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摘　要：通过高通量测序技术分析不同养殖模式对罗氏沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）肠道菌群结构的影
响，冗余分析（ＲＤＡ）肠道菌群与水环境因子的关系。实验设置６种养殖模式：罗氏沼虾单养（ＭＰ组）、罗氏沼
虾＋浮萍（Ｌｅｍｎａｍｉｎｏｒ）（ＰＰ组）、罗氏沼虾＋鲢（Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓｍｏｌｉｔｒｉｘ）（ＰＦ组）、罗氏沼虾＋背角无齿蚌
（Ａｎｏｄｏｎｔａｗｏｏｄｉａｎａ）＋鲢（ＰＭＦ组）、罗氏沼虾 ＋背角无齿蚌 ＋浮萍（ＰＭＰ组）、罗氏沼虾 ＋背角无齿蚌 ＋
浮萍＋鲢（ＰＭＰＦ组）。养殖６４ｄ，测定水环境因子（浊度、ＤＯ、ｐＨ、Ｃｈｌ．ａ、ＣＯＤ、ＢＯＤ、ＮＯ３Ｎ、ＮＯ２Ｎ、ＮＨ３Ｎ、
ＴＮ、ＴＰ、ＰＯ４Ｐ、ＴＯＣ）及肠道菌群结构。结果表明：罗氏沼虾不同养殖模式对水体浊度、ＰＯ４Ｐ、ＴＮ和 Ｃｈｌ．ａ具
有显著影响（Ｐ＜０．０５），ＭＰ组ＰＯ４Ｐ浓度最大且显著大于其他组（Ｐ＜０．０５）。肠道细菌多样性指数ＭＰ组最
大（４．０８），最低为ＰＭＦ组（１．２７）。变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、软壁菌门（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅ）和厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）
在虾肠道中相对丰度较大。不同养殖模式最大优势菌存在较大差异，其中ＭＰ、ＰＭＰ和ＰＭＰＦ组为气单胞菌属
（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）、ＰＰ组为柠檬酸杆菌属（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ）、ＰＦ和 ＰＭＦ组为 ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＨｅｐａｔｏｐｌａｓｍａ。肠道细菌与环境
因子相关性分析表明：ＴＰ对罗氏沼虾肠道菌群具有显著影响（Ｐ＜０．０５）；肠棕气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｅｎｔｅｒｏｐｅｌｏｇｅｎｅｓ）、有益菌肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）和格氏乳酸菌（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｇａｒｖｉｅａｅ）与ＮＯ３Ｎ和ＴＮ呈正相关，红
细菌属（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ）和假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｖｒａｎｏｖｅｎｓｉｓ）与ＴＰ呈正相关。可见，养殖模式可通过影响水体
营养盐尤其是氮磷含量影响罗氏沼虾肠道微生物群落结构。
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　　肠道细菌影响宿主的生长发育、消化、营养
吸收、疾病抵抗力和免疫等多种功能［１２］。目前，

学者对肠道微生物开展研究的虾类主要有：斑节

对 虾 （Ｐｅｎａｅｕｓ ｍｏｎｏｄｏｎ）、 中 国 对 虾

（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）、凡 纳 滨 对 虾

（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）、日本沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ
ｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ） 和 罗 氏 沼 虾 （Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ
ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）［３７］。已有研究［７１２］表明，水产动物肠

道细菌组成与动物种类、发育阶段、食物组成、环

境因子和生理状态等因素密切相关。

罗氏沼虾又称马来西亚大虾或泰国虾，个体

大、食性广、生长快、肉质鲜嫩、抗病力强，是目前

世界上养殖产量最高的三大虾种之一。罗氏沼

虾在我国有单养、与鱼类混养和与凡纳滨对虾混

养等多种养殖模式。相对于畜禽动物而言，水产

动物消化道短且生活于水环境中，其消化道菌群

丰度更易受外界环境影响。刘其根等［１３］研究表

明，不同罗氏沼虾养殖模式对水质参数具有显著

影响。另有研究［１４１５］表明，水质参数影响养殖水

体细菌种群结构，同时也影响养殖动物健康及其

肠道细菌组成。因此，养殖模式有可能通过影响

水质参数而影响水产动物肠道菌群结构，目前关

于不同养殖模式对罗氏沼虾肠道细菌的影响还

未见报道。

本实验设置６种养殖模式：罗氏沼虾单养，
罗氏沼虾 ＋浮萍（Ｌｅｍｎａｍｉｎｏｒ），罗氏沼虾 ＋鲢
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（Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓｍｏｌｉｔｒｉｘ），罗氏沼虾＋鲢＋背
角无齿蚌（Ａｎｏｄｏｎｔａｗｏｏｄｉａｎａ），罗氏沼虾 ＋背角
无齿蚌＋浮萍，罗氏沼虾 ＋背角无齿蚌 ＋鲢 ＋浮
萍。采用高通量测序技术研究不同养殖模式罗

氏沼虾肠道细菌组成，分析其与环境因子的相互

作用，以期为罗氏沼虾肠道有益菌的筛选及其健

康养殖提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　养殖模式设置
养殖实验于２０１４年７—９月进行，实验围隔

设置在江苏盐城工学院校内水域中，共２４个围
隔（５ｍ×３ｍ×１．８ｍ），采用防水刀刮布制作，配
备１．５ｋＷ增氧机１台。养殖实验共设６组：单
养罗氏沼虾（ＭＰ组）、罗氏沼虾 ＋浮萍（ＰＰ组）、
罗氏沼虾 ＋鲢（ＰＦ组）、罗氏沼虾 ＋背角无齿
蚌＋鲢（ＰＭＦ组）、罗氏沼虾＋背角无齿蚌＋浮萍
（ＰＭＰ组）、罗氏沼虾 ＋鲢 ＋背角无齿蚌 ＋浮萍
（ＰＭＰＦ组）。虾的放养量均为１００ｇ／ｍ２：有鲢组，
鲢放养密度为１０尾／围隔；有浮萍组，浮萍水面
覆盖率为５％；有背角无齿蚌组，贝放养密度为４
只／围隔。每组 ４个平行。放养规格：罗氏沼虾
５～８ｇ，鲢为夏花鱼种５ｇ左右，河蚌为成体。
１．２　饲养管理

实验期间不换水。每天投喂罗氏沼虾商品

饲料３次，投饲率为虾体质量的３％ ～４％，具体
根据虾的摄食和天气情况调整投喂量。养殖期

间水温为２１．４～３１．７℃。
１．３　水样采集与水质指标测定

养殖６４ｄ，用采水器采集距池水表面２０ｃｍ
左右深度水样，测定 ＤＯ、ｐＨ、浊度、ＣＯＤ、ＢＯＤ、
ＮＯ３Ｎ、ＮＯ２Ｎ、ＮＨ３Ｎ、ＴＮ、ＴＰ、ＰＯ４Ｐ、有机碳
（ＴＯＣ）和叶绿素ａ浓度（Ｃｈｌ．ａ）等水质指标。其
中 ＤＯ、ｐＨ 和浊度分别采用便携式 ＤＯ仪
（ＬｏｖｉｂｏｎｄＳＤ１５０Ｄ）、ｐＨ计（ＬｏｖｉｂｏｎｄｐＨ１１０）和
浊度仪（ＬｏｖｉｂｏｎｄＥＴ４２００）现场测量，ＮＯ２Ｎ和
ＮＨ３Ｎ采用多参数水质测定仪测定（Ｌｏｖｉｂｏｎｄ
ＥＴ７９１９）。ＴＯＣ 采 用 有 机 碳 测 定 仪 测 定
（ＡＮＡＬＹＴＩＫＪＥＮＡＭＵＬＴＩＮ／Ｃ２１００），Ｃｈｌ．ａ水
样处理和保存根据金相灿等［１６］，取３００ｍＬ水样
经微孔滤膜过滤后，将带样品的滤膜剪碎放入１０
ｍＬ离心管中－２０℃静置保存２４ｈ，采用乙醇超
声波法测定 Ｃｈｌ．ａ［１７］。其他项目取样和检测按

照渔业水质监测方法进行［１８］。

１．４　肠道样品采集与基因组ＤＮＡ提取
养殖６４ｄ，取样前停食 ２４ｈ。肠道样品采

集：用７０％乙醇擦拭虾体表面，用灭菌镊子和剪
刀取出罗氏沼虾肠道。每个围隔取 ３尾虾肠道
合并，置于１．５ｍＬ无菌冷冻管中，置于－８０℃保
存备用。

采用ＱｉａＧｅｎ粪便ＤＮＡ提取试剂盒提取细菌
ＤＮＡ，所有样品ＤＮＡ提取步骤均按照试剂盒说明
书进行。提取到的样品基因组 ＤＮＡ经１％琼脂
糖凝胶电泳检测合格后，相同养殖模式的４个样
本合并为一个样，用于高通量测序。

１．５　高通量测序分析
针对细菌１６ＳｒＲＮＡ基因Ｖ３＋Ｖ４区设计含

ｂａｒｃｏｄｅ的特异引物 ３３８Ｆ／８０６Ｒ，引物序列为
３３８Ｆ：５′ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ３′，８０６Ｒ：
５′ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ３′。ＰＣＲ 扩 增
采用２０μＬ反应体系：５×ＦａｓｔＰｆｕＢｕｆｆｅｒ４μＬ，
２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，引物３３８Ｆ／８０６Ｒ各０．８
μＬ，ＦａｓｔＰｆｕＤＮＡ聚合酶０．４μＬ，模板１０ｎｇ，补足
ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。ＰＣＲ条件：９５℃ 变性１２０ｓ；
９５℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，２７个循环；最后
７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物经过２％琼脂糖凝胶电泳检测，条
带清晰，片段大小合适（４３０ｂｐ左右），使用
ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ，美国）切
胶回收ＰＣＲ产物，以ＴｒｉｓＨＣｌ洗脱后连接“Ｙ”接
头，使用磁珠筛选去除接头自连片段，按照每个

样品测１万条序列加入１ｎｇＰＣＲ产物的标准富
集ＰＣＴ产物，然后用０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ溶液变
性，获得单链 ＤＮＡ片段，构建测序文库后在１６ｓ
３３８Ｆ８０６ＲＭｉｓｅｑ平台进行高通量测序（美吉生
物公司，上海）。

１．６　数据分析
１．６．１　水质数据分析

采用Ｅｘｃｅｌ２００７处理数据，并用 ＳＰＳＳ１７．０
软件分别对各组水化学指标进行单因素方差分

析，随后进行 ＬＳＤ多重比较，差异性以 Ｐ＜０．０５
表示。

１．６．２　肠道细菌多样性分析
Ｍｉｓｅｑ测序得到的ＰＥｒｅａｄｓ首先根据 ｏｖｅｒｌａｐ

关系进行拼接，同时对序列质量进行质控和过

滤，区分样本后进行ＯＴＵ聚类分析和物种分类学

２０５
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分析。具体分析方法如下：（１）ＯＴＵ聚类分析，利
用软件平台 Ｕｓｅａｒｃｈ（ｖｓｅｓｉｏｎ７．１ｈｔｔｐ：／／ｄｒｉｖｅ５．
ｃｏｍ／ｕｐａｒｓｅ／）对所有序列进行ＯＴＵ划分，在９７％
相似水平下的 ＯＴＵ进行生物信息统计分析。
（２）分类学分析，采用 ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ贝叶斯算法
对９７％相似水平的 ＯＴＵ代表序列进行分类学分
析。（３）物种丰富度指数（Ｃｈａｏ１）、香农指数
（Ｓｈａｎｎｏｎ）、辛普森指数（Ｓｉｍｐｓｏｎ）和物种丰富度
指数（ＡＣＥ）公式计算细菌生态多样性指数，
Ｍｏｔｈｕｒ软件用于指数评估的 ＯＴＵ相似水平９７％
（０．９７）。（４）样本聚类树与柱状图组合分析，样
本聚类树采用软件Ｑｉｉｍｅ计算ｂｅｔａ多样性距离矩
阵，计算距离矩阵的算法为ｂｒａｙｃｕｒｔｉｓ。群落结构
图：利用Ｒ语言工具作图或在Ｅｘｃｅｌ中编辑作图。
（５）采用ＣＡＮＯＣＯ４．５ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ软件对环境因

子与肠道微生物群落组成变化相关性进行冗余

分析（ＲＤＡ），并用４９９次非限制性蒙特卡罗检验
法验证计算结果显著性。

２　结果与分析

２．１　罗氏沼虾不同养殖模式下水质指标
由表１可知：罗氏沼虾不同养殖模式对水体

浊度、ＰＯ４Ｐ、ＴＮ和 Ｃｈｌ．ａ具有显著影响（Ｐ＜
０．０５）。ＰＦ组浊度最大且显著高于 ＰＰ、ＰＭＦ和
ＰＭＰ组（Ｐ＜０．０５）。ＭＰ组 ＰＯ４Ｐ浓度最大且显
著大于其余各组（Ｐ＜０．０５）。ＰＦ组ＴＮ浓度最大
且显著大于其余各组（Ｐ＜０．０５），其次为 ＭＰ组。
ＰＦ组Ｃｈｌ．ａ浓度最高且显著高于其余各组（Ｐ＜
０．０５）。

表１　罗氏沼虾不同养殖模式对水质指标的影响
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｆａｃｔｏｒｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒａｌｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ

水质指标

Ｃｈｅｍｉｃａｌｆａｃｔｏｒ ＭＰ ＰＰ ＰＦ ＰＭＦ ＰＭＰ ＰＭＰＦ

ＣＯＤ／（ｍｇ／Ｌ） １３．６６±１．３０ １２．１７±０．３７ １２．５７±１．３３ １４．４１±０．９２ １２．９８±０．６９ １２．７８±１．４２
浊度Ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ／ＮＴＵ ２９．１４±５．４１ａｃ １６．６０±２．１４ｄ ３８．７６±２．５４ａ ２５．２３±１．８７ｂｃｄ ２３．７５±３．５１ｂｃｄ ３０．８２±４．０７ａｂ

ＴＯＣ／（ｍｇ／Ｌ） ３６．２０±１２．２４ ２６．６０±３．７６ ３２．４６±４．０９ ３１．２５±３．５６ ３２．５８±４．４８ ３５．０３±３．６７
ＴＰ／（ｍｇ／Ｌ） ０．３５±０．０７ ０．３０±０．０５ ０．３６±０．０６ ０．２４±０．０１ ０．２７±０．０２ ０．２８±０．０４
ＰＯ４Ｐ／（ｍｇ／Ｌ） ０．２２±０．０４ａ ０．０８±０．０１ｃｄ ０．１４±０．０１ｂ ０．０５±０．０１ｄ ０．０９±０．０１ｂｄ ０．１２±０．０１ｂｃ

ＮＯ３Ｎ／（ｍｇ／Ｌ） ０．１０±０．０２ ０．０８±０．０１ ０．１２±０．０３ ０．０９±０．０１ ０．０９±０．０２ ０．１０±０．０１
ＮＯ２Ｎ／（ｍｇ／Ｌ） ０．１７±０．０４ ０．１０±０．０３ ０．０５±０．０１ ０．１１±０．０４ ０．０９±０．０３ ０．０９±０．０３
ＮＨ３Ｎ／（ｍｇ／Ｌ） ０．１３±０．０３ ０．１４±０．０７ ０．０７±０．０４ ０．１９±０．０５ ０．０８±０．０３ ０．１３±０．１１
ＴＮ／（ｍｇ／Ｌ） ５．６０±０．２５ｂ １．１６±０．０７ｃ ６．９４±０．１４ａ ２．１０±０．５４ｃ １．６８±０．６２ｃ １．６４±０．０７ｃ

ＤＯ／（ｍｇ／Ｌ） ４．３７±０．５５ ４．７０±０．２２ ４．９０±０．４７ ５．４０±０．３９ ４．２０±０．２３ ５．２０±０．４０
ｐＨ ８．５０±０．２７ ８．９７±０．０７ ８．５２±０．１９ ８．７７±０．１７ ８．９４±０．１５ ９．０９±０．１５

Ｃｈｌ．ａ／（ｍｇ／Ｌ） ２３．８７±６．７１ｂ ２０．６９±０．４５ｂ １１１．１４±１９．３１ａ ４４．６４±１３．４３ｂ ３６．９７±９．６２ｂ ５３．７１±１５．９９ｂ

ＢＯＤ／（ｍｇ／Ｌ） １５．７８±３．０８ ７．２７±１．９７ １４．５２±３．７４ １２．４０±３．７４ ７．６５±２．７５ １７．２７±４．８８
注：同一行各组间含不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）

２．２　不同养殖模式罗氏沼虾肠道细菌群落丰富
度和多样性分析

由表２可知，不同养殖模式罗氏沼虾肠道细
菌多样性指数和物种丰富度有较大差异：ＰＦ组肠
道细菌ＡＣＥ和Ｃｈａｏ１分别为５１２和５１１，高于其

余各组，说明其物种丰富度最高；ＰＭＦ组肠道细
菌丰富度最低，其 ＡＣＥ和 Ｃｈａｏ１分别为２０７和
１６９；ＭＰ组罗氏沼虾肠道细菌多样性指数最大
（４．０８），其次为 ＰＦ组（３．５６），最低为 ＰＭＦ组
（１．２７）。

表２　在９７％相似度水平上样品中细菌的丰富度和多样性指数
Ｔａｂ．２　Ｒｉｃｈｎｅｓｓａｎｄｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｎｓａｍｐｌｅｓａｔｔｈｅ９７％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｌｅｖｅｌ

样品 Ｓａｍｐｌｅ 分类单元（ＯＴＵ） ＡＣＥ Ｃｈａｏ１ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ

ＭＰ ３５２ ３５８ ３６４ ４．０８ ０．０５７０
ＰＰ ３６６ ３７７ ３８６ ２．７６ ０．２３３９
ＰＦ ５０５ ５１２ ５１１ ３．５６ ０．１３９５
ＰＭＦ １０７ ２０７ １６９ １．２７ ０．３７３７
ＰＭＰ ３２０ ３３１ ３３３ ２．７５ ０．１６７９
ＰＭＰＦ ２３４ ２５５ ２６１ ２．０２ ０．３５２６
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２．３　不同养殖模式罗氏沼虾肠道细菌组成及
结构

由表３可知：ＰＦ组罗氏沼虾肠道细菌组成在

门、纲、目、科和属水平皆最多，而 ＰＭＦ组肠道细
菌在上述分类水平上均最少。

表３　不同养殖模式罗氏沼虾肠道细菌菌群的基本构成
Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂａｃｔｅｒｉａｏｆＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

样品Ｓａｍｐｌｅ 读序Ｒｅａｄｓ 门Ｐｈｙｌｕｍ 纲Ｃｌａｓｓ 目Ｏｒｄｅｒ 科Ｆａｍｉｌｙ 属Ｇｅｎｕｓ

ＭＰ ３５３７１ ２１ ３９ ８０ １３７ ２０３
ＰＰ ３８７６１ ２３ ４４ ８４ １６９ ２０７
ＰＦ ３６００５ ２９ ５６ １１１ １８２ ２８４
ＰＭＦ ３６８３７ １１ ２０ ３９ ６２ ８６
ＰＭＰ ３５７２４ ２１ ４１ ７８ １３８ １９７
ＰＭＰＦ ３４６３３ １８ ３４ ６５ １０７ １５４

２．４　基于门水平的不同养殖模式罗氏沼虾肠道
细菌组成及结构

由图１可知：６组样品中的细菌聚为２类，其
中ＰＭＰ、ＰＭＰＦ、ＭＰ和 ＰＦ组聚为一类，ＰＰ和 ＰＭＦ
聚为一类。

图１　不同养殖模式罗氏沼虾肠道细菌的聚类分析
Ｆｉｇ．１　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉｃｒｏｂｅｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
ｏｆＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｓａｔｔｈｅｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌ

按占 １０％以上为优势菌门统计，变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、软壁菌门（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅ）和厚壁菌
门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）在几种养殖模式的虾肠道中相对
丰度较大（图２）。ＭＰ、ＰＰ、ＰＦ、ＰＭＰ和ＰＭＰＦ组中
均以变形菌门相对丰度最高，对应ＯＴＵ数量占该
样品全部 ＯＴＵ的 ５９．３１％、８３．１７％、４７．７７％、
５７．４１％和７８．９１％。ＰＭＦ组罗氏沼虾肠道中软
壁菌类相对丰度最大（５３．３３％），其次为变形菌
门（４４．８８％）。ＭＰ组中优势种菌门为变形菌门
（５９．３１％）和厚壁菌门（１６．４２％）；ＰＰ组和 ＰＭＰＦ
组中优势菌均为变形菌门；ＰＦ组优势菌为变形菌
门（４７．７７％）和软壁菌门（３０．４１％）；ＰＭＦ组以软

壁菌门（５３．３３％）和变形菌门（４４．８８％）为优势
菌；ＰＭＰ组以变形菌门（５７．４１％）、软壁菌门
（２１．１３％）和厚壁菌门（１４．９６％）为优势菌。
２．５　基于属（或科）水平的不同养殖模式罗氏沼
虾肠道细菌组成及结构

在属（或科）水平上，不同养殖模式间罗氏沼

虾肠道优势细菌（丰度大于１％的优势微生物）的
组成及丰度存在明显不同（图３）。ＭＰ组中主要
优势菌属为气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）和乳球菌属
（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ），分别占１９．９８％和７．７７％；ＰＰ组主
要为柠檬酸杆菌属 （Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ）、肠杆菌科
（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ，未鉴定到属）和气单胞菌属，
分别占４５．９７％、１２．１２％和７．０９％；ＰＦ组主要为
ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＨｅｐａｔｏｐｌａｓｍａ和气单胞菌属，分别占
３０．２１％和 ２１．２１％；ＰＭＦ组主要为 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
Ｈｅｐａｔｏｐｌａｓｍａ、柠檬酸杆菌属和肠杆菌科，分别占
５３．３３％、２７．４６％和１５．０６％；ＰＭＰ组主要为气单
胞菌属、ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＨｅｐａｔｏｐｌａｓｍａ、乳球菌属和柠
檬酸杆菌属分别占３４．５２％、２０．３６％、１１．２２％和
８．４３％；ＰＭＰＦ组主要优势菌为气单胞菌属、肠杆
菌科和ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＨｅｐａｔｏｐｌａｓｍａ，分别占５７．８４％、
９．６７％和７．５５％。
２．６　罗氏沼虾肠道细菌与水环境因子相关性
分析

由图４可知：蒙特卡罗置换检验表明环境因
子ＴＰ对罗氏沼虾肠道细菌群落具有显著影响
（Ｐ＜０．０５）。第一排序轴能解释的物种变量为
３７．９％，环境因子ＴＰ、ＴＮ和ＮＯ３Ｎ与第一轴正相
关，相关系数分别为０．９２、０．８０和０．６６。第二排
序轴能解释的物种变量为２８．７％，ＮＯ２Ｎ与第二
轴正相关，相关系数为０．８０。ＴＰ对罗氏沼虾肠
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道细菌多样性影响的大小顺序是：ＭＰ＞ＰＦ＞
ＰＰ＞ＰＭＰ＞ＰＭＰＦ＞ＰＭＦ。ＰＭＦ和 ＰＭＰＦ组，ＰＭＰ

和ＰＰ组罗氏沼虾肠道细菌相似，ＭＰ和 ＰＦ组肠
道细菌与其余各组差异较大。

其他为丰度低于１％的部分

Ｏｔｈｅｒｓｒｅｆｅｒｓｔｏａｐａｒｔｉａｌｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈａｂｕｎｄａｎｃｅｌｅｓｓｔｈａｎ１％

图２　罗氏沼虾肠道细菌种群在门水平上的结构与分布
Ｆｉｇ．２　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓａｔｔｈｅｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎｅｏｆ

Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

　　由图５可知：第一、二排序轴能解释的物种
变量为６０．６％和８３．９％。ＮＨ３Ｎ和 ＤＯ与第一
轴正相关，相关系数为 ０．６７和 ０．８２。ＮＯ３Ｎ、
Ｃｈｌ．ａ、ＴＮ和ＢＯＤ与第二轴呈正相关，相关系数
分别为 ０．８５、０．９６、０．５６和０．５３。不同种类的微
生物对环境因子的适应性差异显著。肠棕气单

胞 菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｅｎｔｅｒｏｐｅｌｏｇｅｎｅｓ）、肠 球 菌

（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）和 格 氏 乳 球 菌 （Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｇａｒｖｉｅａｅ）与 ＮＯ３Ｎ和 ＴＮ呈正相关。红细菌属
（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ）和 假 单 胞 菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｖｒａｎｏｖｅｎｓｉｓ）与ＴＰ和ＰＯ４Ｐ呈正相关。

３　讨论

３．１　罗氏沼虾肠道核心菌群
脊椎动物宿主肠道存在的由宿主特异性选

择决定的某种或某些特殊的微生物种类，称为该

物种的核心菌群。研究发现鱼类跟哺乳动物相

似，肠道中也存在着与宿主种类相关的特有的核

心菌群［１９２０］，宿主的基因型对鱼类肠道菌群有着

重要的选择作用，这种选择作用可能会弱化诸如

驯养状态、宿主栖息地等影响肠道菌群的因

素［２０］。目前关于虾类肠道核心菌群的研究较少。

ＴＺＥＮＧ等［６］比较了不同栖息环境日本沼虾肠道

细菌组成，发现主要为变形菌门，其次是厚壁菌

门和放线菌门。ＲＵＮＧＲＡＳＳＡＭＥＥ等［９］研究发现

不同发育阶段的斑节对虾肠道优势菌都是γ－变
形菌门。ＺＨＡＮＧ等［１０］研究得到不同脂肪源饲养

的凡纳滨对虾肠道优势菌均为变形菌门和软壁

菌门。郁维娜等［２１］发现健康和患病的凡纳滨对虾

肠道主要菌群均为变形菌门（５１．２％）、放线菌门
（２７．２％）。ＭＥＮＴＥ等［７］研究处于蜕壳不同阶段

罗氏沼虾的肠道优势菌，发现主要为 γ变形菌
门，其次为厚壁菌门。ＭＩＡＯ等［２２］研究生物絮团

和对照组罗氏沼虾肠道菌群，发现其优势菌群也

为变形菌门和厚壁菌门。本试验研究得到不同

养殖模式罗氏沼虾肠道优势菌组成类似，分别是

变形菌门、软壁菌门和厚壁菌门，这一结果与其

他虾肠道优势菌亦类似。由此可以推测，变形菌
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其他为丰度低于１％的部分
Ｏｔｈｅｒｓｒｅｆｅｒｓｔｏａｐａｒｔｉａｌｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈａｂｕｎｄａｎｃｅｌｅｓｓｔｈａｎ１％

图３　罗氏沼虾肠道中细菌种群在属（或科）水平上的结构与分布
Ｆｉｇ．３　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓａｔｔｈｅｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎｅｏｆ

Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图４　不同养殖模式罗氏沼虾肠道细菌群落
与环境因子ＲＤＡ排序图

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｆａｃｔｏｒｓａｎｄｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｏｆＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

门和厚壁菌门可能是罗氏沼虾肠道的核心菌群，

其主要由罗氏沼虾基因型决定。本研究中，ＰＭＦ
组软壁菌门丰度最大（５３．３３％），高于变形菌门
（４４．８８％），而其余组中则是变形菌门丰度最大，
说明肠道软壁菌门可能受环境影响较大。据此

推测，不同养殖模式对罗氏沼虾肠道核心菌门组

成无影响，但影响其优势菌门丰度。

３．２　水质因子对罗氏沼虾肠道菌群落结构影响
相对于畜禽动物，水生动物消化道短且生活

在水环境中，除了宿主基因外，肠道微生物更易

受到生境及食物的影响。孙振丽等［１２］研究表明，

凡纳滨对虾肠道菌群结构与养殖环境微生物存

在密切的相互作用。通过向养殖水体大量投饵

补充有机碳物质以保持一定碳氮比，定向调控养

殖系统微生物群落的生物絮团技术目前已成功

运用于南美白对虾养殖。ＭＩＡＯ等［２２］通过向罗

氏沼虾养殖水体中加入枯草杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｌｉｓ）和乳球菌属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ），并加糖蜜调节
Ｃ／Ｎ比培养生物絮团，发现这两种菌在水体和虾
肠道中存在较高比例。目前养殖模式对肠道细
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菌的影响仅见少量报道，蔡仲石［２３］采用 ＰＣＲ
ＤＧＧＥ技术研究鲢肠道微生物，得出混养模式多
样性高于单养模式，且不同放养模式鲢肠道微生

物存在一定差异，分别具有不同的优势菌。本研

究中，不同养殖模式罗氏沼虾肠道细菌的

Ｓｈａｎｎｏｎ指数和各种菌类的相对丰度比例具有一
定差异。分析表明：养殖模式对水体浊度、ＰＯ４
Ｐ、ＴＮ和Ｃｈｌ．ａ具有显著影响（Ｐ＜０．０５），ＲＤＡ分
析表明ＴＰ显著影响罗氏沼虾肠道菌群多样性，
环境因子 ＴＰ、ＴＮ和 ＮＯ３Ｎ与第一轴正相关；
ＮＯ２Ｎ与第二轴正相关；有益菌肠球菌和格氏乳
酸菌与ＮＯ３Ｎ和 ＴＮ呈正相关。由此可见，养殖
模式可通过影响水体营养盐种类尤其是磷和氮

含量从而影响罗氏沼虾肠道微生物群落结构。

目前关于环境因子对虾类肠道细菌的影响研究

较少。尹军霞等［１５］发现，凡纳滨对虾肠道中厌氧

菌、双歧杆菌随水温升高而显著增加。相对与

虾，食性和生境对鱼类肠道细菌的影响有较多的

研究［２４２７］。ＳＣＨＭＩＤＴ等［２８］研究表明在只改变饲

养水环境盐浓度的前提下，黑花
#

（Ｐｏｅｃｉｌｉａ
ｓｐｈｅｎｏｐｓ）在适应盐浓度的过程中，肠道菌群的主
要种类发生了变化。ＳＵＬＬＡＭ等［２９］研究发现，野

生特立尼达孔雀鱼（Ｐｏｅｃｉｌｉａｒｅｔｉｃｕｌａｔａ）与饲养孔
雀鱼肠道微生物组成具有显著差异，不同河流生

存的同种野生鱼肠道微生物组成也不同。鱼类

肠道微生物在抑制病原微生物、肠道微生物代谢

产物对促进免疫系统应答等方面具有重要作用。

因此，鱼类通过改变肠道微生物结构来增强免疫

能力可能是其适应生境的一种手段。本研究中，

各种养殖模式水体营养盐尤其是磷存在差异，推

测不同养殖模式罗氏沼虾肠道微生物结构的差

异可能与其适应各自的生境有关。

图５　不同养殖模式罗氏沼虾肠道主要优势群落与环境因子ＲＤＡ排序图
Ｆｉｇ．５　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｆａｃｔｏｒｓａｎｄｄｏｍｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎｅ

ｏｆＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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　　本实验结果表明：（１）罗氏沼虾养殖模式对
水体浊度、ＰＯ４Ｐ、ＴＮ和 Ｃｈｌ．ａ具有显著影响，与
其他动植混养可显著降低水体 ＰＯ４Ｐ含量。（２）
养殖模式不影响罗氏沼虾肠道核心菌门类，但影

响优势菌门、主要优势菌属的丰度。（３）ＴＰ显著
影响罗氏沼虾肠道微生物结构，养殖模式可通过

影响水体营养盐尤其是氮磷的含量影响罗氏沼

虾肠道微生物群落结构。
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