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摘要：为探究凡纳滨对虾养殖过程中其肠道和养殖环境微生物群落的结构及变化，本实
验采用 Illumina MiSeq 测序平台，基于 16S rRNA 基因的测序结果，对 46 和 86 d 虾龄的
凡纳滨对虾肠道以及养殖水样、底泥中的微生物群落进行分析。结果显示，86 d 时微生
物 Shannon-Wiener 多样性指数显著高于 46 d，水样中的 Shannon-Wiener 指数显著低于底
泥和凡纳滨对虾肠道；有 35 个门、70 个纲、152 个目、274 个科以及 420 个属在水样、
底泥和虾肠道中均能检测到，其中虾肠道和底泥间共有菌类较水样中更多。微生物群落
随养殖时间增加发生变化，46 与 86 d 的差异性门类为放线菌门、绿菌门、丝状杆菌门、
浮霉状菌门和 TM6，相对丰度随时间增加而增高。水样、底泥和虾肠道中有相对固定的
优势菌群，在水样、底泥和虾肠道中主要的门类均为变形菌门、拟杆菌门和放线菌门，
优势纲类为 α 变形菌纲、β 变形菌纲以及放线菌纲，除此以外，虾肠道与底泥共有的优
势纲为 δ 变形菌纲、γ 变形菌纲以及芽单胞菌纲；从目、科、属的分类水平上看，水样、
底泥和虾肠道中菌类相对丰度各异，鲜有明显重叠的优势菌类，在水样、底泥和虾肠道
中均为一种未分类的属占优势地位，水样中优势属为 hgcI_clade，底泥和虾肠道中优势
属为 Ambiguous_taxa。研究结果进一步解释了虾肠道和环境微生物群落结构之间的相关
性以及随虾龄增长呈现的差异性。
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凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)，又称南

美白对虾，原产于太平洋沿岸水域秘鲁北部至

墨西哥桑诺拉一带，目前已成为我国对虾养殖

中占绝对优势的主要养殖种类。据统计，2017
年我国淡水产品总产量为 3 123.6 万 t，其中凡纳

滨对虾产量高达 59.15 万 t[1]。地处长江三角洲的

上海水产养殖总面积约 253.3 km2，其中凡纳滨

对虾精养池塘近 80 km2[2]。随着养殖密度及规模

的增大，凡纳滨对虾的病害问题也日益增多，

制约了凡纳滨对虾养殖的健康发展。

肠道是对虾体内最重要的消化吸收器官，

大量微生物寄居其中，与宿主相互依赖、相互
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制约。肠道微生物与对虾的关系对于生产和疾

病预防有特定价值。近年来，对肠道微生物的

研究备受关注 [3]。有研究表明，不同结构和组成

的肠道微生物群落能影响对虾的营养代谢以及

对外源病原菌感染的敏感性 [4-5]；对虾发病后肠

道微生物群落多样性会降低[6]。

NO¡
2

影响肠道微生物群落结构的因素很多，杨

莺莺等 [7] 认为，外部环境对对虾肠道细菌的定殖

具有选择性，水质的突变极易引起对虾肠道菌

群的平衡失调，使其更易被病原菌入侵，暴发

疾病。王元等 [8] 发现，在海水和淡水 2 种养殖条

件下，凡纳滨对虾的肠道菌群结构差异较大。

黄雪敏等 [9] 发现凡纳滨对虾育苗池水样弧菌显著

高于健康池，而水温和磷酸盐含量显著高于健

康池，pH 和亚硝氮含量显著低于健康池。吴金

凤等 [10] 则认为 -N 和叶绿素 a 与凡纳滨对虾

发病塘细菌群落丰度呈正相关，而 PO4
3−-P 与健

康塘细菌群落的丰度呈正相关，并筛选出了指

示对虾健康状况的细菌种群。

池塘底泥在水生生物生长过程中承担着营

养元素的沉积与再循环作用，含有丰富的有机

及无机营养物，因而菌群结构复杂，且其丰富

度也受到许多因素的制约。秦伟等 [11] 发现，克

氏原螯虾 (Procambarus clarkii) 池塘的底泥菌群中

的优势菌群是变形菌门，但其丰富度和多样性

随着养殖时间的推移均逐渐降低，且影响水样

和底泥中细菌丰富度的主要因素是不同的。夏

海峰等 [12] 对仿刺参 (Apostichopus japonicus) 肠道

及环境底泥菌群的研究得出菌群种类在二者之

间有显著差异，但随季节变化二者间的菌系变

化趋势相似。

目前，高通量测序已成为研究微生物群落

的主要技术之一，而对虾肠道微生物的群落结

构在养殖池塘的水和底泥环境的影响下，或将

决定对虾的健康状况。因此，本研究采用 Illu-
mina MiSeq 测序平台对养殖过程中凡纳滨对虾

的肠道、养殖水样及其底泥的微生物进行 16S
rRNA 基因序列测定，以期得出三者微生物群落

结构及其多样性，进一步理解养殖环境对肠道

微生物的影响，为养殖场提高凡纳滨对虾的养

殖质量和产量提出相应的建议。

1    材料与方法

1.1    养殖场情况

实验在上海市奉贤区某养殖专业合作社

(N30°52′6.87″，E121°22′52.96″) 进行。该养殖

场拥有 15 个养殖塘，其中一个为淡化池。每个

池塘占地面积约 4 333 m2，平均水深 1.5 m，配

备 4 台叶轮式增氧机和 1 部底部微孔增氧装置。

增氧机一般情况下每天开 16 h。在养殖初期水

深 1.2 m，放入虾苗之后，池塘根据实际情况排

水、加水。凡纳滨对虾虾苗运抵后于 2018 年 3
月 18 日放入淡化池，经 20 d 淡化后分入各个池

塘，每个池塘放入约 40 万尾虾，期间投喂幼虾

配合饲料，每天上午喂 1 次，28 d 后开始投喂成

虾配合饲料，每天上午、下午各 1 次。

1.2    样品采集

本研究选取 3 个池塘作为实验塘，根据养

殖过程中对虾是否检测出虾血细胞虹彩病毒

(shrimp hemocyte iridescent virus, SHIV)、是否有发

病等情况分为健康塘、发病塘和带病塘 (表 1)。
分别在养殖 46 和 86 d 时采集池塘水、底泥及凡

纳滨对虾肠道样品各 6 个，共 18 个样品，采样

时间为上午。

采集水样时，于每口塘沿边设 1 个固定采

样点，远离食台和增氧机，距离岸边约 1 m，分

别于水面下 25 cm 处采集 1 L 水样，用于水质监

测；水样用混合纤维膜 (孔径 0.22 μm) 过滤，滤

膜于−20 °C冰箱保存用于微生物检测。

在采样点，用已灭菌的采泥器采集底泥

表 1    实验塘基本情况

Tab. 1    Basic information of L. vannamei aquaculture ponds

组别　groups
养殖天数/d　growth days

46 86 91 102

健康塘　healthy pond 健康 无死虾，无虹彩病毒 收虾

发病塘　diseased pond 健康 出现死虾，检测出携带虹彩病毒 收虾

带病塘　virus carrying pond 健康 无死虾，但检测出携带虹彩病毒 收虾
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表层 0~10 cm 的样品，置于无菌自封袋中，于−20 °C
冰箱保存并尽快提取 DNA 用于 PCR 扩增。

每个塘采集 5 尾凡纳滨对虾，放于冰盒中

运输至实验室，在无菌环境下对体表进行消毒、

解剖，收集凡纳滨对虾的肠道内容物，将每个

塘的 5 尾虾的肠道内容物作为 1 个样本，立即放

入−20 °C 冰箱保存。实验结束后将水样、泥样及

虾肠道样品送至上海欧易生物医学科技有限公

司进行高通量测序。

1.3    水质测定方法

NO¡
2 NO¡

3

水质采集及保存遵循《水质采样样品的保

存和管理技术规定》 (GB 12999—91)。水样理

化因子采用 YSI-ProDO 测定溶解氧 (DO) 和水温

(T)，雷磁 PHBJ-260 测定 pH，总氮 (TN)、总氨

氮 (TAN)、亚硝氮 ( -N)、硝酸盐氮 ( -N)、
总磷 (TP)、活性磷 (AP)、叶绿素 a(Chl-a) 和高锰

酸盐指数 (CODMn)分别按碱性过硫酸钾消解紫外

分光光度法 (GB11894 —89)、纳氏试剂比色法

(GB 7479—87)、重氮 -偶氮比色法 (GB 7493—
87)、紫外分光光度法 (HJ/T  346—2007)、钼酸

铵分光光度法 (GB 11893—89)、磷钼蓝法 (GB
11893 —89)、热乙醇法 [13] 及碱性高锰酸盐法

(GB 11892—89) 于当天检测。

1.4    DNA提取和 PCR扩增

使用 E.Z.N.A.® soil  DNA Kit  (Omega  Biotek，
Norcross，GA，US) 提取样品DNA 后，进行琼脂凝

胶电泳及 DNA 浓度检测，将浓度稀释至 1 ng/μL
的 DNA 为模板，用带 Barcode 的特异引物和 Takara
Ex Taq (TaKaRa) 高保真酶对细菌 16S rRNA 基因

进行 PCR 扩增。根据 16S rRNA 基因序列特点及

MiSeq 平台的测序要求，针对 V3~V4 区域设计

特异引物进行 PCR 扩增，前端引物为 343F-5′-TA
CGGRAGGCAGCAG-3′，后端引物为 798R-5′-A
GGGTATCTAATCCT-3′。PCR 反应体系 (30 μL)：
2×Gflex  PCR  Buffer  15  μL， Template  DNA  1  μL，
Forward Primer (5 pmol/μL)1 μL，Reverse Primer (5
pmol/μL)  1  μL， Tks  Gflex  DNA  Polymerase  (1.25
U/μL) 0.6 μL，补水至 30 μL。反应条件：94 °C
预变性5 min，94 °C 变性30 s，56 °C 退火30 s，72 °C
延伸 20 s，共 26 个循环，72 °C 延伸 5 min。PCR
产物用电泳检测，二轮 PCR 扩增后用磁珠纯化，

将产物进行 Qubit 定量，据 PCR 产物浓度进行等

量混样后，用 MiSeq 平台测序分析。

1.5    高通量测序和数据分析

测序数据的质控步骤：对 Illumina MiSeq 测

序所得的原始数据用 Trimmomatic[14] 软件去杂，

所得的双端数据使用 FLASH[15] 软件进行拼接；

对拼接后的原始数据用 QIIME 中的 split_libraries[16]

软件继续进行精准去杂，以去除低质量以及模

糊的碱基序列；而后用 UCHIME[17] 软件去除嵌

合体序列，得到较优质的有效序列用于后续分

析。质控完成，获得样本序列总数。

后续的生物信息学分析包括可操作分类单

元 (operational taxonomic unit，OTU) 聚类分析和

物种分类学分析。使用 Vsearch[18] 软件，对有效

序列按照 97% 的相似度进行 OTU 分类，并选取

每个 OTU 中丰度最高的序列作为该 OTU 的代表

序列，与 Greengenes 数据库进行对比，物种比对

注释使用 RDP classifier 软件，保留置信区间大

于 0.7 的注释结果。在此基础上对 OTU 进行

alpha 多样性指数分析；基于分类学的信息，分

别在门、纲、目、科、属的分类水平上统计样

本的群落丰度和组成，并用微生物多元变量分

析得出各个分类水平上的差异性物种。

Alpha 多样性指数用来反映物种多样性，主

要包括 Shannon-Wiener 指数和 Simpson[19] 指数。

Shannon-Wiener 和 Simpson 指数分别反映样品个

体和群落的多样性，将 alpha 指数进行 boxplot 分
析，在统一深度下计算不同样本的多样性指数，

通过 ANOVA 进行差异性分析，差异性以 P<0.05
表示。

用 Excel 2007 处理数据，并用 SPSS 25.0 软

件对不同养殖时间水质理化因子和微生物菌群

的相对丰度数据分别进行单因素方差分析 (One-
Way ANOVA)，并作 LSD 多重比较，差异性以

P<0.05 表示。

2    结果

2.1    水质因子

同一采样日，3 个池塘的 11 个水质理化因

子均无显著性差异 (表 2)。而比较同一池塘第 46
与 86 天的数据时发现，活性磷与硝酸盐氮 2 项

指标存在显著性差异，pH、总氮与亚硝氮 3 项存

在极显著性差异 (P<0.01)，pH 值在 86 d 时极显

著低于 46 d，而总氮与亚硝氮值则极显著高于 46 d
(P<0.01)(表 2)。
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2.2    高通量测序数据及多样性指数

从凡纳滨对虾养殖池塘获取的水样、泥样

及虾肠道样品共 18 个，对其进行 16S rRNA 测序，

共获得 605 798 条有效序列，进行 OTU 分类后获

得 53 711 个 OTU(图 1)。总体而言，无论是第 46
还是 86 天，底泥微生物中 OTU 平均个数最高，

显著高于水样，说明底泥样本中微生物数量最

为丰富，其中 86 d 时带病塘的底泥 OTU 个数最

多，有 4 867 个。但随着虾龄的增长，发病塘和

带病塘的虾肠道 OTU 数发生了明显变化：发病

塘的虾肠道中 OTU 个数仅 2 313 个，较 46 d 时

(4 474 个) 降低一半；而带病塘虾肠道中 OTU 个

数达 4 517 个，较 46 d 时 (2 821 个) 增长了 60.12%。

比较凡纳滨对虾养殖至第 46 与 86 天时的水

样、底泥和虾肠道微生物的 Shannon-Wiener 和 Sim-
pson 多样性指数 (表 3)，86 d 的水样、底泥和虾

肠道样本 Shannon-Wiener 指数显著高于 46 d(P<
0.05)。无论是第 46 天还是第 86 天，水样中的

Shannon-Wiener 指数均显著低于底泥和虾肠道

(P<0.05)。其中最低值 5.99 出现在 46 d 时的发病

塘水样中，而最高值 10.79 出现在 86 d 时带病塘

的虾肠道中。表明凡纳滨对虾的生长过程中，

肠道和养殖环境中的微生物多样性都在增加，

且底泥和虾肠道中的微生物群落多样性较水样

更为丰富。

2.3    凡纳滨对虾养殖环境和肠道微生物群落

组成及结构

对凡纳滨对虾不同养殖时期的水样、底泥

及肠道样本的微生物进行分类汇总，对应至门、

纲、目、科和属 5 个水平 (表 4)。在所有样品中

检出微生物 45 个门类，分类至 125 纲，268 目，

492 科以及 917 属，从样品类型上来看，水、底
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图 1    46和 86 d的凡纳滨对虾养殖塘水样、底泥和肠

道微生物中的 OTU个数统计

W. 水样，S. 底泥，I. 虾肠道；下同

Fig. 1    The OTU counts of microorganisms in water,
sediment and L. vannamei intestine

samples at day 46 and day 86
W. water sample, S. sediment sample, I. intestine sample; the same below

表 2    凡纳滨对虾养殖池塘在养殖 46与 86 d时的水质理化因子

Tab. 2    Water quality of L. vannamei aquaculture ponds at day 46 and day 86

水质因子

water factors

46 d 86 d
P值

P value健康塘

healthy pond
发病塘

diseased pond

带病塘

virus carrying
pond

健康塘

healthy pond
发病塘

diseased pond

带病塘

virus carrying
pond

温度/°C T 28.10     25.70     28.50     29.30     29.00     29.20     0.120

溶解氧/(mg/L) DO   7.28       6.68       6.77       6.78       5.86       6.34     0.147

酸碱度 pH   8.56       8.31       8.36       7.93       7.95       7.78     0.005

高锰酸盐指数/(mg/L) CODMn   5.931     3.291     1.707     8.208     2.384     6.576   0.384

叶绿素a/(mg/L) Chl-a   0.105     0.049     0.084     0.425     0.153     0.314   0.054

总磷/(mg/L) TP   0.848     0.495     1.244     0.449     0.306     0.373   0.092

活性磷/(mg/L) AP   0.492     0.272     0.594     0.008     0.042     0.014   0.011

总氮/(mg/L) TN   3.653     3.211     2.769   11.982   10.005   11.471   0.000

NO¡
3硝酸盐氮/(mg/L) -N   0.467     1.432     0.499     2.609     4.975     4.031   0.015

NO¡
2亚硝氮/(mg/L) -N   0.000 5   0.079 6   0.002 1   0.272 3   0.219 8   0.287 7 0.002

总氨氮/(mg/L) TAN   2.426     2.499     1.220     0.853     1.132     1.014   0.068
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泥、虾肠道的微生物在 5 个分类水平中的数量均

依次升高。

在凡纳滨对虾养殖水样、底泥和虾肠道微

生物样品中共检测出 45 个门类，3 类样品分别

检测出 35、41 和 45 个门类 (图 2)。在不同的养

殖塘中门类结构存在不同。水样、底泥和虾肠

道三者的微生物群落结构之间具有一定的相关

性。总体来看，有 35 个门类共存于 3 类样品中；

有 6 个门类仅在底泥、凡纳滨对虾肠道中存在，

分别是噬热丝菌门 (Caldiserica)、热脱硫杆菌门

(Thermotogae)、 黏 胶 球 形 菌 门 (Lentisphaerae)、
Cloacimonetes、 Hydrogenedentes 和 GOUTA4； 有

4 个门类仅在凡纳滨对虾肠道中存在，分别是

Candidate_division_OP3、OC31、Microgenomates 和

Aerophobetes。
在纲水平上，水样、底泥和肠道样品中共

检出微生物纲类 125 个，3 类样品中各检出 80、
107、113 个纲，其中有 70 个纲在 3 类样品中共

同存在，除此以外，在水样和底泥、水样和虾

肠道中分别有 4 个和 3 个相同纲，底泥与虾肠道

中检出 28 个相同的纲。共检出 268 个目，水样、

底泥和虾肠道中分别存在 181、228 和 243 个目，

共有目有 152 个，另外，水样和底泥样品中有 5
个目相同，水样和虾肠道中有 14 个目相同，底

泥和虾肠道中有 61 个目共同存在。在科水平上，

共检出 492 个科，3 类样品各检出 314、425 和

446 个科，其中有 274 个科在水样、底泥和虾肠

道中均能检出，有 13 个科仅在水样中存在，25
个科仅在底泥中检出，虾肠道中则有 35 个单独

存在的科，其与底泥中共同存在的科有 118 个，

与水样中共同存在的科有 19 个。在属水平上，

检出 917 个属，水样、底泥和虾肠道分别检出

527、699 和 808 个属，共同存在的属有 420 个，

水样和底泥、水样和虾肠道、底泥和虾肠道中

共有的属分别为 16、54 和 207 个。

水样、底泥和凡纳滨对虾肠道微生物分类

至门水平的结构分布存在一定规律：三者的优

势门类为变形菌门 (Proteobacteria)、拟杆菌门

(Bacteroidetes) 和放线菌门 (Actinobacteria)，其中

变形菌门占绝对优势，在水样、底泥和虾肠

道中的平均相对丰度依次是 53.89%、51.93% 和

38.72%(图 3)。不同的样品类型在门分类水平

上呈现差异，变形菌门在水样和底泥中的相对

丰度均显著高于虾肠道 (P<0.05)，芽单胞菌门

表 3    凡纳滨对虾养殖塘水样、底泥及虾肠道微生物的 Shannon-Wiener和 Simpson指数

Tab. 3    Shannon-Wiener and Simpson indexes of microorganisms in water, sediment and L. vannamei intestine samples

46 d 86 d

健康塘

healthy pond
发病塘

diseased pond

带病塘

virus carrying
pond

健康塘

healthy pond
发病塘

diseased pond

带病塘

virus carrying
pond

Shannon-Wiener指数

Shannon-Wiener index
水样　water   6.76   5.99 6.48   7.76 7.72   7.01

底泥　sediment 10.30 10.18 9.72   9.18 9.88 10.62

肠道　intestine   9.88 10.43 9.97 10.51 9.81 10.79

Simpson指数

Simpson index
水样　water   0.99   0.89 0.98   1.00 0.94   1.00

底泥　sediment   1.00   1.00 1.00   0.98 0.99   1.00

肠道　intestine   0.99   1.00 1.00   0.97 0.96   1.00

表 4    凡纳滨对虾养殖水样、底泥及虾肠道中微生物群落的基本构成

Tab. 4    Basic structure of the microbial community in water, sediment and L. vannamei intestine samples

门　phylum 纲　class 目　order 科　family 属　genus

水样　water 35   80 181 314 527 

底泥　sediment 41 107 228 425 699 

肠道　intestine 45 113 243 446 808 
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(Gemmatimonadetes) 在水样中的相对丰度低于底

泥和肠道，且差异极显著 (P<0.05)，蓝细菌门

(Cyanobacteria)和绿菌门 (Chlorobi) 在底泥中相对

丰度均小于 2%，显著低于水样及虾肠道 (P<
0.05)，酸杆菌门 (Acidobacteria) 和硝化螺旋菌门

(Nitrospirae) 在水样中相对丰度显著低于底泥

(P<0.05)，此外，拟杆菌门和放线菌门的相对丰

度在 3 类样品中无显著差异。微生物群落结构亦

随虾龄增长出现变化，将 46 与 86 d 样品的微生

物门类进行多元变量统计，得出差异性门类为

放线菌门、绿菌门、丝状杆菌门 (Fibrobacteres)、
浮霉状菌门 (Planctomycates)，且这 4 个门的相对

丰度均为 86 d 显著高于 46 d(P<0.05)。在水样中，

86 d 时的拟杆菌门相对丰度显著高于 46  d(P<
0.05)；在底泥样品中，变形菌门的相对丰度随虾

的生长而增加 (P<0.05)，但是放线菌门和芽单胞

菌门的相对丰度变化相反，第 86 天较 46 天时均

显著下降 (P<0.05)。另外，不同塘之间也存在一

定的差异。在虾肠道中，带病塘的厚壁菌门

(Firmicutes) 在 46 d 时相对丰度为 21.44%，仅次

于变形菌门，远高于厚壁菌门在水样和底泥样

品中的平均丰度 (2.01%)，而至第 86 天，其丰度

骤降至 4.59%；发病塘的虾肠道微生物中，酸杆

菌门和硝化螺旋菌门变化与厚壁菌门类似，在

46 d 时相对丰度分别为 13.54% 和 6.63%，到 86 d
时，突降至 1.92% 和 0.24%(图 3)。

统计相对丰度在 1% 以上的微生物纲，α 变
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图 2    凡纳滨对虾养殖塘水样、底泥和虾肠道微生物

在门 (a)、纲 (b)、目 (c)、科 (d)、属 (e)水平

检出数的 Venn图

Fig. 2    Venn diagram of microorganisms detected in
water, sediment and intestine samples at the levels of
phylum(a), class(b), order(c), family(d) and genus(e)
in L. vannamei aquaculture ponds, respectively
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图 3    凡纳滨对虾 46和 86 d水样、底泥及虾肠道微生物优势门类相对丰度统计

Fig. 3    The relative abundance of dominant phyla in water, sediment and L. vannamei intestine samples at day 46 and day 86
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形菌纲 (Alphaproteobacteria)、 β 变形菌纲 (Beta-
proteobacteria)、γ 变形菌纲 (Gammaproteobacteria)、
放线菌纲 (Actinobacteria)、δ 变形菌纲 (Deltapro-
teobacteria) 和鞘脂杆菌纲 (Sphingobacteriia) 等在

水样、底泥和凡纳滨对虾肠道中的平均相对丰

度较高  (图 4)。在水样中，前三大优势纲为 α 变

形菌纲 (28.35%)、放线菌纲 (14.01%) 和 β 变形菌

纲 (12.38%)，底泥中为 γ 变形菌纲 (15.50%)、 δ
变形菌纲 (12.60%) 和 α 变形菌纲 (12.40%)，而虾

肠道中则是 α 变形菌纲 (12.37%)、 β 变形菌纲

(9.14%) 和 γ 变形菌纲 (8.38%) 相对丰度稍高。微生

物纲类在水样、底泥和凡纳滨对虾肠道中的相

对丰度存在一定差异。芽单胞菌纲 (Gemmatimona-
detes) 和 Thermoleophilia 在水样、虾肠道和底泥

中的相对丰度依次显著增高；水样中的 α 变形菌

纲和绿菌纲 (Chlorobia) 的相对丰度显著高于底泥

和虾肠道，纤维粘网菌 (Cytophagia) 则显著低于

底泥和凡纳滨对虾肠道；虾肠道中的芽孢杆菌

纲 (Bacilli) (2.48%) 和拟杆菌纲 (Bacteroidia) (2.04%)
虽相对丰度不高，但显著高于水样和底泥；水

样中的放线菌纲、酸微菌纲 (Acidimicrobiia) 和叶

绿体 (Chloroplast) 相对丰度高于底泥，β 变形菌

纲相对丰度高于凡纳滨对虾肠道；底泥中的硝

化螺旋菌纲 (Nitrospira) 相对丰度高于水样，叶绿

体显著低于虾肠道。随虾龄增长，微生物纲类

也显示差别。微生物多元分析得出，46 与 86 d
样品间的差异性纲类有放线菌纲、δ 变形菌纲、

丝状杆菌纲 (Fibrobacteria)、γ 变形菌纲、OPB41
和疣微菌纲 (Verrucomicrobiae)，除了 γ 变形菌纲，

其他纲均随虾龄增长丰度显著增加。在水样中，

86 d 时的 α 变形菌纲、放线菌纲、梭状芽胞杆菌

纲 (Clostridia) 和 Thermoleophilia 较 46 d 时显著下

降，而黄杆菌纲 (Flavobacteriia) 则显著上升；在

底泥中，芽单胞菌纲和 Thermoleophilia相对丰度

随时间显著降低。从 3 个不同塘的情况来看，发

病塘虾肠道的酸杆菌纲 (Acidobacteria) 出现了明

显的下降，46 d 时相对丰度为 13.54%，远高于

在健康塘和带病塘中的丰度水平，86 d 时下降

至 1.29%，发病塘水样中的鞘脂杆菌纲以及虾肠

道中的放线菌纲和酸微菌纲的相对丰度均随虾

龄增大明显升高；在健康塘中，虾肠道中的鞘

脂杆菌纲和酸微菌纲 86 d 分别占比 4.64% 和

3.02%，较 46 d 时的 10.02% 和 7.59% 下降明显；

在带病塘中，水样中的 γ 变形菌纲、黄杆菌纲和

酸微菌纲，凡纳滨对虾肠道中的叶绿体相对丰

度均随时间的增加增长明显，其中 γ 变形菌纲

由 3.07% 升至 28.07%，成为第 86 天时带病塘水

样中的最优势纲类，而底泥的放线菌纲和虾肠

道的梭状芽胞杆菌纲则出现了明显的下降，第

46 天时相对丰度分别为 17.46% 和 16.53%，均远

高于同期同类样品的健康塘和发病塘，至第 86
天时降至 3.64% 和 2.34%，与其余 2 个塘中的丰

度水平相当 (图 4)。
在目、科、属分类水平上，不同样品种类
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图 4    凡纳滨对虾 46和 86 d水样、底泥及虾肠道微生物优势纲类相对丰度统计 (>1%)

Fig. 4    The relative abundance of dominant classes in water, sediment and
L. vannamei intestine samples at day 46 and day 86 (>1%)
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的优势细菌的组成及丰度存在明显的不同。在

水样、底泥和凡纳滨对虾肠道中共同的优势目

(按≥5% 计) 为拟杆菌门鞘脂杆菌纲的鞘脂杆菌

目 (Sphingobacteriales)，除此以外，优势目 (科、

属) 在不同样品中各异。在水样中，SAR11_clade、
β 变形菌纲的伯克霍尔德氏菌目 (Burkholderiales)、
Frankiales 和鞘脂杆菌目的平均相对丰度较高，

但 SAR11_clade 在各个塘中的丰度随虾龄变化显

著，46 d 时平均丰度为 25.50%，但第 86 天时在

健康塘和发病塘中均小于 1%；另外，亦有个别

菌目相对丰度较高，如 86 d 时的黄杆菌目 (Fla-
vobacteriales) 和气单胞菌目 (Aeromonadales) 在带

病塘中占比分别高达 13.52%、20.35%。水样中

的优势科为 LD12_freshwater_group 和鱼孢菌科

(Sporichthyaceae)，但平均相对丰度均随虾龄增大

显著降低，由 46 d 时的 25.5%、15.54% 降至 86 d
时 的 3.73% 和 5.49%， LD12_freshwater_group 在

86 d 的健康塘和带病塘中均降至 1% 以下 (表 5)。
在底泥中，优势目则为黄单胞菌目 (Xanthomon-
adales)、鞘脂杆菌目、Gemmatimonadales和枯球

菌目 (Myxococcales)，且随虾龄增大无显著变化；

除此以外，健康塘中的假单胞菌目 (Pseudomon-
adales) 在 86 d 时相对丰度为 13.49%，是最占优

势的目类，较 46 d 时增长约 9 倍，亦高于发病

和带病塘 (表 6)。虾肠道中，仅鞘脂杆菌目相对

丰度较高，为 7.49%；除此外，梭状芽胞杆菌目

(Clostridiales) 在 46 d 时的带病塘中相对丰度是

16.52%，显著高于 86 d(表 7)。在属的分类水平

上，uncultured_bacterium 和 uncultured 在3 种样品

中均占一定优势，uncultured_bacterium在水样中

平均相对丰度为 20.96%，但相对丰度在第 46 和

86 天存在显著差异 (P<0.05)，分别为 30.69% 和

11.24%；hgcI_clade 在水样中平均相对丰度为9.13%，

显著高于底泥 (0.07%) 和虾肠道(1.75%)；亦有少

量属类的相对丰度随虾龄增长而突增，如致病

菌气单胞菌属 (Aeromonas) 和黄杆菌属 (Flavobac-
terium)，在86 d 时的带病塘中相对丰度分别为20.33%
和 6.74%，亦均高于同期发病塘或健康塘的丰

度水平，与之变化情况相似的还有健康塘底泥

样品中的 Perlucidibaca 和硝化螺菌属 (Nitrospira)
(图 5)。

3    讨论

肠道微生物及其菌群结构在水生动物生长

过程中具有重要作用，凡纳滨对虾的肠道微生

物与其营养代谢、胃肠道发育及免疫防御有着

密切联系，是维持对虾生长过程中肠道内环境

稳态的重要因素[20]。有研究认为，对虾幼体阶段

胃肠道发育不完全、免疫系统不完善，从水体

中直接摄取食物，从而开始形成自身复杂的微

生物区系，其微生物生态与外部水环境是密切

相关的 [21]。罗鹏等 [22] 发现，海湾沿岸水和淡水

养殖环境下的凡纳滨对虾，肠道中出现的细菌

绝大多数可以从水环境中找到来源，对长毛对

虾 (Penaeus  penicillatus)[23] 和脊尾白虾 (Exopalae-
mon carinicauda)[24]的肠道菌群研究结果类似，认

为虾肠道中微生物是由水体中演替而来。但夏

海峰等 [12] 研究刺参肠道和养殖环境底泥细菌时

发现，随季节变化二者种群数量变化趋同，表

明其菌系具有内在联系。本研究结果显示，在

水样、底泥和凡纳滨对虾肠道中有 35 个门、70
个纲、152 个目、274 个科以及 420 个属在其中

均能检测到，表明凡纳滨对虾的养殖环境与虾

肠道微生物之间存在密切的联系。而从各个分

类水平上的分布可见底泥与虾肠道之间的共有

微生物最多，水样分别与底泥和虾肠道之间的

共有微生物较少。该结果在一定程度上暗示了

在本研究中，底泥与虾肠道微生物菌群结构的

密切关系。

从微生物群落的多样性角度亦可见该规律。

微生物群落的多样性在维持生态功能方面有重

要的作用，多样性低或能表明微生物群落功能

稳定性差，生物患病风险增大。黄雪敏等 [9] 研究

表明，养殖水样中更高的 alpha 多样性有利于水

体环境稳定和虾幼体的健康，反之则有可能造

成幼体发病。杜世聪等 [25] 同样发现，凡纳滨对

虾发病前的病害趋向塘的浮游细菌，表现出了

较健康塘显著低的 Shannon 指数，并认为 Shannon
指数下降可作为对虾健康出现分化的标志。本

研究从 Shannon-Wiener 指数和 Simpson 多样性指

数结果显示，水样、底泥和凡纳滨对虾肠道中

微生物的多样性随虾龄同增长，且水样中的多

样性指数均明显低于底泥和虾肠道，该结果进

一步说明凡纳滨对虾肠道微生物与养殖水样和

底泥关系密切，而肠道菌群的组成可能较多来

源于底泥，这与孙振丽等 [26] 研究凡纳滨对虾的

结论相符。原本健康的虾在养殖后期患病，其
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表 5    凡纳滨对虾养殖池塘水样中主要菌群汇总 (平均相对丰度>3%)
Tab. 5       Main flora in water samples of L. vannamei aquaculture ponds(mean relative abundance>3%) %

46 d 86 d

H D C H D C

变形菌门　Proteobacteria 54.33 58.92 55.54 52.05 51.85 50.66

α变形菌纲　Alphaproteobacteria 32.35 41.34 37.29 19.85 27.34 11.96

红杆菌目　Rhodobacterales   4.00   2.82   4.33   6.13   2.28   3.30

红杆菌科　Rhodobacteraceae   4.00   2.82   4.33   6.13   2.28   3.30

β变形菌纲　Betaproteobacteria 12.23 12.79 10.58 16.33 14.04   8.33

伯克霍尔德氏菌目　Burkholderiales   9.92 11.40   8.38 15.04 12.11   7.37

丛毛单胞菌科　Comamonadaceae   5.68   7.51   4.89 12.41   6.45   3.84

γ变形菌纲　Gammaproteobacteria   3.30   2.87   3.07   9.51   5.71 28.07

气单胞菌目　Aeromonadales   0.03   0.02   0.03   0.50   0.06 20.35

气单胞菌科　Aeromonadaceae   0.03   0.02   0.03   0.50   0.06 20.34

气单胞菌属　Aeromonas   0.02   0.02   0.03   0.50   0.06 20.33

δ变形菌纲　Deltaproteobacteria   5.71   1.51   4.10   5.52   3.72   1.73

拟杆菌门　Bacteroidetes 10.81   7.81 14.10 20.80 20.52 24.89

鞘脂杆菌纲　Sphingobacteriia   6.78   4.24 10.50 12.19 12.31   9.41

鞘脂杆菌目　Sphingobacteriales   6.78   4.24 10.50 12.19 12.31   9.41

腐败螺旋菌科　Saprospiraceae   5.04   0.56   8.04   9.65   1.35   4.19

黄杆菌纲　Bacilli   1.35   1.29   1.52   5.37   4.49 13.52

黄杆菌目　Flavobacteriales   1.35   1.29   1.52   5.37   4.49 13.52

放线菌门　Actinobacteria 22.47 28.15 19.40   9.72 14.53 16.90

放线菌纲　Actinobacteria 19.14 23.78 17.56   4.62   9.58   9.38

鱼孢菌科　Sporichthyaceae 16.82 14.04 15.77   3.36   6.44   6.66

酸微菌纲　Acidimicrobiia   3.26   4.28   1.77   4.97   4.74   7.29

醋微菌目　Acidimicrobiales   3.26   4.28   1.77   4.97   4.74   7.29

醋微菌科　Acidimicrobiaceae   3.20   4.10   1.60   4.49   4.39   6.68

绿菌门　Chlorobi   5.90   0.99   2.79   3.67   2.94   3.44

绿菌纲　Chlorobia   5.89   0.98   2.78   3.66   2.93   3.43

绿菌目　Chlorobiales   5.89   0.98   2.78   3.66   2.93   3.43

蓝细菌门　Cyanobacteria   2.27   1.96   3.83   9.02   6.03   2.36

叶绿体　Chloroplast   1.97   1.81   3.16   7.84   5.46   2.16

Frankiales 16.83 14.09 15.77   3.37   6.46   6.66

SAR11_clade 19.75 32.70 24.05   0.28 10.39   0.51

LD12_freshwater_group 19.75 32.70 24.05   0.28 10.39   0.51

OPB56   5.89   0.97   2.78   3.65   2.93   3.43

uncultured   3.61   2.94   5.14   7.56 11.80   2.35

uncultured_bacterium 27.46 34.77 29.82 11.22 15.42   7.07

Ambiguous_taxa   5.85   3.25   5.56   2.35   4.50   2.65

hgcI_clade 13.59 11.85 13.03   3.31   6.34   6.63

CL500_29_marine_group   2.53   3.66   1.21   3.28   3.38   5.14

注：H. 健康塘，D. 发病塘，C. 带病塘；下同

Notes: H. healthy pond, D. diseased pond, C. virus carrying pond; the same below
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肠道微生物多样性指数确有降低，且低于健康

塘和带病塘。该结果与 Xiong 等 [6] 和吴金凤等 [10]

的结果一致，发病塘对虾的肠道细菌多样性低

于健康塘对虾，表明微生物的多样性在养殖类

表 6    凡纳滨对虾养殖池塘底泥中主要菌群汇总 (平均相对丰度>3%)
Tab. 6       Main flora in the sediment samples of L. vannamei aquaculture ponds (mean relative abundance>3%) %

46 d 86 d

H D C H D C

变形菌门　Proteobacteria 48.51 50.10 46.27 56.97 55.62 54.10

α变形菌纲　Alphaproteobacteria 10.64 12.63 16.34   8.54 15.94 10.31

鞘氨醇单胞菌目　Sphingomonadales   1.73   4.32   5.07   3.22   5.37   2.71

红螺菌目　Rhodospirillales   4.58   3.33   3.87   2.61   5.31   2.81

β变形菌纲　Betaproteobacteria 12.11 12.76   7.68 12.44 10.51 11.39

伯克霍尔德氏菌目　Burkholderiales   2.83   4.56   2.63   3.21   4.27   3.30

亚硝化单胞菌目　Nitrosomonadales   5.24   4.50   2.85   3.96   3.20   4.02

亚硝化单胞菌科　Nitrosomonadaceae   5.12   4.46   2.81   3.88   3.19   3.21

γ变形菌　Gammaproteobacteria 12.20 14.98 11.44 22.27 16.83 15.28

假单胞菌目　Pseudomonadales   1.34   0.81   0.68 13.49   4.09   0.90

黄单胞菌目　Xanthomonadales   8.38 11.90   8.16   4.80   8.67 10.33

黄单胞菌科　Xanthomonadaceae   2.86   6.07   4.64   2.94   4.67   3.86

δ变形菌纲　Deltaproteobacteria 13.34   9.54 10.57 13.43 12.05 16.67

枯球菌目　Myxococcales   5.20   4.20   6.93   3.78   5.99   4.60

拟杆菌门　Bacteroidetes 14.06 18.62 14.33   8.93 18.25 13.97

鞘脂杆菌纲　Sphingobacteriia   6.61   8.41   6.88   2.75 11.57   6.52

鞘脂杆菌目　Sphingobacteriales   6.61   8.41   6.88   2.75 11.57   6.52

放线菌门　Actinobacteria 13.77 12.01 23.31   5.09   6.21   7.73

放线菌纲　Actinobacteria   6.87   6.22 17.46   1.36   2.67   3.64

酸杆菌门　Acidobacteria   5.53   4.14   2.84   7.32   4.36   6.19

芽单胞菌门　Gemmatimonadetes   9.70   8.72   8.45   7.66   7.13   6.16

芽单胞菌纲　Gemmatimonadetes   9.70   8.72   8.45   7.66   7.13   6.16

纤维粘网菌　Cytophagia   4.01   4.44   5.61   1.28   3.70   2.22

Cytophagales   3.91   4.17   4.88   1.23   3.67   2.14

Gemmatimonadales   7.47   6.34   4.94   7.00   6.20   4.64

Gemmatimonadaceae   7.47   6.34   4.94   7.00   6.20   4.64

Chitinophagaceae   2.36   5.94   4.55   1.80   8.31   2.75

Ambiguous_taxa   3.96   3.64   2.99   5.81   4.58   3.91

uncultured 23.96 22.70 15.46 16.65 20.21 24.35

uncultured_bacterium   8.54   6.53   7.50   7.93   7.34   6.93

Ambiguous_taxa   5.62   5.00   3.93   6.58   5.09   6.52
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表 7    凡纳滨对虾肠道中主要菌群汇总 (平均相对丰度>3%)
Tab. 7       Summary of the main flora in L. vannamei intestine samples (mean relative abundance>3%) %

46 d 86 d

H D C H D C

变形菌门　Proteobacteria 36.83 40.48 39.04 37.23 39.37 39.36

α变形菌纲　Alphaproteobacteria 14.33   8.73 14.50 13.26 11.88 11.52

鞘氨醇单胞菌目　Sphingomonadales   2.98   1.40   6.51   5.06   2.90   3.29

β变形菌纲　Betaproteobacteria   9.68 11.52   6.83   7.50 10.07   9.24

伯克霍尔德氏菌目　Burkholderiales   6.80   1.45   2.83   3.84   7.30   5.12

γ变形菌纲　Gammaproteobacteria   7.60   6.25   8.63   9.44   8.64   9.73

δ变形菌纲　Deltaproteobacteria   4.70 13.56   8.62   6.65   8.00   8.17

拟杆菌门　Bacteroidetes 18.00 15.19 16.21 17.01 22.12 22.17

鞘脂杆菌纲　Sphingobacteriia 10.02   4.19   7.20   4.64   9.92   8.97

鞘脂杆菌目　Sphingobacteriales 10.02   4.19   7.20   4.64   9.92   8.97

黄杆菌纲　Flavobacteriia   2.70   2.05   2.54   4.46   4.38   3.56

黄杆菌目　Flavobacteriales   2.70   2.05   2.54   4.46   4.38   3.56

放线菌门　Actinobacteria 21.73   5.08   8.13 17.92 16.64 12.06

放线菌纲　Actinobacteria 12.54   2.07   4.57 10.43 10.12   7.79

酸微菌纲　Acidimicrobiia   7.59   0.97   1.38   3.02   5.71   2.94

醋微菌目　Acidimicrobiales   7.59   0.97   1.38   3.02   5.71   2.94

厚壁菌门　Firmicutes   4.79   2.01 21.44   6.67   4.47   4.59

梭状芽胞杆菌纲　Clostridia   1.78   0.94 16.53   3.90   1.73   2.34

梭状芽胞杆菌目　Clostridiales   1.78   0.93 16.52   3.90   1.71   2.33

酸杆菌门　Acidobacteria   1.69 13.54   3.71   2.05   1.92   3.00

酸杆菌纲　Acidobacteria   1.25 11.44   1.96   1.45   1.29   2.23

芽单胞菌门　Gemmatimonadetes   3.57   7.45   5.41   7.29   2.75   4.68

芽单胞菌纲　Gemmatimonadetes   3.57   7.45   5.41   7.29   2.75   4.68

蓝细菌门　Cyanobacteria   7.63   0.84   1.01   4.30   6.03   5.53

纤维粘网菌　Cytophagia   2.61   4.19   3.52   3.18   3.86   4.38

叶绿体　Chloroplast   6.57   0.74   0.85   3.66   4.81   4.90

Cytophagales   2.39   3.94   3.20   3.10   3.48   4.12

Gemmatimonadales   2.07   4.57   3.47   4.15   1.42   2.45

Gemmatimonadaceae   2.07   4.57   3.47   4.15   1.42   2.45

Chitinophagaceae   4.25   2.02   4.83   2.17   2.70   3.07

uncultured_bacterium   2.04   6.78   1.99   3.69   1.51   2.83

uncultured   6.70 19.31 12.47   7.47   6.90 10.77

uncultured_bacterium   5.07 11.98   4.68   7.07   5.77   6.79

Ambiguous_taxa   2.83   6.16   3.77   3.12   3.42   3.74
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动物中有重要的调节作用，肠道微生物多样性

更是被认为是代表宿主健康及代谢能力的生物

指标[27]。但除此以外，微生物的群落结构组成在

显示肠道菌群与环境菌群的关系上更为直接。

凡纳滨对虾肠道和养殖环境中菌群的结构

和组成，受不同的环境、不同的养殖条件以及

对虾的生长状况等各方面的影响或有不同[28]，所

以菌群结构在正常情况下处于动态平衡中 [29]。

Moss 等 [30] 将 2 批凡纳滨对虾养殖于不同的水环

境一段时间后，其肠道菌群在多样性及数量上

均产生差异，Oxley 等 [31] 发现野生和养殖的墨吉

对虾 (Penaeus merguiensis) 成虾的肠道微生物群

落在组成上高度相似。这些研究结果共同说明

了外界环境会影响对虾肠道的菌群结构，但是

当对虾养殖到一定程度，肠道细菌区系会相对

稳定及成熟，不易受环境影响[22]。本实验结果显

示，伴随凡纳滨对虾的生长，养殖环境和虾肠

道的群落结构发生了改变，但其中的优势群落

相对固定：在养殖水样、底泥和虾肠道中，优

势门类均为变形菌门、拟杆菌门和放线菌门，

相对总丰度均占比 70% 以上，其中变形菌门在

3 类样品中均占绝对优势，但其相对丰度在虾肠道

中 (38.72%) 要低于水样 (53.89%) 和底泥 (51.95%)；
除此以外，虾肠道中厚壁菌门亦占一定优势

(7.33%)，芽单胞菌门不仅是底泥中的优势菌群

之一，同时也在虾肠道中占一定优势。

孙振丽等[26] 研究结果显示变形菌门 (34.80%)、
一种未分类的细菌门 (25.74%) 和厚壁菌门 (18.89%)
是凡纳滨对虾肠道中的优势菌门；郁维娜等 [28]

研究发现，健康或患病凡纳滨对虾肠道中主要

菌群均为变形菌门 (51.2%) 和放线菌门 (27.2%)；
董 学 兴 等 [32] 研 究 的 罗 氏 沼 虾 (Macrobrachium
rosenbergii) 肠道中的核心菌群是变形菌门和厚壁

菌门；Tzeng 等 [33] 研究不同环境下生长的日本沼

虾 (Macrobrachium nipponense) 肠道发现主要菌群

分别为变形菌门、厚壁菌门和放线菌门。以上

与本研究结论相似，变形菌门和放线菌门在虾

肠道中为主要菌群，此结论亦印证了 Harris[34] 的

水生动物存在固有的肠道微生物群落的观点。

拟杆菌门在 3 类样品中均占较高比例，在水样中

占比更是随养殖时间延长而显著增高。拟杆菌

门分类下的细菌与 DNA、蛋白质及脂类等有机
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图 5    各凡纳滨对虾养殖塘水样、底泥和虾肠道中细菌属相对丰度热图 (前 15)

W.水样，S. 底泥，I. 虾肠道，D. 发病塘，H. 健康塘，C. 带病塘

Fig. 5    Heatmap of bacterial genera relative abundance of water, sediment and
L. vannamei intestine in each aquaculture pond (Top15)

W. water sample, S. sediment sample, I. intestine sample, D. diseased pond, H. healthy pond, C. virus carrying pond
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物的转换之间有密切联系，有机物质的吸收与

利用是水环境中碳循环的重要组成部分[35]。而造

成拟杆菌门在水样中增加的原因可能是在养殖

过程中，没有被虾完全消化的饲料会不断随粪

便排入水体，造成水样中拟杆菌门的堆积，而

未及时分解的便会沉积，同时造成池底拟杆菌

群含量的增加[36]，在整个养殖过程中一直保持健

康状态的池塘的底泥中拟杆菌门在86 d 时确有大

幅降低，在一定程度上反映出健康塘的凡纳滨

对虾对于饲料具有较强的消化和吸收能力。本

研究中的厚壁菌门的差异性主要体现在梭状芽

孢杆菌目上，在 46 d 时带病塘的虾肠道中相对

丰度高达 16.52%，至 86 d 时急剧下降至 2.33%，

此时带病塘未出现死虾，但发病塘出现了死虾，

2 个塘均检测出了携带病毒，但发病塘虾肠道中

的梭状芽胞杆菌随虾龄增长未发生显著的丰度

变化，始终维持在较低水平。吴金凤等 [10] 研究

发现发病对虾肠道中的梭状芽胞杆菌丰度显著

高于健康对虾肠道，梭状芽胞杆菌因其强烈的

外毒素能造成细胞严重的坏死性和水肿型肝损

伤[37]，当其丰度增加时，可能会对凡纳滨对虾产

生毒害作用，进而导致疾病的发生[10]。带病塘未

出现明显的患病情况原因或许与梭状芽胞杆菌

丰度较低有关。除此以外，酸杆菌门和硝化螺

旋菌门在 46 d 的发病塘的虾肠道中相对丰度显

著高于其他 2 个塘，且在 86 d 时显著降低。酸

杆菌门和硝化螺旋菌门通常在对土壤微生物中

的研究中占据优势地位，酸杆菌门是基于分子

生物学研究划分的新细菌类群，是一种嗜酸菌，

且多为不可培养的细菌[38]，在凡纳滨对虾肠道中也

有检出，但占比极小 [39]，拟穴青蟹 (Scylla para-
mamosain) 肠道中也检出丰度较小的硝化螺旋菌

门[40]。有研究表示硝化螺旋菌纲为有益菌，能减

少污水中铵离子的含量，能维持氨氮、硝酸盐

和亚硝酸盐等氮循环体系 [41]。对于这 2 个门类在

虾肠道中的研究较少，推测其含量在发病塘虾

肠道中的骤减，可能暗示了水体和底泥环境的

变化，进一步影响了对虾的健康。

在纲水平上，水样、底泥和虾肠道中共有

的优势纲为 α 变形菌纲、β 变形菌纲以及放线菌

纲，除此以外，虾肠道与水样共有的优势纲为

鞘脂杆菌纲，虾肠道与底泥共有的优势纲则有 δ
变形菌纲、γ 变形菌纲以及芽单胞菌纲。研究发

现，处于不同发育阶段的斑节对虾 (Penaeus
monodon)[42]和罗氏沼虾 [43] 的肠道优势菌均为 γ 变

形菌纲，亦有研究显示 γ 变形菌在营养物质含量

高的水域普遍存在，多样性及数量都很大[44]，本

研究中 γ 变形菌门在水样中相对丰度为 8.76%，

也显示了本研究中凡纳滨对虾养殖水样中营养

物质较丰富。在科水平上的优势菌群各不相同，

水样中主要由红杆菌科、丛毛单胞菌科、气单

胞菌科、醋微菌科、腐败螺旋菌科以及 LD12_
freshwater_group 组成，底泥中则为黄单胞菌科和

亚硝化单胞菌科。虽然有 420 个属在水样、底泥

和虾肠道样品中均能检测出，但除了 uncultured_
bacterium 在 3 种样品中占比较高外，其他属的相

对丰度在各类样品中各不相同，所以微生物在

“属”层面上没有明显的重叠，该结论与孙振丽等[26]

的结论一致。除此以外，在水样、底泥和虾肠

道中检测出了 4 种致病菌：假单胞菌属 (Pseudo-
monas)、气单胞菌属、弧菌属 (Vibrio) 和黄杆菌

属，3 种益生菌：蛭弧菌属 (Bdellovibrio)、拟杆

菌属 (Bacteroides) 和芽孢杆菌属 (Bacillus Cohn)[26]，

但其含量均较低，仅气单胞菌属在 86 d 带病塘

中相对丰度为 20.33%。弧菌在水生动物养殖环

境中普遍存在，是虾幼苗期主要的致病菌，能

导致虾死亡 [45]。致病菌增多会导致疾病的发生，

研究发现在感染对虾白斑综合征病毒 (white spot
syndrome virus, WSSV) 的凡纳滨对虾肠道中，乳

酸杆菌属 (Lactobacillus)、弧菌属、气单胞菌属

等菌群数量显著高于健康对虾[46]。带病塘虽未发

病，但检测出了虹彩病毒，同时气单胞菌属的

相对丰度显著增高，二者之间或许存在一定的

联系。目前对于感染虹彩病毒的凡纳滨对虾肠

道菌群结构的研究较少，但虾血细胞虹彩病毒

已被证实能感染凡纳滨对虾、日本沼虾、中国

明对虾 (Fenneropenaeus chinensis)、克氏原螯虾和

脊尾白虾，并且发现通过投喂或反向灌肠该病

毒对凡纳滨对虾的致死率高达 100%[47]，是对虾

养殖的一个重大威胁。致病菌的及时发现对于

养殖有重要意义，已有相关研究表明，在饲料

中添加芽孢杆菌胞外蛋白和胞内多糖粗提物在

一定程度上能影响凡纳滨对虾机体能量代谢和

肠道消化酶活性，有助于提高能量代谢水平，

以及幼虾抵抗白斑综合征病毒的能力[48]。

除此以外，检测和调控对虾养殖水体的水
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质因子已成为养殖户的共识。在本研究中，养

殖后期 pH 显著降低，亚硝氮和总氮含量显著升

高，与其他水生生物养殖水体的水质变化趋势

相同[49]。亚硝氮是硝化过程的中间产物，常在养

殖过程中出现亚硝氮的积累，研究发现亚硝氮

会抑制虾类的生长和变态发育[50]，通常在以换水

为主的养殖模式中，养殖 30 d 左右出现，而后

迅速升高并居高不下[51]，过高的亚硝氮有时会引

起对虾大量死亡。在本实验中，亚硝氮虽然含

量增高，但未显著超过安全浓度 (0.24 mg/L)，表

明凡纳滨对虾生存的水域环境质量在相对安全

的范围之内。对于调控水质的研究近年来比较

丰富，如去除悬浮物对提高对虾的产量和饲料

效率有明显的效果，同时能够显著降低水体中

亚硝氮、硝酸盐氮、磷酸盐等浓度，提高水体

溶解度 [52]；以及有研究表明将养殖密度控制在

80~610 尾 /m3，硝化型生物絮团能控制非离子氨

和亚硝氮含量保持在安全水平，极大保证了养

殖存活率[53]。

综上所述，凡纳滨对虾肠道与养殖水样、

底泥中的微生物结构存在密切联系，其中虾肠

道和底泥中菌群结构较水样中更为丰富，3 类样

品拥有相对固定的优势菌群及共有菌群，同时

也发现了三者间的差异物种，对于理解这三者

之间存在的关联有了更进一步的基础。在检测

中还发现了少量致病菌，虽其未被证明在此次

研究中造成疾病，但在养殖过程中关注致病菌

的存在、投入益生菌等措施对于防治疾病、健

康养殖具有积极的意义。
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Microbial community in Litopenaeus vannamei intestine and
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Abstract: To explore the microbial community structure and changes in the intestine of Litopenaeus vannamei and
its aquaculture environment during the cultivation process,  Illumina MiSeq high-throughput sequencing platform
was used to analyze the microbial community in the gut of L. vannamei at age of 46 and 86 days, and its aquacul-
ture water and sediments correspondingly, based on the 16S rRNA sequence. The results showed that the Shannon-
Wiener diversity indexes in water samples were significantly lower than those in sediments and shrimp intestines.
We detected 35 phyla, 70 classes, 152 orders, 274 families and 420 genera that existed in water, sediments and L.
vannamei intestines. There were more common microbes in the intestines of L. vannamei and the sediments than
those  in  the  water.  The  microbial  community  structure  of  water,  sediments  and L.  vannamei intestines  changed
when culturing time prolonged, the different  phyla of 46 and 86 d were Actinobacteria,  Chlorobi,  Fibrobacteres,
Planctomycates  and  TM6.  Relative  abundance  increased  with  time.  However,  the  dominant  flora  was  relatively
fixed. At the phylum level, Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria were the three dominant categories in all
three  kinds  of  samples.  At  the  class  level,  Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria  and  Actinobacteria  were  the
dominant  categories.  In  addition, L.  vannamei intestines  and  sediment  had  the  common  dominant  classes  of
Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria  and Gemmatimonadetes.  From the classification levels  of  order,  fam-
ily and genus, the microbial community relative abundance in various samples presented differences, so that few
common  categories  showed  overlapping  dominance  in  samples  except  unclassified  genera,  which  was  the  most
abundant in all  the samples.  Besides,  hgcI_clade was the dominant genus in the water, Ambiguous_taxa was the
predominant genus in the L. vannamei intestines and sediments. These results further explained the correlation of
the microbial community structure in intestine of L. vannamei and its aquaculture environment, and also showed
the differences that emerged during the culture process.
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