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白斑综合征病毒感染对克氏原螯虾肠道菌群的影响

陈一铭１,顾泽茂１,２,李莉娟１,陈天圣１,袁军法１,３

１．华中农业大学水产学院,武汉４３００７０;２．华中农业大学双水双绿研究院,武汉４３００７０;

３．湖北省水生动物病害防控工程技术研究中心,武汉４３００７０

摘要　为揭示白斑综合征病毒(whitespotsyndromevirus,WSSV)感染克氏原螯虾(Procambarusclarkii)

后对其肠道菌群的影响,运用１６SrDNA基因的高通量测序技术分析健康与人工感染 WSSV的克氏原螯虾的肠

道菌群的组成及多样性.结果显示,感染组与对照组在肠道丰度及多样性无显著差异,但其优势菌群组成发生

变化.对照组优势菌门为变形菌门(Proteobacteria)和软壁菌门(Tenericute),分别占７５．４２％和１９．１７％;感染组

肠道优势菌门为变形菌门和拟杆菌门(Bacteroidetes),分别占７８．１４％和１７．３８％.利用 LEfSe分析差异菌属发

现,感染组与对照组相比,Candidatusbacilloplasma丰度显著减少(P＜０．０５),拟杆菌科(Bacteroidaceae)和黄杆

菌科(Flavobacteria)的丰度显著上升(P＜０．０５).此外,部分潜在病原菌如黄杆菌属(Flavobacterium)、气单胞

菌属(Aeromonas)的丰度在感染后显著升高(P＜０．０５).以上结果说明 WSSV感染导致克氏原螯虾肠道菌群发

生变化,提示 WSSV或可通过干扰肠道稳态致病.
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　　克氏原螯虾(Procambarusclarkii)俗称小龙

虾,在分类上属动物界(Animalia)、节肢动物门(ArＧ
thropoda)、甲壳纲(Crustacea)、十足目(Decapoda)、
螯虾科(Cambaridae)、原螯虾属(Procambarus),原
产于美洲.１９１８年,由美国引进日本,１９２９年又由

日本传入我国[１].近年来,随着稻田综合种养模式

的推广,湖北省克氏原螯虾养殖规模日益壮大,克氏

原螯虾成为重要的淡水经济虾类.与此同时,克氏

原螯虾养殖过程中的病害也逐渐暴露,流行病学调

查显示白斑综合征病毒(whitespotsyndromeviＧ
rus,WSSV)是克氏原螯虾最为主要的病原之一,给
养殖造成了很大的损失[２Ｇ３].尤为严重的是养殖小

龙虾携带 WSSV 较为普遍,使得 WSSV 的防控形

势更为严峻[２].

肠道菌群与宿主营养、免疫息息相关[４Ｇ５].肠道

微生物群落可以帮助宿主促进营养吸收,刺激免疫

反应和提高疾病抵抗力,从而对宿主的健康起至关

重要的作用[６].近年来研究表明,病毒入侵会使肠

道菌群发生紊乱,菌群丰度、多样性以及功能发生变

化,甚至影响肠道黏膜的完整性,导致肠道细菌转

位,引发细菌继发感染[７Ｇ８].WSSV 感染诱导甲壳

动肠道正常菌群的改变已在中华绒螯蟹(Eriocheir
sinensis)[９]、凡 纳 滨 对 虾 (Litopenaeus vanＧ
namei)[１０]中被报道,但在克氏原螯虾这一新兴的养

殖虾中却没有研究.本试验通过人工感染,比较健

康与 WSSV 感染克氏原 螯 虾 的 肠 道 菌 群,分 析

WSSV感染对克氏原螯虾肠道菌群的影响,旨在为

WSSV的防控提供科学依据.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验用克氏原螯虾(体质量(２５±５)g/只)由潜

江龙居湾稻虾共生专业合作社提供,试验前经过１
周的池塘水室内暂养,暂养水温２４℃左右.
1.2　人工感染

试验虾经饥饿处理１周后,随机分为２组,每组

各２０只.感染组自第４步足基部注射经PBS溶液

稀释的 WSSV病毒悬液１００μL,含１×１０７拷贝的
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WSSV病毒.对照组注射等量的 PBS溶液.感染

后的第５天取感染组和对照组各５只虾,经体表消

毒后解剖取后肠用于后续分析.
1.3　WSSV 的定量检测

以靶向于 WSSV 聚合酶的特异性引物 WDP０６/

０７[１１]为定量引物,检测各组样品中 WSSVcopies情况.
引物序列为５′ＧTCAGCTTCAAGAATCCCAATAGＧ３′/

５′ＧACAACTAGCAAGCACTGGTATＧ３′.每个PCR反

应体系包含１０μLSYBRPremix,WDP０６/０７各０．５

μL,组织DNA１μL,加无菌三蒸水使反应体系的总

体积至２０μL.扩增目的片段大小为３３０bp,PCR
反应程序为:９５℃预变性５ min;９５℃变性５s,

５８℃退火３０s,７２℃延伸３０s,共４０个循环.定量

扩增在LightCycler４８０实时荧光PCR仪上进行.
1.4　肠道 DNA 提取与 16S rDNA PCR 扩增

使用CTAB方法提取克氏原螯虾后肠的总基因组

DNA,通过１％琼脂糖凝胶电泳检测其浓度和纯度.用

无菌水将DNA稀释至１ng/μL用于后续肠道微生物

的１６SrDNA 的 扩 增.使 用 １６Sv３Ｇv４ 引 物 ３４１FＧ
８０６R[１２]扩增,引物序列为５′ＧCCTAYGGGRBGCASＧ
CAGＧ３′/５′ＧGGACTACNNGGGTATCTAATＧ３′ PCR.

PCR反应程序为:９４℃预变性５min;９４℃变性５s,

５５℃退火３０s,７２℃延伸３０s,２７个循环.
1.5　16S rDNA 高通量测序与数据分析

肠道细菌１６SrDNA扩增产物建库按照诺禾致

源公司流程和方法,PCR 产物经过纯化后制备文

库,测序使用IonS５TMXL测序平台,利用单端测序

(SingleＧEnd)的方法,构建小片段文库进行单端测

序.通过 对 reads 剪 切 过 滤,平 均 每 样 品 测 得

６９２５６条reads,经过质控平均得到６５６５３条有效数

据.舍弃低质量序列,对原始下机数据(rawdata)
进行碱基过滤,随后的数据进行质量控制,得到质控

后可用于后续分析的有效数据序列(cleandata).
将一致性(identity)大于９７％ 的测序序列归为１个

操作分类单元 (operationaltaxonomicunit,OTU)
进行聚类和物种分析.统计各个样品所含 OTU 的

数量,通过维恩图(Venndiagram)统计对照组和

WSSV感染组样品共有的和特有的 OTU.利用包

括覆盖率(coverage)、丰富度指数(Chao１/ACE)以
及多样性指数(Simpson/Shannon)在内的αＧ多样性

指数分析２组内微生物群落的丰度和多样性.同时

在门和属２个分类水平上统计每个样品的物种丰度

和物种分布,并做群落结构分析.

2　结果与分析

2.1　WSSV 感染后病毒载量检测

试验用克氏原螯虾感染前无明显临床病症.

WSSV感染组于第３天开始表现活力降低、副肢无

力、对外界刺激反应弱等典型病症,并于第５天开始

出现死亡,对照组试验期间无明显变化.定量PCR
结果(图１)显示感染组血淋巴的病毒载量均升高至

１０８copies/ng DNA 以 上,对 照 组 病 毒 含 量 仅 为

１０２~１０４copies/ngDNA,呈携带状态.进一步检测

感染组和对照组后肠带毒量,结果显示 WSSV 感染

组后肠的带毒量也显著升高(P＜０．０５).５个感染

组后肠样品 WSSV 病毒载量在１０８．０~１０８．９copies/

ngDNA,而对照组后肠 WSSV 载量均未超过１０４

copies/ngDNA,同血淋巴带毒水平近似.

　∗∗表示显著性水平P＜０．０１.∗∗indicatesasignificantdifferＧ

encewithP＜０．０１．

图１　对照组和 WSSV感染组血淋巴及后肠组织病毒载量

Fig．１　Viralloadinhemolymphandhindgutin

controlgroupandWSSVinfectedgroup

2.2　肠道细菌群落多样性指数分析

如图２所示,感染组与对照组共同拥有的 OTU
２９１个,感 染 组 特 有 OTU １６１ 个,对 照 组 特 有

OTU７５个.Chao１、ACE、Shannon和Simpson４个αＧ

图２　感染组和对照组OTU数量对比

Fig．２　VenndigramofOTUnumberbetween

controlgroupandWSSVinfectedgroup

１４
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表１　对照组和感染组αＧ多样性指数

Table１　αＧDiversityofcontrolgroupandWSSVinfectedgroup

样品

SampleID
序列数

Reads
分类操作单元

OTU

丰富度指数 Richnessindex

ACE Chao１

覆盖率

Coverage

多样性指数 Diversityindex

Shannon Simpson

CK
　c１ ６３１５９ １９５ １６２．７６１ １８３．５２２ ０．９９８ ３．１２４ ０．８０１
　c２ ６０４２２ ２２０ １９７．２８ ２３９．５１７ ０．９９８ １．８０４ ０．４３８
　c３ ８０１６２ １９０ １６１．２５１ １７９．８３７ ０．９９８ ２．５５３ ０．６７７
　c４ ７７３１６ １５４ １２０．５５４ １３７．４４ ０．９９８ １．４７５ ０．４２３
　c５ ８０２０８ １７０ １２５．８９２ １６３．２８５ ０．９９９ ２．０５５ ０．５７７
　均值 Mean １５３．５０±２７．９０ １８０．７２±３３．５９ ０．９９８２±０．０００４ ２．２０±０．５７ ０．５８±０．１４
WSSV
　w１ ５２４６４ ２０９ １７９．１２５ １９０．３８５ ０．９９９ １．９０２ ０．５７
　w２ ６７８０２ ２１７ １９６．０７６ ２３５．４８７ ０．９９８ ３．０１３ ０．８０６
　w３ ５０３２３ ２１７ １７９．２６７ １８８．７３３ ０．９９８ ４．０１７３ ０．８９９
　w４ ８００４３ ３３７ ２８０．０９７ ３４７．０１２３ ０．９９９ １．９１９ ０．５８７
　w５ ５２６２０ １４５ １２１．６９ １４１．３０７ ０．９９８ １．８０８ ０．４５８
　均值 Mean １９１．２５±５１．０８ ２２０．５８±６９．８８ ０．９９８４±０．０００４ ２．５３±０．８６ ０．６６±０．１６
　注:c１~c５代表对照组样品编号,w１~w５代表 WSSV感染组样品编号.Note:c１Ｇc５representthesamplenumberofcontrolgroup,w１Ｇ

w５representthesamplenumberofWSSVinfectiongroup．

多样性指数感染组均略高于对照组,但没有显著性

差异(表１).Beta多样性分析显示感染组和对照组

无显著性差异(数据略).这些结果说明 WSSV感染

对克氏原螯虾肠道菌群丰度和多样性几乎没有影响.
2.3　肠道菌群结构

在对照组与 WSSV 感染组的克氏原螯虾肠道

菌群共发现１７个门类,包括变形菌门(ProteobacteＧ
ria)、软 壁 菌 门 (Tenericute)、拟 杆 菌 门 (BacteＧ
roidetes)、厚壁菌门(Firmicutes)、放线菌门(ActiＧ

nobacteria)、梭 杆 菌 门 (Fusobacteria)、酸 杆 菌 门

(Acidobacteria)、疣微菌门(Verrucomicrobia)、蓝藻

门(Cyanobacteria)和 奇 古 菌 门 (Thaumarchaeota)
等.选取每个样本或分组在门类水平上最大丰度

排名前１０的物种,生成物种相对丰度柱形累加

图,如图３所示.结果显示对照组优势菌门为变

形菌门(占７５．４２％)和软壁菌门(占１９．１７％),感
染组肠道优势菌门为变形菌门(占７８．１４％)和拟

杆菌门(占１７．３８％.)

图３　对照组和感染组肠道微生物在门水平的相对丰度

Fig．３　RelativeabundanceofthephylalevelincontrolgroupandWSSVinfectedgroup

　　在属的水平上,共检测到２０７个细菌种属,其中

对照组的克氏原螯虾肠道优势菌为寡养单胞菌属

(Stenotrophomonas)占５３．０１％、希瓦氏菌属(SheＧ
wanella)占１９．５７％、Candidatusbacilloplasma 占

１８．５２％.WSSV感染组虾肠道优势菌属为寡养单

胞菌属占６３．２３％、希瓦氏菌属占７．６８％、拟杆菌属

(Bacteroides)占２．７８％(图４).虽然正常和患病的

虾肠道优势菌属均为寡养单胞菌,但患病虾肠道中

拟杆菌属丰度显著上升,希瓦氏菌属及Candidatus
bacilloplasma 显著降低.如图５所示,２组中其他

差异显著的细菌分别有气单胞菌属(Aeromonas)、

Haliangium、Chryseolinea、鞘氨醇杆菌属(SphinＧ

２４
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gobacterium),这些结果说明 WSSV 感染使克氏原

螯虾肠道菌群结构发生改变.
表２　对照组和感染组门水平上细菌丰度

Table２　Bacterialabundanceatphylalevelin

controlgroupandWSSVinfectedgroup

分类 Taxonomy
丰度/％ Abundance

对照 Control WSSV

变形菌门 Proteobacteria ７５．４２ ７８．１４

软壁菌门 Tenericute １９．１７ ０．８４

拟杆菌门 Bacteroidetes ０．６３ １７．３８

厚壁菌门 Firmicutes ４．２４ ３．１１

放线菌门 Actinobacteria ０．３６ ０．２２

梭杆菌门 Fusobacteria ０．０４ ０．０１

酸杆菌门 Acidobacteria ０．０２ ０．０４

其他 Others ０．１２ ０．２６

图４　对照组和 WSSV感染组肠道

微生物在属水平的相对丰度

Fig．４　Relativeabundanceofthegenuslevelin
controlgroupandWSSVinfectedgroup

∗表示显著性水平P＜０．０５,n．s．表示差异不显著.∗indicateP＜０．０５,n．s．notsignificant．

图５　２组中部分菌属相对丰度对比

Fig．５　ComparisonofrelativeabundanceofsomespeciesincontrolgroupandWSSVinfectedgroup
2.4　LEfSe 分析

为进一步分析与 WSSV 感染相关的克氏原螯

虾肠道菌群,用LEfSe分析法对对照组和 WSSV人

工感染组肠道菌群相对丰度进行比较分析,以找出

显著性变化的相关菌群.如图６A 所示,经过线性

判别分析(LDA),发现对照组与 WSSV感染组的菌

群共有３个具有显著差异的菌群,隶属于２个菌门.
其中对照组只有１个菌属(CandidatusbacilloplasＧ
ma),隶属于软壁菌门,且具有较大丰度.感染组的

２个菌群隶属于拟杆菌门的拟杆菌科(BacteroidaceＧ
ae)和黄杆菌科(Flavobacteria),它们的亲缘关系如

图６B所示.

3　讨　论

本研究通过人工感染人为增加克氏原螯虾体内

WSSV的病毒载量,模拟养殖过程克氏原螯虾白斑

病发病历程,评价 WSSV 感染对肠道菌群的影响,
发现 WSSV感染导致克氏原螯虾肠道菌群结构发

生改变.尽管试验用虾人工感染前检测出少量的

WSSV基因组DNA,但并未呈现明显临床病症,仅
为携带状态.流行病学调查显示,养殖小龙虾携带

WSSV较为普遍[１３].笔者所在实验室研究人员先

前针对克氏原螯虾白斑综合征的流行病学调查也表

明 WSSV拷贝数在１０６以下时养殖克氏原螯虾不会
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　A:线性判别分析(LDA).柱状图的长短代表的是不同组间显著差异物种的影响程度 Lineardiscriminantanalysis(LDA)．Thelengthof

thehistogramrepresentsthedegreeofinfluenceofsignificantlydifferentspeciesbetweendifferentgroups;B:进化树Cadogram．

图６　LEfSe分析对照组和感染组差异菌群

Fig．６　TaxonomicdifferencesintheintestinalmicrobiotabetweencontrolgroupandWSSVinfectedgroupanalyzedbyLEfSe

表现出明显的临床病症,仅呈携带状态,但当水质条

件恶化或环境条件剧烈变化时引起 WSSV 大量复

制,进而造成克氏原螯虾死亡.
克氏原螯虾等甲壳动物肠道栖息着大量的微生

物,这些微生物是与宿主长期共同进化的结果[１４],
肠道微生物参与机体代谢、营养和免疫等重要生理

过程,与宿主的健康密不可分.本试验过程中感染

组与对照组均使用未经消毒处理的池塘水养殖,富
含细菌,在相同养殖条件下饲养,感染 WSSV 的克

氏原螯虾肠道内的细菌丰度与多样性无显著变化.
已有研究表明,病毒入侵会干扰肠道正常菌群,破坏

其正常的生理功能[７,１５],许多鱼类病毒能使宿主肠

道菌群与多样性及丰度显著降低.如草鱼呼肠孤病

毒感染草鱼[８]、鲤疱疹病毒Ⅱ感染鲫[１６]后其宿主肠

道菌群组成结构及多样性和丰度均发生显著改变.
针对 WSSV 的 研 究 显 示,WSSV 感 染 凡 纳 滨 对

虾[１０]、中华绒螯蟹[９]后其丰度与多样性未显著改

变,但其肠道菌群组成结构发生明显改变.
优势菌群分析显示,变形菌门是对克氏原螯虾

肠道中占比最大的菌门,其同时也是多种水产动物

如大黄鱼、中华绒螯蟹、凡纳滨对虾等肠道中的优势

菌群[１７Ｇ１９],同时也是哺乳动物肠道菌群的主要门类.
与 WSSV感染其他甲壳动物变形菌门相对丰度显

著升高不同,本试验中并未观察到病毒感染前后变

形菌门相对丰度的显著变化,其可能原因是物种及

养殖环境的不同.不同于人类及其他哺乳动物,健
康的克氏原螯虾后肠中拟杆菌门的丰度较低,但
WSSV感染后显著上升.与此一致的是,凡纳滨对

虾在 WSSV感染后拟杆菌门丰度显著上升[１０].健

康状态下,拟杆菌是多种甲壳动物肠道菌群的重要

组成部分.在健康的凡纳滨对虾中拟杆菌为优势菌

群,然而 WSSV 感染后其丰度显著降低,这与我们

对克氏原螯虾研究的结果相反.其可能的原因是养

殖环境的不同.通过LEfSe分析发现,在对照组克

氏原螯虾中大量存在而感染之后显著减少的CanＧ
didatusbacilloplasma 菌属已被报道在中华绒螯

蟹[９]、龙虾[２０]和斑节对虾[２１]等多种甲壳动物肠道中

发现,Kostanjsek等[２２]的研究表明,该菌通过特殊

的体表结构附着于肠道之上,鉴于其在甲壳动物肠

道中的丰度及在本试验感染后的急剧下降,推测其

对宿主健康有着重要的作用,只是该类菌的功能尚

未阐明.
WSSV感染后,我们检测到克氏原螯虾后肠中

黄杆 菌 (Flavobacterium )、气 单 胞 菌 属 (AeroＧ
monas)等潜在病原菌的出现和显著上调.尽管这

些病原菌危害鱼类的报道较多,如柱状黄杆菌,危害

各种淡水鱼类如草鱼、鳜、斑点叉尾鮰等[２３],但其在

甲壳动物上的致病能力尚不明确.已有的研究证明

对虾 等 甲 壳 动 物 体 内 也 存 在 该 种 细 菌[２４].但

WSSV感染凡纳滨对虾后其肠道中柱状黄杆菌丰

度显著减少[１０],这也与我们的结果相反.李继秋

等[２５]发现,WSSV 感染凡纳滨对虾后,肠道中气单

胞菌及其他条件致病菌的丰度较对照组显著上升.
弧菌是对虾体内存在的正常菌群,也是条件致病菌,
当宿主免疫力下降或其数量超过正常值时可引起对

虾发生疾病[２６].WSSV 感染会使凡纳滨对虾体内

弧菌等有害菌大量增殖[２７Ｇ２８].我们的研究结果显

示,在健康的克氏原螯虾肠道中弧菌属只占很小的

比例,且在感染前后并无明显变化(图５).
肠道稳态及其菌群组成与宿主健康密切相关,
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本研究显示 WSSV 感染导致克氏原螯虾肠道菌群

发生变化,提示 WSSV 或可通过干扰肠道稳态致

病,可为进一步研究 WSSV的致病机制提供新的线

索,也为甲壳类益生菌筛选提供了科学依据.
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Effectsofwhitespotsyndromevirus(WSSV)infectionon
intestinalfloracompositionofProcambarusclarkii

CHENYiming１,GUZemao１,２,LILijuan１,CHENTiansheng１,YUANJunfa１,３

１．CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．ShuangshuiShuanglüInstitute,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

３．HubeiEngineeringResearchCenterforAquaticAnimalDiseases
ControlandPrevention,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Torevealtheeffectofwhitespotsyndromvirus(WSSV)infectionontheintestinalflora
ofcrayfish(Procambarusclarkii),１６ShighＧthroughputsequencingtechnologywasusedtoanalyzethe
compositionanddiversityoftheintestinalfloraofcrayfishinthehealthyandartificialＧinfectedgroup．
Theresultsshowedthattherewasnosignificantdifferenceinintestinalabundanceanddiversitybetween
theWSSVinfectedgroupandthecontrolgroup,butthecompositionoftheirdominantflorawasdifferＧ
ent．ThedominantbacteriainthecontrolgroupwereProteobacteria(７５．４２％)andTenericute(１９．１７％)．
ThedominantintestinalbacteriaintheinfectiongroupwereProteobacteria(７８．１４％ )andBacteroidetes
(１７．３８％)．LEfSeanalysisshowedthatcomparedwiththecontrolgroup,theabundanceofCandidatus
bacilloplasmawassignificantlyreduced(P ＜０．０５)intheinfectedgroup,andtheabundanceofBacteroiＧ
daceaeandFlavobacteriawassignificantlyincreased(P＜０．０５)．Inaddition,theabundanceofsomepoＧ
tentialpathogens such as Flavobacterium and Aeromonas increased significantly afterinfection
(P＜０．０５)．TheseresultsindicatedthatWSSVinfectioncausedchangesintheintestinalfloraofcrayＧ
fish,suggestingthatWSSV maycausediseasebyalteredthehomeostaticbalanceofthecrayfishintesＧ
tine．

Keywords　crustacean;Procambarusclarkii;intestinalflora;WSSV;highＧthroughputsequencing;

LEfSeanalysis;shrimpinricefields
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