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摘   要：【背景】屎肠球菌(Enterococcus faecium)作为乳酸菌属的潜在益生菌，因其具有良好的生

物学特性在动物养殖中应用广泛，但是屎肠球菌对肠道代谢组学的研究很少。【目的】以斑节对虾

为试验动物，初步探究屎肠球菌 R8 对肠道代谢组学及炎性因子的影响，为屎肠球菌作为益生菌在

对虾养殖中的应用提供理论基础。【方法】将 400 条斑节对虾随机分配，设计饲料中屎肠球菌添加

量分别为 107、108、109 CFU/g 的 3 个试验组，不添加屎肠球菌为对照组进行试验，养殖周期为 28 d。

养殖周期结束后测定斑节对虾免疫球蛋白 M (immunoglobulin M, IgM)、对虾酚氧化酶(phenoloxidase, 

PO)、白介素 6 (interleukin 6, IL-6)、补体片段 3a (complement fragment 3a, C3a)的活性含量并运用

LC-MS 代谢组学研究肠道内源代谢物的变化，分析差异代谢物和相关的代谢通路。【结果】添加屎

肠球菌对斑节对虾炎性因子有积极的影响，增加了斑节对虾体内免疫球蛋白 IgM、对虾酚氧化酶、

补体片段 3a 的含量，降低了其体内 IL-6 的含量，对肠道差异代谢物的分析发现，对照组与试验组

共同差异代谢物 165 个，化合物成分主要是脂质和类脂分子、有机酸和衍生物、有机氧化合物、有机

杂环化合物、核苷、核苷酸和类似物等。差异代谢物对 37 条代谢通路有影响，其中，花生四烯酸代

谢通路、α-亚麻酸代谢通路、胆碱代谢通路和嘧啶代谢通路是显著富集的代谢通路(P<0.05)，而且花生
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四烯酸代谢、α-亚麻酸代谢、胆碱代谢、嘧啶代谢和甘油磷脂代谢的富集代谢物数目最多。【结论】屎

肠球菌对斑节对虾肠道中的脂代谢、氨基酸代谢、核苷酸代谢及炎性因子有积极的影响，为屎肠球

菌在对虾养殖中的应用奠定理论基础，具有重要的意义和应用前景。 

关键词：屎肠球菌；斑节对虾；肠道代谢组学；炎性因子 
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Abstract: [Background] As a lactic acid-producing probiotic candidate, Enterococcus faecium 
is widely used in animal breeding owing to the satisfactory biological characteristics. However, 
a few studies of the influence of E. faecium on intestinal metabonomics are available. 
[Objective] To explore the effect of E. faecium on intestinal metabonomics and inflammatory 
factors of Penaeus monodon (giant tiger prawn) and thus to lay a theoretical basis for the 
application of E. faecium as a probiotic in prawn culture. [Methods] A total of 400 giant tiger 
prawns were randomly classified into four groups. For three groups (experimental groups) of 
them, E. faecium was added into the feed at 107, 108, and 109 CFU/g, respectively. For the 
remainder, no E. faecium was added to the feed, and this group was regarded as control. The 
experiment lasted 28 days. Then, the content of immunoglobulin IgM, phenol oxidase (PO), 
interleukin-6 (IL-6), and complement fragment 3a (C3a) in P. monodon was measured, and the 
changes of intestinal metabolites were studied by LC-MS. On this basis, differential metabolites 
and related metabolic pathways were analyzed. [Results] The addition of E. faecium had 
positive effect on the inflammatory factors of P. monodon. It increased the content of IgM, PO, 
and C3a and reduced the content of IL-6 in P. monodon. A total of 165 differential metabolites 
between the control group and the experimental groups were identified, which were mainly 
lipids and lipid-like molecules, organic acids and derivatives, organic oxygen compounds, 
organic heterocyclic compounds, nucleosides, nucleotides and analogues, etc. The differential 
metabolites were involved in 37 metabolic pathways, including arachidonic acid metabolism, 
α-linolenic acid metabolism, choline metabolism, and pyrimidine metabolism (P<0.05), and 
arachidonic acid metabolism α-linolenic acid metabolism, choline metabolism, pyrimidine 
metabolism, and glycerophosphatide metabolism topped the pathways in the number of 
metabolites. [Conclusion] E. faecium has positive effect on lipid metabolism, amino acid 
metabolism, nucleotide metabolism, and inflammatory factors in the intestine of P. monodon, 
which lays a theoretical foundation for the application of E. faecium in shrimp culture, and has 
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important significance and application prospects. 
Keywords: Enterococcus faecium; Penaeus monodon; intestinal metabolomics; inflammatory 
factor 
 

益生菌是一类对宿主有益的特殊菌群，通

过促进消化酶的合成和分泌刺激宿主免疫系

统，进而改善水产动物的性能和健康[1-2]。益生

菌主要分为双歧杆菌类、乳杆菌类、革兰氏阳

性球菌类，以及一些酵母菌和酶类[3]。益生菌

凭借着安全、可靠、性能优良等特点，被广泛

应用于畜禽养殖、现代医学等领域。其中乳杆

菌类、球菌类和芽胞杆菌类在水产养殖中的应

用 为广泛。使用微生态制剂被认为是改善水

产养殖条件有价值的实践，这可能有助于提高

水产产量并且对环境友好[4]。益生菌被世界卫

生组织定义为“活的微生物”[5]，可直接饲喂动

物，具有安全、可靠、性能优良等特点，当摄

入足够量时能够对宿主机体健康产生有益影

响 [6]，所以益生菌在水产养殖行业的应用已渐

渐成为水产行业研究的焦点[7]。 

屎肠球菌作为潜在的益生菌，是乳酸菌属

革兰氏阳性菌，作为肠道共生菌具有多种生物

学特性， 重要的是其黏附能力仅次于干酪乳

杆菌，可在肠道中黏附定殖生长，并形成优势

菌群[8]。由于其繁殖速度快，具有较好的黏附

能力，而且可以产生乳酸和一些抗菌的物质，

对肠道健康具有促进作用，并可以调节肠道微

生态平衡 [9]。有研究表明，在日粮中添加益生

菌可改善动物的非特异性免疫酶活性和抗病力

等[10]。然而屎肠球菌影响水产动物肠道代谢组

学和炎性因子的报道很少，代谢组学的研究更

有助于了解机体的代谢机制。而且现在水产养

殖使用的益生菌大多为牛奶、奶酪等陆地来源，

但是由于虾类物种在分类和生态上的巨大差异

可能导致使用效果不明显等问题。因此，宿主

源为水产动物的微生物作为益生菌，其在水产

养殖中的使用应该受到特别的关注，因为其可

能更容易附着在目标水产动物的肠道上，在各

种鱼虾类和养殖环境中，其有益作用的稳定性

也更明显。 

斑节对虾(Penaeus monodon)，联合国粮农

组织通称“大虎虾”，在分类学上隶属于节肢动

物 门 (Arthropoda) 甲 壳 纲 (Crustacea) 十 足 目

(Decapoda) 游 泳 亚 目 (Natantia) ， 对 虾 科

(Penaeidae)，对虾属(Penaeus) Litopenaeus 亚属[11]，

是对虾属中体型 大的种。然而屎肠球菌对斑

节对虾肠道代谢组学和炎性因子影响的研究很

少。本研究首次研究鱼源屎肠球菌对斑节对虾

肠道代谢组学及炎性因子的影响，以期为斑节

对虾养殖过程中屎肠球菌的使用和效果预估提

供新的思路和理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品 

斑节对虾来自天津市海通水产养殖基地。从训

饵池中挑选 400 尾体长大致相同[(6.00±0.10) cm]、

规格均一[(6.00±0.10) g]、健康无残缺的斑节

对虾。 

鱼源屎肠球菌 R8 由本实验室分离纯化，使

用前先使用 LB 液体培养基在 28 °C、150 r/min

活化培养 24 h，计数备用。 

试验分为 4 组，分别为 1 个对照组和 3 个试

验组(分别为 107、108 及 109 组)，每组 3 个平行。

试验组 107、108 和 109 饲料中添加的屎肠球菌

活菌浓度分别为 1×107、1×108、1×109 CFU/g，

每个浓度对应一个试验组，对照组饲料中不添

加屎肠球菌。 
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试验饲料采用的是商品料，其主要营养成

分为：水分≤12%，粗蛋白质≥40%，粗脂肪≥4%，

粗纤维≤6%，粗灰分≤16%，总磷≥1.0%，赖氨

酸≥1.8%。将这些饲料分成 4 组，每组 500 g，

然后将饲料平铺在塑料上均匀地喷洒各自对应

的菌液，每组菌液为 500 mL，对照组不喷。然

后放置 48 h 待菌液渗透进饲料后投喂。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

免疫球蛋白 M (IgM) ELISA (enzyme linked 

immunosorbent assay)检测试剂盒、酚氧化酶

(PO) ELISA 检测试剂盒、补体片段 3a (C3a) 

ELISA 检测试剂盒和白细胞介素 6 (IL-6) 

ELISA 检测试剂盒，南京建成生物工程研究所。

紫外可见分光光度计，岛津仪器有限公司；全

自动酶标仪，ECAN 仪器有限公司。 

1.2  试验分组及管理 
试验地点为天津市海升水产养殖有限公司

养殖车间。养殖水体为高 46 cm 的圆柱形开口

的养殖池，容积为 500 L。圆桶的中央设置用于

排水的立管。试验时间为 28 d，每组 30 尾随机

分配至对照组、107、108、109 的养殖池中，每

个试验组设置 3 个重复，每组尾数相同。试验

每天投喂 4 次。日投喂量为体重的 10%，以对

虾在 1.5 h 内吃完为准。使用叶轮鼓风机 24 h

供氧，暂养训饵池及试验养殖池均采用 2−3 个

假水草供其附着，试验桶上方覆盖一层塑料防

止其逃跑，同时保证水温不会发生太大变化，

日常温度 29 °C 左右。投喂对照组饲料暂养训

饵 7 d，空腹饲养 24 h 后正式开始试验。暂养

阶段死虾会被新虾替换，正式开始试验之后死

虾不会再被替换。在试验期间，每 3 天取饲料

样品 1 g 放入 100 mL 的 LB 液体培养基中，在

28 °C、150 r/min 培养 24 h 后测定活菌数，保

证屎肠球菌的活性。试验用水的体积为 250 L，

每日更换一次，每次换水的体积均为试验用水体

积的一半。水的盐度为 6‰，使用前一天配好水

并且全池泼洒适量的土霉素杀菌消毒，隔夜后

使用。 

1.3  试验样品处理与指标测定 
养殖 28 d 后，将各组养殖的斑节对虾全部

进行解剖，取出其肝胰脏和肌肉放入−80 °C 保

存，用于检测生理生化指标。另外，在无菌环

境下取出斑节对虾肠道放入−80 °C 保存，用于

肠道代谢物分析。 

生理生化指标测定：免疫球蛋白 IgM、对

虾酚氧化酶、虾补体片段 3a 和对虾白细胞介素

6 指标测定分别按照对应的 ELISA 检测试剂盒

说明书进行。 

1.4  肠道代谢物分析 
1.4.1  样本的前处理 

取出−80 °C 保存的斑节对虾肠道组织样品，

准确称量 100 mg 样品，先分别加入 4 °C 预冷的

无菌去离子水 200 μL、无水甲醇水溶液 800 μL，

之 后 在冰水 浴 中超声 处 理 60 min ， 然 后      

在−20 °C 静置 30 min， 后 4 °C、12 000 r/min

离心 15 min 后取上清液，上清液经过 0.22 μm

有机相滤膜过滤处理后备用。同时，做质量控

制(quality control, QC)样品，按照上述组织处理

方法制备。评估仪器状态准备上机。 

1.4.2  LC-MS 检测 

使用自动进样器(4 °C 预冷)进行自动进样，

利用 liquid chromatograph mass spectrometer 

(LC-MS)系统进行上机分离分析。检测条件为：

进样量 5 μL，柱温箱温度 25 °C，样品流速为

0.3 mL/min。正离子扫描模式：色谱流动相 A

为 0.1%的甲醇溶液，B 为乙腈溶液；负离子扫

描模式：色谱流动相 A 为水，B 为乙腈溶液。

上样后进行梯度洗脱，洗脱梯度为：0−3 min，

用 95%−30%的 A 进行洗脱；3−10 min，用

30%−15% 的 A 进行洗脱； 10−12 min ，用

15%−0%的 A 进行洗脱；12−13 min，用 0%的 A



 
1962 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

进行洗脱；13−13.5 min，用 0−95%的 A 进行洗

脱；13.5−15 min，用 95%的 A 进行洗脱。在样本

的进样过程中插入质量控制样品，用于评估仪器

系统的状态以及试验数据的可靠性。每次进样后

分别采用电喷雾电离 (electrospray ionization, 

ESI)进行正离子和负离子模式检测。样品经

UHPLC 分离后用质谱仪进行质谱分析。 

1.4.3  数据处理 

将质谱仪采集到的数据先进行数据预处

理，包括对原始数据缺失值进行模拟(missing 

value recoding)和数据归一化(normalization)，处理

好的数据导入数据库[metlin、Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes (KEGG) 和 Human 

Metabolome Database (HMDB)]进行产物鉴定。

鉴定后的代谢物数据导入 ropls (R packages) 

V16.2 软件进行样本比较分析；鉴定后的代谢

物数据通过 KEGG Compound 软件对 KEGG 化

合物分类进行分析；鉴定后的代谢物数据通过

KEGG 功能通路进行分析；鉴定后的代谢物数

据通过 VennDiagram (R packages) V1.6.20 软件

对差异代谢物的 Venn 图进行分析；鉴定后的代

谢物数据通过比对 HMDB 4.0 数据库获得代谢

物的分类信息并统计作图，并通过软件 scipy 

(Python) V1.0.0，根据 P<0.05 进行差异代谢物

的筛选，做 KEGG 通路富集和热图。 

1.5  数据分析 
试验所有数据使用 Excel 2019 处理并采用

SPSS 18.0 进行方差分析，P<0.05 表示差异显

著。所有数据用平均值±标准误表示，n=3。 

2  结果与分析 

2.1  屎肠球菌对斑节对虾肌肉及肝脏组织

中免疫球蛋白 IgM 的影响 
由表 1 可知，饲料中添加屎肠球菌的试验

组肌肉和肝脏组织中的免疫球蛋白 IgM 均有显

著提高，均高于对照组，而且各试验组之间均

有显著性差异(P<0.05)。在肌肉组织中，对照组、

107、108、109 各组的 IgM 含量随屎肠球菌添加

量的增加而显著升高(P<0.05)，各试验组的 IgM

含量均显著高于对照组(P<0.05)，且 109 组的

IgM 含量显著高于其他各组(P<0.05)，含量为

(314.08±17.765) mg/g-prot。在肝脏组织中，对

照组、107、108、109 各组的 IgM 含量随屎肠

球菌添加量的增加也显著升高(P<0.05)，各试

验组的 IgM 含量均显著高于对照组(P<0.05)，

109 组在试验组中 IgM 的含量 高，含量为

(314.67±6.562) mg/g-prot，且显著高于其他各组

(P<0.05)。结果表明，饲料中添加屎肠球菌能够

显著提升斑节对虾肌肉及肝脏组织中的免疫球

蛋白含量(P<0.05)，109 组的对虾肌肉及肝脏组

织中的免疫球蛋白含量 高且具有显著性，说

明添加浓度为 109 组对于增强斑节对虾自身免

疫能力的效果更显著。 

2.2  屎肠球菌对斑节对虾肌肉及肝脏组织

中对虾酚氧化酶(PO)的影响 
由表 2 可知，饲料中添加屎肠球菌的试验

组肌肉和肝脏组织中的对虾酚氧化酶 PO 活  

 
表 1  屎肠球菌对斑节对虾肌肉及肝脏组织中免

疫球蛋白 IgM 的影响 
Table 1  Effect of Enterococcus faecium on 
immunoglobulin IgM in muscle and liver of 
Penaeus monodon 
组别 

Group 

肌肉组织 

Muscle tissue  

(mg/g-prot) 

肝脏组织 

Liver tissue  

(mg/g-prot) 

Control 155.81±0.141a 156.47±0.212a 

107 207.92±2.883b 209.35±2.481b 

108 256.64±8.251c 260.92±1.621c 

109 314.08±17.765d 314.67±6.562d 

n=3，同列中标有不同小写字母表示组内有显著性差异

(P<0.05). 下同 

n=3, different lowercase letters in the same column indicate 

significant differences within the group (P<0.05). The same 

below. 
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表 2  屎肠球菌对斑节对虾肌肉及肝脏组织中对

虾酚氧化酶的影响 
Table 2  Effect of Enterococcus faecium on 
Penaeus monodon phenol oxidase in muscle and 
liver tissue 
组别 

Section 

肌肉组织 

Muscle tissue 

(U/g-prot) 

肝脏组织 

Liver tissue  

(U/g-prot) 

Control 282.87±0.001a 290.81±0.001a 

107 327.78±8.112b 342.10±25.522b 

108 443.11±16.474d 436.76±23.591d 

109 397.03±8.833c 413.23±12.433c 

 
力均有显著的提高(P<0.05)，都显著高于对照

组(P<0.05)，各试验组 PO 活力相互之间也都

有显著性差异(P<0.05)，且 108 组中 PO 的活

力 高，活力分别为(443.11±16.474) U/g-prot

和(436.76±23.591) U/g-prot，且显著高于其他各

试验组(P<0.05)。在肌肉中，对照组、107、108、

109 组之间呈先升高后降低趋势，109 组 PO 活力

显著低于 108 组，但显著高于对照组和 107 组。

在肝脏组织中，对照组、107、108、109 组之间也

呈现先升高后下降趋势，各组 PO 活力分别为

(290.81±0.001)、(342.10±25.522)、(436.76±23.591)

和(413.23±12.433) U/g-prot，可以发现，109组 PO

活力显著低于 108 组(P<0.05)，但显著高于对照

组和 107 组(P<0.05)。结果表明，108 组对斑节

对虾 PO 活力的提升具有显著作用，也对机体

免疫力的提升具有显著作用。 

2.3  屎肠球菌对斑节对虾肌肉及肝脏组织

中对虾白介素 6 (IL-6)的影响 
表 3 显示了饲料中添加屎肠球菌对斑节对

虾肌肉及肝脏中 IL-6 的影响。从表 3 中数据可

知 ， 肌 肉 组 织 中 各 组 之 间 有 显 著 差 异 性

(P<0.05)，对照组、107、108、109 组之间呈先

下降后上升趋势，所有试验组 IL-6 含量均显著

低于对照组(P<0.05)，各组 IL-6 含量分别为

(259.52±0.002)、(214.91±8.495)、(177.89±7.161)

和(186.41±6.925) ng/g-prot，可以发现 108 组 IL-6

含量 低，且显著低于其他试验组(P<0.05)。

在 肝脏组织中，各组之间也有显著性差异

(P<0.05)，对照组、107、108、109 组之间也呈先

下降后上升趋势，所有试验组的 IL-6 含量均显

著低于对照组(P<0.05)，各组 IL-6 含量分别为

(270.20±0.001)、(210.22±5.423)、(174.03±6.121)

和(186.84±3.378) ng/g-prot，可以发现 108 组 IL-6

含量 低且显著低于其他试验组(P<0.05)。 

2.4  屎肠球菌对斑节对虾肌肉及肝脏组织

中虾补体片段 3a(C3a)的影响 
饲料中添加屎肠球菌对斑节对虾肌肉及肝

脏组织中虾补体片段 3a 的影响如表 4 所示，各

试验组在肌肉和肝脏组织中的虾补体片段 3a含

量都有显著提高(P<0.05)。在肌肉组织中，各 

 
表 3  屎肠球菌对斑节对虾肌肉及肝脏组织中对

虾白细胞介素 6 的影响 
Table 3  Effect of Enterococcus faecium on shrimp 
interleukin-6 in muscle and liver tissue of Penaeus 
monodon 
组别 

Section 

肌肉组织 

Muscle tissue  

(ng/g-prot) 

肝脏组织 

Liver tissue  

(ng/g-prot) 

Control 259.52±0.002d 270.20±0.001d 

107 214.91±8.495c 210.22±5.423c 

108 177.89±7.161a 174.03±6.121a 

109 186.41±6.925b 186.84±3.378b 

 
表 4  屎肠球菌对斑节对虾肌肉及肝脏组织中虾

补体片段 3a 的影响 
Table 4  Effect of Enterococcus faecium on shrimp 
complement fragment 3a in muscle and liver tissue 
of Penaeus monodon 
组别 

Section 

肌肉组织 

Muscle tissue 

(mg/g-prot) 

肝脏组织 

Liver tissue  

(mg/g-prot) 

Control 197.26±0.002a 195.29±0.004a 

107 360.36±8.919b 348.17±11.661b

108 459.62±5.911c 444.27±7.201c 

109 472.47±19.063d 470.22±2.797d 
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组之间都有显著性差异(P<0.05)，呈现显著上升

趋势(P<0.05)，各组虾补体片段 3a 含量分别为

(197.26±0.002)、(360.36±8.919)、(459.62±5.911)

和 (472.47±19.063) mg/g-prot，可以发现，

109 组的虾补体片段 3a 的含量 高，且显著高

于其他各试验组(P<0.05)。在肝脏组织中，各组

之间都有显著性差异(P<0.05)，也呈现显著上升

趋势 (P<0.05)，各组虾补体片段 3a 含量分别为

(195.29±0.004)、 (348.17±11.661)、 (444.27±7.201)

和(470.22±2.797) mg/g-prot，可以发现虾补体片

段 3a 含量 高的是 109 组且显著高于其他各试

验组(P<0.05)。 

2.5  屎肠球菌对斑节对虾肠道代谢物的

影响 
2.5.1  主成分分析 

通 过 主 成 分 分 析 (principal component 

analysis, PCA)可以观察实验模型中的组间分离

趋势，以及是否有异常点出现，同时从原始数

据上反映组间和组内的变异度。如图 1 所示，

所有组数据都在 95%的置信度下，不同组别间

具有明显的分组趋势，且试验组均远离对照组，

可以说明饲料中添加屎肠球菌影响了斑节对虾

的组织代谢。另外，107、108 组介于对照组与

109 组之间且有向 109 组偏移的趋势，从一定程

度上也可以说明饲料中添加屎肠球菌对于斑节

对虾组织代谢影响存在浓度依赖。 

2.5.2  正交偏最小二乘判别分析 

正交偏 小二乘判别分析(orthogonal partial 

least squares discriminant analysis, OPLS-DA)可

以更好地区分组间差异，提高模型的有效性和

解析能力。由图 2 可知，各试验组与对照组都

有明显的分离趋势。 

2.5.3  差异代谢物韦恩(Venn)分析 

Venn 分析可用来展示每组特有的代谢物或

组间共有的代谢物，不同的颜色代表不同的分

组(或样本)，重叠部分的数字代表多个分组中共

有的代谢物数目，非重叠部分的数字代表对应

分组所特有的代谢物数目。由图 3 可以看出，

各试验组与对照组共有的代谢物数目为 165，

107 组与对照组共有的代谢物数目为 224，特有 

 

 
 

图 1  正、负离子模式下 PCA 得分图   A：正离子模式下 PCA 得分图. B：负离子模式下 PCA 得分图. 

Scdzdx：对照组；sc107dx、sc108dx 和 sc109dx：分别为试验组 107、108 和 109；QC：质量控制 

Figure 1  PCA score diagram under positive and negative ion mode. A: PCA score chart in positive ion 
mode. B: PCA score chart in negative ion mode. scdzdx: Control group; sc107dx, sc108dx and sc109dx: 
Represent experimental groups 107, 108 and 109, respectively; QC: Quality control. 
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图 2  正、负离子模式下对照组和各试验组 OPLS-DA 得分图   A、B 分别是正、负离子模式下对照

组和试验组 107 的 OPLS-DA 得分图. C、D 分别是正、负离子模式下对照组和试验组 108 的 OPLS-DA

得分图. E、F 分别是正、负离子模式下对照组和试验组 109 的 OPLS-DA 得分图. scdzdx：对照组；sc107dx、

sc108dx 和 sc109dx：分别是试验组 107、108 和 109 

Figure 2  OPLS-DA scores of the control group and each test group under positive and negative ion mode. A 
and B were the scores OPLS-DA of control group and 107 under positive ion mode and negative ion mode. C 
and D were the OPLS-DA scores of control group and 108 under positive ion mode and negative ion mode. E 
and F were the OPLS-DA scores of control group and 109 under positive ion mode and negative ion mode. 
scdzdx: Control group; sc107dx, sc108dx and sc109dx: Represent experimental groups 107, 108 and 109, 
respectively. 
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图 3  不同代谢组 Venn 分析   scdzdx：对照组； 

sc107dx：试验组 107；sc108dx：试验组 108；sc109dx

试验组 109 

Figure 3  Different metabolic groups Venn analysis. 
scdzdx: Control group; sc107dx: Experimental 
group 107; sc108dx: Experimental group 108; 
sc109dx: Experimental group 109. 
 
的代谢物数目为 22，108 组与对照组共有的代谢

物数目为 268，特有的代谢物数目为 43，109 组

与对照组共有的代谢物数目为 247，特有的代

谢物数目为 33。 

2.5.4  差异代谢物 HMDB 化合物分类分析 

各试验组和对照组共有的 165 个代谢物通

过比对 HMDB 4.0 数据库，获得代谢集中代谢物

的分类信息如图 4 所示，按照代谢物类型可分为

脂质和类脂分子、有机酸和衍生物、有机氧化合

物、有机杂环化合物、核苷、核苷酸和类似物、

苯类化合物、有机氧化合物、有机化合物、有机

氮化合物、苯丙酸和聚酮，其中 多的是脂质和

类脂分子，有 73 个差异代谢物，占比为 55.73%；

其次为有机酸和衍生物，有 32 个差异代谢物，

占比为 24.43%。结果表明，屎肠球菌对于斑节

对虾的肠道脂质代谢产生了影响。 

2.5.5  差异代谢物聚类分析 

选择各试验组和对照组共用的 165 个代谢

物进行聚类分析，代谢物在各组间的表达量差

异如图 5 所示，各试验组与对照组代谢物表达

量有明显差异，各试验组中脂质和类脂分子的

表达量 高，包括氨基酸、甘油磷脂、有机酮 

 

 
 

图 4  HMDB 化合物分类 
Figure 4  HMDB compound classification. 
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图 5  差异代谢物聚类分析   scdzdx1 是对照组 1，scdzdx2 是对照组 2，scdzdx3 是对照组 3，sc107dx1

是 107 试验组 1，sc107dx2 是 107 试验组 2，sc107dx3 是 107 试验组 3，sc108dx1 是 108 试验组 1，sc108dx2

是 108试验组 2 和 sc108dx3 是 108试验组 3，sc109dx 是 109试验组 1，sc109dx2 是 109试验组 2 和 sc109dx3

是 109 试验组 3 

Figure 5  Cluster analysis of differential metabolites. scdzdx1 is control group 1, scdzdx2 is control group 2, 
scdzdx3 is control group 3, sc107dx1 is 107 test group 1, sc107dx2 is 107 test group 2, sc107dx3 is 107 test 
group 3, sc108dx1 is 108 test group 1, sc108dx2 is 108 test group 2 and sc108dx3 is 108 test group 3, sc109dx 
is 109 test group 1, sc109dx2 is 109 test group 2 and sc109dx3 is 109 test group 3. 
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和有机酸等。 

2.5.6  差异代谢物 KEGG 通路富集分析 

由图 6 可知，横坐标为富集显著性 P 值，

P 值越小，在统计学上就越有显著意义。一般

P<0.05 认为该功能为显著富集项；纵坐标为

KEGG 通路。图中气泡的大小代表该通路中富

集到代谢集中代谢物数量的多少。图中共有 37

个代谢通路受到影响，其中花生四烯酸代谢、α-

亚麻酸代谢、胆碱代谢和嘧啶代谢是显著的富

集(P<0.05)，而且花生四烯酸代谢、α-亚麻酸代

谢、胆碱代谢和嘧啶代谢和甘油磷脂代谢的富

集代谢物数目 多。 

 

 
 

图 6  差异代谢物 KEGG 通路富集分析 
Figure 6  Enrichment analysis of differential metabolite KEGG pathway. 
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3  讨论 

3.1  不同屎肠球菌浓度对斑节对虾肌肉及

肝脏组织中免疫球蛋白 IgM 的影响 
IgM 是抗原刺激诱导体液免疫应答中 先

产生的 Ig，IgM 不是细胞，但可结合补体，主

要分布于血清中。在机体的早期防御中起着重

要的作用[12]。有研究表明，在鱼类的其他组分

中发现了非免疫球蛋白或糖蛋白分子，它们能

在免疫应答中起到介导炎症、抑制病原活性和

调节抗原呈递等作用[13]。本试验结果表明，添

加了不同量的屎肠球菌对肌肉中免疫球蛋白的

含量有显著提升(P<0.05)，进而可以提高斑节对

虾的免疫能力，增强虾类对于外界不良环境的

抵抗。 

3.2  不同屎肠球菌浓度对斑节对虾肌肉及

肝脏组织中对虾酚氧化酶(PO)的影响 
PO 在甲壳类动物中被认为是一种酶原，在

宿主识别、防御、细胞间通讯和黑色素沉着方

面起重要作用[14-15]。有研究表明，Cu2+胁迫下

克氏原螯虾显著抑制 PO 活性，严重影响机体

的免疫能力，这说明在不良环境下，PO 对于机

体具有重要作用[16]。本试验研究结果表明，饲

料中添加不同浓度的屎肠球菌对于斑节对虾体

内酚氧化酶的增加起到促进作用，可以说明屎

肠球菌对斑节对虾抵抗外界不良环境、病菌、

病毒起到了积极的作用，提高了其对抗外界风

险的能力。 

3.3  不同屎肠球菌浓度对斑节对虾肌肉及

肝脏组织中白介素 6 (IL-6)的影响 
白介素-6 (IL-6)是一种促炎性细胞因子，属

于白细胞介素的一种。IL-6 能够刺激参与免疫

反应细胞增殖、分化并提高其功能[17]。有研究

鰤结果表明，黄条 在脂多糖刺激后，白介素细

胞急剧增加，说明机体在药物刺激下产生免疫

反应时会增加白介素细胞的表达 [18]。本试验

结果表明，添加屎肠球菌起到了降低斑节对虾

体内白介素 6 含量的作用，白细胞介素 6 的降

低说明斑节对虾体内的促炎性因子减少，进而

说明屎肠球菌的添加抑制了炎性因子对机体的

损伤。 

3.4  不同屎肠球菌浓度对斑节对虾肌肉及

肝脏中补体片段 3a 的影响 
补体片段3a是补体中含量 高的补体成分[19]，

在机体的免疫系统中起到重要的防御及免疫监

视作用，可抵抗病原微生物的感染，消灭病变

的衰老细胞[20]。本试验研究结果表明，添加不

同浓度的屎肠球菌提高了斑节对虾体内补体片

段 3a 的含量，降低了其被外界病原微生物感染

的几率，并且促进了体内衰老细胞的清除，增

加了其对外界不良环境的抵抗能力。 

3.5  不同屎肠球菌浓度对斑节对虾肠道代

谢的影响 
代谢物的差异可以表明机体内源性物质的变

化，有研究表明饲料中添加牛磺酸、黄连素和维

生素 D3 等对水产动物的代谢都具有影响[21-23]。

从本试验的差异代谢物分析和富集分析结果可

以看出，饲料中添加屎肠球菌对于斑节对虾的

脂肪代谢、氨基酸代谢、碳水化合物代谢和核

苷酸代谢等产生了影响。从 KEGG 富集通路的结

果分析中发现花生四烯酸代谢、α-亚麻酸代谢、

胆碱代谢和嘧啶代谢是显著的富集(P<0.05)。 

花生四烯酸(arachidonic acid, AA)是一种

ω-6 多不饱和脂肪酸(polyunsaturated fatty acids, 

PFA)，其在细胞膜中主要以磷脂的形式存在[24]。

对于处于应激状态的细胞，花生四烯酸可提高抗

应激的能力，广泛参与多种生理和病理过程[25]。

有研究表明，花生四烯酸通过抑制脂肪细胞的

增殖、分化和凋亡促进脂肪的水解，并且可以

降低炎症相关的化学因子[26]。在本研究中，与

对照组相比，在饲料中添加屎肠球菌后，花生
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四烯酸代谢产生的差异代谢物 20-羟基二十碳

四烯酸、二十碳五烯酸和二十二碳六烯酸的表

达水平显著上调，从而可以降低炎性因子的表

达，这与其他研究结果[26]一致，屎肠球菌可以

通过影响花生四烯酸代谢通路来抑制炎性因子

的表达，进而可能导致斑节对虾白介素 6 含量

的减少。 

ɑ-亚麻酸是 ω-3 多不饱和脂肪酸。有研究

表明平衡的 DHA/EPA 对水生动物减少活性氧

(reactive oxygen species, ROS)累积和抑制全身

炎症方面具有重要作用[27]。本试验研究结果发

现，二十碳五烯酸和二十二碳六烯酸的表达水

平均显著上调，结合生理指标的检测结果，可

以说明饲料中添加屎肠球菌可以影响 α-亚麻酸

代谢，提高酚氧化酶活力，进而减少活性氧积

累对机体的损伤，对斑节对虾的抗炎功能有促

进作用，这与相关研究结果[27]一致。 

嘧啶在生物体中广泛存在，对于嘧啶和在

生物体中的代谢途径的研究非常重要[28]。嘧啶

是脱氧核糖核酸(DNA)和核糖核酸(RNA)的组

成部分，其代谢不仅可以实现嘧啶在细胞内的

循环再利用，还可以为肠道微生物的生长提供

氮源或碳源[29]。本研究结果表明，饲料中添加

屎肠球菌对斑节对虾的嘧啶代谢具有显著的富

集作用，可能是嘧啶代谢对于斑节对虾炎性因

子的表达具有抑制作用，但仍需进一步验证。 

胆 碱 是 磷 脂 酰 胆 碱 (phosphatidylcholine, 

PC)的关键组成成分，磷脂酰胆碱在极低密度脂

蛋白的合成中起到非常关键的作用，对于脂肪

代谢具有重要作用。甘油磷脂是生物体内 主

要的磷脂成分之一，是胆汁和细胞膜表面活性

物质，其还可以形成生物膜，并参与细胞膜对

蛋白质的识别和信号转导[30]。本试验结果表明，

在饲料中添加屎肠球菌影响了斑节对虾的脂质

代谢通路。对于差异代谢物的分析发现，PC 和

PE (phosphatidylethanolamine)表达水平均显著

上调。PE 存在于细胞膜中的膜磷脂，细胞膜参

与信号传递、溶质、代谢物和蛋白质转运的调

节，介导各种生物过程[31]。PE 也是 PC 的重要

前体，可用于修饰某些蛋白质酶和其他大分子，

有研究表明，当 PC 和 PE 的表达水平降低时会

导致磷脂的不饱和度降低，进而影响细胞的正

常功能[32]。综上所述，我们推测屎肠球菌影响

了胆碱代谢通路，增强了免疫细胞和抗炎因子

的信号传递，从而增加了抗炎因子含量，这与

生理生化指标的测定结果一致，免疫球蛋白、

补体含量和酚氧化酶活力提高，而白介素 6 含

量降低，说明添加屎肠球菌后可以增强机体的

免疫力并抑制炎性因子。 

4  结论 
本试验通过在饲料中添加不同量的屎肠球

菌投喂斑节对虾，进行了 28 d 的饲养。研究结

果表明，饲料中添加屎肠球菌对于免疫球蛋白

(IgM)、对虾酚氧化酶(PO)、白细胞介素 6 (IL-6)

及补体片段 3a (C3a)和肠道代谢有积极的影响

作用，降低了斑节对虾体内炎症并改善了肠道

氨脂类代谢、氨基酸代谢、核苷酸代谢和碳水

化合物代谢。 
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