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摘　要：研究了饲料中添加芽孢杆菌和中草药制剂对凡纳滨对虾免疫功能的影响。以基础饲料为对照
（Ｄｉｅｔ0）�通过添加中草药和芽孢杆菌配制成 6种实验饲料：0．10％中草药 ＋0．10％芽孢杆菌 （Ｄｉｅｔ11）�
0．10％中草药 ＋0．20％芽孢杆菌 （Ｄｉｅｔ12）�0．10％中草药 ＋0．30％芽孢杆菌 （Ｄｉｅｔ13）�0．20％中草药 ＋
0．10％芽孢杆菌 （Ｄｉｅｔ21）�0．20％中草药 ＋0．20％芽孢杆菌 （Ｄｉｅｔ22）�0．20％中草药 ＋0．30％芽孢杆菌
（Ｄｉｅｔ23）。实验共进行了56ｄ�对血细胞数目、酚氧化酶活力 （ＰＯ）、溶菌酶活力、超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）活力
以及总抗氧化能力 （ＴＡＯＣ）进行了测定。芽孢杆菌对血细胞数目产生显著影响�Ｄｉｅｔ12�Ｄｉｅｔ13和 Ｄｉｅｔ23组对
虾的血细胞数目显著高于其余各组 （Ｐ＜0．05）。中草药以及交互作用对血清 ＰＯ产生显著影响 （Ｐ＜0．05）�
Ｄｉｅｔ23组获得最高的血清ＰＯ活力。芽孢杆菌、中草药及交互作用对溶菌酶影响不显著�但高剂量的芽孢杆
菌和中草药有提高对虾溶菌酶活力的趋势�其中Ｄｉｅｔ13显著高于Ｄｉｅｔ0（Ｐ＜0．05）。中草药、芽孢杆菌以及它
们的交互作用对ＳＯＤ未产生显著影响 （Ｐ＞0．05）。Ｄｉｅｔ23组对虾血清的 ＴＡＯＣ最高�除 Ｄｉｅｔ21组外�与其余
各组差异显著 （Ｐ＜0．05）。综上所述�芽孢杆菌和中草药制剂能够对凡纳滨对虾免疫指标产生积极影响�其
中Ｄｉｅｔ23组 （0．20％中草药＋0．30％芽孢杆菌 ）取得最好的效果。
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　　长期使用抗生素和其它化学类药物防治养殖病害已引发了一系列的环境和社会问题 ［1－2］。近年
来�由于健康养殖的需要�人们加大了绿色、环保药物和添加剂的研发力度�有益菌和中草药制剂等在水
产养殖中的应用日趋广泛 ［3－4］。有益菌在饲料中使用能够竞争排斥病原微生物�提高宿主的免疫能
力 ［5］。中草药在饲料中添加同样能够抑制病毒�提高养殖动物的免疫 ［6－8］。中草药添加剂量对菌的生
长影响很大�甚至会出现截然相反的结果�中草药和有益菌作为饲料添加剂共同使用�两者将相互影响�
其结果如何�目前仍不得而知。因此�本文研究了中草药和芽孢杆菌以不同比例添加到饲料中对凡纳滨
对虾免疫功能的影响。
1　材料与方法
1．1　实验对虾

本实验于2006年7－10月在广东恒兴集团国家863海水养殖种子工程南方基地进行。挑选外观
正常�体质健壮�大小均匀的凡纳滨对虾幼虾�室内驯养两周后用于实验 ［初始体重 （0．68±0．02）ｇ］。
1．2　实验饲料

表1　各处理组芽孢杆菌和中草药制剂添加量
Ｔａｂ．1　ＡｄｄｉｔｉｏｎｏｆＢａｃｉｌｌｕｓａｎｄｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｉｎｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ

处理组 组成

Ｄｉｅｔ0 基础饲料
Ｄｉｅｔ11 基础饲料＋0．1％中草药＋0．1％芽孢杆菌
Ｄｉｅｔ12 基础饲料＋0．1％中草药＋0．2％芽孢杆菌
Ｄｉｅｔ13 基础饲料＋0．1％中草药＋0．3％芽孢杆菌
Ｄｉｅｔ21 基础饲料＋0．2％中草药＋0．1％芽孢杆菌
Ｄｉｅｔ22 基础饲料＋0．2％中草药＋0．2％芽孢杆菌
Ｄｅｉｔ23 基础饲料＋0．2％中草药＋0．3％芽孢杆菌

　　实验用基础配方参照 Ｌｉｎ［6］�在基础饲料中添
加不同量的芽孢杆菌和中草药制剂作为实验用料

（表1）。实验用芽孢杆菌及中草药制剂均由中国水
产科学研究院南海水产研究所饲料与健康养殖技术

开发中心提供。芽孢杆菌制剂 （Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．）的含
菌量为109ＣＦＵ／ｇ；中草药呈粉末状�主要由黄芪、
大青叶、连翘、广霍香、板蓝根等组成。
1．3　实验设计与管理

实验设7个处理�每个处理3个重复�分别投喂
上述饲料。养殖容器为0．3ｍ3的圆形玻璃缸纤维桶 （水体0．27ｍ3）�每桶放养对虾35尾。实验期间根
据对虾的生长及采食情况�调整投饵量�以1ｈ后基本摄食完为准。投饲频率为3次／ｄ�时间分别为7：
30、16：00、23：00。实验期间连续充气�每天下午虹吸粪便残物�隔天换水1／3～1／2。实验共进行56ｄ�
平均水温29．3℃�盐度29～31。
1．4　指标测定
1．4．1　血淋巴的采集与血清的制备

用抗凝剂 （10ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ�Ｎａ2．450ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ�10ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ�10ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ�ｐＨ7．3�
850ｍＯｓｍ／ｋｇ）润洗1ｍＬ注射器�于对虾围心腔取血样。将血样准确移取0．2ｍＬ与等量抗凝剂混合�
用于血细胞计数。其余血样置于离心管�4℃过夜。测定时�用吸液管尖端划破凝块�于3000×ｇ离心
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15ｍｉｎ�取上清液�立即分析。
1．4．2　血细胞总数

利用血球计数板在光学显微镜400倍下直接计数�计算出每毫升血淋巴中血细胞数目。
1．4．3　酚氧化酶 （ＰＯ）活力

参考Ｈｅｒｎáｎｄｅｚ-Ｌóｐｅｚ等 ［9］方法略作改动。取50μＬ待测样品 （离心所得血淋巴 （ｈｅｍｏｌｙｍｐｈ）上清
液 ）与50μＬ胰蛋白酶溶液 （0．1ｍｇ／ｍＬｉｎＣＡＣｂｕｆｆｅｒ）（ＣＡＣ：10ｍｍｏｌ／Ｌｓｏｄｉｕｍｃａｃｏｄｙｌａｔｅ�10ｍｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ2�ｐＨ7．0）放入96微孔板中�室温下温育10ｍｉｎ�然后加入50μＬＬ-ＤＯＰＡ溶液 （3ｍｇ／ｍＬｉｎＣＡＣ
ｂｕｆｆｅｒ）�室温下温育10ｍｉｎ后�立刻放入酶标仪 （ＴＥＣＡＮ�ｍｏｄｅｌ550ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒ�Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）中�在
492ｎｍ下测定酶活动力学。以实验条件下�每毫升样品每分钟ＯＤ492增加0．001�定义为一个酶活力单
位。
1．4．4　溶菌酶活力

以溶壁微球菌 （Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｌｙｓｏｌｅｉｋｔｉｃｕｓ）（购自中科院微生物所菌种室 ）冻干粉为底物。将底物用
0．1ｍｏｌ／Ｌ�ｐＨ为6．4的磷酸钾盐缓冲液配成底物悬液 （ＯＤ570≈0．3）。取3ｍＬ该悬液50μＬ待测血清
于试管中混匀�测其 Ａ0值。然后将试液移入37℃水浴中保温30ｍｉｎ�取出后立刻置于冰浴中10ｍｉｎ
以终止反应�测其Ａ值。溶菌活力ＵＬ按下式计算：

ＵＬ＝（Ａ0－Ａ）／Ａ
式中�ＵＬ为溶菌活力�Ａ0为反应前光密度值�Ａ为反应后光密度值

1．4．5　超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）活力
用超氧化物歧化酶测定试剂盒测定 （南京建成生物工程研究所生产 ）。ＳＯＤ活力定义为：每毫升反

应液中ＳＯＤ抑制率达50％时所对应的ＳＯＤ的量为1个ＳＯＤ活力单位 （Ｕ）。
1．4．6　总抗氧化能力 （ＴＡＯＣ）

应用总抗氧化能力测定试剂盒进行测定 （南京建成生物工程研究所生产 ）。机体中中有许多抗氧
化物质�能使Ｆｅ3＋还原成Ｆｅ2＋�后者可与菲啉类物质形成稳固的络合物�通过比色可测定除其抗氧化能
力的高低。以37℃时�每分钟每毫升血清使反应体系的吸光值 （ＯＤ）每增加0．01时�为一个总抗氧化
能力单位。
1．5　数据分析

将芽孢杆菌和中草药的添加量作为两个因子�应用双因子方差分析 （ｔｗｏ-ｗａｙＡＮＯＶＡａｎｄ
ＡＮＣＯＶＡ）统计数据�当处理间存在显著差异时�应用Ｄｕｎｃａｎ氏 多重比较进行分析。所有统计分析使
用ＳＰＳＳ11．5统计软件�以Ｐ＜0．05为差异显著性。
2　结果
2．1　血细胞数目

芽孢杆菌对血细胞数目产生显著影响 （Ｐ＜0．05）�而中草药以及两者的交互作用对血细胞数目的
影响不显著 （表2）。高剂量的芽孢杆菌可以提高血细胞数目�Ｄｉｅｔ12、Ｄｉｅｔ13和Ｄｉｅｔ23组的血细胞数目
显著高于其余各组 （Ｐ＜0．05）（图1）。

表2　各免疫指标双因子方差分析结果 （Ｐ值 ）
Ｔａｂ．2　ＴｈｅＰｖａｌｕｅｏｆｔｗｏ-ｗａｙＡＮＯＶＡａｎｄＡＮＣＯＶＡ

项目 中草药 芽孢杆菌 中草药＋芽孢杆菌
血细胞数目 0．099 0．013 0．208
酚氧化酶活性 0．001 0．055 0．039
溶菌酶活性 0．083 0．293 0．084

超氧化物歧化酶 0．758 0．929 0．562
总抗氧化能力 0．027 0．048 0．032
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图1　不同饲料对凡纳滨对虾血细胞数目的影响
Ｆｉｇ．1　Ｔｈｅｔｏｔａｌｈａｅｍｏｃｙｔｅｃｏｕｎｔ（ＴＨＣ）ｏｆｓｈｒｉｍｐ

Ｌ．ｖａｎｎａｍｅｉｆｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔｄｉｅｔｓ
注：柱形上方的字母相同表示数据间差异不显著 （Ｐ＞0．05）

2．2　ＰＯ活力
如表2所示�中草药以及交互作用对血清ＰＯ活

力产生显著影响 （Ｐ＜0．05）�Ｄｉｅｔ23组显著高于
Ｄｉｅｔ13和Ｄｉｅｔ11组 （Ｐ＜0．05�图2）。
2．3　溶菌酶活力

中草药、芽孢杆菌以及它们的交互作用对血清
溶菌酶均未产生显著影响 （Ｐ＞0．05�表2）。但是从
数值来看�Ｄｉｅｔ13组的溶菌酶显著高于对照组�除
Ｄｉｅｔ12组外�其余各组的溶菌酶也均高于对照组 （图
3）。

图2　不同饲料对凡纳滨对虾酚氧化酶活性的影响
Ｆｉｇ．2　Ｔｈｅｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ（ＰＯ）ｏｆｓｈｒｉｍｐ
Ｌ．ｖａｎｎａｍｅｉｆｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔｄｉｅｔｓ

2．4　ＳＯＤ活力
从表2可以看出�中草药、芽孢杆菌以及它们的

交互作用对血清 ＳＯＤ活力未产生显著影响 （Ｐ＞
0．05�表2）。虽然实验各组间的ＳＯＤ活力均无显著
性差异�但是从数值来看对照组 （Ｄｉｅｔ0）的酶活力最
低 （图4）。
2．5　ＴＡＯＣ

中草药、芽孢杆菌以及它们的交互作用对血清
ＴＡＯＣ均产生显著影响 （Ｐ＜0．05�表2）。Ｄｉｅｔ23组
的ＴＡＯＣ最高�除Ｄｉｅｔ21组外�与其余各组差异显著 （Ｐ＜0．05�图5）。

图3　不同饲料对凡纳滨对虾溶菌酶活性的影响
Ｆｉｇ．3　Ｔｈｅｌｙｓｏｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｈｒｉｍｐ
Ｌ．ｖａｎｎａｍｅｉｆｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔｄｉｅｔｓ

图4　不同饲料对凡纳滨对虾超氧化物歧化酶的影响
Ｆｉｇ．4　Ｔｈｅｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ｏｆｓｈｒｉｍｐ

Ｌ．ｖａｎｎａｍｅｉｆｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔｄｉｅｔｓ

图5　不同饲料对凡纳滨对虾总抗氧化能力的影响
Ｆｉｇ．5　Ｔｈｅｔｏｔａｌａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙ（ＴＡＯＣ）ｏｆｓｈｒｉｍｐ

Ｌ．ｖａｎｎａｍｅｉｆｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔｄｉｅｔｓ

3　讨论
对虾主要依靠非特异性免疫反应来提高机体对

疾病的抵抗力 ［10］。其中血细胞在甲壳类动物的免
疫防御中占主导作用 ［11］。血细胞通过粘附、吞噬、
趋化和包裹作用等过程来消除外来异物 ［12］。血细
胞数量变化与许多因子相关�并在一定程度上反应
了对虾的健康状态�免疫增强剂可以提高对虾的血
细胞数量 ［13－14］。经灭活哈维氏弧菌和灭活鳗弧菌
刺激后�中国对虾总血细胞的数量分别增多了73．4％和111．3％ ［15］。在本实验中�高剂量的芽孢杆菌
可以提高血细胞的数目�可能是由于菌细胞壁的某些成分或其分泌物起到了免疫刺激的作用。

研究已确认�甲壳类对异物识别等免疫反应起关键作用的是甲壳类动物血细胞内的酚氧化物酶原
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（ＰｒｏＰＯ）系统 ［16］�ＰｒｏＰＯ系统主要以酶原的形式存在于颗粒细胞中。该系统的成分被激活后可以促进
血细胞的吞噬、介导凝集和凝固�产生杀菌物质等 ［17］。李义等 ［18］报道在饲料中添加党参等中药可以显
著提高罗氏沼虾 （Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）体内的ＰＯ （Ｐ＜0．05）。其它研究也表明�在饲料中添加不
同种类的中草药能够提高对虾的ＰＯ活力 ［8�19］。多糖类被证实可以提高对虾的免疫能力�包括提高对
虾的ＰＯ活力 ［20］。本实验所选用的中草药含有黄芪多糖、板蓝根多糖等活性成分�因此高剂量的中草药
能够提高ＰＯ的活性。芽孢杆菌对中草药的代谢可能有一定的促进作用 ［21］�所以它们的交互作用对ＰＯ
活性同样产生显著影响。

溶菌酶是非特异性免疫系统的主要成分�在虾类免疫中起重要的作用�是吞噬细胞杀菌的物质基
础。它是一种碱性蛋白�广泛存在于体内多种组织和体液中�能水解革兰氏阳性细菌细胞壁粘性多糖中
的乙肽氨基多糖�使之裂解并释放出来。本实验中�添加中草药和芽孢杆菌对溶菌酶活力的影响不显
著�这一结果与凡纳滨对虾摄食一定剂量的肽聚糖后的酶活力变化相一致 ［22］。

ＳＯＤ对机体的氧化与抗氧化平衡起着至关重要的作用�该酶能清除超氧阴离子自由基�保护细胞
免受损伤。呼吸爆发产生的多余的Ｏ2－可以被胞质中的超氧化物歧化酶催化生成Ｈ2Ｏ2�它是一切需氧
有机体清除Ｏ2－保护机体免受损害的关键酶 ［23］。机体防护氧化作用的体系有酶促与非酶促两个体系�
ＳＯＤ属于酶促体系�非酶促体系中主要有维生素、氨基酸和金属蛋白质等。本实验中的ＴＡＯＣ是机体防
护氧化作用的总体评价。ＳＯＤ是一种底物诱导酶�它的活力升高说明体内超氧负离子或羟自由基含量
上升�氧化压力过大。本实验中�各组的ＳＯＤ活性有所提高�但是差异不显著�而ＴＡＯＣ则显著提高�这
可能是对虾体内的氧化压力不是很大�ＳＯＤ等酶促抗氧化体系没有显著升高�而添加的中草药和芽孢
杆菌具有非酶促体系的抗氧化作用 ［23］�从而使ＴＡＯＣ较高�增强了机体防护氧化侵害的能力。

有益菌的抗病保护作用主要是通过以下两种途径而获得的 ［5］：一方面通过激活细胞和体液免疫系
统�从而提高虾体的免疫力；另一方面通过在虾的消化道中竞争排斥作用�减少肠道中的有害菌群�减少
有害菌的致病机会。许多中草药成分有免疫增强作用�作为免疫增强剂具有安全低毒�不易在产品中产
生有害残留等优点 ［24］。天然药物代谢反应中�最重要的配糖体的水解需要Ａ-糖苷酶、Ｂ-糖苷酶�而芽
孢杆菌中就含有这2种酶 ［21］；中药的化学成分比较复杂�其成分主要有激素类、氨基酸类、多糖类、多种
微量元素及其它有机物和无机物类�其中许多成分对细菌的生长代谢有促进作用 ［25］。因此�中草药和
芽孢杆菌配伍使用将产生一定的协同作用。实验结果也表明�芽孢杆菌和中草药制剂对部分的免疫指
标产生积极影响�且具有一定的协同作用�其最佳配伍剂量为0．2％的中草药和0．3％的芽孢杆菌。
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