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不同养殖环境下罗非鱼肠道微生物的比较分析*

张婧怡1,肖 俊2,梁军能2,王婧杰1,2,张 旭1,2,罗永巨1,2**

(1.广西大学动物科学技术学院,广西南宁 530004;2.广西水产科学研究院,广西南宁 530021)

摘要:为了比较不同养殖环境下罗非鱼肠道菌群结构和相对丰度变化规律,选取稻田和池塘两种养殖环境下的

罗非鱼为研究对象,定期测定实验期间的水质指标(溶氧、水温、pH值和氨氮),取养殖202
 

d的罗非鱼,通过

16S
 

rRNA高通量测序检测其肠道微生物,并分析不同养殖环境下罗非鱼肠道菌群的变化规律。实验结果表

明,养殖水质参数均在正常范围内,但不同养殖环境的水质参数存在差异,可能会导致罗非鱼肠道微生物的结

构组成和多样性发生变化。在两种不同养殖环境下,梭杆菌门(Fusobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)和变形菌

门(Proteobacteria)
 

3个菌群相对丰度均较高。蓝菌门(Cyanobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和放线菌门

(Actinobacteria)物种丰富度存在显著性差异,其中蓝菌门在稻田组的罗非鱼肠道菌群中所占比例高于池塘

组,而拟杆菌门和放线菌门在池塘组的罗非鱼肠道菌群中所占比例高于稻田组;在属水平下,Cetobacterium,

Paeniclostrdium 和Romboutsia 等菌属在稻田组罗非鱼肠道菌群相对丰度较高,池塘组罗非鱼肠道菌群相对

丰度较高的菌属为Cetobacterium,Enterovibrio和Plesiomonas等。不同养殖环境下,罗非鱼肠道微生物菌群

分布及丰度有显著差异,该变化可为罗非鱼肠道微生物的研究提供基础数据。
关键词:稻田养殖 池塘养殖 罗非鱼 肠道菌群 相对丰度
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0 引言

  罗非鱼具有食性广、环境适应性和抗病能力强等

特点,是主要的水产养殖种类之一。池塘养殖是我国

淡水养殖业最重要的养殖模式。2018年我国池塘养

殖面积为266.68万hm2,占全国淡水养殖面积的

51.82%,同年我国淡水养殖产量为2
 

959.84万t,池

塘养殖产量为2
 

210.97万t,占全国淡水养殖产量的

74.70%[1]。近年来,稻鱼综合种养生态养殖技术得

到广泛应用,主要是由于该技术能够有效利用稻鱼互

利共生的关系,改善养殖生态条件,对提高水产养殖

业的经济社会效益具有重要作用。

  动物的肠道菌群组成与其生活的环境因子、生理

状态和发育阶段等因素有着密切联系[24]。水生动物
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生活在水环境中,其消化道短,肠道菌群的相对丰度

容易受到外界环境的影响,进而也会影响养殖动物健

康及其肠道微生物组成[56]。肠道微生物在鱼类的生

长发育过程中起着非常重要的作用,既能参与机体自

身营养物质的消化吸收,同时也可调控机体的防御功

能,从而促进鱼类的健康发育。李存玉等[7]在池塘和

工厂化两种不同养殖条件下养殖牙鲆,发现牙鲆的肠

道微生物菌群结构差别很大,菌群丰度与多样性差异

明显,不同养殖环境对牙鲆肠道微生物的影响不同;

Li等[8]采用16S
 

rRNA克隆文库方法,对实验室养

殖条件下的南美白对虾肠道细菌进行多样性研究,发
现南美白对虾肠道的16S

 

rRNA克隆文库中126个

克隆子分属2个不同的细菌类群:变形菌门和厚壁菌

门;佟延南等[9]研究发现,罗非鱼肠道内乳球菌属随

养殖周期的推移呈现下降趋势,芽孢杆菌属、假单胞

菌属和分枝杆菌属呈先增后减的变化趋势,梭菌属和

邻单胞菌属在养殖前期所占比例最高。之前的研究

主要集中在养殖环境和饲料添加对鱼类肠道微生物

的影响方面,对其肠道微生物分布情况的研究比较匮

乏[10]。因此,本实验采用16S
 

rRNA高通量测序技

术,对池塘和稻田两种不同养殖环境下,罗非鱼肠道

菌群组成变化进行研究,为不同养殖方式下罗非鱼肠

道微生物生理学研究提供基础数据和参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物及养殖

  实验鱼分为稻田组(DT组)和池塘组(CT组)两
组,分别养殖于隆安县那桐镇定江村定典屯水稻研究

所实验基地和国家级罗非鱼良种场(广西壮族自治区

水产科 学 研 究 院 武 鸣 基 地),养 殖 鱼 苗 规 格 均 为

150—200
 

g,同一天投放,投放密度为3
 

000尾/hm2,
每天投喂罗非鱼2次,上午、下午各一次。

1.2 取样方法

  在基地每隔30
 

d检测养殖水体的水温、溶氧

(DO)、pH值和氨氮(纳氏试剂比色法)。

  养殖202
 

d后,每组随机选取健康无病、体格相

近的实验鱼3尾(分别记为稻田组DT1、DT2、DT3,
池塘组 CT1、CT2、CT3),经测量,体长为(20.0±
3.5)

 

cm,体质量为(400±26)
 

g。使用间氨基苯甲酸

乙酯甲磺酸盐(MS222)对其深度麻醉,用70%乙醇

擦拭罗非鱼体表,解剖罗非鱼后取肠道微生物置于2
 

mL冻存管中,随即投入液氮中速冻,后置-80℃冰

箱保存备用。

1.3 PCR扩增及基因文库构建

  通过16S
 

rRNA高通量测序检测其肠道微生物。

1.3.1 基因组DNA的提取和PCR扩增

  采用CTAB方法[11]对样本基因组DNA进行提

取,并利用琼脂糖凝胶电泳检DNA纯度和浓度,取
适量的样本DNA于离心管中,使用无菌水稀释至1

 

ng/μL。以稀释后的基因组DNA为模板,根据测序

区域的选择,使用带Barcode的特异引物(表1),New
 

England
 

Biolabs公 司 的 Phusion
 

HighFidelity
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

with
 

GC
 

Buffer和高效高保真酶进

行PCR,确保扩增效率和准确性。
表1 细菌16S引物及其对应区域

Table
 

1 Primers
 

of
 

bacterial
 

16S
  

and
 

their
 

corresponding
 

re-

gions

区域
Region

引物名称
Primer

 

name
引物序列(5'→3')
Primer

 

sequence
 

(5'→3')

V4 515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA
806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V3V4 341F CCTAYGGGRBGCASCAG
806R GGACTACNNGGGTATCTAAT

注:下划线部分为Barcode序列

Note:Barcode
 

sequence
 

is
 

underlined

1.3.2 PCR产物的混样和纯化

  根据浓度进行将上述PCR产物等量混样,充分

混匀后使用1×TAE
 

浓度2%的琼脂糖凝胶电泳纯

化PCR混合产物,再用 Thermo
 

Scientific
 

公司的

GeneJET胶回收试剂盒回收产物。

1.3.3 基因文库构建

  使用 Thermofisher公司的Ion
 

Plus
 

Fragment
 

Library
 

Kit
 

48
 

rxns建库试剂盒,参照试剂盒说明书

进行基因文库的构建。

1.4 测序分析

1.4.1 数据处理

  所有测序分析均由生工生物公司完成。Barcode
序列是 Miseq测序序列中的一种,主要是对reads中

的数据进行拆分,此外还有一种接头序列[12]。在对

测序的数据进行处理时,需要将引物接头序列去除。
此外,存在于PE

 

reads之间的overlap关系可以将成

对的reads[13]整合成一条序列,通过Barcode标签可

将相应的序列识别出来,进而得到各种各样的样本数

据。为了确保样本数据的有效性,需对这些样本数据

的质量进行控制和过滤,从而得到实验最终所需的样

本数据[14]。稀释曲线采用 Mothur
 

v1.30进行分析。

1.4.2 OUTs聚类和物种注释

  利用 Uparse软件[15]对所有样品的全部Clean
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Reads进行聚类,默认以97%的一致性(Identity)将
序 列 聚 类 成 为 Operational

 

Taxonomic
 

Units
(OTUs),利用R语言工具制作Rank

 

Abundance曲

线图,同时依据其算法原则,筛选OTUs中出现频数

最高的序列作为代表序列。

  用 Mothur方法与SILVA132[16]的SSUrRNA
数据库[17]

 

对OTUs序列进行物种注释分析(设定阈

值为0.8—1.0),获得分类学信息并分别在门(Phy-
lum)和属(Genus)水平统计各样本的群落组成。使

用 MUSCLE[18]软件进行快速多序列比对,得到所有

OTUs序列的系统发生关系。最后以样品中数据量

最少的为标准,进行均一化处理。

2 结果与分析

2.1 水质变化情况

  稻田和池塘水质参数比较如图1所示。结果显

示,养殖水质参数均在正常范围内,两种环境下,溶
氧、水温、pH值差异不大,氨氮参数有显著差异。

图1 稻田和池塘溶氧、水温、pH值、氨氮参数比较(P<0.05)
  Fig.1 Comparison

 

of
 

dissolved
 

oxygen,water
 

temperature,pH,ammonia
 

nitrogen
 

parameters
 

between
 

rice
 

field
 

and
 

pond
 

(P<0.05)

2.2 肠道菌群α多样性分析结果

  实验样本稀释曲线斜率随测序通量的增大而逐

渐降低,最终趋于平稳(图2)。Rank
 

abundance曲线

反映出两组罗非鱼的肠道内物种分布均匀(图3)。
综上所述,随着测序深度的增加,测序量已饱和且测

序数据量合理,各样本中几乎所有细菌序列均被检测

出。2个实验组样品的菌群α多样性因养殖环境的

不同而存在差异。

图2 不同实验组罗非鱼肠道内容物样本的稀释曲线

  Fig.2 Dilution
 

curves
 

of
 

tilapia
 

intestinal
 

contents
 

sam-
ples

 

from
 

two
 

experimental
 

groups
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图3 Rank
 

abundance曲线

Fig.3 Curve
 

of
 

Rank
 

abundance

2.3 肠道菌群结构

2.3.1 门水平下的肠道菌群结构

  实验结果表明,梭杆菌门(Fusobacteria)、厚壁菌

门(Firmicutes)和变形菌门(Proteobacteria)在稻田

组和池塘组罗非鱼肠道菌群中相对丰度均较高,蓝菌

门(Cyanobacteria)在稻田组的相对丰度较高,拟杆菌

门(Bacteroidetes)和放线菌门(Actinobacteria)在池

塘组的相对丰度较高(图4)。表明不同养殖环境下

罗非鱼肠道菌群种类相似,菌群的相对丰度有差异。
变形菌门、拟杆菌门、梭杆菌门、厚壁菌门以及放线菌

门的相对丰度都发生不同程度的变化。其中池塘组

的罗非鱼肠道梭杆菌门相对丰度低于稻田组,变形菌

门相对丰度高于稻田组,其他优势菌门之间也存在

差异。

图4 门水平下不同实验组罗非鱼肠道菌群的相对丰度

  Fig.4 Relative
 

abundance
 

of
 

tilapia
 

intestinal
 

flora
 

at
 

the
 

phyla
 

level
 

in
 

different
 

test
 

groups

2.3.2 属水平下的肠道菌群结构

  研究发现,Cetobacterium,Paeniclostrdium 和

Romboutsia 等菌属在稻田组罗非鱼肠道菌群相对丰

度较高,池塘组罗非鱼肠道菌群相对丰度较高的菌属

为Cetobacterium,Enterovibrio 和Plesiomonas 等;

Cetobacterium 在稻田组和池塘组的相对丰度最高,
均占50%以上;Paeniclostrdium 占稻田组的相对丰

度高于池塘组,Plesiomonas在池塘组中相对丰度较

高,但在稻田组中所占比例较小(图5)。

图5 属水平下不同实验组罗非鱼肠道菌群的相对丰度

  Fig.5 Relative
 

abundance
 

of
 

tilapia
 

gut
 

flora
 

at
 

the
 

ge-
nus

 

level
 

in
 

different
 

test
 

groups

3 讨论

3.1 水质参数的影响

  本研究结果显示,养殖水质参数均在正常范围

内,两种环境下,溶氧、水温、pH值差异不大,氨氮参

数有显著差异,这可能是因为集约化、高密度养殖以

及饲料的过度使用,造成水体中氨氮含量升高,引起

水体富营养化,对环境产生污染,从而影响罗非鱼的

生长发育,导致罗非鱼肠道微生物的结构组成和多样

性发生变化。张皓[5]通过高通量测序技术调查了南

美白对虾、鲤科鱼养殖池塘水体、底泥、肠道微生物群

落结构和多样性的变化发现,水体中的氨氮、化学需

氧量及总氮对水体中细菌种群影响最大,对水生动物

肠道微生物种群结构也产生相互影响。这说明水体

中的氨氮会影响养殖水体中细菌种群的数量,进而影

响肠道菌群的组成和多样性。

3.2 肠道菌群结构

  微生物具有调控养殖环境的能力,对水产养殖系

统的健康至关重要[19]。肠道微生物菌群结构、功能

与罗非鱼的营养代谢、免疫防御、胃肠道发育等生理

过程密切相关,是维持机体肠道内环境稳定的重要因

素,在罗非鱼健康养殖过程中发挥着重要作用[20]。
根据肠道菌群α多样性分析结果可看出,本实验测序
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数据量充足,池塘养殖和稻田养殖的罗非鱼肠道中物

种均匀度高,物种丰富。两个环境组的样品菌群多样

性因养殖环境不同存在差异,说明不同养殖环境下,
罗非鱼的肠道微生物多样性有明显变化。

  随着二代测序技术和生物信息学分析的应用,大
量鱼类肠道菌群逐渐被发现,主要包括变形菌门

(Proteobacteria)、梭杆菌门(Fusobacteria)、厚壁菌

门(Firmicutes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、放线菌门

(Actinobacteria)、梭状芽孢杆菌门(Clostridia)、杆菌

门(Bacilli)和疣微菌门(Verrucomicrobia)[2123]。其

中,这些优势菌群在不同鱼类的肠道菌群中占90%
以上,且对鱼类肠道功能起着不可替代的影响和作

用[24]。本实验对不同养殖环境下罗非鱼肠道菌群变

化情况进行比较分析发现,变形菌门、厚壁菌门和拟

杆菌门在不同养殖环境条件下的罗非鱼肠道菌群中

相对丰度较高,蓝细菌门在稻田组肠道菌群相对丰度

较高,梭杆菌门和放线菌门在池塘组肠道菌群相对丰

度较高。表明不同养殖环境下罗非鱼肠道菌群分布

情况存在一定差异,这可能是由于鱼类的肠道微生物

与水体环境密切相关,容易受到食物和环境变化等影

响[2]。梭杆菌门、变形菌门[2527]、厚壁菌门[28]和拟杆

菌门[29]是罗非鱼肠道中的优势菌群,这一结果与鲤

鱼、虹鳟[30]及金鲳[31]肠道菌群多样性规律一致。

Lyons等[32]和 Ye等[33]研究发现,优势菌群与宿主

的健康和营养息息相关,优势菌群会影响宿主自身微

生物的组成、群落结构以及菌落结构,而肠道菌群结

构的失衡也有可能会导致宿主疾病的产生,但其在不

同鱼类肠道中所发挥的作用有待进一步证实。

  属水平下,不同养殖环境的罗非鱼肠道菌群相对

菌属分布情况存在差异,稻田组罗非鱼肠道菌群相对

丰度较高的菌属是Cetobacterium,Paeniclostrdium
和Romboutsia 等,而池塘组相对丰度较高菌属是

Cetobacterium,Enterovibrio 和Plesiomonas等。大

量研究发现,Cetobacterium 是淡水鱼类微生物群的

组成部分[34],例如Tsuchiya等[35]和 Van等[36]研究

发现,Cetobacterium 和Plesiomonas 在各养殖阶段

罗非鱼肠道菌群数量均占2.00%,是罗非鱼肠道菌

群的重要组成成分,这与本实验结果相符。本研究还

发现,池塘组和稻田组罗非鱼含有大量的未知菌属,
还需要后续的深入研究。

  鱼类肠道微生物的数量、群落结构与环境、饵料

和发育等因素密切相关,具体表现为养殖水体中的微

生物、盐度、水温,鱼类摄食的饵料、药物及其生理状

态 和 发 育 阶 段 对 鱼 类 消 化 道 菌 群 结 构 均 有 影

响[21,37]。该结论可为罗非鱼肠道益生菌的筛选提供

科学依据,并倡导罗非鱼养殖生产过程中微生物制剂

的科学使用,减少药残对生态环境的污染,改善罗非

鱼的生长性能及品质。
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Abstract:In
 

order
 

to
 

compare
 

the
 

change
 

rule
 

of
 

the
 

intestinal
 

flora
 

structure
 

and
 

relative
 

abundance
 

of
 

tilapia
 

in
 

different
 

culture
 

environments,tilapia
 

in
 

two
 

cultivation
 

environments
 

of
 

rice
 

fields
 

and
 

ponds
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

object,and
 

the
 

water
 

quality
 

indicators
 

(dissolved
 

oxygen,water
 

temperature,pH
 

value
 

and
 

ammonia
 

nitrogen)
 

were
 

regularly
 

measured
 

during
 

the
 

experiment
 

period.The
 

cultured
 

202
 

d
 

tilapia
 

was
 

col-
lected,and

 

its
 

intestinal
 

microorganisms
 

were
 

detected
 

by
 

16S
 

rRNA
 

highthroughput
 

sequencing
 

and
 

the
 

change
 

rule
 

of
 

tilapia
 

intestinal
 

flora
 

in
 

different
 

culture
 

environments
 

was
 

analyzed.The
 

experimental
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

water
 

quality
 

parameters
 

were
 

within
 

the
 

normal
 

range,but
 

the
 

water
 

quality
 

parameters
 

of
 

different
 

culture
 

environments
 

were
 

different,which
 

might
 

cause
 

changes
 

in
 

the
 

structural
 

composition
 

and
 

diversity
 

of
 

tilapia
 

intestinal
 

microorganisms.The
 

relative
 

abundance
 

of
 

Fusobacteria,Firmicutes
 

and
 

Pro-
teobacteria

 

were
 

higher
 

in
 

two
 

different
 

culture
 

environments.Cyanobacteria,Bacteroidetes
 

and
 

Actinobacte-
ria

 

had
 

significant
 

differences
 

in
 

species
 

richness.The
 

proportion
 

of
 

Cyanobacteria
 

in
 

the
 

intestinal
 

flora
 

of
 

ti-
lapia

 

in
 

the
 

rice
 

field
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

pond
 

group,while
 

the
 

proportion
 

of
 

Bacteroidetes
 

and
 

Actinobacteria
 

in
 

the
 

intestinal
 

flora
 

of
 

tilapia
 

in
 

the
 

pond
 

group
 

is
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

rice
 

field.At
 

the
 

ge-
nus

 

level,the
 

genus
 

Cetobacterium,Paeniclostrdium
 

and
 

Romboutsia
 

were
 

relatively
 

abundant
 

in
 

the
 

intesti-
nal

 

flora
 

of
 

tilapia
 

in
 

the
 

rice
 

field
 

group,and
 

the
 

genus
 

of
 

relatively
 

high
 

abundance
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

the
 

pond
 

group
 

was
 

Cetobacterium,Enterovibrio
 

and
 

Plesiomonas.
 

There
 

are
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

distri-
bution

 

and
 

abundance
 

of
 

intestinal
 

microflora
 

in
 

different
 

culture
 

environments,which
 

can
 

provide
 

basic
 

data
 

for
 

the
 

study
 

of
 

intestinal
 

microflora
 

in
 

tilapia.
Key

 

words:rice
 

field
 

culture,pond
 

culture,tilapia,intestinal
 

flora,relative
 

abundance
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