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　　摘要：为探讨正常与低品质中华绒螯蟹的肠道菌群结构差异，采用高通量测序技术，测定细菌１６ＳｒＤＮＡＶ３Ｖ５区
基因序列，通过生物信息学方法，分析比较肠道菌群结构和多样性以及可培养菌群结构的特点。结果表明，中华绒螯

蟹正常组（ＮＧ）肠道中绝对优势菌群为厚壁菌门（９３．５４％），而其他门的丰度均很低（２．８１％以下），其中以厚壁菌门
的乳球菌属丰度最高（８６．００％）；低品质组（ＬＧ）以厚壁菌门（６２．６０％）、变形菌门（２２．４２％）、拟杆菌门（５．７４％）和软
壁菌门（５．６９％）为主，其中以厚壁菌门的尚无属名的 ＺＯＲ０００６（４６．２０％）和变形菌门的 Ｃａｅｄｉｂａｃｔｅｒａｃｅａｅｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ
（２１．３３％）丰度最为优势，厚壁菌门的乳卵属（５．８１％）和乳球菌属（４．６３％）以及软壁菌门的ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢａｃｉｌｌｏｐｌａｓｍａ
属（５２６％）丰度较高。低品质组肠道中与营养代谢和生长相关的厚壁菌门显著降低和拟杆菌门显著增加，通过提高
肠道中厚壁菌门和减少拟杆菌门丰度从而降低两门间的丰度比，有望减少低品质河蟹的出现。可培养菌群的分析，正

常培养组（ＮＣＧ）绝对优势菌群为变形菌门（９５．８６％），其中以变形菌门的柠檬酸杆菌属（６１．４０％）和气单胞菌属
（３１６７％）为主，同样低品质培养组（ＬＣＧ）类似于正常培养组，绝对优势菌群也为变形菌门（９９．９１％），以柠檬酸杆菌
属（５０．０２％）和气单胞菌属（３６．１６％）为主，但这２属在正常组和低品质组肠道中丰度很低，分别在０．０１％ ～０．１９％
范围内，表明这２属在培养基上极易培养，生长繁殖快，但在肠道中生长繁殖可能受到高丰度其他菌群的抑制作用，而
处于低丰度状态。研究结果可为调节低品质中华绒螯蟹肠道菌群结构和制定减少低品质中华绒螯蟹措施提供理论

依据。
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　　中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）俗称河蟹，２０世
纪９０年代规模化人工繁殖成功，为河蟹大规模养殖
奠定了基础，经过２０多年的发展，养殖技术、河蟹规
格、产量和品质不断提高，病害不断减少，但在河蟹

养成过程中，还经常出现一些非病原引起的低品质

河蟹，不同的年份低品质河蟹出现率不一样，最高

年份有些养殖区出现低品质河蟹的池塘可达２０％
左右，一般养殖区出现低品质河蟹的池塘在５％左
右。这些河蟹主要表现为蟹体消瘦、肉质鲜美度

差、特有风味减弱、肥满度和肝胰腺指数显著降低

以及几乎无死亡现象等特征，直接影响河蟹的商品

价值和经济效益。患生物性疾病河蟹特征，除活力

低和死亡率高外，很少全面地涉及到类似于低品质

河蟹的肉质鲜美度差、肥满度和肝胰腺指数低等特

征的报道，患细菌性等生物性疾病的河蟹，通常属

于急性型或亚急性型疾病，一般死亡率５０％左右，
严重时在短期内死亡率可高达８０％以上［１－３］，与低

品质河蟹几乎无死亡现象具有本质的区别。造成

低品质河蟹的相关因素鲜有报道，只有影响河蟹风

味方面的研究，如养蟹塘中种植伊乐藻组的河蟹肌

肉鲜味氨基酸含量和几种肝胰腺脂肪酸含量等均

显著高于无伊乐藻组，但肝胰腺指数差异不显

著［４］，河蟹在８‰低盐度海水暂养１～２周可以提高
河蟹肌肉鲜味和甜味 ２个主要滋味［５］。已有研究

表明生物肠道内菌群结构对机体的营养代谢、吸收

和生长等有重要影响［６－８］，河蟹肠道菌群结构与出

现低品质河蟹是否存在一定关系未见研究报道，本

研究通过正常和低品质河蟹肠道菌群结构以及它

们的可培育菌群结构的比较分析，探讨肠道菌群的

差异性，有助于掌握低品质河蟹肠道菌群结构的特

点，为改变河蟹肠道菌群结构，从而减少低品质河

蟹的产生提供理论依据，对提高河蟹品质、商品价
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值、经济效益和河蟹养殖业健康持续发展等方面都

具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　试验蟹和肠道菌群的采集
１．１．１　试验蟹　河蟹采用地笼的方式于２０１８年９
月下旬采于江苏省兴化市安丰镇的成蟹养殖塘，用

地笼方法获得的低品质河蟹采自面积约为

０．５２ｈｍ２且几乎没有发现正常河蟹的蟹塘，用相同
方法获得的正常河蟹采自面积约为０．５０ｈｍ２且没
有发现低品质河蟹的蟹塘，这２个蟹塘的水深、水草
种类和覆盖率、水质清澈度、透明度等养殖环境和

养殖方法相似，蟹种来源于同一个蟹种养殖场。正

常河蟹和低品质河蟹各取２０只，河蟹洗净晾干后分
别进行体质量和壳长测定，再置于解剖盘中用７０％
的乙醇棉球擦拭河蟹体表进行消毒，无菌操作打开

河蟹甲壳，取出肝胰腺称质量。正常河蟹和低品质

河蟹的体质量、壳长、肥满度和肝胰腺指数采用

ＳＰＳＳ１９．０统计软件作方差分析，数据用“平均值 ±
标准差”表示，并用ｔ检验法作差异性分析。

肥满度和肝胰腺指数计算公式为

肥满度＝（ｍ／Ｌ３）×１００；肝胰腺指数＝ｍｈ／ｍ。
式中：ｍ为河蟹体质量，ｇ；Ｌ为河蟹壳长，ｃｍ；ｍｈ为
河蟹肝胰腺质量，ｇ。

采集的河蟹均抽样进行寄生虫显微镜观察、致

病菌分离和病毒电镜观察等后检查。

１．１．２　肠道菌群　每个河蟹甲壳打开后，无菌条件
下取出河蟹整个肠道置于无菌培养皿中，用无菌眼

科剪剪开肠道，挑去粪便，将剖开的肠道在存有无

菌生理盐水（４℃冰箱预冷）的３只离心管中分别进
行刮洗后，菌液合并，离心浓缩，正常河蟹肠道洗下

的所有菌群液合并于灭菌离心管中作为正常组

（ｎｏｒｍａｌｑｕａｌｉｔｙｇｒｏｕｐ，简称ＮＧ），低品质河蟹采用相
同方法得到的菌群液作为低品质组（ｌｏｗｑｕａｌｉｔｙ
ｇｒｏｕｐ，简称ＬＧ）。取少量浓缩菌群液用作肠道的可
培养菌群分析，其他保存于－８０℃冰箱备用。
１．１．３　肠道可培养菌群　分别取正常组和低品质
组的少量浓缩菌群液，进行１０倍倍比稀释后，稀释
１０５以上的各稀释度分别设３个平行，在胰蛋白胨
大豆琼脂（ｔｒｙｐｔｉｃｓｏｙａｇａｒ，简称 ＴＳＡ）平板培养基和
血琼脂平板培养基上２８℃培养１２０ｈ，将２种培养
基所有生长的菌落用灭菌牙签逐个挑出，洗入灭菌

的生理盐水中，离心浓缩后的菌群液分别作为正常

培养组（ｎｏｒｍａｌｑｕａｌｉｔｙｃｕｌｔｕｒａｂｌｅｇｒｏｕｐ，简称 ＮＣＧ）
和低品质培养组（ｌｏｗｑｕａｌｉｔｙｃｕｌｔｕｒａｂｌｅｇｒｏｕｐ，简称
ＬＣＧ），保存于－８０℃冰箱备用。
１．２　细菌ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增

分别将正常组、低品质组、正常培养组和低品

质培养组的浓缩菌群液进行 ＤＮＡ提取，３００μＬ菌
群液中分别加入２５０μＬＢｕｆｆｅｒＡＴＬ和５μＬ蛋白酶
Ｋ，涡旋振荡１ｍｉｎ至彻底混匀，５５℃水浴３０ｍｉｎ，
９５℃水浴２０ｍｉｎ，加入２５０μＬＢｕｆｆｅｒＤＬ和２５０μＬ
无水乙醇，涡旋混匀１５ｓ；混合液转入吸附柱ＨｉＰｕｒｅ
ｇＤＮＡＭｉｃｒｏＣｏｌｕｎｍ中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，倒
弃收集管中的滤液，吸附柱装回收集管中，加入

５００μＬＢｕｆｆｅｒＧＷ２，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，倒弃
滤液，再重复上一步骤１次，吸附柱装回收集管中，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ；吸附柱装在新的１．５ｍＬ
离心管中，加入３００μＬＢｕｆｆｅｒＡＥ于吸附柱中央，放
置３ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，得到白色絮状物
质，晾干１５ｍｉｎ，滴加１００μＬｄｄＨ２Ｏ，用１％琼脂糖
凝胶电泳检测抽提的基因组 ＤＮＡ，并将各组细菌
ＤＮＡ提取液分别保存于－８０℃冰箱备用。

采用上游引物３４１Ｆ：５′－ＣＣＴＡＹＧＧＧＲＢＧＣＡＳＣ
ＡＧ－３′和改进的下游引物８０６Ｒ：５′－ＧＧＡＣＴＡＣＮＮＧ
ＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ－３′，对提取的各组细菌 ＤＮＡ进行
１６ＳｒＤＮＡ序列的Ｖ３Ｖ５可变区ＰＣＲ扩增（ＰＣＲ仪：
ＡＢＩＧｅｎｅＡｍｐ ９７００型）。反应体系为 １０ｎｇ
ＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ，５μｍｏｌ／Ｌ上下游引物各 ０．８μＬ，
４μＬ５×ＦａｓｔＰｆｕＢｕｆｆｅｒ，２μＬ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，
０４μＬＦａｓｔＰｆｕＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，补ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。
反应条件为 ９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ｓ，
５５℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，共２７个循环；最后
７２℃延伸１０ｍｉｎ。将每组 ＰＣＲ产物用２％琼脂糖
凝胶电泳检测，使用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒
［爱思进生物技术（杭州）有限公司］切胶回收 ＰＣＲ
产物，Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ洗脱，２％琼脂糖电泳检测后，用
ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ－ＳＴ蓝色荧光定量系统进行检测定
量。之后进行文库构建，连接“Ｙ”形接头，用磁珠筛
选去除接头自连片段，按照每个样本测１００００条序
列加入１ｎｇＰＣＲ产物的标准富集 ＰＣＲ产物，然后
用ＮａＯＨ溶液变性，获得单链 ＤＮＡ片段，测序工作
由上海德培生物科技有限公司完成。

１．３　１６ＳｒＤＮＡ高通量测序及数据分析处理
用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｇ高通量测序技术进行测序，原

始数据通过质控过滤、拼接和去除嵌合体，得到有
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效数据。利用 Ｕｓｅａｒｃｈ７．１（ｈｔｔｐ：／／ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ／
ｕｐａｒｓｅ／）软件平台对有效数据进行操作分类单元
（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ，简称 ＯＴＵ）聚类，作为分
类和计算的依据，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，并
在各分类水平上统计每组样品的菌群组成，覆盖率

（ｃｏｖｅｒａｇｅ）、物 种 丰 富 度 （Ｃｈａｏ）指 数、香 农
（Ｓｈａｎｎｏｎ）指数和辛普森（Ｓｉｍｐｓｏｎ）指数公式计算
细菌多样性指数，利用Ｅｘｃｅｌ、Ｖｅｎｎｙ２．１、Ｃａｎｏｃｏ５．０
软件分别分析制作稀释性曲线和属水平的相对丰

度图、韦恩 （Ｖｅｎｎ）图和主成分分析 （ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，简称ＰＣＡ）。

２　结果与分析

２．１　正常河蟹与低品质河蟹的特征
正常河蟹与低品质河蟹经显微镜检查只发现

极少量钟形虫寄生，肌肉和血淋巴液中的致病菌分

离培养和回感试验结果均未发现致病菌，电镜观察

检查未见病毒和螺原体等细胞内病原生物，表明低品

质河蟹不是由生物性病原引起。河蟹的特征见图１，
正常河蟹蟹壳坚硬，肝胰腺呈黄色或橘黄色，煮熟后

具独特的蟹腥香味口感，肝胰腺丰满，低品质河蟹消

瘦，蟹壳软，肝胰腺呈浅黄色或浅橘红色，甚至有些河

蟹肝胰腺呈乳白色，口感滋味和蟹腥香味差，肝胰腺

明显减少。正常河蟹与低品质河蟹的壳长分别为

（５６１２５±０．１７２０）ｃｍ、（５．６０２３±０．３３３９）ｃｍ，２组
河蟹壳长无显著差异（Ｐ＞０．０５），它们的体质量分
别为（１０３９４±８．６３）ｇ和（８７．０９±１０．２２）ｇ，体质
量有显著差异（Ｐ＜０．０５），肥满度分别为５９．０５±
３２５和４８．２９±３．２６，呈现极显著差异（Ｐ＜００１），

肝胰腺指数分别为０．１０２５±０．０１２６和０．０５３２±
０．００７３，呈现极显著差异（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＯＴＵ聚类、分类学分析、多样性指数分析
高通量扩增分析生成的原始数据，根据序列末

端的ｂｏｘ序列校正序列方向，然后按照ｂａｒｃｏｄｅ标签
序列识别并区分样本得到正常组和低品质组的有

效序列分别为４０４６８条和４３３５２条，正常培养组和
低品质培养组的有效序列分别为 ３９８２８条和
２８５２７条。细菌序列平均片段长度无明显差异，
９９．９２％的序列长度聚集在４２０～４３０ｂｐ之间，少数
小于４００ｂｐ或者大于４５０ｂｐ，以９７％相似性水平为
标准划分可操作分类单元（ＯＴＵ），正常组和低品质
组河蟹肠道中菌群 ＯＴＵ数量分别为１１３、８７个，而
相对应的正常培养组和低品质培养组菌群 ＯＴＵ数
量分别为１８、２２个，分别低于它们相对应的正常组
和低品质组菌群ＯＴＵ数量（表１）。

表１　相关序列信息和多样性指数

样品
有效序列数

（条）

平均片段长度

（ｂｐ）
可操作分类单元

（个）
覆盖率

菌群丰

富度指数
香农指数

辛普森指数

正常组 ４０４６８ ４２７．３２ １１３ ０．９９９６ １２９ ０．７６ ０．７４

低品质组 ４３３５２ ４２１．１９ ８７ ０．９９９７ ９６ ２．００ ０．２６

正常培养组 ３９８２８ ４２８．９７ １８ ０．９９９９ ２１ １．７３ ０．２２

低品质培养组 ２８５２７ ４２８．９７ ２２ ０．９９９９ ２４ １．９６ ０．２０

　　基于随机选取一定数量的测序序列及其对应
的ＯＴＵ种类得到的稀释性曲线（图２），随着测序深
度的增加，各组曲线逐步趋于平坦，说明细菌序列

和测序数据量合理并达到饱和，所进行的菌群多样

性分析结果可信，测序结果能够真实地完整反映样

本中优势菌群的数量关系和菌群种类。在相同序

列数时，正常组菌群 ＯＴＵ数量最多，说明其菌群丰
富度最高，其次是低品质组，再次是低品质培养组，

正常培养组最低。
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　　由表１可见，无论是河蟹正常组和低品质组菌
群的序列，还是正常培养组和低品质培养组菌群的

序列，被测出的覆盖率均达到了０．９９９６以上，被测
出的概率极高，反映本次测序结果代表了样本中菌

群真实情况。Ｃｈａｏ指数通常用于估计 ＯＴＵ数目指
数，正常组菌群的 Ｃｈａｏ指数高于低品质组，表明正
常河蟹菌群丰富度高于低品质河蟹，但正常培养组

菌群的Ｃｈａｏ指数低于低品质培养组，表明其菌群丰
富度低于低品质培养组。Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指
数则用于估计微生物多样性，Ｓｈａｎｎｏｎ值越大而
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数越小反映了样品中微生物多样性越丰
富。正常组菌群的 Ｓｈａｎｎｏｎ指数为０．７６，小于低品
质组的Ｓｈａｎｎｏｎ指数２．０，而 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数相反，正
常组菌群的 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 ０７４，高于低品质组的
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数０．２６，说明低品质组菌群多样性高于
正常组，低品质河蟹微生物多样性更为丰富，其肠

道内有更多的细菌种类，菌群结构更为复杂。

正常培养组菌群的 Ｃｈａｏ、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ指
数与低品质培养组菌群的指数比较接近，反映了正

常河蟹肠道中培养出的菌群结构类似于低品质河

蟹肠道中培养出的菌群结构。

２．３　菌群结构组成及相对丰度
对各组的肠道菌群全部有效序列进行归类操

作分析，统计不同ＯＴＵ所对应的细菌门类及相对丰
度，优势菌门类和相对丰度见表２。正常组和低品
质组河蟹肠道中前９个优势菌门类分别为厚壁菌门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、软壁菌门（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ）、梭杆菌门
（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）、Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａｇｒｏｕｐ、放 线 菌 门
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、蓝藻菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、浮霉菌
门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）。正常组和低品质组河蟹肠道
菌群结构都以厚壁菌门优势度最高，相对丰度分别

为９３．５４％和６２．６０％，前者丰度显著高于后者；其

次是变形菌门，分别为２．６５％和２２．４２％，前者丰度
显著低于后者，２组的这２个门合计丰度分别占各
自组总丰度的９３．０７％、８６．１８％；正常组拟杆菌门
和软壁菌门丰度分别为０．０１％、０．１３％，分别低于
低品质组５．７４％、５．６８％的丰度；２组在放线菌门、
蓝藻菌门和 Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａｇｒｏｕｐ均只有极低的丰
度；正常组的梭杆菌门和低品质组的浮霉菌门均没

有丰度。２组的菌群结构在门水平上具有较大的
差异。

正常培养组和低品质培养组河蟹肠道中培养

菌群的优势菌群均是变形菌门，分别为９５．８６％和
９９．９１％。前者的厚壁菌门丰度仅为４．１４％，而其
他７个门类均没有丰度，无可培养菌群，后者的厚壁
菌门、拟杆菌门和梭杆菌门丰度极低，有极少量的

可培养菌群，软壁菌门等其他５个门类均没有丰度，
无可培养菌群，２组的可培养菌群结构在门水平上
具有相似性。

表２　各组主要菌群门类及相对丰度

细菌菌门类
相对丰度（％）

正常组 低品质组 正常培养组 低品质培养组

厚壁菌门 ９３．５４ ６２．６０ ４．１４ ０．０１

变形菌门 ２．６５ ２２．４２ ９５．８６ ９９．９１

拟杆菌门 ０．０１ ５．７４ ０．００ ０．０７

软壁菌门 ０．１３ ５．６９ ０．００ ０．００

梭杆菌门 ０．００ １．７８ ０．００ ０．０１

Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａｇｒｏｕｐ ２．８１ １．３７ ０．００ ０．００

放线菌门 ０．１９ ０．０４ ０．００ ０．００

蓝藻菌门 ０．５４ ０．０１ ０．００ ０．００

浮霉菌门 ０．０４ ０．００ ０．００ ０．００

其他 ０．０９ ０．３５ ０．００ ０．００

　　筛选出每组丰度最高的前１４种ＯＴＵ所对应的
菌属，在属水平上对每组肠道菌群结构及分布进行

统计分析 （图 ３）。正常组肠道中乳球菌属
（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）丰度最高，达到８６．００％，低品质组肠
道中乳球菌属丰度较低，为４．６３％，后者丰度最高
的菌属是尚无属名的 ＺＯＲ０００６，相对丰度达
４６２０％，归 属 于 厚 壁 菌 门 的 韦 荣 球 菌 科
（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ），前者的 ＺＯＲ０００６相对丰度只
有３．６４％。低品质组的Ｃａｅｄｉｂａｃｔｅｒａｃｅａｅｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ、
乳 卵 属 （Ｌａｃｔｏｖｕｍ）、ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＢａｃｉｌｌｏｐｌａｓｍａ、
Ｒｏｓｅｉｍａｒｉｎｕｓ的丰度分别为２１．３３％、５．８１％、５．２６％
和３．９５％，均分别高于正常组只有０．０１％、０．０１％、
０．１２％、０．０１％的丰度。除乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）
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在正常组丰度外，梭杆菌属等其他８个属在属水平
上均有一定的丰度，但均低于３．０％，２组的菌群结
构在属水平上具有较大的差异。

正常培养组与低品质培养组可培养菌群的优

势菌群均为柠檬酸杆菌属（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ），丰度分别为
６１．４０％、５０．０２％，其次是气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ），
丰度分别为３１．６７％、３６．１６％，２组这２个属合计丰
度分别为９３．０７％、８６．１８％。正常培养组乳球菌属

有４．１４％的可培养菌群丰度，优势度较低，正常培
养组假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）和低品质培养组梭
杆菌属（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、假单胞菌属和肠球菌属
（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）丰度均为０．０１％，可培养菌群很少。
２组的ＺＯＲ０００６和乳卵属等其他 ８个属均没有丰
度，无可培养菌群。２组的可培养菌群结构在属水
平上具有相似性。

２．４　河蟹肠道中菌群相关性分析
基于各组全部的ＯＴＵ，通过构建文恩（Ｖｅｎｎ）图

进一步比较和分析正常河蟹和低品质河蟹肠道中

细菌物种间差异性的相互关系。正常组和低品质

组河蟹肠道菌群共鉴定出 ＯＴＵ数量分别为１１３个
和８７个，其中前者特有的 ＯＴＵ数量为６２个，占全
部ＯＴＵ数量的４１．６％，后者特有的 ＯＴＵ数量为３６
个，占全部ＯＴＵ数量的２４．２％，二者共有的ＯＴＵ数
量为５１个，占全部 ＯＴＵ数量的３４．２％（图４）。正
常培养组和低品质培养组河蟹肠道中培养菌群鉴

定出ＯＴＵ数量分别为 １８个和 ２２个，前者特有的
ＯＴＵ数量为６个，占全部 ＯＴＵ数量的２１．４％，后者
特有的 ＯＴＵ数量为 １０个，占全部 ＯＴＵ数量的
３５７％，二者培养菌群共有的 ＯＴＵ数量为１２，占全
部ＯＴＵ数量的４２．９％ （图５），以上数据表明正常
河蟹和低品质河蟹肠道中菌群结构和种类有较大

差别，正常培养组和低品质培养组的培养菌群结构

和种类也有一些差别。

２．５　肠道中菌群差异性分析
各组间的关系主成分分析见图６，ＰＣ１轴对样

品的贡献率为６７．０４％，ＰＣ２轴对样品的贡献率为
３２．９６％。正常组与低品质组之间在 ＰＣ１轴上和
ＰＣ２轴上均相距较远，它们间具有明显的差异性。
正常培养组和低品质培养组之间距离很近，差异性

不明显，具有较高的相似性，它们在ＰＣ１轴上与正

常组距离较远，而在 ＰＣ２轴上与低品质组距离较
远，具有明显的差异性。

３　讨论

３．１　肠道菌群的分析方法
水生动物肠道内细菌种类繁多，包括可培养细
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菌和目前尚不为人知的大量不可培养细菌。对菌

群的分析，从最初主要为了确定细菌性疾病的致病

菌分析，采用传统的分离培养技术，再通过回感实

验和生理生化实验鉴定致病菌的种类，例如王德铭

等对草鱼和青鱼肠炎致病菌的分析［９］；ＡＰＩ２０Ｅ系统
鉴定［１０］等技术，使细菌鉴定更为方便，但离不开细

菌分离培养；酶联免疫吸附法（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，简称 ＥＬＩＳＡ）［１１－１２］等免疫酶技
术在细菌检测上得到了广泛的应用，但也必须首先

通过细菌分离培养得到被检测的细菌，通过制备对

应的抗体才能建立免疫酶检测技术，因此这些技术

都无法对不能培养的菌群进行检测。ＰＣＲ－ＤＧＧＥ
分子生物学技术［１３－１４］，对可培养和不可培养菌群都

可检测，但还存在一定的局限性，如不能分析痕量

微生物，电泳条带强弱判断微生物的丰度也不是非

常准确，条带中会包含１种以上１６ＳｒＤＮＡ序列，要
获悉具体的菌种信息，还需克隆和测序等繁琐操

作。随着分子生物学的进一步发展，高通量测序技

术的出现，以其高的检测性、准确性和测序深度等

特点，目前已在水生动物肠道菌群结构的分析研究

中得到应用，对包括痕量的可培养菌群和不能培养

的未知菌群都能检测，并可精确确定它们的丰度等

信息［１５］。采用高通量测序技术对河蟹肠道菌群分

析，具有明显的分析优势，能更准确地反映河蟹肠

道微生物菌群结构的特点。

３．２　肠道菌群的影响因素
已有报道的养殖鱼类肠道菌群影响因素的研

究主要采用ＰＣＲ－ＤＧＧＥ的方法，研究表明，不同月
份［１６］、食物［１７－１８］、养殖方式［１９］等都会影响肠道菌

群结构的组成。河蟹肠道菌群影响因素鲜有研究

报道，由于河蟹养殖类似于鱼类养殖，河蟹肠道菌

群同样会受到所处的养殖水环境、饵料和养殖方式

等因素的影响，河蟹经过育苗、蟹种培育和成蟹养

殖各个阶段，生活周期长达２年左右，自蚤状幼体从
外界摄食起，肠道菌群开始定殖和微生态便开始逐

步建立，蟹种肠道中的菌群主要受到蟹种培育池中

的因素影响，在成蟹养殖过程中，成蟹肠道会在成

蟹养殖池中重新建立菌群结构，不同的养殖方法和

养殖场条件，会使得成蟹肠道菌群产生差异，各自

形成一个比较稳定的菌群微生态系统。为了客观

地反映低品质河蟹肠道菌群结构的特点，作为对照

的正常河蟹采自于塘大小、水深、种植水草的种类

和覆盖率、水质清澈、高透明度等养殖环境和养殖

方法等措施与低品质河蟹的养殖条件和方法类似

的池塘。

３．３　肠道菌群结构特点和减少低品质河蟹的途径
正常河蟹和低品质河蟹肠道的主要优势菌门

为厚壁菌门、变形菌门、拟杆菌门和软壁菌门，与人

工感染白斑综合征病毒（ｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ）
的河蟹［２０］和太湖河蟹［２１］肠道的主要优势菌门为厚

壁菌门、变形菌门、软壁菌门和拟杆菌门以及与饵

料中添加果糖等成分的河蟹肠道主要优势菌门为

厚壁菌门、变形菌门、拟杆菌门和梭杆菌门［２２］相似；

与上海崇明养殖河蟹肠道中只有变形菌门和拟杆

菌门菌群［２３］以及养殖河蟹肠道中只发现属于变形

菌门γ－变形菌纲 Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｂａｃｔｅｒｉａ的菌群［２４］有

很大差异。不同报道中出现的这些差异，可能与试

验方法、试验样本数量、河蟹来源等不同存在一定

的关系。正常河蟹与低品质河蟹肠道菌群相对丰

度比例上具有明显差异性，主要表现在厚壁菌门、

变形菌门、拟杆菌门、软壁菌门和梭杆菌门等菌门，

其中厚壁菌门和拟杆菌门相对丰度的差异是最值

得注意的。报道的肥胖小鼠与瘦小鼠肠道菌群的

比较研究中，肥胖小鼠厚壁菌门菌群丰度较大但拟

杆菌门菌群丰度非常小，而瘦小鼠相反，认为厚壁

菌门与拟杆菌门的比例与能量吸收有很大关系，比

例的降低影响小鼠能量吸收和生长［６］，猪肠道菌群

研究的报道中，与瘦猪比较，肥胖猪的体质量增加

与厚壁菌门菌群丰度存在正相关关系，而与拟杆菌

门菌群丰度存在负相关关系［７］。在正常组和低品

质组河蟹肠道中这２个门的菌群丰度情况与肥胖小
鼠和瘦小鼠以及肥胖猪和瘦猪肠道中的情况有着

相似性，河蟹正常组厚壁菌门丰度达９３．５４％，拟杆
菌门菌群丰度只有０．０１％，二者的丰度比达９０００
倍，而低品质组厚壁菌门丰度为６２．６０％，拟杆菌门
菌群丰度为５．７４％，二者的丰度比只有１０多倍，丰
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度比降低类似于肥胖小鼠和瘦小鼠以及肥胖猪和

瘦猪的厚壁菌门与拟杆菌门丰度比降低的趋势。

厚壁菌门丰度减少，拟杆菌门丰度增加，推测对河

蟹营养吸收和生长具有类似的负面影响，会引起河

蟹养殖生产中出现肥满度和肝胰腺指数低为主要

特征的低品质河蟹。通过调节这２个门的属级菌群
结构，增加低品质河蟹肠道中的厚壁菌门丰度，降

低拟杆菌门的丰度，提高厚壁菌门与拟杆菌门丰度

比，有望成为减少低品质河蟹发生和发展的途径之

一。河蟹肠道中厚壁菌门由乳球菌属、尚无属名的

ＺＯＲ０００６、乳卵属、乳杆菌属和链球菌属构成，其中
正常组最优势的菌属为乳球菌属，占８６．００％的相
对丰度，而低品质组最优势的菌属为无属名的

ＺＯＲ０００６，占４６．２０％的相对丰度，除乳球菌属在正
常培养组中出现４．１４％的可培养菌群丰度外，厚壁
菌门的其他菌属在正常培养组和低品质培养组均

为不可培养的菌群。拟杆菌门的优势菌属主要是

Ｒｏｓｅｉｍａｒｉｎｕｓ属，在正常组和低品质组分别占
００１％和３．９５％，为不可培养的菌群。现有的细菌
种名一般是以往通过分离培养后确定的，这些不可

培养的菌群因无或缺乏相对应的菌种名和核酸等

数据资料，目前无法通过比对的方法确定它们的种

名。厚壁菌门和拟杆菌门中绝大多数菌群的不可

培养性和目前缺乏不可培养菌群的种级分类资料，

无法通过培养方法得到大量菌群，使得采用口喂等

人为的方法提高厚壁菌门丰度从而改善低品质河

蟹肠道菌群结构变得困难，而降低拟杆菌门丰度相

对容易，可通过深入研究使用药物等方法得以实现。

益生菌具有提高食物消化吸收、促进生长和肥

满度，调节改善肠道菌群的结构和平衡，提高机体

免疫力、抗病率和抑制致病菌等作用。益生菌种类

繁多，作用较为复杂和多样，不同的益生菌种类作

用有很大差异。在促进生长和提高肥满度方面，可

选择提高食物消化吸收促进生长的那些益生菌，能

够将不能或不易降解消化吸收的大分子物质转化

成小分子，便于机体的吸收和利用，提高饲料转化

率，其次益生菌本身富含营养物质，添加到饲料中

可作为营养物质被摄取吸收利用，同时益生菌在肠

道内生长繁殖能够产生如维生素、氨基酸以及促生

长因子等营养物质参与机体的新陈代谢和生长。

如已有报道在饲料中添加属于乳杆菌属的嗜酸乳

杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）［２５］和属于芽孢杆菌

属的地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）和枯草芽

孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）［２６］，可增加凡纳滨对虾

（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）肠道中的蛋白酶和淀粉酶等
酶的活性，提高生长率。厚壁菌门的乳杆菌属在正常

组河蟹肠道中相对丰度为３．６９％，是低品质组河蟹肠
道中相对丰度（２．１５％）的１．７倍，尽管不知其对消化
吸收和生长有多大程度的影响，但通过饲料中添加乳

杆菌和芽孢杆菌等提高食物消化吸收促进生长的益

生菌，是减少低品质河蟹值得探索的途径之一。

变形菌门丰度在正常组只有２．６５％，远低于低
品质 组 的 ２２．４２％ 丰 度，变 形 菌 门 主 要 由
Ｃａｅｄｉｂａｃｔｅｒａｃｅａｅｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ、假单胞菌属、气单胞菌
属、柠檬酸杆菌属构成，低品质组河蟹肠道中

Ｃａｅｄｉｂａｃｔｅｒａｃｅａｅｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ相 对 丰 度 最 高，达
２１３３％。软壁菌门在正常组只有 ０．１３％，同样远
低于低品质组的５．６９％丰度，目前有关变形菌门和
软壁菌门与机体生长和肥瘦的关系未见报道。

３．４　肠道中可培养菌群结构
本研究的肠道可培养菌群和不可培养菌群是

在最常用的胰蛋白胨大豆琼脂平板培养基和血琼

脂平板培养基上２８℃培养１２０ｈ条件下的结果，培
养条件的改变，可能从不可培养菌群中还能培养出

一些可以生长的菌群。可培养菌群首先主要取决

于使用培养基的种类，培养基按其特殊用途可分为

基础培养基、加富培养基、选择性培养基和鉴别培

养基，由于添加不同营养成分或相同营养成分不同

比例等就成为一种新的培养基，导致培养基种类繁

多，目前还没有对所有可培养细菌都能培养出来的

培养基；其次取决于培养时间，有些细菌在某些培

养基上可以被培养，但需要数周甚至更长时间；另

外培养时生长快的菌群对其他菌群能产生一定程

度的抑制作用；这些因素会导致可培养菌群相对偏

少的结果。河蟹肠道菌群中可培养菌群会存在类

似的情况。为减少这些方面的影响，本研究采用胰

蛋白胨大豆琼脂和血琼脂２种平板培养基联合应用
的方法，培养基联合应用可以提高菌群的检测阳性

率［２７－２８］。胰蛋白胨大豆琼脂培养基用于培养营养

要求较高的动植物机体内的好氧菌、厌氧菌和真

菌，如用于猪［２９］、鸟［３０］、鱼［３１］和虾［３２－３３］致病菌的

分离和培养，也用于医院污水［３４］和水环境［３３，３５］中

的细菌分离培养，该培养基是最常用的培养基之

一。血琼脂平板培养基为营养要求苛刻的菌群提

供一些特殊的生长因子，属于加富培养基，在菌群

分离培养中得到广泛的应用［２８，３６］。种类繁多的其
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他培养基中，哪些培养基还能培养出在胰蛋白胨大

豆琼脂培养基和血琼脂培养基上无法培养的其他

可培养菌群，须要进一步实验验证。

河蟹肠道菌群中，除厚壁菌门有少量可培养菌

群外，可培养菌群都分布在变形菌门，其他门的菌

群都是不可培养菌群。属于变形菌门的柠檬酸杆

菌属和气单胞菌属，这２个属可培养菌群相对丰度
在正常培养组分别为 ６１．４０％、３１．６７％，合计
９３０７％，在 低 品 质 培 养 组 分 别 为 ５０．０２％、
３６１６％，合计８６．１８％，呈现极高的丰度，但在正常
组这２个属相对丰度分别只有０．１９％、０．０４％，在
低品质组分别只有０．０４％和０．０１％，均在０．１９％
以下，表明尽管在胰蛋白胨大豆琼脂培养基和血琼

脂培养基上极易培养，生长繁殖快，但在河蟹肠道

中可能受到高丰度不可培养菌群的抑制作用，它们

的生长繁殖受到抑制，而处于低丰度状态。
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医学与临床，２０１１，８（８）：９２４－９２５，３２７．
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鉴别犬瘟热病毒强弱毒株中和单克隆抗体的制备

毕振威１，徐立波２，夏兴霞１，梁　霆３，王永山１

（１．江苏省农业科学院兽医研究所／农业部兽用生物制品工程技术重点实验室／国家兽用生物制品工程技术研究中心，江苏南京 ２１００１４；
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　　摘要：为了制备鉴别犬瘟热病毒（ＣＤＶ）流行强毒株和疫苗弱毒株的单克隆抗体，将 ＣＤＶ８５１弱毒株浓缩后经蔗
糖密度梯度离心纯化，免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，取免疫小鼠脾细胞与 ＳＰ２／０瘤细胞进行细胞融合，经３～５次克隆，间接
ＥＬＩＳＡ筛选，获得稳定分泌抗ＣＤＶ的杂交瘤细胞２Ｄ１２株。该细胞株分泌的单克隆抗体亚类为ＩｇＧ１κ，与常见犬病毒
不发生交叉反应。间接免疫荧光显示，单克隆抗体与ＣＤＶ８５１毒株发生特异性反应，与杆状病毒表达的 ＣＤＶ８５１毒
株Ｈ蛋白发生特异性反应。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，单克隆抗体与２株ＣＤＶ强毒株Ｈ蛋白不发生反应，而与２株ＣＤＶ
弱毒株Ｈ蛋白有特异性反应。双抗体夹心ＥＬＩＳＡ显示，单克隆抗体能检测ＣＤＶ疫苗弱毒株而不能检测ＣＤＶ强毒株。
病毒中和试验证实，单克隆抗体对 ＣＤＶ８５１弱毒株具有中和能力。制备了区分 ＣＤＶ强毒株和疫苗弱毒的单克隆抗
体，为ＣＤＶ的鉴别诊断技术研究奠定了基础。
　　关键词：犬瘟热病毒；单克隆抗体；流行毒株；疫苗毒株；鉴别检测
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　　犬瘟热（ｃａｎｉｎｅｄｉｓｔｅｍｐｅｒ，简称ＣＤ）是由犬瘟热
病毒（ｃａｎｉｎｅｄｉｓｔｅｍｐｅｒｖｉｒｕｓ，简称 ＣＤＶ）引起的急
性、高度接触性传染病。ＣＤＶ自然感染宿主范围广
泛，除了食肉目所有８个科外，还扩展到偶蹄目猪
科、灵长目的猕猴属和鳍足目海豹科等多种动物，

给养犬行业、经济动物行业和野生动物保护业等造

成了巨大的经济损失［１］。ＣＤ是由流行的ＣＤＶ野毒

株感染引起的，而ＣＤ的免疫预防普遍使用活疫苗，
如 ＣＤＶ疫苗弱毒株 Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ、ＣＤＶ３等。ＣＤＶ
疫苗弱毒株的毒力减弱而不引起免疫犬 ＣＤ发病，
但能提供有效的免疫保护。在临床中，ＣＤ疑似犬
中检测和分离的ＣＤＶ毒株并不一定是致病毒株，很
多临床分离株与疫苗株具有很高的同源性和亲缘

关系［２－３］，表明犬感染ＣＤＶ弱毒株的情况可能比较
普遍，也可能分离的毒株就是免疫接种的疫苗弱毒

株。目前，鉴别和区分ＣＤＶ野毒株和疫苗弱毒株的
检测方法很少。通过对 ＣＤＶ的基因测序能确定毒
株的基因型［４］，但费时、费力，无法实现快速准确诊

断，对ＣＤ的诊断和治疗造成一定的困难。在检测
ＣＤＶ血清抗体时，也无法判断是 ＣＤＶ疫苗弱毒株
还是ＣＤＶ野毒株产生的抗体。因此，有效区分ＣＤＶ
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