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摘要! 为了研究长毛对虾养殖环境以及对虾肠道微生物种群结构的特征!实验分别采集养殖区

进水口水体"养殖池底泥"养殖池水体以及长毛对虾肠道样品!采用构建 48*G$%&基因克隆文库

的方法对不同样品间的微生物群落组成进行了研究# 结果表明!5 组样品中共获得 824 条序列!

操作分类单元$"C#%总数达 242 个!表明养殖环境微生物群落结构具有高度的多样性# 从遗传

进化树分析发现!进水口水体中细菌优势种群为蓝细菌$1/1:9J%"

'

8变形杆菌$4/198J%和
)

8

变形杆菌$43110J%&养殖池水体细菌优势种群为蓝细菌$//111J%"

)

8变形杆菌$45105J%"厚壁

菌$4514:J%"拟杆菌$42128J%和
'

8变形杆菌$:180J%&养殖池底泥细菌优势种群大部分属于

厚壁细菌$9:142J%&对虾肠道细菌优势种群为厚壁细菌$9119:J%"梭杆菌$4/180J%和
)

8变形

杆菌$4311/J%# 在目分类水平上!养殖池底泥"养殖池水体和对虾肠道中芽孢杆菌占有较高的

比例!分别占克隆数的 8:190J"4/111J和 9218/J&进水口水体和养殖池水体中红细菌的比例较

高!分别占克隆数的 43131J和 :180J# 本研究分析了养殖环境以及对虾肠道微生物的群落结

构!揭示微生物从水源到对虾肠道内的演替规律# 总体上!本养殖系统微生物群落结构良好!但

在养殖池水体和对虾肠道中也检测到黄杆菌类群和少量的弧菌# 本研究有助于了解养殖环境对

于对虾肠道微生物组成的影响!并为长毛对虾病害的预防提供参考#

关键词! 长毛对虾& 细菌群落& 48*G$%&基因文库& 海水养殖系统

中图分类号! B:/014& *:49146666666 文献标志码'&

66长毛对虾#:,&*,'(#,&%)%--*<'($广泛地分布于

热带和亚热带区域"在中国主要分布于福建和广东

省沿海"是南部沿海各省主要的养殖对象"被认为

是具有重要经济价值的对虾品种* 但是近年来"对

虾养殖业由于缺乏有效管理而引起各种微生物疾

病的发生"如红腿病+黑鳃病+软壳病等*

细菌在水产动物肠道中的作用已越来越多地

引起人们重视"其在宿主动物的肠道发育+营养+

免疫应答和疾病抗性中发挥独特的作用
(4 72)

* 一

些有益共生菌可以预防炎症性疾病
(/ 75)

* 同时动

物肠道内也寄居着致病性细菌"其过度生长可以

打乱肠道微生物菌群的平衡"从而导致宿主免疫

系统的缺失或损坏肠粘膜屏障
(1 78)

*

近年来"包括甲壳类在内的水生动物的肠道

微生物多样性得到了广泛的研究"大多数的研究

集中在使用有益菌对水产养殖动物疾病的影响以

及宿主的免疫应答
(9 7:)

"还有特定种群对养殖水

环境的影响
(43 744)

* 利用分子生物学方法研究对

虾养殖区微生物群落结构也比较多
(42 745)

* 但养

殖环境对动物肠道微生物组成的影响研究甚少"

长毛对虾肠道微生物及其与养殖环境的关系还未

见报道* 本实验通过构建细菌 48*G$%&基因文

库的方法来研究养殖区进水口水体+养殖池底泥+

养殖池水体以及对虾肠道内细菌群落组成情况"
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比较不同样品微生物组成结构的差异"分析养殖

环境在对虾肠道微生物结构中所起的作用"揭示

微生物从水源到对虾肠道内的演替规律"为预防

对虾疾病提供必要的数据参考*

46材料与方法

$%$&采样地点

样品采集于福建省莆田市后海垦区对虾养殖

区"养殖池面积 /1// M:

2

"平均水深 4 :"泥沙底质"

泥D沙比例 04D4:* 采样 0 号养殖池 234/ 年 8 月 42

日投入本地海区野生长毛对虾虾苗#410 @214$ A:

23 万 尾" 池 底 套 养 硬 壳 蛤 # G,$),&*$%*

=,$),&*$%*$"每天根据天气及上次摄食情况投喂

人工配合饲料* 234/ 年 : 月 49 日"用罾网捕获

养殖池的长毛对虾 /8 条"平均体长 4419 A:"平

均体质量4:12 I* 同时采用抓斗式采泥器采集底

泥样品#+5$"无菌采集 3 <5 A:泥样* 养殖区进

水口水体#+44$和养殖池水体#+42$用有机玻璃

采水器采集"先预过滤除去大颗粒物质"再用孔径

为312

!

:的聚碳酸酯膜过滤"将滤膜用锡箔纸包

好保存* 在无菌条件下 剖 取 长 毛 对 虾 肠 道

#+21$"再用灭菌的镊子取出肠道内的粪便等杂

物"将对虾肠道置于灭菌离心管中* 所有样品保

存于 703 Q超低温冰箱以备 5%&提取*

$%'&()*提取

无菌条件下取出滤膜"剪碎后放置于 411 :'

离心管中"加入 133

!

'C,缓冲液 #43 ::/06'

CG;<8+-0"4 ::/06'%3

2

,5C&"D+013$和 21

!

'

溶菌酶"/9 Q水浴 4 M* 再加入 13

!

'311 :/06'

,5C&"43

!

'蛋白酶和 21

!

'23J *5*"18 Q放

置 42 M* 离心"将上清液转移至另一离心管中"沉

淀中再加入 133

!

'C,缓冲液"涡旋振荡"合并上

清液* 加入总体积 46/ 的 %+

5

&A#911 :/06'$"

倒入微型离心柱"离心* 2 次加入洗脱液 # 314

::/06'D+ 911 的 CG;<8-0与无水乙醇 4 D5 混

合$"离心"晾干离心柱* 加入 53

!

'超纯水"室

温放置2 :;>"42 333 G6:;> 离心 2 :;> 收集滤液"

723 Q保存备用* 称取 4 I#湿重$底泥和肠道内

容物样品"参照土壤核酸提取试剂盒#"2,9&公

司$说明步骤提取总 5%&*

$%+&$GS/?)*基因扩增

7-$扩增于热循环仪上进行#7C-8233"K;/8

$3N 公司$* 先采用通用引物 29(和 45:2$

(41)

扩

增细菌 48*G$%&全长* 以此 7-$产物为模板采

用引物 /54(和 :39$进行二次扩增
(48)

* 7-$反

应体系! 43 B7-$ O=VVFG1

!

'#含 23 ::/06'

2I-0

2

$"引物 (/54 和 $:39 各 23 D:/0"N%C7<1

::/06' 5

!

'" 模 板 约 4

!

'" 6*2 酶 4121 #

#C3P3$3公司$"/ 333 >I 的 K*&#牛血清白蛋

白$"加超纯水至 13

!

'* 7-$反应参数!:5 Q预

变性 1 :;>'/5 个循环的 :5 Q 4 :;>"11 Q 4

:;>"92 Q 4 :;>"最后 92 Q延伸 43 :;>*

$%K&细菌 $GS/?)*基因文库的构建

7-$产物经纯化后"经 D25408C载体连接"

转化 K0)+-%5+1

'

感受态细胞"蓝白斑筛选* 采

用 C载体通用引物进行扩增"琼脂糖凝胶电泳检

测插入片段的大小"将含有合适片段大小的阳性

克隆进行测序"将得到的序列登录到 %-K)数据

库"得登录号 P(:921558P(:9/485*

对所获的序列通过 K'&*C程序在 9F>K3>U

数据库# MEED!

!

@@@1>AO;1>0:1>;M1I/H6O03<E$中

进行相似细菌搜索"运用 -0=<E30? 410 软件"按照

最大同源性的原则进行多重序列比对* 使用

2,9&113 软件"通过 D8N;<E3>AF算法"以邻位连

接法#%F;IMO/G8!/;>;>I$构建系统进化树*

$%T&数据分析

用 2/EM=G软件对所得序列进行分析"以

:1J相似性为标准划分操作分类单元# /DFG3E;/>30

E3?/>/:;A=>;E""C#$"同时对物种的丰富度指数

#-M3/ 4$+香农指数 #*M3>>/> ;>NF?$+辛普森指

数#*;:D</> ;>NF?$以及覆盖率#A/HFG3IF$进行计

算
(49)

* 为了评估不同样品细菌群落结构多样性"

采用 *7**4013 软件对不同样品 "C#数据进行

多维尺度分析 #:=0E;N;:F><;/>30<A30;>I"25*$"

创建多维空间感知图"图中的点#对象$的距离反

映了样品间的相似性或差异性 #不相似性$* 群

落相似性采用 !3AA3GN 指数!!(A)P# * =E 7)$"

式中!* 为&群落物种数"E 为K群落物种数")为

&+K2 群落共有的物种数*

26结果

'%$&细菌 $GS/()*文库序列多样性

分别挑选阳性克隆子"对插入片段进行测序*

进水口水体+养殖池底泥+养殖池水体和对虾肠道

中分别测得 40:+402+411 和 :1 条有效序列* 通

过 2/EM=G软件分析"以 :1J相似性水平为标准

149
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划分 "C#"总共得到 242 个有效 "C#* 表 4 所

示"进水口水体+养殖池底泥+养殖池水体和对虾

肠道分别测得 80+8:+15 和 24 个 "C#"覆盖率分

别为 9/11J+8815J+9111J和 0:15J"表明挑取

的单克隆子数量已基本能够反映样品文库中优势

细菌类群的数量关系* 养殖池底泥细菌文库

-M3/ 指数为 5/1"高于进水口水体#4821/$+养殖

池水体#41515$和对虾肠道#29152$'通过计算香

农指数及辛普森指数分析细菌的多样性"养殖池

水体细菌香农指数 # /123 $ 最高"辛普森指数

#3138:$最低"表明养殖池水体细菌多样性最高*

表 $&基于 $GS/()*序列的细菌生态多样性指数

",-%$&"<88C.1.;3C,13728J84.9-,C58/3,1C.006735384.9

9.6/4,0B184-,482.7$GS/()*48L687C84

样品

<3:D0F

操作分

类单元

"C#

香农

指数

*M3>>/>

辛普森

指数

*;:D</>

覆盖率6J

A/HFG3IF

物种丰富

度指数

-M3/

+44 80 21:5 3149/ 9/11 4821/

+5 8: 2110 31201 8815 5/113

+42 15 /123 3138: 9111 41515

+21 24 2130 31243 0:15 2915

'%'&对虾养殖系统细菌遗传多样性分析

对 5 组样品的序列进行了系统发育分析"构建

遗传发育进化树"比较不同样品序列所对应的微生

物种群在样品中的丰度* 由图 4 和图 2 可知"厚壁

菌门#(;G:;A=EF<$在 5 个样品中是占绝对优势的微

生物种群"在养殖池底泥和对虾肠道中的丰度优势

最为明显"分别有 455 和 92 个克隆子"占 9:142J

和 9119:J'在养殖池水体克隆文库中有 22 个克隆

子"占 4514:J* 在进水口水体+养殖池底泥+养殖

池水体和对虾肠道克隆文库中各有 211:/J+

019:J+29143J 和 4311/J的克隆子属于变形杆

菌#7G/EF/O3AEFG;3$* 除厚壁菌门#(;G:;A=EF<$和变

形杆菌门#7G/EF/O3AEFG;3$外"进水口水体+养殖池

底泥和养殖池水体克隆文库中还含有拟杆菌门

#K3AEFG;/N;FEF<$细菌"所占比例分别为 0159J+

2191J和 42128J* 进水口水体和养殖池水体克隆

文库还含有优势的蓝细菌#-43>/O3AEFG;3$"所占比

例分别为 1/1:9J和//111J* 在细菌目分类水平

上"进水口水体+养殖池底泥+养殖池水体和对虾肠

道克隆文库中芽孢杆菌#K3A;0030F<$所占比例分别

为 2181J+8:190J+4/111J和 9218/J* 进水口水

体和 养 殖 池 水 体 克 隆 文 库 还 含 黄 杆 菌 目

#(03H/O3AEFG;30F<$细菌"所占比例分别为 81/1J和

431/2J* 对虾肠道中梭杆菌 #(=</O3AEFG;30F<$所

占比例为 4/180J* 进水口水体+养殖池底泥和养

殖 池 水 体 克 隆 文 库 还 含 有 红 细 菌

#$M/N/O3AEFG30F<$"所 占 比 例 分 别 为 43131J+

2123J和 :180J* 除此之外"+44++5 和 +42 中分

别有 81130J+2/18/J和 841:5J的"C#在目水平

上不能确定到种群*

图 $&在门分类水平样品中细菌种

群结构及其相对丰度

@3;%$&"<8/81,53D8,-672,7C8.9-,C58/3,1C.006735:

45/6C56/8,55<8B<:160 18D81

图 '&在目分类水平样品中细菌种

群结构及其相对丰度

@3;%'&"<8/81,53D8,-672,7C8.9-,C58/3,1C.006735:

45/6C56/8,55<8./28/18D81

849



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 王春忠"等!长毛对虾海水养殖环境以及虾肠道微生物群落结构研究 66

'%+&K 组样品细菌群落结构比较

运用 25*方法比较不同样品的细菌群落结

构的相似性"25*图中的点代表不同的样品"样

品之间距离的远近说明群落结构的相似程度* 本

实验 25*压力值为 31308"说明 25*结果可以

较好地代表不同数据间的差异'5 个样品相互间

距离较远"说明进水口水体+养殖池底泥+养殖池

水体和对虾肠道细菌种群结构差异性较大 #图

/$* 5 个样品细菌群落间的 !3AA3GN 相似性系数

为 3 <31389"共有的 "C#数目极少"也表明进水

口水体+养殖池底泥+养殖池水体和对虾肠道间细

菌群落相似性低*

图 +&样品细菌群落结构的多元尺度分析

@3;%+&"E.\2308743.7,1B1.54.9A(S,7,1:434-,482.7

$GS/?)*;8785. C.0B,/8-/.,2\4C,1823998/87C84

,0.7; -,C58/3,1C.006735384

/6讨论

研究发现"虾肠道微生物组成一方面受到宿

主的影响"另一方面"养殖环境在其群落组成的塑

造上也起着重要的作用
(40)

"肠道微生物种群源于

宿主的生存环境
(4: 724)

* 但本研究通过养殖环境

和对虾肠道样品克隆文库的比较发现"对虾肠道

与进水口水体只有 2 个相同的 "C#"与养殖池底

泥样品只有 4 个相同的 "C#"而与养殖池水体不

存在共同的 "C#"这些说明了对虾肠道微生物与

其环境间细菌群落结构相似度低"微生物种群结

构存在着巨大的差异'本实验中养殖环境对肠道

微生物组成的贡献不大" 这与 -M3;43DFAM3G3

等
(22)

研究肠道微生物的组成时得出的结果相似*

养殖池水体和对虾肠道微生物群落较低的相似

性"可能是对虾海水养殖过程中受到人为因素的

影响*

本研究结果显示"厚壁细菌#(;G:;A=EF<$是养

殖池底泥+养殖池水体和对虾肠道最丰富的微生物

种群"其次变形杆菌#7G/EF/O3AEFG;3$也占有较大的

比重"其他肠道微生物的研究中也发现类似的结

果
(22 72/)

* 在海水养殖系统中
)

8变形杆菌#93::38

DG/EF/O3AEFG;3$是动物肠道中的优势微生物种

群
(25"1)

'本研究测得
)

8变形杆菌在进水口水样+养

殖池底泥样+养殖池水体以及对虾肠道微生物群落

中分别占总数的 43110J+ /1/3J+ 45105J和

4311/J'

'

8变形杆菌#&0DM38DG/EF/O3AEFG;3$在进水

口水体+养殖池底泥样和养殖池水体中分别占克隆

数的 4/198J+/1/3J和 :180J"也是优势的微生

物种群"但在养殖池底泥中仅有 /1/J被检测到"

在对虾肠道内则没有检出"说明
'

8变形杆菌不易

生存于底泥和对虾肠道内"其原因需待研究* 在

进 水 口 和 养 殖 池 的 水 样 中" 蓝 细 菌

#-43>/O3AEFG;3$是占 "C#数目最多的类群"分别

占 "C#总数的 1/1:9J和 //111J"可能是近岸

和养殖环境水体较浅"光照强并且营养盐含量高"

有利于蓝细菌的繁殖* 但有研究表明非毒性蓝藻

的聚集可以降低虾对桡足类的摄食率
(21)

"一些有

毒的蓝藻可能引发虾类疾病并导致死亡"本实验

的蓝细菌对养殖长毛对虾及其他生物的影响有待

进一步研究探讨*

本研究中红细菌#$M/N/O3AEFG30F<$在进水口

水体和对虾养殖池水体中是占优势的微生物种

群* 研究表明"玫瑰杆菌#A+(,+E*)<,$$能在大菱

鲆#4)+#><>*<='(=*@%='($仔鱼的饲养环境中建

立一个有益的微生物群落"可以抑制致病菌的生

存
(28)

"降低大菱鲆幼鱼的死亡率
(29)

* $=;R87/>EF

等
(20)

发现"添加玫瑰杆菌 #A0.*--*,)%,&(%($的细

胞提取物能增强扇贝幼虫的存活率* 本研究中对

虾养殖系统内红细菌具有较高的丰度"有利于养

殖区长 毛对 虾的健 康 生 长* 本 研 究 中 弧 菌

#.;OG;/>30F<$在养殖水体只存在 4 个 "C#"在对

虾肠道内只检测到 1 个 "C#'从遗传发育分析结

果 来 看" 这 些 "C# 同 美 人 鱼 发 光 杆 菌

#:>+<+E*)<,$%'=<D1$和弧菌#J%E$%+ <D1$遗传距

离相近* 而以前的研究中"美人鱼发光杆菌

#:>+<+E*)<,$%'= C*=(,-*,$ 和哈维氏弧菌 # J0

>*$/,"%$的菌株被鉴定为具有强烈的致病性
(8"2:)

*

本研究中弧菌在养殖水体和对虾肠道内数量很
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少"对本研究的养殖系统健康不会造成太大的

影响*

有益菌可以抑制致病菌在动物肠道内的增

殖"可以提高黑虎虾 #I-#>,'(E,--'-'($ 的免疫

力
(/3)

* 乳酸菌#'3AE/O3A;00=<和 '3AE/A/AA=<$+芽

孢杆菌#K3A;00=<$和假单胞菌#7<F=N/:/>3<$在水

产养殖中都是已报道的重要的生物控制剂
(/4)

*

本研究中 5 个样品中都有检出芽孢杆菌"并在养

殖池底泥+养殖池水体和对虾肠道中都是占绝对

优势 的 微 生 物 种 群" 分 别 占 到 总 "C# 的

8:190J+4/111J和 9218/J"比进水口水体的

2191J高出很多* 乳酸杆菌目#'3AE/O3A;0030F<$在

样品中含量很少"只在养殖池底泥和养殖池水体

中占总量的 /1/3J和 3181J* 以上结果说明"本

研究中养殖系统内存在着大量的有益微生物"这

些有益菌在抑制病原微生物以及维持养殖环境的

生态平衡等方面起着重要的作用*

另外"在进水口水体中检测到 81/1J的黄杆

菌目#(03H/O3AEFG;30F<$细菌类群"在养殖池水体

中其含量达到 431/2J* 在水生动物体内"一些

黄杆菌种类是潜在的条件致病菌
(/2)

"其在养殖水

体中的大量存在"可能增加对虾感染疾病的风险*

生产养殖户应加强养殖管理"保持良好的水质环

境"采取有效措施防止其大量的繁殖而造成虾病

害的发生*

56结论

本研究通过构建 48*G$%&基因文库的方法

比较了长毛对虾养殖系统微生物群落结构组成"

克隆文库中大量的 "C#表明系统内微生物群落

具有高度的多样性* 养殖环境内存在大量的有益

菌"同时也有潜在的条件致病菌* 本研究对于发

展健康的对虾养殖环境以及优化养殖系统内微生

物群落结构具有重要的现实意义*
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