
饲料中添加大型海藻对感染GCRV草鱼肠道菌群和免疫的影响

陈求 朱文根 安星星 文哲宇 陈林 王耀华 张松 杨勇 贺厚雄 颜庆云 肖调义 许宝红 

MACROALGAL SUPPLEMENTED DIET ON GUT MICROBIOTA AND IMMUNITY OF GRASS CARP DURING
GCRV INFECTION
CHEN Qiu, ZHU Wen-Gen, AN Xing-Xing, WEN Zhe-Yu, CHEN Lin, WANG Yao-Hua, ZHANG Song, YANG Yong, HE Hou-Xiong, YAN

Qing-Yun, XIAO Tiao-Yi, XU Bao-Hong

在线阅读 View online: https://doi.org/10.7541/2025.2024.0383

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

草鱼感染GCRV后血液中淋巴细胞变化及BCL10表达分析

LYMPHOCYTES AND BCL10 EXPRESSION IN GRASS CARP (CTENOPHARYNGODON IDELLA) AFTER THE INFECTION OF
GCRV

水生生物学报. 2022, 46(4): 514-520   https://doi.org/10.7541/2021.2021.044

感染GCRV的草鱼miRNA测序与比较分析

SEQUENCING AND ANALYSIS OF MIRNAS OF GRASS CARP AFTER GCRV CHANLLENGE

水生生物学报. 2022, 46(2): 238-247   https://doi.org/10.7541/2021.2021.070

GCRV感染存活草鱼的血清蛋白表达特性

EXPRESSION CHARACTERISTICS OF SERUM PROTEIN IN GRASS CARPS SURVIVING GCRV INFECTION

水生生物学报. 2024, 48(2): 304-314   https://doi.org/10.7541/2023.2023.0043

低鱼粉高脂饲料添加大豆卵磷脂对黄鳝生长、血清生化指标及肠道菌群的影响

LOW-FISHMEAL AND HIGH-FAT DIET SUPPLEMENT WITH SOYBEAN LECITHIN ON GROWTH, SERUM BIOCHEMICAL
INDEXES AND INTESTINAL FLORA OF RICE FIELD EEL (MONOPTERUS ALBUS)

水生生物学报. 2024, 48(3): 361-371   https://doi.org/10.7541/2024.2023.0223

饲料中添加刺五加对吉富罗非鱼脂质沉积、抗氧化能力及肠道消化酶和微生物的影响

FAT DEPOSITION, ANTIOXIDANT CAPACITY, DIGESTIVE ENZYMES AND GUT MICROBIOME ASSOCIATED WITH DIETS
CONTAINING SIBERIAN GINSENG IN GENETICALLY IMPROVED FARMED TILAPIA (GIFT, OREOCHROMIS NILOTICUS)

水生生物学报. 2023, 47(9): 1396-1407   https://doi.org/10.7541/2023.2022.0281

关注微信公众号，获得更多资讯信息

http://ssswxb.ihb.ac.cn/article/doi/10.7541/2025.2024.0383
http://ssswxb.ihb.ac.cn/article/doi/10.7541/2025.2024.0383
http://ssswxb.ihb.ac.cn/article/doi/10.7541/2021.2021.044
http://ssswxb.ihb.ac.cn/article/doi/10.7541/2021.2021.044
http://ssswxb.ihb.ac.cn/article/doi/10.7541/2021.2021.070
http://ssswxb.ihb.ac.cn/article/doi/10.7541/2023.2023.0043
http://ssswxb.ihb.ac.cn/article/doi/10.7541/2024.2023.0223
http://ssswxb.ihb.ac.cn/article/doi/10.7541/2023.2022.0281


doi: 10.7541/2025.2024.0383 CSTR: 32229.14.SSSWXB.2024.0383

饲料中添加大型海藻对感染GCRV草鱼肠道菌群和免疫的影响
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 贺厚雄3    颜庆云2    肖调义1    许宝红1
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有限公司, 珠海 519100; 4. 广州市联鲲生物科技有限公司, 广州 511400)

摘要: 为研究饲料中添加大型海藻对感染呼肠孤病毒(GCRV)的草鱼(Ctenopharyngodon idella)肠道菌群和免

疫的影响, 在草鱼饲料中分别添加5%的马尾藻(Sargassum hemiphyllum)、紫杉状海门冬(Asparagopsis taxi-
formis)、龙须菜(Gracilaria lemaneiformis)藻粉, 饲喂草鱼2个月。采用腹腔注射, 构建草鱼GCRV感染模型, 分
析宿主肠道微生物群落和免疫响应。结果显示, 饲料中添加大型海藻显著提高了健康草鱼肠道菌群的多样

性, 改变了特有微生物数量。有效减缓了GCRV感染1d后的草鱼肠道菌群多样性的降低, 缩小了GCRV感染

4—7d草鱼肠道菌群的组间差异, 降低了感染后肠道菌群的紊乱。其中饲料中添加马尾藻和龙须菜组肠道中

弧菌属(Vibrio)相对丰度显著降低; 饲料中添加马尾藻组肠道中鲸杆菌属(Cetobacterium)相对丰度降低, 而拟

杆菌属(Bacteroides)相对丰度增加。共现网络分析显示, 大型海藻提高了感染GCRV的草鱼肠道菌群现网络

的复杂度, 增强肠道菌群的稳定性。蛋白表达结果显示, 感染后1d, 饲料中添加马尾藻组草鱼血清中促炎补体

成分C5a含量增加, 而饲料中添加龙须菜组补体成分C5a含量降低。相关性分析表明, 补体蛋白C5、C5a成分

及其受体(C5aR)的上调表达与肠道中致病菌群相对丰度显著正相关, 而与碳水化合物和膳食纤维消化菌群负

相关。综上, 饲料中添加大型海藻缓解了GCRV感染对草鱼肠道菌群带来的不利影响, 并调节感染草鱼的补

体表达, 可为从饲料开发方面防控草鱼出血病提供新思路。
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草鱼(Ctenopharyngodon idella)是我国主要的

淡水养殖鱼类之一, 2022年全国总产量近600万吨
[1]
。

由于在养殖过程中容易爆发草鱼出血病, 常给草鱼

养殖业带来巨大经济损失
[2]
。草鱼出血病是由草鱼

呼肠孤病毒(GCRV)感染引起的病毒性疾病, 发病

迅速且死亡率高
[3, 4], 目前主要以疫苗预防为主

[5]
。

由于肠道微生物与宿主之间存在密切的相互作用
[6, 7],

通过维持肠道微生物的多样性和稳定性, 可增强草

鱼对GCRV的免疫能力和缓解疾病带来的影响
[8—10]

。

补体系统是先天免疫的重要组成部分, 连接先天免

疫和适应性免疫
[11]
。具有诱发炎症和溶解杀灭体

内受感染细胞的功能
[12], 是鱼类抵御病毒感染时的

第一道屏障
[13, 14]

。补体系统通过识别不同的抗原

并形成不同的C5转化酶, 催化补体C5裂解为C5a分
子和C5b分子, C5a与受体C5aR形成炎症调控通路

调节炎症反应。研究发现, 草鱼感染GCRV后的炎

症反应是C5a结合C5aR形成C5a/C5aR通路 , 促进

p38蛋白和ERK蛋白磷酸化, 调控促炎因子IL-6和
TNF-α的表达, 调控草鱼感染GCRV后的炎症反应

进程
[15, 16]

。

大型海藻种类多、分布广、产量大
[17], 含有丰

富的藻类多糖、海藻酸盐和藻多酚等天然有效活

性物质, 以及丰富的膳食纤维和矿物质
[18], 可调控

动物营养物质的代谢和吸收, 被证明具有抗病毒和
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抗氧化活性等功效
[19—21], 目前已经作为天然饲料原

料用于水产动物养殖, 以改善鱼类抗病能力
[22]
。但

具体的作用途径和影响机制不清楚。

本研究以褐藻门中的马尾藻(Sargassum hemi-
phyllum)、红藻门中的紫杉状海门冬(Asparagopsis
taxiformis)和龙须菜(Gracilaria lemaneiformis)为实

验材料, 以饲料总重5%的干藻粉分别添加制成实

验饲料饲喂草鱼2个月, 腹腔注射GCRV方式构建

草鱼GCRV感染模型, 检测草鱼肠道微生物和草鱼

血液中C5、C5a和C5aR含量, 研究饲料中添加大型

海藻对草鱼感染GCRV肠道菌群和免疫的影响, 为
探究大型海藻作为潜在抗病天然活性材料研究提

供基础数据。 

1    材料与方法
 

1.1   实验设计

选择体重为(91.50±0.66) g健康草鱼360尾, 进
行7d养殖驯化。然后将其随机分成4组, 包括对照

组(C), 饲料中添加大型海藻组: 马尾藻组(S)、紫杉

状海门冬组(A)、龙须菜组(G)。每组3个生物学重

复, 每个重复30尾草鱼。对照组投喂100%基础饲

料, 马尾藻组、紫杉海门冬组、龙须菜组则在95%
基础饲料配方上分别添加5%对应的大型海藻粉(采
自珠江三角洲海域), 将各种原料按照配方称量后

进行超微粉碎, 用80目筛进行过滤筛分, 充分混匀,
用膨化饲料机制作成直径2.0 mm的颗粒, 于75℃的

温度烘干, 冷却后保存于4℃冷藏箱中备用。测定

3种大型海藻的营养成分制作营养成分表 1和草鱼

饲料营养配比表 2。
各组草鱼饲喂2个月后, 从每个养殖桶随机取

出3尾草鱼隔离饲养至相同养殖环境中, 作为感染

对照组(注射0.5 mL PBS液), 剩余草鱼则进行病毒

腹腔注射作为感染组(注射0.5 mL PBS+GCRV病毒

液)。GCRV是由野外采集的草鱼出血病患病鱼匀

浆制成(其比例为2 mL PBS:1 g 病鱼组织, 毒株编

号为GCRV-JX0901)。采集各组草鱼血清和肠道样

本, 用来分析饲料中添加大型海藻对感染GCRV的

草鱼血清补体蛋白表达和肠道微生物的影响。 

1.2   草鱼饲喂和样品采集

草鱼在广东联鲲集团有限公司研究院循环水

系统进行饲养, 水温维持在28—30℃。草鱼每天投

喂两次(9:00和16:00)。注射GCRV前, 立即采集草

鱼的血清和肠道微生物样本(标记为G0), 之后分别

采集GCRV注射后的1d、4d、7d、21d (标记为G1、
G4、G7、和G21)的样本 , 采集注射不含GCRV的

PBS液的草鱼21d (标记为U21)的样本。采集方式:

每组随机挑选3尾草鱼, MS-222麻醉后抽血, 全血

低温静置(4℃, 30min)，离心(3500 r/min, 15min)获
得的血清立即置于−80℃保存。抽血后的草鱼在无

菌条件下解剖, 取出肠道后液氮速冻, 运回实验室

后保存于−80℃用于后续的肠道微生物DNA提取。 

1.3   肠道微生物16S rRNA基因测序和补体蛋白测定

本实验获得的草鱼肠道样本 , 使用PowerFe-
calTM DNA提取试剂盒(MoBio, CA, USA)提取肠道

微生物DNA。使用细菌16S rRNA基因通用引物

338F (5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′)和806R
(5 ′ -GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3 ′)扩增V3 —
V4区。扩增条件: 在94℃预变性1.5min; 25个循环

的常规PCR扩增(94℃变性45s, 58℃退火30s, 72℃
延伸60s); 最后72℃延伸10min, 最终4℃保存。利

用1.2 %的琼脂糖电泳对PCR产物进行切胶纯化, 使
 

表 1   马尾藻、紫杉状海门冬和龙须菜的成分及其相对比例

(%湿重)
Tab. 1   The composition and proportion of Sargassum hemiphyl-
lum,  Asparagopsis  taxiformis,  and Gracilaria  lemaneiformis (%
wet weight)

检测项目
Item

马尾藻
Sargassum

hemiphyllum

紫杉状海门冬
Asparagopsis

taxiformis

龙须菜
Gracilaria

lemaneiformis
粗蛋白Crude
protein 7.75 13.98 17.22

粗脂肪Crude lipid 0.08 0.38 0.51
粗灰分
Crude ash 42.8 44.0 36.5

总磷Total
phosphorus 0.11 0.09 0.18

淀粉Starch 0 1.1 0.4
粗纤维Crude
fiber 4.4 5.8 5.9

氨基酸组成Amino acid composition

天门冬氨酸Asp 0.78 1.60 1.59
苏氨酸Thr 0.35 0.83 0.73
丝氨酸Ser 0.30 0.70 0.65
谷氨酸Glu 0.85 1.48 1.61
甘氨酸Gly 0.38 0.76 0.82
丙氨酸Ala 0.45 1.03 0.89
缬氨酸Val 0.40 0.91 0.82
蛋氨酸Met 0.18 0.27 0.31
异亮氨酸Ile 0.32 0.73 0.68
亮氨酸Leu 0.54 1.12 1.04
酪氨酸Tyr 0.26 0.49 0.64
苯丙氨酸Phe 0.34 0.78 0.70
组氨酸His 0.10 0.07 0.17
赖氨酸Lys 0.35 0.66 0.70
精氨酸Arg 0.40 1.01 0.87
脯氨酸Pro 0.32 0.70 0.60
氨基酸总和
Sum of amino acids 6.32 13.14 12.82
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用NEXTFLEX Rapid DNA-Seq Kit进行建库, 然后

在Illumina HiSeq 3000测序平台进行测序(上海美吉

生物医药科技有限公司)。通过Fastp对原始测序序

列进行质控 , 使用UCHIME算法和Uparse软件
[23],

识别并去除序列中的嵌合体并且将大于97的相似

度阈值的序列聚类为同一个OTU (Operational taxo-

nomic units)。依据Silva 16S rRNA数据库
[24], 通过

RDP classifier对OTU进行物种注释。

此外, 将收集到的草鱼血清样本, 采用ELISA
方式(试剂盒购自长沙奥基生物科技有限公司)分别

测定C5、C5a和C5aR蛋白表达量。 

1.4   统计分析

将原始丰度表进行抽平, 抽平后的各样本OTU
数为23055条, 使用抽平后的OTU相对丰度表, 计算

香农指数和辛普森指数, 各阶段Alpha 多样性指数

在SPSS 27.0 软件进行单因素方差分析(One-way
ANOVA), 显著水平为P<0.05, 之后使用Duncan’s 法
进行多重比较。基于Bray-Crutis距离算法分析Beta
多样性, 各组草鱼肠道微生物进行非度量多维尺度

分析(NMDS), 使用Anosim和Adonis检验同组间感

染和未感染的肠道微生物的差异。通过维恩图统

计各组样品的共有和特有OTU。SPSS27.0软件分

析比较各组样本获得显著性差异的物种。通过

MENA (http://ie-g4.rccc.ou.edu/MENA/)在线平台对

感染后草鱼肠道微生物群落进行共现网络分析
[25],

采用Gephi 0.10.1将结果进行可视化。使用Graph-
Pad Prism 8软件对草鱼血清中C5、C5a和C5aR补
体蛋白的浓度进行单因素方差分析(ANOVA), 显
著水平为P<0.05, 之后使用Tukey 法进行多重比

较。肠道微生物相对丰度变化与补体蛋白表达变

化的相关性热图在派森诺基因云平台(https://www.
genescloud.cn/home)计算。使用欧易云平台(https://
www.cloud.oebiotech.com)对PICRUSt 2 (版本5.0.4)
样本微生物代谢通路的功能进行预测 , 通过

STAMP软件进行 Welch’s t检验, 获得丰度均值显

著差异的功能聚类。 

2    结果
 

2.1   大型海藻对健康草鱼肠道微生物的影响

Alpha 多样性分析显示, 相较于对照组, 大型海

藻组草鱼肠道微生物差异显著(图 1c)。马尾藻和

龙须菜显著提高了草鱼肠道菌群中厚壁菌门的相

对丰度(P<0.05; 图 1d)。韦恩图结果可知, 投喂海

藻提高了草鱼肠道特有微生物的数量(图 1f)。热图

展示了属水平相对丰度前二十的肠道微生物菌群

在对照组和海藻组的富集程度(图 1e)。 

2.2   大型海藻对感染GCRV后各组草鱼肠道微生

物的影响

Shannon和Simpson指数表征菌群多样性 , 以
Pielou’s 指数表征菌群均匀度, 以ACE 表征菌群的

丰富度。结果显示: 感染后0—7d, 各组的Alpha多
样性指数均没有显著差异(P>0.05), 但饲料中添加

 

表 2   基础饲料配方及化学组成(%干物质)
Tab.  2    Formulation  and  chemical  composition  of  the  basal  diet
(% dry matter)

饲料原料Ingredient
分组Group

C S A G
美国猪肉粉American pork
powder

5.00 5.00 5.00 5.00

豆粕Soybean meal1 30.00 30.00 30.00 30.00

加籽菜粕Rapeseed meal2 25.50 25.50 25.50 25.50

全脂米糠Rice bran3 9.30 9.30 9.30 9.30
马尾藻S. hemiphyllum ultrafine
powder

5.00

紫衫状海门冬A. taxiformis
ultrafine powder

5.00

龙须菜G. lemaneiformis
ultrafine powder

5.00

高筋面粉Flour4 24.00 19.00 19.00 19.00
豆油Soybean oil 3.00 3.00 3.00 3.00

草食性鱼预混料Premix (1%)5 1.00 1.00 1.00 1.00
磷酸二氢钙Ca(H2PO4)2 2.00 2.00 2.00 2.00

氯化胆碱Choline chloride (50%) 0.20 0.20 0.20 0.20

合计Total (%) 100.00 100.00 100.00 100.00

营养水平(测定值)Chemical composition (determined value)

粗蛋白Crude protein 30.48 30.93 31.48 30.40

粗脂肪Crude lipid 6.09 6.00 6.01 6.01

钙Calcium 0.90 0.94 1.05 1.03

磷Phosphorus 1.32 1.31 1.31 1.30

赖氨酸Lysine 1.71 1.72 1.75 1.70

蛋氨酸Methionine 0.48 0.49 0.49 0.48

注 : 1
豆粕46%粗蛋白 ; 2

加籽菜粕36%粗蛋白 ; 3
全脂米糠

14%粗蛋白; 4
高筋面粉14%粗蛋白; 5

草食性鱼预混料(mg/kg):
维生素 A, 350; 维生素 D3, 80; 维生素 E, 2500; 维生素 K3, 320;
维生素 B1, 400; 维生素 B2, 430; 维生素 B6, 420; 维生素 B12, 3;
维生素 C, 3500; D-泛酸钙, 1250; 烟酰胺, 2500; 叶酸, 250; D-生
物素, 6; 肌醇, 3000; 硫酸镁, 600; 硫酸锌, 1800; 硫酸锰, 1100;
硫酸铜, 1050; 硫酸亚铁, 11000; 硫酸钴, 120; 碘化钾, 90; 亚硒

酸钠, 25; 主要原料由广东联鲲集团有限公司提供, 产地和加工

方式不明
Note: 1Soybean  meal  46%  crude  protein; 2Rapeseed  meal

36%  crude  protein; 3Rice  bran  14%  crude  protein; 4Flour  14%
crude protein; 5Premix (mg/kg): Vitamin A, 350; Vitamin D3,  80;
Vitamin E, 2500; Vitamin K3, 320; Vitamin B1, 400; Vitamin B2,
430;  Vitamin  B6,  420;  Vitamin  B12,  3;  Vitamin  C,  3500;  D-
calcium pantothenate,  1250; Nicotinamide, 2500; Folic acid,  250;
D-biotin, 6; Inositol, 3000; MgSO4·H2O, 600; ZnSO4·7H2O, 1800;
MnSO4·H2O, 1100; CuSO4·5H2O, 1050; FeSO4·H2O, 11000; CoSO4·
7H2O,  120;  KI,  90;  Na2SeO3,  25;  The  main  raw  materials  are
provided  by  Guangdong  Nutriera  Group  Co.  Ltd,  the  origin  and
processing method are unknown
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大型海藻投喂的草鱼感染GCRV后0和1d肠道菌群

Alpha多样性指数高于对照组, 随感染后时间的增

加, 各组肠道菌群多样性总体上呈现由高降低再升

高的趋势 (P>0.05; 表  3)。对感染GCRV前第0天
(G0)与感染后4—7d (G4＆G7)的各组草鱼肠道微生

物进行基于Bray-Curits距离的差异分析。结果显

示, 对照组草鱼感染GCRV后4—7d肠道微生物菌

群结构发生了显著改变(Anosim, Adonis P<0.05),
而海藻组未发生显著改变(P>0.05; 表 4)。进一步

分析感染GCRV后4d和7d肠道微生物的差异物种,
在门水平上优势菌门为变形菌门(Proteobacteria)、
梭杆菌门(Fusobacteriota)、拟杆菌门(Bacteroidota)、
放线菌门(Actinobacteriota)、厚壁菌门(Firmicutes)、
脱硫杆菌门 (Desulfobacterota)和疣微菌门 (Verru-
comicrobiota; 图 2a)。在属水平, 感染GCRV后4—

7d各组草鱼肠道菌群相对丰度前十的属依次为鲸

杆菌属(Cetobacterium)、弧菌属(Vibrio)、气单胞

菌属(Aeromonas)、脱硫杆菌属科未分类属(g_uncl-
assified_f__Desulfovibrionaceae)、分支杆菌属(Myc-
obacterium)、拟杆菌属 (Bacteroides)、g_unclassi-
fied_f__Mycoplasmataceae、迪茨氏菌属 (Dietzia)、
屠场杆菌属(Macellibacteroides; 图 2b)。感染后4d,
马尾藻组和龙须菜组草鱼肠道中弧菌属相对丰度

显著降低(Duncan’s; P<0.05; 图 2c), 感染后7d, 马尾

藻组的梭杆菌门鲸杆菌属的相对丰度显著降低

(P<0.05; 图 2d和2e), 而促进了拟杆菌属的相对丰

度增加( P<0.05; 图 2f)。 

2.3   感染GCRV后草鱼肠道微生物共现网络分析

通过基于随机矩阵理论(RMT)的方法构建名

为分子生态网络(MENA)的生态关联网络, 用于了
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图 1    感染对照组21d (U21)肠道微生物多样性和菌群差异分析

Fig. 1    Analysis of gut microbiota diversity and flora difference on day 21 (U21) of infection control group
a. 香农指数; b. 辛普森指数; c. NMDS分析; d. 门水平差异物种; e. 属水平热图; f. OTU水平韦恩图

a. Shannon index; b. Simpson index; c. NMDS analysis; d. Phyla level difference species; e. Genus-level heat map; f. Venn diagram of OTU
level
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解群落内不同物种之间的相互作用及其对环境变

化的反应。结果显示感染GCRV后1—7d促使各组

草鱼肠道菌群之间主要以负相关为主。厚壁菌

门、变形菌门和拟杆菌门成为各组共现网络的主

要菌门(图 3)。以网络节点数、边的数量、平均聚合

度、平均聚类系数和网络密度表征共现网络的复

杂性(表 5), 饲料中添加大型海藻投喂草鱼在感染

GCRV后, 肠道微生物共现网络复杂度高于对照组。 

2.4   感染GCRV后草鱼血清中补体蛋白结果

草鱼注射感染GCRV后, 血清中C5蛋白含量呈

现出先升高后降低的趋势, 而C5a和C5aR含量主要

在感染1d呈现上调表达, 之后随时间推移缓慢降低

至正常水平(图 4)。感染后21d, 马尾藻显著提高了

草鱼血清中C5蛋白浓度(Tukey多重比较, P<0.05)。

感染后1d, 马尾藻显著上调了草鱼血清中C5a的含

量, 而龙须菜组则C5a蛋白含量降低(P<0.05)。这表

明马尾藻可能促进了草鱼感染GCRV后血清中C5a
的表达, 而龙须菜则表现为抑制作用。未观察到感

染后各大型海藻对草鱼血清中C5aR的改变, 结果

显示大型海藻未对C5aR的表达造成影响(P>0.05)。 

2.5   感染后草鱼肠道微生物功能预测分析

使用PICRUSt2软件对各组草鱼肠道微生物在

感染后1—7d的菌群功能进行预测, 并进行KEGG
Pathway的功能注释。在Level 2预测后 , 将代谢、

遗传信息处理、细胞过程、环境信息处理这4类功

能进行STAMP差异分析, Welch’s t检验, 获得丰度

均值显著差异的功能聚类(图 5)。结果显示马尾藻

和龙须菜组肠道菌群在氟苯甲酸盐的降解都显著

增强, 马尾藻和紫杉状海门冬组在细胞色素P450对
外源性药物的代谢途径显著增强。马尾藻组肠道

菌群对乙醛酸盐和二羟酸盐代谢增强, 紫杉状海门

冬组肠道菌群对萘降解途径显著增强, 龙须菜组草

鱼对缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的降解显著增

强。总体上3种大型海藻肠道微生物群落对酸碱盐

和卤素化合物的降解, 氨基酸代谢的能力显著增强。 

2.6   草鱼补体蛋白表达与肠道微生物相关性分析

将对照组和海藻组补体表达具有显著差异阶

段(G1和G21)的肠道菌群与对应的补体表达量进行

斯皮尔曼相关性分析发现, 草鱼补体蛋白表达水平

 

表 3    GCRV感染前后肠道微生物Alpha多样性差异

Tab. 3    Differences in gut microbiota Alpha diversity before and after GCRV infection (mean±SD, n=3)

天数Day 多样性Alpha 对照组C 马尾藻组S 紫杉状海门冬组A 龙须菜组G
G0 Shannon 2.28±0.48 2.35±1.08 2.32±0.23 3.05±0.73

Simpson 0.82±0.06 0.74±0.15 0.79±0.07 0.90±0.06

Pielou’s 0.54±0.07 0.49±0.15 0.50±0.05 0.65±0.09

ACE 67.69±21.91 129.55±93.43 110.4±44.49 120.11±67.64

G1 Shannon 1.70±1.21 1.86±1.20 2.28±0.99 2.29±0.27

Simpson 0.59±0.38 0.68±0.39 0.73±0.22 0.78±0.08

Pielou’s 0.40±0.24 0.43±0.24 0.49±0.15 0.52±0.04

ACE 63.1±38.49 75.56±38.31 127.15±63.44 86.1±15.53

G4 Shannon 2.51±0.48 1.71±0.58 2.47±0.48 2.21±0.94

Simpson 0.82±0.06 0.64±0.18 0.82±0.10 0.73±0.23

Pielou’s 0.55±0.07 0.41±0.13 0.55±0.09 0.47±0.17

ACE 98.88±30.67 71.72±21.86 97.97±28.26 103.35±42.82

G7 Shannon 2.39±0.60 2.01±0.27 2.08±0.85 2.43±0.48

Simpson 0.79±0.08 0.73±0.05 0.69±0.28 0.81±0.07

Pielou’s 0.53±0.08 0.46±0.05 0.45±0.16 0.54±0.08

ACE 97.34±50.44 80.81±11.90 96.44±30.44 98.73±39.05

注: 表中数据为3个重复的平均值, 同行数据不同上标字母表示差异显著(P<0.05)
Note:  The  data  is  the  average  of  three  replicates,  and  different  superscript  letters  in  the  same  row  indicate  significant  differences

(P<0.05)

 

表 4   GCRV感染前与感染4d和7d肠道微生物的Bray-Curits距
离差异

Tab. 4   Differences in Bray-Curits distance of gut microbes before
GCRV infection and on days 4 and 7 of infection

分组
Group

对比
Comparison

Anosim Adonis
R P R P

对照组C G0 vs. G4&G7 0.376 0.03* 1.93 0.045*
马尾藻组S G0 vs. G4&G7 0.209 0.155 1.34 0.213
紫杉状海门冬组A G0 vs. G4&G7 0.209 0.126 1.59 0.157
龙须菜组G G0 vs. G4&G7 0.117 0.186 1.34 0.131

注: “*”P<0.05
Note: “*” represents P<0.05
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与肠道菌群相对丰度之间存在显著相关性(图 6)。
草鱼血清中C5、C5a和C5aR表达量与微小杆菌属

(Exiguobacterium)、不动杆属(Acinetobacter)、Allor-
hizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium、

红球菌属(Rhodococcus)、短波单胞菌属(Brevundi-
monas)呈显著正相关(P<0.05)。除C5与螺旋菌属

(Brevinema)无显著相关性外(P>0.05), C5和C5a表达

量与ZOR0006、[Anaerorhabdus]__furcosa__group、
螺旋菌属、g_uncultured_f__Barnesiellaceae、丹毒

杆菌属(Erysipelatoclostridium)、Akkermansia、Pa-
rabacteroides呈显著负相关(P<0.05)。 

3    讨论
 

3.1   大型海藻显著增加草鱼肠道菌群的多样性和

特有菌群数量

有研究报道, 大型海藻含有多种天然碳水化合

物, 作为益生元能够刺激肠道菌群增殖、提高肠道

微生物多样性
[26]
。在本研究中, 大型海藻显著增加

了健康草鱼肠道微生物的多样性, 改变了肠道菌群

结构。这与张露等
[27]
报道的红藻门紫菜显著增加

大黄鱼肠道微生物多样性和Rico等[28]
报道的褐藻

门江篱提高金头鲷肠道微生物多样性的结果一

致。此外, 马尾藻和龙须菜显著提高了健康草鱼肠

道中厚壁菌门的相对丰度, 与Chen等[29]
研究褐藻发

酵菌群促进厚壁菌群增加的结果一致。热图和韦

恩图表明大型海藻增加了以膳食纤维发酵和碳水

化合物消化为主的特有菌群种类的数量
[30—34]

。大

型海藻营养成分检测表显示, 3种大型海藻相较于

高筋面粉具有较高的粗纤维含量, 且含有丰富的矿

物质。大型海藻膳食纤维具有孔状结构能够成为

发酵菌群和以消化碳水化合物菌群为主的肠道微

生物的栖息地
[35, 36], 同时, 丰富的矿物质含量也提

高了草鱼肠道微生物的多样性和特有菌群种类的

数量, 而促进了肠道的消化吸收和动物对抗疾病的

能力
[37]
。 

3.2   大型海藻可缓解感染草鱼肠道菌群紊乱促进

有益菌群增加

本研究发现感染GCRV的各组草鱼间肠道菌

群Alpha多样性无显著差异, 但饲料中添加大型海

藻投喂提高了感染草鱼0—1d肠道菌群的多样性。

随着感染时间的推移, 各组肠道菌群多样性总体上

呈现由高降低再升高的趋势。与Xiao等[9]
研究GCRV

感染草鱼发病时间的趋势一致。这表明GCRV感

染草鱼随病程发展, 严重降低了草鱼肠道微生物的

多样性, 而添加大型海藻有利于提高草鱼肠道菌群

多样性, 减缓了感染草鱼肠道菌群多样性的降低。
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图 2    感染GCRV4d和7d肠道微生物菌群相对丰度及差异

Fig. 2    Relative abundance and difference of gut microbiota on days 4 and 7 after GCRV infection
a. 门水平; b. 属水平; c—d. 感染4d; e—f. 感染7d

a. phylum level; b. genus level; c—d. day 4 of infection; e—f. day 7 of infection
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已有研究报道, 草鱼感染GCRV后4—7d是肠道菌

群发生紊乱的主要时间段
[9], 因此本研究重点关注

感染后4—7d的菌群结构变化。基于Bray-Curits距

离进行两组间差异检验显示, 对照组草鱼注射感染

GCRV前与注射感染后4—7d肠道菌群组成差异显

著。这与朱文根等
[38]
研究草鱼感染GCRV后肠道

菌群发生显著变化的结果类似。感染GCRV后草

鱼消化系统功能受到损害
[39], 导致草鱼食欲减退甚

至停止摄食而诱发肠道微生物定植的环境恶化, 肠
道菌群发生显著改变

[10, 40]
。相反, 饲料中添加大型

海藻投喂的草鱼在感染GCRV后, 感染前与感染后

4—7d相比肠道微生物群落结构未发生显著改变,
表明大型海藻降低了草鱼感染GCRV后肠道菌群

的紊乱。与Yao等[41]
研究海藻提取物海藻酸盐可以

修复腹泻小鼠肠道菌群紊乱的结果类似, 可能是海

藻含有较多的膳食纤维和多种藻类多糖及矿物元

素改变了肠道菌群结构, 增强了菌群对病原微生物

的抵御能力
[42, 43]

。进一步探究感染后4—7d各组草

鱼肠道菌群的变化。草鱼感染GCRV后4d, 马尾藻

和龙须菜显著降低草鱼肠道中弧菌属的相对丰度。

宿主感染病原微生物后可引起肠道菌群紊乱
[44], 而

大型海藻在动物体内具有抑制有害菌并调节肠道

菌群组成的功能
[45, 46]

。弧菌属是水产动物中高致

病性微生物
[47], 与马尾藻投喂对虾

[48]
、龙须菜投喂

黄斑蓝子鱼
[49]
抑制肠道菌群中弧菌属的结果一致,

可能是马尾藻和龙须菜的具有较强抗菌活性, 在感

染期能够抑制部分有害菌的生长
[50]
。在感染GCRV

后7d, 马尾藻组草鱼肠道菌群中梭杆菌门鲸杆菌属

的相对丰度减少, 拟杆菌属的相对丰度增加。与

Xie等[51]
用马尾藻提取物饲喂小鼠后肠道菌群拟杆

菌属显著增加的结果一致。拟杆菌属是草鱼肠道

菌群中有益于消化膳食纤维和维持菌群稳定的优

势菌群
[31], 饲料中添加含有较多膳食纤维的马尾藻

投喂草鱼促进了拟杆菌属的增加, 也表明大型海藻

中膳食纤维有利于维持感染GCRV草鱼肠道有益

菌群的稳定。 

3.3   大型海藻增强感染GCRV草鱼的肠道菌群的

稳定性

肠道中的菌群之间存在着复杂的相互作用和

相互影响的关系, 构建形成一个庞大的生态关联网

络
[52], 通过共现网络分析能够反映出这种菌群关联

网络在应对疾病干扰时所产生的变化
[53, 54]

。在本

研究中, 感染GCRV后各组草鱼肠道微生物共现网

络主要以负相关为主。与Liu等[55]
报道淡水腹足动

物对抗有毒藻类侵害时, 肠道微生物网络以负相关

为主的结果一致。菌群之间竞争加剧是微生物之

间应对不良环境菌群关系转变的一种方式
[56], 有利

于菌群网络的稳定。此外, 共现网络显示饲料中添

加大型海藻投喂的草鱼肠道微生物网络复杂度较

 

Phylum

厚壁菌门Firmicutes
变形菌门Proteobacteria
拟杆菌门Bacteroidota
放线菌门Actinobacteriota

梭杆菌门Fusobacteriota

对照组(C) 马尾藻组(S)

紫衫状海门冬组(A) 龙须菜组(G)

脱硫杆菌门Desulfobacterota
疣微菌门Verrucomicrobiota
绿弯菌门Chloroflexi
螺旋体门Spirochaetota

正相关Positive
负相关Negative
度Degree

 
图 3   感染GCRV后各组肠道微生物共现网络比较

Fig.  3    Comparison  of  the  co-occurrence network  of  gut  micro-
biota in each group after GCRV infection
节点的大小与边的连接数量成正比(即为: 度), 节点的不同颜色

表示不同菌门; 红色、蓝色连线分别表示微生物之间呈正相关

和负相关

The size of nodes is proportional to the number of connected edges
(i.e.,  degree),  and  different  colors  of  nodes  indicate  different
phylum. Red and blue lines indicate positive and negative correla-
tions between microorganisms, respectively
 

表 5   GCRV感染后草鱼肠道微生物共现网络的拓扑学参数

Tab.  5    Topological  parameters  of  gut  microbiota  co-occurrence
network in grass carp after GCRV infection

组别
Group

对照组
C

马尾藻组
S

紫衫状海
门冬组A

龙须菜组
G

节点数量Node 78 103 101 111
边的数量Link 259 885 836 1357
平均聚合度Avg K 6.641 17.184 16.554 24.45
平均聚类系数Avg CC 0.058 0.236 0.265 0.219
网络密度Density 0.086 0.168 0.166 0.222
正相关Positive correlation 3.86 3.24 0.98 2.10
负相关Negative correlation 96.14 96.76 99.02 97.90
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高, 饲料中添加大型海藻投喂草鱼丰富了肠道菌群

之间的影响关系, 菌群节点数和连接数量明显增加,
菌群之间形成了密集的关联网络。研究表明，高

复杂度的肠道菌群网络对抗扰动环境更加稳定, 有
助于菌群抵御不良环境的扰动

[57]
。从网络组成菌

群种类发现, 厚壁菌门是菌群网络组成的优势菌门,
表明大型海藻有利于厚壁菌门菌群的增殖从而建

立复杂的菌群关联网络, 可能强化了草鱼肠道屏障

功能而减轻了肠道炎症对菌群网络的影响
[58], 促进

了肠道菌群的稳定以对抗GCRV的感染。 

3.4   大型海藻影响草鱼感染GCRV后的补体表达

水平

草鱼感染GCRV后, C5、C5a和C5aR由肝脏大

量合经血液运输至全身引发机体炎症反应
[59], 大型

海藻作为膳食补充可提高鱼类免疫力
[18], 增强机体

对疾病的抵御。在本研究中, 各组感染草鱼血清中

补体C5浓度呈现出先升高后降低的趋势, 与吕丽刚
[60]

报道的感染GCRV的草鱼肝脏中的补体C5基因表

达的结果一致。而各组草鱼血清中的C5a含量在感

染后1d达到最高峰, C5aR浓度在感染后无显著改

变。与苏杭
[61]
报道的感染GCRV的草鱼C5a和C5aR

在肝脏中表达高峰期在4—5d和3d存在差异。这与

感染的草鱼规格有关, 在草鱼感染GCRV的1年鱼

种中, 较大个体的草鱼免疫系统发育趋于完善, 能
够快速应对病毒感染而做出免疫反应

[62]
。补体

C5裂解为C5a成分, C5a作为引发机体炎症反应的

强过敏毒素
[63], 其表达上调意味着机体炎症反应激

烈
[64], C5a/C5aR作为促炎的主要通路参与调节机体

炎症反应
[65]
。马尾藻感染后1d和21d显著上调了草

鱼血清中C5a和C5的浓度, 而龙须菜组草鱼则在感

染1d后血清中C5a的含量降低。这表明马尾藻可能

促进炎症发生, 龙须菜可能有效缓解了草鱼感染

GCRV后炎症的产生。有研究表明, 马尾藻经草鱼

肠道微生物消化产生的乙酸等短链脂肪酸等物质

与促进了炎症的发生有关
[66]
。本研究对感染后草

鱼肠道菌群进行功能预测发现, 马尾藻显著增强了

肠道菌群对乙酸盐物质的代谢, 可能是导致C5a补
体蛋白表达上调的原因。龙须菜含有丰富的龙须

菜多糖和多种氨基酸, 并含有大量的矿物元素
[67],

经过消化分解后会释放出较多卤素化合物
[68]
。代

谢通路显示龙须菜组草鱼肠道菌群对卤素化合物

和氨基酸的代谢显著增强, 这些活性物质的代谢有

助于调节动物免疫表达
[69], 从而改变GCRV侵染引

起的炎症反应, 可能是引起C5a的含量降低的原因
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图 4    不同组别草鱼补体蛋白含量比较

Fig. 4    Complement protein concentrations in different groups of grass carp
G0、G1、G4、G7和G21分别表示注射GCRV 0、1d、4d、7d、21d; U21表示注射PBS液后21d; *P<0.05

0, 1d, 4d, 7d, and 21d after injection of GCRV containing PBS solution are denoted as G0, G1, G4, G7, and G21, respectively. Day 21 after
injection of PBS solution without GCRV is indicated as U21; *P<0.05
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之一。 

3.5   大型海藻调控肠道微生物影响补体蛋白的表达

微生物定植在肠道中通过相互影响形成了关

系复杂的微生物菌群, 与宿主免疫表达存在相互

调控的作用
[70—72]

。本研究显示, 感染GCRV后的补

体C5、C5a和C5aR的表达与微小杆菌属、不动杆、

Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizo-
bium、红球菌属、短波单胞菌呈正相关。其中, 微

小杆菌属和不动杆是导致鱼类致病的有害菌群
[73],

Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizo-
bium易导致肠炎

[74], 红球菌属在鱼肠道中主要消化

难降解物质的物质
[75], 短波单胞菌为鱼类条件致病

菌
[76]
。这表明补体C5、C5a和C5aR的上调表达多

与大型海藻调节肠道中有害菌的增殖有关。与

Ikeda-Ohtsubo等[77]
发现海藻提取的岩藻聚糖投喂

斑马鱼可以降低肠杆菌属的相对丰度而降低IL-
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图 5    感染GCRV后草鱼肠道微生物功能预测

Fig. 5    Prediction of gut microbes function in grass carp infected with GCRV
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1β的表达结果相类似。而ZOR0006、[Anaerorhab-
dus]__furcosa__group、螺旋菌属

[32]
、g_uncultured_

f__Barnesiellaceae、丹毒杆菌属
[33]
、Akkermansia

和Parabacteroides[34]
是草鱼肠道菌群碳水化合物分

解和膳食纤维发酵消化的优势种群。C5和C5a的
表达与消化分解碳水化合物和膳食纤维菌群的相

对丰度呈现负相关, 表明草鱼产生严重炎症状态的

情况下不利于有益微生物消化分解碳水化合物和

膳食纤维菌群的增殖; 暗示着草鱼肠道中这些消化

菌群的稳定增殖可以抑制感染GCRV草鱼炎症的

产生, 有助于草鱼抵抗疾病感染。 

4    结论

饲料中添加大型海藻投喂草鱼显著提高了肠

道菌群的多样性和特有微生物数量, 有效减缓了

GCRV感染1d后的草鱼肠道菌群多样性的降低, 缩
小了GCRV感染4—7d草鱼肠道菌群的组间差异 ,
有助于降低GCRV感染引起的肠道菌群紊乱。其

中, 马尾藻和龙须菜减少了感染草鱼肠道中有害菌

群弧菌属的相对丰度, 马尾藻促进了益生菌拟杆菌

属的相对丰度。此外, 大型海藻提高了感染草鱼肠

道菌群网络的复杂性, 增强了肠道菌群的稳定性。

蛋白表达结果显示, 马尾藻使草鱼血清中促炎因子

补体成分C5a含量增加 , 而龙须菜则降低血清中

C5a的浓度 , 趋于抑制炎症的产生。在草鱼感染

GCRV的模型中, C5、C5a和C5aR在血清中的含量

与肠道中致病菌群相对丰度的增加呈正相关, 与碳

水化合物和膳食纤维消化菌群呈负相关。综上, 本
研究初步阐述了饲料中添加大型海藻可以缓解

GCRV感染对草鱼肠道菌群的不利影响, 并展示了

大型海藻对感染草鱼补体表达的调控, 为探究大型

海藻对感染草鱼肠道微生物的影响提供了基础数

据。目前缺乏有关大型海藻对草鱼起关键作用的

活性物质的研究, 还需进一步探索大型海藻对缓解

草鱼肠道炎症的机制。
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MACROALGAL SUPPLEMENTED DIET ON GUT MICROBIOTA AND IMMU-
NITY OF GRASS CARP DURING GCRV INFECTION

CHEN Qiu1, ZHU Wen-Gen2, AN Xing-Xing2, WEN Zhe-Yu1, CHEN Lin3, WANG Yao-Hua4, ZHANG Song3,
YANG Yong3, 4, HE Hou-Xiong3, YAN Qing-Yun2, XIAO Tiao-Yi1 and XU Bao-Hong1

(1. College of Aquaculture, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China; 2. Southern Marine Science and Engineering
Guangdong Laboratory (Zhuhai), Zhuhai 519082, China; 3. Guangdong Nutriera Group Co., Ltd., Zhuhai

519100, China; 4. Guangzhou Nutriera Biotechnology Co., Ltd., Guangzhou 511400, China)

Abstract: The  grass  carp  (Ctenopharyngodon  idella)  is  one  of  the  major  freshwater  aquaculture  species  in  China,
contributing significantly to the aquaculture sector with a national production nearing 6 million tons in 2023. However,
viral hemorrhagic disease caused by grass carp reovirus (GCRV) poses a significant disease affecting grass carp farm-
ing, often resulting to substantial economic losses in the industry. Macroalgaes, characterized by their diversity, wide
oceanic distribution, and high productivity, harbor a wealth of natural bioactive compounds including algal polysaccha-
rides,  alginates,  algal  polyphenols,  and  dietary  fiber.  These  substances  can  regulate  the  nutrients  metabolism  and
absorption in animals and exhibit proven antiviral and antioxidant activities. Currently, macroalgae are used as natural
feed  components  in  aquaculture  to  bolster  fish  disease  resistance.  However,  the  potential  impact  of  incorporating
macroalgae on GCRV infection in grass carp via the modulation of gut microbiota and host immunity remains uncer-
tain.  In  this  study,  a  dried  powder  comprising Sargassum  hemiphyllum, Asparagopsis  taxiformis,  and Gracilaria
lemaneiformis was  added  to  grass  carp  feed  for  two  months,  followed  by  intraperitoneal  GCRV  infection.  High-
throughput  16S rRNA gene  sequencing  was  used  to  analyze  the  gut  microbiota,  with  subsequent  quality  control  and
assembly  of  raw  sequencing  reads  to  obtain  high-quality  paired-end  sequences.  Chimerism sequences  was  identified
and removed, while sequences exhibiting a similarity above a defined threshold of 97 were clustered into Operational
Taxonomic Units  (OTUs).  These  OTUs were  annotated by using RDP classifier  based on Silva  16S rRNA database.
Subsequently,  species  annotation  was  conducted,  resulting  in  the  acquisition  of  raw  abundance  data.  Enzyme-linked
immunosorbent  assay  (ELISA) was  used to  detect  the  expression  levels  of  complement  component  5  (C5),  C5a,  and
C5a receptor (C5aR) in the serum to assess the host immune response. The results showed that macroalgae supplemen-
tation significantly increased the Shannon and Simpson indices of gut microbiota in grass carp. NMDS, Venn diagram,
and heatmap analysis indicated a significant restructuring of the gut microbiota following macroalgae supplementation.
This  restructuring  led  to  an  increased  presence  of  distinct  bacterial  species  primarily  associated  with  dietary  fiber
fermentation  and carbohydrate  digestion.  Furthermore,  it  contributed  to  a  delayed decline  in  gut  microbiota  diversity
observed on the initial day post-GCRV infection. Differential analysis, based on Bray-Curtis distance, was performed
for the gut microbiota before GCRV infection (day 0, G0) and on days 4 and 7 post-infection (G4 and G7). The results
revealed a significant alteration in the gut microbiota structure of the control group between days 4 and 7 post-GCRV
infection, while no significant changes were observed in the macroalgae supplementation group. Specifically, the rela-
tive  abundance  of Vibrio in  the  intestinal  tract  reduced  significantly  in  the  groups  fed  with S.  hemiphyllum and G.
lemaneiformis.  In  the S.  hemiphyllum group,  the  relative  abundance  of Cetobacterium decreased,  while  that  of
Bacteroides increased. Co-occurrence network analysis of the gut microbiota from the infected grass carp indicated that
macroalgae enhanced the network complexity of  the microbiota,  alleviating the impact  of  GCRV on their  gut  micro-
biota. Analysis of complement expression in the serum of infected grass carp revealed that S. hemiphyllum upregulated
C5a expression on day 1 post-infection, while G. lemaneiformis downregulated C5a expression. Spearman correlation
analysis suggested that after GCRV infection, macroalgae might influence the expression of C5, C5a, and its receptor
(C5aR) by regulating beneficial and pathogenic bacteria in the intestine. In conclusion, the addition of macroalgae alle-
viates the impact of GCRV on the gut microbiota of grass carp, with G. lemaneiformis contributing to the reduction of
inflammatory responses. These findings could pave the way for novel strategies in the prevention and management of
hemorrhagic disease in grass carp, offering significant practical implications for the aquaculture industry.

Key words: Grass carp hemorrhagic disease; Macroalgae; GCRV; Gut microbiota; Complement
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