
文章编号: 1000–0615(2016)11–1765–09 DOI: 10.11964/jfc.20151010112

健康和患病凡纳滨对虾幼虾消化道菌群结构的比较
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摘要：凡纳滨对虾养殖过程中，早期阶段是病害易感阶段，而消化道菌群结构与对虾健
康关系密切。因此，探讨幼虾的消化道菌群尤其是弧菌类细菌与对虾发病的关系对病害
有效防治具有重要意义。本实验采用Illumina测序研究了凡纳滨对虾健康和患病幼虾的
消化道细菌群落结构，并基于纯培养和16S rDNA，recA和pyrH基因序列比对，分析了幼
虾消化道中弧菌的主要种类组成。结果发现，健康幼虾消化道中α-变形菌纲和厚壁菌门
丰度较高，而患病幼虾中γ-变形菌纲、拟杆菌门、放线菌门和β-变形菌纲较高，其中放
线菌门丰度差异显著。基于科水平的响应比分析，发现患病幼虾消化道中动性球菌科和
噬菌弧菌科的丰度显著降低，而弧菌科的丰度显著升高。相似度分析发现，驱动群落变
异的OTU主要来源于弧菌属、海洋杆状菌属、冷杆菌属、假交替单胞菌属以及未分类至
属的红杆菌科和微杆菌科。健康幼虾消化道弧菌组成以锡那罗亚州弧菌为主，而患病幼
虾消化道弧菌组成以坎氏弧菌为主。尽管健康和患病幼虾消化道内细菌群落结构整体差
异不显著，但一些重要类群丰度变化显著，其特征与已知的生态功能一致。
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随着现代集约化和规模化水产养殖业的发

展，病害频发已成为制约凡纳滨对虾(Litopenaeus
vannamei)养殖业发展的瓶颈 [1-2]。虽然近年来凡

纳滨对虾病毒性病害的报道很多，但是细菌性

病害仍然是养殖对虾的重要。由于凡纳滨对虾

消化道和肝胰腺易受病原菌侵染，而对虾消化

道菌群在抵御病害方面有着至关重要的作用，

不仅能够促进宿主对营养物质消化吸收更能保

护机体免受病原菌侵染 [3]。因此，研究消化道微

生物组成变化与凡纳滨对虾健康状况的相关性

对促使对虾养殖病害防控从被动处置到主动防

御的转变具有重要意义。

以往研究表明，成年健康和患病凡纳滨对

虾消化道细菌类群的变化可用于指示对虾的健

康状况，其中对虾健康指示类群有酸微菌科

(Ac id imic rob iaceae )、红杆菌科 (Rhodobac-
teraceae)和拟杆菌科(Bacteroidaceae)等，患病指示

类群有腐螺旋菌科(Saprospiraceae)和浮霉状菌科

(Planctomycetaceae)[4]。有报道发现，日本对虾

(Penaeus japonicus )幼虾消化道中弧菌属(Vibrio)
占主导，而成年虾消化道中假单胞菌属(Pseudo-
monas )占优势 [ 5 ]。此外，斑节对虾 (Penaeus
monodon)不同生长阶段对虾消化道内的优势类群

也不尽相同[6]。因此，不同种类对虾消化道微生物
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群落结构特征不仅与健康状况密切相关 [4]，也受

到不同生长阶段的影响 [5-8]。以往的研究主要集

中在成年凡纳滨对虾的消化道细菌群落组成[4，9-10]，

而缺乏对幼虾消化道细菌组成的研究。因此，

对于能否利用凡纳滨对虾幼虾消化道细菌群落

来评价幼虾的健康状况还不明确。

此外，病原菌(尤其是弧菌)对宿主以及对虾

消化道细菌组成有很大影响。在成年斑节对虾

养殖病害暴发期，霍乱弧菌(V. cholerae)、副溶

血弧菌(V. parahaemolyticus)是养殖池和肝胰腺中

最主要的弧菌种群 [11]；而Ruwandeepika等 [12]认

为，哈维弧菌群是水产养殖中最重要的病原性

细菌，且其致病性远比其他弧菌类群高。以往

研究也发现，凡纳滨对虾养殖后期弧菌病的暴

发越来越严重 [4]，但对于凡纳滨对虾幼虾发病是

否也由弧菌病原菌引起仍需要进一步验证。现

有关于不同种类对虾幼虾消化道菌群多样性的

研究主要分析可培养细菌 [11-13]，不能全面反映对

虾幼虾的消化道细菌群落组成特征，因为99%以

上的细菌是不可培养的 [6]。近年出现的高通量测

序技术(如454测序和Illumina测序)[14-15]则可克服这

个缺点，全面揭示全部细菌的多样性，且测序

通量提高百万倍。因此，本研究利用Illumina测
序技术比较健康和患病幼虾消化道细菌群落差

异，同时对比健康和患病幼虾消化道中弧菌的

组成差异，确定幼虾患病的潜在致病弧菌，为

对虾健康养殖和病害防治提供科学依据。

1     材料与方法

1.1     样品采集

实验幼虾样品采自浙江省宁波市椿霖水产

养殖场(29°31′N，121°31′E)。该养殖场有34个
长方形的高位池水泥底池塘，养殖水深1.8 m，

面积约2000 m2，每个池塘的日换水率和日常管

理措施相同。养殖场于2014年3月25日放苗，在

4月15日有3个塘的虾出现发病症状，幼虾体色为

黄褐色，肝胰腺萎缩，出现厌食和大量死虾现

象。在发病当天(第21天)，于每个发病养殖池分

别采集了健康幼虾和濒死幼虾，存活状态下于2 h
内带回实验室处理。

1.2     幼虾消化道弧菌计数及DNA提取

从带回的活体幼虾样品中，根据其肝胰腺

和肠道及外观将之分为健康和患病幼虾。健康

幼虾胃肠半透明色，体表光滑；患病幼虾胃肠

灰白色，组织松软，眼睛凹陷。每个塘健康和

患病幼虾各取1只，体长约2 cm，体质量约1 g。
用75%的酒精擦拭幼虾体表进行消毒，再用无菌

海水洗涤3次，无菌操作条件下将幼虾用0.85%无

菌生理盐水研磨，此方法得到的细菌可代表幼

虾消化道细菌 [16-17]。然后用生理盐水梯度稀释，

在弧菌选择性琼脂培养基(硫代硫酸盐柠檬酸盐

胆盐蔗糖，TCBS)上涂布，每个梯度设置3个平

行，培养24 h后统计每尾健康和患病幼虾弧菌菌

落数(CFU)。同时，将上述制成的幼虾研磨液用

QIAamp®DNA Stool Mini Kit(Qiagen)试剂盒提取

D N A， 用 N a n o D r o p  N D - 1 0 0 0分 光 光 度 计

(NanoDrop Technologies)测定DNA浓度和纯度，

DNA样品于–80 °C保存备用。

1.3     幼虾消化道弧菌分离株的分子鉴定

从弧菌计数TCBS平板上挑取弧菌菌落，在

盐度为20的LB培养基上进一步划线分离纯化，

用水煮法提取DNA，用通用引物对27F-1492R
PCR扩增其16S rRNA基因。50 μL扩增体系：超

纯水34.75 μL，10×PCR Buffer 5 μL，dNTP Mix
(2.5 mmol)4 μL，上游引物2 μL，下游引物2 μL，

DNA 2 μL，rTaq 0.25 μL。扩增条件：94 °C 3 min；
94 °C变性30 s，56 °C退火30 s，72 °C延伸90 s，
30个循环后72 °C延伸10 min。使用弧菌通用

recA基因和pyrH基因引物进行PCR扩增 [18]。其

50 μL扩增体系：超纯水33.75 μL，10×PCR Buffer
5 μL，dNTP Mix(2.5 mmol)4 μL，上游引物1 μL，

下游引物1 μL，DNA 5 μL，rTaq 0.25 μL。扩增

条件为：95 °C 5 min； 95 °C 1 min，55 °C 2 min
15 s，72 °C 1 min 15 s，3个循环；95 °C 35 s，
55 °C 1 min 15 s，72 °C 1 min 15 s，30个循环；

72 °C 7 min。电泳检测无杂带的PCR产物纯化后

送上海桑尼公司测序，将测序结果与NCBI上基

因序列库中的弧菌模式菌株比对，通过与模式

菌株的相似性初步判定所对应的最相近弧菌菌

株的种属。

1.4     幼虾消化道细菌群落高通量测序

取50 ng幼虾消化道DNA作为PCR的模板，

扩增16S rRNA基因的V4可变区，上下游引物分别
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为5 1 5 F  ( 5 ′ - G T G C C A G C M G C C G C G G T A A -
3′)和806R (5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-
3′)。上下游引物的5′端各带有6-bp的Barcode序列

用于区分样品。PCR反应体系为30 μL，包括

Master  Mix (2×)  15 μL，引物 (2  μmol)3 μL，

DNA模板(1 ng/μL) 10 μL，MO BIO PCR水2 μL。

反应条件：98 °C预变性1 min，98 °C变性10 s，
50 °C退火30 s，72 °C扩增30 s，25个循环；2 °C
延伸5 min。每个样品设置3个PCR重复，以减少

扩增过程中造成的偏差。将每个样品的3个重复

PCR产物混合后用纯化试剂盒(TaKaRa，日本)纯
化。每个样品PCR产物等量混合，在Illumina MiSeq
平台(Novogene，北京)上双向测序。

1.5     高通量测序数据的处理及统计分析

测序数据在Qiime平台(quantitative insights

into microbial ecology, http://qiime.org)经过质控处

理后除去嵌合体、叶绿体和古菌序列 [19]。应用

Uclust将相似性大于97%的序列归为同一个分类

操作单元(operational taxonomic unit, OTU)[20]，并

通过Greengenes数据库 [21]确定各个OTU的分类地

位。为了避免由于测序深度不同造成的偏差，

每个样品随机选取16 400条序列(所有样品中的最

低序列数)进行分析。

采用基于Bray-Cur t i s距离的主坐标分析

(principal coordinates analysis, PCoA)评估群落结构

的整体差异，并用Past软件进行群落相似性差异

显著性检测(One-Way ANOSIM)。在Prime 5.0中

计算细菌Shannon Wiener指数、丰富度Pielou’s
evenness和Simpson指数，用T-test检验幼虾消化

道中细菌群落多样性和丰富度之间的差异。通

过响应比分析(response ratio)[4]筛选出在健康和患

病幼虾消化道中差异显著的科水平菌群。用相

似度(Simper)分析筛选出造成消化道细菌群落组

成差异的主要OTU。

2     结果

2.1     幼虾消化道细菌群落组成及多样性

在门 /纲 (变形菌门各纲 )水平上，幼虾消化

道细菌群落组成主要(相对丰度>1%)为：γ-变形

菌纲 ( G a m m a p r o t e o b a c t e r i a )、 α -变形菌纲

(Alphaproteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、
放 线 菌 门 ( A c t i n o b a c t e r i a ) 、 β - 变 形 菌 纲

(Betaproteobacteria)和厚壁菌门(Firmicutes)(图1-
a)，占细菌总数的98%以上。与患病幼虾相比，

健康幼虾消化道中放线菌门细菌丰度较高(1.45%vs.
3.59%，P=0.017)，其他各门/纲差别不显著。

利用PCoA主坐标分析比较消化道细菌群落

组成，发现健康和患病幼虾消化道细菌群落主

要沿第一轴分布，其一轴和二轴解释度分别为

55.7%和20.7%(图1-b)。但是，基于样品间的Bray-
Curtis距离进行群落相似性检测，健康和患病幼

虾消化道群落之间差异不显著。

消化道细菌群落多样性和均匀度在健康幼

虾中均高于患病幼虾(表1)，但差异未达到显著

水平。

 
图 1    健康和患病幼虾消化道细菌优势(>1%)门/纲类平均相对丰度(a)和

群落组成的主坐标分析(基于Bray-Curtis距离)图(b)

Fig. 1    The relative abundance of dominant (>1%) phyla/classes (a) and community composition (based on
Bray-Curtis distance) (b) in healthy and diseased juvenile shrimp digestive tract
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2.2     健康和患病幼虾消化道中差异显著的细

菌科属

通过响应比分析，筛选出18个在健康和患

病幼虾消化道中丰度差异显著(P<0.05)的细菌科

(图2)，其中芽单胞菌科(Gemmatimonadaceae)、噬

菌弧菌科 ( B a c t e r i o v o r a c a c e a e )、酸微菌目

(unclassified Acidimicrobiales)和土壤红杆菌目

(unclassified Solirubrobacterales)的未分类至科的成

员、微杆菌科(Microbacteriaceae)、微球菌科(Micrococ-
caceae)、噬几丁质菌科(Chitinophagaceae)、动性

球菌科 (Planococcaceae)、梭杆菌科 (Fusobac-
teriaceae)和脱硫葱状菌科(Desulfobulbaceae)在健

康幼虾消化道中的丰度显著高于患病幼虾；而

弧菌科(Vibrionaceae)、γ-变形菌纲(unclassified
Gammaproteobacteria)、N1423WL目(unclassified
N1423WL)、Ellin6067目(unclassified Ellin6067)和
螺杆菌目(unclassified Spirobacillales)未分类至科

的成员以及侏囊菌科(Nannocystaceae)、弯曲菌科

(Campylobacteraceae)、嗜油菌科(Oleiphilaceae)则
在患病幼虾消化道中的丰度显著升高。

相似度分析结果表明，健康和患病幼虾消

化道细菌群落的差异度为30.07%。对群落差异度

贡献较大的8个OTU(贡献率  >1%)累积贡献率达

到56.04%，其中有红杆菌科(unclassified Rhodobac-
teraceae)未分类至属的OTU 3个，弧菌属、红杆

菌科的海洋杆状菌属 ( M a r i v i t a )、冷杆菌属

(Cryobacterium)、微杆菌科(Microbacteriaceae)和
假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)的OTU各1个
(图3)。患病幼虾消化道中弧菌属、海洋杆状菌

属、冷杆菌属、微杆菌科和假交替单胞菌属的

OTU平均丰度高于健康幼虾，而在健康幼虾消化

道中未分类至属的红杆菌科OTU平均丰度高于患

病幼虾。

2.3     幼虾消化道可培养弧菌的种类组成

通过将健康和患病幼虾菌悬液分别涂布，

健康幼虾消化道中弧菌总数为 (1.56±0.39)×105

CFU/尾，患病幼虾中弧菌总数为(8.89±0.89)×105

CFU/尾，患病幼虾消化道中可培养弧菌总数显

著高于健康幼虾(P=0.019)。
用TCBS培养基得到健康幼虾弧菌分离株

24株，患病幼虾弧菌分离株24株，共计48株。基

于16S rRNA基因、recA和pyrH 3个基因的序列与

NCBI上模式菌株序列比对发现：健康幼虾消化

表 1    健康和患病幼虾消化道中细菌群落α-多样性

Tab. 1    The alpha-diversity of bacterial communities in
healthy and diseased juvenile shrimp digestive tract

 香农指数

Shannon-Wiener
辛普森指数

Simpson
均匀度指数

Pielou’s evenness
健康幼虾

healthy juvenile
shrimp

3.59±0.58 0.68±0.10 0.37±0.05

患病幼虾

diseased juvenile
shrimp

3.55±0.92 0.63±0.16 0.36±0.09

 
图 2    健康和患病幼虾消化道中在科水平显著差异的细菌类群(在95%置信区间)

Fig. 2    Bacterial families that exhibited significant variation in relative abundance between healthy and diseased
juvenile shrimp digestive tract (at a 95% confidence interval)
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道优势弧菌为锡那罗亚州弧菌(V. sinaloensis)，占

健康幼虾弧菌分离株总数的45.8%；其次是欧文

弧菌 (V. owensii)，占25.0%；另有3株坎氏弧菌

(12.5%)及天蓝色弧菌(V. azureus)、徐氏弧菌(V.
xuii)、纳瓦拉弧菌(V. navarrensis)、强壮弧菌(V.
fortis)各1株(分别占4.2%)。患病幼虾消化道优势

弧菌为坎氏弧菌(V. campbellii)，占患病幼虾弧菌

分离株总数的54.2%；其次是纳瓦拉弧菌(V. navar-
rensis)，占20.8%；锡那罗亚州弧菌和欧文斯弧

菌各2株(分别占8.3%)；肝弧菌和徐氏弧菌各1株
(分别占4.2%)(表2)。可见，可培养弧菌在健康和

患病幼虾消化道内的组成明显不同。

3     讨论

本实验采用Illumina测序技术比较了凡纳滨

对虾健康和患病幼虾消化道细菌群落结构和多

样性，并用培养法比较了幼虾消化道优势弧菌

组成，发现健康和患病幼虾消化道细菌群落结

构和多样性发生变化，特别是在弧菌丰度和种

类组成上都明显不同。

从多样性分析来看，香农指数是一种被认

为能较好反映物种多样性的指数，但是不同学

者使用的多样性指数不同，其实验结果也存在

差异 [22-23]。本实验分析了凡纳滨对虾幼虾肠道细

 
图 3    造成健康和患病幼虾消化道细菌群落变异的关键OTU(圆圈直径大小与该细菌相对丰度成正比)

Fig. 3    The main OTUs driving the changes of bacterial communities in healthy and diseased juvenile shrimp digestive
tract (the diameter of the circle is proportional to the abundance of a given bacterial OTU in samples)

表 2    健康和患病幼虾消化道弧菌种类组成比较

Tab. 2    Comparison of Vibrio composition in healthy and diseased juvenile shrimp digestive tract

分群

clade
最相近菌种

most similar species

分离菌株数

number of isolates  

合计

total

H1 H2 H3 D1 D2 D3 H D

侧柏弧菌群 Orientalis 锡那罗亚州弧菌 V. sinaloensis 6 2 3 2

 

11 2

侧柏弧菌群 Orientalis 肝弧菌 V. hepatarius 1 1

哈维弧菌群 Harveyi 欧文斯弧菌 V. owensii 2 4 2 6 2

哈维弧菌群 Harveyi 坎氏弧菌 V. campbellii 1 2 8 4 1 3 13

哈维弧菌群 Harveyi 天蓝色弧菌 V. azureus 1 1

沙蚕弧菌群 Nereis 徐氏弧菌 V. xuii 1 1 1 1

创伤弧菌群 Vulnificus 纳瓦拉弧菌 V. navarrensis 1 5 1 5

灿烂弧菌群 Splendidu 强壮弧菌 V. fortis 1 1

总计 total 24 24

注：H和D分别代表健康幼虾和患病幼虾

Notes: H and D represent the healthy and diseased juvenile shrimp respectively
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菌群落的香农指数、辛普森指数和均匀度指数，

发现健康幼虾消化道多样性指数都高于患病幼

虾，但差异不显著(表1)。其原因可能包括：①

所采样点重复数(n=3)不够，难以区分组内和组

间差异；②所谓健康幼虾实际上也已不健康，只

是程度较轻，症状不明显而已。群落多样性降

低往往会导致群落功能的稳定性降低，致使幼

虾对外界环境的应激能力下降，进而降低了对

病原菌的抵抗能力，从而引起养殖对虾发病[24]。

通过响应比分析筛选出健康和患病幼虾消

化道中相对丰度显著差异的18个细菌科 (图3)。
与健康幼虾消化道细菌科相比，弧菌科在患病

幼虾消化道内的相对丰度显著升高，而芽孢杆

菌目未知科和δ-变形菌纲的噬菌弧菌科相对丰度

显著降低(图2)。这种变化趋势与这些菌已知的

功能相一致，例如弧菌作为水产养殖中最常见

的病原菌，其在水体或虾肠道中丰度的升高，常

被看作是对虾病害暴发的重要预警指标 [4，8-9，25]。

芽孢杆菌(Bacillus)作为水产养殖中常用的益生菌

之一，其抗菌谱广泛，对多种病原弧菌以及其

他细菌的生长均有较强的抑制作用[26]。一些芽孢

杆菌还能产生多种酶类和多糖，故在一定程度上

可促进对虾的生长和提高非特异性免疫功能[26-27]。

此外，患病幼虾消化道中噬菌弧菌科的数量显

著降低，而噬菌弧菌类细菌是能裂解和“吃掉”病
原菌的一类细菌，且对致病菌的裂解能力明显

大于非致病菌，尤其是消化道内病原菌更易被裂

解[28]。储卫华等[29]研究表明，蛭弧菌(Bdellovibrio)
对副溶血弧菌有较强的裂解和净化作用，能有

效地预防对虾弧菌病的发生。此外，很多研究利

用蛭弧菌净化污染水体，消除其中的致病性弧

菌和大肠杆菌等 [28， 30]。幼虾消化道细菌群落中

芽孢杆菌和噬菌弧菌科数量的显著降低导致幼

虾消化道菌群失调，使对虾消化道菌群对致病弧

菌的拮抗能力降低，从而致使幼虾更易发病。

与健康幼虾相比，患病幼虾消化道弧菌属

细菌在丰度和种类组成上都发生了明显变化。

患病幼虾消化道中的弧菌丰度明显高于健康幼

虾，是健康和患病幼虾消化道细菌群落差异的

主要驱动类群(贡献度高达21.03%)(图3)，可培养

弧菌计数的结果也证实患病幼虾明显高于健康

对虾(8.89×105 CFU vs. 1.56×105CFU)。健康与患病

幼虾在弧菌种类组成上也明显不同。据报道，坎

氏弧菌对对虾虾苗有很强的致病性[16]，而从患病

幼虾中分离的弧菌中，坎氏弧菌占比超过一半

(表2)。纳瓦拉弧菌在患病幼虾消化道也是优势

弧菌，可能也是潜在的病原菌 [31-32]。健康幼虾消

化道优势弧菌为锡那罗亚州弧菌，占比接近一

半。锡那罗亚州弧菌是消化道中常见的一种弧菌，

纯培养的锡那罗亚州弧菌对对虾幼苗有微弱毒

性[17]，但其同时具有淀粉酶活性，对促进宿主消

化吸收和免疫有重要作用 [33-34]，在细菌群落中的

作用可能是益大于害。通过调控锡那罗亚州弧

菌在对虾肠道中的数量能否增强其抵抗强致病

弧菌(如坎氏弧菌或副溶血弧菌等)的侵染，是一

个有意思的问题，相关工作正在进行中。如能

得到正面结果，将为评价对虾健康状况、研发

对虾病害主动防御措施提供指导意义。
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Comparison of the bacterial community structures between healthy and
diseased juvenile shrimp (Litopenaeus vannamei) digestive tract
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Abstract: The early stage of shrimp aquaculture is susceptible to bacterial infection and the bacterial community
structure in digestive tract is highly associated with shrimp health. Therefore, it is of great significance to explore
the relation between shrimp bacterial community of digestive tract and juvenile shrimp disease. We investigated
the intestinal bacterial community composition of healthy and diseased juvenile shrimp (Litopenaeus vannamei) by
using Illumina sequencing, and explored Vibrio diverstiy based on 16S rDNA, recA and pyrH gene sequences of
Vibrio isolates. The results showed that the average relative abundances of Alphaproteobacteria and Firmicutes are
higher in healthy juvenile shrimp digestive tract than those in diseased one, while these of Gammaproteobacteria,
Bacteridetes,  Actinobacteria  and  Betaproteobacteria  exhibited  an  opposite  pattern  and  the  variation  in
Actinobacteria is significant. In addition, response ratio analysis at the bacterial family level shows that the relative
abundances of Planococcaceae and Bacteriovoracaceae families significantly decreased, while that of Vibrionaceae
remarkably increased in diseased juvenile shrimp digestive tract in relation to healthy one. Similarity percentage
(SIMPER) analysis revealed that the main contribution to the variation of intestinal bacterial community structure
between healthy and diseased shrimp is attributed to 8 OTUs affiliated with Vibrio, unclassified Rhodobacteraceae,
Marivita,  Cryobacterium,  unclassified Microbacteriaceae and Pseudoalteromonas.  As to Vibrio  assamblege
composition, we found that culturable V. sinaloensis strains were the dominant species in healthy juvenile shrimp
digestive tract, while V. campbellii is dominant in diseased juvenile shrimp.
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