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摘要：为探讨特异性卵黄抗体抗致急性肝胰腺坏死病副溶血性弧菌 (Vibrio parahaemolyti-
cus associated with acute hepatopancreatic necrosis disease, VpAHPND) 感染的效果及其机制，防
控对虾急性肝胰腺坏死病，本实验以添加不同剂量 VpAHPND 卵黄抗体制剂  (0、0.2% 和
0.5%) 的饲料投喂凡纳滨对虾幼虾，测定对虾的生长率和存活率、对虾肝胰腺免疫酶活性
和免疫基因相对表达水平，通过浸浴感染实验测定免疫对虾抗 VpAHPND 感染的能力。生长
实验结果显示，免疫 28 d 后，免疫组与未添加卵黄抗体制剂的对照组对虾在平均生长速率、
特定生长速率和存活率方面均无显著性差异。免疫功能结果显示，免疫 14 d 后，与对照组
相比，0.2% 免疫组对虾肝胰腺的酚氧化酶 (PO)、超氧化物歧化酶 (SOD)、溶菌酶 (LZM)
活性显著升高，抗菌肽 (Crustin) 基因的相对表达水平也显著升高，而 β-1,3-葡聚糖结合蛋
白—脂蛋白  (β-GBP-HDL) 基因的相对表达水平则显著降低。浸浴感染实验结果显示，
0.2% 免疫组对虾的存活率显著高于对照组；0.2% VpAHPND卵黄抗体制剂对凡纳滨对虾的相
对免疫保护率为 63.77%。研究表明，口服卵黄抗体不会对凡纳滨对虾的生长和存活产生
不良影响，0.2% 的 VpAHPND 卵黄抗体制剂通过提升凡纳滨对虾的 PO、SOD、LZM 活性和
抗菌肽基因的表达水平，增强凡纳滨对虾的免疫功能，从而提高对虾抗 VpAHPND 感染的能
力，具有很强的应用潜力。本研究为使用特异性卵黄抗体防控 AHPND 提供了依据，也为
其作用机制研究提供了参考。
关键词: 凡纳滨对虾；卵黄抗体；生长性能；急性肝胰腺坏死病；免疫应答；基因表达
中图分类号: S 945.1 文献标志码: A

  
凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei) 是世界主

要的养殖对虾种类，长期占据甲壳类养殖产量的

首位，2018 年养殖产量接近 500 万 t，约占全球

甲壳类养殖总产量的 50%[1]。随着高密度集约化

养殖模式的推广和养殖规模的剧增，凡纳滨对

虾养殖生产的病害问题日益严重 [2-3]。急性肝胰

腺坏死病  (acute  hepatopancreatic  necrosis  disease,
AHPND) 是一种细菌性传染疾病，主要感染凡纳

滨对虾和斑节对虾 (Penaeus monodon) [4]。该病主

要由致急性肝胰腺坏死病副溶血性弧菌  (Vibrio
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parahaemolyticus associated with acute hepatopancre-
atic necrosis disease, VpAHPND) 引起，该菌株携带一

种大小约 70 kb、可编码 2 种毒力蛋白  (PirA 和

PirB) 的质粒 pVA1[5-6]。自 2010 年以来，该病在全

球范围内暴发，每年给全球对虾养殖业造成的直

接经济损失超过 10 亿美元。2015 年起，世界动

物卫生组织  (OIE) 将 AHPND 列入疫病名录，须

在国际上进行检疫和疫情通报[4]。

鉴于 AHPND 给全球对虾养殖造成的严重损

害，有效预防和控制该病一直是国际上热门的研

究课题。抗生素通常被用来控制水产养殖中有害

细菌引起的疾病，也被用于治疗 AHPND [7]。然而

引起 AHPND 的弧菌包括副溶血性弧菌很多已被

证明具有抗药性[8-10]，因此其效果并不显著。此外，

抗生素残留物还会不断地在环境和动物体内累

积[11]，最终会对人类健康构成威胁。作为抗生素

的替代品，免疫刺激剂、益生菌、中草药、噬菌

体疗法和生态修复等替代策略被相继被用于 AHPND
的防治 [12-16]。但是这些策略仅通过提高宿主免疫

力来达到清除或杀灭入侵病原体的目的，而不能

特异性针对某种特定病原，往往作用效果有限。

卵黄抗体  (immunoglobulin of yolk, IgY) 是禽

类经特定抗原刺激后，由 B 淋巴细胞产生的积聚

在卵黄中的特异性免疫球蛋白，具有较好的中和

特定病原的作用 [17-18]。卵黄抗体具有类似哺乳动

物 IgG 的免疫活性，能与抗原特异性识别结合，

并且理化性质稳定，特异性强，不产生耐药性，

对肠道正常的菌群无副作用。近年来，卵黄抗体

作为抗生素替代品或饲料添加剂已被广泛用于畜

禽疾病的防治，在水产方面也表现出较好的被动

免疫效果[19]。在鱼类方面，有研究报道卵黄抗体

可以保护团头鲂 (Megalobrama amblycephala) 抵抗

嗜水气单胞菌  (Aeromonas hydrophila) 的感染 [20]，

或促进赤点石斑鱼 (Epinephelus akaara) 抵抗神经

坏死病毒的感染 [21]。在虾类方面，Kumaran 等 [22]

报道了卵黄抗体可以提高印度明对虾  (Fenner-
openaeus indicus) 抗哈维氏弧菌 (V. harveyi) 的感染。

近年来，一些相关文献也报道了卵黄抗体在抗副

溶血性弧菌方面的应用。Nakamura 等[23] 用重组表

达的 PirA 蛋白免疫蛋鸡，制备了含特异性卵黄抗

体的蛋粉并添加到对虾饲料中，投喂 3 d 后即可

显著提高凡纳滨对虾虾苗抗 VpAHPND 感染的能力；

将抗 VpAHPND 的特异性卵黄抗体应用于对虾育苗

生产，证明卵黄抗体对凡纳滨对虾幼体具有保护

效果[24]。上述研究表明，特异性卵黄抗体可以提

高对虾幼体抗 AHPND 感染的能力。然而，这些

研究主要集中在特异性卵黄抗体的制备、生理生

化特性，以及凡纳滨对虾育苗阶段的应用等方面，

还未见有对虾养殖阶段特异性卵黄抗体抗 AHPND
应用效果及其抑菌机制的研究。

本实验将 VpAHPND 卵黄抗体添加到对虾饲料

中，通过投喂的方式免疫凡纳滨对虾，分析了卵

黄抗体对养殖期凡纳滨对虾生长及存活的影响；

通过对虾肝胰腺相关免疫酶活性及重要免疫基因

表达水平的测定，分析了卵黄抗体对凡纳滨对虾

免疫性能的影响；通过浸浴感染实验，评价了其

抗 VpAHPND 感染的效果，以期为使用特异性卵黄

抗体防控 AHPND 提供依据，也为其作用机制研

究提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    凡纳滨对虾及其养殖管理

凡纳滨对虾购自山东日照某水产养殖公司

(体长为 4.0~5.6 cm) ，养殖在含 150 L 过滤海水的

圆柱形塑料桶中。实验期间连续充气，水温控制

在 (28±2) °C。每天投喂 3 次，日投喂量约为对虾

体质量的 5%。24 h 换水 1 次，换水量为养殖水体

的 1/3。实验前参照 Han 等 [25] 提供的实时荧光定

量 PCR (qPCR) 方法检测 VpAHPND，结果为阴性。 

1.2    对虾饲料及 VpAHPND 卵黄抗体制剂

实验期间投喂自制饲料。基础饲料配方：鱼

粉 35%，谷朊粉 2%，豆粕 28%，面粉 26.1%，磷

脂 1.5%，胆碱 1%，鱼油 2%，虾粉 2%，磷酸二

氢钙 1.5%，维生素 0.3%，矿物质 0.5%，维生素

C 0.1%。在基础饲料配方中分别添加 0.2%、0.5%
VpAHPND 卵黄抗体制剂制成免疫饲料。VpAHPND 卵

黄抗体制剂由韩国 ADBIOTECH Co., Ltd.惠赠。基

础饲料和免疫饲料均用小型饲料机制成颗粒饲料，

在 55 °C 条件下 6 h 烘干，分装后 4 °C 保存。 

1.3    VpAHPND 卵黄抗体免疫实验

实验对虾暂养 7 d 后，选取 480 尾大小均匀、

活力良好的对虾，随机分为 3 个组 (2 个免疫组和

1 个对照组) ，每组 4 个桶，每桶 40 尾虾。免疫

组分别投喂添加 0.2% 和 0.5% VpAHPND 卵黄抗体

制剂的免疫饲料 (分别记为 0.2% 免疫组和 0.5% 免

疫组) ，对照组投喂不含 VpAHPND 卵黄抗体制剂的
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基础饲料，持续投喂 28 d。 

1.4    对虾生长指标的测定

分别在免疫实验的第 0 、28 天，每组各取

20 尾对虾快速称重，计算平均生长速率和特定生

长速率。在免疫实验的第 28 天，记录各组对虾存

活数，计算存活率。计算公式：

平均生长速率 (average growth rate, AGR) (%/d) =
(末体质量–初体质量)/(初体质量×养殖天数)×100%

特定生长速率 (specific growth rate, SGR) (%/d) =
[ln(末体质量)–ln(初体质量)]/(养殖天数)×100%

存活率  (survival rate, SR) (%) = 存活尾数 /总
尾数×100% 

1.5    肝胰腺样品采集及处理

在免疫实验第 21 天，每组各取 3 尾对虾，

取肝胰腺组织分成 2 份，置于液氮中速冻，然后

转移至–80 °C 冰箱中保存，分别用于测定免疫酶

活性和免疫基因表达水平。 

1.6    肝胰腺免疫酶活性测定

对采集的肝胰腺组织称重，加入等质量的预

冷 0.85% 氯化钠溶液，用组织研磨器 6 000~8 000
r/min 匀浆。然后加入 9 倍质量的预冷 0.85% 氯化

钠溶液，混匀后 4 °C 2 700 r/min 离心5 min，取上

清液进行检测。

采用南京建成生物工程研究所出品的试剂盒，

分别测定样品的超氧化物歧化酶 (SOD)、酸性磷

酸酶 (ACP)、碱性磷酸酶 (AKP) 活性及总蛋白浓

度，具体操作按试剂盒说明书进行。酚氧化酶

(PO) 活性测定参照雷质文等[26] 改进 Ashida 的方法。

主要步骤：在酶标板中加入 200 μL 的 0.1 mol/L
pH 6.0 的磷酸钾盐缓冲液、10 μL 的 0.01 mol/L 的

L-多巴 (L-dopa) 及 10 μL 肝胰腺上清液，于室温下

混匀，在 490 nm 波长下每间隔 2 min 读取吸光值。

在本实验条件下，每分钟每克蛋白吸光值增加

0.001 定义为 1 个活力单位  (U/g  prot)。溶菌酶

(LZM) 活力测定参照韦蒿等[27] 的方法并略加改动。

主要步骤：以溶壁微球菌冻干粉 (南京建成生物工

程研究所) 为底物，按说明书配制应用菌液。在酶

标板中加入 190 μL 应用菌液及 10 μL 肝胰腺上清

液，于室温下混匀，在 570 nm 波长下测量吸光

值 A0，移入 37 °C 水浴中作用 30 min 后，立即冰

水浴 10 min 终止反应，测吸光值 A。LZM 活性 =
(A0 − A) / A。 

1.7    RNA提取及 cDNA合成

用 QIAGEN RNeasy Mini Kit 提取样品总 RNA，

用 Nanodrop 2000c (Thermo，美国) 测定 RNA 浓度。

采用北京全式金生物技术有限公司生产的一步法

反转录试剂盒，按试剂盒说明书合成 cDNA，保

存于−20 °C 备用。 

1.8    肝胰腺免疫基因表达水平测定

使用 TaKaRa 公司的 TB Green Premix Ex Taq
II qPCR 试剂盒，以 β-actin 为内参基因，测定样

品的 β-1,3-葡聚糖结合蛋白-脂蛋白 (β-GBP-HDL) 、
热休克蛋白 70 (Hsp70) 、凝集素 (Lectin)、抗菌肽

(Crustin) 等免疫因子基因的表达水平，具体操作

方法参照试剂盒说明书。凡纳滨对虾免疫基因的

检测引物名称及序列见表 1。
PCR 反应总体系  (25  μL)：TB Green Premix

表 1    凡纳滨对虾免疫基因表达水平检测用引物

Tab. 1    Primers for detection of immune gene expression level in L. vannamei

基因
genes

引物名称
primers

引物序列 (5′-3′)
primer sequences (5′-3′)

基因登录号
GenBank no.

β-GBP-HDL β-GBP-F ACGAGAACGGACAAGAAGTG AY249858

β-GBP-R TTCAGCATAGAAGCCATCAGG

Hsp70 Hsp70-F CCTCCAGGACTTCTTCAACG EF495128

Hsp70-R GGTCACGTCCAACAGCAAC

Lectin基因　Lectin gene Lectin-F TCAGAACTGCCTTGCGATCAC DQ871245

Lectin-R CACGCCATTTGCTCATCCA

Crustin基因　Crustin gene Crustin-F ACGAGGCAACCATGAAGG AG430076

Crustin-R AACCACCACCAACACCTAC

β-actin β-actin-F CCACGAGACCACCTACAAC AF300705

β-actin-R AGCGAGGGCAGTGATTTC
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Ex Taq II (2×) 12.5 μL，cDNA 模板 1 μL，上下游

引物各 1 μL (10 μmol/L)  ，DEPC 处理水 9.5 μL。
PCR 反应程序：95 °C，30 s；95 °C 5 s，  60 °C
1 min，40 个循环。对实验结果采用 2‒ΔΔCT 法进行

相对定量分析。 

1.9    VpAHPND 菌株及感染实验

VpAHPND 感染实验用副溶血性弧菌 (菌株编号

为 20130629002S01)，由中国水产科学研究院黄海

水产研究所国家级海洋渔业生物种质资源库分离

并保存，经鉴定带有毒力基因 pirAvp 和 pirBvp，确

定为致急性肝胰腺坏死病副溶血性弧菌 (VpAHPND)。
菌株活化后挑取单菌落接种到添加了 2% NaCl 的
TSB 液体培养基中，28 °C 恒温振荡培养至 OD580

为 1 (细菌浓度约 2.0×109 CFU/mL) 使用。

免疫 28 d 后，将 0.2%、0.5% 免疫组和对照

组的剩余对虾，每组各取 90 尾，分别随机分入 3
个桶中，每桶 30 尾对虾，采用 Tran 等 [5] 的方法

进行感染实验。先通过预实验确定了本批对虾有

效感染量为 107 CFU/mL。VpAHPND 浸浴感染实验

的具体做法：先将对虾浸泡在 2.2×107 CFU/mL
的VpAHPND 菌液中 15 min，然后移入含 2.2×105 CFU/
mL VpAHPND 的过滤海水中养殖，24 h 内不换水，

之后按“凡纳滨对虾及其养殖管理”所述进行养殖

管理，各组继续投喂相应的免疫饲料或基础饲料。

感染后每天统计各组对虾的死亡情况，持续观察

14 d。14 d 后结束实验，计算相对免疫保护率 (rel-
ative  percentage  of  survival,  RPS,%)：RPS  =  (1−免
疫组死亡率/对照组死亡率) ×100%。 

1.10    病理切片分析和致病菌毒力基因检测

VpAHPND 感染实验期间，取濒死对虾的肝胰

腺置于酸性 Davideson’s AFA 固定液中固定 24 h，
按常规方法制作石蜡切片，苏木精 -伊红  (hem-
atoxylin-eosin, H.E)  染色后用 Pannoramic MIDI 病
理切片扫描仪 (3DHISTECH，匈牙利) 扫描观察。

作为对比，取未感染 VpAHPND 的健康凡纳滨对虾

肝胰腺组织，同样制作切片后扫描观察。参照

Han 等 [25] 提供的 qPCR 方法检测感染组濒死对虾

体内的致病菌毒力基因 pirAvp。 

1.11    数据分析与处理

采用 SPSS 25.0 对实验数据进行单因素方差

分析  (One-way ANOVA)，以  Duncan’s 多重比较

进行不同处理间的显著性分析，P < 0.05 作为差

异显著。 

2    结果
 

2.1    VpAHPND 卵黄抗体对凡纳滨对虾的生长及

存活率的影响

免疫 28 d 后，各组对虾的平均生长速率、特

定生长速率和存活率结果显示，0.2% 免疫组、

0.5% 免疫组和对照组对虾的平均生长速率分别为

(6.13±2.28) %、 (7.56±0.85) % 和 (7.74±1.04) %。统

计分析显示，各组之间差异不显著。0.2% 免疫组、

0.5% 免疫组和对照组对虾的特定生长速率分别为

(3.52±0.85) %、 (4.06±0.28) % 和 (4.11±0.33) %，各

组之间的差异也不显著。在存活率方面，0.2% 免

疫组最高，为 (77.08±6.48) %；0.5% 免疫组居中，

为 (73.75±1.77) %；对照组最低，仅为 (66.25±6.48) %
(表 2)。但统计分析显示，各组之间差异不显著。

因此，口服 VpAHPND 卵黄抗体制剂免疫对凡纳滨

对虾的生长和存活无明显影响。 

2.2    VpAHPND 卵黄抗体对凡纳滨对虾肝胰腺免

疫酶活性的影响

用 VpAHPND 卵黄抗体免疫 14 d 后，各组凡纳

滨对虾肝胰腺免疫酶活性测定结果显示，在 PO
活性方面，0.2% 免疫组显著高于对照组 (P < 0.05)，
但与 0.5% 免疫组差异不显著 (图 1-a)。在 SOD 活

性方面，0.2% 免疫组显著高于 0.5% 免疫组与对

照组 (P < 0.05)，0.5% 免疫组与对照组差异不显著

(图 1-b)。在 LZM 活性方面，0.2% 免疫组和 0.5%
免疫组均显著高于对照组  (P < 0.05)，同时 0.5%
免疫组还显著高于 0.2% 免疫组 (图 1-c) (P < 0.05)。
在 ACP、AKP 活性方面，0.2% 免疫组、0.5% 免

疫组和对照组之间差异均不显著 (图 1-d, e)。 

2.3    VpAHPND 卵黄抗体对凡纳滨对虾肝胰腺免

疫基因表达水平的影响

经 VpAHPND 卵黄抗体免疫 14 d 后，各组凡纳

表 2    VpAHPND 卵黄抗体制剂对凡纳滨对虾生长和

存活率的影响

Tab. 2    Effects of VpAHPND IgY agent on growth and
survival rate of L. vannamei

项目
items

组别　groups

0.2%免疫组
0.2% IgY agent

0.5%免疫组
0.5% IgY agent

对照组
control

平均生长速率/(%/d)
average growth rate

6.13±2.28 7.56±0.85 7.74±1.04

特定生长速率/(%/d)
specific growth rate

3.52±0.85 4.06±0.28 4.11±0.33

存活率/%
survival rate

77.08±6.48 73.75±1.77 66.25±6.48
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滨对虾肝胰腺免疫基因表达水平测定结果显示，

在 Crustin 基因表达水平方面，0.2% 免疫组显著

高于 0.5% 免疫组和对照组  (P <  0.05)，分别为

0.5% 免疫组和对照组的 3.06 倍和 2.22 倍；0.5%
免疫组与对照组差异不显著  (图 2-a)。在 β-GBP-
HDL 表达水平方面，0.2% 免疫组和 0.5% 免疫组
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图 1    VpAHPND 卵黄抗体制剂对凡纳滨对虾肝胰腺免疫酶活性的影响

1. 0.2% 免疫组，2. 0.5% 免疫组，3. 对照组；同一免疫酶不同字母代表存在显著性差异 (P<0.05)；下同

Fig. 1    Effect of VpAHPND IgY agent on the activity of immune enzymes in the hepatopancreas of L. vannamei

1. 0.2% agent, 2. 0.5% agent, 3. control group; different letters in the same immune enzyme mean significant difference (P < 0.05); the same below
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均显著低于对照组  (图 2-b) (P < 0.05)。在 Hsp70
表达水平方面，各组之间差异不显著 (图 2-c)。在

Lectin 基因表达水平方面，0.2% 免疫组略微高于

对照组，0.5% 免疫组略低对照组，但各组之间差

异均不显著 (图 2-d)。
  

2.4    VpAHPND 浸泡感染后凡纳滨对虾存活率

免疫 28 d 后，采用浸泡感染的方式，使用

VpAHPND 病原菌对各实验组凡纳滨对虾进行人工

感染。感染后 14 d 内各组对虾的存活率见图 3。
感染后的第 1 天，各组对虾均未出现死亡。感染

后的第 2 天，0.2% 免疫组和 0.5% 免疫组对虾开

始少量死亡，死亡率分别为 3.33% 和 8.89%；此

时对照组对虾开始大量死亡，死亡率达 37.78%。

感染后的第 5 天，各组对虾死亡情况逐渐稳定，

0.2% 免疫组、0.5% 免疫组和对照组的死亡率分别

为 25.56%、22.22% 和 77.34%。至感染后第 14 天

实验结束时，0.2% 免疫组对虾的存活率为 72.22%，

显著高于对照组的 23.33% (P < 0.05)；0.5% 免疫

组对虾的存活率为 48.89%，虽然也高于对照组，

但差异不显著；与 0.5% 免疫组相比，0.2% 免疫

组对虾的存活率略高，但差异不显著。添加 0.2%
VpAHPND 卵黄抗体制剂对凡纳滨对虾的相对免疫

保护率为 63.77%。显然，适量添加 VpAHPND 卵黄

抗体制剂可提高凡纳滨对虾抗 VpAHPND 感染的

能力。
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图 2    VpAHPND 卵黄抗体对凡纳滨对虾肝胰腺免疫基因表达水平的影响

同一基因不同字母代表存在显著性差异 (P<0.05)

Fig. 2    Effect of VpAHPND IgY agent on the expression of immune genes in the hepatopancreas of L. vannamei

Different letters in the same immune gene mean significant difference (P < 0.05)
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2.5    组织病理分析和致病菌毒力基因检测

经 VpAHPND 浸浴感染的免疫组和对照组发病

对虾，肝胰腺颜色变浅、萎缩、糜烂，空肠空胃。

组织病理观察显示，与健康对虾结构饱满的肝胰

腺组织 (图版-1, 4) 相比，免疫组濒死对虾肝胰腺

小管上皮细胞脱落，部分肝胰腺小管上皮层变薄，

细胞核肿胀 (图版-2, 5) ；对照组濒死对虾肝胰腺

病变程度更为严重，组织结构松散，呈弥漫性坏

死，仅残留部分组织碎片 (图版-3, 6) ，呈现典型

AHPND 病理特征。感染组濒死对虾中致病菌毒

力基因 pirAvp 的 qPCR 检测结果呈强阳性，证明

浸浴感染实验中死亡的对虾均由 AHPND导致。 

3    讨论
 

3.1    VpAHPND 卵黄抗体对凡纳滨对虾生长和存

活的影响

特异性卵黄抗体不仅可以为动物机体提供被

动免疫保护，而且具有提高动物生长性能的效果，

还会对动物肠道形态和肠道微生物区系产生积极

的影响 [28-29]。张文飞等 [30] 报道在饲粮中添加抗大

肠杆菌 (Escherichia coli) 多价卵黄抗体能显著改善

断奶仔猪生长性能，提高平均日增重，增强仔猪
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图 3    VpAHPND 浸浴感染后各组凡纳滨对虾的存活率曲线

VpAHPND 浸浴感染前及感染期间，0.2% 免疫组和 0.5% 免疫组分别

投喂 28 d 添加有 0.2% 和 0.5% VpAHPND 卵黄抗体制剂的免疫饲料，

对照组投喂基础饲料

Fig. 3    Survival rate curves of L. vannamei after
immersion infection with VpAHPND

Before  and  during  immersion  infection,  the  0.2%  and  0.5%  IgY  agent
groups were fed the diet containing 0.2% and 0.5% VpAHPND IgY agent
for 28 d, respectively; the control group was fed the basic diet

1200 µm 2200 µm 200 µm 3

50 µm 4 50 µm 5 50 µm 6 
图版    凡纳滨对虾肝胰腺组织病理观察

1、4. 健康对虾; 2、5. 免疫组濒死对虾; 3、6. 对照组濒死对虾; 4~6 分别是 1~3 红框区域的放大

Plate    The histopathological observation of L. vannamei hepatopancreas
1, 4. healthy shrimp; 2, 5. moribund shrimp from IgY agent groups; 3, 6. moribund shrimp from control group; 4-6 are the magnification of the red box
area of 1-3, respectively
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免疫力。巨晓军等[31] 报道了添加卵黄抗体可以促

进雏鸡生长，增强机体抵抗力，进而加快生长速

度，提高畜禽日增重。在水产方面，李英英等[32]

在鳗鲡 (Anguilla sp.) 饲料中添加 0.3% 的功能性卵

黄粉，可增强鳗鲡抗嗜水气单胞菌侵染的能力，

并提高其生长性能。本研究将 VpAHPND 卵黄抗体

制剂添加到饲料中投喂养殖阶段的凡纳滨对虾，

结果发现，与未投喂卵黄抗体的对照组相比，投

喂卵黄抗体的免疫组对虾其存活率有一定程度的

提高，对虾平均生长速率和特定生长速率均略有

降低。但统计分析显示，上述差异均不显著。因

此，卵黄抗体对不同养殖阶段、养殖密度、养殖

时长的凡纳滨对虾是否也具有促生长作用还需要

进一步研究。 

3.2    VpAHPND 卵黄抗体对凡纳滨对虾肝胰腺免

疫酶活性的影响

凡纳滨对虾没有特异性免疫，其主要依靠细

胞和体液免疫反应来抵御病原体。其中体液免疫

主要由 PO 激活系统及免疫相关蛋白，如 SOD、

LZM、凝集素和抗菌肽等组成[33-34]。活化的 PO 催

化酚类逐步氧化为醌类，从而使病毒等病原体失

活，PO 活性与对虾抗病性呈正相关。SOD 是对

虾体内的一种主要抗氧化酶，可以清除体内包裹

或吞噬病原体后产生的过量活性氧，防止组织损

伤，是衡量凡纳滨对虾免疫调节活性的生物标志

物[35]。有研究表明，抗副溶血性弧菌外膜蛋白的

卵黄抗体可以提高对虾肌肉组织的 SOD 活性  [36]。

LZM 是一种可以水解细菌细胞壁成分的酶，是一

种重要的体液免疫因子，其主要功能是依次切断

细菌细胞壁肽聚糖中 N-乙酰葡萄糖胺和 N-乙酰胞

壁酸之间的 β-(1,4)-糖苷键，破坏细胞壁，导致细

菌裂解[37]。研究发现，在饲料中添加白斑综合征

病毒卵黄抗体，可提高凡纳滨对虾血清中 PO、

SOD、LZM 活性，增强对虾抗白斑综合征病毒

(WSSV) 的能力[27]。

本研究结果显示，0.2% 免疫组对虾肝胰腺

的 PO、SOD、LZM 活性均显著高于对照组，表

明投喂的 VpAHPND 卵黄抗体有效激活了凡纳滨对

虾的抗氧化防御系统，增强了机体吞噬和清除病

原体、分解细菌细胞壁的能力；VpAHPND 浸泡感

染实验结果显示，0.2% 免疫组对虾的存活率显著

高于对照组。0.5% 免疫组对虾肝胰腺的 PO、SOD
活性与对照组相比均无显著性差异，仅 LZM活性

显著高于对照组；在 VpAHPND 浸泡感染实验中，

0.5% 免疫组对虾的存活率虽然也高于对照组，但

差异不显著。上述结果表明，凡纳滨对虾肝胰腺

PO、SOD、LZM 活性与对虾抗 VpAHPND 感染能

力密切相关；VpAHPND 卵黄抗体通过提升凡纳滨

对虾的 PO、SOD、LZM 活性，增强了对虾抵抗

VpAHPND 感染的能力，有效地提高了免疫对虾的

存活率。这可能是卵黄抗体重要的抗病机制之一。

ACP 是吞噬溶酶体的重要组成部分，在血细

胞吞噬和包裹过程中，吞噬溶酶体随着 ACP 的释

放起到杀菌作用。AKP 作为溶酶体酶的重要组成

部分，在无脊椎动物的免疫反应中发挥作用。本

研究结果显示，投喂 VpAHPND 卵黄抗体 14 d 后，

免疫组对虾肝胰腺的 ACP 和 AKP 活性与对照组

相比均无显著性差异，表明这 2 种酶可能与特异

性卵黄抗体的抗菌作用机制关系不大。 

3.3    VpAHPND 卵黄抗体对凡纳滨对虾肝胰腺免

疫基因表达水平的影响

抗菌肽是一种原始的具有防御功能的生物分

子，具有广谱的抗菌活性，能够杀死或中和细菌、

真菌、寄生虫和病毒 [38]。本研究结果显示，0.2%
免疫组对虾肝胰腺抗菌肽基因的表达水平显著高

于对照组，表明免疫对虾的抗菌肽基因可被卵黄

抗体激活。这可能是卵黄抗体增强对虾抵抗 VpAHPND

感染的能力、提高免疫对虾存活率的另一个重要

途径。β-GBP-HDL 是甲壳动物对抗副溶血性弧菌

感染的一个重要免疫因子，同时也在激活酚氧化

酶原系统、凝结过程等方面起着重要作用。杨运

楷等[39]发现，β-GBP-HDL 在凡纳滨对虾抵抗副溶

血性弧菌侵染的过程中发挥了积极的作用。本研

究结果显示，在卵黄抗体免疫期，免疫组 β-GBP-
HDL 的相对表达水平比对照组显著下降，其原因

和意义还需要进一步研究。

Hsp70 是一种分子伴侣和环境应激蛋白，可

以与病原体相关分子模式 (pathogen-associated mole-
cular patterns, PAMPs) 结合，对刺激天然免疫和消

除病原体至关重要 [40-41]。凝集素是一种重要的模

式识别受体  (pattern  recognition  receptors,  PRRs)，
可以使甲壳动物体内异物颗粒聚集或凝集，帮助

机体清除异源物质，在抵抗病原体方面起着至关

重要的作用 [42]。本研究结果显示，投喂 VpAHPND

卵黄抗体 14 d 后，免疫组对虾肝胰腺的 Hsp70 和

凝集素基因的相对表达水平与对照组相比均无显

著性差异，这可能与免疫期对虾未受到病原菌胁
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迫有关，也可能意味着 Hsp70 和凝集素基因与特

异性卵黄抗体的抗菌作用机制关系不大。 

3.4    VpAHPND 卵黄抗体对凡纳滨对虾抗 AHPND
的效果

浸浴感染实验结果显示，添加 0.2% VpAHPND

卵黄抗体制剂对凡纳滨对虾的相对免疫保护率为

63.77%，适量添加卵黄抗体可显著提高凡纳滨对

虾抗 VpAHPND 感染的能力，有效防控 AHPND。另

一方面，与 0.5% 免疫组相比，0.2% 免疫组在免

疫期具有更高的对虾存活率、更高的肝胰腺 SOD
活性和抗菌肽基因表达水平，在 VpAHPND 感染期

具有更高的相对免疫保护率。韦蒿等[27] 在使用卵

黄抗体抗凡纳滨对虾 WSSV 感染的实验中，也发

现投喂低浓度卵黄抗体的实验组比高浓度组的免

疫酶活性高、累积死亡率低，与本研究结果一致。

因此，卵黄抗体的添加剂量与其抗病效果关系密

切，添加量并非越多越好。这一现象可能与卵黄

抗体的作用机制有关，值得更加深入、细致地研究。

综上所述，本研究证实在饲料中添加 0.2%
和 0.5% 的 VpAHPND 卵黄抗体制剂，在免疫阶段对

本实验阶段的凡纳滨对虾的生长和存活率均无显

著性影响；添加 0.2% VpAHPND 卵黄抗体制剂可显

著提高凡纳滨对虾肝胰腺 PO、SOD、LZM 活性

和抗菌肽基因的相对表达水平，增强对虾免疫机

能和抗 VpAHPND 感染的能力，显著提高患病对虾

的存活率。特异性卵黄抗体作为一种有效的绿色

生物制剂，可以为防控对虾疫病提供一种新的途

径，具有很强的应用潜力。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effect of IgY on the growth, immunity and resistance to VpAHPND
infection of Litopenaeus vannamei

WANG Renbao 1,2,     SHI Chengyin 2*,     SONG Xiaoling 2,     WANG Yiting 2,3,     ZHANG Huifen 2,3,    
REN Ningxin 1,2,     XIE Guosi 2,     ZHANG Qingli 2

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China;
2. Key Laboratory of Maricultural Organism Disease Control, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Laboratory for Marine

Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao),
Qingdao Key Laboratory of Mariculture Epidemiology and Biosecurity, Yellow Sea Fisheries Research Institute,

Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao　266071, China;
3. College of Fisheries and Life Science, Dalian Ocean University, Dalian　116023, China)

Abstract:  Acute  hepatopancreatic  necrosis  disease  (AHPND) is  the  major  bacterial  disease  of  cultured  shrimps,
mainly caused by Vibrio parahaemolyticus associated with acute hepatopancreatic necrosis disease (VpAHPND). The
aim of this study was to explore the anti-AHPND effect and its mechanism of immunoglobulin of yolk (IgY). Dif-
ferent doses of VpAHPND IgY agent (0, 0.2% and 0.5%) were added to shrimp feeds and immunized the juvenile L.
vannamei for 28 d. The growth rate and survival rate of the juveniles, the activity of immune enzymes and the rel-
ative expression level of immune genes in shrimp hepatopancreas were measured. The resistance to VpAHPND infec-
tion of  immunized juveniles was determined by the immersion infection.  The growth experiment results  showed
that after 28 d of immunization, there was no significant difference in the average growth rate, specific growth rate
and survival rate of the juveniles between the immunized group and the control group. The immune function test
results  showed  that  after  14  d  of  immunization,  compared  with  the  control  group,  the  0.2%  immunized  group
(0.2% IgY agent) generated significantly higher enzyme activities for phenoloxidase (PO), superoxide dismutase
(SOD) and lysozyme in the hepatopancreas.  The relative expression level  of  antibacterial  peptide (Crustin)  gene
was also significantly increased, while the relative expression level of β-1,3-glucan binding protein-lipoprotein (β-
GBP-HDL) gene was significantly reduced in the 0.2% IgY agent  group.  The results  of  the immersion infection
showed that the survival rate of the juveniles in the 0.2% IgY agent group was significantly higher than that of the
control  group, and the relative percentage of survival  (RPS) of 0.2% IgY agent was 63.77%. In conclusion,  oral
administration of VpAHPND IgY agent will not adversely affect the growth and survival of L. vannamei. The 0.2%
IgY agent  can significantly  enhance the immune function of L.  vannamei by increasing the enzyme activities  of
PO,  SOD,  LZM  and  the  expression  level  of  Crustin  gene,  thereby  improving  the  ability  of  shrimps  to  resist
VpAHPND infection. This study implied that VpAHPND IgY agent has a strong application potential for the prevention
of AHPND.

Key words: Litopenaeus vannamei; immunoglobulin of yolk (IgY); growth performance; acute hepatopancreatic
necrosis disease (AHPND); immune response; gene expression
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