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摘要: 以初体重为(7.20±1.38) g的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)为研究对象, 在室内养殖箱进行 3周的养殖实

验和 2周的哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)人工感染实验, 其中对照组每日投喂普通商品饲料, 实验组每日投喂在普通

商品饲料中添加地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)1.0×108 CFU/mL配制成的实验饲料。目的是研究饲料中添加

益生菌对凡纳滨对虾肠道菌群、Toll受体及溶菌酶基因表达量和抗哈维氏弧菌能力的影响。实验结果表明, 在饲料

中添加地衣芽孢杆菌可显著提高对虾抗哈维氏弧菌感染的能力, 其相对免疫保护率为 22.22%。与对照组相比, 实

验组可显著降低对虾肠道内弧菌数量(P<0.05)。感染哈维氏弧菌后, 实验组溶菌酶(lysozyme, LZM) mRNA的相对

表达量在 12 h、18 h、24 h、36 h、48 h、72 h均显著高于对照组(P<0.05)。实验组感染哈维氏弧菌后在 6 h、12 h、

18 h、24 h、36 h、48 h、72 h、7 d的 Toll受体(Toll receptor) mRNA的相对表达量均显著高于对照组(P<0.05)。实

验结果提示: 饲料中添加地衣芽孢杆菌可有效提高对虾抗哈维氏弧菌感染的能力, 这种能力的提高可能是通过降

低对虾肠道内的弧菌量, 并提高抗病相关基因的表达量实现的。 
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近年来 , 凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)

养殖在中国迅速发展, 2014 年对虾类养殖总产量

为 174.7 万 t, 其中凡纳滨对虾产量为 157.7 万 t, 

占对虾类养殖产量的 90.24%(中国渔业统计年鉴, 

2015), 为社会创造了显著的经济效益和社会效

益。然而, 由弧菌引起的传染性疾病给对虾养殖

带来的危害越来越严重[1–2]。抗生素曾广泛应用于

水产养殖中的疾病控制, 由它产生的病原菌的耐

药性以及药物残留问题, 严重影响了水产养殖业

的可持续发展。近年来, 人们提出了微生物修复

观念, 益生菌的使用可以减少抗生素的使用, 并

且不会形成二次污染, 有利于对虾养殖业的健康

可持续发展[3–5]。 

益生菌(probiotic)是指在一定浓度范围内, 对

宿主健康产生益处的活的微生物[6]。在对虾养殖

中常用的益生菌主要有芽孢杆菌属、乳酸菌属、

双歧杆菌属细菌[7]。益生菌的作用机制主要包括 4

个方面: 通过竞争营养附着位点或产生拮抗物质

来抑制有害微生物繁殖; 通过特别的消化酶分泌

促进营养物质吸收; 通过激活免疫系统提高机体

免疫力; 通过分解有机污染物净化水质[8–11]。 

凡纳滨对虾主要依赖非特异性免疫系统抵御

外来病原侵害。溶菌酶(lysozyme)作为对虾体内重

要的非特异免疫因子之一, 在引发和维持机体防

御过程中发挥重要作用[12–13]。高风英等[14]以 PCR

方法制备罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)溶
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菌酶基因的生物素标记探针, 检测感染弧菌后溶

菌酶基因 mRNA的转入水平, 结果表明溶菌酶基

因在非特异性免疫中具有直接的作用。Toll 受体

在介导对虾启动非特异性免疫系统时起到关键性

作用。当外来病原生物入侵对虾体内时, Toll受体

将病原入侵的信号从细胞外传递到细胞内, 并引

起细胞内信号级联反应, 介导细胞启动先天非特

异性免疫反应。因此, Toll受体基因的表达水平在

一定程度上可以作为评价对虾免疫抗菌能力的重

要指标之一[15–16]。自从 2007年以来, 中国明对虾

和斑节对虾等多种对虾的 Toll受体的基因被克隆

出来[17–18]。 

本研究主要是将分离自虾池生物絮团的地衣

芽孢杆菌添加在基础饲料中, 探讨在商品饲料中

添加益生菌对凡纳滨对虾肠道菌群和抗哈维氏弧

菌能力的影响, 并且利用实时荧光定量 PCR(real- 

time PCR)技术, 研究了注射哈维氏弧菌后对虾鳃

中溶菌酶(lysozyme)和 Toll 受体(Toll receptor)基

因表达水平的变化规律, 从而分析益生菌发挥抗

弧菌感染保护作用可能的机制, 以期深入了解对

虾的肠道益生菌与弧菌之间的作用关系, 为益生

菌在对虾养殖生产中的应用提供基础依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验用虾  实验用凡纳滨对虾(Litopenaeus 

vannamei)于 2014年 5月 31日购自青岛宝荣水产

有限公司对虾养殖场, 体长(7.90±1.15) cm, 体重

(7.20±1.38) g, 经 PCR 检测未检出对虾白斑综合

征病毒(WSSV)。实验对虾暂养于 60 L 水族整理

箱中, 有效水体约为 40 L。养殖期间, 每天换水 1

次 , 投喂饲料 3 次 , 水温(23±2) , ℃ 盐度(29±2), 

连续充气。 

1.1.2  实验用益生菌   地衣芽孢杆菌 (Bacillus 

licheniformis), 编号 201112010602, 由本实验室

分离自对虾池塘生物絮团, 纯化后于–80℃保存, 

进行菌种活化和小规模发酵培养, 离心收集菌体, 

地衣芽孢杆菌活菌量达到 1.0×108 CFU/mL。 

1.1.3  感染用哈维氏弧菌  攻毒用哈维氏弧菌

(Vibrio harveyi), 菌株编号 2011053001, 由本实验

室保存。使用 2216E培养基上划线培养 18 h, 刮

取单菌落到 2216E 液体培养基扩大培养, 离心收

集菌体, 用 PBS缓冲液稀释制成 1.0×107 CFU/mL

菌悬液。 

1.2  饲料制备 

基础饲料为青岛玖瑞大海跃饲料科技有限公

司生产的凡纳滨对虾配合饲料, 在其表面直接包

裹一层褐藻酸钠(3 g/500 g); 实验饲料: 按一定的

比例将菌液与水混匀后喷洒在基础饲料外, 揉搓

阴干后, 再在其表面包裹一层褐藻酸钠(比例同基

础饲料), 实验饲料制备好后存放于 4℃冰箱。 

1.3  实验分组 

凡纳滨对虾在实验室暂养一周后, 挑取个体

均匀、活力较强的对虾分为实验组和对照组, 每

组 3个平行, 每个平行 60 尾, 实验组投喂实验饲

料, 对照组投喂基础饲料。实验期间各组对虾每

日投喂 3次, 日投喂量约为对虾体重的 10%(根据

对虾摄食情况调节投喂量), 所有组别按照暂养时

的条件进行管理。 

1.4  哈维氏弧菌感染实验 

在投喂实验饲料的第 21天, 从各实验组中挑

取大小基本一致的 120 尾对虾进行哈维氏弧菌人

工感染实验, 每组 5个平行(其中 3个平行用于统

计死亡率, 2 个平行用于取样)。实验组和对照组均

用无菌注射器向每尾虾第二腹节肌肉中注射 50 μL

的哈维氏弧菌悬浊液(此剂量经预实验确定), 空

白对照组注射等剂量 PBS缓冲液。攻毒后各组分

别继续投喂相应的实验饲料或基础饲料, 及时捞

出死亡对虾, 记录死亡数量和死亡时间, 14 d 后

结束感染实验。 

1.5  对虾肠道可培养细菌总数和弧菌属细菌数量

的测定 

投喂实验开始后, 每隔 7 d 测定对虾肠道弧

菌数和细菌总数, 测定方法参考李继秋等[19]的方

法。实验组和对照组分别随机取 3 尾虾, 无菌条

件下取出肠道 , 用剪刀剪破肠道 , 将肠道放在

PBS 缓冲液反复冲洗尽可能去除肠道内容物, 取

出肠道并放在滤纸沥干。将肠道组织放入 1.5 mL
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的无菌 EP管中称重, 分别往无菌 EP管加入 1 mL

的 PBS缓冲液, 用无菌研磨棒研磨均匀, 用 10倍

递增稀释法制成菌悬液。细菌总数和弧菌数分别

通过涂布 2216E和 TCBS培养基测定。 

1.6  免疫相关基因的表达量分析 

1.6.1  样品采集及 RNA 的提取  攻毒实验开始

后 6 h、12 h、18 h、24 h、36 h、48 h、72 h、7 d

从各组随机取 3 尾活虾, 无菌条件下取其鳃组织

放入 RNase-Free的 1.5 mL EP管内, 于液氮中速

冻后放入–80℃冰箱中保存。利用 RNAiso plus 

(TaKaRa 公司)提取虾鳃总 RNA, 方法参照说明

书。用 NanoDrop 2000c (Thermo)测定 RNA 的

OD260和 OD280值以及 OD260/OD280比值进行定量

检测, 放入–80℃冰箱中保存, 用于溶菌酶和 Toll

受体 mRNA表达量的测定。 

1.6.2  cDNA 的合成  应用 PrimeScript® RT re-

agent Kit with gDNA Eraser试剂盒(大连宝生物工

程有限公司 )进行 cDNA 合成。该试剂盒合成

cDNA 反应分两步, ①基因组 DNA 的除去反应, 

反应体系 10 μL(5×gDNA Eraser Buffer 2 μL, 

gDNA Eraser 1 μL, 总 RNA 1μg, RNase Free dH2O 

6 μL), 42℃孵育 2 min。②反转录反应, 反应体系

20 μL (5×PrimeScript® Buffer 24 μL, PrimeSycript® 
RT Enzyme Mix1 1 μL, RT Primer Mix 1 μL, ①中的

反应液 10 μL, RNase Free dH2O 4 μL), 37℃孵育

15 min, 85℃加热 5 s合成 cDNA模板。 

1.6.3  实时荧光定量 PCR 分析基因表达 凡纳滨

对虾溶菌酶、Toll receptor, 内参基因 β-actin引物

序列见表 1, 使用的引物序列参考文献[20–21], 引

物均由上海生工(生物工程)有限公司合成。 
 

表 1  凡纳滨对虾 Toll 受体、溶菌酶基因与内参基因 β-actin 引物序列 
Tab. 1  Primer pairs for lysozyme, Toll receptor, and β-actin genes for Litopenaeus vannamei 

目的基因 
target gene 

序列号 
serial number 

正向引物(5′–3′) 
forward primer (5′–3′) 

反向引物(3′–5′) 
reverse primer (5′–3′) 

β-actin AF300705 GAGCAACACGGAGTTCGTTGT CATCACCAACTGGGACGACATGGA 

lysozyme AY170126.2 TGTTCCGATCTGATGTCC GCTGTTGTAAGCCACCC 

Toll receptor DQ923424.1 TGAGAGATGCCCACTGCCTG CGCTTGAAGGTTTGTGAGGGAG 

 
按照 FastStart Essential DNA Green Master试

剂盒 (Roche 公司)说明书, 用 Bio-rad Real-time 

CFX96 进行荧光定量 PCR。PCR 程序为: 95  ℃

10 min 预变性; 95 10℃  s, 60  15℃  s, 72  20℃  s 共

45 个循环; 反应后 65℃上升至 95℃测定熔解曲

线检测反应特异性。每个复孔以 β-actin 为参照基

因。基因表达结果采用相对表达量的形式 , 以

2–ΔΔCt法[22]进行计算。 

1.7  数据处理和统计分析 

实验结果用平均数±标准差( x ±SD)表示, 使

用 SPSS 16.0 分析软件对数据进行单因素方差

(One-way ANOVE)分析, Duncan氏法进行多重比

较, 处理间 P<0.05则认为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  哈维氏弧菌感染凡纳滨对虾的累积死亡率 

实验组和对照组在投喂相应的饲料 20 d后注

射感染哈维氏弧菌, 感染实验期间各组对虾的累

积死亡率结果见表 2。从表中数据可以看出, 感染

的前 2 d 实验组和对照组累积死亡率无显著差异

(P<0.05), 从感染第 2 天开始实验组和对照组的

死亡率呈显著上升趋势, 对照组的累积死亡率显

著高于实验组(P<0.05), 第 9 天后实验组和对照

组的死亡率趋于稳定。至感染结束后对照组的累

积死亡率为 100%, 显著高于投喂地衣芽孢杆菌

实验组的累积死亡率(77.78±3.14)%。结果表明 , 

投喂地衣芽孢杆菌可显著提高凡纳滨对虾抗哈维

氏弧菌的能力, 其相对保护率为(22.22±3.14)%。 

2.2  凡纳滨对虾肠道可培养细菌总数及弧菌总数 

凡纳滨对虾养殖期间在第 7天、第 14天、第

21天、第 28天(攻毒后第 7天)、第 35天(攻毒后

第 14天)测定的可培养细菌总数结果见表 3。从表

中数据可以看出, 实验组和对照组在各个时间点

计数结果均为显著性差异(P<0.05), 在养殖第 7 
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表 2  投喂地衣芽孢杆菌的凡纳滨对虾注射感染哈维氏弧菌后的累积死亡率 
Tab. 2  Cumulative mortality of L. vannamei fed with B. licheniformis preparations and then challenged by injection with V. harveyi 

% 

组别 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d 

实验组 Bacillus 4.45±3.14a 35.55±3.14a 48.89±6.28a 57.78±3.14a 68.89±6.28a 73.33±9.43a 75.56±6.28a 

对照组 control 8.89±3.14a 42.22±3.14a 71.11±6.28b 83.34±3.14b 91.11±3.14b 95.55±5.44b 95.55±5.44b 

组别 8 d 9 d 10 d 11 d 12 d 13 d 14 d 

实验组 Bacillus 75.56±6.28a 77.78±3.14a 77.78±3.14a 77.78±3.14a 77.78±3.14a 77.78±3.14a 77.78±3.14a 

对照组 control 95.55±5.44b 100±0.0b 100±0.0b 100±0.0b 100±0.0b 100±0.0b 100±0.0b 

注: 同一天上标字母不相同表示差异显著(P<0.05). 

Note: Values with different letters on the same day indicates significant difference (P<0.05). 

 
表 3  凡纳滨对虾养殖期间肠道内可培养细菌总数 

Tab. 3  Total culturable bacteria counts in intestinal tract of L. vannamei during the period of farming 

n=3; x ±SE; lgCFU/g 

 7 d 14 d 21 d 28 d 35 d 

实验组 Bacillus 6.84±0.08a 8.35±0.07a 7.22±0.07a 6.42±0.06a 6.17±0.05a 

对照组 control 7.49±0.05b 8.10±0.05b 7.14±0.05b 6.70±0.05b 6.39±0.06b 

注: 同一天上标字母不相同表示差异显著(P<0.05). 

Note: Values with different letters on the same day indicate significant difference (P<0.05). 

 
天、28天、35天对照组对虾肠道内可培养细菌总

数显著高于实验组(P<0.05), 在养殖第 14 天、21

天实验组对虾肠道内可培养细菌总数显著高于对

照组(P<0.05)。 

凡纳滨对虾养殖期间在第 7天、14天、21天、

28天、35天测定 TCBS培养基可培养弧菌总数结

果见表 4。从表中数据可以看出, 实验组对虾肠道

内可培养弧菌总数在养殖期间均显著低于实验组

(P<0.05), 表明饲料添加地衣芽孢杆菌可有效降

低对虾肠道内弧菌数量。 

 
表 4  凡纳滨对虾养殖期间肠道内可培养弧菌总数 

Tab. 4  Total culturable Vibrio bacteria countsin intestinal tract of L. vannamei during the period of farming 

n=3; x ±SE; lgCFU/g 

 7 d 14 d 21 d 28 d 35 d 

实验组 Bacillus 5.91±0.14a 6.64±0.05a 5.15±0.06a 5.34±0.09a 5.10±0.06a 

对照组 control 7.01±0.11b 7.19±0.03b 5.39±0.05b 5.60±0.09b 5.30±0.07b 

注: 同一天不同上标字母表示差异显著(P<0.05). 

Note: Values with different letters on the same day indicate significant difference (P<0.05). 

 

2.3  凡纳滨对虾感染哈维氏弧菌后鳃组织溶菌酶

和 Toll受体的 mRNA相对表达量 

2.3.1  凡纳滨对虾感染哈维氏弧菌后鳃组织溶菌

酶的 mRNA相对表达量 使用实时荧光定量 RT-PCR

方法测定的实验组和对照组在感染哈维氏弧菌后

鳃组织溶菌酶 mRNA相对表达量的变化见图 1。

投喂含有地衣芽孢杆菌的实验组感染哈维氏弧菌

后在 12 h、18 h、24 h、36 h、48 h和 72 h的溶菌

酶 mRNA 的相对表达量均显著高于 0 h(P<0.05), 

36 h 达到峰值之后开始下降, 到 7 d 时基本降至

初始水平; 投喂普通饲料的对照组感染哈维氏弧

菌后在 12 h、18 h、24 h、36 h、48 h和 72 h的溶

菌酶 mRNA的相对表达量均显著高于 0 h(P<0.05), 

36 h 达到峰值之后开始下降, 到 7 d 时基本降至

初始水平。实验组在 0 h、6 h和 7 d溶菌酶 mRNA

的相对表达量与对照组差异不显著(P<0.05); 在

6 h、12 h、18 h、24 h、36 h、48 h和 72 h的溶菌

酶 mRNA的相对表达量均显著高于对照组, 其基 
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图 1  凡纳滨对虾感染哈维氏弧菌后鳃组织溶菌酶 

mRNA 的相对表达量 

同一时间不相同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 1  Relative expression of lysozyme mRNA in the gill of  
L. vannamei during Vibrio harveyi infection 

Values with different letters on the same time indicate  
significant difference (P<0.05). 

 
因表达量分别是对照组的 1.96、2.23、1.40、1.29、

1.49、1.76、1.08倍。 

2.3.2  凡纳滨对虾感染哈维氏弧菌后鳃组织 Toll

受体 mRNA 相对表达量   使用实时荧光定量

RT-PCR 方法测定的实验组和对照组在感染哈维

氏弧菌后鳃组织 Toll受体 mRNA相对表达量的变

化见图 2。投喂含有地衣芽孢杆菌的实验组感染哈

维氏弧菌后在 6 h、12 h、18 h、24 h、36 h、48 h、

72 h、7 d的 Toll受体 mRNA的相对表达量均显

著高于 0 h(P<0.05), 36 h达到峰值之后开始下降, 

在 48 h时的相对表达量高于 24 h, 是 24 h表达量

的 1.20 倍; 投喂普通饲料的对照组感染哈维氏弧

菌后在 6 h、12 h、18 h、24 h、36 h、48 h、72 h、

7 d的 Toll受体 mRNA的相对表达量均显著高于

0 h(P<0.05), 36 h达到峰值之后开始下降, 在 24 h

时的表达量高于 48 h, 是 48 h表达量的 1.64倍。

在 0 h、12 h、7 d实验组的 Toll受体 mRNA的相

对表达量与对照组差异不显著(P>0.05), 实验组

在 18 h、24 h、36 h、48 h、72 h 的 Toll 受体

mRNA 的相对表达量均显著高于对照组 , 其基

因表达量分别是对照组的 1.76、1.24、1.53、2.43、

1.77 倍。对照组在 6 h 的 Toll 受体 mRNA 的表

达量显著高于实验组 , 其基因表达量是实验组

的 1.39 倍。  

 
 

图 2  凡纳滨对虾感染哈维氏弧菌后鳃组织 Toll受体

mRNA 的相对表达量 

同一时间组字母不相同表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  Relative expression of Toll receptor mRNA in the gill 
of L. vannamei during Vibrio harveyi infection 

Values with different letters on the same time indicate  
significant difference (P<0.05). 

 

3  讨论 

哈维氏弧菌是一种可发光的革兰氏阴性菌 , 

广泛分布于海洋环境中, 是水产养殖动物中的条

件致病菌[23]。哈维氏弧菌可以感染多种虾类、贝

类及鱼类并造成大量死亡, 对水产养殖业造成大

量损失[24–26]。哈维氏弧菌主要是通过分泌胞外蛋

白酶、磷脂酶、溶血素以及密度感应系统等对水产

养殖动物产生致病作用, 并造成大量死亡[27–31]。本

文养殖实验的对照组在感染哈维氏弧菌后在第 9天

全部死亡, 投喂含有地衣芽孢杆菌的实验组的死亡

率为 (77.78±3.14)%, 免疫相对保护率为 (22.22± 

3.14)%, 实验结果表明在饲料中添加地衣芽孢杆

菌可有效提高抗哈维氏弧菌感染的能力。 

芽孢杆菌是一类好氧或兼性厌氧的革兰氏阳

性细菌, 被公认为一种有发展前景的益生菌[32]。

Zokaeifar 等[33]指出, 在饲料中添加枯草芽孢杆菌

L10和 G1, 使用的剂量分别为 105 CFU/g (BM5)

和 108 CFU/g (BM8)饲喂 8周后感染哈维氏弧菌, 

对照组的累计死亡率为 60%, 而 BM5 和 BM8 的

累计死亡率分别为 20.0%和 33.3%。胡毅等[34]报

道了在饲料中添加地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌

以及复合益生菌进行投喂实验, 结果表明在饲料

中添加益生菌可以有效提高凡纳滨对虾生长率、

存活率以及显著降低对虾肠道和粪便中弧菌属细

菌数量(P<0.05)。于明超等[35]在饲料中添加 0.10%
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中草药制剂和 0.15%芽孢杆菌投喂凡纳滨对虾 56 d

后测定对虾肠道异养细菌和弧菌数量, 对照组的异

养细菌和弧菌数量分别 4.12×108 CFU/g和 1.49×108 

CFU/g, 添加 0.10%中草药制剂和 0.15%芽孢杆菌

的实验组的异养细菌和弧菌数量分别为 1.37×107 

CFU/g 和 1.09×107 CFU/g 均显著低于对照组

(P<0.05)。本研究使用含有地衣芽孢杆菌的饲料投

喂凡纳滨对虾, 在养殖期间实验组的对虾肠道弧

菌数均显著低于对照组(P<0.05), 与上述报道结

果相一致。 

溶菌酶广泛存在于原核生物和真核生物中 , 

是机体抗菌先天免疫的效应因子, 能够水解细菌

细胞壁肽聚糖中  N-乙酰葡萄糖胺与  N-乙酰胞

壁酸之间的  β-1, 4-糖苷键, 使细菌裂解 [36–37]。

Wang 等[38]用哈维氏弧菌(8.3×103 CFU/g 虾)感染

凡纳滨对虾(10~12 g), 发现在感染 36 h后对虾血

细胞中溶菌酶 mRNA的相对表达量显著性升高。

Toll 受体在无脊椎动物中先天免疫保护起到重要

作用, 参与机体 Toll 信号途径的传递, 将病原入侵

的信号传递到细胞内, 引起细胞内一系列的级联反

应, 诱导抗菌肽等免疫基因的表达[39–40]。曹煜成等
[41]根据芽孢杆菌的使用量设置测试 1组(LDG, 用

菌量 2.0×103 CFU/mL), 测试 2 组(HDG, 用菌量

1.0×104 CFU/mL)及未使用芽孢杆菌的对照组

(CG), 结果表明对虾肝胰腺 Toll基因 mRNA表达

量在 LDG 组和 HDG 组分别较 CG 组提高了

410.05%和 78.31%。孙艳等[20]报道指出在饲料中

添加复合益生菌可以显著上调对虾血淋巴的

proPO、SOD和溶菌酶基因的 mRNA的相对表达

量。本实验中凡纳滨对虾鳃组织中 Toll受体和溶

菌酶 mRNA 的相对表达量均在 36h 达到峰值且

显著高于对照组(P<0.05), 非特异性免疫基因Toll

受体和溶菌酶  mRNA 的相对表达量显著上调 , 

与上述报道结果相一致。 

综上所述, 本研究证实, 在饲料中添加地衣

芽孢杆菌可有效提高凡纳滨对虾抗哈维氏弧菌感

染的能力, 能显著降低对虾肠道内的弧菌数, 且

溶菌酶和 Toll受体mRNA的相对表达量一定程度

上高于对照组。该株地衣芽孢杆菌可以作为益生

菌候选菌株应用于对虾养殖生产, 成为防治对虾

弧菌病的有效途径之一。 
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Effects of adding probiotics on promoting intestinal bacteria, Toll re-
ceptors, and lysozyme immune gene expression and resistance to Vi-
brio harveyi in Litopenaeus vannamei 

ZHANG Shengjing1, 2, ZHAO Xiaojin1, SONG Xiaoling1, WANG Chundi1, LIU Wenliang1, HUANG Jie1 
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Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China;  
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Abstract: The white shrimp, Litopenaeus vannamei (Decapoda, Penaeidae), isomnivorous, grows quickly, and has 
a low food nutrition demand, which has made it an economically important crustacean species in China. However, 
the single breed type and high-density culture can result in bacterial and viral disease outbreaks. Vibrio is the 
dominant bacteria in shrimp and causes disease when shrimp are immunocompromised. In this study, L. vannamei 
(initial body length, 7.90 cm±1.15 cm; initial body weight, 7.20 g±1.38 g) were purchased from Qingdao Baorong 
Aquaculture Co., Ltd. A 3-week feeding experiment and a 2-week Vibrio harveyi infection experiment were per-
formed to evaluate the effects of adding the probiotic Bacillus licheniformis to feed on promoting intestinal bacte-
ria, non-specific immune gene expression, and resistance to V. harveyi. The experimental shrimp were divided into 
control and experimental groups. Control group shrimp were fed commercial feed throughout the experiment, and 
the experimental group shrimp were fed the same feed supplemented with 1.0×108 CFU/mL B. licheniformis. The 
numbers of Vibrio and total intestinal bacteria in L. vannamei were checked every 7 days using 22l6E and TCBS 
media. After 3 weeks of feeding, all shrimp were injected with 1.0×107 CFU/mL V. harveyi (50 μL; dose deter-
mined in preliminary experiment).Then, 6 h, 12 h, 18 h, 24 h, 36 h, 48 h, and 72 h, as well as 7 d later, three 
shrimp from each group were captured randomly to extract RNA from the gill. The RNA was reversed transcribed 
into cDNA and tested for lysozyme and Toll receptor expression levels. The cumulative mortality rate of the con-
trol group was 100%, and the cumulative mortality rate of the experimental group was 22.78% after 14 days. The 
relative protection ratio was 22.22%. The experimental feed significantly reduced the number of Vibrio in the 
shrimp intestine compared with that in the control group (P<0.05). Relative lysozyme mRNA expression levels in 
the experimental group 12 h, 18 h, 24 h, 36 h, 48 h, and 72 h after the V. harveyi challenge were significantly 
higher than thosein the control group(P<0.05). Relative Toll receptor mRNA expression levels in the experimental 
group 6 h, 12 h, 18 h, 24 h, 36 h, 48 h, and 72 h, as well as 7 d after the V. Harveyi challenge were significantly 
higher than those in the control group (P<0.05). These results indicate that adding B. licheniformis to shrimp feed 
effectively improved the ability of L.vannamei to resist a V. harveyi infection, possibly by reducing the number of 
Vibrio in the intestine and improving immune-related gene expression. 
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