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摘要 : 人工引入波吉卵囊藻和微绿球藻于凡纳对虾养殖环境中,检测与凡纳对虾抗病力有关

因子变化和测定主要水质因子,研究微藻生态调控对凡纳对虾抗病力的影响。结果表明, 引

入波吉卵囊藻和微绿球藻能改善养殖水体的水质, 凡纳对虾的血细胞数目, 血清蛋白的含量

以及酚氧化酶、超氧化物歧化酶, 溶菌酶,抗菌酶的活性都较对照组显著提高。因此, 微藻生

态调控是防止对虾疾病的重要技术措施。
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通过生物技术引入和改变养殖水域中微小生物群落的结构与功能的生态调控防病技

术,是生态防病的重要内容之一[ 1]。波吉卵囊藻( Oocystis borgei snow )具有在虾池分布广、

种群稳定、适应能力强的特点, 微绿球藻( Nannochloris oculata)是虾塘中广泛存在的优势藻

种,分属绿藻门( Chlorophyta)的绿球藻目( Chlorococcales )和四胞藻目( Tetrasporales)。本研

究通过引入这两种微藻于凡纳对虾( Penaeus vannamei )养殖环境中来调控养殖生态系统,

以养殖水体中几个主要理化因子作为外环境指标, 虾体内几种与抗病有关的因子变化作

为内环境的主要指标,在不使用化学药品情况下, 研究微藻生态调控对虾抗病能力, 以期

为今后微藻生态调控防病理论的研究提供依据。

1 � 材料与方法

1�1 � 实验用虾 � 实验用凡纳对虾(下称对虾)取材于湛江市硇洲岛宜人海珍养殖场, 平均
体长 9�7cm,健康无病。
1�2 � 微藻来源 � 波吉卵囊藻2000年 5月直接从湛江东海岛恒兴对虾养殖试验场 1号池

分离,微绿球藻 2000年 7月从海南三亚湛泰对虾养殖场分离,养殖场虾池均系高位池,两

种微藻经驯化培养在实验室中备用。

1�3 � 海水与饵料 � 海水取自湛江市东风码头海区,经沉淀砂滤, 密度为 1�010 � 1,温度为
29 � 1 � ;饵料为湛江市粤海饲料厂对虾配合饲料。

1�4 � 方法 � 在水体为0�5m3 的实验室水族箱中进行, 设 3个试验组, 1个对照组。实验 1

组引入波吉卵囊藻, 实验 2组引入微绿球藻,实验 3组为波吉卵囊藻、微绿球藻混合组,对
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照组为空白组。实验时间是 2001年 8月11日至 2001年 8月 31日;实验室的光照强度为

700 � 15, 000 lx;海水经 NaClO 消毒后再以 NaS2O3中和处理, 每组放养平均体长约为 9�7
cm 的对虾 25 � 30尾,各组通气量、温度、盐度、投饵量及投饵次数等实验条件一致。养殖

过程适当换水, 定期追加培养两种微藻所需的营养盐, 5 d测定一次微藻量和主要水化因

子,实验进行至 20 d,取对虾血清进行各项与抗病力相关因子测定。

1�5 � 水质的测定 � 上午10�00 � 11�00从各试验组和对照组取水样,立即测定各项水质因
子。氨氮( NH3�N)用奈氏试剂法测定; 亚硝酸氮(NO2�N)用 GR 试剂法测定; 溶解氧( DO)

和化学耗氧量( COD)分别用碘量法和碱性高锰酸钾法测定; pH 值用玻璃电极法测定;光

密度值( OD)用 756紫外光分光光度计测定。

1�6 � 血细胞计数 � 用卡介苗注射器,采用7号针头,从对虾心脏取血,用 10%福尔马林作

固定液(固定液:血液= 1�1) ,装入 Eppendorf 离心管混匀,在光镜下进行血细胞计数。

1�7 � 与抗病力相关酶活力测定 � 每组取10 � 15尾对虾, 用注射器从心脏取血, 置于 Ep�
pendorf 管中,在 4 � 静置数小时,取出蓝色血清在- 20 � 保存备用。对虾血清蛋白含量测
定按照 Comassic 亮蓝法[ 2] ,按该方法规定的条件, 蛋白质含量( mg/mL) = (测定管 OD/标

准管 OD) � 标准血清浓度。超氧化物歧化酶( SOD)活力按邓碧玉等[ 3]改良的连苯三酚自

氧化法测定。酚氧化酶( PO)活力参照 Ashida
[ 4]
以 L�dopa 为底物比色的方法测定。溶菌

酶活性( LSZ)的测定,按王雷等[ 6]将经二次活化的溶壁微球菌(中国科学院微生物研究所

提供) 接种于牛肉膏蛋白胨固体培养基培养 48 h, 取出后离心, 收集菌体。再按 Hult�
mark [ 5]等人的方法改进,用0�1mol/ L 的磷酸钾盐缓冲液( pH= 6�4)稀释至A570 nm= 0�3,配
成底物悬液供测试用;按该方法规定条件, 溶菌酶活性( U/ mL) = (A0- A) /A0。抗菌活力

的测定是以大肠杆菌 (本校微生物组提供)为底物[ 5] , 用 0�1 mol/ L 的磷酸钾盐缓冲液
( pH= 6�4)稀释至 A570 nm= 0�3,在该方法规定条件下, 抗菌活力= [ ( A0- A) / A0] 1/ 2。

2 � 结果

2�1 � 微藻数量
实验过程中各实验组微藻种群细胞数处于稳定范围,透明度为 33 � 45 cm, 引入微藻

量与多数对虾高位池养殖后期优势微藻种群数量相似, 波吉卵囊藻为 0�12 � 2�31 �
10

7
Cell�L- 1

,生物量为0�66 � 12�71mg�L- 1
,微绿球藻为 4�23 � 18�5 � 107Cell�L- 1, 生物量

为1�42 � 6�20 mg�L- 1,基本可代表自然养殖池优势微藻种群特征, 其试验养殖水环境相

关特征基本由该微藻种群所控制(表 1)。微绿球藻种群数量明显大于波吉卵囊藻,这是

由于微绿球藻细胞相对较小所致。

2�2 � 主要水质因子的检测
2�2�1 � COD、DO和 pH值的变化 � 实验 1, 2, 3组在水质调控中均收到良好效果(表 2) ,

实验结束时 DO 值比对照组分别提高了 13�0% , 18�7%和15�8% ; COD值比对照组分别降

低了 7�60%, 6�67%和 13�5% ; pH 值实验组均有上升, 对照组则变化不大。微绿球藻对于

增加溶氧作用较为明显, 混合藻对于降低 COD作用较为突出,接入微藻对养殖水环境 pH

值提高均有促进作用。
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表 1 � 微藻生物量的变化( 2001�8�11� 8�31)

Tab. 1� The changes of microalage biomass

试验组 种类 微藻生物量/ (mg�L- 1)

08�11 08�16 08�21 08�26 08�31

1 波吉卵囊藻 9�46 10�51 12�71 12�43 12�16

2 微绿球藻 2�77 4�39 5�83 6�20 6�06

3 波吉卵囊藻 0�66 1�43 3�96 4�51 4�57

微绿球藻 1�42 3�03 4�32 4�12 4�19

4 � � � � � �

表 2 � 试验过程中 COD、DO和 pH值的变化

Tab. 2 � The changes of COD, DO and pH during the experimental

时间 COD/ ( mg�L- 1) DO/ ( mg�L- 1) pH 值

1 � 2 � 3 � 4 � 1 � 2 � 3 � 4 � 1 � 2 � 3 � 4 �

2001�08�11 5�31 5�31 5�31 5�31 6�92 6�92 6�92 6�92 7�43 7�43 7�43 7�43

2001�08�16 5�29 5�23 5�18 5�44 7�08 7�09 7�04 7�02 7�66 7�52 7�52 7�50

2001�08�21 5�43 5�54 5�26 5�71 7�53 7�76 7�89 7�48 7�70 7�59 7�60 7�53

2001�08�26 5�72 5�83 5�51 6�10 7�62 7�95 7�88 6�93 7�72 7�60 7�61 7�41

2001�08�31 5�96 6�02 5�58 6�45 7�73 8�12 7�92 6�84 7�78 7�62 7�60 7�40

2�2�2 � 氨氮与亚硝酸氮变化 � 引入微藻均可降低养殖环境中氨氮与亚硝酸氮含量, 实验
结束时,实验 1, 2, 3组的氨氮含量比对照组分别降低 51�7% , 37�8%和 39�3% ;亚硝酸氮

含量分别比对照组降低了 30�2%, 27�0%和 26�4% ,波吉卵囊藻种群对降低氨氮与亚硝酸

氮效果较为显著(表 3)。因为稳定的微藻种群可吸收和利用水体有机质及排泄物,降低

养殖水体中的氨氮和亚硝酸氮含量。实验 2, 3组的氨氮和亚硝酸氮含量基本相似, 是由

于实验3组后期中的微绿球藻种群有所增加, 成为主要的优势种群(表 1) , 导致这两组的

水质指标相近。

表 3 � 氨氮和亚硝酸氮的变化

Tab. 3 � The changes of NH3�N and NO2�N

时间 氨氮/ ( mg�L- 1) 亚硝酸氮/ (mg�L- 1)

1 � 2 � 3 � 4 � 1 � 2 � 3 � 4 �

2001�08�11 0�031 0�031 0�031 0�031 0�004 0�004 0�004 0�004

2001�08�16 0�034 0�056 0�035 0�081 0�046 0�065 0�071 0�082

2001�08�21 0�280 0�336 0�224 0�448 0�152 0�180 0�183 0�190

2001�08�26 0�350 0�434 0�428 0�526 0�385 0�497 0�491 0�617

2001�08�31 0�432 0�556 0�543 0�894 0�662 0�693 0�698 0�949
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2�3 � 与抗病力相关酶活力的测定
1, 2, 3组的对虾各项抗病力因子指标均比对照组有明显的提高。实验 1, 2, 3组血细

胞数比对照组分别提高了 23�7%, 24�7%和 25�2% ; 血清蛋白含量提高了 1�7%, 1�3%和
1�1% ;溶菌( LSZ)活力提高了 25�8%, 21�0%和 38�7%;抗菌活力提高了 52�6% , 41�1%和
42�1%;超氧化物歧化酶( SOD)提高了 72�7% , 22�9%和 17�9% ; 酚氧化酶( PO)提高了

75�0%, 68�8%和 87�5% (表 4)。引入两种微藻于对虾养殖环境中,对虾与抗病力相关指

标有显著提高, 其中 1组和 3组对虾抗病力的有关因子指标高于2组(表 4)。

表 4 � 凡纳对虾抗病力相关因子的测定

Tab. 4 � Analyzing effects on factors that relat ing to anti�disease ability of P . vannamei

组别
PO

/ ( OD�moL- 1)

SOD

/ ( U�moL- 1)
抗菌活力 溶菌活力

血清蛋白量

/ ( mg�mL- 1)
血细胞数目/ 1� 106( cell�mL- 1)

1 0�0028 98�6 0�145 0�078 4�79 4�75

2 0�0027 70�2 0�134 0�075 4�77 4�79

3 0�0030 67�3 0�135 0�086 4�76 4�80

4 0�0016 57�1 0�095 0�062 4�71 3�84

3 � 讨论

3�1 � 对虾的免疫机制
对虾类的免疫是非特异性免疫,其免疫机理可分为两种:一是体液性免疫机制, 主要

包括血淋巴的溶菌作用、凝集作用、抗菌作用及血淋巴中与免疫有关的一些酶;另一种是

细胞免疫,是指血淋巴中的血细胞对异物的吞噬作用、杀灭和排除作用
[ 6]
。一些学者认

为[ 6�8] :对虾血细胞数量的多少,血清中蛋白质含量,与体液性免疫有关的酶的活性高低均

能反映对虾抗病力的强弱,如:抗菌、溶菌活力,酚氧化酶活性、SOD活性的强弱, 在一定程

度上可以作为衡量对虾免疫功能及机体状态的指标。在实验结束时, 实验组相关因子比

对照组都有明显增高, 其增加幅度: 血细胞数为 23�7 � 25�2%, 血清蛋白含量为 1�1 �
1�7% ,LSZ 活力为 21�0 � 38�7% ,抗菌活力为 41�1 � 52�6%, SOD 为 17�9 � 72�7% , PO 为

68�8 � 87�5%, 这些变化与氨氮和亚硝酸氮含量有密切关系(表 3, 4)。作者认为, 选择这

些因子作为本实验对虾抗病力内环境指标,具有一定的代表性。

3�2 � 对虾疾病发生原因
对虾养殖过程中,疾病的发生与虾体抗病力和其环境因素有密切的关系,其中环境因

素起着重要作用,它不仅影响病原体的数量, 也影响虾体抗病能力。对虾疾病的暴发不与

环境中致病菌与病毒数量呈正相关,更多的是由于生态系统的破坏和放养密度的增加而

导致生态失衡的综合因素所致[ 9� 11] ;孙舰军等[ 12]更进一步证明,在对虾养殖的水环境中

有氨氮等有毒物质的增加,使对虾的抗病力降低,即与对虾抗病力有关的酶活力如 SOD、

POD、溶菌和抗菌活力等降低,血细胞数量减少, 因而提高了对致病菌的易感染性。本研

究中对照组氨氮与亚硝酸氮明显高于其他各实验组,对虾抗病力相关因子都相对较弱(表

3, 4)。因此,水质恶化可导致对虾生长环境平衡失调,从而增加了对虾患病几率。作者认
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为,养殖过程中通过调节好生态系统平衡,保持良好的水质, 以增强对虾抗病力来减少疾

病的暴发是预防虾病的一个重要途径。

3�3 � 微藻生态调控与对虾抗病力
浮游植物在对虾养殖池塘中占有重要位置,它对于维持池塘生态系统的正常功能,稳

定池塘环境是不可缺少的[ 13]。微藻在种群持续稳定过程中,通过光合作用一方面能降低

并消除养殖水体中的有机污染和其他有害物质;另一方面为水体提供充足的氧气,保持养

殖生态系统良性循环,达到改善水质的目的。许多学者认为,通过改善对虾养殖环境能增

加对虾的抗病力[ 2, 8, 10- 14]。本实验通过引入种群稳定的波吉卵囊藻和微绿球藻作为对虾

养殖水体的微生态良性调控的主要结构,不但可以降低水体中氨氮、亚硝酸氮和 COD 等

有害因子的浓度,消除胁迫因子,还能提高水中溶解氧含量(表 2, 3) ,使水体环境长时间

处于良好的动态平衡状态,利于对虾生长。更重要的是,试验组中与对虾抗病力相关的酶

活力比对照组有显著提高, 对虾体内血细胞的数量和血清蛋白的含量也有增多(表 4)。

作者认为:通过微藻生态调控,改善养殖环境来提高对虾的抗病力,是对虾池生态调控防

病的重要组成部分, 也是对虾养成的关键技术。

3�4 � 微藻种群稳定性及其对对虾抗病力影响
作者认为, 进行微藻生态调控的优良藻株选育,其种群的稳定性是一个重要指标。引

入波吉卵囊藻实验1组对虾抗病力明显高于引入微绿球藻实验 2组(表4) ,这说明不同藻

类种群对对虾抗病力影响存在显著差异,这可能与不同微藻在进行光全作用时对无机氮

和无机磷吸收强度等生理特征差异性有密切关系, 因此, 藻种选育是微藻生态调控的关

键。对这两种微藻的一些生理特征还有待作进一步研究。
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STUDIES ON TWOMICROALGAE IMPROVING ENVIRONMENT

OF SHRIMP POND AND STRENGTHENING ANTI�DISEASE ABILITY

OF PENAEUS VANNAMEI

HUANG Xiang�hu, LI Chang�ling, LIU Chu�wu, ZHENG Lian and HE Jia

( Fisheries College , Zhanj iang Ocean University , Zhanj iang � 524025)

Abstract:By means of artificial introduction Oocystis borgei and Nannochloris oculata into the cul�
tural environment of shrimp, Penaeus vannamei , then inspecting the changes of factors that relate to

the anti�disease ability of shrimp and measuring the main water quality factors to study the influence
of microalage micro�ecology control over the anti�disease ability of shrimp. The result shows: Intro�
ducing Oocystis borgei and Nannochloris oculata into cultural environment can improve the water

quality. The number of blood cell, the content of blood serum protein and the activity of phenoloxi�
dase, superoxide dismutase( SOD) , antibacterial enzyme and lysozyme are dramat ically improved in

contrast to the control group. Microalage�ecology control is an important measure to prevent the
shrimp disease.

Key words: Oocystis borgei ; Nannochloris oculata; Penaeus vannamei ; Anti�disease ability; Mi�
croalgae�ecology control
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