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鲤肠道正常菌群的研究
’

王红宁 何明清 柳 苹 胡廷秀 陈孝跃
�四 川农业大学动物科技学院

,

雅安 � �  ! ∀引

提 要

本实验用稀释滴种的定量方法
,

对淡水养殖池中健康鲤肠道内的 �� 种菌群进行了定性
、

定量分析
,

并对结果进行统计学处理
,

得到鲤肠菌群的一些生理值
。

结果表明鲤肠道中需氧
、

兼性厌氧优势菌是气单胞菌和酵母菌
,

厌氧优势菌是拟杆菌
。

对不同时间
、

不同温度条件下同

一养殖池中鲤肠道菌群的测定结果比较表明 � 葡萄球菌
、

假单胞菌差异显著 �� � �� � ��
,

气单胞

菌
、

大肠杆菌
、

需氧芽胞杆菌
、

酵母菌
、

乳酸杆菌
、

双歧杆菌
、

拟杆菌
、

梭状芽胞杆菌差异不显著

�� � 住�� �
,

表明该 � 种菌群在鲤肠道中的菌数处于相对稳定状态
,

属于肠道正常菌群
。

关键词 鲤
,

正常微生物群
,

微生物学

正常微生物群 �� �� � �� � �� �� �� �� �� 是指在正常条件下对宿主非但无害且有益的微

生物群
,

这些微生物群为宿主创造着生存的微环境
,

同时宿主也为它们提供着生长繁衍的

条件
。

两者相互依赖
、

相互制约形成了统一的整体
。

通过对无菌动物和普通动物的比较

研究发现
,

正常微生物群在提高动物机体免疫力
、

改善动物生理功能
,

为动物机体提供合

成的维生素等方面起着重要作用 �
’�

。

何明清等对健康猪
、

鸡和腹泻猪
、

鸡的肠菌群进行比

较研究发现
,

腹泻猪
、

鸡的需氧菌数与厌氧菌数是 ���
�

�
,

从而提出了动物腹泻与正常菌

群的 比例失调有关
。

徐伯亥等对患肠炎草鱼和正常草鱼肠道中的气单胞菌�� �� � � �� �� �

进行了比较研究发现
,

草鱼患肠炎时该菌的数量是健康时的 � � �一� �
,
倍

,

从而推断草鱼

肠炎的发病机理与气单胞菌的大量繁殖
,

引起肠机能的紊乱有关���
。

正常菌群的重要作

用以及它的平衡和失调与某些疾病的关系
,

引起了人们的关注和研究�� 
。

对鱼类肠道菌群的组成
,

国外曾有一些报道
,

但没有系统的研究
。

�� ��� ���  �� 对鱼

类肠道中的大肠杆菌进行了研究
,

发现鱼肠道中分离 出的大肠杆菌与普通大肠杆菌不同
,

有液化明胶和不产生昭�噪的特性
。

� � �� �� �� 报告在鱼消化道中发现大量酵母菌
。

� 盯� �

等对淡水养殖池中罗非鱼
、

金鱼
、

鲤等肠道菌的研究指出
,

弧菌一气单胞菌是淡水鱼胃肠
道中主要的兼性厌氧菌

,

主要的专性厌氧菌是 � 型和 � 型拟杆菌�� 
。

� 盯� 。 � � �� �
�
报道

淡水养殖池中鱼肠道中主要存在的弧菌一气单胞菌群是相 当稳定的
,

而另外的细菌受外

界环境因素和饵料组成
,

水温
、

� � 值
,

含氨量等影响较大
,

而且鱼体之间个体差异也很

� �� �  年��月� 日修回
�
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�盯� 。 还报道了罗非鱼肠道内菌群在孵出后 �� 一�� � 便已建立
。

推断这些细菌来

自水
、

水底沉积物或集约化养殖场中其它鱼类的粪便 �� 
。

我 国学者对鱼类肠道菌群的研

究较少
,

主要针对一些条件致病菌进行了研究
。

鉴于国内外对鱼肠道正常菌群的研究现状
,

本实验选择同一淡水养殖池中
,

同批放养

的鲤
,

在不同时间选择健康鱼
,

对其肠道中的 �� 种菌群进行系统的定性定量分析
,

以得出

鲤肠菌群的一些生理值
,

为研究鱼肠菌群在生态平衡与生态失调时的演替规律
,

找 出某些

鱼肠道疾病的发生与菌群变化的关系
,

以及 为如何采用合理的生态疗法提供理论依据
。

材料和方法

� � 测定时的条件 实验鱼和水从雅安市某鱼场淡水养殖池中采取
。

共进行三次测定�

� �� � � 年 � 月 �� 口
,

水 温 � �
�

���
, �� �

�

�
,

含 氧量 �
�

� �� � � �
。

� �� 月 �� 日
,

水温

��
�

�℃
,

�� �
�

��
,

含氧 量 �
�

� �� � � �
。

� �� 月 �� 日
,

水 温 ��
�

���
,

�� �
�

�
,

含氧 量

�� �� � � �
。

鱼体选择 � �
�

�一 � ��
,

群游
,

精神食欲正常
,

剖检时体表
、

体内无任何充血
、

出

血变化
,

肠道充盈度较好
。

� � 样本的采取
、

稀释和滴种 鱼体采集后放人充氧袋中立即送往实验室
,

用 �� �酒精

擦拭鱼体表进行消毒
,

从肛门处剪开
,

然后向上朝前剪成弧形
,

掀开游离腹壁展现肠道
,

无

菌采取后肠内容物 �
�

�� 左右放人预先称重并装有玻珠的无菌三角瓶内
,

再准确称出肠内

容物重量
,

按 一
� �� 加人稀释液

,

充分振摇 ��� �� ��� 次 � ��  � �
,

此 为 �� 一 , ,

逐步稀释至

�丁��
。

从 养鱼 池中同时采取水样
,

并做 �� 一 , 至 �� 一 ,
稀释

。

稀释液 � � � ��� ��� ��,

� � �� �� ���
,

�一半胧氨酸 �
�

��
,

� � � � � 一� � � �
�

��
,

琼脂 ��
,

蒸馏水 � �  � �
,

�� 磅 ��� �� 灭

菌
。

滴种 � 用无菌的巴 氏吸管下接 �� 号针头 ��� 士 �
�

� 滴 � � �� 从高稀释度开始
,

向各选

择培养基滴下
,

距离约 �� �
。

每个平板滴三个稀释度
,

每个稀释度重复三滴
,

培养对象不

同
,

稀释度的选择不同
。

其中需氧芽胞杆菌和梭状芽胞杆菌将菌液作 �� ℃ �� � �� 处理后

再行滴种
。

� � 培养基
,

培养对象及培养条件 培养基制作方法见 正常菌群检查法 �大连医学院

编 �
。

血液 系无菌 术采 集 的 兔心 血
。

抗菌 素 � 新 毒素 � � �� � �� ��� 和 巴 龙 霉 素

���� � � �� �� � 系卫生部生物制品检定所生产的国家标准品
。

� � ���  ��� � � � 纸片系哈尔

宾市卫生 防疫站生产 �中国科学院微生物所监制 �
。

将制作好的固体选择培养基放人

��℃温箱中烘 �一��
,

使其表面干燥
,

然后再行滴种
,

待滴种 的菌液被培养基吸干后再将

平皿倒转 培养
,

以防止凝集水滴下
,

破坏单个菌落的形成
。

需 氧菌和兼性厌氧菌放人

�� ℃恒温箱中培养 � 厌氧菌放入 � �� ��� 厌氧罐 �中国产� 中培养
。

� � 细菌的计数 培养后选菌落生长稀密适 当的稀释度计菌数
,

求出三滴样品菌落数平

均值
,

计算出每克粪便中所含的细菌数 � 每克粪便含菌数 二 菌落数均值
�
滴数 � � � � 稀

释倍数
。

� � 细菌的鉴定 气单胞菌 菌落圆形
,

隆起
,

边缘整齐黄色
,

直径 �
�

�一��  � �
。

假

单胞菌 菌落圆形
,

湿润
,

乳白色
,

直径 �一 �� �
。

大肠杆菌 菌落圆形
,

隆起
,

边缘整

齐
,

表面光滑
,

紫黑色
,

直径 �一 �� �
。

葡萄球菌 菌落圆形
,

隆起
,

粉红色
,

直径 ��  一
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表 � � 种细菌生化特性鉴定结果

� � �
�

� ��� ��� � �� � � � �� � �  �� ������ �  � � � �� � �� �  � � �� �����

项 目 � � �
�

� � � � � � � � � � ,

�� � � 气单胞菌 � 假单胞菌 � 大肠杆菌 � 葡萄球菌 � 乳酸杆菌 � 双歧杆菌

��一份
��玛一��确��一��葡萄糖

甘露醇

拟杆菌

��

��

��

��

��

�一

�一
�
弓,�

麦芽糖

份一��蔗糖

棉子糖

�����一��卜一�����一�����一��卜一�����一抖���一卜一���一�����一�����

份一��心一��卜一好��一��上���

��一��上玛卜一��上���一��兰�����一��� !一�����一��� !

卜一�����一���  一���

乳糖

��一���木糖

肌醇

��� !一�����一�����  一���
��一��������一���鼠李糖

卫茅醇

甲基红

卜一���一���一�����一6--一6--一6-- 6+一6--一6--一6+6--一6--一6--一6-- 6--一6--一6+一3+卜6--一6--一6+一6--

柠檬酸盐

H ZS

+一4,‘

尿素酶

十一今j,、

5--1+一3+3--

明胶

0 / 129

注
:
¹ 一¿ 分别为 A

e000 onas
、

Ps

e u

d0

0

0 n a s

、

E
刃011

、

5
2即h多

,

lo
e o f c u s

、

L

a e
z

o

b

a e

i l l

u s

、

B 刃do b
a ererium

、

B

a e
r
e r

i

o

de

s
;

表内数字表不 菌株数量
, “‘

”

号为产酸
, “

一号 为不利用
,

¼
产 酸产气
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表2 鲤肠道菌群及水中菌群测定结果(1
09 10 / g 粪便)

T a b
.
2 M easurem en tof the m lerofl ora ln the intestln e ofcarP and in th e w ater

结结 果果 19 89 年 X 土 SSS X 士 S XXX

RRR esu lttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttt 99999 月 24 HHH 10 月 26 日日 11 月 10 日日日

气气单胞菌菌 7
.
56 士 1

.
6 3

’’

9

.

1 7
士 1 7 000 7

.
32 士 1

.
0 888 8

.
0 2 士 1

.
0 111

AAA e ro m on asss 5
.
3 3
. 冲冲

4

.

7 555 2

.

4 999 4

_

1
9
士 1

.
5000

假假单胞菌菌 5
.
17 士 0

一

4
999 4

.

4 3
士 0

.
333 3

.
2 6 士 0

.
6 777 4

.
2 9 士 0

.
9 666

PPP se u do m
o n a sss 000 000 000 000

大大肠杆菌菌 7 1士 0
.
0 999 5

.
3 3 士 0

.
3 444 6

.
0 6 士 1

.
4 444 6

.
1 6 士0

.
8 999

EEE
.
eo l--- 3注6 111 3

.
5 888 3

.
0 444 1

.
2 6 士0

.
2 888

葡葡萄球菌菌 2
.
71士 0

.
2 】】 6

.
3 1 士0 7 888 3

.
8 2 士 1

.
4 999 4

.
2 8 土 0

.
6 666

SSS taP 勺l
oC o ce。 ::: 2

.

8 444 2

.

1 333 2

.

5 666 2

.

5 1 士 0
.
3 666

需需氧芽抱杆菌菌 4
.
50 士 0

.
9 111 4

.
2 2 士 1

.
0 000 3

.
8 2 士 1

.
3 333 4

.
18 士 0

.
3 444

BBB a eillu sss 000 4
.
0 999 2

.
3444 3

.
2 0 士 1

.
2444

酵酵母菌菌 7
.
73 士 0

.
9 333 8 4 7 士 1

.
7 111 6

.
8 2 士 0

.
8 666 7

.
6 7 士 0

.
8 222

SSS a ce h a ro 泞U e e zeee 5

.

4 777 4

一

6 444 3

.

0 444 4

.

3 8
士 1

.
2 444

乳乳酸菌菌 8
.
60 士 1

.
7 888 6

.
12 士 1

.
1666 4

一

6 8
士 0

.
9 666 6

.
4 7 土 1

.
9 888

LLL 口亡10 b 口亡111“SSS 000 000 000 000

双双歧杆菌菌 8
.
62士 1

.
7 888 5

.
2 士 0

.
6 222 4

.
9 3 士 0

.
8 666 6

.
2 6 士 2

.
0 555

BBB 价d
口
ba
e te r j

u mmm 000 000 000 000

拟拟杆菌菌 8
.
95 士 0

.
1333 9

.
2 5 士 0

.
8 777 7

.
7 9 土 1

.
3 777 8

.
66 士 0

.
777

BBB a e teriode
sss 000 000 000 000

厌厌氧芽抱杆菌菌 4 99士 0
.
0 000 5

.
2 2 士 0

.
3999 2 月3 士0

.
4 333 4

.
38 土 1

.
2 666

CCC los tr心iu mmm 000 000 000 000

*
肠道菌数;

* *
水中菌数;差异显 著性为 p > 0

.
05

。

Z m m

。

需氧芽胞杆菌 菌落边缘不整齐
,

不透明
,

乳白色
,

直径 2一3m m
。

酵母菌

菌落湿润
,

不透明
,

乳白色
,

直径 2一4m m
。

乳酸杆菌 菌落扁平
,

中心有一蕊突
,

边缘

不整齐
,

暗白色
,

直径 0. 5一lm m
。

双歧杆菌 菌落圆形
,

隆起
,

表面光滑
,

湿润
,

边缘整

齐
,

半透明或暗乳 白色
,

直径 1一Zm m
。

拟杆菌 菌落圆形
,

隆起
,

湿润
,

露珠状
,

眼观有

一点黄绿色
,

直径 1一l
.
sm m

。

梭状芽胞杆菌 菌落边缘不整齐
,

表面粗糙
,

淡黄
,

乳白

色
,

直径 2一3m m
。

计数菌落的同时
,

取单个菌落涂片
,

革 兰氏染 色和镜检
。

为了判断选择培养基的选

择情况
,

对气单胞菌
、

假单胞菌
、

大肠杆菌
、

葡萄球菌
、

乳酸杆菌
、

双歧杆菌
、

拟杆菌各任

选 6 个单个菌落作进一步培养和生化鉴定
,

各种 细菌的生化反应均符合该种细菌标准

菌株的主要特征
,

说明培养基 的选择性良好 (表 l)
。

从鲤肠 道中分离出的大肠杆菌具

有不产生昭}噪
,

能液化明胶的特征
。

这与普通大肠杆菌不同
,

此结果与 Sm ith 所得的结

果一致
。
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2 结果

本试验对不 同时间
,

不同水温条件下
,

同一养殖池中共 18 尾 (每次 6尾 )鲤肠道菌群

及水中菌群定量测定结果见表 2
。

2

.

1 在鲤肠道中需 氧
、

兼性厌氧菌的数量依次是
:
气单胞菌

、

酵母菌
、

大肠杆菌
、

假单胞

菌
、

葡萄球菌
、

需氧芽胞杆菌
。

气单胞菌和酵母菌比其它细菌数量更多
,

可认为是肠道中

的优势需氧
、

兼性厌氧菌
。

厌氧菌的数量依次是:拟杆菌
、

乳酸杆菌
、

双歧杆菌
、

梭状芽胞

杆菌
。

其中拟杆菌数量最多
,

可认为是肠道 中的优势厌氧菌
。

2. 2 在饲养鲤的池水中需氧
、

兼性厌氧菌的数量依次是
:
酵母菌

、

气单胞菌
。

大肠杆菌需

氧芽胞杆菌
、

葡萄球菌
、

假单胞菌
。

其中酵母菌
、

气单胞菌占优势
,

其次是大肠杆菌和需氧

芽胞杆菌
、

其它两种细菌的数量很少
。

厌氧菌在水中的数量接近于零
。

2. 3 对三次所测结果的方差分析表明;气单胞菌
、

大肠杆菌
、

需氧芽胞杆菌
、

酵母菌
、

乳酸

杆菌
、

双歧杆菌
、

拟杆菌
、

梭状芽胞杆菌均差异不显著 (p > 0
.
05)

。

可认为在不同时间
、

不

同温度条件下
,

同一池塘中鲤肠道内的这些细菌处于相对稳定状态
。

而假单胞菌
、

葡萄球

菌差异显著(p < 0
.
05 )

。

这两种细菌在鲤肠道中的数量可随时间
、

温度不同而变化
。

3 讨论

3
.
1 关于鱼肠道菌的分布情况

,

V
a

nl l d
en

、

H ar
uo

S
ug

i ta 做过一些工作
,

认为气单胞菌
、

酵母菌
、

拟杆菌在鱼肠道中占优势
,

本实验所得 出的结果与此相同
,

但本试验所侧的鱼品

种
,

养殖池
,

时间均不同
。

由此可认为
:
不 同品种的鱼类

,

在不同环境条件下
,

其肠道中的

优势菌较为稳定而且相似
。

3. 2 对 ro 种菌群测定结果可见数量依次是
:拟杆菌

、

气单胞菌
、

酵母菌
、

乳酸菌
、

双歧杆

菌
、

大肠杆菌
、

假单胞菌
、

梭状芽胞杆菌
、

葡萄球菌
、

需氧芽胞杆菌
。

这与普通哺乳动物肠

道中厌氧菌占绝对优势不同
,

这可能与鱼的生物特性
,

特别是消化道中对食物的利用特性

与哺乳动物不同有关
。

鱼进食后各种菌群在肠道中怎样形成厌氧或有氧的生态平衡还有

待进一步研究
。

3. 3 从本实验结果还可看出
,

水中 10 种菌的数量依次是
:
酵母菌

、

气单胞菌
、

大肠杆菌
、

需氧芽胞杆菌
、

葡萄球菌
、

而假单胞菌和其它厌氧菌几乎为零
。

水中酵母菌
、

气单胞菌
、

大

肠杆菌等的存在与饲料不断投人
,

水中营养条件有关
。

鱼肠道中的需氧
,

兼性厌氧优势菌

气单胞菌和酵母菌在水中也是优势菌
,

可推断鱼肠道中的这些优势菌可能来自水中
,

由水

中进人肠道后再大量增殖
。
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