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肠道益生菌的筛选及饲喂益生菌对凡纳滨对虾

生长、免疫、消化酶活性和肠道菌群的影响
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Introduction



随着凡纳滨对虾养殖的迅速发展，对虾养殖的病害日益突出，对虾的危害越来越大。

研究表明，抗生素的滥用不仅扰乱了虾肠道的正常菌群，使病原体对药物产生耐药性，

而且还使其残留。由于益生菌在动物体内不产生残留或耐药性，作为抗生素替代品的

益生菌已成为研究的热点。

Introduction



Introduction

补充益生
菌不仅可
以提高饲
料利用率
和生长速
度。同时
也通过改
善鱼类和
虾的免疫
系统来减
少疾病的
爆发
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从健康虾肠道中分离出426株菌，其中11株有产酶和抗菌活性，溶血试验，药敏实验
是选出2株益生菌，鉴为Enterobacter hominis （E3）, lactobacillus（L3）

对这两株菌进行生物学特性研究，进行纯培养，将培养
的益生菌（107CFU /g）加入饲料饲喂分成三组，250只
体长4厘米的虾

血液相关免疫酶和肠
道消化酶活性的测定

每7天采样一
次，每组取

20只虾

生长指标

每组随机抽取
10只虾，每周
测一次增重率

每组选取120只虾，
三个重复，每只虾注
射10ul,每隔12小时
记录一次死亡率

样品经过戊
二醛清洗，
酒精梯度脱
水，在电镜
下观察

经过28天的喂养
试验。在1，5，
10天随机抽取实
验组和对照组20

只对虾进行肠道
微生物群落测试

从健康虾的肠道中得到的两株土著益生菌可用于解决虾病的问题或促进虾的生长

WSSV感染，观察累积死
亡率

中肠的电镜观察
检测对虾肠道
微生物群落
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methods



Materials and methods
• 在MRS、YPD、TSB、LBS和2216E培养基上分离菌株

• 对纯化菌株进行，溶血实验和药敏实验

• 16SDNA 测序为Enterobacter hominis ，lactobacillus

• Biolog-System

• 研究了该菌株的最佳生长条件：温度、pH值、NaCl浓度和牛胆盐浓度。

• 血液相关免疫酶（SOD, PPO, ACP, POD, CAT, LZM）和肠道消化酶活性(NP、AL、

LPS)的测定

• 攻毒实验WSSV肌肉注射，

• 扫描电镜和透射电镜对肠道进行观察

• 肠道菌群多样性检测（Simpson指数和Mclntosh指数）



Results



蛋白酶阳性 淀粉酶阳性脂肪酶阳性 E3的拮抗点。

Results



3株对常用抗生素有耐药，其他对多种抗生素敏感

Results
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菌株E3的最适生长

条件为：温度30°C，

pH值8.0，氯化钠浓

度2.5%，牛胆盐浓

度0.15%

L3最适生长条件为：

温度40°C，pH值

6.0，NaCl浓度

0.5%，牛胆盐浓度

0.0015%



Results
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E3组，PPO、SOD、

ACP、POD和CAT活性

均显著提高，LZM活性

在第14天下降

L3组PPO活性在第7天

下降。



Results
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添加益生菌4周后，E3组淀粉

酶活性与L3组比较有显着性差

异



WSSV感染
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24小时内，对照组和益

生菌组的累计死亡率基

本相同。在36小时内有

一个微小的差别。48 h

后不同时间点，空白组

虾的累积死亡率显著高

于实验组。其中E3组的

累积死亡率始终低于L3

组。



Results
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益生菌组的密度和折叠深度均高于对照组；表面有一系列的小凸起。

E3组的皱襞密度高于L3组。



19

益生菌组粘膜层密度均优于对照组。对照组上皮细胞内颗粒较少，益生菌组胞浆

内充满高密度颗粒，呈活跃的分泌状态。其中E3组肠黏膜修复效果优于L3组。
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E3组和L3组的AWCD(平

均每孔颜色变化率)显著

高于对照组。E3组明显

高于L3组。在第5天，E3

组和L3组的趋于一致，

但他们仍然显著高于对

照组，第10天，L3组、

E3组和对照组对虾的微

生物基本相同
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凡纳滨对虾肠道内益生菌的持续时间至少为5d



Discussion
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• E3和L3能提高凡纳滨对虾肠道微生物活性，肠道菌群中碳的整体利用能力显著

增强。E3和L3分泌的消化酶增强了对虾肠道的消化吸收能力，促进了虾的快速

生长。这一结果进一步证明了消化酶活性测定和对虾生长测定的结果。

• E3和L3组血液中与免疫有关酶的活性提高。

• 用E3和L3饲喂28天后，肠道微生物多样性在前5天与对照组比较(包括

Shannon、Simpson和Mclntosh指数)有显著差异。

• 在添加益生菌后第10天，多样性差异逐渐减小，且趋于一致。提示益生菌对凡

纳滨对虾肠道菌群的影响至少为5天。



Discussion
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• 在饲料中添加E3和L3益生菌能提高肠道菌群的竞争力。改变肠道原菌群

的数量和结构，促进对虾肠道微生物群落的复杂相互作用，进而在保护或

促进对虾体质的正常方面发挥重要作用。

• 添加益生菌对肠道菌群的影响是周期性的，超过这个周期时，菌群的组成

将恢复到原来的状态。为益生菌在水产养殖中的应用奠定了基础，饲喂益

生菌的间隔时间不能超过其持续时间。
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