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摘要! 实验对野生和养殖银鲳胃$幽门盲囊$前肠$中肠$后肠菌群结构进行了定性对比分析!

并对产蛋白酶$淀粉酶$脂肪酶$纤维素酶的菌株进行了鉴定" 结果发现!野生和养殖种群的消

化道菌群结构存在较大差异!且同一种群消化道各部分之间菌群结构也存在较大差异" 尽管

养殖和野生银鲳均在幽门盲囊中具有最多的可培养细菌菌株!但野生银鲳消化道内主要菌群

为嗜冷菌属%61*3')%D(3"#)&和 61#2,%3')%D(3")20!养殖银鲳消化道主要菌群为不动杆菌属

%<3-$#"%D(3"#)&和假单孢菌属 %61#2,%0%$(1&!两种群共有细菌仅一株!即 61*3')%D(3"#)

&-13("%)--I?B9:= .*383/!但其分别存在于野生与养殖种群银鲳消化道的不同部位" 在产酶菌

株筛选中发现!野生银鲳消化道内分离到 17 株产酶菌!其中 44@可培养菌能产蛋白酶!87@

能产淀粉酶!11@能产脂肪酶!87@能产纤维素酶!部分菌株可产 2 株以上的消化酶!其中产 /

种以上酶的菌株有 8 株!且产酶量丰富" 相对于野生银鲳!养殖银鲳消化道内分离到 22 株产

酶菌!主要以产蛋白酶和淀粉酶为主!93@可培养菌可产蛋白酶!21@可产淀粉酶!仅 =(3-..21

"'2)-$+-#$1-1I?B9:= .)MJ*可产纤维素酶!无一株菌产脂肪酶!其中只有 =(3-..21"'2)-$+-#$1-1

I?B9:= .)MJ*产 / 种酶但产酶量相对较少" 研究可为银鲳人工养殖中潜在益生菌的筛选提供

理论依据"

关键词! 银鲳# 消化道菌群结构# 产酶菌# 消化酶

中图分类号! *:41555555555555 文献标志码'&

55近年来"生物的肠道菌群结构对消化吸收的

作用"越来越受到人们的关注
*1 62+

) 肠道微生物

重要的功能之一是促进肠道对营养物质的消化吸

收"提高饵料转化率) 其发挥作用主要是通过增

加肠道消化酶的活性来实现的) 而鱼类消化酶可

划分成通过机体自身分泌的内源性消化酶(由肠

道微生物产生的外源性消化酶这二大类"将食物

分解为肠道可吸收的小分子营养物质
*/ 64+

) 内源

性消化酶与鱼本身的消化系统特性(发育阶段(食

物组成等有关"而外源性消化酶的活性则与定植

在肠道中的菌群结构有关外"还与饲料(环境等有

关) 肠道菌群结构中产消化酶的菌也称之为有益

菌"近几年有益菌的研究与应用也渐渐成为了研

究热点) 何敏等
*8+

在对重口裂腹鱼# A3'-B%"'%)(4

,(J-,-$的研究中发现"益生菌作为肠道微生物的

补充"其使用不仅提高了重口裂腹鱼的生长率"而

且提高了重口裂腹鱼肠道蛋白酶(脂肪酶(淀粉酶

的 活 性) 赖 凯 昭 等
*7+

在 对 奥 尼 罗 非 鱼

#>)#%3')%0-1$-.%"-321

%

=>F(2)#21

&

$的研究

中发现"益生菌作为饵料添加剂可显著提高奥尼

罗非鱼的生长速度及肠道蛋白酶的活性) 因此"

研究鱼体消化道中的菌群结构和产酶菌具有重要

的实际应用价值)

银鲳#6(0&21()+#$"#21$是极具开发潜力的

鱼种"近几年在人工养殖条件下"养殖银鲳与同期

自然海区中的野生银鲳相比个体较小"生长速度
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偏慢) 除了养殖条件造成胁迫外
*9 6:+

"饲料中的

营养组成未达到银鲳的生长需求
*13+

"或银鲳对饲

料不能很好地消化吸收
*11+

"也是限制生长的原因

之一) 因此开展野生银鲳与养殖银鲳肠道菌群结

构的研究"有助于从营养学角度揭示养殖环境条

件下银鲳生长慢的原因) 而通过定性对比分析野

生与养殖银鲳消化道菌群的产酶菌"可为今后人

工养殖银鲳配合饲料中适宜益生菌的开发提供基

础理论依据)

15材料与方法

!"!#材料鱼来源

2312 年 0 月"从养殖池和天然海区同时取

样) 实验所用养殖银鲳来自东海水产研究所自行

繁育的后代"野生银鲳捕自浙江六横岛附近海域)

养殖银鲳的平均叉长为#1318 B318$D8"平均体

质量为#/3 B8$G) 野生银鲳的平均叉长为#10 B

318$D8"平均体质量为#48 B8$G) 养殖银鲳采用

日本林兼株式会社生产的鱼宝 7 号料饲喂)

!"$#取样方法

养殖银鲳在取样解剖前饥饿 24 N"野生银鲳

暂养 24 N"暂养用水取自其生存海域) 从 2 个水

体中随机各捞取 18 尾鱼"每 / 尾分为一组"解剖

前进行拍照并测量其叉长和体质量) 鱼体解剖在

冰盘上进行"取整个肠道并用 93@的酒精擦拭整

个肠外壁"将其分为胃(幽门盲囊(前肠(中肠(后

肠分装于无菌离心管内"将每组鱼的各消化肠段

混合后 603 P冻存)

!"A#!SV-I>BGHDR菌群分离鉴定

肠道菌群培养55样品用灭菌匀浆机研磨均

匀"研磨样品设为 13

61

"再用 3108@的生理盐水

将其稀释至 13

60

并震荡混匀) 取 13

6/

( 13

64

(

13

68

(13

67

(13

69

(13

60

7 个稀释度样品液各 83

!

'

均匀涂布于 '7培养基"每个样品设 / 个平行)

涂好的平板倒置于 20 P恒温培养箱中)

肠道菌的分离55在恒温培养箱中培养 24 N

后"挑选不同大小(不同颜色(不同形状的菌株进

行画线纯化培养 24 N"再将纯化的菌接种于 '7

液体培养基中进行扩大培养 12 N"之后将菌液保

存至 43@甘油培养液中"混合比例为 1E1)

肠道菌群 17*B3%&基因序列分析55将分

离纯化后的菌群接种于 '7固体培养基中"经

24 N培养后"挑取菌落并提取 3%&作为模板

#3%&提取试剂盒购自天根公司$"设计引物分别

扩增 17*B3%&基因片段) 引物为通用引物 29(4

14:2$"由生工生物工程技术服务#上海$有限公

司合成) 5-$扩增条件依次如下!:4 P / 8:=%:4

P /3 I%88 P /3 I%92 P 1 8:=%92 P 8 8:="/3

个重复) 5-$产物送生工生物工程技术服务#上

海$有限公司测序) 将所测得的目的序列结果提

交至基因数据库 #J>=79=Z$"输入 %-7)中进行

7'&*M比对"从比对结果中选择分类信息较为完

整且相似度较高的序列"用于推测目的序列的分

类信息"确定其物种)

!"N#产酶菌的筛选

鉴定出的菌群原保存液设为 13

61

"再用

3108@的生理盐水将其稀释至 13

60

并震荡混匀)

取稀释样品液 83

!

'均匀涂布于各消化酶筛选培

养基"每个样品设 / 个平行) 涂好的平板倒置于

20 P恒温培养箱中)

蛋白 酶 筛 选 培 养 基
*12+

! 干 酪 素 013 G"

%9

2

+5"

4

213 G"LG*"

4

318 G"%9-0813 G"牛肉浸

出粉 /13 G"琼脂粉 18 G"314@溴麝香草酚蓝溶液

1218 8'"蒸馏水 1 333 8'"S+914) 培养 24 N 后

看是否有透明菌圈产生) 产酶多少以透明圈直径

比菌圈直径"即 LR)#L表示透明圈")表示菌圈$)

下同)

淀粉酶筛选培养基
*1/ 614+

!淀粉 23 G"酵母浸

出粉 813 G"胰酪蛋白胨 13 G"%9

2

+5"

4

813 G"

LG*"

4

311 G"%9-0813 G"琼脂 23 G"蒸馏水

1 333 8'"S+913 <914)

培养 24 N 后"加入碘液"看是否有透明圈产

生) 碘液!)

2

318 G"O)813 G"定容至 133 8'"取

1 8'再定容至 133 8')

脂肪酶筛选培养基
*18 619+

!橄榄油 28 8'"胰

酪蛋白胨 13 G"牛肉浸出粉 813 G"葡萄糖 /13 G"

5.& 13 G"%9-0813 G"吐温 038 8'"O

2

+5"

4

113 G"LG*"

4

318 G"琼脂 18 G"中性红 3138 G"蒸

馏水 1 333 8'"S+918)

培养 24 N 后观察菌圈附近是否有橙黄色变

为紫红色)

纤维素酶筛选培养基
*10+

!%9-08 G"LG*"

4

318 G"O+

2

5"

4

318 G"-9-0

2

311 G"O

2

+5"

4

213 G"

-L-6%918 G" #%+

4

$

2

*"

4

213 G"酵母浸出粉

113 G"胰酪蛋白胨 813 G"蒸馏水 1 333 8'"琼脂

粉 18 G"S+913)

33:1
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培养 24 N 后加入 318@刚果红染色 83 8:="

而后倒掉刚果红"用 8@%9-0浸泡 1 N 后弃去

%9-0观察是否有透明圈产生)

25结果

$"!#HDR结果分析

将提取的 3%&作为模板"进行 5-$扩增"获

得的片段长度为 1 /33 <S 左右#图 1$)

$"$#!SV-I>B基因序列分析结果

经测序和分析得到一定长度的 17*B$%&基

因片段"与 J>=79=Z 中已登录的基因序列比对"

寻找与该菌同源性最高的菌株) 野生与养殖银鲳

消化道各组织菌群结构对比分析见表 1 <表 8)

图 !#野生和养殖银鲳消化道内的部分菌群的 !SV-I>B的 HDR产物

=02"!#HDR7-,9?4/5,+!SV-I>B,+7'-/,+/31+6,-' 0*/3190215/0:1/-'4/,+

@069'*9+'-.19506:1-7,.+-1/

表 !#野生与养殖银鲳胃菌群对比分析

&'("!#B*'6;505'*94,.7'-05,*,++6,-' 0*/315/,.'43,+@069'*9+'-.19506:1-7,.+-1/

实验编号

>WS>B:8>=?

菌株

I?B9:=I

相似度4@

I:8:09B:?H

%-7)序列号

%-7)I>B:90=F8<>B

野生种群

V:0E

养殖种群

C9B8>E

+9 61*3')%D(3"#)1($+2-$-1I?B9:= :2 :: +L21277711 C 6

K74Y0 61*3')%D(3"#)&-13("%)--I?B9:= .*383/ :: O-8/410211 C 6

K+1/ 61*3')%D(3"#)$-J-0()-1I?B9:= %/BH?4 :: O-472:2411 C 6

K+24 61*3')%D(3"#)1($+2-$-1I?B9:= O11&2 :: !Q83179411 C 6

K+29 61*3')%D(3"#)/%B--I?B9:= *S>E22 :: O-472:4/11 C 6

K+14 61*3')%D(3"#)$-J-0()-1I?B9:= 39304 :: (!171/7811 C 6

K+C 61*3')%D(3"#)3)*%'(.%.#$"-1I?B9:= +KJ6&19 :: !A70424311 C 6

X+7 61*3')%D(3"#)3-D()-21I?B9:= !J6223 :: &X7/:09211 C 6

K+11 61*3')%D(3"#)/%B--I?B9:= %(2/ :: %$>3288/111 C 6

K+< 61*3')%D(3"#)$-J-0()-1I?B9:= -!6*6%&/ :: +L80420911 C 6

X'/ <3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:=/67 :: !Q07998411 6 C

K'2 61#2,%0%$(1+#$-32.("( I?B9:=5$$Y8 :0 +A79079411 6 C

Y4 H-3)%3%3321.2"#21I?B9:= 5-*77 :: +L44:93211 6 C

VV4 <3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:= 271YX18 :: O(0/143811 6 C

K11 61#2,%0%$(1+#$-32.("( I?B9:= Q!#+Q610 :: ,#2/:49711 6 C

K, 61#2,%3')%D(3")201(33'()%.*"-320I?B9:= &'O727 :: O-4878:111 6 C

K9 H-3)%3%3321.2"#21I?B9:= 77%47631E :: (!/8971811 6 C

VG H-3)%3%3321.2"#21I?B9:= -!6J6M*&9 :: +L80428:11 6 C

注! C表示存在% 6表示不存在1下表注释同此

%/?>I! C1SB>I>=D>% 619<I>=D>1MN>I98>9I?N>C/00/V:=G

13:1
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表 $#野生与养殖银鲳幽门盲囊菌群对比分析

&'("$#B*'6;505'*94,.7'-05,*,++6,-' 0*/317;6,-044'14' ,+@069'*9+'-.19506:1-7,.+-1/

实验编号

>WS>B:8>=?

菌株

I?B9:=I

相似度4@

I:8:09B:?H

%-7)序列号

%-7)I>B:90=F8<>B

野生种群

V:0E

养殖种群

C9B8>E

X: 61#2,%3')%D(3")20(1(33'()%.*"-320I?B9:=&'O7/4 :: O-4878::11 C 6

X11 61#2,%3')%D(3")20(1(33'()%.*"-320I?B9:=--#J47317 :: %$>34249411 C 6

K7 61*3')%D(3"#)&-13("%)--I?B9:=.*383/ :: O-8/410211 C 6

X+10 61*3')%D(3"#)3-D()-21I?B9:= 'LJ9308 :: +A7:080711 C 6

K+24 61*3')%D(3"#)1($+2-$-1I?B9:= O11&2 :: !Q83179411 C 6

X+12 =)%3'%"')-4"'#)0%1&'(3"( I?B9:= O*%1 :: O-/472:/11 C 6

K+29 61*3')%D(3"#)/%B--I?B9:= *S>E22 :: O-472:4/11 C 6

X+< 61*3')%D(3"#)3-D()-21I?B9:= !J6223 :: &X7/:09211 C 6

K+11 61*3')%D(3"#)/%B--I?B9:= %(2/ :: %$>3288/111 C 6

X+17 A"#$%")%&'%0%$(10(."%&'-.-( I?B9:= X13 :: !Q74772:11 C 6

XX+9 6.($%3%3321)-/-#"%#$1-1I?B9:= X!6*M4 :: O(09707911 C 6

XX+8 61#2,%3')%D(3")201(33'()%.*"-320I?B9:= M61 :: (!4:/38411 C 6

YY+1 61#2,%3')%D(3")20(1(33'()%.*"-320I?B9:= &'O7/8 :: O-48773311 C 6

XX+4 61*3')%D(3"#)0()-"-021I?B9:= O"5$)>22//9 :: ,#33324811 C 6

++2 61*3')%D(3"#)&2.0%$-1I?B9:= -:&29 :: !Q83179/11 C 6

X'/ <3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:="&D?422 :: O-81412911 6 C

X'4 <3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:=&'O384 :: O-48787111 6 C

X'/ <3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:=/67 :: !Q07998411 6 C

X'1 <3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:=594 :: O(1117:811 6 C

K'2 61#2,%0%$(1+#$-32.("( I?B9:=5$$Y8 :: +A79079411 6 C

X'8 <3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:= UUW31 :: O!33:4/711 6 C

XQ14 6(#$-D(3-..21"*&'(#I?B9:= W;9 :: %$>13:47211 6 C

XQ0 <3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:= $O18 :: O-9:329911 6 C

XQ11 <3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:= O'+6/4 :: +L08424011 6 C

++2 61#2,%0%$(1&2"-,( I?B9:= *61 :: O(74324911 6 C

XX/ 61#2,%0%$(1&2"-,( I?B9:= M-52 :: !A90281311 6 C

XX1 <3-$#"%D(3"#)D#-7#)-$3?--I?B9:= L519>27 :: !%74472311 6 C

++1 <3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:= 9 133 !Q07998711 6 C

XQ2 <3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:= --%KA'*12 :: !Q043/9911 6 C

表 A#野生和养殖银鲳前肠菌群对比分析

&'("A#B*'6;505'*94,.7'-05,*,++6,-' 0*/31+,-12?/,+@069'*9+'-.19506:1-7,.+-1/

实验编号

>WS>B:8>=?

菌株

I?B9:=I

相似度4@

I:8:09B:?H

%-7)序列号

%-7)I>B:90=F8<>B

野生种群

V:0E

养殖种群

C9B8>E

X11 61#2,%3')%D(3")20(1(33'()%.*"-320I?B9:= --#J47317 :: %$>34249411 C 6

X'/ <3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:=/67 :: !Q07998411 6 C

A'1 <3-$#"%D(3"#)J#$#"-($21I?B9:=)&$)6-*683 :: !(/4/14411 6 C

A2 A"(&'*.%3%3321#&-,#)0-,-1I?B9:=9%6/< :: ,#/9:/1111 6 C

AA1 <3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:=&!6J/ :: O-0:84:011 6 C

AQ2 <3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:= $%29 :: O-9:320711 6 C

++2 61#2,%0%$(1&2"-,( I?B9:= *61 :: O(74324911 6 C

A0 E4-+2%D(3"#)-20(3#"*.-320I?B9:= .)MKK1 :: O!14739311 6 C

AA8 61*3')%D(3"#)/(#3(.-11")(-$ #-'6%(18:3 :: +A7:080011 6 C

A1 I*1-$-D(3-..21/21-/%)0-1I?B9:= -K4#/$ :0 !A/1:8/811 6 C

23:1
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表 N#野生与养殖银鲳中肠菌群对比分析

&'("N#B*'6;505'*94,.7'-05,*,++6,-' 0*/31.092?/,+@069'*9+'-.19506:1-7,.+-1/

实验编号

>WS>B:8>=?

菌株

I?B9:=I

相似度4@

I:8:09B:?H

%-7)序列号

%-7)I>B:90=F8<>B

野生种群

V:0E

养殖种群

C9B8>E

X: 61#2,%3')%D(3")20(1(33'()%.*"-320I?B9:= &'O7/4 :: O-4878::11 C 6

+9 61*3')%D(3"#)1($+2-$-1I?B9:= :2 :: +L21277711 C 6

K+24 61*3')%D(3"#)1($+2-$-1I?B9:= O11&2 :: !Q83179411 C 6

Y+/ =(3-..213#)#21I?B9:= '+0 :0 O-24021811 C 6

Y+11 =(3-..21($"')(3-1I?B9:= ML5MM&-&*L74 :: O(99:39411 C 6

Y+1/ =(3-..213#)#21I?B9:= +%67>:N>UNF1 :: !A:194/011 C 6

YY+1 61#2,%3')%D(3")20(1(33'()%.*"-320I?B9:= &'O7/8 :0 O-48773311 C 6

Y+12 =(3-..213#)#21I?B9:= -51 :: !Q84494011 C 6

Y+18 =(3-..213#)#21I?B9:= 7-6/ :: O(0/8/:211 C 6

X'4 <3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:=&'O384 :: O-48787111 6 C

X'/ <3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:=/67 :: !Q07998411 6 C

Y4 H-3)%3%3321.2"#21I?B9:= 5-*77 :: +L44:93211 6 C

YQ2 H(11-.-( (.?(.-"%.#)($1I?B9:= O949 :0 !(47399311 6 C

AQ2 <3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:= $%29 :: O-9:320711 6 C

++2 61#2,%0%$(1&2"-,( I?B9:= *61 :: O(74324911 6 C

YY4 E4-+2%D(3"#)-20-$,-320I?B9:= 1/#7$4/$ :: O(2849/911 6 C

Y11 61*3')%D(3"#)3#.#)I?B9:= O6K18 :: !A9::37011 6 C

Y04K7 61*3')%D(3"#)&-13("%)--I?B9:= .*383/ :: O-8/410211 6 C

Y18 61*3')%D(3"#)3#.#)I?B9:= #9 :: !(91133011 6 C

YQ8 <3-$#"%D(3"#)D#-7#)-$3?--I?B9:= Y$* :: !A0/:14/11 6 C

表 <#野生和养殖银鲳后肠菌群对比分析

&'("<#B*'6;505'*94,.7'-05,*,++6,-' 0*/3130*92?/,+@069'*9+'-.19506:1-7,.+-1/

实验编码

>WS>B:8>=?

菌株

I?B9:=I

相似度4@

I:8:09B:?H

%-7)序列号

%-7)I>B:90=F8<>B

野生种群

V:0E

养殖种群

C9B8>E

+9 61*3')%D(3"#)1($+2-$-1I?B9:= :2 :: +L21277711 C 6

++18 61*3')%D(3"#)3#.#)I?B9:=5<10 133 O(49183811 C 6

K+1/ 61*3')%D(3"#)$-J-0()-1I?B9:= %/BH?4 :: O-472:2411 C 6

X+12 =)%3'%"')-4"'#)0%1&'(3"( I?B9:= O*%1 :: O-/472:/11 C 6

++22 61*3')%D(3"#)/2.J-+#$#1I?B9:= O-43 :: %$>34170011 C 6

X+< 61*3')%D(3"#)3-D()-21I?B9:= !J6223 :: &X7/:09211 C 6

++2 61*3')%D(3"#)&2.0%$-1I?B9:= -:&29 :: !Q83179/11 C 6

++9 61*3')%D(3"#)()3"-32129/ 64 I?B9:= 29/ 64 :: %$>39838411 C 6

Y+4 =(3-..213#)#21I?B9:= "558 / 62 :: !A/3089211 C 6

X'8 <3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:= UUW31 :: O!33:4/711 6 C

++/ =(3-..21"'2)-$+-#$1-1I?B9:=.)MJ* :0 O(31929311 6 C

AQ2 <3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:= $%29 :: O-9:320711 6 C

++2 61#2,%0%$(1&2"-,( I?B9:= *61 :: O(74324911 6 C

++1 <3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:= 9 :: !Q07998711 6 C

/3:1
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表 S#野生与养殖银鲳消化道各组织中菌群结构数量分布

&'("S#b?'*/0/'/0:1905/-0(?/0,*,+.04-,(0'64,..?*0/; 5/-?4/?-10*/31

@069'*9+'-.19506:1-7,.+-1/2'5/-,0*/15/0*'6/055?15

菌属

I?B9:=I

胃#菌株数$

I?/89DN# =F8<>B$

野生

种群

V:0E

养殖

种群

C9B8>E

幽门盲囊#菌株数$

SH0/B:DD9>D9# =F8<>B$

野生

种群

V:0E

养殖

种群

C9B8>E

前肠#菌株数$

C9B>GF?# =F8<>B$

野生

种群

V:0E

养殖

种群

C9B8>E

中肠#菌株数$

8:EGF?# =F8<>B$

野生

种群

V:0E

养殖

种群

C9B8>E

后肠#菌株数$

N:=EGF?# F8<>B$

野生

种群

V:0E

养殖

种群

C9B8>E

嗜冷菌属 61*3')%D(3"#) 11 6 0 6 6 1 2 8 9 6

61#2,%3')%D(3")20 6 1 4 6 1 6 2 6 1 6

环丝菌属 =)%3'%"')-4 6 6 1 6 6 6 6 6 6 6

寡养单胞菌属 A"#$%")%&'%0%$(1 6 6 1 6 6 6 6 6 6 6

动性球菌属 6.($%3%3321 6 6 1 6 6 6 6 6 6 6

类芽孢杆菌属 6(#$-D(3-..21 6 6 1 1 6 6 6 6 6 6

芽孢杆菌属 =(3-..21 6 6 6 6 6 6 8 6 1 1

不动杆菌属 <3-$#"%D(3"#) 6 2 6 13 6 4 6 4 6 /

假单胞菌属 61#2,%0%$(1 6 2 6 / 6 1 6 1 6 1

微球菌属 H-3)%3%3321 6 2 6 6 6 6 6 1 6 6

葡萄球菌属 A"(&'*.%3%3321 6 6 6 6 6 1 6 6 6 6

微小杆菌属 E4-+2%D(3"#)-20 1 1

马赛菌属 H(11-.-( 1

I*1-$-D(3-..21 1

代夫特菌属 @#./"-( 1

总计 ?/?90 11 9 17 14 1 13 : 1/ : 8

55综合上述各表可以看出"野生和养殖银鲳消

化道各部分菌群有较大差异) 从消化道各部位可

培养细菌的多样性看"野生银鲳幽门盲囊中细菌

多样性最好"其次为胃(中肠及后肠"前肠最少"仅

1 株可培养细菌%养殖银鲳也是幽门盲囊中细菌

多样性最好"随后依次为中肠"前肠"胃和后肠)

从可培养细菌的分布看"野生银鲳中嗜冷菌属

#61*3')%D(3"#)$分布最广"分离的菌株也最多"仅

前肠中未有检出%其次是 61#2,%3')%D(3")20属"

仅胃 中 未 检 出% 养 殖 银 鲳 中 不 动 杆 菌 属

#<3-$#"%D(3"#)$和假单胞菌属 #61#2,%0%$(1$分

布最广"整个消化道均有分布"且不动杆菌属在幽

门盲囊中分离的菌株最多"而假单胞菌属在消化

道各部分中分离的菌株数量分布较均匀) 野生银

鲳和养殖银鲳消化道共有菌仅 61*3')%D(3"#)

&-13("%)--I?B9:= .*383/#K74Y0$一株"但存在部

位不同"野生银鲳存在于胃部#K7$"养殖银鲳存

在于中肠#Y0$)

$"A# 产酶菌株的分离

野生银鲳产酶菌株的分离55野生银鲳消化

道内有 17 株可产酶培养菌"其中 44@产蛋白酶"

87@产淀粉酶"11@产脂肪酶"87@产纤维素酶#表

9 <表 0$) 其中胃中产酶菌共 7 株"产两种以上酶

的菌有 2 株"以产淀粉酶和纤维素酶的菌为主"仅

一株菌产蛋白酶即 61*3')%D(3"#)/%B--I?B9:= %(2/"

且产酶量丰富%幽门盲囊内产酶菌共 0 株"产两种

以上酶的菌有 4 株"以产淀粉酶的菌为主"产纤维

素酶的菌次之"产蛋白酶菌较少"仅 2 株分别为

61#2,%3')%D(3")20 (1(33'()%.*"-320 I?B9:=

--#J47317(61*3')%D(3"#)/%B--I?B9:= %(2/"且产

蛋白酶量较其他 2 种消化酶多%前肠内产酶菌仅 1

株 即 61#2,%3')%D(3")20 (1(33'()%.*"-320 I?B9:=

--#J47317"该菌即产蛋白酶(淀粉酶(又产纤维素

酶"且产蛋白酶和纤维素酶量较淀粉酶多%中肠内

产酶菌共 7 株"其中 / 株菌产 2 种以上酶"以产蛋

白酶为主"淀粉酶和纤维素酶次之"仅 =(3-..21

($"')(3-1I?B9:= ML5MM&-&*L74 产脂肪酶"且

产蛋白酶量较其他消化酶多) 后肠内产酶菌共 2

株"其中 61*3')%D(3"#)3#.#)I?B9:=5<10 产 4 种消

化酶)

43:1
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表 \#野生银鲳消化道内产酶菌株

&'("\# *̂U;.1G7-,9?40*2 ('4/1-0' 0*/3190215/0:1/-'4/,+@069506:1-7,.+-1/

菌株

I?B9:=I

存在部位

N9<:?9?

蛋白酶#LR)$

SB/?>9I>#LR)$

淀粉酶#LR)$

98H09I>#LR)$

脂肪酶# B$

0:S9I># B$

纤维素酶#LR)$

D>00F09I>#LR)$

61#2,%3')%D(3")20(1(33'()%.*"-320I?B9:= &'O7/4 X4Y 6 1184112 6 6

61#2,%3')%D(3")20(1(33'()%.*"-320I?B9:= --#J47317 X4A 1/4/ /4218 6 241

61*3')%D(3"#)&-13("%)--I?B9:= .*383/ K4X 6 24118 6 24119

61*3')%D(3"#)3#.#)I?B9:=5<10 + 942 /4218 C /4218

61*3')%D(3"#)3-D()-21I?B9:= 'LJ9308 X 6 6 6 2184110

=)%3'%"')-4"'#)0%1&'(3"( I?B9:= O*%1 X4+ 6 /4118 6 241

61*3')%D(3"#)/%B--I?B9:= *S>E22 K4X 6 2184118 6 6

61*3')%D(3"#)$-J-0()-1I?B9:= 39304 K 6 6 6 14319

61*3')%D(3"#)3)*%'(.%.#$"-1I?B9:= +KJ6&19 K 6 6 6 11241

61*3')%D(3"#)3-D()-21I?B9:= !J6223 X4K 6 24118 6 6

=(3-..213#)#21I?B9:= '+0 Y 441 6 6 21842

61*3')%D(3"#)/%B--I?B9:= %(2/ K4X 124/18 24118 6 241

=(3-..21($"')(3-1I?B9:= ML5MM&-&*L74 Y 74118 /4218 C 6

=(3-..213#)#21I?B9:= +%67>:N>UNF1 Y 134118 /4218 6 /4218

=(3-..213#)#21I?B9:= 7-6/ Y 74118 6 6 6

=(3-..213#)#21I?B9:= "558 / 62 Y 842 6 6 6

注!K!胃%X!幽门盲囊%A!前肠%Y!中肠%+!后肠%LR)?透明圈直径4菌圈直径#下同$

%/?>I!K!?N>I?/89DN%X!?N>SH0/B:DD9>D9%A!?N>C/B>GF?Y!?N>8:EGF?%+!?N>N:=EGF?%LR)?E:98>?>B/C?N>?B9=IS9B>=?D:BD0>4E:98>?>B/C?N>

<9D?>B:9D:BD0>#+>B>:=9C?>B$

表 %#养殖银鲳消化道内产酶菌株

&'("%# *̂U;.1G7-,9?40*2 ('4/1-0' 0*/3190215/0:1/-'4/,++,-.19506:1-7,.+-1/

菌株

I?B9:=I

存在部位

N9<:?9?

蛋白酶#LR)$

SB/?>9I>#LR)$

淀粉酶#LR)$

98H09I>#LR)$

脂肪酶# B$

0:S9I># B$

纤维素酶#LR)$

D>00F09I>#LR)$

<3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:="&D?422 X 842 6 6 6

<3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:=&'O384 X4Y :44 6 6 6

<3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:=/ 67 X4K4Y4A 84/ 6 6 6

<3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:=594 X 842 6 6 6

<3-$#"%D(3"#)J#$#"-($21I?B9:=)&$)6-*683 A 94/ 44118 6 6

61#2,%0%$(1+#$-32.("( I?B9:=5$$Y8 K4X 442 6 6 6

H-3)%3%3321.2"#21I?B9:= 5-*77 Y4K 6 241 6 6

A"(&'*.%3%3321#&-,#)0-,-1I?B9:=9%6/< A /41 6 6 6

<3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:=&!6J/ A 74/ 6 6 6

=(3-..21"'2)-$+-#$1-1I?B9:=.)MJ* + 84/18 84/ 6 74/

6(#$-D(3-..21"*&'(#I?B9:=W;9 X 84/ 6 6 6

H(11-.-( (.?(.-"%.#)($1I?B9:= O949 Y /41 6 6 6

61#2,%0%$(1&2"-,( I?B9:= *61 +4Y4X4A /41 84118 6 6

E4-+2%D(3"#)-20(3#"*.-320I?B9:= .)MKK1 A /41 841 6 6

<3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:= 271YX18 K 84/ 6 6 6

61#2,%0%$(1&2"-,( I?B9:= M-52 X 84/ 6 6 6

61*3')%D(3"#)/(#3(.-1I?B9:= #-'6%(18:3 A 441 4184118 6 6

<3-$#"%D(3"#)D#-7#)-$3?--I?B9:= L519>27 X 21841 841 6 6

<3-$#"%D(3"#)D%2J#"--I?B9:= 9 +4X /42 6 6 6

E4-+2%D(3"#)-20-$,-320I?B9:= 1/#7$4/$ Y 21841 442 6 6

61#2,%0%$(1+#$-32.("( I?B9:= Q!#+Q610 K 44/ 6 6 6

<3-$#"%D(3"#)7%'$1%$--I?B9:= --%KA'*12 X 744 6 6 6

83:1
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55相对于野生银鲳"养殖银鲳消化道中可检测

到 22 株分泌消化酶的细菌"主要以产蛋白酶和淀

粉酶为主"其中 93@产蛋白酶"21@产淀粉酶"仅

=(3-..21"'2)-$+-#$1-1I?B9:=.)MJ*产纤维素酶"无

一株菌产脂肪酶) 其中胃内 4 株菌产消化酶"仅

H-3)%3%3321.2"#21I?B9:= 5-*77 产淀粉酶"其他 /

株菌产蛋白酶"产酶量较平衡%幽门盲囊内产消化

酶菌共 11 株"其中61#2,%0%$(1&2"-,( I?B9:= *61(

<3-$#"%D(3"#)D#-7#)-$3?--I?B9:= L519 >27既产蛋

白酶又产淀粉酶且产酶量丰富"其他菌株仅产蛋

白酶"产酶量一般%前肠内产消化酶菌共 9 株"其

中 4 株菌既产蛋白酶又产淀粉酶"且产酶量丰富)

中肠内产消化酶菌共 7 株"除了 61#2,%0%$(1

&2"-,( I?B9:= *61 以外 E4-+2%D(3"#)-20 -$,-320

I?B9:= 1/#7$4/$也产蛋白酶和淀粉酶"且产酶量

丰富% 后 肠 内 产 酶 菌 共 / 株" 其 中 =(3-..21

"'2)-$+-#$1-1I?B9:=.)MJ*既产蛋白酶(淀粉酶又

产纤维素酶"且产酶量较均衡)

对比养殖和野生种群"养殖银鲳消化道菌群

主要以产蛋白酶( 淀粉酶为主" 其中 =(3-..21

"'2)-$+-#$1-1I?B9:=.)MJ*"既产淀粉酶又产蛋白酶

和纤维素酶"但产酶量都相对较少) 在养殖银鲳

中无产脂肪酶的菌株) 相对于养殖银鲳"野生银

鲳消化道产酶菌种类比较齐全"其中产 / 种酶以

上的菌有 8 株"产酶量比较丰富且在不同的消化

道中分布比较均匀) 野生银鲳产酶菌主要为芽孢

杆菌和嗜冷菌%养殖银鲳菌株比较丰富"除了芽孢

杆菌(嗜冷菌"还有假单胞菌(不动杆菌(微小杆

菌(微球菌(葡萄球菌等"但产酶种类不均衡"产纤

维素酶和脂肪酶的菌比较稀少)

/5讨论

A"!#银鲳消化道菌群结构的分析

在野生和养殖银鲳消化道菌群结构对比分析

中"两者菌群结构存在明显差异"而且消化道各部

位的菌群结构也存在差异) +/:<>= 等
*1:+

在对养

殖型和野生型鲑的肠道菌群的研究中发现"由于

不同的生存环境"两者的菌群结构也存在明显差

异) 野生和养殖银鲳消化道菌群结构的差异与饵

料结构(水体环境等存在很大关系) 野生银鲳世

代生存于自然海域"对温度(盐度(S+以及各营养

物质有其相对应的适合性%养殖银鲳的生存环境

主要靠人为控制来满足生长"但并不一定符合最

适环境条件"饵料生物无法做到与自然海域中的

相同) 东海野生银鲳的主要饵料为箭虫(虾类(水

母类(头足类(仔稚鱼和浮游动物等
*23+

%解剖银鲳

的消化道"从其结构看"消化道长度达到体长的 2

倍以上"因此银鲳属广食的杂食性鱼类"饵料结构

比较复杂) 而养殖银鲳主要以人工配合饲料"饵

料结构相对比较简单) 这在很大程度上影响了消

化道菌群结构的改变) 李可俊等
*21+

在对长江河

口 0 种野生鱼类肠道菌群多样性的比较研究中发

现"生活在不同水层的鱼类"其肠道菌群结构存在

明显差异%生活在同水层但食性不同的鱼类"其肠

道菌群结构也存在较大差异) 可以推测鱼类的肠

道菌群结构随饵料生物的组成会发生较大的变

动) 本研究首次将野生和养殖银鲳肠道菌群结构

进行初步的对比分析"为后续银鲳的人工健康养

殖构建积累了基础数据)

A"$#银鲳肠道菌群中的产酶菌分析

不同的鱼类"不同消化道部位"不同的菌群结

构其消化酶种类及活性都存在很大不同
*22+

) 在

以往的研究中大多只分析了鱼类整个肠道的菌群

结构"并没有系统地分析消化道各部分菌群结构

特征及其产酶菌的分离) 本实验不仅分析了野生

和养殖银鲳消化道各部分的菌群结构"还将其消

化道各部分产酶菌进行了分离鉴定) 在对消化道

各部分产酶菌株的分离鉴定中"野生银鲳消化道

菌群既产蛋白酶(淀粉酶"又产纤维素酶(脂肪酶)

野生银鲳胃(幽门盲囊(前肠(中肠(后肠菌群皆能

产生蛋白酶(淀粉酶(纤维素酶"除此之外"在中肠

和后肠也分离出了产脂肪酶菌株) 换而言之"野

生银鲳的胃(幽门盲囊(前肠(中肠(后肠都可对蛋

白质(淀粉(纤维素进行分解"而脂肪的分解主要

集中在中肠和后肠) 相对于野生银鲳"养殖银鲳

消化道中可培养菌群的产酶比较单一"主要以蛋

白酶和淀粉酶为主"且只在后肠分离出了产纤维

素酶的菌株"在整个消化道内未分离出产脂肪酶

菌株) 这或许会在一定程度上影响养殖银鲳对脂

肪的消化"并有可能是导致人工养殖银鲳生长较

野生银鲳生长逊色的原因之一)

综上可知"虽然养殖银鲳消化道菌群结构较

野生种复杂"但产酶菌株却相对比较单一) 在产

酶菌分离鉴定实验中发现"养殖种群消化道内主

要以产蛋白酶和淀粉酶为主"产纤维素酶的菌株

很少"并未分离出产脂肪酶菌株) 野生银鲳消化

73:1
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道内不仅有丰富的产蛋白酶和淀粉酶的菌株"还

有产脂肪酶和纤维素酶的菌株) 食物组成是影响

消化道菌群的重要因素) 菌群和食物在某种程度

上是互相适应的结果) 所以在银鲳饲料中适当添

加一些产纤维素酶和产脂肪酶的菌株"以期优化

养殖银鲳的消化道菌群结构来提高其饵料利用

率"这还有待于日后进一步的研究实验)

近几年"养殖生产中所用的产酶菌株大多是

陆生菌"其在鱼类消化道内不一定很好地发挥作

用
*2/+

) 本研究将野生银鲳和养殖银鲳的消化道

菌群结构及产消化酶菌进行对比分析"若能将野

生银鲳消化道内分离出的高效产酶菌作为饲料添

加剂用于养殖银鲳的养殖"这样不仅有利于消化

酶很好地发挥其活性"而且有利于产酶益生菌在

养殖银鲳消化道内成功定植"从而改变养殖银鲳

消化道菌群结构) 产酶益生菌能否发挥其最大作

用"除了鱼类本身外还与 S+(温度等有关"所以在

后续的实验中"还需对产酶菌所需的最适 S+(温

度等进行验证) 此外"产酶益生菌是否能在养殖

银鲳肠道内成功定植也需进一步实验)

A"A#肠道菌群结构分析方法的选用

本实验采用基础培养实验法对野生和养殖银

鲳肠道菌群结构进行了初步的对比分析"实验本

身存在一定的局限性"鱼类肠道中不仅存在好氧

菌(兼性厌氧菌(厌氧菌还存在严格厌氧菌(不可

培养菌
*24+

"以上分离出来的菌均为实验条件下可

培养菌"所以在银鲳肠道内仍然存在一部分现有

实验中不能分离的菌) 此外"实验条件的局限性

也可能导致某些可培养菌不能正常生长"如 S+(

温度(培养基等都有可能影响菌的正常成长) 因

此野生和养殖银鲳肠道菌群结构的对比分析还需

进一步实验) 目前研究肠道菌群结构分析"最为

普遍的是 ()*+#荧光原位杂交$(核酸探针(随机

扩增多肽 3%&(多重 5-$(脉冲凝胶电泳(3JJ,

#浓度梯度变性凝胶电泳$(MJJ,#温度梯度变性

凝胶电泳$(17I3%&(高通量技术等分子生物学

手段) 其中"较为准确的是高通量测序技术即下

一代测序技术"该技术一次可测几百万条 3%&

序列"同时可进行多个样本的测定) 目前较为常

见的高通量技术为 484 焦磷酸测序( )00F8:=9

#*/0>W9$ I>TF>=D:=G 及 &7)*"':3I>TF>=D:=G

*28+

"

同时"高通量技术也是研究菌群结构的发展趋势)

除此之外"本实验只对可培养分离出的菌进行初

步的产酶能力的鉴定"产酶菌作为饲料添加剂用

于养殖生产"还存在很多需要考虑的问题"比如投

喂对象(投喂的最佳方法(投喂的最佳阶段(投喂

所需的环境条件等) 然而"从水生动物体内分离

出有益菌作为饲料添加剂用于水产养殖"代替传

统意义上的抗生素及化学药物"这将是未来健康

养殖的重要途径)
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