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尼罗罗非鱼肠道及养殖环境中菌群结构与

链球菌病的相关性

刘志刚，  卢迈新*，  可小丽，  王    淼，  张德锋
(中国水产科学研究院珠江水产研究所，

农业部热带亚热带水产资源利用与养殖重点实验室，广东 广州    510380)

摘要：为研究尼罗罗非鱼肠道和池塘养殖环境中菌群结构变化与链球菌病暴发的相关
性，实验采用16S rDNA高通量测序方法对比分析发病和健康池塘水体、底泥和尼罗罗非
鱼肠道菌群的结构特征。结果显示，底泥中微生物多样性最高，水体和肠道中微生物多
样性次之；肠道菌群与水体中菌群的相似性较高，而与底泥中菌群相似性较低；发病组
的尼罗罗非鱼肠道和池塘底泥中微生物的多样性均低于健康组，而发病组池塘水体中微
生物多样性高于健康组。OTU聚类分析发现，发病与健康尼罗罗非鱼肠道微生物差异极
显著，大部分健康尼罗罗非鱼肠道微生物样品单独聚为一支。菌群结构组成分析结果表
明，虽然发病组和健康组水体或底泥中优势菌群结构组成的差异较小，但在非优势菌群
中存在一定差异，发病组水体中变形菌门和梭杆菌门的比例显著高于健康组水体，疣微
菌门和浮霉菌门的丰度显著低于健康组水体；发病组池塘底泥中厌氧粘细菌属、甲烷丝
菌属和枝芽孢菌属等具有降解有机质和生态修复功能，菌群的丰度显著低于健康组底
泥，而具有致病能力的曼氏杆菌属丰度却显著高于健康组底泥。发病组尼罗罗非鱼肠道
菌群中链球菌属、分枝杆菌属和曼氏杆菌属等致病菌群的丰度显著高于健康组尼罗罗非
鱼肠道，而乳球菌属、鲸杆菌属和红球菌属等益生菌的丰度显著低于健康尼罗罗非鱼肠
道。无乳链球菌普遍存在于发病和健康养殖环境，以及尼罗罗非鱼肠道中，无乳链球菌
的丰度在发病和健康养殖环境之间无显著差异，但其在发病尼罗罗非鱼肠道中的丰度要
显著高于健康组。研究表明，尼罗罗非鱼链球菌病发病池塘水体和底泥中有益菌丰度降
低和致病菌丰度的升高反映其养殖环境出现恶化，尼罗罗非鱼链球菌病的暴发与肠道微
生态平衡破坏后无乳链球菌丰度增加密切相关，但肠道中无乳链球菌丰度的剧增与养殖
水体和底泥中该病原菌的丰度水平之间并无直接关联。
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尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)是一种原

产于非洲的热带鱼类，具有生长快、食性杂、

适应性和繁殖力强等特点，为联合国粮农组织

推荐的养殖品种，也是我国目前出口量最大的

淡水鱼类养殖品种 [1-3]。近年来，随着罗非鱼养

殖规模的不断扩大，养殖环境不断恶化，链球

菌病在我国罗非鱼主养区大面积暴发流行，并

且发病区域逐年扩大、发病率和死亡率逐年递

增，已成为我国罗非鱼产业健康可持续发展的

瓶颈[2]。无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)目前

是我国罗非鱼链球菌病的主要病原菌，链球菌

病的暴发与水温、溶解氧和氨氮浓度等环境因
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子密切相关，其可以通过鱼体间接触传播，也

可以通过水体和饲料传播 [2-3]。该病目前尚无完

全有效的防治方法，在生产中主要使用抗生素

类药物来进行防控，但实际效果并不理想，且

抗生素滥用易导致耐药菌株的产生以及药物残留。

研究表明，鱼类肠道菌群组成及其平衡状

态与机体健康密切相关，它可通过竞争排斥作

用、占位性保护作用、分泌抑菌物质和形成生

物膜等多种途径抑制病原的附着与增殖 [4-6]。肠

道微生物中的益生菌还具有免疫刺激因子的作

用，通过刺激免疫器官发育、促进淋巴细胞免

疫功能，进而提高机体的免疫水平，增强机体

抗病力 [7]。另外，养殖环境中也存在大量有益微

生物类群，它们参与养殖系统的物质循环和水

质调节，并直接影响鱼类健康状况 [8-9]。因此，

通过微生态制剂来改善罗非鱼肠道和养殖环境

中的菌群结构从而预防罗非鱼链球菌病已成为

研究的热点。Pirarat等 [10]利用海酸盐微型胶囊包

裹鼠李糖乳杆菌(Lactobacillus rhamnosus)投喂罗

非鱼，可以改善肠道结构，提高罗非鱼抗无乳

链球菌感染能力。Wang等 [11]在罗非鱼养殖水体

中泼洒或拌料投喂一株具抗无乳链球菌特性的

蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)后均能显著提高鱼

体血清非特异性免疫指标，并改善罗非鱼肠道

菌群结构，从而提高其抗链球菌病能力。为了

科学有效地利用益生菌对罗非鱼肠道和养殖环

境中微生态结构进行定向改良，研究链球菌病

发病以及健康的罗非鱼肠道和养殖环境中微生

物菌群结构特征具有重要理论意义。

自然界中绝大多数的细菌都不能在实验室

条件下培养，传统的分离培养方法无法全面反

映环境中菌群的结构组成 [12]。以细菌16S rDNA基

因分析为基础的常规分子生物学方法，包括变

性梯度凝胶电泳(DGGE)、末端限制性片段长度

多态性分析 (T-RFLP)、单链构象多态性分析

(SSCP)和第一代测序技术(Sanger法)等虽然克服

了分离培养的局限，但也只能检测优势菌群的

组成和变化情况[13]。新一代的高通量测序技术具

有高灵敏度和高通量的特点，能够定性和定量

分析包括低丰度和不可培养菌群在内的微生物

多样性和丰度，且可信度高 [14]。本实验通过16S
rDNA高通量测序法分析链球菌发病以及健康的

尼罗罗非鱼肠道、池塘水体和底泥中微生物群

落结构组成特点，通过对比分析其差异来揭示

链球菌病暴发与尼罗罗非鱼肠道及环境微生态

环境变化之间的相关性，为构建尼罗罗非鱼链

球菌病的微生态防控技术以及筛选链球菌病早

期预警标志微生物奠定基础。

1    材料与方法

1.1    样品采集

实验所用样品于2015年7月采集于广州增城

区某罗非鱼养殖场，该养殖场部分池塘出现尼

罗罗非鱼大量死亡现象，经病原菌分离鉴定确

认为无乳链球菌。采集5个发病池塘和5个健康池

塘的水体 (S1~S5； cS1~cS5)和底泥 (N1~N5；
cN1~cN5)样品；采集3个发病池塘中的发病尼罗

罗非鱼肠道内容物(C1~C3)和3个健康池塘中健康

尼罗罗非鱼的肠道内容物(cC1~cC3)。采样时池

塘水温为(29.0±1.0) °C，pH为7.5±0.5，溶解氧为

(5.6±0.7) mg/L，利用采水器采集70~100 cm处的

中层水(500 mL)，利用柱状采泥器采集1~5 cm的

池塘表层底泥(100 mL)，每个池塘均采用5点采

样法采集水体和底泥样品，混合后置于无菌采

样瓶中。肠道内容物的采集方法为从每个发病

鱼塘中采集3尾具链球菌病典型症状(体色发黑，

眼球突出或浑浊发白，在水面打转或间歇性窜

游、胆囊肿大、肠壁充血、肠道内容物稀薄或

积水)的病鱼，从每个健康鱼塘采集3尾健康尼罗

罗非鱼，鱼体规格为(56.0±4.5) g，将上述尼罗罗

非鱼无菌解剖后分别从脑、肝和肾脏组织中接

种分离细菌，并剪取肠道组织装入无菌离心管

中。健康鱼各组织中均未分离到细菌，病鱼各

组织中均能分离到较纯的细菌，16S rDNA基因测

序分析和生化鉴定结果均显示为无乳链球菌，

采用5×108 CFU/mL的无乳链球菌人工回归感染尼

罗罗非鱼能够复制出自然发病尼罗罗非鱼的典

型症状，且能够再次分离出无乳链球菌，由此

可确诊上述发病鱼患链球菌病，而健康鱼未感

染无乳链球菌。用无菌剪刀将肠道组织剪开，

用解剖刀轻轻刮取内容物，采自同一池塘的3条
鱼的肠道内容物混匀成一个样品。

1.2    细菌基因组DNA提取

取100 mL池塘水体，采用装有0.22 μm微孔
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滤膜的真空抽滤装置进行抽滤，取出滤膜，剪

碎后采用water DNA kit (Omega)提取细菌基因组

DNA。取0.3~0.5 g底泥样品，采用soil DNA kit
(Omega)提取细菌基因组DNA。取0.3~0.5 g肠道

内容物样品，采用stool DNA kit (Omega)试剂盒

提取细菌基因组DNA。最后采用1%琼脂糖凝胶

电泳和核酸蛋白定量仪检测所抽提DNA的质量

和浓度。

1.3    16S rDNA高通量测序

样品DNA检测合格后，用带标记的特异引

物扩增16S rDNA的V3+V4区。引物序列为341F:
CCTAYGGGRBGCASCAG和806R: GGACTACNN-
GGGTATCTAAT。然后切胶回收PCR扩增产物，

采用QuantiFluorTM荧光计进行定量。将纯化的扩

增产物进行等量混合，连接测序接头，构建测

序文库，Hiseq 2500 PE 250上机测序。高通量测

序由广州基迪奥生物科技有限公司完成。

1.4    数据分析

对样品的V3+V4区域的PCR产物进行测序后

并拼接成 tag，利用Mothur软件对测序序列进行

去冗余处理，使用基于Naive Bayesian方法的分类

器 rdp classifier工具对 tag进行物种注释。利用

Mothur软件计算97%相似度下的OTU数量，并采

用众数原则对OTU进行物种注释。采用Mothur软
件进行样品的α多样性分析，绘制OTU稀释曲线

和Rank abundance曲线。采用R软件进行样品β多
样性分析、聚类分析和维恩图的绘制。采用SPSS
19.0软件中的单因素方差分析方法进行多样本的

显著性差异分析(P<0.05)。

2    结果

2.1    样品测序质量分析

该实验中尼罗罗非鱼肠道、池塘养殖水体

和底泥微生物样品高通量测序获得的有效序列

较多，为41 665~91 091条，平均为75 717条；利

用Mothur计算0.03距离下各样品的OTU数量，为

8 691~33 198个，平均为18 012个，说明各样品的

微生物丰富度较高。利用测得序列中已知的

OTU相对比例与其相对应的OTU数量的期望值构

建稀释曲线，结果显示，各样品曲线都趋于平

缓，说明测序深度能够基本覆盖样品中所有物

种(图1)。

2.2    发病组与健康组微生物多样性的差异和

聚类分析

测序结果显示，底泥样本的OTU数>水体样

本的OTU数>肠道内容物样本的OTU数，说明底

泥微生物的丰富度最高(表1)。比较样品的α多样

性指数可知，发病池塘水体(S组)的Chao1值、ACE
值和Shannon指数均大于健康池塘水体 (cS组 )，
Simpson指数则小于cS组，而在底泥和肠道内容

物微生物样本中正好相反，说明无乳链球菌病

暴发后尼罗罗非鱼肠道和池塘底泥中的微生物

多样性降低，而水体中微生物多样性升高(表1)。
将样品中的OTUs按相对丰度由大到小排序得到

对应的排序编号，再以OTUs的排序编号及其相

对丰度绘制得到Rank Abundance曲线(图2)。底泥

样品的曲线在横轴上的跨度最大，同样说明其

微生物丰富度最高。各个样品的曲线在纵轴上

都比较陡峭，说明这些样品均存在相对丰度明

显占优势的细菌种类；发病组样品的曲线大多

数比健康组的样品曲线更为陡峭，说明健康组

样品中菌群的均匀度更高。

对各组样品中不同生物学重复样品的OTU
取交集，然后分析不同组之间的共有及其特有
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图 1    水体、底泥和肠道菌群的OTU稀释曲线图

S1~S5为发病池塘水体菌群； cS1~cS5为健康池塘水体菌群；

N1~N5为发病池塘底泥菌群；cN1~cN5为健康池塘底泥菌群；

C1~C3为发病尼罗罗非鱼肠道菌群；cC1~cC3为健康尼罗罗非鱼

肠道菌群

Fig. 1    The OTU rarefaction curves of microflora in
water, sediment and intestinal tract

S1−S5 stand for the water microflora of diseased pond; cS1−cS5 stand
for the water microflora of healthy pond; N1−N5 stand for the sediment
microflora of diseased pond; cN1−cN5 stand for the sediment micro-
flora of healthy pond; C1−C3 stand for the intestinal microflora of dis-
eased O. niloticus; cC1−cC3 stand for the intestinal microflora of healthy
O. niloticus
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OTU，绘制维恩图(图3)。结果表明，发病组肠

道和底泥中OTU数均低于相应健康组，而发病组

水体中OTU数高于健康组水体。尼罗罗非鱼肠

道、池塘水体和底泥微生物之间存在一定差

异，共有OTU仅占各自OTU总数的38%~48%。尼

罗罗非鱼肠道与水体的共有OTU及其与底泥的共

有OTU在肠道微生物中所占比例分别为7.45%~
9.44%和4.00%~4.92%，肠道微生物与水体微生物

的相似性高于其与底泥微生物的相似性。

根据各样品微生物OTU的表达谱，计算样

品间距离，并对样品进行聚类分析，以判断在

OTU水平上各样品的相似性。结果显示，水体微

生物样品与肠道微生物样品聚为一大支，而底

泥中微生物样品独立聚为一支，说明肠道微生

物与水体微生物的相似性较高，与底泥中微生

物相似性较低。发病组与健康组的水体微生物

和底泥微生物样本均未能分别聚为一支，说明

链球菌病暴发后水体和底泥中微生物的变化并

不显著；但发病尼罗罗非鱼与健康尼罗罗非鱼

肠道微生物差异较大，绝大多数健康尼罗罗非

鱼肠道微生物样品单独聚为一支(图4)。

2.3    发病组与健康组微生物群落组成的差异

水体、底泥和肠道菌群在门水平上的差异

池塘水体、底泥和尼罗罗非鱼肠道中微生物群

落主要可以归类为16个门，健康池塘水体(cS组)

中丰度排在前3名的优势菌群门类为放线菌门

(Actinobacteria, 36.59%)、变形菌门(Proteobacteria,

28.57%)和疣微菌门(Verrucomicrobia, 6.74%)；发

病池塘水体(S组)中的优势菌群门类为变形菌门

(37.00%)、放线菌门 (32.07%) 和蓝细菌门 (Cy-

anobacteria, 5.81%)。cS与S组优势菌群的门类组

成基本一致，其中放线菌门和变形菌门所占比
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图 2    肠道、水体和底泥微生物的

Rank Abundance曲线图

S1~S5为发病池塘水体菌群； cS1~cS5为健康池塘水体菌群；

N1~N5为发病池塘底泥菌群；cN1~cN5为健康池塘底泥菌群；

C1~C3为发病尼罗罗非鱼肠道菌群；cC1~cC3为健康尼罗罗非鱼

肠道菌群

Fig. 2    The rank abundance curves of microflora in
water, sediment and intestinal tract

S1−S5 stand for the water microflora of diseased pond; cS1−cS5 stand
for the water microflora of healthy pond; N1−N5 stand for the sediment
microflora of diseased pond; cN1−cN5 stand for the sediment micro-
flora of healthy pond; C1−C3 stand for the intestinal microflora of dis-
eased O. niloticus; cC1−cC3 stand for the intestinal microflora of healthy
O. niloticus

表 1    肠道、水体和底泥微生物的α多样性分析

Tab. 1    The α diversity of microflora in water, sediment and intestinal tract

样品名称

samples
有效序列数

number of sequences
运算分类单元

OTUs
Chao1值
Chao1

ACE值
ACE

香农指数

Shannon
辛普森指数

Simpson

S 71 517.80±11 398.32a 14 531.40±2 566.27a 55 525.82±10 397.68a 115 351.74±20 130.46a 6.50±0.70a 0.02±0.02a

cS 73 500.60±18 711.63a 13 815.80±2 619.42a 50 011.19±8 228.53b 101 277.68±17 026.30a 6.29±0.50a 0.03±0.03a

N 73 324.80±15 228.47a 23 180.60±7 035.22b 73 065.50±17 313.35c 129 146.21±30 792.78a 8.75±0.47c 0.00±0.00a

cN 85 726.00±5 336.55a 28 161.60±3 308.29b 79 683.42±9 521.53c 131 604.35±23 906.65a 9.14±0.31c 0.00±0.00a

C 85 311.33±2 782.72a 11 512.33±2 279.72a 35 861.07±7 006.67b 64 325.95±14 550.11b 5.39±1.02b 0.09±0.10b

cC 64 119.33±21 108.58a 11 775.33±3 267.82a 35 700.98±8 213.92b 64 346.72±14 609.95b 6.41±0.20a 0.02±0.00a

注：数值为mean±SD；各列数字上方字母不同表示组间差异显著，P<0.05；字母相同表示组间无显著差异，P>0.05；S为发病池塘水体菌群；

cS为健康池塘水体菌群；N为发病池塘底泥菌群；cN为健康池塘底泥菌群；C为发病尼罗罗非鱼肠道菌群；cC为健康罗非鱼尼罗肠道菌群

Notes: values in the table show in the form of mean±SD; the different letters above the numbers represent significant difference, P<0.05; the same letter
above the numbers represent no significant difference, P>0.05; S stands for the water microflora of diseased pond; cS stands for the water microflora of
healthy pond; N stands for the sediment microflora of diseased pond; cN stands for the sediment microflora of healthy pond; C stands for the intestinal
microflora of diseased O. niloticus; cC stands for the intestinal microflora of healthy O. niloticus
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例在两组中都达到65%以上。另外，S组中变形

菌门和梭杆菌门 (Fusobacteria)的比例显著高于

cS组，而疣微菌门和浮霉菌门(Planctomycetes)的
丰度显著低于cS组(图5)。

健康池塘底泥(cN组)中位于前三的优势菌群

门类为变形菌门(36.68%)、酸杆菌门(Acidobac-
teria, 8.85%)和绿弯菌门(Chloroflexi, 8.14%)。发病

池塘底泥(N组)中的优势菌群门类组成与cN组完

全一致，两组中均为变形菌门所占比例最大，

各门类的丰度之间差异较小。

健康尼罗罗非鱼肠道(cC组)中位于前三的优

势菌群门类为厚壁菌门(Firmicutes, 45.07%)、变

形菌门(17.17%)和浮霉菌门(8.98%)；发病尼罗罗非

鱼肠道(C组)中优势菌群门类为厚壁菌门(50.62%)、
放线菌门(16.27%)和浮霉菌门(12.43%)。C组和

cC组的优势菌群门类组成基本一致，均为厚壁
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图 3    肠道、水体和底泥微生物OTU的维恩图

图中数字为各组样本中OTU的数量；(a)发病和健康尼罗罗非鱼肠道菌群；(b)发病和健康池塘水体菌群；(c)发病和健康池塘底泥菌

群；(d)发病池塘水体和底泥菌群以及发病尼罗罗非鱼肠道菌群；(e)健康池塘水体和底泥菌群以及健康尼罗罗非鱼肠道菌群

Fig. 3    Venn diagrams of the OTU of microflora in water, sediment and intestinal tract
The numbers in figures represent the OTU number in different samples; (a) the Venn diagram of intestinal microflora in diseased O. niloticus and healthy
O. niloticus; (b) the Venn diagram of water microflora in diseased pond and healthy pond;(c) the Venn diagram of sediment microflora in diseased pond
and healthy pond; (d) the Venn diagram of water microflora, sediment microflora in diseased pond and intestinal microflora in diseased O. niloticus; (e)
the Venn diagram of water microflora, sediment microflora in healthy pond and intestinal microflora in healthy O. niloticus
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菌门所占的比例最大。C组中变形菌门、梭杆菌

门、拟杆菌门(Bacteroidetes)、绿弯菌门、广古菌

门 (Euryarchaeota)和蓝细菌门的丰度显著低于

cC组，而放线菌门、消化螺旋菌门(Nitrospirae)、

泉古菌门(Crenarchaeota)和芽单胞菌门(Gemmati-

monadetes)的丰度显著高于cC组。

水体、底泥和肠道菌群在属水平上的差异

在属水平上对尼罗罗非鱼养殖池塘水体、底泥

和尼罗罗非鱼肠道中微生物群落组成进行分

析，结果显示，健康池塘水体(cS组)中微生物中

丰度位于前三的优势菌群为不动杆菌属(Acineto-

bacter, 9.18%)、红球菌属(Rhodococcus, 7.02%)和

聚球藻属(Synechococcus, 3.26%)；发病池塘水体

(S组)微生物的优势菌群结构组成与cS组完全一

致，只是丰度存在一定差异。S组菌群中不动杆

菌属、Candidatus aquiluna、鲸杆菌属(Cetobac-

terium)、Phycicoccus和暖绳菌属(Caldilinea)的相

对丰度显著高于cS组，而红球菌属、Luteolibac-

ter、欧文氏菌属(Erwinia)、细杆菌属(Microbac-

terium)、梭菌属(Clostridium)、假单胞菌属(Pseud-

omonas)、副球菌属 (Paracoccus)和枝芽孢菌属

(Virgibacillus)的丰度显著低于cS组(图6)。

健康池塘底泥(cN组)中微生物丰度位于前三

的优势菌群为厌氧粘细菌属(Anaeromyxobacter,

2.14%)、鲸杆菌属(0.95 %)和甲烷丝菌属(Meth-

anosaeta, 0.91%)；发病池塘底泥(N组)中的优势

菌群为鲸杆菌属(1.42%)、厌氧粘细菌属(1.28%)

和红长命菌属(Rubrivivax, 0.77%)。2组的优势菌

组成基本一致，但所占的比例均小于5%，说明

底泥中微生物菌群丰富度和均一性较高。N组菌

群中鲸杆菌属、红细菌属、曼氏杆菌属 (Man-

nheimia)、暖绳菌属、乳球菌属(Lactococcus)、细
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图 4    肠道、水体和底泥微生物的OTU聚类分析图

S1~S5为发病池塘水体菌群；cS1~cS5为健康池塘水体菌群；N1~N5为发病池塘底泥菌群；cN1~cN5为健康池塘底泥菌群；C1~C3为发

病尼罗罗非鱼肠道菌群；cC1~cC3为健康尼罗罗非鱼肠道菌群

Fig. 4    The OTU cluster of microflora in water, sediment and intestinal tract
S1−S5 stand for the water microflora of diseased pond; cS1−cS5 stand for the water microflora of healthy pond; N1−N5 stand for the sediment micro-
flora of diseased pond; cN1−cN5 stand for the sediment microflora of healthy pond; C1−C3 stand for the intestinal microflora of diseased O. niloticus;
cC1−cC3 stand for the intestinal microflora of healthy O. niloticus
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杆菌属和副球菌属的丰度显著高于与cN组，而

厌氧粘细菌属、甲烷丝菌属、Candidatus aqui-

luna和枝芽孢菌属(Virgibacillus)的丰度显著低于

cN组(图6)。

健康尼罗罗非鱼肠道(cC组)中微生物丰度位

于前三的优势菌群为芽孢杆菌属 ( B a c i l l u s ,

13.74%)、乳球菌属(6.36%)和鲸杆菌属(4.69%)；

发病尼罗罗非鱼肠道(C组)中的优势菌群为链球

菌属(Streptococcus, 19.52%)，分枝杆菌属(Myco-

bacterium, 11.59%)和芽孢杆菌属(10.80%)，两组

的优势菌群组成差异较大。链球菌属、分枝杆

菌属、Luteolibacter、曼氏杆菌属、Candidatus

aquiluna、副球菌属和红长命菌属的丰度显著高

于与cC组，而乳球菌属、鲸杆菌属、假单胞菌

属、甲基暖菌属(Methylocaldum)、暖绳菌属、土

芽孢杆菌属(Geobacillus)、聚球藻属、不动杆菌

属、红球菌属、红细菌属、甲烷丝菌属、厌氧

粘细菌属、Knoellia、欧文氏菌属(Erwinia)和细杆

菌属的丰度显著低于cC组(图6)。

水体、底泥和肠道中无乳链球菌的丰度差异

链球菌发病池塘和健康池塘水体、底泥和鱼体

肠道中均能检测到无乳链球菌的存在。发病池

塘与健康池塘的水体和底泥中无乳链球菌的丰

度并无显著差异，而C组中无乳链球菌的丰度

(19.23%)显著高于cC组中无乳链球菌的丰度(0.43%)

(P<0.05)。健康尼罗罗非鱼肠道中无乳链球菌丰

度要高于其在水体和底泥中的丰度，但差异并

不显著(图7)。
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未归类　unclassified

疣微菌门　Verrucomicrobia

疣微菌门　Verrucomicrobia

变形菌门　Proteobacteria

浮霉菌门　Planctomycetes

消化螺旋菌门　Nitrospirae

芽单胞菌门　Gemmatimonadetes

梭杆菌门　Fusobacteria

厚壁菌门　Firmicutes

蓝藻细菌门　Cyanobacteria

绿弯菌门　Chloroflexi

绿菌门　Chlorobi

拟杆菌门　Bacteroidetes

放线菌门　Actinobacteria

酸杆菌们　Acidobacteria

广古菌门　Euryarchaeota

泉古菌门　Crenarchaeota

样品名称
the name of samples

 
图 5    水体、底泥和肠道菌群在门水平上的物种分布堆叠图

S1~S5为发病池塘水体菌群；cS1~cS5为健康池塘水体菌群；N1~N5为发病池塘底泥菌群；cN1~cN5为健康池塘底泥菌群；C1~C3为发

病尼罗罗非鱼肠道菌群；cC1~cC3为健康尼罗罗非鱼肠道菌群

Fig. 5    The stacked column graph represents the average percentage of
phylum of microflora in water, sediment and intestinal tract

S1−S5 stand for the water microflora of diseased pond; cS1−cS5 stand for the water microflora of healthy pond; N1−N5 stand for the sediment micro-
flora of diseased pond; cN1−cN5 stand for the sediment microflora of healthy pond; C1−C3 stand for the intestinal microflora of diseased O. niloticus;
cC1−cC3 stand for the intestinal microflora of healthy O. niloticus
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3    讨论

3.1    尼罗罗非鱼肠道及养殖环境中微生物的

多样性与链球菌病的相关性

实验采用Hiseq2500高通量测序技术分析了

暴发链球菌病以及健康的尼罗罗非鱼肠道、池

塘水体和底泥中微生物群落结构组成。结果显

示，与健康池塘相比，链球菌病暴发后尼罗罗

非鱼肠道和池塘底泥中的微生物多样性降低，

而水体中微生物多样性升高，肠道、底泥和水

体中菌群的均匀度均降低。张正等 [15]研究也表

明，半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis )患病后肠道

中细菌的种类和多样性显著低于健康鱼肠道中

细菌的相应值，这与本实验结果类似。链球菌

病感染后，尼罗罗非鱼肠道微生物多样性下降

表明肠道内相对稳定的微生物群落有助于动物

抵抗外来有害细菌的感染，正常肠道微生物在

抗病原感染中发挥了重要作用[16]。链球菌病暴发

后尼罗罗非鱼养殖池塘水体和底泥中细菌多样

性发生变化可能与水体理化因子变化有关。Amal
等 [17]研究表明，水温、氨氮、溶解氧、pH和透

明度等水质指标的差异与罗非鱼感染无乳链球

菌显著相关，同时也会对养殖水体和底泥中细

菌种群产生重要影响[18]。本实验结果还表明，尼

罗罗非鱼肠道微生物与水体微生物的相似性较

高，与底泥中微生物相似性较低，该结果与牙

鲆 (Paralichthys olivaceus)[19]肠道菌群的特点类

似，说明尼罗罗非鱼肠道与水体之间存在更多

的细菌种类交流，鱼类肠道与外界水环境直接

相通，食物和水体中微生物对幼鱼肠道微生物

的定殖和肠道菌群稳定结构的形成具有重要

影响[20]。
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图 6    水体、底泥和肠道菌群在属水平上的物种分布堆叠图

S1~S5为发病池塘水体菌群；cS1~cS5为健康池塘水体菌群；N1~N5为发病池塘底泥菌群；cN1~cN5为健康池塘底泥菌群；C1~C3为发

病尼罗罗非鱼肠道菌群；cC1~cC3为健康尼罗罗非鱼肠道菌群

Fig. 6    The stacked column graph represents the average percentage of genus of
microflora in water, sediment and intestinal tract

S1−S5 stand for the water microflora of diseased pond; cS1−cS5 stand for the water microflora of healthy pond; N1−N5 stand for the sediment micro-
flora of diseased pond; cN1−cN5 stand for the sediment microflora of healthy pond; C1−C3 stand for the intestinal microflora of diseased O. niloticus;
cC1−cC3 stand for the intestinal microflora of healthy O. niloticus
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3.2    尼罗罗非鱼肠道及养殖环境中菌群结构

与链球菌病的相关性

微生物群落作为养殖水体中的重要组成成

分，参与水体中C、N、P和S等物质循环，对维

持良好水质和抑制有害微生物的增殖具有重要

作用，同时也间接为水生动物提供营养物质，

保证了整个池塘生态系统的正常运转[21]。范立民[22]

研究表明，罗非鱼养殖池塘不同水层的优势菌

群均为放线菌门、变形菌门、蓝细菌门和拟杆

菌门。本实验结果表明，健康池塘水体(cS组)与
发病池塘水体 (S组 )中的优势菌群的组成相同，

主要优势菌为放线菌门和变形菌门，这与上述

实验结果类似，同时也表明链球菌病暴发对水

体优势菌群的影响较小。变形菌门是一种多功

能菌群，具有脱氮除磷、降解有机质和降低化

学需氧量(COD)的功能，在污染严重的废水中具

有较高的丰度 [23]。Hunter等 [24]研究发现，疣微菌

门在未受污染的沉积物中普遍存在，在污染的

沉积物中出现缺失，可作为污染程度的指示菌

群。浮霉菌门中包含有厌氧氨氧化菌，对降低

养殖水体中氨氮具有重要作用[25]。本实验结果表

明，S组中变形菌门的比例显著高于cS组，而疣

微菌门和浮霉菌门的丰度显著低于cS组，这表明

链球菌病发病池塘养殖水体环境出现恶化。N组

和cN组微生物中的优势门类和优势菌属基本一

致，且与其他罗非鱼池塘沉积物中微生物组成

的研究结果相类似 [ 2 2， 2 6 ]。与cN组菌群结构相

比，N组菌群中厌氧粘细菌属、甲烷丝菌属和枝

芽孢菌属等具有降解有机质和生态修复功能菌

群的丰度较低，这些差异菌群可通过其代谢活

动影响营养元素的物质循环，决定水质的状

况，从而影响水生动物的生存状态和健康状况[27]。

本实验结果表明，发病组和健康组的水体

和底泥微生物组成的相似性高，而尼罗罗非鱼

肠道微生物在健康组和发病组之间存在显著差

异，这说明肠道菌群结构变化与尼罗罗非鱼链

球菌的感染密切相关。鱼类肠道微生物之间相

互协调的关系在增强动物机体抵抗力、调节胃

肠道生态环境、促进营养物质在肠道的消化吸

收以及保持机体良好的健康状况中起着重要作

用，分析肠道菌群结构特征可作为评估机体健

康状况的重要指标 [6]。蒋长苗等 [28]研究发现，发

生肠炎的草鱼(Ctenopharygodon idella)肠道中点状

产气单胞菌(Aeromonas punctata)、大肠杆菌(Es-
cherichia coli)、肠球菌(Enterococcus)显著增加，

而乳酸杆菌(Lactobacillus)、双歧杆菌(Bifidobac-
terium)数量减少，厌氧菌与需氧菌比值显著下

降，并推断以厌氧菌显著下降为特征的菌群失

调是草鱼肠炎的发病机制之一。本实验结果表

明，cC组与C组在属水平上的差异较大，C组中

链球菌属、分枝杆菌属和曼氏杆菌属等致病菌

群的丰度显著高于cC组，而乳球菌属、鲸杆菌

属和红球菌属等益生菌的丰度显著低于cC组。

这说明链球菌病感染后肠道菌群的结构遭到严

重破坏，无乳链球菌病原菌占据绝对优势，其

他致病菌的丰度也增加，通过竞争性排斥作用

导致肠道中原有正常菌群和有益菌群的丰度急

剧减少，整个肠道微生态环境紊乱。

3.3    尼罗罗非鱼肠道及养殖环境中无乳链球

菌丰度与链球菌病的相关性

无乳链球菌为我国罗非鱼链球菌病的主要

致病菌，实验条件下通过腹腔注射、浸泡和口

服等方式均可成功感染罗非鱼，导致其发病死

亡[29]；但在自然条件下，患病罗非鱼体内无乳链

球菌的主要来源并不明确，饲料、水体和鱼体
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图 7    水体、底泥和肠道菌群中无乳链球菌的相对丰度

各组上方字母不同表示组间差异显著(P<0.05)；字母相同表示组

间无显著差异(P>0.05)；S为发病池塘水体菌群；cS为健康池塘

水体菌群；N为发病池塘底泥菌群；cN为健康池塘底泥菌群；

C为发病尼罗罗非鱼肠道菌群；cC为健康尼罗罗非鱼肠道菌群

Fig. 7    The relative abundance of S. agalactiae in
microflora of water, sediment and intestinal tract

The different letters above columns represent significant difference,
P<0.05; the same letter above columns represent no significant differ-
ence, P>0.05; S stands for the water microflora of diseased pond; cS
stands for the water microflora of healthy pond; N stands for the sedi-
ment microflora of diseased pond; cN stands for the sediment microflora
of healthy pond; C stands for the intestinal microflora of diseased O.
niloticus; cC stands for the intestinal microflora of healthy O. niloticus
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之间的水平传播都被认为是链球菌病传播的重

要途径 [2]。本实验结果表明，链球菌病发病组和

健康组的尼罗罗非鱼肠道以及池塘水体和底泥

中均能检测到无乳链球菌的存在，但只在发病

和健康尼罗罗非鱼肠道中无乳链球菌的丰度存

在显著差异，这说明无乳链球菌为广泛分布于

养殖环境和尼罗罗非鱼肠道中的条件致病菌，

尼罗罗非鱼链球菌病的暴发并不是由于水体或

底泥环境中病原菌丰度的剧增所引起，但与肠

道中无乳链球菌丰度的急剧增加密切相关。

Iregui等 [30]研究表明，无乳链球菌口服和浸泡感

染罗非鱼后30 min，在胃肠道中就能够检测到，

并且在整个感染过程中保持较高丰度，而在其

他组织中则无法持续检测到，从而认为罗非鱼

胃肠道上皮细胞是无乳链球菌侵染的主要部

位；并推测其致病过程为先在胃肠道中大量增

殖，侵染后通过血液循环到达全身各系统，从

而导致各组织损伤。发病尼罗罗非鱼肠道中无

乳链球菌丰度升高可能与微生态平衡破坏后肠

道内潜伏的无乳链球菌大量增殖有关，而高水

温、低溶解氧和水质恶化等环境因子的变化是

重要诱因[30-31]。
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Correlation between microflora structure in intestinal tract and aquaculture
environment of tilapia (Oreochromis niloticus) and streptococcicosis

LIU Zhigang ,     LU Maixin *,     KE Xiaoli ,     WANG Miao ,     ZHANG Defeng
(Key Laboratory of Tropical & Subtropical Fishery Resource Application & Cultivation, Ministry of Agriculture,

Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou    510380, China)

Abstract: In order to study the correlation between microbial composition of intestinal tract and aquaculture envir-
onment of Oreochromis niloticus and streptococcicosis, 16S rDNA high-throughput sequencing method was used
to analyze the microflora structure of intestinal tract of healthy and diseased O. niloticus and that of their pond wa-
ter and sediment. The results showed that the microbial diversity of sediment was higher than that of pond water
and O. niloticus intestinal tract. The microbial composition of O. niloticus intestinal tract was more similar to pond
water than to sediment. The microbial diversity of O. niloticus intestinal tract and sediment in the disease group
was lower than that in the healthy group, while the microbial diversity of pond water in the disease group was
higher compared with the healthy group. The OTU cluster analysis revealed that significant difference only exis-
ted in intestinal microorganism between the disease group and the health group. The majority of healthy intestinal
samples were clustered together. The microflora structure analysis showed that the dominant bacteria of pond wa-
ter and sediment in the healthy group and the disease group were similar. The abundance of proteobacteria and fus-
obacteria was far higher in the disease group of pond water, while the abundance of verrucomicrobia and plancto-
mycetes was obviously lower compared with the healthy group of pond water. The abundance of flora with the
function of organic degradation and ecologic restoration (such as Anaeromyxobacter, Methanosaeta and Virgiba-
cillus) was far lower in the sediment of disease group, while the abundance of pathogenic bacteria (such as Man-
nheimia) was higher compared with the sediment of healthy group. The abundance of pathogenic bacteria (such as
Streptococcus, Mycobacterium and Mannheimia) in intestinal tract of disease group was higher, while the abund-
ance of probiotics (such as Lactococcus, Cetobacterium and Rhodococcus) was lower compared with intestinal
tract of healthy group. Streptococcus agalactiae was detected not only in aquaculture environment and intestinal
tract of the disease group but also in those of the healthy group. The abundance of S. agalactiae in intestinal tract
of the disease group was significantly higher than that in the healthy group, while there was no significant differ-
ence between the disease group and the health group either for pond water or sediment. In conclusion, the vari-
ation of the abundance of pathogenic bacteria and probiotics in pond water and sediment revealed that the aquacul-
ture environment of the diseased pond was deteriorated. The outbreak of streptococcicosis was closely related to
the rapidly increased abundance of S. agalactiae in the intestinal tract of O. niloticus after its microecological bal-
ance had been destroyed. The increased abundance of S. agalactiae in the intestinal tract of infected O. niloticus
had no direct link with its abundance in pond water or sediment.

Key words: Oreochromis niloticus; streptococcicosis; intestinal microflora; environmental microflora; 16S rDNA
high-through put sequencing technique
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