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感染鲤疱疹病毒２型对异育银鲫肠道菌群结构的影响
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　　摘要：为探究异育银鲫感染鲤疱疹病毒２型（Ｃｙｐｒｉｎｉｄｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ２，Ｃｙｈｖ－２）后对肠道菌群结构的影响，以人工注
射方式使试验异育银鲫感染 Ｃｙｈｖ－２，采用１６ＳｒＲＮＡ基因高通量测序分析对试验异育银鲫肠道菌群的组成和多样性
进行了研究。结果显示，感染组鲫鱼肠道菌群 Ａｌｐｈａ多样性及均匀度均低于对照组鲫鱼；感染组与对照组鲫鱼肠道菌
群也产生了明显的区别，两者共有的优势菌属仅有２种（鲸杆菌属和假单胞菌属），其中感染组的优势菌属还包括
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ（拟杆菌属）、Ａｅｒｏｍｏｎａｓ（气单胞菌属）、Ｖｉｂｒｉｏ（弧菌属）、Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ（希瓦氏菌属）这样的致病菌属，而对照组
中鲫鱼肠道优势菌群未见上述病原菌属，表明 Ｃｙｈｖ－２感染可改变鲫鱼肠道原有微生态。本研究为感染 Ｃｙｈｖ－２鲫
鱼肠道微生物与宿主的相互影响提供了很好的参考，为鲫鱼造血器官坏死病的防控提供了科学依据。
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　　已有研究表明，动物肠道内生活着大量而复杂
的微生物，包括真核微生物、细菌、古细菌和病毒

等［１－２］，在演变和适应过程中逐渐形成了肠道菌群，

作为生物体“被遗忘的器官”在生命活动中发挥着

重要的作用，它们含有的基因也被称为生物体的

“第二基因组”［３］。近年来，肠道菌群与宿主健康的

关系已成为研究热点，鱼类作为一种水生动物，受

环境影响和作用，其肠道内亦进化出与所处环境相

适应的正常菌群［４］，它们在调节宿主生理生化反

应、促进消化吸收、介导宿主免疫应答和抵御宿主

疾病发生等方面发挥着重要的作用，而肠道中的有

益菌群可分泌多糖、脂类、维生素、相关活性酶类等

一系列代谢产物，共同促进了免疫系统的作用［５］。

鱼肠道内栖息着大量的正常菌群，它们覆盖在

肠道表面黏膜上，形成一道天然拮抗致病菌入侵的

机械屏障，同时刺激机体产生非特异性和特异性免

疫反应，与宿主共同维持内稳态的平衡，加强对机

体的免疫保护［６］。有研究表明，肠道菌群与宿主间

的复杂相互作用始于宿主出生之后，Ｓｕｇｉｔａ等研究
发现，罗非鱼 Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｍｏｓｓａｍｂｉｃｕｓ仔鱼在孵出
２０～６０ｄ后，肠道内开始有菌群定殖。鱼类肠道菌
群的数量和组成，与种类、生长与栖息环境、是否投

饵、投饲策略、肠道菌群的数量和组成，这些因素既

统一又相互作用［７］。有研究表明，李学梅等采用

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹技术研究了斑点叉尾 、银鲫和
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异育银鲫肠道微生物群落，结果发现，在斑点叉尾

肠道中检测到的菌群主要是变形杆菌门，而银鲫

和异育银鲫肠道中菌群主要包括梭杆菌门中的类

群，还包括变形杆菌门中的气单胞菌，及一些未知

的类群［８］。

鲫鱼（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）作为我国重要的淡水
养殖鱼类，在江苏、湖北等地养殖产量极高，根据

２０１８年中国渔业统计年鉴显示，仅２０１７年，全国养
殖产量就达２８２万 ｔ，产值高达１００亿元。然而，近
年来，鲤疱疹病毒 ２型（ＣｙＨＶ－２）感染引起的鲫鱼
造血器官坏死病［９］严重危害鲫鱼养殖业的健康发

展，仅２０１２年就导致江苏省异育银鲫发病面积
３万ｈｍ２，发病区域死亡率极高，造成严重的经济损
失。目前，有关鲫鱼肠道菌群的研究局限于复合微

生态制剂对异育银鲫肠道菌群的影响［１０］，以及健康

鲫鱼肠道菌群的分析［１１－１２］，关于鲤疱疹病毒２型感
染对于鲫鱼肠道菌群的影响研究还未见报道。对

此，本研究运用高通量测序，对健康鲫鱼和人工感

染 ＣｙＨＶ－２鲫鱼肠道菌群进行了比较研究，以期为
该病的防治提供肠道微生物方面的依据和参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验鲫鱼（体质量８０～１００ｇ／尾）来自江苏江

都渌洋湖水产养殖场，采样前１个月转移至江苏省
水生动物疫病预防控制中心室内养殖循环系统，水

温控制在２２～２６℃，期间投喂高蛋白鲫鱼人工配合
饲料。驯化３周后选择规格相同的鲫鱼随机分成病
毒感染组和对照组。病毒感染组鲫鱼通过肌肉注

射病鱼组织匀浆液（组织匀浆液需用０．２２μｍ滤膜
过滤除菌），对照组鲫鱼则通过肌肉注射无菌生理

盐水（同样要用０．２２μｍ滤膜过滤除菌）作对照处
理。试验４ｄ后，病毒感染组出现明显症状，经分子
生物学鉴定，确已感染 ＣｙＨＶ－２。随机取 ３尾感染
组鲫鱼和健康组鲫鱼进行后续分析。肠道菌群样

品取整个肠道用来提取菌群 ＤＮＡ，样品的具体采集
和处理方法参照文献［１３］进行。
１．２　病毒感染组分子生物学鉴定

病毒感染组 ＣｙＨＶ－２分子生物学检测参照国
标《金鱼造血器官坏死病毒检测方法》（ＧＢ／Ｔ
３６１９４—２０１８）中推荐的检测流程和技术参数进行。
参照生工生物工程（上海）股份有限公司病毒核酸

提取试剂盒说明书提取病毒基因组 ＤＮＡ。以提取

的病毒 ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，分别扩增 ＤＮＡ
聚合酶基因（３６２ｂｐ）和解旋酶基因（３６６ｂｐ）。反应
体系如下：ＰｒｅｍｉｘＴａｑＴＭ２５μＬ，上下游引物各１μＬ
（浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ），ＤＮＡ模板为 ２５μＬ，加
ｄｄＨ２Ｏ２０．５μＬ，总反应体系为５０μＬ；ＰＣＲ反应程
序如下：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃ 变性１ｍｉｎ，５５℃
（聚合酶基因）或６０℃（解旋酶基因）退火１ｍｉｎ，
７２℃ 延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ，４℃保
存。取扩增产物经琼脂糖凝胶核酸电泳和凝胶成

像扫描仪进行检测与分析。

１．３　鲫鱼肠道菌群 １６ＳｒＲＮＡ基因高通量测序
分析

样品肠道组织用无菌的剪刀剪碎后，放入２ｍＬ
离心管中，加入适量钢珠和８００μＬＳＬＸ，在破碎仪
上进行破碎后提取（具体提取步骤参照 ＯＭＥＧＡ试
剂盒Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＴＭＭａｇ－ＢｉｎｄＳｏｉｌＤＮＡＫｉｔ的试剂
盒使用说明书，见附录一），提取好后的 ＤＮＡ用琼
脂糖凝胶方法检测其完整性。利用 Ｑｕｂｉｔ３．０ＤＮＡ
检测试剂盒对基因组 ＤＮＡ精确定量，以确定 ＰＣＲ
反应应加入的 ＤＮＡ量进行２轮扩增。第一轮扩增
步骤如下：３０μＬ反应体系中包含 ２×Ｔａｑｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ１５μＬ，Ｂａｒ－ＰＣＲｐｒｉｍｅｒＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，
ＰｒｉｍｅｒＲ （１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，模板 ＤＮＡ２μＬ
（２０ｎｇ），Ｈ２Ｏ１１μＬ；第一轮 ＰＣＲ扩增程序如下：
９４℃ ３ｍｉｎ，后接５个循环（９４℃ ３０ｓ，４５℃ ２０ｓ，
６５℃３０ｓ），再接２０个循环（９４℃２０ｓ，５５℃２０ｓ，
７２℃ ３０ｓ），之后７２℃ ５ｍｉｎ。第二轮扩增用第一
轮扩增产物作为模板，其余条件一样，程序如下：

９５℃ ３ｍｉｎ，后接５个循环 （９４℃２０ｓ，５５℃２０ｓ，
７２℃ ３０ｓ），之后 ７２℃ ５ｍｉｎ，ＰＣＲ结束后，ＰＣＲ产
物进行琼脂糖电泳检测回收。对于细菌和古菌扩

增的 ＰＣＲ产物和正常扩增片段在 ４００ｂｐ以上的
ＰＣＲ产物，选用 ０．６倍的磁珠（ＡｇｅｎｃｏｕｒｔＡＭＰｕｒｅ
ＸＰ）处理回收。对于真菌 ＰＣＲ产物和其他扩增片
段＜４００ｂｐ的ＰＣＲ产物，选用０．８倍的磁珠处理回
收。利用Ｑｕｂｉｔ３．０ＤＮＡ检测试剂盒对回收的ＤＮＡ
精确定量，以方便按照１∶１的等量混合后测序，等
量混合时，每个样品ＤＮＡ量取１０ｎｇ，最终上机测序
浓度为２０ｐｍｏｌ。定量后，使用ＭｉＳｅｑ测序平台进行
测序，所得到ＤＮＡ序列分析进行分析，并通过 ＲＤＰ
（ＲｉｂｏｓｏｍａｌＤａｔａｂａｓｅＰｒｏｊｅｃｔ）数据库进行比对和
ＯＴＵ分类。
１．４　数据分析

分析过程使用 Ｒ语言环境和 ＰＡＳＴ２．０软件，
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其中，Ｒ语言使用了Ｖｅｇａｎ、ＶｅｎｎＤｉａｇｒａｍ、ｇｇｐｌｏｔ２和
ｇｇｆｏｒｉｔｙ程序包。进行的主要分析包括：ＯＵＴ聚类分
析；Ａｌｐｈａ多样性分析，计算 ＡＣＥ、Ｃｈａｏ、Ｓｈａｎｎｏｎ、
Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ｃｏｖｅｒａｇｅ等物种多样性指数，并制作所有
样品 ＡＣＥ、Ｃｈａｏ、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ｒｉｃｈｎｅｓｓ指数的
箱形图；根据各样本在 ＯＴＵ的分布情况绘制韦恩
图；样本间菌群丰度差异分析。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ检测结果
病毒感染组的鲫鱼样品在攻毒试验后１周内相

继发病，呈现典型的鲫鱼造血器官坏死病症状，表

现为鳃出血，体表尤其是鳍条基部出血红肿，而对

照组鲫鱼健康，无明显症状；取病鱼的鳃、肾、脾、肝

等组织提取病毒基因组进行 ＰＣＲ检测，获得了片段
大小分别为３６６ｂｐ和３６２ｂｐ的特异性条带（图１），
结果均呈 Ｃｙｈｖ－２阳性。

２．２　肠道菌群 ＯＴＵ聚类分析
对感染组和对照组各样本的肠道菌群进行基

于 Ｂｒａｙ－Ｃｕｒｔｉｓ方法的 ＯＴＵ样本聚类，由图 ２可
知，树枝的长度代表样本间的距离，越相似的样本

会越靠近，图中同一颜色的树枝表示来源于同一

组，对照组（Ｈ）和感染组（Ｄ）的３个样本分别聚在
了一起，说明感染 ＣｙＨＶ－２后的鲫鱼肠道菌群
ＯＴＵ丰度与对照组相比，出现了明显的分化。
　　ＯＴＵ分布韦恩图可以用来统计样本中共有的
和独有的 ＯＴＵ数目，直观地展现出环境样品的
ＯＵＴ数目及重叠情况，感染组和对照组的鲫鱼肠道
菌群 ＯＴＵ分布韦恩图（图３）表明，感染组与对照组
的共有 ＯＴＵ数目仅为 １２个，对照组 ３个样本的
ＯＴＵ数达到 ９２９个，而感染组３个样本的 ＯＴＵ数
仅 ５４１个，相比对照组减少了 ３８８个，表明感染
Ｃｙｈｖ－２后的鲫鱼肠道菌群 ＯＴＵ丰度明显降低。

２．３　肠道菌群 Ａｌｐｈａ多样性分析
Ａｌｐｈａ多样性是对样品物种多样性的分析，基

于 ＯＴＵ结果计算样品的Ａｌｐｈａ多样性指数，包括估
算样品 ＯＴＵ数量的 Ｃｈａｏ指数和 ＡＣＥ指数以及样
品微生物多样性的辛普森指数、香农指数。由图４
可知，每个盒代表１个分组下面所有样本的 Ａｌｐｈａ
指数（分别是 Ｃｈａｏ指数、ＡＣＥ指数、香农多样性指
数、辛普森多样性指数），可以直观地发现每组样本

下的多样性指数情况，盒子越窄说明该组内相关多

样性指数越低，越宽则说明多样性指数越高。肠道

菌群 Ａｌｐｈａ多样性分析结果表明，感染组的 Ｃｈａｏ指
数、ＡＣＥ指数、辛普森指数、香农指数均低于对照组
（图４），其中，Ｃｈａｏ指数、ＡＣＥ指数达到显著差异水
平（ｔ－ｔｅｓｔ，Ｐ＜０．０５），说明 ＣｙＨＶ－２感染使鲫鱼肠
道菌群的丰度、多样性、均匀度都明显降低。

２．４　肠道菌群组成及相对丰度分析
首先比较了感染组与对照组鲫鱼肠道微生物

在门水平上的组成及相对丰度。结果表明，无论感

染组还是对照组，均检测到 ２３个菌门（图５），分别
为 变 形 菌 门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、梭 杆 菌 门
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（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、放线菌门
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、厚壁
菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、糖化
细菌门 （ＣａｎｄｉｄａｔｕｓＳａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ）、衣原体门
（Ｃｈｌａｍｙｄｉａｅ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、广古菌门
（Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ）、酸酐菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、螺旋菌
门（Ｓｐｉｒｏｃｈｃｈａｅｔｅｓ）、互养菌门（Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅｓ）、蓝细
菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）、
纤 维 杆 菌 门 （Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ）、懒 杆 菌 门

（Ｉｇｎａｖｉｂａｃｔｅｒｌａ）、奇古菌门（Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ）、绿菌

门（Ｃｈｌｏｒｏｂｉ）、芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、装
甲菌门（Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、Ｐａｒｃｕｂａｃｔｅｒｉａ。其中，感
染组的优势菌门（图６）为变形菌门（５２．０６％）、梭
杆菌门（３１．５２％）、拟杆菌门（１１．１５％）、放线菌门
（２．７７％），４个优势菌门在感染组鲫鱼肠道菌群中
所占比例为９７．５％；对照组的优势菌门（图７）为变
形菌门（７７８８％）、梭杆菌门（１５．０３％）、浮霉菌门
（２７２％）、放线菌门（１．８７％），４个优势菌门在对
照组鲫鱼肠道菌群中所占比例为９７．５％。
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　　将属水平上主要菌群进行分析（表１）发现，感
染组鲫鱼肠道菌群优势菌属有 ８种，分别是鲸杆菌
属（３１．３９％）、假单胞菌属（２２．３３％）、拟杆菌属
（１０．８５％）、气单胞菌属（９．７２％）、希瓦氏菌属
（７５５％）、弧 菌 属 （５．５６％）、短 波 单 胞 菌 属
（１４％）、鞘氨醇单胞菌（１．３３％）；对照组鲫鱼肠道
菌群优势菌群则有 １０种，分别是柠檬酸杆菌属
（２３．９１％）、芽殖杆菌属（２１．２８％）、鲸杆菌属
（１５０３％）、包西氏菌属（１１．７８％）、根瘤菌属
（４６６％）、不动杆菌属（３．４９％）、假单胞菌属
（３１８％）、水 球 菌 属 （１．５８％）、艾 克 曼 菌 属
（１２４％）、红杆菌属（１．１８％）。将感染组与对照组
优势菌属对比发现，感染组的鲫鱼肠道优势菌群发

生明显变化，两者共有的优势菌属仅有２种（鲸杆
菌属和假单胞菌属），相对丰度相比对照组也都有

所下降。除了共有优势菌属外，感染组和对照组各

有 ６种或 ８种独有优势菌种，其中感染组的优势菌
属还包括拟杆菌属、气单胞菌属、弧菌属、希瓦氏菌

属这样的致病菌属，而对照组中鲫鱼肠道优势菌群

未见上述病原菌属。分析认为，感染鲤疱疹病毒 ２
型对鲫鱼肠道菌群产生了较为明显的影响，一些常

见的肠道菌群被病原菌所取代。

表１　属水平上主要菌群比较

感染组 对照组

菌属分类
相对丰度

（％） 菌属分类
相对丰度

（％）

鲸杆菌属 ３１．３９ 柠檬酸杆菌属 ２３．９１

假单胞菌属 ２２．３３ 芽殖杆菌属 ２１．２８

拟杆菌属 １０．８５ 鲸杆菌属 １５．０３

气单胞菌属 ９．７２ 包西氏菌属 １１．７８

希瓦氏菌属 ７．５５ 根瘤菌属 ４．６６

弧菌属 ５．５６ 不动杆菌属 ３．４９

短波单胞菌属 １．４ 假单胞菌属 ３．１８

鞘氨醇单胞菌 １．３３ 水球菌属 １．５８

艾克曼菌属 １．２４

红杆菌属 １．１８

３　讨论

鱼类肠道微生物菌群与宿主的免疫等密切相

关，有研究表明，鱼肠道表面黏膜上覆盖着大量的

正常菌群，从而形成一道天然抵御致病菌侵入的机

械屏障［１４］。另有研究发现，鱼类肠道菌群的变化与

免疫机能的改变有着密切的联系，李莉等研究表

明，随着草鱼肠道中气单胞菌属细菌比例下降而肠

杆菌科细菌含量上升时，草鱼白细胞的吞噬百分比

和吞噬指数明显上升，说明草鱼肠道优势菌群的变

化可能与增强白细胞吞噬活性有关［４］。因此，维持

鱼类肠道正常菌群的动态平衡对宿主生命活动至

关重要。

影响肠道菌群组成的因素有很多，水环境、投

喂饲料、转基因的应用乃至病原的感染均能对鱼类

肠道菌群产生显著影响。涂宗财等研究了水环境

中重金属铜对异育银鲫肠道微生物的影响，受到重

金属胁迫处理后的异育银鲫肠道微生物多样性明

显降低［１５］；宦海琳等研究了复合微生态制剂对异育

银鲫肠道菌群的影响，证实在饲料中添加适量的复

合微生态制剂可有效改善异育银鲫肠道微生态平

衡，有益于消化酶的分泌和营养吸收［１０］；饶刘瑜等

对转基因鲤鱼与对照鲤肠道微生物群落差异进行

了研究，结果表明，在３个不同的发育时期，转基因
组鲤鱼肠道微生物群落组成与对照组鲤鱼相比发

生了明显改变［１６］；朱文根等研究了感染草鱼呼肠孤

病毒对肠道菌群多样性的影响，证实 ＧＣＲＶ的感染
可使草鱼肠道微生态发生紊乱，群落丰度与多样性

等均明显下降［１７］；李东亮等用嗜水气单胞菌感染草
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鱼发现，草鱼肠道微生物菌群多样性及优势菌群均

发生了明显变化［１８］。

虽然已有研究表明，病原感染可引起水生动物

肠道菌群紊乱，但是 Ｃｙｈｖ－２的感染对鲫鱼肠道菌
群的影响尚不清楚。本研究应用高通量测序技术

研究了 Ｃｙｈｖ－２感染对鲫鱼肠道菌群的影响，结果
表明 Ｃｙｈｖ－２的感染使得鲫鱼肠道微生物群落结
构产生显著变化，Ｃｙｈｖ－２感染组鲫鱼肠道菌群
Ａｌｐｈａ多样性显著低于对照组鲫鱼，优势菌属亦发
生明显变化，病原菌明显增多，说明感染 Ｃｙｈｖ－２
使得鲫鱼肠道微生态系统发生了紊乱。

已有研究表明，变形菌门是鱼类肠道微生物中

最主要类群之一［１９］，本研究结果显示，无论是感染

组还是对照组，变形菌门均是鲫鱼肠道最优势菌

门。研究发现，感染组异育银鲫肠道中隶属于变形

菌门的气单胞菌属和弧菌属与对照组相比，其丰度

呈上升趋势，由于气单胞菌属中的致病性气单胞菌

以及弧菌属中的副溶血性弧菌均为鱼类的主要致

病菌，因此气单胞菌和弧菌属的数量上升，提示感

染 Ｃｙｈｖ－２后，异育银鲫体内存在混合细菌感染的
潜在风险，这为异育银鲫的病毒细菌混合感染提供

了理论依据，对于感染 Ｃｙｈｖ－２后的异育银鲫养殖
综合防控提供了理论支撑。

本研究表明，Ｃｙｈｖ－２的感染会引起异育银鲫
肠道正常菌群紊乱。肠道优势菌群的改变往往会

加剧鱼体免疫力下降，进而加重肠道微生态失衡，

导致致病菌过度增殖，从而使鲫鱼遭受细菌激发感

染。因此，如果能够在易发病水温来临前，投喂一

些易于在异育银鲫肠道定殖的有益微生态制剂，或

许可以稳定鲫鱼肠道菌群，从而缓解鲫鱼的病毒细

菌混合感染，为缓解鲫鱼造血器官坏死病提供帮助。
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