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摘要! 为了探究投喂冰鲜杂鱼和人工配合饲料对大口黑鲈肠道菌群的影响!本研究采用变

性梯度凝胶电泳技术%6-$74HH,&对摄食不同饵料的 2 组鲈鱼肠道内容物的细菌群落结

构进行了比较分析" 结果显示!冰鲜组与饲料组的大口黑鲈肠道菌群组成相似性较低 %相

似性 29L& !且冰鲜组肠道菌群多样性高于饲料组" 对 2 组大口黑鲈中共有条带和特异性

条带进一步测序分析显示!2 组大口黑鲈肠道共有菌有红螺菌'梭菌'保科爱德华菌'嗜麦芽

窄食单胞菌和蓝细菌" 冰鲜组大口黑鲈肠道中的特异性菌归属为拟杆菌'肉食杆菌'魏斯

氏菌和邻单胞菌#饲料组大口黑鲈肠道中的特异性菌归属为黄杆菌'鲸杆菌'柠檬明串珠

菌'缺陷短波单胞菌" 研究表明!与投喂冰鲜杂鱼的大口黑鲈相比!人工配合饲料降低了大

口黑鲈肠道菌群多样性!也抑制了拟杆菌等有益菌在大口黑鲈肠道内的分布" 推测饲料组

大口黑鲈生长较慢可能与其肠道菌群中拟杆菌与厚壁菌的比值下降有关" 研究结果提示!

在今后大口黑鲈养殖或者人工配合饲料研制过程中!添加拟杆菌等益生菌也许可促进大口

黑鲈的生长和营养吸收"

关键词! 大口黑鲈# 肠道菌群# 人工配合饲料# 冰鲜杂鱼

中图分类号! A0/:11# *07/185555555 文献标志码$&

55大口黑鲈#-%+#,)'2#&$$"/7,%02$$"俗名加州

鲈" 属 鲈 形 目 # 6>B@9D/B8>:$) 太 阳 鱼 科

#-><GB2@<9?2>$"原产于美国加利福尼亚州密西西

比河水系"是一种肉质鲜美)抗病力强)生长迅速)

易起捕)适温较广的名贵肉食性鱼类"我国广东省

于 10:/ 年引进大口黑鲈鱼苗"并于 10:4 年人工

繁殖成功
&1'

( 目前"我国大口黑鲈的年产量已达

到 17 万 G"现已成为我国重要的名优淡水养殖鱼

类之一
&2'

( 尽管大口黑鲈养殖已经形成规模性

产业"但是目前养殖生产仍然主要依赖冰鲜杂鱼

作为直接饵料%源自近海的冰鲜杂鱼的长期使用"

不仅造成了资源浪费"而且更为严重的是一些原

本是海洋中的致病微生物可能沿此途径传入淡水

养殖区域"例如引起大口黑鲈严重病害流行的虹

彩病毒#N"*"8%#&$$疾病的暴发极可能是因为冰

鲜饵料的投喂而传入的病原
&/'

( 大口黑鲈人工

配合饲料取代冰鲜杂鱼投喂是产业发展的必然趋

势"但是事实上"大口黑鲈饲料已经推广多年"进

展十分缓慢( 以往关于摄食人工配合饲料对大口

黑鲈的影响研究主要集中在生长性能
&9 67'

)肌肉

营养成分
&9 64"8'

)血清免疫指标
&9'

和肠道蛋白酶活

性
&7'

等方面( 已有研究表明"鱼类饲料需求或营

养需求与鱼类肠道菌群的组成密切相关
&: 60'

( 饲

料的差异也影响了鱼类肠道菌群的组成和鱼体肠

道的 健 康 状 况
&13 611'

" 如 摄 食 植 物 的 虹 鳟

#E*+,#5(*+5&$7(I%$$$肠道内厚壁菌占优势)而

摄食海产品的虹鳟肠道内变形菌占优势
&:'

"摄食

人工 饲 料 与 浮 萍 # B27*" 7%*,#'1$ 对 草 鱼

#!'2*,)5"#(*.,0,* %02//" $ 肠道菌群的影响较

大
&0'

)草鱼肠道内有益菌的增加促进了白细胞的
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吞噬百分比和吞噬指数的上升
&13'

( 因此从大口

黑鲈肠道菌群结构层面了解大口黑鲈营养需求与

饲料配置是一种有价值的新探索(

变性梯度凝胶电泳技术#6-$74HH,技术$

是一种基于 17*B4%&基因的技术"该技术在研

究微生物多样性和种群差异上已成为一种重要

的工具"其避免了传统微生物研究方法的局限

性"目前已经被成功应用于研究鱼类肠道菌群

组成结构
&12'

( 本研究将采用 6-$74HH,技术

分别构建冰鲜组和人工配合饲料组的大口黑鲈

肠道菌群的 6-$74HH,图谱"分析图谱中共性

条带与特异性条带的克隆测序结果"探讨人工

配合饲料对大口黑鲈肠道微生物的影响"旨在

为大口黑鲈人工配合饲料的开发与利用提供

依据(

15材料与方法

$%$&实验材料

在广东省佛山地区选择 9 口池塘#面积均为

319 公顷左右"有效水深 217 8$"按 978 条5公顷

的密度投放规格为 4 >7 @8的大口黑鲈#1:3 条5

433 T$"2 口池塘投喂人工配合饲料"另 2 口池塘

投喂冰鲜杂鱼( 除饲料外"池塘的水源)日常管理

方式均相同"水温 27 >/3 Y"透明度 /2 >/: @8"

O+值 :13 >:14"溶解氧为 91: >01/ 8T5'"每天

上)下午各投喂 1 次( 养殖 / 个月后"采集 29 尾

大口黑鲈"其中从 2 口冰鲜组池塘里分别取 7 尾"

共 12 尾&均重#14113 B71:$ T'%从 2 口人工配合

饲料组池塘里也分别取 7 尾"共 12 尾 &均重

#12/13 B1318$T'( 实验用冰鲜杂鱼为冰冻的蓝

圆
#

#H2+")'2#&$7"#&"0$%$"冰鲜杂鱼和人工配

合饲料的主要营养成分见表 1(

表 $&人工配合饲料和冰鲜杂鱼的营养组分

789%$&7=3/0>@04-2-01058?2-5-/-8<A-3281A

-/3A2?84=5-4= ^

营养成分

@/8O/:9G9/3

人工配合饲料

2BG9D9@920?9>G

冰鲜杂鱼 &1/'

9@>? GB2:< D9:<

粗蛋白 @B=?>OB/G>93 9/13 2313

粗脂肪 @B=?>D2G 713 919

粗纤维 @B=?>D9I>B 413 317

灰分 2:< 1413 918

水份 8/9:G=B> 1213 791/

$%'&样品制备

用解剖剪沿肛门向上朝前呈弧形剪开"打开

腹腔"用无菌棉线结扎前肠和肛门处"将肠道剪下

后取出"置于酒精消毒过的解剖盘"用酒精棉球擦

拭肠管外壁"接着用无菌生理盐水冲洗"4 8',6

管均匀收集肠道内容物"将样品置于 623 Y保存

备用(

$%(&肠道细菌总 !"#的提取

肠道细菌总 4%&的提取采用 *G//0S939P9G

试剂盒#"8>T2"美国$"具体步骤参照该试剂盒说

明( 4%&提取后用 1L琼脂糖检测" 623 Y保存

备用(

$%)&目的片段 L;M扩增及纯化

根据细菌 17*B4%&./ 可变区设计 1 对通

用引物"其中在上游引物的 4Z7末端添加 1 个约 93

IO 的 H-发夹结构"引物 .//:(7H-!4Z7-H---

H--H- H-H-H H-HHH -HHHH -HHHH

H-&-H HHHHH &-Q-- Q&-HH H&HH-

&H-&H7/Z%.4/9$! 4Z7&QQ&- -H-HH -QH-Q

HH7/Z"由上海英骏生物工程公司合成( 使用引

物 .//:(7H-和 .4/9$对草鱼肠道细菌总 4%&

进行 6-$扩增"反应体系! ?%Q6S9NG=B># 13

88/05'$1

#

'"13 A6-$M=DD>B#含 ST

2 <

$4

#

'"

.//:(#23 38/05

#

'$1

#

'".4/9$#23 38/05

#

'$

1

#

'"Q2W 酶#4 #5

#

'$314

#

'"模板 4%&1

#

'"

加双蒸水至 43

#

'( 6-$扩增程序!09 Y预变性

4 893%09 Y变性 /3 :"74 >44 Y退火 /3 :#每个

循环降 314 Y$"82 Y延伸 1 893"23 个循环%

09 Y变性 /3 :"44 Y退火 /3 :"82 Y延伸 1 893"

13 个循环%82 Y延伸 13 893( 1L琼脂糖检测电

泳产物( 采用 "8>T2H>0,NGB2@G9/3 P9G#美国$对

6-$产物进行回收纯化(

$%N&!**F成像与分析

4HH,用 13L # -5O$ 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶

#2@BF0289?>5I9:2@BF0289?>为 /814@1$ "变性剂线

性梯度范围为 /4L>44L #133L变性剂含有 8

8/05'尿素和 93L去离子甲酰胺 $ "缓冲液为

1 AQ&, M=DD>B# 93 88/05' QB9:7+- 0:13" 23

88/05'醋酸钠"113 88/05'%2

2

7,4Q&$ "6-$

产物采用 M9/7$2? 4-/?>QS突变检测系统#美

国$进行分离( 电泳条件!温度为 73 Y"首先在

233 .电压下预电泳 4 893"然后在 :3 .电压下

电泳 12 <(

011
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$%P&目的条带的回收$克隆和测序

将肠道菌群 4HH,图谱中清晰的共性和特

异条带进行标记割胶回收"加入 Q,# O+ :13$浸

泡过夜"取上清液作模板进行扩增( 所用引物!

.//:(!4Z7&-Q--Q&-HHH&HH-&H-&H7/Z%

.4/9$!4Z7&QQ&--H-HH-QH-QHH7/Z( 6-$

反应体系!?%Q6S9NG=B>#13 88/05'$1

#

'"13 A

6-$M=DD>B#含 ST

2 <

$ 4

#

'"上)下游引物 # 23

38/05

#

'$各 1

#

'"Q2W 4%&聚合酶 #4 #5

#

'$

314

#

'"模板 4%& 1

#

'"加双蒸水至 43

#

'(

6-$反应程序!09 Y预变性 4 893%09 Y变性

/3 :"74 >44 Y退火 /3 :#每个循环降 314 Y$"82

Y延伸 1 893"23 个循环%09 Y变性 /3 :"44 Y退

火 /3 :"82 Y延伸 1 893"13 个循环%82 Y延伸 13

893( 将 "S,H&试剂盒纯化的 6-$产物与载体

OS4107Q连接"热激转化 ;$+52#%+5%" +,/%!S130

感受态细胞( 以氨苄青霉素#133

#

T58'$抗性平

板进行培养"挑选阳性克隆"菌落 6-$检测确认

阳性克隆( 阳性样品送上海英骏公司测序(

25结果

'%$&饲料组与冰鲜组大口黑鲈肠道菌群 !**F

图谱建立

对 2 组大口黑鲈肠道细菌的 17*B4%&./

片段进行 6-$扩增后构建肠道菌群 4HH,图谱(

本实验图中"2 组间条带的数量)亮度和位置均存

在差异"4HH,图谱可以较好地反映出 2 组大口

黑鲈肠道菌群组成结构的异同之处( 图 1 和图 2

为 2 组大口黑鲈肠道菌群 4HH,图谱"图中有 2:

个条带#M23?17M23?2:$较为明显且可以鉴别"其

中冰鲜组可鉴别条带为 23 条"饲料组为 14 条#2

组含有 8 条共有条带$(

图 $&' 组大口黑鲈肠道菌群的变性梯度凝胶电泳"!**F#分离图谱

)1 >)12!冰鲜组%&1 >&12!饲料组"下同( 条带 M1 >M2: 代表较为明显的可鉴别细菌"详见表 2

,-.%$&!**F@?05-<305-12342-18<>-/?05<0?8 05902=.?0B@405<8?.3>0B2=9844

)17)12!9@>? GB2:< D9:< TB/=O% &17&12!2BG9D9@920?9>GTB/=O"G<>:28>I>0/E1Q<>I23?:DB/8 M1 G/ M2: B>OB>:>3G9?>3G9D92I0>I2@G>B92:

E<9@< 2B>?9:G93@G"?>G290:2:O>BG2I0>2

321
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图 '&' 组大口黑鲈肠道菌群的变性梯度凝胶电泳"!**F#分离简图

,-.%'&!**F@?05-<305-12342-18<>-/?05<0?8 05902=.?0B@405<8?.3>0B2=9844

55基于大口黑鲈肠道菌群变性梯度凝胶电泳

#4HH,$ 示意图"利用 M)"7$&4 A=23G9GF "3>

91/11进一步分析冰鲜组与饲料组的相似性( 在

相似性 3129 处分开为 2 条主枝干"一条是冰鲜

组"另一条是饲料组"表明 2 组实验鱼间肠道菌群

的组成结构存在明显差异"而组内各重复相似性

很高#图 /$(

图 (&' 组大口黑鲈肠道菌群的变性梯度"!**F#图谱聚类分析图

,-.%(&;<B423?-1. 818<64-405!**F@?05-<305-12342-18<>-/?05<0?8 05902=.?0B@405<8?.3>0B2=9844

'%'&!**F目的条带基因片段的切割克隆$测

序及序列比对结果分析

大口黑鲈肠道内容物 4HH,图谱的可分辨

条带经分离切割后"进行克隆测序"将所测得的序

列用 M'&*Q程序进行相似性比较( 所比对的序

列与数据库中序列的相似性范围在 08L>133L"

其中有 1: 条序列的相似性为 133L"有 19 条序列

为未培养细菌#表 2$(

/5讨论

本研究中"饲料组与冰鲜组之间肠道菌群组

成相似性较低"且饲料组肠道菌群多样性低于冰

鲜组"表明投喂人工配合饲料改变了大口黑鲈肠

道菌群的组成( 已有研究表明"鱼类肠道菌群组

成与其所摄食的饵料有很大相关性
&:"19'

"目前大

口黑鲈饲料是经过高温制粒的膨化饲料"制粒过

121
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表 '&大口黑鲈肠道菌群 !**F目的条带的克隆测序结果

789%'&7=343TB31/-1. ?34B<24052=3!**F@B?@043981A45?0> -12342-18<>-/?05<0?8 05<8?.3>0B2=9844

条带类型

I23? GFO>:

条带号

I23? 328>

H>3I23R 数据库中比对最相近的菌种名称

@0/:>:GB>02G9C>:D/=3? 93 G<>H>3I23R ?2G2I2:>

相似性5L

:98902B9GF

共有条带

@/88/3 I23?:

I23? 1 $</?/:O9B9002@>2>I2@G>B9=8红螺菌科细菌 00

I23? 2 =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 133

I23? 12 !/,$'#%0%&7:O1I2@G>B9=8梭菌属细菌 133

I23? 19 =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 0:

I23? 21 ;0:"#0$%2//" 5,$5%*"2保科爱德华菌 133

I23? 29 61 =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 00

I23? 29 62 3'2*,'#,)5,7,*"$7"/',)5%/%" 嗜麦芽窄食单胞菌 133

I23? 29 69 =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 00

I23? 27 !("*,6"+'2#%&7蓝细菌 133

冰鲜组特异性条带

:O>@9D9@ I23?: 93 9@>?

GB2:< D9:< TB/=O

I23? 9 =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 00

I23? 4 =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 133

I23? 7 61 !/,$'#%0%&7:O1I2@G>B9=8梭菌属细菌 00

I23? 7 62 &0O<2OB/G>/I2@G>B9=8

(

7变形菌纲细菌 133

I23? 8 61 1/2$%,7,*"$35%.2//,%02$类志贺邻单胞菌 133

I23? 8 6/ =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 0:

I23? : 61 K2%$$2//" :O1I2@G>B9=8魏斯氏菌属细菌 133

I23? : 62 !"#*,6"+'2#%&7:O1I2@G>B9=8肉食杆菌属细菌 133

I23? : 69 1/2$%,7,*"$:O1I2@G>B9=8邻单胞菌属细菌 133

I23? 11 1/2$%,7,*"$:O1I2@G>B9=8邻单胞菌属细菌 133

I23? 17 =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 00

I23? 18 =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 133

I23? 1: J"+'2#,%02$:O1I2@G>B9=8拟杆菌属细菌 00

I23? 22 61 =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 08

I23? 22 62 =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 08

I23? 2/ -0/:GB9?92I2@G>B9=8梭菌纲细菌 00

饲料组特异性条带

:O>@9D9@I23?:93 2BG9D9@920

?9>GTB/=O

I23? / !/,$'#%0%&7:O1I2@G>B9=8梭菌属细菌 00

I23? 0 J#28&*0%7,*"$0%7%*&'" 缺陷短波单胞菌 133

I23?13 !2',6"+'2#%&7$,72#"2鲸杆菌 133

I23? 1/ L/"8,6"+'2#%&7:O1I2@G>B9=8黄杆菌属细菌 133

I23? 14 !5/"7(0%" 衣原体 0:

I23? 10 B2&+,*,$',++%'#2&7柠檬明串珠菌 133

I23? 23 !/,$'#%0%&7:O1I2@G>B9=8梭菌属细菌 133

I23? 24 61 =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 00

I23? 24 6/ =3@=0G=B>? I2@G>B9=8未培养细菌 00

程中高温)高压导致大多数微生物无法生存"而冰

鲜杂鱼尽管经过捕捞)运输)冷藏等过程"但其所

携带的大部分微生物仍处于可生存环境之下
&2'

"

推测人工配合饲料所含有的细菌多样性相对于冰

鲜饵料较低"进而导致摄食人工饲料的大口黑鲈

肠道内细菌多样性低于冰鲜组(

2 组 大 口 黑 鲈 肠 道 共 有 菌 有 红 螺 菌 科

#$</?/:O9B9002@>2>$)梭菌属 #!/,$'#%0%&7$)保科

爱德华菌 #;<5,$5%*"2$)嗜麦芽窄食单胞菌 # 3<

7"/',)5%/%"$和蓝细菌#!("*,6"+'2#%&7$( 红螺菌

科隶属变形菌门 #6B/G>/I2@G>B92$)

(

7变形菌纲

# &0O<2OB/G>/I2@G>B92 $) 红 螺 菌 目

#$</?/:O9B90020>:$"是淡水水体和淡水鱼类常见

的微生物类群
&14 617'

( 梭菌属是 2 组实验鱼共有

的优势菌"属于厚壁菌门 #(9B89@=G>:$)梭菌纲

#-0/:GB9?92$) 梭 菌 目 # -0/:GB9?920>:$) 梭 菌 科
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#-0/:GB9?92@>2>$"有报道称肉食性鱼类肠道内含

有较多的梭菌属等细菌
&18'

(

拟杆菌属#J"+'2#,%02$$是冰鲜组大口黑鲈肠

道的特异性细菌之一"拟杆菌在帮助宿主分解营

养物质)提高营养利用率
&1:'

及维持肠道微生态平

衡
&10'

等方面均有着重要作用( 前期研究发现"拟

杆菌的数量多少与人 #P,7, $")%2*$$)猪 # 3&$

$+#,>"$的脂肪含量密切相关
&23 621'

( 更有研究明

确指出"肠道内拟杆菌与厚壁菌的比例直接影响

体内的脂肪积累和动物肥胖
&22'

"肥胖时脂肪积累

主要与厚壁菌增加有关"而健康动物的肠道则是

+拟杆菌门,的细菌较多( 研究发现摄食人工配

合饲料的大口黑鲈增重率显著低于摄食冰鲜饵料

的大口黑鲈"常常出现脂肪肝现象
&4'

"本研究中"

仅在冰鲜组中检测出拟杆菌"推测冰鲜杂鱼中可

能含有较多此类细菌或者冰鲜杂鱼的营养成分适

合此类细菌在大口黑鲈肠道中定植"推测饲料组

大口黑鲈生长较慢可能与其肠道菌群中拟杆菌与

厚壁菌的比值下降有关( 冰鲜组大口黑鲈肠道中

的 特 异 性 菌 还 包 括 肉 食 杆 菌 属

#!"#*,6"+'2#%&7$)魏斯氏菌属 #K2%$$2//"$和邻

单胞菌属 #1/2$%,7,*"$$( 肉食杆菌和魏斯氏菌

均是肉质贮藏时常出现的腐败菌
&2/ 629'

"该类群细

菌的出现可能是由于冰鲜放置时间过久或贮藏时

受污染所致( 邻单胞菌属是养殖水体和淡水鱼体

中常见的细菌"其中的类志贺邻单胞菌 # 1<

$5%.2//,%02$$则是可引起人类肠胃疾病的病原

菌
&24'

"此类菌的携带可能与冰鲜的来源有关(

饲料组大口黑鲈肠道中的特异性细菌归属为

黄 杆 菌 属 # L/"8,6"+'2#%&7$) 鲸 杆 菌 # !<

$,72#"2$)柠檬明串珠菌 #B<+%'#2&7$)缺陷短波

单胞菌 #J<0%7%*&'"$和衣原体 #!5/"7(0%"$( 已

有研究发现"在大口黑鲈肠道中分离出的 2/ 个可

鉴别菌株中"有 8 个属于黄杆菌属
&27'

"至于该属

细菌对大口黑鲈的生长)新陈代谢的作用"还有待

于进一步研究( 鲸杆菌是产维生素 M

12

的主要细

菌
&28'

"本研究中鲸杆菌的含量增加可能有助于人

工配合饲料组大口黑鲈对维生素 M

12

的需求和利

用"也提示大口黑鲈膨化饲料维生素缺乏会导致

鱼类自身弥补的代偿增加(

池塘中微生态结构也会影响大口黑鲈肠道菌

群组成( 如饲料的差异等因素导致养殖水体中

碳)氮)磷等营养成分的不同
&2: 620'

"而这些不同的

营养成分将进一步影响水体中微生物群落的组成

结构
&/3'

( 水体所携带的细菌会通过口腔和鳃进

入鱼体的消化道内"并与宿主体内的原有细菌通

过不断竞争保持动态平衡
&18'

( 本研究中大口黑

鲈肠道内的共有菌或差异菌可能来自于池塘水体

中细菌"如 2 组大口黑鲈肠道共有的红螺菌和蓝

细菌皆属于光合细菌"而光合细菌是水体中重要

的微生物类群"它们是维持水环境微生态平衡)预

防水生动物疾病的重要菌
&14'

( 近年养殖过程中"

养殖户普遍使用光合细菌进行池塘泼洒和饵料拌

喂"但红螺菌是来自人工投喂或自然环境有待进

一步研究(

总之"饲料组大口黑鲈肠道菌群多样性减少"

可能是因为人工配合饲料的营养成分无法满足鱼

体及其肠道内土著细菌的生长需求"今后的养殖

实践可以向人工配合饲料中添加有利于大口黑鲈

肠道健康的益生菌"以促进大口黑鲈的生长(
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