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摘要! 为研究疾病发生情况下鱼类肠道菌群的结构变化!运用高通量测序方法分别对感染腹

水病和皮肤溃疡病的工厂化养殖半滑舌鳎病鱼及同一养殖系统中健康鱼的肠道菌群结构进行

了对比分析" 结果发现!养殖半滑舌鳎肠道中的细菌种类要明显少于环境中的细菌种类!仅为

养殖池进水和颗粒饲料中细菌种类总数的 2493Z>4497Z" 在疾病发生后!病鱼肠道中的细

菌种类数量仅是同一养殖系统中健康鱼肠道细菌种类数量的 4598Z和 6495Z!病鱼肠道中细

菌多样性下降非常明显" 进一步分析肠道菌群结构的组成发现!虽然发病鱼和健康鱼肠道中

超过 69Z的细菌种类不相同!但优势菌群的结构组成差异不明显!丰度最高的前 29 种细菌种

类基本相同!其比例超过肠道相对总菌量的 89Z" 不同疾病的发生对半滑舌鳎肠道菌群结构

的影响也不同!腹水病会造成肠道中优势菌株的种类和相对丰度都发生比较明显的改变!而皮

肤溃疡病发生前后肠道菌群结构组成几乎没有变化" 研究表明!养殖半滑舌鳎的肠道菌群结

构相对比较保守!而且并不是所有的疾病种类都会引起肠道菌群结构发生改变"

关键词! 半滑舌鳎# 疾病# 肠道菌群# 工厂化养殖# 高通量测序

中图分类号! )/43000000000000 文献标志码$#

00肠道菌群是动物生命体的有机组成部分"在

宿主的消化&吸收&免疫等方面发挥着重要的生理

作用# 因此"肠道菌群的稳定对于宿主的健康生

长意义重大
$2%

# 近几年来"对人类和动物的肠道

菌群研究发现"肠道菌群除参与宿主的生理活动

外"其组成结构的变化也与宿主疾病的发生密切

相关# 在疾病发生前后"不仅宿主肠道的菌群结

构会发生明显的改变
$1%

"而且疾病高发和低发人

群的肠道菌群构成也存在着巨大的差异
$3%

# 因

此"对动物或人群的肠道菌群结构进行监测"有可

能成为一种评估宿主健康状况的新方法
$4%

# 鱼

类是水产养殖的重要对象"其肠道附生的微生物

菌群和生境中的菌群在鱼类健康生长的过程中也

发挥着至关重要的作用
$5 :6%

# 由于鱼类所生活的

水环境的复杂性"并且鱼类的肠道与水环境直接

相通"使得鱼类的肠道菌群结构更容易受到多种

因素的影响
$7%

# 但在高密度集约化养殖的条件

下"水质环境和投喂饵料相对稳定"开展鱼类肠道

菌群的研究并掌握这一微生物群落在鱼类不同生

理状态下的变化过程和结构差异"有可能为水生

动物的疾病监控和预警提供新的思路"并在水产

养殖疾病的科学预防和临床治疗方面实现新的技

术突破#

半滑舌鳎*<2#%01%))())"/,1'"9,)P\2@-:A+主

要分布于太平洋西岸近海水域"是中国海水鲆鲽

类养殖的代表品种之一# 目前"中国的半滑舌鳎

养殖主要以陆基工厂化养殖模式为主"相对简单

的水质环境和饲料品种使其成为研究海水鱼类肠

道菌群的理想物种# 多年的流行病学研究发现"

养殖半滑舌鳎的疾病发生是非常普遍的"其中腹

水病和皮肤溃疡病是工厂化养殖过程中最为常见

的两种疾病类型# 这两种疾病具有非常典型的临

床病变特征"腹水病的临床症状是内脏腔或消化

道中充满大量积液"皮肤溃疡病的临床症状表现
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为表皮或鳍组织大面积的溃疡"养成阶段的半滑

舌鳎幼鱼和成鱼均可感染这两种疾病而造成大量

的死亡# 本实验针对这两种疾病"用高通量测序

技术对同一养殖系统中发病鱼和健康鱼的肠道菌

群结构进行了比较研究"期望从微生态的角度分

析疾病发生对养殖鱼类肠道菌群结构变化的影

响"也为解析水生动物肠道菌群与宿主健康的相

互关系提供参考#

20材料与方法

B"B$实验材料

用于本次研究的发生腹水病和皮肤溃疡病的

半滑舌鳎样品鱼分别取自山东省昌邑市两家不同

的养殖厂# 这两个养殖厂濒临莱州湾"直线距离

约 49 K="厂区情况基本相似"每个养殖车间共有

半滑舌鳎养殖池 14 个"日常投喂配合颗粒饲料"

养殖池大小为 695 =?695 ="养殖用水为取自地

下 169 =深井淡水与 69 =深井地下卤水勾兑而

成"采用流水养殖"每池每日循环量约 599Z"全

年水温 28 >13 ]"盐度 27 >15# 发病时"每池放

养 399 >599 3 半滑舌鳎鱼 699 尾左右"每天早晚

各投喂配合颗粒饲料一次# 在取样时"两家养殖

厂均处于疾病暴发期间"其中皮肤溃疡病发病厂

家日死亡量 5 >29 尾[池"腹水病发病厂家日死亡

量 8 >25 尾[池#

分别从两家养殖厂发病的养殖池中各捞取 3

条腹水病和皮肤溃疡病临床症状明显的病鱼"并

从同一厂家另外一个未发病的养殖车间中随机捞

取同一养殖批次 3 条活力和摄食均正常的健康鱼

作为对照样本鱼"在现场将 21 条样本鱼分别充氧

打包加冰后运回实验室# 同时"用无菌采水瓶收

集养殖池进水作为待分析水样"用无菌采样袋收

集适量颗粒饲料"与样品鱼一同带回实验室进行

分析#

B"#$细菌总 CD%的提取

在实验室中用冰水混合物浸泡样本鱼 39 =72

待鱼休克后"将鱼置于解剖盘中用 79Z的酒精棉球

擦拭鱼体进行消毒"在无菌条件下将每条样本鱼的

消化道从内脏腔中剥离"剪取一部分肠道中段组织

放入灭菌的培养皿中"轻轻挤出肠道内容物并用无

菌海水滴洗 3 次后再转入灭菌的离心管中# 将 3

条腹水病病鱼&3 条皮肤溃疡病病鱼&取自腹水病

发病厂家的 3 条对照样本鱼和取自皮肤溃疡病发

病厂家的 3 条对照样本鱼的中肠组织分别混合成

一个样本并标记"用组织匀浆机匀浆均匀后"再用

$NWP#公司的 )<7G.,#Y7@试剂盒提取肠道组

织样本中的细菌总 .,##

用 9911

!

=孔径的无菌纤维素滤膜抽滤每

个养殖厂养殖池进水水样 1 '"然后将滤膜剪碎"

用$NWP#公司的)<7G.,#Y7@试剂盒提取细菌

总 .,## 颗粒饲料也分别装入无菌离心管并加

入少许无菌水用组织匀浆机匀浆均匀后"同样用

$NWP#公司的 )<7G.,# Y7@试剂盒提取细菌

总 .,##

B"!$高通量测序分析

提取的各样本细菌总 .,#"扩增 26)A.,#

序列的 *3 可变区"引物序列为 5 "̂#!!#%%P%"

PP%!P%!PP"3 和̂ 3 "̂%%!#%PPP#PP%#P%"

#P"5 #̂ 扩增每个样本的引物序列前均单独加入

长度为 8 个碱基的不同碱基序列标签"用以标记

不同的样本# &%V的反应体系!含 25 ==<G['

N3%G

1

的 29 ?58DD:A2999

!

'"195 ==<G['H,!&

199

!

'"29

!

=<G['引物各 5

!

'"58[

!

'@'A 酶

299

!

'".,#模板 499

!

'"灭菌去离子水 73

!

'"

总体积 299

!

'# &%V反应条件! /4 ]预变性

5 =72)/4 ]变性 39 ?"56]退火 39 ?"71 ]延伸

59 ?"连续 39 个循环)最后 71 ]延伸 29 =72# 扩

增好的 .,#序列"经琼脂糖电泳检测阳性后交

由国家人类基因组南方研究中心*上海+用 &!)"

454 高通量测序技术进行序列测定和分析#

B"E$数据处理

对获得的测序数据"用 N$!/XV软件结合

WU%W'软件进行数据统计和分析# 数据的统计

分析以每个样品中可操作的分类单元 *$!X"

$>:A1@7<21G!1O<2<=7;X27@+作为分类和计算的依

据# 本实验定义一个 $!X为不少于 219 个有效

碱基"且碱基差异小于 3Z"即序列中碱基差异少

于 3 个的序列群"一个 $!X在结果分析中被视为

代表一种细菌#

10结果

#"B$测序结果的质量分析

两家养殖厂所养殖的半滑舌鳎肠道内菌群的

$!X数量要明显少于颗粒饲料和养殖池进水中

的 $!X数量"其中腹水病发病厂家鱼肠道中的

$!X数量最高仅为水样中 $!X总数的 379/Z"
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最低为颗粒饲料中 $!X总数的 2493Z)皮肤溃

疡病发病厂家鱼肠道中的 $!X数量最高仅为颗

粒饲料中 $!X总数的 4497Z"最低仅为水样中

$!X总数的 1691Z# 这说明鱼体肠道中的细菌

多样性显著低于环境和颗粒饲料中细菌多样性"

环境和颗粒饲料中的细菌对鱼体肠道菌群的细菌

多样性影响有限 *表 2 +# 另外"病鱼肠道中的

$!X数量相比同一养殖系统中健康鱼肠道中的

$!X数量显著下降"腹水病发病鱼肠道中的 $!X

数量仅为健康鱼肠道 $!X数量的 4598Z"而皮

肤溃疡病中这一数值为 6495Z"证明疾病的发生

对半滑舌鳎肠道中细菌种类的多样性产生了一定

程度影响# 进一步分析发现"样品中超过 69Z的

$!X仅有一条有效序列"这说明本次实验所采集

的半滑舌鳎肠道和环境&颗粒饲料中都存在相对

数量较多并占据明显生态优势地位的细菌种类#

表 B$各样品中高通量测序数据统计

+:="B$C:9: 19:94194315/89,-,4<,09,8/7<,1-F7-.34.< 9-3,.4F7-8-17;94.-:3,1:62;-

样品来源

?1=>G:

有效序列总数

@<@1G28=J:A?<D

E1G7H ?:L8:2;:

72 @-:?1=>G:

总 $!X数

@<@1G$!X?72

@-:?1=>G:

仅有单一序列的

$!X数量

@-:$!X?C7@-

827L8:?:L8:2;:

腹水病鱼肠道 72@:?@72:<DH7?:1?:H D7?- C7@- 1?;7@:? 1 312 153 26/

腹水对照鱼肠道 -:1G@-B D7?- 72@:?@72:*;<2@A<G3A<8> <D1?;7@:?+ / /41 551 342

池水进水*腹水+ @12K 72G:@C1@:A*1?;7@:?+ 6 964 2 456 876

颗粒饲料*腹水+ >:GG:@D::H*1?;7@:?+ 25 129 2 766 /68

溃疡病鱼肠道 72@:?@72:<DH7?:1?:H D7?- C7@- ?K72 8G;:A1@7<2 3 374 153 268

溃疡对照鱼肠道 -:1G@-B D7?- 72@:?@72:*;<2@A<G3A<8> <D?K72 8G;:A1@7<2+ 6 617 3/1 158

池水进水*溃疡+ @12K 72G:@C1@:A*?K72 8G;:A1@7<2+ 1 578 /65 638

颗粒饲料*溃疡+ >:GG:@D::H*?K72 8G;:A1@7<2+ 4 754 876 539

00用 N$!/XV软件中的 A1A:D1;@7<29?723G:命

令对各样品中测序结果的 $!X数量对细菌种类

多样性的覆盖程度进行分析# 根据每个样品中每

次随机抽到的序列数与它们所能代表的 $!X数

量构建稀释性曲线*图 2+"结果发现"鱼类肠道样

品的曲线斜率要明显低于颗粒饲料和池水水样的

图 B$各样品高通量测序结果的稀释性曲线

G4<"B$+,-8:8-5:394/.378H-/5-:3,1:62;-=:1-A/.,4<,09,8/7<,1-F7-.34.< 8-17;91
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曲线斜率"并且逐渐趋于平缓"证明其有效测序数

量已经能够较好地覆盖肠道中细菌的多样性# 水

样和颗粒饲料曲线斜率较大"说明继续增加测序

深度有可能发现更多新的 $!X# 高通量测序的

结果表明"半滑舌鳎肠道中的菌群测序质量要明

显优于养殖池水环境和颗粒饲料#

#"#$细菌多样性及相关性分析

以各样品中分布的 $!X数量及其相对比例

为计算依据"构建了 $!X的丰度等级分布曲线即

V12K"1J82H12;:曲线*图 1+"该曲线在横轴上的

长度可以反映样品中细菌多样性的丰富程度"曲

线在纵轴上的平坦程度可以反映样品中不同细菌

组成的均匀程度# 结果表明"本次所采集的实验

样品中"颗粒饲料和池水中的细菌多样性显著高

于半滑舌鳎肠道中的细菌多样性# 在疾病发生

后"病鱼肠道中的细菌种类相比健康的对照鱼也

有比较明显的减少# 此外"各个样品的曲线在纵

轴上都比较陡峭"证实这些样品的菌群结构中都

存在相对丰度明显占优的细菌种类"而鱼类肠道

中优势细菌的相对丰度比例显然要高于颗粒饲料

和水样中优势细菌的相对丰度比例# 同时"4 组

半滑舌鳎肠道样品的曲线在纵轴上的陡峭程度极

为接近"说明优势菌种相对丰度比例在疾病发生

前后没有明显的改变# 这一现象显示"仅从优势

菌种相对比例的定量角度分析"疾病的发生对半

滑舌鳎肠道菌群的主体结构特征影响不大#

图 #$各样品中细菌多样性的等级分布曲线

G4<"#$I:.J0%=7.A:.3-378H-1=:1-A/.9,-K+L12-34-1.76=-84.-:3,1:62;-

00进一步分析两家养殖厂各个样品中细菌多样

性的相互关系"并构建 *W,,图*图 3+# 在两家

养殖厂健康鱼肠道中相对比例超过 69Z的 $!X

都是各自肠道中独有的 $!X"这些 $!X在颗粒

饲料和池水水样中没有发现# 在疾病发生后"鱼

肠道中独有的 $!X数量所占肠道中总 $!X数量

的比例并没有出现明显的变动# 另一方面"腹水

病病鱼和健康鱼肠道中共有的 $!X数量仅占腹

水病病鱼肠道总 $!X数量的 169/Z"占健康鱼

肠道总 $!X数量的 2193Z# 在皮肤溃疡病鱼

中"两者共有的 $!X数量仅占溃疡病病鱼肠道总

$!X数量的 /9/Z"占健康鱼肠道总 $!X数量的

694Z# 以上数据说明"从细菌种类多样性的角度

分析"疾病的发生对半滑舌鳎肠道菌群产生了比

较明显的影响"发病鱼和健康鱼肠道中的绝大部

分细菌种类是不同的#

#"!$优势 K+L种类的丰度分析

为进一步确认各个样品菌群结构中的优势菌

株及相关性"对各样品中 $!X相对比例最高的前

29 位进行丰度分析# 依据它们在各自样品总

$!X数量中所占的相对百分比可以发现"无论在

半滑舌鳎病鱼还是健康鱼的肠道中都存在着生态

优势地位非常明显的细菌菌种*图 4+# 在 4 组鱼

的肠道样品中"$!X丰度最高的前 29 种细菌所

占的相对比例超过 89Z"而颗粒饲料和池水水样

中这一比例要低很多#
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图 !$各样品中细菌多样性的相关性分析

图中数字为各样本中的 $!X数量

G4<"!$+,-1464;:849? :.:;?141/5=:39-84: A4H-8149? :6/.< A455-8-.91:62;-1

!-:28=J:A72 :1;- D738A:7?@-:$!X1=<82@72 H7DD:A:2@?1=>G:?

图 E$各样品中优势度最高的前 BM 种 K+L的丰度分析

29腹水对照肠道" 19腹水病鱼肠道"39池水进水*腹水+ "49颗粒饲料*腹水+ "59溃疡病鱼肠道"69溃疡对照肠道" 79池水进水*溃

疡+ "89颗粒饲料*溃疡+

G4<"E$%=7.A:.3-:.:;?141/59,-548199-.K+L14.-:3,1:62;-

29-:1G@-B DG?- 72@:?@72:*;<2@A<G3A<8> <D1?;7@:?+ "19H7?:1?:H D7?- 72@:?@72:*1?;7@:?+ " 39@12K 72G:@C1@:A*1?;7@:?+ "49>:GG:@D::H

*1?;7@:?+ " 59H7?:1?:H D7?- 72@:?@72:*?K72 8G;:A1@7<2+ "69-:1G@-B DG?- 72@:?@72:*?K72 8G;:A1@7<2 ;<2@A<G3A<8>+ " 79@12K 72G:@C1@:A*?K72

8G;:A1@7<2+ "89>:GG:@D::H *?K72 8G;:A1@7<2+

00对鱼类肠道中的优势菌群进行分析发现"皮

肤溃疡病发病鱼和健康鱼的肠道菌群结构高度相

似"优势细菌的种类完全相同"它们的相对比例也

非常相近"说明皮肤溃疡病的发生对半滑舌鳎肠

道的菌群结构几乎没有影响# 腹水病发病鱼和健

康鱼的肠道菌群结构存在较为明显的差异"健康

鱼 肠 道 中 编 号 为 $!X22931& $!X9434/&

$!X22222 和 $!X2/93/ 等多种优势细菌在发病

后已 不 再 是 肠 道 中 的 优 势 细 菌" 而 编 号 为

$!X9/792 和 $!X943/4 的两种优势细菌"在发
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病前后的相对比例也发生了较大幅度的变化# 由

此可以看出"无论是优势细菌的种类组成"还是相

对丰度比例"腹水病的发生都对半滑舌鳎的肠道

菌群结构产生了明显的影响#

本实验发病鱼和健康鱼肠道中共有的 $!X

数量比例不高"但可以肯定"这些 $!X却是肠道

中真正的优势菌群"而其他大量存在的 $!X有可

能仅仅是存在于半滑舌鳎肠道中的机会菌群"或

许并没有定植于肠道# 此外"通过对各个肠道样

品中菌群结构进行对比发现"腹水病对照鱼&皮肤

溃疡病发病鱼和皮肤溃疡病对照鱼的肠道菌群结

构高度相似"而这些鱼却来自两家不同的养殖厂

家"这一结果说明"工厂化养殖的半滑舌鳎肠道中

应该存在高度保守的菌群结构#

30讨论

半滑舌鳎已成为支撑我国鲆鲽类养殖产业发

展的代表性品种"而腹水病和皮肤溃疡病则是半

滑舌鳎养成过程中发生最为频繁的两种疾病类

型"对养殖的成活率构成了严重的威胁# 已有的

研究表明"在患腹水病的半滑舌鳎组织中既发现

了大量的未知病毒粒子
$8%

"也分离出了典型的细

菌性病原鳗弧菌
$/%

"而溃疡病则有多种细菌性病

原都可以致病
$/ :22%

# 本实验所分析的鱼类样品

分别采集自两家养殖厂养殖过程中同一批次自然

发病和未发病的半滑舌鳎"养殖的水质&饵料等环

境因素基本一致"因此可以客观地反映疾病发生

对鱼类肠道菌群产生的影响#

相比陆生动物而言"鱼类的肠道与养殖水环

境直接相通"其生活的水环境也更为复杂"因此对

肠道菌群的影响因素更多
$21 :23%

"这有可能使得鱼

类的肠道菌群结构更容易受外界的影响而发生变

化# 陈孝煊等
$24%

研究认为"水环境因子&所摄食

的饵料和药物&鱼类自身所处的不同生理状态或

发育阶段都会影响肠道菌群结构的组成# 本实验

中"尽管样品来自不同的养殖厂家并且处于不同

的健康状态"但工厂化养殖的半滑舌鳎肠道中仍

然存在数量众多的各种 $!X"并且各个样品中大

部分的 $!X彼此之间"以及与养殖池水和颗粒饲

料中的 $!X都没有显示出明显的相关性# 通过

深入的分析"可以确定绝大部分的 $!X并不是肠

道中的优势细菌#

在对人类和动物的肠道菌群研究过程中发

现"肠道菌群的失衡可以导致多种疾病的发生"而

疾病的发生也会使肠道菌群结构发生明显的改

变
$25 :27%

# 在早期的研究中"通过传统的细菌培养

法也发现疾病的发生会造成水产动物肠道中主要

的优势菌株组成发生变化
$28 :2/%

# 本实验用高通

量测序方法分析了两种不同的疾病发生后对半滑

舌鳎肠道菌群结构的影响# 通过对肠道中的优势

菌群进行丰度分析发现"只有腹水病造成了半滑

舌鳎肠道优势菌群结构的明显改变"而皮肤溃疡

病发病鱼和对照鱼的肠道菌群结构几乎没有差

异# 从病理学的角度分析"腹水病可以造成半滑

舌鳎内脏器官特别是消化道的严重病变
$8%

"消化

道组织的变性坏死对附生其上的微生物菌群影响

将会十分显著# 溃疡病的病灶主要集中在体表"

相对而言对肠道组织的病理影响不甚明显"这可

能也是肠道菌群结构几乎无变化的因素之一#

通过对 4 组半滑舌鳎肠道样品中的优势菌群

进行丰度分析发现"这些鱼肠道中的优势菌群结

构高度相似"并且与养殖池进水和所投喂的颗粒

饲料中的菌群无论在菌种组成"还是相对丰度比

例上都差异明显# 即使腹水病的发生在一定程度

上改变了肠道菌群的结构"但病鱼肠道中相对丰

度最高的两株细菌仍然是对照鱼肠道中原有的最

优势的两株细菌# 根据这一现象推测"养殖半滑

舌鳎的肠道菌群结构有可能是高度保守的"在工

厂化养殖过程中应该不会轻易受到环境因素的影

响而发生改变"但需要进一步分析# 有学者在对

大西洋鳕鱼 *B'7()/%$+('+的肠道菌群研究中

有和本实验类似的发现"即野生的鳕鱼在转为人

工饲养一段时间后肠道菌群的变化也不明显
$19%

#

使用益生菌被认为是水产养殖生产中防控疾

病的有效途径之一"益生菌的一个重要功能就是

维持宿主肠道微生态的平衡"并协助抵御病原入

侵
$12 :11%

# 结合本实验的研究结果进行分析"并不

是所有的疾病都会使鱼类的肠道菌群发生明显的

改变"因此在使用益生菌时要有的放矢# 本实验

还发现"养殖半滑舌鳎的肠道中存在着生态优势

地位明显的细菌种类"深入研究这些细菌或许可

以筛选出适合半滑舌鳎的专属益生菌#
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