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　 　 摘要:　 为研究急性肝胰腺坏死综合征(Ａｃｕｔｅ ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＡＨＰＮＳ)病原对凡纳滨对虾肠道

菌群的影响ꎬ获取更多的 ＡＨＰＮＳ 防治基础资料ꎬ采用 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 方法比较了江苏地区患 ＡＨＰＮＳ 病虾和健康对虾肠

道微生物群落ꎮ 结果发现ꎬ不同生长阶段病虾肠道中均只有弧菌属细菌ꎻ对照的健康对虾中ꎬ幼虾肠道优势菌为假单

胞菌属、食酸菌属和固氮螺菌属细菌ꎻ养殖中期对虾肠道优势菌为发光杆菌属、弧菌属和希瓦氏菌属细菌ꎻ养殖后期

对虾肠道优势菌为弧菌属、红杆菌属、莱茵海默氏菌属细菌ꎮ 研究结果表明ꎬ凡纳滨对虾患 ＡＨＰＮＳ 后肠道微生物群

落明显不同于健康对虾ꎬ肠道菌群多样性遭到破坏ꎬ弧菌为肠道内绝对优势细菌ꎬ不同生长阶段健康对虾的肠道优势

菌存在差异ꎮ 本研究探究了 ＡＨＰＮＳ 病原对于凡纳滨对虾肠道菌群的影响ꎬ并为认识和防控 ＡＨＰＮＳ 提供试验基础ꎮ
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　 　 急性肝胰腺坏死综合征(Ａｃｕｔｅ ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ꎬＡＨＰＮＳ)是近年来影响凡纳滨对

虾养殖业的一种重要疾病ꎮ ２００９ 年该病在中国海

南省发生ꎬ越南、马来西亚、泰国、菲律宾相继暴发该

病ꎮ ２０１１ 年以来ꎬＡＨＰＮＳ 在中国广东、广西、福建、
江苏等对虾主产区蔓延ꎬ造成凡纳滨对虾产量锐减ꎻ
泰国、越南、墨西哥等凡纳滨对虾主产国的对虾产量

也因该病的发生而受到严重影响[１￣４]ꎮ
凡纳滨对虾发生 ＡＨＰＮＳ 后体色发白ꎬ虾壳变

软ꎬ摄食明显减少ꎬ活力减弱ꎬ行动迟缓ꎮ 对虾感染

前期肝胰腺颜色暗淡苍白或糜烂发红ꎬ异常肥大ꎻ感
染后期肝胰腺明显萎缩ꎬ空肠空胃[１]ꎮ 苗种感染 １０
ｄ 就可发病死亡ꎬ发病 ３ ｄ 内死亡率可达 １００％ꎮ 有

研究结果显示ꎬ一类携带有特定致病基因 ＰｉｒＡ 和

ＰｉｒＢ 的弧菌属细菌是该病发生的病原ꎬ其中主要是

副溶血弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ)ꎮ 病原弧菌含

有的 ＰｉｒＡ 和 ＰｉｒＢ 基因会产生一种独特的二元毒素ꎬ
使靶细胞内外渗透压改变ꎬ导致感染对象死亡ꎮ Ｐｉ￣
ｒＡ 和 ＰｉｒＢ 位于一段 ６９ ｋｂ 大小的隐藏质粒“ｐＶＡ１”
上ꎬ该质粒含有转座子基因ꎬ能发生水平基因转移ꎬ
被认为是 ＡＨＰＮＳ 近年来传播较快的主要原因[３￣４]ꎮ
目前ꎬ尚未见 ＡＨＰＮＳ 有效治愈的报道ꎮ

肠道菌群在维持对虾健康中发挥着重要作

用ꎬ对对虾的生长与免疫具有重要影响ꎮ 对虾肠

道菌群不仅可以分泌虾体所需的营养素ꎬ而且可

通过竞争排斥抵抗病原微生物的侵袭ꎬ通过分析

肠道菌群ꎬ可了解凡纳滨对虾的健康状况[５￣７] ꎮ 目

前相关研究仅限于正常对虾肠道菌群ꎬ且仅见于

饲料添加剂、微生态制剂对肠道菌群的影响方

面[８￣９] ꎬ关于特定病原对凡纳滨对虾肠道菌群结构

的影响报道较少ꎮ 本研究通过健康对虾与 ＡＨＰＮＳ
病虾的肠道细菌群落比较ꎬ研究 ＡＨＰＮＳ 病虾的肠

道菌群结构变化ꎬ可以从肠道微生态调控的角度

为该病的防控提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１. １ 　 试验对虾 　 ３ 份疑似 ＡＨＰＮＳ 病虾样品

(ＢＳ１~ＢＳ３)来源于江苏省如东市 ３ 处出现大规模

对虾暴死的养殖场ꎬ表现为肝胰腺萎缩ꎬ空肠空胃ꎬ
濒死症状ꎮ 对照样品来自相同养殖场同批正常对虾

(表 １)ꎬ样品采集后冷藏ꎬ２４ ｈ 内带回实验室ꎮ 每份

样品取 ６ 只对虾个体ꎬ测量体长并计算均值ꎻ无菌操

作分离对虾肠道ꎬ清除内容物ꎬ取 ６ 只对虾的肠道混

合为一个样品ꎬ灭菌生理盐水冲洗内表面后置于离

心管中ꎬ研磨成匀浆ꎬ－８０ ℃冷冻备用ꎮ
１.１.２　 主要试剂　 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰｓ、ＤＬ１００
ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、ＰＭＤ１９￣Ｔ 克隆试剂盒和限制性内切酶

为宝生物工程(大连)有限公司产品ꎮ ＤＮＡ 提取试

剂盒(３Ｓ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖ２.２)、ＤＮＡ 胶回收试剂

盒为上海博彩生物技术公司产品ꎮ

表 １　 样品来源及其养殖状态

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｕｒｃｅ ａｎｄ ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

样品
编号

样品来源　 养殖状态　 　 投苗时长
(ｄ)

平均体长
(ｃｍ)

ＺＣ１ 江苏如东富盐村 全池健康正常 ５ ２.０３

ＺＣ２ 江苏如东光荣村 全池健康正常 ２０ ５.７８

ＺＣ３ 江苏如东何丫村 全池健康正常 ５０ １２.１０

ＢＳ１ 江苏如东富盐村 大规模死亡ꎬ空肠
空胃

５ １.９９

ＢＳ２ 江苏如东光荣村 大规模死亡ꎬ空肠
空胃

２０ ５.８７

ＢＳ３ 江苏如东何丫村 大规模死亡ꎬ空肠
空胃

５０ １２.２１

１.１.３　 引物的设计与合成　 毒力基因 ＰｉｒＡ 采用引物

ＡＰ３￣Ｆ ( ５′￣ＡＴＧＡＧＴＡＡＣＡＡＴＡＴＡＡＡＡＣＡＴＧＡＡＡＣ￣３′)
和 ＡＰ３￣Ｒ ( ５′￣ＧＴＧＧＴＡＡＴＡＧＡＴＴＧＴＡＣＡＧＡＡ￣３′) [１０]

扩增ꎬ目的片段为 ３３３ ｂｐꎻ１６Ｓ ｒＲＮＡ 采用通用引物

２７Ｆ ( ５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′) 和 １４９２Ｒ
(５′￣ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′) [１１]扩增ꎬ目的片段

为１ ５００ ｂｐꎻ使用通用引物 ＲＶ￣Ｍ(ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣ￣
ＴＡＴＧＡＣ ) 与 Ｍ１３￣４７ ( ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴ￣
ＣＡＣＧＡＣ)扩增克隆片段ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ＡＨＰＮＳ 病虾的确认 　 分别称取 １００ ｍｇ 解

冻、匀浆的不同对虾肠道样品ꎬ提取 ＤＮＡꎬ１％琼脂

３４１蒋　 葛等:凡纳滨对虾急性肝胰腺坏死综合症病虾与健康虾肠道优势菌群比较分析



糖凝胶电泳检测ꎬ－８０ ℃保存备用ꎮ 以上述 ＤＮＡ 为

模板ꎬ扩增 ＡＨＰＮＳ 病原菌的毒力基因 ＰｉｒＡꎬ以 ＡＨ￣
ＰＮＳ 病原菌为对照ꎮ 反应体系为 ２５􀆰 ００ μｌꎬ包括１０×
ＰＣＲ 缓冲液 ２􀆰 ５０ μｌꎬｄＮＴＰｓ ｍｉｘｔｕｒｅ ２􀆰 ００ μｌꎬ引物

(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)各 １􀆰 ００ μｌꎬ模板 ＤＮＡ １􀆰 ００ μｌꎬｒＴａｑ 酶

(５ Ｕ / μｌ)０􀆰 ２０ μｌꎮ 反应条件:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０
ｓꎬ５３ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ４０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ 产

物经 １％琼脂糖凝胶电泳ꎬ观察有无目标条带ꎮ
１.２.２　 克隆文库的构建及限制性内切酶酶切分析

以上述 ＤＮＡ 为模板ꎬ扩增 １６Ｓ ｒＲＮＡꎮ 反应体系为

２５􀆰 ００ μｌꎬ包括１０×ＰＣＲ 缓冲液 ２􀆰 ５０ μｌꎬｄＮＴＰｓ ｍｉｘ￣
ｔｕｒｅ ２􀆰 ００ μｌꎬ引物 ( １０ ｍｍｏｌ / Ｌ) 各 １􀆰 ００ μｌꎬ模板

ＤＮＡ １􀆰 ００ μｌꎬ ｒＴａｑ 酶(５ Ｕ / μｌ) ０􀆰 ２０ μｌꎮ 反应条

件:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ５５ ℃ ４５ ｓꎬ７２ ℃ １
ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 产物经 １％的琼脂糖

凝胶电泳确认后切胶回收纯化ꎮ 回收 ＰＣＲ 产物按

ＴａＫａＲａ ＰＭＤ１９￣Ｔ 载体试剂盒说明书进行克隆ꎬ将
阳性克隆提取质粒后依照试剂盒说明书以引物 ＲＶ￣
Ｍ / Ｍ１３￣４７ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 产物用限制性内切

酶 Ｍｓｐ Ⅰ 和 Ｈａｅ Ⅲ ３７ ℃消化 １ ｈꎬ３％琼脂糖凝胶

电泳ꎬ分析克隆子酶切图谱ꎮ 以 Ｃｏｖｅｒａｇｅ (Ｃ)评估

所构建文库的库容ꎬ分析微生物多样性ꎮ 采用公式

如下:
Ｃ＝[１－(ｎ１ / Ｎ)]×１００％
式中 Ｎ 为文库的克隆数ꎬｎ１为文库中不重复序

列的克隆数ꎮ
１.２.３　 差异克隆子 ＤＮＡ 测序以及比对分析　 筛选

的差异克隆子经上海生工生物工程技术服务有限公

司测序ꎬ所获序列通过 ＮＣＢＩ 数据库比对ꎬ并上传至

ＮＣＢＩ 数据库ꎮ

２　 结 果

２.１　 病虾的确认结果

ＡＰ３ 引物扩增的 ＰＣＲ 产物电泳结果显示ꎬＺＣ１、
ＺＣ２、ＺＣ３ 未检出 ＡＨＰＮＳ 毒力基因ꎮ ＢＳ１、ＢＳ２、ＢＳ３
在 ３３３ ｂｐ 大小处有明亮条带ꎬ与目标条带大小一致

(图 １)ꎮ 表明ꎬＢＳ１、ＢＳ２、ＢＳ３ 肠道中携带 ＡＨＰＮＳ
病原菌ꎮ
２.２　 克隆文库的构建以及限制性内切酶酶切结果

　 　 对 ６ 份样品的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＰＣＲ 产物进行分子

克隆ꎬ每份样品均挑选出 １５０ 个阳性克隆子ꎬ所有阳

性克隆菌落用 ＲＶ￣Ｍ / Ｍ１３￣４７ 引物 ＰＣＲ 扩增ꎬ产物

Ｍ:ＤＮＡ 标准 ＤＬ１００ꎻ１、２、３ 分别表示病虾样品 ＢＳ１、ＢＳ２、ＢＳ３ꎻ４、
５、６ 分别表示正常对虾样品 ＺＣ１、ＺＣ２、ＺＣ３ꎻ７:阳性对照ꎻ８:阴性

对照ꎮ
图 １　 各样品的 ＡＨＰＮＳ 毒力基因的 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＡＨＰＮＳ ｉｎ ｓｉｘ ｓａｍｐｌｅｓ

约为 １.７ ｋｂꎬ６ 份样品获得数目不一的阳性克隆ꎮ
使用限制酶 Ｍｓｐ Ｉ 和 Ｈａｅ Ⅲ将不同来源的阳性克隆

菌落 ＰＣＲ 产物进行酶切ꎬ３ 份正常对虾样品获得数

目不一、条带不同的 ＲＦＬＰ 谱型ꎬ３ 个发病对虾样品

却表现为单一的 ＲＦＬＰ 单带谱型(见图 ２、表 ２)ꎮ 表

明ꎬＡＨＰＮＳ 病虾的肠道菌群结构单一ꎬ肠道多样性

显著降低ꎮ

表 ２　 克隆及酶切结果统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅ￣
ｓｕｌｔｓ

样品编号 克隆子数
阳性率
(％) ＲＦＬＰ 谱型

克隆文库覆盖率
(％)

ＺＣ１ １２３ ８２.０ １６ ８７.８

ＺＣ２ １３２ ８８.０ ９ ９３.１

ＺＣ３ １２６ ８４.０ ６ ９５.２

ＢＳ１ １３５ ９０.０ １ ９９.２

ＢＳ２ １２２ ８１.３ １ ９９.１

ＢＳ３ １１２ ７４.６ １ ９９.１
ＺＣ１、ＺＣ２、ＺＣ３ 表示正常对虾样品ꎻＢＳ１、ＢＳ２、ＢＳ３ 分别表示病虾样
品ꎮ

２.３　 差异克隆子 ＤＮＡ 测序以及比对结果

经上海生工生物工程技术服务股份有限公司测

序ꎬ获得不同谱型的克隆子序列ꎬ将相关序列上传

ＮＣＢＩ 数据库并取得相应序列号ꎬ经 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ获
得最相似序列菌名ꎮ 结果发现ꎬＡＨＰＮＳ 发病对虾与

健康对虾肠道菌群存在明显差异ꎬ同时正常对虾在

不同养殖期肠道菌群也存在一定差异ꎮ ＺＣ１、ＺＣ２、
ＺＣ３ 的肠道菌群序列中分别有 １６ 个、９ 个和 ６ 个与

已知细菌(属)具有同源性(表 ３)ꎮ
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图 Ａꎬ１~２４:来源于 ＺＣ１ 样品部分阳性克隆 ＰＣＲ 产物的酶切图谱ꎻ图 Ｂꎬ１~２４:来源于 ＢＳ１ 样品部分阳性克隆 ＰＣＲ 产物的酶切图谱ꎮ 以上

酶切图谱均由 Ｍｓｐ Ｉ 消化所得ꎮ Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ１００ꎮ
图 ２　 部分阳性克隆子的 ＲＬＦＰ 的电泳图谱

Ｆｉｇ.２　 Ｐａｒｔｉａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＬＦＰ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ

表 ３　 健康对虾肠道细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＮＣＢＩ比对结果

Ｔａｂｌｅ ３　 ＮＣＢＩ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｓｈｒｉｍｐ

序列来源 差异代表序列 　 　 　 　 　 最相似序列 相似度 (％) 序列号 克隆数 类群

ＺＣ１ ＺＣ１￣１ Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ(ＦＭ１８０５２６.１) ９８ / １４ α
ＺＣ１￣２ Ｖｉｂｒｉｏ ｃａｍｐｂｅｌｌｉｉ(ＫＸ５３４７４６.１) ９９ ＭＦ８７２５４９ ９ γ
ＺＣ１￣３ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ(ＦＪ６２６９０７.１) ９０ / １９ γ
ＺＣ１￣４ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ(ＧＱ４４１２５４.１) ９２ / １ Ｃ
ＺＣ１￣５ Ｐｈａｅｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.(ＫＴ１８５１４４.１) ９３ / １３ α
ＺＣ１￣６ Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓ ｌｉｍｎｅｔｉｃａ(ＫＣ５６８４５９.１) ９４ / １ Ｃ
ＺＣ１￣７ Ｒｏｂｉｇｉｎｉｔａｌｅａ ｓｐ. (ＫＹ７８０３６０.２) ９７ ＭＦ８７２５５０ ６ Ｆ
ＺＣ１￣８ Ｏｃｅａｎｉｃｏｌａ ｓｐ. (ＫＵ９３７１２１.１) ９０ / ３ Ｂ
ＺＣ１￣９ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ａｍａｒｉｃｏｃｃｕｓ ｓｐ.(ＦＪ５４３０４０.１) ９２ ＭＦ８７２５５１ ６ α
ＺＣ１￣１０ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ (ＥＵ８１２９８４.１) ９５ ＭＦ８７２５５２ ６ Ｐ
ＺＣ１￣１１ Ｒｈｅｉｎｈｅｉｍｅｒａ ｓｐ. (ＫＦ７４６８８９.１) ９２ / １４ γ
ＺＣ１￣１２ Ｗｉｎｏｇｒａｄｓｋｙｅｌｌａ ｓｐ. (ＪＮ５９４６０９.１) ９３ ＭＦ８７２５５３ ６ Ｆ
ＺＣ１￣１３ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ (ＧＱ３４８７００.１) ９４ ＭＦ８７２５５４ ４ Ｖ
ＺＣ１￣１４ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅ (ＪＦ４４３７６３.１) ９４ ＭＦ８７２５５５ ３ Ｐ
ＺＣ１￣１５ Ｒｕｅｇｅｒｉａ ｓｐ. (ＡＪ３９１１９７.１) ９６ ＭＦ８７２５５６ ４ α
ＺＣ１￣１６ Ｍｙｃｈｏｎａｓｔｅｓ ｊｕｒｉｓｉｉ (ＫＴ６２５４１１.１) ９４ / ３ Ｃ

ＺＣ２ ＺＣ２￣１ Ｖｉｂｒｉｏ ｓｈｉｌｏｎｉｉ (ＡＹ９１１３９２.１) ９９ ＭＦ８７２５５７ １８ γ
ＺＣ２￣２ Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｄａｍｓｅｌａｅ ｓｕｂｓｐ. (ＣＰ０２１１５１.１) ９９ ＭＦ８７２５５８ ４９ γ
ＺＣ２￣３ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｇａｍｍａ ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ (ＧＱ２４９４７８.１) ９８ ＭＦ８７２５５９ ５ γ
ＺＣ２￣４ Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｓｐ. (ＨＧ５２９９８８.１) ９９ ＭＦ８７２５６０ １７ γ
ＺＣ２￣５ Ｖｉｂｒｉｏ ｓｈｉｌｏｎｉｉ(ＥＵ４１９９１６.１) ９５ ＭＦ８７２５６１ ７ γ
ＺＣ２￣６ Ｂｕｌｂｏｐｌａｓｔｉｓ ａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ (ＫＹ７０９２０９.１) ９８ ＭＦ９２７５７３ ３ Ｃ
ＺＣ２￣７ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ (ＪＦ３４４６８３.１) ９５ ＭＦ９２７５７４ １ Ｐ
ＺＣ２￣８ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ. (ＨＥ６１０３１９.１) ９６ ＭＦ８７２５６２ １４ γ
ＺＣ２￣９ Ｏｃｅａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｍｕｌｔｉｇｌｏｂｕｌｉｆｅｒｕｍ (ＮＲ１１３６２４.１) ９６ / ８ γ

ＺＣ３ ＺＣ３￣１ Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ ｓｐ. (ＧＵ０８６４２１.１) ９９ ＭＦ８７２５６３ ３４ β
ＺＣ３￣２ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ Ａｚｏｓｐｉｒａ ｓｐ. (ＪＸ５７６０２５.１) ９６ ＭＦ８７２５６４ １６ β
ＺＣ３￣３ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｍｅｎｄｏｃｉｎａ (ＨＭ２３１１６８.１) ９６ ＭＦ８７２５６５ ５２ γ
ＺＣ３￣４ Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅ (ＦＲ７１４３４４.１) ９８ ＭＦ８７２５６６ ８ Ｐ
ＺＣ３￣５ Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａ ｓｐ. (ＫＪ９５８４８１.１) ９７ / ５ Ｃ
ＺＣ３￣６ Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ ｓｐ. (ＫＵ８９１８４３.１) ９７ ＭＦ８７２５６７ １１ α

ＺＣ１、ＺＣ２、ＺＣ３ 见表 ２ 注ꎮ

５４１蒋　 葛等:凡纳滨对虾急性肝胰腺坏死综合症病虾与健康虾肠道优势菌群比较分析



　 　 研究发现ꎬＺＣ１ 肠道菌群有 ６ 个门类:变形菌门

(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、浮霉菌门(Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ)、黄杆菌

门( Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａ)、微庞菌门(Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ)、拟
杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)和蓝细菌门(Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ)ꎮ 其

中变形菌门为优势类群ꎬγ￣变形细菌纲(Ｇａｍｍａ￣ｐｒｏ￣
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)占据 ３ 条差异序列ꎬα￣变形细菌纲(Ａｌ￣
ｐｈａ￣ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)含有 ４ 条差异序列ꎬ两者的克隆

数占据总克隆数的 ６４􀆰 ２％ꎮ ＺＣ２ 仅含有 γ￣变形细

菌纲、浮霉菌门和蓝细菌门ꎬγ￣变形细菌纲含有 ７ 条

差异序列ꎬ其克隆数占据总克隆数的 ８９􀆰 ３％ꎮ ＺＣ３
含有变形菌门(α￣变形细菌纲、β￣变形细菌纲、γ￣变
形细菌纲)、浮霉菌门和蓝细菌门ꎮ β￣变形细菌纲含

有 ２ 条差异序列ꎬα￣变形细菌纲和 γ￣变形细菌纲各

含有 １ 条差异序列ꎮ α￣变形细菌纲、β￣变形细菌纲

和 γ￣变形细菌纲的克隆数占据总克隆数的 ８􀆰 ７％、
４１􀆰 ２％和 ３９􀆰 ７％ꎮ β￣变形细菌纲仅在 ＺＣ３ 肠道菌群

中存在并且占据优势地位ꎬ在 ＺＣ３ 中未发现弧菌ꎬγ￣
变形细菌纲为 ３ 份样品的共同优势类群ꎮ
　 　 健康对虾个体 ＺＣ１ 来源于养殖中后期ꎬ肠道菌

群的 优 势 菌 种 为 弧 菌 属 ( ２２􀆰 ７％)、 红 杆 菌 属

(２１􀆰 ９％)、莱茵海默氏菌属 ( １１􀆰 ４％) 和浮霉菌属

(７􀆰 ３％)细菌ꎻＺＣ２ 对虾样品处于养殖前中期ꎬ优势

菌株为发光杆菌属(４７􀆰 ７％)、弧菌属(１８􀆰 ９％)和希

瓦氏菌属(１２􀆰 ９％)细菌ꎻＺＣ３ 样品采集自刚刚放苗

７ ｄꎬ尚处于标粗阶段的幼虾ꎬ肠道菌群优势菌为假

单胞菌属(４１􀆰 ２％)、食酸菌属(２７􀆰 ０％)和固氮螺菌

属(１２􀆰 ７％)细菌ꎮ
　 　 ３ 份 ＡＨＰＮＳ 病虾样品的对虾肠道中某一个属

的细菌为绝对优势菌ꎬＮＣＢＩ 数据库比对结果均显示

为弧菌属(表 ４)ꎬ选择与其同源性最高的 １５ 条基因

序列构建系统发育树 (图 ３)ꎬ发现 ＢＳ１￣１、ＢＳ２￣１、
ＢＳ３￣１ 都与副溶血弧菌同源性最高ꎬＢＳ１￣１、ＢＳ３￣１ 亲

缘关系相近ꎮ 因此ꎬ判定 ＢＳ１￣１、ＢＳ２￣１、ＢＳ３￣１ 都为

副溶血弧菌ꎮ 随着养殖时间的推移ꎬ健康对虾肠道

微生物多样性呈现上升趋势ꎬ肠道优势菌也发生变

化ꎮ 处于不同生长阶段的 ＡＨＰＮＳ 病虾肠道菌群多

样性显著降低ꎬ副溶血弧菌成为肠道绝对优势菌ꎮ

表 ４　 ＡＨＰＮＳ 发病对虾肠道细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 ＮＣＢＩ比对结果

Ｔａｂｌｅ ４　 ＮＣＢＩ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＨＰＮＳ

序列来源 差异代表序列 最相似序列 相似度 (％) 序列号 克隆数

ＢＳ１ ＢＳ１￣１ Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ(ＣＰ０２２５５５.１) ９８ ＭＦ８７２５６８ １３５

ＢＳ２ ＢＳ２￣１ Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ(ＣＰ０２２５５５.１) ９９ ＭＦ９２７５７５ １２２

ＢＳ３ ＢＳ３￣１ Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ(ＫＹ９８５２３９.１) ９９ ＭＦ９２７５７６ １１２
ＢＳ１、ＢＳ２、ＢＳ３ 见表 ２ 注ꎮ

３　 讨 论

本研究发现病虾样品 ＢＳ１、 ＢＳ２ 与 ＢＳ３ 肠道

ＤＮＡ 中存在 ＰｉｒｖｐＡＢ 基因ꎬＢＳ１ 肠道菌株与副溶血弧

菌的同源性最高ꎬ副溶血弧菌是 ＡＨＰＮＳ 的主要病

原菌[１￣４]ꎮ ＢＳ２、ＢＳ３ 的肠道菌株也都与副溶血弧菌

同源性最高ꎬＢＳ１￣１、ＢＳ２￣１、ＢＳ３￣１ 均为弧菌属细菌ꎬ
结合 ＡＰ３ 检测结果ꎬ弧菌属细菌应为 ＡＨＰＮＳ 病原

菌ꎮ 目前ꎬ一类携带特定致病基因 ＰｉｒｖｐＡＢ 的弧菌被

普遍认为是导致对虾 ＡＨＰＮＳ 发生的主要病原ꎬ该
段基因编码一种二元蛋白毒素ꎬ导致对虾发生疾

病[１２]ꎮ 目前发现具有该基因的弧菌主要为副溶血

弧菌[２￣４]ꎬ 另外哈维氏弧菌[１]、 坎氏弧菌 ( Ｖｉｂｒｉｏ
ｃａｍｐｂｅｌｌｉｉ) [１３]和欧文斯氏弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ｏｗｅｎｓｉｉ) [１４] 也

被报道ꎮ ＰｉｒｖｐＡＢ 基因位于一个 ６９ ｋｂ 的质粒上ꎬＬｅｅ

等认为 ｐＶＡ１ 具有结合转移基因簇ꎬ可能是一个自

主转移质粒ꎬ通过水平基因转移ꎬ整合进其他细菌基

因组内[１５]ꎮ Ｈａｎ 等发现 ＰｉｒｖｐＡＢ 基因与一段插入序

列组成一个复合转座子 Ｔｎ６２６４ꎬ可能通过质粒接合

等方式将 Ｔｎ６２６４ 转移至其他弧菌基因组中ꎬ并且迅

速转移扩散[１２]ꎮ 这些基因转移机制可能导致 ＡＨ￣
ＰＮＳ 迅速蔓延ꎬ病原菌种类不断增加ꎬ从最初发现的

副溶血弧菌扩大至哈维氏弧菌、坎氏弧菌等其他弧

菌ꎮ 近年来ꎬＡＨＰＮＳ 在全球的发病率越来越高ꎬ这
可能与该基因的扩散有关ꎮ Ｓｉｒｉｋｈａｒｉｎ 等根据该毒

力基因设计的 ＡＰ３ ＰＣＲ 法是目前该病检测的主要

方法[１０]ꎮ
研究发现ꎬＡＨＰＮＳ 病虾的肠道菌群结构单一ꎬ

弧菌属细菌为绝对优势菌ꎮ 有研究结果表明ꎬ白斑

综合征病毒(Ｗｈｉｔｅ ｓｐｏｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓꎬＷＳＳＶ)仅仅
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图 ３　 ＡＨＰＮＳ 病虾肠道绝对优势菌的系统发育树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｂｓｏｌｕｔｅ ａｄｖａｎｔａｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｏｆ ｓｈｒｉｍｐ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＨＰＮＳ

使得肠道菌群中各种属细菌的数目和比例发生了改

变ꎬ肠道菌群多样性并未发生明显变化ꎬ而 ＡＨＰＮＳ
病原菌相较于 ＷＳＳＶꎬ对于对虾肠道菌群的影响更

大ꎬ其造成肠道菌群结构崩溃ꎬ印证了 ＡＨＰＮＳ 引发

高死亡率的特点ꎮ ＰｉｒｖｐＡＢ 基因编码的二元蛋白毒

素可插入感染对象的细胞膜上形成穿模孔洞ꎬ导致

细胞内外渗透压的改变ꎬ使靶细胞损伤甚至死

亡[１４]ꎮ 本研究中病虾肠道近乎透明ꎬ肠道细窄ꎬ韧
性消失ꎬ无内容物ꎮ ＡＨＰＮＳ 病原菌的毒力极强ꎬ进
入对虾肠道后ꎬ分泌毒素ꎬ对虾肠道细胞不断坏死脱

落ꎬ肠道细菌可能随着坏死的肠黏膜和粪便一起排

出体外ꎬ病虾肠道菌群结构被完全破坏ꎮ 肠道菌群

对于对虾的生长和抗病具有重要作用ꎬ堪称是对虾

的另类“器官”ꎬ若肠道菌群结构被完全破坏ꎬ则对

虾的消化和抗病能力受到显著影响ꎮ
虾类肠道菌群结构与其所处的生长阶段、生长

环境以及健康状况有关[１６]ꎮ 吴金凤等[６] 研究发现

发病对虾肠道菌群多样性显著降低ꎬ孙振丽等[１７] 通

过高通量测序研究发现凡纳滨对虾肠道菌群与池塘

底泥及水体菌群关系密切ꎮ 水生动物通过摄食将环

境微生物和藻类摄入肠道ꎬ某些细菌被排出体外ꎬ部

分细菌定殖于肠道ꎮ 对虾养殖水体以及自然水体中

的主要优势菌群为 α￣变形细菌纲和 γ￣变形细菌纲

细菌ꎬ凡纳滨对虾肠道菌群的主要优势细菌类群为

变形菌门和厚壁菌门细菌ꎬ主要包含弧菌属、假单胞

菌属、发光杆菌属等细菌[１７￣１８]ꎮ 本研究中健康对虾

ＺＣ１、ＺＣ２ 样品为 ２０ 日龄和 ５０ 日龄的对虾群体ꎬ肠
道菌群受水体菌群影响ꎬ优势菌为弧菌属、发光杆菌

属、红杆菌属细菌ꎬ归属于 α￣变形细菌纲和 γ￣变形

细菌纲ꎮ 对虾肠道菌群的组成是动态变化的ꎬ不同

生长阶段对虾肠道菌群的组成也有较大的区别ꎮ 虾

卵、糠虾与幼虾阶段的虾体内的优势菌群为红环菌

科、柄杆菌目、伯克氏菌目、黄杆菌目、肠杆菌科、假
单胞菌科细菌ꎬ弧菌属细菌为劣势菌[１９]ꎮ 这与本研

究的研究结果相近ꎬＺＣ３ 样品为幼虾ꎬ肠道中优势菌

为假单胞菌属、食酸菌属、短波单胞菌属和固氮螺菌

属细菌ꎮ 在分类地位上ꎬ食酸菌属归属于伯克氏菌

目ꎬ固氮螺菌属归属于红环菌科ꎬ短波单胞菌属则归

属柄杆菌目ꎮ 浮霉菌属细菌是肠道优势菌群ꎬ吴定

心首次发现浮霉菌纲(Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔａｃｉａ)细菌为凡纳

滨对虾肠道菌群优势菌ꎬ并认为厌氧氨氧化细菌来

自该纲ꎬ对氮循环起到一定作用[９]ꎮ 弧菌属与发光

７４１蒋　 葛等:凡纳滨对虾急性肝胰腺坏死综合症病虾与健康虾肠道优势菌群比较分析



杆菌属是条件致病菌ꎬ当凡纳滨对虾受到氨氮等环

境因子以及其他病原胁迫时ꎬ可能发生继发性感染ꎬ
发生多种病原毒力叠加ꎮ

本研究采用 ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 法研究了急性肝胰腺坏

死综合症对凡纳滨对虾肠道菌群的影响ꎬ结果发现ꎬ
健康凡纳滨对虾肠道优势菌为弧菌属、红杆菌属、莱
茵海默氏菌属、发光杆菌属、弧菌属等细菌ꎬ而凡纳

滨对虾发生 ＡＨＰＮＳ 后肠道菌群结构单一ꎬ肠道中

弧菌属细菌为绝对优势细菌ꎮ
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