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饲料中添加两株乳酸菌及其发酵上清液对凡纳滨对虾消化酶

活性的影响 
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摘要: 为了探讨前期实验获得的益生菌及其发酵上清液对凡纳滨对虾消化功能的影响, 将初始体质量

3.5 g ± 0.06 g 的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)在 30℃± 2℃环境下于水族箱中养殖 4 周。以基础饲

料为对照组, 在基础饲料中分别添加戊糖乳杆菌(Lactobacillus pentosus)HC-2、粪肠球菌(Enterococcus 

faecium)NRW- 2、戊糖乳杆菌 HC-2 的发酵上清液, 最终每克基础饲料中含有 1.0×107 CFU 益生菌或此

菌量所对应的发酵上清液, 共配制 3 组实验饲料。实验结果如下: 与对照组相比, 各实验组对虾肠道中

蛋白酶活力显著提高(P<0.05), 但肝胰腺中蛋白酶活力无显著差异; 添加 NRW-2 的实验组与对照组相

比, 肠道和肝胰腺中淀粉酶和脂肪酶活力均显著提高(P<0.05), HC-2 组对虾肝胰腺中淀粉酶及肠道中

脂肪酶的活力显著提高(P<0.05), 而 HC-2 发酵上清液的添加仅显著提高了对虾肠道蛋白酶和淀粉酶的

活性。结果表明饲料中添加 NRW-2、HC-2 及其发酵上清液可以提高凡纳滨对虾肠道及肝胰腺中消化

酶的活力, 但在不同组织中提高消化酶活性的种类是不同的, 为水产养殖安全投入品的开发及乳酸菌

在水产养殖中的推广应用提供一定的科学依据。  
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei), 原产于南

美洲太平洋沿岸 , 因其具有生长周期短、抗病力

强、对水环境适应力强等优点 , 在中国得到了迅速

推广 [1]。然而在对虾养殖中, 由于病害泛滥给对虾

养殖业造成了巨大损失 [2]。但是目前尚无有效的治

疗措施 , 主要以预防为主 , 其中采用益生菌提高对

虾的生理健康水平和清洁养殖环境已成为预防病

害的重要措施。 

益生菌是一类对宿主有益的活性微生物, 其对

水产动物有诸多有利影响, 如拮抗病原菌、与病原菌

竞争粘附位点和营养以及提高宿主免疫力等[3-4]。乳

酸菌是一种被广泛应用的益生菌, 其在畜禽养殖的

研究应用较多, 研究表明其可以增强畜禽的免疫力、

调节肠道微生物菌群平衡、分泌抑菌物质如乙酸、

乳酸和细菌素及提高畜禽的成活率和日增重等[5-12]。

近年来, 乳酸菌如短乳杆菌(Lactobacillus breris)、嗜

酸乳杆菌 (Lactobacillus acidophilus)及植物乳杆菌

(Lactobacillus plantarum)等也被广泛的应用于水产

中以提高水产动物的免疫机能及生长性能[13]。但这

些菌株大部分来自于畜禽, 考虑到水陆两类动物生

活习性的迥然差异, 作者自水产动物中分离得到两

株乳酸菌: 戊糖乳杆菌(Lactobacillus pentosus)和粪

肠球菌(Enterococcus faecium), 前期实验结果说明两

株菌具有促进对虾生长的作用。 

本实验研究了饲料中添加水生动物来源的粪肠

球菌、戊糖乳杆菌及其发酵上清液对凡纳滨对虾消

化酶活性的影响, 探讨了益生菌及其代谢产物对凡

纳滨对虾消化酶的调节作用, 以期为水产养殖安全

投入品的开发及乳酸菌在水产养殖中的推广应用提

供一定的科学依据。 
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1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验菌株 : 粪肠球菌 NRW-2 和戊糖乳杆菌

HC-2 均分离自健康的矛尾刺虾虎鱼(Acanthogobius 

hasta), 预研究发现 NRW-2 对凡纳滨对虾肠道粗黏

液具有较好的黏附性 , 而 HC-2 对副溶血弧菌

ATCC17802 具有较强的抑菌活性。两株菌分别接种

于 MRS液体培养基在 37℃条件下静置培养 24 h后, 

对发酵液进行离心(12 000 r/min, 10 min), 保留 HC-2

上清液备用, 菌体用无菌海水洗涤 3 次后重悬于无

菌海水中备用。 

健康的凡纳滨对虾由青岛瑞兹海珍品发展有

限公司提供 , 1 200 只对虾平均分配于 12 个水族箱

(640 L/个)暂养驯化 1周, 暂养期间每天饲喂 3次基

础日粮。所有对虾均饲养于海水中(盐度 30), 温度为

(30 ± 2)℃, 持续通气, 每天日换水量为 60%。饲料每

日投喂量为对虾体质量的 10%, 投喂时间分别为 7: 00, 

11: 00 和 19: 00, 投喂量分别占每日投喂量的 35%, 

20% 和 45%。驯化期(7 d)结束后, 每个水族箱中凡

纳滨对虾的平均体质量约为 3.5 g。 

基础饲料为烟台大乐饲料有限公司生产的南美

白对虾饲料 1#料, 粗蛋白 42%, 粗脂肪 7%, 灰分

15%, 水分 11%。 

1.2  实验设计 

将 12个水族箱随机分成 4组(3个实验组, 1个对

照组), 每组 3个重复, 每个重复 90只虾。实验组 1: 

基础饲料中含有戊糖乳杆菌活菌(1×107 CFU/g 饲料); 

实验组 2: 对虾投喂的基础饲料中含有粪肠球菌活

菌(1×107 CFU/g饲料); 实验组 3: 对虾投喂的饲料中

含有戊糖乳杆菌的上清液 (对应每克饲料中含有

1×107 CFU 戊糖乳杆菌上清液的量); 对照组只投喂

基础饲料。养殖周期为 4 周。饲养条件与驯化时期

一致。 

1.3  样品处理 

实验结束后, 自 12个水族箱中分别随机选取 20

只对虾, 用 75%酒精对其表面消毒后进行解剖, 分

别取其肝胰腺和肠道, 去除肠道的内容物并且在滤

纸上将表面的水分吸干, 每个样品均为 20 只对虾的

混样, 所有操作均在冰浴中进行。 

分别称取 1 g 肠道及肝胰腺样品置于预冷的匀

浆器, 并加入 4 倍体积预冷的磷酸缓冲液(pH7.4)匀

浆, 随后 12 000 r/min、4℃离心 10 min, 留上清, 4℃

储存, 样品在 24 h之内测定, 每组样品 3个平行。 

1.4  消化酶测定 

蛋白酶活力测定采用 Rathore[14]的方法进行, 在

此条件下水解底物偶氮酪蛋白, 将每分钟 OD 值增

加 0.001所需的酶量定义为一个酶活单位。 

淀粉酶活力测定参照黄凯等[15]的淀粉酶测定方

法。在 25℃下, 每分钟每毫升淀粉酶将可溶性淀粉

降解成麦芽糖, 麦芽糖含量每升高 1 µg作为 1 个酶

活单位。 

脂肪酶活力测定参照 Aryee 等 [16]的方法进行 , 

在 25℃条件下, 催化对硝基苯酚每分钟 OD 值增加

0.01所需酶量定义为一个酶活单位。 

各种酶活力以比活力进行表示, 即每毫克可溶

性蛋白所含酶活单位数(U/mg)。蛋白质浓度采用考

马斯亮蓝 G-250法测定。 

1.5  数据分析 

所有数据由 SPSS 17.0 软件进行单因素方差和

LSD多重比较分析, 显著水平 P值采用 0.05。 

2  结果 

2.1  饲料中添加 NRW-2、HC-2 及其发酵

上清液对凡纳滨对虾蛋白酶活力的影响 

实验结果表明 , 与对照组相比 , 饲料中添加

NRW-2、HC-2及其发酵上清液显著提高了凡纳滨对

虾肠道中蛋白酶的活力, 其中 NRW-2 处理组的蛋

白酶活力最高 , 并且显著高于其他两个处理组

(P<0.05); 凡纳滨对虾肝胰腺中蛋白酶活力在 3 个

处理组中虽然有不同程度的提高, 但与对照组相比

差异不显著, 并且 3 个处理组之间也没有显著差异

(图 1)。 

2.2  饲料中添加 NRW-2、HC-2 及其发酵

上清液对凡纳滨对虾淀粉酶活力的影响 

由图 2 可见, HC-2(S)处理组与对照组相比, 其

对虾肠道中淀粉酶活力显著提高(P < 0.05), 但是与

NRW-2 处理组相比没有显著差异 , 并且 HC-2 及

NRW-2 处理组对凡纳滨对虾肠道淀粉酶活性的影响

与对照组相比均不显著 ; 与对照组相比 , HC-2 和

NRW-2 处理组对虾肝胰腺中淀粉酶活力显著提高

(P<0.05), 而 HC-2(S)处理组对虾肝胰腺中淀粉酶活

力与对照组相比差异不显著。 
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图 1  饲料中添加 NRW-2、HC-2 及其发酵上清液对凡纳

滨对虾肠道和肝胰腺蛋白酶活力的影响 

Fig. 1  Effects of probiotics and the corresponding super-
natant on protease activities in the intestine and 
hepatopancreas of Litopenaeus vannamei 

HC-2. 戊糖乳杆菌 HC-2; NRW-2. 粪肠球菌 NRW-2; HC-2(S). 戊糖

乳杆菌 HC-2上清液 

HC-2, NRW-2, and HC-2(S) represent Lactobacillus pentosus HC-2, 
Enterococcus faecium NRW-2, and the supernatant of L. pentosus 
HC-2, respectively 

 

图 2  饲料中添加 NRW-2、HC-2 及其发酵上清液对凡纳

滨对虾肠道和肝胰腺淀粉酶活力的影响 

Fig. 2  Effects of probiotics and the corresponding super-
natant on amylase activities in the intestine and 
hepatopancreas of Litopenaeus vannamei 

 

2.3  饲料中添加 NRW-2、HC-2 及其发酵

上清液对凡纳滨对虾脂肪酶活力的影响 

由图 3可见, HC-2处理组与 NRW-2处理组对虾

肠道脂肪酶的活性显著高于对照组(P<0.05), 其中

HC-2 处理组的脂肪酶活力最高且显著高于 NRW-2

处理组, 而 HC-2(S)处理组与对照组相比反而抑制了

凡纳滨对虾肠道中脂肪酶活力; NRW-2 处理组与对

照组相比对虾肝胰腺脂肪酶活力显著提高(P<0.05), 

HC-2 处理组和 HC-2(S)处理组与对照组相比虽然提

高了脂肪酶活力, 但差异不显著。 

 

图 3  饲料中添加 NRW-2、HC-2 及其发酵上清液对凡纳

滨对虾肠道和肝胰腺脂肪酶活力的影响 

Fig. 3  Effects of probiotics and the corresponding super-
natant on lipase activities in the intestine and hepa-
topancreas of Litopenaeus vannamei 

3  讨论 

消化酶(蛋白酶、淀粉酶和脂肪酶等)在营养物质

分解中发挥着重要作用。蛋白酶是水解蛋白质肽链

一类酶的总称, 可以将蛋白质分解为利于机体吸收

的氨基酸; 淀粉酶和脂肪酶则分别降解碳水化合物

和脂肪, 最终生成的单体及能量供给机体生长及发

育。动物的消化器官对饲料组成具有较高的敏感性, 

进而调节体内消化酶的活性, 最终影响动物的生理

状态[17-18]。 

本实验中, NRW-2和 HC-2的添加显著提高了凡

纳滨对虾肠道中蛋白酶和脂肪酶活力, 但均未显著

提高淀粉酶活力, 其中 HC-2的添加对淀粉酶活力反

而出现了一定的抑制作用。Ye等[19]发现饲料中添加

益生菌或者益生元可以增强肠道中蛋白酶和淀粉酶

的活性 , 其中对蛋白酶的作用优于淀粉酶 , 而王彦

波等[20]的研究报告证实复合益生菌的添加显著提高

了凡纳滨对虾肠道中蛋白酶、淀粉酶和脂肪酶的活

力 , 与本实验的结果不完全一致 , 这可能是由于所

采用的菌株种类与搭配不同所致。动物肠道中消化

酶的活性受到诸多因素的影响, 如温度、盐度、pH

及肠道菌群等[21]。细菌具有分泌一系列胞外酶的特

性, 乳酸菌也不例外 [22], 但经过预实验本实验所用

的粪肠球菌 NRW-2 和戊糖乳杆菌 HC-2 均无分泌可

检测到的淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶, 因此本实验中的

实验结果可能与粪肠球菌和戊糖乳杆菌的加入影响

了对虾肠道的 pH 或原肠道菌群中参与分泌消化酶
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及影响消化酶活性的微生物有关, 但是此猜测还需

要实验的进一步验证。 

肝胰腺作为对虾消化系统中的重要器官, 是众

多生物大分子的主要合成场所, 在对虾代谢上发挥

着重要作用[23]。本实验中 HC-2处理组显著提高了对

虾肝胰腺中淀粉酶活力, 而 NRW-2 处理组显著提高

了对虾肝胰腺中淀粉酶和脂肪酶活力, 但两者均未

显著提高蛋白酶活力, 此结果与 Sun 等[24]研究的结

果截然相反, 其研究显示乳酸菌的加入显著提高了

斜带石斑鱼(Epinephelus coioides)肝胰腺中蛋白酶活

力, 但对肝胰腺中淀粉酶和脂肪酶活力没有显著差

异, 并且 Liu等[25]研究结果显示, 饲料中芽孢杆菌的

添加也没有显著提高凡纳滨对虾肝胰腺中蛋白酶活

力, 甚至随着菌量的增加而出现不同程度的抑制作

用。这说明益生菌对机体消化酶活性的影响是各异

的 , 与菌种本身表面成分及代谢有关 , 同样也与水

生动物有关, 如食性、环境条件、个体发育的不同阶

段[26]及机体自身代谢需求等。 

由于戊糖乳杆菌 HC-2具有较强的抑菌作用, 本

实验将其活菌与发酵液分离后分别探讨它们的添加

对凡纳滨对虾消化酶活性的影响。结果表明戊糖乳

杆菌 HC-2 上清液的添加提高了凡纳滨对虾肠道中

蛋白酶和淀粉酶活力, 对肠道中脂肪酶和肝胰腺中

蛋白酶、淀粉酶和脂肪酶活力均没有显著差异; 而戊

糖乳杆菌 HC-2 菌体的添加显著提高了凡纳滨对虾

肠道及肝胰腺中 3种消化酶活力; 此外, 前期实验显

示戊糖乳杆菌 HC-2 菌体的添加显著提高了凡纳滨

对虾的特定生长率, 而 HC-2菌株发酵上清液实验组

的特定生长率低于对照组(P>0.05), 因此推测益生菌

菌体在此菌量的情况下对机体的益生效果或许优于

其发酵上清液。本实验就水生动物来源的两株乳酸

菌及其发酵上清液对凡纳滨对虾消化酶活性影响的

探讨, 期望为水产养殖安全投入品的开发及乳酸菌

在水产养殖的推广应用提供一定的科学依据。 
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Abstract: To investigate the effects of probiotics and the corresponding supernatants on the activities of digestive 

enzymes in Litopenaeus vannamei, several groups of L. vannamei (approximately 3.5 g) were reared at a tempera-

ture of 30 ± 2°C in an aquaria for 4 weeks. The following four trials (three treated and one control) were conducted: 

T1, shrimp fed with a commercial diet + strain Lactobacillus pentosus HC-2 (1×107CFU/g feed); T2, shrimp fed 

with a commercial diet + strain Enterococcus faecium NRW-2 (1×107-CFU/g feed); T3, shrimp fed with a commer-

cial diet + the supernatant of strain L. pentosus HC-2 (the corresponding supernatant of 1×107CFU/g feed of L. 

pentosus HC-2); and T4, shrimp fed with a commercial diet alone as a control. The results demonstrated that the 

protease activities were significantly (P<0.05) increased in the intestines of three treatment groups compared with 

those in the control group, but they were not significantly increased in the hepatopancreas. The amylase and lipase 

activities were significantly (P<0.05) increased in the intestines and hepatopancreas of shrimp fed with E. faecium 

NRW-2 compared with those in the control group. The amylase and lipase activities were significantly (P<0.05) 

increased in the hepatopancreas and intestines, respectively, in the group of shrimp fed with L. pentosus HC-2, 

whereas the protease and amylase activities were just increased significantly in the intestines of shrimp fed with the 

supernatant of L. pentosus HC-2. This study suggested that the activities of digestive enzymes in L. vannamei can 

increase by NRW-2, HC-2, and the corresponding supernatant but vary in different tissues. These results provide a 

solid foundation for the application of probiotics in aquaculture. 
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