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摘要: 本实验采用单因子浓度梯度法, 以添加不同质量分数(0.0%, 0.5%, 1.0%, 2.5%, 5.0%, 10.0%)聚 β-羟基丁酸酯

(PHB)的人工配合饲料饲喂凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)20 d后, 对其进行白斑综合症病毒(WSSV)感染测试; 

利用实时荧光定量 PCR技术分析 PHB对凡纳滨对虾抵御 WSSV侵染能力的影响, 并选择最高免疫保护率(RPS)组

进行不同时间点基因表达量分析。研究发现, PHB对感染 WSSV对虾的存活率无显著影响(P>0.05); 但感染 WSSV

的对虾平均存活时间随 PHB浓度上升呈现先上升后下降再上升的趋势, 饲喂 PHB对虾的平均存活时间均高于对照

组, 其中 1.0% PHB浓度组对虾平均存活时间最长, 且显著高于空白对照组及 5.0% PHB浓度组(P<0.05)。分析各

组对虾体内病毒含量, 发现 1.0% PHB浓度组对虾病毒含量在实验前期显著低于对照组(P<0.05)。对虾感染 WSSV

后, 对对照组及 1.0% PHB实验组对虾前 48 h内 6个采样时间点的超氧化物歧化酶(sod)、过氧化氢酶(cat)、谷胱

甘肽过氧化物酶(gsh-px)、溶菌酶(lzm)及抗菌肽(abp)5个基因进行表达趋势分析, 结果表明基因表达趋势在两组间

无显著区别; 投喂 PHB的对虾在感染 WSSV后血淋巴中 sod、cat、gsh-px和 lzm表达量呈现上升后下降再上升的

趋势且分别在 6 h、6 h、3 h、6 h达到最大值; abp在 WSSV感染 3 h内急速下降, 随后在 12 h达到最大值后又下

降; 另外饲喂 PHB对虾体内免疫基因表达量均高于对照组。结果说明, PHB能够提高凡纳滨对虾对 WSSV的抵抗

力, 且在一定程度上提高了对虾的免疫力。 
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)属节肢动

物门 (Arthropoda), 甲壳纲 (Crustacea), 十足目

(Decapoda), 游泳亚目(Natantia), 对虾科(Penaeidae), 

滨对虾属。凡纳滨对虾于 20 世纪 80 年代末引入

中国大陆后, 得到大规模的推广养殖, 与中国明

对虾(Fenneropenaeus chinensis)、斑节对虾(Penaeus 

monodon)并称为世界三大经济虾类, 为三大养殖

对虾中单产最高的对虾品种。凡纳滨对虾具有繁

殖期长、生长快、抗病力强、营养要求低、对水

环境适应能力较强等特点, 能在 pH 7.5~8.5[1]、水

温 8~47℃[2]、盐度范围 1~50[3]的水域中生存, 是

广温广盐性的热带虾类。我国已选育出“科海 1

号”(2010)、“中科 1号”(2010)、“中兴 1号”(2010)、

“桂海 1号”(2012)等凡纳滨对虾养殖新品种, 然而, 

我国凡纳滨对虾养殖仍是风险与机遇并存, 尤其

是白斑综合症病毒(White Spot Syndrome Virus, 

WSSV)、桃拉病毒(Taura Virus)、黄头病毒(Yellow 

Head Virus, YHV)和弧菌病的流行造成的养殖风

险, 以及不稳定的市场因素等是我国凡纳滨对虾

养殖业面临的主要困境。研究表明, 对虾在胁迫
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条件下产生的氧自由基等物质容易使生物体发

生脂质过氧化, 免疫机能降低, 这是许多疾病发

生的基础 [4−5]。鉴于使用药物容易造成生境污染

及药物残留 , 使用疫苗和免疫增强剂来提高对

虾自身的免疫力及抗病力 , 成为解决问题的重

要途径。 

大量研究表明, 饲料中的营养物质对对虾的

免疫水平有影响。目前, 国内外学者使用有益微

生物、免疫制剂等活性物质, 通过浸泡或投喂的

方法, 如在饲料中添加壳聚糖[6]、益生菌[7]、维生

素 C[8]、中草药物质[9]、维生素 E及 DHA[10]等物

质 , 来提高养殖对象机体的非特异性免疫功能 , 

从而达到防病治病的目的[11–12]]。口饲是免疫增强

剂最普遍的使用方法。短链脂肪酸具有抑菌、降低

动物肠道 pH 值和促进营养物质吸收利用等广泛的

生理功能, 是一种具有应用前景的生物活性物质和

饲料添加剂[13–14]。聚 β-羟基丁酸酯(poly-β-hydro-

xybutyrate, PHB)是短链脂肪酸 β-羟基丁酸的聚合

体, 它广泛存在于微生物细胞中, 是营养及能量

储存物质参与细胞代谢的天然产物。研究发现 , 

饲料中添加 PHB 具有促进动物生长及抗致病性

病菌感染能力[15]。但鲜见 PHB是否能提高水产动

物抗病毒能力的报道。 

本实验通过在饲料中添加不同浓度的聚 β-羟

基丁酸酯投喂凡纳滨对虾 , 利用实时荧光定量

PCR 技术对比饲喂添加 PHB 的实验组与空白对

照组对虾感染 WSSV 后的病毒含量差异, 探讨

PHB 对凡纳滨对虾幼虾抗病毒能力的影响; 并研

究 PHB 对感染 WSSV 的对虾血淋巴中非特异性

免疫基因表达的影响, 以期开发一种新的免疫增

强剂, 为 PHB投入生产实践提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验对虾取自青岛国家海洋科学研究中心培

育的凡纳滨对虾幼虾, 平均体重 3.95~4.52 g; 实

验前暂养 1 周, 暂养期间投喂基础饲料驯化 1 周, 

实验前 1天停止喂食。实验用海水为天然海水, 盐

度 31。 

1.2  饲料及制备 

基础饲料配方由中国水产科学研究院黄海水

产研究所食品工程与营养研究室提供。PHB由宁波

天安生物材料有限公司提供。实验饲料在基础饲料

配方上分别添加 0.5%、1.0%、2.5%、5.0%、10.0%

的 PHB, 采用逐级放大方式混合原料, 饲料原料

经过 60目粉碎, 制成直径为 2 mm, 长度为 3 mm

的颗粒。制粒后放于密封袋内, 存放于通风干燥

区域。 

1.3  实验管理 

将 1500尾实验对虾平均分为 6组(A、B、C、

D、E、F), A 组(即对照组)投喂不含 PHB 的基础

饲料, B、C、D、E、F(均为实验组)依次投喂含

PHB为 0.5%、1.0%、2.5%、5.0%、10.0%的饲料, 

每天投喂 3次(7:00, 13:30, 22:00), 日投喂量为体

重的 5%, 每天换水 1次, 每次换水量为 1/2, 养殖

期间水温 24℃。饲养 20 天后从各组中挑取 180

尾 (每组设 6重复 , 30尾 /重复 ), 每重复饲养于

73 cm×53 cm×44.6 cm的塑料箱中用于进行WSSV

感染实验。每组中 3个重复用于 RNA样本提取, 3

个重复用于计算感染 WSSV后存活率。 

1.4  抗WSSV感染能力测试 

1.4.1  WSSV 悬液制备  WSSV 悬液制作及含量

测定参照孙成波等[16]的方法。病毒检测所用引物

及探针参考 Durand 等[17]。标准品为本实验室自

行制备。实验使用 Premix Ex TaqTM (Perfect Real 

Time)(TaKaRa)测定, 每个样品平行检测 3 次, 取

平均值作为该样品的病毒含量值。经测定悬液中

WSSV含量为 107copies/μL。 

1.4.2  感染实验  WSSV 感染实验前将对虾停食

1 天。使用无菌注射器向每尾对虾第 2 腹节肌肉

中注射 20 μL 的病毒悬液, 感染后各组继续投喂

相对应的饲料。每天投喂时间为 7:00, 13:30, 22:00, 

每天 9:00换水, 换水量为 1/2, 据实际情况进行日

投喂量调整。感染 WSSV期间及时捞出死亡对虾

并记录, 避免对虾残食现象。8天后结束感染实验, 

根据对虾累计存活时间统计存活率及相对免疫保

护率(relative percent survival, RPS)[6]。 

存活率=存活对虾数/初始对虾数×100%    
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RPS=(对照组死亡率–实验组死亡率)/对照组

死亡率×100% 

1.5  样品采集与处理 

WSSV感染实验开始后, 于 0 h, 3 h, 6 h, 12 h, 

24 h, 48 h从各 PHB浓度梯度的取样重复组中随

机取虾 3 尾, 自对虾的头胸甲后插入围心腔取血淋

巴液, 加入等体积 EDTA抗凝剂置于离心管中, 4℃, 

8 000 r/min, 离心 10 min, 取沉淀提取 RNA。 

1.6  RNA提取及 cDNA合成 

RNA 提取采用 Trizol 法, 具体参考郭艳的方

法[18]。cDNA合成使用 PrimeScriptTM RT reagent 

Kit with gDNA Eraser(TaKaRa)试剂盒进行。 

1.7  DNA提取及WSSV含量测定 

取对虾肌肉组织提取 DNA, 提取方法参照王

伟继[19]的醋酸铵法。DNA 经 0.8%的琼脂糖凝胶

电泳检测, 要求不含大量蛋白质及降解的DNA片

段。使用超微量紫外分光光度计(Biodropsis Bo-2000)

测定 DNA 含量及吸光度比值(要求在 OD260 nm/ 

OD280 nm=1.8~2.0), 在确保 DNA质量的情况下, 将溶

液稀释至 20 ng/μL, –80℃保存用于WSSV含量检测。 

1.8  基因相对表达量测定 

超氧化物歧化酶基因(sod), 溶菌酶基因(lzm)和

谷胱甘肽过氧化物酶基因(gsh-px)引物设计参照刘

群芳等[20]的方法, 抗菌肽基因(abp)引物设计参照

李海兵 [21], 过氧化物酶基因(cat)引物序列根据

NCBI CAT cDNA 序列设计, 18S 引物序列设计

参照逄锦菲 [22], 所有引物均由上海生工生物技

术有限公司合成, 引物序列见表 1。反应程序参照 
 

表 1  相对定量 PCR 引物序列 
Tab.1  Primer sequences in relative quantification PCR 

引物 primer 序列(5′−3′) sequence(5′−3′) 

18s-F TATACGCTAGTGGAGCTGGAA 

18s-R GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT 

sod-F TGCCACCTCTCAAGTATGATTTC 

sod-R TCCAACCAACTTCTTCGTAGCG 

gsh-px-F AAGATGGTTATGTTCGGCAAAG 

gsh-px-R GCAGACAGGTGTCCAAATGAT 

lzm-F TATTCTGCCTGGGTGGCTTAC 

lzm-R CTAGAACATAGAGCTCGAAGTGGTC 

cat-F TCAAGTGGCGATTACCCCTC 

cat-R TCTGCTCCACCTCAGCAAAG 

abp-F GTTGACGGAGAACACGAT 

abp-R TTCCACAAGCCAGAGTAAG 

SYBR® Premix Ex TaqTM II(TaKaRa)试剂盒说明

进行。所有实验进行 3个平行。结果使用 t2 C 法

进行处理, 使用 SPSS 18.0软件的 t检验进行显著

性分析。 

1.9  数据处理 

数据使用 SPSS 18.0、Origin 9.0处理, 数据均

以平均值±标准差( x ±SD)表示, 显著性差异水平

为 0.05。 

2  结果与分析 

2.1  WSSV感染后凡纳滨对虾的存活时间 

A~F组各组平均存活时间分别为(79.00±6.81) h, 

(86.38±5.90) h, (95.19±5.50) h, (89.98±5.92) h, (80.98± 
6.05) h和(85.47±5.69) h, 随 PHB浓度增加呈现上

升后下降再上升的趋势(图 1)。饲喂 PHB 的对虾

感染 WSSV后平均存活时间均高于对照组。其中

1.0% PHB 实验组对虾平均存活时间在各组中最高, 

显著高于对照组和5% PHB浓度组(P<0.05), 与0.5%、

2.5%和 10.0% PHB浓度组无显著差异(P>0.05)。 

2.2  WSSV 感染后凡纳滨对虾的存活率及免疫保

护率 

各组对虾经 20 d饲养后感染WSSV, 感染期间 

 

 
 

图 1  饲喂不同浓度 PHB饲料的凡纳滨对虾感染 WSSV

后平均存活时间 

标注不同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 1  Mean survival time of Litopenaeus vannamei fed with 
different PHB concentration after WSSV infection  

Different letters denote significant difference between 
groups(P<0.05). 
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除 1.0% PHB 浓度组有对虾存活外, 其余各组累

计死亡率达到 100%。感染初期的前 24 h 内, 当

PHB 浓度不高于 2.5%时, 经 PHB 饲喂的对虾组

存活率均高于对照组; 随感染实验的进行, 1.0% 

PHB实验组对虾存活率在各时间点的存活率要高

于其余实验组。在高浓度 5.0%及 10.0%浓度组中, 

其存活率在 24 h内低于对照组, 随后两高浓度组

存活率表现出不同: 5.0% PHB浓度组存活率一直

下降且一直低于对照组及各个实验组 ; 对比

10.0% PHB 浓度组与对照组对虾存活率, 发现其

仅在 96 h 低于对照组, 但两组之间无显著差别

(P>0.05)。实验中还发现, 5%和 10% PHB浓度组

对虾在实验后期死亡速度下降(表 2, 表 3)。 

不同浓度 PHB 对对虾感染 WSSV 后的 RPS

效应不同。低浓度 PHB 组中对虾 RPS 随着感染

时间的延长下降, 到一定时间 RPS 趋近于 0。在

5.0%和 10.0% PHB实验组中, RPS随感染时间延

长反而有上升趋势。 

2.3  PHB对凡纳滨对虾体内病毒含量的影响 

分析不同时间段内凡纳滨对虾体内的平均病

毒含量, 发现各组病毒含量变化趋势不同(图 2)。

空白对照组病毒含量维持在 2.5×106 copies/ng 
 

表 2  同一时间点不同 PHB 水平添加组凡纳滨对虾的存活率 
Tab. 2  Survival rate of Litopenaeus vannamei fed PHB of different concentration at the same time point 

n=3; x ±SD; % 

组别 group 时间/h 
time A(0.0%) B(0.5%) C(1.0%) D(2.5%) E(5.0%) F(10.0%) 

0 100±0 100±0 100±0 100±0 100±0 100±0 

24 87.5±3.54 85.0±7.07 87.5±3.54 92.5±10.61 72. 5±10.61 82.5±17.68 

48 57.5±3.54 62.5±10.61 72.5±3.54 60±7.07 52.5±10.61 67.5±10.61 

72 40±7.07 45±7.07 57.5±3.54 47.5±10.61 30±21.21 40±21.21 

96 25±7.07 30±7.07 32.5±3.54 30±14.14 17.5±10.61 22.5±3.54 

120 15±7.07 17.5±3.54 20±0 10±7.07 7.5±10.61 15±7.07 

144 5±0 5±0 12.5±3.54 5±7.07 2.5±3.54 7.5±3.54 

168 0±0 0±0 5±0 0±0 0±0 2.5±3.54 

192 0±0 0±0 2.5±3.54 0±0 0±0 0±0 

注: A为空白对照组, 即投喂不含 PHB的饲料; B、C、D、E、F为实验组, 依次为投喂 PHB添加量为 0.5%、1.0%、2.5%、5.0%、10.0%

的饲料. 

Note: A represents control group, supplemented with no PHB in feed; B, C, D, E, F represent experiment groups, supplemened with 1.0%, 
2.5%, 5.0% and 10.0% of PHB in feed successively.  

 

表 3  同一时间点不同 PHB 水平添加组免疫保护率(RPS)  
Tab. 3  Relative percent survival (RPS) in different PHB concentration at the same time point 

% 

组别 group 时间/h 
time A(0.0%) B(0.5%) C(1.0%) D(2.5%) E(5.0%) F(10.0%) 

24 0.00 –20.00 0.00 40.00 –120.00 –40.00 

48 0.00 11.76 35.29 5.88 –11.76 35.29 

72 0.00 8.33 29.17 12.50 –16.67 0.00 

96 0.00 6.67 10.00 6.67 –10.00 –3.33 

120 0.00 2.94 5.88 –5.88 –8.82 0.00 

144 0.00 0.00 7.89 0.00 –2.63 2.63 

168 0.00 0.00 5.00 0.00 0.00 2.50 

192 0.00 0.00 2.50 0.00 0.00 0.00 

注: A为空白对照组, 即投喂不含 PHB的饲料; B、C、D、E、F为实验组, 依次为投喂 PHB添加量为 0.5%、1.0%、2.5%、5.0%、10.0%

的饲料. 

Note: A is control group, supplemented with no PHB in feed; B, C, D, E, F represent experiment groups, supplemented with 1.0%, 2.5%, 
5.0% and 10.0% of PHB in feed successively. 
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图 2  不同 PHB添加水平对感染 WSSV的凡纳滨对虾体

内病毒含量的影响 

各时间点不同浓度组间具有不同字母上标表示差异显著

(P<0.05). 
Fig.2  Effects of PHB on the quantity of WSSV in Litopenaeus 

vannamei after WSSV infection 
The columns with different letters are significantly different at 

the same time (P<0.05). 
 

DNA, 0.5%、1.0%、2.5% PHB实验组的病毒含量

随时间延长呈现上升趋势, 且病毒含量显著低于

对照组(P<0.05), 1.0% PHB实验组对虾体内病毒

含量最低。5.0% PHB浓度组对虾体内病毒含量在

48 h内与对照组无显著差异, 随 WSSV感染时间

延长 , 含量上升后又下降至稳定水平 , 维持在

2.91×106 copies/ ng DNA。饲喂 10.0% PHB 的对

虾体内病毒含量在 48 h 达到最高值后下降, 除

72 h 外, 其病毒含量在其余时间点显著高于其他

实验组(P<0.05)。  

2.4  PHB对感染WSSV的凡纳滨对虾血淋巴非特

异免疫基因的影响 

对比 1.0% PHB 实验组及空白对照组基因表

达水平, 发现经 PHB投喂后对虾体内免疫基因表

达水平均高于对照组。 

sod、cat 和 gsh-px 3 个基因表达趋势在实验

组与对照组间无差异(图 3A、B、C), 且均呈现先

上升后下降再上升的趋势。sod和 cat表达量在 6 h

达到最高, 在 24 h回复到最初水平。gsh-px mRNA

在 3 h 达到最高, 12 h 降至最低, 随后又开始上

升。lzm 基因表达趋势在实验组与对照组间不完

全一致(图 3, D), 两者基因表达量在第 6 小时达

到最高, 实验组对虾 lzm表达量在 6 h后维持恒定

水平, 对照组 lzm表达量在 6 h后略微下调然后维

持恒定水平。对虾在感染 WSSV 后血细胞内 abp 

mRNA在 3 h内急速下降, 之后上升并在 12 h达

到最高值后又下降, 但各取样时间点的表达水平

均低于初始水平。 

3  讨论 

WSSV 具有很高的侵染性和复制能力, 具有

传播快、流行面广、死亡率高、防治困难等特点, 

感染WSSV后一般 3~10 d养殖池中对虾死亡率便

可近 100%[23]。李旭鹏等 [24]研究发现对虾感染

WSSV 后的存活率与饵料的营养成分及其组成相

关, 另外也有研究表明, 细菌及海藻提取物具有抗

病毒及抗菌活性[25], 在养殖水体中加入 PHB颗粒或

者积累 PHB 的细菌, 可保护感染发光弧菌(Vibrio 

campbellii)的卤虫(Artemia franciscana)[26–27]。本研究

将 PHB 混合于基础饲料中制粒, 减少了 PHB 的

挥发及结块现象。 

凡纳滨对虾属于无脊椎动物, 一般认为无脊

椎动物无免疫记忆反应, 主要是由于无脊椎动物

缺少特异性免疫球蛋白、T细胞受体等[28]。Fearon[29]

发现了先天性免疫对获得性免疫具有指导作用 , 

将先天性免疫提升到了一个重要地位。研究发现, 在

对虾感染WSSV后多种先天免疫系统发挥作用[30]。

SOD、CAT和 GSH-PX 属于免疫系统中的抗氧化

酶系统 ,  能够清除机体内过多的活性氧 (ROS), 

反映机体氧化程度。WSSV感染后 sod, cat, gsh-px

呈现先上调后下降表达, 可能是由于 WSSV 感染

造成体内产生的 ROS(活性氧)增多, 反馈调节抗

氧化酶系统基因表达量上升。这一观点与 Zhang

等[31]的研究相似, 其发现中国明对虾在WSSV刺激

后 3 h, 血细胞线粒体 MnSOD 表达量上调。目前, 

ROS 已经被证明可以调节病毒的复制[32−33]。ABP

受病原体刺激及外界环境的诱导表达, 其在甲壳

动物细菌、真菌及病毒的防御中具有重要作用。

LZM 是非特异性体液免疫因子之一, 其在抵抗

WSSV 的过程中有重要作用[34]。孙艳等[7]发现感

染WSSV的凡纳滨对虾经芽孢杆菌和溶藻弧菌饲 
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图 3  WSSV感染期间对虾血淋巴中免疫相关基因相对表达量 

A、B、C、D、E分别表示基因 sod、cat、gsh-px、lzm和 abp相对表达水平; 同组中不同上标字母表示差异显著(P<0.05), *表

示同一时间不同组差异显著(P<0.05). 

Fig.3  Relative expression of immune genes in the hemolymph of Litopenaeus vannamei during WSSV infection 
A, B, C, D and E represent the gene expression level of sod, cat, gsh-px, lzm and abp. The columns with different letters under equal 
PHB concentration are significantly different(P<0.05).* means significant difference between different PHB concentration groups at 

the same time(P<0.05). 

 
喂, 提高了对虾抗 WSSV能力, 其血淋巴中 sod、

lzm mRNA表达量显著上调。本实验发现经 20 d

饲喂 PHB 后, 1.0%PHB 浓度饲喂的对虾血淋巴

gsh-px、lzm、abp基因的表达水平高于未饲喂 PHB

的对虾 , 且饲喂 1.0%PHB 浓度的对虾在感染

WSSV后免疫基因表达水平一直较高(图 3)。因此

推测一定浓度的 PHB能刺激免疫基因表达。 

实验中发现 PHB虽对感染WSSV的对虾存活

率无显著影响(P>0.05), 但能延长对虾的存活时

间(图 1)。经 PHB 饲喂后对虾的平均存活时间均
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高于对照组, 且 1.0% PHB 浓度组存活时间显著

高于对照组(P<0.05)。对比不同 PHB 含量组对虾

的平均存活时间, 发现 PHB 的高浓度组(5.0%和

10.0%)对虾存活时间反而低于较低 PHB 浓度组

(1.0%)的平均存活时间, 说明高浓度 PHB 对对虾

存活有抑制作用, 造成以上现象的原因可能是对

虾发生了酮体中毒。该结果与一些研究结果类似。

Weltzien等[35]发现卤虫无节幼体可以利用 PHB作

为生长原料, 但水体中过高的 PHB浓度引起酮酸

代谢过多, 导致幼体死亡率上升。这与 PHB在中

国明对虾抗 WSSV感染的研究结果一致[36]。 

WSSV 检测方法以病理学检测及生物诊断法

为主, 本实验采用实时荧光定量 PCR方法对死亡

对虾病毒含量进行检测且灵敏度极高。结果发现

低浓度 PHB组(1.0%)对虾病毒复制在前期受到抑

制, 病毒含量显著低于其余实验组(P<0.05)。随时

间进行, 低浓度 PHB 组对虾的病毒含量上升, 而

高浓度组尤其是 10.0% PHB浓度组的病毒含量则

随着感染时间延长病毒含量反而下降。实验前期

低浓度 PHB 组病毒含量较低的原因可能有两个: 

(1) PHB提高了对虾免疫基因表达水平(图 3)进而

提高了机体免疫力, 刘玉等[37]研究发现在饲料中

添加 PHB能够提高中华绒螯非特异性免疫力; (2) 低

浓度范围内 PHB 降低了对虾机体内的 pH, 使益生

菌革兰氏阳性细菌在肠道中形成优势菌群[38–39], 发

挥抗病毒作用。益生菌抗病毒作用主要通过干扰

病毒周期、竞争抑制作用阻止病毒复制、促进细

胞自动调节间接感染病毒导致的病理过程等来实

现[40], 研究发现益生菌能够增强鱼体对抗彩虹病

毒的能力 [41–42]; 以上两者共同作用抑制病毒复

制。而高浓度 PHB 组前期因发生酮体中毒现象, 

免疫系统反而受到抑制 , 造成体内病毒含量较

高。但是在实验后期, 随WSSV感染时间延长, 对

虾活力下降、摄食减少, 低浓度组中 PHB未达到

保护作用的初始浓度, 病毒大量复制, 体内病毒

含量上升, 而高浓度 PHB 组的对虾摄取 PHB 量

减少, 酮体中毒现象缓解, 病毒复制得到抑制。另

外发现, 在实验后期经 PHB饲喂的对虾体内病毒

含量均高于对照组, 说明在后期 PHB主要作用在

于提升对虾对 WSSV的耐受力。这与董世瑞等[43]

研究结果一致, 其发现选取合适饵料可以增强中

国对虾 WSSV的耐受力。 

综上所述 , PHB 能增强对虾抗 WSSV 的能

力 , 可作为候选疫增强剂 , 且其最适添加剂量

为 1.0 %。 
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Effects of poly-β-hydroxybutyrate on non-specific immune gene ex-
pression and WSSV resistance in WSSV-infected Litopenaeus van-
namei  

DENG Kangyu1, 2, KONG Jie2, MENG Xianhong2, LUO Kun2, LUAN Sheng2, CAO Baoxiang2, LIU Ning2 

1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China;  
2. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture; Yellow Sea Fisheries Re-

search Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China 

Abstract: White spot syndrome (WSS), an epizootic disease, has been prevalent in cultured shrimp in China since 1992 
and results in high mortality. The economic loss caused by white spot syndrome virus(WSSV) is extensive and has been 
harmful to shrimp aquaculture worldwide. Poly-β-hydroxybutyrate (PHB) is a polymer of the short-chain fatty acid 
β-hydroxybutyrate. β-hydroxybutyric acid can promote food digestion, nutrient absorption, and protein and mineral 
utilization. This study was conducted to investigate the anti-WSSV effects of PHB on and relative expression of 
non-specific immune genes in WSSV-infected Litopenaeus vannamei. Litopenaeus vannamei were supplied with 0.0% 
(control group), 0.5%, 1.0%, 2.5%, 5.0%, or 10.0% PHB in artificial compound feed at a daily ration of 5.0% body 
weight. After WSSV challenge, survival rates, mean survival time, relative percent survival (RPS), and number of 
WSSV copies were compared. The relative expression of the genes that encode superoxide dismutase (sod), catalase 
(cat), glutathione peroxidase (gsh-px), lysozymes (lzm), and antibacterial peptides (abp) in L. vannamei were analyzed 
by quantitative real-time reverse transcription PCR. The results showed that there was no difference in survival rates 
among different treatments (P>0.05); nevertheless, the mean survival time of PHB-fed shrimp was higher than that of 
the control group. The mean survival time of 1.0% PHB-fed shrimp was the highest, and it was significantly higher than 
that of the control and 5.0% PHB-fed shrimp (P<0.05). The number of WSSV copies in the experimental individuals 
fed with 0.5%, 1.0% and 2.5% PHB were lower than the contral group (P<0.05). Moreover, sod, cat, gsh-px, lzm, and 
abp expression levels in 1.0% PHB were higher than that in the control group. The expression level of sod, cat, gsh-px, 
and lzm reached the acme at 6 h, 6 h, 3 h, and 6 h, respectively. After WSSV infection, abp dropped rapidly within 3 h 
and then steadily decreased after reaching the acme at 12 h. In addition, the gene expression levels of PHB-fed shrimps 
were higher than the control group. Consequently, PHB can help improve immunity and treat WSSV infections. 

Key words: poly-β-hydroxybutyrate; WSSV; challenge test; real-time PCR; non-special immunity; Litopenaeus 
vannamei 
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