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　　摘要：从贵州省水产研究所惠水试验基地采集杂交鲟鱼、养殖水体及饲料等样品，对鲟鱼前肠、中肠及后肠肠道微
生物、养殖水体及饲料等样品微生物ＤＮＡ进行提取扩增，结合宏基因组学测序技术和生物信息学分析等手段，对鲟鱼
肠道微生物多样性进行分析。结果表明，在门水平上，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）在前肠、中肠、后肠及水样等样品为主
要优势菌群，丰度分别为７５．０％、５７．４％、６６．０％、５０．８％。饲料样品中蓝细菌（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）丰度最高，为 ５９．５％。
属水平分析，前肠样品组 Ｇ６中，假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）丰度最高，为 ２３．１８％，其次为气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ，
７２３％）、不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ，３．７３％）、黄杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，２．４７％）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ（２．４３％）、
Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｃｏｌａ（２．２０％）。中肠样品组 Ｇ７中，以 ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ（４．２２％）、Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｃｏｌａ（３．１３％）、地杆菌属
（Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ，２．６０％）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ，２．３７％）、不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ，１．７４％）、气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ，
１．４０％）为主。后肠样品组Ｇ８中，主要包括气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ，０．５２％）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ，０．４７％）、不
动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ，０．１３％）、Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｃｏｌａ（０．０７％）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ（０．０６％）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＣｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
（０．０３％）。前肠、中肠肠道微生物类型及丰度差异不大，后肠细菌和前、中肠内细菌差异明显。
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　　肠道微生物是人体及动物肠道的正常组成部分，对宿主
的营养和健康有重要影响。研究表明，肠道微生物可参与宿

主的营养物质消化吸收、能量代谢、过敏、自身免疫疾病等多

方面调节过程［１－３］，对宿主的年龄亦有指示作用［４］。近年来，

肠道微生物与水产动物的联系受到了越来越多的关注。Ｋａｎ
等将金鱼暴露在０～１００μｇ／Ｌ的五氯苯酚中，对金鱼肠道微
生物变化进行了分析，结果表明，拟杆菌属丰度与五氯苯酚浓

度呈正相关，拟杆菌门、拟杆菌属及厚壁菌门／拟杆菌门之比
对金鱼在五氯苯酚环境中的体质量和肝质量均有重要影

响［５］。Ｒｏｌｉｇ等对斑马鱼肠神经系统进行缺失突变处理，结果
发现肠道发炎个体中促炎性细菌菌群较多，而在同样做缺失

突变的肠道正常个体中具有抗炎作用的细菌菌群较多，研究

表明肠道微生物对斑马鱼肠道健康具有重要作用［６］。此外，

动物体肠道始终处于动态变化，摄食方式和肠道微生物种类、

数量及占例均有影响，动物体内肠道菌群结构合理有助于加

快宿主的生长和改善肉质［７］。唐杨等在凡纳滨对虾饲料中

添加蜡样芽孢杆菌，试验组凡纳滨对虾生长速度比空白组平
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均快１５．２％，且试验组中菌群丰度变化明显，相对不添加蜡
样芽孢杆菌的对照组，试验组中变形菌门丰度有所下降，而拟

杆菌门丰度有所增加［８］。

鲟鱼为高蛋白、多脂肪性鱼类，是世界上优良的淡水鱼品

种，也是现存于世界上最珍奇古老的冷水性生物鱼群之一，有

“活化石”之称，其肉厚骨软，同时鲟鱼卵可以加工成鲟鱼子

酱，具有“黑色黄金”之称。鱼体含有人体必需的多种氨基

酸，具有很高的经济价值和药用价值。本研究对１０月龄鲟鱼
苗肠道微生物多样性进行了初步分析，获得对鲟鱼健康有利

的微生物菌群信息，对益生菌在鲟鱼类饲料添加剂中的应用

及减少抗生素使用具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料
２０１６年５月，从贵州省水产研究所惠水试验基地采集１０

月龄鲟鱼苗数条、养殖水体３Ｌ（标记为Ｓ）及饲料２０ｇ（标记
为ＳＬ）。迅速带回实验室，不投饵暂养３ｄ。
１．２　试剂与仪器

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、细菌ＤＮＡ提取纯化等试剂，购自上海生工
生物工程股份有限；Ｇｅｌ－Ｄｏｃ２０００凝胶成像分析仪，购自
ＢＩＯ－ＲＡＤ公司；电泳仪，购自北京市六一仪器厂。
１．３　鲟鱼肠道采集

待鲟鱼肠粪便排空后，在超净台中对鲟鱼进行解剖取样。

用７５％乙醇对鲟鱼体表消毒后用解剖剪沿肛门朝前对鲟鱼进
行解剖。清理出肠道，７５％乙醇擦拭消化道外壁，无菌ＰＢＳ缓
冲液冲洗，５ｍＬ灭菌离心管分别收集前、中、后肠并作标记，
Ｑ４、Ｑ５为前肠样品，Ｚ４、Ｚ５为中肠样品，Ｈ４、Ｈ５为后肠样品。
１．４　肠道微生物ＤＮＡ提取

对解剖取得的鲟鱼肠道样品，使用天根试剂盒提取

ＤＮＡ，具体方法见试剂盒说明书。用１．５％琼脂糖凝胶对提
取获得的ＤＮＡ样品质量进行检测，并将合格样品干冰保存寄
送北京诺禾致源生物信息科技有限公司进行测序分析。

１．５　１６ＳｒＤＮＡ文库构建及多样性分析
利用１６ＳＶ４区引物（５１５Ｆ：５′－ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ

ＴＡＡ－３′和８０６Ｒ：５′－ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ－３′）对
肠道微生物ＤＮＡ进行扩增。采用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ平台对扩增
获得的测序结果进行分析。截去 Ｂａｒｃｏｄｅ和引物序列后使用
ＦＬＡＳＨ对每个样品的ｒｅａｄｓ进行拼接，后去除嵌合体序列，得
到最终有效数据。利用Ｕｐａｒｓｅ软件（Ｕｐａｒｓｅｖ７．０．１００１）对所
有样品全部有效数据进行聚类，默认以９７％的一致性将序列
聚类成为ＯＴＵ。对 ＯＴＵｓ代表序列进行物种注释，用 Ｍｏｔｈｕｒ
方法与ＳＩＬＶＡ的ＳＳＵｒＲＮＡ数据库进行物种注释分析（设定
阈值为０．８～１．０），获得分类学信息并分别在各分类水平：
ｋｉｎｇｄｏｍ（界）、ｐｈｙｌｕｍ（门）、ｃｌａｓｓ（纲）、ｏｒｄｅｒ（目）、ｆａｍｉｌｙ
（科）、ｇｅｎｕｓ（属）、ｓｐｅｃｉｅｓ（种）统计各样本的群落组成。使用
ＰｙＮＡＳＴ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．２）与 ＧｒｅｅｎＧｅｎｅ数据库中的“Ｃｏｒｅ
Ｓｅｔ”数据信息进行快速多序列比对，得到所有ＯＴＵｓ代表序列
的系统关系。最后以样品数据量最少的为标准对各样品数据

进行均一化处理。使用 Ｑｉｉｍｅ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．７．０）计算
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ－ｓｐｅｃｉｅｓ、Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｇｏｏｄｓ－ｃｏｖｅｒａｇｅ、Ｕｎｉｆｒａｃ距离
及构建ＵＰＧＭＡ样品聚类树，使用Ｒ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ２．１５．３）绘

制稀释曲线，Ｒａｎｋａｂｕｎｄａｎｃｅ曲线，物种累积曲线，进行 Ａｌｐｈａ
多样性指数组间差异分析并绘制ＰＣＡ、ＰＣｏＡ、ＮＭＤＳ图。

２　结果

２．１　细菌１６ＳｒＲＮＡ基因测序结果分析
以序列相似性９７％一致性（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）的原则将序列聚类

成为１个ＯＴＵ（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ）。鲟鱼肠道微生物
样品共获得８２３９个ＯＵＴ，其中Ｑ４、Ｑ５样品分别含有 １４３２、
１７７１个 ＯＵＴｓ，Ｚ４、Ｚ５样品分别含有 １７０２、１０６４个 ＯＵＴｓ，
Ｈ４、Ｈ５样品分别包含１６５、８４７个 ＯＵＴｓ（表１）。从养殖水体
Ｓ样品和饲料ＳＬ样品中分别获得８６１、６０２个 ＯＵＴｓ。覆盖率
（ｇｏｏｄｓｃｏｖｅｒａｇｅ）是测序获得的序列占整个基因组的比例，用
以评估抽样完整性。本研究中所有样品的覆盖率为９７．７％～
９９．７％，表明本次检测结果具有较好的覆盖性。通过单样本
的多样性分析（Ａｌｐｈａ多样性）可以反映样品内的微生物群落
的丰富度和多样性，Ｓｈａｎｎｏｎ是用来估算样品中微生物多样
性指数之一，其值越大表明群落多样性越高，本研究中鲟鱼肠

道前肠样品Ｓｈａｎｎｏｎ指数最高，表明鲟鱼前肠细菌多样性丰
富，后肠样品Ｓｈａｎｎｏｎ指数最低，为０．３６５。结果表明，养殖水
体中细菌多样性较饲料高，而鲟鱼肠道细菌微生物多样性表

现为：前肠＞中肠＞后肠（表１）。稀释曲线是从样品中随机
抽取一定测序量的数据，统计它们所代表物种数目（即 ＯＴＵｓ
数目），以抽取的测序数据量与对应的物种数来构建曲线。

稀释曲线可直接反映测序数据量的合理性，并间接反映样品

中物种的丰富程度，本研究各样品稀释曲线较为平缓（图１），
说明测序数据量逐渐趋于合理。

表１　基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列的细菌多样性指数

样品名称 可操作分类单元 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 覆盖率（％）
Ｑ４ １４３２ ８．３２１ ０．９９０
Ｑ５ １７７１ ８．９４２ ０．９７７
Ｚ４ １７０２ ７．８７ ０．９８０
Ｚ５ １０６４ ５．７４５ ０．９８６
Ｈ４ １６５ ０．３６５ ０．９９７
Ｈ５ ８４７ ２．７７７ ０．９８７
Ｓ ８６１ ４．９１３ ０．９８７
ＳＬ ６０２ ２．９４８ ０．９９０

２．２　细菌多样性分析
根据物种注释结果在门水平对物种相对丰度进行统计分

析，由图２可知，其中相对丰度排前１０的物种包括变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、蓝 细 菌 门 （Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、梭 杆 菌 门
（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放 线 菌 门 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟 杆 菌 门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、厚 壁 菌 门 （Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、绿 弯 菌 门
（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、酸 杆 菌 门 （Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、芽 单 胞 菌 门
（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）及硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）。前肠样
品组Ｇ６中变形菌门相对丰度最高，为７５．０％，其次为拟杆菌
门（１２．９％）、厚壁菌门（５．２％）、放线菌门（２．３％）、酸杆菌
门（１．３％）。中肠样品组 Ｇ７中亦包含较多的变形菌门
（５７４％），其次为拟杆菌门（１８．６％）、厚壁菌门（１０．２％）、放
线菌门（４．３％）、酸杆菌门（３．５％）。后肠样品组Ｇ８中，除了
变形菌门（６６．０％）丰度较高以外，梭杆菌门（３０．７％）明显高
于前肠组（０．７１％）和中肠组（０．７７％）。水体样品Ｇ４（Ｓ）中，
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丰度较高的物种包括变形菌门 （５０．８％）、放线菌门
（２６２％）、梭杆菌门（１１．７％）、拟杆菌门（７．７％）、厚壁菌门
（１．８％）。饲料样品Ｇ５（ＳＬ）中丰度较高的物种包括蓝细菌
门（５９．５％）、变形菌门（２９．８％）、厚壁菌门（８．１％）、拟杆菌
门（１．１％）。前中后肠、水样及饲料样品中变形菌门均为主
要优势物种。前中肠细菌在门水平物种类型及丰度差异不

大，后肠细菌和前中肠内细菌差异明显。

　　在菌属水平上对每个样品的菌群结构及分布进行统计分
析，由图３可知，５个样品组丰度前１０的菌属包括：假单胞菌
属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）、不动杆菌属
（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）、黄 杆 菌 属 （Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
Ｍａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ、Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｃｏｌａ、地 杆 菌 属 （Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ）、
Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｂａｃｔｅｒ、 ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ 及 ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ。前肠样品组 Ｇ６中，假单胞菌属丰度最高，为
２３．１８％，其次为气单胞菌属 （７．２３％）、不动杆菌属
（３７３％）、黄杆菌属（２．４７％）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ
（２．４３％）、Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｃｏｌａ（２．２０％）。中肠样品组 Ｇ７中，丰度

排名前６的菌属分别为ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ（４．２２％）、
Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｃｏｌａ（３．１３％）、地杆菌属（２．６０％）、假单胞菌属
（２３７％）、不动杆菌属（１．７４％）、气单胞菌属（１．４０％）。后
肠样品组Ｇ８中，主要包括气单胞菌属（０．５２％）、假单胞菌属
（０．４７％）、不动杆菌属（０．１３％）、Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｃｏｌａ（０．０７％）、
ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ（０．０６％）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＣｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
（０．０３％）。养殖水体样品组Ｇ４中，Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｂａｃｔｅｒ丰度最高
为４．０６％，其次为黄杆菌属（１．２７％）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＣｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
（０．７０％）、假单胞菌属（０．５１％）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ
（０．４３％）、气单胞菌属（０．２９％）。饲料样品组 Ｇ５中，
ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＣｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ丰 度 最 高 （５９．５０％），其 次 为
ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ（２１．３３％）、假单胞菌属（１．３５％）、气
单胞菌属（０．７７％）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ（０．２７％）、不
动杆菌属（０．２１％）。不同来源样品组中细菌丰度各不相同，
后肠样品组 Ｇ８细菌多样性与其他组相差较大，不含
ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ、Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｂａｃｔｅｒ及 Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ等 ３个
属的细菌。

２．３　核心微生物菌落分析
绘制成韦恩图对不同样品（组）之间共有、特有的ＯＵＴ进

行分析，由图４可知，其中前肠２个克隆共有ＯＵＴｓ９８０个，前
肠２个克隆样本及养殖水体和饲料样品共有ＯＵＴｓ３０７个，优
势菌属包括 Ｍａｒｉｎｉｆｉｌｕｍ（２．６１％）、假单胞菌属（２．２８％）、黄
杆菌属（１．６３％）。中肠２个克隆样本共有 ＯＵＴｓ８５２个，中
肠２个克隆样本及养殖水体和饲料样品共有ＯＵＴｓ３１５个，
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主要包括Ｍａｒｉｎｉｆｉｌｕｍ（２．５４％）、假单胞菌属（２．２２％）、黄杆
菌属 （１．５９％）、芽 孢 杆 菌 属 （１．２７％）、ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿
Ｍａｒｉｎｉｌａｂｉａｃｅａｅ（１．２７％）及 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ（１．２７％）等菌属。后
肠２个克隆样本共有 ＯＵＴｓ７９个，后肠样品及养殖水体和饲
料共有ＯＵＴｓ２６个，在门水平上主要为变形菌门（７３．０８％）
和厚壁菌门（１５．３８％）。

３　讨论

近年来，研究者对人体［９－１０］、斑马鱼［１１］、虹鳟鱼［１２］、果

蝇［１３］及蝴蝶［１４］等脊椎和非脊椎动物肠道微生物多样性均进

行了研究。Ｎｉ等对２４条草鱼肠道微生物多样性进行了研
究，共发现１２２８种细菌（１１６种古细菌和１１１２种细菌），其
中大部分属于厚壁菌门、变形杆菌门及梭杆菌门，此外笔者还

发现，以黑麦草为饲料喂养的草鱼肠道微生物在草鱼肠道碳

代谢、氨基酸代谢及脂肪酸代谢过程中作用显著［１５］。Ｔｚｅｎｇ
等研究发现，变形杆菌门是日本沼虾肠道微生物丰度最高的

细菌门类，其次为厚壁菌门和放线菌门［１６］。李建柱等研究发

现鱼菜共生模式下的草鱼、鲫、鲢及鳙４种鲤科鱼类肠道微生
物优势菌均为鲸杆菌属、梭状芽孢杆菌属、拟杆菌属及芽孢杆

菌属，表明鱼类肠道微生物组成不完全由食性决定［１７］。兰阿

峰等研究发现大鲵肠道微生物以变形菌门为主，其次还包含

梭菌门、芽孢杆菌门及衣原体门［１８］。

目前，对鲟鱼肠道微生物的研究较少。Ｇｈｏｒｂａｎｉ等对闪
光鲟胃肠道可培养细菌进行了分离鉴定，其中分离获得的细

菌以肠杆菌科中的气单胞菌、假单胞菌及沙门氏菌为主［１９］。

Ｚａｈｒａ等人从西伯利亚鲟肠道中分离纯化获得１２９株单菌，并
利用５种致病菌对这１２９株单菌的益生效果进行了研究，其
中乳酸球菌属（７株）、芽孢杆菌属（２株）及柠檬酸杆菌属（１
株）对致病菌的抵抗作用效果明显［２０］。

采用高通量测序分析方法，本研究对鲟鱼肠道微生物多样

性进行了分析。门水平分析，前中肠样品组主要包括变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟 杆 菌 门 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、厚 壁 菌 门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）及放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），该结果与王纯等研
究的草鱼肠道微生物组成相似［２１］。后肠样品组中，主要以变

形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和梭杆菌门（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）为主。有研
究表明，宿主健康状况及发育阶段的不同均会对肠道微生物组成

产生影响［２２－２３］。本研究中，前中后肠微生物差异原因可能与食

物在前中后肠中处于不同状态有关，具体原因有待进一步研究。
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