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哈维氏弧菌感染对斜带石斑鱼免疫和

肠道菌群结构的影响*
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摘 要：哈维氏弧菌（Vibrio harveyi）是海水经济鱼类的重要病原，给我国养殖业造成了巨大的经济损失。本研究

以斜带石斑鱼（Epinephelus coioides）为对象，解析哈维氏弧菌感染石斑鱼后引起的肠道菌群结构及免疫反应的变

化。结果表明，相较于对照组，哈维氏弧菌感染的石斑鱼肠道菌群结构发生了明显的变化：变形菌门

（Proteobacteria）的相对丰度从 79.06% 降至 56.22%，厚壁菌门（Firmicutes）从 5.46% 升至 12.90%，拟杆菌门

（Bacteroidetes）从 2.78% 升至 9.80%，放线菌门（Actinobacteria）从 1.97% 升至 2.47%，潜在致病菌［如假交替单胞菌

属（Pseudoalteromonas）］相对丰度出现或增加，而潜在有益菌［如嗜冷杆菌属（Psychrobacter）］比例下降。哈维氏弧

菌感染后，石斑鱼差异表达显著的基因主要在溶菌酶活性、肽聚糖水解活性、氧化还原酶活性及谷胱甘肽代谢等多

条免疫、抗氧化及代谢相关的通路中。研究结果揭示病原菌可直接影响宿主肠道菌群结构、免疫关键基因的表达，

因此，有效维护鱼类肠道健康对防控病害造成的损伤程度具有重要意义。
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Effects of Vibrio harveyi infection on the immunity and 

intestinal microbiota structure in Epinephelus coioides
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College of Marine Sciences， South China Agricultural University， Guangzhou 510642， China

Abstract： As a significant pathogen of marine fish， Vibrio harveyi has caused huge economic losses of 

marine economic fish farming industry in China. In this study， we investigated the changes of intestinal 

microbial community structure and immune responses in Epinephelus coioides during V. harveyi 

infection. Results showed that V. harveyi infection altered the intestinal microbial community structure： 

the relative abundance of Proteobacteria decreased from 79.06% to 56.22%， while Firmicutes 

increased from 5.46% to 12.90%， Bacteroidetes changed from 2.78% to 9.80% and Actinobacteria 

changed from 1.97% to 2.47%， indicating that the emergence or increased relative abundance of 
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potential pathogens such as Pseudoalteromonas， and decreased proportions of beneficial bacteria such 

as Psychrobacter. Meanwhile， differentially expressed genes enriched in GO terms and metabolic 

pathways related to immunity and antioxidant defense， including lysozyme activity， peptidoglycan 

muralytic activity， oxidoreductase activity and glutathione metabolism. These findings reveal that 

pathogenic bacteria can directly influence the structure of intestinal microbial community structure， as 

well as the extent of changes in host immune organs and key immune genes. Therefore， it is important 

to protect the intestinal health of farmed fish for disease prevention.

Key words： Vibrio harveyi； Epinephelus coioides； gut microbiome； differentially expressed genes

斜带石斑鱼（Epinephelus coioides）是我国名贵

的海水经济鱼（陈兴汉等， 2014； Huang et al.， 

2025）。但现代化高密度养殖常导致哈维氏弧菌

（Vibrio harveyi）等病原感染引起疾病频发，给养殖

业造成巨大的经济损失（Samad et al.，2014； Nehlah 

et al.，2017； Carmona-Salido et al.，2021； Zhu et al.，

2023）。

哈维氏弧菌是海洋环境中常见的细菌，也是海

洋经济动物重要的条件致病菌，属革兰氏阴性菌，

鱼体感染哈维氏弧菌后常有皮肤溃烂，食欲下降、

腹水、鳍条根部充血等症状（朱传华等，2000； 

Chang et al.，2013； Zhang et al.，2020）。到目前为

止，哈维氏弧菌没有鱼类宿主特异性感染的报道，

其感染经济鱼后不仅本身可致死鱼类，还因鱼体免

疫力下降导致多种病原的继发性混合感染，导致整

个养殖片区经济鱼的规模化死亡，严重制约海水养

殖业的可持续发展（Wang et al.，2024a）。

肠道是生物体重要的微生物储存场所，肠道菌

群与宿主之间存在着动态的相互作用。肠道菌群

中包括潜在益生菌，中性菌，条件致病菌，其多样性

和比例与宿主的健康状况直接相关（Piazzon et al.， 

2020； Morshed et al.，2023）。鱼类肠道菌群在调节

宿主代谢、生长过程及免疫系统以抵抗某些疾病发

展中发挥着关键作用（Xiao et al.，2022； Hasan et 

al.，2023；Zhu et al.，2024）。肠道菌群及其代谢产物

可通过肠-肝轴参与肝脏免疫反应和代谢过程的调

节（Wang et al.，2024b； Fu et al.，2024）。肝脏作为

鱼类重要的代谢和免疫组织，既含有巨噬细胞和自

然杀伤细胞等先天免疫细胞，也含有各种适应性免

疫细胞，还可高表达多种免疫关键基因并激活保护

性信号通路来防御病原体入侵（Yang et al.，2012； 

Zhang et al.，2023）。

基于此，本研究以斜带石斑鱼为研究对象，探

讨哈维氏弧菌感染后引起斜带石斑鱼肠道菌群组

成及石斑鱼转录组的变化。研究结果将有助于深

入理解病原菌感染鱼后，宿主肠道微生物群间的协

同互作及其在免疫应答中的功能，为进一步防控病

原菌感染提供科学依据。

1 材料与方法

1. 1　实验动物与样本采集

体质量为（10.48 ± 0.57） g的健康斜带石斑鱼来

自广东省惠州市的一家石斑鱼养殖场。经随机抽样

和严格检测，所有实验鱼均未感染哈维氏弧菌。实

验正式开始前，在实验室暂养 2周，随后开始正式实

验。实验期间每日 8：00 投喂饲料直至鱼体表现饱

食。投喂 1 h后，通过虹吸法清除粪便，并更换 30%

的水体。经过 14 d的适应期后，将实验鱼随机分为

PBS对照组（P组）和哈维氏弧菌攻毒组（V组）。每

组设 3 个平行养殖桶，每桶放养 10 尾鱼（桶容量：

500 L）。V组鱼腹腔注射 100 μL哈维氏弧菌菌悬液

（1×10⁷ CFU/mL），P组石斑鱼腹腔注射 100 μL无菌

磷酸盐缓冲液（PBS）。48 h后，从每组中随机选取 6

尾实验鱼，使用丁香酚麻醉处死后，进行无菌组织

采集。立即用灭菌解剖工具（剪刀和镊子）采集肝

脏组织用于RNA提取；用灭菌镊子和剪刀分离出整

段肠道，挤出肠道内容物，立即放入无菌冻存管，经

液氮速冻后转入-80 ℃超低温冰箱中保存，用于后

续DNA提取。每组取 3尾斜带石斑鱼，用丁香酚麻

醉后采集肝组织样本置于 φ=4% 的多聚甲醛溶液

（Biosharp，中国北京）中保存。实验期间，水温维持

在（28 ± 1） ℃，盐度维持在（30 ± 1）‰。

1. 2　肠道菌群测序

使用肠道内容物样本提取微生物总 DNA，并

通过 w=1.2% 的琼脂糖凝胶电泳评估其质量。采

用 NanoDrop 2000 对提取的 DNA 进行定量。使

用引物 F （5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′）和

R（5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′）通过聚合

酶链式反应（PCR）扩增 16S rRNA 基因的 V3-V4 区

域 。 PCR 产 物 使 用 VAHTSTM DNA 清 洁 磁 珠

2



第 XX 期 黄翠芬，等：哈维氏弧菌感染对斜带石斑鱼免疫和肠道菌群结构的影响

（Vazyme，中国江苏）进行纯化，并通过 FLx800多功

能酶标仪（BioTek，美国）定量。每个样本设置 3 个

重复。基于苏州帕诺米克生物医药科技有限公司

建 立 的 标 准 操 作 流 程 ，在 Illumina MiSeq 平 台 

（Illumina，美国）上完成高通量测序。

1. 3　石斑鱼转录组

用 TRIzol（Invitrogen，美国）从石斑鱼肝脏样本

中提取总 RNA，并通过 Agilent 2100 生物分析仪

（Agilent，美国）评估所提取的 RNA 完整性。选择

RNA完整性指数>7的样本进行后续实验。依据苏

州帕诺米克生物医药科技有限公司（中国苏州）建

立的标准操作流程，在 Illumina HiSeq平台上进行双

端测序。

1. 4　组织病理学

将石斑鱼组织样本用φ=4%多聚甲醛溶液固定

24 h，随后脱水并包埋于石蜡中。待石蜡块凝固后

切片，组织切片依次用苏木精-伊红（H&E）染色进

行病理学检查。

1. 5　石斑鱼免疫关键基因的差异表达

采集的石斑鱼肝脏样品用 TRIzol 在实验室条

件下提取总RNA，反转录成 cDNA，继而以 cDNA为

模板，使用引物（表 1）通过 qRT-PCR 分析石斑鱼炎

症关键因子的差异表达情况。基因表达以 β-肌动

蛋白基因作为内参进行归一化，目标基因的相对表

达量采用2−ΔΔCt法计算。

1. 6　统计分析

采用 QIIME2（2019.4 版）对原始数据进行序列

拼接与过滤，获得高质量序列。使用Vsearch（2.13.4

版）以 97% 的相似度将序列归类为操作分类单元

（OTU，operational taxonomic unit）。基于 Silva数据

库对所有 OTU 进行系统发育学分类注释。使用

Student's t检验分析组间 Alpha多样性指数的差异，

统计显著性设定为P<0.05。采用Cutadapt对原始转

录组数据进行过滤，获得高质量测序数据。使用

Bowtie2构建参考基因组索引，并通过 Tophat2将过

滤后的读数与参考基因组进行比对（比对率≥70%）。

基因表达水平采用HTSeq进行定量，并通过每百万

片段中每千碱基长度的片段数（FPKM）进行标准

化，选取 FPKM>1 的基因进行后续分析。基于 P<

0.05且|log2FoldChange|>1的标准，使用DESeq进行

P 组与 V 组间的差异表达分析。差异表达基因的

KEGG通路富集分析通过KEGG自动注释服务器完

成，GO富集分析则通过 eggNOG-mapper进行。

2 结 果

2. 1　哈维氏弧菌感染引起的肠道菌群变化

哈维氏弧菌感染石斑鱼期间，取肠道样品通过

高通量测序，获得 1 592 458 条原始序列。对原始

数据进行拼接、过滤后得到 1 236 780 条序列，继而

进一步筛选出的高质量序列共有 1 033 323 条。在

这些有效的序列中感染组（V 组）包含 475 908 条，

对照组（P组）包含 557 415条，序列长度主要集中在

430 bp。Alpha 多样性指数（Sobs、Chao1、Shannon

和Simpson）的稀释曲线均达到平台期，表明所有样

本测序深度合理。

Chao1和 Shannon指数分别反映了肠道菌群丰

富度和多样性。与对照组（P 组）相比，感染组（V

组）的Shannon指数显著升高（P < 0.05）（增强出版：

附图 1a）。基于OTU水平的 PCoA分析显示两组明

显分离，前 2 个主坐标轴（PCo1：34.29%，PCo2：

28.00%）累计解释了总方差的 62.29%，表明 2 组肠

道微生物群落结构存在差异（增强出版：附图1b）。

在门水平上，P 组中变形菌门（Proteobacteria）

占绝对优势，相对丰度达到 79.06%，疣微菌门

（Verrucomicrobia）次之，相对丰度为 9.19%。此外，

厚壁菌门（Firmicutes）、拟杆菌门（Bacteroidetes）和

放 线 菌 门（Actinobacteria）的 相 对 丰 度 分 别 为

5.46%、2.78% 和 1.97%。而在 V 组中，变形菌门的

相对丰度降至 56.22%，而厚壁菌门与拟杆菌门的丰

度则明显上升，分别达到 12.90% 和 9.80%；疣微菌

门 和 放 线 菌 门 的 丰 度 分 别 占 6.08% 和 2.47%

（图1a）。

在 属 水 平 上 ，P 组 中 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 属

（Burkholderia）的相对丰度最高，达 34.17%，嗜冷杆

菌属（Psychrobacter）的相对丰度次之（21.98%），红

育菌属（Rubritalea）和弧菌属（Vibrio）分别占 9.16%

表1　RT-qPCR反应引物序列

Table 1 RT-qPCR primer sequences

引物名称

β-actin

IL-6

IL-8

TNF-α

引物序列

F：5’-TGCTGTCCCTGTATGCCTCT-3’

R：5’-CCTTGATGTCACGCACGAT-3’

F：5’-CTCTACACTCAACGCGTACATGC-3’

R：5’-TCATCTTCAAACTGCTTTTCGTG-3’

F：5’-GCCGTCAGTGAAGGGAGTCTAG-3’

R：5’-ATCGCAGTGGGAGTTTGCA-3’

F：5’-GTGTCCTGCTGTTTGCTTGGTA-3’

R：5’-CAGTGTCCGACTTGATTAGTGCTT-3’

3
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和 9.03%，而发光杆菌属（Photobacterium）（1.59%）、

科贝特氏菌属（Cobetia）（1.53%）和假交替单胞菌属

（Pseudoalteromonas）（1.48%）的相对丰度均较低。

在 V 组中，假交替单胞菌属的相对丰度居首位

（20.65%），嗜冷杆菌属和伯克霍尔德氏菌属的相对

丰 度 降 至 8.58% 和 8.32%，此 外 ，拟 杆 菌 属

（Bacteroides）（7.12%）、红育菌属（5.78%）和发光杆

菌属（4.89%）也占有一定比例。

（a）~（b）“P1~P6”和“V1~V6”分别代表感染前、后的斜带石斑鱼样本组；

（c）仅展示P组与V组间具有显著差异的细菌分类单元（LDA得分> 2. 0）。

图1　肠道微生物组成

Fig. 1　Differential composition of gut microbiota

4
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采用LEfSe分析来鉴定 P组与V组之间的差异

分类单元（LDA 分数 > 2）。两组间共发现 12 个具

有明确分类的属。食酸菌属（Acidovorax）、弧菌

属、嗜冷杆菌属以及伯克霍尔德氏菌属在 P组中具

有较高的 LDA 分数，而假交替单胞菌属、艰难梭菌

属（Clostridioides）、布劳特氏菌属（Blautia）、别样

普雷沃氏菌属（Alloprevotella）、毛螺菌科梭菌属

（Lachnoclostridium）、交替单胞菌属（Alteromonas）、

考拉杆菌属（Phascolarctobacterium）和黏着杆菌属

（Tenacibaculum）则在 V 组中具有较高的 LDA 分数

（图1c）。

2. 2　哈维氏弧菌感染引起的差异表达基因和组织

病理变化

哈维氏弧菌感染石斑鱼期间，取免疫组织肝脏

样品进行高通量测序，共获得 621 338 672条原始测

序读数。对原始读数进行过滤后得到 587 732 612

条干净序列。在这些序列中，94.59%~95.81% 的碱

基识别准确率都在 99.9%以上。说明所有样本的序

列可靠性极佳。

差异表达基因的聚类热图结果显示感染组与

对照组的基因表达出现明显不同，表明这两组之

间存在显著的转录组差异（增强出版：附图 2a）。

以P< 0.05和|log2FoldChange| > 1为标准，共筛选出

1 818个差异表达基因，其中包含 1 156个表达上调

基因和662个下调基因（增强出版：附图2b）。
这些差异表达基因显著富集到237个GO条目，

包括 50个细胞组分条目、44个分子功能条目和 143

个生物过程条目。从细胞组分角度，这些差异表达

基因主要集中在核糖体（GO：0005840）、内肽酶复合

物（GO：1905369）、线粒体（GO：0005739）及肽酶复

合物（GO：1905368）等关键结构上。从分子功能来

看主要集中在溶菌酶活性（GO：0003796）、肽聚糖胞

壁质水解活性（GO：0061783）和氧化还原酶活性

（GO：0016491）等酶学功能中。而在生物过程这一

类别中，主要包括对细菌感染引起的分子反应（GO：

0002237）、炎症反应的正向调控（GO：0050729）、炎

症反应的调控（GO：0050727）以及肽代谢过程（GO：

0006518）（图 2）。除此之外，差异表达基因还显著

富集到了 9 条 KEGG 通路，其中 5 条通路与代谢相

关（如谷胱甘肽代谢），2 条通路与遗传信息处理相

关（增强出版：附图2c）。

如图 3a所示，哈维氏弧菌感染引起石斑鱼肝脏

细胞空泡化（粗箭头）、汇管区炎症因子浸润（细箭

头）等直观损伤；同时哈维氏弧菌感染还诱发剧烈

的炎症反应，促炎因子 IL-6、IL-8的表达水平显著上

调（图3b）。

3 讨 论

细菌性疾病是水产养殖中的常见病。哈维氏

弧菌是海水鱼养殖产业中常见的病原菌，感染经济

动物不仅规模化死亡，还可与其他病原混合感染，

造成整个养殖片区的病害，严重阻碍了水产养殖产

业的可持续发展。肠道菌群结构在维持鱼类健康

和促进其环境适应方面起着重要的作用，往往能够

反映鱼类的生理状态和生态恢复力（Kanika et al.，

2025）。养殖鱼类的肠道微生物与饲料和周边环境

息息相关，为此，本研究探讨哈维氏弧菌感染对斜

带石斑鱼免疫和肠道菌群结构的影响。

石斑鱼是我国南方重要的海水鱼养殖品种，养

殖品种和产量逐年增加。本研究发现健康斜带石

斑鱼的肠道微生物主要由变形菌门、厚壁菌门和拟

杆菌门组成，其中变形菌门为优势菌门，这与云龙

石斑鱼等其他海洋肉食性鱼类的情况相似（Piazzon 

et al.，2017； Ma et al.，2019）。哈维氏弧菌感染石斑

鱼期间，肠道中变形菌门的相对丰度下降，而厚壁

菌门和拟杆菌门的丰度有上升的趋势。变形菌门

的微生物与碳、氮、硫的代谢相关；拟杆菌门和厚壁

菌门的微生物则在多糖代谢中起重要作用（Xi et 

al.，2021； Jin et al.，2023）。在鲤鱼中，厚壁菌门与

拟杆菌门丰度增加可能与机体的生长性能提升相

关（Li et al.，2013）。然而，这些菌群在维持肉食性

海水鱼类的健康状态尤其是在病原感染期间作用

还需进一步研究。

哈维氏弧菌感染石斑鱼后，肠道中假交替单胞

菌属、艰难梭菌属、布劳特氏菌属、别样普雷沃菌

属、毛螺菌科梭菌属、交替单胞菌属、考拉杆菌属以

及黏着杆菌属具有较高的 LDA 得分。假交替单胞

菌属的多个物种能产生抗菌代谢物，可能作为具有

抗炎和免疫调节作用的益生菌（Offret et al.，2016； 

Wasana et al.，2021）。也有研究发现这些属中如河

豚假交替单胞菌（Pseudoalteromonas tetraodonis）与

河豚的河豚毒素产生有关，还是引起海参皮肤溃

疡、内脏排出现象及死亡的病原体（Li et al.，2010）。

艰难梭菌（Clostridioides difficile）是一种公认的肠

道病原体，其形成的抗生素耐药性生物膜不仅容易

导致其在肠道内反复感染，也有利于其传播（Frost 

et al.，2021； Yang et al.，2024）。毛螺菌科梭菌属的

某些细菌在腺瘤中富集，表明其可能与肠道肿瘤的

5
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仅展示各类别中显著性最高的前10个GO条目。

图2　感染哈维氏弧菌后石斑鱼差异表达基因GO富集分析

Fig. 2　GO enrichment analysis of differentially expressed genes of Epinephelus coioides during Vibrio harveyi infection

箭头表示细胞空泡化（粗箭头）和炎症细胞浸润区域（细箭头）；***表示P < 0. 001。

图3　哈维氏弧菌感染斜带石斑鱼肝脏的病理损伤和基因的表达情况

Fig. 3　Pathological damage and gene expression in the liver of E.  coioides after V.  harveyi infection

6
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发生和发展有关（Liang et al.，2020）。

黏着杆菌属中的一些细菌对欧洲、亚洲和大洋

洲的水产养殖生产，尤其对多种经济鱼类的养殖造

成了显著影响。目前已经从中鉴定出了海洋黏着

杆菌（Tenacibaculum maritimum）、异色黏着杆菌

（Tenacibaculum discolor）、鳎黏着杆菌（Tenacibacu‐

lum soleae）和海鲈黏着杆菌（Tenacibaculum dicen‐

trarchi）等多种鱼类病原菌（Fernández- Álvarez et 

al.，2018）。海洋黏着杆菌的宿主广，可感染多种野

生和养殖鱼类。被感染的生物往往出现口腔糜烂、

皮肤溃疡、鳍坏死和烂尾等症状，致死率较高

（Mabrok et al.，2023）。在 P 组中，食酸菌属、弧菌

属、嗜冷杆菌属和伯克霍尔德氏菌属具有较高的

LDA得分。其中，嗜冷杆菌SE6菌株是一株从斜带

石斑鱼肠道中分离出的潜在益生菌，在饲料中添加

该菌后可增强鱼类肠道微生物多样性，促进有益微

生物增殖，同时抑制腐生葡萄球菌（Staphylococcus 

saprophyticus）等病原菌增长（Yang et al.，2011）。

这里，哈维氏弧菌的感染石斑鱼导致病原细菌的多

样性和丰度增加，同时潜在益生菌丰度下降，继而

可能对石斑鱼的生理稳态和免疫反应产生不利

影响。

通过 GO 分析，哈维氏弧菌感染石斑鱼后的差

异表达基因主要富集在生物过程、细胞组分和分子

功能方面，KEGG分析则可以确定其主要富集在代

谢和信号通路，将分析结果结合起来有助于阐明肝

脏在免疫应答中的具体功能。溶菌酶广泛存在于

鱼类的血液和黏液中，参与机体的免疫调节与激活

过程，其主要的作用机制是通过水解细菌细胞壁的

肽聚糖导致细菌裂解死亡（Liu et al.，2012； Wimala 

et al.，2023； Chen et al.，2025）。此外，溶菌酶在炎

症反应调控中的作用也具有双重性：一方面可通过

释放细菌产物加剧炎症，另一方面也对炎症的消退

起到关键作用（Ragland et al.，2017）。

鱼类的抗氧化能力主要涉及清除活性氧（ROS，

reactive oxygen species）和缓解氧化损伤的能力，是

反映其生理健康的重要指标（Long et al.，2022）。当

面临温度波动、溶解氧不足和污染物增加等环境胁

迫时，鱼体细胞中会产生过量的活性氧，引发脂质

过氧化并破坏生物膜完整性。鱼体肝脏中的抗氧

化酶（如超氧化物歧化酶和过氧化氢酶）是减轻氧

化应激和维持氧化还原稳态的关键酶。这些酶的

活性既反映了鱼体的抗氧化防御状态，也能体现其

环境适应能力，因此常被用为评估鱼类健康的标志

物（丁昊等，2026； Tan et al.，2018； Chen et al.，

2020）。谷胱甘肽是一种重要的细胞抗氧化剂，在

防止氧化损伤中也发挥着重要的作用（Wang et al.，

2022）。哈维氏弧菌感染石斑鱼后，石斑鱼差异表

达基因在溶菌酶活性、肽聚糖分解活性、氧化还原

酶活性、对细菌来源分子的应答、炎症反应的正调

控以及炎症反应的调控等多个条目中显著富集，可

能因为哈维氏弧菌感染引发了石斑鱼肝脏的免疫

应答反应。此外，促炎因子的显著上调也可能意味

着哈维氏弧菌引发了石斑鱼肝脏的免疫反应。

4 结 论

哈维氏弧菌感染引发斜带石斑鱼的肠道微生

物群落结构改变（相对丰度与多样性都发生显著变

化）：潜在病原菌（如假交替单胞菌属、艰难梭菌属、

毛螺菌科梭状属等）的出现或相对丰度升高；潜在

有益菌（如嗜冷杆菌属）的相对丰度降低。哈维氏

弧菌感染还引发斜带石斑鱼的免疫应答反应。研

究结果提示水产养殖中外源病原菌可通过改变肠

道菌群结构，继而影响重要的免疫器官的结构和免

疫关键基因的表达，因而保持肠道健康对抵抗疾病

侵入程度非常重要。
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