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凡纳滨对虾肠道微生物宏基因组 Solexa测序及其初步分析 
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摘要: CTAB-酚/氯仿法提取新鲜凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)肠道微生物宏基因组 DNA。结果表

明: CTAB-酚/氯仿法提取总 DNA 的浓度达到 92.5 ng/μL, 半定量 PCR 法检测微生物基因组相对含量为

69.9%。凡纳滨对虾肠道微生物宏基因组用于 Solexa 测序, 生物信息学分析结果显示宏基因数据中

64.1%的数据属于未知序列, 35.5%属于真核生物, 而已知的微生物和病毒序列所占比例仅有 0.4%。 
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海洋动物肠道内共附生着大量的微生物, 形成
了一个特定的微生态群落。研究海洋动物肠道微生

物的基因组结构有利于理解这类微生物的生理生化

特征, 对开发海洋微生物产生的抗肿瘤、抗菌等生物
活性物质有着重要的意义[1]。但因现有培养技术的局

限性, 从可培养微生物中获得活性物质越来越难[2]。

自 1998 年 Handelsman 等[3-4]提出宏基因组学的概念

以来, 宏基因组学在微生物资源的开发、活性物质的
筛选等方面等得到了广泛的应用但是宏基因组测序

费用昂贵、所需基因组 DNA至少在 10 μg以上, 而
实际上有些宏基因组 DNA 难以获得, 且常有外源
DNA的污染, 因此获得高纯度足量的宏基因组 DNA
成为宏基因组研究瓶颈之一[5]。在现实工作中往往需

要大量采样、大量提取基因组才能满足要求, 不仅费
时费力且容易造成实验误差和结果的不稳定, 又由
于宏基因组测序往往是大规模、高通量, 费用昂贵、
测得序列数据量大 , 序列拼接组装繁杂耗时 , 因此
宏基因组测序前进行 DNA 的定性定量检测非常必
要。半定量 PCR 技术经常用于评估样本中靶基因的
分子数 , 实现对核酸信息的量化分析及比较 , 结果
可靠、操作方便[6-10]。但目前, 有关这方面的报道还
不多。研究探索一种微生物宏基因组 DNA评价方法
在宏基因组研究方面具有重要的意义。 

水生动物与陆生恒温动物一样肠道微生物丰富, 
其中有相当一部分微生物长期定居在动物肠道中 , 
与宿主的营养、代谢、免疫等一些列生理生化过程

密切相关[11-13]。研究人员发现在人及多种动物中, 多

种生理功能是有定居在肠道中的微生物的参与得以

实现[14-15], 例如: 2010年 Hehemann[16]研究发现存在

于海洋杆菌(Zobellia galactanivorans)基因组中编码
Porphyranases 酶的基因也存在于人肠道微生物日本
人肠道杆菌(Bacteroides plebeius)基因组中, 这种酶
能帮助人分解利用海藻植物类营养, 肠道宏基因组
的比较分析表明 Porphyranases 在日本人中常见, 但
并不存在于北美人群中。凡纳滨对虾 (Litopenaeus 
vannamei)作为重要的海、 淡水经济养殖对虾, 凡纳
滨对虾是寻找益生菌和抗菌、抗肿瘤活性物质的重

要物种之一[12,17]。作者以凡纳滨对虾肠道微生物为

研究对象, 提取了肠道微生物宏基因组 DNA, 以细
菌 16S为靶基因、凡纳滨对虾 18S rDNA为内参对微
生物宏基因组中宿主DNA污染的程度进行半定量研
究, 以期建立一种便捷、可靠的检测宏基因组 DNA
纯度和浓度的方法。同时对测得宏基因组数据进行

初步生物信息学分析, 进行相关物种鉴定分析和宏
基因组功能初步分析。 

1  材料与方法   

1.1  材料、主要试剂 
健康成体凡纳滨对虾(体长 10~14 cm)采自青岛
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东海湾对虾养殖场。微生物基因组提取试剂盒

(DP302-02)购于天根生物科技有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  宏基因组 DNA提取 

青岛东海湾对虾养殖场采健康成体凡纳滨对虾

45 尾, 实验室条件下养殖 48 h, 以尽量排空肠道。
70%酒精体表消毒, 无菌操作取出整个肠道。肠道浸
泡于 PBS缓冲, 充分振荡 5~10 min后 1000 r/min离
心 10 min, 取上清。PBS 洗涤 3 次肠道, 合并上清  
10 000 r/min离心 10 min收集菌体。PBS清洗 3次。
收集到的菌体以 CTAB-酚 /氯仿法提取基因组。
CTAB-酚/氯仿法参考李可[17]、Fridez 等[18]。最后以

200 μL TE溶解 DNA。 
1.2.2  宏基因组 DNA定量 

提取的宏基因组 DNA通过 1%琼脂糖凝胶电泳检
测, 同时利用微量紫外可见分光光度计 NanodropND- 
1000分别测定其浓度和纯度, 重复 3次。 
1.2.3  半定量 PCR法评价宏基因组 DNA 

以细菌 16S rDNA 为靶基因, 凡纳滨对虾 18S 
rDNA 为内参, 分别代表细菌和宿主基因组, 进行半
定量 PCR 检测所提取宏基因组中微生物基因组和宿
主凡纳滨对虾基因的相对含量。设置 3 组平行对照, 
重复 3 次, 每组取两个 PCR 反应结果电泳检测。
Bio-Rad 的 1D 凝胶定量生物学软件 Quantity One – 
4.6.2分析电泳检测结果。 
1.2.3.1  引物设计 

根据 GenBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)上的
凡纳滨对虾的 18S 序列设计引物: F3445: 5’-TAGG- 
GGTGTTGGGGACG-3’, B4795: 5’-AACATTGTCT- 
TTCCCACGC-3’, 片段长度为 1034bp。细菌 16S 通
用引物, 27-F: 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, 
1492-R: 5’-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’, 
扩增片度长度约为 1 500 bp。引物由生工生物工程
(上海)有限公司合成。 
1.2.3.2  半定量 PCR的条件 

以提取的宏基因组为模板进行半定量 PCR 检
测。PCR反应按照 25 μL体系。半定量 PCR的反应
条件 : 95℃5 min, 94℃45 s, 57.9℃50 s, 72℃1  
min10 s, 26循环, 72℃10 min。 

1.3  凡纳滨对虾肠道微生物宏基因组

Solexa 测序及初步分析 
将提取的凡纳滨对虾肠道微生物宏基因组 DNA

送杭州华大基因用于 Solexa测序, Perl编程统计出所
有 reads的每个位点的 4种碱基频率和质量分数值去
除测序质量较差的 reads, Velvet软件拼接成 contigs, 
进一步采用  Blast 将虾的宏基因组序列组装文件 
Shrimp.contigs 利用 NCBI(http://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRA
MS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_
DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome)上 Nt 数据
库进行比对(e 值限定为 1e-5), 得到 Blast 的文件, 
生物信息学分析参考 Mitra等[19-22]。 

2  结果与分析 

2.1  宏基因组 DNA 电泳检测及紫外分光 
光度计定量检测 
从电泳结果看,  CTAB-酚/氯仿法提的总 DNA

片段均比较完整, 条带清晰明亮, 主带在 23kbp(图
1)。紫外吸光光度计测得数据表明所提取的宏基因紫
外吸收峰在 260 nm处, OD260/OD280的比值平均值为

1.75, 表明所提取的宏基因组 DNA 质量较好。浓度
检测结果显示所提取的宏基因组 DNA 浓度为 92.5 
mg/L, 最终所提取的总 DNA量为 18.5 μg。 

 

图 1 提取肠道微生物宏基因组电泳检测 
Fig. 1  The gel electrophoresis of intestinal microflora me-

tagenome  
M.λ-Hind III digest maker; 1.CTAB-酚/氯仿法提取的样品宏基
因组 DNA 
M.λ-Hind III digest maker; 1. Metagenome DNA extracted by 
CTAB- phenol/chloroform protocol 
 

2.2  宏基因组 DNA 半定量 PCR 检测 
Quantity One分析电泳检测结果表明: CTAB-酚

氯仿提取新鲜样品中微生物基因组平均相对含量为

69.9%。 
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图 2  半定量测定提取宏基因组中微生物基因组的含量 
Fig. 2   The content of bacterial genomes in metagenome 

detected by Semi-quantitative PCR  
M. DL2000 marker; 1-6. 宏基因组半定量 PCR扩增;  B. blank对
照; B’. 细菌 16S; N. 凡纳滨对虾 18S 
M. DL2000 marker; 1-6. Metagenome as template for 
semi-quantative PCR; B. Blank control; B’. Bacterial 16S DNA; N: 
Shrimp 18S DNA 
 

2.3  宏基因组 DNA Solexa 测序结果生物 
信息学初步分析 
由于用于 Solexa测序所需 DNA至少在 10 μg以

上 , 所提基因组达到测序要求。将所提宏基因组
DNA 用于新一代测序技术 Solexa 测序法测序。
Solexa测序总共得到 4.65G的数据 20441981条 reads, 
共计 3924860352个碱基, GC含量为 49.65%, 进一步
将所得到的 reads序列经去除引物接头等冗余序列以
Velvet软件拼接组装成 contigs。在此基础上, 将拼接
的 contigs中重复的、序列过短、分值不高的 contigs
去除, 选取其中的一个最优匹配结果作为该 contigs
的比对信息, 这样就得到的是每一条 contig 对应唯
一的一个比对信息得到 19994 条 contigs。作者进一
步将虾的宏基因组序列组装 contigs序列与 Nt 数据
库进行 Blast 比对(e 值限定为 1e-5), 得到 blast 的
结果用  MEGAN 软件分析相关物种的丰度和进化
关系图结果如图 3 (圆圈越大, 代表比对上的 contig
越多), 结果显示只有 31 条 contigs 个是与细菌基因
组序列相关(大部分为弧菌属 Vibrio), 有 7 106 条

contigs与真核生物序列相关, 24条 contigs为病毒序
列。其余的 contigs均是已知序列但是功能未知(1 856
条)和未比对上 contigs(10 977 条), 表明宏基因组测
序中含有较多未知物种 , 他们的序列都未被测定 , 
所以需要进一步的实验验证。与数据中占 35.5%的真
核生物序列比对上的物种类群主要有: (1)凡纳滨对
虾数据 4 701条; (2)顶复动物亚门的物种(原生动物)
相关序列 1 290条。数据中占 64.1%的未知功能序列
和未比对上序列极有可能是虾肠道中独特的或未被

测定的微生物种群基因组序列, 研究这些序列有助
于进行相关未培养的细菌研究。 

作者进一步将所得宏基因组数据用 MG-RAST
软件(e值限定在 1e-5, 采用的数据库是 NCBI数据库, 
不限定比对长度)分析, 结果与 MEGAN 软件分析较
一致。序列功能分析采用的数据库是 NOG和 KEGG
的数据库(e 值限定在 1e-5, 不限定比对长度), 分析
结果显示所得宏基因组数据中与细菌细胞分裂相关

功能项包含序列最多, 此外 RNA 代谢, 碳水化合物
代谢还有氨基酸代谢和衍生物合成这 3 大功能项包
含的序列也较多。此外, 作者分别下载 NCBI中所有
质粒序列和抗性质粒序列, 构建成质粒数据库和具
有抗性的质粒数据库, 将所测宏基因组数据与质粒
数据库和抗性质粒数据库进行比对, 发现其中 34 条
contigs 与质粒数据相关 , 具有抗性质粒相关的
contigs 29 条。其中抗性相关序列中有 12 条 contigs
与固氮螺菌(Azospirillum sp.)所含质粒序列相关, 11
条 contigs 与耐金属贪铜菌(Cupriavidus metallidurans)
中的质粒序列相关。 

3  讨论 
随着宏基因组学的不断发展, 越来越多的环境

微生物和动物肠道微生物正在被人们重视[6]。如何获

得这些肠道固有微生物的基因组并有效地减少宿主

的基因组和外源DNA是研究动物肠道微生物宏基因
组的关键[2,5,17]。本实验中, 作者采用 CTAB-酚氯仿
法提取新鲜样品组 DNA, 其基因组 DNA 浓度达到 

 
 
表 1  Quantity One-4.6.2 分析半定量 PCR 条带的相对含量 
Tab. 1  Quantity One-4.6.2 analysis of semi-quantitative PCR electrophoresis bands 

泳道编号 1 2 3 4 5 6 
16S相对含量(%)* 67.7 69.0 66.1 69.0 72.4 75.5 
18S相对含量(%)* 32.3 31.0 33.9 31.0 27.6 24.5 

* 16S.细菌 16S rDNA; 18S.虾 18S rDNA; 1-6. 宏基因组半定量 PCR扩增  
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图 3  MEGAN软件分析宏基因组数据相关物种丰度和进化关系树 
Fig. 3  MEGAN software analysis abundance and Phylogenetic tree of species in metagenome 

 
92.5 mg/L, 且 DNA 片段完整。半定量 PCR 检测微
生物相对含量为 69.9%, 与宏基因组测序结果比较
存在一定的偏差, 可能是由于本实验只扩增了细菌
16S, 忽略了古细菌和真核微生物(真菌、原生动物)
等, 这会使微生物基因组的含量在结果中偏低。其次, 
选择单个基因作为靶基因、内参基因, 在一定程度上

忽略了微生物基因组和凡纳滨对虾染色体基因组大

小的差异, 容易造成微生物基因组结果偏高。因此, 
可设置多个内参以便更科学地测算宿主与微生物基

因组相对比。宏基因组技术在研究环境及未可培养

微生物活性物质方面有着广泛的应用 [23-24], 本研究
中宏基因测序结果分析表明已知微生物基因组序列
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比较较少, 但其中含有大量的序列属于已被其他研
究测定但功能未知微生物基因组序列, 提示是虾肠
道中含有较多的独特的或未被测定的微生物种群。

所测序列中含有真核生物相关序列较多, 这可能与
虾肠道中寄生有原生动物有关。宏基因组数据中存

在大豆、玉米等高等植物基因组, 这可能与虾饵料等
因素相关[25]。在宏基因组数据中, 发现部分的质粒相
关序列, 显示虾肠道微生物中可能含有编码相关抗
生素的某些基因。作者的研究为宏基因组 DNA提取
及检测提供了很好的思路, 宏基因组测序和生物信
息学分析对这类特殊微生物群落的遗传特性、生理

生化功能基本特征有初步了解, 为虾类病虫害的防
治以及健康养殖等应用研究提供了一定科学依据。 
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Abstract: The intestinal microorganisms metagenome of Litopenaeus vannamei was extracted by CTAB-phenol/ 

chloroform DNA extraction protocol. The relative concentration of bacterial genome in metagenome was analyzed 

by semi-quantitative PCR. The results showed that the total concentration of metagenome was 92.5 mg/L and rela-

tive microbial metagenome ratio was 69.9%. Solexa sequencing showed that up to 64.1% of contigs in metagenome 

had no assignment or no hits in database of NCBI, 35.5% of which were assigned to eukaryon, and only 0.4% se-

quences belonged to bacteria and virus. 
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