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不同健康程度和抗生素氟苯尼考干预下
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摘要：为了研究不同健康程度和抗生素氟苯尼考干预下斑石鲷肠道菌群结构的差异及其
与养殖环境中菌群结构的相关性，采用Illumina HiSeq PE250高通量测序的方法对健康、
亚健康、典型黑身病和口服氟苯尼考条件下的斑石鲷肠道、养殖水体和颗粒饵料中的细
菌多样性及群落结构进行了分析比较。结果显示，养殖水体中细菌多样性高于肠道和颗
粒饵料。不同健康程度及氟苯尼考干预下斑石鲷肠道中细菌均以变形菌门、厚壁菌门和
软壁菌门为主，且对应的操作分类单元(OTU)占样品全部OTU的比例均达到85%以上。
黑身病的发生可影响斑石鲷肠道中丰度最高的前20种优势细菌种类的排名次序，其中变
形菌门中的弧菌属的相对丰度显著增加，且随着弧菌属丰度的增加，斑石鲷的黑身病症
状也逐渐加重。饵料中添加氟苯尼考投喂斑石鲷能使患病鱼肠道弧菌属的丰度从
60.33%下降到1.29%，较大程度改变了肠道的菌群结构，并证实氟苯尼考有效防治黑身
病。其次，养殖水体和颗粒饵料对斑石鲷肠道菌群也有一定影响，且养殖水体的影响高
于颗粒饵料。本研究首次报道了斑石鲷肠道菌群结构，其研究结果为今后斑石鲷的健康
养殖、疾病防控及其微生态学研究提供了参考依据和技术支撑。
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斑石鲷(Oplegnathus punctatus)隶属于鲈形目

(Perciformes)，石鲷科(Oplegnathidae)，石鲷属

(Oplegnathus)，主要分布于朝鲜、日本以及中国

黄海、东海、南海等海域，属温热带近海沿岸

中下层鱼类 [ 1 - 2 ]。斑石鲷因体态优美、肉质细

腻、胶原蛋白丰富、富含多种氨基酸与不饱和

脂肪酸、能够治疗脾肾虚寒等具有较高的观

赏、食用和药用价值[3-4]。2014年国内首次突破斑

石鲷生殖调控及苗种生产技术，并人工驯养繁

殖成功，为斑石鲷在我国沿海地区的养殖推广

奠定了基础 [5]。目前，斑石鲷已经在我国山东、

福建、广东及海南等沿海地区初步形成一定规

模的养殖。

经过2~3年的养殖实践，斑石鲷在高密度集

约化养殖模式下，黑身病已成为较普遍的问

题，给斑石鲷养殖业带来了困扰和一定的经济

损失。2015年12月，山东某养殖场暴发了斑石鲷

黑身病，患病鱼前期表现为游泳离群、活力

差、摄食减少、体色略黑；随着病情加重，体

色变黑，鱼体逐渐消瘦，最后沉底死亡。解剖
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发现病鱼腹腔内有大量无色或淡黄色积水；肠

壁变薄、透明，肠道充水；肝脏严重充血、易

碎；肾脏、脾脏充血；胆囊萎缩；鳃丝出血黏

连 。 该 病 发 病 率 极 高 ， 累 计 死 亡 率 高 达

50%~90%。病鱼约7月龄，水温20 °C左右。基于

该症状的特征，将其命名为黑身病。对患病鱼

的各个内脏器官进行细菌分离发现，病鱼各个

内脏器官均存在一种优势菌——哈维氏弧菌(Vibrio
harveyi)，其中以肠道居多。通过人工感染实验

发现，该优势菌种是斑石鲷黑身病的致病原。

对病原菌完成了药敏实验，筛选出了抗生素氟

苯尼考为高度敏感药物，由此对患病斑石鲷进

行了氟苯尼考口服治疗。氟苯尼考作为水产养

殖中常用的抗菌药物，具有抗菌谱广、吸收迅

速等特点，且多数水产动物致病菌对氟苯尼考

都较为敏感，因而常用于多种养殖细菌性疾病

的治疗[6-7]。

肠道菌群是附着在肠道黏膜上的一个复杂

多样的生态系统结构，在肠道中保持着一种动

态的平衡，并在消化吸收营养物质、调节宿主

免疫功能、抵御有害微生物侵害等方面具有重

要作用 [8-10]。这种平衡一旦遭到破坏，宿主就会

因肠道菌群紊乱而发生各种疾病，因此保持肠

道菌群结构的稳定是防止动物细菌性疾病发生

的重要因素 [11-12]。对于鱼类而言，饵料、养殖水

环境等其赖以生存的条件与鱼类肠道菌群结构

的形成密切相关 [13-15]，所以对养殖环境与养殖鱼

肠道菌群结构相关性的研究具有重要意义。目

前关于不同养殖模式、不同疾病的发生等因素

对常见养殖生物的肠道菌群结构影响已有诸多

报道 [16-18]，而对于斑石鲷肠道菌群和不同健康程

度及抗生素干预下养殖鱼肠道菌群结构的变化

的研究未见报道。本研究中，在氟苯尼考投喂

结束后，以健康、亚健康、患病以及氟苯尼考

口服治疗后的斑石鲷肠道为研究对象，进行不

同健康程度及氟苯尼考干预下斑石鲷肠道菌群

结构的变化以及与养殖环境的相关性研究，以

期从微生态角度分析疾病和药物对斑石鲷肠道

菌群结构的影响，且为斑石鲷的健康养殖与疾

病防控提供科学依据和参考。

1    材料与方法

1.1    实验材料

样品于2016年4月取自山东某斑石鲷养殖场

的2个日常管理相同的养殖车间，分别为A车间

和B车间，每个车间共有48个斑石鲷水泥养殖

池，每个养殖池水体约40 m3，每池放养2500尾
斑石鲷，体质量80~200 g/尾。每日早晚各投喂颗

粒饵料1次，投喂量为鱼体质量的3%左右。循环

水养殖，日换水量为100%，全年车间养殖温度

保持在18~21 °C，盐度为30~33，溶解氧为6.5~
7.0 mg/L，氨氮为0.02~0.03 mg/L。取样时斑石鲷

正处于黑身病发生期，日死亡量30~50尾/池。其

中，A车间大部分养殖池患有黑身病，用于病鱼

和亚健康材料用鱼的选取；2016年3月份，选取

A车间3个患病养殖池，将池中少量沉底濒死鱼

清除后，随机选取10尾鱼对黑身病鱼进行健康状

况评估，经解剖发现这些鱼腹腔内有少量积

水，肠内食物较少，肠壁充血发红，肝脏充

血，属于亚健康鱼。采用饲料粘合剂将氟苯尼

考拌入颗粒饵料对患黑身病斑石鲷进行口服投

喂治疗，一共投喂3个疗程(5 d/疗程)，每个疗程

间隔7 d。B车间所有养殖池的斑石鲷均未患病，

作为健康用鱼的选取。

患病鱼口服3个疗程结束后，从A车间患病

养殖池挑取10尾体色明显发黑、游动异常、濒死

的斑石鲷作为患病样本，并从该车间轻度发病

的养殖池随机取10尾游泳离群、体色略黑、活力

较弱的斑石鲷作为亚健康斑石鲷样本。随机捞

取10尾该车间患病养殖池使用氟苯尼考治疗后的

斑石鲷作为氟苯尼考干预下的斑石鲷样本，同

时从B车间随机捞取同一养殖批次10尾活力强、

体色鲜亮、游动迅速敏捷的健康斑石鲷作为健

康样本。将样本鱼分别充氧打包、加冰降温运

回实验室。同时用无菌采水瓶收集养殖池进水

口水样2 L，用无菌采样袋收集适量颗粒饵料，

与样品鱼一同带回实验室进行分析。

1.2    细菌总DNA提取

将鱼置于解剖盘中用70%的酒精棉球擦拭鱼

体进行消毒，无菌条件下剪取样本鱼中肠部位

组织，挤出肠道内容物后将肠道置于灭菌的离

心管中并做好标记。将2 L水样用0.22 μm孔径的

无菌纤维素滤膜抽滤，剪碎滤膜，置于无菌离

心管中并标记。称取0.5 g颗粒饵料于无菌离心管

中，加入少量的无菌水，用无菌剪刀剪碎后标

记。上述所有样品用OMEGA公司的Soil DNA
Kit试剂盒提取组织样本中的细菌总DNA。
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样品DNA提取后进行分类保存，患黑身病

鱼肠道样品DNA标记为D，亚健康鱼样品DNA标

记为S，健康鱼样品DNA标记为H，氟苯尼考干

预下的鱼样品DNA标记为T，水样DNA标记为

W，颗粒饵料DNA标记为F。

1.3    高通量测序分析

将上述方法提取的各样本细菌总DNA, 扩增

16s rDNA序列的v3-v4可变区, 引物序列为5′-AT-
TACCGCGGCTGCTGG-3′和3′-CCTACGGGAG-
GCAGCAG-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 [16]。PCR的反应体系为含

15 mmol/L MgCl2的10×Buffer10.0 μL，2.5 mmol/L
dNTP 2.0 μL，10 μmol/L引物各5 μL，5 U/μL
Taq酶1.0 μL，DNA模板4.0 μL，灭菌去离子水

73 μL，总体积100 μL。PCR反应条件：94 °C预

变性5 min；94 °C变性30 s，56 °C退火30 s，72 °C
延伸50 s，连续30个循环；最后72 °C延伸10 min。
扩增好的DNA序列，经琼脂糖电泳检测阳性后

交由广州基迪奥生物科技有限公司，用Illumina
HiSeq PE250高通量测序技术序列测定和分析。

1.4    数据分析

用Mothur软件结合Excel进行数据统计和分

析。以97%相似性为标准划分操作分类单元(op-
erational taxonomic unit, OTU) 作为分类和计算的

依据。基于OTU结果计算样品的alpha多样性。

Alpha多样性是对单个样品中物种多样性的分

析，包括香农指数(Shannon index)、辛普森指数

(Simpson index)、物种丰富度指数(the abundance-
based coverage, ACE)等 [19]。香农指数是用来描述

种的个体出现的紊乱和不确定性。辛普森指数

是随机取样的两个个体属于不同种的概率，常

和香农指数一起使用来反应群落中物种的多样

性，物种丰富度指数是根据所测得的OTU数量预

测样品中微生物的种类。同时对样本中的全部

OTU进行Rank-abundance曲线分析；通过Excel分
析并绘制门类水平和属水平的相对丰度图表；

使用R语言绘制热图和主成分分析图；最后结合

Mothur和Excel绘制Venn图[17-18]。

2    结果

2.1    基于16s rDNA测序的细菌多样性分析

对各样品中高通量测序的数据进行统计，

黑身病鱼肠道(D)、亚健康鱼肠道(S)、健康鱼肠

道(H)、氟苯尼考干预下鱼肠道(T)、水样(W)及
颗粒饵料 ( F )中分别获得 7 3 4、 1 1 1 4、 1 0 3 3、

1112、4224和1406个OTU (表1)。通过样品测序

序列计算各样品中细菌多样性指数，其中水样

的香农指数最大为 4 .89，辛普森指数最小为

0.08，即水样中的细菌多样性最高。黑身病鱼肠

道的香农指数最低为2.01，辛普森指数最高为

0.36，表明黑身病鱼肠道中的细菌多样性最低。

综合分析发现，肠道样品细菌多样性顺序为亚

健康鱼肠道>健康鱼肠道>氟苯尼考干预下鱼肠

道>黑身病鱼肠道。

以各样品中分布的OTU数量及其相对比例

为计算依据，构建了OTU的丰度等级分布曲线

(图1)，该曲线在水平方向上的跨度可以反映样

品中细菌多样性的丰富程度，曲线在垂直方向

的平滑程度可以反映样品中细菌分布的均匀程

表 1    基于16s rDNA基因序列的细菌多样性指数

Tab. 1    Bacterial diversity index based on
16s rDNA gene sequences

样品

sample
有效序列

sequences
总OTU数

total OTUs

香农指数

Shannon
index

辛普森指数

Simpson
index

物种丰富

度指数

ACE

D 79 983 734 2.01 0.36 4288

S 85 842 1114 3.25 0.11 5185

H 86 220 1033 3.05 0.15 4241

T 87 517 1112 2.48 0.23 4455

W 82 658 4224 4.89 0.08 8026

F 90 708 1406 2.45 0.32 3512
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图 1    各样品中细菌多样性的等级分布曲线

Fig. 1    Rank-abundance curves based on the OTU
species number in each sample
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度。结果显示，水样(W)中的细菌多样性显著高

于斑石鲷肠道和颗粒饵料中的细菌多样性。同

时各个样品的曲线在垂直方向都比较陡峭，证

实这些样品的菌群结构中都存在明显的优势细

菌种类。而且4种肠道样品的曲线在垂直方向的

陡峭程度比较接近，说明不同健康程度及氟苯

尼考干预下斑石鲷肠道优势菌的相对丰度差异

不大。

2.2    菌群结构组成及相对丰度

对样品的全部有效序列进行归类操作分

析，统计不同OTU所对应的细菌门类及相对丰度

(表2)。结果显示，不同健康程度及氟苯尼考干

预下斑石鲷肠道菌群结构相似，均以变形菌门

(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)和软壁菌门

(Tenericutes)为主，且相对丰度总量均达到85%以

上，其中黑身病鱼肠道(D)中变形菌门优势度最

高，对应的 O T U数量占该样品全部 O T U的

70.77%。亚健康鱼(S)和健康鱼肠道(H)中厚壁菌

门优势度最高，相对丰度分别达 5 5 . 1 1 %和

58.09%。氟苯尼考干预下鱼肠道(T)中软壁菌门

的优势度最高，相对丰度为44.54%。水样(W)中
的变形菌门和厚壁菌门优势度较高，相对丰度

总和达81.87%，拟杆菌门(Bacteroidetes)也占有一

定的优势度。颗粒饵料(F)中变形菌门和厚壁菌

门含量相对较低，蓝藻菌门(Cyanobacteria)具有

较高的优势度，对应的OTU数量占该样品全部

OTU的57.93%。

筛选出每个样品中相对丰度最高的前20种
OTU所对应的细菌，在属水平上对每个样品的菌

群结构及分布进行统计分析 (图2)。结果表明，

黑身病鱼肠道 (D)中主要优势细菌是弧菌属 (Vi-
brio)，对应的OTU数量占该样品全部OTU数量的

60.33%，其次是乳球菌属(Lactococcus)和芽孢杆

菌属(Bacillus)。亚健康鱼(S)和健康鱼肠道(H)中
的优势细菌均为弧菌属、乳球菌属和芽孢杆菌

属， 3种菌属所占比例总和分别为 6 3 . 6 9 %和

54.35%，支原体(Mycoplasma)在2种样品中也具有

一定的优势度。氟苯尼考干预下鱼肠道(T)中弧

菌属的优势度较低，仅为1.29%，乳球菌属和鲸

表 2    各样品优势细菌门类及相对丰度

Tab. 2       Dominant bacterial phyla and the relative
abundance of each sample %

  门类　　phyla　　　 D S H T W F

变形菌门　Proteobacteria 70.77 27.43 17.55 18.22 70.13 13.48

厚壁菌门　Firmicutes 20.96 55.11 58.09 23.88 11.74 26.63

软壁菌门　Tenericutes 6.54 11.71 18.22 44.54 0.09 0.02

拟杆菌门　Bacteroidetes 0.64 0.54 0.73 0.09 7.81 0.29

放线菌门　Actinobacteria 0.11 3.69 4.47 1.75 2.36 1.11

蓝藻菌门　Cyanobacteria 0.02 0.01 0.45 0.04 0.48 57.93

梭杆菌门　Fusobacteria 0.01 0.01 0.04 10.95 0.07 0.04

其他　　　others 0.96 1.51 0.45 0.51 7.33 0.51
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图 2    各样品中属水平细菌种群结构及分布

Fig. 2    Bacterial communities and distribution of the samples at the genus level of each sample
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杆菌属(Cetobacterium)为其主要的优势菌属，所

占比例分别为13.88%和10.7%。水样(W)中弧菌属

(15.09%)和乳球菌属(8.03%)同样是优势菌属，而

交替单胞菌科(Alteromonadaceae)的Glaciecola属是

水样的主要优势菌属，其优势度为25.52%。颗粒

饵料(F)中有大量未鉴定到属的细菌，其他主要

是乳酸杆菌属(Lactobacillus)和乳球菌属，所占比

例分别为11.90%和6.13%。

2.3    各样品中细菌多样性及相关性分析

为了进一步探究不同健康程度及氟苯尼考

干预下斑石鲷肠道菌群结构的差异及其与相关

环境因子的关系，筛选出每个样品中相对丰度

最高的前20种OTU，构建了含系统发育树、样品

聚类关系树的热图(图3)。热图的不同颜色代表

不同的相对丰度，图顶端为样品间聚类关系

树。结果显示亚健康鱼肠道 (S)和健康鱼肠道

(H)相邻聚为一支，紧邻着是氟苯尼考干预下鱼

肠道(T)和黑身病鱼肠道(D)，水样(W)和颗粒饵

料(F)距离较远。同时通过绘制主成分分析图(图4)
分析样品间的关系，结果显示PC1轴对样品的贡

献率为50.5%，PC2轴对样品的贡献率为20.1%，

4种肠道样品和水样的距离较近，颗粒饵料与其

他样品相距较远。

进一步分析各个样品中菌群多样性的相互

关系，选取每个平行样本OTU的并集，并构建

Venn图(图5)。结果显示，不同健康程度及氟苯

尼考干预下鱼肠道中共有的OTU数量为264，分

别占这4种肠道样品全部OTU的10.8%、12.96%、

11.26%和9.48%。其中黑身病鱼与亚健康鱼、健

康鱼和药物干预鱼的肠道共有的OTU数量相对较

低，而亚健康鱼和健康鱼肠道中共有的OTU数量

较高，分别占亚健康鱼和健康鱼肠道全部OTU数

量的42.76%和37.16%(图5-a)。水样中的菌群多样

性较高，其中有86.27%的OTU没有出现在其他样

品中，与黑身病鱼、亚健康鱼、健康鱼及氟苯

尼考干预下鱼肠道中共有的OTU数量分别占这
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图 3    各样品中丰度最高的前20种OTU分布的热图分析

Fig. 3    Heatmap analysis of the top 20 OTU at abundance of the samples
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4 种 肠 道 样 品 中 全 部 O T U 数 量 的 1 2 . 9 3 % 、

14.83%、14.42%和11.53%(图5-b)。而颗粒饵料

中，有68.5%的OTU是其特有的，与黑身病鱼、

亚健康鱼、健康鱼及氟苯尼考干预下鱼肠道中

共有的OTU数量分别占这4种肠道样品中全部

OTU数量的8.34%、13.75%、13.91%和11.1%(图5-c)。

3    讨论

第二代高通量测序技术主要是通过 1 6 s
rDNA分析环境中的细菌群落组成，因其具有较

高的数据通量、测序深度和准确率而被广泛应

用于环境及人和动物肠道菌群的研究。在近几

年应用高通量测序对宿主肠道菌群的研究中发

现，宿主的遗传结构、营养组分、外界环境、

疾病发生等因素均能影响宿主肠道菌群的构成

和功能 [20-23]。在近期对人和动物的肠道菌群研究

中发现，疾病的发生会导致肠道菌群结构发生

明显的改变 [24-25]。陈孝煊等 [26]指出水体中微生物

的种类、水体温度和盐度、鱼类摄食的饵料和

药物及所处的生理状态和发育阶段都会影响消

化道菌群的构成。张正等[17]研究发现患腹水病的

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)肠道优势菌群结

构发生了明显改变。本研究发现，不同健康程

度下斑石鲷肠道菌群种类组成类似，但相对丰

度比例具有一定的差异。在相对丰度前 20的

OTU中，患黑身病斑石鲷肠道中弧菌属所对应的

OTU占该样品中全部OTU的60.33%，亚健康鱼肠

道中弧菌属相对丰度次之，为18.49%，健康鱼肠

道中弧菌属的相对丰度为6.41%，而氟苯尼考干

预下鱼肠道中弧菌属仅为1.29%。同时研究结果

显示，弧菌属、乳球菌属和芽孢杆菌属是患

病、亚健康和健康斑石鲷肠道共同的优势细

菌，说明黑身病的发生虽影响了斑石鲷肠道中

优势度较高的细菌种类的相对丰度，但并未显

著改变斑石鲷肠道优势细菌的种类。相比于健

康鱼，亚健康鱼肠道菌群结构变化较小，其中

弧菌属的相对丰度从健康鱼到患病鱼是显著增

加的，而芽孢杆菌属和乳球菌属的相对丰度则

降低。同时热图和PCA图也显示健康鱼与亚健康

鱼肠道菌群结构相似度高于其与患病鱼肠道菌

群结构的相似度。
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图 4    不同样品主成分分析图

D. 黑身病鱼肠道；S. 亚健康鱼肠道；H. 健康鱼肠道； T. 氟苯尼

考干预下鱼肠道；W. 水样； F. 颗粒饵料。下同

Fig. 4    Sorting analysis of different samples
D. intestine of diseased fish with dark body; S. sub-health fish intestine;
H. healthy fish intestine; T. intestine of fish under drug intervention; W. tank
inlet water; F. pellet feed. the same below
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图 5    各样品中细菌多样性的相关性分析

Fig. 5    The similarity analysis of bacteria diversity among different samples
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氟苯尼考等抗生素作为抗菌药物目前已广

泛应用于水生动物疾病的预防和治疗中，但抗

生素在使用过程中会直接或间接影响水生动物

的肠道菌群结构。Dethlefsen等 [27]研究发现患者

使用环丙沙星后其肠道菌群中有近三分一会受

到影响。贺永亮[28]研究指出，口服高剂量的恩诺

沙星水溶液35 d的小鼠在自然恢复21 d后其肠道

菌群多样性与未给药时产生显著差异。本研究

在饵料中添加氟苯尼考的投喂能大大减少患病

斑石鲷肠道弧菌属的相对丰度，也明显改变了

斑石鲷肠道菌群结构，使肠道中产生了大量其

他未鉴定到属的细菌，这可能是因为氟苯尼考

在有效抑制弧菌生长的同时也给一些其他细菌

的生长提供了条件。因此，在养殖过程中正确

使用抗生素是十分重要的，一则，不能盲目和

滥用抗生素，防止肠道菌群结构紊乱，破坏肠

道菌群结构平衡；二则，可筛选使用敏感药

物，针对有害菌合理使用抗生素，降低其有害

菌丰度，保障鱼体肠道健康。

由于鱼类生活在复杂的水环境中，因此鱼类

肠道菌群结构更容易受到养殖水环境的影响 [29]。

Mandal等 [30]研究得出鱼类体内大量的微生物摄取

于生长水域环境中的水体、底泥和食物。李存

玉等[18]研究表明在池塘和工厂化养殖下水环境对

牙鲆(Paralichthys olivaceus)肠道菌群具有一定的

影响。本研究中，斑石鲷肠道的菌群与水体中

的菌群相似性较高，说明斑石鲷肠道菌群会受

养殖水体的影响，与上述学者的研究一致。而

张正等[31]在对池塘养殖半滑舌鳎的肠道菌群的研

究中发现，半滑舌鳎肠道细菌种类的多样性和

菌群结构都和池水中的细菌存在着明显的不

同。同时Alexopoulos等 [32]在对不同鱼类养殖场水

体和养殖鱼肠道的菌群相关性的研究中发现，

水中的菌群和所养殖鱼类的肠道菌群并不相

关。这种差异可能是由养殖鱼种类、养殖方

法、取样时间以及研究方法等方面的不同而引

起的。饵料同样是影响鱼类肠道菌群结构的重

要因素 [33-35]。钟蕾等 [36]研究发现投喂不同饵料的

鳡(Elopichthys bambusa)肠道菌群结构存在一定的

差异。郁二蒙等[37]研究得出投喂冰鲜杂鱼的大口

黑鲈(Micropterus salmoides)肠道菌群多样性高于

投喂人工配合饲料的大口黑鲈。在本研究中，

斑石鲷肠道中的优势菌种乳球菌属和芽孢杆菌

属同样是颗粒饵料中的优势菌属，说明斑石鲷

肠道菌群也会受到颗粒饵料的影响，但这种影

响具有一定限度，且低于水体对其影响的程度。

本研究在斑石鲷肠道中检测到乳球菌属和

芽孢杆菌属等优势度较高的菌属。乳球菌属中

的乳酸乳球菌(Lactococcus Lactis)能合成具有抗菌

作用的细菌素 [38-39]。芽孢杆菌能产生大量的蛋白

酶、淀粉酶等胞外酶，有助于食物的消化吸

收，增强机体免疫力 [40-41]。同时，本研究从健康

斑石鲷肠道中检测到若干细菌属的潜在致病

菌，包括弧菌属、假单胞菌属、发光杆菌属、

支原体等微生物种类。支原体是目前发现的最

小最简单的原核生物，能够感染人和其他哺乳

动物引起肺炎等疾病[42]，目前关于支原体在水产

动物中报道较少，其致病性还需进一步研究。

鱼类的细菌性疾病病原一般属于条件致病菌，

一旦养殖环境突变，肠道细菌平衡遭到破坏，

就会引发细菌性疾病，因此在养殖生产中必须

重视环境条件诱发致病菌感染的发生。

4    结论

本研究通过16s rDNA高通量测序的方法，

首次分析报道了患黑身病和氟苯尼考干预下的

斑石鲷肠道菌群结构的变化、健康斑石鲷肠道

菌群的优势类别及养殖环境对其的影响程度。

研究表明：①不同健康程度及氟苯尼考干预下

斑石鲷肠道中细菌均以变形菌门、厚壁菌门和

软壁菌门为主。黑身病的发生可影响斑石鲷肠

道中前20种优势细菌种类的排名次序。②在属水

平上，健康斑石鲷肠道的优势菌种主要有弧菌

属、乳球菌属和芽孢杆菌属。患黑身病的斑石

鲷肠道中弧菌的数量显著增加，且随着弧菌属

数量的增加，斑石鲷的黑身病症状也逐渐加

重。③颗粒饵料中添加抗生素氟苯尼考后斑石

鲷肠道弧菌数量显著降低，菌群结构也随之发

生明显改变，实验证实氟苯尼考可有效减轻黑

身病的症状和死亡率。④养殖水体与颗粒饵料

均能影响斑石鲷肠道菌群结构，且水体对其影

响大于颗粒饵料。本研究为今后斑石鲷的健康

养殖、疾病防控及其微生态学研究提供了参考

依据，同时也为养殖环境的微生态调控技术构

建提供了理论支撑。
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Variance analysis of bacterial community in the intestine of cultured spotted
knifejaw (Oplegnathus punctatus) at different healthy levels and

intervened with florfenicol

XU Yan 1,2,     WANG Yingeng 2*,     ZHANG Zheng 2,     JIANG Yan 2,    
LIAO Meijie 2,     LI Bin 2,     WANG Kai 1,2,     LI Wensheng 3

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes,

Qingdao National Laboratory for Marine Science and Technology, Yellow Sea Fisheries Research Institute,
Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao    266071, China;

3. Laizhou Mingbo Fisheries Limited Company, Yantai    261418, China)

Abstract: In order to evaluate the changes of the bacterial communities in the intestine of spotted knifejaw (Opleg-
nathus punctatus) at different healthy levels and intervened with florfenicol, and to find out the relationship with
environmental factors, the Illumina HiSeq PE250 high-throughput technique was used to analyze the bacterial
community diversity and structure of the fish intestine for healthy, sub-healthy, typical dark body disease (DBD)
infected and oral florfenicol intervened individuals, as well as the culture water and pellet feed. The results showed
that bacterial diversity in the culture water was higher than that of intestine and pellet feed. The dominant bacterial
communities in intestine were Proteobacteria, Firmicutes and Tenericutes, at different health levels and with florf-
enicol intervention, and the proportions of corresponding operational taxonomic unit (OTU) number to all the OTU
in the samples were above 85%. It could affect the ranking order of the top 20 dominant bacterial species in intest-
ine when the DBD occurred, with the relative abundance of Vibrio in Proteobacteria increasing significantly. In ad-
dition, the DBD symptoms aggravated gradually, with the increase of Vibrio abundance. Feeding with florfenicol
could reduce the Vibrio abundance from 60.33% to 1.29% in the intestine of diseased fish, and also change its
structure of bacterial community to a greater degree, which proved that florfenicol was effective in treating DBD.
It was also found that the culture water and pellet feed had a certain influence on intestine bacterial community,
and the effect of the culture water was higher than the pellet feed. The present results would provide a reference
basis and technical support for the health culture, disease control and microecological study in spotted knifejaw.

Key words: Oplegnathus punctatus; dark body disease (DBD); florfenicol; intestine bacterial community; high-
throughput technique; operational taxonomic unit (OTU)
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