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摘要     为探究虾肝肠胞虫(Enterocytozoon hepatopenaei, EHP)感染对脊尾白虾 (Exopalaemon 

carinicauda)肠道菌群的影响，本研究基于 16S rRNA 基因的测序结果，对感染 EHP 的脊尾白虾肠

道菌群进行了分析。结果显示，感染虾与健康虾肠道菌群差异较大，且其肠道菌群结构多样性显著

低于健康虾。研究发现，病虾中归属于变形菌门(Proteobacteria)的脱硫弧菌科(Desulfovibrionaceae)、

弧菌科(Vibrionaceae)、未分类蓝细菌科(unidentified Cyanobacteria)、支原体科(Mycoplasmataceae)和

未分类 α 变形菌科(unidentified Alphaproteobacteria)为优势菌，而归属于厚壁菌门(Firmicutes)的乳杆

菌科(Lactobacillaceae)、双歧杆菌科(Bifidobacteriaceae)、芽孢杆菌科(Bacillaceae)及噬几丁质杆菌科

(Chitinophagaceae)细菌在健康虾中占据优势地位。EHP 侵蚀导致感染虾肠道内潜在致病菌显著增加

(P<0.05)，增加了其他疾病的易感性。此外，通过 Tax4Fun 功能预测，发现感染虾肠道菌群主要用

于新陈代谢，从而抵抗 EHP 侵染，维持机体正常功能；健康虾肠道菌群则多用于个体生长与环境

信息处理，进而保证生长与存活。本研究从虾肠道菌群结构方面入手，进一步探究了 EHP 感染对

脊尾白虾肠道菌群的影响，以期为 EHP 的防治提供帮助。 
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肠道微生物在对虾生长发育过程中发挥调控宿

主营养代谢与抵抗病原菌侵染的作用，同时对其免疫

功能也有重要影响(Rungrassamee et al, 2016)。而病原

微生物的侵染则会破坏肠道菌群结构，使其功能失

常，从而引发其他疾病。研究表明，肠道菌群结构及

其代谢物的改变与甲壳类的生长和疾病有着密切联

系，不同生长阶段和不同健康状态的虾体肠道菌群丰

度与多样性存在一定差异，健康虾的肠道菌群多样性

显著高于病虾(Xiong et al, 2015; Zheng et al, 2016; 

Gao et al, 2019)。 
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脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)是我国池塘

单养和虾蟹混养模式常见的一种小型经济虾类，主要

分布于黄渤海海域的浅海近岸水域，具有广温广盐、

环境适应性强、繁殖能力强、生长快等优点(Zhang et al, 

2015)。然而，随着高密度养殖模式与混合养殖模式

的发展，病害的发生呈上升趋势，严重制约了虾蟹混

养等养殖模式(Xu et al, 2010; 李新苍等, 2012; 王元

等, 2013)。虾肝肠胞虫(Enterocytozoon hepatopenaei, 

EHP)是一种高传染性细胞内寄生的微孢子虫，主要

寄生于虾的肝胰腺和肠道中，可通过摄取宿主细胞内

的 ATP 进行繁殖(Santhoshkumar et al, 2017; Boakye 

et al, 2017; Aranguren et al, 2017; 程东远等, 2018)。

EHP 孢子肉眼不可见，感染 EHP 的个体前期无明显

的感染症状，患病后期可发现群体内病虾体型大小不

一，总体生长迟缓甚至停止生长 (刘雅梅等 , 2017; 

Singh et al, 2018)。近年来，在脊尾白虾养殖过程中

也有发现 EHP 感染，对脊尾白虾养殖业造成了一定

的损失。 

研究健康虾和病虾肠道菌群结构之间的差异及

功能有助于阐明疾病的致病机理，指示宿主的健康状

态(郁维娜等, 2018)。利用高通量测序技术对病虾的

肠道微生物和免疫基因分析，可以从生物学角度对肠

道菌群结构、免疫应答以及虾体生长之间的相互作用

机制进行阐释(Zhou et al, 2019)。蒋葛等(2019)研究表

明，患有急性肝胰腺坏死病 (acute hepatopancreatic 

necrosis disease, AHPND)的凡纳滨对虾(Litopenaeus 

vannamei)肠道菌群结构单一，弧菌属细菌在病虾肠

道中占据优势地位。本研究拟采用 Illumina MiSeq 高

通量测序技术，对感染 EHP 的脊尾白虾与健康虾肠

道菌群进行 16S rRNA 基因测序，比较其肠道菌群结

构多样性与群落差异，并利用 Tax4Fun 对肠道群落功

能进行预测，进一步探究 EHP 感染对脊尾白虾肠道

菌群的影响，以期为 EHP 的防治提供帮助。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集与 EHP 人工感染 

健康虾取自江苏省南通市如东县养殖池塘，体长

为(4.5±0.3) cm，体重为(1.3±0.3) g。运回实验室后，

随机选取 3 尾，利用巢式 PCR 方法检测是否感染

EHP，在水温 24℃、盐度 28、pH 7.9±0.2 的条件下暂

养 1 周。暂养期间连续曝气，每日按体重的 5%投喂

2 次人工配合饲料(海大集团海龙牌)，并及时清除残

饵和排泄物，暂养结束后饥饿 24 h。 
 

随机抽取 60 尾健康个体用于人工感染，健康组

与感染组各 30 尾分别置于 50 L 的塑料箱中，水温 

为 24℃，盐度为 28，pH 为 7.9±0.2，感染期间连续

曝气。健康组正常投喂人工配合饲料，感染组投喂新

鲜的 EHP 病虾肝胰腺及肌肉组织。病虾来源于实验

室扩大培养的感染 EHP 脊尾白虾，体长为 (4.8± 

0.5) cm，体重为(1.7±0.6) g，投喂前将病虾肠道去除，

剪碎肝胰腺和肌肉组织，并充分混匀，按体重的 5%

每日投喂 2 次，投喂 2 h 后及时清理残饵及粪便。每

隔 2 d 换水 1 次，换水量为总量的 1/3。连续感染 10 d

后，随机选取健康虾与感染虾各 9 尾，在无菌环境下

用无菌刀片与镊子分别取其肝胰腺和肠道组织，3 尾

虾组织混为 1 个样品，共 3 个平行，肝胰腺样品用于

PCR 检测，肠道样品用于高通量测序，样品置于–80℃

保存备用。 

1.2  EHP 巢式 PCR 检测 

取 25 mg 虾肝胰腺组织，按照 Ezup 柱式动物基因

组 DNA 抽提试剂盒[生工生物工程(上海)股份有限公司]

说明书进行 DNA 抽提，DNA 洗脱溶解后于–20℃保存。 

根据 GenBank KF362130.1 设计巢式 PCR 引物

(外引物：EX-F: AAA AGC CAT TGA GTT TGT TG, 

EX-R: TTG CCT TCT CCC TCC TGT; 内引物：In-F: 
TAG CGG AAC GGA TAG GGA, In-R: CCA GCA 
TTG TCG GCA TAG) (已验证特异性)；PCR 反应体系

(南京诺唯赞)为 10 μL，包含 3.8 μL ddH2O、5 μL 2×Taq 

Mix Ⅱ、EX-F/In-F 和 EX-R/In-R 各 0.4 μL、0.4 μL 

DNA。PCR 反应程序：94℃预变性 5 min，94℃ 45 s、

55℃ 45 s、72℃ 1 min，共 35 个循环，最后 72℃延

伸 7 min。第 2 轮 PCR 模板为第 1 轮产物，体系和

程序与第 1 轮相同。PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳

检测，送生工生物工程(上海)股份有限公司进行序列

测定。 

1.3  肠道总 DNA 提取与 PCR 扩增 

采用 CTAB 法提取健康虾(J 组)和感染虾(G 组)

肠道总 DNA，之后用 1%琼脂糖凝胶电泳与分光光度

计检测 DNA 纯度与浓度，将样品用无菌水稀释至

1 ng/μL 作 DNA 模板，用 Phusion® High-Fidelity PCR 

Master Mix with GC Buffer (New England Biolabs)和

高效高保真酶，PCR 扩增引物为：515-F (5′-GTG CCA 

GCM CCG CGG TAA-3′)和 806-R (5′-GGA CTA CHV 

GGG TWT CTA AT-3′)。所得 PCR 产物用 2%琼脂糖凝

胶电泳检测，采用 QIAquick 胶回收试剂盒(QIAGEN, 

德国)回收目的条带。 
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1.4  上机测序与测序数据处理 

使用 TruSeq DNA PCR-Free Sample Preparation 

Kit (Illumina)构建文库，文库质检合格后使用 NovaSeq 

6000 进行上机测序(北京诺禾致源生物信息科技有限

公司)。对下机数据使用 FLASH (V1.2.7, http://ccb.jhu. 

edu/software/FLASH/)对样品的 reads 进行拼接、过滤，

得到高质量 Tags，参照 QIIME (quantitative insights into 

microbial ecology, V1.7.0, http://qiime.org/) 流程对

Tags 进行质控，去除嵌合体序列后得到有效数据

(Caporaso et al, 2010)。 

1.5  OTU 聚类注释与多样性分析 

利用 Uparse 软件(V7.0.1001, http://www.drive5. 

com)对样品的全部 Tags 以 97%的一致性将序列聚类

成 OTUs (operational taxonomic units)(Haas et al, 

2011)。根据聚类结果，筛选出 OTUs 中出现频率最

高的序列尾代表序列，参考 Mothur 方法与 SILVA132 

(http://www.arb-silva.de/)的 SSUrRNA 数据库进行物

种注释分析(设定阈值为 0.8~1) (Wang et al, 2007; 

Edgar, 2013)。 

利用 QIIME (V1.9.1)软件计算 Observed-OTUs、

Chao1、Shannon、Simpson 和 ACE 等指数，使用 R 

(V2.15.3)软件绘制稀释曲线和 Rank abundance 曲线，并

进行 Alpha 多样性和 Beta 多样性指数组间差异分析。 

1.6  肠道菌群功能预测 

采用 Tax4Fun 对肠道菌群功能进行预测，基于最

小 16S rRNA 序列相似度的最近邻居法实现。经提取

KEGG 数据库原核生物全基因组 16S rRNA 基因序列

与 SILVA SSU Ref NR 数据库进行比对并建立数据

库，将 KEGG 数据库原核生物全基因组功能信息通

过 UProC 和 PAUDA 两种方法进行注释并对应到

SILVA 数据库中，实现 SILVA 数据库功能注释。随后

以 SILVA 数据库序列为参考序列聚类出 OTU，进而

获取功能注释信息(Aßhauer et al, 2015)。 

2  结果与分析 

2.1  EHP 感染检测结果 

对健康虾与感染虾进行巢式 PCR 检测，PCR 产

物经 1%琼脂糖凝胶电泳验证(图 1)，胶回收产物测序

后通过 GenBank BLAST 同源检索分析，结果与

GenBank KF362130.1 序列一致。 

 
 

图 1  样品 EHP 检测 
Fig.1  EHP detection of samples 

M：DL 2000 DNA 分子量标准；1：阴性对照； 

2~4：健康虾；5：阳性对照；6~8：感染虾 
M: DL 2000 DNA marker; 1: Negative control; 2~4: Healthy 

shrimp; 5: Positive control; 6~8: Diseased shrimp 
 

2.2  肠道菌群结构分析 

实验虾肠道微生物样品在 97%的相似性水平上共

获得 2314 个 OTUs (472 451 个 reads)。归属于 35 个门、

55 个纲、122 个目、233 个科、542 个属、318 个种。

如图 2a 所示，感染虾中主要菌群为变形菌门

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

(Tenericutes)、拟杆菌门 (Bacteroidetes)和放线菌门

(Actinobacteria)，其相对丰度分别为 92.64%、2.39%、

1.88%、0.88%和 0.24%，占细菌总量的 98%。感染虾

中 变 形 菌 门 与 拟 杆 菌 门 丰 度 显 著 高 于 健 康 虾

(P<0.05)，而厚壁菌门、拟杆菌门和放线菌门丰度显

著低于健康虾(P<0.05)。 

如图 2b 和图 2c 所示，感染虾中优势菌为劳森菌

属(Lawsonia)、发光杆菌属(Photobacterium)、未分类

α 变形菌属(unidentified Alphaproteobacteria)、不动杆

菌属(Acinetobacter)和沙雷氏菌属(Serratia)等，主要

归属于脱疏弧菌科 (Desulfovibrionaceae)、弧菌科

(Vibrionaceae)、莫拉式菌科(Moraxellaceae)和肠杆菌

科(Enterobacteriaceae)，分别归属于变形菌门和厚壁

菌门。感染虾中变形菌门丰度显著高于健康虾(P<0.05)，

而厚壁菌门丰度则显著低于健康虾(P<0.05)。 

根据所有样本在科水平的物种注释及丰度信息，

选取丰度排名前 35 的科，根据其在每个样本中的丰

度信息，从物种和样本 2 个层面进行聚类，绘制成热

图(图 3)，感染虾共有 5 个优势菌科，健康虾共有 30 个

优势菌科，分别归属于 7 个门。健康虾的 30 个优势

菌科中共有 4 个潜在益生菌科，分别是乳杆菌科

(Lactobacillaceae)、双歧杆菌科(Bifidobacteriaceae)、 
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图 2  健康虾与感染虾肠道主要细菌物种相对丰度
(n=3, x ±SD) 

Fig.2  Relative abundance of intestinal bacteria in healthy 
and infected shrimp (n=3, x ±SD) 

a：细菌门水平上物种相对丰度；b：细菌科水平上物种相

对丰度；c：细菌属水平上物种相对丰度 
a: Relative abundance of species at bacterial phylum level;  
b: Relative abundance of species at bacterial family level;  
c: Relative abundance of species at bacterial genus level 

 

芽孢杆菌科和噬几丁质杆菌科(Chitinophagaceae)。感

染虾中 5 个优势菌科分别是脱硫弧菌科、弧菌科、未

分类蓝细菌科(unidentified Cyanobacteria)、支原体科

(Mycoplasmataceae)和未分类 α 变形菌科(unidentified  

Alphaproteobacteria)。 

2.3  肠道菌群结构多样性分析 

对不同样品在 97%一致性阈值下的多样性分析

指数进行统计分析(表 1)，结果显示，样品覆盖率大

于 99%。对 Shannon 指数、Simpson 指数、Chao1 指

数和 ACE 指数进行比较，感染组各指数均低于健康

组，通过分析比较可以发现，感染组个体的肠道菌群

多样性显著低于健康虾(P<0.05)。 

稀释曲线和等级聚类曲线可反映测序数据量的

合理性，直观反映样品中物种的丰富度和均匀度

(Lundberg et al, 2013)。图 4a 为样品稀释曲线，由图

4a 可见，稀释曲线趋于平缓，说明测序数据合理。

图 4b 为样品等级聚类曲线，曲线越宽说明样品丰富

度越高，越平坦说明样品分布越均匀。由图 4b 可见，

与感染虾相比，健康虾的曲线更宽、更平缓。这与 α

多样性分析结果一致，可见感染虾肠道菌群多样性与

丰富度显著低于健康虾(P<0.05)。 

2.4  肠道菌群功能预测 

功能注释聚类热图(Level 1)的结果显示(图 5)，健

康虾肠道菌群的主要功能包括细胞过程、未分类、环

境信息处理、有机系统等，感染虾肠道菌群的主要功

能包括新陈代谢、人类疾病和遗传信息处理。T-test

检验结果显示，二组之间并无显著性差异(P>0.05)。 

3  讨论 

3.1  虾肠道菌群结构分析 

肠道菌群在虾体健康生长发育与非特异性免疫

调控过程中扮演重要角色，可促进虾体对营养的吸收

及新陈代谢，为其抵抗病害侵袭提供屏障(Nie et al, 

2017; Libertucci et al, 2018)。研究表明，凡纳滨对虾

肠道菌群中丰度较高的菌群为变形菌门、拟杆菌门和

厚壁菌门，主要包括弧菌属 (Vibrio)、假单胞菌属

(Pseudomonas) 、 拟 杆 菌 属 (Bacteroides) 和 蓝 细 菌

(Cyanobacteria)等，同时与虾体不同健康状况有关
(Zheng et al, 2016; Landsman et al, 2019; Zeng et al, 
2020)，这与本研究结果相似。本研究中，感染虾与

健康虾肠道菌群丰度差异较大，感染虾肠道优势菌多

归属于变形菌门与拟杆菌门，其丰度显著高于健康

虾，而健康虾中厚壁菌门丰度则显著高于感染虾。研

究发现，脊尾白虾肠道优势菌群为变形菌门和厚壁菌

门，其中丰度较高的有假单胞菌属、肠杆菌属

(Enterobater)、弧菌属、赤杆菌属(Erythrobacter)等(沈辉 
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图 3  健康虾与感染虾物种丰度聚类图(科水平)(n=3, x ±SD) 

Fig.3  Cluster heatmap of healthy shrimp and infected shrimp (Family level)(n=3, x ±SD) 
 

表 1  α 多样性统计表(n=3; x ±SD) 

Tab.1  Alpha diversity indices table (n=3; x ±SD) 

平均值 Mean 标准差 Standard deviation 
α 多样性指数 

Alpha diversity index 健康虾 
Healthy shrimp 

感染虾 
Infected shrimp 

健康虾 
Healthy shrimp 

感染虾 
Infected shrimp 

显著性
Significance

物种数量 
Observed species 

1 347.000 651.667 33.941 44.837 0 

Shannon 6.430 1.739 1.255 0.358 0.007 

Simpson 0.925 0.347 0.059 0.061 0.002 

Chao1 1 403.138 824.373 13.359 52.378 0.001 

ACE 1 412.952 867.725 4.806 57.204 0.001 
 

等, 2015)。本研究中，弧菌科(变形菌纲)丰度在感染

虾中属于优势菌，弧菌病可对虾类产生较大的伤害，

破坏其组织器官，造成非特异性免疫与代谢功能下

降，导致大量死亡(Khimmakthong et al, 2017)。 

Xiong 等(2014)研究表明，从科水平上可简单有

效对虾体健康进行预测。本研究对科水平 OTUs 分类

热图进行分析，发现感染虾中优势潜在致病菌为脱硫

弧菌科、弧菌科、未分类蓝细菌科、支原体科和未命 
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图 4  健康虾与感染虾样品物种多样性曲线(n=3, x±SD) 

Fig.4  Species diversity curve of healthy and infected shrimp samples (n=3, x ±SD) 

a：样品稀释曲线；b：等级聚类曲线 
a: Rarefaction curve of sample; b: Rank abundance of sample 

 

 
 

图 5  Tax4Fun 功能注释聚类热图(Level 1)(n=3, x ±SD) 
Fig.5  Tax4Fun functional annotation cluster heatmap 

(Level 1)(n=3, x ±SD) 
 

名 α_变形菌科，其弧菌科丰度显著高于健康虾

(P<0.05)，可能是EHP的侵染破坏了虾肠道菌群结构，

益生菌群的抑菌功能遭破坏，以至于致病菌群占据优

势，增加了弧菌病的发病几率(Zokaeifar et al, 2014; 

Santhoshkumar et al, 2017; Aranguren et al, 2017)。健

康虾中的乳杆菌科、芽孢杆菌科、双歧杆菌科的某些

属可分泌多种胞外酶和抗菌肽，不仅可抑制致病菌繁

殖，还可改善水质，提高水产动物的非特异性免疫

(Zokaeifar et al, 2014; Lugli et al, 2017)。因此，推测

在 EHP 感染初期向养殖水体或饲料中添加这些益生

菌有望减缓或抑制 EHP 的传播(宁梓健等, 2020)。 

3.2  肠道微生物多样性分析 

Zhou (2019)研究发现，“棉花状”的凡纳滨对虾肠

道与健康虾肠道中优势菌群分属于变形菌门、软壁菌

门和拟杆菌门，健康虾肠道菌群多样性显著高于病虾

组，与本研究结果相似。吴金凤等(2016)通过高通量测

序技术对凡纳滨对虾肠道及养殖水体进行检测，同样发

现健康虾肠道微生物多样性显著高于病虾。在本研究

中，受 EHP 感染的个体肠道微生物多样性显著低于

健康个体，表明 EHP 的侵染对脊尾白虾肠道菌群多

样性造成了一定的影响。EHP 多和其他疾病共同发

现，肠道菌群结构遭到破坏后，变形菌门丰度显著增

加，厚壁菌门丰度显著降低，导致潜在致病菌暴发几

率增加，感染虾更容易暴发弧菌病等疾病(Aranguren 

et al, 2017)。 

虾肠道菌群多样性关系到虾体肠道群落生态功

能稳定性，多样性越高说明肠道菌群越稳定，抗病能

力越强(金若晨等, 2020)。本研究中，健康虾肠道内

也存在多种潜在致病菌，但并没有出现患病症状，这

与健康虾肠道菌群结构有一定关联。通过物种稀释曲

线与等级聚类曲线可以看出，健康虾肠道菌群多样性

更高，这与 Shannon-Wiener 指数和 Simpson 指数等

多样性指数所表达的结果也一致。因此，健康虾肠道

菌群结构更为完整，对致病菌的抑制能力更强。 

3.3  肠道功能预测 

虾体感染 EHP 后群体间个体差异较大，出现生

长缓慢甚至停止生长的现象。通过 Tax4Fun 功能预

测，发现感染虾的肠道主要功能为新陈代谢和人类疾

病，可能由于感染虾分配更多的能量用于抵抗 EHP

的侵染和其他疾病，减少了用于生长相关的能量；而

从健康虾的功能预测中可以看出，其将更多的能量用

于生长和对环境的适应，从而保证安全存活与繁殖

(Zhou et al, 2019)。 
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4  结论 

综上所述，健康虾与感染 EHP 虾的肠道菌群差

异较大，其中感染虾肠道菌群结构多样性显著低于健

康虾。通过 16S rRNA 基因测序分析，发现病虾中归

属于变形菌门的脱硫弧菌科、弧菌科、未分类蓝细菌

科、支原体科和未分类 α 变形菌科为优势菌，而归属

于厚壁菌门的乳杆菌科、双歧杆菌科、芽孢杆菌科和

噬几丁质菌科细菌在健康虾中占据优势地位。由此可

见，EHP 的侵蚀破坏了脊尾白虾肠道菌群结构，导致

潜在致病菌丰度增加。 
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Effect of Enterocytozoon hepatopenaei Infection on the Intestinal  
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Abstract    Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) is a highly infectious intracellular parasite that 

primarily parasitizes the hepatopancreas, intestine, and muscle of shrimp. It can reproduce by 

consuming ATP from the host cells, resulting in growth retardation or even growth cessation of the 

host and increasing individual differences within a population. In recent years, we discovered EHP 

infection in the breeding process of Exopalaemon carinicauda culture, which has caused losses to the 

E. carinicauda culture industry. Intestinal microorganisms, which play a very important role in the 

growth and development of shrimp, can regulate nutritional metabolism, resist pathogen infection, 

and also have an important impact on the host immune function. Therefore, it is helpful to clarify the 

pathogenesis of EHP by exploring the differences and functions of the intestinal microflora between 

healthy and diseased shrimp. To screen potential probiotics for inhibiting or slowing down the spread 

of EHP, this study analyzed the intestinal microflora structure of shrimp based on 16s rRNA gene 

sequencing, and further explored the effect of EHP infection on the intestinal microflora of E. carinicauda. 

The results showed that the intestinal microflora of infected shrimp was significantly different from 

that of healthy individuals, and the structural diversity of the intestinal microflora was significantly 

lower than that of the healthy shrimp. Proteobacteria, including Desulfovibrionaceae, Vibrionaceae, 

unidentified Cyanobacteria, Mycoplasmataceae, and unidentified Alphaproteobacteria were the 

dominant bacteria in diseased shrimp, whereas Firmicutes including Lactobacillaceae, Bifidobacteria, 

Bacillaceae, and Chitinophagaceae were dominant in healthy shrimp. Infection with EHP 

significantly increased the potential pathogenic bacteria level in the intestines of the infected shrimp 

(P<0.05), and increased their susceptibility to other diseases. In addition, through the Tax4Fun 

function prediction, we found that the primary function of the intestinal microflora in infected shrimp 

was metabolism to resist EHP infection, whereas the intestinal microflora of healthy shrimp was 

primarily involved in individual growth and environmental information processing to ensure growth 

and survival. 

Key words    Enterocytozoon hepatopenaei; Exopalaemon carinicauda; Intestinal microflora diversity; 

Function prediction 
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