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坚忍肠球菌 6-24 和枯草芽孢杆菌 B9对 

罗氏沼虾免疫水平与肠道环境的改善作用 
 

朱成坤，秦振宁，韩双艳，梁书利，林影 

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东省发酵与酶工程重点实验室，广东广州 510006） 

摘要：本研究通过抑菌试验、粘附性实验和特定水解酶活测定，结合 16S rDNA 和生理生化鉴定，从虾肠道中分离出坚忍肠球

菌（Enterococcus durans）6-24 和枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）B9，并初步研究他们在饲喂罗氏沼虾（Macrobrachium rosenbergii）
的益生作用。两株菌按 1×107 cfu/kg 添加到饲料并进行为期 4 周的投喂实验后，本研究测定了罗氏沼虾的总血球细胞，酚氧化酶原

系统（proPO）,抗氧化系统以及溶菌酶变化情况。研究结果显示，罗氏沼虾投喂含有 6-24 和 B9 的饲料后，血淋巴中总血球细胞计数

（total haemocyte count）显著提高（p<0.05），酚氧化酶（phenol oxidase）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase）以及溶菌酶（lysozyme）

的活性同时也有所提高（p<0.05），其中酚氧化酶上升 48.24%，溶菌酶上升 198.00%。罗氏沼虾肠道消化酶的影响实验显示，添加混

合益生菌的实验组虾肠道消化酶（淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶）的活性与对照组相比有显著提高（p<0.05），其中蛋白酶活力更是上升

84.80%。最后，研究还发现，饲喂坚忍肠球菌 6-24 和枯草芽孢杆菌 B9 后，罗氏沼虾肠道中可培养弧菌数量下降 59.76%（p<0.05）。研

究结果表明，坚忍肠球菌 6-24 与枯草芽孢杆菌B9 能在一定程度上改善罗氏沼虾的肠道环境和免疫水平，具有虾饲用益生菌开发的潜力。 
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Improving the Immunity and Intestinal Tract of Macrobrachium 

rosenbergii by Enterococcus durans 6-24 and Bacillus subtilis B9 
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Abstract: Enterococcus durans 6-24 and Bacillus subtilis B9 were isolated from the intestine of shrimp through antibacterial tests, 

adhesion tests and specific hydrolase activity determinations, in combination with 16S rDNA and physiological and biochemical identification. 

A preliminary study was carried out on the probiotic effects of 6-24 and B9 in feeding Macrobrachium rosenbergii. After the two strains were 

added to the feed at 1×107 cfu/kg, a 4-weekfeeding experiment started, and the changes in total blood cells, prophenoloxidase system (proPO), 

antioxidant system and lysozyme of M. rosenbergii were determined. The research results showed that after M. Rosenbergii was fed with the 

feed containing 6-24 and B9, the total hymphocyte count increased significantly (p<0.05), with the activities of phenoloxidase, superoxide 

dismutase and lysozyme increased simultaneously (phenol oxidase increased by 48.24%; lysozyme increased by 198.00%). The experiments on 

the intestinal digestive enzymes of Macrobrachium rosenbergii revealed that compared to the control, the activities of digestive enzymes 

(amylase, protease, lipase) of the experimental group fed with mixed probiotics increased significantly (p<0.05) (among which, the protease  
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increased by 84.80%). Finally, the research revealed that the number of cultivable Vibrio in the intestine of Macrobrachium rosenbergii 

fedwith6-24 and B9 decreased by 59.76% (p<0.05). The results showed that Enterococcus durans 6-24 and Bacillus subtilis B9 can improve the 

intestine environment and immunity level of M. rosenbergii, and have the potential to become probiotic shrimp feed additives. 

Key words: probiotics; fermented feed; Macrobrachium rosenbergii; growth performance; immunity; intestinal environment 

 
罗氏沼虾（Macrobrachium rosenbergii）属于长臂

虾科、沼虾属动物，又名马来西亚大虾、淡水长臂大

虾、大头虾等，是一种大型淡水经济虾类，素有淡水

虾王之称。罗氏沼虾原产于东南亚（大部分产于马来

西亚），现在已被引进到全球各地，成为全球养殖产量

最高的三大虾种之一[1]。近年来，在广东省整体渔业

的出塘总量以及出塘总收入逐年下降的情况下，罗氏

沼虾的出塘量及其带来的收益在逐年上升，表明罗氏

沼虾对广东省水产行业的经济贡献巨大[2]。为了提高

产量和产值，高密度养殖成为养殖场的常用方法，但

也出现了不少问题。养殖密度的增加常常使得水质恶

化、营养盐缺乏，导致虾机体免疫力下降、感染病毒

和细菌的机率大大增加，虾体发病甚至死亡，出塘率

显著降低[3]。为此，人们开始引入抗生素类的化学药

品，但这也导致了细菌耐药性产生、虾体肠道正常菌

群扰乱、食物链摄入导致食用者体内抗生素积累、以

及环境中抗生素残留等诸多问题[4,5]。近年来，随着微

生物修复的概念普及，人们尝试在水产饲料中引入益

生菌减少化学药物的使用，提高虾体自身免疫力，促

进整个虾类养殖业的健康绿色发展。 
益生菌具有调节水产动物体内的微生态平衡，刺

激免疫功能等作用，因而有利于恢复动物机体正常生

理功能、防治病害、增进健康，从而使养殖动物的生

产性能提高[6,7]。Lin 等[8]发现在饲料中添加浓度均为

1×109 cfu/kg-的枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis E20），
戊糖乳杆菌（Lactobacillus pentosus BD6），酿酒酵母

（Saccharomyces cerevisiae P13）以及发酵乳杆菌

（Lactobacillus fermentum LW2）能够改善鲈鱼的免疫

参数和生长状况，同时还能够降低嗜水气单胞菌

（Aeromonas hydrophila）的数量。除了水产鱼类，益

生菌也在饲养凡纳滨对虾中也有初步应用。张盛静等
[9]研究发现，在饲料中添加地衣芽孢杆菌可显著提高

凡纳滨对虾抗哈维氏弧菌感染的能力，汪波等[10]研究

则表明，添加凝结芽孢杆菌也可在一定程度上提高凡

纳滨对虾幼虾的生长性能和改善其非特异性免疫力。

但上述研究主要集中于研究外源益生菌添加对虾体生

长及免疫力的影响。同时，学者们普遍认为，不同种

类的益生菌对机体的作用机制不同，复合添加通常能

够达到作用互补或增强的效果[11]。理论上来讲，内源

益生菌较外源益生菌对宿主虾体的作用更加温和，适

应性更好。近几年，人们开始尝试从虾体自身消化道

分离内源性微生物，但对分离的内源益生菌用于饲喂，

研究对虾的生长性能以及免疫的影响比较少。本研究

尝试从抑菌作用、肠道粘附性以及产酶能力三个方面

从虾肠道筛选分离内源益生菌，并将分离鉴定的内源

益生菌用于制备发酵饲料，分析该添加饲料对罗氏沼

虾肠道环境和免疫功能的影响，为内源益生菌在罗氏

沼虾养殖中的应用推广及快速普及提供科学参考。 

1  材料与方法  

1.1  材料 

1.1.1  实验动物 
罗氏沼虾，活体，28.84±5.09 g，共 120 条，购于

东莞市江南水产批发市场，活体运回。 
1.1.2  实验材料与试剂 

副溶血弧菌 ATCC17802 购自环凯生物科技有限

公司；商业南美白对虾 1 号料购自通威股份有限公司；

超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）测定

试剂盒、溶菌酶（lysozyme，LZM）测定试剂盒购自

南京建城生物工程研究所；乳酸菌培养基（MRS）、
营养肉汤培养基（NB）、硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗

糖培养基（TCBS）、胰酪大豆胨培养基（TSB）培养

基购自环凯生物科技有限公司；L-3,4 二羟基苯丙氨酸

（L-DOPA），棕榈酸对硝基苯酯（p-NPP）、多粘菌素

B 购自阿拉丁公司；促芽孢培养基：2%（m/V）胰蛋

白胨、3%（m/V）葡萄糖、0.4%（m/V）K2HPO4、0.4% 
（m/V）NaH2PO4、0.1%（m/V）MgSO4、0.5%（m/V）
(NH4)2SO4、0.05%（m/V）MnSO4、0.02%（m/V）CaCl2、
0.8%（m/V）酵母提取物，pH 7.2；淀粉酶筛选培养基：

1%（m/V）胰蛋白胨，0.3%（m/V）牛肉浸膏，0.5%
（m/V）无水氯化钠，0.2%（m/V）可溶性淀粉，2%
（m/V）琼脂，pH 7.2；蛋白酶筛选培养基：1%（m/V）
蛋白胨，1%（m/V）牛肉浸膏（m/V），0.5%（m/V）
无水氯化钠，1%（m/V）干酪素，2%（m/V）琼脂；

木聚糖酶筛选培养基：1%（m/V）木聚糖，1.8%（m/V）
NB 培养基，2%（m/V）琼脂。 

1.2  内源益生菌分离实验 

1.2.1  乳酸菌分离纯化 
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虾的体表用 75%的乙醇清洗和消毒。在无菌条件

下，使用镊子和剪刀解剖整个肠子并浸泡在 PBS 7.2
中。使用匀浆机将肠子进行匀浆。将匀浆液进行连续

稀释（10-1至 10-6）并涂布在 MRS 平板上，在厌氧条

件下于 37 ℃培养 24 h。培养结束后随机挑出一个菌落

重新划线于新的 MRS 平板，重复 3 次以获得纯培养

物。将纯化的菌株保存在含有 15%无菌甘油的 MRS
肉汤中，并保存在-80 ℃待用。 
1.2.2  芽孢杆菌分离纯化 

将1.2.1得到的匀浆液置于促芽孢培养基中，37 ℃
培养 24 h。培养结束后置于 80 ℃水浴 30 min 以除去

非芽孢菌，后续将培养液进行连续稀释（10-1至 10-6）

并涂布在NB平板上，在好氧条件下于37 ℃培养24 h。
培养结束随机挑出一个菌落重新划线于新的 NB 平板

上，重复 3 次以获得纯培养物。将纯化的菌株保存在

含有 15%无菌甘油的 NB 肉汤中，并保存在-80 ℃待

用。 
1.2.3  抑菌能力测定 

参考沙玉杰[12]的报道使用琼脂扩散法测试乳酸

菌的抑菌活性，乳酸菌以0.1 OD的接种量接种到MRS
培养基中，30 ℃摇瓶发酵 48 h 后，4 ℃，5000 r/min
离心 5 min 得到上清发酵液。副溶血弧菌 ATCC17802
在 TSB 培养基中 37 ℃培养 24 h 后，根据麦氏比浊管

将活菌数调整为 1×106 cfu 并接种到 TSB 平板中，静

置 20 min 后得到实验平板。在实验平板上均匀地放下

4个牛津杯，向其中两个分别加入200 µL发酵上清液，

一个加入 200 µL 1 mg/mL 抗生素多粘菌素类 B 作为

阳性对照，一个加入 200 µL MRS 培养基作为空白对

照。28 ℃培养 24 h 后观察抑菌圈的大小。益生菌的相

对抑菌活力 I（实验组相对于抗生素的抑菌效率，%）

用以下公式表示： 
1 1/ 100%I H C= ×抑菌

 

式中：H1为实验组抑菌圈直径；C1为阳性对照抑菌圈直径。 

1.2.4  菌株粘附性实验 
将 100 µL 虾肠道粗粘液分别添加至 96 孔板中，

4 ℃过夜固定，用 250 µL 无菌 PBS 溶液冲洗 96 孔板

2 次以除去未固定的粘液。所有候选乳酸菌用 MRS 培

养基调整 OD 为 1.0，取 50 µL 菌液加入到 96 孔板中，

37 ℃孵育 1 h。孵育结束后使用 PBS 7.2 清洗掉未固

定的菌液，加入 200 µL 的无菌 PBS 7.2 缓冲液重悬菌

体，重悬液进行连续稀释（10-1 至 10-2）后，分别取

15 µL 稀释液涂布到 MRS 平板上，37 ℃培养 24 h。
随选取适当的稀释度进行菌落计数。原菌液经过适当

稀释后涂布到 MRS 平板上作为空白对照。粘附率 A 粘

附计算公式如下： 

1 1 2 2=( 4 ) / ( ) 100%A N n N n× × × ×粘附
 

式中：N1 为实验组菌落数量；N2 为对组照菌落数量；n1

为实验组的稀释倍数；n2为对照组的稀释倍数。 

1.2.5  菌株产水解酶能力鉴定 
借鉴陈小敏[13]所报道的方法对候选菌株产酶能

力进行测定，将前面分离的菌株分别点种于淀粉酶筛

选培养基、蛋白酶筛选培养基、木聚糖酶筛选培养基、

甘露聚糖酶筛选培养基中，平板放置于 37 ℃下培育

48 h，培养后的具体操作如下： 
（1）淀粉酶生产菌筛选：往筛选平板中滴加适

量碘液； 
（2）蛋白酶生产菌筛选：往筛选平板上加入少

量 10%三氯乙酸溶液，静置 15 min 后倒去； 
（3）木聚糖酶生产菌筛选：往筛选平板中加入适 

量刚果红染液，静置 30 min，让其充分染色，先用蒸

馏水冲洗，再用 1 mol/L 的氯化钠水溶液冲洗染液； 
（4）观察并记录菌落（C）和透明圈直径（H） 

算出 H/C 值，判断其产水解酶能力。 
1.2.6  生理生化鉴定及 16S rDNA 鉴定 

根据相关的实验结果，选取 6-24 与 B9 送至美吉

生物有限公司进行 16S rDNA 全序列测试，其测序结

果提交至 NCBI 进行序列比对。此外根据《常见细菌

系统鉴定手册》对 6-24 和 B9 进行生理生化鉴定。 

1.3  养殖试验 

1.3.1  菌株处理 
坚忍肠球菌（E.durans）6-24 和枯草芽孢杆菌（B. 

subtilis）B9分别在MRS培养基中30 ℃静置培养24 h，
接种量为 1 OD，培养后 5000 r/min 离心 10 min，无菌

生理盐水洗涤 3 次后备用。 
1.3.2  发酵饲料制备 

发酵饲料制备根据袁春营等[14]的方法稍稍修改。

将浓度均为 2×109 cfu/mL 的坚忍肠球菌 6-24、坚忍肠

球菌B9菌按体积比1:1混合，向混合菌液中加入2 g/L
的红糖后按照体积比 1:80 加入自来水，混合均匀，与

商业饲料（通威股份有限公司，南美白对虾 1 号料），

按照 2:5 的比例搅拌均匀，塑料薄膜密封发酵 24 h，
制成实验饲料。此时发酵前饲料中各菌的浓度均为

1×107 cfu/kg。 
1.3.3  饲养管理 

本研究设置 1 个实验组 T 和 1 个对照组 C，每个

组设置三个水族箱作为平行实验。水族箱规格 600 
mm×500 mm×450 mm，每个水族箱中投放 20 只罗氏

沼虾。 
饲养期间，T 组投喂发酵饲料，C 组投喂普通的
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商业饲料，投饵量为对虾体质量的 1%~3%进行投喂，

每天投喂 2 次，投喂时间为 8:00 和 16:00，饲养时间

为 4 周。饲养期间记录每天饲料摄入量，水温

27~29 ℃，pH 7.5~8，期间连续通氧。 
1.3.4  罗氏沼虾免疫参数分析 

养殖期结束后，每个水族箱取5只虾并根据Ranjit
等[15]的方法进行血淋巴的抽取。对于总血球计数（total 
haemocyte count，THC），将血淋巴按照体积比 1:9 放

在福尔马林溶液中稀释，然后取 20 µL 溶液放在血球

计数板上，使用复合显微镜测量总血球数量。通过以

下公式计算总血细胞计数： 
= 10000THC N n× ×  

式中：N 为中央大方格血细胞的数量；n 为稀释倍数；10000

为 1 mL 里的 THC。 

对于酚氧化酶（phenoloxidase，PO）活力的测定，

将血淋巴与 TBS 溶液按体积比 1:9 混合，将 50 µL 混

合液置于 96 孔板中，加入 50 µL 1 mg/L 的胰蛋白酶

（trypsin）孵育 5 min 后，添加 50 µL 3 mg/mL 的

L-DOPA 到每个孔中，同时添加 100 µL TBS 溶液作为

空白对照。孵育 5 min 后，在 492 nm 处测量形成的多

巴色素。PO 活性通过以下公式计算： 
po 2 1 w=| - |/(0.001 )I A A E×  

式中：Ipo为酚氧化酶活性；|A2-A1|为每分钟在 492 nm 处

的吸光度变化；0.001 代表每分钟使 492 nm 处吸光度上升 0.001

为一个活性单位；Ew为测试混合物中所含血淋巴的体积（mL）。 

对于超氧化歧化酶（superoxide dismutase，SOD）

以及溶菌酶（lysozyme，LZM）活力的测定，参照“1.1.2
实验材料与试剂”中的酶试剂盒说明书进行测定。 
1.3.5  肠道消化酶测定 

每个实验组中取 0.1 g 肠道组织，用 1 mL 0.1 
mol/L 的磷酸盐缓冲液（pH 7.2）匀浆并以 12,000 r/min
离心 5 min 以获得酶粗提液。 

淀粉酶活力参考 Xiao[16]等的方法进行测定，以 1 
mg 蛋白每分钟水解淀粉产生 1 mg 葡萄糖为 1 个酶活

力单位（U）。蛋白酶参考 Zhang 和 Zhang[17]的方法进

行测定，以 1 mg 蛋白每分钟水解干酪素产生 1 µg 酪

氨酸为 1 个酶活力单位（U）。脂肪酶根据 Aryee[18]等

方法进行测定。以 1 mg 蛋白每分钟使 OD 值每上升

0.001 为 1 个酶活力单位（U）。 
1.3.6  罗氏沼虾肠道弧菌的计数 

在无菌条件下提取 0.1 g 的肠道组织，将其浸泡在

2 mL 预冷的 0.1 mol/L 的磷酸盐缓冲液（pH 7.2）中，

4 ℃放置 24 h 后匀浆。匀浆液进行 10-1至 10-6的梯度

稀释后分别涂布在 TCBS 平板上，37 ℃培养 24 h 后

选取适当的稀释度进行计数。 

1.4  数据统计与分析 

每个实验设置 3 个平行。各喂养组数据使用单因素

方差（One-Way ANOVA）分析，若处理有显著差异则

进行多重比较（Tukey's）检验。分析软件为Excel 2016，
实验数据均以“平均值±标准差（Mean±SD）”表示。 

2  结果与讨论 

2.1  乳酸菌抑菌与粘附能力对比 

抑菌效果是水产养殖中益生菌筛选的重要指标之

一[19]。本研究根据 1.2.1 的方法在 MRS 培养基中一共

分离得到 26 株形态、大小不一样的乳酸菌并考察了其

抗菌能力。该研究以对大多数致病菌有抑制作用的多

粘菌素类 B 为对照，将乳酸菌抑菌圈与多粘菌素类 B
（1 mg/mL）产生的抑菌圈作对比，发现其中 12 株对

副溶血弧菌 ATCC17802 具有抑菌活性（图 1），相对

抑菌率在 40%到 70%之间。相对抑菌率 40%，可以理

解为该菌对副溶血弧菌 ATCC17802 的抑菌能力相当

于 0.4 mg/mL 多粘菌素类 B。12 株菌中，4-12、4-1
以及 6-24 相对抑菌率超过 60%，6-24 的相对抑菌活力

最高，达到 68.94%。上述实验结果显示，自罗氏沼虾

肠道内分离的乳酸菌对副溶血弧菌有较好的抑制能

力。沙玉杰[12]的研究也发现，饲喂乳酸菌时凡纳滨对

虾的副溶血弧菌感染率下降 86.86%，这与本实验结果

得以互相印证。Sha 等[20]的研究指出，使用 NaOH 溶

液将乳酸菌发酵上清液中和到 pH 7.0 后，失去了对副

溶血弧菌 ATCC17802 的抑菌活性，推测有机酸质的

产生可能是乳酸菌发挥抑制病原菌生长繁殖的重要原

因之一。 

 
图1 各乳酸菌株对副溶血弧菌ATCC17082的相对抑菌率 

Fig.1 Relative antibacterial activity of LAB to 

V. parahaemolyticus ATCC 17802 

肠道粘液能够为生物体提供所需营养的同时也是

各种微生物粘附肠道的桥梁[21]。益生菌能够与病原菌

竞争粘附位点，从而抑制病原菌的生长与繁殖，因此
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对肠道粘附能力的强弱也成为了益生菌筛选的标准之

一。Sugimura 等[22]曾使用平板计数法来评价菌株对肠

道粘液的粘附性能，并筛选出了一株相对粘附率为

20.15%的棉籽糖乳球菌（Lactococcus raffinolactis）。
本实验结果表明，第一轮筛选获得的 26 株乳酸菌菌株

均具有粘附能力，如表 2~6 所示。26 株乳酸菌菌株中，

14 株菌株粘附能力超过 10%，2 株菌株粘附能力超过

20%。令人欣喜的是，6-24 表现出最高的粘附能力，

黏附能力达到 21.55%，与其优越的抑菌活性十分匹

配。因此，后续对 6-24 开展了进一步鉴定，并研究用

其饲喂罗氏沼虾后，虾体的免疫能力变化情况。 
表1 乳酸菌粘附能力排名（黏附活性从高到低排列） 

Table 1 The adhesive activity of LAB 

序号 菌株编号 粘附活性 

1 6-24 21.55 (±1.05) 

2 6-6 20.44 (±0.95) 

3 6-8 19.85 (±0.59) 

4 4-10 18.86 (±2.0) 

5 6-12 17.62 (±0.96) 

6 6-8 17.46 (±0.32) 

7 6-15 16.83 (±1.11) 

8 4-6 16.95 (±0.86) 

9 4-3 16.33 (±3.03) 

10 4-2 14.50 (±1.50) 

11 6-13 12.20 (±2.54) 

12 6-14 11.68 (±0.69) 

13 6-23 10.53 (±1.79) 

14 2-2 10.28 (±1.35) 

15 4-5 9.15 (±0.74) 

16 6-12 8.38 (±0.27) 

17 6-4 8.12 (±1.465) 

18 6-10 8.07 (±1.84) 

19 4-8 7.88 (±1.62) 

20 6-20 7.34 (±2.00) 

21 6-18 7.22 (±0.57) 

22 2-5 6.88 (±0.41) 

23 4-4 6.72 (±0.34) 

24 6-2 5.37 (±0.50) 

25 6-11 5.25 (±0.33) 

26 4-6 3.35 (±0.47) 

2.2  芽孢杆菌水解酶能力对比 

目前研究报道认为，淀粉酶和木聚糖酶能够分解

水产动物肠道中的碳水化合物，为机体的生长发育提

供能量，蛋白酶则能够水解各种蛋白质和多肽，为机

体提供各种氨基酸，因而高产淀粉酶，蛋白酶等多种

水解酶的芽孢杆菌可以考虑作为益生菌开发。 
表2 候选芽孢杆菌菌株水解酶产酶情况 

Table 2 Hydrolytic enzyme-producing ability of Bacillus 

菌种 淀粉酶 蛋白酶 木聚糖酶

B1 / ++ / 

B2 ++++ / / 

B3 / / / 

B4 ++++ + -/ 

B5 +++ ++ / 
B6 +++ / +++ 

B7 ++++ / / 

B8 ++ +++ / 

B9 +++ ++ +++ 

B10 / ++ ++++ 

B11 / +++ / 

B12 +++ ++ / 

注：如果透明圆与菌株直径的比值 H/C>3，则酶的生产能

力表示为“++++”；如果 H/C>2，则酶的生产能力表示为“+++”；

如果 H/C>1.5，则酶产生能力表示为“++”。如果 H/C<1.5，则酶

产生能力为“+”；如果细菌不生长或没有透明圆圈出现，则表示

没有酶产生，表示为“/”。 

本研究根据1.2.2的方法从NB培养基中分离得到

12 株形态、大小不一的芽孢杆菌，采用平板透明圈观

察法，对的产淀粉酶、木聚糖酶、蛋白酶能力进行了

评价。表 2 显示，自罗氏沼虾肠道中分离出来的 12
株内源芽孢杆菌大多具备水解酶产酶能力，仅有 1 株

不生产淀粉酶、木聚糖酶和蛋白酶中的任何一种。而

产一种酶的有 4 株，产两种水解酶的有 6 株。在 12
株芽孢杆菌中，B9 表现优秀，被检测出能够产 3 种酶，

且三种酶的产酶能力均较其他株表现良好，因此选取

B9，合并乳酸菌 6-24，一同研究他们作为内源益生菌

的免疫和肠道改善能力。 

2.3  候选菌株的鉴定 

基于 6-24 和 B9 的优越性能，本研究对这两株菌

进行了分子生物学和生理生化鉴定。16S rDNA 鉴定

显示，6-24 和 B9 分别相似与 Enterococcus durans 
HCD35-4 和 Bacillus subtilis JCM1465，相似度均为

99.99%，系统发育进化树分析进一步证实了两株菌与

其相近株的同源性，如图 2 所示。进一步结合《常见

细菌系统鉴定手册》对这两株菌进行了生理生化鉴定，

如表 3 所示。鉴定结果表明这两株菌分别为坚忍肠球

菌和枯草芽孢杆菌，因此本研究将两株菌命名为

E.durans 6-24 和 B.subtilis B9。 
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图2 基于16S rDNA进化树发育分析 

Fig.2 Phylogenetic relationship based on 16S rDNA 

表3 各菌株生理生化检测结果 

Table 3 Physiological and biochemical test results of each strain 

项目 
菌株 

项目 
菌株 

6-24 坚忍肠球菌 B9 枯草芽孢杆菌 

革兰氏染色 + + 革兰氏染色 + + 

45 ℃ + + 芽孢观察 + + 

6.5% NaCl + + 淀粉水解 + + 

马尿酸水解 d d 酪蛋白水解 + + 

精氨酸双水解 + + 酶促实验 + + 

V-P 实验 - ND V-P 实验 + + 

核糖 - ND 硝酸盐还原 + + 

D-木糖 - - 柠檬酸还原 + + 

L-鼠李糖 - - 葡萄糖 + + 

蔗糖 - - 麦芽糖 + + 

乳糖 + + 木糖 + + 

棉子糖 - - 阿拉伯糖 + + 

山梨醇 - - 甘露醇 + + 

甘露醇 - - 2% NaCl + + 

   5% NaCl + + 

   7% NaCl + + 

注：+：≥90%菌株阳性；d：21%~79%菌株阳性；-：90%菌株阴性；ND：没有测定。 

2.4  饲料中添加 6-24、B9 对罗氏沼虾非特异

性免疫能力的影响 

罗氏沼虾作为无脊椎动物，机体自身并不具有特

异性免疫，因此先天性免疫系统成为了其对抗病毒以

及病菌的重要屏障。虾的先天性免疫应答主要由总血

球细胞，酚氧化酶原系统（proPO），抗氧化系统以及

溶菌酶四个部分组成。 
酚氧化酶（PO）是酚氧化酶原系统所表达的重要

蛋白，能将酚类物质转化为醌类物质来阻止微生物对

机体的感染。Ranjit 等[15]在饲料里添加不同浓度的枯

草芽孢杆菌后，罗氏沼虾血淋巴中 PO 活性随着菌株

浓度的上升而提高，上升幅度最大达到 46.40%。在本

研究中，图 3a 显示实验组 PO 活性上升 48.24%

（p<0.05），该结果表明 6-24 与 B9 联用，能够有效促

使 PO 活性提高。Sudarat 等[23]研究指出，向南美白对

虾喂养乳酸菌后，PO 活性和与相关免疫基金 LvproPO
的 mRNA 表达量都有显著的上升，说明益生菌可以通

过对酚氧化酶原系统的激活来调节酚氧化酶的活力，

参与到对虾机体免疫防御。 
虾的天然免疫中，病原微生物被免疫细胞吞噬的

过程会通过 NADPH 氧化酶产生大量的活性氧

（ROS），而大量的活性氧会对机体造成伤害，因此超

氧化物歧化酶（SOD）可以中和过量的活性氧以维持

机体的平衡。在本研究中，实验组组 SOD 活性上升

4.42%（p<0.05）（见图 3b），这一结果与汪波[10]的研

究结果一致，反映了 6-24 与 B9 能促进虾体 SOD 的

表达，进而有助于清除虾体内的自由基，使虾体保持

正常的免疫状态。 
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图3 发酵饲料对罗氏沼虾非特异性免疫能力的影响 

Fig.3 Effects of fermented feed on immune parameters of 

M.rosenbergii 

注：a：PO活力；b：SOD活力；c：LZM活力；d：THC。

柱形图上字母不同代表各组之间存在显著性差异（p<0.05）。 

在大多数甲壳类动物中，溶菌酶（LZM）是一类

在血淋巴或血细胞中表达的具有抗菌活性的蛋白质
[24,25]，它是甲壳类动物先天性免疫的重要组成部分。

Dong等[26]研究指出虾在细菌的干预下LZM的表达情

况会有所改变。图 3c 显示实验组 LZM 活力与对照组

相比上升 198.00%（p<0.05），说明 LZM 可被 B9 以及

6-24 所诱导表达。除此之外，总血球细胞数量（THC）
的提高也是 LZM 活力上升的重要原因，总血球细胞

在先天性免疫系统中不仅负责吞噬，包囊以及结节形

成，同时也是某些免疫蛋白质的来源[27]。Daruosh 等[28]

研究指出对南美白对虾喂养枯草芽孢杆菌（Bacillus 
subtilis）和地衣芽孢杆菌（Bacillus lichenformis）后

THC 上升了 12.15%，同时 LZM 活力上升 88.34%。

图 3d 显示实验组的 THC 在喂养了 B9 和 6-24 后相对

于 C 组上升了 96.54%（p<0.05），跟上述结果一致，

说明LZM活性与总血球细胞数量之前存在着相关性。 

2.5  饲料中添加 6-24、B9 对罗氏沼虾肠道消

化酶活力的影响 

 
图4 发酵饲料喂养对罗氏沼虾肠道环境的影响 

Fig.4 Effect of fermented feed on intestinal environment of 

M.rosenbergii 

注：柱形图上字母不同代表各组之间存在显著性差异

（p<0.05）。 

水生动物的生长取决于消化道中各种营养物质的

消化、吸收和转化，这些复杂而多样的过程是通过肠

道中的消化酶进行的。Ye 等[29]发现饲料中添加益生菌

后蛋白酶活力和淀粉酶活力都有增加，但蛋白酶活力

上升 87.53%，较其他水解酶活力增强很多。图 4 所示，

实验组罗氏沼虾肠道中淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶活力

确实比未添加混合益生菌的对照组有显著提高

（p<0.05），多项研究报告也证实混合益生菌的添加显

著提高了虾肠道消化酶的活力[30,31]。与 Ye 的研究结果

一致性非常好的是，经饲喂益生菌后，罗氏沼虾体内

的蛋白酶活力提升了 84.80%。推测枯草芽孢菌 B9 在

落实沼虾肠道内能够进行顺利定植，并产生大量蛋白

酶，从而良好地促进了各种蛋白质和多肽的水解，为

机体提供各种氨基酸养料，这一结果有待进一步后续

验证。 
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2.6  饲料中添加 6-24、B9 对罗氏沼虾肠道可

培养弧菌的影响 

哈氏弧菌、副溶血弧菌以及溶藻弧菌等弧菌属细

菌一直是导致虾发病的主要病原体，它们所引起的疾

病是世界各地养殖鱼，贝类，虾等中的主要流行病，

也是水产养殖中危害最大的细菌性疾病。因此，虾肠

中弧菌的数量是虾体是否健康的重要指标之一。 
4 周后各组肠道中可培养弧菌数量如图 5 所示，T

组肠道中的可培养弧菌数量相对于 C 组下降了

59.76%（p<0.05），张盛静等[9]的研究中发现使用含有

地衣芽孢杆菌的饲料 28 d 后，肠道中 LZM 基因表达

显著上调，肠道中可培养弧菌数量相对于对照组只下

降 4.64%，与本研究结果不完全一致，推测存在以下

两种原因，第一，高粘附性的 6-24 通过粘附位点的竞

争以及分泌有机酸，抑制了弧菌的生长。第二，在喂

养了 6-24 和 B9 后使血淋巴中溶菌酶的表达量上升，

溶菌酶能够使弧菌死亡从而导致肠道内弧菌数量有所

减少。 

 
图5 各处理组肠道中可培养弧菌数量图 

Fig.5 Culturable Vibrio in the intestine of each treatment group  

注：柱形图上字母不同代表各组之间存有显著性差异

（p<0.05）。 

3  结论 

本研究从抑菌试验、粘附性实验和特定水解酶产

酶活力三方面考量，成功地从罗氏沼虾的肠道筛选出

两株内源益生菌，一株是具有高抑菌能力以及高粘附

能力的坚忍肠球菌 6-24，另外一株是具有较好产酶能

力的枯草芽孢杆菌 B9。将两株菌株按 1:1 比例复合添

加到饲料中制备发酵饲料，初步分析知道内源性的坚

忍肠球菌 6-24 和枯草芽孢杆菌 B9 能够有效增强罗氏

沼虾的非特异性免疫能力，以及强化其肠道消化酶酶

活力。据了解，这也是第一次将坚忍肠球菌作为益生

菌对罗氏沼虾进行干预以及开展其对虾的益生功能评

价。本研究结果显示，添加浓度为 1×107 cfu/kg 的坚

忍肠球菌 6-24 与枯草芽孢杆菌 B9 于饲料中，不仅可

以有效提高罗氏沼虾的免疫能力，同时可以改善其肠

道环境，降低肠道弧菌的数量，具有进一步开出虾饲

用益生菌的潜在可能。 
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