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摘要: 将蜡样芽胞杆菌(Bacillus cereus)PC465 添加到凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)养殖水体中至终浓度分别

为 104、105和 106 CFU/mL, 以无益生菌添加的养殖组为对照组, 定期检测实验对虾肠道和养殖水体中的细菌总数、

弧菌总数以及水体中氨氮含量和亚硝酸氮含量。实验结果表明, 水体中添加益生菌能降低凡纳滨对虾肠道内细菌

数量, 且与对照组相比差异显著(P<0.05); 高浓度的益生菌处理组可以明显降低养殖水体内弧菌数量(P<0.05), 但

是益生菌并没有显著影响水体中的氨氮含量和亚硝酸氮含量。养殖 4 周后进行 WSSV 投喂感染实验, 感染实验表

明, 实验组 H组(益生菌浓度为 106 CFU/mL)和 M组(益生菌浓度为 105 CFU/mL)凡纳滨对虾的累计死亡率分别为

63.9%和 74.6%, 显著低于对照组 100%的累计死亡率(P<0.05)。感染实验期间采用荧光定量 PCR 方法测定了凡纳

滨对虾 3 种免疫相关基因的表达情况 , 统计数据显示 , 益生菌处理组的脂多糖 -β-1, 3-葡聚糖结合蛋白

(lipopolysaccharide-β-1, 3-glucan-binding protein, LGBP)、β-1, 3-葡聚糖结合蛋白-脂蛋白(beta-1, 3-glucan-binding 

protein-lipoprotein, βGBP-HDL)、热激蛋白 70(heat shock proteins , Hsp70) mRNA的表达量在 WSSV感染后呈显著

上调趋势。实验结果提示, 水体中添加蜡样芽孢杆菌 PC465 可以提高凡纳滨对虾抗 WSSV 感染能力, 其作用机制

可能是降低对虾肠道和水体中的细菌和弧菌数量, 或调节免疫相关基因的表达水平。 
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)是中国大

陆规模养殖的主要经济虾类之一, 也是中国主要

的出口创汇品种, 然而高密度的养殖模式和养殖

品种单一等均会导致养殖生态环境失调[1], 且养

殖水环境富含各种微生物, 许多致病性细菌或病

毒通过水体传播并引起虾病暴发。白斑综合征病

毒(white spot syndrome virus, WSSV)和弧菌是常

见的对虾病原, 两者均会引起养殖对虾大量死亡, 

造成巨大的经济损失[2]。 

对虾与其他无脊椎动物一样, 缺乏特异性免

疫系统, 以天然的免疫反应为主, 一些病毒虽然

能够诱导特异的免疫反应, 但这种保护作用并不

能长久有效地进行[3], 而过多地使用抗生素不仅

会干扰养殖环境的微生物区系, 还会使细菌的耐

药性增加。目前, 在对虾养殖生产中使用益生菌

是一种有效且重要的疾病防治手段。对虾养殖中

常用的益生菌有光合细菌属、酵母菌属、乳酸杆

菌属、假单胞菌属和芽孢杆菌属细菌[4]。将芽孢

杆菌作为益生菌用于对虾养殖业已经取得了非常

好的效果, 它可以通过抑制病原微生物, 提高消

化酶的活性, 激活生长因子及提高机体免疫力等

机制作用于对虾[5]。蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)
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属于芽孢杆菌科(Bacillceae), 芽孢杆菌属 , 革兰

氏染色阳性, 无荚膜, 兼性好氧, 存在于土壤、

水、空气以及动物肠道等处, 是水产养殖中一种

常用的益生菌[6]。 

益生菌有多种应用形式, 国外学者将益生菌

加工成微胶囊形式和冻干粉形式应用于凡纳滨对

虾幼虾 , 探讨其对幼虾生长及水质的影响 [7]; 益

生菌也可作为一种饲料补充剂优化虾的肠道内微

生物菌群结构, 并通过提高虾体免疫力来提高其

生长性能[8], 然而 , 将芽孢杆菌直接加入水体中

作为免疫增强剂的方式并不多见。本研究以凡纳

滨对虾为实验对象 , 将不同浓度的蜡样芽胞杆

菌直接加入水体中 , 探讨该菌株对凡纳滨对虾

肠道及水体内细菌数量的影响 , 并通过之后的

WSSV 感染实验分析芽孢杆菌对宿主对虾免疫

保护的效果, 同时应用荧光定量 PCR技术, 探讨

芽孢杆菌对凡纳滨对虾感染 WSSV 后相关免疫

基因表达的影响 , 以期为益生菌作用机制的研

究以及该菌株在凡纳滨对虾养殖生产中的应用

提供重要依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验对虾及益生菌 

实验对虾为凡纳滨对虾, 于 2014 年 7 月 25

日购自青岛市崂山区沙子口镇, 体长为 6~8 cm, 

在水实验室整理箱内暂养 7 d 后进行养殖实验, 

暂养期间, 随机取 5 尾对虾, 取对虾鳃组织经套

式 PCR检测为 WSSV阴性。 

蜡样芽孢杆菌 PC465(Bacillus cereus)由黄海

水产研究所海水养殖生物疾病控制与分子病理实

验室分离自健康凡纳滨对虾的肠道, 经鉴定后保

存于 80‒ ℃冰箱中。 

1.2  蜡样芽胞杆菌发酵液的制备 

活化后的菌株在装有 200 mL2216E液体培养

基的锥形瓶中 37℃培养 18 h, 培养物 5000 g离心

10 min, 去除上清液, 用 PBS重悬, 600 nm下将吸

光度调整为 1 左右(大约为 108 CFU/mL), 再用

PBS做系列稀释, 最后分别以终浓度 106 CFU/mL、

105 CFU/mL、104 CFU/mL加入到养殖水体中。 

1.3  实验分组及日常管理 

1.3.1  实验分组  将暂养的对虾随机分为 16 组, 

每组 25 尾对虾, 分别置于容积为 30 L 的白色整

理箱中, 其中有效水体体积为 20 L。按芽孢杆菌

终浓度设置为 104 CFU/mL组(L组)、105 CFU/mL

组(M 组)和 106 CFU/mL 组(H 组)3 个实验组和 1

个空白对照组, 每组 4 个重复。养殖实验共持续

30 d, 之后进行WSSV感染实验, 感染实验为期15 d。 

1.3.2  换水及管理  每天投喂 3 次, 时间为每日

8:00、12:00、18:00, 日投饵量为养殖对虾总体重

的 3%。每日 8:00 换水 1 次, 换水前测量水温、

pH 值等指标, 每次根据水质情况换水, 一般换水

为水体体积的 1/3~1/2, 换水前吸出粪便和残饵。

实验开始前一天加入培养的菌液至所需浓度, 之

后每天换水后再补充一定量的菌液至所需实验浓

度。每隔 5天取水样在 2216E培养基上涂布计数, 

检测蜡样芽孢杆菌浓度是否符合要求。 

1.4  凡纳滨对虾肠道及水体中细菌数量的变化 

于实验开始后的第 10、20、30 天从 M 组及

空白对照组分别取 3 尾对虾, 无菌操作将虾解剖

并分离肠道, 加入 PBS 缓冲液后研磨, 再依次以

10 倍梯度稀释, 选取合适稀释度涂布至 2216E 和

TCBS的平板, 37℃培养24 h后记录有效菌落的数量[9]。 

同时取 M组水样 1 mL置于无菌的离心管内, 

梯度稀释后按同样的方法涂布至 2216E 和 TCBS

的平板, 将平板置于生化培养箱内 37℃培养 24 h, 

统计并计算细菌总数及弧菌数。 

1.5  氨氮和亚硝酸氮浓度的测定 

在实验开始后的第 0、5、10、15、20、25天

于上午 8:00分别于每个实验组取水样 5 mL, 以实

验用海水为空白对照, 对水样进行氨氮含量、亚

硝酸氮含量的测定, 其中氨氮采用纳氏试剂分光

光度法测定(依据标准 GB7479-87)[10], 亚硝酸氮

采用盐酸-萘乙二胺分光光度法测定[11]。 

1.6  WSSV感染实验 

WSSV 病料来源于本实验室保存的感染

WSSV 后自然死亡的对虾, 通过预实验确定本批

病料的有效感染剂量为 0.2 g/尾。在加入蜡样芽孢

杆菌之后的第 31天开始WSSV感染实验, 感染前
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1天停食, 次日早晨投喂WSSV病料, 30 min后及

时清除病料残饵, 每天及时捡出并记录对虾死亡

数量和死亡时间, 感染期间投喂及管理方法同上。 

1.7  凡纳滨对虾相关免疫基因 mRNA 表达水平的

测定 

1.7.1  样品采集及处理  在WSSV感染后 0 h, 12 h, 

24 h, 48 h, 96 h, 192 h分别从各实验组随机取 2尾

活虾, 无菌操作取其鳃组织和肝胰腺组织, 在液

氮中速冻, 然后迅速转移至 80‒ ℃冰箱中保存, 以

上组织用于 LGBP、βGBP-HDL、Hsp70这 3种凡

纳滨对虾免疫相关基因 mRNA表达量的测定。 

1.7.2  RNA 的提取及 cDNA的合成  按 TRIZOL 

Reagent(Invitrogen)说明书进行总 RNA 的抽提 , 

用 Nanodrop 2000c(Thermo)测定 RNA浓度, 并对

OD260 和 OD280 进行定量检测 , 核酸电泳检测

RNA的质量后保存于–80℃备用。 

按照PrimeScriptTM RT reagent Kit With gDNAEraser 

(Perfect Real Time)试剂盒(TaKaRa 公司)说明书, 

将提取的总RNA反转录为 cDNA: 在 1.5 mL的无

RNA 酶离心管中加人 5×gDNA Eraser Buffer 2.0 μL, 

gDNA Eraser 1.0 μL, Total RNA 1 μL、并加入

RNase Free dH2O至 10 μL, 将体系置于 42℃, 2 min

去除基因组 DNA。再向反应液中加入 5×PrimeScript 

Buffer2 4.0 μL, PrimeScript RT Enzyme Mix 1.0 μL, 
RT PrimerMix1.0 μL, RNase Free dH2O4.0 μL 至

20 μL, 于 PCR仪上经 37℃, 15 min, 85℃, 5 s, 反转

录为 cDNA并测定其浓度后保存于–20℃备用[12]。 

1.7.3  实时荧光定量 PCR 检测基因表达  参照

GenBank中凡纳滨对虾 LGBP、βGBP-HDL、Hsp70 

3种基因的相应序列用 Primer Premier 5.0进行设

计荧光定量所需引物, 以 β-Actin为内参基因, 设

计序列详见表 1, 引物均由上海生工生物工程有

限公司合成。扩增时加入等量模板, 扩增后进行

熔解曲线分析有无特异性扩增。 

荧光定量 PCR 扩增体系及反应程序参考

SYBRPremix Ex TaqTMII说明书。反应体系为: 2×

SYBR Premix Ex Taq II 10 μL, PCR Forward Primer 
0.8 μL, PCR Reverse Primer 0.8 μL, cDNA1.6 μL, 

H2O 6.8 μL。预变性条件为: 95℃, 30 s, 1个循环; 

PCR反应: 95℃预变性 5 s; 60℃退火延伸 30 s, 40

个循环 , 反应完成后进行熔解曲线分析, 反应程

序为 95℃, 0 s; 65℃, 15 s; 95℃ 0 s。每个组织的样

品设 3 个重复。对实验结果采用 2‒Ct法进行相

对定量分析[13]。 

1.8  数据处理与统计分析 

实验数据采用 Excel和 SPSS软件辅助进行统

计分析 , 数据取平均值±标准误 ( x ±SD), 使用

SPSS(17.0)分析软件对数据进行单因素方差分析, 

当差异显著时, 用 Duncan 检验法进行多重比较, 

当 P<0.05则认为差异显著。 

2  实验结果与分析 

2.1  蜡样芽孢杆菌处理期间凡纳滨对虾肠道和养

殖水体中细菌数量 

M 组凡纳滨对虾在养殖期间其肠道内细菌总

数和弧菌总数如表 2所示, 实验第 10 天, 凡纳滨

对虾肠道中细菌总数和弧菌总数并无明显差异

(P>0.05); 在实验第 20天, 添加芽孢杆菌 M组对 

 
表 1  实时荧光定量 PCR 中使用的引物序列[14]  

Tab. 1  Sequences of primer pairs used in real-time PCR[14] 

基因 gene 引物 primer
序列(5′−3′) 

sequence(5′−3′) 
基因序列号 

accession number 
长度/bp
length 

β-actin-F CCACGAGACCACCTACAAC AF300705 19 
看家基因 housekeeping gene 

β-actin-R AGCGAGGGCAGTGATTTC AF300705 18 

Hsp70-F CCTCCAGGACTTCTTCAACG EF495128 20 
热休克蛋白 heat shock protein 

Hsp70-R GGTCACGTCCAACAGCAAC EF495128 19 

LGBP-F CATGTCCAACTTCGCTTTCAGA AY723297 22 脂多糖-β-1, 3-葡聚糖结合蛋白
lipopolysaccharide-β-1, 3-glucan-binding protein LGBP-R ATCACCGCGTGGCATCTT AY723297 18 

βGBP-HDL-F CTCCTCTCACTGGCTGGACT AY249858 20 β-1, 3-葡聚糖结合蛋白-脂蛋白 
β-1, 3-glucan-binding protein-lipoprotein βGBP-HDL-R TGGCTTTCAGGTCTCCTTCT AY249858 20 
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表 2  蜡样芽胞杆菌处理期间凡纳滨对虾肠道内可培养细菌总数和弧菌总数 
Tab.2  Total bacterium counts (TBC) and Vibrios bacterium counts (VBC) in digestive tracts of Litopenaeus vannamei  

handled with or without probiotics 
n=3; x±SD 

M组 M group 对照组 control group 处理时间  
treatment time 细菌总数/(CFU·g 1‒ ) TBC 弧菌总数/(CFU·g 1‒ ) VBC 细菌总数/(CFU·g 1‒ ) TBC 弧菌总数/(CFU·g 1‒ ) VBC

第 10天 day10 (2.9±0.8)×106 (2.0±0.6)×104 (3.8±2.5)×106 (8.0±2.8)×104 

第 20天 day20 (1.2±0.6)×106* (1.0±0.6)×104 (3.1±2.9)×108 (2.3±0.9)×104 

第 30天 day30 (1.3±0.9)×107* (5.5±2.1)×104 (7.9±1.9)×108 (6.2±2.83)×104 

注: *表示 M组与对照组相比有显著差异(P<0.05). 

Note: * denotes significant difference between M group and control group(P<0.05). 

 
虾肠道内细菌总数为(1.2±0.6)×106 CFU/g, 显著

低于对照组的(3.1±2.9)×108 CFU/g(P<0.05); 在实

验后期, 与对照组相比, 添加芽孢杆菌的M组中凡

纳滨对虾肠道中的总细菌数为(1.3±0.9)×107 CFU/g, 

也显著低于对照组的(7.9±1.9)×108 CFU/g(P<0.05), 

这说明添加到水体中的芽孢杆菌可以对凡纳滨对

虾肠道内其他细菌起到一定的抑制效果, 特别是

在第 20 天和第 30 天, 实验组的可培养细菌总数

显著低于对照组, 但在整个养殖期间, 实验组和

对照组对虾肠道内弧菌数量并无显著区别。 

蜡样芽孢杆菌处理期间养殖水体中的细菌总数

和弧菌总数见表 3, 在整个养殖期间M组和对照组养

殖水体中可培养细菌总数并无显著差异(P>0.05)。实

验前 20 天养殖水体的弧菌计数结果显示对照组和实

验组的弧菌总数差异不大; 实验第30天, 实验组的水

体中弧菌为(5.6±3.4)×102 CFU/mL, 显著低于对照组

的(5.5±3.5)×103 CFU/mL(P<0.05), 说明添加到水体中

的蜡样芽胞杆菌对水体中弧菌有明显的抑制效果。 

 
表 3  蜡样芽孢杆菌处理的养殖水体中可培养细菌总数和弧菌总数 

Tab.3  Total bacterium counts (TBC) and Vibrios bacterium counts (VBC) in water handled with or without probiotics 
n=3; x ±SD 

M组 M group 对照组 control group 处理时间
treatment time 细菌总数/(CFU·g 1‒ ) TBC 弧菌总数/(CFU·g 1‒ ) VBC 细菌总数/(CFU·g 1‒ ) TBC 弧菌总数/(CFU·g 1‒ ) VBC

第 10天 day10 (2.1±1.3)×106 (6.9±3.4)×103 (1.7±1.6)×106 (1.6±0.8)×104 

第 20天 day20 (2.4±0.8)×107* (1.3±0.9)×103 (1.2±0.6)×106 (7.9±4.7)×103 

第 30天 day30 (3.6±1.8)×106 (5.6±3.4)×102* (1.6±0.8)×106 (5.5±3.5)×103 

注: *表示 M组与对照组相比有显著差异(P<0.05). 

Note: * denotes significant difference between M group and control group(P<0.05). 

 

2.2  蜡样芽胞杆菌处理期间养殖水体的水质测定

结果 

2.2.1  不同时间养殖水体中氨氮浓度的测定结果  

不同时间养殖水体中氨氮浓度的测定结果见图 1。

由图中结果可知, 蜡样芽胞杆菌处理期间, 不同实

验组养殖水体中的氨氮含量范围为5.46~16.78 mg/L, 

且随时间呈波动趋势, 养殖实验开始之后氨氮含

量逐渐减小, 但在第 5 天之后又缓慢增加至最初

状态, 第 10天之后又开始逐渐降低, 至 15天时达

到整个养殖期间的最小值, 但随后又在不断增加, 

在整个实验期间变化并不稳定, 且实验组与对照

组相比氨氮含量差异并不显著, 各个实验组之间

差异也并不显著(P>0.05)。 

2.2.2  不同时间养殖水体中亚硝酸氮含量的测定

结果  不同时间养殖水体中亚硝酸氮含量的测定

结果见图 2。由图中结果可知, 蜡样芽胞杆菌处理

期间, 不同实验组养殖水体中的亚硝酸氮含量范

围为 0.12~5.22 mg/L, 在实验开始前 5天波动较小, 

5 天之后各实验组和对照组总体呈缓慢增长趋势, 

但各实验组亚硝酸氮含量均低于对照组, 且在第

15 天时 3 个实验组的亚硝酸氮含量分别为(2.84± 

0.96) mg/L、(1.93±0.55) mg/L、(1.53±0.28) mg/L, 

显著低于对照组的亚硝酸氮含量(3.68±0.06) mg/L 

(P<0.05)。但各实验组之间亚硝酸氮含量差异并不 
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图 1  蜡样芽胞杆菌对养殖水体中氨氮的清除效果 

同一时间点标有不同上标字母的各项间差异显著(P<0.05). H

组: 水体中益生菌浓度为 106 CFU/mL; M组: 水体中益生菌

浓度为 105 CFU/mL; L组: 水体中益生菌浓度为 104 CFU/mL; 

对照组: 水体中未添加益生菌. 

Fig. 1  The effects of ammonia nitrogen removal from culture 
water by probiotics  

Values in the same point without a common superscript are 
significantly different(P<0.05). Group H: addition of Bacillus 
cereus with the content of 106 CFU/mL; Group M: addition of 
Bacillus cereus with the content of 105 CFU/mL; Group L: addition 
of Bacillus cereus with the content of 104 CFU/mL; Control: no  

addition of probiotics. 
 

 
 

图 2  蜡样芽胞杆菌对养殖水体中亚硝酸氮的净化效果 

同一时间点标有不同上标字母的各项间差异显著(P<0.05). H

组: 水体中益生菌浓度为 106 CFU/mL; M组: 水体中益生菌

浓度为 105 CFU/mL; L组: 水体中益生菌浓度为 104 CFU/mL; 

对照组: 水体中未添加益生菌. 

Fig. 2  The effects of nitrite removal from culture water by 
probiotics 

Values in the same point without a common superscript are 
significantly different(P<0.05). Group H: addition of Bacillus 
cereus with the content of 106 CFU/mL; Group M: addition of 
Bacillus cereus with the content of 105 CFU/mL; Group L: addition 
of Bacillus cereus with the content of 104 CFU/mL; Control: no 

addition of probiotics. 

 
显著(P>0.05)。水体中亚硝酸氮的含量随养殖天

数呈逐渐增加的趋势, 这可能是由于实验水体过

小, 而加菌量过大超过了水体的自净作用所致。 

2.3  凡纳滨对虾感染WSSV后累计死亡率 

凡纳滨对虾感染WSSV后的累计死亡率如图

3所示, 感染后的前 5天, 对照组与各实验组累计

死亡率之间的差异并不显著(P>0.05), 从感染后

的第 6至 10天, 对照组和实验组的累计死亡率都

呈显著增长的趋势, 而 H组、M组和对照组相比

死亡率明显降低, 且差异显著(P<0.05), 但 H组、

M 组和 L 组 3 个实验组之间差异并不显著(P> 

0.05); 感染 10 d之后, 凡纳滨对虾的累计死亡率

逐渐趋于稳定; 最终 15 d的感染实验结束后对照

组的累计死亡率达到 100%, 显著高于 H 和 M 组

两实验组的累计死亡率(分别为 63.9%和 74.6%)。

以上结果表明, 用益生菌处理能显著降低凡纳滨

对虾累计死亡率, 特别是蜡样芽胞杆菌添加浓度

达到 106 CFU/mL的实验组, 其累计死亡率在整个

感染实验期间一直维持一个较低数值。 
 

 
 

图 3  水体中添加蜡样芽胞杆菌对凡纳滨对虾感染

WSSV后累计死亡率的影响 

同一时间点标有不同上标字母的各项间差异显著(P<0.05). H

组: 水体中益生菌浓度为 106 CFU/mL; M组: 水体中益生菌

浓度为 105 CFU/mL; L组: 水体中益生菌浓度为 104 CFU/mL; 

对照组: 水体中未添加益生菌. 

Fig. 3  Cumulative mortality of Litopenaeus vannamei handled 
with or without probiotic after challenging with WSSV 

Values in the same point without a common superscript are sig-
nificantly different(P<0.05). Group H: addition of Bacillus cereus 
of the content of 106CFU/mL; Group M: addition of Bacillus cer-
eus of the content of 105 CFU/mL; Group L: addition of Bacillus 
cereus of the content of 104 CFU/mL; Control: no addition  

of probiotics. 

 

2.4  凡纳滨对虾感染WSSV后免疫相关基因表达 

2.4.1  凡纳滨对虾在感染WSSV后不同时间LGBP

基因相对表达量  图 4展示了不同实验组凡纳滨对
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虾感染WSSV后在不同时间的LGBP mRNA的基因

表达量。在整个实验期间, 添加益生菌的处理组

LGBP的表达量有明显上调趋势。且在 48 h各实验

组 LGBP 的表达量均达到最大值, 分别为对照组的

3.64±0.68倍、8.59±0.56倍和 6.35±0.12倍(P<0.05)。

48 h之后表达量开始逐渐下降, 但仍然显著高于对

照组, 且高浓度实验组和低浓度实验组之间差异显

著(P<0.05)。 

 

 
 
图 4  凡纳滨对虾感染 WSSV后 LGBP基因的相对 

表达量 

同一时间上方不同字母代表各组有显著性差异(P<0.05); H组: 

水体中益生菌浓度为 106CFU/mL; M组: 水体中益生菌浓度为

105CFU/mL; L 组: 水体中益生菌浓度为 104CFU/mL; 对照 

组: 水体内未添加益生菌. 

Fig. 4   The relative expression level of LGBP in different 
time of Litopenaeus vannamei after challenging with WSSV 

Values in the same time without a common superscript are sig-
nificantly different(P<0.05); Group H: addition of Bacillus 
cereus of the content of 106CFU/mL; Group M: addition of 
Bacillus cereus of the content of 105CFU/mL; Group L: addi-
tion of Bacillus cereus of the content of 104CFU/mL; Control:  

no addition of probiotics. 

 

2.4.2  凡纳滨对虾感染WSSV 后不同时间 βGBP- 

HDL基因相对表达量  凡纳滨对虾感染WSSV后

不同时间内 βGBP-HDL mRNA的基因表达量如图

5 所示, 感染前 24 h 内, 各处理组的表达量呈逐

渐减低趋势, 但 24 h 之后开始逐渐增加, 且表达

量在 48 h内达到最大值, 且各实验组均明显高于

对照组(P<0.05)。在不同的时间段, 高浓度芽孢杆

菌处理组的 βGBP-HDL基因的相对表达量均高于

低浓度的处理组, 且在 12 h、48 h与其他处理组

相比差异显著(P<0.05)。 

 
 

图 5  凡纳滨对虾感染 WSSV后 βGBP-HDL基因在不同

时间的相对表达量 

同一时间上方不具有相同字母的各组间有显著性差异 (P< 

0.05). H组: 水体中益生菌浓度为 106CFU/mL; M组: 水体中

益生菌浓度为 105CFU/mL; L 组 :  水体中益生菌浓度为 

104CFU/mL; 对照组: 水体内未添加益生菌. 

Fig. 5  The relative expression level of βGBP-HDL in different 
time of Litopenaeus vannamei after the infection of WSSV 

Values in the same time without a common superscript are signifi-
cantly different(P<0.05). Group H: addition of Bacillus cereus with 
the content of 106CFU/mL; Group M: addition of Bacillus cereus 
with the content of 105CFU/mL; Group L: addition of Bacillus 
cereus with the content of 104CFU/mL; Control: no addition of 

probiotics. 

 

2.4.3  凡纳滨对虾感染 WSSV 后不同时间 Hsp70

基因相对表达量  凡纳滨对虾感染 WSSV 后不同

时间 Hsp70 基因的相对表达量如图 6 所示, 在感

染 WSSV的前 24小时内, Hsp70基因的相对表达

量变化并不大, 各实验组和对照组之间差异并不

显著(P>0.05); 但在第 96小时, 3个实验组的相对

表达量分别为 2.97±0.06、3.27±0.63和 2.91±0.48, 

显著高于对照组(P<0.05), 但 3 个实验组之间并

无显著性差异(P>0.05)。 

3  讨论 

3.1  蜡样芽胞杆菌对凡纳滨对虾肠道及养殖水体

中细菌数量的影响 

养殖水体环境本身就是一个由多种微生物组

成的动态平衡系统, 有益菌和有害菌共生[15]。许

多研究表明, 向水体添加有益微生物, 通过大量

繁殖成为优势种群可抑制有害病菌的生长。李卓

佳等[16]报道芽孢杆菌可以通过改善微生物群落结

构来改善水质, 从而提高虾的产量。黄建华等[17]发

现施用 3 mg/kg 芽孢杆菌制剂后, 对虾池中弧菌

和异养细菌的数量显著低于不施用芽孢杆菌制剂 
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图 6 凡纳滨对虾感染WSSV后 Hsp70基因的相对表达量 

同一时间上方不同字母代表各组有显著性差异(P<0.05). H

组: 水体中益生菌浓度为 106 CFU/mL; M组: 水体中益生菌

浓度为 105 CFU/mL; L组: 水体中益生菌浓度为 104 CFU/mL; 

对照组: 水体内未添加益生菌. 

Fig. 6  The relative expression level of the mRNA of Hsp70 in 
different time of Litopenaeus vannamei after challenging with WSSV 
Values in the same time without a common superscript are sig-
nificantly different(P<0.05). Group H: addition of Bacillus 
cereus of the content of 106CFU/mL; Group M: addition of 
Bacillus cereus of the content of 105CFU/mL; Group L: addi-
tion of Bacillus cereus of the content of 104CFU/mL; Control: 

no addition of probiotics. 

 
的对照组。Boonthai 等[18]认为无论是作为饲料添

加剂还是水体添加剂, 益生菌都能在斑节对虾和

凡纳滨对虾肠道中定植。 

本实验的研究结果表明, 添加到水体中的益

生菌能减少凡纳滨对虾肠道内总的细菌数量, 表

明蜡样芽胞杆菌作为一种益生菌可以抑制对虾肠

道内其他细菌的生长, 且添加芽孢杆菌显著降低

了养殖水体内弧菌数量, 表现出其对弧菌的抑制

作用 , 这可能是因为蜡样芽胞杆菌的密度增大 , 

在水体中逐渐成为优势菌群 , 通过竞争营养物

质、生存空间等抑制了其他细菌的增长。也有学

者认为益生菌在繁殖过程中 , 会产生多种生物

活性物质 , 如抗菌蛋白等物质 , 通过创造出一

个阻止致病菌定植的环境条件 , 从而抑制一些

致病菌的繁殖 [19]。  

3.2  蜡样芽胞杆菌对水质的影响 

养殖水体中氨氮主要来源于含氮有机物的分

解以及水生生物的分解, 氨氮含量过高时, 会消

耗水体中的溶解氧, 也易形成水华而使水质迅速

恶化。且分子氨对水产养殖动物具有毒性, 浓度

过高会抑制养殖动物的生长, 降低鱼虾的产卵能

力, 严重时甚至会带来死亡[20]。 

亚硝酸盐作为硝化反应和反硝化反应过程中

的产物, 是另一种具有潜在毒性的无机氮化合物, 

一旦硝化反应不畅, 亚硝酸盐可在养殖水体中积

累, 其含量的高低直接关系到水质好坏和育苗能

否成功 [21]。且养殖水体中亚硝酸盐含量过高时 , 

会进入水生生物血液, 使得血红蛋白转变为高铁

血红蛋白, 最终使得水生生物缺氧而窒息死亡。 

在本实验中, 添加蜡样芽孢杆菌的实验组与

对照组相比, 氨氮含量和亚硝酸氮含量并无明显

差异, 这与益生菌能降低水体中氨氮和亚硝酸氮

含量的研究结果不同, 可能是因为不同种类的益

生菌对氨氮和亚硝酸氮的作用不同, 酵母属、乳

酸菌属的益生菌分泌较少的胞外酶, 偏向利用小

分子有机物为能源、碳源, 氨氮为氮源[22]。而本

实验采用的蜡样芽孢杆菌能分泌丰富的胞外酶 , 

在降解大分子有机物为小分子物质的过程中, 会

释放多余的氨氮, 从而使得水体中氨氮含量增加; 

也有可能是因为经常性换水, 使得实验组和对照

组的氨氮及亚硝酸氮含量差别不大。虽然在本实

验中 , 对照组与实验组之间相比差异并不显著

(P>0.05), 即添加益生菌并未起到水质净化效果, 

但是也无不良影响。刘飞等[22]的实验也表明, 添

加微生态制剂后, 益生菌组、芽孢杆菌组、光合

细菌组池塘水中总氨氮提高 41%~99.8%, 亚硝

酸氮水平有所升高 , 但是对养殖动物来说并无

危害。 

3.3  水体中添加蜡样芽胞杆菌对凡纳滨对虾累积

死亡率的影响 

WSSV 感染实验采用饲喂攻毒的方式, 可以

尽量减小感染对凡纳滨对虾造成的刺激, 从而降

低实验误差。在养殖过程中可观察到高浓度益生

菌处理组水质浑浊, 但是该实验组的凡纳滨对虾

较对照组更活跃, 反应更为迅速。在实验过程中, 

益生菌处理组凡纳滨对虾的摄食情况好于对照组, 

且每日的饵料剩余量也明显小于对照组, 其后的
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WSSV投喂感染实验也证明, H组、M组实验组的

累计死亡率为 64%、 75%, 显著低于对照组

(100%)。Zokaeifar等[23]将两种芽孢杆菌作为饲料

添加剂投喂凡纳滨对虾, 8 周后注射哈维氏弧菌, 

结果表明, 实验组的累计死亡率为 20.0%、33.3%, 

显著低于对照组的 63.3%, 与本研究结果相近。 

3.4  水体中添加蜡样芽胞杆菌对凡纳滨对虾感染

WSSV后免疫相关基因表达的影响 

Cheng等[24]认为, LGBP是生物体对抗感染的

一个重要免疫因子, 其通过激活 ProPO 系统发挥作

用。Cheng 曾报道 LGBP 在对虾早期阶段在其免

疫防御方面发挥重要作用, 凡纳滨对虾在感染溶

藻弧菌后的 24 h, LGBP的表达有明显上调趋势。

本研究结果表明, 凡纳滨对虾在用蜡样芽胞杆菌

处理后的水体中养殖 30 d后, 在投喂感染 WSSV

后的 48 h, LGBP的基因表达量达到最大值, 显著

高于对照组, 且高浓度益生菌处理的效果也要好

于低浓度的实验组。 

βGBP-HDL 在对虾的肝胰腺、血细胞和肠中

表达 , 且在肝胰腺中的合成量最高 , 在激活

ProPO 系统、凝结过程等方面都起着至关重要的

作用[25]。刘艳等[2]曾报道凡纳滨对虾用含益生菌

的饲料饲喂过程中 LGBP和 βGBP表达量的变化, 

结果表明, 两种免疫蛋白的基因在 72 h后达到最

大值, 这与本次实验结果基本一致。 

细胞在受热和其他应激反应后发生热休克反

应, 生成热激蛋白, 其中以 Hsp70 最为重要, 正

常情况下, Hsp70 基因在正常细胞中表达量较少, 

而应激反应时 Hsp70 的表达水平升高, 且其升高

程度与应激耐受能力呈正相关[26]。一些国外学者

研究表明, 凡纳滨对虾或者斑节对虾受到相关病

毒或者细菌感染会引起鳃组织 Hsp70 表达的上

调。本实验的研究结果表明, H组、M组、L组 3

个实验组 Hsp70基因在前 24 h内表达量变化并不

明显, 但在 96 h 上升至最大值, 大约为对照组的

3 倍, 说明不同免疫基因表达量与时间也有一定

的关系。 

3 种凡纳滨对虾免疫相关基因在对虾感染

WSSV 后都表现出了明显的上调趋势, 这些结果

都表明, 益生菌处理组能增强凡纳滨对虾相关免

疫基因表达 , 这可能是实验组凡纳滨对虾抗

WSSV感染能力提高的原因之一。 

4  结论 

养殖水体中添加蜡样芽胞杆菌可以明显降低

凡纳滨对虾肠道内的细菌数量和养殖水体内弧菌

数量, 且不会对水体中氨氮含量、亚硝酸氮含量

造成压力; 养殖水体中添加蜡样芽胞杆菌可以明

显提高凡纳滨对虾感染 WSSV 后的成活率, 且在

感染实验后会刺激凡纳滨对虾鳃和肝胰腺组织的

LGBP、βGBP-HDL、Hsp70 等免疫相关基因呈现

上调表达。实验结果提示, 水体中添加蜡样芽孢

杆菌 PC465可以提高凡纳滨对虾抗WSSV感染能

力, 其作用机制可能是降低对虾肠道和水体中的

细菌和弧菌数量, 或调节免疫相关基因的表达水平。 
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Effects of adding Bacillus cereus PC465 to rearing water on disease 
resistance of Litopenaeus vannamei  

WANG Chundi1, 2, SONG Xiaoling2, ZHANG Xiaojing3, ZHANG Shengjing1, 2, SUN Xinying1, 2, LIU Baobin1, 2, 
GAO Wenhui1, HUANG Jie2 
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Abstract: We evaluated the effect of three different doses of Bacillus cereus as a probiotic added to rearing water on the 
number of bacteria, water quality, and disease resistant ability of Litopenaeus vannamei compared with those in a con-
trol group. Shrimp were divided into four groups treated with different probiotic doses: group H (106 CFU/mL), group 
M (105 CFU/mL), group L (104 CFU/mL), and the control group (0 CFU/mL). The intestinal tracts of the shrimp were 
sampled every 10 days to count total bacteria and Vibrio spp.. A water sample was collected at 8: 00 every 5 days. Am-
monia-nitrogen and nitrite levels were measured by spectrophotometry. The shrimp were challenged with white spot 
syndrome virus (WSSV) after 4 weeks, and dead shrimp were removed and recorded every day until the end of the ex-
periment. Quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) analysis was performed to evaluate the expression of 
three immune-related genes after 0, 12, 24, 48, 96, and 192 h of exposure. The results showed that adding the probiotic 
significantly reduced the number of bacteria in the L. vannamei intestinal tract compared with that in the control group. 
It also reduced the number of Vibrio spp. in culture water (P<0.05). However, no differences in ammonia-nitrogen or 
nitrite levels were detected, which contrasts with most previous studies. Cumulative shrimp mortality rates in group H 
(106 CFU/mL) and group M (105 CFU/mL) were 63.9% and 74.6%, respectively, after WSSV challenge, which were 
significantly lower than that in the control group with 100% mortality (P<0.05). Lipopolysaccharide, β-1, 3-glucan- 
binding protein, and beta-1, 3-glucan-binding protein-lipoprotein mRNA levels were significantly upregulated 48 h after 
the WSSV infection, compared with those in the control group (P<0.05). Heat shock protein 70 mRNA expression was 
significantly upregulated 96 h after the WSSV infection compared with that in the control group but the difference be-
tween the three experimental groups was not significant. We conclude that B. cereus as a probiotic added to rearing wa-
ter reduced the number of bacteria in the intestinal tract of L. vannamei and Vibrio spp. in culture water (P<0.05) and 
did not increase ammonia-nitrogen or nitrite level. Adding B. cereus to the water improved the survival rate of 
WSSV-infected L. vannamei. Moreover, B. cereus stimulated the expression of immune-related genes, which could im-
prove disease resistance. 
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