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摘　要：为探索应用益生菌的凡纳滨对虾零换水育苗技术，选择具有不同生态学功能的四株益生菌进行配伍
形成两个益生菌组合ＰＢＥ和ＰＢＮ，并应用于凡纳滨对虾无节Ｖ期幼体（Ｎ５）至仔虾第五天（ＰＬ５）的育苗实验。
每个实验组包含６个平行，同时设置对照组。整个实验过程不换水，ＰＢＥ和ＰＢＮ组的水体中连续施用益生菌
组合。当幼体发育至蚤状幼体Ⅲ期（ＺⅢ）、糠虾幼体Ⅲ期（ＭⅢ）和ＰＬ５时，检测幼体变态率、幼体体内和水体
中可培养细菌总数（ｔｏｔａｌｃｕｌｔｕｒａｂｌｅｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｕｎｔ，ＴＢＣ）和假定弧菌总数（ｔｏｔａｌｐｒｅｓｕｍｐｔｉｖｅＶｉｂｒｉｏｂａｃｔｅｒｉａ，
ＴＰＶＢ）；在实验结束时统计各实验组幼体成活率，并用Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序ＰＬ５幼体体内的微生物群落。结果显示：
在整个育苗周期内，未发生疫病；与对照组相比，益生菌组合显著降低了（Ｐ＜０．０５）ＴＰＶＢ在幼体体内和育苗
水体中的相对含量，并显著提高了（Ｐ＜０．０５）ＺⅢ幼体和仔虾ＰＬ５的变态率和成活率（各增加１５％）。各实验
组的ＰＬ５体内核心微生物群的多样性和结构并不存在显著性差异（Ｐ＞０．０５），红杆菌科是微生物群落中最具
优势的菌群，在各实验组中的相对丰度为４０％ ～８６％。研究表明，零换水条件下，益生菌组合能够有效抑制
弧菌在育苗水体和凡纳滨对虾幼体体内的过度增殖，提高幼体的成活率，实现育苗的健康生产。
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　　凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）自 １９８７
年引进中国，已成为我国重要的养殖品种。苗种

质量的优劣，直接影响对虾养殖的生长速度与成

活率，关系到整个对虾养殖过程的成功与否［１］。

在对虾苗种繁育过程中，常发生鳗弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ
ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）、溶藻弧菌（Ｖｉｂｒｉｏａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ）和副
溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）等引起的弧菌
病，以及毛霉亮发菌（Ｌｅｕｃｏｔｈｒｉｘｍｕｃｏｒ）等引发的
丝状细菌病［２］。鉴此，抗生素和化学试剂等常用

于对虾育苗过程中的疾病控制。然而，这些药物

容易导致对虾幼体变态时间长、糠虾幼体前成活

率低、种苗大小参差不齐、抗病力差、养殖过程中

生长慢等问题［３］。另外，这些药物的长期使用还

能够增加细菌耐药性、破坏育苗水体正常的微生

态平衡［４］。益生菌已经广泛用于对虾的生态养

殖，通过调节和改善对虾养殖生态环境，控制和

减少高密度对虾养殖过程中病害的发生［５］。目

前，益生菌尤其是芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）在对虾育苗
过程的应用研究也取得了一定进展。在凡纳滨

对虾苗种培育水体中添加枯草芽孢杆菌（Ｂ．
ｓｕｂｔｉｌｉｓ），幼体发育速度明显加快，耐胁迫能力也
显著增强［６］。ＮＩＭＲＡＴ等在凡纳滨对虾早期发育
时添加复合芽孢杆菌，研究结果表明，复合芽孢

杆菌能够促进仔虾生长，并显著降低育苗水体中

氨氮和亚硝氮的含量［７］。另外，芽孢杆菌和光合

细菌（ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａ）、芽孢杆菌和溶藻弧
菌配伍应用于凡纳滨对虾育苗的研究表明，复合

益生菌的添加降低了水体中 Ｈ２Ｓ、ＮＨ４
＋Ｎ和

ＮＯ２
－Ｎ等对幼体有毒性的物质的含量［１］，提高

了幼体的成活率［８］。因此，鉴于芽孢杆菌与其他

益生菌的复合制剂在改善对虾育苗水环境，促进

幼体发育，提高幼体的成活率等方面的价值，筛

选具有不同生态学功能的非芽孢杆菌的益生菌，
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并开展芽孢杆菌与之配伍的复合益生菌在对虾

苗种培育中研究，对对虾苗种健康培育模式的建

立具有重要意义。

本研究以无节Ⅴ期的凡纳滨对虾幼体为研
究对象，通过在水体中添加配伍的、具有不同生

态学功能的益生菌组合，分析复合益生菌幼体体

内微生物组的影响，探究复合益生菌在凡纳滨对

虾零换水苗种培育中的应用潜力，藉此为复合益

生菌在凡纳滨对虾零换水苗种中的的应用提供

理论依据。

１　材料与方法

１．１　益生菌菌株及培养条件
育苗实验采用的 ４株益生菌分别为假交替

单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．）ＣＤＭ８、短小芽孢
杆菌（Ｂ．ｐｕｍｉｌｕｓ）ＬＶ０１２和芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｐ．）ＢＣ１０９以及肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）ＢＣ７０２，
均由本实验室筛选、鉴定和保存。其中，ＣＤＭ８具
有降低对虾肠道中弧菌含量的功能［９］，ＬＶ０１２能
够提高对虾抵抗ＷＳＳＶ的感染［１０］，ＢＣ１０９具有硝
化作用，ＢＣ７０２能够产酸。细菌接种于２２１６Ｅ固
体培养基进行活化，于２８℃恒温培养过夜。挑
取活化后的细菌单菌落接种于２２１６Ｅ液体培养
基２８℃振荡（１５０ｒ／ｍｉｎ）培养过夜后制备种子
液，然后，按照１０％接种量接种新鲜２２１６Ｅ液体
培养基进行扩大培养。

１．２　拮抗实验
采用纸片法测定 ４株益生菌之间的拮抗效

果。将过夜培养的细菌（１×１０６ＣＦＵ）涂布２２１６Ｅ
固体培养基，然后在平板上均匀放置４个干燥的
无菌滤纸片（直径６ｍｍ）。其中，３个滤纸片上滴
加７．５μｌ待测菌（１×１０６ＣＦＵ），另外１个滤纸片
上滴加７．５μＬ无菌２２１６Ｅ液体培养基。每个细
菌设置３个平行。将２２１６Ｅ固体平板于２８℃恒
温培养２４ｈ。
１．３　复合益生菌制备及使用

将４株益生菌的过夜培养液离心收集菌体
（５０００ｇ，１０ｍｉｎ），用无菌海水重悬，再经５０００ｇ
离心 １０ｍｉｎ，弃去上清，重复洗涤菌体两次。最
后，使用无菌海水重悬，使用分光光度计（上海精

仪，上海）在５８０ｎｍ下调整菌悬液浓度（３×１０６

ＣＦＵ／ｍＬ）。
４株益生菌按照潜在的生态学功能配伍形成

２组，即ＰＢＮ和ＰＢＥ。ＰＢＮ组由ＣＤＭ８、ＬＶ０１２和
ＢＣ１０９配伍组成，ＰＢＥ组由 ＣＤＭ８、ＬＶ０１２和
ＢＣ７０２配伍组成。ＰＢＮ和 ＰＢＥ的使用周期为 ３
天，均采用向水体添加活菌的方式，使各益生菌

成分在水体的终浓度达到 １０６ＣＦＵ／ｍＬ。另外，
ＰＢＮ或ＰＢＥ中的ＣＤＭ８早于其他益生菌成分２４
ｈ添加。
１．４　育苗条件

零交换水育苗实验于２０１７年６月至７月在
河北鑫海生物技术有限公司的养殖车间进行。

将凡纳滨对虾无节Ⅴ期幼体（Ｎ５）随机分到１８个
装有７５Ｌ海水的ＰＶＣ桶，初始密度约为２０万尾
／ｍ３（即：２００尾／Ｌ）。将桶随机分为３组，编号分
别为ＰＢＥ、ＰＢＮ和Ｋ，每组包含６个桶，其中３个
桶用于微生物分析，另３个桶用于对虾幼体变态
率和存活率的统计。ＰＢＮ组和 ＰＢＥ组的育苗过
程分别使用复合益生菌ＰＢＮ和ＰＢＥ，而Ｋ组作为
对照组，育苗过程不使用益生菌。育苗期间水体

持续通气，水温维持３０～３３℃。当幼体发育到
蚤状幼体Ｉ期时，开始投喂福瑞派微胶囊育苗饲
料（英伟，比利时）和八卦虾片（博尚，中国台湾），

蚤状Ｉ期至糠虾Ⅱ期加投螺旋藻，每２小时投喂
１次（０．０３ｇ／桶次），每天投喂１２次。当幼体发
育到仔虾第５天（ＰＬ５）时，育苗实验结束。整个
育苗过程全程不换水。

１．５　幼体变态率和存活率的检测
在蚤状Ⅲ期（ＺⅢ）、糠虾Ⅲ期（ＭⅢ）和仔虾

第五天（ＰＬ５）时进行幼体抽样，检测幼体变态率；
在育苗结束（ＰＬ５）时检测仔虾的存活率。
１．６　育苗水体和幼体体内可培养细菌总数和假
定弧菌总数的检测

在ＺⅢ、ＭⅢ和 ＰＬ５期进行育苗水和对虾幼
体的取样，每个处理每次取水１ｍＬ和幼体１０尾。
用无菌海水冲洗幼体体表３次，将幼体放入无菌
１．５ｍＬ离心管中，添加适量无菌海水进行研磨，
补加无菌海水至１ｍＬ。将育苗水样和幼体匀浆
液进行１０倍梯度稀释，选取合适稀释度的稀释
液涂布 １００μＬ至 ２２１６Ｅ和 ＴＣＢＳ固体培养基。
平板于 ２８℃恒温培养 ２４ｈ后统计菌落数，将
２２１６Ｅ固体培养基上的菌落数作为可培养细菌总
数（ｔｏｔａｌｃｕｌｔｕｒａｂｌｅｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｕｎｔ，ＴＢＣ），将 ＴＣＢＳ
固体培养基上的菌落数作为假定弧菌总数（ｔｏｔａｌ
ｐｒｅｓｕｍｐｔｉｖｅＶｉｂｒｉｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＴＰＶＢ）。

４９
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１．７　不同发育阶段幼体体内免疫相关基因的
检测

在ＺⅢ、ＭⅢ和 ＰＬ５期采集对虾幼体（～０．１
ｇ）后立即用加入 ＲＮＡ储存液（天根，北京），于
－２０℃暂存，转运时储存于干冰中。
按照Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）说明书提取对

虾幼体样品的总 ＲＮＡ。用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００ｃ
（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）和 １％琼脂糖凝胶电泳
分别检测 ＲＮＡ样品的含量和质量。利用
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＷｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ
（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ，大
连）将总 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ。将总 ＲＮＡ和
ｃＤＮＡ于－８０℃保存。

采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测不同时

期对虾幼体样本中热休克蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋ
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｈｓｐ７０）、β１，３葡聚糖结合蛋白脂蛋白
（βＧＢＰ）和Ｃｒｕｓｔｉｎ编码基因的表达情况。将凡纳
滨对虾βａｃｔｉｎ编码基因作为内参基因。４种基
因的检测引物信息见表１，引物由生工生物工程
（上海）股份有限公司合成。

ｑＰＣＲ反应体系（２５μＬ））包括 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭ（２×）（Ｒｏｃｈｅ，瑞士）１２．５μＬ，ｃＤＮＡ模
板１μＬ，正、反向引物各０．５μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ）），
ＤＥＰＣ处理水 １０．５μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９４℃，５
ｍｉｎ；９４℃３０ｓ；５８℃３０；，７２℃３０ｓ；４０个循环；
扩增完成后进行熔解曲线分析。每个样品设置３
个重复。采用２ΔΔＣｔ法［１３］对实验结果进行相对定

量分析。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ所用的引物信息
Ｔａｂ．１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

目的基因

Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｇｅｎｅ
正向引物（５′３′）
ＦＰｒｉｍｅｒ（５′３′）

反向引物（５′３′）
ＲＰｒｉｍｅｒ（５′３′）
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１．８　仔虾体内细菌群落的高通量测序和数据
分析

在育苗结束时，各实验组取 ＰＬ５仔虾用于体
内微生物组的高通量测序。每个实验组设置 ３
个平行，每个平行使用仔虾约０．５ｇ。仔虾经无
菌海水冲洗体表后，放入无菌的１．５ｍＬ离心管，
用液氮速冻后于 －８０℃储存。将采集的９份仔
虾样品用 ＣＴＡＢ法［１４］提取总 ＤＮＡ，作为模板
ＤＮＡ。采用细菌１６ＳｒＲＮＡ基因 Ｖ４区的通用引
物５１５Ｆ和８０６Ｒ扩增各样品的模板ＤＮＡ，ＰＣＲ反
应体系和扩增条件按 Ｐｅｉｆｆｅｒ等的方法进行［１５］。

将ＰＣＲ产物的目的片段切胶回收和定量检测，合
格后构建扩增子文库。利用 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序
平台对文库进行双向测序，由诺禾致源生物信息

科技有限公司完成。参考朱鹏飞［１６］的方法对测

序原始数据进行处理。由 ＵＰＡＲＳＥ程序将高质
量的序列在 ９７％相似性水平上聚类成 ＯＴＵｓ

（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ），并通过 ＳＩＬＶＡ数据
库确定各ＯＴＵ的分类地位。每个样品随机挑选
４３８３９条序列（所有样品中的最低序列数）进行分
析。在Ｑｉｉｍｅ中计算Ｃｈａｏ１和Ｓｈａｎｎｏｎ指数，用ｔ
ｔｅｓｔ检验仔虾体内细菌群落多样性和丰富度之间
的差异，Ｐ＜０．０５时表示差异显著。
１．９　统计分析

运用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据单因素方差分
析（ＡＮＯＶＡ），以 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ多重比较进行不同处
理间的显著性分析，Ｐ＜０．０５作为检验标准。

２　结果

２．１　４株益生菌间的拮抗
４株益生菌之间拮抗实验的结果表明：ＣＤＭ８

能够抑制 ＬＶ０１２、ＢＣ１０９和 ＢＣ７０２的生长（图 １
ＡＣ），而后三者之间不存在拮抗效果（图１ＤＧ）
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Ａ．ＣＤＭ８与ＬＶ０１２拮抗实验（其中，前者编号为滤纸片上添加的待测菌株，后者编号为固体培养基涂布的菌株；ＢＧ同此）；Ｂ．

ＣＤＭ８与ＢＣ１０９拮抗实验；Ｃ．ＣＤＭ８与ＢＣ７０２拮抗实验；Ｄ．ＬＶ０１２与ＢＣ１０９拮抗实验；Ｅ．ＬＶ０１２与ＢＣ７０２拮抗实验；Ｆ．ＢＣ１０９

与ＬＶ０１２拮抗实验；Ｇ．ＢＣ７０２与ＬＶ０１２拮抗实验

Ａ．ＡｎｔａｇｏｎｉｓｍａｍｏｎｇＣＤＭ８ａｎｄＬＶ０１２．Ｔｈｅｆｏｒｍｅｒｗａｓｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｆｉｌｔｅｒｐａｐｅｒ，ａｎｄｔｈｅｌａｔｔｅｒｗａｓｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎ

ｐｌａｔｅｄｏｎｔｈｅａｇａｒｍｅｄｉｕｍ．ＩｔｗａｓｔｈｅｓａｍｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｆｉｇｕｒｅｓＢＧ；Ｂ．ＡｎｔａｇｏｎｉｓｍａｍｏｎｇＣＤＭ８ａｎｄＢＣ１０９；Ｃ．Ａｎｔａｇｏｎｉｓｍａｍｏｎｇ

ＣＤＭ８ａｎｄＢＣ７０２；Ｄ．ＡｎｔａｇｏｎｉｓｍａｍｏｎｇＬＶ０１２ａｎｄＢＣ１０９；Ｅ．ＡｎｔａｇｏｎｉｓｍａｍｏｎｇＬＶ０１２ａｎｄＢＣ７０２；Ｆ．ＡｎｔａｇｏｎｉｓｍａｍｏｎｇＢＣ１０９ａｎｄ

ＬＶ０１２；Ｇ．ＡｎｔａｇｏｎｉｓｍａｍｏｎｇＢＣ７０２ａｎｄＬＶ０１２

图１　４株益生菌之间的拮抗作用
Ｆｉｇ．１　Ａｎｔａｇｏｎｉｓｍａｍｏｎｇｆｏｕｒｐｒｏｂｉｏｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａ

２．２　对虾幼体的变态率和存活率
当幼体发育到 ＺⅢ时，Ｋ组、ＰＢＥ组和 ＰＢＮ

组变态率分别为 ６９．１９％ ±３．１５％、８５．３３％±
７．８１％和８３．４１％ ±３．１５％，ＰＢＥ组和 ＰＢＮ组中
对虾幼体的变态率显著高于对照组（Ｋ组）（Ｐ＜
０．０５），而ＰＢＥ组和ＰＢＮ组中对虾幼体的变态率
差异不显著（Ｐ＞０．０５）。当幼体发育到 ＭⅢ和
ＰＬ５时，３个实验组中对虾幼体的变态率无显著
性差异（Ｐ＞０．０５）（图２）。

柱子上方不同的字母代表差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｂｏｖｅｂａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜

０．０５）

图２　不同发育时期对虾幼体的变态率
Ｆｉｇ．２　Ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆｌａｒｖａｅａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌａｒｖａｌｐｈａｓｅｓ

　　育苗结束时，仔虾在 Ｋ组、ＰＢＥ组和 ＰＢＮ组
中的存活率分别为４０．８９％ ±３．８０％、５５．７０％ ±
１．４３％、５６．３０％±２．５７％，ＰＢＥ组和 ＰＢＮ组的存
活率显著高于Ｋ组（Ｐ＜０．０５）（图３）。相较对
照组而言，仔虾在添加复合益生菌的实验组中的

存活率增加了约１５％。

柱子上方不同的字母代表差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｂｏｖｅｂａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜
０．０５）

图３　凡纳滨对虾仔虾的存活率
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｐｏｓｔｌａｒｖａｅ

２．３　不同发育时期的对虾幼体体内和育苗水体
中的ＴＢＣ和ＴＰＶＢ的动态演变

在ＭⅢ和 ＰＬ５，ＰＢＥ和 ＰＢＮ组中幼体体内
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ＴＢＣ显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）（图 ４Ａ），而
ＴＰＶＢ显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）（图４Ｂ）。在
ＺⅢ、ＭⅢ和ＰＬ５，ＰＢＥ和 ＰＢＮ组的对虾幼体体内
ＴＰＶＢ／ＴＢＣ的比例也显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）
（图４Ｃ）。

在ＺⅢ、ＭⅢ或 ＰＬ５期，育苗水体中 ＴＢＣ和
ＴＰＶＢ的变化情况与对虾幼体体内的相似。在 Ｚ
Ⅲ、ＭⅢ和 ＰＬ５期，ＰＢＥ和 ＰＢＮ组育苗水体的

ＴＢＣ相比对照组显著升高（Ｐ＜０．０５）（图４Ｄ）。
在ＺⅢ和ＭⅢ，ＰＢＥ、ＰＢＮ组育苗水体中 ＴＰＶＢ相
比对照组显著降低（Ｐ＜０．０５），但在 ＰＬ５期，ＰＢＥ
组、ＰＢＮ组和对照组间无显著性差异（图 ４Ｅ）。
另外，在对虾幼体的不同时期，ＰＢＥ和 ＰＢＮ组水
体中ＴＰＶＢ／ＴＢＣ的比例显著低于比对照组（Ｐ＜
０．０５），但是，ＰＢＥ组和 ＰＢＮ组的差异较小（图４
Ｆ）。

ＡＣ分别为不同时期对虾幼体体内ＴＢＣ、ＴＰＶＢ和ＴＰＶＢ／ＴＢＣ的比例；ＤＦ分别为不同时期水体中ＴＢＣ、ＴＰＶＢ和ＴＰＶＢ／ＴＢＣ的比例

ＡＣ，ＴＢＣ，ＴＰＶＢａｎｄｒａｔｉｏｓｏｆＴＰＶＢｔｏＴＢＣｉｎｌａｒｖａｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＤＦ，ＴＢＣ，ＴＰＶＢａｎｄｒａｔｉｏｓｏｆＴＰＶＢｔｏＴＢＣｉｎｒｅａｒｉｎｇｗａｔｅｒ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图４　不同时期对虾幼体体内和水体中ＴＢＣ、ＴＰＶＢ和ＴＰＶＢ／ＴＢＣ的比例
Ｆｉｇ．４　Ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌａｒｖａｌｐｈａｓｅｓ，ｔｈｅＴＢＣ，ＴＰＶＢａｎｄｒａｔｉｏｓｏｆＴＰＶＢｔｏＴＢＣｉｎｌａｒｖａｅａｎｄｒｅａｒｉｎｇｗａｔｅｒ

２．４　免疫基因的相对表达量
在ＺⅢ期，Ｈｓｐ７０、βＧＢＰ和 Ｃｒｕｓｔｉｎ的编码基

因在 ＰＢＥ组的表达量显著低于对照组（Ｐ＜
０．０５）；Ｈｓｐ７０基因在 ＰＢＮ组和对照组的表达量
差异显著（Ｐ＜０．０５），而 βＧＢＰ和 Ｃｒｕｓｔｉｎ基因在
ＰＢＮ组和对照组的表达量差异不显著（Ｐ＞

０．０５）。在ＭⅢ期，３个免疫相关基因在３个实验
组中的表达量无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。在 ＰＬ５
期，Ｃｒｕｓｔｉｎ基因在 ＰＢＥ组的表达量最高，并且显
著高于在ＰＢＮ组和对照组的表达量（Ｐ＜０．０５）；
Ｈｓｐ７０和βＧＢＰ基因在 ＰＢＥ、ＰＢＮ和对照组对虾
幼体体内的表达量无显著性差异（Ｐ＞０．０５，图５）。
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柱子上方不同的字母代表差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｂｏｖｅｂａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜

０．０５）

图５　对虾幼体不同时期Ｈｓｐ７０（ａ）、
βＧＢＰ（ｂ）、Ｃｒｕｓｔｉｎ（ｃ）基因的相对表达量

Ｆｉｇ．５　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＨｓｐ７０（ａ），
βＧＢＰ（ｂ），Ｃｒｕｓｔｉｎ（ｃ）ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌａｒｖａｌｐｈａｓｅｓ

２．５　仔虾体内细菌群落组成及多样性
通过高通量测序分析了复合益生菌对仔虾

ＰＬ５体内微生物群落结构和组成的影响，结果表
明：ＰＢＮ组中仔虾体内细菌群落的多样性明显低
于ＰＢＥ组和对照组，但差异未达到显著水平（表
２）；在细菌群落的组成上，ＰＢＥ组和对照组中仔
虾体内细菌群落的优势物种比 ＰＢＮ组的更加多
样（图６）。

表２　仔虾体内细菌群落的α多样性
Ｔａｂ．２　Ａｌｐｈａｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｐｏｓｔｌａｒｖａｅ

组织

Ｇｒｏｕｐ
香农指数

Ｓｈａｎｎｏｎｉｎｄｅｘ
Ｃｈａｏ１指数
Ｃｈａｏ１ｉｎｄｅｘ

ＰＢＥ ４．８５±１．３５ １４０３．８６±６５３．４７
ＰＢＮ １．６７±０．９８ ６４２．７７±２０８．４１
Ｋ ４．１２±１．５３ １１３５．７６±４８１．２８

在门水平上，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）是仔
虾体内微生物群落中最具优势的菌群，它在

ＰＢＥ、ＰＢＮ和对照组中的相对丰度分别是

６２．８％±１１．６％、９１．１％ ±６．５％和 ８１．９％ ±
８．１％。另外，拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和厚壁菌
门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）是ＰＢＥ组和对照组中的优势菌群
（相对丰度≥５％）。其中，拟杆菌门在 ＰＢＥ组和
对照组中的相对丰度分别是 ８．５３％ ±６．２％和
５．１％±４．２％，厚壁菌门在ＰＢＥ组中的相对丰度
是９．２％±９．２％（图６ａ）。

在科水平上，红杆菌科（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）在
仔虾体内微生物群落的相对丰度最高，在 ＰＢＥ、
ＰＢＮ和对照组中的相对丰度分别是 ４０．６９％ ±
１４．６％、８６．０％ ±９．８％和 ５５．３％ ±５．３％。此
外，假单胞菌科（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）（５．５％±
５．２％）也是 ＰＢＥ组的优势菌群，盐单胞菌科
（Ｈａｌｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）（７．６％±１２．２％）和假单胞菌
科（６．７３％ ±６．３％）是对照组中的优势菌群（图
６ｂ）。

（ａ）相对丰度最高的１０个细菌门；（ｂ）相对丰度最高的１０个

细菌科

（ａ）ｔｅｎｍｏｓｔａｂｕｎｄａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｐｈｙｌａ；（ｂ）ｔｅｎｍｏｓｔａｂｕｎｄａｎｔ

ｂａｃｔｅｒｉａｌｆａｍｉｌｉｅｓ

图６　仔虾体内微生物群的组成
Ｆｉｇ．６　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｐｏｓｔｌａｒｖａｅ

３　讨论

本研究的育苗实验采用零换水育苗模式。

零换水育苗可以降低换水对对虾幼体的伤害，但
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是，也会造成水体化学耗氧量（ＣＯＤ）、氨氮和亚
硝酸氮逐渐升高以及硝酸盐的积累。ＣＯＤ升高
易造成水体中溶解氧急剧下降，并促进弧菌大量

繁殖；高浓度的氨氮和亚硝酸氮对对虾有毒害作

用，使对虾处于亚健康状态，易导致对虾发病［１７］；

虽然硝酸盐对对虾没有毒性，但过高的硝酸盐能

够抑制对虾生长［１８］。在本研究的零换水育苗水

体中施用根据不同生态学功能配伍的复合益生

菌，以维持育苗水体微生态的稳定。本研究的结

果表明，复合益生菌能够显著提高 ＺⅢ幼体的变
态率及ＰＬ５的成活率，这应该与复合益生菌对零
换水育苗水环境的调控和改善作用密不可分。

另外，潘康成等［１９］和于鹏等［２０］的研究结果表明，

在水体中添加芽孢杆菌的微生态制剂或复合益

生菌制剂能够显著提高对虾幼体的成活率，缩短

幼体变态时间，促进幼体生长。

对虾育苗生产中，残饵及对虾幼体的分泌

物、排泄物和残骸等的积累易导致水体中条件致

病菌尤其是弧菌大量滋生，造成蚤状幼体后的幼

体大量死亡［２１］。在本研究中，配伍的复合益生菌

显著提高了育苗水体和对虾幼体中 ＴＢＣ的含量，
并降低了ＴＰＶＢ相对含量。因此，复合益生菌对
幼体变态率和成活率的提高与零换水育苗水体

和幼体体内相对较低的弧菌含量有着密切的联

系。ＺＯＫＡＥＩＦＡＲ等在水体中应用枯草芽孢杆菌
（１０８ＣＦＵ／ｍＬ）能有效降低哈维氏弧菌引起的对
虾死亡率［２２］。胡毅等［２３］在饲料中添加芽孢杆菌

等益生菌饲喂凡纳滨对虾显著降低了肠道和粪

便中的弧菌含量。在凡纳滨对虾育苗和养殖生

产中，应用益生菌可有效降低或预防弧菌病的发

生。零换水概念应用于对虾苗种繁育可最大限

度的利用养殖水体，为未被利用的饲料中营养物

质的循环再利用提供空间和时间，能够减少养殖

池与外环境的水交换，降低流行性病原的传播风

险，减少养殖废水对近岸海洋环境的污染［２４］。

凡纳滨对虾作为一种无脊椎动物，通过非特

异性免疫来抵御病原微生物的入侵。热休克蛋

白［２５］、β１，３葡聚糖结合蛋白（βＧＢＰ）［２６］和
Ｃｒｕｓｔｉｎ［２７］是凡纳滨对虾非特异性免疫中重要的
免疫相关蛋白。ＨＳＰ是所有原核细胞和真核细
胞遭受高温或其它应激产生的一组非常保守的

蛋白分子家族，ＨＳＰ７０家族是最保守和最主要的
一类［２５］。βＧＢＰ是甲壳动物体内一种重要的免

疫应答蛋白，它通过结合真菌细胞壁的葡聚糖，

进一步引发免疫级联反应［２６］。Ｃｒｕｓｔｉｎ属于
ＡＭＰＳ家族，具有抗菌作用，还可以通过调节信号
转导及细胞因子的产生和释放参与免疫调节，在

无脊椎动物的免疫过程中发挥着重要作用［２７］。

芽孢杆菌产生的多种酶类和多糖在一定程度上

可促进对虾的生长和提高非特异性免疫功能［２８］。

在本研究添加复合益生菌的实验组中，ＺⅢ期幼
体的Ｈｓｐ７０和βＧＢＰ基因的表达量显著低于对照
组的，这可能与育苗水体和幼体体内相对较低的

弧菌含量密切相关；在育苗后期，水体和幼体体

内弧菌的数量相比育苗前期明显增加，两种免疫

基因的表达量也相应上调。因此，在零换水育苗

过程中，凡纳滨对虾幼体的 Ｈｓｐ７０和 βＧＢＰ基因
的表达情况与体内和水体中弧菌的相对含量密

切相关。

变形菌门和厚壁菌门是健康幼虾肠道微生

物群的优势菌群［２９］，在本研究中，它们同样是

ＰＬ５期仔虾体内的核心微生物群。郁维娜等［３０］

的研究结果表明，γ变形菌纲和厚壁菌门等细菌
在患病对虾肠道中含量相对较高。在门水平上

通过比较微生物群的相对丰度的高低来评估对

虾健康状况是不准确的，因此，ＸＩＯＮＧ等［３１］发现

在科水平上通过比较微生物群的相对丰度进而

评估对虾的健康状况具有较高的准确性。在本

研究中，红杆菌科是仔虾体内最主要的核心菌

群。凡纳滨对虾养成期间疾病暴发与浮游细菌

群落结构的骤变密切相关，１３个细菌科（包括假
单胞菌科和弧菌科等）可作为预测病害出现与否

的指示菌群［３１］。本研究的各实验组在整个育苗

实验周期内未发生弧菌病。弧菌科在本研究各

实验组的ＰＬ５仔虾体内均为非优势菌群，表明仔
虾仍处于健康状态。值得注意的是，虽然在育苗

实验中持续添加复合益生菌，但是，益生菌并未

在仔虾微生物组中成为核心微生物群。这与已

有的一些应用芽孢杆菌进行对虾养殖的研

究［３２３３］结果相似。

综上所述，将不同生态学功能的益生菌配伍

成的益生菌组合应用于凡纳滨对虾的零换水育

苗具有现实可行性。复合益生菌能够提高育苗

水体和凡纳滨对虾幼体体内可培养细菌的总菌

数，降低弧菌的相对含量，从而，提高幼体的变态

率和成活率；但是，复合益生菌并未造成仔虾体

９９
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内核心微生物群多样性的显著变化。这些研究

结果为凡纳滨对虾的零换水育苗提供了技术支

持。
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ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｎｂｒｅｅｄｉｎｇｏｆＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉｕｎｄｅｒ
ｚｅｒｏｗａｔｅｒｅｘｃｈａｎｇｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ＳＵＮＢｏｃｈａｏ１，２，ＹＡＮＧＹｕｎｋａｉ１，２，ＷＡＮＧＨａｉｌｉａｎｇ２，ＳＯＮＧＸｉａｏｌｉｎｇ２，ＨＵＡＮＧＪｉｅ２

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓａｎｄＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＹｅｌｌｏｗＳｅａＦｉｓｈｅｒｉｅｓ
ＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＦｉｓｈｅｒｙＳｃｉｅｎｃｅｓ；ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＭａｒｉｎｅＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＦｏｏｄＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎＰｒｏｃｅｓｓｅｓ，
ＱｉｎｇｄａｏＮａｔｉｏｎａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＭａｒｉｎｅＳｃｉｅｎｃｅｓａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｑｉｎｇｄａｏ　２６６０７１，Ｓｈａｎｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＩｎｏｒｄｅｒｔｏｅｘｐｌｏｒｅｂｒｅｅｄｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｗｉｔｈｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｆｏｒＰｅｎａｅｕｓ
ｖａｎｎａｍｅｉｕｎｄｅｒｚｅｒｏｗａｔｅｒｅｘｃｈａｎｇｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｆｏｕｒｐｒｏｂｉｏｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅ
ｆｏｒｍｕｌａｔｅｄｔｏｔｗｏｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ（ｉ．ｅ．，ＰＢＥａｎｄＰＥＮ），ｗｈｉｃｈｗｅｒｅａｐｐｌｉｅｄｉｎｔｈｅｂｒｅｅｄｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｆｒｏｍ
ｎａｕｐｌｉｕｓｌａｒｖａｌｐｈａｓｅＶ（Ｎ５）ｔｏｐｏｓｔｌａｒｖａｅｐｈａｓｅＶ（ＰＬ５）．Ｅａｃｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｃｏｎｔａｉｎｅｄｓｉｘｐａｒａｌｌｅｌｓ
ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｅｔａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ．Ｃｕｌｔｕｒｉｎｇｗａｔｅｒｗａｓｎｏｔｅｘｃｈａｎｇｅｄｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，
ａｎｄｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅｗａｔｅｒｉｎｔｈｅＰＢＥａｎｄＰＢＮｇｒｏｕｐｓ．Ｔｈｅｌａｒｖａｌ
ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓｒａｔｅ，ｔｏｔａｌｃｕｌｔｕｒａｂｌｅｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｕｎｔ（ＴＢＣ）ａｎｄｔｏｔａｌｐｒｅｓｕｍｐｔｉｖｅＶｉｂｒｉｏｂａｃｔｅｒｉａ（ＴＰＶＢ）ｉｎ
ｌａｒｖａａｎｄｗａｔｅｒｗｅｒｅｃｏｕｎｔｅｄａｔｔｈｅｐｈａｓｅｓｏｆｚｏｅａⅢ （ＺⅢ），ｍｙｓｉｓⅢ （ＭⅢ）ａｎｄＰＬ５．Ａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｐｏｓｔｌａｒｖａｅｉｎｅａｃｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ，ａｎｄｔｈｅｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｆｒｏｍｐｏｓｔｌａｒｖａｅｗｅｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅｄｕｓｉｎｇａｎＩｌｌｕｍｉｎａｐｌａｔｆｏｒｍ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ
ｄｉｓｅａｓｅｏｕｔｂｒｅａｋｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈａｔｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）ｒｅｌａｔｉｖｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅｓｏｆＴＰＶＢｉｎｐｏｓｔｌａｒｖａｅａｎｄｃｕｌｔｕｒｉｎｇｗａｔｅｒｉｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓｏｆＰＢＥａｎｄＰＢＮｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈａｔｉｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）ｔｈｅｌａｒｖａｌｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓｒａｔｅ（１５％）ａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ
（１５％）ａｔｔｈｅｐｈａｓｅｓｏｆＺⅢ ａｎｄＰＬ５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔｒｉｋｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ
ａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅｃｏｒｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｆｒｏｍｐｏｓｔｌａｒｖａｅｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ，ａｎｄ
ｅｖｅｒｙｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｗａｓｄｏｍｉｎａｔｅｄｂｙＲｈｏｄｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅｗｉｔｈｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ
４０％ ｔｏ８６％．Ｔａｋｉｎｇｔｏｇｅｔｈｅｒ，ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｏｖｅｒａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆＶｉｂｒｉｏｉｎ
ｒｅａｒｉｎｇｗａｔｅｒａｎｄｐｏｓｔｌａｒｖａｅａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｐｏｓｔｌａｒｖａｅ，ｔｈｅｒｅｂｙａｃｈｉｅｖｉｎｇｈｅａｌｔｈｙｂｒｅｅｄｉｎｇｏｆ
Ｐ．ｖａｎｎａｍｅｉｕｎｄｅｒｚｅｒｏｗａｔｅｒｅｘｃｈａｎｇｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ；ｃｏｍｐｏｕｎｄｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ；ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
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