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尊敬的作者：您好！

请您下载本稿件， 进行认真修改，请务必在11月30日之前上传系统。稿件修改好后，必须要上传上系统后才能进入排版的阶段，否则会一直处于“新到稿件”阶段，感谢支持，辛苦了！请用蓝笔标出对审稿意见的修改,谢谢!
一共有2位专家进行了审稿（认真阅读、仔细修改后还需送审）
一、第一审稿人一审意见：

针对论文整体研究水平的意见:

文章针对凡纳滨对虾，开展了关于饲料不同糖源对生长、肠道消化酶及肠道微生物组成的综合影响，得到了淀粉和蔗糖可作为凡纳滨对虾饲料最适糖源的结论，对实际应用具有一定的参考意义。

存在的不足：

1）研究方法方面

1.本实验只涉及不同糖源的饲料处理，与蛋白和节约和替代无关，这个实验背景需要作出适当的调整，需提出明确的科学问题，阐明研究本实验的目的和意义。

2.前言指出，目前对水产动物肠道消化酶的研究内容十分有限，事实上，相关报道十分丰富，尤其是胃部、前肠和中肠消化酶的分析。

3.饲料配方表的表述方式需要修改，“其他”中包括了蛋白源等主成分，是不能作为表格的标注列在表格下方的，需要把除了维生素和矿物质预混料的其他主要成分列在饲料配方表中。

5.在饲料营养成分的分析中，粗蛋白、粗脂肪和粗灰分百分含量相差较大，以葡萄糖和淀粉为糖源的两种饲料灰分差竟然相差约6%，这种差异是不应该出现的，因为实验处理仅仅是糖源的差异，其他成分是相同的，请给出合理的解释。

根据老师所说的问题针对差异较大的数据进行了重新检测。
6.1.3采样部分，请使用“禁食/停止投喂”替换“空腹”，使用水产动物研究的专用术语。

7.关于消化酶的测定，因为实验处理为不同糖源，为何没有检测淀粉酶的活力？ 

老师，我是这样考虑的实验所用的糖源为葡萄糖，果糖，淀粉，蔗糖。但淀粉酶不能够水解蔗糖，在对虾的消化吸收中蔗糖可能有一种专门的水解酶来分解蔗糖，测定淀粉酶的活性并不能全部说明糖利用的速率，所以没有测。
8.关于肠道微生物的检测组别要解释清晰，1.3样品采集的第一句话和1.4内容冲突，需强调一下送检的组别。

存在的不足：2）研究结果方面:

1.增重率的英文表述是Weight gain rate (WGR,%)，特定生长率为Specific growth rate (SGR,%/d)。显著性差异“a,b,c”使用上角标标注。

2.“体成分”即可，不要写“体营养成分”。

3.“影响不大”这种表述缺乏科学性，请用“无显著差异/无显著影响”替换。

4.表5的标题需要修改，表格内容不仅为多样性，还有丰度和OUT数量。

存在不足：3)讨论部分:

1.在方法中，作者表述前期以体重的6-8%投喂饲料，后期根据情况进行调整。这涉及到实验是饱食投喂还是定量投喂，需要给出说明。在讨论中，提到蔗糖组饲料溶饲率的问题，这说明除了饲料糖源的处理，可能存在这其他的显著的干扰因素，若仍坚持用溶饲率来讨论，需要加入参考文献支撑。

2.在解释为何蔗糖饲料摄入组白虾体粗脂肪含量最低时，为什么用淀粉组脂肪酶活性来阐述，这个原因与蔗糖组的结果无关，请更换更加精准的解释内容。

二、第二审稿人一审意见：

针对论文整体研究水平的意见:

本论文研究了四种糖作为碳源对凡纳滨对虾生长、肠道消化酶及肠道菌群的影响，论文的研究目的明确，实验设计合理，方法技术规范，结果可信，但文章中还存在一些问题，建议修改后接收。

存在的不足：1）研究方法方面:

摘要中实验结果的描述过于冗长，以重要结果为主体；

关键词中的“肠道”可换成“生长”

前言最好在最后增加一段话表明实验目的；

材料方法中1.2请把pH，溶氧，氨氮的具体数值写上

材料方法中涉及到的仪器等需要添加型号和生产厂家

消化酶等检测方法最好简要描述一下实验方法

存在的不足：2）研究结果方面:

结果的表格中英文标题开头单词的字母大写，同时标题和标注都统一格式。

图1和图2去掉图中的横线

存在不足：3)讨论部分:

讨论中关于菌群的分析可对具体门水平和属水平的变化开展一定的分析
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四种糖作为碳源对凡纳滨对虾生长、肠道消化酶及肠道菌群的影响
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(河北农业大学海洋学院，河北省海洋生物资源与环境重点实验室，河北  秦皇岛  066000)

1.请确保中英文摘要一一对应,并且与正文的描述一一对应。注意文字流畅、语句通顺、没有错别字

2.摘要中的数据一定要和后面的数据、结果、讨论、英文摘要一一对应
摘要：为研究4种常见的糖源对凡纳滨对虾生长、肠道消化酶及肠道菌群的影响，选取初始体质量为（0.36±0.02）g的凡纳滨对虾为研究对象，从多种糖类中选择常见的4种糖（葡萄糖、果糖、淀粉、蔗糖）作为糖源配制饲料，实验共计4个处理，每个处理3个重复，每个重复40尾虾，养殖周期为56 d，每种糖源的添加量为20 %。结果显示：①凡纳滨对虾的特定生长率和蛋白质效率均存在显著性差异，淀粉组显著高于其他3组，但各组间的肝体比和含肉率无显著差异。全虾体成分，蔗糖组的粗脂肪显著低于其他3组，葡萄糖组的灰分显著高于其他3组，粗蛋白与水分各组间无显著差异。②各组间对虾肠道脂肪酶活性的淀粉组与蔗糖组显著高于葡萄糖组及果糖组，而胃蛋白酶活性的淀粉组显著高于其他3组。③各组间的凡纳滨对虾肠道OTU、Ace及chao指数无显著差异，shannon指数淀粉组及蔗糖组显著高于葡萄糖组，simpson指数的淀粉组显著低于蔗糖组，而蔗糖组又显著低于葡萄糖组。门水平上，变形菌门（Proteobacteria）、拟杆菌门（Bacteroidetes）与放线菌门（Actinobacteria）的相对丰度差异显著，但疣微菌门（Verrucomicrobia）相对丰度各组间无明显差异；在纲水平上，各处理组间的对虾肠道菌群的差异性较显著，淀粉组对虾肠道中黄杆菌、γ变形菌、放线菌及噬纤维菌是明显高于蔗糖组与葡萄糖组。研究表明，凡纳滨对虾对淀粉和蔗糖的吸收利用优于葡萄糖和果糖，同时，淀粉和蔗糖对凡纳滨对虾肠道菌群多样性存在一定的影响，淀粉和蔗糖为凡纳滨对虾饲料中的适宜糖源。

关键词：凡纳滨对虾;糖;肠道;消化酶;肠道菌群

中图分类号:                  文献标志码: A    
凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei）
原产于南太平洋沿岸的暖水水域，分布上属于节肢动物门(Arthropoda)、甲壳纲(Crustacea）、十足目(Decapoda)、游泳亚目(Natantia)、对虾科(Penaeidae)、对虾属(Peneus) Litopenaeus亚属[1]凡纳滨对虾生长速度较快，并且具有较强的抗病能力，营养丰富，养殖产量逐年提高，为我国重要的水产养殖动物之一。

在对虾的天然饵料中蛋白质为主要营养物质，但是对虾对蛋白质的利用实际上存在很大的浪费[2]
。糖类亦称碳水化合物，是生物体维持生命活动所需能量的主要来源，糖类作为对虾饲料中的一种重要成分，对对虾的生长具有很大的影响，大量的研究表明不同的糖源对凡纳滨对虾生长、代谢等具有不同的影响[3]；但关于水产动物消化酶的研究多为鱼类胃肠及肝脏，虾类的肝胰腺等，而关于不同糖源对凡纳滨对虾肠道消化酶影响的研究较少。同时，许多学者针对糖源种类对对虾营养物质的利用做了大量的实验[4-7]，表明不同糖源对对虾的生长代谢影响显著，那么我们常见的4种糖源（葡萄糖、果糖、淀粉、蔗糖）对凡纳滨对虾消化酶是否也存在显著影响。
肠道菌群及其代谢物在人体免疫、代谢、内分泌等方面也发挥着重要的作用，参与人体的营养吸收和代谢，肠道微生物能够消化未被小肠吸收的底物，产生许多不同的代谢物，进而对人类健康产生影响[9]。健康的肠胃功能对整体健康至关重要，而动物的健康取决于摄入的营养物质、消化液（酸和酶）的平衡以及消化系统中微生物的重要作用。近年来的研究表明水产动物肠道微生物在水产动物肠道健康和机体健康中发挥着重要的作用。在对凡纳滨对虾饲料的研究中，多为在饲料中添加益生菌，来研究对虾的生理生化指标及肠道菌群，而碳源能为微生物提供细胞的碳架及生命活动所需的能量，是微生物生长的一类营养物，而糖类作为一种常用碳源及饲料的重要成分，能否对凡纳滨对虾体内的微生物菌群对其生长、消化产生影响。

本试验希望通过研究4种常见的糖作为碳源对凡纳滨对虾生长、肠道消化酶和肠道菌群的影响，以及各个指标相互的关联性，能够为对虾的营养和生理结构提供有效的理论依据，并为对虾配合饲料的研究与生产提供积极的指导作用。
材料与方法

1.1饲料配制

实验的饲料以鱼粉、虾粉、豆粕和花生粕为蛋白源，鱼油、玉米油和卵磷脂为脂肪源。以葡萄糖、果糖、淀粉、蔗糖为糖源配制四种不同糖源的饲料，每组饲料糖源的添加量为20 %。原料进行粉碎后过80目筛，将原料按照配方比例混合后，使用F-26双螺杆压条机（广东：华南理工大学科技实业总厂）挤压出直径为1.2 mm的饲料。在烘箱中90
 ℃熟化0.5 h，风干后，置于-20 ℃冰箱中保存。
表1  实验饲料组成及营养水平(风干基础)

            Tab.1  
Composition and nutrient levels of experimental diets (air-dry basis)                

	项目Items
	组别Groups

	
	葡萄糖Glucose
	果糖Fructose
	淀粉Starch
	蔗糖Sucrose

	原料Ingredients

	糖源Suger
	20.0
	20.
	20.0
	20.0

	鱼粉Fish meal
	30.0
	30.0
	30.0
	30.0

	虾粉Shrimp meal
	10.0
	10.0
	10.0
	10.0

	豆粕Soybean meal
	18.0
	18.0
	18.0
	18.0

	花生粕Peanut meal
	5.0
	5.0
	5.0
	5.0

	酵母Yeast
	4.0
	4.0
	4.0
	4.0

	鱼油Fish oil
	2.0
	2.0
	2.0
	2.0

	玉米油Corn oil
	2.0
	2.0
	2.0
	2.0

	卵磷脂Lecithin
	1.0
	1.0
	1.0
	1.0

	其他Others1)
	5.0
	5.0
	5.0
	5.0

	预混料Premix2)
	3.0
	3.0
	3.0
	3.0

	合计
	100.0
	100.0
	100.0
	100.0

	营养水平Nutrient levels3)

	粗蛋白质 CP
	47.58
	47.60
	46.88
	46.30

	粗脂肪 CF
	9.41
	10.71
	9.23
	8.93

	粗灰分 Ash
	21.18
	21.60
	20.60
	19.39

	能量 Energy /(MJ/kg)
	18.40
	18.92
	17.57
	17.91


注：1）其他成分中包括胆碱 0.5，磷酸酯0.5，磷酸二氢钙1.0，羧甲基纤维素3.0。
2）预混料为每千克饲料提供：维生素A 30.20 mg，维生素D 132.30 mg，维生素E 132.11 mg，维生素K 11.0 mg，核黄素 48.5 mg，盐酸吡哆醇 22mg，肌醇880.00 mg，烟酸 220.39 mg，叶酸 22.00 mg，生物素 1.50 mg，MgSO4·H2O 241.45 mg，CuSO4·5H2O 2.00 mg，FeSO4·H2O 16.10 mg，ZnSO4·H2O 10.06 mg，MnSO4·H2O 9.00 mg，CoCl·6H2O 10.06 mg，KCl 36.10 mg，Na2 SeO 34.02 mg,沸石粉 701.21 mg。

3） 营养水平为测定。
Notes：1）other(%): choline 0.5, phosphate 0.5, Ca( H2PO4 ) 2 1.0, CMC 3.0.
2）the premix provided the following per kg of diets:VA 30.20 mg, VD 132.30 mg, VE 132.11 mg, VK 11.00 mg, riboflavin 48.50 mg,pyridoxine hydrochloride 22.00 mg, inositol 880.00 mg, nicotinic acid 220.39 mg, folic acid 22.00 mg, biotin 1.50 mg, MgSO4·H2O 241.45 mg, CuSO4·5H2O 2.00 mg, FeSO4·H2O 16.10 mg, ZnSO4·H2O 10.06 mg, MnSO4·H2O 9.00 mg, CoCl·6H2O 10.06 mg, KCl 36.10 mg, Na2 SeO 34.02 mg, zeolite powder 701.21 mg。 

3） Nutrient levels were measured values.

1.2对虾的饲养管理

实验用的凡纳滨对虾虾苗来自海南禄泰海洋生物科技有限公司，在水族箱中暂养两周后进行实验分组，分组时挑选规格均匀，体格健康，平均体质量约为（0.36±0.02）g的凡纳滨对虾480尾，随机分为4组（葡萄糖组、果糖组、淀粉组和蔗糖组），每组设3个重复，每个重复放养40尾，每组分别投喂对应的饲料。每日分别在8:00、14:00和20:00进行定点投喂，日投喂量为体质量的6%～8%[9-10]，后期根据对虾的吃食情况进行调整。每两周进行1次称重。实验期间水温为（28±1）℃，每天定时测量水温，24 h充氧，每天换入1/3的新鲜过滤海水，每两周测1次pH、溶解氧含量和氨氮含量，使实验水体中溶氧含量保持在(7.3±0.5) mg/L，氨氮含量保持在(0.6±0.1) mg/L，pH 保持在8.0～8.5，温度保持在28 ℃左右。 
1.3样品采集

在实验结束前最后一次喂食的1 h后选取具有具有代表性的3种糖源（葡萄糖组、淀粉组、蔗糖组）饲喂的对虾，每组取3尾虾，使用经过灭菌的解剖工具，取出对虾饱食后的肠道，-80 ℃密封保存，送检测序。实验结束后需禁食24 h开始采集样品。首先，对每个水族箱内的对虾进行称重并记录，用于计算生长指标。其次，从每个水族箱中随机取出3尾虾，用纱布吸干表面水分，放置105 ℃烘箱中烘至恒重，制备全虾样品，用以体成分的测定，水分采用烘干（105 ℃）失重法，粗蛋白采用凯氏定氮法（N×6.25），粗脂肪采用索氏抽提法，灰分采用马弗炉灰化法（550 ℃，9 h）。最后，每个水族箱随机取出8尾，取对虾肠道，去除肠道内容物，肠道经生理盐水清洗后用滤纸吸干水分，剪碎加入提取液匀浆，进行肠道消化酶——胃蛋白酶、脂肪酶的测定，胃蛋白酶是将处理好的样本进行酶促反应后水浴、离心后取上清液进行显色反应，OD660nm比色，并计算。脂肪酶是将处理好的样本加入预温好的底物缓冲液中混匀、计时，OD420nm比浊，30 s读取OD值A1，比色液再倒回至原始管中37 ℃水浴10 min后在10 min 30 s时读取OD值A2，求2次OD值之差（△A=A1-A2），并计算。其测定均采用南京建成生物工程有限公司的试剂盒测定。

增重率（WGR，%）=（终末体质量-初始体质量）/初始体质量×100%；

蛋白质效率（PER）=体重增加量（g）/蛋白质摄入量（g）；

特定生长率(SGR，%/d)=[(ln平均终末体质量– ln平均初始体质量) /饲养时间(d)] ×100； 

肝体比（HSI，%）=肝质量/终末体质量×100%；

含肉率（MR，%）=肌肉重/全虾重×100%。
1.4肠道菌群分析

选取具有代表性的3种糖源（葡萄糖组、淀粉组、蔗糖组）饲喂的对虾，解剖取出对虾肠道，将肠道样本放置在-80 ℃的超低温冰箱中保存，送至上海元莘生物有限公司测序。基于Illumina PE250测序平台，PE reads先根据overlap关系进行拼接和过滤，得到有效数据；对OTUs(Operational Taxonomic Units)聚类，进行物种丰度、α-多样性计算，找到不同处理组之间的差异。
1.5数据分析

实验数据采用SPSS17.0软件进行统计分析，实验结果用平均值±标准差(mean±SD)表示，数据统计应用Duncan氏多重比较分析实验结果差异显著性，P<0.05表示差异显著。

2结果

2.1四种糖源对凡纳滨对虾生长性能及体成分的影响

淀粉组特定生长率和蛋白质效率显著高于葡萄糖组、果糖组及蔗糖组(P<0.05)，但蔗糖组又高于果糖组(P<0.05)，葡萄糖组与果糖组两组之间无显著差异(P>0.05)，但是各个实验组之间凡纳滨对虾的肝体比和含肉率无显著差异(P>0.05)。
表2  不同糖源对对虾生长的影响

Tab 2
 Effects of different sugar sources on the growth of L. vannamei

	项目items
	组别groups

	
	葡萄糖glucose
	果糖fructose
	淀粉starch
	蔗糖sucrose

	增重率
 WGR/%

	570.01±44.44c
	599.24±31.88c
	1 042.08±90.48a

	777.36±33.88b

	蛋白质效率
 PER/%
	0.09±0.003bc
	0.08±0.01c
	0.12±0.008a
	0.10±0.00b

	特定生长率 SGR/%
	3.40±0.11c
	3.50±0.07c
	4.36±0.12a
	3.89±0.08b

	肝体比 HSI/%
	8.52±0.67
	8.17±0.71
	7.68±1.23
	8.45±0.95

	含肉率 MR%
	43.18±1.67
	45.37±11.26
	46.28±2.96
	51.96±1.33


注：同行不同字母表示处理间差异显著(P<0.05)，下同
Notes: different superscripts in each line indicate significant difference(P<0.05)，the same below

表3  不同糖源对对虾全虾体营养成分的影响

Tab 3 effects of different sugar sources on the body nutrients of L. vannamei 

	项目items
	组别groups

	
	葡萄糖glucose
	果糖fructose
	淀粉starch
	蔗糖sucrose

	粗蛋白质CP
	69.11±1.45
	69.48±1.06
	69.36±1.01
	70.63±0.56

	粗脂肪CF
	3.84±0.07a
	3.76±0.09a
	3.77±0.13a
	3.28±0.13b

	灰分ash
	17.26±0.09a
	16.88±0.19b
	16.84±0.26b
	16.59±0.07b

	水分moisture
	79.86±0.33
	80.43±0.67
	79.87±0.38
	80.63±0.71


2.2四种糖源对凡纳滨对虾肠道消化酶的影响
各实验组之间凡纳滨对虾肠道脂肪酶活性的淀粉组及蔗糖组显著高于葡萄糖组和果糖组(P<0.05)，而胃蛋白酶的活性的淀粉组显著高于其他3组(P<0.05)。
表4  不同糖源对对虾肠道消化酶活性的影响

Tab 4 effect of different sugar sources on digestive enzyme activity of L. vannamei intestine 

	项目items
	组别groups

	
	葡萄糖glucose
	果糖fructose
	淀粉starch
	蔗糖sucrose

	脂肪酶/(U/g prot) LPS
	5.86±0.75b
	5.57±0.28b
	8.19±0.00a
	8.65±0.23a


	胃蛋白酶/(U/mg prot) PPS
	0.21±0.12b
	0.24±0.12b
	0.56±0.02a
	0.31±0.02b


2.3不同糖源对凡纳滨对虾肠道菌群的影响

不同糖源对凡纳滨对虾肠道OTU及菌群丰度（Ace指数、chao指数）无显著影响，Ace指数和chao指数各组间无显著差异(P>0.05)。但不同糖源对对虾肠道菌群α-多样性指数（shannon指数、simpson指数）具有显著性差异(P<0.05)。Shannon指数淀粉组与蔗糖组显著高于葡萄糖组(P<0.05)，而simpson指数淀粉组显著低于蔗糖组，蔗糖组又显著低于葡萄糖组(P<0.05)。

门水平上（图1），对虾肠道菌群中相对丰度较大的主要有变形菌门（Proteobacteria）、拟杆菌门（Bacteroidetes）、疣微菌门（Verrucomicrobia）及放线菌门（Actinobacteria），葡萄糖组分别占比47.03%、43.39%、6.51%、2.32%；淀粉组分别占比42.74%、49.06%、2.5%、5.34%；蔗糖组分别占比50.81%、44.60%、2.48%、1.95%。根据物种注释结果，选取每个处理在各分类水平（Phylum、Class、Order、family、genus）上丰度占比较大的，生成物种相对丰度柱形累加图，以便直观查看各样品在各个分类水平上，相对丰度较高的物种及其比例。在门水平上，与葡萄糖组相比，蔗糖组对虾肠道中的变形菌门相对丰度明显增多（由47.03%增长到50.81%）；淀粉组对虾肠道中的拟杆菌门、放线菌门相对丰度也明显增多（由43.39%增长到49.06%、2.32%增长到5.34%）；而疣微菌门相对丰度各组间无显著差异(P>0.05)。在纲水平上（图2），选取相对丰度占比较大的菌，各处理组间的肠道菌群差异性较显著，淀粉组对虾肠道中黄杆菌、γ变形菌、放线菌及噬纤维菌明显高与蔗糖组与葡萄糖组(P<0.05)。

表5  饲喂不同糖源的对虾肠道中物种丰度、OTU数量、α-多样性指数统计

Tab 5 Statistics of species richness, OTU number and α- diversity index in intestine of shrimp fed with different carbohydrate sources 

	项目items
	组别groups

	
	葡萄糖glucose
	淀粉starch
	蔗糖sucrose

	OTU
	259.333±45.081
	248.667±10.116
	279.667±28.501

	ace指数
	357.333±5.507
	327.333±44.105
	327.000±36.041

	chao
	317.000±25.239
	304.667±18.148
	318.333±38.850

	coverage
	0.999
	0.999
	0.999

	shannon
	3.173±0.0586b
	3.333±0.015a
	3.260±0.026a

	simpson
	0.084±0.001a
	0.0628±0.001c
	0.0687±0.001b
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图1  凡纳滨对虾肠道中门水平上的物种㛸对丰度柱形图

Fig. 1  Column chart of relative species abundance at phylum level of L. vannamei
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图2  凡纳滨对虾肠道中纲水平上的物种相对丰度柱形图

Fig.2  Column chart of relative species abundance at class level of L. vannamei

3讨论

3.1不同的糖对凡纳滨对虾生长指标及体营养成分的影响

本实验结果显示，凡纳滨对虾的生长指标淀粉组优于蔗糖组，并且此两组显著高于葡萄糖组与果糖组。许多研究可以证明大分子的淀粉和非还原性的蔗糖是对对虾生长颇为有利的糖源，Shiau等[12]认为因葡萄糖是单糖无需使其进一步分解，所以其通过消化道的速率较快，而淀粉和蔗糖分别属于多糖和双糖，是需要进一步酶解，则这两者通过消化道的速率相比较慢，这样是其更有利于被对虾吸收利用；与本实验结果一致。在王美雪等[3]的研究中也显示一致的观点。
不同的糖源对凡纳滨对虾全虾的体成分无显著影响，实验结果显示，全虾粗脂肪及灰分各实验组间存在显著性差异，蔗糖组的全虾粗脂肪显著低于其他三组，这可能由于蔗糖组的脂肪酶活性较高，脂肪代谢能力较强，从而在蔗糖组的全虾体成分中脂肪含量较低。

3.2不同的糖对凡纳滨对虾肠道消化酶的影响

肠道是一种十分重要的消化器官，在消化食物、吸收营养方面发挥重要的功能[13]，这些功能的发挥与各种分泌物、各种消化酶等化学物质密切相关，尤其是肠道消化酶的活性[14]。消化酶活性能够反映动物体对营养物质的吸收水平及利用能力[15]。大多数学者对不同糖源对水产动物消化酶活性进行了研究，董兰芳等[15]对卵形鲳鲹消化酶的结果显示，糖分子的大小显著影响卵形鲳鲹肝脏消化酶的活性[15]。鲁耀鹏等[16]的研究中表明，淀粉作为糖源时红螯螯虾消化酶活性最高。张丽丽等[17]对方斑东风螺消化酶的研究中显示，糖源的种类对其消化酶也存在一定影响。而在本研究中不同的糖源对对虾的肠道消化酶（脂肪酶、胃蛋白酶）均存在显著性影响，结果显示，脂肪酶活性的淀粉组与蔗糖组显著高于葡萄糖组及果糖组(P<0.05)；胃蛋白酶活性的淀粉组显著高于其他三组(P<0.05)，虽然葡萄糖组、果糖组、蔗糖组之间无显著差异(P>0.05)，蔗糖组略高于另外的两个单糖组；同时，在生长指标中也有显示淀粉组的蛋白质效率是显著高于其他三组(P<0.05)，说明淀粉组的对虾对蛋白质的分解利用能力较高。
同时，对虾肠道消化酶活性与生长指标具有一定的相关性[17]。陈晓瑛等[18]对凡纳滨对虾肠道消化酶活性的研究结果也体现这一相关性。本研究中淀粉组的增重率及特定生长率最高，其次是蔗糖组，对虾的肠道消化酶——脂肪酶和蛋白酶的活性均显示出与对虾生长指标的相关性，在袁春营等[19]对凡纳滨对虾消化酶及肠道菌群的研究中显示肠道消化酶活性与肠道中的优势菌落具有一定的关系[19]。所以这种关联性可能由于不同的糖源对凡纳滨对虾肠道菌群产生了不同的影响，具体的原因还需要更深层次的探讨与研究。

3.3不同的糖源对凡纳滨对虾肠道菌群的影响

肠道是对虾体内不可或缺的消化吸收器官，其中寄居着结构复杂且数量庞大的菌群，细菌不仅作为食物的来源[20],同时还能增加宿主的消化效率[21]，它们与宿主的健康生长息息相关[22
-23]。在沙玉杰[24]对凡纳滨对虾的研究中分析了凡纳滨对虾肠道中的细菌组成，发现变形菌、疣微菌和放线菌是各个处理组中的优势菌群，本研究结果同样也通过测序得到凡纳滨对虾类似的菌群结构。同时还发现了在对虾肠道中拟杆菌也占有较大的一部分比例，在孙振丽等[25]对对虾的研究中显示，对虾肠道菌群与其的养殖水体具有一定关系，这可能是导致对虾肠道中拟杆菌门占比较大的原因之一。

在门水平上，各个实验组之间菌群丰度差异较大，说明了不同的糖源对凡纳滨对虾的菌群结构具有显著影响。有研究指出，放线菌在一定程度上能够反映肠道的健康状况，放线菌丰度越高，肠道健康状况越好[26]，而淀粉组的放线菌占比显著高于其他2组，也说明淀粉的优势作用。在纲水平上，淀粉组的放线菌和黄杆菌占比较大，并明显高于葡萄糖组与蔗糖组；放线菌能利用不同的碳水化合物，可以分解许多有机物，是目前用于微生物药物开发潜力最大的一类资源，动物肠道放线菌在与宿主长期的协同进化过程中, 通过产生各种生物活性物质, 参与宿主的代谢以及维持宿主肠道微生态平衡等一系列重要的生理活动[27]。而黄杆菌能分解复杂高分子物质[28]，其分解的小分子有机物能够成为其他类群微生物利用的底物[29]。大分子的淀粉能够被黄杆菌分解，并且成为其他类群微生物的底物，供其生长繁殖，这可能也是淀粉组肠道菌群多样性高的原因之一。从α-多样性指数看虽然不同糖源对凡纳滨对虾肠道OTU及菌群丰度（Ace指数、chao指数）影响不大，但却显示出不同的糖源对对虾肠道菌群多样性存在显著性影响，shannon指数和simpson指数是指示菌群多样性的一个重要指标[25]。研究显示，淀粉组与蔗糖组的shannon指数显著高于葡萄糖组(P<0.05)，说明淀粉组与蔗糖组的群落多样性高于葡萄糖组，而simpson指数却与shannon指数相反，指数越大群落多样性越低，不同糖源饲喂的对虾肠道菌群simpson指数依次为淀粉组＜蔗糖组＜葡萄糖组，2个指标均显示出淀粉与蔗糖作为碳源的优势。
肠道菌群在对虾的生理活动中起着十分重要的作用，这些作用主要表现在消化能力、营养吸收能力、免疫抗病能力等方面[22]。在对凡纳滨对虾的众多研究中，关于不同糖源对凡纳滨对虾肠道菌群的研究较少，本研究中虽然显示出不同糖源对对虾肠道菌群结构及菌群多样性产生一定的影响，但仍需要进行更具针对性及更深层次的研究。
4结论

综上所述，不同糖源对凡纳滨对虾生长、消化酶活性及肠道群落多样性具有显著性影响，消化酶活性与生长指标具有一定的相关性，而消化酶活性的高低与肠道群落多样性相互联系，最终也将其表现在生长性能上，各个指标之间相辅相成。同时，淀粉和蔗糖能提高凡纳滨对虾肠道菌群多样性，也说明淀粉和蔗糖不仅利于对虾的生长代谢，也是对肠道菌群有利的碳源。无论是从生长指标还是肠道消化酶指标来考虑，淀粉和蔗糖均是凡纳滨对虾饲料中的最适糖源。
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Effects of four sugars as carbon sources on intestinal digestive enzymes and intestinal flora of Litopenaeus vannamei

JING Bingyan，GUO Ran*，LI Xuehe，ZHU Yuzheng，ZHANG Yu，WANG Xiaoming，
LIANG Beining，GAO Jiapeng，WU Yan

（Ocean College of Hebei Agricultural University, Key Laboratory of marine biological resources and environment of Hebei Province，Qinhuangdao 066000, China）

Abstract：The purpose of this study was to investigate the effects of four common sugar sources on the growth, digestive enzymes and intestinal flora of Litopenaeus vannamei.Chosen the weight of L.vannamei was (0.36±0.02)g. Four kinds of common sugars(glucose, fructose, starch and sucrose)were selected from a variety of sugars as the sugar source to prepare the feed. Four treatments were carried out in total, three replicates for each treatment, 40 prawns for each repetition. The breeding period was 56 days, and the added amount of each sugar source was 20%.The test results show that:①The specific growth rate and protein efficiency of L. vannamei 
were significantly differen, the starch group was significantly higher than the other three groups, but there was no significant difference in the liver body ratio and the meat content rate between the groups. The whole body nutrition of shrimp, the CF of sucrose group was significantly lower than the other three groups , the ash of glucose group was significantly higher than the other three groups, and there was no significant difference between CP and Moisture .②There were significant differences in digestive enzyme activities among different groups of prawn, the activity of lipase in starch group and sucrose group was significantly higher than that in glucose group and fructose group. There was no significant difference between starch group and sucrose group (P>0.05), while the activity of pepsin in in starch group was significantly higher than that in other three groups.③There was no significant difference in OTU, ACE and Chao index among the groups, Shannon index starch group and sucrose group were significantly higher than glucose group, Simpson index starch group was significantly lower than sucrose group, and sucrose group was significantly lower than glucose group. On the level of phylum, the relative abundance of Proteobacteria in sucrose group was significantly higher than that in glucose group, while that in Bacteroides and actinomycetes in starch group was significantly higher than that in glucose group, but there was no significant difference between the groups.At the class level, there was significant difference in the intestinal microflora of prawn between the treatment groups. The Yellow bacilli,γ-Proteus, actinomycetes and fibrinophages in the intestinal tract of prawn in starch group were significantly higher than those in sucrose group and glucose group.In summary,the absorption and utilization of starch and sucrose by L. vannamei
 is better than that of glucose and fructose. Meanwhile, starch and sucrose have certain influence on the diversity of intestinal flora of L. vannamei. Starch and sucrose are the suitable sugar sources in L. vannamei feed.
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