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凡纳滨对虾肠道铁载体高产菌株筛选与 

饲料添加应用效果的研究* 

何晶晶  潘鲁青①  张国桃  陈元靖 
(中国海洋大学海水养殖教育部重点实验室  山东  青岛  266003) 

摘要    本研究筛选了凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)肠道铁载体高产菌株，并探究了饲料中添

加铁载体高产菌株对凡纳滨对虾的生理功效。结果显示，从凡纳滨对虾肠道中筛选出一株铁载体产

量高达 74.87%的菌株 SDVGH3，经鉴定属于泛菌属(Pantoea sp.)，产生的铁载体属于异羟肟酸型，

该菌株无溶血性，对大部分抗生素敏感；优化了该菌株铁载体产量的培养条件：最适温度为 28℃，

pH 为 7.5，盐度为 0，装液量为 10 mL，Fe3+浓度为 0.01 mmol/L；采用滤纸片扩散法检测了菌株抑

制病原菌的特性，显示能抑制 5 种凡纳滨对虾致病菌。通过在饲料中添加 SDVGH3 菌液，凡纳滨

对虾增重率和饲料利用率明显升高，血细胞数量、吞噬率和血浆酚氧化酶、抗菌活性均有不同程度

的升高，副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)攻毒后，实验组的死亡率显著低于对照组，1010 CFU/g

实验组的死亡率最低，为 61.4%；添加 107 CFU/g SDVGH3 菌液处理组，凡纳滨对虾肠道菌群多样

性显著提高，弧菌属(Vibrio sp.)在肠道菌群中所占比例明显下降。研究表明，铁载体高产菌株

SDVGH3 能明显促进凡纳滨对虾生长、免疫防御能力，增强肠道菌群健康，具有应用于水产养殖

中的潜力。 
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随着对虾养殖业的迅猛发展，日益突出的病害问

题已成为对虾绿色健康养殖发展的瓶颈问题(孟现尧

等, 2020)。目前，对虾病害主要通过应用抗生素达到

防治的目标，但抗生素的残留、病原菌抗药性的产生，

已经引起国内外学者的广泛关注(Yu et al, 2020)。

2019 年 12 月，农业农村部发布 194 号公告，自 2020 年

1 月 1 日起，我国饲料中全面禁止添加抗生素，全面

推行无抗养殖，因此，寻找抗生素的有效替代品迫在

眉睫。益生菌作为饲料添加剂受到广泛的关注(敬昭

等, 2020; 樊英等, 2021)，研究表明，肠道微生物在宿

主的消化、免疫和发育等过程中发挥着不可或缺的作

用(Rooks, 2016)，在饲料中添加益生菌，具有促进凡

纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)生长、增强免疫、调

节肠道菌群的功效和防治病害的作用 (练小军等 , 

2020; 杨运楷等, 2020)。肠道微生物菌群量大、功能

丰富，是获得益生菌的重要来源之一，肠道益生菌的

筛选已经成为水产养殖研究的热点(邵迎春等, 2018; 

崔静等, 2016)，但关于铁载体益生菌筛选的研究很少。 
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铁载体益生菌是一类在缺铁条件下，通过产生更

高亲和力的铁载体与致病菌竞争铁元素达到抑菌效

果 的 益 生 菌 。 吕 艳 (2003) 从 斑 节 对 虾 (Penaeus 

monodon)幼体中分离了一株铁载体高产菌株橙色交

替单胞菌(Alteromonas aurantia) PB1，不仅对哈维氏

弧菌(Vibrio harveyi)和鳗弧菌(Vibrio anguillarum)有

拮抗作用，也能明显抑制中华绒螯蟹 (Eriocheir 

sinensis) 的 病 原 菌 毛 霉 亮 发 菌 (Leucothrix mucor) 

HL-1。李俊峰等(2007)将实验室保存的产铁载体的橙

色交替单胞菌 A18 菌株经过诱变获得了一株高产铁

载体的有益菌株 J61321，所产铁载体可抑制鱼类病原

菌鳗弧菌的生长。本研究从凡纳滨对虾肠道分离鉴定

了铁载体高产菌株 SDVGH3，分析其对病原菌的拮抗

效应，探究在饲料中添加 SDVGH3 菌株对凡纳滨对

虾生理功效的影响，旨在为对虾肠道益生菌筛选与病

害防治提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

于山东省东营市东营区渔业示范区养殖池塘选

取凡纳滨对虾，从其肠道中筛选铁载体高产菌株。益

菌饲料添加实验的凡纳滨对虾购自山东省日照市海

贝尔对虾养殖场，在实验室暂养 7 d，日投饵 3 次，

日投喂量为对虾体重的 5%，日换水量为 1/3，连续充

气，暂养条件：温度为 23~25℃，盐度为 29，pH 为

7.8~8.2，含氧量为 5.6~6.2 mg/L。 

1.2  凡纳滨对虾肠道铁载体高产菌株的筛选与鉴定 

1.2.1  凡纳滨对虾肠道铁载体高产菌株的筛选    在

无菌条件下，将肠道放入无菌均质器中，在冰浴中研

磨获得均一的菌悬液，用无菌生理盐水梯度稀释，浓

度为 10–6~10–1，然后进行涂布。待菌落出现，挑取不

同的菌落采取 Z 字划线法进行纯化、保种。采用 CAS 

(Chrome Azurol S) Agar 平板方法对铁载体高产菌株

的进行初筛，该方法只能粗略地表明待测菌株能否产

生铁载体，铁载体产量需要通过 CAS 检测液定量法

来检测，铁载体产量的测定参照 Yoshida 等(2002)的

方法，并参考田方等(2008)的方法检测铁载体类型：

分别通过 Csáky、Arnow 和 Shenker 方法检测异羟肟

酸型、儿茶酚型、羧酸盐型铁载体。 

1.2.2  铁载体高产菌株 SDVGH3 的鉴定     将

SDVGH3 菌悬液 KMB 固体培养基上划线，静置 28℃

培养，待长出单菌落后，用肉眼观察菌落大小、形状、

颜色和透明度等特征。根据《伯杰氏细菌鉴定手册》

和《常见细菌系统鉴定手册》进行生理生化检测。参

考闫法军(2010)水煮法提取细菌基因组 DNA，PCR

扩增 16S rDNA 部分片段。扩增 16S rDNA 序列所使

用的引物为细菌通用引物：27F：5′-AGAGTTTGATC 

CTGGCTCAG-3′和 1492R：5′-TACGGCTACCTTGTT 

ACGACTT-3′。PCR 扩增产物送交生工生物(上海)股

份有限公司测序。将测序结果在 NCBI 网站进行

BLAST 比对分析，选取同源性最高的序列进行多重

序列比较，使用 MEGA7 软件构建系统发育树。 

1.2.3  铁载体高产菌株 SDVGH3 的安全性评估    将

过夜培养的待测菌株接种于血平板上，于 28℃恒温培

养 24 h 后观察菌株的溶血能力，若菌落周围出现溶

血圈，则表明该细菌具有溶血能力。采用纸片琼脂扩

散法测定菌株的药敏性，取 0.1 mL 待测菌悬液均匀

涂布于 MHA 琼脂培养基，将抗生素药敏纸片贴于培

养基表面，于 28℃恒温培养箱中培养，测定药敏圈

的直径。 

1.3  铁载体高产菌株 SDVGH3 的抑菌活性 

采用大孔径树脂吸附法提取铁载体粗品。首先，

将乙酸和乙醇处理过的 XAD-2 大孔径树脂加入制备

好的铁载体上清液中，在 20℃、120 r/min 条件下震

荡过夜，然后，用体积比为 1︰1 的甲醇以每秒 1 滴

的流速洗脱，将上述的洗脱液在 50℃、50 r/min 条件

下旋转蒸发除去甲醇和水，加 5 mL 超纯水于球形烧

瓶中溶解铁载体，用 0.22 μm 的膜过滤以除去细菌，

于 4℃保存。采用滤纸片扩散法测定铁载体高产菌株

的抑制病原菌的活性：将 100 μL 病原菌[副溶血弧菌、

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、溶藻弧菌

(Vibrio alginolyticus)、大肠杆菌(Escherichia coli)、鳗

弧 菌 (Vibrio anguillarum) 和 哈 维 氏 弧 菌 (Vibrio 

harveyi)]溶液均匀涂布在 2216E 板上，将空白无菌滤

纸片浸泡于铁载体水溶液中 4℃过夜，使其充分吸收

铁载体，将该滤纸片置于涂有病原菌的固体培养基

上，28℃静置培养 24~48 h，观察是否产生抑菌圈。 

1.4  铁载体高产菌株 SDVGH3 培养条件的优化 

经预实验可知，铁载体高产菌株 SDVGH3 在 48 h

达到对数稳定期。实验优化的培养条件为温度、pH、

盐度、通气量和 Fe3+浓度，每个处理组 3 个重复，实

验前，将各菌株在 28℃、160 r/min 条件下活化 24 h，

以 1%的比例分别接种到 KMB 液体培养基中。除去

实验设定的因子外，其他的实验条件：温度为 28℃，

pH 为 7.5，盐度为 0，转速为 160 r/min。各因子设置

梯度：温度为 24℃、28℃、32℃和 36℃，pH 为 4.5、
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6.0、7.5 和 9.0，盐度为 0、10、20 和 30；在 50 mL

三角瓶中的装液量为 10、20、30 和 40 mL 的液体培

养基。培养基中的 Fe3+ 由 FeCl3 溶液提供，用

0.01 mol/L HCl 溶液配制 16.7 mmol/L 的 FeCl3 储备

液，使用时用 0.01 nmol/L HCl 稀释成不同浓度 FeCl3

溶液，Fe3+浓度设置为 0.01、0.1、1、10 mmol/L。在

特定培养条件下震荡培养 72 h，每隔 12 h 取 1 次培

养液，采用 CAS 法定量检测铁载体的产量，以铁载

体产量为纵坐标，菌株培养时间为横坐标绘制铁载

体产量曲线，从而获得铁载体产量最高的培养条件。 

1.5  饲料中添加铁载体高产菌株的实验设置 

凡纳滨对虾在实验室暂养 7 d 后，挑取肢体完整、

活力强的对虾[(2.0±0.1) g]。基础饲料为商业对虾饲料 
 

表 1  实验饲料配方 
Tab.1  Experimental feed formula 

原料 Ingredient 含量 Content/% 

鱼粉 Fish meal 35.00 

花生粕 Peanut meal 5.00 

豆粕 Soybean meal 17.00 

小麦粉 Wheat flour 30.00 

鱿鱼膏 Squid liver 2.00 

虾膏 Shrimp paste 1.00 

虾壳粉 Shrimp shell meal 0.50 

鱼油 Fish oil 2.00 

磷脂油 Phosphatidic oil 4.00 

磷酸二氢钙 Ca(H2PO4)2 1.50 

矿物质预混料 Mineral premixa 1.50 

维生素预混料 Vitamin premixb 0.50 

营养水平 Nutrient level  

粗蛋白质 Crude protein 43.30 

粗脂肪 Crude fat 5.40 

粗纤维 Crude fiber 4.70 

粗灰分 Ash 15.80 

水分 Moisture 11.50 

注：a：每千克维生素预混料含：VA，4 000 000 IU；

VB1，5 g；VB2，15 g；VB6，8 g；VB12，40 g；VD3，2 000 000 IU；

VE，30 g；VK3，10 g；泛酸钙，25 g；叶酸，2.5 g；生物

素，0.08 g；烟酸，30 g；肌醇，150 g。 

b：每千克矿物质预混料含：MgSO4·H2O, 12 g; KCl, 
90 g; Met-Cu, 3 g; Met-Co, 0.16 g; FeSO4·H2O, 1 g; 
ZnSO4·H2O, 10 g; Ca(IO3)2, 0.06 g; NaSeO3, 0.003 5 g。 

Note: a: Vitamin premix per kilogram contains: VA, 
4 000 000 IU; VB1, 5 g; VB2, 15 g; VB6, 8 g; VB12, 40 g; VD3, 
2 000 000 IU; VE, 30 g; VK3, 10 g; Calcium pantothenate, 25 g; 
Folic acid, 2.5 g; Biotin, 0.08 g; Niacin, 30 g; Inositol, 150 g. 

b: Content of mineral premix per kilogram: MgSO4·H2O, 
12 g; KCl, 90 g; Met-Cu, 3 g; Met-Co, 0.16 g; FeSO4·H2O, 
1 g; ZnSO4·H2O, 10 g; Ca(IO3)2, 0.06 g; NaSeO3, 0.003 5 g. 

(宁波天邦有限公司)，饲料配方见表 1。将基础饲料

作为对照组，基础饲料中以料液比 5︰0.001 和 5︰1 

(W/g︰V/mL)添加 SDVGH3 菌液作为实验组 Fe1、

Fe2，Fe1、Fe2 组的最终添加浓度分别为 1×107、

1×1010 CFU/g，在室温下浸润 10 h。养殖周期为 42 d，

养殖条件与暂养条件一致，取样时间为 0、21 和 42 d。 

42 d 养殖实验结束后进行攻毒实验，所用副溶血

弧菌(Vibrio parahaemolyticus)由中国海洋大学水产动

物环境生理实验室提供。首先，通过预实验确定副溶

血弧菌对凡纳滨对虾的半致死浓度为 1×108 CFU/mL，

用对虾生理盐水将副溶血弧菌稀释至半致死浓度，实

验组用无菌注射器于每尾虾第 3 与第 4 腹节连接处注

射 40 μL 的副溶血弧菌悬液，空白对照组每尾虾注射

40 μL 对虾生理盐水，攻毒后各组分别继续投喂相应的

饲料，注射结束后，连续观察 7 d，记录对虾死亡数量。 

1.6  样品制备 

血淋巴的取样根据 Chand 等(2006)的方法进行。

采用注射器预先吸取 1 mL 抗凝剂，按 1︰1 的比例从

对虾腹血窦抽取血淋巴。一部分血淋巴样品用于血细胞

计数和吞噬率的测定，剩余部分样品 800×g 离心，上

清液于–80℃保存，用于血浆酚氧化酶活性和抗菌活

性的测定。将抽完血的对虾解剖获得其肝胰腺和肠

道，分别放入已灭菌的研钵中，加入液氮，将其研磨

至粉末状后，称量、分装到冻存管中。移入电动匀浆

器内，加入 1 mL超纯水匀浆多次直到形成均一的溶液，

在 4℃、10 000 r/min 条件下离心 30 min，取上清液，

保存于–80℃冰箱。 

1.7  实验指标的测定 

1.7.1  生长指标的测定    测量各组对虾的初始体

重和实验结束时的体重，计算各组对虾的特定生长率

(SGR)和体重增长率(WGR)；统计各实验组凡纳滨对

虾的饲料投喂量，计算饲料转化率(FCR)。对虾 SGR、

FCR 和 WGR 计算公式如下： 
SGR=[(lnWf–lnWi)/T]×100% 

FCR=Wt/(Wf–Wi) 
WGR(%)=100×(Wf–Wi)/Wi 

式中，Wf、Wi 分别表示平均终体质量(g)、平均初体

质量(g)；T 表示饲养时间(d)；Wt 表示实验期间投入

饲料量(g)。 

1.7.2  对虾体成分的测定    对虾体成分分析参照

HELRICH 等(1990)的方法。水分测定采用烘干(105℃)

失重法；粗蛋白含量测定采用半微量凯氏定氮法

(N×6.25)；粗脂肪含量测定采用索氏抽提法；粗灰分

含量测定采用马福炉灰化法(550℃, 12 h)。 
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1.7.3  消化酶活性的测定    参考 Zhang 等(2021)

测定消化酶的方法，测定凡纳滨对虾肠道和肝胰腺蛋

白酶、淀粉酶和脂肪酶活性，采用福林酚法测定蛋白

酶活性，3,5-二硝基水杨酸法测定淀粉酶活性，脂肪

酶活性的测定基于脂肪酸与铜离子反应的蓝铬络合

物的含量，蛋白含量测定采用考马斯亮蓝法。酶的活

性以比活力表示，即活性单位每毫克蛋白。 

1.7.4  免疫指标的测定    血细胞数量的测定采用

血球板计数，吞噬率的测定参照 Feng 等(2010)的方

法，抗菌活性采用 Hultmark 等(1980)的方法，用分光

光度法测定血浆中的酚氧化酶(PO)活性。 

1.7.5  肠道微生物多样性的测定    对所有样本进

行肠道菌群 DNA 提取和检测。然后，将所有样本送

至上海美吉生物医药科技有限公司进行分析。使用引

物 338F (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3')和 806R 

(5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3')，对细菌 16S 

rRNA 基因的 V4~V5 区域进行扩增和测序。测序文库

由 TruSeq®DNA PCR-Free 样品制备生成工具包(美国

Illumina 公司)。文库质量在 Qubit®2.0 上进行评估，

荧光计(Thermo Scientific)和安捷伦生物分析仪 2100

系 统 ， 并 通 过 实 时 荧 光 定 量 PCR (Quantitative 

Real-time PCR, q-PCR)进行定量。最后，对文库进行

测序。 

1.8  数据处理 

所有实验数据采用 SPSS 22.0 软件进行分析。实

验结果以 3 个平行组的数据的平均值 ±标准差

(Mean±SD)表示，并采用单因素方差分析 (one-way 

ANOVA)和 Duncan 检验法进行统计分析，P<0.05 代表

差异显著。 

2  结果 

2.1  铁载体高产菌株的筛选与鉴定 

从凡纳滨对虾的肠道分离出的 106 株菌中筛选

出 24 株产生铁载体晕圈的菌株(图 1a)，其中，菌株

SDVGH3 的铁载体产量最高，高达 74.87%，属于异

羟肟酸型。SDVGH3 的菌落特征为乳黄色、突出、圆

形、潮湿、光滑，直杆状细胞，革兰氏阴性和兼性厌

氧菌。对菌株 SDVGH3 的扩增序列在 NCBI 数据库

中进行 BLAST 比对，结果显示，与泛菌属(Pantoea sp.) 

菌株 F6-PCAj-T3P21 (GenBank: JN853256.1)的相似

度为 98.19%。并将菌株 SDVGH3 的 16S rRNA 部分

基因序列存入 GenBank (登录号 MZ322505)。在

GenBank 中挑选与分离菌株相似的 8 株菌的 16S 

rRNA 基因序列，通过 MEGA 7.1 软件构建系统发育

树(图 2)。菌株 SDVGH3 的生理生化特性见表 2，

SDVGH3 过氧化氢酶和葡萄糖氧化发酵实验呈阳性，

但氧化酶、吲哚、甲基红和脲酶实验呈阴性。结合生

理生化和 16S rRNA 分析结果，初步鉴定 SDVGH3

为泛菌属。血平板上的菌落周围无透明圈(图 1b)，表

明该菌株无溶血性，具有应用于水产养殖中的潜力。

菌株 SDVGH3 对恩诺沙星、多西环素、磺胺异恶唑

和磷霉素 4 种抗生素具有耐药性，对 6 种抗生素敏感，

对其他 12 种抗生素高度敏感(图 1c)。 

2.2  铁载体高产菌株 SDVGH3 的抑菌活性 

 菌株 SDVGH3 的抑菌效果见图 1d。该铁载体对

大肠杆菌无抑制作用，对 5 种病原菌的抑制程度由强

到弱依次为：副溶血弧菌>哈维氏弧菌>鳗弧菌>金黄

色葡萄球菌>溶藻弧菌。  
 

 
 

图 1  菌株 SDVGH3 特性 
Fig.1  Characteristics of strain SDVGH3 

a：铁载体晕圈；b：溶血实验；c：药敏试验；d：抑菌效果 
a: Siderophore halo pattern; b: Hemolysis test; c: Drug sensitivity test; d: Pathogen inhibition 

 

2.3  铁载体高产菌株 SDVGH3 培养条件的优化 

不同的培养条件对菌株 SDVGH3 铁载体产量的

影响见图 3。由图 3 可知，铁载体高产菌株 SDVGH3 

培养 60 h 的铁载体产量达到最高。其最适培养条件：

温度为 28℃，pH 为 7.5，盐度为 0，装液量为 10 mL，

Fe3+浓度为 0.01 mmol/L。 
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表 2  菌株 SDVGH3 的生理生化特性 
Tab.2  Physiological and biochemical characteristics  

of the SDVGH3 strains 

项目 Items SDVGH3

革兰氏染色 Gram staining – 

甲基红实验 M.R test – 

V.P 实验 Valerie plame test + 

接触酶 Catalase test + 

葡萄糖氧化发酵实验 
Glucose oxidation fermentation test 

+ 

吲哚实验 Indole test + 

明胶液化实验 Gelatin liquefaction test + 

脲酶实验 Urease test + 

注：“+”代表阳性；“–”代表阴性。 
Note: “+” represents positive; “–“represents negative. 

2.4  饲料中添加铁载体高产菌株 SDVGH3 对凡纳滨

对虾生长性能的影响 

由表 3 可知，Fe2 组凡纳滨对虾的 WGR 为

308.37%，显著高于对照组和 Fe1 组(P<0.05)，WGR

较对照组提高 33.52%；Fe1 组凡纳滨对虾的 WGR 为

269.70%， WGR 提高 16.78%，显著高于对照组

(P<0.05)。Fe1 组和 Fe2 组凡纳滨对虾的饲料系数分别

为 1.26 和 1.20，显著低于对照组(P<0.05)，但 Fe1 与

Fe2 组的饲料系数无显著差异(P>0.05)。Fe2 组的粗蛋

白含量为 19.36%，显著高于对照组和 Fe1 组(P<0.05)，

相较于对照组提高 11.55%；各组凡纳滨对虾之间的水

分、粗脂肪和粗灰分产量的差异不显著(P>0.05)。 

 

 
 

图 2  菌株 SDVGH3 基于 16S rRNA 基因的系统发育树 
Fig.2  Phylogenetic tree of strain SDVGH3 based on 16S rRNA gene 

 

 
 

图 3  不同培养条件对菌株 SDVGH3 铁载体产量的影响 
Fig.3  Effects of different culture conditions on siderophore yield of strain SDVGH3 
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表 3  铁载体高产菌株 SDVGH3 对凡纳滨对虾生长性能和体成分的影响(平均值±标准差, n=3) 

Tab.3  Effects of high-yielding siderophore strains on growth performance and body composition of L. vannamei (Mean±SD, n=3) 
 

组别 Group 
项目 Items 

Fe0 Fe1 Fe2 

生长参数 Growth parameter    

初始均重 IBM /g 2.00±0.10 2.00±0.10 2.00±0.10 

终末均重 FBW /g 6.62±0.03a 7.39±0.02a 8.17±0.02b 

增重率 WGR /% 230.95±3.57a 269.70±5.21b 308.37±4.63c 

特定生长率 SGR /(%/d) 2.85±0.02a 3.11±0.04a 3.35±0.04b 

饲料系数 FCR 1.46±0.01a 1.26±0.01b 1.20±0.01b 

体成分 Body composition    

水分 Moisture /% 78.42±1.18a 77.25±1.36a 78.28±1.21a 

粗蛋白 Crude protein /% 17.32±1.04a 17.39±0.96a 19.36±1.02b 

粗脂肪 Ether extract /% 1.62±0.01a 1.68±0.02a 1.84±0.02a 

灰分 Ash /% 2.64±1.35a 2.58±1.29a 2.75±1.31a 

注：同一行数据上标字母不同表示差异显著(P<0.05)，下同。 
Note: Different superscript letters in the same row indicate significant differences (P<0.05). The same as below. 

 

2.5  饲料中添加铁载体高产菌株 SDVGH3 对凡纳滨

对虾健康的影响 

2.5.1  饲料中添加铁载体高产菌株 SDVGH3 对凡纳

滨对虾消化酶的影响    添加铁载体高产菌株的饲

料对凡纳滨对虾肝胰腺和肠道消化酶活性的影响如

图 4 所示，Fe2 组的肝胰腺蛋白酶显著高于 Fe1 组和

对照组；各组的脂肪酶和淀粉酶活性无显著差异

(P>0.05)。在养殖前期，Fe2 组肠道中的蛋白酶活性

显著升高(P<0.05)；在养殖后期，肠道中 Fe2 组的蛋

白酶和脂肪酶活性均显著高于对照组(P<0.05)。 
 
 

2.5.2  饲料中添加铁载体高产菌株 SDVGH3 对凡纳

滨对虾免疫防御指标的影响    添加不同浓度的铁

载体高产菌株的饲料对凡纳滨对虾的血细胞数量、吞

噬率、PO 活性和抗菌活性的影响见图 4。在养殖 21 d

时，Fe2 组的吞噬率、PO 活性均显著高于对照组和

Fe1 组(P<0.05)；实验组的抗菌活性较对照组均有显

著升高(P<0.05)。在养殖 42 d 时，实验组的对虾均具

有较高的吞噬率和抗菌活性(P<0.05)，且在 Fe2 组中

最高。实验组的 PO 活性在 21 d 达到峰值，然后呈下

降趋势，但仍高于对照组。 

 
 

图 4  铁载体高产菌株 SDVGH3 对凡纳滨对虾消化酶活性和免疫防御指标的影响 
Fig.4  Effects of high-yielding siderophore strain SDVGH3 on digestive enzyme activities and immune defense indexes of L. vannamei 

热图中纵坐标数字表示所测定指标含量高低；横坐标：21 d 和 42 d 表示对虾养殖了 21 d 和 42 d；Fe0：对照组； 

Fe1：饲料中添加 1×107 CFU/g 的铁载体高产菌株 SDVGH3；Fe2：饲料中添加 1×1010 CFU/g 的铁载体高产菌株 SDVGH3。 
The ordinate number in the heat map indicates the content of the measured experimental index; Abscissa: 21 d and 42 d 

represent 21 and 42 days of shrimp culture; Fe0: Control group; Fe1: High-yielding siderophore strain SDVGH3 added with 
1×107 CFU/g in feed; Fe2: High-yielding siderophore strain SDVGH3 added with 1×1010 CFU/g in feed.
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2.5.3  饲料中添加铁载体高产菌株 SDVGH3 对攻毒

后凡纳滨对虾累积死亡率的影响    攻毒后凡纳滨

对虾累积死亡率如图 5 所示。攻毒 7 d 后对照组的死

亡率为 93.55%，Fe1 组和 Fe2 组的死亡率分别为

82.24%和 61.40%，实验组的死亡率显著低于对照组

(P<0.05)。研究结果表明，饲料中添加铁载体高产菌

株 SDVGH3 可显著降低凡纳滨对虾感染副溶血弧菌

后的死亡率。 
 

 
 

图 5  铁载体高产菌株 SDVGH3 对凡纳滨对虾 

攻毒实验累积死亡率的影响 
Fig.5  Effects of high-yielding siderophore strain SDVGH3 

on L. vannamei cumulative mortality in challenge assay  
 

2.6  饲料中添加铁载体高产菌株 SDVGH3 对凡纳滨

对虾肠道微生物的影响 

对虾肠道样品中细菌多样性指数见表 4 。

Coverage 指数表示样品的测序深度，3 个处理组中的

Coverage 指数均在 0.986~0.993 之间，表明样品中被

检测到的序列覆盖度高。Chao1 和 Ace 指数是评估菌

群丰富度的常用指标，Fe2 组的 Chao1 和 Ace 指数显

著升高(P<0.05)，Fe1 组的 Ace 指数显著低于对照组

(P<0.05)。Shannon 和 Simpson 指数是评估菌群多样

性的指标，Simpson 指数与 Shannon 指数呈负相关关

系。Fe2 组的 Shannon 指数显著高于对照组(P<0.05)，

而 Fe1 组的 Shannon 指数高于对照组，但无显著差异。

Shannon 指数中，3 个组由高到低的排序是：Fe1>Fe2>

对照组；Simpson 指数中由高到低的排序是：对照组

>Fe2>Fe1。根据 97%的相似性将高质量的序列聚为

3790 个 OTU，图 6a 显示，对照组中肠道菌群与实验

组中共有 344 个 OTU，仅仅占对照组中 34.89%，而

在 Fe1 组和 Fe2 组分别占 16.40%和 48.65%。 

凡纳滨对虾肠道的菌群组成在门(Phylum)的水

平上(图 6b)，以变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门

(Bacteroidetes)、放线菌门(Actinobacteria)、厚壁菌门

(Firmicutes)等 4 个门为主，Fe1 组的变形菌门显著低

于对照组和 Fe2 组(P<0.05)；Fe1 组的放线菌门显著

低于对照组和 Fe2 组(P<0.05)，Fe1 组的厚壁菌门显

著高于对照组和 Fe2 组(P<0.05)，且 Fe1 组的厚壁菌

门显著高于拟杆菌门(P<0.05)。Fe1 组的弧菌属显著

低于对照组和 Fe2 组 (P<0.05) ， Fe1 组的梭菌属

(Clostridium prazmowski)显著高于对照组(P<0.05)(图 6c)。 

3  讨论 

3.1  凡纳滨对虾肠道中铁载体高产菌株的筛选与鉴定 

赵翔等(2006)从东湖中筛选得到了一株铁载体

高产菌株 sp-f，经鉴定为荧光假单胞菌(Pseudomonas 

fluorescens)，其铁载体产量为 90%，所产铁载体为儿

茶酚铁载体。门晋名(2013)从海鱼的肠道和鳃中共分

离纯化出 326 株细菌，通过固体和液体方法共筛选出

52 株铁载体高产菌株，铁载体产量均在 50%以上。

本研究从凡纳滨对虾肠道分离出 106 株菌，筛选出

24 株产铁载体的菌株，6 株铁载体产量在 50%以上，

其中，菌株 SDVGH3 的铁载体产量最高达 74.87%，

属于异羟肟酸型，经鉴定为泛菌属菌株，且溶血实验

和药敏试验显示，该菌株安全性较高。由此说明，铁

载体高产菌株广泛存在于水产养殖环境和养殖动物

鳃、肠道中。研究表明，铁载体高产菌株作为水产动

物一类益生菌，具有应用到水产养殖生产中的可行性。 

3.2  铁载体高产菌株 SDVGH3 的抑菌活性 

李红芳等(2016)从鱼类肠道筛选的一株铁载体

高产菌株 CB-EH-2 可显著抑制 4 种致病菌的生长，

抑制强度由强到弱依次为金黄色葡萄球菌>大肠杆菌> 

 
表 4  基于 16S rDNA 序列的凡纳滨对虾肠道细菌 α-多样性指数(平均值±标准差, n=3) 

Tab.4  Bacterial α-diversity index of L. vannamei based on 16S rDNA sequence (Mean±SD, n=3) 

样本 Sample Ace 指数 Ace Chao1 指数 Chao1 测序深度指数 Coverage 香农指数 Shannon 辛普森指数 Simpson

Fe0 632.94±3.78a 599.00±4.61a 0.987±0.01a 3.479±0.01a 0.126±0.01a 

Fe1 1 074.00±6.38b 1 069.57±7.23b 0.993±0.08a 5.023±0.06b 0.025±0.00b 

Fe2 521.92±5.29a 512.63±4.07a 0.986±0.01a 3.585±0.03a 0.064±0.00b 

注：同一列数据不同的上标字母表示差异显著(P<0.05)。 
Note: Data in the same column with the different superscript letters are significantly different (P<0.05). 
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图 6  铁载体高产菌株 SDVGH3 对凡纳滨对虾肠道微生物多样性的影响 
Fig.6  Effects of high-yielding siderophore strain SDVGH3 on intestinal microbial diversity of L. vannamei 

a：肠道菌群 Ven 图；b：肠道“门”水平菌群相对丰度；c：肠道“属”水平菌群相对丰度 
a: Venn plot of intestinal flora; b: Relative abundance of horizontal flora of intestinal phylum;  

c: Relative abundance of horizontal flora of intestinal genus 
 

鳗弧菌>灿烂弧菌(Vibrio splendidus)。Gram 等(1999)

研究表明，荧光假单胞菌所产铁载体可抑制鳗弧菌的

生长。本研究筛选的铁载体高产菌株 SDVGH3，对 5 种

病原菌的抑制强度由强到弱依次为：副溶血弧菌>哈

维氏弧菌>鳗弧菌>金黄色葡萄球菌>溶藻弧菌。这说

明不同的铁载体高产菌株抑制病原菌种类和抑制程

度均有差异，可能与铁载体菌株生活的宿主肠道环境

有关，同时，鳗弧菌是铁载体高产菌株共同的抑制病

原菌，推测铁载体高产菌株对一部分致病菌具有广谱

的敏感性，仍需进一步研究证实。 

3.3  铁载体高产菌株 SDVGH3 培养条件的优化 

蒙渊(2011)研究筛选的铁载体高产菌株 WMQ-7

铁载体产量最高时的 pH 为 7.5，温度为 30℃，且通

气量越大，铁载体分泌量越高。胡碧惠等(2014)研究

发现，沼泽红假单胞菌(Rhodopseudomonas palustris) 

CQV97 在未添加 FeCl3 时，铁载体产量最高，当 Fe3+

浓度高于 5 μmol/L 时，检测不到铁载体，且该菌株

在培养 108 h 时，铁载体产量达到最大。本研究表明，

铁载体高产菌株 SDVGH3铁载体产量最高培养条件：

温度为 28℃，pH 为 7.5，而且铁载体含量也随着培

养基体积的降低而升高。在 0~36 h 范围内，Fe3+浓度

为 0.01 mmol/L 时，菌株铁载体含量最高，Fe3+浓度

为 10 mmol/L 时，菌株铁载体含量最低；且菌株铁载

体产量在 60 h 达到峰值。说明菌株 SDVGH3 产铁载

体是一个耗氧过程，这与上述研究结果相似，同时，

菌株铁载体产量随 Fe3+浓度升高而降低趋势符合微生

物对 Fe3+吸收的规律，但不同的菌株受 Fe3+浓度影响

的程度不同，且铁载体的产量受菌株培养时间的影响

较大。 

3.4  饲料中添加铁载体高产菌株 SDVGH3 对凡纳滨

对虾生长性能的影响 

Far 等(2012)的研究显示，商业饲料中补充了枯

草芽孢杆菌时，凡纳滨对虾呈现出更高的消化酶活性

水平；孟阳(2017)研究也表明，使用地衣芽孢杆菌

(Bacillus licheniformis) 、 产 朊 假 丝 酵 母 (Candida 

utilis)、植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)对基础饲

料进行发酵能不同程度地提高凡纳滨对虾胃、肝胰腺

和肠道中的 4 种消化酶的活性。本研究中，Fe2 组凡
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纳滨对虾 WGR、粗蛋白含量和肠道蛋白酶活性、脂

肪酶活性明显升高，说明饲料中添加铁载体高产菌株

SDVGH3 能显著促进凡纳滨对虾的生长，这与上述研

究结果一致。推测铁载体高产菌株 SDVGH3 可能诱

导了对虾肝胰腺和肠道消化酶的分泌，提高了饲料消

化利用效率，生长性能增强显著，其具体机制尚需深入

研究。 

3.5  饲料中添加铁载体高产菌株 SDVGH3 对凡纳滨

对虾生理健康的影响 

Gullian 等(2004)从凡纳滨对虾肠道中分离出 3 种

益生菌弧菌 P62、P63 和芽孢杆菌 P64，能显著提高

血浆酚氧化酶活性；Rengpipat 等(2000)使用芽孢杆菌

S11 菌株喂养斑节对虾，血细胞数量和血浆酚氧化酶

和抗菌活性明显提高；血细胞不仅参与凝血，而且还

通过酚氧化酶原(proPO)系统参与黑色素的产生，起

到重要的防御作用(Bachère, 2004)。本研究表明，铁

载体高产菌株 SDVGH3 益生菌对凡纳滨对虾血细胞

数量、吞噬率和血浆酚氧化酶、抗菌活性均有不同程

度的提高，这与上述研究结果吻合，说明铁载体高产

菌株可明显提高凡纳滨对虾免疫防御能力。 

3.6  饲料中添加铁载体高产菌株 SDVGH3 对凡纳滨

对虾肠道微生物的影响 

王咏梅等(2020)研究发现，凡纳滨对虾肠道的菌

群在门水平上的优势菌群为变形菌门、放线菌门、厚

壁菌门等；Zhang 等(2021)研究显示，饲喂低、中浓

度发酵饲料组凡纳滨对虾肠道厚壁菌门丰度均有不

同程度的升高；杜静芳(2016)将筛自鱼肠道的乳酸菌

添加到凡纳滨对虾饲料中，能显著地降低对虾肠道中

的副溶血弧菌数量。本研究表明，凡纳滨对虾肠道菌

群组成在门水平上主要为变形菌门、拟杆菌门、放线

菌门和厚壁菌门，Fe1 组的菌群多样性显著高于对照

组，变形菌门和弧菌属显著下降。表明添加低浓度的

铁载体高产菌株可提高肠道菌群的多样性，但随着添

加益生菌的浓度升高，肠道菌群多样性提高的程度可

能降低。研究表明，饲料中添加铁载体高产菌株

SDVGH3 能改善肠道菌群组成，抑制病原菌的数量。 

4  结论 

本研究从凡纳滨对虾肠道分离获得了一株铁载

体高产菌株 SDVGH3，其产量高达 74.87%，经鉴定

属于泛菌属(Pantoea sp.)，该菌株无溶血性，且对大

部分抗生素敏感，其产铁载体的最佳培养条件：温度

为 28℃，pH 为 7.5，盐度为 0，装液量为 10 mL，Fe3+

浓度为 0.01 mmol/L；饲料中添加 SDVGH3，能显著

促进凡纳滨对虾的生长性能、免疫防御能力，提高凡

纳滨对虾的肠道菌群多样性，降低弧菌属在肠道菌群

中的比例。因此，铁载体高产菌株 SDVGH3 具有应

用于水产养殖的潜力。 
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Screening a High-Yield Intestinal Iron Carrier Strain of  
Litopenaeus vannamei and Effect of Feed Addition 

HE Jingjing, PAN Luqing①
, ZHANG Guotao, CHEN Yuanjing  

(Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao, Shandong  266003, China) 

Abstract    In this study, a high-yielding siderophore strain, SDVGH3, was screened from the gut of 
Litopenaeus vannamei using a combination of the CAS plate method and liquid-phase detection. Strain 
SDVGH3 is a Pantoea sp. gram-negative, facultative anaerobe. The SDVGH3 colony was cream-yellow 
and round. The strain was non-hemolytic and sensitive to 18 antibiotics. The siderophore extracted by 
XAD-2 large-aperture resin adsorption belongs to the isohydroxamic acid type, and its yield reached 
74.87%. The filter-paper method was used to test the antibacterial characteristics of the strain. The degree 
of inhibition of the five pathogenic bacteria of L. vannamei was as follows: Vibrio parahaemolyticus > 
V. harveyi > V. anguillarum > Staphylococcus aureus > V. alginolyticus. The optimal culture conditions of 
SDVGH3 are as follows: 10 mL of culture medium in a 50 mL triangle flask; concentration of Fe3+ in the 
medium of 0.01 mmol/L; salinity of 0; initial pH value of 7.5; and culture temperature of 28 . This study ℃

investigated the effects of SDVGH3 bacterial solution at concentrations of 1010 and 107 CFU/g on growth 
performance, immune defense indices, and intestinal microflora of L. vannamei. The results show that 
feed supplemented with 1010 CFU/g SDVGH3 bacterial solution significantly promoted growth and 
enhanced the immune capacity of L. vannamei. The feed supplemented with 107 CFU/g SDVGH3 
bacterial solution significantly increased the intestinal floral diversity of L. vannamei, and significantly 
decreased the proportion of Vibrio in the intestinal flora. The strain SDVGH3 screened in this study is part 
of the indigenous probiotics in the intestinal tract of L. vannamei and has an inhibitory effect on the main 
pathogenic bacteria of L. vannamei. The supplementation of feed with strain SDVGH3 can promote the 
growth of L. vannamei, improve its immune capacity, and improve its diversity of intestinal flora, 
providing a theoretical basis for the application of high-yielding siderophore strains in the culture of 
L. vannamei.  
Key words    Siderophore strain; Litopenaeus vannamei; Intestinal flora; Digestive enzyme activity; 
Nonspecific immunity 
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