
 

新型抗菌物质凹凸棒土对凡纳滨对虾生长、抗氧化能力和

肠道菌群的影响

韩凤禄1，  陈恩鹏1，  蒋先程1，  董    晓2，  李    钊1，  
钱峻哲1，  徐    畅1，  李二超3*

(1. 海南大学海洋学院，海南省水产种业工程研究中心，

海南省热带水生生物技术重点实验室，海南 海口　570228；
2. 江苏神力特生物科技股份有限公司，江苏 淮安　211700；

3. 华东师范大学生命科学学院，水生动物营养与水环境健康实验室，上海　200241)

摘要：为研究新型抗菌物质凹凸棒土对凡纳滨对虾生长性能、消化能力、抗氧化能力和肠
道菌群的影响。实验选取初始体重为 (0.17±0.01) g的幼虾，分别投喂质量分数为 0% (对
照)、0.1% (S1)、0.2% (S2)、0.4% (S3)和 0.8% (S4)的凹凸棒土饲料，以及含有质量分数为
0.2%恩诺沙星抗生素对比组饲料 (E)，养殖 8周。结果显示，凹凸棒土处理组对虾增重率
均未见显著提升，但 S1、S2组对虾存活率显著高于对照组，与 E组没有显著差异。相比
于对照组，凹凸棒土添加组提高了幼虾肠道淀粉酶活性，以及肝胰腺中脂肪酶活性。S2
组对虾血清酸性磷酸酶和碱性磷酸酶活性显著高于对照组和 E组。S3和 S4组对虾的肝胰
腺超氧化物歧化酶活性显著高于其他组。肠道菌群 α多样性分析显示，S2组肠道微生物
丰富度 Chao1指数有所下降，但是覆盖度显著提高。与对照组相比，S2组部分属的丰度
调节作用与恩诺沙星类似。根据代谢通路差异分析与种间关系作图，与 E组相比，凹凸棒
土能够上调牛磺酸、谷胱甘肽、半乳糖和脂肪酸代谢的 4条通路，并增加肠道微生物种间
合作能力。研究表明，在饲料中添加 0.1%~0.2%的凹凸棒土能够显著提高凡纳滨对虾的存
活率、消化能力和肝胰腺抗氧化能力，并在调节对虾肠道部分菌群丰度方面起到类似于恩
诺沙星的作用，能改善肠道菌群结构和相应功能。
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凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)又称南美

白对虾，是我国乃至世界上养殖范围最广的对虾

之一，其由于营养丰富、饲料转化率高和生长速

率快等优良特性，受到众多养殖户和消费者的青

睐 [1]。但随着养殖规模不断扩大，凡纳滨对虾病

害防治问题日益严重，造成了较大的经济损失[2]。

早期养殖过程中普遍使用抗生素来有效杀灭病原

菌，但一些抗生素的频繁和不规范使用容易给水

产养殖带来不可忽视的消极作用，如病原对抗生

素的耐药性增强使得抗生素药物的药效减弱或消

失，抗生素的过量残留会导致水产品的食品安全

问题，并污染养殖水环境[3-4]。我国自 2020年开始
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全面禁用饲用抗生素，因而亟需寻找更安全、污

染更小且对细菌性疾病具有相同防控治理能力的

物质来替代抗生素。

凹凸棒土主要由凹凸棒石组成，凹凸棒石具

有独特的层链状结构，表面多孔，可对多种细菌

产生较强的吸附作用，是矿土中极具代表性的新

型抗菌促生长物质[5-6]。通过调控表面的亲疏水性、

电荷和活性基团，可加强其对多种霉菌毒素的定

向吸附性能[7-8]。此外，在饲料中添加凹凸棒土能

在一定程度上增加饲料硬度，提升饲料在水中的

稳定性，并间接提高养殖动物的摄食率，从而降

低饲养过程中的饲料浪费。通过饲料营养调控动

物健康生理功能的可行性已被大量相关研究证实。

在中华绒螯蟹 (Eriocheir sinensis)饲料中添加适宜

的凹凸棒土，能够提高其内脏的抗氧化能力和铁

含量，降低组织铅和铬的积累，促进中华绒螯蟹

健康生长 [9]。鸡饲料中添加凹凸棒土可以增加肉

鸡空肠分泌性免疫球蛋白含量，使超氧化物歧化

酶活性呈线性增加，对肉鸡肠道免疫、氧化状态、

完整性和屏障功能表现出有利的影响[10]。

动物的肠道微生物平衡为个体免疫调节和生

长发育提供了有效的保证，凹凸棒土对动物的肠

道微生物群落结构、多样性以及丰度也具有一定

的影响，对维持肠道微生态平衡起到积极作用。

研究发现，在饲料中适量添加载锌凹凸棒土能够

降低仔猪肠道中有害菌含量，增加有益菌菌群数

量，维持肠道微生态平衡，效果与高剂量抗生素

相似[11]。在饲料中添加凹凸棒土可显著增加犊牛

肠道总菌数量以及双歧杆菌和芽孢杆菌的数量，

并显著降低犊牛肠道大肠杆菌数量，有效改善了

肠道菌群结构[12]。还有研究表明，在饲料中添加

含锌凹凸棒土能够降低团头鲂 (Megalobrama
amblycephala)肠道食糜中大肠杆菌和嗜水气单胞

菌 (Aeromonas hydrophila)的数量，改善鱼类肠道

菌群结构和分布[13]。然而，作为一种新型抗菌物

质，凹凸棒土对甲壳动物肠道菌群结构的影响相

关研究较少。本研究通过在基础饲料中添加不同

含量的凹凸棒土，探究其对凡纳滨对虾生长性能、

消化能力、抗氧化能力和肠道菌群的影响，并确

定其适宜添加量，对今后凡纳滨对虾的无抗化养

殖提供参考。

 1    材料与方法

 1.1    实验饲料

本实验饲料配方为在基础饲料上分别添加质

量分数为 0 (对照 )、0.1% (S1)、0.2% (S2)、0.4%
(S3)和 0.8% (S4)的凹凸棒土。同时为了对比替代

抗生素的实际效果，本实验增设 1组抗生素添加

组，选择凡纳滨对虾养殖过程中常用的抗生素 (恩
诺沙星)，添加剂量为 0.2% (质量分数)，并记为 E
组 (表 1)。饲料原料研磨后经过 60目网筛，原料

逐级混合后，混入双蒸水及油源，混匀过筛后，

经双螺旋压条机及制粒机制成颗粒均匀的饲料，

经室温风干后分组标记，随后置于−20 °C冰箱储

存备用。

 1.2    养殖管理

凡纳滨对虾苗购于海南省文昌市蓝色海洋虾

苗场，在实验室内暂养 2周后，选取初始体重为

(0.17±0.01) g的健康幼虾，随机分配至 24个玻璃

水族箱 (60.0 cm × 30.0 cm × 36.0 cm)中，每个实

验处理组 4个平行，每个平行 20尾虾，分别投喂

其所对应的饲料，养殖实验在海南大学珊瑚馆进

行。各玻璃水族箱分上下层均匀排布，安装遮光

帘避免光线直射，以减少因光线等环境因素不同

而造成的误差。投喂方式为饱食投喂，每日分别

于 8：00、16：00和 22：00时投喂，初始投喂量

为对虾体重的 4%，后续根据当日摄食情况调整次

日投喂量，每天换水 50%。养殖期间，水温

24.5~30.0 °C，溶解氧含量大于 6.0 mg/L，总氨氮

小于 0.03 mg/L，pH 7.5~8.0，养殖 8周。实验过

程中操作人员严格遵守实验动物相关伦理规范。

 1.3    样品的采集与处理

养殖 8周，禁食 24 h后取样。记录存活的凡

纳滨对虾数量，测量并记录每尾虾的体长和体重，

用于计算存活率与增重率。用一次性注射器 (1 mL)
从对虾围心腔内抽取血淋巴，4 °C过夜后离心，

取上清液置于 1.5 mL离心管中。每个平行随机抽

取 6尾虾，分别取肝胰腺、肠道组织和肌肉样品，

置于冻存管中，采集后立即保存在液氮中。各样

品处理结束后快速转移至−80 °C冰箱，用于后续

分析。

 1.4    计算公式

增重率 (weight gain rate, WGR, %) = (终末体

重−初始体重)/初始体重×100%
存活率 (survival rate, SR, %) = 终末数量/初始

数量×100%
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 1.5    实验饲料和实验虾营养成分测定

饲料和肌肉组成分析参考 AOAC(2000) 的标

准方法，水分测定采用 105 °C 烘干至恒重 (24 h)，
灰分测定采用 550 °C 马弗炉灼烧法 (PCD-E3000,
Serials, Peaks, Japan)，粗蛋白和粗脂肪测定分别采

用杜马斯燃烧法和索氏抽提法 (FOSS，SoxtecTM

2055，瑞士)。

 1.6    对虾肠道消化酶活性的测定

将肝胰腺和肠道样品降温后，取 0.1 g组织，

按重量 (g)∶体积 (mL)=1∶9 的比例加入 9 倍体积

的生理盐水，置于离心机，3 500 r/min，4 °C离心

15 min后，取上清液检测胰蛋白酶、淀粉酶和脂

肪酶。

 1.7    血清非特异性免疫的测定

检测酸性磷酸酶 (ACP)、碱性磷酸酶 (AKP)
和溶菌酶 (LZM)。使用南京建成生物工程研究所

的生化检测试剂盒进行检测，操作过程按照试剂

盒说明进行。

 1.8    肝胰腺抗氧化能力的测定

检测超氧化物歧化酶 (SOD)、谷胱甘肽过氧

化物酶 (GPx)、过氧化氢酶 (CAT)活性和丙二醛

(MDA)含量。试剂盒购自南京建成生物工程研究所。

 1.9    肠道微生物分析

对虾肠道组织取样结束后，将组织样品按照

试剂盒说明提取肠道微生物总 DNA，并测定其浓

度。以细菌 16S核糖体 rRNA基因测序 V3~V4高

表 1    凡纳滨对虾 4种实验饲料的配方

Tab. 1       Ingredients of the four experimental diets fed to L. vannamei g/kg

原料
ingredient

实验处理组　experimental treatments

对照
control S1 S2 S3 S4 E

鱼粉　fish meal 25 250 250 250 250 250

豆粕　soybean meal 300 300 300 300 300 300

玉米淀粉　corn starch 250 250 250 250 250 250

凹凸棒土　attapulgite1) 0 1 2 4 8 0

恩诺沙星　enrofloxacin 0 0 0 0 0 2

鱼油　fish oil 10 10 10 10 10 10

豆油　soybean oil 20 20 20 20 20 20

大豆卵磷脂　soy lecithin 1 10 10 10 10 10

胆固醇　cholesterol 5 5 5 5 5 5

磷酸二氢钙　Ca(H2PO4)2 10 10 10 10 10 10

复合维生素　vitamin premix2) 20 20 20 20 20 20

复合矿物质　mineral premix3) 20 20 20 20 20 20

羧甲基纤维素钠　sodium carboxymethyl cellulose 30 30 30 30 30 30

氯化胆碱　choline chloride 5 5 5 5 5 5

抗氧化剂　antioxidant 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

甜菜碱　betaine 10 10 10 10 10 10

纤维素　cellulose 59.5 58.5 57.5 55.5 51.5 57.5

合计　total 1 000 1 000 1 000 1 000 1 000 1 000

饲料成分含量/%　feed ingredient content

水分　moisture 8.51 8.38 8.36 8.99 7.42 7.47

粗蛋白　crude protein 32.18 32.63 32.79 31.96 31.93 31.85

粗脂肪　crude lipid 7.25 7.81 7.96 7.48 7.66 7.75

灰分　ash 9.26 9.42 9.79 9.38 9.17 9.69

注：1).凹凸棒土由江苏神力特生物科技股份有限公司提供，2)和3).复合维生素、复合矿物质分别由杭州民生生物科技有限公司提供。
Notes: 1). palygorskite is offered by Jiangsu Shenlit Biotechnology Co., Ltd., 2) and 3). vitamin premix and mineral premix are offered by Hangzhou
Minsheng Biotechnology Co., Ltd..
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可变区为目标设计引物，得到正向引物 338F (5′-ACT
CCTACGGGAGGCAGCA-3 ′ )和反向引物  806R
(5 ′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3 ′)。 PCR反

应体系为 25 μL (反应参数： 98 °C 预变性 2 min；
98 °C变性 15 s， 55 °C 退火 30 s，72 °C延伸 30 s，
26 个循环；72 °C 终延伸 5 min)。PCR产物纯化

后委托上海派森诺生物医药科技有限公司进行双

末端测序，并从该公司获取原始数据，对数据进

行分析处理，聚类分类操作单元 (operational taxo-
momic units, OUTs)。采用 RDP classifier 贝叶斯算

法对 97% 相似性水平的 OTU 代表序列进行分类

学分析，参考 Sliva数据库对照样品 OTUs进行物

种注释。最后使用 Mothur 软件进行 Alpha多样性

分析，计算 Chao1、Shannon、Good-Coverage 和
Simpson指数，并计算肠道菌群中在属水平上相

对丰度排名前 100的菌种间的相互作用，进行可

视化处理。

 1.10    数据分析

本实验所有的数据分析使用 SPSS Statistics 23
(IBM, 美国 ) 软件，用平均值±标准误 (mean±SE)
表示。对照组和其他处理组的差异分析使用单因

素方差分析 (One-Way ANOVA)，影响显著时再进

行 Duncan 氏多重比较、莱文方差 (Levene) 等同性

检验，之后使用独立样本 t 检验分别分析 E组和

其他各组之间的差异，P<0.05 表示差异显著，

P<0.01 表示差异极显著。

 2    结果

 2.1    凹凸棒土对凡纳滨对虾生长性能的影响

凹凸棒土添加组的幼虾存活率均高于对照组，

其中 S1和 S2组显著高于对照组 (P<0.05) (图 1-a)，
但是与 E组没有显著差异。此外，S1和 S2组幼

虾增重率与对照组、E组均无显著差异，但是 S3
和 S4组增重率显著低于对照组 (P<0.05) (图 1-b)。

 2.2    凹凸棒土对凡纳滨对虾体成分的影响

各处理组对虾的肌肉水分、粗蛋白、粗脂肪

和灰分含量均无显著差异，表明在饲料中添加凹

凸棒土对凡纳滨对虾的肌肉营养组成没有影响 (表 2)。

 2.3    凹凸棒土对凡纳滨对虾肝胰腺和肠道消化

酶活性的影响

本实验检测了不同处理对凡纳滨对虾肝胰腺

和肠道消化酶活性的影响。肝胰腺中，不同处理

组淀粉酶活性无显著差异 (图 2-a)。S3组和 E组 LPS
活性显著高于对照组 (图 2-b) (P<0.05)。S4组蛋白

酶活性显著低于对照组 (图 2-c) (P<0.05)。肠道中，

S1、S2和 S4组淀粉酶活性显著高于对照组 (图 2-d)
(P<0.05)，S3组与对照组无显著差异。S1组 LPS
活性显著高于对照组 (图 2-e) (P<0.05)。蛋白酶活

性随着凹凸棒土含量升高呈先升高后降低的变化，

其中 S2组显著高于对照组 (图 2-f) (P<0.05)。
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图 1    不同处理对凡纳滨对虾存活率 (a)和增重率 (b)的影响

0. 对照组，1. S1组，2. S2组，3. S3组，4. S4组，5. E组 (添加恩诺沙星组)。不同字母表示两组值之间具有显著差异 (P<0.05)，下同。

Fig. 1    Effects of different treatments on the survival rate (a) and weight gain rate (b) of L. vannamei
0. control, 1. S1, 2. S2, 3. S3, 4. S4, 5. E (enrofloxacin group). Different letters represent significant differences between the two sets of values (P<0.05),
the same below.
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 2.4    凹凸棒土对凡纳滨对虾血清非特异性免疫

的影响

血清 ACP和 AKP活性都是在 S2组达到最高，

其中，S2组 AKP活性显著高于对照组和 S1组

(图 3-a, b) (P<0.05)。LZM活性随着凹凸棒土含量

的升高有降低的趋势，其中，S1和 S2组与对照

组差异不显著(图 3-c) (P>0.05)。

 2.5    凹凸棒土对凡纳滨对虾肝胰腺抗氧化能力

的影响

肝胰腺中，S4组 MDA含量显著高于对照组

和 E组 (P<0.05)，其余组与对照组之间无显著差

异 (图 4-a) (P>0.05)。对照组 GSH-Px活性显著高

于其他组 (图 4-b)  (P<0.05)。 S3组与 E组 SOD
活性显著高于其他组 (图 4-c) (P<0.05)。各实验组

的 CAT活性无显著差异。

 2.6    凹凸棒土对凡纳滨对虾肠道菌群的影响

本实验选择生长表现较好的 S2组分别与对

照组和 E组进行肠道菌群对比分析。S2组肠道

Chao1、Simpson和 Shannon菌群多样性指标显著

低于对照组，但表征覆盖度指数 Goods-Cover-

表 2    实验各组凡纳滨对虾肌肉成分组成分析 (干重)
Tab. 2       Inter-group analysis of muscle composition of L. vannamei (dry weight) %

肌肉成分
muscle composition

实验处理组　experimental treatment group

对照
control S1 S2 S3 S4 E

水分　moisture 78.10±0.27 78.05±0.09 78.16±0.46 78.08±0.09 78.63±0.35 78.47±0.35

粗蛋白　crude protein 84.18±0.16 83.93±0.49 85.09±0.40 85.11±0.46 85.17±0.42 85.54±0.29

粗脂肪　crude lipid 9.88±0.40 11.41±0.91 9.32±0.64 9.59±0.74 10.58±0.84 9.38±0.67

灰分　ash 8.96±0.23 9.27±0.34 8.93±0.36 9.41±0.15 8.99±0.46 9.06±0.26
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图 2    不同处理对凡纳滨对虾消化酶活性的影响

(a)~(c) 肝胰腺，(d)~(f)肠道。* 表示差异显著 (P<0.05)，** 表示差异极显著 (P<0.01)，下同。

Fig. 2    Effects of different treatments on the activity of digestive enzymes of L. vannamei
(a-(c) hepatopancreas, (d)-(f) intestine. * indicates a significant difference (P<0.05), ** indicates an extremely significant difference (P<0.01), the same
below.
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图 3    不同处理对凡纳滨对虾血清非特异性免疫的影响

Fig. 3    Effects of different treatments on serum nonspecific immunity of L. vannamei
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图 4    不同处理对凡纳滨对虾肝胰腺抗氧化能力的影响

Fig. 4    Effects of different treatments on the antioxidant capacity of the hepatopancreas of L. vannamei
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age却呈相反的变化，显著高于对照组 (图 5)。
主成分分析发现，S2组的菌群组成显著区别

于对照组，而 E组菌群组成介于对照组和 S2组之

间 (图 6-a)。菌群相对丰度方面，门水平下，S2组

拟杆菌门 (Bacteroidetes)相对丰度极显著高于对照

组 (图 6-b)  (P<0.01)；S2组厚壁菌门 (Firmicutes)
相对丰度极显著低于对照组 (图 6-b)  (P<0.01)；

疣微菌门 (Verrucomicrobia)的相对丰度极显著低

于 E组 (图 6-b)  (P<0.01)； 变 形 菌 门 (Proteobac-
teria)相对丰度极显著高于另外两组 (图 6-b) (P<
0.01)。属水平下，S2组罗斯氏菌属 (Roseburia)
相对丰度极显著高于另外两组 (图 6-c) (P<0.01)；
乳杆菌属 (Lactobacillus)相对丰度极显著高于对照

组 (图6-c) (P<0.01)，显著高于E组 (图6-c) (P<0.05)；
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图 5    不同处理对凡纳滨对虾肠道微生物多样性的影响

0. 对照组，1. S2组，2. E组。

Fig. 5    Effects of different treatments on intestinal microbial diversity of L. vannamei
0. control group, 1. S2 group, 2. E group.
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假交替单胞菌属 (Pseudoalteromonas)和十八杆菌

属 (Octadecabacter)相对丰度显著低于另外两组

(图 6-c)  (P<0.05)； S2组 的 黄 杆 菌 属 (Flavobac-
terium)和肠球菌属 (Enterococcus)的相对丰度极显

著低于对照组(图 6-c) (P<0.01)；弧菌属 (Vibrio)的
相对丰度显著低于对照组，但显著高于 E组 (图 6-
c) (P<0.05)。

根据不同组的肠道菌群组成进行代谢通路差

异分析，共有 5条 KEGG途径发生了显着变化。与

对照组相比，S2组牛磺酸和亚牛磺酸代谢、谷胱

甘肽代谢、半乳糖代谢和脂肪酸代谢通路显著上

调 (图 7) (P<0.05)。与 E组相比，S2组酪氨酸酶

与新霉素的生物合成通路极显著上调 (图 7) (P<0.01)。

为了评估不同处理对肠道菌群间相互作用的

影响，建立了对照组、S2组和 E组在属水平上相

对丰度排名前 100的菌种，并制作网络图。其中

S2组种间关系互作网络图由 94个节点和 275条

边组成，节点数与其他两组接近，边数在对照组

和 E组之间 (表 3)。共线图显示，S2组与 E组比

对照组网络线更为密集，且正向线更多 (图 8)，代

表有着更高程度的肠道微生物种间合作能力。

 3    讨论

凹凸棒土可以改善畜禽动物的肠道健康，提

高其生长性能，已经被应用于畜禽养殖行业。有
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图 6    不同处理对凡纳滨对虾肠道微生物相对丰度的影响

(a)肠道菌群主成分分析；(b)肠道微生物门水平差异，1. 拟杆菌门，2. 厚壁菌门，3. 疣微菌门，4. 变形菌门； (c)肠道微生物属水平差异，

1. 十八杆菌属，2. 假交替单胞菌属，3. 乳杆菌属，4. 食酸菌属，5. 弧菌属，6. 微杆菌属，7. 罗斯氏菌属，8. 副球菌属，9. 肠球菌属，

10. 拟杆菌属，11. 黄杆菌属。

Fig. 6    Effects of different treatments on the relative abundance of intestinal microbial of L. vannamei
(a) main component analysis of intestinal flora; (b) differences at the phylum level of intestinal microorganisms, 1. Bacteroidetes , 2. Firmicutes, 3. Ver-
rucomicrobia, 4. Proteobacteria; (c) differences at the genus level of intestinal microorganisms, 1. Octadecabacter , 2. Pseudoalteromonas, 3. Lactobacil-
lus, 4. Acidovorax, 5. Vibrio, 6. Microbacterium, 7. Roseburia, 8. Paracoccus, 9. Enterococcus, 10. Bacteroides, 11. Flavobacterium.
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研究表明，在肉鸡饲料中添加不同水平的改性凹

凸棒土能够有效改善肉鸡的生长性能[10]。给断奶

猪仔投喂添加 0.2%凹凸棒土的日粮，可以帮助机

体提高对营养物质的利用率、降低腹泻指数，从

而改善其生长性能[14]。在甲壳类养殖动物的研究

中，添加凹凸棒土对其生长情况无显著影响，在

饲料中添加凹凸棒土对凡纳滨对虾摄食量、饲料

系数和吸收效率的影响不显著[15]。添加凹凸棒土

并未显著提高克氏原螯虾 (Procambarus clarkii)的
生长情况与生长性能，少量或过量凹凸棒土甚至

会减缓其生长，导致增重率和特定生长率显著降

低[16]，这与本研究结果一致。其原因可能在于不

同动物肠道微生物组成区系存在差异，在多因素

协同作用下，凹凸棒土对不同动物的生长性能的

影响也不同。本实验生长结果显示，添加凹凸棒

土能够显著提高凡纳滨对虾的存活率，原因可能

是通过改善肠道菌群结构、提高幼虾的免疫水平

从而提高存活率 [17-18]，但适量添加凹凸棒土时，

幼虾增重率无显著变化，添加水平超过 0.2%时，

会显著抑制幼虾的增重率。

凡纳滨对虾摄食后，肠道中营养成分的吸收

主要取决于消化酶的水平，水产动物的消化能力

和生长发育都与消化酶活性有着紧密的联系[19-20]。

此外，肝胰腺也能够分泌多种消化酶，将食物消

化、吸收，并存储营养，与凡纳滨对虾的生长及

免疫密切相关[21]。有研究表明，添加凹凸棒土能

刺激蛋鸡分泌消化酶，提高消化酶活性，改善肠

道结构形态，促进肠道健康并达到提高机体生长

的目的[22]。为了探究凹凸棒土影响动物生长作用

的原因，本实验检测了凡纳滨对虾肝胰腺和肠道

消化酶的活性。结果显示，在肝胰腺中，添加

0.4%的凹凸棒土显著提高了脂肪酶活性，而淀粉

酶和胰蛋白酶活性无显著差异，高水平的凹凸棒

土 (0.8%)甚至会抑制胰蛋白酶活性。在肠道中，

凹凸棒土的添加能够提高淀粉酶活性，而脂肪酶

和胰蛋白酶活性分别在 0.1% 和 0.2%水平显著提

高。因此，综合分析肝胰腺和肠道消化酶结果，

凹凸棒土影响凡纳滨对虾消化能力主要作用的靶

组织为肠道。凹凸棒土对不同动物消化能力有不

同程度的影响，在本实验中凹凸棒土的促消化作

用并未促进生长，可能是由于投饲策略、使用量

等因素导致。

非特异性免疫是甲壳动物免疫系统应对病菌

的主要抵抗方式 [23]。凡纳滨对虾作为甲壳动物，

免疫系统较为简单，不具有获得性免疫系统，主

要依赖于非特异性免疫来增强对疾病的抗性 [24]。

ACP、AKP和 LZM等的活性通常被用来评价对

虾抗病能力 [25-26]。当血清中的 LZM活性提高时，

机体的免疫能力也会相应提升。本研究评价了凡

表 3    不同处理凡纳滨对虾肠道微生物共生网络的拓扑特性

Tab. 3    Topological characteristics of intestinal microbial
symbiotic networks for different treatment groups of

L. vannamei

拓扑结构　　　
topology　　　

实验处理组
experimental treatment group

对照
control S2 E

节点/个　node 95 94 94

边/条　edge 250 273 305

门/个　phylum 11 12 13
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图 7    不同处理对凡纳滨对虾肠道微生物预测功能的丰度比

图例 1表示对照与 S2组相比功能变化的信号通路；图例 2表示 S2与 E组相比功能变化的信号通路。右侧对应的星号表示预测功能丰度比

的 P 值，P<0.05表示差异显著，P<0.01表示差异极显著。FC指通路表达差异倍数。

Fig. 7    Abundance ratio of different treatments for the prediction function of intestinal microbials in L. vannamei
1 represent the signal pathway of the control group compared with the S2 group for functional changes; 2 represent the signal pathway of S2 group com-
pared to E group. The corresponding asterisk on the right indicates the P value of the predicted functional abundance ratio, P<0.05 indicates a significant
difference, and P<0.01 indicates that the difference is significant. FC indicates fold change of pathway expression.
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纳滨对虾的血清非特异性免疫，结果显示，0.2%
凹凸棒土添加组的血清 ACP和 AKP活性显著提

高。AKP 与 ACP 直接参与磷酸的转移和代谢，协

同溶菌酶起到防御外源病原体侵噬的作用[27]。此

外，AKP 在对虾的钙质吸收、骨骼形成和甲壳素

的形成及分泌过程中还具有重要作用，通过提高

AKP 活性可以提高钙的沉积和吸收速率 [28-29]。

ACP 是溶酶体的标志酶，其活性可以代表溶酶体

吞噬和包裹反应的强度[30]。LZM作为一种非特异

性免疫酶，本实验结果显示，添加高于 0.2%的凹

凸棒土会降低对虾血清 LZM活性。以上结果显示，

在饲料中添加 0.2%的凹凸棒土能够有效提高凡纳

滨对虾的非特异性免疫能力。

肝胰腺作为甲壳动物脂肪沉积的主要组织，

容易被机体产生的氧自由基攻击而发生氧化损伤，

SOD作为机体超氧阴离子的消除剂，能够将超氧

阴离子自由基歧化，生成氧与过氧化氢，在机体

氧化损伤和抗氧化平衡中起关键的调控作用 [31]。

饲料中添加 0.4%凹凸棒土能够显著激活 SOD活

性，有效保护凡纳滨对虾肝胰腺细胞免受氧自由

基损伤。然而，0.8%凹凸棒土处理组出现幼虾肝

胰腺 SOD活性显著上升，作为氧化应激终产物

的 MDA含量也显著增加，生长表现情况较差，

表明过量添加凹凸棒土反而会引起肝胰腺过氧化

损伤，伴随着 SOD活性代偿性升高的现象[32]。因

此，饲料中添加过量的凹凸棒土不利于对虾肝胰

腺抵御氧化应激。

肠道菌群影响宿主的营养吸收、免疫反应和

肠黏膜形态，通过直接接触代谢物而与肠黏膜相

连，形成复杂的微生物系统 [33-34]。水生动物与陆

生动物不同，其体表长期且直接暴露于含有大量

微生物的水体，故水生动物也更易因肠道菌群失

衡而患病 [35-36]。本研究结果显示，0.2%凹凸棒土

添加组对虾肠道微生物丰富度 Chao1指数有所下

降，但覆盖度显著提高，推测可能与凹凸棒土具

有某些微生物的特异性吸附有关。基于各组 OUT
丰度水平的主成分分析结果显示，S2组与对照组

位置完全分开，而 E组介于对照组和 S2组之间，

表明 S2组的对虾肠道菌群结构与对照组之间差异

显著，而与 E组较为接近。

本实验的对照、S2和 E组的对虾肠道菌群中，

偏最小二乘法判别 (PLS-DA)分析显示，相对丰度

(c)

(a) (b)

变形杆菌门　Proteobacteria

放线细菌　Actinobacteria

拟杆菌门　Bacteroidetes

厚壁菌门　Firmicutes

疣微菌门　Verrucomicrobia

TM7

未分类细菌　unclassified bacteria

超级门细菌　Parcubacteria (OD1)

蓝细菌　Cvanobacteria

柔壁菌门　Tenericutes

WPS-2

变形杆菌门　Proteobacteria

放线细菌　Actinobacteria

拟杆菌门　Bacteroidetes

厚壁菌门　Firmicutes

疣微菌门　errucomicrobia

脱铁杆菌门　Deferribacteres

未分类细菌　unclassified bacteria

超级门细菌　Parcubacteria (OD1)

蓝细菌　Cvanobacteria

柔壁菌门　Tenericutes

TM7

TM6

变形杆菌门　Proteobacteria

放线细菌　Actinobacteria

拟杆菌门　Bacteroidetes

厚壁菌门　Firmicutes

疣微菌门　Verrucomicrobia

TM7

SBR1093

未分类细菌　unclassified bacteria

超级门细菌　Parcubacteria (OD1)

梭杆菌门　Fusobacteria

蓝细菌　Cvanobacteria

浮霉菌门　Planctomycetes

WPS-2

 
图 8    不同处理凡纳滨对虾肠道微生物的种间关系网络图

(a)对照组，(b) S2组，(c) E组。每个节点代表一个细菌属，节点颜色表示细菌属于的门。两个单独节点之间，红线表示正交互作用，绿

线表示负交互作用。

Fig. 8    Interspecific network diagram of different treatments of intestinal microorganisms of L. vannamei
(a)  control,  (b)  S2  group,  (c)  E  group.  Each  node  represents  a  genus  of  bacteria.  The  node  color  indicates  the  phylum to  which  the  bacteria  belong.
Between two separate nodes, the red line represents a positive interaction, and the green line represents a negative interaction.
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差异最显著的前 4 种分别为拟杆菌门、变形菌门、

疣微菌门和厚壁菌门。其中厚壁菌门、拟杆菌门

和疣微菌门能降解难消化的多糖并发酵膳食纤维，

产生短链脂肪酸，从而提高肠道屏障完整性[37-38]。

与对照组相比，S2组拟杆菌门相对丰度显著提高，

而变形菌门丰度显著降低，但与 E组无显著差异。

关于对虾肠道菌群研究表明，变形菌和拟杆菌均

为对虾肠道内的主要菌群，在体内发挥着重要作

用 [39-40]。其中拟杆菌门可将复杂的碳水化合物降

解成短链脂肪酸，为动物提供能量[41]。变形菌门

中包含的细菌种类繁多，包括霍乱弧菌 (V. chol-
erae)、大肠杆菌 (Escherichia coli)、幽门螺旋杆菌

(Helicobacter pylori)等较多常见的致病菌，变形菌

门丰度的降低有助于调节肠道微生态平衡[42]。S2
组对虾肠道疣微菌门的相对丰度显著低于 E组，

而厚壁菌门相对丰度显著高于另外两组，其原因

可能在于凹凸棒土对疣微菌门细菌具有特殊的吸

附性，厚壁菌门具有较高的相对丰度，更利于对

虾对肠道内多糖物质的有效利用[43]。另外，属水

平上的相关性分析表明，凹凸棒土处理对部分属

的丰度调节作用与恩诺沙星类似，如十八杆菌属、

食酸菌属、微杆菌属、肠球菌属和弧菌属。凹凸

棒土对水产常见病原菌如肠球菌属和弧菌属的抑

制作用比较明显，尽管与恩诺沙星的作用效果还

存在一定差异，尤其是弧菌属，但凹凸棒土可显

著提高对虾肠道中罗斯氏菌属和乳杆菌属的相对

丰度。罗斯氏菌能够利用多糖产生丁酸。乳杆菌

是水产饲料中常用的益生菌，对提高水生动物肠

道的消化能力和抑制病原菌的繁殖具有重要作用[44]。

综上所述，饲料添加凹凸棒土有利于凡纳滨对虾

塑造更健康的肠道菌群，提高凡纳滨对虾对营养

物质的消化吸收以及增强对病原菌的抵抗能力。

在本研究中，S2组的牛磺酸和亚牛磺酸代谢、

谷胱甘肽代谢、半乳糖代谢和脂肪酸代谢通路显

著上调，这表明凹凸棒土可通过调节对虾肠道菌

群模式，促进对相关营养物质的代谢与利用。其

中，牛磺酸常被当作水生动物生长所必需的促生

长因子，具有营养、生理、生化和药理作用，可

影响水生动物的代谢、生长和基因表达等[45]，而

谷胱甘肽作为非酶抗氧化物质，可抵御机体受到

氧化应激的风险，通过调节与生长代谢相关的酶

以及抗氧化酶的活性，降低 MDA含量来保护细

胞膜通透性，清除自由基，维持细胞膜正常的生

理功能和完整性 [46]。与恩诺沙星抗生素组相比，

添加凹凸棒土上调了对虾肠道酪氨酸酶与新霉素

的生物合成通路，表明添加凹凸棒土可提升对虾

利用肠道微生物合成抗生素的能力。在对虾肠道

微生物的种间关系方面，正相互作用代表微生物

的种间合作关系，而负相互作用则代表竞争或捕

食关系[47]，S2组的肠道菌群多样性有一定程度的

降低，但肠道微生物种间合作能力不低于对照组，

甚至有所提升，表明了饲料中添加凹凸棒土可用

于凡纳滨对虾无抗化健康养殖。

 4    结论

在凡纳滨对虾饲料中适量添加凹凸棒土，机

体通过非特异性免疫提高了幼虾的存活率。消化

酶活性具有一定程度的提高，但增重率无显著变

化，并未起到促生长作用。肠道菌群研究结果显

示，凹凸棒土在调节对虾肠道部分菌群丰度方面

发挥着类似恩诺沙星的作用，调节对虾肠道微生

态平衡，并通过调节肠道菌群模式，提高幼虾对

营养物质的吸收利用能力和免疫保护能力。基于

上述研究结果，建议凡纳滨对虾幼虾饲料中凹凸

棒土适宜添加量为 0.1%~0.2%。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of new antibacterial substance palygorskite on the growth,
antioxidant capacity and intestinal microbiota of Litopenaeus vannamei

HAN Fenglu 1,     CHEN Enpeng 1,     JIANG Xiancheng 1,     DONG Xiao 2,     LI Zhao 1,    
QIAN Junzhe 1,     XU Chang 1,     LI Erchao 3*

(1. Key Laboratory of Tropical Hydrobiology and Biotechnology of Hainan Province,
Hainan Aquaculture Breeding Engineering Research Center,

College of Marine Sciences, Hainan University, Haikou　570228, China;
2. Jiangsu Sinitic Biological Technology Co., Ltd., Huaian　211700, China;

3. Laboratory of Aquaculture Nutrition and Environment Health, School of Life Sciences,
East China Normal University, Shanghai　200241, China)

Abstract: The aim of this study is to study the effects of palygorskite, a new antibacterial substance, on the growth
performance,  digestibility,  antioxidant  capacity  and  intestinal  microbiota  of Litopenaeus vannamei.  The  juvenile
shrimp with an initial weight of (0.17±0.01) g were selected and fed with diets with 0% (control), 0.1% (S1), 0.2%
(S2), 0.4% (S3), and 0.8% (S4) palygorskite, respectively, as well as the antibiotic control group diet (E) contain-
ing  0.2% enrofloxacin  and  were  cultured  for  8  weeks.  The  weight  gain  of  shrimp  in  the  palygorskite  treatment
groups  did  not  increase  significantly,  but  the  survival  rate  of  shrimp  in  the  S1  and  S2  groups  was  significantly
higher than that in the control group, and there was no significant difference from the E group. Compared with the
control  group,  the  palygorskite  supplementation  groups  showed  increases  in  the  activities  of  intestinal  amylase,
lipase and trypsin,  as  well  as  the  lipase  activity  in  the  hepatopancreas  of  juvenile  shrimp.  The serum acid  phos-
phatase and alkaline phosphatase activities in the S2 group were significantly higher than those in the control and E
groups. The hepatopancreas superoxide dismutase activity of the S3 or S4 groups was significantly higher than that
of  the  other  groups.  The  α  diversity  analysis  of  intestinal  microbiota  showed  that  the  Chao1  index  of  intestinal
microbial richness decreased in the S2 group, but the coverage increased significantly. Compared with the control
group, the abundance regulation of some genera in the S2 group was similar to that of enrofloxacin compared with
the E group. According to the difference analysis of metabolic pathways and the mapping of interspecific relation-
ships,  palygorskite  can  upregulate  4  pathways  of  taurine,  glutathione,  galactose  and  fatty  acid  metabolism  and
increase the cooperation ability among intestinal microbes. Adding 0.1%-0.2% palygorskite to the diet can signific-
antly  improve  the  survival  rate,  digestibility  and hepatopancreas  antioxidant  capacity  of L. vannamei  and  play  a
role similar to that of enrofloxacin in regulating the abundance of intestinal microbiota in shrimp.
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