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摘　要：为分析稻蟹共作和蟹单作模式下中华绒螯蟹肠道及养殖环境细菌群落组成的差异，利用Ｍｉｓｅｑ平台
对微生物１６ＳｒＲＮＡ基因Ｖ４区高通量测序，比较分析两种模式下的细菌群落变化。结果显示：两种模式下具
有显著差异（Ｐ＜０．０５）菌门，肠道中为酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和互养菌门（Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅｓ）；水体中为拟杆菌门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、蓝细菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）和Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ菌门；底泥中为
浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）。两种模式下具有显著差异（Ｐ＜０．０５）菌属，肠道中有１４个，水体中有１８个，底泥
中有１３个。稻蟹共作与蟹单作肠道、水体、底泥的Ｃｈａｏ、ＡＣＥ丰富度指数，以及Ｓｈａｎｎｏｎ和Ｓｉｍｐｓｏｎ多样性指
数差异不显著。通过对两种模式下水体、土壤及肠道中具有显著差异（Ｐ＜０．０５）的分支杆菌属
（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、红杆菌属（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ）、黄杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、硝化螺旋菌属（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ），蓝藻细菌门
（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、柔膜菌门（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ）和厚壁菌门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）比较分析后发现：一些厌氧、高亚硝酸盐环境下的常见优势菌属在蟹单作水体、土壤中的丰度显
著高于稻蟹共作，稻蟹共作条件下养殖河蟹的肠道微生物构成上更接近野生河蟹，其肠道细菌群落特点也反

映出共作养殖环境优于单作模式，且有利于河蟹生长。
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　　稻蟹共作作为一种水稻和水产相结合的生
态农业模式发展至今已取得了长足的进步，在我

国辽宁、宁夏等地已有较大的推广应用面积［１］，

而在上海崇明等地则一直以扣蟹养殖塘中种稻

方式开展种养结合［２］。水体和土壤中的微生物

对于良好种养环境的维持具有重要作用。如水

体中，细菌参与氮的转化，产生或转化氨氮和亚

硝酸盐氮［３］、底泥中的微生物对池塘中饲料、排

泄物等有机物的分解、矿化具有重要作用［４５］。

微生物还会经过鳃和口腔进入水产动物体内，水

产动物的肠道微生物对其营养、免疫、拮抗及致

病方面均会产生影响［６７］。目前对鱼类、虾类肠

道微生物已有较多研究［６，８１０］，而河蟹近年来主要

有ＣＨＥＮ等［１１］、ＬＩ等［１２］、狄盼盼［１３］研究了肠道

微生物组成特点。

目前对稻蟹共作模式下的土壤理化性质［１４］、

水体底栖动物多样性［１５］、浮游动物［１６］等已有一

定的研究，而稻蟹共作模式下河蟹肠道及环境微

生物的特点尚未见报道。水稻通过地上部分的

遮阴和根系的生长活动改变了河蟹生长环境，能

够使其根际微生物与周围土壤发生变化［１７］，影响

其根际土细菌多样性、丰富度、均匀度［１８］。养殖

水体、底泥环境中的微生物会进一步影响到河蟹

体内的细菌群落构成。本研究通过高通量测序

技术同时比较了稻蟹共作和蟹单作两种模式下

的水体、底泥及肠道微生物的群落结构特点，分



５期 成永旭，等：稻蟹共作与蟹单作模式下中华绒螯蟹肠道及养殖环境细菌群落组成比较

析了差异菌群和优势菌群的功能作用。这为改

善稻田种养环境，揭示稻蟹共作模式中水稻和河

蟹的互惠共生机理，实现河蟹的健康养殖具有重

要意义。

１　材料与方法

１．１　实验材料
中华绒螯蟹养殖地点为上海海洋大学崇明

基地（北纬３１°３４′５０″，东经１２１°３３′１４″），实验田
块为８ｍ×８ｍ正方形，四周均设置防逃围隔，独
立进排水，中央４ｍ×４ｍ平台区种植水稻，四周
为０．５ｍ深的环沟，环沟上宽１．５ｍ，底宽０．７ｍ。
环沟中投放少量喜旱莲子草 ［Ａｌｔｅｒｎａｎｔｈｅｒａ
ｐｈｉｌｏｘｅｒｏｉｄｅｓ（Ｍａｒｔ．）Ｇｒｉｓｅｂ．）］为幼蟹提供遮蔽
场所。

稻蟹共作组于６月中旬在中央４ｍ×４ｍ平
台区栽插秧苗，垄行间距０．２ｍ，一穴４株。两周
后放入扣蟹，每小田块放幼蟹３．５ｋｇ［蟹苗均重
（１．２７±０．２０）ｇ］。实验期间投喂颗粒饲料（浙
江欣欣饲料股份有限公司）与麸皮（投喂量为幼

蟹体质量的３％）。在６月２５日施足底肥，种养
过程中当田块水体明显减少时加水，实验期间只

加水不排水。蟹单作组除中央平台区不种植水

稻外，其它管理与稻蟹共作组相同。两种模式各

３个重复田块，随机分布。
１．２　样品采集

肠道、水体、底泥样本于２０１４年１０月２５日
采集，样本编号见表１。

肠道样本：每个田块选取５只扣蟹，每只重
１０ｇ左右，四肢健全、健康、活力强，暂养２日排空
肠道，超纯水冲洗后用７５％的乙醇擦拭体表，在
无菌环境下立即解剖采集肠道，液氮速冻后保存

于－８０℃超低温冰箱中用于总ＤＮＡ提取。
水体样本：每个田块采集５个水样，分别装

入样品瓶中，用尼龙纱绢（６４μｍ）预过滤后，用
０．２２μｍ滤膜抽滤（ＧＳＷＰ０４７００，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）［７］，
每张膜过滤１００ｍＬ水样，将截获有微生物的滤
膜液氮速冻后存放于 －８０℃冰箱中用于总 ＤＮＡ
提取。

底泥样本：采用带有刻度的柱状取土器，每

个田块采用双对角线法（五点法）采集土壤样本，

用无菌刀切取柱状土样前３ｃｍ，液氮速冻后保存
于－８０℃冰箱中用于总ＤＮＡ提取。

表１　样品采集编号
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓａｍｐｌｅＩＤ

种养模式

Ｆａｒｍｉｎｇｍｏｄｅｌｓ
组别

Ｇｒｏｕｐ
肠道

Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
水体

Ｗａｔｅｒ
底泥

Ｓｅｄｉｍｅｎｔ

稻蟹共作

Ｒｉｃｅｃｒａｂｃｏｃｕｌｔｕｒｅ
Ａ ＡＴ ＡＷ ＡＳ

蟹单作

Ｃｒａｂｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅ
Ｄ ＤＴ ＤＷ ＤＳ

１．３　样本总ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及测序
采用相应试剂盒抽提细菌总 ＤＮＡ，肠道为

ＱＩＡａｍｐＤＮＡＳｔｏｏｌＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ，Ｇｅｒｍａｎｙ），
水体为 ＰｏｗｅｒＷａｔｅｒ ＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ（ＭｏＢｉｏ，
ＵＳＡ），土壤为 ＦａｓｔＤＮＡＳｐｉｎＫｉｔｆｏｒＳｏｉｌ（ＭＰ
Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，ＵＳＡ），具体步骤参照试剂盒说明。
将共作与单作每个田块肠道、水体、底泥的５个
样本分别抽提好，同一田块相同类型的５个样本
ＤＮＡ等质量混合，混合后共１８个样品用于后续
测序。

测序区域为 １６ＳｒＲＮＡ的 Ｖ４区，上游引物
５２０Ｆ：（５′ＡＹＴＧＧＧＹＤＴＡＡＡＧＮＧ３′），下游引物
８０２Ｒ：（５′ＴＡＣＮＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ３′）。反应
体系为：Ｑ５ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（５×）５．０μＬ，Ｑ５ＧＣ
ｈｉｇｈＥｎｈａｎｃｅｒ（５×）５．０μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）
２．００μＬ，模板（２０ｎｇ／μＬ）２．００μＬ，引物 Ｆ（１０
μｍｏｌ／Ｌ）１．００μＬ，引物 Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１．００μＬ，
Ｑ５Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ，加灭菌蒸馏水
至２５．００μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９８℃预变性 ５
ｍｉｎ；９８℃变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０
ｓ，２５个循环；７２℃退火５ｍｉｎ；４℃∞。２％琼脂
糖凝胶电泳检测扩增产物。测序采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ公
司的Ｍｉｓｅｑ平台，对扩增后的 ＰＣＲ产物进行双端
测序（上海派森诺生物科技有限公司）。

１．４　测序的原始数据处理
序列的过滤连接：采用滑动窗口大小为 ５

ｂｐ，步长为１ｂｐ对双端序列进行质量过滤，窗口
碱基质量大于Ｑ２０，（Ｑ＝－１０ｌｏｇ１０Ｅ，Ｅ是测序错
误率），长度大于１５０ｂｐ，连接时 ｏｖｅｒｌａｐ大于１０
ｂｐ。

优质序列获取：采用 Ｑｉｉｍｅ软件过滤序列，
ｍｏｔｈｕｒ软件中 ｕｃｈｉｍｅ的方法去除嵌合体序列。
标准为：去除５′端引物错配碱基数＞１的序列、含
有连续相同碱基数大于８的序列、长度小于等于
１５０ｂｐ的短序列、含有模糊碱基的序列和检查出
的嵌合体序列。

３８６
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对序列相似性大于９７％进行聚类，取最长序
列为代表序列，去掉丰度值小于总序列条数

０．００１％的ＯＴＵ进行后续分析。以Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ数
据库获得分类信息，ＯＴＵ注释。
１．５　数据分析

实验结果采用平均值 ±标准差（Ｘ±ＳＤ）表
示，用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行单因素方差分析
（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），当差异显著时采用Ｄｕｎｃａｎ氏
法进行多重比较，显著水平取 Ｐ＜０．０５。多样性
指数计算和 ＮＭＤＳ聚类是基于所有 ＯＵＴ单元得
到的。

α多样性分析，根据 ＯＴＵ物种丰度情况，应
用ｍｏｔｈｕｒ软件中的 ｓｕｍｍａｒｙ．ｓｉｎｇｋｌｅ命令计算得
到Ｃｈａｏ、ＡＣＥ丰富度指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ多
样性指数。

β多样性分析，利用样品之间ＯＴＵ的物种进

化信 息 以 及 物 种 的 丰 度 信 息，进 行 加 权

（ｗｅｉｇｈｔｅｄ）Ｕｎｉｆｒａｃ差 异 分 析 （ｈｔｔｐ：／／ｂｍｆ２．
ｃｏｌｏｒａｄｏ．ｅｄｕ／ｕｎｉｆｒａｃ／）［１９］，得到样本间差异距离
矩阵，进行ＮＭＤＳ分析，用Ｒ软件绘制ＮＭＤＳ图。

两种模式下微生物在门、属水平上的差异分

析，应用软件 ｍｏｔｈｕｒ中的 Ｍｅｔａｓｔａｔｓ（ｈｔｔｐ：／／
ｍｅｔａｓｔａｔｓ．ｃｂｃｂ．ｕｍｄ．ｅｄｕ／）［２０］命令进行组间分
析。

２　结果

２．１　两模式下样品α、β多样性分析
结果显示（表２）：ＡＴ和ＤＴ组、ＡＷ和ＤＷ组

以及 ＡＳ和 ＤＳ组的 Ｃｈａｏ、ＡＣＥ丰富度指数，
Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ多样性指数均无显著差异（Ｐ＞
０．０５）。

表２　稻蟹共作和蟹单作模式下样品多样性指数
Ｔａｂ．２　Ｒｉｃｅｃｒａｂａｎｄｃｒａｂｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｏｆｓａｍｐｌｅｓｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ

样品号

ＳａｍｐｌｅＩＤ
Ｃｈａｏ指数
Ｃｈａｏｅｓｔｉｍａｔｏｒ

ＡＣＥ指数
ＡＣＥｅｓｔｉｍａｔｏｒ

辛普森指数

Ｓｉｍｐｓｏｎｉｎｄｅｘ
香农指数

Ｓｈａｎｎｏｎｉｎｄｅｘ
ＡＴ ８３３．０８±１１５．９０ａ ８７１．０２±１２７．９５ａ ０．８６±０．０７ａ ４．３３±０．８７ａ

ＤＴ １０９６．８２±４７６．９７ａ １０９８．８８±４３８．０９ａ ０．９０±０．１１ａ ５．８４±２．１６ａ

ＡＷ １２５４．２９±１３６．５５ａ １２７９．４３±１８６．６６ａ ０．９４±０．０２ａ ６．０２±０．４９ａ

ＤＷ １４９４．０８±３０５．０２ａ １４８６．５３±３４０．３５ａ ０．９６±０．０１ａ ６．０９±０．３５ａ

ＡＳ ３７２３．２０±３２３．９７ａ ３７７０．９９±３５３．９６ａ １．００±０．００ａ ９．５３±０．３６ａ

ＤＳ ３５７６．１６±６１４．０８ａ ３５５２．５６±６４４．５９ａ １．００±０．００ａ ９．７０±０．４８ａ

注：ＡＴ和ＤＴ，ＡＷ和ＤＷ，ＡＳ和ＤＳ间数据上标中不含有相同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅ：ＡＴａｎｄＤＴ，ＡＷａｎｄＤＷ，ＡＳａｎｄＤＳｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）

　　在 ３种类型的 １８个样本 ＮＭＤＳｗｅｉｇｈｔｅｄ
（ＮｏｎｍｅｔｒｉｃＭｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌＳｃａｌｉｎｇ，非度量多维
尺度）分析图中，肠道、养殖水体和底泥明显分

开，具有明显的微生物群落差异。肠道样本间存

在较大差异，蟹单作组肠道样本间的差异大于稻

蟹共作肠道样本间的差异（图１）。
２．２　两种模式下优势菌门群落结构分析

对各样本中大于１％的优势菌门进行分析发
现：在稻蟹共作肠道（ＡＴ）中丰度大于１％的门有
５个，分别是拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，５．７８％）、厚
壁 菌 门 （Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，１３．７３％）、变 形 菌 门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ， ２１． ７４％）、 螺 旋 体 门

（Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ，１．３５％）、柔膜菌门（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ，
５４．９６％）；在蟹单作肠道（ＤＴ）中丰度大于１％的
门有 ９个 门，除 与 ＡＴ相 同 的 拟 杆 菌 门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，１７．２２％）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，

图１　基于ＮＭＤＳ分析的稻蟹共作与蟹单作模式下
水体、土壤、肠道微生物群落差异

Ｆｉｇ．１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｗａｔｅｒ，
ｓｅｄｉｍｅｎｔａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓａｍｐｌｅｓｂｅｔｗｅｅｎｒｉｃｅｃｒａｂ
ｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｃｒａｂｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｂａｓｅｄｏｎ

ＮＭＤＳａｎａｌｙｓｉｓ
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６．７６％）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ，１２．０７％）、螺
旋 体 门 （Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ，１．１２％）、柔 膜 菌 门
（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ，４２．８８％）外，还 有 放 线 菌 门
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，２．４５％）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ，
７．４７％）、候选分类 ＯＰ８为 ２％、浮霉菌门
（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ，３．５８％），这４个菌门变化较大，
且主要为厌氧、兼性厌氧类细菌。

两种模式下水体中丰度大于１％的优势菌门
都是相同的５个菌门，在稻蟹共作水体（ＡＷ）中
各门丰度相对均匀，但蟹单作水体（ＤＷ）中拟杆
菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）相对比例较高，且除拟杆菌门
外的４个门丰度均是低于稻蟹共作。ＡＷ中放线
菌门 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）占 ８．０６％、拟 杆 菌 门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） 占 ２７．５４％、蓝 藻 细 菌

（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） 占 ２６．４９％、变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 占 ３２．３４％、疣 微 菌 门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）占 ３．３４％，ＤＷ 中放线菌门
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） 占 ４．０８％、拟 杆 菌 门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） 占 ６９．８０％、蓝 藻 细 菌

（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） 占 １１．６０％、变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 占 １１．５６％、疣 微 菌 门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）占１．０１％（图２）。

图２　两种模式下菌群的组成与相对丰度
Ｆｉｇ．２　Ｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｓｏｆｔｈｅｄｏｍｉｎａｎｔｐｈｙｌａ
ｉｎｗａｔｅｒ，ｓｅｄｉｍｅｎｔａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓａｍｐｌｅｓｕｎｄｅｒ
ｒｉｃｅｃｒａｂｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｃｒａｂｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｍｏｄｅｌｓ

　　在稻蟹共作土壤（ＡＳ）与蟹单作土壤（ＤＳ）中
大于１％的优势菌门是相同的１６个门，仅丰度略
有差异。ＡＳ中广古菌门（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）丰度为
１．１５％、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）为１２．６０％、放
线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）为 １．２５％、拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）为５．３１％、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）
为３．４９％、厚壁菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）为３．４２％、
候选 分 类 ＧＮ０４为 １．０７％、芽 单 胞 菌 门
（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）为 ４．２８％、候选分类 ＮＣ１０
为 ２．０４％、硝 化 螺 旋 菌 门 （Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）为
１３．２６％、候选分类 ＯＤ１为 ３．１４％、浮霉菌门
（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ） 为 ７．５０％、变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为 ２９．５６％、螺 旋 体 菌 门
（Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ） 为 １． １３％、 疣 微 菌 门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）为３．３５％和候选分类 ＷＳ３为
３．５７％；ＤＳ中广古菌门（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）丰度为
１．３９％、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）为 １６．４８％、放
线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）为 １．０７％、拟杆菌门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）为４．３３％、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）
为３．０８％、厚壁菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）为３．６７％、
候选 分 类 ＧＮ０４为 １．３９％、芽 单 胞 菌 门
（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）为 ４．６７％、候选分类 ＮＣ１０
为 １．４７％、硝 化 螺 旋 菌 门 （Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）为
１０．０９％、候选分类 ＯＤ１为 ２．９６％、浮霉菌门
（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）为 １０．８８％、变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为 ２５．６６％、螺 旋 体 菌 门
（Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ） 为 １． ０８％、 疣 微 菌 门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）为３．４５％和候选分类 ＷＳ３为
５．４０％。
２．３　两种模式下有显著差异的门和属

肠道中具有显著差异的菌门是酸杆菌门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和互养菌门（Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅｓ），稻蟹
共作组丰度显著低于蟹单作组（Ｐ＜０．０５），是小
于１％的非优势菌门。在属的分类单元上，两种
模式下具有显著差异的有１４个属，其中具有极
显著 的 为 矮 椰 子 属 （Ｄｏｒｅａ）和 红 杆 菌 属
（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ）。

在水体中，两种模式下差异显著的菌门有４
个（Ｐ＜０．０５），分别是拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、
蓝 细 菌 门 （Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、芽 单 胞 菌 门
（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）和 Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ菌门，其
中拟杆菌门和蓝细菌门是优势菌门，相对丰度大

于１％。除拟杆菌（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）门是 ＡＷ显著
低于ＤＷ，其余３个门是ＡＷ显著高于ＤＷ。在属
的分类单元上，ＤＷ与ＡＷ间具有显著差异的有
１８个属。其中具有极显著差异的是 Ｓｅｇｅｔｉｂａｃｔｅｒ、
柄 杆 菌 属 （Ｃａｕｌｏｂａｃｔｅｒ）和 甲 基 暖 菌 属
（Ｍｅｔｈｙｌｏｃａｌｄｕｍ）。

５８６



上 海 海 洋 大 学 学 报 ２６卷

底泥中具有显著差异的菌门只有浮霉菌门

（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ），ＡＳ显著低于 ＤＳ。在菌属上，
ＤＳ与ＡＳ间具有显著差的有１３个属。其中具有

极显著差异的有 Ｒｈｏｄｏｃｙｔｏｐｈａｇａ、土微菌属
（Ｐｅｄｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ）、Ｄｅｃｈｌｏｒｏｍｏｎａｓ。

表３　稻蟹共作和蟹单作模式下有显著差异的门和属
Ｔａｂ．３　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｍｉｃｒｏｂｉｏｔａａｔｔｈｅｐｈｙｌｕｍａｎｄｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌｉｎｒｉｃｅｃｒａｂ

ｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｃｒａｂｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｍｏｄｅｌｓ
样品

Ｓａｍｐｌｅ
门

Ｐｈｙｌｕｍ
属

Ｇｅｎｕｓ

ＡＴ＞ＤＴ Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ，Ｍｙｒｏｉｄｅｓ，Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ，Ｄｏｒｅａ，Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ，Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ，
Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ，Ｌｅｐｔｏｔｈｒｉｘ

ＡＴ＜ＤＴ
Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ，
Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅｓ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ，Ａｄｈａｅｒｉｂａｃｔｅｒ，Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ，Ｌｕｔｅｏｌｉｂａｃｔｅｒ

ＡＷ＞ＤＷ
Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ，
Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，
Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ

Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ，Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ．Ａｑｕｉｌｕｎａ，Ｃｌａｖｉｂａｃｔｅｒ，Ｆｕｓｉｂａｃｔｅｒ，Ｃａｕｌｏｂａｃｔｅｒ，Ｍｙｃｏｐｌａｎａ，Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ，
Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘ， Ｈｙｄｒｏｇｅｎｏｐｈａｇａ， Ｌｅｐｔｏｔｈｒｉｘ， Ｌｉｍｎｏｈａｂｉｔａｎｓ， Ｐｏｌａｒｏｍｏｎａｓ， Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｂａｃｔｅｒ，
Ｍｅｔｈｙｌｏｃａｌｄｕｍ

ＡＷ＜ＤＷ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，Ｓｅｇｅｔｉｂａｃｔｅｒ，Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ，Ｏｐｉｔｕｔｕｓ
ＡＳ＞ＤＳ Ｃｌａｖｉｂａｃｔｅｒ，Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ，Ｒｈｏｄｏｃｙｔｏｐｈａｇａ，Ｃａｕｌｏｂａｃｔｅｒ，Ｒａｌｓｔｏｎｉａ，Ｈａｌｏｍｏｎａｓ，Ｐｓｙｃｈｒｏｂａｃｔｅｒ
ＡＳ＜ＤＳ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ，Ｐｅｄｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ，Ｄｅｃｈｌｏｒｏｍｏｎａｓ，Ｐｌｅｓｉｏｃｙｓｔｉｓ，Ｓｔｅｒｏｉｄｏｂａｃｔｅｒ

注：代表极显著的差异（Ｐ＜０．０１）
Ｎｏｔｅ： ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｅｘｔｒｅｍｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）

２．４　两种养殖模式与野生型和养殖型河蟹肠道
细菌群落比较

据 已 有 研 究 发 现，金 黄 杆 菌 属

（Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、红育菌属（Ｒｈｏｄｏｆｅｒａｘ）、弧菌
属（Ｖｉｂｒｉｏ）、束缚杆菌属（Ｈａｌｉｓｃｏｍｅｎｏｂａｃｔｅｒ）只在
养殖 型 河 蟹 中 发 现，而 鞘 氨 醇 杆 菌 属

（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、热单胞菌属（Ｔｈｅｒｍｏｍｏｎａｓ）、

假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）只在长江野生中发现，
拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）的丰度在养殖型河蟹中是
长江野生的４倍［１２］。而本实验中拟杆菌属的丰

度在ＤＴ中约是ＡＴ中的３．５倍，以上指示养殖型
的菌属丰度均是ＤＴ高于ＡＴ，指示野生型的菌属
丰度均是 ＡＴ高于 ＤＴ（图３，以 ＡＴ和 ＤＴ之和为
１００％）。

图３　两种模式下指示野生型和养殖型的河蟹肠道菌属
Ｆｉｇ．３　Ｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｏｍｉｎａｎｔｇｅｎｅｒａｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄ

ｐｏｎｄｒａｉｓｅｄｔｙｐｅｕｎｄｅｒｒｉｃｅｃｒａｂｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｃｒａｂｍｏｎｏｃｕｌｔｕｒｅｍｏｄｅｌｓ

６８６



５期 成永旭，等：稻蟹共作与蟹单作模式下中华绒螯蟹肠道及养殖环境细菌群落组成比较

３　讨论

３．１　水体中细菌群落的变化
蓝藻细菌（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）在 ＡＷ 中丰度

（２６．４９％）显著高于ＤＷ中丰度（１１．６０％），适量
的蓝藻适合水产养殖，但大量的繁殖会造成严重

的经济损失［２１］。相对较高的蓝藻丰度并不代表

其绝对量很高，因水华发生常伴有溶解氧的降

低，但养殖期间两种模式下溶解氧正常，并无显

著差异。李琳琳［２２］研究发现在水体的蓝藻降解

过程中，蓝藻降解前期细菌优势种数量少，部分

细菌种属，如红杆菌属（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ）和红长命菌
属（Ｒｕｂｒｉｖｉｖａｘ）大量增殖，与本实验ＡＷ的水体蓝
藻丰度高，红杆菌属和红长命菌属也高结果一

致。当前水产养殖常用的益生菌中光合细菌包

括红假单胞菌属、红杆菌属、红长命菌属、鹤螺菌

属的一些种类［２３］，此角度看稻蟹共作模式可能要

优于蟹单作。

两种模式下差异最大的是拟杆菌门，稻蟹共

作中为２７．５４％，蟹单作中为６９．８０％，与肠道中
的趋 势 相 同。拟 杆 菌 门 中 的 黄 杆 菌 属

（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）具有反硝化功能［２４］，在厌氧环

境下以硝酸盐作为电子受体进行无氧呼吸，黄杆

菌属在生活污水处理［２５］、湿地处理海水养殖废

水［２６］、生物膜反应器中氮的去除中［２７］大量存在

或是主要类群，其中个别种是中华绒螯蟹的致病

菌，如产吲哚黄杆菌（Ｆ．ｉｎｄｏｌｏｇｅｎｅｓ）［２８］。在本研
究中，蟹单作水体中的黄杆菌属丰度（４５．９７％）
显著高于稻蟹共作水体中的丰度（２３．９９％）。在
贝类养殖环境研究发现可以利用反硝化细菌的

丰度指示环境中硝酸盐的浓度，反硝化细菌、氨

化细菌均与异养细菌在数量上呈正相关［２９］，因此

推测与蟹单作水体中的硝酸盐和有机质丰富有

关。另外，黄杆菌属的溶藻能力［３０］，对藻类的大

量生长有一定的抑制作用，这也与本研究中 ＤＷ
中蓝藻丰度低于ＡＷ的结果相对应。
３．２　底泥中细菌群落的变化

浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）在稻蟹共作底泥
（ＡＳ）中的丰度为８．３３％，显著低于蟹单作底泥
（ＤＳ）中的 １２．５３％，在肠道中也是共作低于单
作。该门细菌多出现在厌氧的环境中，并发现了

许多厌氧氨氧化细菌［３１］。蟹单作由于没有水稻

对营养物质的吸收和水稻的通气组织通气，底泥

的缺氧程度高于稻蟹共作组，使浮霉菌门

（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）细菌丰度增加。
硝化螺旋菌属（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａ）细菌通过耗氧将

亚硝酸盐转化为硝酸盐，可在低溶氧的环境中大

量存在［３２］，在养殖池塘的硝化细菌中都发现了大

量的硝化螺旋菌属细菌［３３３４］。水稻田中根际是

硝化和反硝化的主要场所［３５］，由于水稻通气组织

的存在，加快了这一转化步骤。而蟹单作（即常

规养殖）条件下的底泥较稻蟹共作有更多的营养

残留，导致亚硝酸盐浓度的升高，因此也造成蟹

单作底泥中硝化螺旋菌属丰度显著高于稻蟹共

作组。因此以上两类细菌在蟹单作组具有很高

的丰度可能均与其底泥相对较低的溶氧有关。

３．３　肠道中细菌群落变化
在两种模式下肠道中的最高丰度菌门均是

柔膜菌门（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ），本研究稻蟹共作组中丰
度为５４．９６％，蟹单作组中为４２．８８％。ＬＩ等［１２］

对河蟹肠道细菌研究中发现克隆文库中９０％ ～
９５％的种系型（ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ）属于变形菌门和拟杆
菌门。狄盼盼［１３］关于河蟹肠道的研究发现克隆

文 库 中 主 要 是 占 ３５．５％ 的 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、占 ３２．６％ 的 拟 杆 菌 门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和 占 ３１．２％ 的 厚 壁 菌 门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ），认为这 ３个菌门是优势菌门。而
ＣＨＥＮ等［１１］采用高通量测序对成蟹肠道细菌研

究发现河蟹肠道中柔膜菌门占比５３．３％。以上
研究均采用的是成蟹肠道，推测柔膜菌门的丰度

差异可能主要是由实验方法不同造成的，克隆文

库技术可能过高地估计了除柔膜菌门外其它细

菌的丰度。

拟杆菌门在稻蟹共作中占５．７８％，蟹单作中
占１７．２２％，变形菌门在共作中为２１．７４％，单作
中为１２．０７％，与ＬＩ等［１２］的拟杆菌丰度在野生河

蟹低于养殖河蟹，变形菌则野生高于养殖河蟹结

果对比发现，在稻蟹共作河蟹肠道中这两个菌门

与野生河蟹肠道中的趋势相同。在比较共作与

单作两组间的 β多样性时，两组明显分开，共作
组内样本差异低于单作，这说明单作模式的河蟹

个体间细菌差异较大，稻蟹共作模式河蟹个体间

肠道微生物的差异较小，这也与 ＬＩ等［１２］研究中

养殖河蟹肠道比野生河蟹肠道有更高的组内个

体差异相同。

ＡＴ中的厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）比 ＤＴ高，分

７８６



上 海 海 洋 大 学 学 报 ２６卷

别为１３．７３％和６．７６％，ＴＵＲＮＢＡＵＧＨ等［３６］发现

厚壁菌门可能与促进宿主吸收营养物质的功能

有关，已有研究发现肠道低丰度的拟杆菌门和高

丰度的厚壁菌门能够使人和小鼠变得肥胖［３７］，而

本实验中的稻蟹共作是拟杆菌门占５．７８％、厚壁
菌门占１３．７３％，蟹单作拟杆菌门占１７．２２％、厚
壁菌门占６．７６％，因此从拟杆菌门和厚壁菌门的
比例来看，稻蟹共作模式下的肠道细菌构成可能

更有利于河蟹对营养物质的吸收。

分支杆菌属（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）在 ＡＴ中丰度显
著低于ＤＴ。ＥＩＳＳＡ等［３８］在急性大量死亡的石斑

鱼肝脏中，ＭＡＵＲＩＬＩＯ等［３９］在墨西哥大量的死亡

罗非鱼中检测到了分支杆菌属细菌，分支杆菌属

中的一些种类如 Ｍ．ｆｏｒｔｕｉｔｕｍ和 Ｍ．ｍａｒｉｎｕｍ，多
与水产动物疾病爆发有关。因此推测稻蟹共作

的模式可能更有利于河蟹的养殖环境的生态健

康。

综上，稻蟹共作模式下养殖河蟹的肠道微生

物群落构成与单作相比更接近野生型，其构成特

点也反映出养殖环境优于单作模式，可能更有利

于河蟹的生长。
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