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·基础研究·
不同大菱鲆( )个体肠道菌群结构差异研究 *
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摘要目的：肠道微生物能够帮助宿主完成多种生理生化功能，对宿主的健康生长也起到非常重要的作用。大菱鲆（Scophthalmus
maximus）是我国北方最重要的海水养殖品种之一。然而，细菌性疾病的频发造成大规模的鱼类死亡。此外，许多大菱鲆致病菌也
被证实是人类潜在的致病菌。因此鉴定成年养殖大菱鲆肠道中所包含的核心菌群，并筛选可能与大菱鲆或人类健康密切相关的

细菌尤为重要。方法：构建三个大菱鲆个体肠道 16S rRNA文库，利用限制性片段长度多态性分析（RFLP）及生物信息学技术研究
三个大菱鲆个体肠道菌群结构及多样性。结果：共得到 758个阳性克隆，16个 OTU类型。分类分析显示，变形菌门在大菱鲆肠道
中占优势地位。进一步将细菌按属来分类显示，弧菌属所占的比例最高，约为 95.3%。韦恩图显示大菱鲆三个个体共有的 OTU类
型数量为 3，分别占三个大菱鲆个体肠道文库中阳性克隆总数的 94.9%、96.7%以及 93.5%。分类结果显示它们分别属于条件致病
菌哈氏弧菌、副溶血弧菌和创伤弧菌。结论：大菱鲆的核心肠道菌群为弧菌属，它的主要成员哈氏弧菌、副溶血弧菌和创伤弧菌对

大菱鲆及人类的健康起到关键的作用。在水产养殖过程中，通过监控这些弧菌种类的浓度变化能够及时对养殖环境进行评价，并

及时调整温度、水质等因素，这为预防大菱鲆细菌性疾病，保证人类健康提供重要的理论依据。
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Different Taxonomic Distribution of Gastrointestinal Tract Microbiome
of Turbot ( ) Individuals*

Microbial community of gastrointestinal tract plays an important role in host physiology and health. Turbot
( ) is one of the most important farmed species in northern China. However, bacterial diseases have become
increasingly prominent which lead to considerable mortality. Moreover, many pathogenic bacteria of turbot were also identified as
potential human pathogens. Therefore, it is important to identify the core intestinal microbiota in farmed adult turbot (

), and the bacteria which may be associated with turbot or human health. Restriction fragment length polymorphism
(RFLP) and bioinformatics were applied to investigate the bacterial composition and diversity of gastrointestinal tract in three individuals.

A total of 758 positive clones and 16 OTUs were obtained in this study. Taxonomic analysis indicated that Proteobacteria were
dominated in the turbot gastrointestinal microbiome. At the genus level, Vibrio was the most dominated genus, accounting for 95.3% of
all positive clones. Venn diagram showed that the number of OTUs shared between three turbot gastrointestinal libraries was 3, i.e.,
94.9%, 96.7% and 93.5% of the positive clones were present in the three turbot gastrointestinal libraries, respectively. Taxonomy showed
that the shared OTUs belonged to . The core intestinal microbiota of
farmed adult turbot was Vibrio. Within Vibrio, the three main species, , and were
recognized as potential pathogens which played an important role on turbot and human health. In aquaculture, farming environment can
be evaluated and some other factors, such as temperature, water quality could be also regulated timely by monitoring the change of the
concentration of Vibrio species. This study provided an important foundation for preventing bacterial diseases in turbot and defending
human health.
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前言

动物的肠道是一个非常复杂的生态系统。在这个生态系统

中，包含着一个多样的、动态的微生物群体。这个群体的组成与

活性取决于宿主的遗传信息、生活方式、营养方式以及外界环

境[1,2]。虽然肠道微生物附着在宿主肠道中特定的位置，并依靠

着宿主的肠道生活，但它同时也能够帮助宿主完成多种生理生

化功能，包括促进食物的消化吸收，维持宿主体内平衡，参与宿

主肠道发育，调节宿主免疫系统，抵御致病菌等[3-5]。有研究表

明，保持肠道菌群结构的稳定性是防止动物或人类疾病，尤其

是细菌性疾病发生的重要因素[6]。目前，许多细菌性疾病被证明

是由条件致病菌引起的。在正常情况下，这些细菌与宿主之间

存在共生关系。一旦受到外界环境的刺激，如温度变化，氧浓度

改变，环境污染等，破坏了宿主体内平衡，条件致病菌大量繁

殖，最终导致疾病的发生[7]。除条件致病菌外，在动物或人类的

肠道中还包含一个特殊的类群—“益生菌”。有研究表明，益生

菌能够在维持肠道微生物正常状态方面发挥重要的作用[6]。大

菱鲆（ ），源产于欧洲，20世纪 90年代初

引入中国，由于具有较高的经济价值，目前已成为我国北方最

重要的海水养殖品种之一。然而，随着水产养殖业的迅速发展，

细菌性疾病的发生率也逐渐增加，造成大规模的鱼类死亡[8]。此

外，许多大菱鲆致病菌也被证实是人类潜在的致病菌，例如弧

菌等。且有研究表明，某些细菌虽然能够稳定存在于第一宿主

体内，但是，一旦侵入第二宿主，就有可能破坏第二宿主的免疫

应答系统，导致疾病的发生[9]。综上所述，研究肠道菌群结构对

大菱鲆以及人类的健康尤为重要。

目前所掌握的大菱鲆相关微生物主要来源于大菱鲆幼体

肠道及皮肤表面，且大多是采用传统的培养方法[10],而对大菱鲆

成鱼肠道菌群结构的研究相对较少。在本研究中，通过 16S

rRNA文库构建及限制性片段长度多态性（RFLP）技术，研究不

同大菱鲆个体的肠道菌群结构差异,以鉴定大菱鲆肠道中所包
含的核心菌群，并筛选可能与大菱鲆或人类健康密切相关的细

菌，为今后水产病害防治、保证水产品安全以及养殖过程中人

员的安全防护等提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 样品采集
实验所采用的大菱鲆均来自青岛市胶南养殖场。这些大菱

鲆养殖在持续充氧并过滤的鱼池当中，鱼池中的水为循环海

水。每天喂食大菱鲆两次，分别是上午八点钟和下午三点钟。鱼

食的配方主要包含 52%的粗蛋白，12%的粗脂肪以及 2.5%的

氨基酸，且并未添加任何益生菌成分。在本实验中，随机挑选成

年健康的（无明显疾病特征，饮食正常）大菱鲆三尾（T1，T2，
T3），平均体重约为 650 g。在上午喂食六小时后，利用麻醉剂
MS-222将其麻醉。在无菌的条件下，利用眼科剪从大菱鲆肛门

处将腹部剪开，并将大菱鲆胃肠道分离出来，PBS缓冲液清洗

残留血液、脂肪等杂质。慢慢地将胃肠道内含物挤出，随后用眼

科剪将胃肠道纵向剪开，使用橡胶刮刀将肠道内壁粘膜慢慢刮

下来[11]。将从每条大菱鲆中分离的内含物和粘膜混合在一起，

放入含有 PBS缓冲液的 50 mL离心管中，混合均匀。4℃条件

下 4,000 rpm离心 20分钟。倒掉上清，剩余的沉淀样品即为所

需大菱鲆肠道微生物。

1.2 基因组 DNA提取及 16S rRNA文库构建
1.2.1 基因组 DNA提取 利用 Qiagen基因组 DNA提取试剂盒
(Qiagen, Germany) 分别提取三条大菱鲆肠道微生物基因组
DNA。每个样品提取两次，TE缓冲液溶解后，-20 ℃保存。
1.2.2 16S rRNA文库构建 以提取的基因组 DNA为模版，使用
16S rRNA扩增引物（27F：5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'，
1492R：5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'）进行 PCR 扩增反
应，扩增产物长度约为 1.5 kb。每个样品同时进行 5管 PCR反

应，PCR反应体系（25 滋L）包括：10× PCR buffer 2.5 滋L, 10 mM
dNTP 0.5 滋L, 5 U/滋L Taq polymerase 0.2 滋L, 10 滋M引物各 0.5

滋L, DNA模版 1 滋L。反应条件为：预变性 94℃ , 5 min; 34个循

环包括 94 ℃ , 30 s, 55 ℃ , 45 s, 72 ℃ , 90 s;延伸 72 ℃ , 10 min。
将每个样品的 5 管 PCR 产物混合并纯化，之后分别与
PMD18-T载体 (Takara, Japan)相连接并转化感受态 Trans5α
(Tiangen, China)。用灭菌牙签随机挑取 200-300个阳性克隆，利

用 M13通用引物进行菌液 PCR扩增反应，检测转化效率。设

置重复实验以保证结果的准确性。

1.3 限制性片度长度多态性（RFLP）与测序分析

利用 I和 I内切酶对上述阳性 PCR产物进行酶

切，酶切位点分别为 GG/CC和 G/CGC。通过分析酶切结果，将

酶切带型相同的归为一个操作分类单元（OTU）。在每个 OTU

类型中，随机挑选三个阳性克隆进行质粒提取以及双端测序。

测序平台为 ABI 3730XL测序仪，测序使用的引物为通用引物
M13。测序得到的序列利用 DNAStar软件进行拼接组装。之后

利用 PhredPhrap 软件去掉载体及质量较差的序列。利用
Bellerophon 软件以及 Greengens 网站（http://greengenes.lbl.

gov）清除含有嵌合体的序列[9]。经过质量筛选后的 16S rRNA

基因序列用于后续分析。将每个代表不同操作分类单元（Ope-

rational Taxonomic Unit, OTU）OTU 类型的 16S rRNA 基因序

列提交到 GenBank数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genban-

k)并取得相应的序列号。
1.4 数据分析

将 16S rRNA序列提交到 RDP与 GenBank 数据库中，进

行细菌分类比对分析（分类最小阈值为 80%），如果 16S rRNA

序列（OTUs）与数据库中的任何序列的相似性小于 95%，则认

为该序列是新菌种 [12]；根据公式[1-(n/N)]× 100 计算每个 16S
rRNA文库的覆盖率（Good, 1953）。其中 n代表含有单个克隆

的 OTU数，N代表 OTU总数；利用 DOTUR软件对每个文库
的多样性进行分析，设定的阈值为 97%。用于检测文库丰度的

系数包括 Chao1、the abundance-based coverage（ACE）以及 int-

erpolated jackknife。用于检测文库多样性的系数包括 Shannon-

Weaver diversity index和 Simpson reciprocal diversity。

2 结果

2.1 16S rRNA文库构建及 RFLP分析结果

利用菌液 PCR扩增反应检测三个文库的转化效率，结果

显示，1.7 kb处的电泳条带单一、清晰，证明连接及转化实验效

果较好（图 1）。进一步分析可知，从三个 16S rRNA文库中共得
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到 758个阳性克隆。每个文库中的阳性克隆数量为 245-262（表
1），所占比例约为 85%-91%。经 I和 I酶切后，电泳检

测均产生条带清晰的酶切条带（图 2、图 3）。进一步分析酶切带

型，共得到 16 个无重复的 OTU 类型（GenBank 序列号为
KF303714-KF303729）。每个 16S rRNA文库中所包含的 OTU

类型为 7-10，覆盖率为 85.7%-90%，上述结果符合 16S rRNA

文库构建标准，能够较准确的反应每个文库中的菌群结构特

征。利用 DOTUR软件对各个文库的丰度及多样性进行计算，

结果显示三个大菱鲆个体肠道文库的多样性特征基本相似。

16S rRNA文库的详细信息见表 1。
2.2 不同大菱鲆个体肠道菌群结构差异分析

将 RFLP分析所得到的 OTU类型进行分类分析，结果显

示 16个 OTU类型一共可归为 4个细菌门类，分别为变形菌

门、厚壁菌门、柔膜菌门以及蓝藻细菌。其中，变形菌门在大菱

鲆三个个体（T1、T2、T3）肠道中均占优势地位，分别约占阳性

克隆总数的 99.2%、98.8%以及 98.5%。此外，大菱鲆 T1肠道中
还包含蓝藻细菌，所占比例约为 0.8%；大菱鲆 T2肠道中还包

括厚壁菌门和柔膜菌门，所占比例分别约为 0.38%和 0.82%；大

菱鲆 T3肠道中还包含厚壁菌门，所占比例约为 1.5%。进一步

将所得到的肠道菌按属分类可知，在大菱鲆三个个体（T1、T2、

T3）肠道中，弧菌所占的比例最大，分别占三个肠道文库中阳性

克隆总数的 96%、96.7%以及 94.7%（图 3）。

图 1 16S rRNA文库阳性克隆检测图

Fig.1 The PCR amplication for positive clones from 16S rRNA clone

library

M: 1kb Marker（1kb, 2 kb, 3 kb, 4 kb, 5 kb, 6 kb, 7 kb, 8 kb, 9 kb, 10 kb）

表 1 三个 16S rRNA文库的覆盖率及多样性分析

Table 1 Clone library coverage and bacterial diversity indices for the 16S rRNA gene clone library constructed from three samples

No. OTUs No. clones Coverage % Chao1 ACE Jackknife Shannon Simpson

T1

T2

T3

9

7

10

253

245

262

88.9

85.7

90

8

6

9

8.5

6.6

10.4

9

7

10

1.03

0.78

1.04

0.46

0.53

0.45

图 2 I、 I酶切检测图

Fig.2 The detection for I and I digestion reaction

利用韦恩图（Venn diagram）进一步研究不同大菱鲆个体肠

道菌群结构关系。结果显示，三个大菱鲆个体肠道文库中共有

的 OTU类型数量为 3，分别占三个大菱鲆个体肠道文库中阳

性克隆总数的 94.9%、96.7%以及 93.5%（图 4、表 2）。对这些共

有的 OTU进行分类分析可知，它们均属于弧菌属，分别为副溶

血弧菌、哈氏弧菌以及创伤弧菌。此外，大菱鲆 T1与 T2肠道

中均含有大菱鲆弧菌；大菱鲆 T2与 T3肠道中均含有溶血不

动杆菌；大菱鲆 T1与 T3肠道中均含有灿烂弧菌和沃当弧菌。

三个大菱鲆个体肠道文库中均包含其特有的 OTU 类型（图
4），但它们在文库中所占的比例均较低。
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图 3 大菱鲆不同个体肠道菌群结构（按属划分）

Fig.3 Bacterial composition of the different gut communities of turbot (at

the genus level)

图 4 三个大菱鲆肠道文库中共有及特有的 OTUs分析图

Fig.4 Venn diagram showing the unique and shared OTUs in the three

turbot gut libraries

表 2 三个大菱鲆肠道文库中共有的细菌种类

Table 2 Shared species among the three gut libraries

Species
No. Shared clones

T1 T2 T3

Shared clones/Total clones (%)

155

68

17

94.9

161

73

3

96.7

156

82

7

93.5

3 讨论

有研究表明，每一物种的肠道中包含着特有的微生物群

体，即“肠道核心菌群”。目前该群体已经在很多物种中被证实[13,14]。

其中，Wu等证明草鱼的“肠道核心菌群”包括变形菌门、厚壁菌

门以及放线菌门[7]。在本实验中，利用 16S rRNA 文库构建及
RFLP分析技术研究成年养殖大菱鲆“肠道核心菌群”。结果显

示，三个成年养殖大菱鲆个体肠道中，变形菌门占优势地位。其

中，弧菌属所占的比例最大，分别为 96%、96.7%以及 94.7%。之

前许多国内外学者利用培养及分子生物学方法证明，弧菌属是

海水鱼肠道微生物中的主要组成部分，它的许多成员与鱼类的

健康密切相关[3,15,16]。此外，本实验中三个大菱鲆个体肠道文库

中共有的 OTU类型数量为 3，分别占三个大菱鲆个体肠道文
库中阳性克隆总数的 94.9%、96.7%以及 93.5%。分类分析显

示，这三个共有的 OTU类型均属于弧菌，且占大菱鲆肠道文库

阳性克隆总数的 95.3%。综上所述，弧菌属构成了成年养殖大

菱鲆的“肠道核心菌群”。

鱼类的肠道被认为是条件致病菌的“储藏基地”[7]。弧菌属

中的许多成员被认为是条件致病菌，能够引起许多水产养殖品

种以及人类致病死亡。到目前为止，从大菱鲆中分离得到的弧

菌种类主要来源于大菱鲆皮肤、大菱鲆幼鱼肠道以及养殖大菱

鲆的海水环境，包括灿烂弧菌，鳗弧菌，大菱鲆弧菌，副溶血弧

菌，鲍内脏弧菌，费氏弧菌，以及鱼肠道弧菌等[10]。在本实验中，

养殖大菱鲆肠道中弧菌属的主要成员包括创伤弧菌、副溶血弧

菌和哈氏弧菌。他们均是水产养殖动物的重要的条件致病菌，

这些细菌的大量繁殖能够破坏宿主自身免疫系统，导致鱼、虾、

蟹在水产养殖中大量死亡，该现象大多发生在动物幼年时期且

发生迅速。其中，哈氏弧菌的致病性还与噬菌体的存在密切相

关[17]。此外，创伤弧菌和副溶血弧菌还是人类重要的致病菌。创

伤弧菌主要通过两种途径感染人类致病。第一，食用生的或未

煮熟的海鲜产品易导致败血症的发生；第二，将开放性创伤暴

露在含有高浓度创伤弧菌的温海水中，导致创伤感染甚至组织

坏死[18]。患有免疫缺陷病的患者和由于遗传缺陷体内含有高浓

度血清铁的患者是上述感染症状的高发人群[17]。副溶血弧菌与

创伤弧菌感染人类的途径基本相似，但感染副溶血弧菌除了会

导致伤口感染、败血症以外，更常见的病症是导致严重的肠胃

炎[19,20]。因此，在养殖大菱鲆过程中，养殖人员要做好防护措施，

避免直接与大菱鲆或养殖海水接触。定时清理鱼池，检测大菱

鲆生长情况及海水中弧菌浓度，及时处理死鱼、病鱼。人们日常

宰杀、处理大菱鲆时，也应注意防护，避免接触伤口。

大菱鲆是重要的经济海水鱼类。本实验中，利用 16S rRNA

文库构建、限制性片段长度多态性（RFLP）技术和生物信息技

术对不同大菱鲆个体肠道菌群结构差异进行研究。结果显示，

大菱鲆肠道中的核心菌群为弧菌属，它主要包括鱼类条件致病

菌哈氏弧菌、副溶血弧菌和创伤弧菌。其中后两者还是重要的

人类致病菌。在水产养殖过程中，监控这些弧菌种类的浓度变

化是保证大菱鲆，甚至人类健康的重要措施。通过本课题的研

究，为今后大菱鲆细菌疾病防治、保证水产品安全以及养殖过

程中人员的安全防护等提供理论依据
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