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摘要: 以基础饲料为对照组, 在基础饲料中分别添加坚强芽孢杆菌活菌 (Bacillus firmus)、坚强芽孢杆菌活菌(1.0× 

108 CFU/g)+美人鱼发光杆菌(Photobacterium damsela)灭活菌(1%)、坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108 CFU/g)+溶藻弧菌

(Vibrio alginolyticus)灭活菌(1%)配制 3 种免疫饲料。每组 3 个重复, 对个体质量为(3.2±0.26) g 的凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)进行了为期 30 d的养殖实验。每 5 d取样, 以血清中的酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(AKP)、

一氧化氮合酶(NOS)、超氧化物歧化酶(SOD)和溶菌酶(UL)活性为免疫指标, 探讨了肠道益生菌及其灭活菌体作为

免疫制剂对凡纳滨对虾非特异性免疫水平的影响; 在投喂免疫饲料后的第 16 天, 按 0.9 g/10 尾剂量, 直接投喂感

染白斑综合征病毒(WSSV)对虾病料, 计算各实验组每天的累计死亡率, 分析肠道益生菌及其灭活菌体作为免疫制

剂对凡纳滨对虾病毒感染能力的影响。结果显示: 添加益生菌的实验组对虾血清中 SOD、ACP、AKP 和 NOS 活

性明显高于对照组(P<0.05), 特别是显著提高了对虾抗 WSSV感染的能力。其中坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108 CFU/g)

和美人鱼发光杆菌灭活菌(1%)实验组的抗病毒感染能力最强, 感染 WSSV 14 d 后累计死亡率为 10.71%; 而对照组

为 64.28%。结论认为, 饲料中添加肠道益生菌及其灭活菌体能提高凡纳滨对虾非特异性免疫水平和抵抗疾病的能

力, 有望作为新型对虾免疫增强剂应用于对虾养殖业。 
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)因其具有

对环境适应性强, 生长速度快, 抗病能力强等优

势成为我国养殖范围最广、产量最高的对虾种类。

但频频发生的传染性疾病对产业发展构成了严重

威胁, 其主要原因在于病原的广泛存在、养殖水

环境的恶化 ,  以及对虾免疫力和抗病力的不足

等。抗生素等化学药品的使用在一定程度上对部

分疾病起到作用[1], 但会造成病原体产生抗药性[2], 

残留药品污染水环境并杀害水中有益微生物, 产

生二次污染和内源性感染[3]。益生菌的使用不仅

可以减少病害发生[4], 还可以提高饲料利用率促

进对虾生长 [56], 提高机体免疫力并减少养殖活

动给环境带来的污染等[78]。益生菌的应用已成为

目前水产养殖动物病害防控研究的热点[9], 在鱼

类中相关报道较多, Kozasa[10]首次将益生菌应用

于鱼类养殖, 用从土壤中分离的芽孢杆菌经培养

后处理日本鳗鲡, 降低了由爱德华氏菌引起的死

亡。Olsson等[11]已经证实了在扁鱼、大菱鲆、比

目鱼的成鱼体内, 寄生的细菌可以抑制致病菌鳗

弧菌的生长。Irene Salinas等[12]用乳酸菌, 德氏乳

杆菌, 枯草芽孢杆菌及三者复合的益生菌制剂分

别饲喂相同条件下的黑 属乌颊鱼, 以观察各种

益生菌制剂所起到的免疫增强效果, 结果发现益生

菌复合制剂的免疫增强作用最显著。Sharifuzzaman 
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将分离自虹鳟肠道的外源益生菌 KocuiiaSM1 以约

108 cells/g 的饲料添加量投喂虹鳟, 并进行鳗弧

菌感染, 结果表明, 投喂益生菌的虹鳟死亡率为

10%28%, 显著低于对照组(73%92%), 停喂益

生菌 3周后实验组的免疫活性显著高于对照组[13]。

Wang Yan-Bo[14]研究了将益生菌 Enterococcus fae-

cium ZJ4每 4天向罗非鱼养殖池投喂 1×107 CFU/ 

ml, 40 d 后结果表明实验组罗非鱼的终体质量和

日体重增加量(DWG)均显著高于对照组, 但血清

总蛋白和白蛋白总量与对照组无显著差异。目前

益生菌在对虾养殖生产中大多应用于水质调控和

对养殖环境微生物群落的调节[15], 而在饲料中添

加来自对虾肠道的土著菌作为益生菌应用的研究

报道较少[5, 1617]。Garriques等[18]将溶藻胶弧菌用

于虾苗培养, 幼苗的生长率得到提高, 疾病的发

生率和严重性均有所减少或降低, 结果为幼苗虾

的培养过程中减少使用抗生素提供了明确的实验

依据。 Rengpipat 等 [5,7]从斑节对虾 (Penaeus 

monodon)体内分离到杆菌 Sll, 培养后以活菌、活

菌悬液(生理盐水)和冻干菌粉 3 种不同的形式加

入到饲料中。致病菌哈维弧菌(Vibrio harveyi)感染

虾体后, 用菌 Sll 的处理组的存活率是 100%, 对

照组是 26%, 但 3 种不同的处理其生长率和存活

率没有明显的差异。Evelyne Bache`re[19]研究发现, 

在凡纳滨对虾幼体养殖中, 枯草芽孢杆菌可以控

制致死率高达 100%的哈维弧菌。益生菌不论在鱼

类还是在虾类养殖中的应用均存在候选益生菌株

的缺乏和益生菌作用机理的不确定等问题。本研

究在实验室前期研究[2021]的基础上, 将从健康对

虾肠道分离鉴定出的 3 株益生菌通过一定的组合

添加在基础饲料中, 探究其对凡纳滨对虾非特异

性免疫力和抗病毒能力的影响, 为来自对虾自身

的土著菌的益生作用提供实验依据, 同时在体液

免疫水平上揭示其作用机理, 以期为该益生菌在

对虾养殖中的应用提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  对虾  实验动物凡纳滨对虾 (Litopenaeus 

vannamei)购自青岛宝荣水产科技有限公司对虾

养殖场, 体质量(3.2±0.26) g, 经对虾流行病病原

检测试剂盒检测, 确认为 WSSV 阴性。对虾运回

实验室暂养 7 d后挑取个体均匀, 活力较强的 720

尾对虾分配到水族箱中, 共 4 组, 每组 3 个重复, 

每个重复 60尾。实验期间, 每日早上投喂前换水

1 次, 日换水量为 1/3; 每日投喂 3 次, 投喂前吸

出残饵和粪便, 日投喂量为凡纳滨对虾体质量的

10%～15%(根据对虾摄食情况调节投喂量), 水温

23～28℃, 盐度(30±1),  pH 8.0±0.2,  连续充气。

3个免疫实验组采用间隔投喂(4 d免疫饲料, 3 d

基础饲料, 7 d 1个循环), 直至实验结束。 

1.1.2  益生菌及其灭活菌 坚强芽孢杆菌(Bacillus 

firmus)、美人鱼发光杆菌 (Photobacterium dam-

sela)、溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)由本实验室

2006 年分离自健康对虾消化道, 纯化后80℃保

存, 进行菌种活化和小规模发酵培养, 离心收集

菌体, 坚强芽孢杆菌活菌量达到 1.0×1011 CFU/mL, 

美人鱼发光杆菌和溶藻弧菌离心后进行细胞破碎

后收集灭活菌体, 灭活菌添加量为其湿重占饲料

重量的 1%。 

1.1.3  实验饲料及分组  以投喂基础饲料[21](含花

生粉 250 g/kg, 豆粉 250 g/kg, 鱼粉 300 g/kg, 虾粉

100 g/kg, 面粉 30 g/kg, 复合维生素 10 g/kg, 维生

素 C 2 g/kg, NaH2PO4·2H2O 2 g/kg, Na2HPO4·12H2O 

3 g/kg, 褐藻酸钠 10 g/kg, 植物油 20 g/kg)为对照

组, 实验组共 3 组, 单一组在基础饲料中只添加

坚强芽孢杆菌(B. firmus)活菌(1.0×108 CFU/g), 复

合组 1 在基础饲料中添加坚强芽孢杆菌活菌

(1.0×108 CFU/g)和美人鱼发光杆菌(P. damsela)灭

活菌(1%)、复合组 2 在基础饲料中添加坚强芽孢

杆菌活菌(1.0×108 CFU/g)和溶藻弧菌(V. alginoly-

ticus)灭活菌(1%)。在基础饲料中添加上述益生菌

制剂后分别配制成 3 种免疫饲料。各种原料分别

粉碎过 80 目筛, 准确称重后逐级充分混匀, 以褐

藻酸钠为黏合剂, 加适量水后用小型绞肉机挤压

制成饲料, 在 37℃条件下烘干, 分袋包装后于 4℃

冰箱中保存备用。 

1.1.4  病料 感染用 WSSV 病料采自山东省潍坊

市昌邑发病虾池, 经对虾流行病病原检测试剂盒
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检测确认为 WSSV 阳性, 去除对虾头胸甲后将其

充分剪碎并混匀成泥状, 80℃保存。 

1.2  样品采集与处理 

实验开始后每 5 d从各实验组随机取 10～15

尾对虾 , 用一次性无菌注射器(1mL)从对虾围心

腔内抽取血淋巴, 注入无菌的 1.5 mL离心管, 4℃

冰箱过夜, 次日用无菌针头划破血凝块, 析出血

清用于免疫指标的测定[18]。 

1.3  对虾非特异性免疫相关酶活性的测定 

超氧化物歧化酶(SOD) 、碱性磷酸酶(AKP)、

酸性磷酸酶(ACP)、一氧化氮合酶(NOS) 和溶菌

酶(UL)活力的测定均使用南京建成生物工程研究

所生产的试剂盒产品, 并参照试剂盒说明书进行

操作。 

1.4  WSSV感染实验 

通过感染预实验确定本批对虾病料有效感染

量为 0.9 g/10尾。在投喂免疫饲料后的第 16天, 从

各实验组中挑选出大小基本一致的 30 尾对虾进

行感染实验, 每组 3 个重复。感染前 1d停食, 次

日上午进行感染实验 , 投喂80℃保存的对虾病

料。感染实验期间, 养殖管理同前, 及时捡出死亡

对虾, 记录死亡时间和死亡数量, 14 d 后感染实

验结束。 

1.5  统计分析 

本实验采用 SPSS16.0 软件对实验数据进行

单因素方差(one-way ANOVE)分析, 当差异显著

(P<0.05)时用 Duncan氏法作多重比较。 

2  结果与分析 

2.1  益生菌对凡纳滨对虾血清中超氧化物歧化酶

(SOD)的影响 

由图 1 可知, 在免疫阶段的 15 d 内复合组 1

和 2的 SOD活性呈升高趋势且均显著高于对照组

(P<0.05), 15 d时达最大值, 进入感染阶段后复合

组 1 和 2 的 SOD 活性先下降后升高且显著高于

对照组(P<0.05), 但感染结束时两实验组均与对

照组无显著差异 (P>0.05)。单一组在整个实验阶

段除免疫 15 d 时均显著高于对照组(P<0.05), 但

在免疫 15 d和感染 5 d时活性下降, 之后继续升

高且高于免疫阶段。两复合组 SOD活性变化较一

致且显著优于对照组(P<0.05), 单一组的 SOD 活

性也有显著提高但略低于两复合组, 不同实验阶

段各实验组之间的变化规律并不一致。各实验组

SOD 活性在感染后出现较大波动, 且在感染后 5 

d均有降低趋势, 之后大幅升高。结果表明, 饲料

中添加益生菌及其灭活菌体可显著提高凡纳滨对 

 

 
 

图 1  各实验组凡纳滨对虾血清超氧化物歧化酶活性 

不含相同字母的组间差异显著(P<0.05), 含相同字母的组差异不显著(P>0.05). 对照组: 未添加益生菌制剂; 复合组 1: 坚强芽

孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与美人鱼发光杆菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组; 单一组: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)免疫组; 

复合组 2: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与溶藻弧菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组. 

Fig.1 Serum superoxide dismutase (SOD) activity of Litopenaeus vannamei in test groups 
Values with different letters mean significant difference (P<0.05) between groups. Control: normal diet; Compound group one: im-

mune group with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated P. damsela; single group: immune group with addition 
of live B. firmus (1.0×108CFU/g); Compound group two: immune group with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% 

inactivated V. alginolyticus. 
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虾血清的 SOD活性, 且复合组的效果优于单一组。 

2.2  益生菌对凡纳滨对虾血清中碱性磷酸酶(AKP)

的影响 

由图 2可知, 复合组 1和 2的 AKP活性在整

个实验阶段除免疫 25 d 时均显著高于对照组

(P<0.05), 并分别在实验的 20 d和 15 d升至最大

值, 之后均降低但仍高于对照组。单一组的 AKP

活性在整个实验阶段均显著高于对照组(P<0.05), 

在免疫 10 d 时达最大值, 之后呈下降趋势, 免疫

结束时至最低。各实验组的 AKP 活性均表现出

先升高后降低的趋势 , 且在感染结束时达最小

值。整个实验中各实验组 AKP活性显著高于对照

组(P<0.05)。结果表明, 饲料中添加益生菌及其灭

活菌体可以显著提高凡纳滨对虾血清 AKP 活性, 

但复合组和单一组之间在不同的实验阶段呈现出

不同的变化规律。 

2.3  益生菌对凡纳滨对虾血清中酸性磷酸酶(ACP)

的影响 

由图 3 可知, 复合组 1 在整个实验阶段均显

著高于对照组(P<0.05), 在免疫 10 d 升至最大值 

 

 
 

图 2  各实验组凡纳滨对虾血清碱性磷酸酶(AKP)活性 

不含相同字母的组间差异显著(P<0.05), 含相同字母的组差异不显著(P>0.05). 对照组: 未添加益生菌制剂; 复合组 1: 坚强芽

孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与美人鱼发光杆菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组; 单一组: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)免疫组; 

复合组 2: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与溶藻弧菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组. 

Fig.2  Serum alkaline phosphatase (AKP) activity of Litopenaeus vannamei in test groups 
Values with different letters mean significant difference (P<0.05) between groups. Control: normal diet; compound group 1: immune group 
with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated P. damsela; single group: immune group with addition of live B. firmus 
(1.0×108CFU/g); compound group 2: immune group with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated V. alginolyticus. 

 

 
 

图 3  各实验组凡纳滨对虾血清酸性磷酸酶(ACP)活性 

不含相同字母的组间差异显著(P<0.05), 含相同字母的组差异不显著(P>0.05). 对照组: 未添加益生菌制剂; 复合组 1: 坚强芽

孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与美人鱼发光杆菌灭活菌(1%)免疫组; 单一组: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)免疫组; 复合

组 2: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与溶藻弧菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组. 

Fig.3  Serum acid phosphatase(ACP) activity of Litopenaeus vannamei in test groups 
Values with different letters mean significant difference (P<0.05) between groups. Control: normal diet; compound group 1: immune group 
with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated P. damsela; single group: immune group with addition of live B. firmus 
(1.0×108CFU/g); compound group 2: immune group with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated V. alginolyticus. 
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后持续下降至感染结束时达最小值。复合组 2 仅

在免疫 5 d和感染后 10 d时与对照组无显著差异

(P>0.05), 其他实验阶段均显著高于对照组 (P< 

0.05), 该实验组也在免疫 10 d升至最大值后又持

续下降至感染结束时达最小值。单一组仅在免疫

5 d时与对照组无显著差异(P>0.05), 其他实验阶

段均显著高于对照组(P<0.05), 该实验组在免疫

15 d升至最大值后又持续下降至感染结束时达最

小值。在感染实验开始后各实验组的 ACP活性均

呈下降趋势且在感染结束时达最低, 但仍显著高

于对照组(P<0.05)。结果表明, ACP活性受病毒感

染影响较大但饲料中添加益生菌及其灭活菌体后

可以显著提高其活性(P<0.05), 复合组 ACP 活性

达最大值的时间早于单一组。 

2.4  益生菌对凡纳滨对虾血清中总一氧化氮合酶

(TNOS)的影响 

由图 4 可知, 复合组 1 的 TNOS 活性在免疫

阶段和感染 10 d 均显著高于对照组(P<0.05), 感

染后 5 d和 15 d时与对照组无显著差异(P>0.05),

在实验 10 d时升至最大值后持续下降至感染 5 d

时达最小值, 之后有所升高但均低于最大值。复

合组 2在免疫 10 d和感染 5 d与对照组无显著差

异 (P>0.05), 其他实验阶段均显著高于对照组

(P<0.05), 在感染 5 d时降至最低后迅速升高至感

染 10 d达最大值。单一组在免疫 5 d和感染 5 d

与对照组无显著差异(P>0.05), 其他实验阶段均

显著高于对照组(P<0.05)。整个实验阶段呈先下降

后上升的趋势, 感染 5 d达最小值, 感染结束时达

最大值。结果表明, 在免疫阶段各实验组均有升

高趋势, 但感染 5 d时各实验组TNOS活性受病毒

感染明显下降至最小值, 且各实验组与对照组无

显著差异(P>0.05)。说明饲料中添加益生菌及其灭

活菌体可以提高凡纳滨对虾血清 TNOS 活性, 其

中复合组的最大值高于单一组。 

2.5  益生菌对凡纳滨对虾血清中诱导型一氧化氮

合酶(iNOS)的影响 

由图 5 可知, 在免疫阶段复合组 1 和 2 均呈

现先下降后上升的趋势但均高于对照组, 在免疫

5 d时达最大, 免疫 10 d时达最小, 而单一组呈现

出先升高后下降的趋势, 免疫 10 d时达最大值。

感染实验后各实验组 iNOS活性显著下降, 感染 5 

d 时达最小值, 之后有轻微的升高, 但感染期间

各实验组 iNOS 活性仍高于对照组。整个实验中, 

各实验组在不同的采样点也表现出与对照组的显

著差异(P<0.05)。结果表明, 饲料中添加益生菌及

其灭活菌体对凡纳滨对虾血清 iNOS 的影响并未

表现出一定的规律, 但整体上优于对照组。两复

合组的变化表现出较高的一致性且达最大值的时 

 

 
 

图 4  各实验组凡纳滨对虾血清总一氧化氮合酶(TNOS)活性 

不含相同字母的组间差异显著(P<0.05), 含相同字母的组差异不显著(P>0.05). 对照组: 未添加益生菌制剂; 复合组 1: 坚强芽

孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与美人鱼发光杆菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组; 单一组: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)免疫组; 

复合组 2: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与溶藻弧菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组. 

Fig. 4  Serum total nitric oxide synthase (TNOS) activity of Litopenaeus vannamei in test groups 
Values with different letters mean significant difference (P<0.05) between groups. Control: normal diet; compound group 1: immune 
group with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated P. damsela; single group: immune group with addition of 

live B. firmus (1.0×108CFU/g); compound group 2: immune group with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated 
V. alginolyticus. 
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间早于单一组。 

2.6  益生菌对凡纳滨对虾血清中溶菌酶(UL)的影响 

由图 6可知, 在免疫阶段, 各实验组的 UL活

性略高于对照组但无显著差异(P>0.05), 感染后 5 

d 各实验组 UL 活性均下降但除单一组外仍高于

对照组, 但在感染结束时各实验组 UL 活性显著

升高。结果表明, 饲料中添加益生菌及其灭活菌

体对凡纳滨对虾血清溶菌酶活性无显著影响。 

2.7  感染实验结果 

由图 7可知, 感染的前 4 d各实验组与对照组

累计死亡率无显著差异(P>0.05), 感染第 5 天以后

各组的累计死亡率均呈显著的增长趋势。感染后

第 6 天开始, 对照组的累计死亡率显著高于各实验

组(P<0.05), 9 d后各实验组的累计死亡率趋于稳

定。至感染结束对照组的累计死亡率(64.28±12.8)%

分别显著高于复合组 1 的累计死亡率 (10.71± 

7.1)%, 单一组的累计死亡率(39.28±12.9)%和复

合组 2的累计死亡率 (26.19±5.45)% (P<0.05)。结

果表明, 单一组和复合组均可提高其抗 WSSV 感

染的能力, 尤其是坚强芽孢杆菌活菌与美人鱼发 

 

 
 

图 5  各实验组凡纳滨对虾血清诱导型一氧化氮合酶(iNOS)活性 

不含相同字母的组间差异显著(P<0.05), 含相同字母的组差异不显著(P>0.05). 对照组: 未添加益生菌制剂; 复合组 1: 坚强芽

孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与美人鱼发光杆菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组; 单一组: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)免疫组; 

复合组 2: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与溶藻弧菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组. 

Fig.5 Serum inducible nitric oxide synthase (iNOS) activity of Litopenaeus vannamei in test groups 
Values with different letters mean significant difference (P<0.05) between groups. Control: normal diet; compound group 1: immune 
group with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated P. damsela; single group: immune group with addition of 

live B. firmus (1.0×108CFU/g); compound group 2: immune group with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated 
V. alginolyticus. 

 

 
 

图 6  各实验组凡纳滨对虾血清溶菌酶(UL)活性 

不含相同字母的组间差异显著(P<0.05), 含相同字母的组差异不显著(P>0.05). 对照组: 未添加益生菌制剂; 复合组 1: 坚强芽

孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与美人鱼发光杆菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组; 单一组: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)免疫组; 

复合组 2: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与溶藻弧菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组. 

Fig.6  Serum lysozyme (UL) activity of Litopenaeus vannamei in test groups 
Values with different letters mean significant difference (P<0.05) between groups. Control: normal diet; compound group 1: immune 
group with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated P. damsela; single group: immune group with addition of 

live B. firmus (1.0×108CFU/g); compound group 2: immune group with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated 
V. alginolyticus. 
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图 7 凡纳滨对虾感染 WSSV后的累积死亡率 

不含相同字母的组间差异显著(P<0.05), 含相同字母的组差异不显著(P>0.05). 对照组: 未添加益生菌制剂; 复合组 1: 坚强芽

孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与美人鱼发光杆菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组; 单一组: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)免疫组; 

复合组 2: 坚强芽孢杆菌活菌(1.0×108CFU/g)与溶藻弧菌灭活菌(浓度为 1%)免疫组. 

Fig.7  Cumulative mortality of L. vannamei after challenged with WSSV 
Values with different letters mean significant difference (P<0.05) between groups. Control: normal diet; compound group 1: immune 
group with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated P. damsela; single group: immune group with addition of 

live B. firmus (1.0×108CFU/g); compound group 2: immune group with addition of live B. firmus (1.0×108CFU/g) and 1% inactivated 
V. alginolyticus. 

 
光杆菌灭活菌配合使用效果更佳。 

3  讨论 

本实验所用坚强芽孢杆菌, 溶藻弧菌和美人

鱼发光杆菌均分离自健康对虾消化道, 并通过安

全性实验证实其对凡纳滨对虾无毒害作用[22]。其

中芽孢杆菌在水产养殖中的应用已较为广泛[2326], 

其包含的作用机制有芽孢杆菌进入对虾肠道后利

用表面抗原或代谢物不断刺激对虾的免疫防御系

统 , 同时通过与有害细菌争夺营养和附着位点 , 

保护机体免受病原菌的侵染, 来增强机体的非特

异性免疫力[23, 2728]。溶藻弧菌广泛存在于世界各

地海水及河口处, 以及海洋动物体表或消化道中, 

并且数量居海水类弧菌之首。溶藻弧菌作为益生

菌制剂已有多年的历史, 厄瓜多尔的许多对虾育

苗场从 1992 年开始使用溶藻弧菌作为益生菌制

剂, 缩短了孵化时间, 出苗量增加了 35%。Austin

等[29]用分离的溶藻胶弧菌注射或浸浴鲑鱼时, 可

抵抗致病性杀鲑气单胞菌、鳗弧菌和病毒鱼弧菌 

等的感染, 而且该菌在鲑鱼的消化道能存活 21天

以上。Garriques等[18]报道溶藻弧菌可增加凡纳滨

对虾仔虾成活率和体重, 降低对虾副溶血弧菌感

染。Gatesoupe等[30]报道溶藻弧菌可提高大菱鲆幼

体生长率, 降低幼体感染弧菌死亡率。当然溶藻

胶弧菌作为病原菌的报道更多, 较多的学者认为

溶藻弧菌是条件致病菌, 但也不排除菌株本身的

基因型存在差异。近来一些学者发现, 溶藻弧菌

中的某些蛋白经改造后作为疫苗对宿主有一定的

保护作用[3132]。美人鱼发光杆菌在水产动物中的

作用也颇受争议, 但其灭活菌株所含有的某些成

分对对虾的非特异性免疫有一定的促进作用[21]。

已有研究表明复合益生菌比单一益生菌更有利于

促进人体和养殖动物健康[12, 33]。本实验中将坚强

芽孢杆菌活菌, 和溶藻弧菌、美人鱼发光杆菌灭

活菌按一定的剂量进行配伍后添加入基础饲料。

本实验室前期研究表明坚强芽孢杆菌、溶藻弧菌

和美人鱼发光杆菌以活菌和灭活菌形式添加在饲

料中对凡纳滨对虾均有一定的益生菌作用, 但考
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虑到溶藻弧菌和美人鱼发光杆菌多数情况下是条

件致病菌, 若以活菌形式添加在饲料中投入养殖

水体后其影响不可控制, 因而本实验将以上两种

细菌灭活后与坚强芽孢杆菌配伍。 

对虾主要依靠非特异性免疫来提高对疾病的

抵抗力。超氧化物歧化酶、磷酸酶、溶菌酶及一

氧化氮合酶是反映对虾免疫能力的重要指标, 在

对虾防御反应中发挥重要作用。在本实验中, 益

生菌对凡纳滨对虾超氧化物歧化酶、磷酸酶、溶

菌酶和一氧化氮合酶活性都有不同程度的提高。

其中除溶菌酶外其他酶活性个别组较对照组均达

显著差异水平, 这与本课题之前的研究结果相一

致 [2122]。而过去有研究报道溶菌酶的变化在各 

实验组并没有明显变化且与对照组基本无显著差

异[3435]。复合益生菌组有比单一益生菌组更高的

免疫相关酶活力, 与 Salinas等[12]在乌颊鱼中发现

的芽孢杆菌和乳酸菌的复合菌比单一的芽孢杆菌

和乳酸菌有更好的免疫效果相似。可见益生菌可

以通过激发机体的体液免疫来增强机体免疫机

能。其作用机理可能是通过细菌本身或细胞壁成

分刺激非特异性免疫系统使其发挥作用, 从而可

以作为良好的免疫增强剂提高动物免疫力。 

对虾白斑综合征病毒(WSSV)具有极强的侵

染性和致病力, 已给世界各国对虾养殖业造成巨

大经济损失, 同时也给海洋生态平衡带来一定的

威胁。有研究表明, 一些海藻提取物和细菌胞外

产物具有抗病毒活性, 但其作用机理还不明确。

假单胞菌和棒状杆菌群抗传染性造血组织坏死病

毒(IHNV)活性[36]的研究, 莫拉克斯氏菌群的海洋

细菌对小儿脊髓灰质炎病毒具有特异性 [37]和从

斑节对虾养殖池分离出的两株弧菌 NICA 1030 

和  NICA 1031 对 IHNV 和樱花钩吻鲑病毒 

(OMV)抗病毒活性[38]的研究使我们更深入地了解

到细菌对病毒的抵抗作用及其机理。根据对

WSSV 结构蛋白和功能基因的解析, 运用现代基

因工程技术和分子生物学技术, 益生菌的抗病毒

机理也在进一步明确。目前研究热点集中在益生

菌激发宿主机体免疫 , 影响非特异性免疫酶活 , 

调节机体免疫相关基因表达水平, 从而间接提高

了机体抗病毒的能力。感染实验的结果表明, 坚

强芽孢杆菌活菌组和美人鱼发光杆菌灭活菌的实

验组, 其累计死亡率最低。究其原因在于灭活细

菌的细胞壁及其他细胞成分参与免疫调节起到免

疫增强剂作用[21], 与有益菌活菌的协同作用进一

步提高了机体免疫力。另外两个实验组的累计死

亡率均显著低于对照组, 说明单一组和复合组均

可以提高对虾抗 WSSV感染力。 

益生菌对凡纳滨对虾非特异免疫力和抗病力

的积极作用往往最终表现在对对虾生长的影响上, 

但本实验的生长结果分析表明各实验组并无显著

差异, 可能与养殖环境有关: 养殖温度没有达到

对虾生长的适宜温度, 养殖在室内水族箱内进行

与实际的室外养殖池有一定差异, 且养殖时间较

短, 免疫两周后又进行 WSSV 病毒感染进一步导

致对虾生长缓慢。 

本研究结果表明, 饲料中分别添加不同配伍

的 3 株肠道益生菌及其灭活菌体作为对虾免疫增

强剂, 可以增强对虾的免疫力和抗 WSSV 病毒感

染力, 且复合组的添加效果好于单一组。这为益

生菌在对虾养殖中的推广应用提供了科学依据 , 

但活菌与灭活菌共同作用的免疫机理仍有待进一

步研究。 
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Effects of probiotics from the shrimp intestine on the non-specific 
immunity and antiviral capacity of Litopenaeus vannamei  

LI Guiying1, 2, SONG Xiaoling2, SUN Yan1, 2, MAI Kangsen1, XIE Guosi3, HUANG Jie2 

1. The Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education; Ocean University of China, Qingdao 266003, China;  
2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China; 
3. Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 

Abstract: We evaluated the effects of probiotics on the non-specific immunity and antiviral capacity of Lito-
penaeus vannamei. We fed groups of shrimp (body weight 3.2 g±0.26 g) a diet supplemented with either 1.0×108 

CFU/g Bacillus firmus (live) plus 1% Photobacterium damsela (inactivated), 1.0×108 CFU/g Bacillus firmus (live), 
or 1.0×108 CFU/g Bacillus firmus (live) plus 1% Vibrio alginolyticus (inactivated). The control groups were fed a 
non-supplemented diet. Each diet was fed to triplicate groups of 60 shrimp that were reared in aquaria. We ran-
domly selected 10 shrimp per group every 5 d and measured a range of humoral immune parameters (superoxide 
dismutase SOD, acidic phosphatase ACP, alkaline phosphatase AKP, nitric oxide synthase NOS and lysozyme UL) 
in each individual. The shrimp were challenged with white spot syndrome virus (WSSV) after two weeks. We then 
calculated the cumulative mortality of each experimental group. Supplementation with bacteria significantly in-
creased serum SOD, ACP, AKP, and NOS compared with the controls. There was significantly lower cumulative 
mortality in shrimp that were fed the probiotics diet (10.7%, 39.3% and 26.2%, respectively) compared to the 
control (64.28%). Our results suggest that supplementing the diet with shrimp intestine probiotics improves im-
munity and the antiviral capacity of Litopenaeus vannamei. 
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