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南美白对虾肠道微生物群落的分子分析
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摘 要：采用分子生物学手段 5&I JKL+ 克隆文库方法对实验室养殖条件下的南美白对虾肠道细菌进行了多样性

研究。用限制性片段长度多态性（M6NO）方法从文库中筛选出可能不同细菌来源的克隆子 5# 个，测定其 5&I JKL+
片段核甘酸序列，将所获得的序列与 P2CQ7CE 数据库进行 QN+I1 比对，结果表明：南美白对虾肠道的 5&I JKL+ 克隆

文库中 5#& 个克隆子分属 # 个不同的细菌类群：变形细菌（OJG/2GF7B/2J;7）和厚壁细菌（6;J:;B,/2.），其中厚壁细菌为优

势菌群占到 ")R!S，且与最相似序列同源性均低于 ’!S；变形细菌占到 #!R&S，与最相似序列同源性均高于 ’%S，

分别为希瓦氏菌属（!"#$%&#’’%），泛菌属（(%&)*#%），+,%&-.*’% 属，假单胞菌属（(/#01*2*&%/）和弧菌属（3-4,-*）。
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随着现代集约化和规模化水产养殖业的发展，

应激原增多，导致水产动物免疫抗病力下降，其对疾

病的易感性大大增强。人们通常采用抗生素、化学

合成药物等防治水产动物疾病，但长期、大量使用抗

生素的负面效应日益明显地暴露出来了：不仅破坏

水产动物肠道正常菌群组成，造成肠道内微生态失

调，导致对病原微生物的易感性以及细菌耐药性，而

且会在体内残留，引起过敏等不良反应，并造成整个

生态环境的污染，严重阻碍了无公害水产养殖业的

发展［5，#］。近年来，人们开始尝试在养殖水体中施用

微生态制剂（OJGF;G/;B.）来改善养殖生态环境，提高

养殖动物的免疫力，抑制病原微生物，从而减少疾病

的发生［* ( )］。在各国的水产养殖业中，微生态制剂

得到日益广泛的应用。微生态制剂大都是通过对肠

道菌群施加影响而发挥作用的，因此，对动物肠道菌

群的了解是研究和开发微生态制剂的先决条件［&］。

迄今，作为我国重要的水产养殖品种，南美白对

虾肠道细菌群落结构研究只限于可培养细菌的研

究［"，%］，然而，近几十年来的分子生物学研究表明，

’’S以上的环境微生物是无法获得纯培养的［’］。为

了克服传统微生物培养技术的缺陷，更全面深入地

了解对虾肠道的微生物群落结构，本文采用直接提

取南美白 对 虾 肠 道 微 生 物 基 因 组 KL+，建 立 5&I
JKL+ 克隆文库的方法，通过序列分析探讨了对虾肠

道细菌组成。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 南美白对虾肠道样品：健康养殖南美白对虾

样品（) ( &-U只）于 #$$& 年 # 月随机采于福建省厦门

市 某 养 殖 场，于 实 验 室 条 件 下（ 水 体 温 度 为

#) ( #%V，WX 为 "R% ( %R#，盐度为 %S ( 5$Y，每天

投喂 *S 虾体重的饲料，分 * 次投喂：$%：$$、5)：$$
和 ##：$$）饲养 !$A 后，分别取 5 ( ! 只进行解剖。用

"$S乙醇和火焰灼烧进行体表消毒后，无菌条件下

剖取对虾肠道，再用灭菌的镊子取出肠道内的粪便

等杂物，将对虾肠道置于装有 "$S乙醇的灭菌离心

管中以备下一步的 KL+ 提取。

!"!"# 主要试剂和仪器：KL+ 通用纯化试剂盒购自

厦门鹭隆生物公司；质粒 WZK5%41（O[M 产物克隆用

载体）、限制性内切酶（+5%!和 6/7!）和 O[M 扩增

试剂均购自 17\7M7 公司；大肠杆菌（8/."#,-."-% .*’-）
KX)"为本实验室保存。O[M 扩增仪（德国 Q;G:2/J7
公司）；P0I4#$$% 凝胶成像分析系统（中国天能科技

有限公司）。

!"!"$ 引物：引物由上海英骏生物技术有限公司合

成。#基 因 组 扩 增 引 物 #"46：)&]4+P+P111P+1
[[1PP[1[+P4*]，5!’#4M：)]4PP11+[[11P11+[P+[
114*]；$ WZK 5%41 载 体 扩 增 引 物 Z5*4!"：)]4
[P[[+PPP1111[[[+P1[+[P+[4*]，M^4Z：)]4 +P[



!!"#""$""###$"$"$"!!%&’。
!"# 南美白对虾肠道微生物总 $%& 提取

参照 ()*+,*+ 等［-.］的方法，并作适当改进。将准

备好的南美白对虾肠道样品（- 条、/ 条、& 条和 0
条）与 -12 34" 提 取 缓 冲 液（5.11)-62 #789%$+，
5.11)-62 :3#"%4;/，-< .1)-62 4;$=，-> $#"?，

->@A@）混合，旋涡振荡 5 B C18D。加入 -..!2 溶菌

酶（5.1E612），&FG水浴 -H，每 -518D 颠倒混匀 - 次。

再 加 入 -..!2 I3I（ -.>），-/<.!2 蛋 白 酶 J
（/.1E612），&FG水浴 -H。随后用等体积氯仿异戊

醇（/0 K- 体积比）混合，-0... L E 离心 -518D，收集上

清液。用等体积平衡酚抽提，离心，吸取水相转移到

另一 -<512 离 心 管 中。用 / 倍 体 积 的 无 水 乙 醇

M /.G沉淀过夜。室温下 -0... L E 离心 -518D，收

集沉 淀，用 预 冷 的 F.> 乙 醇 洗 涤 沉 淀。重 悬 于

-..!2 #: 缓冲液（-.11)+62，N(C<.）中，M /.G保存。

!"’ !() *+%& 基因的 ,-+ 扩增

@$O 反应采用 5.!2 体系，反应条件：P0G 518D；

P0G -18D，55G -18D，F/G /18D，&. 个 循 环；F/G
C18D。@$O 产物经 -> 的琼脂糖凝胶电泳后，切下

目的 34" 条带，按回收试剂盒的使用说明进行回收

纯化。

!". !() * $%& 克隆、转化和文库构建

按照 NQ3-C%# 载体试剂盒说明和文献［--］的

方法进行操作。

!"/ 阳性克隆子的 ,-+0+12, 分析

取 0G保存的阳性克隆子平板，用牙签挑取少

量菌体于 @$O 管内作为模板，用引物 OA%Q 和 Q-&%
0F 进行菌落 @$O；再以 .<5!2 稀释 -. 倍的菌落 @$O
产物为模板进行巢式 @$O（利用 -RI 通用引物 /F%S
和 -0P/%O），巢式 @$O 产物即为连接到载体上的 -RI
734" 片段，大小约为 -5..TN。将巢式 @$O 产物用

!"#"和 $%&"两种核酸限制性内切酶进行限制性

片段长度多态性（OS2@）分析，在 &>琼脂糖凝胶上

进行电泳；分析克隆子 OS2@ 谱型，计算每个谱型的

出现频率。

!"( $%& 序列测序和分析

挑取代表克隆子送上海英骏生物技术有限公司

进行测序；所测得序列用 34"Q"4 去除载体序列

后，将有效序列在 4$?= 上进行比对，找出相关序

列，找出其所属的微生物种类范畴，并挑选相关序

列，用 34"Q"4 软 件 采 用 邻 接 法（4*8EHT)7%U)8D8DE
1*VH)W）构建系统发育树，自举值（?))V9V7;N）为 -...。

通过研究所得的 -RI 734" 序列在 !*D?;DX 数据库

中的登录号为 :S-CRF5C% :S-CRFRP。

# 结果和分析

#"! 南美白对虾生物总 $%& 的提取

图 - 为样品的总 34" 提取电泳图。与 1;X*7 比

较可知，提取到的 34" 片段比较完整，大小主要集

中在 /-XT 左右，其中泳道 & 拖带比较严重，究其原

因可能是所提 34" 没有经 O4" 酶消化，也未纯化，

加之操作可能出现的机械力对 34" 有比较强的剪

切力，出现了较多的碎片，但是从后续实验来看，对

@$O 是没有影响的。

图 ! 南美白对虾肠道细菌基因组 $%&
S8EY- #H* E*D)18Z 34" )[ 8DV*9V8D;+ T;ZV*78; [7)1 W8[[*7*DV D\1T*7 )[
’()*&+,#+-% .#,,#/+( Y Q：#34"601*O" ] 2(,W$；-Y ^D* 8DV*9V8D*；

/ Y #_) 8DV*9V8D*9；&Y #H7** 8DV*9V8D*9；0Y S)\7 8DV*9V8D*9Y

#"# 从总 $%& 中扩增 !() *$%& 基因

图 / 显示 0 个样品的各自 & 个稀释梯度 @$O 效

果不尽相同，有的泳道未能扩增出目的条带，但是 0
个样品在其不同的稀释梯度均能获得较好的 -RI
734" 片段的 @$O 条带，且没有非特异性扩增现象，

得到的 @$O 扩增产物适合下一步 -RI 734" 克隆文

库的建立。

图 # 南美白对虾肠道细菌的 !() *$%& ,-+ 扩增图谱

S8EY / @$O ;1N+8[8Z;V8)D )[ -RI 734" [7;E1*DV [7)1 8DV*9V8D;+ T;ZV*78;
)[ ’()*&+,#+-% .#,,#/+( Y Q：#34"601*O" ] 2(,W$；-%&< #H*
;1N+8[8Z;V8)D 7*9\+V9 )[ T;ZV*78;+ -R 734" [7)1 )D* 8DV*9V8D* _8VH V*D，

H\DW7*W9 ;DW VH)\9;DW9 )[ W8+\V8)D )[ 34" V*1N+;V*；0%R，F%P ;DW -.%
-/< $)77*9N)DW8DE 7*9\+V9 )[ V_)，VH7** ;DW [)\7 8DV*9V8D*9 7*9N*ZV8‘*+aY

#"’ !() *$%& 基因克隆文库分析

从文库中白色菌落 -FR 个纯化后通过菌液 @$O

.5R 2= J* +) #3 Y 6!1)# $(14*5(*3*6(1# 7(,(1#（/..F）0F（0）



检测阳性克隆。!"# 扩增产物大约 $%& ’( 的为带

有目的片段的阳性克隆。共获得阳性克隆 $)* 个，

阳性率为 &$%*+。以巢式 !"# 产物作为底物，用内

切酶 !"#!和 $%&!进行双酶切，, +琼脂糖电泳

后，进行 #-.! 分析（图 ,）。根据样品酶切片段大小

和数量区别电泳条带谱型，结果表明在南美白对虾

肠道 $*/ 0123 文库中共有 $) 种细菌 #-.! 谱型。

以覆盖率（"）来评估所构建的文库对环境微生

物多样性的体现，计算公式为：

’ 4［$ 5（($6)）］7 $88
其中，) 代表所分析的克隆数，($ 代表具有不重复

序列的克隆数。计算结果表明所构建的 $*/ 0123
克隆文库覆盖率达到 98%:+，即包含了对虾肠道中

98%:+的细菌多样性状况。因此，从覆盖率分析可

以说明所构建的 $*/ 0123 克隆文库能够较完整地

反映所属环境中的细菌多样性状况。

图 ! 文库中部分阳性克隆子 "#$% 结果

-;<= , !>0?;>@ 0ABC@?B DE #-.! >F>@GB;B DE $*/ 0123 @;(0>0G=
H：IAFA#C@A0 123 @>JJA0；$ K $*："@DFAB=

&’( 序列比对和系统发育分析

分别取代表克隆子测序，去除载体序列部分，将

所得序列在 IAFL>F’ 中进行 L.3/M，搜索相关序列，

并构建了南美白对虾肠道中细菌的系统系统发育树

（图 N）。比对结果反映的微生物信息如表 $ 所示，

$)* 个克隆子中与 IAFL>F’ 数据库中已知 $*/ 0123
序列相似性最高为 99+，最低为 O&+；其中 ,$ 个克

隆子与已知序列相似性高于 9O+，其余大多数克隆

子（9: 个，占 &:%N8+）与已知序列同源性低于 9N+。

表明南美白对虾肠道中附着有新的未开发的微生物

资源，有待于进一步研究。结果显示南美白对虾肠

道 中 的 微 生 物 大 都 为 厚 壁 细 菌（ -;0P;QC?AB）

（&:%N+），其中与绝大多数克隆子同源性最高的序

列都来自 .DF<RS>TAJ HCJBCQ’A0 肠道，但同源性均低

于 9N+。 其 它 可 鉴 定 细 菌 均 属 于 变 形 细 菌

（!0D?AD(>Q?A0;>）中的"R!0D?AD(>Q?A0;> 类群（)N%*+），

它们 分 别 为 希 瓦 氏 菌 属（ *+,-#(,..# ），泛 菌 属

（/#(01,#），!2#(341.# 属，弧菌属（ 536231）假单胞菌属

（/%,78191(#%），所 占 比 例 分 别 为 :%:*+，,%9&+，

&%$N+，,%9&+，,%9&+。这些细菌的进化关系如

图 N 系统发育树所示，系统发育树中包含了所有克

隆子和表 $ 中的相关序列。

! 讨论

水生动物从胃肠道发育不完全、免疫系统不完

善的幼体阶段开始从水体中摄取食物［$)，$,］，水体中

的微生物随着食物不断进入体内，形成复杂的微生

物区系。南美白对虾肠道的微生物生态与外部水环

境应是密切相关的，虽然大多数肠道内细菌仅为肠

道“过路菌”，会随粪便再次排入水体，但是不可否

认，对虾肠道结构有利于细菌的定殖加之肠腔内环

境相对稳定且营养丰富，所以会有一定数量和种类

的细菌是作为肠道“土著菌”而存在于其中。为了更

加全面了解对虾肠道“土著菌”的菌群结构组成，在

此实验中我们采用实验室养殖的方式排除了抗生

素、激素等外界不良因素对对虾肠道菌群的影响。

国内外学者先后对水生动物肠道细菌进行了可

培养技术的分离和鉴定。宛立等［&］从健康养殖的南

美白对虾肠道内分离出 $$$ 株细菌，其中革兰氏阴

性菌比例占到 9:%:+，占据了绝对优势。这些分离

菌 株 分 别 属 于 $, 个 属（ 科 ） ，发 光 杆 菌 属

（/+1016#40,2379）、弧 菌 属（ 536231% ）、气 单 胞 菌 属

（!,2191(#%）、肠杆菌科（:(0,216#40,23#4,#,）、黄单胞菌

属（;#(0+191(#%）、土壤杆菌属（ !<216#40,2379）、芽孢

杆菌属（=#43..7%）、棒状杆菌属（’12>(,6#40,2379）、小

球菌属（$342141447%）、黄杆菌属（?.#@16#40,2379）、产

碱杆菌属（ !.4#.3<,(,%）、假单胞菌属（ /%,78191(#%）

和色杆菌属（’+21916#40,2379）。其中优势菌为发光

杆菌属、弧菌属、气单胞菌属、肠杆菌科、黄单胞菌

属。王祥红等［$N］从野生健康中国对虾成虾肠道中

分离出 N& 株菌，分别属于弧菌属、发光杆菌属、不

动杆菌属（!43(,016#40,2）、假单胞菌属、黄杆菌属、气

单胞菌属、屈挠杆菌属（?.,A36#40,2）和色杆菌属 O 个

属。其中弧菌属和发光杆菌属在整个肠道中为优势

菌属，不动杆菌属和假单胞菌属为次优势菌属。

HD0;>0?G［$:］的研究表明甲壳类动物消化道中最常见

的菌属是弧菌属和假单胞菌属。

以上研究中均提到了弧菌属和假单胞菌属存在

于水生动物的肠道，而在本研究中也发现了有这两

个属的存在，但其并不是优势菌群。当然随着季节、

动物发育阶段、采样地点及养殖方式的不同，水产动

物肠道菌群也将随之变化［$* K $O］。但就本实验与过

$:*李 可等：南美白对虾肠道微生物群落的分子分析 = 6微生物学报（)88&）N&（N）



图 ! 南白对虾肠道细菌系统发育分析

!"#$% &’()*#+,+-". /,/)(0"0 *1 234 5678 .)*,+0 15*9 -’+ ",-+0-",/) :/.-+5"/ *1 !"#$%&’(&)* +(’’(,&" $ ;)*,+0 <+-+.-+< ", -’"0 0-=<( /5+ #">+,
", :*)<1/.+$ 7=9:+50 ", ?/5+,-’+0+0 5+?5+0+,- -’+ 0+@=+,.+0’/..+00"*, ,=9:+5 ", A+,B/,C$ 7=9:+50 ", 0@=/5+ :5/.C+-0 ",<"./-+
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去的研究成果对比，其显著差异说明过去靠传统可

培养技术所获得的对虾肠道微生物群落结构的结论

并不能准确反映其真实状况，本实验中两个代表最

多克隆子数的序列 F 号（F% 个克隆子）和 3 号（%D 个

克隆子）均显示为不可培养细菌序列，但比对结果表

明与其同源性最高的参照菌和序列来源分别为等脚

类 动 物 的 中 肠 腺 和 长 颚 泥 吸 鸟（ G*,#HI/J+<
K=<0=.C+5）的肠道。这提示我们对虾肠道内附着有

与其他动物相似但又不同的细菌种类，而且在肠道

内占据着绝对的优势地位，目前我们还不能利用分

离培养技术将其得到，仍有待于进一步的深入研究

和突破。

本文的研究结果有助于建立一种不依传统分离

培养技术而能原位揭示对虾体内细菌种群组成的分

子诊断技术。通过对虾肠道内细菌群落结构的揭示

为新的水产微生物制剂菌株的开发和应用提供候选

菌株和理论基础。
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