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饲料中添加复合芽孢杆菌对凡纳滨对虾抗病毒 
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国家实验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  农业农村部海水养殖病害防治重点实验室   
青岛市海水养殖流行病学与生物安保重点实验室  青岛  266071) 

摘要    自健康凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)分离到枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、地衣芽孢

杆菌(B. licheniformis)和短小芽孢杆菌(B. pumilus)，将上述芽孢杆菌以单一和 3 株复合的方式包裹在

基础饲料表面，制成益生菌饲料；每日投喂对虾，3 周后进行白斑综合征病毒(WSSV)人工感染。

统计实验组和对照组的累积死亡率，测定对虾鳃组织内 WSSV 拷贝数，分析对虾肠道组织含半胱

氨酸的天冬氨酸蛋白酶基因(Caspase)和硫氧还原蛋白基因(Trx)的相对表达量。结果显示，感染实验

结束时，A 组(枯草芽孢杆菌)、B 组(地衣芽孢杆菌)、C 组(短小芽孢杆菌)和 D 组(枯草芽孢杆菌+地
衣芽孢杆菌+短小芽孢杆菌复合益生菌)的对虾累积死亡率分别为(73.3±7.0)%、(63.3±5.5)%、

(75.0±7.9)%和(50.0±5.3)%，显著低于对照组(PBS 组)(100%)；在整个感染阶段，各实验组的病毒拷

贝数呈先上升后下降的趋势，但对照组呈现一直上升趋势，且显著高于实验组。抗病基因表达结果

显示，WSSV 感染后，各组对虾肠道 Caspase 相对表达量随感染时间的延长呈先上调再下调的趋势，

且在 18 h 各组对虾肠道 Caspase 表达量达到最大值；益生菌摄取和 WSSV 感染都能刺激 Trx 的表

达，益生菌的刺激相对平缓，且各实验组对虾肠道 Trx 相对表达量在 WSSV 感染后的 18 h 时陡升

到最大值，极显著高于对照组，且以 D 组的激活能力最强。研究证实，枯草芽孢杆菌、地衣芽孢

杆菌和短小芽孢杆菌均可提高对虾抗 WSSV 感染能力，复合芽孢杆菌抗病毒能力最突出。对虾抗

病力的提高可能与芽孢杆菌减缓了病毒在靶组织的增殖速率、提高了 Caspase 和 Trx 基因表达水平

相关。 
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凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)是中国主要 的对虾养殖品种，2016 年全国的凡纳滨对虾海淡水
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养殖总产量为 167.2 万 t，占对虾类养殖产量的 91% 
(中国渔业统计年鉴, 2017)。高密度集约化养殖是凡

纳滨对虾养殖的主要模式，随着集约化养殖模式的剧

增，对虾养殖生产的病害问题日益严重，先后有白斑

综合征(White spot disease, WSD)、急性肝胰腺坏死病

(Acute hepatopancreatic necrosis disease, AHPND)、偷

死野田村病(Covert mortality nodavirus disease, CMNVD)、
虾肝肠胞虫病 (Enterocytozoon hepatopenaei disease, 
EHP)等疫病发生与流行(Flegel, 1997; Zhang et al, 
2016; 中国水生动物卫生状况报告, 2016)。 

益生菌作为养殖对虾病害生物防控的重要手段，

已经在拮抗细菌或抗病毒感染方面展示出了较好的

保护效果，国内外水产养殖使用较多的益生菌是光合

细菌和芽孢杆菌(Ninawe et al, 2009; Wen et al, 2015; 
杜佗等, 2017)。芽孢杆菌不仅可以改善肠道微生物生

态平衡、促进对虾对饲料的消化和吸收能力、提高对

虾免疫和抗逆水平，还可以抑制养殖水体和肠道病原

微生物的生长和繁殖、提高对虾抗病力(孙艳等, 2012; 
Lakshmi et al, 2013; Zokaeifar et al, 2014)。但目前研

究与应用的多为单一芽孢杆菌，多种类的芽孢杆菌混

合使用还鲜有报道(Ravi et al, 2007; Sánchez-Ortiz  
et al, 2016)。 

本研究以枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、地衣芽

孢杆菌(B. licheniformis)和短小芽孢杆菌(B. pumilus)
为候选益生菌，采用投喂单一和复合配伍形式包裹饲

料免疫凡纳滨对虾，3 周后进行白斑综合征病毒

(White spot syndrome virus, WSSV)人工感染实验，统

计实验组和对照组的累积死亡率，验证复合芽孢杆菌

对凡纳滨对虾抗病毒能力的影响；并通过荧光定量

PCR 技术分析各实验组和对照组对虾组织病毒拷贝

数变化，以及含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白酶(Cysteinyl 
aspartate specific proteinase, Caspase)基因和硫氧还原

蛋白(Thioredoxin, Trx)基因在免疫阶段和 WSSV 感染

阶段的相对表达情况，用于探究益生菌提高对虾抗病

能力的机制。 

1  材料与方法 

1.1  对虾与菌种 

1.1.1  对虾    实验用凡纳滨对虾购自山东省海阳市

某对虾养殖场[生长环境盐度为 20±1、温度为(25±1)℃]，
对虾进入实验室前先行采样，确认 WSSV、CMNV
等主要对虾病原检测阴性。购买的对虾在实验室养

殖条件下暂养 1 周左右，使其适应实验室养殖环境，

暂养期间投喂商品饲料，定期处理残饵和更换养殖

水体。 
1.1.2  菌种及培养    短小芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌

和地衣芽孢杆菌均分离于健康凡纳滨对虾肠道，纯化

后经 16S rDNA 序列分析及 Biolog 碳源利用等生理生

化特征分析完成菌株鉴定，并于–80℃保存。菌种活

化后经发酵罐发酵培养，离心收集菌体，短小芽孢杆

菌活菌量达到(1~2)×1011 CFU/ml，地衣芽孢杆菌和枯

草芽孢杆菌活菌数量达到(1~2)×1012 CFU/ml。 

1.2  饲料制备 

实验全过程选用大海跃牌饲料作为基础饲料。免

疫饲料按一定比例将菌液与无菌 PBS 混合后，喷洒

在基础饲料上，混合均匀，阴干后于–4℃冰箱中保存。

每周涂布含益生菌的饲料于固体 2216E 培养基中，检

测饲料中的细菌数是否达到所需菌种浓度。基础饲料

喷洒等量 PBS 为空白对照。 

1.3  实验分组 

将暂养稳定后的凡纳滨对虾随机挑取个体均匀、

活力较强的 1200 尾分配在整理箱中。共 5 组，每组

6 个重复，每个重复 40 尾对虾。5 组分别投喂不同饲

料：A 组含枯草芽孢杆菌活菌(1~2)×107 CFU/g，B 组

含地衣芽孢杆菌活菌(1~2)×107 CFU/g，C 组含短小芽

孢杆菌活菌(1~2)×107 CFU/g，D 组含枯草芽孢杆菌、

地衣芽孢杆菌和短小芽孢杆菌的等量混合活菌

(1~2)×107 CFU/g，PBS 组为投喂不含益生菌的基础饲

料的对照组。实验期间，各实验组和对照组每日投喂

3 次相应饲料，日投喂量为凡纳滨对虾体重的 10%(依
据对虾摄食情况做适量调整)，并按相同条件进行养

殖管理。 

1.4  WSSV 感染实验 

将实验室保存的感染 WSSV 的鳌虾去除肝胰腺

的头胸组织，加入适量 4℃预冷的 PBS，20000 r/min
冰浴匀浆；匀浆液 4℃、3000 g 离心 10 min，上清液

4℃反复离心 3 次(4000 g，6000 g，8000 g 各 10 min)；
上清液经 400 目筛绢过滤除去杂质后，用 0.45 μm 滤

膜过滤除细菌，分装保存于80℃。制备的病毒粗提

液浓度为 0.16 g/ml，注射感染前进行预实验，确定最

适感染剂量为 50 μl/尾。 
在免疫 21 d 后，从各实验组和对照组中随机挑

取 240 尾对虾进行感染实验，每组 6 个重复，每个重

复 40 尾对虾。其中，3 个重复用于统计累积死亡率，

3 个重复用于采样。感染前 1 d 停止投喂饲料，次日，

于每尾对虾第 2 腹节注射 WSSV 粗提液 50 μl，以 PBS
溶液为阴性对照组。攻毒后，实验组和对照组依然投
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喂相应饲料。每天及时捡出死亡或濒死对虾，记录死

亡数量，14 d 后结束感染实验。 

1.5  样品采集与处理 

免疫期间的样品采集与处理：实验开始前取样作

为 0 h，免疫实验开始后分别在 1、3、7 和 15 d 随机

采集对照组(PBS)和实验组(A、B、C、D 组)对虾。无

菌操作取出对虾肠道放于 1.5 ml 无 RNase 离心管中，

于80℃超低温冰箱中保存。 
感染期间的样品采集与处理：感染实验开始前，

取样作为 0 h，攻毒实验开始后，分别在 6、18、96
和 192 h 随机采集对照组和实验组(A、B、C、D 组)
对虾。分别无菌操作采集对虾鳃和肠道置于 1.5 ml 
无 RNase 离心管中，于80℃超低温冰箱中保存。 

1.6  RNA 提取 

利用总 RNA 提取试剂盒(TaKaRa)提取 RNA，方

法参考使用说明书。用 NanoDrop 2000c (Thermo)测
定 RNA OD260 nm/OD280 nm 值，进行定量测定，分装保

存于80℃备用。进行反转录前，去除总 RNA 中残留

的基因组 DNA。 

1.7  cDNA 合成 

使用 Prime Script RT reagent Kit With gDNA 
Eraser 试剂盒(TaKaRa)进行 cDNA 合成，在 20 μl 反应

体系中加入 1 l (≤1 g/l)的总 RNA，4 μl 5×
PrimeScript Bμffer 2，1 μl Prime Script Mix，10 μl 基
因组 DNA 去除反应液，4 μl 无 RNase 水，37℃孵育

15 min。85℃加热 5 s，合成 cDNA 模板。 

1.8  病毒定量检测 

1.8.1  检测引物    病毒定量检测引物见程晓艳等 

(2010)，WSSV-FP(CTCTTGTGGTTCATCAGGGGC)；
WSSV-RP(CTGGATTTTCTCTCAGGGTCTTTAGT)。 
1.8.2  标准品制备    制备含有 WSSV 目的扩增片

段的质粒作为标准品。按照世界动物卫生组织(OIE) 
《水生动物疫病诊断手册》对 WSSV 进行 PCR 扩增，

得到 256 bp的扩增产物。将扩增产物连接到 pMD18-T
载体，转化到大肠杆菌 DH5α，构建重组质粒，在 LB
培养基(含 100 μg/ml 氨苄青霉素)上增殖，提取质粒

DNA，用 NanoDrop 2000c (Thermo)测定质粒 DNA 的

浓度，每对碱基的平均分子量为 649 g/mol，再根据

阿佛加德罗常数 6.02×1023，计算出标准品的拷贝数

为 8×1011 copies/μl。按照 100 倍稀释梯度，绘制标准

曲线。 
1.8.3  WSSV 绝对定量    实时荧光定量 PCR 反应

体系：Real-time PCR 按 TransStart Top Green qPCR 
Super Mix 试剂盒(Trans Gen Biotech)说明书进行，反

应体系为 25 μl：DNA 模板 1 µl (10~20 ng/μl)，总量

为 200~400 ng；正、反向引物各 0.5 µl (10 μmol/L)，
总量为 5 pmol；2×TransStartTM Green qPCR Super Mix 
12.5 µl；1×Passive Reference Dye 0.5 µl；无 RNase 水

9 µl。每组设 3 个平行，无 RNase 水作为阴性对照。

扩增程序：94℃预变性 5 min，1 个循环；94℃预变

性 30 s，61℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，40 个循环，

并且在此步 72℃时收集荧光，72℃延伸 10 min。 

1.9  抗病毒相关基因表达量的定量检测 

1.9.1  引物    参照 GenBank 中凡纳滨对虾相应序

列，利用 Primer Premier 5.0 进行目的基因 Caspase 和

Trx 的引物设计，引物序列见表 1，内参基因与目的

基因在扩增时加入等量模板，扩增后熔解曲线无非特

异性扩增。 
 

表 1  Real-time PCR 引物序列 
Tab.1  Primer used for real-time PCR 

目的基因 Target gene 序列号 GenBank No. 正向引物 Forward primer 反向引物 Reverse primer 

EF-α GU136229.1 ATGTCAGCACGGCAAAA AAAGATGGTTCCCAGCAAGC 

Caspase-3 EU421939.1 CGGGTAGGAAGCCCACATATCAA ACGGCGAAGTCAAAGCCAGAA

Trx EU499301.1 TTAACGAGGCTGGAAACA AACGACATCGCTCATAGA 
 

1.9.2  实时荧光定量 PCR 反应体系和程序    依据

SYBR Premix Ex TaqTMⅡ试剂盒(TaKaRa)配制 25 μl
反应体系：2×SYBR Premix Ex TaqTMⅡ 12.5 μl，正、

反向引物各 10 μmol/L 2 μl，DNA 模板 1 l(≤100 ng)，
无 RNase 水 9.5 μl；于 Rotor Gene3000 (Corbett, 澳大

利亚)进行实时荧光定量 PCR，反应程序：95℃预变性

10 min，1 个循环；95℃预变性 5 s、60℃退火(由每个

基因确定)20 s、72℃延伸 20 s，45 个循环。 
1.9.3  熔解曲线测定    实时荧光定量 PCR 反应完

成后，在 Rotor Gene 3000 中每完成 1 个循环进行    
1 次信息采集。采用 Rotor-Gene Analysis Software 6.0 
进行分析，2 种免疫相关基因的相对表达量采用 2–Ct
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法来进行计算(Livak et al, 2001)。 

1.10  统计分析 

本研究所有数据均采用 SPSS16.0 统计软件进行

单因素方差分析(One-way ANOVA)，若出现显著差异

时(P<0.05, P<0.01)，用 LSD 法做多重比较。 

2  结果与分析 

2.1  益生菌对凡纳滨对虾感染 WSSV 后累积死亡率

的影响 

凡纳滨对虾感染 WSSV 后 14 d 内的累积死亡率

统计结果见表 2，由表 2 可知，枯草芽孢杆菌+地衣

芽孢杆菌+短小芽孢杆菌复合益生菌组(D 组)到感染

实验结束时，对虾累积死亡率最低，只有(50.0±5.3)%；

其次为地衣芽孢杆菌组(B 组)，对虾累积死亡率为

(63.3±5.5)%；投喂含枯草芽孢杆菌和短小芽孢杆菌饲

料实验组(A 组和 C 组)对虾的累积死亡率分别为

(73.3±7.0)%和(75.0±7.9)%；对照组(PBS 组)对虾的累

积死亡率为 100%，显著高于各实验组的累积死亡率。 

2.2  WSSV 攻毒后各实验组凡纳滨对虾鳃组织中病

毒拷贝数的变化情况 

利用绝对定量 PCR 技术，测定了凡纳滨对虾感

染 WSSV 后在不同感染时间段的鳃组织病毒拷贝数

(图 1)。在整个感染阶段，各实验组的病毒拷贝数呈

先上升后下降趋势，但对照组病毒拷贝数一直呈现上

升趋势，且病毒拷贝数均高于实验组，差异显著

(P<0.05)或极显著(P<0.01)。病毒感染 6 h 后，对虾鳃

组织的病毒拷贝数达到 2.73×105~1.59×106 copies/µl，对

照组最高，与 A、B 组差异显著，与 C、D 组差异极

显著；18 h 各组对虾鳃组织的病毒拷贝数继续增加，

对照组最高，与 A、B 组差异显著，与 C、D 组差异

极显著；到 96 h 各组的病毒拷贝数均达到最大值，

对照组最高，与 B 组差异显著，与 A、、C 和 D 组差

异极显著；192 h 对照组病毒拷贝数略下降，实验组

下降更加突出，D 组最低，为 1.69×105 copies/µl，对

照组与实验组间差异极显著。此结果证实，饲料中添

加益生菌，在一定程度上能延缓病毒复制速度，降低

病毒拷贝数，复合益生菌组延缓病毒复制效果更佳。 
 

表 2  口服不同益生菌包裹饲料的凡纳滨对虾感染 WSSV 后的累积死亡率 
Tab.2  Cumulative mortality of L. vannamei fed with different probiotic preparations after injection with WSSV 

感染后时间 Time post injection (d) 组别 
Group 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

A 12.5±1.9 29.2±6.9 37.5±5.0 50.8±3.8 59.2±6.9 65.8±10.1 68.3±7.0 70.8±7.0 71.7±6.7 72.5±6.7 73.3±7.0
B 8.3±2.3 15.8±5.1 20.8±2.5 29.2±1.9 31.7±3.9 50.0±3.3 53.3±4.3 58.3±5.7 59.2±6.0 61.7±7.5 63.3±5.5
C 9.2±0.7 20.0±3.0 30.0±5.0 47.5±5.7 53.3±7.1 68.3±5.1 72.5±3.3 72.5±3.3 74.2±0.2 75.0±7.9 75.0±7.9
D 10.0±2.4 16.7±2.3 22.2±3.8 26.7±0.2 30.0±2.6 40.0±2.3 43.3±4.7 46.7±9.4 48.9±7.1 50.0±5.3 50.0±5.3

PBS 5.8±1.7 22.5±2.5 37.5±4.7 57.5±5.1 67.5±10.0 80.8±6.7 88.3±7.6 95.8±5.0 100±0 100±0 100±0 

注：A：枯草芽孢杆菌组；B：地衣芽孢杆菌组；C：短小芽孢杆菌组；D：复合芽孢杆菌组(枯草芽孢杆菌、短小芽

孢杆菌和地衣芽孢杆菌)；PBS：对照组 
Note: A: B. subtilis group, B: B. licheniformis group, C: B. pumilus group, D: Mixed Bacillus group, PBS: Control group  

 

2.3  Caspase 基因在免疫期间和 WSSV 感染期间的

相对表达 

2.3.1  免疫期间凡纳滨对虾肠道中 Caspase 基因表达 
通过荧光定量 PCR技术测定了对虾肠道 Caspase

基因在免疫期间的相对表达量，结果显示，免疫期间

实验组 Caspase 基因相对表达量在第 1 天上调明显，

随后其相对表达量随着免疫时间的延长逐渐恢复到

正常水平，各时间节点 Caspase 基因相对表达量差异

不显著(图 2)。 
2.3.2  WSSV 攻毒后凡纳滨对虾肠道中 Caspase 基因

表达     通过荧光定量 PCR 技术测定了对虾肠道

Caspase 基因在 WSSV 感染后的相对表达量，结果显

示，WSSV 感染后各组对虾肠道 Caspase 相对表达量 

随感染时间的延长呈先上调再下调的趋势，且在 18 h
各组对虾肠道 Caspase 表达量达到最大值。在 6 h 时，

复合芽孢杆菌组的对虾肠道 Caspase 表达量极显著高

于对照组，地衣芽孢杆菌的对虾肠道 Caspase 表达量

显著高于对照组；18 h 时，所有实验组的对虾肠道

Caspase 表达量均极显著高于对照组，而 96 h 时，只

有复合芽孢杆菌组的对虾肠道 Caspase 表达量显著高

于对照组(图 3)。 

2.4  Trx 基因在免疫期间和 WSSV 感染期间的相对

表达 

2.4.1  免疫期间凡纳滨对虾肠道中的 Trx 基因表达     
通过荧光定量 PCR 技术测定了对虾肠道 Trx 基 
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图 1  凡纳滨对虾感染 WSSV 后鳃组织内病毒拷贝数 
Fig.1  The virus copies in gill of L. vannamei  

during WSSV infection 

A：枯草芽孢杆菌组；B：地衣芽孢杆菌组；C：短小芽孢

杆菌组；D：复合芽孢杆菌组(枯草芽孢杆菌、短小芽孢 
杆菌和地衣芽孢杆菌)；PBS 组：对照组。*表示差异显著

(P<0.05)，**表示差异极显著(P<0.01)。下同 
A: B. subtilis group, B: B. licheniformis group, C: B. pumilus 

group, D: Mixed Bacillus group, PBS: Control group.  
* denote significant difference (P<0.05), **denote highly 

significant difference (P<0.01). The same as below 
 

 
 

图 2  益生菌包裹饲料投喂期间对虾肠道中 
免疫基因 Caspase 的相对表达量 

Fig.2  Relative expression of immune gene Caspase in the  
gut of L. vannamei fed with different probiotic preparations 

 

 
 

图 3  WSSV 攻毒后各组对虾肠道中免疫基因 
Caspase 的相对表达量 

Fig.3  Relative expression of immune gene Caspase in 
 the gut of L. vannamei fed with different probiotic 

preparations during WSSV infection 
 

因在免疫期间的相对表达量，结果显示，各实验组

Trx 相对表达量在整个免疫期间均呈现上调趋势，且

以第 1 天值最高，各实验组对虾肠道中 Trx 基因相对

表达量均极显著高于对照组，其中，复合芽孢杆菌组

表达量最高。第 3 天，对虾肠道中 Trx 基因相对表达

量略有下降，A、B 组显著高于对照组，C、D 组极

显著高于对照组；第 7 天又有所下降，C 组显著高于

对照组，D 组极显著高于对照组；到第 15 天，只有

C 组显著高于对照组(图 4)。 
 

 
 

图 4  益生菌包裹饲料投喂期间对虾肠道中 
免疫基因 Trx 的相对表达量 

Fig.4  Relative expression of immune genes Trx in the gut  
of L. vannamei fed with different probiotic preparations 

 
2.4.2  WSSV 攻毒后凡纳滨对虾肠道中的 Trx 基因表

达    通过荧光定量 PCR 技术测定了对虾肠道 Trx
基因在 WSSV 感染后的相对表达量，结果显示，

WSSV 感染后，各实验组对虾肠道 Trx 相对表达量在

6 h 内没有变化，18 h 时，陡升到最大值，且极显著

高于对照组；96 h 时，复合芽孢杆菌组的对虾肠道

Trx 表达量极显著高于对照组，其余 3 个实验组显著

高于对照组；到 192 h 时，3 个实验组的对虾肠道 Trx
表达量仍显著高于对照组(图 5)。 

 

 
 

图 5  WSSV 攻毒后各组对虾肠道中 Trx 基因的相对表达 
Fig.5  Relative expression of immune gene Trx in the gut  

of L. vannamei fed with different probiotic  
preparations during WSSV infection 

3  讨论 

枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌和短小芽孢杆菌普

遍存在于土壤及植物体表，是人、动物肠道内常见的 
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共生菌。它们均在 1989 年美国食品药物管理局(FDA)
和美国饲料公定协会(AAFCO)公布的 44 种“可直接

饲喂且通常认为是安全的微生物”范围之内，也属于

2008 年 12 月中国农业部 1126 号公告《饲料添加剂

品种目录》中规定的 16 种可以直接饲喂动物的饲料

级微生物添加剂菌种。芽孢杆菌和双歧杆菌、乳酸菌

等传统益生菌相比，具有营养体–芽孢–营养体的独特

生活史周期，抗逆能力强、繁殖速度快、营养要求简

单，具有可抵抗酸、高温、干燥等不良环境条件等优

势，适宜大规模产业化发酵生产。芽孢杆菌作为饲料

微生物可以 100%活菌状态到达肠道，因此，以饲料

添加剂方式在水产动物养殖生产中有很好的应用前

景(Ninawe et al, 2009; Lakshmi et al, 2013)。 
对虾肠道中存在着大量微生物，仅可培养细菌其

总数通常在 106~109 CFU/g 之间，弧菌属(Vibrio sp.)、
乳球菌属(Lactococcus sp.)、芽孢杆菌属(Bacillus sp.)、
葡萄球菌属(Staphylococcus sp.)、希瓦氏菌属(Shewanella 
sp . )、节杆菌属 (Arthrobacter  sp. )、发光杆菌属

(Photobacterium sp.)、微小杆菌属(Microbacterium sp.)
等为对虾肠道的主要 (可培养 )优势菌 (张盛静等 , 
2015)。复合益生菌制剂突破了单一益生菌的局限，

能够相互协调作用，发挥更好效果(刘淑兰等, 2017)。
Salinas 等(2005)应用枯草芽孢杆菌和乳酸菌以复合

和单一添加形式投喂金头鲷(Sparus aurata)，结果显

示，复合菌比单一菌有更好的效果，认为不同细菌在

肠道微生物环境所处生态位不同，因而复合菌比单一

菌组免疫力高。Ravi 等(2007)在斑节对虾(Penaeus 
monodon)幼体养殖期间，向养殖水体中添加芽孢杆菌

可以 有 效地 抑制 水 体中 如副 溶 血弧 菌 ( V i b r i o 
parahaemolyticus)、哈维氏弧菌(V. harveyi)等致病菌

的生长，并可以显著地降低死亡率。Sánchez-Ortiz 等

(2016)报道，将从毛蚶(Anadara tuberculosa)中分离的

地衣芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌混合到饲料中投喂凡

纳滨对虾，结果降低了 WSSV 和传染性皮下和造血 
组织坏死病毒(IHHNV)感染后的死亡率，增强了对虾

的免疫相关基因表达。本研究选用的芽孢杆菌均分离

自健康对虾肠道，以单独和复合的方式添加到对虾饲

料中，饲喂 21 d 后，通过 WSSV 感染实验来验证其

抗病效果。结果证实，饲料中添加单一或复合芽孢杆

菌均可提高凡纳滨对虾的抗 WSSV 感染能力，以复

合芽孢杆菌抗病毒能力最显著。WSSV 感染后的几个

时间节点对虾鳃组织中病毒拷贝数与对虾累积死亡

率的结果相吻合，证实芽孢杆菌进入对虾消化道通过

某种或多种机制间接影响了病毒在对虾体内的复制

和增殖，或是提高了对虾对病毒的清除作用。高剂量

投入益生菌可在环境中形成优势菌群，一方面抑制其

他病原微生物的繁殖，将继发性感染控制在较低水

平；另一方面当环境遭遇病原微生物侵染，威胁到微

生物区系的平衡时，有助于维持或建立宿主微生物生

态平衡，间接控制对虾传染性疾病的发生和发展

(Tannock, 1998；Chai et al, 2016; Sha et al, 2016)。研

究证实，来自细菌细胞壁成分可作为甲壳动物免疫增

强剂使用，因而，有益微生物的作用机理可能是通过

菌种本身或细胞壁成分刺激动物非特异性免疫系统

发挥作用，从而提高动物免疫力和抗病力(Rengpipat 
et al, 2000；Zhou et al, 2006; Sruthy et al, 2015) 

含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白酶(Caspase)是古老进

化史的多成员家族，具有进化上的保守性，并在细胞

凋亡中起重要作用。Caspase 在细胞凋亡过程中，不

仅是接受外界信号，使细胞发生凋亡，还是细胞凋亡

的执行者，完成对特定蛋白底物的水解，而使细胞显

示出一系列凋亡特征(Wakiyama et al, 2006)。Wu 等

(2004)推测，当日本对虾 (Penaeus japonicus)感染

WSSV 后，会启动一个高效的程序化细胞死亡机制来

控制 WSSV 的入侵，且细胞凋亡的程度与感染程度密

切相关。Phongdara 等(2006)克隆了斑节对虾(Penaeus 
monodon) Caspase 基因，证实该基因具有 Caspase-3
特征，且发现由病毒刺激或处于垂死状态的对虾中，

Caspase 基因表达量升高。宋光年等(2010)克隆了中

国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)Caspase 基因，注

射感染 WSSV 3 h 后，对虾肝胰腺中 Caspase 的表达

呈现显著上调，推测该基因与细胞凋亡相关。本研究

同样证实，益生菌日常饲喂凡纳滨对虾，不会对对虾

肠道 Caspase 基因的表达产生影响，而当对虾感染

WSSV 后 6 h Caspase 基因表达量有所上升，18 h 
Caspase 基因表达量最高，而且经过复合芽孢杆菌饲

料免疫的对虾较单一芽孢杆菌饲料的 Caspase 在同一

时刻表达量差异显著。20~45 h 是对虾注射感染

WSSV 后病毒的指数生长期 (宋晓玲等 , 2002)，
Caspase 的高表达必然引发对虾鳃细胞的凋亡，从而

减缓了病毒在对虾鳃细胞的增殖速度。但是，Caspase
基因的表达首先影响了 WSSV 的复制，而对虾累积

死亡率到感染后的第 8 天呈现显著差异，原因尚待进

一步研究。 
硫氧还原蛋白(Trx)是广泛存在于原核细胞和真

核细胞中的具有多种重要功能、在进化上保守的蛋

白，1964 年在大肠杆菌(Escherichia coli)中首先被发

现。Trx 参与细胞的氧化还原调控，维持细胞蛋白处

于还原状态，是一种重要的抗病抗逆蛋白(Jin et al, 
1997) 。 Garcia-Orozco 等 (2012) 比较了 WSSV 和
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IHHNV 感染时凡纳滨对虾 Trx (LVTrx)在 mRNA 和蛋

白质水平上的异同，结果证实病毒感染会提高对虾

Trx 基因的表达水平，且 Trx 对 WSSV 比 IHHNV 有

更明显的反应，WSSV 或 IHHNV 感染对虾还能诱导

LVTrx 蛋白的差异反应。本研究证实，益生菌摄取和

WSSV 感染都能刺激 Trx 的表达，相比较而言，益生

菌的刺激相对平缓；而 WSSV 感染后，各实验组对

虾肠道 Trx 相对表达量在 18 h 时陡升到最大值，且以

复合芽孢杆菌组的激活能力最强。由此可见，不仅不

同的病毒感染对虾使其 Trx 表达水平不同，不同功能

微生物刺激对虾使其 Trx 表达水平也不相同，这可能

是由所研究对虾种类、组织类别和实验处理方式不同

造成的。另外，虽然实验组 Trx 自病毒感染后的

18~192 h 一直维持较高水平，但实验组对虾累积死亡

率到感染后的第 8天(192 h)才呈现显著差异，推测 Trx
基因表达的影响只是对虾抗病毒感染的一个环节，对

虾的抗病毒感染能力的提高是由多种原因和多个环

节实现的。 
综上所述，自健康凡纳滨对虾肠道筛选的枯草芽

孢杆菌、地衣芽孢杆菌、短小芽孢杆菌通过添加到饲

料中，投喂给予凡纳滨对虾，能够提高对虾的抗病毒

感染能力，且以这 3 株菌的复合形式投喂对虾的免疫

保护率最高，可作为抗白斑综合征的候选益生菌株。

对虾抗病力的提高可能与芽孢杆菌减缓了病毒在靶

组织的增殖速率，提高了 Caspase 基因和 Trx 基因的

表达水平相关。 
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Effects of Single or Mixed Bacillus on WSSV Infection and Immune-Related 
Gene Expression in Litopenaeus vannamei 

SUN Bochao1,2, YANG Yunkai1,2, LI Yuhong2, SONG Xiaoling2①
, HUANG Jie2 

(1. Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery 
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and Technology (Qingdao); Key Laboratory of Maricultural Organism Disease Control, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; 

Qingdao Key Laboratory of Mariculture Epidemiology and Biosecurity, Qingdao  266071) 

Abstract    Bacillus subtilis, B. licheniformis, and B. pumilus, were isolated from healthy Litopenaeus 
vannamei, and were added to the base feed surface in single and mixed treatments. Probiotic feed was fed 
to the shrimp daily, and the shrimp were infected by white spot syndrome virus (WSSV) three weeks later. 
During the virus infection, the cumulative mortality and the number of WSSV copies in the gill tissue 
were statistically analyzed for each group. The relative expression of cysteinyl aspartate specific 
proteinase gene (Caspase) and Thioredoxin gene (Trx) in the intestinal tissue of the shrimp was measured 
by real-time PCR during feeding of probiotic feed and virus infection. The results showed that the 
cumulative mortality of B. subtilis (Group A), B. licheniformis (Group B), B. pumilus (Group C) and B. 
subtilis+B. licheniformis+B. pumilus (Group D), were (73.3±7.0)%, (63.3±5.5)%, (75.0±7.9)% and 
(50.0±5.3)% respectively, significantly lower than that of the control group (Group PBS), where the 
cumulative mortality of shrimp was 100%. The number of WSSV copies in each experimental group 
firstly increased, and then declined in the whole infection stage, but the number of WSSV copies of 
Bacillus groups was significantly higher than that of the control group every time (P<0.05 or P<0.01). 
The number of WSSV copies in the gill tissue of the mixed Bacillus group was extremely significantly 
lower than that of the control group, in the 8 d after virus infection. The relative expression of the Caspase 
gene was not significant in the 21 d of feeding with probiotic feed. After WSSV infection, the relative 
expression of Caspase in the intestinal tissue of each group firstly increased and then decreased, with time, 
reaching the maximum at the 18th h. The relative expression of Caspase in the intestinal tissue of the 
mixed Bacillus group was the highest, with the expression level at the 96th h still significantly higher than 
that of the control group. Feeding with Bacillus spp. and infection of WSSV, both could stimulate 
expression of the Trx gene, and the stimulation of feeding with Bacillus spp. was relatively gentle. After 
WSSV infection, relative expression of the Trx gene in the intestinal tissue of each Bacillus group grew 
quickly to its maximum at the 18th h, which was extremely significantly higher than that of the control 
group, and the activation on Trx gene expression from the mixed Bacillus group was the strongest. It can 
be surmised that the enhancement of the anti WSSV infection ability of shrimp may be related to the 
reduction of the speed of virus amplification in the target tissue, and the increase of the expression level of 
the anti-infection genes, such as Caspase and Trx, that were brought by feeding Bacillus spp. 
Key words    Litopenaeus vannamei; Bacillus spp.; WSSV; Caspase; Trx; Real-time PCR 
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