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摘要 :本文采用免培养的 16S rDNA梯度凝胶电泳技术 (DGGE)对集约化海水网箱养殖川纹笛鲷 Lutjanus sebae及圆

白鲳 Ephippus orbis消化道壁优势菌群结构进行了比较分析。研究结果显示川纹笛鲷及圆白鲳消化道壁存在着大量

细菌群落 ,对 DGGE指纹图谱聚类分析表明两种鱼肠道壁及胃壁菌群组成相似度高于 50 % ,其中二者肠道壁细菌

组成相似性最高 (67 %) ,这些可能与两种鱼养殖在同一水域、摄食相同饵料相关 ,另外通过软件对 DGGE指纹带谱

相对丰度分析表明同种鱼肠道壁及胃壁具有相同最大优势菌群。同时 ,两种鱼消化道壁之间在细菌多样性及相对

丰度上亦存在明显区别 ,圆白鲳消化道壁细菌多样性要高于川纹笛鲷 ,这可能归因于川纹笛鲷与圆白鲳在天然环

境中栖息地的差异性。本研究通过首次建立不同海水鱼消化道壁 16S rDNA2DGGE指纹图谱及比较分析 ,为澄清海

水鱼消化道壁微生物区系奠定基础。
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　　作为我国海洋资源利用的重要板块 ,海水鱼养

殖目前面临两个关键问题[1 ] : ①苗种培育成功率

低 ,限制了海水鱼苗的供给及集约化养殖的发展 ;

②病害防治所致的抗生素滥用。生态养殖成为突

破海水鱼养殖瓶颈的关键方式 ,而其中益生菌的开

发则成为了生态养殖的重要手段[2 ] ,然而由于借鉴

畜禽思路所研制的水产益生菌存在难定植的不足 ,

其功能效应较难充分发挥[3 ] ,益生菌直接施加到水

体亦存在一些隐患[4 ] : ①破坏水域环境中的微生态

平衡 ; ②利用效率低导致过度使用 ; ③作为海水鱼

的主养模式———网箱养殖无法施加。直接开发高

效的可定植益生菌是必然发展趋势。消化道黏膜

层及黏液多为消化道菌群的吸附定植位点[5 , 6 ] ,海

水鱼消化道壁菌群结构的澄清则成为了海水鱼养

殖可定植益生菌研究的前提条件 , Gate 与 Lesel 认

为健康动物中正常的优势菌或次优势菌可以作为

益生菌的来源[7 ]。

海水鱼消化道存在大量微生物群落 ,是海水鱼

微生态环境的重要成分。Smith 早在 20 世纪 30 年

代开始探讨鱼类细菌 ,从 50 年代开始研究鱼类肠

道细菌[8 ,9 ] ,相关报道非常丰富。然而 ,一方面 ,这

些研究大多以肠道内容物或包含食糜的肠管为研

究对象 ,而较少单独关注肠壁菌群 ,有研究表明肠

壁菌群结构显著性区别于肠道内容物菌群 ,并且非

常稳定 ,是真正意义上的可定植菌群 [10 ] ;另一方

面 ,这些研究均依据常规的人工培养法 ,存在一定

局限性[11 ] : ①自然界很多微生物不能人工培养 ;

②绝大多数严格厌氧微生物尚未得到鉴定和描述 ;

③人为培养的微生物与其自然界菌体在形态和特

征上差异显著 ; ④操作过程繁冗[12 ]。例如 :水环境

(海水、淡水、中营养湖泊) 可培养细菌占总数仅

1 %[13 ] ; 鱼 体 表 可 培 养 微 生 物 更 不 足 总 量

0101 %[14 ] ;虹鳟肠道细菌 50 %—89 %无法培养 ,可

培养细菌中亦有 20 %无法定性分析 [15 ]。可以推

断 ,常规的人工培养法无法获取海水鱼消化道壁菌

群的全面信息。
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基于 DNA指纹技术的分子生物学研究手段 ,如

限制性片段长度多态性分析 (RFLP) 、末端限制性片

段长度多态分析 (T2RFLP) [16 ]、单链构象多态性分析

(SSCP) [17 ]等逐渐被引入到环境微生态研究中[18 ] ,

逐步克服常规人工培养法的不足。其中 ,变性梯度

凝胶电泳 (DGGE) [19 ]和温度梯度凝胶电泳 ( TGGE)

技术直接利用 DNA或 RNA对微生物遗传特性进行

表征 ,不但避免了传统培养法的繁冗 ,更可进而鉴定

出常规平板技术无法分离出的菌种[18 ]。结合 PCR

的变性梯度凝胶电泳技术 (DGGE)已在土壤、人粪、

猪胃肠道、反刍动物瘤胃、昆虫消化道、海绵、对虾等

的菌群研究中得到应用[4 ]。

川纹笛鲷 Lutjanus sebae 及圆白鲳 Ephippus orbis

是我国重要海水养殖经济品种 ,也面临着海水鱼养

殖的共性瓶颈问题 ,二者均为热带海洋肉食性鱼

类[20 , 21 ] ,只是在天然环境中栖息地存在差异[21—23 ]。

本文拟用 PCR2DGGE指纹图谱比较分析集约化网箱

养殖健康川纹笛鲷及圆白鲳的消化道壁优势菌群结

构 ,探讨二者在胃壁及肠道壁菌群组成上的差异 ,亦

为澄清海水鱼消化道壁微生物区系及开发可定植益

生菌奠定基础。

1　材料与方法

111　样品准备 　健康川纹笛鲷 (24118 ±7419) g及

圆白鲳 (17169±310) g于 2005年 7月随机挑选自海

南省陵水新村港海水养殖网箱 ,取样时经测定水温

30℃、海水盐度 33‰,实验鱼连续投喂单一膨化饲

料 (水分 812 %、粗蛋白 4510 %DM及粗脂肪 815 %

DM)至少 1 个月以上 ,每天投喂 3—4 次 ,在取样当

日 13 :00—14 :00投喂后在 15 :10进行取样。取样时

用抄网迅速将鱼从网箱中捞出 ,剪刀敲击头部致死 ,

随后将鱼置于灭菌塑料密封袋内 ,保存在冰块中 ,3h

内转移到实验室 ,12 h内处理鱼样。

在无菌操作台上进行鱼样处理 ,先用 75 %酒精

体表消毒、解剖剪消毒 ,用解剖剪沿肛门向上朝前呈

弧形剪开 ,用无菌棉线分别结扎胃部与肠段 ,75 %酒

精棉球擦拭消化管外壁 ,并用无菌冲洗液 (灭菌人工

配制海水 ,盐度 33‰)冲洗数遍[24 ]。用剪刀分离出

消化道各段 ,用 1 mL 离心管收集消化道内容物 ,

- 20℃保存 ;剖开消化道各段 ,在无菌冲洗液中轻轻

漂洗 2 min[24 ] ,置入 1 mL离心管中 - 20℃保存。

112　总 DNA提取　选择消化道充塞度好的 1尾川

纹笛鲷及 1尾圆白鲳的样品进行后续实验操作 ,本

文只探讨消化道壁菌群结构。

细胞裂解　在无菌操作台上从样品管中称取约

0125 g 胃壁或肠道壁样品置于 2 mL 裂解管 ,加入

1 mL裂解缓冲液 (500 mmol/ L NaCl、50 mmol/ L Tris2
HCl (pH 810)、50 mmol/ L EDTA 及 4 % SDS ,灭菌

121℃, 20min) ,再加入 013 g 直径 011 mm和 011 g直

径015 mm氧化锆珠 ;珠磨仪 (Mini2BeadbeaterTM , USA)

振荡 3min ; 70℃水浴 15min ; 4℃ 16000 r/ min 离心

5min ,将上清倒入 2 mL离心管中 ;加入 300μL新鲜裂

解液到裂解管中 ,重复以上步骤 ,合并两次上清。

DNA沉淀　在合并上清中加入 260μL 10 mol/

L (NH4) Ac溶解产物 ,混匀 ,冰浴 5 min。4℃16000 r/

min离心 10 min。将上清移入两个 115 mL 离心管

中 ,每个管中加等体积异丙醇混匀 ,冰浴 30 min。

4℃16000 r/ min离心 15 min ,用枪吸出上清 ,70 %乙

醇洗 DNA沉淀 ,真空干燥 3 min。最后用 100μL TE

(pH 815)溶解 DNA ,并合并两管中 DNA。

DNA纯化 　在粗 DNA样品中加 12μL RNA酶

(浓度 10mg/ mL) , 37℃水浴 15 min。再加 20μL蛋白酶

K 70℃水浴 10 min。用等体积氯仿∶苯酚、氯仿分别抽

提(10000 r/ min 10 min ,吸取上清)。再用等体积异丙醇

沉淀DNA 16000 r/ min 15 min ,弃上清。然后用 70 %乙

醇 500μL 洗 DNA ,弃上清。超净台吹干后 ,200μL TE

溶解。取 5μL样品 ,018 % DNA琼脂糖电泳检测。

试剂盒纯化 　取约 50μL DNA 样品按 Cycle2
Pure DNA 纯化试剂盒操作。取 5μL 样品 , 018 %

DNA琼脂糖电泳检测。

113　PCR扩增　

针对 16S rDNA v3区片段的 PCR扩增　按 50μL

PCR反应体系 :510μL 10×buffer (200 mmol/ L Tris2HCl

(pH 814) ; 200 mmol/ L KCl ; 100 mmol/ L (NH4) 2 SO4 ;

15 mmol/ L MgCl2) ,410μL dNTPs , MgCl2115 mmol/ L , 810

μL 011 %BSA ,015μL 215 U/μL TaqE ,50 ng 模板 DNA ,

015μL 引物 BV3 F (5’2 AC TCC TAC GGG AGG CAG

CAG23’) ,其中 5’包含 40 对 GC夹子 CGC CCG CCG

CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G,

015μL引物 BV3R (5’2ATT ACC GCG GCT GCT GG23’) ,

BV3F与BV3R为细菌 16S rDNA第 3可变区特异性引物 ,

然后用 dd H2O调整至 50μL。实验设置不添加模板的

阴性对照组 ,模板体积由 dd H2O补充。

PCR扩增程序 　采用降落式 PCR 反应程序 :

94℃变性 5min ;进入降落程序 , 94℃30 s , 65—56℃

(每个循环降低 015℃) 30 s ,72℃1min ;再进入以下

循环 94℃, 30 s ;55℃,30 s ;72℃,1 min ;25个循环 ;

72℃延伸 8 min。反应结束后取 3μL 反应产物
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115 %琼脂糖凝胶电泳检测。

PCR产物琼脂糖电泳回收纯化 　取全部样品

在 115 %琼脂糖凝胶上电泳 (100V , 30min) ,紫外灯

下切胶回收。

按 Cycle2Pure DNA纯化试剂盒操作纯化。反应结

束后取 3μL反应产物 115 %琼脂糖凝胶电泳检测。

114　变性梯度凝胶电泳 (DGGE) 　DGGE指纹图谱

构建采用 DCODETM系统 (BIO2RAD) 。

v3区扩增纯化产物 (约 200bp)在 10 %聚丙烯变

性胶中分离 (丙烯酰胺浓度 40 %—60 %) , 200V ,

415h ,每个样品点样量约 150ng DNA。

按快速银染法对聚丙烯变性胶染色 :固定液 (10 %

无水乙醇 ,015 %冰乙酸)固定 15min ;012 %硝酸银染色

15min ;显色液(310 %NaOH , 015 %甲醛)显色 5min ;固定

液终止反应。每一步均用去离子水冲洗胶面。

115　凝胶成像扫描及分析 　在 Vilber 凝胶成像扫

描系统中照像 ,Bio21D + +软件对 DGGE指纹图谱进

行聚类及定量分析。

2　结　果

211　消化道壁菌群总 DNA的提取　

按材料与方法 112所提取总 DNA电泳图如图 1

所示 ,其中川纹笛鲷及圆白鲳肠道壁菌群总 DNA带

较弱 (大小 116kb部分) ,而胃壁菌群总 DNA带较强

(大小 116kb部分) 。

图 1　川纹笛鲷及圆白鲳消化道壁样品总 DNA电泳图

Fig1 1　Agarose gel electrophoresis of the community DNA extracted from

the gastrointestinal wall of Lutjanus sebae and Ephippus orbis

L2s : 川纹笛鲷胃壁样品 ;L2g : 川纹笛鲷肠壁样品 ; E2s : 圆白鲳

胃壁样品 ; E2g : 圆白鲳肠壁样品 (Fig. 2 , 3 , 4同)

L2s : the stomach sample of Lutjanus seba ; L2g : the gut sample of Lut2

janus seba ; E2s : the stomach sample of Ephippus orbis ; E2g : the gut

sample of Ephippus orbis (Fig. 2 , 3 , 4 are the same)

212　消化道壁 16S rDNA2V3区片段 PCR扩增

以所提取的川纹笛鲷及圆白鲳消化道壁菌群总

DNA为模板我们成功地扩增出相应 16S rDNA V3区

片段 (约 200bp) ,纯化后电泳图见图 2 ,阴性对照组

CK没有条带 (图 2) 。

图 2　川纹笛鲷及圆白鲳消化道壁细菌 16S rDNA2V3 区片段

PCR扩增图谱 (CK: 阴性对照)

Fig12　Agarose gel electrophoresis of PCR for the v3 region of 16S

rDNA of the bacteria from the gastrointestinal wall of Lutjanus

sebae and Ephippus orbis (CK: the negative control)

213　消化道壁 16S rDNA2D GGE指纹图谱建立及

聚类分析

川纹笛鲷及圆白鲳消化道壁细菌 16S rDNA V3

区片段的 DGGE指纹图谱及聚类分析结果如图 3

及图 4所示。各组样品所在泳道均可观察到明显

的条带 (图 3) ,表明川纹笛鲷及圆白鲳消化道壁存

在着大量细菌群落 ,其中川纹笛鲷肠道壁及胃壁

条带分别有 5 条 ( band 1—5)及 4 条 ( band 2、3、5、

6) ,而圆白鲳肠壁与胃壁则分别有 7 条 ( band 7、8、

2、9、11、12)与 5条 (band 7、9、13、10、11) ,说明肠道

壁菌群要比胃壁的丰富 ,同时肠道壁及胃壁泳道

中均有处于同一位置的条带 ,其中川纹笛鲷有 3条

(band 2、3、5) ,圆白鲳有 4 条 ( band 7、9、10、11) ,表

明消化道壁不同部位菌群组成中可能存在着相同

成分 ,并且川纹笛鲷肠道壁及圆白鲳肠道壁泳道

有 1条带处于同一位置 ( band 2) ,另有 3 组带处于

相近位置 (band 1与 band 7 ;band 4与 band 9 ;band 5

与 band 10) 。

聚类分析结果表明 (图 4) ,川纹笛鲷及圆白鲳

消化道壁细菌结构相似度较高 ( ≥5010 %) ,其中川

纹笛鲷及圆白鲳肠道壁菌群结构最为接近 (相似度

6710 %) ,而与各自的胃壁菌群组成相似度稍差。

214　D GGE指纹图谱优势条带定量分析

通过 Bio21D + +软件对 16S rDNA2DGGE指纹图

谱各条带光密度进行分析 ,川纹笛鲷及圆白鲳消化

道壁样品泳道优势条带相对丰度见表 1。由表 1可
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知 ,各泳道中均存在明显的主带与次带之分 (变异系

数 c. v. ≥2219 %) ,其中 band 5为川纹笛鲷肠道壁与

胃壁共有最大优势带 ,而 band 9则为圆白鲳肠道壁

与胃壁共有的最大优势带 (band 9及 band 13共为圆

白鲳胃壁的最大优势带) 。

图 3　川纹笛鲷及圆白鲳消化道壁细菌 16S rDNA的 PCR2DGGE

指纹图谱及模式图 (1—12 :条带数)

Fig1 3　The PCR2DGGE fingerprint and its pattern of the V3 region of

16S rDNA of the bacteria from the gastrointestinal wall of Lut2

janus sebae and Ephippus orbis (1—12 : no. of the band)

图 4　川纹笛鲷及圆白鲳消化道壁细菌 16S rDNA的 PCR2DGGE

指纹图谱聚类分析

Fig1 4　The dendrogram of the PCR2DGGE fingerprint of the V3 region

of 16S rDNA of the bacteria from the gastrointestinal wall of

Lutjanus sebae and Ephippus orbis

表 1　PCR2DGGE指纹图谱中圆白鲳及川纹笛

鲷消化道壁菌群优势条带相对丰度( %)

Tab. 1　The relative abundance of predominant band in the PCR2DGGE

fingerprint of the bacteria from the gastrointestinal wall of Lutjanus sebae

and Ephippus orbis ( %)

条带Band L2g L2s E2g E2s

7 — — 1310 1719

1 1813 — — —

8 — — 1410 —

续表

条带Band L2g L2s E2g E2s

2 1315 2019 1711 —

3 1810 1810 — —

9 — — 2512 2711

4 2315 — —

13 — — — 2719

5 2616 3512 — —

10 — — 1816 1811

11 — — 718 911

6 — 1015 — —

12 — — 413 —

变异系数 c. v. 2219 4213 4510 3416

　　注 : L2s : 川纹笛鲷胃壁样品 ; L2g : 川纹笛鲷肠道壁样品 ; E2s :

圆白鲳胃壁样品 ; E2g : 圆白鲳肠道壁样品 ;变异系数 = 100

×相对含量标准差/相对含量平均值 ;条带顺序按图 3中自

上而下顺序排列

Note : L2s : the stomach sample of Lutjanus seba ; L2g : the gut sample of

Lutjanus seba ; E2s : the stomach sample of Ephippus orbis ; E2g :

the gut sample of Ephippus orbis ; c. v. = 100×s. d. of the abun2

dance/ mean of the abundance ; band listed as the order from the

top to bottom

3　讨　论

菌群总 DNA高效提取是免培养复杂环境微生

物研究的关键技术。李志勇等[25 ]在提取对虾鳃部

及肠道细菌总 DNA时采取了经典的酚2氯仿法[19 ] ,

本文在提取海水鱼消化道壁菌群总 DNA时采用了

结合 DNA纯化柱的珠磨法 ,该方法借鉴了反刍动物

瘤胃内容物及粪便微生物总 DNA提取方法 ,并在相

关研究中被证实为高效的微生物总 DNA提取法 ,即

细胞裂解率接近 100 %、同时 DNA 片段保持完

整[26 ] ,虽然在鱼类消化道壁菌群总 DNA 提取中该

方法尚未与其他方法开展比较研究 ,但从 DNA电泳

图来看 ,胃壁样品中 DNA 片段大于 116kb 部分清

晰、亮度大 (图 1) ,即使肠道壁样品中大于 116kb

DNA片段亮度较弱 ,但对 V3 区 PCR结果仍然成功

(图 2) 。

通过 DGGE带谱可以反映出环境微生物群落中

优势类群的数量 ,即微生物种类的多样性 ,同时通过

测定某一特定条带着色深浅程度可以半定量地计算

出该条带所代表的特定种类微生物在整个区系中所

占的比例 (即相对丰度 ,Relative abundance) [19 ]。
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从本文 PCR2DGGE指纹图谱 (图 3)可以看出 ,

川纹笛鲷及圆白鲳的胃壁与肠道壁上均存在大量细

菌群落 ,与尹军霞等对乌鳢、鲢鱼、鲂鱼及鲫鱼肠壁

细菌分析结论一致[10 ]。川纹笛鲷及圆白鲳同属肉

食性鱼类[20 , 21 ] ,在本研究中养殖在同一区域并饲喂

同一种饲料达 1个月以上 ,而鱼类消化道微生物易

受到水环境和饵料的影响[28—31 ] ,这一点从本研究

聚类分析结果各组样品同源性大于 50 %可以得到

证实 (图 4) 。尽管如此 ,从 DGGE指纹图谱仍可以

看出二者在消化道壁细菌组成上存在区别 ,这反映

了细菌定植的宿主特异性 ,可能与鱼体自身的免疫

反应不同有关 [32 , 33 ] ,归因于鱼类长期进化的结

果[34 ] :在天然环境中 ,川纹笛鲷生活在海水相对洁

净的礁石深海区[21 , 23 ] ,而圆白鲳则栖息在具有泥底

的浅海区 ,并有回游习性[22 ]。本研究结果显示圆白

鲳肠道壁及胃壁样品条带均丰富于川纹笛鲷 (图

3) ,佐证了这一点。尹军霞等报道鱼体肠壁厌氧菌

稳定性高于好氧菌[10 ] ,本研究尚未开展对泳道上不

同条带 16S rDNA V3区的测序、GenBank比对等细菌

的定性测定工作 ,相关结论尚无法得出 ,有待于进一

步研究确定。

分别从川纹笛鲷及圆白鲳分析 ,各自肠道壁菌群

均比胃壁丰富 ,可能与肠道及胃生理环境差异有关 ,

这一点与猪的研究结果相似[35]。尽管从条带位置来

看 ,同一种鱼的肠道壁及胃壁相同细菌种类要显著多

于不同鱼之间的 ,但从DGGE指纹图谱聚类分析结果

表明 ,两种海水鱼肠道壁菌群组成具有最高的相似度

(67 %) ,可能与两种鱼肠道有 3组条带处于相近位置

及相似的相对丰度相关 ,有待测序确认。

目前虽然 PCR2DGGE技术并不成熟 ,在引物设

计、变性梯度凝胶电泳技术 (DGGE) 、优势菌群半定

量分析等关键环节尚待进一步完善[4 ] ,但是由于该

方法已克服了常规平板培养细菌研究方法诸多缺

点 ,在鉴定自然生境或人工生境中的微生物个体、

分析复杂微生态演替规律、微生物种群动态性评

估、重要基因定位、表达及调控评价存在巨大的应

用空间[4 ] ,在地球生物学 ( Geobiology)研究领域中将

发挥重要作用。在水产养殖中 ,利用 PCR2DGGE技

术可建立不依赖常规分离培养的病原菌分子诊断

技术、基于机体内优势菌群结构的健康水产动物评

价技术 ,并可用于研究养殖品种与养殖水体以及底

泥中微生物的关系、食物链等[25 ] ,系统评估水产养

殖对湿地微生态系统的影响。同时 ,由于健康动物

中正常的优势菌或次优势菌可以作为益生菌的来

源[7 ] ,在探讨川纹笛鲷及圆白鲳高效可定植益生

菌 ,我们可以通过 PCR2DGGE指纹图谱快速鉴定消

化壁优势菌群结构 ,寻求共有优势菌组成 ,进而通

过纯培养或共培养手段达到筛选目标可定植益生

菌的目的。
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COMPARISON OF THE PREDOMINANT BACTERIAL COMMUNITY

STRUCTURE IN THE GASTROINTESTINAL WALL BETWEEN LUTJ ANUS S EBAE

AND EPHIPPUS ORBIS BASED ON 16S rDNA PCR2D GGE FINGERPRINT

ZHOU Zhi2Gang1 ,2 , SHI Peng2Jun2 , YAO Bin2 , HE Su2Xu2 ,SU Yong2Quan3 and DING Zhao2Kun2

(11Marine Biology Lnstitute of Shantou university , Shantou　515063 ;

21 Feed Research Institute of Chinese Academy of Agricultural Sciences , Beijing　100081 ;

31Marine & Environ , College of Xiamen University , Xiamen　361005)

Abstract :The comparison of the predominant bacterial community structure in the gastrointestinal walls between Lutjanus sebae

(Cuvier , 1816) and Ephippus orbis (Bloch , 1787) based on 16S rDNA PCR2DGGE fingerprint using a culture2independent

method was conducted in the paper. The results showed that abundant bacterium were planted in the gastrointestinal walls of both

marine finfish species , the similarity was above 50 % in the community structures in the gastrointestinal walls with the highest

similarity of 67 % in the bacterial composition between the intestinal wall of Lutjanus sebae and that of Ephippus orbis , and the

walls of the stomach and the intestinal in one fish shared the same most predominant bacteria species , which might reflect the

same aquaculture environment and the diet fed for both finfish species. However , the difference of the richness and relative abun2
dance in the bacterium of the gastrointestinal walls in both finfish species was also observed from the DGGE fingerprint with the

results of richer bacterium of the gastrointestinal wall in Ephippus orbis compared to that in Lutjanus sebae , which might due to

the different natural living habits. The first time of the establishment and comparison of the 16S rDNA2DGGE fingerprint in the

gastrointestinal wall of marine finfish in present study do help to elucidate the microflora structure in the gastrointestinal wall of

marine finfish.

Key words :Lutjanus sebae ; Ephippus orbis ; 16S rDNA ; DGGE fingerprint
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