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　　摘要：采集长江口生殖洄游期中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）雌蟹样品，利用１６ＳＶ４区高通量测序技术研究其抱
卵前后肠道菌群的多样性特征，探讨肠道菌群结构组成及与其食性特征的相关性。结果表明，雌蟹抱卵前和抱卵后的

肠道样品中共检测出３１３个和３７６个ＯＵＴ，特有ＯＵＴ分别为１１２个和１７５个，占比分别为３５．７８％和４６．５４％。就门
水平而言，柔膜菌门（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）是其肠道的主要菌群；雌蟹抱卵
前和抱卵后的肠道菌群具有显著性差异，变形菌门和厚壁菌门的丰度抱卵后小于抱卵前，而柔膜菌门丰度抱卵后大于

抱卵前。就属水平而言，Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｂａｃｉｌｌｏｐｌａｓｍａ和 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｈｅｐａｔｏｐｌａｓｍａ是其肠道的主要菌群属，抱卵前占比分
别为２６．５４％和２５．８１％；抱卵后占比分别为３０．２９％和２９．０５％，２个属的丰度在抱卵前后无显著差异。与抱卵前相
比较而言，抱卵后雌蟹肠道菌群Ｃｈａｏ指数和ＡＣＥ指数升高，丰度增加，而辛普森指数和香农指数保持稳定，抱卵前后
雌蟹肠道菌群的多样性无显著性变化。本研究揭示由于长江口中华绒螯蟹雌蟹的摄食习性和饵料组成在抱卵前后产

生了变化，会对其肠道微生物多样性产生一定的影响。
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　　中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）俗称河蟹，广泛
分布于我国长江、黄河、瓯江等流域［１］，属于洄游性

甲壳类动物，受精卵在河口浅海处孵化成幼体后，

溯河洄游至长江中部的淡水湖泊中进行生长肥育，

当亲蟹性腺发育成熟后，重新生殖洄游至长江口咸

淡水处进行交配产卵，产卵场主要位于长江口崇明东

滩及九段沙下游水域（１２１°５８′～１２２°１２′Ｅ、３１°０５′～
３１°２２′Ｎ）［２］。胃含物形态学食性鉴定分析表明，洄
游期的中华绒螯蟹雌蟹抱卵前后饵料来源多样，包

括水生植物、藻类、甲壳类、多毛类、鱼类、软体动

物、棘皮动物、卵、颗粒碎屑等，属杂食性水生动

物［３］。同哺乳动物一样，水生动物肠道中亦拥有丰

富多样的微生物。经过长期的适应和自然选择，肠

道菌群和宿主最终可形成相互依赖的共生体系。

一方面，肠道菌群依靠宿主养分赖以生存，另一方

面，肠道菌群在代谢过程中产生的消化酶、维生素

等产物可促进宿主机体的消化与营养吸收［４］。如

朱晓燕等研究发现，鱼类肠道中嗜水气单胞菌分泌

的胞外酶可促进淀粉和蛋白质的消化［５］。在养殖

生产中，饲料中益生菌的添加可改善肠道菌群组

成，抑制肠道内有害菌群的繁殖，提高宿主的消化

机能，对机体生长具有促进作用［６－８］。

　　１６ＳｒＲＮＡ高通量测序技术能够深入分析肠道
菌群结构和多样性，具有速度快、准确率高、灵敏性

强等特点，被越来越多的学者应用于肠道菌群多样

性的研究［９－１１］。目前，关于鱼类和虾类肠道微生物

的研究较多，而对河蟹肠道菌群多样性知之甚少，

近年相关研究主要集中在河蟹肠道菌群结构［１２－１６］，

以及饲料添加物，如乳铁蛋白［１７］、果胶、木聚糖［１８］

以及恩诺沙星和皮质醇［１９］对河蟹肠道菌群的影响

等。本研究以长江口抱卵前后的中华绒螯蟹雌蟹

为研究对象，采用１６ＳｒＲＮＡ高通量测序技术研究
其肠道菌群结构，探讨洄游期抱卵前后雌蟹肠道菌

群结构的差异性，进而揭示雌蟹食性与肠道菌群的

相关性，从微生物菌群的角度为蟹类的养殖生产与
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疾病防控提供科学依据，同时为中华绒螯蟹益生菌

的开发提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
在长江口崇明东滩 （１２２°４′～１２２°１１′Ｅ、

３１°２０′～３１°２５′Ｎ）采用监测船和刺网采集中华绒螯
蟹，在１１月采集抱卵前雌蟹，在翌年１月采集抱卵
后雌蟹。选取健康活泼、大小规格相似的抱卵前雌

蟹（ＤＫ组）和抱卵后雌蟹（ＢＫ组）各４只作为测定
肠道微生物的样本材料。雌蟹先用无菌水冲洗，然

后采用７５％乙醇对其体表进行消毒，在超净工作台
上解剖取出其肠道，去除肠内容物，用无菌水轻微

冲洗后，立即置于 －８０℃冰箱冻存，用于后期提
取ＤＮＡ。
１．２　样本总ＤＮＡ的提取与ＰＣＲ扩增

采用ＦａｓｔＤＮＡＴＭＳｐｉｎＫｉｔＦｏｒＳｏｉｌ（ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，
ＵＳＡ）进行样本肠道微生物 ＤＮＡ的提取。ＤＮＡ样
品浓度和质量利用１％琼脂糖凝胶电泳检测，合格
后稀释至１ｎｇ／μＬ作为扩增模板，使用含有ｂａｒｃｏｄｅ
特异性引物５１５Ｆ（５′－ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ－
３′）和 ８０６Ｒ（５′－ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ－
３′）来扩增１６ＳｒＲＮＡ基因的 Ｖ４区域。ＰＣＲ反应体
系为２０μＬ：ＰｈｕｓｉｏｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ１５μＬ，引物 ５１５Ｆ
１μＬ，引物 ８０６Ｒ１μＬ，ＤＮＡ模板 １μＬ，蒸馏水
２μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性１ｍｉｎ；９５℃变
性１０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循坏；
７２℃退火５ｍｉｎ，４℃保存。利用２％浓度的琼脂糖
凝胶电泳来检测 ＰＣＲ产物质量。质量合格后使用
ＱｉａｇｅｎＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ纯化试剂盒进行纯化，使用
ＱｕｂｉｔＶｅｒｓｉｏｎ＠ ２．０（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）仪器进行定
量。随后利用 ＴｒｕＳｅｑ ＤＮＡＰＣＲ－ＦｒｅｅＳａｍｐｌｅ
ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＵＳＡ）试剂盒进行文库的构
建。构建测序文库后利用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＰＥ２５０平
台进行微生物１６ＳｒＲＮＡ基因 Ｖ４区的高通量测序
（北京诺禾致源技术有限公司）。

１．３　数据处理与统计分析
利用滑动窗口法去除测序所得原始序列中的

引物和标签，用 Ｆｌａｓｈ软件根据 Ｏｖｅｒｌａｐ关系对序列
进行拼接［２０］，对于无法拼接的 Ｒｅａｄｓ数据进行丢
弃，利用 Ｑｉｉｍｅ软件对上述拼接后的序列进行过
滤［２１］，利用Ｍｏｔｈｕｒ软件中 Ｕｃｈｉｍｅ的方法把过滤后
的数据嵌合体序列清除［２２］，得到最终分析的有效

序列。

　　利用 Ｕｐａｒｓｅ软件（Ｕｐａｒｓｅｖ７．０．１００１，ｈｔｔｐ：／／
ｄｒｉｖｅ５．ｃｏｍ／ｕｐａｒｓｅ／）［２３］进行 ＯＵＴ聚类，得到 ＯＵＴ
代表序列。有效序列均一化处理后匹配 ＯＴＵ代表
序列，获得 ＯＴＵ聚类结果。另外，利用 Ｍｏｔｈｕｒ软
件［２４］基于均一化的ＯＵＴ数据得到稀释性曲线。对
ＯＴＵ序列利用 ＲＤＰＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ（贝叶斯算法）进行分
类学分析，得到对应的物种分类信息（Ｓｉｌｖａ数据
库），并在各个水平上统计每个样本的群落组成。

使用Ｍｕｓｃｌｅ软件进行代表序列的系统进化关系分
析，获得肠道微生物在不同分类水平上的分类。使

用Ｑｉｉｍｅ（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．７．０）和Ｒ软件进行α多样性指
数和β多样性分析（主成分分析ＰＣｏＡ）。利用ＳＰＳＳ
２２．０进行统计学分析，当 Ｐ＜０．０５时表示差异
显著。

２　结果与分析

２．１　测序深度
在ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＰＥ２５０平台对 ８个样品 １６Ｓ

ｒＲＮＡ基因的 Ｖ４区域测序，由表１可知，经过初步
过滤后，获得８０１０５～８０２９０条有效序列，有效序列
中，碱基质量值大于２０的碱基占有效序列的８６％
以上，有效序列数目占原始序列数目９０％，样本经
过均一化后获得有效序列以９７％的相似性聚类到
２５１个 ＯＵＴ上。由图１可知，随着序列数的增长，
ＯＵＴ稀释曲线趋于饱和，说明雌蟹肠道菌群 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因的Ｖ４区数据量可反映样本肠道菌群的
关系。

表１　数据预处理结果

样本
原始序列

（条）

有效序列

（条）

高质量碱基

百分比（％）
有效序列

百分比（％）

ＤＫ１ ８２１３０ ８０２３２ ８９．６８ ９７．６９

ＤＫ２ ８７２２５ ８０２８６ ８７．６３ ９２．０４

ＤＫ３ ８８４１６ ８０２９０ ９０．１５ ９０．８１

ＤＫ４ ８２８７０ ８０１９１ ９１．０４ ９６．７７

ＢＫ１ ８６８５７ ８０１４６ ８８．９７ ９２．２７

ＢＫ２ ８７２４０ ８０２２８ ８８．３７ ９１．９６

ＢＫ３ ８２８４２ ８０１０８ ９１．６１ ９６．７０

ＢＫ４ ８６９９３ ８０１０５ ８６．８７ ９２．０８

　　由表２可知，ＤＫ组和ＢＫ组的平均ＯＴＵ数目分
别为３１３个和３７６个，其中，２组共有ＯＵＴ数量为２０１
个，特有ＯＵＴ数目分别为１１２个和１７５个，分别占ＤＫ
和ＢＫ２组样品ＯＴＵ总数的３５．７８％和４６５４％。
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２．２　雌蟹抱卵前后肠道菌群的门分布
由图２可知，在门水平，雌蟹抱卵前后肠道核心

表２　样品ＯＴＵ数目

组别
ＯＵＴ总数目
（个）

特有ＯＵＴ数目
（个）

ＤＫ ３１３ １１２

ＢＫ ３７６ １７５

菌群没有发生变化（除浮酶菌门外），均为柔膜菌

门、变形菌门、厚壁菌门、拟杆菌门和酸杆菌门。雌

蟹抱卵前和抱卵后肠道中比例最高的优势门都是

柔膜菌门。以上５种优势菌门在雌蟹抱卵前肠道菌
群门中占比分别为 ３９．８４％、２０．１２％、１５．５２％、
８０７％和９．０１％；在抱卵后肠道菌群门中占比分别
为５８．００％、５．１２％、１３．０７％、９．０９％和７．０１％。

　　由图３可知，雌蟹发育成抱卵蟹的过程中，肠道菌
群中柔膜菌门、变形菌门和厚壁菌门占比在雌蟹抱卵

前后具有显著差异，变形菌门和厚壁菌门的丰度抱卵

后小于抱卵前，而柔膜菌门丰度抱卵后大于抱卵前。

２．３　雌蟹抱卵前后肠道菌群的属分布
由图 ４可知，雌蟹抱卵前后的主导菌属为

Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ＿ Ｂａｃｉｌｌｏｐｌａｓｍａ 和 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ＿
Ｈｅｐａｔｏｐｌａｓｍａ，这２种菌属在雌蟹抱卵前肠道菌属中
占比分别为２６．５４％和２５．８１％，抱卵后的占比分别

为３０．２９％和２９．０５％。Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｂａｃｉｌｌｏｐｌａｓｍａ和
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｈｅｐａｔｏｐｌａｓｍａ这２个属的丰度在雌蟹抱
卵前后无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。弧菌属（Ｖｉｂｒｉｏ）
和气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）是雌蟹抱卵前后菌属的
重要组成部分，抱卵前占比分别为 ６．８７％和
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８０３％；抱卵后占比分别为５．３４％和７．７７％。弧菌
属和气单胞菌属的丰度在雌蟹抱卵前后无显著性

差异（Ｐ＞０．０５）。乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）的丰度抱
卵后大 于 抱 卵 前 （Ｐ＜０．０５），棍 状 厌 氧 菌

（Ａｎａｅｒｏｒｈａｂｄｕｓ）的丰度抱卵后小于抱卵前（Ｐ＜
００５）。除上述菌属外，雌蟹抱卵前后的肠道菌群
属另有拟杆菌属、Ｐｒｏｌｉｘｉｂａｃｔｅｒ、未辨认的支原体属、
Ｄｙｓｇｏｎｏｍｏｎａｓ等。

　　通过对不同样本组肠道微生物的方差分析
（Ａ－ＭＯＶＡ）表明，雌蟹抱卵前后的肠道微生物的
Ｐ＝０．０４１，表明雌蟹抱卵前后的肠道菌群差异显著
（Ｐ＜０．０５）。
２．４　样品α和β多样性分析

由图５可知，对ＤＫ和ＢＫ这２组８个样本通过
ＮＭＤＳ － ｗｅｉｇｈｔｅｄ （Ｎｏｎｍｅｔｒｉｃ Ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
Ｓｃａｌｉｎｇ，非度量多维尺度）分析可知，雌蟹抱卵前后
肠道微生物群落具有明显差异。

　　 采用 Ｃｈａｏ指数、ＡＣＥ指数、辛普森指数
（Ｓｉｍｐｓｏｎｉｎｄｅｘ）和香农指数（Ｓｈａｎｎｏｎｉｎｄｅｘ）对样本
菌群的丰富度和多样性进行评估，由图６可知，雌蟹
在抱卵发育过程中 Ｃｈａｏ指数和 ＡＣＥ指数逐渐增
加，表明肠道菌群丰度逐渐增加；辛普森指数和香

农指数保持相对稳定，表明肠道菌群的多样性未发

生显著变化。

３　讨论

３．１　雌蟹抱卵前后肠道菌群多样性差异
生物体内肠道微生物主要来源于周围环境、土

壤和食物［２５－２６］，并在生物体的不同生长发育阶段往

往会发生变化［２７］。繁殖期作为生物体的关键时期，

生物体的新陈代谢强度相对较高，体内的肠道微生

物亦会发生一定变化［２８］。本研究结果表明，抱卵后

雌蟹肠道微生物多样性大于抱卵前（Ｐ＜０．０５），与
暗黑鳃金龟（Ｈｏｌｏｔｒｉｃｈｉａｐａｒａｌｌｅｌａ）性腺发育期肠道
微生物多样性逐渐增加的结果类似［２９］，与胡亚强等

对不同生长阶段团水虱（Ｓｐｈｅａｒｏｍａ）肠道微生物的
研究结论［３０］一致。目前，关于不同发育阶段生物体

肠道微生物的变动机制仍不清楚，推测与其性激素

的分泌有一定关系［３１－３２］。

摄食亦是影响肠道群落结构的重要因素之
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一［３３－３４］，Ｍｕｎｒｏ等发现，鱼类摄取的活饵料是其肠
道菌群的主要来源［３５］；郝耀彤等认为食物的改变会

对草鱼肠道微生物菌群产生快速而显著的影响［３６］。

另有研究表明，雌蟹动物性饵料占比抱卵前大于抱

卵后，而藻类和水生植物占比抱卵前小于抱卵

后［３］，推测本研究中抱卵前后雌蟹肠道微生物具有

差异，亦与其摄食不同的饵料有关。Ｌｅｙ等研究发
现，陆生动物肠道菌群多样性与食性有关，从肉食性、

杂食性到草食性表现出逐渐增加的趋势［３７］。而

Ｍｒａｚｅｋ等研究发现蟑螂（Ｎａｕｐｈｏｅｔａｃｉｎｅｒｅａｏｌｉｖ）的肠
道菌群多样性大于黄蜂（Ｖｅｓｐｕｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）和蜜蜂
（Ａｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａ），认为昆虫肠道菌群多样性从草食性
到杂食性逐渐增加［３９］。本研究结果与陆生动物研究

结果类似，但与昆虫的研究结果相反，这可能是因为摄

食对肠道菌群的影响具有一定的物种特异性，另外不

同的研究取样部位也可能对菌群组成产生一定影响。

３．２　雌蟹抱卵前后肠道菌门差异性
在雌蟹肠道菌群的类别分析中发现，柔膜菌

门、变形菌门、厚壁菌门和拟杆菌门为雌蟹肠道中

的核心菌群，其中，柔膜菌门是肠道中的第一优势

菌门，这一结果与金贝等对阳澄湖河蟹肠道菌群结

构的研究［１６］类似，表明柔膜菌门在其肠道中具有重

要作用。柔膜菌门在肠道菌群中的占比抱卵后显

著大于抱卵前，抱卵后占比较高的原因可能与柔膜

菌门是维持生物体胚胎健康生长发育的微生物有

关［３９］。除柔膜菌门外，变形菌门和厚壁菌门是雌蟹

抱卵前的优势菌门；厚壁菌门和拟杆菌门是抱卵后

的优势菌门，这表明雌蟹抱卵前后的肠道菌群存在

一定差异，这与变形菌门和拟杆菌门在雌蟹肠道中

发挥的不同作用有关。

本研究中，雌蟹抱卵前后浮霉菌门丰度也存在一

定差异，抱卵后显著大于抱卵前。研究表明，浮霉菌

门多存在于厌氧环境下，并且包含多种厌氧氨氧化细

菌，底泥中相对含量较高［４０］。雌蟹抱卵后浮霉菌门

含量较高的原因可能与抱卵后食性有关，雌蟹抱卵后

行动能力弱，摄食种类受限，因此摄食比较多的颗粒

碎屑和底泥，导致浮霉菌门在其肠道中比例增加。

３．３　雌蟹抱卵前后肠道菌属差异性
就属水平而言，Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｂａｃｉｌｌｏｐｌａｓｍａ和

Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｈｅｐａｔｏｐｌａｓｍａ在抱卵前后的雌蟹肠道菌
群中均占较大比例，其中，Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｈｅｐａｔｏｐｌａｓｍａ
被认为是中华绒螯蟹雌蟹和雄蟹肠道中共有的优

势菌［１６］，揭示该菌群在中华绒螯蟹肠道内发挥重要

作用，而 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｂａｃｉｌｌｏｐｌａｓｍａ则可能是雌蟹肠
道中的一种潜在优势菌。

棍状厌氧细菌是一种肠杆菌，通常不会分解

糖，多存在于肉食性生物肠道内［４１］；乳杆菌

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）在食草动物肠道内存在较多［４２］。雌

蟹肠道菌群中棍状厌氧菌的占比抱卵前大于抱卵

后（Ｐ＜００５），而乳杆菌占比抱卵前小于抱卵后
（Ｐ＜００５），可能是由于雌蟹抱卵后行动力减弱，植
物性饵料比重升高造成的。另外，气单胞菌属在雌

蟹抱卵前后的肠道中广泛存在，但由于其抗菌能力

的强弱会根据宿主类型的不同而变化，因此气单胞

菌属在中华绒螯蟹抗病性中是否如同在草鱼中一

样发挥积极作用［４３］，仍有待于进一步研究。

４　小结

长江口中华绒螯蟹雌蟹肠道菌群多样性丰富，

柔膜菌门、变形菌门和厚壁菌门是其肠道的主要菌

群，在雌蟹的生殖洄游期略有波动。结合中华绒螯

蟹雌蟹抱卵前后食性分析结果表明，由于抱卵前后

中华绒螯蟹雌蟹的摄食习性和饵料组成不同，会对

其肠道微生物多样性产生一定影响，但并非唯一影

响因素。目前来看，菌群在雌蟹肠道中发挥的作用

不是十分明确，还需深入研究。
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