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摘要! 为了筛选 F**.的防病益生菌株!从健康中国明对虾消化道分离纯化一株芽孢杆菌

6-321!经 K:/0/B 碳源利用反应"&PK微生物自动鉴定系统"脂肪酸气相色谱分析得出该菌株与

坚强芽孢杆菌的生理生化特性最为相似!该菌株为革兰氏阳性菌!有一根端极鞭毛&细胞呈球杆

状!有椭圆芽孢&单个菌落呈圆形!中间略微凸起&47*3$%&序列分析表明!该菌株与坚强芽孢杆

菌进化地位最接近!同源性均达到 433E!综合以上 1 种方法的鉴定结果!该菌株被鉴定为坚强芽

孢杆菌# 将已鉴定的 6-321 菌株粘附于对虾饲料表面投喂给凡纳滨对虾 23 C 后!进行F**.肌

肉注射感染!测定投喂和感染后对虾血淋巴上清和肝胰腺的免疫相关酶活性!并对对虾肠道总菌

数和添加菌 6-321 进行计数及鉴定# 结果表明'添加该菌的实验组对虾相对存活率高!相对保护

率达 //10E&投喂含该菌饲料的实验组对虾血清和肝胰腺的相关免疫酶活性较对照组显著提高!

对虾肠道总细菌数始终显著高于对照组!并在实验组能够分离得到坚强芽孢杆菌!坚强芽孢杆菌

6-321 可作为 F**.的防病益生菌株应用于对虾养殖生产#

关键词! 凡纳滨对虾& 坚强芽孢杆菌& 鉴定& 免疫酶活性& 抗病力

中图分类号! *:1/5555555555555文献标志码'&

55芽孢杆菌 #6,0+&&('?221$为革兰氏阳性细

菌"广泛分布于海水养殖环境"对海水养殖动物极

少有致病性"其生物学功能包括分泌多种活性较

强的酶类"促进养殖动物对营养物质的消化吸收(

调节动物肠道的微生态平衡以及增强机体免疫力

和抗病力等
*4+

"是重要的海洋微生物资源
*2+

) 芽

孢杆菌因其能以孢子形式生存于较恶劣的环境中

如低营养(高温和干燥等环境"稳定性好"易于生

产和保存"是适宜添加在饲料中的优良益生菌之

一
*/ 61+

) 芽孢杆菌类制剂能够通过促进定植于肠

道的一种或几种微生物的活性"抑制消化道内病

原菌的生长"减少宿主感染疾病的机会"从而保障

养殖动物机体健康
*8 69+

)

益生菌因其具有可以提高饲料利用率"促进

养殖动物生长"提高机体免疫力和减少养殖活

动给环境带来的污染等优点"逐步成为水产动

物病害防控的研究热点
*0": 643+

) 但益生菌在水

产养殖中的应用尚存在候选益生菌株缺乏"作

用机理不明确等问题) 本文在完成一株芽孢杆

菌 6-321 鉴定的基础上"将其粘附于对虾饲料

表面进行凡纳滨对虾 #?+2$@)#,)('-,##,*)+$的

养殖实验"通过 F**.感染后累积死亡率的比

较"感染前后对虾血清(肝胰腺的相关免疫酶活

性的测定"以及统计肠道细菌总数和添加菌的

定殖情况"分析该株菌对对虾免疫力和抗病毒

感染能力的影响"为其在对虾养殖行业的健康

稳定发展提供科学依据)

45材料与方法

!"!#菌株来源及分离

菌株 6-321 于 2343 年 / 月 29 日分离自健康

中国明对虾 #N)##)/$@)#,)('01+#)#'+'$消化道"
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使用 2247,海水培养基对其进行分离(筛选和

纯化)

!"$#菌株鉴定

革兰氏染色及形态学观察55参照0常见细

菌系统鉴定手册1

*44+

"对纯培养菌株 6-321 进行

革兰氏染色及芽孢染色"并进行细菌形态观察)

菌株 47*3$%&序列分析55使用细菌基因

组 4%&提取试剂盒 #P)&%O,%$快速提取菌株

6-321 基因组 4%&"按以下反应体系用 6-$扩

增仪#&220:=C K:/?@?I=8?2023 P<=3890;@;0=$进

行 6-$扩增) 6-$反应体系#83

!

'$含 2 @,9?@

5,O 6-$*L2=3T:S#包含 ,9?@ 5,O 4%&聚合酶(

C%P6?和优化的反应缓冲液"P9Y9$9$ 28

!

'%43

!

8/05'47*3$%&上下游通用引物%4%&模板

218

!

') 经 :8 Q预变性 8 8:>%:1 Q 18 ?"88 Q

18 ?"02 Q :3 ?"/3 个循环%02 Q延伸 43 8:>) 产

物 在 413E 琼 脂 糖 凝 胶 # 含 314

!

B58'

O=>=(:>C=3$于 4 @P&,中 433 .电泳 /3 8:>"使

用全自动凝胶成像仪 #'&*/333"(LZ:A:08$拍照

后"回收 6-$产物测序#上海桑尼生物科技有限

公司$) 将拼接后的序列进行 K'&*P# <II2!

!

J09?I1>;J:1>081>:<1B/M5$同源性比对"利用软件

T,O&113 构建系统发育树)

菌株碳源利用鉴定55菌株 6-321 按文献

*42+要求经过氧化酶反应试验和三糖铁试验"初

步确定为 O67$"4*K#革兰氏阳性芽孢杆菌$将

该菌纯培养后按 &十'字法接种到 K#O?T ?P

培 养 基
*42+

# K)"'"O #%).,$*&' O$"FP+

&O&$?麦芽糖 ?巯基乙酸钠$"在 /8 </0 Q下

扩大培养 47 <21 < 后"按文献*4/+在培养液中加

9 滴 0177E巯基乙酸钠和 4 8'浓度为 8 88/05'

的水杨酸钠"采用干管分散技术制备菌悬液
*42+

#用接种棒从培养 47 < 的 K#O?T?P培养基上

挑取纯培养物"插入一支干的试管中"沿试管内壁

旋转几圈"将菌落转至试管内壁"然后用接种棒在

水平和垂直方向上不停划动"并转动试管"将菌落

均匀分散%取一支无菌吸管"移取 / <8 8'接种

液"加至分散良好的干管中) 用一支无菌棉签将

试管内壁的菌落洗下与接种液均匀混合$"最后

悬 浊 液 呈 乳 白 色) 用 浊 度 仪 # K:/0/B

PL3J:C:8=I=3$调整菌悬液浊度到 29E"再按每孔

483

!

'接种到相应的 O6

2

鉴 定板 # K:/0/B"

T:;3/609I=

PT

$"培养 1 <7 和 47 <21 < 后依次在微

生 物 自 动 分 析 系 统 # K)"'"O

T)-$"*P&P)"%

PT

$上读数"得出鉴定结果)

菌株脂肪酸组成分析鉴定55将纯培养细菌

接种于 P*K&固体培养基#胰蛋白胨大豆肉汤培

养基 /3 B"琼脂粉 48 B"蒸馏水 4 '$上 29 Q培养

约 21 <"收集约 13 8B 细菌培养物于 9 8'螺口

玻璃管中"按气相色谱仪 #&B:0=>IP=;<>/0/B:=?

7983 %=IN/3G O-*@?I=8$的脂肪酸抽提技术指

南"经氢氧化钠和甲醇皂化和甲基化"用正己烷和

叔丁基乙醚萃取"再经氢氧化钠洗涤后"取 25/ 上

层有机相置气相色谱样品瓶中"按脂肪酸鉴定上

机分析步骤注入气相色谱仪中分析) 据各脂肪酸

组分保留时间计算等链长#,-'$值"确定目标组

分的存在"采用峰面积归一化法计算各组分相对

含量"再将二者与微生物脂肪酸鉴定系统 #T)4)

*<=30/;G 714"安捷伦$谱库中的标准菌株数值匹

配计算相似度 #?:8:093:I@ :>C=S"*)$"得出可能的

菌种鉴定结果
*4/+

)

菌株生化指标鉴定55使用 &6)-+试条

#法国梅里埃公司$对纯菌株 6-321 的生化指标

进行鉴定"完全按照试剂盒使用说明书进行菌株

生化指标自动鉴定#&PK微生物鉴定5药敏系统"

法国梅里埃$)

!"% #菌株 [AR$& 对凡纳滨对虾免疫力和抗

EGGM感染力的影响

菌株制备55将 693 Q保种的菌株 6-321

用接种环接种于 2247,固体海水培养基"/0 Q倒

置培养 47 <49 < 进行活化"将活化的菌株 6-321

接种于 2247,液体培养基中"在 /0 Q"493 358:>

的恒温振荡摇床#D+FU72432"上海智诚$振荡培

养 21 < 后"使用 8 333 358:> 的高速离心机#湘仪

O'43T4$离心收集菌体"通过重新涂板计数确定

其活菌量达到 413 @43

44

;AL58')

饲料制备55基础饲料和实验饲料制备按文

献*41+方法操作"其中实验饲料中菌株 6-321 达

到 43

9

;AL5B) 将制备好的饲料存放于 1 Q冰箱"

每 0 天涂平板检测实验饲料中菌含量是否满足

要求)

对虾及其暂养55实验用凡纳滨对虾体长

#918 B317$;8"2344 年 7 月 41 日购自青岛宝荣

水产科技有限公司对虾养殖场"经对虾白斑综合

征病毒#F**.$现场快速高灵敏检测试剂盒#由

本实验室提供$检测"确认为 F**.阴性) 在实

808
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验室暂养于有效水体为 13 '的整理箱中"水温

2/ <20 Q"盐度 2: </4"2+019 <912) 每天下午

换水 4 次"换水量为 45/%每日投喂 1 次"投喂前

吸出残饵和粪便"全天充气)

实验分组55暂养 0 C 后"挑取个体均匀"活

力较强的 /73 尾对虾随机分配到 7 个水族箱中"

分为实验组和对照组"每组各 / 个重复"每个重复

73 尾) 实验组每日投喂含 6-321 活菌 413 @43

9

;AL5B 的实验饲料"对照组每日投喂不添加细菌

的基础饲料) 日投喂量为凡纳滨对虾体质量的

#42 B/$E#根据对虾摄食情况调节投喂量$"按

照暂养期间的条件管理所有处理组)

F**.感染实验55按照文献 *41 +的方法

制备 F**.粗提液"在投喂饲料后的 24 C 进行

攻毒) 实验组和对照组均攻毒 423 尾"分为 1 个

平行"每个平行 /3 尾) 其中 / 个平行用于统计

对虾的死亡数量"4 个平行用于采集血淋巴和肝

胰腺组织) 感染前 4 天停食"次日向每尾虾第 2

腹节肌肉中注射 83

!

'F**.粗提液%对照组

每尾虾注射 83

!

'310E生理盐水) 攻毒后各

组均继续投喂相应的饲料"管理与暂养期间相

同"及时捡出死虾"记录每组对虾死亡数量"41 C

后结束感染实验)

对虾血清和肝胰腺免疫酶活性的测定

#4$ 样品采集与处理

投喂期间每 8 天取样一次"每组随机取 7 尾

对虾#/ 个重复 @2 尾$"用 4 8'无菌注射器从对

虾围心腔内抽取血淋巴"将血淋巴置于 418 8'

无菌离心管中"于 1 Q冰箱过夜后 / 333 358:> 离

心 43 8:> 获取血清%同时采集肝胰腺"血清和肝

胰腺于 623 Q保存待测) 感染 F**.后 3(42(

21(19(02(:7(4:2(//7 < 采集攻毒对虾的血淋巴

和肝胰腺组织"采集和保存方法同上)

#2$ 免疫酶活性测定

所得血清用于酸性磷酸酶#9;:C 2</?2<9I9?="

&-6$( 总 超 氧 化 物 歧 化 酶 # I/I90?L2=3/S:C=

C:?8LI9?="P7*"4$和溶菌酶#0@?/X@8="'DT$(过

氧 化 物 酶 # 2=3/S:C9?=" 6"4$ 和 酚 氧 化 酶

#2<=>/0/S@C9?="6"$活力的测定)

取肝胰腺称重"按肝胰腺重量=生理盐水体积

为 4=4: 制成 8E组织匀浆液"将所得匀浆液于 1

Q 9 333 358:> 离心 48 8:>"吸取中间较澄清液体

进行 &-6(P7*"4('DT活性的测定"并在结果计

算时乘以稀释倍数 23)

&-6(P7*"4('DT及 6"4活性测定均参照

南京建成试剂盒说明书进行"6"活性的测定参照

王专伟等
*48+

的方法进行)

凡纳滨对虾肠道细菌计数55自养殖开始每

8 天取样一次"随机从每组取 7 尾对虾#/ 个重复 @

2 尾$) 在无菌操作台"用 08E的酒精擦拭虾体后

无菌条件下取对虾肠道) 将 7 尾对虾的肠道用灭

菌玻璃匀浆器研磨后加入 4 8'的无菌生理盐水

#%9-0"3198E$转移到 418 8',6管中"43 倍梯

度进行稀释"稀释到 43

61

"取 43

6/

(43

61

两个梯度

各 433

!

'用玻璃珠进行涂布于 2247,海水固体

培养基中"每个梯度涂布 / 个平行"/0 Q恒温培

养箱倒置培养) 一般培养 23 <21 < 后进行计数%

将优势菌挑取单克隆用接种环划线于 2247,海水

固体培养基中进行菌落纯化"接种 2 </ 代后确定

为纯培养菌后进行保种"并利用 47*3$%&序列

分析统计总菌数和所添加菌的数量)

总细菌数量 #每尾对虾$ >细菌克隆数量 @

稀释倍数 @匀浆稀释倍数5对虾数量

!"&#数据分析

所有统计分析采用 *6**4713 统计软件"对

实验数据进行单因素方差#">=7N9@ &%".,$分

析"当差异显著#:A3138$时用 4L>;9> 氏法作多

重比较)

25结果

$"!#菌株 [AR$& 的鉴定

菌体形态特征55菌株 6-321 在 2247,平

板上"经 /0 Q培养 21 < 左右即可形成典型菌落

#图 4$"单个菌落呈圆形边缘不规则"乳白色"中

间略微凸起"直径在 2 88左右) 进行革兰氏染

色镜检"为革兰氏阳性"细胞呈球杆状"有椭圆芽

孢"且有一根端极鞭毛)

图 !#细菌 [AR$& 菌落形态

*+,"!#-./369: 63<542/9+5 [AR$& 46;61?

708
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55菌株 6-321 的 47*3$%&序列分析与系统发

育关系55菌株 6-321 的基因组 4%&用 47*

3$%&通用引物扩增"获得 4 11/ J2 产物) 该产

物经序列分析"并与芽孢杆菌属 43 种芽孢杆菌比

较"结果表明"与坚强芽孢杆菌的同源性为

433E) 利用 T,O&113 绘制系统发生树#图 2$"

表明该细菌分离物与芽孢杆菌属中的坚强芽孢杆

菌进化地位最接近)

图 $#中国明对虾细菌分离物 [AR$& 的系统进化树

*+,"$#[.?;6,/1/2+429//632./<542/9+C: [AR$& 396: @"69&+$+#&#

55K:/0/B 微生物自动鉴定系统鉴定菌株 6-321

55从 K:/0/B 碳源利用结果可以得出菌株 6-321

在培养 7 和 21 < 能够利用
$

7环式糊精(

$

747葡萄

糖(

(

7环式糊精(

(

7甲基747葡萄糖苷(%7乙酰7

(

7

47甘露糖胺(%7乙酰747葡萄糖胺(47阿洛酮糖(

47核糖(47木糖(47海藻糖(47甘露醇(47果糖('7

阿拉伯糖('7丙氨酰 6甘氨酸('7丙氨酸('7丝氨

酸('7谷氨酸(2H7脱氧腺苷麦芽糖(/7甲基747葡萄

糖(丙酮酸(甘油5丙三酸(麦芽三糖(蔗糖(甘露聚

糖(胸苷(尿苷(肌苷5次黄苷等碳源"以上这些碳

源是菌株 6-321 的特异性碳源) 根据与 K:/0/B

菌种库中坚强芽孢杆菌标准菌株相比较 7 < 相似

度为 31:14"21 < 相似度为 31834%可能性均为

433E) 结果表明该菌株 6-321 为坚强芽孢

杆菌)

菌株 6-321 的脂肪酸组分分析5 5菌株

6-321 的脂肪酸经气相色谱仪分析"确定了该菌

的脂肪酸组分"该菌脂肪酸组分按照含量由多到

少主要有 48 =3 9>I=:?/(48 =3 :?/(40 =3 9>I=:?/(

47=3 :?/(47=4 N0;90;/</0(47=4 N44;等 44 种)

通过微生物脂肪酸鉴定系统鉴定"该菌株属于芽

孢杆菌属#6,0+&&('O-B3/L2$"相似度为 31987)

&PK微生物自动鉴定系统对菌株6-321的

鉴定分析55菌株 6-321 培养 21 和 19 < 时经

&PK微生物自动鉴定系统鉴定得出该菌为坚强

芽孢杆菌 # 6,0+&&('H+/*('$"相似度 #E )4$ 达

::1:E"5值为 310/) 利用该鉴定系统可以得出

菌株 6-321 能够产生淀粉酶水解淀粉且具有水

解七叶灵的能力"同时通过生化指标分析"该菌能

够利用 47麦芽糖(47核糖(47海藻糖(47葡萄糖(

47果糖(47葡糖酸盐(%7乙酰 6葡萄糖胺(杨梅

酸(糖原(甘油(蔗糖等碳源)

$"$#投喂菌株 [AR$& 对凡纳滨对虾感染 EGGM

的保护作用

两个组在投喂相应饲料 23 C 后注射感染

F**."41 C 内的累积死亡率呈现显著差异 #图

/$) 感染 F**.1 C 内"实验组与对照组累积死

亡率差异不显著#:D3138$"感染 8 C 后两个组的

累积死亡率均呈增长趋势) 且对照组累积死亡率

显著高于实验组#:A3138$"在感染 43 C 后实验

组的累积死亡率趋于稳定) 到 41 C 感染实验结

束"对照组的累积死亡率为 433E"显著高于实验

组的累积死亡率 #771/E B214E$"实验组相对

于对照组的相对保护率为 //10E) 通过感染实

验可以看出"饲喂含有坚强芽孢杆菌 6-321 的饲

料可显著提高凡纳滨对虾抗 F**.感染的能力)
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图 %#投喂坚强芽孢杆菌 [AR$& 的凡纳滨对虾

经注射感染 EGGM后的累积死亡率

图中误差线来表示标准误差"字母不相同组差异显著 #:A

3138$ "字母相同组差异不显著#:D3138$ )

*+,"%#AC:C;52+>/:6925;+2? 63/")(++(%$&

3/0@+2.A":&7%.#[AR$& 532/92./4.5;;/1,/63

+1N/42+61@+2.EGGM

,33/3J93?3=23=?=>I?I9>C93C C=M:9I:/>#*4$1P<=0=II=3?J=?:C=

I<=C9I9893G=3?3=23=?=>II<=?:B>:A:;9>;=/AC:AA=3=>;=1P<=C9I9

N:I< ?:B>:A:;9>IC:AA=3=>;=# : A3138 $ N=3=:>C:;9I=C N:I<

C:AA=3=>I0=II=3?1

$"%#投喂菌株 [AR$& 对凡纳滨对虾的血清和肝

胰腺免疫相关酶活性的影响

投喂期间各处理组凡纳滨对虾血清和肝胰腺

免疫相关酶的活性变化55投喂坚强芽孢杆菌

6-321 期间"实验组对虾血清和肝胰腺中 &-6(

'DT活性均显著高于对照组#:A3138$ #表 4$"

血清中 &-6活性和肝胰腺中 'DT呈逐渐上升趋

势"在投喂 23 C 时达到峰值%而肝胰腺中 &-6活

性和血清中 'DT活性呈先上升"在投喂 48 C 时

达到最大值后"又略微下降的趋势)

在投喂期间实验组血清 P7*"4活性在免疫

前 48 C 内虽高于对照组但与对照组 P7*"4活性

无显著差异#:D3138$"直到 23 C 时显著高于对

照组#:A3138$) 实验组对虾肝胰腺 P7*"4活

性在整个免疫期间显著高于对照组#:A3138$"

且随免疫时间延长逐渐增加"在 23 C 时达到最

大值)

实验组对虾血清 6"和 6"4活性均显著高

于对照组#:A3138$) 血清 6"活性呈逐渐上升

的趋势) 而血清 6"4活性在整个免疫期间变化

不明显) 从结果可看出"饲料中添加菌株 6-321

能够提高对虾血清 6"和 6"4活性)

结果表明"饲料中添加菌株 6-321 投喂对虾

能够提高对虾血清和肝胰腺中 &-6(P7*"4和

'DT活性"提高对虾血清 6"和 6"4活性)

表 !#免疫期间各处理组对虾血清和肝胰腺中 =A["-HGYK"ZbQ 活性及血清中 [Y"[YK活性变化

-5<"!#P33/42630+33/9/120+/259? B96<+62+47612./542+>+2? 63=A[#-HGYK#ZbQ 637.9+:B7/9C: 510

./B526B5149/57510542+>+2? 63[Y#[YK637/9C: 63/")(++(%$&0C9+1, 2./+::C1+L52+61 +a%

时间5C

I:8=

对照组

血清

&-65

##58'$

实验组

血清

&-65

##58'$

对照组

肝胰腺

&-65

##5433 8'$

实验组

肝胰腺

&-65

##5433 8'$

对照组

血清5

##58'$

实验组

血清

P7*"45

##58'$

对照组

肝胰腺

P7*"45

##58B 23/I$

实验组

肝胰腺

P7*"45

##58B 23/I$

8

/108 B312/

9

11:3 B31/4

J

471:2 B311/

9

21148 B31:2

J

1104 B4128

9

7187 B4147

9

9142 B4122

9

491:/ B113/

J

43

113: B41/4

9

711: B3187

J

44142 B3178

13177 B47181

J

1179 B418:

9

11:2 B3182

9

1110 B3171

9

4/1: B/171

J

48

/142 B31//

9

8178 B3149

J

4312/ B318/

9

0218/ B212:

J

/1:3 B311/

9

1128 B3113

9

1174 B31:2

9

/01:/ B9184

J

23

1148 B312:

9

918/ B4170

J

43138 B31/9

9

191/8 B3147

J

/18/ B3142

9

119/ B3174

J

7149 B4101

9

/0130 B019/

J

时间5C

I:8=

对照组

血清

'DT5

#

!

B58'$

实验组

血清

'DT5

#

!

B58'$

对照组

肝胰腺

'DT5

##58'$

实验组

肝胰腺

'DT5

##58'$

对照组

血清

6"5

##58B$

实验组

血清

6"5

##58B$

对照组

血清

6"45

##58'$

实验组

血清

6"45

##58'$

8

7 :4712 B

4 14814/

9

9 91410 B

2 2:910/

J

0/148 B

41148

9

204172 B

111/7

J

313: B

313/

9

3127 B

3137

J

432191 B

9138

9

480149 B

2118/

J

43

7 12817 B

/ 07710:

9

9 42318 B

2 4/211:

J

41819: B

2/19:

9

/37124 B

/3107

J

311: B

3143

9

319: B

3148

J

43/11/ B

4114

9

48:141 B

2/192

J

48

7 :8/124 B

2 4/211:

9

41 727 B

2 317143

J

2091:9 B

87188

9

74119: B

72180

J

31/: B

313/

9

31:9 B

3147

9

432142 B

9138

9

41/12 B

28141

J

23

7 /42132 B

2 317143

9

43 829 B

1 82:111

J

/12118 B

11100

9

081180 B

44:123

J

3181 B

3121

9

319/ B

3142

J

4311/1 B

4312/

9

477178 B

/2127

J

55F**.感染后对虾血清和肝胰腺中免疫相关

酶的活性变化55注射感染 F**.后"投喂坚强

芽孢杆菌 6-321 菌株的实验组血清和肝胰腺中

&-6(P7*"4('DT活性仍显著高于对照组 #:A
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1 期 孙5艳"等!一株芽孢杆菌 6-321 的鉴定及其抗 F**.感染效果的研究 55

d138$#表 2$) 注射 F**.后"实验组血清 &-6

活性整体上呈上升的趋势"在注射后 //7 < 达到

最大值"而肝胰腺中 &-6活性呈先下降后又逐渐

上升的趋势%血清 P7*"4('DT活性则无明显变

化%肝胰腺中 P7*"4活性先上升到 19 < 达到峰

值后再下降"'DT活性呈先下降后逐渐上升又略

下降)

在感染病毒后实验组对虾血清 6"活性除了

42 和 4:2 < 与对照组无显著差异外"其他取样时

间点均显著高于对照组#:A3138$"且呈先升高

在 :7 < 达到峰值后逐渐下降的趋势) 而实验组

对虾血清中 6"4活性在整个感染期间均显著高

于对照组#:A3138$) 上述结果表明"病毒感染

对对虾血清和肝胰腺中 &-6(P7*"4以及 'DT

活性均有一定的影响"但投喂坚强芽孢杆菌

6-321 菌株的实验组再对虾感染病毒后仍能显著

提高血清和肝胰腺中 &-6(P7*"4以及 'DT活

性) 同样"饲料中含有菌株 6-321 的实验组能够

提高对虾血清 6"和 6"4活性"感染 F**.后对

血清 6"活性有一定的影响)

表 $#感染 EGGM后各处理组对虾血清和肝胰腺中 =A["-HGYK"ZbQ 活性及血清中 [Y"[YK活性变化

-5<"$#P33/42630+33/9/120+/259? B96<+62+47612./542+>+2? 63=A[#-HGYK#ZbQ 637.9+:B7/9C: 510

./B526B5149/57510542+>+2? 63[Y#[YK637/9C: 63/")(++(%$&532/9+13/42+61EGGM +a%

时间5<

I:8=

对照组

血清

&-65

##58'$

实验组

血清

&-65

##58'$

对照组

肝胰腺

&-65

##5433 8'$

实验组

肝胰腺

&-65

##5433 8'$

对照组

血清

P7*"45

##58'$

实验组

血清

P7*"45

##58'$

对照组

肝胰腺

P7*"45

##58B 23/I$

实验组

肝胰腺

P7*"45

##58B 23/I$

3 1187

B3128

9

0137

B319/

J

43138

B31/9

9

81113

B414:

J

/199

B311:

9

714:

B3187

J

4118

B3170

9

1190

B4112

J

1 1107

B31/2

9

9124

B3170

J

431/2

B3111

9

12132

B311:

J

/171

B318:

9

01:2

B317:

J

/170

B4141

9

71/7

B3117

J

42 /19:

B3118

9

7112

B311:

J

01/:

B31/1

9

2/192

B3113

J

/197

B3193

9

71:9

B3190

J

/187

B417:

9

7123

B3109

J

21 /117

B31//

9

0118

B3177

J

44114

B2139

9

/31:0

B317:

J

1133

B31:9

9

811/

B4118

J

2197

B4111

9

7122

B3110

J

19 71/8

B312:

9

44113

B31:7

J

42127

B4141

9

111:/

B8131

J

1173

B3107

9

71/0

B319:

J

/101

B4109

9

43199

B31/7

J

02 1117

B3128

9

9184

B4193

J

42111

B3111

9

8:1/7

B2143

J

/108

B4133

9

7107

B213:

J

11/7

B3180

9

910/

B3144

J

:7 8179

B31/2

9

4218

B2120

J

/4117

B4184

9

8:1:1

B/132

J

1188

B31::

9

7131

B41/4

J

4193

B3102

9

0184

B2172

J

4:2 1199

B3118

9

0104

B3118

J

7182

B3117

9

:8187

B3170

J

/180

B31::

9

8193

B41/8

J

8107

B411/

9

8190

B3171

9

//7 41129

B21/1

9

9/1:7

B43119

9

8187

B41/3

9

817:/ /

B4190

9

时间5<

I:8=

对照组

血清

'DT5

#

!

B58'$

实验组

血清

'DT5

#

!

B58'$

对照组

肝胰腺

'DT5

##58'$

实验组

肝胰腺

'DT5

##58'$

对照组

血清

6"5

##58B$

实验组

血清

6"5

##58B$

对照组

血清

6"45

##58'$

实验组

血清

6"45

##58'$

3

7 9:812/ B

/ 07710:

9

: 99818 B

1 490139

J

8/8101 B

721/98

9

4 /31 B

299180

J

3110 B

3129

9

3108 B

312:

J

03170 B

7170

9

4441:8 B

2213:

J

1

0 34212/ B

2 4/211:

9

44 1:9 B

1 994134

J

21411: B

031:3

9

899174 B

23/118

J

318/ B

314:

9

3107 B

3147

J

44/1/1 B

2187

9

484178 B

49147

J

42

0 4421/7 B

2 317143

9

44 /03 B

2 7771:4

J

870109 B

44312/

9

:8:103 B

2:9127

J

3180 B

3121

9

318: B

313/

9

44417 B

2118

9

4821:/ B

44117

J

21

0 3381/7 B

2 4/211:

9

9 90719 B

/ 179171

J

178179 B

/917/

9

:32127 B

8/199

J

3184 B

3140

9

3173 B

3142

J

43:1/1 B

21:9

9

4191:7 B

421:8

J

19

7 :981:9 B

2 317143

9

4 331/ B

/ 733181

J

40:188 B

239178

9

719144 B

2/019/

J

319/ B

3147

9

413/ B

3147

J

42/1/1 B

43170

9

4791:2 B

/0103

J

02

7 0271/7 B

4 14814/

9

: 7:710 B

/ 4/8117

J

177197 B

490141

9

711124 B

433102

J

31:2 B

3141

9

4148 B

314:

J

439118 B

419:

9

4/:139 B

0193

J

:7

7 928110 B

/ 07710:

9

9 12814 B

1 00310:

J

142199 B

487120

9

100139 B

4201::

J

4148 B

314:

9

418/ B

3137

J

42/187 B

9109

9

4:91/8 B

2/114

J

4:2

0 342114 B

2 4/211:

9

43 79/ B

2 48314/

J

210122 B

/8100

9

:23122 B

4/:14/

J

319/ B

31/3

9

3197 B

3122

9

4321/1 B

:170

9

4801:8 B

27170

J

//7

: 83/1/ B

2 48314/

J

210122 B

/0100

J

3111 B

3137

9

4:4111 B

1218/

9

:08
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$"&#饲喂含菌株 [AR$& 的饲料对凡纳滨对虾的

肠道总菌数的影响以及菌株 [AR$& 在肠道中定

殖情况

在整个养殖期间"实验组对虾肠道总细菌数

始终显著高于对照组#:A3138$ #图 1$) 且在投

喂饲料第 43 天和第 28 天#即攻毒后第 8 天$"实

验组对虾肠道细菌总数显著高于其他取样时间点

这一结果与实验组对虾血淋巴和肝胰腺免疫相关

酶活的变化趋势相吻合) 而对照组对虾肠道细菌

总数在前 23 C 没有明显的变化"而在感染 F**.

后对照组对虾肠道细菌总数呈逐渐下降趋势) 通

过对实验组和对照组对虾肠道细菌的分离纯化和

鉴定得出"在实验组对虾肠道中始终可见坚强芽

孢杆菌 6-321"但坚强芽孢杆菌在实验组对虾肠

道中并不是优势菌"在整个监测过程中其数量仅

占肠道细菌总数的 412E<110E"其优势菌是

I&@1, @/$2)$<,02)/+(*"而对照组并未发现有坚强

芽孢 杆 菌) 其 优 势 菌 主 要 有 K+0/$<,02)/+(*

E)E()#')" I&@1, @/$2)$<,02)/+(*" 5)#,0+<,0(&(*

&(2+*,/+'"81$C$<,02)/,0),)<,02)/+(*等"但是不

同检测时间点"优势菌的数量略有不同) 结果表

明"饲喂含有 6-321 菌株的饲料的实验组对虾肠道

的总细菌数量较对照组显著增加"且在实验组中对

虾肠道中坚强芽孢杆菌始终存在"但不是优势菌)

图 &#饲喂含有 [AR$& 菌饲料对凡纳滨对虾

肠道细菌总数影响

图中误差线来表示标准误差"字母不相同组差异显著 #:A

3138$ "字母相同组差异不显著#:D3138$ )

*+,"&#P33/42630+33/9/120+/259? B96<+62+47612625;

<542/9+C: 46C127$-XA%+1+12/72+1/2954263

/")(++(%$&3/0@+2.A":&7%.#[AR$&

$+a%#8 G̀K%

,33/3J93?3=23=?=>I?I9>C93C C=M:9I:/>#*4$1P<=0=II=3?J=?:C=

I<=C9I9893G=3?3=23=?=>II<=?:B>:A:;9>;=/AC:AA=3=>;=1P<=C9I9

N:I< ?:B>:A:;9>IC:AA=3=>;=# : A3138 $ N=3=:>C:;9I=C N:I<

C:AA=3=>I0=II=3?1

/5讨论

由于种质资源退化(养殖密度过高以及管理

方式落后等原因"近些年来对虾病害频发"对虾白

斑综合征是最严重的一种"对虾白斑综合征病毒

#F**.$是对世界上对虾养殖业危害最大的病毒

之一"该病毒具有极强的侵染性和致病力"造成对

虾养殖业巨大的经济损失
*47 640+

"给海洋生态平衡

带来了一定的威胁
*49+

) 近些年"益生菌逐渐取代

抗生素等应用在水产养殖中取得了很好的效果"

许多研究报道益生芽孢杆菌能增强对虾的免疫力

和抗病毒感染能力
*7"4: 624+

) 益生菌作用机制的研

究主要集中在益生菌激发机体免疫力"提高非特

异性免疫酶活"调节宿主机体免疫相关基因表达

水平等"进而提高机体对抗病毒感染的能力
*22+

)

本研究攻毒实验结果表明"在饲料中添加坚强芽

孢杆菌 6-321 并投喂给对虾后可以显著降低对

虾感染 F**.的死亡率) 说明该株益生菌能够

在一定程度上提高对虾对抗病毒感染的能力)

而关于芽孢杆菌作用机制的研究主要包括芽

孢杆菌进入对虾肠道刺激对虾的免疫防御系统"

与病原菌竞争营养成分和粘附位点"增强水产动

物的非特异性免疫力等
*2/ 621+

) 在本研究中投喂

期间和感染 F**.期间"投喂含有菌株 6-321 的

实验组较对照组中凡纳滨对虾血清和肝胰腺酸性

磷酸酶(总超氧化物歧化酶(溶菌酶(过氧化氢酶

和酚氧化酶活性都有不同程度的提高"这些结果

与李桂英等
*22+

研究结果相一致)

通过对实验组和对照组对虾肠道总细菌数和

坚强芽孢杆菌的实时检测"发现添加菌株 6-321

的实验组对虾肠道总细菌数却始终显著高于对照

组对虾肠道总细菌数"这一结果与 ':等
*28+

发现

地衣芽孢杆菌#6,0+&&('&+01)#+H$/*+'$可以有效地

调节凡纳滨对虾肠道的总菌群数"提高对虾的免

疫力相一致) 实验组对虾肠道中始终可见坚强芽

孢杆菌 6-321"整个监测过程中其数量仅占肠道

细菌总数的 412E<110E"不是肠道优势菌"但是

添加了菌株 6-321 的实验组其免疫相关酶活都

高于对照组"推测可能是坚强芽孢杆菌在对虾肠

道内定殖后"通过菌体自身或其细胞壁成分激发

对虾的体液免疫反应"刺激非特异性免疫系统使

其发挥作用"作为一种免疫增强剂提高对虾机体

免疫力和抗病毒感染的能力
*22+

)
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因有益微生物是以活菌形式经口入消化道而

发挥作用"因此细菌存活率直接关系到其作用效

果
*8+

) 本研究所用的芽孢杆菌分离自健康对虾

肠道"并通过安全性实验
*27+

"证明该菌株对对虾

安全无毒副作用) 且该菌有较强的耐酸碱(耐盐

和耐胆盐能力
*8+

"这些特性保证了该菌株在通过

胃肠时不会被酸(碱(盐和胆盐所杀死"确保细菌

有较高的存活率)

芽孢杆菌可以在对虾肠道内产生多种消化

酶"如分泌淀粉酶"将淀粉转化为单糖"再由肠道

中其他菌种将这些单糖转化为乳酸"降低肠道中

的 2+值"从而起到抑制病原菌的作用
*8"20+

) 菌

株 6-321 的 &PK微生物自动鉴定结果中"可以

直观的得出该菌能够产生淀粉酶水解淀粉"推测

淀粉酶的产生可能与该菌株抗病能力有关) 研究

报道"芽孢杆菌产生的过氧化氢酶可以分解肠道

内的 +

2

"

2

生成游离氧"从而使细胞免受 +

2

"

2

的

毒害"对肠道内的多种病原菌有杀灭作用
*8"27+

)

本研究中投喂菌株 6-321 的实验组过氧化氢酶

活性显著高于对照组) 从此结果推测有可能菌株

6-321 的添加提高了对虾清除了体内的过氧化氢

的能力"而过氧化氢酶起到了生物防御的关键

作用)

本实验的结果证实"饲料中添加芽孢杆菌

6-321 能够显著增强对虾的免疫相关酶活活性并

能够提高对虾抗 F**.病毒力"该菌株有望成为

研发微生态制剂的候选菌株"用于增强对虾的免

疫力"促进生长"提高饲料转化率"最终达到提高

对虾抗病毒感染能力的效果)

此外"本文为了得出更加准确的微生物鉴定

结果"同时采用 47*3$%&序列分析法(细菌脂肪

酸气相色谱法(&PK微生物鉴定系统(K:/0/B 微

生物自动鉴定系统 1 种方法对分离自对虾消化道

的一株海水细菌进行鉴定"1 种方法不仅能够准

确地将该菌鉴定到属"而且还可以得出一些具体

的生理生化信息"为该菌株培养基的优化以及大

规模发酵等提供理论参数)
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