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摘  要 

本研究旨在研究底播虾夷扇贝肠道微生物多样性及其动态变化，并分离潜在益生菌应用于虾夷扇贝幼体

培育。实验用底播虾夷扇贝于2014年12月份底播，分别于2015年1月、4月和7月进行样品采集。以2216E
培养基对肠道细菌进行分离、纯化，提取DNA并通过16S rDNA测序对分离的细菌进行鉴定。结果表明所

有可培养细菌属于变形菌门、厚壁菌门和放线菌门，其中变形菌门占比78.9%，占绝对优势。属水平上，

肠道分离可培养细菌隶属于弧菌属Vibrio，Aliivibrio，希瓦氏菌属Shewanella，科迪单胞菌Kordiimonas，
假交替单胞菌属Pseudoalteromonas，假单胞菌属Pseudomonas，气单胞菌属Aeromonas，海洋居住菌

属Pelagicola，黑杆菌属Phaeobacter，沈氏菌属Shimia，噬琼胶菌属Agarivorans，噬冷杆菌属

Psychrobacter，海单胞菌属Marinomonas，克鲁维菌属Kluyvera，芽孢杆菌属Bacillus，漫游球菌属

Vagococcus，香味菌属Myroides，黄杆菌属Tenacibaculum和微球菌属Micrococcus。从多样性指数分

析看，1月(4.24)和4月(4.28)的Shannon多样性指数高于7月(3.96)。1月、4月和7月的Pielou指数分别

为0.97、0.97和0.95，说明三个采样日的物种分布较为均匀。Bray-Curtis和Sørensen相似性指数显示，

7月份肠道微生物菌群与1月和4月份相似性较低(分别为0.27和0.23)，随着底播时间和季节转化，底播

虾夷扇贝肠道微生物变化较大，尤其夏季(7月份)与春季(4月份)和冬季(1月份)差异较大。 
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Abstract 
The aim of the study was to examine the bacterial community associated with the intestine of 
Yesso scallop (Patinopecten yessoensis), and to isolate potential probiotics for juvenile culture of 
Yesso scallop. The scallops were bottom sowing in December 2014 and samples were collected in 
January, April and July 2015. Polymerase chain reaction and partial 16S rDNA sequencing were 
performed on DNA from bacteria cultivated on Zobell 2216E medium. The results showed that all 
the isolates were classified into Proteobacteria, Firmicutes and Actinobacteria, with the dominant 
Phylum of culturable intestinal microbiota being Proteobacteria (78.9%). At the genus level, Vi-
brio, Aliivibrio, Shewanella, Kordiimonas, Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Aeromonas, Pelagico-
la, Phaeobacter, Shimia, Agarivorans, Psychrobacter, Marinomonas, Kluyvera, Bacillus, Vagococcus, 
Myroides, Tenacibaculum and Micrococcus were isolated from the intestine. Shannon diversity in-
dex in January (4.24) and April (4.28) was higher than that in July (3.96). The Pielou index in Jan-
uary, April and July was 0.97, 0.97 and 0.95, respectively, indicating that the distribution of species 
on the three sampling days was relatively uniform. The similarity index of Bray-Curtis and Søren-
sen showed that the intestinal microflora in July was less similar to that in January and April (0.27 
and 0.23, respectively), and the intestinal microflora of scallop was significantly changed with the 
time and seasonal transformation of bottom Sowing. In particular, summer (July) is different from 
spring (April) and winter (January). 
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1. 引言 

虾夷扇贝(Patinopecten yessoensis)是北黄海最重要的经济贝类之一，尤其是在长海县獐子岛，随着市

场需求的增加规模逐渐扩大，截止 2011 年增养殖面积已经达到 30 平方千米，年产量 20 万吨[1]。然而，

微生物病原引起的流行病学制约着虾夷扇贝产业的可持续发展，造成虾夷扇贝大规模的死亡，如灿烂弧

菌 Vibrio splendidus [2]和查氏弧菌 Vibriochagasii [3]。研究细菌与宿主动物健康之间的相互作用具有重要

的意义，消化道中正常的微生物群包括胃肠道发育、营养、免疫反应和抗病能力[4] [5] [6]。肠道细菌与

水生寄主动物之间可能存在几种类型的联系，如摄食的、过渡的和常驻的种群，而许多因素，如内部结

构、肠道内膜(围食膜)、饮食、寄主条件、季节等都可能影响水生无脊椎动物的肠道细菌[4]。贝类被认

为是滤食性动物，食物来源复杂，严重依赖其栖息地。不同粒径的浮游生物、颗粒状有机物、有机物碎

片和微生物可诱导扇贝产生复杂的肠道菌群[7] [8]。本研究探索了虾夷扇贝底部增殖后肠道可培养菌群的

多样性及其随时间的变化，为后续的益生菌筛选、虾夷扇贝状态评估提供研究基础。 
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2. 材料和方法 

2.1. 材料 

实验用底播虾夷扇贝于 2014 年 12 月份底播，分别于 2015 年 1 月、4 月和 7 月份进行拖网取样，每

次取样 15 个扇贝，样品标记为 M1、M4 和 M7。 

2.2. 方法 

2.2.1. 肠道获取方法 
取 15 只底播虾夷扇贝，以无菌海水冲洗贝壳表面并以 70%酒精擦拭[9]，随后进行无菌解剖，取出

整个肠道，以手术刀将肠道剪开，采用无菌生理盐水进行冲洗去除肠道内含物。将 10 只扇贝肠道合并经

称重，加入 9 倍体积(w/v)无菌生理盐水、匀浆，选取合适稀释度，取 0.01 mL 涂布于 2216E 培养基，于

20℃培养 7 天。选取可计数稀释度的培养基(菌落数在 30~300 之间)随机挑选 30 个菌落进行纯化，纯化

至单菌落以后分别于 4℃斜面保种和−80℃液体保种[10]。 

2.2.2. 细菌 DNA 的提取、PCR 扩增及序列的测定 
将纯菌株接种到 2216E 液体培养基过夜培养，采用使用土壤基因组 DNA 快速抽提试剂盒[生工生物

工程(上海)股份有限公司]提取细菌基因组 DNA。以引物 F27/R1492，对细菌 16S rRNA 基因片段进行扩

增，引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成，PCR 反应体系及反应程序参考文献。用 10 g/L 琼脂

糖凝胶电泳检测 PCR 产物是否符合目标条带。由生工生物工程(上海)股份有限公司完成 PCR 产物的测序。 

2.2.3. 数据处理和分析 
将各菌株序列在 Eztaxon (http://www.ezbiocloud.net/)公共数据库中进行检索和同源性比对，从结果中

取相似性最高的序列，采用 Mega 5.0 进行统计和聚类分析采用邻接法获得分子系统树，并通过自举分析 
(boostrap)进行置信度检测，自举数据集为 1000 次[11]。为比较底播之后不同时间虾夷扇贝肠道可培养细

菌多样性，计算 Shannon’s 指数[12]、Pielou’s 指数[13]、Bray-Curtis 指数[14]和 Sorensen 指数[15]。 

3. 结果与分析 

按照相似性大于 99%作为同一个种的原则[16]，从底播虾夷扇贝肠道中分离得到 90 株细菌鉴定为 37
个种(表 1)。发育树(图 1)显示 37 个具有代表性的分离株进化关系密切。所有可培养细菌属于 4 门：变形

菌门、厚壁菌门、拟杆菌门和放线菌门；5 纲：α-变形菌纲、γ-变形菌纲、芽孢杆菌纲、黄杆菌纲和放线

菌纲；12 目：弧菌目、交替单胞菌目、柄杆菌目、假单胞菌目、气单胞菌目、红杆菌目、海洋螺菌目、

肠杆菌目、芽孢杆菌目、乳杆菌目、黄杆菌目、微球菌目；16 科：弧菌科、希瓦氏菌科、科迪单胞菌科、

假交替单胞菌科、假单胞菌科、交替单胞菌科、气单胞菌科、红杆菌科、噬琼胶菌科、莫拉氏菌科、海 
 

Table 1. Representative 16S rDNA sequences of cultured microbiota isolated from the intestine of Yesso scallop 
表 1. 肠道可培养细菌 16S rDNA 比对结果 

Phylogenetic group Isolate 
code Closest strain Identity 

(%) 
No. of strains 

Jan. Apr. Jul. 

Proteobacteria       

Vibrionaceae T1 Vibrio toranzoniae Vb 10.8(T); HE978310 98.5   1 

 T2 Vibrio atlanticus Vb 11.11(T); EF599163 99.2 1 2 2 

 T3 Vibrio pomeroyi LMG 20537(T); AJ491290 99.9   1 
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Continued 

 T4 Vibrio cyclitrophicus P-2P44(T); X74710 99.2 1   

 T5 Vibrio mediterranei CIP 103203(T); U57919 99.3 1 1 1 

 T6 Vibrio tasmaniensis LMG 21574(T); AJ514912 99.6   1 

 T7 Vibrio scophthalmi LMG 19158(T); AFWE01000105 99.1 2 2  

 T8 Vibrio crassostreae CAIM 1405(T); EF094887 99.5   2 

 T9 Vibrio owensii DY05(T); GU018180 99.4 1 2  

 T10 Vibrio artabrorum Vb 11.8(T); EF599164 99.2  2  

 T11 Vibrio gigantis CAIM 25(T); EF094888 99.1   1 

 T12 Vibrio tapetis CECT 4600(T);Y08430 99.7  2  

 T13 Aliivibrio fischeri ATCC 7744(T); X74702 98.2 1   

Shewanellaceae T14 Shewanella aquimarina SW-120(T); AY485225 98.6  3  

 T15 Shewanella japonica KMM 3299(T); AF145921 99.7 2  1 

Kordiimonadaceae T16 Kordiimonas aquimaris MEBiC06554(T); GU289640 99.4   2 

Pseudoalteromonadaceae T17 Pseudoalteromonas espejiana NCIMB 2127(T); X82143 99.9 2 2  

 T18 Pseudoalteromonas shioyasakiensis SE3(T); AB720724 99.0 1  1 

Pseudomonadaceae T19 Pseudomonas marincola KMM 3042(T); AB301071 99.5 2 2  

Alteromonadaceae T20 Alteromonas simiduii BCRC 17572(T); DQ836766 99.2   2 

Aeromonadaceae T21 Aeromonas media ATCC 33907(T); X74679 99.2 2   

Rhodobacteraceae T22 Pelagicola litoralis CL-ES2(T); EF192392 98.6   1 

 T23 Pelagicola litoralis CL-ES2(T); EF192392 99.4  2  

 T24 Phaeobacter leonis 306(T); HE661585 99.8 1  2 

 T25 Shimia isoporae SW6(T); FJ976449 99.1   1 

Agarivorans_f T26 Agarivorans gilvus WH0801(T); GQ200591 98.8 1 1 2 

Moraxellaceae T27 Psychrobacter pulmonis CECT 5989(T); AJ437696 99.9  1 1 

Oceanospirillaceae T28 Marinomonas alcarazii IVIA-Po-14b(T); EU188442 99.4 2 2  

Enterobacteriaceae T29 Kluyvera intermedia ATCC 33110(T); AF310217 99.1 2 1 1 

Firmicutes       

Bacillaceae T30 Bacillus methylotrophicus CBMB205(T); EU194897 99.0 2 1  

 T31 Bacillus vietnamensis 15-1(T); AB099708 99.7 1  1 

 T32 Bacillus firmus NCIMB 9366(T); X60616 99.6  1 2 

 T33 Bacillus anthracis ATCC 14578(T); AB190217 100 1   

Enterococcaceae T34 Vagococcus fluvialis CCUG 32704(T); Y18098 98.0 1 1 1 

Bacteroidetes       

Flavobacteriaceae 
 

T35 
T36 

Myroides marinus JS-08(T); GQ857652 
Tenacibaculum gallaicum A37.1(T); AM746477 

99.0 
99.2 

1 
2 2 1 

Actinobacteria       

Micrococcaceae T37 Micrococcus aloeverae AE-6(T); KF524364 99.0   2 
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Figure 1. Neighbor-joining phylogenetic tree showing the relationships of 16S rRNA gene sequences retrieved from the 
intestines of Yesso scallop 
图 1. 底播虾夷扇贝肠道细菌系统发育树分析 

 

洋螺菌科、肠杆菌科、芽孢杆菌科、黄杆菌科、肠球菌科、微球菌科；19 属：弧菌属，Aliivibrio，希瓦

氏菌属，科迪单胞菌，假交替单胞菌属，假单胞菌属，气单胞菌属，海洋居住菌属，黑杆菌属，沈氏菌

属，噬琼胶菌属，噬冷杆菌属，海单胞菌属，克鲁维菌属，芽孢杆菌属，漫游球菌属，香味菌属，黄杆

菌属和微球菌属。 
从门水平看(图 2)，变形菌门占比 78.9%，占绝对优势，其中放线菌门只有在 M7 样品中出现。 
 

 
Figure 2. Culturable intestinal microbiota of Yesso scallop (at the 
class level) 
图 2. 虾夷扇贝肠道可培养细菌(门水平) 
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从属水平上看(图 3)，弧菌属 Vibrio (28/90)占 31.1%，占绝对优势，其次为芽孢杆菌属 Bacillus (9/90)
占比 10%，希瓦氏菌属 Shewanella 和假交替单胞菌属 Pseudoalteromonas (5/90)均占比 5.56%，其余均属

占比均低于 5%。从底播后不同时间段看，1 月份肠道微生物中弧菌占比(26.67%)低于 4 月份(36.67%)和 7
月份(30%)，而 1 月份肠道微生物中假交替单胞菌占比(10%)高于 4 月份(3.33%)和 7 月份(3.33%)。而

Aliivibrio 和气单胞菌 Aeromonas 仅在 1 月份虾夷扇贝肠道分离得到，沈氏菌属 Shimia 和微球菌属

Micrococcus 仅在 7 月份虾夷扇贝肠道分离得到。从多样性指数分析看，1 月(4.24)和 4 月(4.28)的 Shannon
多样性指数高于 7 月(3.96)。1 月、4 月和 7 月的 Pielou 指数分别为 0.97、0.97 和 0.95，说明三个采样日

的物种分布较为均匀。Bray-Curtis 和 Sørensen 相似性指数显示，7 月份肠道微生物菌群与 1 月和 4 月份

相似性较低(分别为 0.27 和 0.23)。 
 

 
Figure 3. Culturable intestinal microbiota of Yesso scallop sampled in different stages (at genus level) 
图 3. 不同时期虾夷扇贝底播虾夷扇贝肠道可培养细菌(属水平) 

4. 讨论 

本研究表明底播虾夷扇贝肠道微生物主要隶属于变形菌门、厚壁菌门、拟杆菌门和放线菌门，并且

变形菌门占比 78.9%占绝对优势，与栉孔扇贝消化盲囊细菌组成一致[17]。从属水平上看，弧菌属占 31.1%，

占绝对优势，丁君等[18]利用于 454 焦磷酸测序分析虾夷扇贝外套膜菌群多样性，弧菌属占比 26.3%，可

以看出弧菌属在虾夷扇贝体内是常驻优势菌。而关于栉孔扇贝消化盲囊的研究中同样表明弧菌属为其优

势菌[19]。然而，弧菌的存在已被普遍认为是双壳类幼虫培养的致死因子，同时脓胞病等引起的大量死亡

主要是由于弧菌的存在[2] [3]。除了弧菌属，希瓦氏菌属、假交替单胞菌属、假单胞菌属、微球菌属、噬

冷杆菌属和漫游球菌属都曾在虾夷扇贝体内分离得到[18] [19] [20]。而科迪单胞菌，海洋居住菌属，黑杆

菌属，沈氏菌属，噬琼胶菌属，噬冷杆菌属，海单胞菌属，克鲁维菌属，漫香味菌属，黄杆菌属之前未

在虾夷扇贝机体中分离得到。 
本研究对肠道细菌多样性进行了分析，底播后不同时间肠道细菌 Shannon 指数在 3.96~4.28 之间，丁
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君等[18]利用于 454 焦磷酸测序分析虾夷扇贝外套膜细菌 Shannon 指数为 3.31，Shannon 指数的差异可能

受实验方法和组织差别影响。Bray-Curtis 和 Sorensen 相似性指数表明底播虾夷扇贝随着底播时间肠道微

生物菌群相似性低，因为胃肠道中的一些微生物群被认为是短暂的(外来的)，而另一些(本地的)是作为与

肠粘膜相关的已建立菌群的成员而存在的[16]。不同粒径的浮游生物、颗粒状有机物、有机物碎片和微生

物也可诱导形成复杂的肠道菌群[7] [8]。 
本研究采用传统培养基分离方法分离底播虾夷扇贝肠道微细菌分析其微生物多样性，其中气单胞菌、

芽孢杆菌、假交替单胞菌和假单胞菌也被作为益生菌应用于双壳贝类的苗种繁育过程[21] [22] [23]。而本

文利用保种细菌进行产酶和拮抗病原分析为后续虾夷扇贝育苗提供依据和基础。 

5. 结论 

本研究探索了虾夷扇贝底部增殖后肠道可培养菌群的多样性及其随时间的变化，为后续的益生菌筛

选、虾夷扇贝状态评估提供研究基础。 
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