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摘要：为探究低盐度下水飞蓟素作为凡纳滨对虾饲料添加剂的作用效果，实验配制了水飞蓟
素添加量分别为 0 (对照组)、0.1、0.2 和 0.4 g/kg 的 4 种实验饲料，在低盐度 (盐度为 3) 下养
殖虾苗 [(0.080 ± 0.002) g] 8 周后，分析了水飞蓟素对对虾生长、免疫、肝胰腺组织结构及肠
道菌群的影响。结果显示： ①低盐度下，水飞蓟素能显著提高对虾的增重率，降低饲料系数，
但对存活率、肥满度和体成分无显著影响。②水飞蓟素能提高对虾消化酶的活性，0.4 g/kg
组对虾的肝胰腺淀粉酶活性显著高于对照组，0.2 和 0.4 g/kg 水飞蓟素组能显著提高对虾肠道
的消化酶活性。③水飞蓟素能降低低盐度下凡纳滨对虾的氧化损伤，提高对虾的抗氧化能力。
0.4 g/kg 组对虾肝胰腺总超氧化物歧化酶 (T-SOD) 活性、过氧化氢酶 (CAT) 活性和还原型谷
胱甘肽 (GSH) 含量显著升高，而肠道抗氧化能力没有明显变化。0.2 g/kg 组对虾的肠道酸性
磷酸酶 (ACP) 和碱性磷酸酶 (AKP) 活性显著高于对照组，溶菌酶和酚氧化酶活性无明显变化。
④低盐度下，饲料中添加水飞蓟素改善了对虾肝胰腺的组织结构。随着水飞蓟素含量的增加，
对虾肝胰腺结构更为完整，肝小体排列紧密，肝小管横切面呈规则的多角星形，且含有大量
的分泌细胞 (B 细胞) 和胚细胞 (E 细胞)。⑤对虾摄食添加 0.4 g/kg 水飞蓟素的饲料后，肠道
中拟杆菌门和纤细菌门相对丰度显著下降。研究表明，水飞蓟素作为饲料添加剂可以有效缓
解凡纳滨对虾的低盐应激，提高对虾生长性能和抗氧化性能，改善肝胰腺组织结构，并且会
对肠道菌群组成产生影响。
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凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei) 是全球最

重要的经济养殖虾类之一，具有广盐性 (0.5~50)
的特点 [1]，已在全球海水、咸水和淡水等水域广

泛养殖。沿海养殖资源的局限性和环境污染的

加剧促进了凡纳滨对虾的低盐度养殖在多个国

家的发展 [2]，然而低盐度对凡纳滨对虾的生长存

活、能量代谢和抗逆抗病能力的负面影响已被

广泛证实，如存活率下降 [3]、生长缓慢 [4]、免疫
 
 

收稿日期：2020-06-08        修回日期：2020-07-19
资助项目：广东省重点领域研发计划 (2020B0202010001)；海南省自然科学基金 (318MS008)；海南省重点研发

计划 (ZDYF2019068)；国家重点研发计划 (2018YFD0900400)；海南大学科研启动基金

[KYQD(ZR)1736]
第一作者：李会峰 (照片)，从事水产动物营养与饲料学研究，E-mail：1292917752@qq.com
通信作者：李二超，E-mail：ecli@bio.ecnu.edu.cn；陈立侨，E-mail：lqchen@bio.ecnu.edu.cn

文章编号: 1000-0615(2021)01-0098-17 水产学报, 2021, 45(1): 98−114

JOURNAL OF FISHERIES OF CHINA

DOI: 10.11964/jfc.20200612291

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


受损 [5] 和肠道菌群 [6] 改变等，这些变化大大增加

了低盐度养殖中对虾的易感性和病害暴发的可

能性。因此，亟需找到提高凡纳滨对虾抗应激

的有效手段，以保障低盐度下对虾的健康养殖。

饲料不但能为动物机体提供能量和营养素，

还可以通过添加或补充活性物质来调控机体生

理状态，达到改善机体性能的目的。采用营养

学方法是消除环境因子对动物机体负面效应的

有效手段 [7-8]。在水产业的健康养殖中，功能性

饲料的开发是近年来行业的热点，拥有广阔的

市场前景 [9]。研究表明，低盐度养殖条件下，饲

料中添加 β-葡聚糖 [10]、菊粉 [11]、红景天提取物 [12]

和绿原酸 [13] 等能有效改善凡纳滨对虾的生长性

能，缓解对虾的低盐应激，具有成为凡纳滨对

虾抗应激的饲料添加剂的潜力。水飞蓟素提取

自菊科植物水飞蓟 (Silybum marianum) 的果实，

主要成分是水飞蓟宾及其异物等黄酮类物质 [14]，

具有抗脂质过氧化、清除自由基、维持细胞膜

稳定和促进肝细胞再生的作用 [15]，在保肝护肝、

免疫调节和疾病治疗等方面有着多种药理作用[16]。

在鱼类中的研究表明，水飞蓟素能提高草鱼

(Ctenopharyngodon  idella)、 吉 富 罗 非 鱼 (GIFT
Oreochromis  niloticus)、 团 头 鲂 (Megalobrama
amblycephala) 和大菱鲆 (Scophthalmus maximus) 的
生长性能 [17-20]，能提高吉富罗非鱼和大菱鲆的抗

氧化能力 [18-20]，提高虹鳟  (Oncorhynchus  mykiss)
肝脏组织蛋白质的合成能力[21]，抑制草鱼肝脏脂

肪的蓄积[17]。在甲壳动物中，水飞蓟素能提高中

华绒螯蟹 (Eriocheir sinensis) 幼蟹的增重率，同时

能提高幼蟹肝胰腺的抗氧化能力，并能在一定

程度上缓解氧化鱼油对幼蟹造成的损伤[22]。但是

有关水飞蓟素缓解凡纳滨对虾低盐应激的相关

研究尚未见报道。

因此，本实验研究了低盐度下不同水飞蓟

素添加水平的饲料对凡纳滨对虾生长、免疫指

标、肝胰腺组织结构、肠道菌群等方面的影响，

探讨了水飞蓟素缓解凡纳滨对虾低盐应激的效

能，为对虾抗胁迫功能饲料的开发提供一定的

理论依据。

1    材料与方法

1.1    实验饲料

根据低盐度下凡纳滨对虾的营养需求研

究 [23-25]，以豆粕、鱼粉为蛋白源，鱼油、大豆油

和卵磷脂为主要脂肪源，小麦淀粉为糖源配制

了 4 种实验饲料：水飞蓟素添加量分别为 0、0.1、
0.2 和 0.4 g/kg。饲料原料经粉碎机粉碎后过 80
目筛，准确称量后逐级混匀，然后分别加入油

脂和水混合均匀，用制粒机压成 2 mm 粒径的颗

粒饵料，风干至水分低于 10%，置于−20 °C 冰箱

中保存备用。饲料成分见表 1。

1.2    饲养管理

凡纳滨对虾幼虾取自海南儋州蓝色海洋生

物科技有限公司，养殖实验在该公司养殖棚内

进行。海水从儋州近海岸处抽取，经过滤和消

毒后使用，盐度为 32，调节盐度所用淡水为当

地地下井水，养殖用水由海水和淡水混和而成。

在正式实验前，将幼虾暂养 2 周，每天用淡水调

低盐度，直至养殖水体盐度为 3。待调至目标盐

度后，随机挑选活力强的幼虾 (0.080 ± 0.002) g
开始正式实验。实验每个处理设 4 个平行，每个

饲养水缸 (110  cm×80  cm×40  cm) 随机放入幼虾

50 尾。每日投喂 3 次，投喂时间分别为 7:00、
12:00 和 20:00，采用饱食投喂并根据对虾摄食情

况加以调整，记录饲料用量。每日换水 1/2，补

充调好盐度且充分曝气的养殖用水。每天用温

度计测定水温，不定期用溶解氧仪和氨氮测试

盒测定水质。整个养殖期间，水温为 24.5~30.0 °C，

溶解氧不低于 6.5 mg/L，总氨氮小于 0.03 mg/L，
pH 7.5~8.0，养殖周期为 8 周。

1.3    样品采集和分析

养殖实验结束后，将凡纳滨对虾禁食 24 h。
将所有对虾捞出，使用低温水麻醉 (水温较养殖

缸温度低 3~5 °C)，吸干体表水分，称量并统计

各缸存活数量。每缸随机取 12 尾虾，测定其体

长、体质量和肝胰腺质量，用于生长指标的分

析。各缸预留 6 尾处于蜕皮间期的整虾，冻存于

−20 °C冰箱，用于水分、粗蛋白、粗脂肪和粗灰

分的测定。取肝胰腺固定在 4% 多聚甲醛中，用

于制备H.E 染色切片。每缸随机挑取5 尾虾，用75%
酒精擦拭虾体进行消毒，再用无菌生理盐水冲

洗 2~3 次，在无菌操作条件下取出肠道，将 5 尾

虾的肠道混合样本冻于液氮中。其余对虾于冰上迅

速取出肝胰腺和肠道组织，置于−80 °C 冰箱保存

备用。
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　　全虾及饲料组成分析　　全虾及饲料组成

分分析参考 AOAC(2000) 的标准方法，水分测定

采用 105 °C 烘干至恒重 (24 h)，粗灰分测定采用

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凯氏定氮

法 (KjeltecTM8200， FOSS,  Sweden) 和索氏抽提

法 (FOSS，SoxtecTM2055，瑞士)。
　　石蜡切片的制备与观察　　肝胰腺在 4%
多聚甲醛中固定超过 24 h 后，脱水，二甲苯清

洁，石蜡包埋，苏木精 -伊红 (H.E) 染色，切成

5 μm 薄片。使用 BX51 (OLYMPUS，日本 ) 对染

色切片进行分析。

　　消化酶、免疫相关酶活性测定　　消化酶

活性测定使用特定的商业检测试剂盒进行。蛋

白酶、淀粉酶和脂肪酶均采用酶联免疫吸附法

检测，试剂盒购自上海翼飞生物科技有限公司。

丙二醛 (MDA)(TBA 法 )、总超氧化物歧化酶 (T-
SOD)(羟胺法 )、过氧化氢酶 (CAT)(可见光法 )、

表 1    实验饲料配方和营养成分分析

Tab. 1    Compositions of experimental diets

项目

items

水飞蓟素不同含量组/(g/kg)　different groups of silymarin content

0 0.1 0.2 0.4

原料/(g/kg)　ingredients

鱼粉　fish meal 370   370   370   370   

豆粕　soybean meal 280   280   280   280   

小麦淀粉　wheat starch 200   200   200   200   

鱼油　fish oil   22.8   22.8   22.8   22.8

大豆油　soybean oil   25     25     25     25   

卵磷脂　lecithin   10     10     10     10   

胆固醇　cholesterol     5       5       5       5   

维生素预混物　vitamin premix a   20     20     20     20   

矿物质预混物　mineral premix b     5       5       5       5   

维生素C　vitamin C     1       1       1       1   

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

纤维素　cellulose   11.2   11.1   11.0   10.8

碳酸钙　calcium carbonate   20     20     20     20   

水飞蓟素　silymarin     0       0.1     0.2     0.4

组成分析/(g/kg)　proximate analysis

水分　moisture   93.5   90.7   90.1   92.3

粗蛋白　crude protein 341   342   347   344   

粗脂肪　crude lipid   87.1   88.9   88.5   87.5

粗灰分　crude ash 110.9 114.3 109.7 113.6

注：a. 维生素预混物(g/kg预混物)包括维生素B1 0.5，维生素B2 3.0，维生素B6 1.0，DL-泛酸钙 5.0，烟酸 5.0，生物素 0.05，叶酸 0.18，维生

素B12 0.002，氯化胆碱 100.0，肌醇 5.0，维生素K 2.0，维生素A醋酸酯(20 000 IU/g) 5.0，维生素D3(400 000 IU/g) 0.002，DL-α-生育酚乙酸酯

(250 IU/g) 8.0，纤维素 865.266；b. 矿物质预混物(g/100 g预混物)包括六水氯化钴 0.004，五水硫酸铜 0.250，硫酸亚铁 4.0，七水硫酸镁 28.398，
一水硫酸锰 0.650，碘化钾 0.067，亚硒酸钠 0.010，七水硫酸锌 13.193，磷酸二氢钠 15，纤维素 38.428
Notes: a. vitamin premix, diluted in cellulose, provided the following vitamins(g/kg premix) are thiamin HCl 0.5, riboflavin 3.0, pyridoxine HCl 1.0, DL
Ca-pantothenate 5.0, nicotinic acid 5.0, biotin 0.05, folic acid 0.18, vitamin B12 0.002, choline chloride 100.0, inositol 5.0, menadione 2.0, vitamin A
acetate (20 000 IU/g) 5.0, vitamin D3 (400 000 IU/g) 0.002, DL-alpha-tocopheryl acetate (250 IU/g) 8.0, α-cellulose 865.266；b. trace mineral premix
provided the following minerals (g/100 g premix) are CoCl2·6H2O 0.004, CuSO4·5H2O 0.250, FeSO4 4.0, MgSO4·7H2O 28.398, MnSO4·H2O 0.650, KI
0.067, Na2SeO3 0.010, ZnSO4·7H2O 13.193, NaH2PO4 15, filler 38.428
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谷胱甘肽过氧化物酶 (GPx)(比色法 )、还原型谷

胱甘肽 (GSH)(微板法)、酸性磷酸酶 (ACP)(微板

法)、碱性磷酸酶 (AKP)(微板法)、酚氧化酶 (POX)
(ELISA 检测法 )、溶菌酶 (LZM)(比浊法 ) 测定试

剂盒均购自南京建成生物工程研究所。具体实

验操作按试剂盒说明书进行。

1.4    计算方法

生长指标计算公式：

增重率 (weight gain rate, WGR, %) = (Wt−W0) /
W0 × 100%

存活率 (survival rate, SR, %) = Nt / N0 × 100%
饲料系数 (feed  conversion  ratio,  FCR)  = Wf/

(Wt − W0)
肥满度 (condition factor, CF, g/cm3) = W/L3 × 100
肝体比 (hepatosomatic index, HSI, %) = Wh/W ×

100%
式中，W0 为对虾的初始体质量 (g)，Wt 为对虾的

终末体质量 (g)，N0 为对虾的初始数量 (尾 )，Nt

为对虾的终末数量 (尾 )，Wf 为摄入饲料量 (g)，
Wh 为肝胰腺的质量 (g)，L 为对虾体长 (cm)，W
为对虾体质量 (g)。

1.5    肠道菌群分析

实验虾肠道样品中微生物总 DNA 用 E.Z.N.
A. soil DNA 试剂盒 (OMEGA，USA) 提取，并用

NanoDrop  ND-2000 分 光 光 度 计 (Thermo， USA)
测定所提 DNA 纯度和浓度。使用正向引物 338F
(5 ′ACTCCTACGGGAGGCAGCA3 ′ ) 和 反 向 引

物 806R(5′GGACTACHVGGGTWTCTAAT3′) 扩
增细菌 16S RNA 基因的 V3~V4 高可变区。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。纯化

后的 PCR 产物，送上海美吉生物医药科技有限

公司，通过 Illumina MiSeq PE300 平台进行双末

端测序。

从测序公司获得原始数据，使用 QIIME 程

序 (版本号 1.9.1，http://qiime.org/install/index.html)
对序列质量进行控制，用 UPARSE(版本号 7.0.
1090， http://www.drive5.com/uparse/) 将相似性高

于 97% 的序列聚类成同一个分类操作单元 (oper-
ational  taxomomic  units,  OUTs)，用 Usearch(版本

号 7.0， http://www.drive5.com/usearch/) 对数据进

行处理，统计 OTU。采用 RDP classifier 贝叶斯

算法对 97% 相似性水平的 OUT 代表序列进行分

类学分析，根据样品 OUT 与 Sliva 数据库 (https://
www.arb-silva.de/) 的相似性对比结果进行物种注

释。根据分类学统计结果分析肠道微生物的群

落组成和结构，用 Mothur 软件进行 Alpha 多样

性分析，计算 Chao1、Shannon、Ace 和 Simpson
指数，使用 GraphPad Prism 5 软件绘制群落组成

图。使用 R 语言 mixOmics 包中的 plsda 进行样本

分组分析和作图。所有操作通过美吉生物云平

台完成。

1.6    数据分析

本实验所有的数据分析使用 SPSS Statistics
23 (IBM, Armonk, NY, USA) 软件，用平均值±标
准误 (mean ± SE) 表示。对照组、0.1、0.2 和 0.4 g/kg
组之间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) 等同性检验后使用独

立样本 t 检验分析对照组和 0.4 g/kg 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    生长性能

水飞蓟素添加组增重率均显著高于对照组，

饲料系数显著低于对照组 (P<0.05)。各处理组存

活率和肥满度无显著差异 (P>0.05)。0.1 g/kg 组对

虾的肝体比显著高于 0.4 g/kg 水飞蓟素添加组

(P<0.05)，但与对照组相比无显著差异 (P>0.05)
(表 2)。

2.2    全虾体成分

各组全虾的水分、粗蛋白、粗灰分、粗脂

肪均无显著性差异 (表 3)(P>0.05)，但随着饲料中

水飞蓟素添加量的升高，各组全虾水分呈下降

趋势。0.2 和 0.4 g/kg 组粗蛋白、粗脂肪和粗灰分

数值均高于对照组。

2.3    消化酶活性

低盐度养殖环境下，饲料中添加水飞蓟素

对肝胰腺和肠道的消化酶活性产生了显著影响

(图 1)。在肝胰腺中，水飞蓟素添加量为 0.4 g/kg
时，对虾有最大的淀粉酶和脂肪酶活性并且淀

粉酶活性显著高于对照组 (P＜0.05)。在肠道中，
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消化酶的活性均随着水飞蓟素添加量的增加而

升高，0.2~0.4 g/kg 水飞蓟素能显著提高蛋白酶、

淀粉酶和脂肪酶活性 (P＜0.05)。

2.4    免疫指标

随着水飞蓟素添加量的增加，肝胰腺和肠

道中 MDA 的含量呈下降趋势，但各组间无显著

差异 (P>0.05)(图 2-a)。添加 0.4 g/kg 的水飞蓟素，

肝胰腺组织中的 T-SOD 和 CAT 的活性显著高于

对照组 (P<0.05)(图 2-b，c)，且 GSH 含量显著高

于对照组 (P＜0.05)(图 2-e)。但水飞蓟素对肠道

中 T-SOD、CAT 和 GPx 的活性无显著影响。在

肠道中，水飞蓟素添加量为 0.2 g/kg 时，ACP 和

AKP 的活性显著高于对照组 (P<0.05)(图 2-g，h)。
水飞蓟素的添加未对溶菌酶和酚氧化酶活性产

生影响，而且肝胰腺和肠道中的酚氧化酶含量

呈下降趋势 (图 2-i)。

2.5    肝胰腺组织结构

饲料中添加水飞蓟素对低盐度养殖的凡纳

滨对虾肝胰腺组织有明显影响 (图版 )。与对照

组 (图版-1) 相比，添加水飞蓟素的处理组 (图版-2~

4) 肝胰腺显微结构中，肝小体排列紧密，且基

底膜结构完整，管腔成规则的星形 (五角或四角)。
而对照组肝小体萎缩，排列疏松，管腔变形扭

曲不规则，甚至丧失星形管腔结构。肝小体中，

水飞蓟素添加组的对虾含有大量 B 细胞和 E 细

胞，而对照组 B 细胞虽有膨大，但数量较少。

2.6    低盐度下饲料中添加水飞蓟素对凡纳滨

对虾肠道菌群的影响

对照组和 0.4 g/kg 组样本肠道 16S rDNA 测

序分析共获得 521 693 条序列，每个样本测序量

超过 50 000 条，平均长度约为 440 bp。比较对照

组和 0.4 g/kg 组对虾肠道微生物的多样性指数，

发现没有显著差异 (P>0.05)，0.4 g/kg 组的 Chao1
指数、ACE 指数、Simpson 指数较对照组略有下

降，而 Shannon 指数略有上升 (图 3-a)。
PLS-DA 分析发现，对照组样本和水飞蓟

素添加组样本可以明显区分并聚成 2 个类群，2
组间未有交叉，且相距较远。2 组样本位点值

COMP1 差异极显著 (P<0.01)，说明对照组和 0.4
g/kg 组对虾肠道菌群具有显著差异，表明水飞蓟

素能在一定程度上影响肠道菌群组成。此外，

表 2    饲料中添加水飞蓟素对低盐度下凡纳滨对虾生长的影响

Tab. 2    Growth performance of L. vannamei fed with silymarin at low salinity

项目

items

水飞蓟素不同含量组/(g/kg)　different groups of silymarin content

0 0.1 0.2 0.4

增重率/%　WGR 3 728.59 ± 106.96b 4 207.94 ± 120.82a 4 309.68 ± 57.83a 4 202.58 ± 67.30a

存活率/%　SR 99.50 ± 0.50 98.00 ± 1.41 96.50 ± 1.26 97.00 ± 1.29

饲料系数　FCR 1.35 ± 0.02a 1.24 ± 0.03b 1.26 ± 0.01b 1.26 ± 0.01b

肥满度/(g/cm3)　CF 0.68 ± 0.00 0.70 ± 0.01 0.69 ± 0.00 0.70 ± 0.01

肝体比/%　HSI 5.57 ± 0.08ab 5.66 ± 0.20a 5.43 ± 0.08ab 5.26 ± 0.05b

注：表中同一行数据中不同字母上标表示差异显著(P＜0.05)，下同

Notes：different superscripts of the same row values are significantly different (P＜0.05)，the same below (n=4)

表 3    饲料中添加水飞蓟素对低盐度下凡纳滨对虾体成分的影响 (比湿质量)

Tab. 3    Body composition of L. vannamei fed with silymarin at low salinity(wet mass basis)

项目

items

水飞蓟素不同含量组/(g/kg)　different groups of silymarin content

0 0.1 0.2 0.4

水分/%　moisture 77.82 ± 0.10 77.67 ± 0.38 77.63 ± 0.44 77.63 ± 0.20

粗蛋白/%　crude protein 15.35 ± 0.07 15.33 ± 0.30 15.39 ± 0.34 15.47 ± 0.17

粗脂肪/%　crude lipid 3.55 ± 0.08 3.76 ± 0.11 3.69 ± 0.13 3.69 ± 0.11

粗灰分/%　crude ash 2.69 ± 0.12 2.68 ± 0.02 2.84 ± 0.06 2.77 ± 0.03
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通过 PLS-DA 分析中的样本点分布的离散情况也

可以看出，对照组样本个体肠道菌群组成接近，

而水飞蓟素添加组不同个体的肠道菌群组成差异较大

(图 3-b，c)。
在门分类水平上，对照组和 0.4 g/kg 组各样

品的细菌群落组成类似，2 个处理组的肠道优势

菌群较为一致，其中变形菌门 (Proteobacteria) 和
拟杆菌门 (Bacteroidetes) 在各样本中变化较大，

核心菌群相对丰度最高的是变形菌门，其后依

次是拟杆菌门、放线菌门 (Actinobacteria) 和疣微

菌门 (Verrucomicrobia)，这 4 类优势菌群占肠道

菌群的比例超过 98%，排名前 7 的细菌丰度之和

占肠道菌群的比例超过 99%(图 4)。
比较 0.4 g/kg 组和对照组凡纳滨对虾的肠道

细菌在门水平和属水平的差异，发现饲料中添

加水飞蓟素后，凡纳滨对虾肠道中的拟杆菌门

和纤细菌门 (Gracilibacteria) 相对丰度显著下降

(P<0.05)(图 5-a)。对照组中，厚壁菌门 (Firmi-
cutes) 比拟杆菌门相对丰度比例为 3.81×10−4 (图 5-b,
R1)， 0.4  g/kg 组 中 该 比 例 为 3.66×10−3 (图 5-b,
R2)，比值扩大了 9.6 倍。在属水平，共有 14 种

存在显著差异，但大多没有明确分类地位，其

中已分类命名的海边杆菌属 (Actibacter) 和矿生

菌属 (Fodinicola) 的丰度显著下降，志贺氏杆菌

属 (Shinella)、不动杆菌属 (Acinetobacter) 和迪茨

氏菌属 (Dietzia) 的丰度显著升高 (图 5-c)。但通

过分析对照组和 0.4 g/kg 组肠道菌群 KEGG path-
way (level 3) 丰度组成，发现代谢通路并无显著

差异，可见水飞蓟素对肠道细菌的代谢功能没

有影响。

3    讨论

3.1    低盐度下水飞蓟素对凡纳滨对虾生长性

能的影响

研究表明，低盐度会对凡纳滨对虾的生长

和存活造成不良影响 [3, 26-27]。凡纳滨对虾体液等

渗点约为 718 mOsm/kg[28]，对应的盐度约为 25。
盐度的偏好选择实验表明，凡纳滨对虾更偏爱

17~35 的盐度，同时趋避极低盐度 [29]。虽然凡纳

滨对虾能适应 3 的低盐度，但低盐度的环境使其

处于一种胁迫之下，机体需要消耗额外的能量

用于渗透压调节以应对低渗环境，维持机体离

子平衡，从而导致对虾的生长性能下降。本研

究中，在低盐度养殖条件下，饲料中添加 0.1~
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图 1    饲料中添加水飞蓟素对低盐度下凡纳滨对虾

蛋白酶 (a)、淀粉酶 (b)和脂肪酶 (c)活性的影响

图中不同字母上标表示在同种组织内差异显著 (P＜0.05)，下同

Fig. 1    Specific activity of protease (a), amylase (b) and
lipase (c) in hepatopancreas and intestines of
L. vannamei fed with silymarin at low salinity

Different letters mean significnat difference within same tissue (P＜0.05)，
the same below
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0.4 g/kg 水飞蓟素能显著提高凡纳滨对虾的增重

率，降低饲料系数，而生长性能的改善和饲料

利用能力的增强可能与消化酶活性的提高有关。

有研究表明，消化酶活性的提高能够促进机体对

饲料的消化吸收，从而提高动物的生长性能[30-31]。

在本研究中，水飞蓟素对消化酶活性也有提高

作用。消化酶的活性可反映机体对饲料的消化

利用程度，消化酶活性越高，意味着机体对饲
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料的利用越充分。同样有研究表明，水飞蓟素

具有一定的促进生长、提高饲料效率的作用，

如虹鳟、团头鲂、草鱼、吉富罗非鱼 [17-19, 21]。

同时，水飞蓟素添加量的提高能有效降低肝体

比，增大对虾可食部分。这可能与水飞蓟素改

善对虾肝胰腺物质能量代谢的作用有关。在吉

富罗非鱼中的研究也有类似的结果，添加水飞

蓟素后，罗非鱼的肝体比和脏体比显著下降 [18]。

已有的研究普遍认为低盐度会降低凡纳滨对虾

的存活率，本研究中各处理组存活率无显著差

异，对照组高达 99.5%，这可能与实验饲料配方

的优化、养殖密度较小有关。

3.2    低盐度下水飞蓟素对凡纳滨对虾免疫指

标的影响

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[32]，非特异性免疫酶活性的变

化是衡量凡纳滨对虾免疫功能状态的重要指标，

主要包括抗氧化酶系和非抗氧化酶系。

¢O¡
2

虽然凡纳滨对虾能适应广泛的环境盐度，

但是低盐度仍会造成凡纳滨对虾的氧化压力增

大、新陈代谢紊乱和免疫力低下[33-34] 等不良反应。

面对环境胁迫，水产动物会通过一系列的抗氧

化防御体系来清除氧化应激产生的自由基，从

而维持组织结构的正常和代谢功能的稳定 [35-36]。

MDA 是脂质过氧化的代谢产物，其含量可以反

映机体内脂质过氧化的程度，被广泛用作细胞

损伤的评价指标 [37]。CAT 和 SOD 是相互关联的

抗氧化酶，其活性的大小能够反映生物体内代

谢状态和外界环境胁迫的变化[38]。机体代谢中产

生的活性氧会对细胞造成损伤， 经 SOD 催化
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图 2    饲料中添加水飞蓟素对低盐度下凡纳滨对虾免疫指标的影响

Fig. 2    Effects of silymarin on immune indexes of L. vannamei fed with silymarin at low salinity
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生成过氧化氢，过氧化氢再经 CAT 转换成无害

的水和氧气，从而保护细胞，避免机体损伤。

GPx 是机体广泛存在的催化过氧化氢分解的酶，

可特异性催化还原型谷胱甘肽对过氧化氢的还

原反应。GSH 可直接消除活性氧自由基，同时

可作为 GPx 的底物清除细胞内过氧化氢及脂过

氧化物。在应对低盐度环境时，凡纳滨对虾的

抗氧化防御系统发挥着重要作用。本研究发现，

在低盐度胁迫下，饲料中添加水飞蓟素可有效

改善凡纳滨对虾的肝胰腺抗氧化功能，缓解凡

纳滨对虾的氧化应激。随着水飞蓟素添加量的

增多，对虾肝胰腺中 MDA 含量逐渐降低，SOD
和 CAT 活性明显升高，GSH 含量显著增加，GPx
活性也有一定的升高，凡纳滨对虾的抗氧化能

力得到显著增强，组织氧化损伤降低。水飞蓟

素在其他水产动物上也表现出相近的作用效果。

大西洋鲑  (Salmo salar) 头肾细胞 (SHK-1) 离体实

验发现，水飞蓟素能够有效保护细胞阻断氧化

应激 (高葡萄糖和水杨酸)[39]；而水飞蓟素对四氯

化碳致鲫  (Carassius auratus) 肝细胞损伤的保护

作用也与其抗氧化作用有关[40]；在大菱鲆的营养

实验中，水飞蓟素能有效促进 SOD、GPx 和过

氧化物酶 6(peroxiredoxin 6, Prdx6) mRNA 的表达，

提高抗氧化酶系活性，从而改善大菱鲆生长性

能和生理机能，缓解低蛋白饲料的影响[20]。可见，

水飞蓟素通过提高肝脏抗氧化能力，进而改

善机体生长和生理状态，缓解机体应激和环境

胁迫。

AKP 与 ACP 直接参与磷酸的转移和代谢，

是生物体内重要的代谢调控酶。AKP 在对虾的

钙质吸收、骨骼形成和甲壳素的形成及分泌过

程中具有重要作用，研究证实 AKP 活性与虾蜕

皮直接相关，罗氏沼虾 (Macrobrachium rosenber-
gii) 通过提高 AKP 活性以提高钙的沉积和吸收速

率[41]。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。本实验中，饲

料中添加 0.2 g/kg 水飞蓟素可以明显提高肠道

AKP 和 ACP 活性。而低盐度下，对虾需要加强

钙质吸收，显然肠道 AKP 活性的增强有利于凡

纳滨对虾的蜕壳。AKP 和 ACP 在凡纳滨对虾中

的分布具有组织特异性，尤其是在肝胰腺中的

活性最强 [42]。但肝胰腺中的 AKP 和 ACP 活性并

未在水飞蓟素的作用下有明显变化。在异育银

鲫 (C. auratus gibelio) 中的研究表明，水飞蓟素能

显著提高血清碱性磷酸酶的含量[43]。水飞蓟素的

主要成分是黄酮类物质，其成分复杂，可能导
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图 3    肠道微生物多样性 (a)和样本分组 (b、c)分析

**. 差异极显著 (P < 0.01)，下同

Fig. 3    Intestinal microbial diversity (a) and
sample grouping (b, c) analysis

**. indicates significantly different at level of P < 0.01, the same below
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图 4    各处理组凡纳滨对虾肠道细菌在门水平上的群落组成 (丰度值排名前 7)

Fig. 4    Top 7 phyla of microbial community in L. vanname intestine of each treatment group
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图 5    凡纳滨对虾肠道微生物在门水平 (a、b)和属水平 (c)上差异菌群分析

R 为厚壁菌门相对丰度 /拟杆菌门相对丰度；1. 海边杆菌属；2. Iamia；3. g__norank_o__JG30-KF-CM45；4. 志贺氏杆菌属；5. norank_
o__Gaiellales；6. 矿生菌属；7. 不动杆菌属；8. 未分类_根瘤菌目；9. norank_p__Gracilibacteria；10. norank_f__MNG7；11. 迪茨氏菌属；

12. 未分类_生丝微菌科；13. 未分类_赤杆菌科；14. norank_f__Sva0996_marine_group；*. 差异显著 (P < 0.05)

Fig. 5    Intestinal differential flora analysis at phylum level (a, b) and at genus level (c)
R is the ratio of relative abundance between Firmicutes and Bacteroidetes; 1. Actibacter; 2. Iamia; 3. g__norank_o__JG30-KF-CM45; 4. Shinella; 5. nor-
ank_o__Gaiellales;  6. Fodinicola;  7. Acinetobacter;  8.  unclassified_o__Rhizobiales;  9.  norank_p__Gracilibacteria;  10.  norank_f__MNG7; 11. Dietzia;
12. unclassified_f__Hyphomicrobiaceae; 13. unclassified_f__Erythrobacteraceae; 14. norank_f__Sva0996_marine_group; * indicates different at level of
P < 0.05
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致水飞蓟素在不同动物上的作用效果不尽相同。

本实验中，水飞蓟素对对虾的溶菌酶和酚氧化

酶活性均无明显影响，仅 0.2 g/kg 水飞蓟素能显

著提高对虾肠道 AKP 和 ACP 活性，这可能与水

飞蓟素在不同组织中的最佳作用浓度和时间不

同有关。

3.3    低盐度下水飞蓟素对凡纳滨对虾肝胰腺

组织结构的影响

在无脊椎动物中，肝胰腺具有特殊的生理

功能。肝胰腺是凡纳滨对虾最大的消化器官，

为复管状腺结构，由多级分支的小管组成。肝

胰腺由若干个肝小体组成，肝小体是对虾行使

消化吸收功能的基本结构单位，主要由基膜、

细胞层和肝小管组成。细胞层包括 B 细胞、R 细

胞、E 细胞和 F 细胞[44-45]。

本研究以低盐度作为胁迫因子，以添加水

飞蓟素的饲料投喂凡纳滨对虾，结果显示，水

飞蓟素能有效改善其肝胰腺和肠道组织形态，

并且这些变化与消化酶、抗氧化指标的变化相

一致。对照组和各处理组对虾均未出现肝胰腺

坏死症状，但添加组较对照组肝小体排列紧密，

且基底膜结构完整，管腔形状规则；而对照组

肝小体有一定程度的萎缩，管腔形状扭曲不规

则，这与生化指标中对照组肝胰腺 MDA 含量更

高相一致。添加水飞蓟素后，肝胰腺 MDA含量

下降，抗氧化酶活性升高，肝胰腺中还原型谷

胱甘肽含量显著升高，表明水飞蓟素能提高机

体抗氧化能力，修复肝脏损伤，维护肝胰腺组

织结构和生理功能正常。添加水飞蓟素后，肝

小体 B 细胞数量明显增多，而 B 细胞的主要功

能是分泌消化酶及消化。组织形态的变化印证

了消化酶活性的变化[46]。添加水飞蓟素后，消化

酶活性显著提高，生长性能得到改善。E 细胞是

一种未分化的胚性细胞，可分化为其他类型的

肝胰腺细胞 [44-45]。在本研究中，水飞蓟素添加组

肝小体 E 细胞数量增多可能与水飞蓟素能调控

细胞周期，提高肝脏再生能力的作用有关。对

大鼠 (Rattus norvegicus) 的研究表明，水飞蓟素能

够对肝切除手术 (PHx) 后的细胞周期进行调控，

增加 G1、S、G2、M 期蛋白质和 mRNA 的含量

及加强生长因子的表达以促进肝脏再生[47]。在对

虹鳟的研究中发现，水飞蓟素能提高肝脏合成

蛋白质的能力[21]。说明水飞蓟素可能通过清除氧

化损伤、调节细胞周期和促进物质合成等途径

来修复低盐度下对虾受损的肝胰腺组织。

3.4    低盐度下水飞蓟素对凡纳滨对虾肠道菌

群的影响

肠道微生物的结构和组成影响着宿主的免

疫应答、营养吸收和能量平衡 [48-49]。同时，肠道

微生物群落结构与功能紧密关联，可用指示微

生物评估宿主健康状况[50]。饮食和宿主系统发育

是影响肠道菌群组成的重要因素，通过对比不

同盐度下肠道菌群的结构，发现盐度的变化能

够显著影响凡纳滨对虾肠道微生物的组成，进

而影响肠道菌群功能 [6]。关于水飞蓟素对肠道菌

群的影响研究较少，但相关的报道表明水飞蓟

素能够影响肠道微环境，且更多的结果指向水

飞蓟素会降低肠道微生物的多样性 [51-52]。在本研

究中，对比对照组和 0.4 g/kg 水飞蓟素添加组，

发现水飞蓟素会使凡纳滨对虾肠道微生物的多

样性和丰度下降，水飞蓟素对小鼠肠道菌群也

表现出类似的作用效果[52]。

添加组和对照组对虾肠道微生物菌群中，

相对丰度最高的前 4 种分别为变形菌门、拟杆菌

门、放线菌门和疣微菌门，这与以往对凡纳滨

对虾肠道菌群的研究结果相似 [11, 50]。PLS-DA 分

析结果显示，对照组和添加组的肠道样本菌群

有显著差异。对比不同分类学水平菌群相对丰

度值，发现添加组拟杆菌门、纤细菌门相对丰

度都显著低于对照组。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[53]。

添加水飞蓟素后，对虾肠道拟杆菌门细菌丰度

显著下降，且主要是黄杆菌科 (Flavobacteriaceae)，
厚壁菌门与拟杆菌门的比例提高了 9.6 倍，该比

例的提高可能更易促进宿主吸收并储存能量，

从而促进对虾生长[54]。因目前关于水飞蓟素与细

菌作用的影响研究极少，缺乏参考资料，水飞

蓟素降低拟杆菌门相对丰度的作用和可能机理

需要进一步探究。Gracilibacteria 是菌纲未定的分

类群，相关研究极少，在此不做讨论。属水平

有显著差异的菌群都比较少见，且肠道菌群代

谢功能预测分析表明，饲喂水飞蓟素后，凡纳

滨对虾肠道菌群代谢功能没有发生显著变化。

4    结论

低盐度下，饲料中添加适量水飞蓟素能有

效提高凡纳滨对虾的生长性能，增强机体的抗
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氧化能力，改善肝胰腺组织结构，并会影响肠

道菌群组成结构，但并不会改变肠道菌群的代

谢功能。
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Effects of silymarin on growth, activities of immune-related enzymes,
hepatopancreas histology and intestinal microbiota of the Pacific white shrimp

(Litopenaeus vannamei) at low salinity

LI Huifeng 1,2,3,     LI Erchao 1*,     XU Chang 1,     ZHOU Li 1,     CHEN Liqiao 2*

(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. School of Life Sciences, East China Normal University, Shanghai    200241, China;
3. Spread Station of Aquaculture Technology of Zhangjiagang, Zhangjiagang    215600, China)

Abstract:  In order to explore the effect of silymarin on relieving low salinity induced stress in the Pacific white
shrimp, Litopenaeus vannamei,  four experimental diets with silymarin supplementation of 0 (control group), 0.1,
0.2 and 0.4 g/kg were prepared. The effects of silymarin on shrimp growth, immune-related enzymes, microstruc-
ture of hepatopancreas and intestinal microbiota were analyzed after juvenile L. vannamei (0.080 ± 0.002) g were
cultured at low salinity of 3 for 8 weeks. The results showed that: ① Silymarin significantly increased the weight
gain rate and decreased the feed coefficient of shrimp at low salinity, but had no significant effects on survival rate,
fatness and body composition. ② Silymarin increased the activities of digestive enzymes of shrimp. The activity of
amylase in hepatopancreas of 0.4 g/kg group was significantly higher than that of the control group. Dietary 0.2
and 0.4 g/kg silymarin significantly increased the activities of digestive enzymes in intestinal tract of shrimp. ③
Silymarin alleviated the oxidative damage of shrimp caused by low salinity and improved the antioxidant capacity
of  shrimp.  In  0.4  g/kg  group,  the  activities  of  total  superoxide  dismutase  (T-SOD),  catalase  (CAT)  and  reduced
glutathione (GSH) in hepatopancreas were significantly increased, but there was no significant change in intestinal
antioxidant  capacity.  The  activities  of  intestinal  acid  phosphatase  (ACP)  and  alkaline  phosphatase  (AKP)  in  0.2
g/kg group were significantly higher than those in the control group, but the activities of lysozyme and phenoloxi-
dase had no significant change. ④ With the increase of dietary silymarin content, the structure of hepatopancreas
of shrimp bacame more complete, the arrangement of hepatic corpuscles was compact, the crosssection of hepatic
tubules displayed the shape of regular polygonal star, and contained a large number of secretory cells (B cells) and
embryonic cells (E cells). ⑤ The relative abundance of Bacteroides and Gracilibacteria decreased significantly in
L. vannamei fed 0.4 g/kg silymarin. The results suggest that silymarin as a feed additive can effectively alleviate
the stress caused by low salinity, improve the growth and antioxidant performance in L. vannamei, and have posit-
ive effects on the hepatopancreas health and the composition of intestinal microbiota.

Key words: Litopenaeus vannamei; silymarin; low salinity; growth; immunity; hepatopancreas histology; intest-
inal microbiota
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图版    低盐度下凡纳滨对虾摄食不同添加量水飞蓟素后肝胰腺 H.E染色切片

1~4 分别表示低盐度下对虾饲喂 0(对照组)、0.1、0.2 和 0.4 g/kg 水飞蓟素后肝胰腺组织形态变化。A 表示星形管腔，C 表示基底膜，B、
R、E、F 分别代表 B 细胞 (分泌细胞)、R 细胞 (吸收细胞)、E 细胞 (胚细胞)、F 细胞 (纤维细胞)，*表示 B 细胞数量明显增加。400×

Plate    Transverse hepatopancreas section of L. vannamei fed with silymarin at low salinity
Histological examination of 1-4 respectively shows the morphological changes of hepatopancreas after feeding 0 (control group), 0.1, 0.2 and 0.4 g/kg
silymarin to shrimp with low salinity. A. star shape of the lumen, C. basal membrance, B. secretory cells, R absorption cells, E. embryonic cells, F. fibro-
cytes, * indicates a significant increase in B cells. The multiple is 400 ×
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