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基于高通量测序的不同养殖系统下凡纳滨对虾肠道和
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摘要:暰目的暱研究不同养殖系统对凡纳滨对虾肠道及水体微生物多样性的影响。暰方法暱以循环养殖系统和非

养殖系统下凡纳滨对虾养殖水体及其肠道为研究对象,在养殖30d后采集样品,采用IlluminaMiSeq高通量

测序样品细菌16SrRNA基因 V3+V4区,通过 RDP11.3、Greengenes13.8、NCBI16SMicrobial和 Custom灢
izedbatabase等数据库进行分析,阐述循环养殖系统的意义和微生物在其中的作用。暰结果暱养殖期间,不同

养殖系统凡纳滨对虾均正常存活。将原始序列优化后对Clean序列进行分析,非循环系统下水体优质序列百

分比约81%,肠道中约89%;循环系统下水体优质序列百分比为92%,肠道中为94%。两种养殖系统下水体

和肠道细菌在纲水平占绝对优势的是变形菌纲,但各菌群丰度不同;不同的 Alpha指数显示出物种间的差异

性;通过系统发育树可以看出,不同养殖系统改变了凡纳滨对虾生境中的物种及发育关系,间接阐述微生物在

养殖生境中的作用和意义。暰结论暱通过高通量测序揭示不同养殖系统中微生物菌群的差异以及多样性,对于

凡纳滨对虾实际养殖具有指导作用,对阐述养殖过程中微生物和相关疾病的关系具有重要意义。
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Abstract:暰Objective暱Tostudytheeffectofdifferentaquaculturesystemonbacterialdiversity
ofwaterandgutfromFenneropenaeuschinensis.暰Methods暱Takingaquaculture飊waterand
gutofFenneropenaeuschinensisunderboththerecirculationsystemandthenon飊culture

system astheresearch object,samples were
collectedafterfed30d.Thebacterial16SrRNA
geneV3+V4regionwassequencedusingtheIl灢
luminaMiSeqhigh飊throughputsequencingsam灢
pleandanalyzedbyRDP11.3,Greengenes13.8,
NCBI16SMicrobialandCustomizedDatabaseto
elucidatethesignificanceofcirculatoryaquacul灢
turesystem andtheroleof microorganisms.
暰Results暱Fenneropenaeuschinensis weresur灢
vivednormallyindifferentculturesystemsdur灢



ingthecultivation.Aftertheoriginalsequencewasoptimized,theCleansequencewasana灢
lyzed.Thepercentageofhighqualitysequencesinthenon飊circulatorysystemwasabout81%
andabout89%inthegut.Thepercentageofhighqualitysequenceinthecirculatorysystem
was92%and94%inthegut.TheProteobacteriaofthewaterbodiesandgutbacteriainthe
twoaquaculturesystemswereatanabsoluteadvantage,buttheabundanceofeachgroupwas
different.ThedifferentAlpha飊varietiesshowedthedifferencesamongthespecies.According
tothephylogenetictree,differentculturesystemshadchangedthespeciesanddevelopmental
relationshipsofFenneropenaeuschinensisinhabitatsandindirectlyexplainedtheroleand
significanceofmicroorganismsinculturehabitats.暰Conclusion暱Thehigh飊throughputsequen灢
cingrevealsdifferencesanddiversityofmicrobialfloraindifferentculturesystemsandisin灢
structivetotheactualcultureofFenneropenaeuschinensis,whichisofgreatsignificancefor
elucidatingtherelationshipbetweenmicroorganismsandrelateddiseasesintheaquaculture.
Keywords:high飊throughputsequencing,Fenneropenaeuschinensis,gutmicroorganism,bac灢
terialdiversity

0暋引言

暋暋暰研究意义暱微生物是宿主自身和生长环境中存

在的一种分解代谢类群,在机体健康生长过程中起

关键 性 作 用,是 当 今 研 究 领 域 中 不 可 或 缺 的 部

分[1飊2]。对于养殖动物机体而言,肠道是微生物寄生

的场所,细菌通过特定的方式黏附在肠黏膜上,肠道

内的理化性质和营养物质的种类客观决定所黏附共

生肠道微生物的结构和功能,调控着机体自身的代

谢系统及免疫系统。研究表明,生态环境的差异化,
不仅可以满足宿主对营养免疫的需求,又能使细菌

菌群优势种在结构组成上既有共性又存在着明显的

差异,最终实现应用效果[3飊5]。不同养殖方式下,养
殖水体以及养殖动物肠道中微生物有所不同,从而

表现出多样性。微生物的多样性不仅包括所有的生

命形式、生态系统和过程,还包括有关微生物在遗

传、分类和生态系统水平上的联系[6飊7]。因此,从微

生物多样性角度探讨分析不同养殖系统的作用具有

重要意义。暰前人研究进展暱在实际养殖过程中,外
界因素会从不同方面对养殖动物健康、养殖效益等

产生负面影响,如水体中非离子氨、亚硝酸氮等浓度

较高时,养殖动物活力会下降且生长缓慢,甚至死

亡[8飊9];投喂大量饵料时,仅有约30%被养殖对象所

利用,剩余70%则以残饵、粪便等形式落入养殖环

境中,从而影响养殖水体质量、微生物菌群结构以及

生态代谢系统等。近年来,循环水养殖系统以众多

优点被水产养殖业所认可。Davidson等[10]采用循

环 水 养 殖 系 统 探 究 其 对 虹 鳟 (Oncorhynchus
mykiss)生长的影响;Drengstig等[11]在循环水养殖

系统中试验欧洲龙虾(HomarusgammarusL.)的
生长响应,同样产生了较好的效果;谭建等[12]研究

证实循环水养殖凡纳滨对虾具有各种优势。宏基因

组测序,是对特定环境(或者特定生境)样品中所有

的微生物基因组序列进行高通量测定,用以分析微

生物群体的基因组成及功能,解读微生物群体的多

样性与丰度,探求微生物与环境、宿主之间的关系,
发掘和研究新的以及特定功能基因。相对于传统的

生态学方法来说,该技术目前应用较多,且能更灵

敏、准确地反映出样品中细菌群落的真实情况[13飊15]。
如薛明等[14]通过高通量测序技术研究分析凡纳滨

对虾育苗期水体菌群结构特征,讨论微生物菌群在

病害防控及维持健康养殖稳态中的重要意义;杨
硕[15]采用高通量测序技术分析凡纳滨对虾肠道菌

群和水体菌群特征,讨论菌群变化的分析利用。暰本
研究切入点暱凡纳滨对虾在我国沿海以及内地均有

养殖,对其也有众多的研究[16飊20]。为了解不同养殖

系统下凡纳滨对虾水体和肠道中微生物菌群结构发

生的变化,以微生物多样性研究为基础,利用高通量

测序技术进行分析,探讨其重要性。暰拟解决的关键

问题暱利用高通量测序对不同微生物 V3+V4区域

进行分析,研究两种循环系统下凡纳滨对虾养殖水

体以及肠道内微生物的组成,揭示凡纳滨对虾养殖

系统中细菌群落结构的某些特征,为相关病原菌的

分子检测及实际养殖过程提供参考,为进一步探究

凡纳滨对虾生态养殖奠定基础。

1暋材料与方法

1.1暋试验对象

暋 暋 健 康、规 格 一 致 的 凡 纳 滨 对 虾 (Penaeus
vannamei)来自山东潍坊某养殖场,体长约(3.2暲
0.5)cm,体重约(3.0暲0.5)g。养殖池大小均为

25m2,随机放入试验凡纳滨对虾500尾/m2。
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1.2暋试验设计及养殖条件

暋暋试验共设2组,对照组(流水系统)与试验组(自
行设计循环系统),每组3个平行。

暋暋对照组(流水系统):流水养殖模式中养殖池面

积25m2,水深1m,养殖水源为地下水曝气消毒后

经调温直接流入养殖池中,养殖废水直接排放至废

水收集池,不进行循环利用。

暋暋试验组(循环系统):循环水养殖模式养殖池面

积25m2,水深1m,养殖水源为地下水曝气消毒后

经调温直接流入养殖池中,养殖废水流入沉淀池,经
沉淀后流入过滤池,由微滤机去除残饵、粪便等固体

代谢物后,进入生物滤池(内含大孔生物载体,在表

面及内部固定硝化细菌等微生物)对废水中氨氮、亚
硝酸盐等进行调节后再流入养殖池内循环使用,每
日添加10%新水作为补充。

暋暋试验水源为地下水,水温(25暲1)曟,pH 值为

7.2~7.8,溶氧为5.5~6.5mg/L,氨氮小于0.4
mg/L。

暋暋试验过程中正常管理,24h充气,每天分别于

6:00、14:00、22:00饱食投喂,投饵量以投饵后2h
内吃完为佳;养殖时间共30d。试验所用基础饲料

为大乐饲料有限公司对虾专用配合饲料,主要营养

成分如表1所示。
表1暋基础饲料营养成分

Table1暋Nutrientingredientsofbasaldiet

营养成分
Nutrient

ingredients

含量
Mass

fraction(%)

营养成分
Nutrient

ingredients

含量
Mass

fraction(%)

粗蛋白质
Crudeprotein 曒44.0 钙

Calcium 曑5.0

粗脂肪
Crudefat 曒4.0 总磷

Totalphosphorus 曒1.2

粗纤维
Crudefiber 曑6.0 赖氨酸

Lysine 曒2.2

粗灰分
Crudeash 曑16.0 水分

Moisture 曑11

1.3暋样品收集

暋暋试验30d后分别从不同试验组别中随机取样,
每池选取5点位置(四角和中间)分别获取样品后混

合均匀,待后续试验。每点取水样量为5L,混合后

用0.45毺m 无菌微孔膜进行抽滤,获得微生物菌群

样品,-80曟保存备用。凡纳滨对虾每点取20尾,
冰上无菌操作获取肠道内容物[21],混合,-80曟保

存备用。

1.4暋DNA提取、PCR扩增及高通量测序

暋暋利用QUAGEN 试剂盒分别提取水体和肠道细

菌基因组总DNA,扩增高可变区(引物319F、806R,
参考陈冠舟等[22]方法);一轮扩增之后,在正反向引

物两端分别加上不同的adapters和barcodes,再进

行扩增;产 物 纯 化 之 后 进 行 测 序。PCR 产 物 用

AxyPrepTM MagPCRNormalizer做归一化处理。

1.5暋数据分析

暋暋本试验针对IlluminaMiSeq2x300bppaired飊
end 测 序 数 据 进 行 分 析。 分 析 数 据 库 包 括

RDP11灡3、Greengenes13.8、NCBI16SMicrobial和

CustomizeddatabaseN/A。分析内容包括原始数

据优化及有效优质序列统计、OTU(Operational
TaxonomyUnit)聚类统计、OTU 比较veen图、Al灢
pha多样性指数(Shannon、Simpson、Chao1)分析、
分类丰度分析、物种差异分析及(Un)weightedUni灢
fracPCoA分析、(Un)weightedUnifracTree分析。

暋暋原始数据优化及有效优质序列统计:测序获得

的原始数据去除reads的barcode和接头序列,将每

一对paired飊endreads拼接合并成一条更长的tag,
去除含有N(N表示无法确定碱基信息)的比例大于

5%的tags,去除低质量tags(质量值 Q<10的碱基

数占整个tag的20%以上),从而获得 Clean数据,
进行有效序列和优质序列的统计。

暋暋OTU 聚类统计:采用 CD飊HIT 将序列相似性

大于97%的cleantags定为一个 OTU,选择其中序

列最长的reads作为该OTU的代表序列。OTU比

较venn图可用于统计多组样品中所共有和独有的

OTU数目,可以比较直观地表现环境样品的 OTU
数目组成相似性及特异性。

暋暋Alpha多样性又为生境内的多样性(Within飊
habitatDiversity),通常用于度量群落生态中物种

的丰富度,是反映丰富度和均匀度的综合指标。本

研究基于 OTU的结果,计算样品 Alpha多样性,包
括Shannon、Simpson、Chao1指数。

暋暋物种分类丰度分析,是分析多样性的另一种方

式。在相似度为0.97的情况下,从纲水平上对不同

系统中菌群分布的均匀度进行统计。

暋暋物种系统发育进化树,根据数据库分析描述各

种生物之间的亲缘关系。
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2暋结果与分析

2.1暋原始数据有效优质序列统计

暋暋从表2中可看出,循环系统处理之后凡纳滨对

虾养殖水体环境和肠道中优质序列占有效序列的比

例明显增加(P <0.05),循环系统可有效优化生境

中的微生物生态环境。而且,测序得到的有效序列

与优质序列质量很高,可以达到后续微生物多样性

的相关分析要求(检测序列长度在300~500bp)。

表2暋有效优质序列统计

Table2暋Statisticsofvailandsuperiorsequence

组别
Groups

有效序列数
ValidsequenceNo.

优质序列数
SuperiorsequenceNo.

优质序列百分比
Proportionofsuperiorsequence(%)

水体飊对照组
Water飊control 41969暲0.22 34088暲0.3a 81.22暲0.05a

水体飊试验组
Water飊experimental 45815暲0.17 42149暲0.06b 92.00暲0.11b

肠道飊对照组
Gut飊control 32788暲0.13 29403暲0.23a 89.68暲0.18a

肠道飊试验组
Gut飊experimental 36370暲0.07 34297暲0.02b 94.30暲0.03a

注:同列数据肩标表明,不同小写字母代表差异性不同(P <0.05)

Note:Inthesamecolumn,valueswithdifferentsmalllettersuperscriptsmeansignificantdifference(P <0.05)

2.2暋OTU聚类统计分析

暋暋不同循环系统对于养殖水体环境和养殖对虾肠

道微生物多样性产生显著影响。在97%相似性水

平上统计,非循环系统中水体样品 OTU 数量为

31569,凡 纳 滨 对 虾 肠 道 样 品 中 OTU 数 量 为

21458;而 循 环 系 统 中 水 体 样 品 OTU 数 量 为

29106,凡纳滨对虾肠道样品中 OTU数量为19410
(图1)。从 不 同 养 殖 系 统 中 样 品 的 共 有 和 独 有

OTU数目可看出,循环系统更能优化生境中的菌

群结构。

暋暋不同养殖系统下水体(a)和肠道(b)环境中的 OTU 分

析;红色和橙色环为非循环系统对照组,绿色和蓝色环为循

环系统试验组,中间为共有部分

暋暋OTUanalysisofwaterindifferentaquaculturesystems;

Theredandorangeringsarecontrolgroupsinanon飊circula灢
torysystem,the green and blueringsareexperimental
groupsinacirculatorysystem,thepartinthemiddleisfor
thecommon

图1暋基于 OTU数量的veen图

Fig.1暋VeendiaqrambasedonthenumberofOTU

2.3暋Alpha多样性指数

暋暋Alpha多样性反映了不同养殖系统下水体环境

和肠道中的物种丰富度以及差异性。指数越高,物
种多样性越高;数值越大,物种越多。在循环系统

下,由于特殊的系统结构和处理,生境中物种多样性

及分布均匀度均得到优化,可能是在循环过程中除

去了一些不必要的杂菌系列(表3)。
表3暋Alpha多样性指数

Table3暋Alphadiversityindex

组别
Groups Shannon Simpson Chao1

水体飊对照组
Water飊control 4.72 0.87 15764.53

水体飊试验组
Water飊experimental 4.68 0.88 11878.50

肠道飊对照组
Gut飊control 6.30 0.91 17342.51

肠道飊试验组
Gut飊experimental 7.18 0.95 13755.78

2.4暋物种分类丰度分析

暋暋不同养殖系统影响凡纳滨对虾生境中物种的丰

富度及分布情况。从类别上分析,不同样品中细菌

序列数为100.0%,均未测序到古菌序列。从纲水

平上,循环养殖系统试验组凡纳滨对虾肠道优势菌

为蛋白菌门飊毩飊变形菌纲,丰度达57.9%(对照组为

38.2%);其次为厚壁菌门飊芽孢杆菌纲,丰度为

23灡9%(对照组为29.2%);再次为拟杆菌门飊黄杆

菌纲(3.5%)、放线菌门飊放线菌纲(1.3%)。而循环
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水试验组养殖水体中优势菌为毩飊变形菌纲,丰度达

36灡9%(对 照 组 为 23.8%),g飊变 形 菌 纲 丰 度 为

18灡3% (对 照 组 为 47.3%);其 次 是 黄 杆 菌 纲

(16灡4%)和放线菌纲(6.6%)。循环养殖系统中凡

纳滨对虾肠道和养殖水体中物种丰度相对不同,但
也共有一些优势菌纲(表4)。

2.5暋物种系统发育分析

暋暋如图2所示,非循环养殖系统水体样品中丰度

较高的是 g飊变形菌纲、弧菌纲、红细菌目和黄杆菌

目,变形菌纲和弧菌纲进化关系较近;而循环养殖系

统水体样品中丰度较高的是毩飊变形菌纲,其次是 g飊
变形菌纲。两种循环系统中肠道微生物的丰度及关

系相似,但非循环系统肠道样品中放线菌纲相对黄

杆菌纲丰度高,循环系统中黄杆菌比放线菌丰度高。

表4暋丰度统计分析

Table4暋Statisticsandanalysisofabundance

菌名
Bacteria

水体飊
对照组
Water飊
control
(%)

水体飊
试验组
Water飊
experi飊

mental(%)

肠道飊
对照组
Gut飊

control
(%)

肠道飊
试验组
Gut飊

experi飊
mental(%)

毩飊变形菌纲
Alpha飊Proteobacteria 23.8 36.9 38.2 57.9

g飊变形菌纲
Gamma飊Proteobacteria 47.3 18.3 24.1 10.9

b飊变形菌纲
Beta飊Proteobacteria 0.5 0.2 0.2 0.1

芽孢杆菌纲
Bacilli 0.1 0.9 29.2 23.9

梭菌纲
Clostridia 0.1 0.1 0.3 0.6

黄杆菌纲
Flavobacteriia 26.6 16.4 1.3 3.5

放线菌纲
Actinobacteria 21.9 6.6 3.1 1.3

疣微菌纲
Verrucomicrobiae 0.1 0.6 0.4 0.9

嗜纤维菌纲
Cytophagia 2.7 0.1 0.1 0.0

鞘脂杆菌纲
Sphingobacteriia 1.7 2.5 0.0 0.1

暋暋环形部分的文字为分类等级,由内到外分类等级为由低到高。节点大小表示丰度高低,绿色覆盖区域表示低丰度,红色
覆盖区域表示高丰度

暋暋Thecharactersintheringareclassification,thegradesfrominsidetooutsidearefromlowtohigh.Nodesindicateabun灢
dance,greencoverageareaindicateslowabundance,redcoverageareaindicateshighabundance

图2暋不同样品中物种系统发育分析

Fig.2暋Phylogenyanalysisofdifferentsamplespecies
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3暋讨论

暋暋有关对虾养殖过程中环境或宿主中可培养微生

物与其养殖病害相关性早有研究[23],但从微生物角

度通过分子技术手段分析水体环境或宿主自身肠道

菌群结构变化的报道相对较少。肠道微生物及其菌

群结构在动物生长过程中具有重要作用,对虾肠道

微生物与对虾营养代谢、能量平衡、免疫防御和胃肠

道发育等密切相关,是维持对虾生长过程中肠道内

环境稳定的重要因素。近几年高通量测序技术飞速

发展,突破传统分析技术上的局限性,能更灵敏地探

测环境内丰富的微生物多样性,可实现宏基因组水

平上多重样品间的比较分析,扩大微生物相关研究

的广度和深度[24]。以往研究发现,变形菌门是养殖

海 水 或 高 盐 湖 泊 环 境 中 最 主 要 的 细 菌 群 体 之

一[25飊26],本研究分析结果也反映了这一规律,在不同

养殖系统下水体中优势菌群为变形菌纲,其中毩纲

和毭纲丰度较高,该结果也与Stevens等[26]的研究

结果一致。核心微生物在正常生长环境下能影响和

决定宿主自身微生物的组成、群落结构并维持群落

平衡[27],且在一定水平上阻止或防御外源生物的侵

犯。不同养殖环境、不同养殖对象,其核心微生物的

丰度不同,本研究结果显示循环系统可增强核心菌

群的丰度,优化养殖生态环境,一定程度上决定养殖

对象的健康,进而影响养殖效益。凡纳滨对虾养殖

过程中存在潜在的致病菌,循环系统的优势在于改

善优势菌的丰度,抑制有害菌的定植,从而创造更加

良好的生长环境。

暋暋本研究所用循环水养殖系统经过严格筛选,在
养殖池及生物净化池中循环流动,从而优化水体中

的饵料、粪便及水体中有害生物等外界因素。生物

净化池内固定净化水质的有益菌,在生长代谢过程

中可抑制水体中氨氮或亚硝酸氮的增加,亦可能与

水体中不利于养殖动物生长的有害菌争夺营养,间
接预防疾病的发生,最终营造良好的生长环境。而

且,从测序结果看,循环系统改善水体中微生物菌群

结构,增强优势菌丰度,并进一步改善凡纳滨对虾自

身肠道菌群结构,故循环水养殖系统与传统养殖模

式相比具有节约养殖用水、养殖效果好等一系列优

点,符合建设节约型社会的要求。

4暋结论

暋暋本研究通过高通量测序揭示不同养殖系统中微

生物菌群的差异以及多样性。循环水养殖系统优化

凡纳滨对虾养殖水体微生物环境,改善凡纳滨对虾

自身肠道微生物结构及多样性,对于凡纳滨对虾实

际养殖具有指导作用,对阐述养殖过程中微生物和

相关疾病的关系具有重要意义。
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