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摘要：【目的】分析不同生境来源的草鱼前肠、中肠和后肠的微生物组成和群落特征。【方法】利用

16S rRNA高通量测序技术比较河流、湖泊、高密度池塘养殖与水库低密度养殖4种不同生境来源的草

鱼其前、中、后肠的微生物组成和群落特征。【结果】Venn图、稀释性曲线和Alpha指数分析结果显示，

前肠微生物群落多样性以养殖生境草鱼更高，而后肠微生物群落多样性以自然生境草鱼更高。不同生

境草鱼前肠微生物组成和群落特征差异较大，自然生境的草鱼前肠微生物优势菌群都是不动杆菌属和

贪铜菌属；高密度池塘养殖生境优势菌群是鲸杆菌属、希瓦氏菌属；低密度水库养殖生境的草鱼前肠

优势菌群是链球菌属、消化链球菌属等。【结论】不同生境的环境因子不同，养殖方式不同，饵料不

同，导致草鱼前肠微生物组成和群落特征的差异较大，该结果可为草鱼肠道微生物的研究提供基础数

据。高密度养殖生境的草鱼存在潜在的感染风险，建议优化养殖模式以减少有害菌的产生。 

关键词：草鱼，生境，肠道微生物，高通量测序 

 

鱼类肠道微生物是鱼体消化系统中的重要

组成部分，在长期的自然进化过程中鱼类与其消

化道微生物之间相互适应形成了复杂的共生关

系[1]。鱼体为肠道微生物提供栖息生长环境，而

肠道微生物对鱼体的发育、营养、免疫和生理健

康等方面具有不可替代的作用，复杂的肠道微生

物群落的存在保障鱼类的营养吸收、肠道免疫和

肠道生理调节[2–3]。研究表明，鱼类肠道微生物组

成易受很多因素的影响而发生变化，如鱼的种类、

食性、饵料以及各种环境因子等[4–6]。在不同的生

境压力下，鱼类的肠道微生物区系组成不同[7]。环

境中的微生物、水体盐度、水温、鱼类摄食的饵

料、药物、鱼类不同的生理状态和发育阶段均会

对鱼类肠道微生物群落产生影响，尤其是水环境

中的微生物种类多样性、群落组成及水质因子等

因素会直接影响鱼类其肠道微生物群落结构[8–10]。 
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草鱼(Ctenopharyngodon idellus)作为我国“四

大家鱼”之一，也是我国淡水养殖的主要鱼种。研

究发现，草鱼肠道中含有核心微生物区系，由变

形菌门、厚壁菌门和放线菌门组成，这些肠道微

生物在草鱼营养代谢方面发挥了重要的作用[11]。

目前该方面的研究多以整个鱼肠道为材料，对其

肠道微生物群落结构和肠道微生物菌落进行分离

与鉴定[12–14]。鱼类肠道不同区段生理生化条件差

异会导致肠道不同区段微生物群落结构不同[15–16]，

本文采用细菌 16S rRNA 高通量测序技术分析不

同生境来源的草鱼前肠、中肠、后肠微生物组成

和群落特征，描述和比较不同生境来源草鱼肠道

不同区段微生物组成区系，以探讨生境与草鱼肠

道微生物之间的关系，为相关研究提供基础理论

支撑。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  仪器与试剂：(1) 仪器：Nanodrop NC2000

超微量分光光度计，美国 Thermo Scientific 公司；

DYY-6C 型电泳仪，中国北京六一生物科技有限

公司；PCR 扩增仪，美国 ABI 公司；FLx800 型

酶标仪，美国 Bio-Tek 公司；Centrifuge5424R 型

高速台式冷冻离心机，德国 Eppendorf 公司；

BSC-1300 型无菌操作台，苏州安洋科技发展有

限公司。 

(2) 试剂：M0491L 扩增聚合酶，购于美国

NEB 公司；DNA 抽提试剂盒，购于美国 Omega 

Bio-Tek 公司；AM9870 琼脂糖凝胶电泳缓冲液，

购于美国 Invitrogen 公司。 

1.1.2  样品采集：在河流自然生境(江西九江永修

县吴城镇赣江段)、湖泊自然生境(江西南昌进贤

县青岚湖)、高密度池塘养殖生境(2000 尾/亩)和

低密度水库养殖生境(300–1000 尾/亩)这 4 种不同

生境中随机选取 3 尾草鱼，体重为(1.09±0.24) kg，

体长为(37.73±2.42) cm。致死后，用 75%酒精对

鱼体表面进行擦拭消毒，迅速在无菌操作台内解

剖，用剪刀从肛门前缘沿体腔壁上沿呈弧形剪

开，分别取出草鱼的前肠、中肠、后肠[17]，3 尾

鱼相同区段的肠道混合为一个样本，以减少个体

间变异的影响。用镊子除去附着于肠道表面的脂

肪，并用灭菌过的生理盐水冲洗数遍后放入 5 mL

的无菌 EP 管中，于–80 °C 冰箱中保存备用。 

1.2  DNA 提取和 PCR 扩增 

用 DNA 提取试剂盒提取草鱼肠道微生物总

DNA，同时采用 Nanodrop 对 DNA 进行定量，通

过 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 提取质量。 

PCR 扩增引物：16S rRNA V3–4 区通用引物，

前引物序列：5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′，

后引物序列：5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′；

扩增体系(25 μL)：5×reaction buffer 5 μL、5×GC 

buffer 5 μL、dNTPs (2.5 mmol/L) 2 μL、Forward 

primer (10 μmol/L) 1 μL 、 Reverse primer      

(10 μmol/L) 1 μL，DNA 模板 2 μL、Q5 DNA 

Polymerase 0.25 μL、双蒸水 8.75 μL；PCR 程序：

98 °C 2 min；98 °C 15 s，55 °C 30 s，72 °C 30 s，

25–30 个循环； 72 °C 5 min，10 °C 直到停止。

PCR 扩增产物通过磁珠纯化回收，Microplate 

reader (Bio Tek，FLx800)荧光定量，构建测序文

库后在 Illumina MiSeq/NovaSeq 平台进行高通量

测序。 

1.3  测序数据分析 

测得序列用 DADA2 方法采用 QIIME2 软件

进行序列去噪，与 Greengenes 数据库(Release 13.8，
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http://greengenes.secondgenome.com/)进行比对，

对 OTU (operational taxonomic units)序列进行

物种注释分析，R 软件计算并制作稀释性曲线

图、Venn 图和群落组成成分图和热图，采用

Alpha 多样性进行各项指数计算，分析样本间物

种多样性。 

2 结果和分析 

2.1  测序质量和 Venn 图分析 

按 1.2 所述方法提取的草鱼肠道微生物总

DNA 经过 1.2%凝胶电泳检测质量较好，PCR 扩

增后得到 16S rRNA V3–4 可变区的基因片段约为

500 bp，回收扩增产物后进行高通量测序，利用

测得序列进行随机抽样，以抽到的序列数与它们

所能代表的 OTU 数量构建稀释曲线，如图 1 所示， 

 

 
 

图 1.  不同生境样品高通量测序结果的稀释曲线  

Figure 1.  The rarefaction curve of high-through 
sequencing result of samples from different habitats. F, 
J, C and H represent the low-density reservoir culture, 
the high-density pond culture, the river and the lake 
habitats, respectively. The numbers 1, 2 and 3 
represent the foregut, midgut and hindgut of grass 
carp, respectively. 

随着所测序列数量的增加，各组样品的 OTU 数量

也随之增大，但增大的幅度呈递减趋势，曲线都

趋于平缓，说明测序质量较好，测序量基本能反

映不同生境草鱼肠道微生物群落的组成和种类。 

由不同生境草鱼肠道样品的 OTU 数量绘制

Venn 图。如图 2 所示，河流自然生境、湖泊自然

生境、高密度池塘养殖生境和低密度水库养殖生

境草鱼前肠的 OTU 数量分别为 443、248、742、

514 个，共有的 OTU 数量有 16 个，特有 OTU 数

分别为 318、139、557、276，分别占各自所有

OTU 总数的 71.78%、56.05%、75.07%、53.70%。

4 种生境草鱼中肠各获得 136、345、479、254 个

OTU，其特有 OTU 数占各自所有 OTU 总数的

41.18%、69.86%、79.75%、50.20%。4 种生境草

鱼后肠共获得 454、392、191、191 个 OTU，其

后肠特有 OTU 数占各自所有 OTU 总数的

72.47%、64.54%、47.64%、66.49%。 

2.2  肠道微生物群落 Alpha 多样性分析 

根据各个生境中草鱼肠道微生物 OTU 数量，

对其进行 Alpha 指数分析。Chao1 和 Observed 

species 指数表征丰富度，指数值越高，表明群落

的丰富度越高；以 Shannon 和 Simpson 指数表征

物种多样性，指数值越高，表明群落的多样性越

高。如表 1 所示，每个样品的 Coverage 均达到了

99.9%以上，说明检测结果可靠。比较 4 种生境

的草鱼肠道微生物群落 Alpha 指数发现，前肠微

生物群落各项指数都是养殖生境的 高，高密度

池塘养殖草鱼前肠微生物群落 Chao1、Observed 

species 、 Shannon 以及 Simpson 指数分别为

744.80、740.4、0.94、5.70；低密度水库养殖为

519.66、510.2、0.91、5.16。河流自然生境草鱼

前肠指数值略高于湖泊自然生境。不同生境草鱼 
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图 2.  不同生境样品 OTU 分布 Venn 图 

Figure 2.  OTU Venn analysis of samples from different habitats. F, J, C and H represent the low-density 
reservoir culture, the high-density pond culture, the river and the lake habitats, respectively. The numbers 1, 2 
and 3 represent the foregut, midgut and hindgut of grass carp, respectively. 

 
表 1.  不同生境草鱼肠道微生物多样性指数 

Table 1.  Functional diversity of gut microbial community of grass carp in different habitats 

Sample Reads OTU Chao1 Observed species Simpson Shannon Coverage 

C1 91517 443 460.21 446.9 0.92 5.21 0.9993 

C2 74719 136 142.29 136.3 0.58 2.16 0.9997 

C3 83688 454 459.56 454.5 0.89 4.58 0.9995 

H1 95920 248 263.93 246.5 0.36 1.38 0.9992 

H2 107066 345 378.09 348.1 0.58 2.57 0.9989 

H3 77523 392 396.53 390.0 0.82 3.85 0.9995 

J1 85194 742 744.80 740.4 0.94 5.70 0.9993 

J2 88750 479 502.41 481.2 0.89 4.37 0.9989 

J3 96064 191 202.06 189.3 0.87 3.32 0.9996 

F1 82696 514 519.66 510.2 0.91 5.16 0.9992 

F2 80774 254 267.54 256.2 0.60 2.86 0.9995 

F3 86489 191 202.42 189.2 0.83 3.51 0.9995 

F, J, C and H represent the low-density reservoir culture, the high-density pond culture, the river and the lake habitats, respectively. 
The numbers 1, 2 and 3 represent the foregut, midgut and hindgut of grass carp, respectively. 
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中肠微生物群落多样性也是养殖生境高于自然

生境。后肠与前肠、中肠情况恰好相反，微生物

丰富度和多样性 高的是自然生境，河流自然生

境草鱼后肠微生物群落 Alpha 指数值分别为

459.56、454.50、0.89 和 4.58，而养殖生境较低。 

2.3  肠道微生物群落结构和组成分析 

图 3 为门水平上细菌相对丰度图。由图 3 可

知，4 种生境的草鱼肠道微生物主要由拟杆菌门、

厚壁菌门、梭杆菌门和变形菌门组成，但各菌门

的比例存在一定的差异。不同生境草鱼肠道的不

同区段优势菌群不同，前肠的主要优势菌群是变

形菌门，河流自然生境和湖泊自然生境中的草鱼

前肠微生物中变形菌门占比较高，其占比分别为

89.45%和 98.58%。低密度水库养殖生境的草鱼前

肠优势菌群是厚壁菌门，占比 47.81%，其次是变

形菌门 40.92%。除湖泊自然生境外，其他 3 种生

境草鱼中肠和后肠的优势菌群都是梭杆菌门，湖

泊自然生境中的草鱼中肠微生物以变形菌门占

比 高，为 91.68%。 

在属的分类水平上，选取丰度 高的 20 种

属进行相对丰度计算。如图 4 所示，4 种生境的

草鱼前肠优势菌群差异明显。两种自然生境的草

鱼前肠微生物群落占优势的菌群都是不动杆菌

属和贪铜菌属；高密度池塘养殖生境中占比 大

的是鲸杆菌属，为 31.29%；低密度水库养殖生境

的草鱼前肠优势菌群是链球菌属、消化链球菌

属、肠杆菌属和放线菌属，分别占细菌总数的

6.65%、6.50%、5.85%和 5.77%。除湖泊自然生

境的草鱼外，其他 3 种生境草鱼中肠的优势菌群

都是鲸杆菌属；而湖泊自然生境 丰富的是弧菌

属，占 7.40%，其次是鲸杆菌，占 7.03%；不同

生境草鱼后肠优势菌群是鲸杆菌属，其次是拟杆 

 

 
 

图 3.  门水平上微生物相对丰度 

Figure 3.  Microbial community structure of different samples in phylum. F, J, C and H represent the 
low-density reservoir culture, the high-density pond culture, the river, and the lake habitats, respectively. The 
numbers 1, 2 and 3 represent the foregut, midgut and hindgut of grass carp, respectively. 
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图 4.  属水平上微生物相对丰度 

Figure 4.  Microbial community structure of different samples in genus. F, J, C and H represent the low-density 
reservoir culture, the high-density pond culture, the river and the lake habitats, respectively. The numbers 1, 2 
and 3 represent the foregut, midgut and hindgut of grass carp, respectively. 
 

菌属，但 4 种生境下所占比例不同；鲸杆菌属在

高密度池塘养殖生境草鱼后肠占比 高，为

88.11%。 

2.4  肠道微生物群落相对丰度 

对草鱼肠道微生物在属水平上进行群落组

分相似度的聚类式热图统计分析，能更加详细看

出不同生境的草鱼肠道微生物群落结构具有明

显差异。如图 5 所示，水库低密度养殖草鱼前肠

的肠杆菌属、链球菌属、放线菌属等丰度显著高

于其他生境中的草鱼前肠。河流自然生境的草鱼

前肠丰度较高的菌群有嗜糖假单胞菌、贪铜菌

属、鞘氨醇单胞菌属等。气单胞菌属、柠檬酸杆

菌属和希瓦氏菌属在高密度池塘养殖生境草鱼

前肠丰度值较高。与前肠相比，不同生境草鱼中

肠微生物菌群丰度差异不大，只有湖泊自然生境

草鱼中肠里的弧菌属和河流生境草鱼中肠里的

Epulopiscium 菌丰度值显著高于其他生境的草

鱼。从肠道微生物菌落的丰度值可看出，草鱼前

肠的菌群丰度差异大于中肠大于后肠，不同生境

草鱼前肠微生物菌落差异较大，中肠和后肠微生

物组成与群落结构具有较高的相似性。对不同生

境的草鱼肠道样本间进行聚类分析发现，4 种生

境之间草鱼肠道微生物组成与群落结构差异较

大，肠道样本之间没有明显聚集成支。 

3  讨论 

鱼类的肠道微生物多种多样，对鱼类自身的

免疫力、养分吸收和消化有深刻影响[2]。本文采

用细菌 16S rRNA 高通量测序技术分析了 4 种不

同生境来源的草鱼其不同区段肠道微生物的结

构组成，研究结果显示不同生境肠道特有的 OTU

数量多，说明不同生境草鱼肠道的细菌群落组成 
 



丁红秀等 | 微生物学报, 2021, 61(3) 735 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

 
 

图 5.  微生物群落热图分析 

Figure 5.  Microbial community heatmap analysis. F, J, C and H represent the low-density reservoir culture, the 
high-density pond culture, the river and the lake habitats, respectively. The numbers 1, 2 and 3 represent the 
foregut, midgut and hindgut of grass carp, respectively. 

 

存在一定的差异。有研究表明，鱼类的肠道微生

物群落组成受生境和肠道不同区段的影响[18]。本

文分析不同生境草鱼肠道的细菌群落组成和肠

道微生物多样性发现，就前肠而言，养殖生境草

鱼肠道微生物多样性和丰富度高于自然生境；就

后肠而言，自然生境草鱼肠道微生物多样性和丰

富度高于养殖生境，说明草鱼肠道不同区段微生

物组成不同，对生境的反应也不同。 

本文研究发现不同生境草鱼肠道微生物组

成主要有 4 种类群，分别是拟杆菌门、厚壁菌门、

梭杆菌门和变形菌门，以往研究也表明变形菌门、

厚壁菌门、拟杆菌门是鱼类肠道微生物中常见的

优势菌群[19–20]。涂宗财等[21]研究发现，异育银鲫

肠道微生物具有一个不受重金属铜影响的“核心

菌群”。本研究发现不同生境草鱼肠道优势菌群相

同，表明草鱼肠道微生物可能存在一个“核心菌

群”，推测生境对草鱼肠道微生物群落主要组成影

响不大。不同生境、肠道不同区段这 4 种菌群所
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占比例不同，4 种生境草鱼前肠微生物群落占比

大的都是变形菌门。变形菌门是细菌中 大的

门，也是各种水体中占优势的菌门，广泛存在于

各种不同生境中 [22–23]。鱼类受水环境因子的影

响，这可能是前肠变形菌门占比较大的主要原

因，尤其是两种自然生境的草鱼前肠变形菌门的

占比分别达到 89.45%和 98.58%，其次是高密度

池塘养殖生境占 48.6%。由此可见生境对肠道微

生物的组成存在一定影响。与前肠不同，草鱼中、

后肠优势菌群是梭杆菌门、厚壁菌门和拟杆菌

门，这与郝耀彤等[16]关于草鱼肠道不同部位微生

物对食物改变适应性变化的研究结果相似。 

在属水平上，不同生境草鱼前肠微生物群落

组成差异较大，河流自然生境和低密度水库养殖

生境的草鱼前肠发现大量未被知晓的菌群。分析

不同生境草鱼肠道微生物群落相对丰度也发现，

不同生境草鱼前肠样本间距离较远。研究表明高

密度池塘养殖生境的草鱼前肠中占比 大的是

鲸杆菌属，其次是希瓦氏菌属。比较肠道微生物

群落相对丰度也证明，希瓦氏菌属在高密度池塘

养殖生境草鱼前肠丰度值较高。希瓦氏菌属主要

发现在有腐败趋势的鱼类体内，是一种潜在致病

菌[24]，说明高密度养殖生境有潜在的患病隐患。

造成前肠微生物组成差异大的原因除了不同生

境的环境因子不同，另一原因可能是食物类型不

同，目前有研究证明鱼类摄食不同类型的食物可

以改变肠道微生物菌群结构。王颖等[25]发现，饲

料中添加芽孢杆菌、乳酸菌以及酵母菌等组成的

微生物制剂可以增加草鱼肠道菌群多样性和丰

富度。周文豪等[26]对比摄食不同饵料对草鱼肠道

菌群影响，发现摄食不同饲料草鱼的肠道细菌数

量和菌群组成均明显受到影响。草鱼属于无胃鱼

类，前肠较为膨大，在消化系统中起到类似胃的

作用，食物进入食道，先在前肠初步消化[27]，所

以不同生境草鱼前肠微生物群落组成差异较大。

相较于前肠，不同生境草鱼的中肠和后肠优势菌

均为鲸杆菌属和拟杆菌属，微生物群落结构相似

度很高，对其进行聚类分析，相较于前肠，不同

生境草鱼中、后肠样本间距离较近。表明成年草

鱼肠道中、后段微生物群落的组成相对稳定。 

鱼类赖于生活的水环境中微生物群落组成、

多样性、丰富度及食物种类与来源等因素会直接

影响鱼类其肠道微生物群落组成和结构，河流或

湖泊自然生境水体体量大，水流相对通畅，水质

清澈，水体中有机质含量相对较少，不适合微生

物的滋生，生长于其中的草鱼以各种高等水生植

物为食，食物来源丰富。人工养殖环境水域面积

一般较小，水体流动性差或无流动性，加上人工

配合饲料的投放，水体有机质丰富，生活于其中

的草鱼以饲料为食，食物来源单一。本文选取两

种自然生境和两种养殖生境中草鱼为样本，对其

肠道不同部位的微生物群落组成、结构、多样性

等进行分析，揭示了不同生境中草鱼肠道不同部

位的微生物组成及群落特征，研究结果表明不同

生境中草鱼肠道尤其是前肠微生物组成存在差

异，显示生境差异确实影响了草鱼肠道微生物群

落结构特征，可为鱼类肠道微生物与生境之间关

系的相关研究提供参考。此外，研究还发现，高

密度养殖生境草鱼前肠微生物中希瓦氏菌属占

比较大，显示存在潜在的患病隐患，建议在草鱼

养殖过程中尽量控制养殖密度，改善养殖方式以

减少有害菌的产生。 
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Comparison of intestinal microbiome composition and 
community characteristics of grass carp from different habitats 

Hongxiu Ding1, Zhongying Li1, Jun Liu1, Xiaomei Sha1, Lu Zhang1, Zongcai Tu1,2* 
1 National R&D Center for Freshwater Fish Processing, Jiangxi Normal University, Nanchang 330022, Jiangxi Province, China  
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Abstract: [Objective] To analyze the microbiome composition and community characteristics of the foregut, 

midgut and hindgut of grass carp from different habitats. [Methods] The 16S rRNA high-throughput sequencing 

technology was applied to analyze the microbial composition and community characteristics of the foregut, midgut 

and hindgut of grass carp from four habitats, including river, lake, high-density pond culture and low-density 

reservoir culture. [Results] Venn diagram, Rarefaction Curve and Alpha index showed that microbial diversity of 

the foregut was higher in the cultured habitats than natural habitats (river and lake), whereas the diversity of the 

hindgut microbial community had the opposite trend. The microbial composition and community characteristics of 

the foregut of grass carp in different habitats varied greatly: the dominant microflora in the foregut was 

Acinetobacter and Cupriavidus in natural habitats, Cetobacterium and Shewanella in high-density culture pond, and 

Streptococcus and Peptostreptococcus in low-density culture reservoir. [Conclusion] The great differences in 

foregut microbial composition and community characteristics of grass carp were due to the difference of 

environmental factors, culture methods and diets. Our findings can provide basic data for the study of intestinal 

microorganisms of grass carp. There is a potential risk of infection for grass carp in high-density culture habitats, 

suggesting that the culture density should be controlled as much as possible in the culture of grass carp. 

Keywords: grass carp, habitats, gut microbes, high-throughput sequencing 
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