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摘要: 为综合评估饲料中添加枯草芽孢杆菌制剂(Bacillus subtilis, BS)对南美白对虾生长、免疫及抗副溶血弧

菌(Vibrio parahaemolyticus)感染的作用, 研究将4500尾南美白对虾[(0.95±0.25) g]随机均分为5个组, 分别设置

BS添加量为0 (对照组)、0.2%、0.4%、0.8%的实验组及0.05%三黄散(SH)药物对照组, 并进行42d养殖实验及

48h副溶血弧菌感染实验。结果显示, 饲料中添加0.2%、0.4%、0.8%BS或0.05%SH均能显著提高南美白对虾

的体长、体重、增长率和增重率, 并提高饵料系数。与对照组相比, 0.4%BS组对虾血淋巴内天冬氨酸转移酶

(AST)、谷丙转氨酶(ALT)活性显著降低, 0.8%BS组对虾血淋巴及肝胰腺中超氧化物歧化酶(SOD)含量及总

抗氧化能力(T-AOC)显著提高; 0.05%SH组对虾血淋巴酸性磷酸酶(ACP)活性、血淋巴T-AOC及肝胰腺SOD
显著提高, 血淋巴ALT活性显著降低。此外, 混饲喂养BS或SH能显著提高对虾感染副溶血弧菌后Hsp70、
LGBP、β-GBP-HDL、Crustin、Lysozyme等肝胰腺免疫相关因子的表达量, 并提高对虾感染副溶血弧菌后的

存活率。其中 ,  0.2%、0.4%、0.8%BS组和0.05%SH组将存活率从43.3%分别显著提升至66.7%、76.7%、

73.3% 和80.0%。在饲料中添加适量BS能够提高南美白对虾的生长性能及抗氧化能力, 并促进肝胰腺中免疫

相关因子的表达, 增强免疫力, 进而提升对虾抵抗副溶血弧菌感染的能力。
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南美白对虾(Litopenaeus vannamei)原产于太平

洋西海岸至墨西哥湾中部一带, 具有个体大、肉质鲜

美、抗病力强、生长迅速等特点, 是目前世界上养殖

规模最大、产量最高的对虾品种, 总产量达410万吨,
约占全球对虾产量的80%以上

[1—3]
。同时, 南美白对

虾也是我国重要的水产养殖虾类之一。2023年的数

据显示, 我国南美白对虾总产量达到230万吨以上, 在
甲壳类动物养殖产量中位列第一

[4]
。然而, 随着养殖

规模的不断扩大, 对虾养殖的病害问题日益严重。其

中, 副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)感染所引起

的急性肝胰腺坏死病具有高致病性和高致死率, 在全

球范围内给对虾的养殖发展造成巨大的经济损失
[5]
。

使用抗生素是防治副溶血弧菌的有效方法, 但过量使

用会导致抗生素残留和耐药性等问题, 给人类健康和

环境安全带来严重的危害。因此寻找一种绿色、安

全、有效的替抗产品至关重要。

目前, 多种益生菌被广泛应用于水产养殖业中

以替代抗生素的使用, 在促进水产动物生长、增强

免疫力等方面发挥着重要作用。其中, 枯草芽孢杆

菌(Bacillus subtilis)是可用于替抗的优势益生菌之

一。Wang等[6]
发现, 饲喂含枯草芽孢杆菌的饲料能

够显著提高幼年斑节对虾肠道中蛋白酶、淀粉
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酶、脂肪酶和纤维素酶的活性, 促进消化吸收、促

进生长发育。金鱼饲喂含枯草芽孢杆菌制剂的饵

料后, 提高了免疫相关基因的表达, 进而有效调节

血清指数, 并提高免疫蛋白活性
[7]
。Kewcharoen等[8]

在饲料中添加枯草芽孢杆菌饲喂南美白对虾, 发现

南美白对虾肝胰腺和血细胞中ALF、LSZ、SOD等

基因的表达水平上升, 从而提高血淋巴细胞的清除

效率和吞噬活性。此外, 已有研究表明, 枯草芽孢

杆菌菌株能够产生多种抗菌活性物质, 对水中的弧

菌、异养菌等有害致病菌的生长繁殖具有显著的

抑制作用
[9]
。在实验室前期研究中也发现, 向养殖

水体中施洒枯草芽孢杆菌制剂, 能够显著降低南美

白对虾肠道中的弧菌丰度, 抑制水体中弧菌的生

长。然而, 目前关于枯草芽孢杆菌对对虾作用效果

的研究多局限于单一或少数作用层面的考察, 尚缺

乏从添加剂量、生长性能、抗氧化能力、非特异

性免疫调控、抗副溶血弧菌感染能力与其他传统

药物的效果对比等多个维度的综合评价; 且已有的

研究中对虾个体较少, 每个重复组的个体数约为

50—130尾, 群体个数较小, 使用的养殖塑料桶也难

以还原实际养殖中的环境, 研究结果难以应用于实

际生产中
[6—8]

。

因此, 本研究采用贴近实际养殖环境的水泥池,
扩大实验个体规模, 从添加剂量、生长性能、抗氧

化能力、非特异性免疫调控、抗副溶血弧菌感染

能力与其他传统药物的效果对比等多个维度对枯

草芽孢杆菌对南美白对虾的作用效果进行了综合

评估。旨在全面评估枯草芽孢杆菌在对虾养殖产

业的应用前景, 为促进对虾养殖产业可持续发展提

供理论依据。

 1    材料与方法

 1.1   实验动物及材料

南美白对虾幼虾4500尾, 购于广西东兴鸿生实

业有限公司 , 初始体重(0.95±0.25) g, 初始体长为

(5.07±0.45) cm。经聚合酶链式反应病原检测, 无
WSSV、AHPNS、IHHNV和EHP等病原感染。枯

草芽孢杆菌制剂, 购自广西农保生物有限公司, 生
产批号20220221。三黄散购自山西首爱动物药业

有限公司, 生产批号20170502。
 1.2   实验仪器

多功能酶标仪购自瑞士PerkinElmer公司; 实时

定量PCR仪(型号CRX96)、梯度PCR仪(型号 BIO-
RAD T100)购自美国BIO-RAD公司; UV-1750 型紫

外可见光分光光度计购自日本岛津公司; HH-S2 数
显恒温水浴锅购自常州市金坛医疗器械厂。

 1.3   养殖试验设计

将南美白对虾随机分为5组, 分别为空白对照

组、0.05%三黄散药物对照(0.05% SH)组和0.2%枯

草芽孢杆菌制剂(0.2% BS)组、0.4%枯草芽孢杆菌

制剂(0.4% BS)组、0.8%枯草芽孢杆菌制剂(0.8%
BS)组, 每组900尾。每组设置3个重复组, 每个重复

组300尾, 饲养于1 m3
的水泥池中。除空白对照组

投喂基础饲料外, 其余各组分别投喂含相应浓度药

物的饲料, 每日投喂3次, 每次投喂的饲料量为对虾

总体重的3%, 饲喂前打捞粪便和废弃物, 喂食后

1h打捞残饵, 并根据剩料情况及时调整下次饲料投

喂量, 以保证对虾的生长需求。连续饲喂42d。在

实验期间定期检测并记录水体的氨氮含量、亚硝

酸盐含量、溶解氧、温度及pH的变化, 及时进行水

质调控, 实验期间DO≥4 mg/L, 水温29—31℃, 盐
度17‰, 每3天换水1次, 每次换水量为总水量的1/3。
 1.4   生长性能测定

在42d养殖实验结束后, 分别测量各组南美白

对虾的体长、体重, 计算增重率、增长率及饵料系

数。增重率、增长率、饵料系数计算公式:
增重率(%)=(终末体重–初始体重)/初始体重×

100
增长率(%)=(终末体长–初始体长)/初始体长×

100
饵料系数=采食量/(终末体重–初始体重)

 1.5   免疫及抗氧化相关酶活性测定

在养殖实验结束后, 每组采集对虾的血淋巴和

肝胰腺各22份, 液氮速冻后保存于–80℃备用。血

淋巴中酸性磷酸酶(ACP)、碱性磷酸酶(AKP)、谷

丙转氨酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)、超

氧化物歧化酶(SOD)和总抗氧化能力(T-AOC)的酶

活性和肝胰腺组织中的SOD、T-AOC的活性均严

格按照试剂盒(购自南京建成生物工程研究所)说明

书进行测定。其中肝胰腺样本按组织重与生理盐

水体积1﹕9比例进行混合, 并在冰浴下进行机械匀

浆, 在4℃下12000 r/min离心10min, 然后取上清液

进行测定。

 1.6   菌液制备

取出冻存的副溶血弧菌菌种, 置于100 mL的
Luria肉汤中(LB培养基, Sangon Biotech)复苏, 180 r/
min, 37℃培养24h后, 8000 r/min, 4℃离心10min, 去
除上清液, 加入适量无菌预冷生理盐水重悬, 采用

麦氏比浊法, 在600 nm波长处测定其分光光度值,
计算细菌浓度, 再将细菌液重新悬浮在无菌预冷生

理盐水中 , 通过连续稀释获得梯度剂量为106
、

107
、108

、109
和1010 CFU/mL的菌悬液。
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 1.7   副溶血弧菌感染实验设计

感染预实验　　以肌肉注射副溶血弧菌的方

式评估对虾的抗弧菌能力。取540尾空白对照组对

虾, 随机分为106
、107

、108
、109

和1010 CFU/mL组
和生理盐水对照组; 每个组3个平行, 每个平行30尾
对虾, 分别注射对应浓度的细菌液0.1 mL/尾, 生理

盐水对照组注射等量的无菌生理盐水。每6h统计

1次各处理组的死亡数, 连续统计至48h。根据寇氏

法测定副溶血弧菌对南美白对虾48h的LC50, 计算

公式: 

lgLC50= 1/2Σ(Xi+Xi+1)(Pi+1−Pi)
 

Sx50=i×[(ΣP−ΣP2)/(n−1)]×0.5
 

LC50的可信限 = lg−1(lgLC50±1.96×Sx50)

式中, Sx50为lgLC50的标准误; Xi为浓度对数; Pi为死

亡率, 用小数表示; i为相邻两组剂量对数值之差;
n为每组动物数。

挑战性实验　　在42d给药结束后 , 分别从

0.05%SH组、 0.2%BS组、 0.4%BS组和 0.8%BS组
中随机挑选90尾南美白对虾, 分别肌肉注射浓度为

LC50的副溶血弧菌, 然后移至20 L水族箱中持续饲

养观察48h; 空白对照组注射等量的无菌生理盐水,
各组的饲养条件一致。分别于攻毒后0、6h、12h、
24h和48h统计各实验组南美白对虾的死亡情况, 计
算存活率, 并采集各组存活对虾的肝胰腺组织液氮

速冻后保存于–80℃备用。存活率计算方式:
存活率(%)=终末成活数量/初始数量×100

 1.8   肝胰腺免疫相关基因表达水平测定

采用挑战性实验结束后采集得到的各组肝胰

腺样本, 使用TRIzol试剂提取总RNA, 并测定其浓

度和纯度, 然后将获得的总RNA按照SPARKscript
Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit试剂盒(购自山东

思科捷生物技术有限公司)进行反转录, 得到cDNA
片段, 使用2×SYBR Green qPCR Mix试剂盒(购自山

东思科捷生物技术有限公司 )检测相关基因的

mRNA表达水平, 所用引物由南宁捷尼斯生物科技

有限公司合成, 引物序列如表 1所示。

 1.9   数据分析

采用SPSS 23.0对测得数据进行分析, 试验所得

数据用平均数±标准误(mean±SD)表示, 经单因素方

差分析(One-way ANOVA)后 , 进行Duncan多重比

较, 肩标不同小写字母表示差异显著(P<0.05); 肩标

不同大写字母表示差异极显著(P<0.01); 肩标相同

字母或不标表示没有差异性(P>0.05)。

 2    结果

 2.1   生长性能

各组南美白对虾生长性能情况见表 2。在饲喂

实验42d后, 0.2% BS组的体长、体重、增长率、增

重率均显著高于空白对照组(P<0.05), 0.05% SH、

0.4% BS和0.8% BS组的体长、体重、增长率、增

重率均极显著高于空白对照组(P<0.01)。此外, 添
加SH和各剂量的BS均能显著降低对虾的饵料系数

(P<0.05); 其中, 在BS组中, 0.4%和0.8%的BS添加量

的对虾饵料系数优于0.2%添加量。

 2.2   免疫及抗氧化相关酶活性

为了探究枯草芽孢杆菌制剂对南美白对虾非

特异性免疫能力的影响, 测定了不同枯草芽孢杆菌

 

表 1   基因引物序列

Tab. 1   The sequence of gene primers
基因
Gene

引物序列
Primer sequence (5′—3′)

登录号
Gene number

β-actin GCGAGAAATCGTTCGTGACA
GGTCATCTCCTGCTCGAAGT

XM_027364954.1

Hsp70 CCTCCAGGACTTCTT
GGTCACGTCCAACAGCAAC

XM_027369405.1

β-GBP-
HDL

CGAGAACGGACAAGAAGTGG
AGG
ATCGACGAACACGCAGGGAA
TG

XM_027365374.1

Crustin ACGAGGCAACCATGAAGG
AACCACCACCAACACCTAC

XM_027352254.1

LGBP CATGTCCAACTTCGCTTTCAG
A
ATCACCGCGTGCCATCTT

XM_027358431.1

Lysozyme GGACTACGGCATCTTCGAGA
ATCGGACATCAGATCGGAAC

XM_027352840.1

 

表 2    枯草芽孢杆菌制剂对南美白对虾生长性能的影响

Tab. 2    Changes in growth performance of Litopenaeus vannamei (mean±SE, n=30)

组别Group 空白对照Control 0.05% SH 0.2% BS 0.4% BS 0.8% BS

体长Body length (cm) 7.72±0.09b 8.43±0.13a 8.13±0.12a 8.36±0.11a 8.38±0.14a

体重Bdoy weight (g) 2.54±0.10c 3.48±0.19a 3.00±0.13b 3.13±0.15ab 3.21±0.16ab

增长率Length gain rate (%) 52.3±1.7b 66.3±2.6a 60.4±2.4a 64.9±2.1a 65.3±2.7a

增重率Weight gain rate (%) 167.7±10.9c 266.3±20.3a 215.3±13.9b 229.4±15.3ab 238.2±17.3ab

饵料系数Feed conversion ratio 3.78±0.64a 2.38±0.29b 2.93±0.40c 2.76±0.37d 2.66±0.35bcd

注: 同行数据肩标不同小写字母表示差异显著(P<0.05);下同
Note: Different superscript lowercase letters in the same row indicate significant differences (P<0.05); the same applies below
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水平处理后对虾的免疫酶和抗氧化酶活性(图 1)。
结果表明, 0.05%SH在饲粮中的添加能够显著增强

虾体ACP活性, 并降低ALT水平(P<0.05), 且显著提

高血淋巴T-AOC及肝胰腺SOD(P<0.05)。在投喂

BS后, 南美白对虾血淋巴中的ACP和AKP活性与空

白对照组相比均没有显著差异(P>0.05)。与空白对

照组相比, 饲喂不同水平的枯草芽孢杆菌均能极显

著降低南美白对虾血淋巴ALT活性(P<0.01), 极显

著提高T-AOC活性(P<0.01)。当饲喂剂量为0.4%

时, 对虾血淋巴中的AST活性显著低于空白对照组

(P<0.05)。饲喂剂量为0.8%时, 对虾血淋巴中的SOD
活性显著高于空白对照组(P<0.05)。

在肝胰腺组织中 ,  0.4%BS组和0.8%BS组的

SOD活性均极显著高于空白对照组(P<0.01)。空白

对照组的T-AOC活性与0.05%SH组、0.2%BS组、

0.4%BS组相比无显著性差异(P>0.05), 但极显著低

于0.8%BS组(P<0.01)。综上可知, 饲粮中添加0.4%、

0.8%BS或0.05%SH能显著改善南美白对虾的免疫
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图 1    南美白对虾免疫及抗氧化活性

Fig. 1    Immune and antioxidant activities of Litopenaeus vannamei (mean±SE, n=22)
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及抗氧化能力。

 2.3   副溶血弧菌感染实验

南美白对虾经肌肉注射不同剂量的副溶血弧

菌, 其死亡情况如表 3所示, 经寇氏法测得南美白对

虾的感染副溶血弧菌的48h的LC50为108.2 CFU/mL,
LC50的可信限=1.094—1.095, Sx50=0.003。枯草芽

孢杆菌制剂对南美白对虾感染副溶血弧菌的预防

效果如图 2所示。其中, 在副溶血弧菌感染48h后,
0.2%、0.4%、0.8%BS组及0.05%SH组南美白对虾

的存活率均显著高于空白对照组, 分别将存活率提

升至66.7%、76.7%、73.3%和80.0%。

 2.4   肝胰腺免疫相关基因表达水平

如图 3a所示, 在副溶血弧菌感染后, 0.05%SH
组对虾的Hsp70表达量呈先上升后下降再上升的趋

势。而感染后 12 —48h,  0.2%BS组、 0.4%BS组
和0.8%BS组对虾的Hsp70的表达量均极显著高于

空白对照组(P<0.01), 其中0.2%BS组的表达量均极

显著高于其余各组(P<0.01)。
图 3b显示, 从开始感染直至感染后48h, 0.05%SH

组对虾的LGBP表达量均始终显著高于对照组。副

溶血弧菌感染的初始时刻, 0.8%BS组对虾的LGBP
表达量极显著高于空白对照组(P<0.01)。感染后

6—24h, BS各剂量处理组的LGBP表达量与空白对

照组相比极显著增加(P<0.01)。其中在攻毒0—24h,
0.8% BS剂量组的表达量最高, 并在6h时达到峰值,
极显著高于0.2%BS组、0.4%BS组、0.05%SH组和

空白对照组(P<0.01), 48h时表达量最低, 与空白对

照组无显著性差异(P>0.05)。由图 3c知, 副溶血弧

菌侵入南美白对虾机体后, 对虾肝胰腺中的β-GBP-
HDL基因相对表达量呈先上升后下降趋势, 12h时
表达量最高。0.05%SH组同样呈与对照组相同的

趋势, 且表达量变化的浮动更大, 在12h时显著高于

对照组。6h时 ,  0.2%和0.4%BS组的β-GBP-HDL表
达量极显著高于空白对照组(P<0.01)。12h和24h时,
BS各剂量处理组的β-GBP-HDL表达量均显著高于

空白对照组(P<0.05)。

在副溶血弧菌感染48h内 , 对虾肝胰腺中的

Crustin表达量呈时间依赖性上升(图 3d)。感染后

12h, 0.05%SH组对虾的Crustin表达量与对照组无

显著差异, 但在感染后24h、48h时显著高于对照

组。6h时0.2%BS组的Crustin表达量极显著高于空

白对照组(P<0.01)。随着感染时间的增加, BS各剂

量处理组的Crustin表达量均明显上升, 与空白对照

组相比具有极显著差异(P<0.01)。其中, 48h时, 0.4%
BS组的表达量达到最大值, 极显著高于0.2%BS组
和0.8%BS组(P<0.01)。由图 3e可知, 对虾感染副溶

血弧菌的前12h, 0.05%SH组对虾的Lysozyme表达

量与对照组相当, 在12h后则显著高于对照组。在

感染开始时, 0.2%BS组的Lysozyme表达量上调, 感
染6h时0.4%BS组的表达量上调, 两者与空白对照

组相比均有极显著差异(P<0.01)。在12h和24h时,
0.2%和0.8%BS处理组的Lysozyme表达量与空白组

相比极显著上升(P<0.01)。在48h时, 各BS处理组

的表达量开始呈下降趋势, 但仍显著高于空白对照

组(P<0.05)。
以上结果表明, 在南美白对虾饲粮中添加BS、

SH能够提高肝胰腺免疫相关基因表达水平, 其中

BS添加剂量为0.4%和0.8%时效果更佳。

 3    讨论

 3.1   枯草芽孢杆菌对南美白对虾生长性能的影响

枯草芽孢杆菌具有抑制致病菌生长繁殖、提

高宿主免疫力等多种生物活性, 且使用后对环境无

污染、无残留。本研究发现, 在饲料中添加0.2%、

0.4%和0.8%BS能够显著提高南美白对虾的增重

率、增长率等生长性能指标, 并降低饵料系数。Ala-
garasu等[10]

的研究证实, 通过膳食补充枯草芽孢杆菌

的方式, 能够显著提高南美白对虾的体重、增重、

比生长率、平均日生长量和存活率, 这一结果与本

研究的结果一致; 同样, Shen等[11]
的研究也表明, 在

为期40d的饲养周期内, 饲喂含枯草芽孢杆菌的饲

料时, 南美白对虾的生长速度显著优于饲喂普通饲
 

表 3    肌肉注射感染副溶血弧菌南美白对虾48h的LC50

Tab. 3    LC50 of Vibrio parahaemolyticus-infected Litopenaeus vannamei after 48h intramuscular injection

感染方式
Mode of infection

菌液浓度
Concentration of

bacterium (CFU/mL)
对虾数(尾)

Number of shrimp
6h死亡数(尾)

Number of deaths
after 6h

12h死亡数(尾)
Number of deaths

after 12h

24h死亡数(尾)
Number of deaths

after 24h

48h死亡数(尾)
Number of deaths

after 48h
肌注Intramuscular 生理盐水Normal saline 90 0 0 0 0

肌注Intramuscular 106
90 0 0 0 0

肌注Intramuscular 107
90 10 3 1 0

肌注Intramuscular 108
90 18 9 0 3

肌注Intramuscular 109
90 33 26 18 9

肌注Intramuscular 1010
90 41 32 12 -
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料时的生长速度; 该观点还在Eissa等[12]
的研究中得

到验证。这些研究与本研究得出的结果相近, 进一

步表明BS在饲粮中的添加对南美白对虾的生长有利。

 3.2   枯草芽孢杆菌对南美白对虾抗氧化能力及肝

胰腺功能的影响

南美白对虾属于无脊椎动物, 其主要依赖非特

异性免疫系统发挥免疫功能。SOD是高效的自由

基清除酶, 通过特异性转化超氧化物以维护细胞稳

态
[13]
。T-AOC能够直接体现机体内自由基代谢的

状态, 是评估机体抗氧化系统功能的综合性指标
[14]
。

在病原体感染时, 对虾体内活性氧的积累可介导氧

化应激, 导致蛋白质、DNA受损; 由SOD、谷胱甘

肽(GSH)等构成的抗氧化系统可清除活性氧, 缓解

机体氧化损伤, 进而提高感染的存活率
[15, 16]

。本研

究发现, 在南美白对虾的饲料中添加0.8%的BS能
显著提高对虾血淋巴和肝胰腺中SOD和T-AOC的
水平, 表明BS可能通过增强SOD的活性和T-AOC,
提升南美白对虾对副溶血弧菌感染的抵抗力。Luo
等

[17]
在先前的研究中发现, 在日粮中添加枯草芽孢

杆菌能够显著提高南美白对虾的SOD活性, 且对副

溶血弧菌的抗病性增强。Hao等[18]
的研究也表明,

饲喂含适量双壳气单胞菌的日粮能提高对虾的SOD
活性, 并降低对虾感染哈维氏弧菌后的死亡率。以

上研究均与本研究结果相符, 混饲BS能够增强虾体

抗氧化系统功能, 进而提高抗副溶血弧菌感染能力

的这一观点得到进一步验证。

谷草转氨酶(AST)和谷丙转氨酶(ALT)在血淋

巴中的活性水平可作为评估虾肝胰腺功能状态的

重要指标, 当肝胰腺受到损伤时, AST和ALT在血

淋巴中的活性升高
[19—21]

。Abdelsamad等[22]
的研究

表明, 饲粮中添加贝莱斯芽孢杆菌能够降低AST和
ALT在对虾血淋巴中的活性, 肝胰腺功能得到改

善。类似地, 于道德等
[23]
的研究也表明, 饲料中添

加枯草芽孢杆菌Hsp05后, 对虾血淋巴中AST和ALT
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图 2   枯草芽孢杆菌制剂对南美白对虾副溶血弧菌感染的预防

效果(n=30)
Fig. 2   Preventive effect of Bacillus subtilis preparation on Vibrio
parahaemolyticus infection in Litopenaeus vannamei (n=30)
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图 3    攻毒阶段南美白对虾肝胰腺中免疫因子的相对表达量

Fig. 3    Relative expression of immune factors in the hepatopancreas of Litopenaeus vannamei during the attack phase (mean±SE)

11 期 胡效东等: 枯草芽孢杆菌对南美白对虾生长、免疫及抗副溶血弧菌感染的影响 6



的活性呈显著降低趋势。这些研究结果与本研究

中0.4%BS的应用效果一致, 表明饲粮中添加0.4%
BS能够通过保护肝胰腺以提高非特异性免疫能力

和抗病能力。

 3.3   枯草芽孢杆菌对肝胰腺免疫相关基因表达水

平的影响

肝胰腺作为对虾重要的免疫器官之一, 其相关

基因的表达水平可作为评估对虾的健康状况及免

疫应答水平的重要依据, 如热休克蛋白70 (Hsp70)、
脂多糖-β-1, 3-葡聚糖结合蛋白(LGBP)和β-1, 3-葡聚

糖结合蛋白-脂蛋白(β-GBP-HDL)等[24—27]
。研究表

明, Hsp70是一种分子伴侣, 对生物体内蛋白质稳态

的维持、组织修复等具有重要作用。当Hsp70释放

至细胞外时, 可激活酚氧化酶原(Propo)系统和谷氨

酰胺转氨酶的表达, 增强虾体的非特异性免疫能力,
以抵抗细菌、病毒等多种病原体的侵入

[28—31]
。脂

多糖-β-1, 3-葡聚糖结合蛋白(LGBP)和β-1, 3-葡聚糖

结合蛋白-脂蛋白(β-GBP-HDL)主要参与激活Propo
系统, 促进虾体合成大量抗菌肽和黑色素等物质,
并增强血淋巴细胞的凝结、吞噬等能力, 进而提高

机体对多种病原体的防御能力
[32—34]

。同时, Hsp70
可作为LGBP的配体, 与LGBP结合后促进Propo系
统的激活, 进而调节虾的先天免疫系统

[35, 36]
。本研

究发现, 在感染副溶血弧菌后, 各剂量BS饲喂的南

美白对虾存活率显著提升(P<0.05), 且Hsp70、LGBP
和β-GBP-HDL表达量分别在多个时间段显著上升

(P<0.05)。这表明饲料中添加适量BS能提高肝胰

腺中Hsp70、LGBP和β-GBP-HDL基因的表达水平,
并可能通过激活Propo系统, 生成大量抗菌肽和黑

色素等抗菌物质, 提高血淋巴细胞的吞噬率, 进而

显著提高对虾的非特异性免疫能力和抗弧菌能

力。Luo等[17]
探究了在饲料中补充枯草芽孢杆菌对

南美白对虾免疫力的影响, 发现LGBP、Hsp70的表

达量显著提高, 这与本研究的结果相一致。王春迪

等
[24]
也发现, 在养殖水体中添加蜡样芽孢杆菌能刺

激对虾Hsp70、LGBP和β-GBP-HDL等免疫相关基

因的表达上调, 机体抗感染的能力也随之提高, 这
也进一步验证了本研究的可靠性。

Crustin和溶菌酶(Lysozyme)是甲壳动物体内

两种重要的抗菌肽
[37]
。Crustin兼具抗微生物、抑

制蛋白酶的活性、促进吞噬作用和创伤愈合的功

能, 其含量的提升能够增强虾体对病原体感染的抵

抗力
[38]; Lysozyme能够催化细菌肽聚糖特定糖苷键

的裂解, 对细菌感染起到直接的防御作用
[39]
。在

Duan等[40]
的研究中, 饲粮中添加适宜浓度的丁酸梭

菌可增强Crustin和Lysozyme基因的表达, 提升南美

白对虾的非特异性免疫能力。Huang等 [41]
研究显

示, 副干酪乳杆菌和长双歧杆菌联合添加至南美白

对虾饲粮, 可显著提高Crustin和Lysozyme基因的表

达水平, 提升副溶血弧菌感染后的存活率。这些研

究均表明Crustin和Lysozyme基因的表达水平与对

虾的抗弧菌能力具有正向相关。本试验发现, 在肌

注副溶血弧菌后, BS组对虾的Crustin基因表达显著

高于空白对照组, 并在肌注后的12—48h呈逐渐上

升趋势; 相似地, 经副溶血弧菌攻毒12h后, BS组在

肝胰腺中的Lysozyme基因的相对表达量均显著高

于空白对照组。这表明南美白对虾可能通过上调

Crustin和Lysozyme基因的表达水平以增强机体抗

副溶血弧菌感染的能力。张盛静等
[42]
在饲料中添

加含枯草芽孢杆菌的复合益生菌饲喂南美白对虾,
发现在副溶血弧菌侵入后 , 对虾体内Crustin及
Lysozyme的mRNA相对表达量均显著上调, 抗副溶

血弧菌感染的能力显著提高。柴鹏程
[43]
在饲料中

添加坚强芽孢杆菌PC465也得到了类似的结果。这

些研究均与本研究的结果相一致, 表明适量枯草芽

孢杆菌制剂添加于饲粮可有效提高南美白对虾

Crustin和Lysozyme基因表达量, 进而增强机体抗副

溶血弧菌感染的能力。

综上所述, 在饲料中添加适量枯草芽孢杆菌制

剂, 可显著提高南美白对虾的生长性能, 有效保护

对虾肝胰腺免受损伤, 并显著增强血淋巴、肝胰腺

中的抗氧化相关酶活性; 同时, 混饲喂养枯草芽孢

杆菌能提高对虾肝胰腺中Hsp70、LGBP、β-GBP-
HDL、Crustin和Lysozyme等免疫相关因子的相对

表达量, 进而增强南美白对虾对副溶血弧菌感染的

抵抗力, 提高感染后的存活率。经综合分析, 建议

在南美白对虾日粮中添加的枯草芽孢杆菌制剂剂

量为0.4%—0.8%。
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APPLICATION OF BACILLUS SUBTILIS TO IMPROVE GROWTH, IMMUNITY,
AND RESISTANCE TO VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS INFECTION IN

LITOPENAEUS VANNAMEI

HU Xiao-Dong1, TONG Yan-Mei1, HUANG Yu-Liu2, ZHANG Ming-Lin1, LI Qiang-Yong2, 3, YANG Chun-Ling2,
PENG Min2, CHEN Tian-Cong2, HONG Chuan-Yuan2, ZHAO Yong-Zhen2, 3 and HU Ting-Jun1

(1. College of Animal Science and Technology, Guangxi University, Nanning 530004, China; 2. Guangxi Key Laboratory of Aquatic
Genetic Breeding and Healthy Aquaculture, Guangxi Academy of Fishery Sciences, Nanning 530021, China;

3. Guangxi Technology Innovation Center for Shrimp Breeding Industry, Nanning 530021, China)

Abstract: To  comprehensively  evaluate  the  effects  of  dietary  supplementation  with Bacillus  subtilis (BS)  on  the
growth,  immunity,  and  resistance  to Vibrio  parahaemolyticus infection  in Litopenaeus  vannamei,  4500  shrimp
[(0.95±0.25)  g]  were  randomly  assigned  to  five  groups,  including  a  control  group  without  BS,  experimental  groups
supplemented with BS at 0.2%, 0.4%, and 0.8%, and a positive control group with 0.05% Sanhuang Powder (SH). A
42-day  feeding  trial  and  a  48-hour V.  parahaemolyticus challenge  were  conducted.  Results  showed  that  BS  and  SH
supplementation  significantly  improved  body  length,  body  weight,  specific  growth  rate,  weight  gain  rate,  and  feed
conversion  ratio.  Compared  with  the  control  group,  the  0.4%  BS  group  exhibited  significantly  reduced  activities  of
aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) in hemolymph, while the 0.8%BS group showed
significantly increased superoxide dismutase (SOD) content and total antioxidant capacity (T-AOC) in hemolymph and
hepatopancreas.  The  0.05%SH  group  exhibited  significantly  enhanced  acid  phosphatase  (ACP)  and  T-AOC  in
hemolymph and SOD content in hepatopancreas, while the activities of ALT decreased significantly. Furthermore, BS
and SH supplementation significantly upregulated the expression of immune-related factors such as Hsp70, LGBP, β-
GBP-HDL, Crustin, and Lysozyme in the hepatopancreas after V. parahaemolyticus infection and improved the survival
rate  of  shrimp.  Specifically,  the  survival  rates  in  the  0.2%, 0.4%, and 0.8%BS,  and 0.05%SH groups increased from
43.3% (control) to 66.7%, 76.7%, 73.3%, and 80.0%, respectively. This study demonstrates that dietary supplementa-
tion  with  appropriate  amount  of  BS  enhance  the  growth  performance,  nonspecific  immunity,  and  hepatopancreas
immune gene expression in L. vannamei, thereby improving resistance to V. parahaemolyticus infection.

Key words: Bacillus subtilis; Vibrio parahaemolyticus; Nonspecific immunity; Antioxidation; Litopenaeus vannamei
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