
 

抗菌素对草鱼肠道免疫和菌群的影响
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摘要：为探究抗菌素对草鱼免疫和肠道菌群的影响，本实验以草鱼为研究对象，设置基础
饲料 (对照组)、基础饲料添加恩诺沙星或氟苯尼考 3组饲料，投喂草鱼 2周后，通过肠道
酶活检测、荧光定量 PCR (qRT-PCR) 和高通量测序技术分析饲料中添加抗菌素对草鱼肠道
免疫及肠道菌群多样性影响。分析结果显示， (1)饲料中添加恩诺沙星和氟苯尼考降低了
草鱼肠道谷胱甘肽过氧化物酶 (GPx)、过氧化氢酶 (CAT)、超氧化物歧化酶 (SOD)的含量，
提高丙二醛 (MDA)的含量，导致草鱼肠道氧化应激。 (2)氟苯尼考组中的 TNF-α、IL-1β、
IL-12、NF-κB-P65、MHCⅡ、sIgM 等免疫因子和 ZO-1、ZO-2、occludin、CLDN-1、JAM3
等黏膜相关蛋白的 mRNA表达量显著下降，恩诺沙星组的免疫因子 TNF-α、IL-1β、IL-12、
TLR4、MHCⅡ 和黏膜相关基因ZO-2、occludin、CLDN-1、JAM3的mRNA表达量显著下降。 (3)通
过 16S rRNA 高通量测序来揭示拌食投喂抗菌素对草鱼肠道微生物群落结构的影响，分析
结果显示，饲料中添加恩诺沙星或氟苯尼考对草鱼肠道 α多样性无显著差异，但对 β多样
性出现显著变化，表明 2种抗菌素对肠道菌群丰富度没有显著影响，但会改变群落多样性。
综上所述，饲料中添加恩诺沙星和氟苯尼考会导致草鱼肠道氧化应激、调控黏膜免疫应答，
并影响肠道菌群的结构与多样性。本研究为草鱼病害防控相关研究及草鱼的绿色健康养殖
提供了参考。
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抗菌素类药物是一类抗细菌活性的天然或人

工合成化合物[1]，是治疗细菌性疾病的有效手段，

在养殖业中大量应用，同时长期使用造成抗菌素

及其衍生物在动物体内蓄积 [2]，导致细菌耐药性

增加[3-4]。此外，抗菌素在抑制病原菌的同时也会

破坏动物机体的稳定，降低其先天免疫应答能

力 [5]。有研究表明，使用氧四环素会导致虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)体内白细胞和免疫球蛋白的

数量减少，降低巨噬细胞的吞噬活性 [6]。也有研

究发现，使用不同种类的抗菌素，会对机体产生

不同程度的氧化损伤 [7]。肠道菌群对维持胃肠道

的稳态和免疫系统稳态起着重要的作用。完整的

肠道结构和正常的肠道功能有助于促进营养物质

的吸收，从而促进动物宿主对病原体的抵抗力[8]。

Choi等 [9] 研究表明肠道菌群在药物代谢和毒性

中起着重要作用。此外，有研究发现抗菌素的使
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用不会导致肠道菌群的总数量发生显著变化，

但会影响肠道菌群的组成，改变肠道菌群的多

样性和丰富度，增加肠道中耐药菌株的数量及

种类[10]。

恩诺沙星是人工合成的氟喹诺酮类药物，毒

副作用小，属于广谱抗菌药，对革兰氏阴性和阳

性菌具有广泛的抗菌作用。由于其对水生动物病

原菌的抗菌活性较强 [11-12]，《渔药使用规范》

(SC/T 1 132—2016)已将其列为水产养殖处方药之

一[13]。恩诺沙星在水产动物的药物动力学研究主

要包括克氏原螯虾 (Procambarus clarkii)[14]、尼罗

罗非鱼 (Oreochromis niloticus)[15]、中国对虾 (Pen-
aeus  chinensis)[15]、大黄鱼 (Larimichthys  crocea)[16]

等，但关于恩诺沙星在水产动物肠道免疫和菌群

的研究还十分缺乏。氟苯尼考为广谱抗菌药，对

革兰氏阴性菌及阳性菌均有较强的抗菌效果，具

有一定的免疫抑制作用。其理化性质稳定，不易

被水解和生物降解，但长期使用会导致消化机能

紊乱，出现维生素缺乏或二重感染的症状[17]。氟

苯尼考对气单胞菌 (Aeromonas)、链球菌 (Strepto-
coccus)、弧菌 (Vibrio)和爱德华氏菌 (Edwardsi-
ella)等病原菌引起的鱼类疾病有明显的防治效果，

是世界范围内水产养殖中应用最广泛的药物之

一[18]。早期研究发现，氟苯尼考暴露会抑制虹鳟

吞噬细胞的吞噬、淋巴细胞增殖等过程[19]，对凡

纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)的无节幼体有较

高的毒性[20]，但氟苯尼考对水产动物肠道菌群的

影响还有待研究。

草鱼 (Ctenopharyngodon idella)是我国的“四
大家鱼”之一，具有生长快、品质好等优良特性，

常年位居我国淡水养殖产量之首。据 2020年渔业

年鉴数据显示，2019年我国草鱼养殖产量高达

553万 t，占淡水鱼类养殖总产量的 18.36%[21]。草

鱼肠道中存在大量的微生物，主要由变形菌门

(Proteobacteria)、厚壁菌门 (Firmicutes)和放线菌

门 (Actinobacteria)组成 [22]。随着养殖规模和密度

的不断提高，养殖环境的逐步恶化，病原微生物

感染频发，导致草鱼大规模死亡，造成严重的经

济损失[23]。因此，开展草鱼病害防控相关研究对

于其养殖产业的健康发展非常重要。本研究选择

恩诺沙星及氟苯尼考 2种渔用抗菌素进行拌食投

喂，探究其对草鱼肠道免疫和菌群的影响。本研

究结果将加深我们对抗菌素的认识，为草鱼的绿

色健康养殖提供新的参考。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

草鱼 [体重 (64.00 ± 0.34) g]购自广东省中山

市养殖基地，草鱼运回来之后暂养在 (28±2) °C的

水温度中，保持溶氧充足，水质干净。2周后选

取健康、体重均匀的草鱼。恩诺沙星 (CAS号：

93106-60-6)与氟苯尼考 (CAS号：73231-34-2)标
准品购于上海阿拉丁生化科技股份有限公司。

 1.2    实验设计

本次实验总共分为 3组，即基础饲料 (对照

组)、基础饲料添加恩诺沙星和基础饲料添加氟苯

尼考，每组分 3个重复，每个重复 30尾鱼，实验

期为 2周。恩诺沙星和氟苯尼考含量是根据《渔药

使用规范》(SC/T 1132—2016)[13] 和相关文献[24-26]，

恩诺沙星和氟苯尼考饲料含量均为 10 mg/kg。养

殖期间水温保持在约 28 °C，溶解氧大于 5 mg/L，
pH为 7.5。实验过程中操作人员严格遵守仲恺农

业工程学院动物保护和使用委员会伦理规范， 并
按照仲恺农业工程学院动物保护和使用委员会伦

理委员会制定的规章制度执行。

 1.3    免疫基因 mRNA的表达分析

总 RNA的提取按照 RNAiso Plus试剂说明书

进行，提取草鱼后肠的总 RNA浓度及纯度用超微

量分光光度计 (NanoDrop2000，美国)和琼脂糖凝

胶电泳进行检测。根据 NCBI数据库下载草鱼免

疫相关基因序列，设计草鱼免疫相关基因上、下

引物，通过 PCR扩增进行引物筛选，β-actin 作为

内参基因 (表 1)。本实验选择的基因：肿瘤坏死因

子 α(tumor necrosis factor-α，TNF-α)、白细胞介素

1β (interleukin-1β，IL-1β)[27]、白细胞介素 12 (interl-
eukin-12，IL-12)[27]、Toll样受体 4(recombinant toll
Like receptor 4，TLR4)、核转录因子 κB-P65(nuc-
lear transcription factor-kappa B-P65，NF-κB-P65)[28]、
表 面 免 疫 球 蛋 白 M(surface  immunoglobulin  M，

sIgM)[28]、连接黏膜分子 (junctional adhesion mole-
cule 3，JAM3)、闭合小环蛋白 [3种 ZO蛋白基因

(zonula occludens，ZO-1、ZO-2、ZO-3)]、闭合蛋

白基因 (occludin)、跨膜蛋白 [2种 CLDN蛋白基

因 (CLDN-1、CLDN-6)] 、主要组织相容性复合体

Ⅱ(major histocompatibility  complex  Ⅱ，MHC Ⅱ)。
以 cDNA为模板，进行荧光定量 PCR(real-time
quantitative PCR，qRT-PCR)，qRT-PCR反应体系
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(20 μL)：SYBR酶 10 μL，上下游引物各 0.4 μL，
cDNA模板 4 μL，双蒸水 5.2 μL。qRT-PCR反应

程序：95 °C 30 s，95 °C 10 s，60 °C 30 s，40个循

环。利用 2−△△CT 法计算基因的相对表达量。

 1.4    草鱼后肠抗氧化酶的测定

抗氧化酶的测试参考相关文献[29] ，从 3组草

鱼中每组随机选取 6尾草鱼取后肠制成 10%组织

匀浆。实验测定了 3组草鱼后肠中谷胱甘肽过氧

化物酶 (GPx)、过氧化氢酶 (CAT)、超氧化物歧化

酶 (SOD)和丙二醛 (MDA)的酶活性。所有酶活试

剂盒均购置于南京建成生物科技有限公司，测定

方法按照试剂盒说明书进行。用碧云天生物技术

Bradford蛋白检测定试剂盒测定最终浓度并归一

化为相应样品的蛋白浓度。

 1.5    肠道菌群高通量测序

参考相关文献 [30-31]，从 3组草鱼中每组随机

表 1    实验所用引物

Tab. 1    Primers used in the experiments

基因　　
genes　　

引物名称
primers

序列(5′-3′)
sequences (5′-3′)

应用
application

TNF-α TNF-α-F CGTATGGCGGGTGTGTGG qRT-PCR

TNF-α-R AAAGCCTGGTCCTGGTTC

IL-1β IL-1β-F GTGTCTGGCCATTTCCAAGAGTA qRT-PCR

IL-1β-R GGTGTTGAGAGTTTCAGTGACCT

IL-12 IL-12-F ACCATCTTCCTACTTCCC qRT-PCR

IL-12-R ACAGGTTCCATTCACTCC

TLR4 TLR4-F GAATAATGGGCAGCCGTAAAGTC qRT-PCR

TLR4-R TCCTCTCTTCCACATCTTCCAGA

NF-κB-P65 NF-κB-P65-F TATTCCTGAAGCGAAGATCTGGG qRT-PCR

NF-κB-P65R TTGGAGCTCTGTTGTCGTAGATG

sIgM sIgM -F CTTTCACTCCGATGTATCACGC qRT-PCR

sIgM -R TGAAACGATGACCCTGACATGT

JAM3 JAM3-F GTTAGTGTGATGATGTGTGGCTG qRT-PCR

JAM3-R CGTCGAGCAGGTGATAAATTGTC

ZO-1 ZO-1-F GTGAAAACACCCAGTGACATCAG qRT-PCR

ZO-1-R CAATCTCCCAGGTGTCTAAAGCT

ZO-2 ZO-2-F GTGTTTCAAGTGTGGGTATCTGC qRT-PCR

ZO-2-R GTTGTAACAGGTGTGTCGAAAGG

ZO-3 ZO-3-F AAGCACCTAACCCTGGATGTAAG qRT-PCR

ZO-3-R AGATTACCTCTGGGATCAGGTGA

occludin occludin-F GCAGTACGGATTAGGTTACGGAT qRT-PCR

occludin-R GTAAGGGGTCGGGTAAGAATTGT

CLDN-1 CLDN -1-F GCAGTACGGATTAGGTTACGGAT qRT-PCR

CLDN-1-R GTAAGGGGTCGGGTAAGAATTGT

CLDN-6 CLDN-6-F CATCGGGAACAACATTGTAACGG qRT-PCR

CLDN-6-R GTACAGATGAGCAAAGCGAGAAC

MHC Ⅱ MHC Ⅱ-F CGACTTCTACCCTCAACC qRT-PCR

MHC Ⅱ-R GGCGTGCTCCACCATACA

β-actin β-actin-F ACCCACACCGTGCCCATCTA qRT-PCR

β-actin-R CGGACAATTTCTCTTTCGGCTG

16S rRNA V3-V4 343F TACGGRAGGCAGCAG Illumina测序

798R AGGGTATCTAATCCT
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选取 6尾草鱼取后肠做后续基因组 DNA提取，

16S rRNA 高通量测序以及后续的生物信息学分析。

对样品进行 DNA的提取，提取的 DNA用琼脂糖

凝胶电泳和分光光度法 (260 nm/280 nm吸光度)进
行质量检测。以 DNA为模板，使用高保真酶进

行 PCR扩增。PCR反应条件：98 °C预变性 3 min；
98 °C变性 30 s；50 °C退火 30 s；72 °C延伸 30 s；
27个循环；72 °C后保温 5 min。测序及后续数据

分析处理过程由上海欧易生物医学科技有限公司

进行。

 1.6    生物信息学分析及数据分析

使用 Trimmomatic软件对原始双端序列进行

去杂，利用 FLASH软件对序列进行拼接，并使

用 UCHIME(version 2.4.2)软件去除干净序列中的

嵌合体，得到用于可操作分类单元 (operational
taxonomic unit，OTU)划分的优质序列。测序数据

预处理生成优质序列之后，采用 VSEARCH软件，

按照 97%的相似度进行 OTU分类，对比 Silva
(version 123)数据库比对注释，得到每个 OTU对

应的物种信息，物种比对注释使用 RDP classi-
fier软件，保留置信区间大于 0.7的注释结果。对

测得的有效数据进行分类单元聚类、OTUs丰度、

α/β多样性分析。生物信息学分析利用 α多样性指

数，包括 Simpson指数、Chao 1指数、Shannon
指数对肠道微生物 α多样性进行分析。群落 β多

样性分析采用 unweighted-unifrac和 binary-jaccard
算法，用 QIIME软件进行主坐标分析 (principal
coordinate analysis，PCoA)以及聚类热图的绘制。

用 SPSS 26.0软件对多样性数据进行 t 检验，P <
0.05表示差异显著。

实验结果用平均值±标准差 (mean ± SD)表示，

统计学检验利用 SPSS 26.0软件进行单因素方差分

析，P < 0.05表示差异显著，P < 0.01表示差异极显

著。最终结果利用 GraphPad Prism 8软件进行作图。

 2    结果

 2.1    投喂抗菌素导致肠道氧化损伤

为了探究饲喂 2种添加抗菌素类饲料对草鱼

肠道的氧化损伤作用。本实验测定了 3组草鱼肠

道的 SOD、CAT、GPx、MDA的酶活性。结果显

示，与对照组相比，恩诺沙星组和氟苯尼考组中

的 SOD、CAT和 GPx的含量显著下降 (图 1-a~c)，
MDA含量显著增加 (图 1-d)。

 2.2    抗菌素的投喂调控免疫相关因子的表达

为进一步探究饲喂 2种抗菌素对草鱼肠道的

免疫因子相关基因表达的影响，本研究通过 qRT-
PCR检测了肠道中免疫相关基因的表达水平。与

对照组相比，恩诺沙星组和氟苯尼考组中的促炎

因子如 TNF-α、IL-1β、IL-12表达量均显著降低，

而恩诺沙星处理组中的 NF-κB-P65和 sIgM 表达量

变化不明显，氟苯尼考处理显著降低了 NF-κB-P65
和 sIgM 的表达水平 (图 2-a)。

肠道屏障作为体内抵御病毒的三大屏障之一

具有十分重要的作用。据报道，抗菌素能通过肠

道微生物区系及其衍生的单链脂肪酸对肠道屏障

的完整性进行破坏[32]。因此，实验进一步研究了

抗菌素对紧密连接蛋白的影响。与对照组相比，

恩诺沙星及氟苯尼考组投喂显著降低了 ZO-1、ZO-
2、occludin、CLDN-1、JAM3的表达水平 (图 2-b)。
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图 1    添加恩诺沙星与氟苯尼考饲料对草鱼后肠

分析抗氧化酶活性

(a)  SOD， (b)  GPx， (c)  CAT， (d)  MDA；1. 对照，2. 恩诺沙星，

3. 氟苯尼考；*. P < 0.05，**. P < 0.01，下同。

Fig. 1    The antioxidant enzyme activities in the hindgut
of C. idella fed with dietary enrofloxacin and florfenicol
(a)  SOD,  (b)  GPx,  (c)  CAT,  (d)  MDA;  1.  control， 2.  enrofloxacin，
3. florfenicol；*. P < 0.05, **. P < 0.01, the same bwlow.
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 2.3    肠道微生物群落 α多样性分析

实验利用高通量测序技术对 3 个实验组的草

鱼后肠微生物群落组成和多样性进行了分析评估。

结果显示，3个实验组共产生 3 912个 OTUs，其

中共有 OTUs数量为 134个 (图 3-a)。从图 3-b中

可以看出，3个分组的稀薄曲线在水平下趋于平

坦，并达到饱和，说明所获得的序列可以反映每

个样本中的大多数细菌多样性。基于 Kruskal-wal-
lis算法， α群落多样性指数 Simpson、Chao  1、
Shannon在各组别之间差异不显著 (P > 0.05，图 3-
c~e)。α多样性分析结果显示，投喂恩诺沙星和氟

苯尼考后肠道菌群丰富度和 α多样性无显著性变

化 (P > 0.05)。

 2.4    抗菌素对肠道微生物群落相对丰度的影响

3组草鱼后肠细菌群落结构在门分类水平上

具有较高的多样性，相对丰度前 15种主要包括拟

杆菌门 (Bacteroidetes)、变形菌门、厚壁菌门、梭

杆菌门 (Fusobacteria)、放线菌门等，正常饲料组

中的拟杆菌门、变形菌门、厚壁菌门和梭杆菌门

属于优势菌门，恩诺沙星添加组对上述 4种细菌

门差异不显著，而在氟苯尼考添加组中，变形菌

门及放线菌门的比例显著升高，梭杆菌门的比例

显著下降 (图 4-a)。
在属水平上的细菌群落组成如图 4-c所示，

相对丰度前 15的主要包含拟杆菌属 (Bacteroides)、
鲸杆菌属 (Cetobacterium)、气单胞菌属、ZOR006、
弧菌属、希瓦氏菌属 (Shewanella)、另枝菌属

(Alistipes)等。恩诺沙星组与对照组相比，气单胞

菌属、ZOR006、希瓦氏菌属比例显著升高，弧菌

属、另枝菌属和毛螺菌属等比例显著降低，而氟

苯尼考组与对照组相比，拟杆菌属、气单胞菌属

和希瓦氏菌属等比例显著升高，鲸杆菌属、另枝

菌属和螺杆菌属比例显著降低。

 2.5    抗菌素对肠道微生物群落 β多样性分析

基于 unweightedz-unifrac和 binary-jaccard 2种

算法，实验通过 PCoA对 3组肠道菌群的 β多样

性进行分析，以确定样本之间总体群落结构的相

似性。通过图 5可以发现，对照组与恩诺沙星组

和氟苯尼考组无交叉区域，不同组别明显分开。

表明 3组草鱼肠道菌群之间共有 OTUs少，3组间

的相似度较低。

 2.6    抗菌素对肠道微生物群落物种的影响

在属水平上，实验根据差异物种的相对丰度

前 30物种进行热图绘制。通过对恩诺沙星组和氟

苯尼考组与对照组的比较，发现较对照组而言，

恩诺沙星组差异物种相对较少，氟苯尼考组差异

物种相对较多 (图 6-a)。在这些差异物种中，3种

病原菌分别是希瓦氏菌属 (图 6-b)、气单胞菌属

(图 6-c)和肠球菌属 (Enterococcus，图 6-d)。实验

结果显示，3种菌在 3组草鱼的肠道中表达量差

异显著。希瓦氏菌属在恩诺沙星组和氟苯尼考组

显著上升，气单胞菌属在恩诺沙星组显著上升，

在氟苯尼考组差异不显著，肠球菌属在氟苯尼考

组显著上升，但在恩诺沙星组差异不显著。

 3    讨论

抗菌素作为防控细菌疾病的药物在水产养殖

中已经广泛应用[33]。抗菌素的使用在一定程度上
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图 2    添加恩诺沙星与氟苯尼考饲料对草鱼肠道免疫相关因子 (a)和肠道黏膜蛋白 (b)的定量分析

Fig. 2    The mRNA relative expressions of intestinal immune related factors (a) and intestinal mucosa proteins related
factors (b) of C. idella treated with dietary enrofloxacin and florfenicol

(a) 1.TNFα, 2. IL-1β, 3. IL-12, 4. TLR4, 5. NF-κB-P65, 6. MHC Ⅱ, 7. sIgM; (b) 1. ZO-1, 2. ZO-2, 3. ZO-3, 4. occludin, 5. CLDN-1, 6. CLDN-6, 7. JAM3.
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治疗细菌性疾病，同时也会改变肠道菌群结构，

影响机体的免疫反应，导致部分病原菌穿过肠道

屏障，并进入肠道中定殖[34]。本次实验研究恩诺

沙星和氟苯尼考对草鱼的免疫及肠道菌群结构和

多样性的影响，旨在为草鱼的健康养殖提供理论

依据。

氧化应激是体内氧化与抗氧化作用失衡的一

种状态，由自由基在体内产生的一种负面作用。

在鱼体的组织内存在一套完整的防御机制来保护

机体免受氧化应激的损伤 [35]。SOD、CAT和 GPx
等抗氧化酶是机体内主要的抗氧化酶，能通过一

系列反应消除氧自由基。MDA是脂质过氧化物的

最终产物，其含量的高低能间接反映出氧自由基

的含量[36-37]。在斑马鱼 (Danio rerio)[38] 和罗氏沼虾

(Macrobrachium rosenbergii)[39] 研究中，投喂抗菌

素后，抗氧化剂含量均显著下降，与我们的实验

结果相似。

肠道作为鱼类重要的免疫器官，其免疫相关

因子在免疫应答过程中起着关键作用。IL-1β、IL-
12、TNF-α是促进炎症反应的促炎因子[36]，NF-κB-
P65和 TLR4是免疫系统中的诱导表达的调节因子，

sIgM是 B细胞分泌的一种基本抗体[40-41]，MHC Ⅱ
是抗原递呈能力的标志[42]。Fung等[43] 在小鼠 (Mus
musculus)中发现，抗菌素治疗促进小鼠大脑中

TNF-α 和 IL-1β 的表达水平，调控了神经递质异常

消化及代谢和神经元可塑性，这与本实验结果相

反。本次实验中，氟苯尼考投喂显著降低了免疫

因 子 TNFα、 IL-1β、 IL-12、 TLR4、 NF-κB-P65、
MHC Ⅱ的 mRNA表达水平，恩诺沙星对 NF-κB-
P65和 sIgM 的表达水平没有显著影响。表明投喂
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图 3    饲喂添加恩诺沙星及添加氟苯尼考饲料的草鱼肠道菌群 α多样性

(a)每个样品共同和独有 OTU数的韦恩图，(b)基于 OTU聚类阈值为 97 %相似性的不同分组的稀薄曲线，(c) Shannon指数，(d) Chao 1指
数，(e) Simpson指数；多样性指数都是基于 Kruskal-wallis算法；ns. 差异不显著 (P > 0.05)；下同。

Fig. 3    α diversity of the intestinal flora of C. idella fed with dietary enrofloxacin and florfenicol
(a) The Venn diagram of the number of common and unique OTUs for each sample, (b) rarefied curve of different groups based on the OTU clustering
threshold of 97% similarity, (c) Shannon index, (d) Chao 1 index, (e) Simpson index; diversity index is based on Kruskal-wallis algorithm; ns. indicates
that the difference is not significant (P > 0.05); the same below.
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不同抗菌素对草鱼机体免疫反应有着不同的影响。

肠道黏膜屏障是肠道三大屏障之一，能防止

有害物质进入机体。紧密连接蛋白允许离子及小

分子可溶性物质通过，阻挡毒性大分子及微生物

的功能，这种特殊的功能在肠道黏膜屏障中具有

举足轻重的功能 [44]。本次实验中，投喂 2种抗菌

素 后 ， 黏 膜 免 疫 基 因 ZO-1、 ZO-2、 occludin、
CLDN-1、CLDN-6和 JAM3的 mRNA表达水平降

低，表明饲喂抗菌素类饲料对肠道黏膜免疫有一

定的抑制作用。周利[35] 认为，长期将抗菌素作为

饲料添加剂使用会破坏鱼的免疫系统，降低机体

对疾病的抵抗能力。本次实验结果证实投喂恩诺

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1 2 3

相
对

丰
度

re
la

ti
v
e 

ab
u
n
d
an

ce

Epsilonbacteraeota

拟杆菌属　Bacteroides
鲸杆菌属　Cetobacterium
气单胞菌属　Aeromonas
ZOR0006

毛螺菌属　Lachnospiraceae

弧菌属　Vibrio
希瓦氏菌属　Shewanella

大肠埃氏菌属−志贺氏菌属　Escherichia-Shigella

狄氏副拟杆菌　Parabacteroides

短螺旋体属　Lachnospiraceae
Kosakonia

拟普雷沃氏菌属　Alloprevotella
螺杆菌属　Helicobacter
Prevotella_9

另枝菌属　Alistipes

螺旋体门　Spirochaetes

拟杆菌门　Bacteroidetse
变形菌门　Proteobacteria
厚壁菌门　Firmicutes 
梭杆菌门　Fusobacteria

放线菌门　Actinobacteria

芽单胞菌门　Gemmatimonadetes

酸杆菌门　Acidobacteria

软壁菌门　Tenericutes
Patescibacteria
绿弯菌门　Chloroflexi

脱铁杆菌门　Deferribacteres

硝化螺旋菌门　Nitrospirae 
迷踪菌门　Elusimicrobia

组别
groups

(a)

1 2 3

组别
groups

(b) 
图 4    饲喂添加恩诺沙星 (a)及添加氟苯尼考 (b)饲料的草鱼肠道菌群门水平和属水平菌群结构及分布

Fig. 4    The structure and distribution of the intestinal flora of C. idella at the phylum level and genus level treated with
dietary enrofloxacin (a) and florfenicol (b)
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图 5    基于 unweighted-unifrac(a)和 binary-jaccard(b)算法的不同分组肠道菌群的主坐标分析

Fig. 5    The unweighted-unifrac (a) and binary-jaccard (b) algorithms used to analyze the principal coordinates of
intestinal flora in different groups
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沙星及氟苯尼考后降低肠道炎症的产生，同时也

破坏肠道黏膜免疫系统，为病原菌入侵机体肠道

提供了可乘之机。

不同动物的肠道细菌群落组成各不相同，哺

乳动物中最主要的门是厚壁菌门和拟杆菌门 [45]。

本研究显示，梭杆菌门、拟杆菌门、变形菌门、

厚壁菌门、放线菌门为草鱼肠道菌群的优势菌门，

这与鲤 (Cyprinus carpio)[46]、虹鳟[47] 和斑马鱼[48] 的

研究一致，且优势菌群的比例与其他学者的研究

结果相似。有研究表明，不同抗菌素对肠道菌群
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图 6    饲喂恩诺沙星及添加氟苯尼考的草鱼肠道菌群差异物种分析

(a)属水平上差异物种热图，c、e 和 f 分别表示对照组、恩诺沙星组和氟苯尼考组；(b)希瓦氏菌属；(c)气单胞菌属；(d)肠球菌属。

Fig. 6    Analysis of the different species of the intestinal flora of C. idella fed with dietary enrofloxacin and florfenicol
(a)  The  heat  map  of  different  species  at  genus  level,  c,  e  and  f  denote  the  control,  enrofloxacin  and  florfenicol  groups,  respectively,  (b) Shewanella,
(c) Aeromonas, (d) Enterococcu.
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的影响差异明显 [49-51]。鱼类肠道菌群不仅与内在

因素密切相关[52]，也与抗菌素的种类有关，我们

的结果也证实这一现象。

物种生态系统的稳定，与物种多样性的丰富

度息息相关[53]。越来越多的研究表明，抗菌素的

使用不会影响肠道菌群的物种丰度，但会改变肠

道菌群的组成[54-55]。Zhou等[55] 研究发现，土霉素

暴露组变形杆菌含量显著低于对照组，而磺胺甲

恶唑暴露组变形杆菌含量较对照组而言无显著差

异性，但均没有改变肠道菌群总的物种丰度，我

们的实验结果也发现，不同抗菌素对不同细菌的

影响不一样，但并不会改变肠道菌群总的物种丰

度。这表明投喂恩诺沙星和氟苯尼考虽然不会影

响草鱼肠道菌群物种丰度，但可能会通过抑制敏

感微生物和促进机会性细菌的增殖来改变草鱼肠

道菌群的组成[56]。通过差异物种热图 (图 6)分析，

我们发现与对照组相比，不同物种在恩诺沙星组

和氟苯尼考组的相对丰度有区别。希瓦氏菌属是

一种革兰氏阴性菌，一般为条件致病菌[57]，但长

期抗菌素的使用会导致病原菌发生变化[58]。气单

胞菌属为革兰氏阴性菌，广泛分布于自然界的水

中，是水产动物重要的致病菌之一[59]，其含量增

加会导致鱼出现肠炎和败血症等疾病[60]。肠球菌

属为革兰氏阳性菌，广泛存在于人和动物的肠道

中，在需氧革兰氏阳性球菌中，它是仅次于葡萄

球菌属的重要院内感染致病菌[61]，但在水产养殖

中也被当作一种有益菌添加到饲料中[62]。与对照

组相比，恩诺沙星组和氟苯尼考组病原菌显著增

加。与氟苯尼考 对比，恩诺沙星组病原菌增加的

种类更少。

综上所述，饲料中添加恩诺沙星或氟苯尼考

会导致机体氧化应激，影响机体免疫反应，改变

肠道菌群的组成，且不同抗菌素对草鱼机体免疫

和肠道菌群的影响存在一定差异，本研究结果为

草鱼病害防控和健康养殖提供新的理论基础。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of antimicrobials on intestinal immunity and microflora in
grass carp (Ctenopharyngodon idella)

HUANG Yao ,     QIN Zhendong ,     CHEN Jiajun ,     YANG Minxuan ,     XU Zizheng ,     YANG Youcheng ,    
LI Feng ,     ZHAN Fanbin ,     LI Yanan ,     LI Qingqing ,     LIN Li *,     SHI Fei *

(Guangdong Provincial Water Environment and Aquatic Products Security Engineering Technology Research Center, Guangzhou Key
Laboratory of Aquatic Animal Diseases and Waterfowl Breeding, College of Animal Sciences and Technology,

Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou　510225, China)

Abstract: Grass carp (Ctenopharyngodon idella) were fed with basic feed (control group), basic feed supplemen-
ted with enrofloxacin or florfenicol for two weeks, respectively. Thereafter, enzyme activity, real time quantitative
PCR (qRT-PCR), and high-throughput sequencing were used to analyze the effects of these two antimicrobials on
the intestinal  oxidative stress,  immunity and intestinal  microflora of C. idella. The results  showed that,  (1) addi-
tions of enrofloxacin and florfenicol could reduce the content of glutathione peroxidase (GPX), catalase (CAT) and
superoxide  dismutase  (SOD)  in  the  intestines  of C.  idella,  while  they  increased  the  amount  of  malondialdehyde
(MDA), resulting in oxidative stress in the intestines of C. idella. (2) In the florfenicol group, the mRNA expres-
sions  of  immune related  factors,  including TNF-α,  IL-1β,  IL-12,  NF-κB-p65,  sIgM  and  intestinal  mucosa-related
protein ZO-1, ZO-2, occludin, CLDN-1 and JAM3 were significantly lower than those in the control group. In the
enrofloxacin group, the mRNA expressions of immune related factor, including TNF-α, IL-1 β, IL-12, TLR4, MHC
Ⅱ and intestinal mucosa-related protein ZO-2, occludin, CLDN-1 and JAM3 were significantly lower than those in
the control group. (3) The results of high throughput 16S rRNA sequencing showed that the additions of antimicro-
bials had no significant effects on α diversity (P > 0.05) of microflora in C. idella intestine. However, there were
significant  changes  in  β  diversity  (P <  0.05).  The  results  showed that  neither  of  the  two antibiotics  affected  the
community richness, but they changed the diversity among the sample communities. Taken together, dietary enro-
floxacin and florfenicol could cause oxidative stress, inhibit the intestinal immunity as well as affect the intestinal
microflora of C. idella. This study provides a reference for the researches related to the prevention and control of
C. idella diseases and the green and healthy culture of C. idella.

Key words: Ctenopharyngodon idella; antimicrobial; enrofloxacin; florfenicol; immunity; intestinal microflora
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