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大豆球蛋白对克氏原螯虾肠道菌群和抗菌相关基因的影响

王思如    矣林圆    杨慧君    许    乾    袁勇超
(华中农业大学水产学院, 农业农村部淡水生物繁育重点实验室, 武汉 430070)

摘要: 实验旨在探究不同水平的大豆球蛋白对克氏原螯虾(Procambarus clarkii)肠道菌群和抗菌相关基因的影

响。在饲料中添加0 (G0组, 作为对照组)、1.82% (GL组)、3.64% (GH1组)、5.46% (GH2组)和7.28% (GH3
组)五种不同水平的大豆球蛋白饲喂克氏原螯虾(平均体重约为4.3 g) 4周。养殖实验结束后测定肠道微生物

的组成和抗菌相关基因的表达。结果显示: (1)饲料中的大豆球蛋白对克氏原螯虾肠道菌群的Alpha多样性没

有显著性影响, 但改变了其肠道菌群组成。GL组Cloacibacterium、沙曼气单胞菌(Aeromonas sharmana)等菌

群的相对丰度显著高于其他4组。与G0组相比, 红杆菌属(Rhodobacter)、副球菌属(Paracoccus)、丙酸杆菌属

(Propionicimonas)和生丝微菌属(Hyphomicrobium)等益生菌及亨氏柄杆菌(Caulobacter henricii)的相对丰度在

GH2或GH3组中显著下降; 而GH3组壤霉菌属(Agromyces)、巴氏微杆菌(Microbacterium barkeri)、假黄色单

胞菌属(Pseudoxanthomonas)和军团杆菌属(Legionella)等潜在病原菌的相对丰度显著高于G0组。(2)随着大豆

球蛋白水平的升高, 各组肠道抗菌相关基因的表达水平呈现一次线性和二次响应的变化趋势。与G0组相比,
GL组抗脂多糖因子(alf)、甲壳素(cru)和血蓝蛋白(hem)基因的表达水平显著下降; 除组织蛋白酶-B (cst-b)外,
GH1、GH2和GH3组其他抗菌相关基因的表达水平随着饲料中大豆球蛋白水平的升高而显著上升; GH2组
cst-b的表达水平显著高于其余4组。(3)斯皮尔曼相关分析结果表明肠道菌群和抗菌相关基因之间存在显著的

相关关系。cru、alf、C型凝集素(lec-c)、溶菌酶(lys)、白细胞介素增强因子结合子-2 (iebf-2)、hem、热休克

蛋白-70 (hsp-70)和cst-b的表达水平与亨氏柄杆菌、副球菌属、红杆菌属、丙酸杆菌属、Desulfovibrio putealis、
Thermomonas dokdonensis、沙曼气单胞菌和气单胞菌属、Chitinilyticum aquatile、台湾几丁质杆菌、Cloaci-
bacterium和生丝微菌属等菌群的相对丰度具有显著的负相关关系; 而与壤霉菌属、产气荚膜梭杆菌(Clostri-
dium Perfringens)、巴氏微杆菌、乳球菌(Lactococcus)、明串珠菌属(Leuconostoc)、类诺卡氏菌属(Nocar-
dioides)和Peredibacter starrii等菌群的相对丰度具有显著的正相关关系。综上所述, 饲料中低水平的大豆球

蛋白(1.82%)在一定程度上能够促进肠道中益生菌的生长, 改善肠道菌群健康, 同时下调抗菌相关基因的表达;
而高水平的大豆球蛋白(≥3.64%)可能抑制了益生菌的生长, 导致病原菌的增殖, 从而破坏了肠道菌群稳态,
并且上调了抗菌相关基因的表达。相关分析结果表明抗菌相关基因与肠道菌群之间可能存在一定的互作关系。
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近年来, 在饲料中过量使用豆粕可引起水产养

殖动物的肠道炎症, 称为豆粕型肠炎。豆粕型肠炎

与豆粕中的抗营养因子密切相关
[1—5]

。大豆球蛋白

是豆粕中最主要的抗原蛋白之一, 约占大豆总蛋白

含量的40%, 目前通过高压、加热、酶解或者微生

物发酵等方法均不能有效降解, 且低成本、可产业

化的处理方法仍不成熟
[6]
。目前研究已证实: 4%以

上的大豆球蛋白可阻碍包括但不限于杂交黄颡鱼

(Pelteobagrus fulvidraco ♀ × Pelteobaggrus vachelli 
♂)[7]

、洛氏鱥(Rhynchocypris lagowskii Dybowski)[8]
、
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草鱼(Ctenopharyngodon idella)[9]
、中华绒螯蟹(Erio-

cheir sinensis)[10]
、杂交石斑鱼(Epinephleus lanceo-

latus ♂ × E. fuscoguttatus ♀)[11]
、黄金鲫(Carassius

auratus×Cyprinus carpio)[12]
、建鲤(Cyprinus carpio

var Jian)[13]
等水产养殖动物的生长, 诱发食源性肠

道炎症。而5%的大豆球蛋白对罗氏沼虾(Macrobra-
chium rosenbergii)的生长和健康无显著影响

[14]
。在

大菱鲆(Scophthalmus maximus L.)的相关研究中, 12%
的大豆球蛋白才引起肠道白细胞浸润略有增加和

肠道菌群改变
[15]
。2%和4.5%的大豆球蛋白可分别

促进杂交石斑鱼和斜带石斑鱼(Epinephelus coioi-
des)的生长性能

[11, 16]
。以上研究结果表明大豆球蛋

白对水产养殖动物的影响具有物种特异性, 且与其

水平和存在形式息息相关。

肠道微生物具有调节机体生长发育、新陈代

谢、免疫反应等多种生物功能, 维持肠道微生物的

稳态有利于促进水产养殖动物的肠道健康
[17]
。大

豆球蛋白引起的食源性肠道炎症的病理特征之一

主要是肠道微生物菌群的紊乱
[10, 18]

。据报道, 4%—
16%的大豆球蛋白可导致斜带石斑鱼、中华绒螯

蟹、珍珠龙胆石斑鱼(Epinephelus fuscoguttatus♀×
E. lanceolatus♂)及大菱鲆肠道中无色杆菌属(Achro-
mobacter)、弧菌属 (Vibrio)、气单胞菌属 (Aero-
monas)、假黄色单胞菌属 (Pseudoxanthomonas)及
发光杆菌属(Photobacterium)等潜在致病菌群的相

对丰度增加
[15, 16, 19, 20]

。而目前关于大豆球蛋白对克

氏原螯虾肠道菌群的影响还尚未被报道。此外, 大
多数研究聚焦在肠道微生物对宿主的影响方面, 而
关于宿主与微生物群之间的相互作用——即宿主

如何调节肠道微生物群的相关研究却较少
[17]
。

宿主可通过免疫成分和非免疫因素来调节和重塑

肠道微生物群, 维持肠道微生物群落的稳态。研究

结果证明: Th17细胞产生的一种标志性炎症细胞因

子il-17A/F1可调节和维持日本青鳉(Oryzias latipes)
的肠道菌群健康

[21]
。在甲壳动物中, 抗脂多糖因子

(Anti-liposaccharides factor, alf)、甲壳素(Crustin, cru)
和溶菌酶(Lysozyme, lys)等相关基因可产生一定的

抗菌肽来调节肠道菌群
[22]
。此外, C型凝集素(Lectin-c,

lec-c)[23]
、白细胞介素增强因子结合子2 (Interleu-

kin enhancer binding factor 2, iebf-2)[24]
、组织蛋白

酶B  (Cathepsin  B, cst-b)[25]
、血蓝蛋白 (Hemocya-

nin, hem)[26]
和热休克蛋白 -70  (Heat  shock  protein,

hsp-70)[27]
等非特异性免疫因子也被证实参与了抗

菌反应。而大豆球蛋白对这些抗菌相关基因的影

响及这些抗菌相关基因与肠道菌群的互作机制尚

待深入研究。

克氏原螯虾 (Procambarus  clarkii)肉质鲜美、

营养丰富, 深受我国消费者青睐。近年来, 使用豆

粕等优质植物蛋白源替代鱼粉来降低饲料成本是

克氏原螯虾养殖产业的研究热点之一
[28]
。使用豆

粕与菜粕作为植物蛋白源 (质量比为 1﹕1)替代

33.8%的鱼粉时可促进克氏原螯虾的生长和繁殖性

能, 然而超过86.7%则会抑制其生长
[29]
。此外, 豆粕

替代鱼粉的比例不断升高也导致了淡水小龙虾

(Astacus leptodactylus)的生长迟缓
[30]
。在克氏原螯

虾商业饲料中, 鱼粉比例较低, 而豆粕比例较高, 可
能会对其生长和健康造成不利影响

[31]
。豆粕对克

氏原螯虾生长和健康的不良影响可能由豆粕中大

豆抗原蛋白和大豆皂甙等抗营养因子引起
[32—36]

。

因此, 本试验在克氏原螯虾饲料中添加不同水平的

大豆球蛋白, 通过分析大豆球蛋白对克氏原螯虾肠

道菌群组成的影响, 对今后大豆蛋白源在克氏原螯

虾饲料中的研发与应用具有实用价值和重要意

义。此外, 还探究了大豆球蛋白对克氏原螯虾肠道

抗菌相关基因表达水平的影响。并初步探索克氏

原螯虾肠道菌群与抗菌相关基因之间的相关关系,
从而丰富宿主和肠道微生物之间相互作用的理论

研究, 为今后克氏原螯虾肠道健康的研究提供理论

参考。

 1    材料与方法

 1.1    试验饲料

克氏原螯虾试验饲料中添加的大豆球蛋白遵

循本实验室已发表的试验方法获得, 分离得到的大

豆球蛋白纯度达到85%以上
[7]
。以鱼粉、鸡肉粉、

玉米蛋白粉为蛋白来源, 高筋面粉为碳水化合物来

源, 豆油作为脂肪来源制备试验饲料。试验饲料分

别添加了0、1.82%、3.64%、5.46%和7.28%五种

不同水平的大豆球蛋白, 分别相当于豆粕替代了

0、25%、50%、75%和100%的鱼粉, 并依次命名

为G0、GL、GH1、GH2和GH3。采用植物大豆球

蛋白(Glycinin)ELISA检测试剂盒(晶美生物科技有

限公司, 盐城)测定各组大豆球蛋白免疫活性分别

为0、1.47%、3.02%、5.00%和6.67%。将所有原

料完全粉碎, 过60目筛。之后, 将所有配料粉严格

按照逐级预混原则混合均匀, 加入豆油手工搓匀,
最后加入适量蒸馏水彻底混匀。通过饲料机(霍巴

特混合机, A200)压制成2 mm的颗粒饲料, 45℃烘

干至恒重, 于–20℃中保存待用。实验饲料配方见

表 1。
 1.2    养殖实验

实验用虾来自湖北省监利市华中农业大学双
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水双绿研究基地。于华中农业大学水产学院实验

基地内的室内循环养殖系统中驯养实验虾1周, 然
后选取初始平均体重约为4.3 g的健康克氏原螯虾

300只 , 随机分到15个玻璃缸中 (1.20  m×0.60  m×
0.45 m), 每个玻璃缸20只虾。为了减少克氏原螯虾

的残杀和打斗, 在每个玻璃缸中放置了10根适宜大

NH+
4

小的PVC水管。在试验期间, 根据体重、食欲和天

气状况等, 分别于每天8:00和18:00饲喂克氏原螯虾

至饱腹。每天记录每个玻璃缸的饲料消耗量。在

饲喂3h后, 收集多余饲料并在45℃烘箱干燥至恒重

来校正摄食量。养殖实验持续4周, 每天观测和记

录实验虾存活情况, 及时捞出死亡的实验虾。在养

殖结束后计算G0、GL、GH1、GH2和GH3的摄食

率, 分别为3.56±0.03、3.90±0.08、3.10±0.03、3.03±
0.02和1.67±0.02。在养殖期间 , 水温(25±2)℃,  pH
7.4±0.5, 溶解氧(DO)>5.4 mg/L, 总 -N<0.25 mg/
L。每3天更换1/3曝气处理后的自来水, 以保持养

殖缸内良好的水质。

 1.3    样品采集与分析

在实验饲养4周后, 首先, 每个平行随机取3只
虾, 在无菌条件下采集肠道内容物, 液氮速冻, 用于

检测肠道微生物组成。此外, 采集其他样品前停止

投喂, 使其空腹24h后采集相关样品。首先, 每个平

行随机取6只虾置于冰上解剖, 取空全肠, 或把内容

物去除干净, 液氮速冻, 用于肠道抗菌相关基因表

达分析。以上所得样品置于–80℃条件下保存待用。

 1.4    肠道菌群的测定

将肠道内容物样品送至上海派森诺生物科技

股份有限公司进行肠道微生物的测定和分析。每

组测定3个样本。首先采用OMEGA Soil DNA Kit
(D5625-01) (Omega Bio-Tek, Norcross, GA, USA)试
剂盒提取DNA。16S rRNA V3—V4区片段的扩增

引物为338F (5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′)
和806R (5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)。在

Illumina NovaSeq机器上利用NovaSeq 6000 SP Rea-
gent Kit (500 cycles)进行2×250 bp的双端测序。原

始序列数据使用demux和cutadapt插件分别进行解

码和引物切除操作, 然后使用DADA2插件对序列

进行数据处理(质量过滤、去噪、拼接和嵌合体去

除等)。对上述获得的序列按100%的序列相似度进

行归并, 生成扩增子序列变体(Amplicon sequence
variants, ASVs)及丰度数据表格。根据所获得的序

列分别进行Alpha多样性指数分析、Beta多样性分

析及基于分类学信息, 在各个分类水平上进行菌群

组成和差异分析。

 1.5    实时荧光定量PCR
RNA的提取、cDNA和引物的合成及qPCR分

析的具体步骤遵循已发表的方法
[7]
。使用试剂盒

(Servicebio®RT  First  Strand  cDNA  Synthesis  kit)进
行cDNA的合成 , 将cDNA置于–80℃备用。采用

QuantStudioTM 6  Flex系统 (Life  technologies,  Grand
Island,  USA)进行RT-qPCR分析。具体方法参照

表 1   饲料配方及营养组成(%干物质)
Tab.  1   Formulation and nutritional  composition of  experimental
diets (% dry matter)

成分Ingredient
组别Group

G0 GL GH1 GH2 GH3

白鱼粉White fishmeal 28.00 21.00 14.00 7.00 0.00
鸡肉粉Chicken powder 12.00 12.00 12.00 12.00 12.00
玉米蛋白粉Corn gluten flour 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
大豆球蛋白Glycinin 0.00 1.82 3.64 5.46 7.28
酪蛋白Casein 0.00 2.40 4.80 7.20 9.60
豆油Soybean oil 2.80 3.35 3.90 4.45 5.00
高筋面粉High gluten flour 34.20 36.43 38.66 40.89 43.12
氯化胆碱Choline chloride 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
维生素预混物Vitamin premix1

2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
矿物质预混物Mineral premix2

2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
氯化钠NaCl 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
磷酸二氢钙Ca(H2PO4)2 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
抗氧化剂Antioxidant 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
防霉剂Anti-mildew agent 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
海藻酸钠Sodium alginate 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
甜菜碱Betaine 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
三氧化二铬Cr2O3 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
营养组成Nutritional composition

粗蛋白Crude protein 35.72 35.67 35.66 35.97 35.18
粗脂肪Crude lipid 7.82 7.34 7.75 7.91 8.01
粗灰分Crude ash 8.83 8.75 8.85 8.45 8.29

注: 1
维生素预混料(mg/kg): 维生素A, 1.67; 维生素D, 0.027;

维生素E, 50.20; 维生素K, 11.10; 维生素C, 100.50; 叶酸, 5.20;
泛酸钙, 50.20; 肌醇, 100.50; 烟酸, 100.50; 生物素, 0.12; 硫胺素,
20.50; 核黄素, 20.50; 维生素B6, 20.50; 维生素B12, 0.02; 纤维素,
645.25; 2

矿物盐预混料(mg/kg): 氯化钠, 500.15; 七水合硫酸镁,
8155.55; 二水合磷酸二氢钠, 12500.51; 磷酸二氢钾, 16000.51;
一水合磷酸二氢钙, 7650.50; 七水合硫酸亚铁, 2286.15; 五水合

乳酸钙, 1750.12; 七水合硫酸锌, 178.12; 一水合硫酸锰, 61.35;
五水合硫酸铜, 15.45; 七水合硫酸钴, 0.89; 碘化钾, 1.50; 亚硒酸

钠, 0.59
Note: 1The Vitamin  premix  (mg/kg):  Vitamin  A,  1.67;  Vita-

min  D,  0.027;  Vitamin  E,  50.20;  Vitamin  K,  11.10;  Vitamin  C,
100.50;  Folic  acid,  5.20;  Calcium  pantothenate,  50.20;  Inositol,
100.50; Niacin, 100.50; Biotin, 0.12; Thiamine, 20.50; Riboflavin,
20.50;  Vitamin  B6,  20.50;  Vitamin  B12,  0.02;  Cellulose,  645.25;
2The Mineral premix (mg/kg): NaCl, 500.15; MgSO4·7H2O, 8155.55;
NaH2PO4·2H2O, 12500.51; KH2PO4, 16000.51; Ca(H2PO4)2·H2O,
7650.50;  FeSO4·7H2O,  2286.15;  C6H10CaO6·5H2O,  1750.12;
ZnSO4·7H2O,  178.12;  MnSO4·H2O,  61.35;  CuSO4·5H2O,  15.45;
CoSO4·7H2O, 0.89; KI, 1.50; Na2SeO3, 0.59
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2×SYBR  Green  qPCR  Master  Mix  (None  ROX;
G3320-15; Servicebio, 武汉)。20 μL反应体系包括

10 μL 2×SYBR, 特异性引物(浓度为10 μmol/L)各
0.4 μL, 7.2 μL无酶水和2 μL cDNA模板。PCR基本

反应程序为95℃预变性30s, 95℃变性15s, 60℃退

火 /延伸30s, 40个循环。以β-actin基因为内参 , 用
2–ΔΔCt

法分析肠道iebf-2、alf、hsp-70、cru、lec-c、
hem、cst-b和lys等抗菌相关基因mRNA转录水平的

变化。每组测定3个样品, 每个样品进行3次qPCR
分析。所有引物均由中国上海生工生物工程有限

公司合成, 引物序列见表 2。
 1.6    数据处理和分析

所有数据通过正态性检验和方差齐性检验后,
采用SPSS R27.0.1.0软件进行单因素方差分析和正

交多项式对比分析。通过Duncan多重检验方法检

验组间差异的显著性, P<0.05表示差异显著, 数据

以平均值±标准误表示(mean±SE)。肠道菌群的相

关数据分析在派森诺基因云平台(https://www.gene-
scloud.cn/home)上进行。使用未抽平的ASV/OTU
表, 计算所选Alpha多样性指数, 事后检验方法为

Kruskal-Wallis秩和检验和Dunn’test检验, P<0.05表
示差异显著。使用抽平后的ASV/OUT表 , 基于

Bray crutis距离算法进行Beta多样性分析。

 2    结果

 2.1    测序结果和质量

测序完毕共获得1627328条原始序列, 经过质

控、去噪、拼接、去嵌合体后一共获得101253条
高质量序列, 其中G0、GL、GH1、GH2和GH3组
平均序列数分别为72047、61851、64594、68615
和70401条 , 分属于28门、75纲、151目、279科、

525属、674种。对每个样本ASVs进行抽平处理,
抽平深度为最低样本序列量的95%。由图 1可知,
测序样本中的稀疏曲线逐渐趋于平缓 , 且Goods
coverage指数约等于1, 说明抽样完整性高, 测序数

量多, 测序深度基本覆盖样本中所有的物种, 测序

数据可用于进一步分析。

 2.2    大豆球蛋白对克氏原螯虾肠道菌群Alpha多
样性的影响

肠道菌群Alpha多样性与肠道菌群的健康程

度呈正比。其中, Chao 1和Observed species指数表

征丰富度, Shannon和Simpson指数表征多样性, 以
Faith’s PD指数表征基于进化的多样性, 以Pielou’s
evenness指数表征均匀度, 以Good’s coverage指数

表征覆盖度。结果显示: 各组的Alpha多样性指数

均没有显著差异(P>0.05)。但随着大豆球蛋白水平

的升高, Chao 1指数、香农和辛普森指数总体呈现

先增加后下降的趋势, 其中GL组的丰富度、多样

性和均匀度最高, 而GH2组的丰富度、多样性和均

匀度最低; 物种覆盖和观测物种指数在各组也没有

显著差异(P>0.05; 表 3)。
 2.3    大豆球蛋白对克氏原螯虾肠道菌群Beta多样

性的影响

Beta多样性选用了主成分(Principal coordinates

表 2   肠道抗菌相关基因的引物序列

Tab.  2   Primer  sequence  of  genes  related  to  antimicrobial  in  the
intestine

目的基因
Target gene

引物序列
Primer sequence (5′—3′)

登录号
Accession No.

iebf-2 CGTTCTCAAGAACCTCAGG XM_045761176.1
CAAACCATCGACTGTGTC

alf TCCTGAATTGCTCCTCGTCA XM_045767708.1
GCGGTGGCAACTGTACTTCA

hsp-70 GGTGTTGGTGGGAGGGTCTA XM_045748943.1
GGCTCGCTCTCCCTCATACAC

cru CCATGCCTAAGTTTGAACCC XM_045741367.1
TGTCACATAGCACCTCCCTC

lec-c ACTTTGCTAACGCCAATCCA
C

XM_045765165.1

CTACGCTGTCATCGACGAAC
C

hem CAACCACTATGGCTACCGAG XM_045767168.1
AAGCATCTATCAATGGGGAA
AT

cst-b AGGCTGGTCGCAACTTCAAC
AAAC

XM_045758676.1

AATGCCCAACAAGATCCACA
CGAC

lys GTCAACCCACCCTCAATAAC XM_045753411.1
CTTGTGAATCAGGGCGTA

β-actin GCATCCACGAGACCACTTAC
A

XM_050843216.1

CTCCTGCTTGCTGATCCACAT
C
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图 1   克氏原螯虾肠道菌群覆盖率稀疏曲线

Fig.  1    Coverage  rarefaction  curve  of  intestinal  microbiota  in P.
clarkii
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analysis, PCoA)和非度量多维尺度分析(Nonmetric
Multidimensional scaling, NMDS)两种分析方法, 其
中NMDS分析的stress<0.2, 表明模型是可靠的, 分
析结果如图 2所示。两种不同分析方法均显示同一

个处理组之间的样本明显聚集, 而不同大豆球蛋白

水平处理下各组的样本之间可明显区分。其中 ,
G0、GH1和GH2组肠道菌群样本之间互有交叉, 表
明这三组的肠道菌群的物种组成差异性较小。而

GL和GH3组的肠道菌群样本与G0、GH1和GH2组
肠道菌群样本互不重合, 表明GL和GH3组肠道菌

群的物种组成与后3组差异较大。同时 ,  GL与
GH3组肠道菌群样本可明显区分, 表明这两组的物

种组成差异明显。

 2.4    大豆球蛋白对克氏原螯虾肠道菌群组成的

影响

由韦恩图可知, 五组ASVs数目呈现先增加后

降低再增加再降低的大致趋势, 其中GL组ASVs数
目最多。五组共有的ASVs只有473种, 而各组特有

的ASVs均在2000以上。且随着饲料中大豆球蛋白

含量的增加, 各组与G0组共有ASVs数量减少, 其
中, GL、GH1、GH2、GH3组与G0组共有的ASVs

分别为160、127、111和 90 (图 3A)。
在门水平上, 各组的优势菌门均为变形菌门

(Proteobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、厚壁

菌门(Firmicutes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和软壁

菌门(Tenericutes); 其中变形杆菌门的相对丰度先

下降后增加, 而厚壁菌门的相对丰度先增加后下

降。GL和GH3组拟杆菌门的相对丰度高于G0组,
而GL和GH3组中软壁菌门的相对丰度低于G0组
(图 3B)。

图 3C、3D和3E分别展示了克氏原螯虾肠道属

和种水平菌群组成变化。丰度前十的属水平菌群

为红杆菌属(Rhodobacter)、乳球菌属(Lactococcus)、
热单胞菌属 (Thermomonas)、假单胞菌科 (Pseu-
domonadaceae Psedomonas)、微杆菌属(Microbac-
terium)、黄杆菌属(Flavobacterium)、丙酸杆菌属

(Propionicimonas)、 Cloacibacterium、壤霉菌属

(Agromyces)和分枝杆菌属(Mycobactrium; 图  3C)。
丰度前十的种水平菌群为金微杆菌(Microbacte-
rium aurum)、沙曼气单胞菌(Aeromonas sharmana)、
台湾几丁质杆菌(Chitinibacter tainanensis)、产碱

假单胞菌(Pseudomonas alcaligenes)、马赛莱朗河

表 3    大豆球蛋白对肠道菌群Alpha多样性的影响

Tab. 3    Effects of glycinin on alpha diversity of intestinal microbiota in P. clarkii

Alpha多样性指数Alpha diversity index G0 GL GH1 GH2 GH3 P-value
Chao 1 指数Chao1 index 1743.94±141.57 1764.60±303.76 1728.58±326.16 1628.78±272.58 1671.64±159.46 0.99
Faith 指数
Faith PD index 87.57±2.88 93.85±14.09 89.85±11.98 83.75±8.35 89.89±8.81 0.80

物种覆盖Goods coverage (%) 99.44±0.04 99.55±0.07 99.49±0.14 99.54±0.05 99.51±0.06 0.69
观测物种指数Observed species index 1609.43±131.97 1689.37±299.81 1623.07±300.15 1532.50±284.49 1555.13±156.28 0.99
Pielou 均匀指数Pielou’s evenness index 0.69±0.02 0.71±0.05 0.69±0.03 0.60±0.07 0.69±0.01 0.75
香农指数Shannon index 7.40±0.30 7.60±0.21 7.33±0.12 6.34±0.86 7.33±0.17 0.75
辛普森指数Simpson index 0.98±0.00 0.98±0.00 0.96±0.02 0.89±0.05 0.97±0.00 0.67

注: 表中数据为3个重复的平均值, 同一行无共同字母或无字母标示的表示具有显著差异(P<0.05); 下同
Note: Data are means of triplicates, treatments without a common letter or no letter are significantly different in the same row (P<0.05),

the same applies below
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图 2    大豆球蛋白对克氏原螯虾肠道菌群Beta多样性的影响

Fig. 2    Effects of glycinin on beta diversity of intestinal microbiota in P. clarkii
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菌(Reyranella massiliensis)、Anaerorhabdus furcosa、
巴氏微杆菌 (Microbacterium  barkeri)、 Mycobac-
terium  llazterense、Roseomonas  lacus和 Sandaraci-
nobacter sibiricus (图 3D)。同时热图展示了属水平

丰度前二十的菌群在各组的富集程度和丰度变化

(图 3E)。
使用LEfSe (LDA Effect Size)分析方法筛选与

大豆球蛋白相关的肠道微生物核心菌群(图 4)。设

定P<0.05, LDA效应量>2。结果表明: 在LDA值>
2的条件下 , 筛选的主要差异菌属共有41个。其

中 , 气单胞菌属(Aeromonas)在GL组显著富集(P<

0.05); 酸杆菌门(Acidobacteria)的p_Acidobacteria-6
中的o_CCU21及g_Clavibacter在GH1组显著富集

(P<0.05); g_C39在GH2组显著富集(P<0.05); g_Sporo-
cytophaga、 g_Baillus、 f_Clostridiaceae_g_Clostri-
dium、g_Cetobacterium、g_Balneimonas、g_Hyphomi-
crobium、g_Aminobater、g_Novosphingobium、g_Pe-
redibater、g_Bdellocibrio、g_Legionella和g_Psedo-
xanthomonas等13个不同属均在GH3组显著富集

(P<0.05)。
同时还使用单因素方差分析了各组属和种水

平的菌群组成差异(图 5)。红杆菌属和副球菌属
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图 3    大豆球蛋白对克氏原螯虾肠道菌群组成的影响

Fig. 3    Effects of glycinin on intestinal microbiota composition in P. clarkii
A. 韦恩图; B. 门水平; C. 属水平; D. 种水平; E. 属水平热图

A. venn diagram; B. phylum level; C. genus level; D. species level; E. heatmap at genus level
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图 4    LEfSe分析物种分支图和LDA评分柱状图

Fig. 4    LEfSe analysis taxonomic cladogram and LDA score histogram
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(Paracoccus)的相对丰度随着大豆球蛋白水平的升

高而下降, GH3组红杆菌属的相对丰度显著低于

G0组(P<0.05); GH2和GH3组副球菌属的相对丰度

显著低于G0组(P<0.05)。随着大豆球蛋白水平的

升高, 乳球菌属和丙酸杆菌属的相对丰度呈先增加

后下降的趋势。其中, GH2组乳球菌属的相对丰度

显著高于G0组(P<0.05); GL组丙酸杆菌属的相对丰

度显著高于GH2和GH3组(P<0.05)。GH3组微杆菌

属和壤霉菌属的相对丰度显著增加 (P<0.05); 而
GH2组气单胞菌属的相对丰度显著降低(P<0.05)。
假黄色单胞菌属(Pseudoxanthomonas)的相对丰度

却呈现上升趋势, 其中GH1和GH3组的相对丰度显

著高于G0组(P<0.05)。GH1和GH2组的生丝微菌属

(Hyphomicrobium)的相对丰度显著低于G0和GH
3组(P<0.05)。GL组和GH1组中类诺卡氏菌属(No-
cardioides)的相对丰度显著低于G0和GH3组 (P<
0.05)。GH1和GH3组军团杆菌属(Legionella)的相

对丰度显著增加(P<0.05)。GH2组热单胞菌属的相

对丰度显著低于GL组(P<0.05)。GH3组假单胞菌

属(Pseudomonas)的相对丰度显著高于GL、GH1和
GH2组(P<0.05)。GL组Cloacibacterium的相对丰度

显著高于G0、GH1和GH2组(P<0.05)。产碱假单胞

菌的相对丰度在各组无显著变化(P>0.05)。而产气

荚膜梭杆菌(Clostridium Perfringens)在GH1和GH3
组中显著富集(P<0.05)。亨氏柄杆菌(Caulobacter
henricii)在G0和GH1组显著富集(P<0.05)。而沙曼

气单胞菌在GL组显著富集(P<0.05)。GH2和GH3
组台湾几丁质杆菌的相对丰度显著低于GL组(P<

0.05)。相比于G0组, GL组巴氏微杆菌丰度降低, 但
不显著(P>0.05)。巴氏微杆菌在GH3组显著富集

(P<0.05)。
 2.5    大豆球蛋白对克氏原螯虾肠道抗菌相关基因

表达的影响

由图  6可知 , iebf-2、 alf、 lec-c、 lys、 cst-b、
hem和hsp-70在肠道的相对表达水平总体均呈现先

降后升再降的趋势, 且峰值均在GH2组出现。而

cru的相对表达量则是随着大豆球蛋白水平的升高

而显著下降后再显著上升(P<0.05)。正交多项式分

析结果表明: 随着饲料中大豆球蛋白水平的升高,
iebf-2、alf、cru、lec-c、lys和hsp-70的相对表达水

平出现显著线性和二次响应趋势(P<0.05); 而cst-b
和hem则有显著的线性趋势(P<0.05)。与G0组相比,
GL组alf、hem和cru的表达水平显著降低(P<0.05);
而 GH1、 GH2和 GH3组 iebf-2、 cru、 lys、 hem和

hsp-70的表达水平显著高于G0和GL组 (P<0.05)。
GH1和GH2组alf和 lec-c的表达水平显著升高 (P<
0.05)。与GH2组相比, 其他组除cru外的7个抗菌相

关基因的表达水平均显著下降(P<0.05)。
 2.6    克氏原螯虾肠道菌群与抗菌相关基因的相关

性分析

通过斯皮尔曼相关分析发现(图 7), 肠道菌群

和抗菌相关基因的表达水平存在显著的相关关

系。肠道菌群相对丰度之间也存在一定的相关关

系, 而抗菌相关基因之间则互为正相关。cru的相

对表达量与副球菌属、红杆菌属、丙酸杆菌属、

Desulfovibrio  putealis和 Thermomonas  dokdonensis
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图 5    克氏原螯虾属和种水平肠道菌群相对丰度的差异分析

Fig. 5    Variation analysis on the relative abundance of intestinal microbiota at genus and species level in P. clarkii
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等菌群的相对丰度呈负相关; 而与壤霉菌属、产气

荚膜梭杆菌、巴氏微杆菌、类诺卡氏菌属和Peredi-
bacter starrii等菌群的相对丰度呈正相关(P<0.05)。
lys的相对表达量与副球菌属、红杆菌属和丙酸杆

菌属等菌群的相对丰度呈负相关(P<0.05); 而与壤

霉菌属、巴氏微杆菌、乳球菌属、类诺卡氏菌属

和Peredibacter starrii等菌群的相对丰度呈正相关

(P<0.05)。hsp-70的相对表达量与亨氏柄杆菌、副

球菌属、红杆菌属和丙酸杆菌属等菌群的相对丰

度呈负相关(P<0.05); 而与巴氏微杆菌、乳球菌

属、明串珠菌属和Peredibacter starrii等菌群的相

对丰度呈正相关(P<0.05)。hem的相对表达量与副

球菌属、红杆菌属、丙酸杆菌属、Desulfovibrio
putealis、Thermomonas dokdonensis、沙曼气单胞

菌和气单胞菌属等菌群的相对丰度呈负相关(P<
0.05); 而与巴氏微杆菌和Peredibacter starrii等菌群

的相对丰度呈正相关(P<0.05)。alf的相对表达量与

生丝微菌属的相对丰度显著负相关(P<0.05); 与巴

氏微杆菌的相对丰度显著正相关(P<0.05)。lec-c的
相对表达量与副球菌属、气单胞菌属和Cloacibac-
terium的相对丰度显著负相关(P<0.05); 与乳球菌属

和明串珠菌属的相对丰度显著正相关 (P<0.05)。
iebf-2的相对表达量与丙酸杆菌属和生丝微菌属的

相对丰度呈显著负相关(P<0.05); 与巴氏微杆菌和

明串珠菌属的相对丰度呈显著正相关(P<0.05)。而

cst-b的相对表达量与 Thermomonas  dokdonensis、
气单胞菌属、沙曼气单胞菌、Chitinilyticum aquatile、
台湾几丁质杆菌、Cloacibacterium和拟杆菌门的相

对丰度呈负相关(P<0.05)。

 3    讨论

 3.1    大豆球蛋白对克氏原螯虾肠道菌群的影响

有报道表明, 饲料中的大豆球蛋白可扰乱鱼类

肠道菌群稳态, 抑制有益菌的增殖, 促进病原菌的

增殖
[15, 19, 20]

。Alpha多样性综合反映了肠道微生物

在丰富度、多样性和均匀度等方面的指标。Beta
多样性则反映了肠道微生物组成的相异性。在本

实验中, 各组克氏原螯虾肠道菌群的Alpha多样性

指数没有显著差异, 表明大豆球蛋白对克氏原螯虾

肠道菌群的丰富度和多样性没有显著影响, 这点与

在斜带石斑鱼研究中的结果一致
[16]
。但8%的大豆

球蛋白却能显著改变中华绒螯蟹肠道菌群的丰富

度、多样性及肠道菌群组成
[10]
。以唯一的抗营养

因子存在时, 大豆抗原蛋白(5%)也提高了罗氏沼虾

肠道微生物的Chao和Shannon指数, 进而有利于罗

氏沼虾的生长和健康
[37]
。在本实验中 ,  GL组的

Alpha多样性的丰富度、多样性和均匀度指数值最

大, 这表明低水平的大豆球蛋白提高小龙虾肠道微
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图 6    大豆球蛋白对克氏原螯虾抗菌相关基因的影响

Fig. 6    Effects of glycinin on the expression of genes related to antimicrobial in P. clarkii
A为单因素方差分析P值; L和Q分别表示经正交多项式对比分析的线性趋势和二次趋势P值

A represent the P-value analyzed by One-way ANOVA; L and Q represent the P-value of the Linear trend and Quadratic trend analyzed by
orthogonal polynomial contrasts, respectively
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生物的丰富度和多样性, 可能有利于提高肠道菌群

的稳定性和功能性及肠道免疫功能。PCoA和NMDS
分析发现1.82%和7.28%的大豆球蛋白影响了克氏

原螯虾肠道菌群组成。与此类似的实验结果: 饲喂

8%的大豆球蛋白的中华绒螯蟹与健康组的肠道组

成有明显的差异
[20]
。但12%的大豆球蛋白对大菱

鲆肠道菌群组成没有显著影响, 仅以剂量无关的方

式降低了弧菌属(Vibrio)相对丰度
[15]
。以上实验结

果揭示了大豆球蛋白对水产养殖动物肠道菌群的

影响是复杂多变的, 与物种、水平及其存在形式相

关。一定水平的大豆球蛋白可能有利于提高克氏

原螯虾肠道菌群的丰富度和多样性, 维持肠道健康。

在本研究中, 随着大豆球蛋白水平的升高, 克
氏原螯虾肠道菌群的组成和结构发生明显变化。

在门水平上, 无论饲料中大豆球蛋白水平的高或低,

克氏原螯虾肠道中变形菌门、放线菌门、厚壁菌

门、拟杆菌门和软壁菌门相对丰度或升高或降低,
但一直都是优势菌群。这与中华绒螯蟹、珍珠龙

胆石斑鱼、罗氏沼虾和大菱鲆的相关研究结果类

似
[15, 19, 20, 37]

。在属水平上, 饲料中的大豆球蛋白降

低了克氏原螯虾肠道菌群中益生菌红杆菌属和副

球菌属的相对丰度, 且二者的相对丰度互为正相

关。红杆菌属是克氏原螯虾幼虾阶段的特征菌群,
能促进多种有机生物合成和代谢功能

[38]
。在珍珠

龙胆石斑鱼的相关研究中也发现: 10%的大豆球蛋

白抑制了其肠道中红杆菌属、短杆菌属(Brevibac-
terium)、罗河杆菌属(Rhodanobacter)、节杆菌属

(Arthrobacter)和蛭弧菌属(Bdellovibrio)等益生菌的

相对丰度从而影响了石斑鱼的肠道健康
[19]
。副球

菌属中的胡萝卜素副球菌(Paracoccus carotinifa-

* *
* *
* *
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*

*
*
*
*

*
*
*
*
*
*

*
*
*
*
*

*
*
*
*
*
*

*
*
*
*
*
*
*
*
*

*
*
*
*
*
*
*

*

*
*
*

*
*

*

*

*

*
*
*
*

*

*
*

*

*

*

*

*

*

* *
*

*

*

*
*
*

*
*
*
*

*
*
*
*

*
*
*
*
*

*
*
*
*
*
*

*

*
*

*
*
*
*
*

*
*
*
*
*

*
*
*

*

*
*
*
*

*
*

*

*

*

*
*
*
*

*
*
*
*

*

*
*
*
*
*
*
*

*
*
*
*

*
*

*

*

*
*

*
*
*

*

*

*

*

*
*

*
*
*
*

*

*

*

*

*

*

*
*

*

*

*

*

*
*

*
*
*
*

*

*

*

*

*
*
*
*

*
*
*
*
*
*
*

*

*

*
*
*
*

*

* −1.0

−0.5

0

0.5

1.0

C
au
lo
ba
ct
er
_h
en
ri
ci
i

P
ar
ac
oc
cu
s

R
ho
do
ba
ct
er

P
ro
pi
on
ic
im
on
as

D
es
ul
fo
vi
br
io
_p
ut
ea
li
s

T
he
rm
om
on
as
_d
ok
do
ne
ns
is

A
er
om
on
as
_s
ha
rm
an
a

A
er
om
on
as

C
hi
ti
ni
ly
ti
cu
m
_a
qu
at
il
e

C
lo
ac
ib
ac
te
ri
um

C
hi
ti
ni
ba
ct
er
_t
ai
na
ne
ns
is

T
he
rm
om
on
as

H
yp
ho
m
ic
ro
bi
um

B
ac
te
ro
id
et
es

F
la
vo
ba
ct
er
iu
m

M
ic
ro
ba
ct
er
iu
m
_a
ur
um

P
se
ud
om
on
as
_a
lc
al
ig
en
es

P
ar
ac
oc
cu
s_
am
in
ov
or
an
s

P
se
ud
ox
an
th
om
on
as

L
eg
io
ne
ll
a

A
gr
om
yc
es

C
lo
st
ri
di
um
_p
er
fr
in
ge
ns

M
ic
ro
ba
ct
er
iu
m
_b
ar
ke
ri

P
er
ed
ib
ac
te
r_
st
ar
ri
i

cr
u
ly
s
N
oc
ar
di
oi
de
s

hs
p−
70

he
m

al
f
lec
−c

L
ac
to
co
cc
us

ieb
f−
2

L
eu
co
no
st
oc

cs
t−
b

Caulobacter_henricii

Paracoccus

Rhodobacter

Propionicimonas

Desulfovibrio_putealis

Thermomonas_dokdonensis

Aeromonas_sharmana

Aeromonas

Chitinilyticum_aquatile

Cloacibacterium

Chitinibacter_tainanensis

Thermomonas

Hyphomicrobium

Bacteroidetes

Flavobacterium

Microbacterium_aurum

Pseudomonas_alcaligenes

Paracoccus_aminovorans

Pseudoxanthomonas

Legionella

Agromyces

Clostridium_perfringens

Microbacterium_barkeri

Peredibacter_starrii

cru

lys

Nocardioides

hsp−70
hem

alf

lec−c
Lactococcus

iebf−2
Leuconostoc

cst−b

图 7    克氏原螯虾肠道微生物与抗菌相关基因斯皮尔曼相关性分析

Fig. 7    Spearman correlation analysis between intestinal microbiome and antimicrobial related genes in P. clarkii
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ciens)和马氏副球菌(Paracoccus marcusii)可促进凡

纳滨对虾 (Litopenaeus  vannamei)、草鱼和刺参

(Apostichopus japonicus)的生长性能, 提高免疫力和

抗氧化性能, 抑制病原菌生长和肠道炎症及改善肠

道屏障健康
[39—41]

。在本实验中, 饲料中超过3.64%
的大豆球蛋白可通过显著抑制副球菌属的生长, 破
坏克氏原螯虾肠道菌群稳态, 损害肠道健康。乳球

菌属隶属于厚壁菌门, 其丰度与肠道皱襞高度正相

关。乳球菌可参与降解没有消化完全的碳水化合

物和氨基酸, 促进克氏原螯虾的代谢功能, 其中乳

酸乳球菌还可产生一定的抗菌肽和蛋白质来抵抗

肠道炎症
[37, 38]

。在本实验中, 大豆球蛋白水平的升

高促进了乳球菌的生长, 这可能有助于降解克氏原

螯虾肠道中未消化完全的大豆球蛋白, 同时乳球菌

属的相对丰度与肠道抗菌相关基因的表达呈正相

关, 表明乳球菌可能通过刺激肠道抗菌相关基因产

生一定的抗菌肽或蛋白质来提高克氏原螯虾免疫

力和维持其肠道健康。气单胞菌属的某些种可促

进宿主的消化吸收和代谢功能
[42]
。几丁质杆菌属(Chi-

tinibacter)分泌几丁质酶, 帮助甲壳动物消化几丁

质, 与甲壳动物的生长发育、蜕皮和免疫功能密切

相关
[19, 43, 44]

。Cloacibacterium则可加速物质循环 ,
促进微藻的生长

[45]
。在本实验中, 1.82%的大豆球

蛋白可促进以上3种益生菌的生长, 并且这3种菌的

相对丰度互为正相关, 从而促进克氏原螯虾肠道内

营养物质的消化吸收和代谢。但据前人的研究 ,
8%的大豆球蛋白可促进中华绒螯蟹肠道中气单胞

菌属的生长, 同时抑制几丁质杆菌属的生长, 对其

生长发育和肠道健康造成负面影响
[20]
。而在本研

究中, 7.28%的大豆球蛋白对几丁杆菌属的相对丰

度却没有显著影响, 这也恰恰说明了大豆球蛋白对

水产养殖动物肠道菌群影响的差异性。丙酸杆菌

是一种常见的益生菌, 可直接在肉牛等反刍动物中

应用, 促进其生长、消化吸收和代谢
[46, 47]

。其中, 弗
氏丙酸杆菌(Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii)可以利用大豆分离蛋白加工过程中产生

的液体酸性蛋白残留物合成维生素B12
[48]
。生丝微

菌属的某些种也被证明可利用甲醇代谢生产活性

维生素B12
[49]
。在本实验中, 丙酸杆菌属的相对丰

度随着大豆球蛋白水平的升高而先升高后下降, 而
生丝微菌属丰度却随着大豆球蛋白水平的升高而

显著下降后恢复至G0组水平。丙酸杆菌属的与大

部分所选的抗菌相关基因呈负相关, 生丝微菌属的

相对丰度与克氏原螯虾肠道中alf和iebf-2的相对表

达量显著负相关, GH3组alf和iebf-2相对表达量的

降低可能是生丝微菌属相对丰度增加的重要原因,

表明大豆球蛋白抑制克氏原螯虾肠道丙酸杆菌属

和生丝微菌属等益生菌的生长, 并调节肠道抗菌相

关基因的表达。最终扰乱肠道菌群平衡, 破坏肠道

合成和代谢功能。相关研究结果也证明, 饲料中棉

酚水平升高, 尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)肠
道中生丝微菌属的相对丰度下降, 可进一步诱发氧

化应激和肠道炎症
[50]
。饲料中7.28%的大豆球蛋白

显著提高了克氏原螯虾肠道中壤霉菌属、假黄色

单胞菌属和军团杆菌属的相对丰度。在高原鼠兔

肠道中分离到的巴德年壤霉菌(Agromyces badenia-
nii)存在潜在的致病性

[51]
。军团杆菌是一种典型的

致病菌, 能够引起人与动物疾病, 导致死亡
[52]
。在

斜带石斑鱼、中华绒螯蟹、珍珠龙胆石斑鱼及大

菱鲆的相关研究中也发现了类似的实验结果: 大豆

球蛋白可增加宿主肠道中无色杆菌属、弧菌属、

气单胞菌属、假黄色单胞菌属及发光杆菌属等潜

在致病菌群的相对丰度
[10, 15, 16, 18]

。以上实验结果表

明, 肠道菌群稳态一旦被大豆球蛋白打破, 肠道中

的条件致病菌或将侵袭动物机体。

在克氏原螯虾肠道中, 某些关键物种的生长是

导致其肠道菌群平衡被打破的根本原因。本实验

结果表明, 巴氏微杆菌、产碱假单胞菌、产气荚膜

梭杆菌、亨氏柄杆菌及Peredibacter starrii是引起

克氏原螯虾肠道菌群紊乱的关键物种。而巴氏微

杆菌与人类急性过敏性肺炎相关
[53]
。中华鲟(Aci-

penser sinensis)感染产碱假单胞菌后大量死亡
[54]
。

8%的大豆球蛋白可引起中华绒螯蟹肠道中假单胞

菌属的富集, 进而引起肠道炎症
[20]
。通过斯皮尔曼

相关分析发现产气荚膜梭杆菌、巴氏微杆菌、

Peredibacter starrii的相对丰度与抗菌相关基因的

表达量呈显著正相关, 亨氏柄杆菌则呈负相关, 表
明饲料中的大豆球蛋白引起了肠道菌群和抗菌相

关基因表达的紊乱, 最终导致病原菌在肠道中富

集。相关研究表明, 过度饥饿可能导致西伯利亚鲟

(Acipenser baerii)、俄罗斯鲟(Acipenser gueldenstae-
dtii)和杂交鲟(A. baerii×A. gueldenstaedtii)肠道中产

气荚膜梭菌的相对丰度增加, 造成严重的胃肠疾病,
甚至死亡

[55]
。有研究表明8%的大豆球蛋白可显著

降低洛氏鱥的摄食率
[8]
。在本实验中, 高水平的大

豆球蛋白可能通过降低摄食率, 克氏原螯虾过度饥

饿, 导致肠道中产气荚膜梭菌富集
[7—13]

。

 3.2    大豆球蛋白对克氏原螯虾肠道抗菌相关基因

的影响及抗菌相关基因与肠道菌群之间的相关性

分析

Hsp70/DNAK具有抗应激和免疫的功能, 还可

与病原相关分子模式(PAMP)结合, 例如内毒素脂
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多糖(LPS), 进而抑制病原微生物的增殖
[56, 57]

。在

本实验中3.64%—7.28%的大豆球蛋白上调了hsp-
70的表达水平, 说明克氏原螯虾对高水平的大豆球

蛋白产生应激反应。相关研究结果却发现5%的大

豆抗原蛋白却不影响罗氏沼虾肠道hsp-70的表达
[37]
。

用发酵豆粕替代豆粕和鱼粉, 罗氏沼虾肝胰腺中

hsp-70的表达水平随着饲料中大豆抗原蛋白水平的

下降而下降, 但用等量的纯化大豆抗原蛋白来进行

试验却发现hsp-70的表达没有显著变化
[14]
。这些结

果的差异表明大豆球蛋白对水产养殖动物hsp-70的
影响与物种、大豆球蛋白的存在形式等因素相

关。据报道, hem是血淋巴的主要蛋白质成分, 具有

抗氧化、免疫等功能和抗菌肽活性
[58—60]

。研究表

明随着大豆球蛋白水平的升高, hem的表达水平先

降低后升高, 说明3.64%—7.28%的大豆球蛋白刺激

了hem的表达, 激活了克氏原螯虾的免疫和抗菌系统。

iebf-2、alf、lec-c和lys也具有抗炎和抗菌特性
[61—63]

。

相关研究结果发现用黄色葡萄球菌和鲇爱德华氏

菌对克氏原螯虾进行急性攻毒实验时, iebf-2、alf-3
和crustin-2的相对表达量显著升高后缓慢下降

[24]
。

在本实验中, iebf-2、alf、lec-c和lys的相对表达量

随着大豆球蛋白水平的升高先下降后上升再下降

的趋势, 并均在GH2组中相对表达量最高。这说明

高水平的大豆球蛋白激活了抗炎、抗菌系统, 从而

导致iebf-2、alf、lec-c和lys的表达显著升高。然而,
在中华绒螯蟹的相关研究中发现8%—16%的大豆

球蛋白显著降低了中华绒螯蟹肠道alf-3的相对表

达量, 但8%大豆球蛋白却显著提高了白细胞介素2
转录因子(ilf-2), 16%大豆球蛋白组的ilf-2相对表达

量与对照组无差异
[20]
。这可能是由于不同物种对

大豆球蛋白的耐受性不同, 或者是高含量大豆球蛋

白导致的免疫疲劳。在本实验中, GH3组抗菌相关

基因的表达显著低于GH2组可能是由于GH3组摄

食率降低, 摄食的大豆球蛋白减少, 对机体的刺激

减小, 但具体原因需要更进一步的研究。cru是一

种抗菌肽, 具有广谱抗菌活性, 可防御细菌感染, 提
高机体免疫力

[22]
。随着大豆球蛋白水平的升高 ,

cru的相对表达水平先下降后升高, 说明大豆球蛋

白。cst-b是一种溶酶体半胱氨酸蛋白酶, 能有效抵

抗病原菌的感染和正向调节免疫反应
[64]
。在本实

验中, 5.46%大豆球蛋白显著上调了cst-b的表达, 从
而提高抗菌抗炎免疫反应。然而, 有研究却表明

2%和8%的大豆球蛋白可抑制杂交石斑鱼肠道cst-
b的表达

[11]
。而导致这些不同结果的原因需要进一

步研究来确定。

研究结果表明大豆球蛋白影响了肠道菌群组

成和抗菌相关基因的表达, 在此基础上, 通过斯皮

尔曼相关分析发现, 抗菌相关基因和肠道菌群之间

存在一定的相关关系。副球菌属、乳球菌属、红

杆菌属、丙酸杆菌属、几丁质杆菌属和Cloacibac-
terium等菌群有利于水产养殖动物的生长和健康,
而巴氏微杆菌和产气荚膜梭杆菌等菌群是潜在的

病原菌
[19, 37—47, 53, 55]

。cst-b、lys、hsp-70、hem、alf、
lec-c、cru和iebf-2的表达水平与副球菌属、乳球菌

属、红杆菌属、丙酸杆菌属、气单胞菌属、几丁

质杆菌属、热单胞菌属、Cloacibacterium等菌群的

相对丰度负相关, 而与巴氏微杆菌、明串珠菌属、

产气荚膜梭杆菌、壤霉菌属、类诺卡氏菌属和

Peredibacter starrii等菌群的相对丰度正相关。这

说明抗菌相关基因与肠道菌群之间存在互作关系,
共同维持克氏原螯虾的生理生态机能的稳定。脱

硫弧菌属(Desulfovibrio)是硫酸盐还原菌, 通过产生

脂多糖与炎症呈正相关
[63]
。在本实验, Desulfovib-

rio putealis与cru呈显著的负相关, 说明Desulfovib-
rio putealis与cru存在互作关系, 然而具体的互作机

制尚待更深入的研究。

 4    结论

饲料中的大豆球蛋白对克氏原螯虾肠道菌群

的丰富度和多样性没有显著影响, 但改变了肠道菌

群组成, 并影响了肠道抗菌相关基因的表达。饲料

中1.82%的大豆球蛋白可能促进了益生菌的生长,
提高了菌群丰富度和多样性, 从而有利于肠道菌群

健康, 同时下调了抗菌相关基因的表达; 而饲料中

大豆球蛋白水平≥3.64%时则会破坏肠道菌群稳

态, 上调了肠道抗菌相关基因的表达。此外, 相关

分析结果表明肠道抗菌相关基因与肠道菌群之间

可能存在一定的互作关系, 具体互作机制有待更深

入的研究。

(作者声明本文符合出版伦理要求)
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GLYCININ ON INTESTINAL MICROBIOTA AND ANTIMICROBIAL RELATED
GENES IN RED SWAMP CRAYFISH (PROCAMBARUS CLARKII)

WANG Si-Ru, YI Lin-Yuan, YANG Hui-Jun, XU Qian and YUAN Yong-Chao
(Key Lab of Freshwater Animal Breeding, Ministry of Agriculture, College of Fisheries,

Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China)

Abstract: Glycinin found in soybean meal has been identified as an antinutrient factor, capable of impeding the growth
and health of aquatic animals. However, limited research exists regarding the impact of glycinin on the intestinal micro-
biota and antimicrobial related genes in red swamp crayfish (Procambarus clarkii). This study aimed to investigate the
effects  of  five  different  glycinin  levels  on  intestinal  microbiota  and  antimicrobial  related  genes  of  crayfish.  Crayfish
with  an  average  body  weight  of  approximately  4.3  g  subjected  to  diets  containing  five  graded  levels  of  glycinin  (0,
1.82%, 3.64%, 5.46%, and 7.28%) over a period of 4 weeks. The groups were designated based on the level of dietary
glycinin  as  follows:  G0  (control  group),  GL,  GH1,  GH2,  and  GH3  group,  respectively.  Following  the  feeding  trial,
alterations  and  distinctions  in  the  expression  of  intestinal  microbiota  and  selected  genes  were  evaluated.  16S  rRNA
gene sequencing showed no significant difference in alpha diversity among the groups. However, the beta diversity was
affected by different levels of dietary glycinin,  indicating a shift  in the composition of intestinal  microbiota.  Relative
abundance analysis demonstrated a significant increase in Aeromonas sharmana and Cloacibacterium in the GL group
compared to other groups. Conversely, Rhodobacter, Paracoccus, Propionicimonas, Hyphomicrobium, and Caulobac-
ter henricii exhibited a significant decrease in abundance of GH2 or GH3 groups compared to the G0 group. Additio-
nally, Agromyce, Microbacterium barkeri, Pseudoxanthomonas, and Legionella were significantly enriched in the GH3
group.  In  addition,  the  expression  of  antimicrobial  related  genes  displayed  a  complex  trend  of  linear  and  quadratic
responses with increasing levels of dietary glycinin. Initially, all selected genes were down-regulated, followed by up-
regulation,  and  finally  down-regulation.  Specifically,  compared  to  G0  group,  the  GL  group  showed  a  significant
decrease in the expression of alf, cru, and hem. However, with increasing levels of dietary glycinin, the expression of
iebf-2, hsp-70, alf, cru and hem, lec-c,  and lys in  GH1,  GH2,  and  GH3  groups  significantly  increased.  Additio-
nally, the expression of cst-b was significantly enhanced in GH2 group compared to other groups. Spearman correla-
tion  analysis  demonstrated  a  significant  correlation  between  the  intestinal  microbiota  and  antibacterial  related  genes.
The relative expression levels of iebf-2, hsp-70, alf, cru, hem, lec-c, lys, and cst-b were significantly negatively corre-
lated with the relative abundance of Caulobacter henricii, Paracoccus, Rhodobacter, Propionicimonas, Desulfovibrio
putealis, Thermomonas dokdonensis, Aeromonas sharmana, Aeromonas, Chitinilyticum aquatile, Chitinilyticum taina-
nensis, Cloacibacterium, and Hyphomicrobium, while significantly positively correlated with the relative abundance of
Agromyces, Clostridium  Perfringens, Microbacterium  barkeri, Lactococcus, Leuconostoc, Nocardiodes,  and Peredi-
bacter  starri.  In  conclusion,  to  a  certain  extent,  a  low level  of  glycinin  in  diet  (1.82%) could  promote  the  growth of
intestinal probiotics and enhance the health of intestinal microbiota, accompanied by down-regulation of antimicrobial
related genes. However, high levels of dietary glycinin (≥3.64%) could inhibit the growth of probiotics while promot-
ing the reproduction of pathogenic bacteria in the intestine, thereby destroying the homeostasis of intestinal microbiota
and  up-regulating  the  expression  of  antimicrobial  related  genes.  The  results  of  correlation  analysis  suggest  potential
interactions between antibacterial related genes and intestinal microbiota.

Key words: Glycinin; Intestinal microbiota; Antimicrobial related genes; Red swamp crayfish (Procambarus clarkii)
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