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研究报告 

小龙虾肠道细菌群落多样性及产蛋白酶细菌的筛选 

邓祥宜*  李婵娟  李璐  李池茜  张涵池  李佳鑫 
武汉设计工程学院食品与生物科技学院  湖北 武汉  430205 

摘  要：【背景】养殖动物对饲料的消化利用往往与肠道菌群密切相关。【目的】揭示小龙虾肠道

细菌群落组成，并从小龙虾肠道筛选产蛋白酶细菌。【方法】在 Illumina MiSeq PE300 平台对细菌

16S rRNA 基因 V3−V4 区进行高通量测序，分析小龙虾肠道细菌群落多样性；通过酪蛋白平板法

筛选产蛋白酶细菌并进行分子生物学鉴定。【结果】小龙虾肠道细菌优势门包括变形菌门、软壁菌

门、厚壁菌门、拟杆菌门等 4 个门，累计占比为 98.53%；优势属包括柠檬酸杆菌属、支原体科

Candidatus_Bacilloplasma 暂定属、哈夫尼菌属、肠球菌属、拟杆菌属、梭菌科未分类属、希瓦氏

菌属等 7 个属，累计占比为 91.67%。通过酪蛋白平板法筛选的产蛋白酶细菌来自哈夫尼菌属、柠

檬酸杆菌属、克雷伯氏菌属和芽孢杆菌属。【结论】小龙虾肠道细菌核心类群在蛋白质消化利用中发

挥了重要作用。 

关键词：小龙虾(克氏原螯虾)，肠道微生物，细菌群落，多样性，产蛋白酶细菌，筛选 

Diversity of bacterial community and screening of protease producing 
bacteria in red swamp crayfish (Procambarus clarkii) intestine 
DENG Xiangyi*  LI Chanjuan  LI Lu  LI Chixi  ZHANG Hanchi  LI Jiaxin 

College of Food & Biological Science and Technology, Wuhan Institute of Design and Sciences, Wuhan,  
Hubei 430205, China 

Abstract: [Background] The digestion and utilization of feed by cultured animals are often closely related 
to intestinal microbiota. [Objective] The composition of intestinal bacterial community of red swamp 
crayfish (Procambarus clarkii) was studied, and protease producing bacteria was screened from the intestinal 
tract of red swamp crayfish. [Methods] The bacterial community diversity in crayfish intestinal tract was 
analyzed by sequencing the bacterial 16S rRNA gene V3−V4 region on Illumina MiSeq PE300 platform, and 
the protease producing bacteria were screened by casein plate method and identified by molecular biology 
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methods. [Results] The most prevalent bacterial phyla were Proteobacteria, Tenericutes, Firmicutes and 
Bacteroidetes in crayfish intestinal tract, accounting for 98.53% in total. There were 7 prevalent genera of 
Citrobacter, Candidatus_ Bacilloplasma, Hafnia, Enterococcus, Bacteroides, unclassified_f_Clostridiaceae 
and Shewanella, accounting for 91.67% in total. The protease producing bacteria screened by casein plate 
method belonged to Hafnia, Citrobacter, Klebsiella and Bacillus. [Conclusion] The core groups of bacteria 
in red swamp crayfish intestinal tract played an important role in protein digestion and utilization. 

Keywords: red swamp crayfish (Procambarus clarkii), intestinal microbiota, bacterial community, 
diversity, protease producing bacteria, screening 
 

近 年 来 ， 我 国 小 龙 虾 ( 学 名 ： Procambarus 

clarkii，克氏原螯虾)养殖发展迅猛。2016 年，我

国已成为世界最大的小龙虾生产国，其中湖北省小

龙虾产量占全国的一半。根据中国小龙虾产业发展

报告(2018)，2017 年中国小龙虾全社会经济总产值

约 2 685 亿元，比 2016 年增长 83.15%，我国小龙

虾呈现供销两旺的良好局面[1]。 

小龙虾养殖规模持续上升，市售小龙虾主要来

自人工饲养，野外捕捞量占比逐年下降。小龙虾养

殖中，饲料的蛋白质含量在 26%−40%，远高于

20%，属于蛋白质饲料[2]，其价格往往高于粗饲料、

青饲料、能量饲料等。不同蛋白源饲料的养殖效果

存在明显差异[3]，饲料中蛋白质的利用率也有待提

高，而养殖动物对饲料的消化利用往往与肠道菌群

密切相关。 

由于绝大部分(99%以上)微生物无法在人工条

件下进行纯培养，因此传统分离培养法不能全面了

解肠道微生物群落信息[4]，而针对细菌群落宏基因

组中 16S rRNA 基因序列分析的方法(免培养法)能

更全面地了解细菌群落的组成，但 16S rRNA 基因

克 隆 文 库 测 序 、 变 性 梯 度 凝 胶 电 泳 (Denatured 

Gradient Gel Electrophoresis，DGGE)等常规技术只

能检测少数优势种类，如李玉宏等研究工厂化养殖

凡纳滨对虾肠道微生物群落组成，采用 RPLF 谱型

只鉴定出 13 个类别，利用 DGGE 鉴定出 21 个类  

别[5]。近年来，高通量测序技术飞速发展，突破了

这种局限，能获得更全面更可信的结果[6-7]。目前，

通过高通量测序技术对肠道微生物群落开展研究的

虾类主要有凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)[8-11]、

罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)[12]和小龙虾 

(P. clarkii)[13-15]等。对于小龙虾肠道菌群的研究，

材料主要来自实验室养殖条件且多为哈尔滨市场

购买的成虾；湖北养殖产量占全国的半壁江山，湖

北小龙虾肠道微生物群落组成有待揭示。 

本文以养殖塘的小龙虾为材料，利用高通量测

序技术研究小龙虾肠道细菌群落组成，通过与相关

研究比较，分析小龙虾肠道细菌群落的核心类群；

同时从虾肠道内容物中筛选和鉴定产蛋白酶细菌，

以期为开发小龙虾养殖微生态制剂或饲用蛋白酶

制剂作铺垫。 

1  材料与方法 

1.1  样品 

鲜活小龙虾(20−30 g) 20 多只，用地笼从本校

小龙虾养殖实验塘捕获(用扶龙牌龙虾饲料投喂，养

殖塘 2 个月内未使用任何微生物制剂或其他药物)。 

1.2  主要试剂和仪器及培养基 

土壤 DNA 快速提取试剂盒，MP Bio medicals

公司；TransStart FastPfu DNA 聚合酶，北京全式

金生物公司；DNA 凝胶回收试剂盒，Axygen 公

司；MiSeq 文库构建试剂盒，Illumina 公司；革兰

氏染色液试剂盒，海博生物技术有限公司。PCR

仪，ABI 公司；蓝色荧光定量系统，Promega 公

司；普通生物显微镜，Leica 公司；Illumina MiSeq

测序平台，Illumina 公司。 

含 1%酪蛋白的 1/5 LB 固体培养基(g/L)：酪蛋

白 10.00，胰蛋白胨 2.00，酵母抽提物 1.00，NaCl 

2.00，琼脂粉 15.00，pH 7.0。 

含 1%酪蛋白的 SY 固体培养基(g/L)：酪蛋白
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10.00，可溶性淀粉 2.00，酵母抽提物 1.00，KH2PO4 

0.20，MgSO4 0.05，琼脂粉 15.00，pH 7.0。 

1.3  方法 

1.3.1  肠道内容物取样方法 

将捕获的小龙虾(12 只)去附肢，75%酒精浸泡

15 min，2.5% NaClO 浸泡 15−20 min，移入超净工

作台，无菌水漂洗 4 次(每次 5 min)；无菌操作下

解剖小龙虾，取出整个肠道，无菌生理盐水中漂洗

3 次，用镊子将肠道内容物挤出；将所有肠道内容

物混合后转移到灭菌的 5 mL 离心管中，在−80 °C

冰箱冻存，用于后续细菌群落多样性(高通量测序)

的研究。 

1.3.2  微生物基因组 DNA 的提取及高通量测序 

用土壤 DNA 快速提取试剂盒提取总 DNA，

经电泳检测后(加干冰)送往上海美吉生物医药科

技有限公司，进行细菌 16S rRNA 基因 V3−V4 区

的 PCR 扩增，引物为 338F (5′-ACTCCTACGGGAG 

GCAGCAG-3′)和 806R (5′-GGACTACHVGGGTW 

TCTAAT-3′)。PCR 反应体系(20 μL)：5×Fast Pfu 

Buffer 4 µL，dNTPs (2.5 mmol/L) 2 µL，引物 338F 

(5 µmol/L) 0.8 µL，引物 806R (5 µmol/L) 0.8 µL，

Fast Pfu Polymerase (2.5 U/μL) 0.4 µL，模板 DNA 

10 ng，超纯水补足 20 μL。PCR 反应条件：95 °C   

3 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 45 s，27 个

循环；72 °C 10 min；10 °C 保存。PCR 产物经电

泳、回收、定量后进行 Illumina MiSeq 测序[16]。 

1.3.3  高通量测序结果分析 

MiSeq 高通量测序结果借助美吉生物云平

台进行分析，主要分析流程为：将测序原始序列

拼 接 和 质 控 后 进 行 操 作 分 类 单 元 (Operational 

Taxonomic Units，OTU)聚类分析，OTU 分析使用

USEARCH 平台(V7.0，http://drive5.com/uparse/)，

相似性在 97%以上的序列聚为一类；选择 OTU 代

表序列比对 Silva 数据库(Release132，http://www. 

arb-silva.de)进行物种分类学分析；在 OTU 水平进

行 α 多样性分析；基于分类学信息，在不同分类

学水平上进行群落结构统计分析；使用 Excel 软件

作图。 

1.3.4  虾肠道产蛋白酶微生物的筛选 

按 1.3.1 中方法取虾肠道内容物(10 只)并混

合，用无菌生理盐水分散均匀并进行梯度稀释，

取 10−4、10−5、10−6、10−7、10−8 涂布在含 1%酪蛋

白的 1/5 LB 平板和 SY 平板，每个梯度 5 皿，其

中 3 皿有氧培养(菌株编号中用“+”表示)、2 皿厌氧

培养(燃烛法，菌株编号中用“−”表示)，培养温度

30 °C。另做空白平行 2 皿(生理盐水代替菌悬液)，

验证无菌操作。 

从涂布的平板挑选单菌落进行划线分离，

30 °C 培养；将划线纯化后菌株接种于酪蛋白平板

(1/5 LB+1%酪蛋白)，30 °C 培养 2 d，观察酪蛋白平

板上的水解圈，选取水解圈较大的菌株进行鉴定。 

1.3.5  产蛋白酶菌株的鉴定 

用革兰氏染色试剂盒对菌株进行染色观察，同

时提取细菌总 DNA 用于菌株的分子生物学鉴定[17]。

以 P1 (5′-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 P2 

(5′-GCCCCCGTCAATTCCTTTGAG-3′)为引物 PCR

扩增 16S rRNA 基因，片段长度约 900 bp。反应体

系(50 μL)：10× Fast Pfu Buffer 5.0 µL，dNTPs   

(10 mmol/L) 1.0 µL，引物 P1 (5 µmol/L) 1.0 µL，

引物 P2 (5 µmol/L) 1.0 µL，Fast Pfu Polymerase  

(2.5 U/μL) 1.0 µL，模板 DNA 1.0 µL，补超纯水至

50 μL。PCR 反应条件：94 °C 4 min；94 °C 30 s，52 °C 

30 s，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 7 min；4 °C    

5 min。PCR 产物经电泳检测后送往昆泰锐(武汉)

生物技术有限责任公司测序。利用 NCBI 数据库中

的 BLASTn 比对 16S rRNA 基因序列数据库，得到

相似程度最高的序列，用 MEGA 7.0 软件构建系统

发育树[18]。 

2  结果与分析 

2.1  样本序列统计及 α多样性分析 

用高通量测序技术分析小龙虾肠道细菌群落

多样性，经质控、拼接，获得 36 185 条有效序列(细

菌 16S rRNA 基因 V3−V4 区)，长度最长 434 bp、
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最短 283 bp，平均长度 427.9 bp。细菌群落 α 多样

性指数中，Coverage 指数为 0.999 7，同时稀释曲

线上升逐渐趋于平缓(图 1)，说明测序结果覆盖度

高，能较好地反映小龙虾肠道样品中的细菌群落

组成。 

2.2  小龙虾肠道细菌群落组成分析 

在 97%的相似水平上对小龙虾肠道细菌 16S 

rRNA 基因 V3−V4 区测序结果进行 OTU 聚类分

析，共获得 98 个 OTU。对 OTU 进行分类学分析，

并在不同分类学水平上进行了统计。由于肠道细菌

的很多种类亲缘关系较近，而本次 Illumina MiSeq

测序只覆盖了 16S rRNA 基因 V3−V4 区(序列平均

长度 427.9 bp)，包含信息有限，所以很多 OTU 不

能准确鉴定到种，只能鉴定到属水平。因此，在

门(图 2A)、科(图 2B)、属(图 2C) 3 个分类学水平

上对小龙虾肠道细菌群落组成进行分析。 

小 龙 虾 肠 道 细 菌 分 布 在 变 形 菌 门

(Proteobacteria)、软壁菌门(Tenericutes)、厚壁菌

门(Firmicutes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)等 9 个门，

包括 57 个科和 83 个属。其中，变形菌门占 58.04%，

主要包括肠杆菌科(Enterobacteriaceae，54.12%)的

柠檬酸杆菌属(Citrobacter，44.28%)、哈夫尼菌属

(Hafnia，9.83%)，以及希瓦氏菌科(Shewanellaceae，

1.25%)的希瓦氏菌属(Shewanella，1.25%)；软壁菌

门占 26.84%，主要包括支原体科(Mycoplasmataceae，

26.84%)的 Candidatus_Bacilloplasma 暂定属

(26.84%)；厚壁菌门占 9.56%，主要包括肠球菌科 

 

 
 

图 1  样品稀释曲线 
Figure 1  Rarefaction curves of samples 

 
 
图 2  小龙虾肠道的微生物区系 
Figure 2  The intestinal microbiota of Procambarus 
clarkii  
注：A：细菌门水平相对丰度；B：细菌科水平相对丰度；C：

细菌属水平相对丰度 

Note: A: Relative abundance of bacteria on phylum level; B: 
Relative abundance of bacteria on family level; C: Relative 
abundance of bacteria on genus level 
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(Enterococcaceae，5.25%)的肠球菌属(Enterococcus，

5.25%)、梭菌科未分类属(Unclassified_f_Clostridiaceae，

1.95%)和丹毒丝菌科(Erysipelotrichaceae，1.42%)；

拟 杆 菌 门 占 4.09% ， 主 要 包 括 拟 杆 菌 科

(Bacteroidaceae，2.27%)的拟杆菌属(Bacteroides，

2.27%) (图 2)。 

按相对丰度>1%的细菌属定义为优势属，小

龙 虾 肠 道 细 菌 优 势 属 主 要 包 括 柠 檬 酸 杆 菌 属

(Citrobacter ， 44.28%) 、 支 原 体 科 Candidatus_ 

Bacilloplasma 暂定属(26.84%)、哈夫尼菌属(Hafnia，

9.83%)、肠球菌属(Enterococcus，5.25%)、拟杆菌

属(Bacteroides，2.27%)、梭菌科未分类属(Unclassified_ 

f_Clostridiaceae，1.95%)、希瓦氏菌属(Shewanella，

1.25%)这 7 个属，累计占比达 91.67% (图 2C)。 

2.3  小龙虾肠道产蛋白酶微生物筛选及鉴定 

从 2 种培养基上共计挑取 128 株菌进行划线纯

化，将划线纯化后的菌株点在酪蛋白平板上，一些

菌株产生了较明显的水解圈(图 3)，表现出较强的

蛋白酶活性，挑选 20 株产酶活性较高的菌株进行

鉴定。 

 

 
 

图 3  部分菌株在酪蛋白平板上形成的水解圈 
Figure 3  Hydrolysis circles formed by some strains on 
the casein plate 

根据 16S rRNA 基因序列比对和构建系统发育

树对菌株进行鉴定，结果见表 1 和图 4。LB+09 等

10 株 菌 初 步 鉴 定 为 副 蜂 房 哈 夫 尼 菌 (Hafnia 

paralvei，序列相似度 100%)；LB+01 等 4 株菌初

步鉴定为莫林柠檬酸杆菌(Citrobacter murliniae，

序列相似度 100%)；LB-23 初步鉴定为乌克曼柠檬

酸 杆 菌 (Citrobacter werkmanii ， 序 列 相 似 度

99.35%)；LB-05 等 3 株菌初步鉴定为弗劳地氏柠

檬酸杆菌(Citrobacter freundii，序列相似度 100%)；

LB-33 初步鉴定为格里蒙特克雷伯氏菌(Klebsiella 

grimontii，序列相似度 99.48%)；LB-08 初步鉴定

为贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis，序列相似度

99.86%)。将高通量测序中相关属的代表序列纳入

系统发育树中，可以发现 LB+09 与 Hafnia 属代表

序列(OTU16)聚在一起，LB+01、LB-23 和 LB-05

与 Citrobacter 属代表序列(OTU13)聚在一起(图 4)，

说明分离菌株测序结果与高通量测序结果高度吻

合。高通量测序中，没有检出 Klebsiella 和 Bacillus，

说明高通量测序虽然灵敏度高于其他研究微生物

多样性的方法，但也不能保证检出所有菌株，这

一方面受测序反应量的影响，也和样本 DNA 的

提取效率相关。在科水平上，LB+09 等 19 株菌来

自肠杆菌科，LB-08 来自芽孢杆菌科(表 1)。经染

色观察，LB+09 等 19 株菌均为革兰氏阴性杆菌   

(图 5A)，单菌落均呈规则圆形、表面光滑、略微

凸起、白色不透明；副蜂房哈夫尼菌菌落表面湿润、

易挑起，柠檬酸杆菌属菌落稍湿润、易挑起，格

里蒙特克雷伯氏菌菌落表面湿润、较粘稠；LB-08 
 

表 1  产蛋白酶菌株的鉴定结果 
Table 1  Identification of protease producing strains 

菌株 

Strains 

最相似菌株 

The closest relatives 

GenBank 

Accession No.

相似性 

Identity (%) 

科 

Family 

LB+09, LB+21, LB-11, LB-12, SY+22, 

SY-06, SY-07, SY-08, SY-10, SY-19 

副蜂房哈夫尼菌 Hafnia paralvei NR116898.1 100 Enterobacteriaceae

LB+01, LB+11, LB-01, LB-04 莫林柠檬酸杆菌 Citrobacter murliniae NR028688.1 100 Enterobacteriaceae

LB-23 乌克曼柠檬酸杆菌 Citrobacter werkmanii NR024862.1 99.35 Enterobacteriaceae

LB-05, LB-06, LB+14 弗劳地氏柠檬酸杆菌 Citrobacter freundii NR028894.1 100 Enterobacteriaceae

LB-33 格里蒙特克雷伯氏菌 Klebsiella grimontii NR159317.1 99.48 Enterobacteriaceae

LB-08 贝莱斯芽孢杆菌 Bacillus velezensis NR116240.1 99.86 Bacillaceae 
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图 4  基于 16S rRNA 基因的菌株系统发育树 
Figure 4  Phylogenetic tree of strains based on 16S rRNA gene 
注：用最大似然法建树，分支节点处显示 1 000 次重复检验的置信值；Hafnia (OTU16)、Citrobacter (OTU13)为高通量测序中的

代表序列；其他序列在 NCBI 的登录号，显示在括号中；标尺 0.05 表示 100 个核苷酸中有 5 个被替换 

Note: The phylogenetic tree was constructed using the Maximum likelyhood method. Bootstrap values for 1 000 replicates were given in 
the branch nodes. Hafnia (OTU16) and Citrobacter (OTU13) were representative sequences in high throughput sequencing; The 
GenBank accession numbers for other sequences were present in the parentheses. The scale bar, 0.05, represented five out of        
100 nucleotides were replaced 

 

 
 
图 5  革兰氏染色及芽孢染色结果 
Figure 5  Results of Gram staining and spore staining 
注：A：菌株 LB+09，革兰氏阴性；B：菌株 LB-08，革兰氏阳性；C：菌株 LB-08，芽孢为绿色，菌体为红色 

Note: A: Strain LB+09, G−；B: Strain LB-08, G+；C: Spore staining of strain LB-08 showing bacteria (red) and spores (green) 

 
菌株为革兰氏阳性菌(图 5B)，而且在培养 24 h 时

开始产生芽孢(图 5C，芽孢呈绿色)，菌落呈规则

圆形、中心凸起、白色不透明、易挑起，表面光滑

湿润但培养 48 h 以上菌落表面变得干燥皱缩(形成

芽孢所致)。 

3  讨论与结论  

本文通过 Illumina MiSeq 高通量测序对我校 

养殖塘中小龙虾肠道细菌群落组成进行了研究，养

殖塘 2 个月以上未使用任何微生物制剂或其他药

物，能较好地代表正常生境(室外养殖塘)下的小龙

虾肠道菌群组成。16S rRNA 基因是微生物生态学

研究中广泛使用的分子标记，其有 9 个高度变异区

(V1−V9)。据报道，原核生物单个基因组中平均有

3.61 个 16S rRNA 基因的拷贝，这些基因常具有
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基因组内多态性，在一定程度上会造成物种丰富

度的高估，在 OTU 水平(97%)偏高，达 3%−12%，

在属水平(95%)及以上影响相对较小[19]；V3 区和

V4−V5 区是基因组内多态性较低的区域，选择该

区域有利于降低这种偏差[19]。本文选择 V3−V4 区

进行研究，细菌群落的物种丰富度可能也存在一

定程度的高估。 

一些较新的研究揭示了实验室条件下的小龙

虾肠道菌群组成。Guo 等从湖北荆州一个养殖场采

购虾苗(4.5±0.2 g)，在实验室水箱中开展养殖试验，

发现变形菌门、软壁菌门、拟杆菌门、厚壁菌门是

小龙虾肠道细菌优势门，严重的氮或硫胁迫会导致

变形菌门的柠檬酸杆菌属显著下降[13]；Zhang 等从

哈尔滨市场购买成年雄性小龙虾(20.28±2.98 g)，养

殖 于 实 验 室 玻 璃 水 箱 中 ， 在 研 究 微 囊 藻 毒 素

(Microcystin-LR)对小龙虾肠道微生物组成时发现，

肠道细菌优势门包括变形菌门(70.70%−71.59%)、拟

杆菌门(18.21%−20.26%)和厚壁菌门(3.01%−6.21%)，

而且厚壁菌门在微囊藻毒素处理后显著增加[15]；

另一研究同样在实验室玻璃水箱中进行，在研究

Cd2+ 对 小 龙 虾 ( 哈 尔 滨 市 场 购 买 的 雄 性 成 虾 ，

20.96±3.05g)肠道细菌群落影响时发现，肠道细菌

优势门包括厚壁菌门(29.04%−58.45%)、变形菌门

(18.35%−54.56%)和拟杆菌门(4.30%−47.81%)，优

势属为拟杆菌属、梭菌 lVbⅩ 属、哈夫尼菌属、布

特菌属(Buttiauxella)、希瓦氏菌属等[14]，上述研究

与本实验测定的主要优势门和优势属一致。冯光志

等也发现，市售小龙虾(成虾，经实验室暂养)肠道

细菌群落包括支原体科 Candidatus_Bacilloplasma

暂定属、拟杆菌属、希瓦氏菌属等本实验检测出的

优势属，还包括弧菌属、不动杆菌属、气单胞菌属

以及大量未知属细菌(30.48%)[20]。弧菌属很多种类

是水产养殖中的条件致病菌，弧菌丰度增加易引起

细菌性传染疾病暴发，导致大量虾死亡，降低了养

殖效益[11,21]，但也有研究表明弧菌属与凡纳滨对虾

的健康状况没有直接关系，应该更关注整个肠道微

生物群落状况，而不是只以弧菌为指标[22]。 

结合上述前人研究可以发现：变形菌门、拟杆

菌门、厚壁菌门是小龙虾肠道的核心菌群，在正常

生境条件下，变形菌门往往占据绝对优势，其中以

柠檬酸杆菌属、哈夫尼菌属为代表；软壁菌门不是

固有核心类群，其受环境影响较大，或占比较高或

未检出。这与董学兴等的研究结论相似，他们认为

变形菌门、厚壁菌门是罗氏沼虾肠道的核心菌群，

软壁菌门受环境影响大[12]。本实验没有从小龙虾

肠道内容物中检出弧菌属，说明变形菌门中的弧菌

属不是小龙虾肠道菌群的固有类群，其在小龙虾肠

道中的丰度受环境影响也较大。 

本研究从正常小龙虾肠道分离和鉴定了产蛋

白酶细菌，主要来自哈夫尼菌属、柠檬酸杆菌属

等虾肠道细菌核心类群，可见小龙虾肠道核心菌

群对蛋白质消化有重要作用。有研究从患病小龙

虾肝胰腺分离出弗劳地氏柠檬酸杆菌(Citrobacter 

freundii)，认为其具有较强致病性[23]，但其在病虾

中被检出不代表就是病因，致病原因可能是病毒等

其他因素，比如小龙虾感染对虾白斑综合征病毒

(White Spot Syndrome Virus，WSSV)后，血淋巴中

嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)、弗劳地氏柠

檬酸杆菌(C. freundii)等条件致病菌明显增加，但致

病根源却是对虾白斑综合征病毒的感染[24]。 

实验中还发现副蜂房哈夫尼菌等菌株在刚分

离鉴定时产蛋白酶活力较高，但经过甘油管−80 °C

冻藏再复苏培养时蛋白酶活力明显下降，经酪蛋白

培养基传代几次后活性有所恢复，其蛋白酶表达调

控机制值得进一步研究。 

肠道微生物对宿主的营养和健康非常重要，

参与了宿主很多重要生理功能的调节[25]。相比小

龙虾肠道微生物的研究，人们对同属于节肢动物

门昆虫的研究更为深入。肠道微生物不仅为昆虫

的生长发育提供营养，还合成多种活性物质，调节

宿主免疫，抵御病原微生物的感染[26]。昆虫肠道

菌群组成具有物种特异性，同时与昆虫性别、发
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育阶段、摄食以及环境因子(温度、CO2 等)密切相

关[27]。因此，后续有必要参考昆虫肠道微生物研

究方法，对小龙虾肠道微生物进行更深入的研

究，以揭示小龙虾在不同发育阶段、环境条件和

饲喂方式下的肠道菌群组成，进一步探讨肠道菌

群对小龙虾生长及免疫的影响，为小龙虾产业的

健康发展提供理论支撑。 
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