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健康与患病凡纳滨对虾肠道菌群结构及功能差异研究
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摘要：为探究病害发生后健康与患病凡纳滨对虾肠道菌群结构和功能的差异，并筛选肠
道指示菌群来评估宿主健康状况，评价凡纳滨对虾肠道菌落的功能冗余性。实验采集健
康和患病凡纳滨对虾样品，通过Illumina高通量测序技术测定肠道菌群组成，并利用PI-
CRUSt进行功能预测，以此比较健康与患病凡纳滨对虾肠道微生物的群落结构和功能差
异，并预测功能与群落组成的相关性。结果显示，病害的发生伴随着肠道菌群结构的显
著变化，而多样性无显著差异。与健康凡纳滨对虾肠道细菌组成相比，患病凡纳滨对虾
肠道中放线菌门(Actinobacteria)、浮霉菌门(Planctomycetes)和疣微菌门(Verrucomicrobia)相
对丰度降低，而γ-变形菌纲(Gammaproteobacteria)和拟杆菌门(Bacteroidetes)增加。同时，
筛选出16个指示细菌科，能够很好地指示宿主健康状况。与健康组相比，患病凡纳滨对
虾中参与弧菌侵染的过程显著增加，而溶酶体和过氧化物酶等免疫功能代谢过程显著减
弱。此外，肠道微生物群落结构与功能组成呈显著正相关，表明凡纳滨对虾肠道菌群组
成具有较低的功能冗余性。研究表明，健康与患病凡纳滨对虾肠道菌群结构存在显著差
异，并且由细菌介导的功能随之发生改变，能够用指示微生物评估宿主健康状况。
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肠道是最重要的消化吸收器官，寄居着大

量群体结构复杂的微生物。在长期进化过程

中，肠道微生物与宿主形成相互依赖、相互制

约的关系。肠道微生物在维持宿主健康中发挥

重要作用，有研究表明，不同结构和组成的肠

道微生物群落能够影响宿主的营养代谢和对外

源病原菌侵染的敏感性 [1-2]。病原微生物的侵染

能够改变肠道微生物群落组成，进而破坏肠道

微生物的正常功能，导致疾病产生。近年来，

大量研究表明，病害的发生是由多种病原菌协

同作用造成的。然而，过去主要通过从病害个

体中分离潜在的单一或少数病原菌，而缺乏从

群落水平进行肠道微生物组成的研究。因此，

对于能否利用肠道菌群的变化来评估水产养殖

生物的健康状况尚不明确。

凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)是重要的

水产养殖品种，在全球范围内具有很高的经济

价值。然而，近年来由于向高密度、集约化的

养殖方式发展，导致对虾养殖疾病暴发越来越

频繁 [3-4]。对虾特异性免疫系统的缺失使其只能

通过非特异性免疫的方法去识别异己，抵御各

种病原体感染以及减少环境胁迫对自身造成的

影响 [5]，因此在低等生物中，如对虾，肠道菌群

的正常结构和功能显得更为重要。近年来有研

究发现，疾病发生后对虾肠道微生物的群落组

成发生显著变化，多样性降低 [6]，并建立了养殖

环境因子和肠道菌群间的关系 [7]。这些研究证实

了肠道微生物在维持对虾健康方面起到重要作

用，并初步明确了引起病害的环境因子，为对

虾养殖的日常管理提供了科学依据。然而，现
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有研究主要集中在病害发生与肠道微生物群落

组成的相关性，而缺乏群落变化如何影响微生

物介导的功能信息。由于微生物群落具有较高

的功能冗余性，我们对于肠道菌群的变化在多

大程度上影响其功能尚不明确，究其原因，可

能是由于宏基因组测序成本较高，缺乏对应的

数据库进行功能比对。近年来，由于生物信息

学的快速发展，能够利用细菌组成预测对应的

功能。Loudon等 [ 8 ]利用PICRUSt [ 9 ]对红背蝾螈

(Plethodon cinereus)皮肤上的核心细菌群落进行

功能预测，发现核心细菌与免疫调节紧密联

系，在维持机体基本功能中发挥重要作用。

Mchardy等 [10]通过功能预测发现HIV感染与直肠

粘膜微生物群落组成和功能变化有关。由此可

见，功能预测可以将肠道微生物群落结构与功

能联系起来，更好地阐明发病机理。

目前，关于病害发生后凡纳滨对虾肠道细

菌群落结构及功能间的潜在联系及变化趋势尚

不清楚。因此，本研究采集健康和患病凡纳滨

对虾样品，利用Illumina测序技术分析其肠道微

生物菌群在不同健康状态下的响应机制，并用

PICRUSt进行功能预测，以期回答：①健康与患

病凡纳滨对虾肠道微生物群落结构的变化情

况；②肠道细菌群落变化是否进一步改变其功

能，即凡纳滨对虾肠道微生物是否存在功能冗

余；③能否筛选到敏感微生物种群来指示凡纳

滨对虾健康状况。本研究从简单的凡纳滨对虾

肠道菌群结构分析，再深入到对其生理学功能

的探究，结果有助于揭示凡纳滨对虾肠道菌群

对宿主健康的作用，为阐明凡纳滨对虾病害发

生的机理提供科学依据。

1    材料与方法

1.1    样品采集

凡纳滨对虾样品采自宁波市瞻岐椿霖对虾

养殖场(29.53 N，121.5 E)。该养殖厂拥有34个凡

纳滨对虾养殖塘，每个养殖塘均采取相同的日

常管理措施。从2016年3月放苗开始，我们对其

中6个池塘每周采样，分析凡纳滨对虾肠道微生

物组成在不同生长阶段的变化特征。于2016年
7月，在放苗87 d后，日常监测的6个养殖塘中有

3个养殖塘中的凡纳滨对虾病害暴发，症状表现

为实验虾停止进食、肠道呈现红色、体色微

红、肝脏糜烂，几天后大量死亡。我们从患病

实验虾肠道中分离、纯化可培养细菌，经生理

生化及16S rRNA基因全长序列比对等方法进行潜

在病原菌鉴定，初步确定此次发病是由假交替

单胞菌(Pseudoalteromonas sp.)和鳗弧菌(Vibrio an-
guillarum)等细菌性病原感染造成。

我们从发病的3个池塘收集患病实验虾样

品，从余下的3个池塘收集健康实验虾样品。为

了提高数据可靠性，每个养殖塘用2~3网捕捉凡

纳滨对虾，从每个网中挑选4只进行混样，发病

组和健康组分别获得8个样品重复。样品采集完

成后迅速带回实验室，在实验虾处于鲜活状态

时用 75%的酒精擦拭虾体表进行消毒，再用

0.85%无菌生理盐水洗涤2~3次，在无菌操作条件

下用灭菌牙签取其肠道，肠道样品迅速放入–80 °C
冰箱保存。

1.2    DNA的提取

利用Power soil®DNA试剂盒(MO BIO Laborat-
ories，Carlsbad，CA，USA)按照操作手册要求提

取实验虾肠道样品中微生物总DNA，并用Nano-
Drop ND-1000分光光度计 (NanoDrop Technolo-
gies，Wilmington，USA)测定所提DNA浓度和纯

度。将DNA样品存放于–80 °C冰箱中保存备用。

1.3    细菌16S rRNA基因扩增及Illumina MiS-
eq上机测序

取每个样品DNA (50 ng) 作为模板，扩增细

菌16S rRNA基因的V3~V4高可变区，正向引物

341F (5′-CCTAYGGGRBGCASCAG-3′)，反向

引物806R (5′-GGACTACNNGGGTATCTAAT-
3′) [11]。采用50 μL PCR反应体系，反应参数为：

95 °C预变性1 min；95 °C变性30 s，55 °C退火30 s，
72 °C延伸45 s，25个循环；72 °C终延伸5 min，
每个样品进行3次PCR重复。利用凝胶电泳检测

PCR产物。每个样品的扩增产物混合后用PCR片

段纯化试剂盒纯化(TaKaRa Biotech，Japan)，纯

化后的片段用NanoDrop ND-1000分光光度计测定

浓度。分别取等量样品，通过Illumina MiSeq平
台进行双末端测序 (Illumina，San Diego，CA，

USA)。

1.4    Illumina数据处理

从测序公司获得原始数据，运用 Q i i m e
(quantitative insights into microbial ecology，version
1.7.0，http://qiime.org/)程序对测序结果进行序列

过滤 [12]，利用usearch算法剔除嵌合体。用UC-
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LUST将相似性高于97%的序列聚类为同一个分

类操作单元 (operational taxonomic units，OTUs)[13]。

将每个OTU里丰度最高的序列与Greengenes数据

库进行比对 [14]，获得OTUs的分类信息。删除古

菌(Archaea)、叶绿体(Chloroplast)、未知序列(un-
classified)和在所有样品中只检测到1次的序列

(singletons)。为了消除测序深度不同引起的多样

性评估偏差，将每个样品的序列数随机选取均

一化到14 000条(所有样品中最低测序深度)序列

进行后续分析。

1.5    功能基因预测

PICRUSt (phylogenetic investigation of com-
munities by reconstruction of unobserved states)是一

种基于16S rRNA基因测序结果，通过微生物群落

丰富度与数据库比对来预测微生物功能和代谢

途径的生物信息学软件包。为了获得细菌代谢

功能特征信息，将测序数据经过Greengenes data-
base 13.8数据库比对后生成的OTU Table，根据其

16S rRNA拷贝数划分的每个OUT丰度将其均一

化，再利用PICRUSt (http://picrust.github.io/picrust/)
分析获得KEGG (Kyoto encyclopaedia of genes and
genomes)群落功能分类信息[8]。

1.6    统计分析

p
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用独立样本 t检验 ( independent-samples t
test)比较分析健康与患病凡纳滨对虾肠道菌群多

样性、主要细菌门相对丰度的差异显著性。采

用基于Bray-Curtis距离的主坐标分析(principal co-
ordinates analysis，PCoA)和群落相似性分析(ana-
lysis of similarity，ANOSIM)比较健康与患病凡纳

滨对虾分别在肠道微生物群落组成结构和功能

上的差异及显著性检测。利用R软件中的“labdsv”
软件包筛选指示实验虾不同健康状况的敏感生

物科，选取相关性高于0.90且具有显著性差异

(P<0.05)的细菌科以提高数据可靠性 [15]。为比

较病害发生后实验虾生理功能的变化情况，通

过计算响应比 (response ratio，RR) [16]来筛选健

康与患病凡纳滨对虾中具有显著性差异的功

能 代 谢 过 程 ， 计 算 方 法 为 ： 9 9 % 的 置 信 区

间 = r r i ± 2 . 5 8 ； 其 中 = l n  ( ) ，

=  (i=1…n)； 和 分别表示在

患病和健康凡纳滨对虾样品中平均功能代谢过

程丰度； 和 分别表示在患病和健康凡纳滨

m x i m yi对虾样品中功能代谢过程标准偏差； 和 分

别表示在患病和健康凡纳滨对虾样品中功能代

谢过程出现的次数。

2    结果

2.1    细菌群落结构与多样性

通过Qiime流程分析后，16个实验虾肠道微

生物样品在97%的相似性水平上共获得5077个
OTUs (均一化每个样品14 000条序列)。病害发生

伴随着实验虾肠道细菌组成的显著变化，健康

和患病凡纳滨对虾中主要菌群为：变形菌门(Pro-
teobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、拟杆菌门

(Bacteroidetes)、浮霉菌门(Planctomycetes)、疣微

菌门 (Verrucomicrobia)和厚壁菌门 (Firmicutes)
(图 1)；平均相对丰度分别为 51.2%、 27.2%、

7.7%、6.2%、5.1%、1.1%，合计占总细菌量的

98.5%。其中患病凡纳滨对虾肠道中的γ-变形菌

纲和拟杆菌门显著高于健康凡纳滨对虾肠道样

品(P<0.05)，而放线菌门、疣微菌门和α-变形菌

纲的相对丰度显著低于健康肠道样品(P<0.05)(表1)。
主坐标分析发现，实验虾肠道菌群结构按

照健康状况聚类，其中第一轴和第二轴共同解

释了79.4% 的群落差异(图2)。群落相似性检验分

析表明，健康与患病凡纳滨对虾的肠道群落组

成差异极显著(r=0.935，P<0.001)。与健康组相

比，患病组肠道细菌多样性，包括香农多样

性、系统发育多样性和物种多样性水平降低，

但差异不显著(表2)。

2.2    筛选敏感微生物指示凡纳滨对虾健康状况

我们在前期研究中利用Logistic回归模型比

较了不同细菌分类水平指示种群对病害的预测

准确率，发现在细菌科的水平上具有较高的预

测准确性[17]。因此，本文通过指示值法筛选指示

凡纳滨对虾健康状况的细菌科。为了提高结果

的可靠性，我们挑选指示值大于0.90的种群，共

筛选出16个细菌科，这些科主要属于变形菌门、

拟杆菌门和浮霉菌门。其中指示健康的细菌科

有10个，指示患病的细菌科有6个。利用热图显

示指示科在样品中的分布特征，结果显示，各

样品能够按健康状况聚类，与健康组相比，患

病凡纳滨对虾肠道中假交替单胞菌科(Pseudoal-
teromonadaceae)、假单胞菌科(Pseudomonadaceae)、
生丝微菌科(Hyphomicrobiaceae)相对丰度显著增

加(P<0.001)，而蛭弧菌科(Bdellovibrionaceae)、叶
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瘤杆菌科(Phyllobacteriaceae)相对丰度显著减少

(P<0.001)(图3)。因此，这些细菌科可以作为指

示凡纳滨对虾健康状况的生物学指标。

2.3    细菌群落结构与功能间的关系

基于各样品KEGG比对获得的功能信息组

成，共获得286个代谢功能途径。主坐标分析表

明功能组成在健康与患病凡纳滨对虾中有明显

差异，主要由轴1分离(图4-a)。同时群落相似性

检验表明，健康与患病凡纳滨对虾的功能组成

差异极显著(r=0.979，P<0.001)。线性回归分析显

示 ， 群 落 组 成 与 功 能 组 成 呈 极 显 著 正 相 关

(r=0.826，P<0.001)(图4-b)，表明对凡纳滨虾肠道

细菌群落变化显著地改变了其介导的生理功能。

2.4    健康与患病凡纳滨对虾肠道微生物群落

功能差异

通过响应比分析筛选在健康和患病凡纳滨

对虾中发生显著变化的功能，我们发现患病凡

纳滨对虾肠道细菌群落中参与膜转运、复制和

修复、氨基酸代谢、碳水化合物代谢、能量代

谢等多种代谢过程显著减弱。与健康组相比，

患病凡纳滨对虾更容易受到弧菌侵染，而溶酶

体、过氧化物酶等的具有抗菌免疫能力的代谢

过程减弱(图5)。

表 1    不同健康状况凡纳滨对虾样品主要细菌相对丰度差异

Tab. 1    Relative abundances of the dominant assemblages among healthy and diseased L. vannamei

门或纲

Phylum or Class
健康对虾

healthy shrimp
患病对虾

diseased shrimp
P值

P value

放线菌门　Actinobacteria 53.6±30.8 0.8±0.8 <0.001

γ-变形菌纲　Gammaproteobacteria 13.0±9.6 83.7±6.9 0.002

α-变形菌纲　Alphaproteobacteria 4.4±3.4 1.5±1.1 0.047

浮霉菌门　Planctomycetes 11.8±9.2 0.5±0.7 0.087

疣微菌门　Verrucomicrobia 9.5±7.0 0.6±0.4 0.010

拟杆菌门　Bacteroidetes 5.2±5.6 10.2±5.2 0.008

厚壁菌门　Firmicutes 0.3±0.4 1.9±2.5 0.109

其他　others 2.2±1.4 0.8±0.5 0.032

healthy group diseased group
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图 1    健康和患病凡纳滨对虾肠道样品主要细菌门(平均相对丰度>2%)

Fig. 1    Comparison of the relative abundances of the dominant (mean relative abundance>2%) gut bacterial phyla
between healthy and diseased L. vannamei
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3    讨论

以往对于肠道微生物的研究手段主要有传

统培养技术和以细菌16S rRNA基因为基础的

DGGE和T-RFLP等技术 [18-19]，分析通量有限，难

以揭示复杂肠道微生物的多样性结构特点。近

年来兴起的高通量测序技术能够检测出含量很

少的微生物种群，准确地反应微生物的群落组

成，因此被广泛运用到生态学研究中。本实验

利用Illumina高通量测序技术分析凡纳滨对虾肠

道细菌群落组成并进行功能预测，发现病害发

生伴随着肠道微生物菌落组成及其功能的显著

变化，同时筛选出指示凡纳滨对虾健康状况的

敏感细菌科。研究结果对于评价凡纳滨对虾健

康状况，阐明病害发生的机理具有积极意义。

3.1    疾病发生伴随着凡纳滨对虾肠道菌群组

成与多样性的改变

肠道菌群组成在健康和患病凡纳滨对虾中

存在显著差异。与健康凡纳滨对虾肠道细菌组

成相比，患病组肠道中γ-变形菌纲和拟杆菌门含

量显著增加，而放线菌门、疣微菌门和α-变形菌

纲含量显著减少(表1)。类似的，前期工作发现

在发病起始时实验虾肠道菌群差异不显著，但

随着病害程度的加重，组成差异显著，其中α-变
形菌纲相对丰度显著减少 [11]。杨坤杰等 [20]通过对

健康和患病凡纳滨幼虾肠道群落分析，发现在

健康幼虾肠道中α-变形菌纲丰度较高，而在患病

幼虾中γ-变形菌纲和拟杆菌门丰度较高，这些结

论均与本研究结果一致。有趣的是我们发现疾

病发生后实验虾肠道内疣微菌门的含量显著改

变。疣微菌门作为一种新界定菌门，主要存在

于水体及土壤中[21]，但在人类粪便中也有发现[22]。

最新研究显示，肠道细菌疣微菌门中的阿克曼

氏菌(Akkermansia sp.)能够帮助宿主提高能量转化

效率，改善肠道拮抗病原菌的功能[23]。例如，给

小鼠服用阿克曼氏菌，能够有效改善糖代谢效

率，降低脂肪组织炎症的发生。本研究中发现

凡纳滨对虾疾病发生后，肠道内疣微菌门相对

丰度显著减少，推测疣微菌门的减少可以降低

凡纳滨对虾的摄食活力(与观察到的病害症状相

吻合)，使病原菌更容易侵染，增加发病风险。

维持肠道微生物的多样性可以增强宿主的

稳定性，减少患病的风险。吴金凤等 [7]利用高通

量测序技术分别对凡纳滨对虾肠道及其养殖水

体中微生物多样性研究显示，发病后实验虾肠

道微生物多样性显著降低。然而，我们发现患

病组实验虾肠道多样性指数均低于健康组，但

差异不显著(表2)。类似的，杨坤杰等 [20]运用香

农指数对凡纳滨对虾幼虾肠道细菌群落多样性

进行分析，发现健康幼虾消化道多样性指数高

于患病幼虾，但不具有显著性差异。由此可

见，病害的发生在一定程度上伴随着凡纳滨对

虾肠道微生物多样性的改变，但并不总是呈现

多样性的显著降低。因此，通过比较肠道微生

物多样性的高低来评估凡纳滨对虾健康状况是

表 2    凡纳滨对虾肠道细菌群落多样性指数

Tab. 2    Diversity indices of the L. vannamei gut bacterial community

多样性指数

diversity indices
健康组

healthy group
患病组

diseased group
P值

P value

香农多样性　Shannon diversity 3.9±2.2 3.3±0.6 0.411

系统发育多样性　phylogenetic diversity 38.5±15.2 31.8±7.5 0.293

物种多样性　observed species 695±377 666±122 0.842
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图 2    主坐标分析肠道微生物在不同健康状况下的

群落结构

Fig. 2    Principal coordinates analysis (PCoA) of the gut
bacterial community between healthy and diseased group

using Bray-Curtis distance
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不准确的。有研究表明对虾肠道细菌群落的变

化幅度与疾病的严重程度显著正相关 [6]。因此，

肠道微生物的组成变化可能更好地表征凡纳滨

对虾的健康状况。

3.2    利用敏感生物科指示凡纳滨对虾健康状况

通过比较健康和患病凡纳滨对虾肠道微生

物丰度差异，以期获得敏感的种群来指示和评

估凡纳滨对虾健康状况。我们采用指示值筛选

健康和患病凡纳滨对虾肠道菌群中的指示微生

物，共筛选到16个细菌科 (图3)。值得注意的

是，指示科已知的生理功能和生态学特征与病

害发生的表型相吻合。例如，弧菌是对虾养殖

中最常见的病原菌，其丰度的增加往往会引起

对虾疾病的暴发 [24-26]。近年来由弧菌引起的传染
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图 3    不同健康状况的16种指示物种相对丰度热图

HI. 健康组肠道微生物群落；DI. 患病组肠道微生物群落

Fig. 3    The heat map shows the relative abundances of the 16 screened indicator taxa between healthy and diseased group
HI. intestine microflora from healthy group；DI. intestine microflora from diseased group
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图 4    肠道微生物在不同健康状况下功能组成差异(a)以及群落相似性与功能相似性之间的拟合相关性(b)

Fig. 4    Principal coordinates analysis (PCoA) the functional structures of gut bacterial community between
healthy and diseased group using Bray-Curtis distance (a),

and the correlation between compositional similarities and functional similarities (b)
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性疾病给对虾养殖带来的危害越来越严重 [27-28]。

推测可能是由于弧菌侵染后破坏了对虾原定殖

菌群的动态平衡，改变了原有肠道微生物的组

成。假交替单胞菌是一种能产生多种胞外活性

物质的海洋细菌属，已有研究证实其具有较强

的致腐能力，一些特殊种，如P. teteraodonis能产

生胞外毒素引起某些鱼类的死亡[29]。我们检测到

在患病凡纳滨对虾中假交替单胞菌含量显著高

于健康组，因此控制养殖环境中假交替单胞菌

的丰度可能是今后维持凡纳滨对虾健康养殖需

要关注之处。在健康凡纳滨对虾肠道中蛭弧菌

(Bdellovibrio)相对丰度显著高于患病组，蛭弧菌

对弧菌具有捕食作用，能够直接裂解弧菌(Vibrio
spp.)，对高等生物无毒害作用 [30]。凡纳滨对虾肠

道中蛭弧菌含量的增加可以降低其受弧菌等致

病菌侵染的风险。事实上，对于蛭弧菌的研究

不局限于水产养殖领域，目前已应用于农业、

医学及污水治理等领域，对于农作物及人畜疾

病都有一定的防治效果。芽孢杆菌 (Baci l lus
spp.)具有强抑制有害菌能力，并能产生拮抗物

质，如抗生素和细菌素，抑制致病菌的生长；

同时产生的多种消化酶能帮助宿主消化吸收营

养物质，从而起到防治疾病的效果，已经作为

改善凡纳滨对虾健康状况的益生菌[31]。因此，可

以通过检测敏感细菌科的动态变化评估凡纳滨

对虾的健康状况，为凡纳滨对虾健康养殖提供

参考。

3.3    健康与患病凡纳滨对虾肠道菌群功能组

成的差异

肠道菌群动态平衡的破坏常伴随着宿主病

害的发生，因此肠道菌群在促进宿主健康中起

到重要作用，且这种观点已被广泛接受。然而，

由于不同的微生物可以执行相似的功能，因此

认为微生物群落存在功能冗余[32]。据报道，不同

品种的对虾具有不同的肠道菌群结构，但这些

细菌群落有类似的生物功能[33]。因此，对于病害
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图 5    响应比分析筛选在健康和患病凡纳滨对虾组肠道细菌群落功能差异显著性(99%的置信区间)

*左侧圆圈表示在患病对虾中该功能代谢丰度减少，右侧圆圈表示在患病对虾中该功能代谢丰度增加

Fig. 5    Response ratio analysis identification of the KEGG pathways that significantly change between
healthy and diseased L. vannamei at a 99% confidence interval (CI)

* Circles at the right column indicate the abundance of the corresponding pathway significantly increased, while those at the left column indicate de-
creased in diseased L. vannamei
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伴随的肠道菌群变化如何影响其生理功能还不

得而知。本研究发现肠道菌群变化伴随着凡纳

滨对虾肠道菌群预测功能的显著变化；细菌群

落的结构相似性与功能相似性之间呈显著正相

关，表明凡纳滨对虾肠道菌群功能冗余程度相

对较低。此外，预测基因功能的变化趋势与病

害发生的表型一致。例如，溶酶体是细胞分解

和能量代谢的控制中心，其内包含的大量溶菌

酶[34]，能够作为对虾体内重要的非特异性免疫因

子，在激发和维持机体免疫防御中发挥重要作

用 [35-36]。参与该生理过程的丰度降低伴随着多种

能量代谢能力的减弱，表现为在患病凡纳滨对

虾中参与氨基酸、碳水化合物等多个消化吸收

生理过程丰度的显著降低(图5)，进而使分配到

免疫系统所需的能量不足，导致实验虾出现炎

症及增加患病的风险。过氧化物酶能够利用过

氧化氢酶的氧化还原反应将体内有毒物质转变

为无毒物质，起到解毒作用，同时过氧化氢酶

还参与脂类的合成[37]。与健康组相比，患病凡纳

滨对虾此代谢过程的相对丰度同样显著降低，

另一方面，患病凡纳滨对虾受到霍乱弧菌 (V.
cholerae)侵染的功能基因丰度显著增加。霍乱弧

菌能够分泌霍乱肠毒素，导致烈性肠道传染

病，对人和动物都具有极高的致死率。霍乱弧

菌也是对虾养殖中常见的致病菌，一旦受其感

染能够造成对虾大面积死亡[38]。因此，对虾病害

的发生伴随着肠道菌群的变化，进而降低了与

消化吸收和能量代谢相关的功能，导致对虾摄

食能力降低和参与免疫反应的能量减少，加重

病害。

综上所述，健康与患病凡纳滨对虾肠道微

生物群落结构存在显著差异，其生理学功能也

发生显著变化，表明肠道微生物具有较低的功

能冗余性，且这些变化特征与凡纳滨对虾的病

症相吻合，同时筛选到敏感的肠道指示细菌科

评估凡纳滨对虾健康状况。尽管目前我们不能

建立肠道群落组成、功能和病害的因果关系，

但三者间的紧密相关性证实了肠道微生物在维

持宿主健康中的重要作用。
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Characterizing the compositional and functional structures of intestinal micro-
flora between healthy and diseased Litopenaeus vannamei

YU Weina 1,2,     DAI Wenfang 1,2,     TAO Zhen 1,2,     XIONG Jinbo 1,2*

(1. School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo    315211, China;
2. Collaborative Innovation Center for Zhejiang Marine High-Efficiency and Healthy Aquaculture, Ningbo    315211, China)

Abstract: To investigate the difference of the compositional and functional structures of the intestinal microflora
between healthy and diseased Litopenaeus vannamei, we screened the intestinal bio-indicators to evaluate the
health status of the host, and assess the functional redundancy of the intestinal microflora in response to disease.
Based on the Illumina high-throughput sequencing technology, we compared the intestinal microflora between
healthy and diseased L. vannamei, and analyzed the functional profiles through the Phylogenetic Investigation of
Communities by Reconstruction of Unobserved States (PICRUSt). In addition, we estimated the correlation
between the intestinal microflora structures and predicted the functional compositions. The results showed that the
occurrence of disease was associated with significant changes of the bacterial community structures and functional
compositions, and there was no significant change in bacterial diversity. Compared with the intestinal microflora of
the healthy L. vannamei, the relative abundances of Actinobacteria, Planctomycetes and Verrucomicrobia signific-
antly decreased in the diseased L. vannamei, whereas, the Gammaproteobacteria and Bacteroidetes exhibited an
opposite pattern. In addition, 16 sensitive indicator families were screened, and their occurrences can indicate the
health status of the host very well. Furthermore, the abundance of pathways involved in Vibrio spp. infection signi-
ficantly increased in the diseased L. vannamei; in contrast, the pathways for antibacterial and immunity, such as
lysosome and peroxisome pathways, markedly decreased in diseased shrimp. Notably, there was a significant and
positive association in compositional and functional composition between the gut microbiota community, indicat-
ing a low functional redundancy of the shrimp gut bacterial community. The occurrence of disease was associated
with the change of the intestinal microflora, which subsequently disrupts the bacterial-mediated functions. Further,
this study provides sensitive bio-indicators for evaluating the host health status.
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