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　　摘要：纯培养分离大鲵肠道细菌，选用细菌通用引物进行１６ＳｒＲＮＡ扩增，测序后提交序列并分析；免培养方法采
用试剂盒提取肠道内容物总ＤＮＡ，选用细菌通用引物对总ＤＮＡ进行１６ＳｒＲＮＡ扩增，构建克隆文库，对阳性克隆进行
ＰＣＲ－ＲＦＬＰ分析，用ＨａｅⅢ内切酶进行片段插入性验证并进行测序，构建系统发育树。纯培养获得１０３个菌株，分属
于１６个不同的可操作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ），系统发育分析表明这些克隆序列分别属于变形菌
门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）。其中，变形菌门（占克隆总数 ８７．６３％）为最优
势类群。免培养结果将随机挑取的１０５个阳性克隆归为１５个ＯＴＵｓ，系统发育分析表明这些克隆序列分别属于变形
菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）４个门。其中，变形
菌门（占克隆总数的７１．４３％）为最优势类群。养殖大鲵肠道细菌多样性丰富，具有进一步开发研究的价值。
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　　中国大鲵（Ａｎｄｒｉａｓｄａｖｉｄｉａｎｕｓ）别称“娃娃鱼”，属于两栖
纲有尾目隐腮鲵科，是现存个体最大的两栖动物，１９９８年被
列为国家二级保护动物［１］。我国大鲵主要分布在陕西、江

西、湖北、四川等１７个省（区）深山峡谷的溪流当中［１－３］。中

国大鲵是肉食性捕食动物，野生大鲵捕食的动物有螃蟹、昆

虫、青蛙、鱼等［４－５］。由于大鲵具有极高的经济价值和药用价

值，其人工养殖逐渐得到了重视，目前在陕西汉中、四川巴中

等地区出现了较大规模的养殖。

动物肠道寄生着大量的微生物，这些微生物同时也是动

物体的组成部分，肠道微生物与寄主消化吸收及健康状况密

切相关［６－８］。肠道是一个相对密闭的系统，其内部生长的微

生物以厌氧或兼性厌氧的微生物为主，采用传统的培养方法

分离依然是肠道微生物研究的主要方法之一，有报道称传统

方法分离到的微生物物种只有微生物总量的１％～５％，而其
余９５％～９９％的微生物种群还未被分离和识别［９］。免培养

方法是一种基于分子生物学的方法，与传统的分离鉴定方法

完全不同，可以弥补传统培养方法的缺点［１０］。该方法利用分

子生物学技术判断微生物的种类及各个物种之间的亲缘关

系，其缺点是无法获取微生物［１１－１２］。人工养殖由于其养殖密

度高致使大鲵容易出现传染性病害，部分传染病与肠道微生

物密切相关，因此研究养殖大鲵肠道微生物多样性对人工饲

养大鲵保护工作具有理论价值。本研究利用纯培养及免培养

２种方法对养殖大鲵的肠道微生物多样性进行研究，以期为
大鲵保护工作提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试材料　养殖大鲵采自陕西理工大学大鲵研究所
大鲵养殖室，样本共１０条，平均体质量６．７６ｋｇ，解剖后取完
整消化道放入４℃的冰箱中保存，２周内处理完。
１．１．２　主要仪器　超净工作台（江苏苏州净化设备有限公
司），高压灭菌器（美国 Ｓｔｉｋ公司），凝胶扫描成像系统（美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），ＰＣＲ扩增仪（英国 Ｔｅｃｈｅｎ公司），高速冷冻
离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），恒
温水浴锅（上海精宏实验设备有限公司），超低温冰箱（日本

Ｐａｎａｓｏｎｉｃ公司），核酸测定仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），超纯水净化
系统（上海优普实业有限公司）。

１．１．３　主要试剂　ＦａｓｔＤＮＡＳｐｉｎＫｉｔＦｏｒＦｅｃｅｓ（美国ＭｏＢｉｏ
公司），２×ＴａｑＰＣＲＫｉｔ（Ｔａｋａｒａ公司），２×ＨｉｅｆｆＴＭ ＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（Ｔａｋａｒａ公司），高效感受态 ＤＨ５α（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ
ｃｏｍｐｅｔｅｎｔｃｅｌｌｓ，ＤＨ５α）（上海 Ｓａｎｇｏｎ公司），ｐＭＤＴＭ１９－Ｔ
ＶｏｃｔｅｒＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ（Ｔａｋａｒａ公司），Ｓｐｉｎ柱式 ＤＮＡ回收试剂盒
（Ｂｉｏｆｕｌｘ公司），ＰＣＲ引物（上海Ｓａｎｇｏｎ公司），ＨａｅⅢ（Ｔａｋａｒａ
公司），Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ（上海 Ｓａｎｇｏｎ公司），Ｔｒｙｔｏｎｅ（Ｏｘｏｉｄ公司），
ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ（Ｏｘｏｉｄ公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　大鲵肠道细菌纯培养　纯培养肠道细菌分离，按照文
献［１３］报道方法进行。将大鲵肠道内容物稀释涂布于牛肉
膏蛋白胨平板，３７℃培养，挑取单菌落进行纯化并保藏菌种
于４℃冰箱中。
１．２．２　对大鲵肠道纯培养细菌进行分子鉴定　纯培养肠道
细菌ＤＮＡ扩增，参照文献［１４］报道方法进行。进行菌液１６Ｓ
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ｒＲＮＡ扩增，选用引物 ７９９Ｆ：５′－ＡＡＣＡＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣＴ
Ｇ－３′／１４９２Ｒ：５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′进行扩增，
长度 ７５０ｂｐ左右。反应体系（５０μＬ）：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ
２５μＬ，上下游引物各２μＬ，模板 ＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１９μＬ。
反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ；５５℃ ０．５ｍｉｎ；７２℃
１ｍｉｎ，３３个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用的琼脂糖电泳检
测后送上海生工生物工程股份有限公司测序，结果整理后提

交ＮＣＢＩ申请大鲵肠道细菌菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列登录号。
１．２．３　大鲵肠道内容物中微生物总 ＤＮＡ提取及１６ＳｒＲＮＡ
扩增　解剖大鲵后将其肠道内容物收集到灭菌的１．５ｍＬＥＰ
管中。总ＤＮＡ的提取使用美国ＭｏＢｉｏ公司生产的粪便基因
组提取试剂盒。按照试剂盒说明提取ＤＮＡ后将其干燥，加入
２０μＬＴＥ缓冲液溶解ＤＮＡ，－２０℃保存备用。总 ＤＮＡ特异
性扩增，参照纯培养肠道细菌扩增方法进行。

１．２．４　克隆文库的构建及阳性克隆的筛选　用 Ｓａｎｐｒｅｐ柱
式ＤＮＡ胶回收试剂盒将扩增后７５０ｂｐ左右的目的条带切胶
纯化回收。纯化产物与 ｐＭＤＴＭ１９－ＴＶｏｃｔｅｒ连接，连接产物
转化到大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞。阳性克隆子的初步筛选
参照文献［１５］，将转化后的细胞涂布含氨苄青霉素
（１００ｍｇ／Ｌ）、Ｘ－ｇａｌ、ＩＰＴＧ的 ＬＢ琼脂平板 ３７℃避光培养
１４～１６ｈ进行蓝白斑筛选。对阳性 ＰＣＲ产物选用限制性核
酸内切酶ＨａｅⅢ对目标插入片段多态性分析（ＰＣＲ－ＲＦＬＰ）
后进行测序。将ＨａｅⅢ酶切带谱分析不同，且测序结果也不
同的克隆归为１个 ＯＴＵ。克隆文库覆盖率统计分析应用公
式：Ｃ＝［１－（ｎ／Ｎ）］×１００％［１６］，这里 ｎ代表在１６ＳｒＲＮＡ基
因克隆文库仅出现１次的 ＯＴＵ的数量，Ｎ代表１６ＳｒＲＮＡ基
因克隆文库的总数。

１．２．５　免培养获取细菌及克隆文库发育分析　免培养获取
的测序结果及克隆文库获取的细菌测序结果用 ＶｅｃｔｏｒＳｃｒｅｅｎ
去除载体序列后提交到ＥｚＴａｘｏｎ－ｅｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｅｚｔａｘｏｎ－ｅ．
ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ）进行ＢＬＡＳＴ检索，下载同源性较高的模式菌
株的数据，生成Ｆａｓｔａ格式文件。用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件对所得序列
进行人工校正及比对分析。利用Ｍｅｇａ５０２，按照Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
Ｊｏｉｎｉｎｇ法聚类，选择１０００个重复做Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值分析，构建系
统发育树。所得的１６ＳｒＲＮＡ基因序列已提交 ＧｅｎＢａｎｋ数据
库，申请１６ＳｒＲＮＡ基因序列登录号。

２　结果与分析

２．１　大鲵肠道细菌纯培养
２．１．１　大鲵肠道细菌纯培养分离　经牛肉膏蛋白胨培养基，
获取１０３株纯细菌。对获取细菌菌株进行保藏，待分析鉴定。
２．１．２　大鲵肠道纯培养细菌分子生物学的鉴定　应用细菌
１６ＳｒＲＮＡ通用引物７９９Ｆ和１４９２Ｒ对分离得到的细菌进行菌
液ＰＣＲ，得到约７５０ｂｐ清晰的片段（图１）。可见ＰＣＲ产物条
带清晰，产物量大，可用于测序反应。将７５０ｂｐ的清晰条带
所对应的的ＰＣＲ产物送上海生工生物工程股份有限公司测
序，成功测通１０３个序列。序列整理后提交 ＧｅｎＢａｎｋ数据库
中ＮＣＢＩ并获得养殖大鲵纯培养肠道细菌保守区基因登录
号。获取登陆号为ＫＵ８７２２８７－ＫＵ８７２３８９。
２．２　大鲵肠道免纯培养及鉴定
２．２．１　肠道内容物总ＤＮＡ提取及１６ＳｒＲＮＡ扩增　参照粪

便总ＤＮＡ提取试剂盒的步骤，提取野生大鲵肠道内容物总
ＤＮＡ。０．９％琼脂糖凝胶电泳结果见图２。提取大鲵肠道微
生物的总ＤＮＡ较完整，条带较为清晰，可用于下游试验。应
用细菌１６ＳｒＲＮＡ基因通用引物进行特异性扩增，得到约
７５０ｂｐ的目标片段见图３。另外还可看到位于１００～２００ｂｐ
之间较清楚的条带，推测可能为 ＰＣＲ扩增时，退火温度不合
适导致大量引物二聚体产生的基因片段。切胶纯化回收位于

７５０ｂｐ的目标条带可避免其影响。

２．２．２　克隆文库的构建及阳性克隆的筛选　将上述７５０ｂｐ
处ＰＣＲ产物切胶回收后链接ｐＭＤ－１９Ｔ载体，并转化至大肠
杆菌ＤＨ５α感受态细胞内。构建基因克隆文库后获取１９１个
阳性克隆，以质粒通用引物进行菌落 ＰＣＲ扩增，扩增产物用
ＨａｅⅢ进行插入目的片段的 ＲＦＬＰ分析，初步获取酶切带谱
不同的克隆后选择１０５个样品送上海生工生物工程股份有限
公司测序。测序结果去除嵌合序列，并排除重复序列后共得

到１５个ＯＴＵｓ（代表１００个有效序列）。根据公式，计算得克
隆文库的覆盖率Ｃ为 ８５．００％，可以代表大鲵肠道内生细菌
的多样性。
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２．３　细菌１６ＳｒＲＮＡ基因系统发育分析
２．３．１　大鲵肠道纯培养细菌１６ＳｒＲＮＡ基因系统发育分析　
纯培养获得 １０３个菌株，成功测通 ９个序列。整理后提交
ＮＣＢＩ数据库，去除嵌合体后得到９３条有效序列，登录号为
ＫＵ８７２２５１－ＫＵ８７２３８９，进行 ＢＬＡＳＴ检索对比，所得到细菌
１６ＳｒＲＮＡ序列如下：变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）８５株，占总细
菌分离数８７．６３％，其中爱德华氏菌属（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｓｐ．）２７
株，占总数的２７．８１％，志贺氏菌属（Ｓｈｉｇｅｌｌａｓｐ．）１１株占总数
的１１．３４％，沙雷氏菌属（Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．）５株，占总数的
５．１５％，其中埃希氏菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｓｐ．）８株，占总数的
８２５％，沙门氏菌属（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐ．）２株，占总数的２．０６％，
肥杆菌属（Ｏｂｅｓｕｍｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）１株，占总数的１．０３％，邻单
胞菌属（Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓｓｐ．）２株，占总数的２．０６％，耶尔辛氏菌
属（Ｙｅｒｓｉｎｉａｓｐ．）１株，占 总 数 的 １．０３％，肠 杆 菌 属
（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．）１株，占总数的１．０３％，孤菌属（Ｖｉｂｒｉｏｓｐ．）
４株，占总数的４．１２％，克吕沃氏菌属（Ｋｌｕｙｖｅｒａｓｐ．）１株，占
总数的１．０３％，克雷伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．）３株，占总数的
３．０９％，气单胞菌属 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．）１７株，占总数的
１７５３％，假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐ．）２株，占总数的２．０６％；
厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）占总分离数 ５．１５％，芽孢杆菌属
（Ｂａｃｉｌｌｉｓｐ．）５ 株，占 总 数 的 ５．１５％；放 线 菌 门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）７株，占总数的 ７．２２％，其中短杆菌属
（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）７株，占总数的７．２２％。

表１　养殖大鲵肠道细菌纯培养１６ＳｒＲＮＡ序列多样性对比

属 数量 相似菌株
相似性

（％）
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ． １ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．（ＨＭ１９６３５６） １００

１ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｌｕｔｅｏｌａ（ＨＲ０３７１３４）． ９９
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ． ３ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐ．（ＫＴ４６１５８５） ９９
Ｋｌｕｙｖｅｒａｓｐ． １ Ｋｌｕｙｖｅｒａｓｐ．（ＫＲ０２９４０８） １００
Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｓｐ． ２２ Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｔａｒｄａ（ＫＲ８５７２７４） １００

５ Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｓｐ．（ＫＭ１８７０３４） ９９
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｓｐ． ８ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ（ＬＣ００５８４３） １００
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐ． ２ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｅｎｔｅｒｉｃａ（ＬＮ８９０５２４） １００
Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓｓｐ． ２ Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅｓ（ＫＣ８２５３２２） １００
Ｏｂｅｓｕｍｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．１ Ｏｂｅｓｕｍｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．（ＫＲ１９０３８８） ９８
Ｙｅｒｓｉｎｉａｓｐ． １ Ｙｅｒｓｉｎｉａｒｕｃｋｅｒｉ（ＣＰ０１１０７８） ９９
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ． １ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓａｃｃｈａｒｉ（ＨＱ２０４２８１） １００
Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ． ６ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｃａｖｅｒｎｉｃｏｌａ（ＨＱ４３６０４０） ９８

４ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ（ＡＹ５３８６５８） ９９
３ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．（ＡＢ０３３４７２） ９８
２ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ（ＦＪ４２２５６９） ９９
２ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＡｅｒｏｍｏｎａｓ（ＦＪ２６８９６６） １００

Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ． ５ Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．（ＫＲ１８５９９６） ９８
Ｓｈｉｇｅｌｌａｓｐ． ７ Ｓｈｉｇｅｌｌａｆｌｅｘｎｅｒｉ（ＫＴ５８１９７６） ９９

３ Ｓｈｉｇｅｌｌａｓｐ．（ＫＭ０５４５４８） ９９
１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＳｈｉｇｅｌｌａ（ＪＮ４２３８１５） １００

Ｖｉｂｒｉｏｓｐ． ４ Ｖｉｂｒｉｏｓｐ．（ＫＲＯ７１６８０） ９８
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ． ３ Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ（ＫＰ１８４７０３） ９９

２ Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ（ＫＣ６９２１８５） ９８
Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ． ４ Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．（ＫＴ２８１５９０） ９９

３ ＢｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍＥｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ（ＫＴ８１８８１０） ９９

　　依据 １６ＳｒＲＮＡ构建的系统发育树（图 ４），变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）作为优势种群，其序列集中在１个大的分支

上，而这一分支又分为多个小分支。志贺氏菌属（Ｓｈｉｇｅｌｌａ
ｓｐ．）、埃希氏菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｓｐ．）、沙门氏菌属（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｓｐ．）在系统发育树上聚为一族。沙雷氏菌属（Ｓｅｒｒａｔｉａｓｐ．）及
肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．）相似性较高，在系统发育树上聚
为一族。爱德华氏菌属（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｓｐ．）与肥杆菌属
（Ｏｂｅｓｕｍｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）相似性较高，在系统发育树上聚为一
族。孤菌属（Ｖｉｂｒｉｏｓｐ．）与气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．）中的
大部分相似性较高，聚为一族。厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）中的短
杆菌属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）占据了进化树的一个独立分支。
放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）中的短杆菌属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）
占据了进化树的一个独立分支。

２．３．２　大鲵肠道免培养细菌１６ＳｒＲＮＡ基因系统发育分析　
将测序的１０５条有效序列，整理后提交ＧｅｎＢａｎｋ数据库中，取
除嵌合体序列获得１００个养殖大鲵免培养肠道细菌登录号：
ＫＵ８７２３９０－ＫＵ８７２４８９。由表２可知，进行ＢＬＡＳＴ检索后，阳
性克隆单元序列（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，ＯＴＵ）如下：变形
菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）７５株，占总克隆数的７１．４３％，其中埃希
氏菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｓｐ．）２９单元，占总数的２７．６２％，志贺氏
菌属（Ｓｈｉｇｅｌｌａｓｐ．）３０单元，占总数的２８．５７％，沙雷氏菌属
（Ｓｅｒｒａｔｉａ）３单元，占总数的 ２．８６％，耶尔辛氏菌属（Ｙｅｒｓｉｎｉａ
ｓｐ．）２单元，占总数的１．９０％，食碱菌属（Ａｌｃａｎｉｖｏｒａｘｓｐ．）７单
元，占总数的６．６７％，沙门氏菌属（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐ．）１单元，占
总数的 ０．１０％，哈夫尼菌属（Ｈａｆｎｉａｓｐ．）１单元，占总数的
０．１０％，希万氏菌属（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．）１单元，占总数的
０．１０％，布丘氏菌属（Ｂｕｔｔｉａｕｘｅｌｌａｓｐ．）１单元，占总数的
０．１０％；放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）２１株，占总克隆数的
２０．０１％，其中短杆菌属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）１９单元，占总数
的１８．１０％，戈登氏杆菌属（Ｇｏｒｄｏｎｉｂａｃｔｅｒｓｐ．）１单元，占总数
的０．１０％，红蝽杆菌属（Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）１单元，占总数的
０．１０％；厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）８株，占总克隆数的７．６２％，其
中芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）７单元，占总数的６．６７％，葡萄球
菌属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）１单元，占总数的０．１０％；拟杆菌门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）占总克隆数的 ０．９５％，其中理研菌属
（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｓｐ．）１单元，占总数的０．１０％。

依据１６ＳｒＲＮＡ构建系统发育树（图５），可见进化树明显
分为４个大的分支，第 １个分支中主要包含了变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）大部分种属；第２个分支主要包含了放线菌
门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）的大部分种属；第３个分支只有１个属，是
拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）的理研菌属（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｓｐ．）；第４个
分支主要包含了厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）的大部分种属。

３　讨论与结论

本研究采用纯培养及免培养方法对养殖大鲵肠道细菌多

样性进行研究，传统的纯培养方法获取１０３株细菌，分子生物
学方法鉴定为３门１６个分类单元。免培养方法获取１０５条
序列，经ＮＣＢＩ上ＢＬＡＳＴ比对后，鉴定为４门１５个分类单元。

笔者所在实验室前期应用免培养技术对野生大鲵肠道细

菌多样性进行研究，野生大鲵肠道细菌免培养获得分４个门：
变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）占总克隆数的 ９２．０８％，梭菌门
（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）、衣原体门（Ｃｈｌａｍｙｄｉａｅ）、芽孢菌门各占总克隆数
的１．９８％，其中变形菌门为最优势类群，另外还存在１．９８％

—８４１— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１期



细菌未确定到属［１５－１６］。本研究中养殖大鲵肠道纯培养细菌

共分离的１０３株细菌可分为３个门１６个属，在门的分类上优
势菌为变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），占８７．６３％，其次为厚壁菌
门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）；免培养获取１０５
条细菌克隆序列可分为４个门１５个属，在门的分类上，优势
菌株为变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），占总克隆数的７１．４３％。可
见野生大鲵与养殖大鲵肠道细菌在门一级分类中最优势类群

均为变形菌门。在属这一级分类上野生大鲵最优势细菌为气

单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．）占总细菌数 ６６．３４％；养殖大鲵免
培养研究发现埃希氏菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｓｐ．）２９单元占总数的
２７．６２％，志贺氏菌属（Ｓｈｉｇｅｌｌａｓｐ．）３０单元占总数的
２８５７％，这２个属数量基本相当，同为最优势细菌类群；纯培
养养殖大鲵肠道细菌最优势菌群为爱德华氏菌属

（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｓｐ．）占总数的２７．８１％。可见在属一级分类上
野生与养殖大鲵肠道细菌最优势菌群差异较大，这可能与大

鲵的生活环境、摄食的物种种类等有一定的关系。野生大鲵

生活在环境温度较低的山涧溪流中，以小型水生动物及昆虫

等为食，食性相对比较复杂，而本试验所用养殖大鲵以小鲫鱼

为食，食性相对单一，环境也单一。

大鲵为虽然是两栖类动物，但其一般都生活在水里，很少

出水活动，所以大鲵生活环境与水生动物更相近。经比较中

华绒螯蟹（Ｂｒａｃｈｙｕｒａ）肠道细菌研究［１７］，东方（ｔｅｔｒａｏｄｏｎ
ｆｌｕｖｉａｔｉｌｉｓ）肠道细菌［１８］，南美白对虾（ＰｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉＢｏｏｎｅ）
肠道细菌［１９］与本研究大鲵（Ａｎｄｒｉａｓｄａｖｉｄｉａｎｕｓ）肠道细菌多样
性的差异，可知它们的肠道细菌优势种群都是变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）；而陆生环境中的扬州鹅［２０］、牛［２１］、猪［２２］等

动物都是厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）为优势群落。可见环境对肠
道细菌多样性的影响是明显的。

养殖大鲵肠道细菌多样性丰富，基于纯培养技术可将养

殖大鲵肠道细菌归为３门１６属，免培养技术可将养殖大鲵肠
道细菌归为４门１５属。养殖大鲵肠道细菌多样性研究纯培
养技术与免培养技术的结果表明在门的差异性较小，在属的
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表２　养殖大鲵肠道细菌免培养１６ＳｒＲＮＡ序列多样性对比

属 数量 代表 相似菌株 相似性（％）
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｓｐ． １９ ＤＮ１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ（ＫＭ２４４７９０） １００

１ ＤＮ３ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ（ＫＣ０１１１２３） １００
１ ＤＭ２３ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ（ＪＮ４２４０２３） １００
２ ＤＬ８ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ（ＣＰ０１３０２９） １００
１ ＤＬ１４ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ（ＫＦ４６４９９２） ９９
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差异性较大。就纯培养技术比较养殖与野生大鲵肠道细菌在

属的分类上差异性很大。就免培养技术比较养殖与野生大鲵

肠道细菌差异性在门与属的分类上都很大。
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