异(P>0.05)(表5)。

2.3    饲料中添加酶解豆粕对凡纳滨对虾肝胰

腺消化酶的影响

对虾肝胰腺中蛋白酶活性随饲料中酶解豆

粕添加量的增加呈升高的趋势，D组和E组显著

高于A组和B组(P<0.05)；B组、D组和E组对虾的

淀粉酶活性显著高于A组 (P<0.05)；对虾的脂肪

酶活性随饲料中酶解豆粕添加量的增加整体呈

现出升高的趋势，D组和E组显著高于A组(P<0.05)
(表6)。

2.4    饲料中添加酶解豆粕对凡纳滨对虾血清

溶菌酶和抗氧化能力的影响

随饲料中酶解豆粕添加量的增多，各组凡

纳滨对虾血清溶菌酶活性呈先升后降的变化趋

势，A组最低，D组最高且显著高于其他各组

(P<0.05)；血清中T-SOD活性随饲料中酶解豆粕

添加量的增多而增高，E组最高，且显著高于其

他各组(P<0.05)；血清丙二醛含量随饲料中酶解

豆粕添加量的增多呈现先降后升的变化趋势，A
组最高，且显著高于其他各组(P<0.05)(表7)。

2.5    饲料中添加酶解豆粕对感染高剂量副溶

血性弧菌的凡纳滨对虾成活率的影响

在对虾腹部注射35 μL 6.25×107 CFU/mL经活

化培养后分离的副溶血性弧菌，各组对虾96 h内
的累积死亡率显示，A组对虾在各个时间点的累

积死亡率均高于其他各组，D组对虾在各个时间

点的累积死亡率均低于其他各组，且在48和60 h
时显著低于A组(P<0.05)(图1)。

2.6    饲料中添加酶解豆粕对凡纳滨对虾急性感

染副溶血性弧菌后免疫相关基因表达量的影响

凡纳滨对虾人工急性感染副溶血性弧菌后

对虾Toll受体mRNA表达量最大峰值出现在24 h、
C组，A组于42 h出现峰值，B组、C组和E组峰值

表 4    饲料中添加酶解豆粕对凡纳滨对虾生长性能的影响

Tab. 4    Effect of dietary proteolytic soybean meal on the growth performances of L.vannamei

项目　item A组 (0% PSM) B组 (2.5% PSM) C组 (3.5% PSM) D组 (4.5% PSM) E组 (5.5% PSM)

终末均重/g　final weight 14.65±0.67 14.78±0.48 15.38±0.14 15.35±0.20 15.22±0.74

成活率/%　survival rate 99.33±1.16 99.33±1.16 98.00±2.00 98.67±2.31 97.33±3.06

饲料系数　feed conversion ratio   1.44±0.09   1.37±0.03   1.37±0.03   1.34±0.03   1.38±0.09

特定生长率/(%/d)　specific growth rate   6.22±0.08   6.24±0.06   6.31±0.02   6.30±0.02   6.29±0.09

表 5    饲料中添加酶解豆粕对凡纳滨对虾肌肉常规组成的影响

Tab. 5       Effect of dietary proteolytic soybean meal on the muscular composition of L.vannamei %

项目　item A组 (0% PSM) B组 (2.5% PSM) C组 (3.5% PSM) D组 (4.5% PSM) E组 (5.5% PSM)

水分　moisture 78.69±1.57 78.27±1.05  76.56±2.59  77.50±0.34  75.97±0.74 

粗蛋白质　crude protein 18.68±0.08a 19.08±0.06b 20.63±0.11d 19.88±0.06c 21.19±0.06e

粗脂肪　crude lipid   1.07±0.01a   1.14±0.06ab   1.28±0.13bc   1.24±0.05bc   1.35±0.07c

灰分　ash   1.30±0.08   1.31±0.10    1.33±0.07    1.27±0.03    1.42±0.08 

注：同一行不同小写字母表示差异显著(P<0.05)，下同

Notes: values with different lowercase letters in the same line mean significant differences (P <0.05), the same below
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均大于A组 (P<0.05)(表8)。对虾 IMD mRNA表达

量最大峰值出现在42 h、B组，饲料中添加酶解

豆粕的各实验组峰值均大于A组，其中在18 h时
对 IMD mRNA表达量影响最显著 (P<0.05)(表 9)。
对虾溶菌酶mRNA表达量最大峰值出现在24 h、
D组，其中D组和E组峰值均大于A组，饲料中添

加酶解豆粕在12 h时对溶菌酶mRNA表达量影响

最显著(P<0.05)(表10)。

3    讨论

3.1    饲料中添加酶解豆粕对凡纳滨对虾生长

性能的影响

研究发现，相对于完整的蛋白质，动物的

肠道组织细胞对肽具有更高的吸收效率[24]。经测

定，实验所用酶解豆粕中相对分子量<1 000的肽

含量占72.83%。通过对蛋白水解产物的研究表明，

去除蛋白水解物中的小分子，会降低饲料的利

用率，从而发现蛋白水解所产生的小分子复合

物对于水生动物的生长至关重要[25]。有研究表明，

分子量为1 000~3 000的水解大豆肽能够有效促进

真鲷 (Pagrus  major)和牙鲆 (Paralichthys  olivaceus)
的生长[26]。本实验结果显示，随着酶解豆粕添加

量的增加，虽然对虾的终末均重和特定增长率

都有一定的增长趋势，饲料系数也有一定程度

的降低，但是添加5.5%以内的酶解豆粕对凡纳滨

对虾生长性能的改善效果并不显著，分析原因

可能与饲料中小分子肽的总含量较少有部分关

系。有研究表明，饲料中大豆多肽添加量低于

20%时，对牙鲆幼鱼的生长性能和饲料效率并没

有产生显著的影响[27]。不同饼粕蛋白酶解产物中

肽的种类和分子组成不同，对异育银鲫(Carassius
auratus gibelio)产生的营养效果也不同，饲料中

小分子肽比例越大，饲养的鱼类生产性能表现

效果越好[28]。

随着酶解豆粕添加量的增加，凡纳滨对虾

肌肉中粗蛋白含量相较于对照组均有显著的提

高。一方面可能与饲料中普通豆粕含量的降低

有部分关系，有研究表明，水生动物的总蛋白

水平会随着饲料中豆粕含量的增加而降低 [29-30]；

另一方面可能是酶解豆粕对凡纳滨对虾的蛋白

质沉积具有促进作用，相较于大豆蛋白，动物

体对大豆肽的吸收更加高效且迅速，减少了动

表 6    饲料中添加酶解豆粕对凡纳滨对虾肝胰腺消化酶的影响

Tab. 6    Effect of dietary proteolytic soybean meal on digestive enzymes in hepatopancreas of L. vannamei

项目　item A组 (0% PSM) B组 (2.5% PSM) C组 (3.5% PSM) D组 (4.5% PSM) E组 (5.5% PSM)

蛋白酶活性/(U/mg protein)　protease activity 176.82±0.82a 174.05±4.97a 180.59±7.22abc 183.96±1.02bc 187.09±2.71c

淀粉酶活性/(U/mg protein)　amylase activity 14.05±1.32a 15.99±0.40bc 15.60±0.59ab 17.79±1.07c 17.28±0.82bc

脂肪酶活性/(U/g protein)　lipase activity 61.42±2.88a 68.35±1.60ab 69.27±7.84ab 76.66±9.22b 75.74±4.00b

表 7    饲料中添加酶解豆粕对凡纳滨对虾血清溶菌酶和抗氧化能力的影响

Tab. 7    Effect of dietary proteolytic soybean meal on serum lysozyme and antioxidant capacity of L.vannamei

项目　item A组 (0% PSM) B组 (2.5% PSM) C组 (3.5% PSM) D组 (4.5% PSM) E组 (5.5% PSM)

溶菌酶/(U/mL)　lysozyme activity 48.19±12.05a 76.31±18.40a 72.29±12.05a 144.58±12.05c 108.43±24.10b

总超氧化物歧化酶活性/(U/mL)　T-SOD activity 383.26±1.97a 391.87±3.25b 394.89±1.97b 398.33±7.89b 407.37±3.25c

丙二醛/(nmol/mL)　MDA content 83.52±3.53c 71.30±3.53bc 73.33±6.11bc 48.89±6.11a 65.19±12.72b
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图 1    饲料中添加酶解豆粕对凡纳滨对虾急性感染副

溶血性弧菌后累积死亡率的影响

Fig. 1    Effect of proteolytic soybean meal on cumulative
mortality of L. vannamei for 8 weeks and experienced

V. parahaemolyticus challenge
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物在吸收过程中的能量消耗，从而促进了动物

体内蛋白质的沉积 [31]。研究发现，建鲤(Cyprinus
carpio var. Jian)饲料中的鱼粉或植物蛋白被等量

蛋白肽替代后，可促进鱼体粗蛋白质沉积，并

降低了内脏重量，优化了建鲤形体指标[32]。而且

随着饲料中豆粕含量的增加，非淀粉多糖对水

生动物的影响也会更加明显。非淀粉多糖在体

外和体内均可降低脂肪酶等的活性，影响水生

动物对外源脂肪的吸收转运[12]，而此次实验中各

实验组粗脂肪含量随酶解豆粕使用量的增加呈

现显著上升的趋势，分析原因可能是本实验所

用酶解豆粕是用蛋白酶和非淀粉多糖酶复合酶

解，一定程度上降低了豆粕中所含的非淀粉多

糖阻碍对虾对外源脂肪吸收转运的不利影响。

各组对虾肌肉水分和灰分没有显著性差异，说

明此次实验中酶解豆粕并未对肌肉中其他成分

产生影响。

酶解豆粕添加量达到4.5%以上时对对虾的

蛋白酶、淀粉酶和脂肪酶活性均有显著提高，

这也与以往的许多研究报道相吻合 [33-34]。豆粕过

量替代鱼粉会对鲤(Cyprinus carpio)肠道产生损伤

同时也会降低肝胰脏蛋白酶的活性 [9]。从尼罗罗

非鱼 (Oreochromis niloticus)体内也检测到，豆粕

对消化蛋白酶具有很高的抑制作用[35]。而对虾对

表 8    凡纳滨对虾感染副溶血性弧菌后鳃组织中不同时刻的Toll受体mRNA表达量

Tab. 8    Toll receptor mRNA expression levels in gill of L. vannamei which experienced
V. parahaemolyticus challenge at different time

时间/h　time A (0% PSM) B (2.5% PSM) C (3.5% PSM) D (4.5% PSM) E (5.5% PSM)

0 0.95±0.10mc 0.85±0.03mbc 0.65±0.07ma 1.10±0.06md 0.81±0.09mb

6 7.39±0.26yd 4.78±0.22xc 1.05±0.10mnab 1.16±0.06mb 0.81±0.07ma

12 5.71±0.42xb 9.04±0.54zc 9.97±0.67xd 2.02±0.16na 8.61±0.49zc

18 5.45±0.36xd 2.70±0.21nb 1.10±0.07mna 3.60±0.15wc 1.20±0.16ma

24 6.86±0.55yc 2.71±0.36na 11.69±0.73yd 5.89±0.72xyb 6.98±0.25xc

30 1.86±0.11nb 5.73±0.20yc 1.53±0.04na 1.33±0.25ma 7.97±0.19yd

36 4.20±0.79wc 3.58±0.27wc 0.83±0.12mna 6.46±0.56yd 2.07±0.11nb

42 8.56±0.59zc 6.27±0.57yb 5.95±0.86wb 5.34±0.34xab 4.44±0.42wa

48 1.55±0.27mnb 1.21±0.06mab 0.88±0.19mna 1.18±0.06mab 1.65±0.44nb

注：上标不同字母a,b,c,d表示同一时刻不同组间的差异显著(P<0.05)，上标不同字母m,n,w,x,y,z表示同一组内不同时刻差异显著(P<0.05)，下同

Notes: Data in the same column with different letters(a,b,c,d)were significantly different among the different groups or levels at the same time (P<0.05).
data in the same line with different lowercase (m,n,w,x,y,z)were significantly different among the different time in the same group or levels(P<0.05) , the
same below

表 9    凡纳滨对虾感染副溶血性弧菌后鳃组织中不同时刻的IMD mRNA表达量

Tab. 9    IMD mRNA expression in gill of L. vannamei which experienced V. parahaemolyticus challenge at different time

时间/h　time A (0% PSM) B (2.5% PSM) C (3.5% PSM) D (4.5% PSM) E (5.5% PSM)

  0 1.00±0.05mab 0.98±0.12mab 0.96±0.06ma 1.12±0.08mb 1.29±0.04mc

  6 3.84±0.33wb 4.14±0.65nwbc 2.45±0.16na 3.57±0.45wb 4.74±0.27xc

12 3.53±0.12wa 3.89±0.23nwa 5.31±0.55yb 5.03±0.10xb 3.71±0.18wa

18 2.61±0.47na 3.75±0.61nwbc 4.56±0.02xc 3.47±0.36wb 3.90±0.47wbc

24 5.85±0.14yb 4.54±0.42wa 5.08±0.58xya 7.44±0.34yc 7.69±0.37zc

30 5.34±0.29xd 3.51±0.24nb 4.93±0.27xycd 4.53±0.73xc 2.63±0.15na

36 2.83±0.14na 5.43±0.47xd 3.87±0.15wb 4.80±0.35xc 2.30±0.25na

42 5.44±0.09xb 9.98±0.56yc 6.09±0.34zb 2.26±0.38na 5.47±0.17yb

48 1.01±0.14m 1.10±0.11m 1.07±0.04m 1.09±0.15m 1.24±0.20m
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食物的消化吸收能力很大程度上依赖于消化酶

的活性 [36-37]。豆粕中胰蛋白酶抑制因子是影响水

生动物对大豆蛋白消化吸收的主要抗营养因子，

动物体内胰蛋白酶会随着外部的胰蛋白酶抑制

因子的进入反应形成难以被动物体消化吸收的

复合物，从而失去应有的活性。通常大豆经酶

处理后，消化率会得到相应的改善，这种酶处

理方法在鱼类摄食前就可引发蛋白质降解 [38]。

有研究显示，饲料中大豆水解蛋白替代15%~70%
的鱼粉时，能够显著提高星斑川鲽 (Platichthys
stellatus)幼鱼的胰蛋白酶活性[39]。

3.2    饲料中添加酶解豆粕对凡纳滨对虾抗胁

迫机能的影响

机体抗氧化能力是评价水产动物健康状况

的一个重要指标。自由基是一种具有较强氧化

作用的物质，当机体应激产生过多自由基时，

会氧化组织从而对机体造成损伤。因此机体需

要一套健全有效的抗氧化防御体系[34]来调节体内

自由基含量，保持机体健康。

蛋白质水解产生的小分子肽，在机体内具

有较强的抗氧化活性。研究显示，酶解大豆蛋

白具有较高的还原能力、较高的乳化液抗氧化

能力和较强的清除自由基能力，而其抑制β-胡萝

卜素漂白的能力与合成抗氧化剂能力相当，分

子量小于10 000的酶解大豆蛋白相较于普通大豆

蛋白显示出更高的抗氧化活性 [40]。有研究指出，

从各种蛋白质水解产物中提取到的生物活性肽，

可通过上调抗氧化酶活性，发挥出其潜在的抗

氧化作用[41]。饲料中利用大豆蛋白水解物替代鱼

粉的实验表明，当替代量达到15%~100%时会显

著增强星斑川鲽幼鱼的SOD活性，替代量达到

30%~100%时，实验组MDA含量显著低于对照组[39]。

本实验结果显示，低鱼粉饲料中酶解豆粕含量

对凡纳滨对虾血清溶菌酶、T-SOD活性和MDA
含量具有显著影响。已有研究表明，利用食品

级猪胰腺蛋白水解制剂(Corolase PP)酶解大豆粕，

通过ABTS和ORAC方法检测大豆肽水解物的抗

氧化活性，结果显示酶解大豆得到的大豆肽具

有较高的抗氧化活性[42]。在饲料中添加水解蛋白

产物，会促使牙鲆体内溶菌酶和SOD活性显著增

加[43]。酶解大豆蛋白得到的大豆多肽可提高对动

物机体内自由基的清除能力，在调节机体免疫

功能、抗氧化和促进矿物元素吸收等方面也发

挥着重要作用 [44-47]。相较于普通大豆蛋白，大豆

肽增加了清除自由基能力，提高了机体总抗氧

化活性和还原能力[48]。

凡纳滨对虾的免疫机能主要是依靠非特异

性免疫起作用，而活体攻毒是指在一定剂量致

病菌的攻击下直观反映机体综合免疫机能的实

验手段[49]。通过研究副溶血性弧菌对凡纳滨对虾

生理生化指标的影响表明，副溶血性弧菌的感

染会破坏虾体的免疫系统，导致免疫机能损坏[50]。

有研究表明，在饲料中添加5%~15%的水解蛋白，

对花鲈 (Lateolabrax japonicus)的非特异性免疫反

应有所改善[51]。在低鱼粉饲料中添加蛋白水解物

饲喂牙鲆幼鱼的实验中发现，饲料中添加蛋白

水解产物能提高鱼体的先天免疫能力[41]。本实验

表 10    凡纳滨对虾感染副溶血性弧菌后鳃组织中不同时刻溶菌酶mRNA表达量

Tab. 10    Lysozyme mRNA expression in gill of L. vannamei which experienced
V. parahaemolyticus challenge at different time

时间/h　time A (0% PSM) B (2.5% PSM) C (3.5% PSM) D (4.5% PSM) E (5.5% PSM)

  0 1.03±0.10ma 0.89±0.11ma 1.44±0.10mb 1.25±0.12mb 1.42±0.08mb

  6 4.05±0.10zc 2.33±0.28xb 2.65±0.11nwb 2.40±0.23nwb 1.76±0.12ma

12 2.06±0.07nwa 3.70±0.15zd 2.85±0.14wxb 2.82±0.09xb 3.40±0.19wc

18 2.55±0.12xc 1.25±0.10nwa 3.30±0.27yzd 2.09±0.22nb 2.23±0.19nbc

24 3.14±0.24yb 2.74±0.03yab 2.36±0.04na 4.60±0.41zc 4.54±0.39xc

30 1.28±0.23ma 1.42±0.08wab 3.02±0.12xyc 3.70±0.13yd 1.61±0.16mb

36 1.76±0.10na 3.74±0.39zc 1.45±0.21ma 2.65±0.12wxb 2.33±0.41nb

42 2.18±0.35wb 1.44±0.16wa 3.50±0.29zc 3.82±0.22yc 2.61±0.08nb

48 1.01±0.20ma 0.96±0.12mna 1.18±0.06mab 1.41±0.17mb 1.37±0.22mb
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结果显示，随着感染时间的增加，饲料中添加

酶解豆粕对凡纳滨对虾免疫力的改善效果明显，

对照组在各时间点累积死亡率均比其他实验组

同期累积死亡率高。已有研究报道，在大豆水

解物中可分离鉴定出抗菌肽，其对溶藻弧菌(Vibrio
alginolyticus)和副溶血性弧菌的生长有抑制作用，

可提高对虾的存活率[52]。通过同源序列比对发现，

大豆肽中含有一种能够刺激巨噬细胞和多核白

细胞吞噬作用的物质，通过刺激细胞吞噬作用，

提高动物机体的免疫力[53]。

营养控制是调节非特异性免疫反应并提高

抗病性的有效方法 [54-55]。Toll 受体在介导虾体启

动天然免疫并释放免疫因子的机制中起着关键

作用。当对虾受病原菌入侵时，Toll受体将异物

入侵的信号从胞外传递到胞内，并引起胞内信

号级联反应，介导细胞启动先天免疫反应 [56-58]。

IMD通路是一个重要免疫识别信号传导通路，革

兰氏阴性细菌和杆状阳性细菌能通过跨膜蛋白

PGRP-LC激活IMD信号途径并诱导细胞产生免疫

效应因子[59]。溶菌酶作为机体非特异性免疫级联

反应的终端效应因子，除了能溶解细菌细胞壁

外，溶解细胞壁时释放的肽聚糖片段还能诱导

各种抗菌蛋白包括溶菌酶的合成与分泌[60]。对虾

进行弧菌实验时，机体免疫基因表达水平均升

高，Toll受体mRNA的表达水平在一定程度上可

以反映对虾对入侵病原识别的灵敏性，而机体

清除异物后恢复至正常状态的过程，在一定程

度上反映了机体的免疫平衡性，提高机体免疫

的灵敏性和平衡性是提高机体免疫力的根本途

径[61]。此次实验结果显示，对照组Toll受体mRNA
表达量峰值出现时间最晚，一定程度上可以反

映饲料中添加酶解豆粕有助于提高凡纳滨对虾

对入侵病原识别的灵敏性。各基因表达量最大

峰值均出现在添加酶解豆粕的实验组，表明酶

解豆粕对凡纳滨对虾免疫基因应答具有明显的

促进效果。目前的研究表明，营养水平会在一

定程度上影响机体免疫的效果，同时免疫的效

果也决定着机体对营养素的需求。蛋白质水平[62]、

维生素水平 [63]、微量元素水平 [64]、饲料能量水

平 [65]及免疫多糖 [66]等均会影响对虾的免疫机能和

抗菌能力。有报道显示，饲料中混合褐藻多糖

喂食斑节对虾 (Penaeus monodon)15 d后，可显著

提高斑节对虾对白斑综合征病毒(WSSV)的抗病

能力[67]。饲料中添加富含核苷酸的酵母提取物使

日本囊对虾 (Marsupenaeus japonicus)淋巴器官中

溶菌酶基因表达量升高，并增强其抗菌能力 [68]。

研究表明，中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)
饲料中添加2% VC能上调鳃组织中Toll受体和NF-
κB这2个免疫基因的表达量，适量的VC能提高中

国明对虾的免疫应答能力[69]。

4    结论

综上所述，含10%鱼粉的饲料中，酶解豆粕

添加量在5.5%以内对凡纳滨对虾生长性能的改善

效果不显著。添加量达到5.5%时对凡纳滨对虾肌

肉中粗蛋白和粗脂肪的改善效果最好。添加量

达到4.5%时对凡纳滨对虾消化酶活性、对虾机体

抗氧化能力和抗弧菌感染能力的改善效果最好。
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Effect of proteolytic soybean meal in low-fish-meal-diet on growth performance
and stress resistance of Litopenaeus vannamei

JIANG Detian 1,     WANG Yi 1,     HUANG Xuxiong 1,2,3*,     WANG Weilong 1,2,3,     ZHANG Shengxin 4

(1. Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
3. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education,

Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
4. Taizhou Full Yield Biotechnology Co., Ltd. Taizhou    225300, China)

Abstract: In order to explore how to reduce the amount of fish meal while maintaining the good growth perform-
ance  and  stress  resistance  of Litopenaeus  vannamei,  in  this  study,  the  basic  diet  containing  10%  fish  meal  was
added with 0% (A), 2.5% (B), 3.5% (C), 4.5% (D) and 5.5% (E) of proteolytic soybean meal (PSM) to produce
five  groups  of  isonitrogonous  isoenergetic  feed. L.vannamei juveniles  with  initial  body  weight  of  (0.45+0.02)  g
were fed for 8 weeks. Then the growth performance and stress resistance of L.vannamei were assessed. The results
showed that the final body weight of shrimps in each experimental group ranged from 14.65 to 15.38 g/individual
after  8-week culture experiment,  and there were no significant  differences in weight  gain,  survival  rate  and feed
coefficient among the groups. The crude protein content of shrimp muscle in group A was significantly lower than
those in other experimental groups. The crude fat contents of shrimp muscle in group C, D and E were signific-
antly higher than that in group A. There was no significant differences in ash and moisture content among other
groups. The  activities  of  hepatopancreas  protease,  hepatopancreas  amylase,  hepatopancreas  lipase,  serum  lyso-
zyme and serum T-SOD in shrimp fed D and E diets  were significantly higher  than that  in  group A. The serum
MDA content in group A was significantly higher thsan those in other groups. In the stress test of artificial acute
infection with high dose Vibrio Parahaemolyticus, the cumulative mortality of shrimp in group A at 48 h and 60 h
post Vibrio infection was significantly higher than that in group D. The expression levels of Toll receptor, immune
deficiency (IMD) and Lysozyme were detected in shrimp gill tissues after artificial acute infection with low dose
V.parahaemolyticus. The results showed that the peak values of Toll receptor, IMD and Lysozyme mRNA expres-
sion appeared in group C at 24 h post infection, group B at 42 h post infection and group D at 24 h post infection,
respectively. To  sum up:  in  the  feed  containing  10% fish  meal,  the  effect  of  proteolytic  soybean  meal  less  than
5.5% on the growth performance of L.vannamei is not significant. The dietary proteolytic soybean meal could sig-
nificantly  increase  the  crude  protein  content  and  crude  fat  content  in  muscle  and  decrease  the  MDA  content  in
shrimp serum. Under the experimental  conditions,  the dietary proteolytic soybean meal significantly changes the
resistance of L.vannamei to Vibrio and the temporal and spatial expression of immune-related genes. Using 4.5%
proteolytic soybean meal in feed containing 10% fish meal can obtain the best anti-Vibrio ability of cultured L.van-
namei.
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