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摘要: 为了解长江口日本鳗鲡(Anguilla japonica)幼体肠道微生物的结构特点和多样性组成, 探索其潜在功能，采用

MiSeq 16S rRNA 高通量测序技术对 2022 年 1―4 月每月 VA 期和 VB 期 2 个发育时期的肠道样本进行微生物测序, 

分析了肠道微生物的 OTU 数量、菌群组成、丰度及 Alpha 多样性, 并预测其功能。8 个样本共测得 1467 个 OTU, 每

个样本平均 396 个。共鉴定出 51 门、140 纲、286 目、414 科、643 属、959 种, 每个样本平均包含 26 门和 229 属, 

并表现出随月份递增而门数和属数明显减少的现象。在门水平上, 以变形菌门(Proteobacteria)(81.33%)和拟杆菌门

(Bacteroidota)(10.61%)为优势菌群。在属水平上 , 主要由嗜冷杆菌属 (Psychrobacter)(35.10%)、假单胞菌属

(Pseudomonas)(16.75%)、黄杆菌属 (Flavobacterium)(7.99%)、无色杆菌属 (Achromobacter)(4.82%)、希瓦氏菌属

(Shewanella)(4.21%)等组成, 显示了一组与其他鱼类不同的肠道微生物群落。1 月组的肠道菌群丰度及多样性显著

高于其他月组(P<0.05), 其他 3 个月组之间及 2 个发育期组(VA 期组和 VB 期组)之间均无显著性差异(P>0.05)。

KEGG pathway 注释预测肠道菌群编码的大多数基因与新陈代谢相关, 其中氨基酸转运与代谢功能类群的相对丰

度较高。本研究解析了长江口日本鳗鲡幼体的肠道微生物结构组成及其时间变化特征, 并分析了其优势菌群可能

的作用途径, 为其苗种繁育及饵料研制提供参考。 
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日本鳗鲡(Anguilla japonica)是一种具有重要

经济价值的降海洄游型鱼类, 产卵场位于西马里

亚纳海脊附近[1], 孵化的柳叶鳗仔鱼随北赤道洋

流和黑潮暖流漂至中国、日本、韩国的等大陆架

海域变态成玻璃鳗, 并在河口变态成线鳗[2]。这种

复杂的生活史特性, 使得人工育苗困难重重, 如

无法完全模拟出鳗苗生长的环境, 未能找到合适

的饵料等[3], 目前养殖所用的鳗苗完全依赖于天然

捕捞[4]。近年来, 我国学者对日本鳗鲡的研究主要

集中在鳗苗的资源动态[5-6]、早期生活史特征[7]、

发育时相[8]等方面。但对日本鳗鲡幼体的肠道微

生物的研究却鲜有报道。 

肠道是鱼类消化食物和吸收营养的器官。鱼

类肠道微生物中的细菌种类主要是在肠道中能够

生存的来自环境或者饵料的菌群[9], 其与宿主以

及所处的水环境形成相互依赖、相互制约的微生

态体系, 与鱼类的生长发育、营养吸收与代谢、

免疫等诸多生理生化功能息息相关[10-12]。鱼类孵

化以后, 环境和饵料是影响肠道微生物的主要因

素[13]。Zhu 等[14]研究了日本千叶山养殖的日本鳗

鲡 成 体 的 肠 道 微 生 物 , 发 现 鞘 脂 单 胞 菌 科

(Sphingomonadaceae)、黄杆菌属(Flavobacterium)、
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红杆菌属(Rhodobacterales)在生物素代谢和脂肪

酸合成代谢过程中起关键作用。刘海姿等[15]研究

发现投喂开口配合饵料相比投喂红虫的美洲鳗

(Anguilla rostrata)白仔苗肠道中的益生菌增加。

因此, 分析鱼类肠道微生物的组成, 有助于了解

鱼类生长环境的特征及其生理特点, 对野生资源

的管理和养殖利用具有重要意义。随着测序技术

的快速发展, 基于 16S rRNA 扩增子测序的高通

量测序技术逐渐成为微生物群落结构研究的主要

手段[16], 其最大的优势是对微生物菌群种类和数

量可以精确解析[17], 该技术已被广泛应用于肠道

微生物的研究[18-19]。 

长江口是日本鳗鲡幼体溯河洄游的必经通路, 

本实验以 2022 年日本鳗鲡洄游汛期在长江口南

汇东滩外侧获取的日本鳗鲡幼体为研究对象, 对

V3~V4 区进行 16S rRNA 扩增子测序, 首次研究

长江口日本鳗鲡幼体肠道微生物的结构特征和潜

在功能, 并分析不同月份间日本鳗鲡幼体肠道菌

群之间的差异性, 研究日本鳗鲡幼体微环境稳态, 

为其苗种繁育及饵料研制提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  样本的采集与处理 

采样点位于长江口南槽航道内侧、南汇东滩外侧, 

水深在 6.5~8.5 m,  布网范围为 30°48 ′00″N~ 

30°53′00″N, 122°03′10″E~122°03′40″E (图 1)。在 

 

 
 

图 1  长江口日本鳗鲡幼体样本的采集区域 

Fig. 1  Sampling area of Anguilla japonica larvae  
collected in the Yangtze River Estuary 

2022 年 1—4 月的日本鳗鲡幼体汛期, 温度范围

为 7.5~15.0 ℃, 利用长江口常用的日本鳗鲡幼体

捕捞张网–单桩框架定置张网逐月采集日本鳗鲡

幼体, 每月中旬在船上随机抽取约 100 尾样本放

入双层密封袋, 立即在–20 ℃的冰箱中冷冻保存。 

短暂冷冻保存后的样本送到实验室后解冻 , 

用吸水纸吸去水分。用游标卡尺测量全长(total 

length, TL), 精确至 0.01 mm; 用电子天平称量体重

(body weight, BW), 精确至 0.1 mg。随后用体视显

微镜观察每尾样本的体表色素分布, 依据郭宏艺等
[8]对玻璃鳗体表色素发育过程的评判标准来判断

发育时期, 总体日本鳗鲡幼体包括 VA、VB 和

VIA1 期 3 个发育阶段, VIA1 期日本鳗鲡幼体较少, 

只存在于 4 月。每月随机挑选 VA 期和 VB 期各

10 尾作为肠道微生物分析的样本。用无菌水清洗

鱼体表面, 在无菌环境下剪除头部和尾部, 保留

躯干部作为分析材料。每月的 VA 期或 VB 期 10

尾鱼的躯干部合在一起, 作为一个分析样本。在

测序前放入 1 个 5 mL 离心管中, 在–80 ℃冰箱里

保存。每个月有 2 个不同发育时期的肠道微生物测

序样本, 供保存 8 个样本, 其生物学信息见表 1。 

1.2  DNA 的提取和肠道微生物多样性的测定 

采用磁珠法(QJ 磁珠 DNA 提取试剂盒)提取

鱼类肠道样本的 DNA, 进行 1%琼脂糖凝胶电泳, 

并用 Nanodrop 2000 对 DNA 的浓度和 OD260/OD280

值进行测定, 浓度和质量合格的样本由上海美吉

生物医药科技有限公司完成 16S rRNA 基因扩增

并测序。 

采用 338F (5′–ACTCCTACGGGAGGCAGCA–3′)

和 806R (5′–GGACTACHVGGGTWTCTAAT–3′)

通用引物对 DNA 样本中的 16S rRNA 基因 V3~V4

区域进行 PCR 扩增。20 μL PCR 反应体系为: 10 μL 

2×Pro Taq, 引物 338F (5 mmol/L)和引物 806R  

(5 mmol/L)各 0.8 μL, 10 ng DNA 模板, 然后用

ddH2O 补足 20 μL。PCR 过程: 95 ℃预变性 3 min; 

95 ℃变性 30 s, 60 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 45 s, 

29 个循环; 最后 72 ℃延伸 10 min。使用 2%琼脂

糖凝胶电泳检测 PCR 产物, 切割回收。结果表明, 

产物目的条带大小正确, 浓度合适, 可进行后续实

验。使用 AxyPrepDNA 凝胶回收试剂盒(AXYGEN  
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表 1  长江口日本鳗鲡幼体的色素发育时期、全长、体重 

Tab. 1  The pigmentation stages, total length and body weight of Anguilla japonica larvae in the Yangtze River Estuary 

编号 
sampling 
number 

采样时间 
sampling date 

尾数 
number 

色素发育时期 
pigmentation stage

体长/mm total length 体重/mg body weight 

range mean±SD range mean±SD 

JVA 2022-1-25 10 VA 52.04–57.55 55.21±1.73 92.2–137.9 117.8±14.3 

JVB 2022-1-25 10 VB 55.05–57.13 56.05±0.76 102.7–135.0 118.0±11.9 

FVA 2022-2-23 10 VA 54.27–59.93 56.53±1.89 100.4–137.2 117.5±14.1 

FVB 2022-2-23 10 VB 54.62–59.38 56.51±1.49 93.3–136.5 115.5±14.2 

MVA 2022-3-21 10 VA 55.58–58.20 56.68±0.94 119.0–143.4 130.6±8.0 

MVB 2022-3-21 10 VB 54.27–60.14 57.29±2.04 98.5–162.9 130.3±19.6 

AVA 2022-4-11 10 VA 54.54–59.27 56.98±1.53 98.9–150.6 128.7±14.7 

AVB 2022-4-11 10 VB 53.42–61.58 57.07±1.96 95.5–126.8 117.4±15.4 

 

公司 ) 切胶回收 PCR 产物 , 将 PCR 产物用

QuantiFluor™-ST 蓝色荧光定量系统(Promega 公

司)进行检测定量, 之后按照每个样本的测序量要

求, 进行相应比例的混合。使用 Illumina 测序专

用的 TruSeqTM DNA Sample Prep Kit 试剂盒建立

基因文库。构建好的文库通过 Illumina Miseq 

PE300 平台进行高通量测序。 

1.3  数据处理方法 

1.3.1  OTU 聚类及物种注释  Miseq 测序得到双

端序列数据(reads), 根据 PE reads 之间的 overlap

关系, 使用 Trimmomatic、FLASH 软件将成对的

reads 经过质控、拼接、过滤、去重、矫正序列方

向等优化数据 , 再采用 Usearch (version 7.1 

http://drive5.com/uparse/)软件对所得序列进行处

理, 并根据 97%相似度水平对序列进行操作分类

单元(operational taxonomic unit, OTU)聚类。采用

RDP classifier 贝叶斯算法对在 97%相似水平下的

OTU 进行生物信息统计分析。利用 QIIME 软件将

其与 silva (Release128 http://www.arb-silva.de)数据

库在不同分类水平上进行比对和注释, 从而获得

每个 OTU 所对应的物种分类信息。 

1.3.2  Alpha 多样性  采用 Sobs 指数、Chao1 指

数(Schao1)
[20]和 ACE 指数(Sace)

[21]计算菌群丰度 , 

Simpson 优势度指数(D)[21]和 Shannon-Wiener 多

样性指数(Hʹ)[22]计算菌群多样性状况, 覆盖率指

数(coverage, C)[23]度量测序深度。公式如下:  

 Sobs=实际测量出的 OTU 数 (1) 

 1 1
chao1 obs

2
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式中, n1为只含有1条序列的OTU数(如singleton), n2

为只含有 2 条序列的 OTU 数, ni 代表含有 i 条序

列的 OTU 数, N 为样本中出现的总序列数; Sabund

为含有超过 10 条序列的 OTU 数, Srare 为含有不多

于 10条序列的 OTU数, Cace表示所有低丰度(出现

≤10次)的物种中非 Singleton的比例, 2
ace 为变异

系数。 

1.3.3  统计分析  使用 ArcGIS10.3 软件绘制采

样点分布图。使用 R3.3.1 软件进行物种组成柱状

图分析, R 语言工具制作稀释性曲线图、成分分析

图、韦恩(Venn)图并进行分析。使用 Wilcoxon 秩

和检验来比较各组之间的 Alpha 多样性指数差异, 

ANOSIM 检验来比较 VA 期组和 VB 期组肠道菌

群的结构差异 , P<0.05 表明差异显著。使用

PICRUSt 菌群代谢功能预测工具对 OTU 丰度表

进行标准化, 然后通过每个 OTU 对应的 Green 

Gene ID, 对 OTU 进行 COG 和 KEGG 功能注释, 

从而获得 OTU 在 COG、KEGG 各功能水平的注

释信息及各功能在不同样本中的丰度信息。 
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2  结果与分析 

2.1  稀释性曲线 

经过质控后, 8 个样本共获得有效序列 319967

条, 平均每个样本 39996 条。99.9%的序列长度在

400~500 bp 之间, 平均长度为 425.99 bp。对所有

序列进行 97%相似水平聚类后得到 1467 个 OTU。

8 个样本的 coverage 值均在 99.9%以上, 说明序列

未被检出的可能性小, 测序结果真实可靠。从图 2

可见, 测序数在 15000 以下时, 各样本实际观测

到的 OTU 数(Sobs 指数)随着所测序列数的增加而

快速增大, 也就是日本鳗鲡幼体肠道中有大量菌

群被发现; 测序数大于 25000 时, 各样本 Sobs 指

数曲线均趋于平缓, 说明此时的测序深度足以反

映各个样本微生物群落的组成和多样性状况。 
 

 
 

图 2  8 个日本鳗鲡幼体的肠道菌群稀释性曲线 

Fig. 2  Rarefaction curve of intestinal microbiota of 8  
Anguilla japonica larvae 

 
2.2  OTU 数量和样本间的分布 

8 个日本鳗鲡幼体肠道微生物样本 JVA、

JVB、FVA、FVB、MVA、MVB、AVA、AVB

测得的 OTU 数分别为 802、996、307、262、330、

141、124、207 个, 平均每个样本 396 个。从 OTU

数的花瓣率图(图 3)中可以看出, 8 个样本共有的

OTU 为 44 个; 样本 JVA 和 JVB 的特有 OTU 数

较多, 分别为 238 个和 410 个; 而 MVA 和 MVB

较少，分别为 9 个和 0 个。 

将每月 2 个不同发育时期的肠道微生物测序

结果组合在一起绘制成各月组间的韦恩图(图 4), 

其中 1 月组(JV)的 OTU 数为 1339 个, 2 月组(FV)、

3 月组(MV)和 4 月组(AV)分别为 417 个、347 个

和 225 个, 可见 OTU 数随月份递增而明显减少, 1

月组是其他 3 个月组的 3.21~5.96 倍。4 组共有的

OTU 数为 104 个, 这个数占 JV 组的 7.77%、FV

组的 24.94%、MV 组的 29.97%、AV 组的 46.22%。

1―4 月组各自特有的 OTU 数分别为 820 个、57

个、17 个和 18 个。 
 

 
 

图 3  8 个日本鳗鲡幼体肠道菌群样本的 OUT 

分布花瓣图 

每个花瓣代表一个样本, 中间的数字代表所有样本共有的

OTU 数, 花瓣上的数字代表该样本的特有 OTU 数. 

Fig. 3  Petal map of OTU distribution of intestinal microbiota  
community in 8 Anguilla japonica larvae 

Each petal represents a sample, and the number in the middle  
represents the OTU shared by all samples. The number on each  

petal represents the unique OTU number of the sample. 
 

 
 

图 4  4 个月组日本鳗鲡幼体肠道菌群 OTU 数的韦恩图 

Fig. 4  The Venn diagram of OTUs of intestinal microbiota of 
Anguilla japonica larvae in 4 month groups 
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2.3  Alpha 多样性分析 

Sobs、Ace、Chao1 指数表征群落中物种的丰

富度, Shannon-Wiener和Simpson指数表征群落中

物种的多样性。对 8 个长江口日本鳗鲡幼体肠道

微生物样本的 OTU 数作上述 Alpha 多样性指数分

析, 结果发现各个样本间的指数差异较大。样本

JVB 的 Sobs、Ace、Chao1、Shannon 值最大, 分

别为 996、1009.24、1020、4.36, Simpson 值较小, 

为 0.08, 显示该样本的肠道微生物物种最丰富、

物种多样性最高。AVA 的 Sobs、Ace、Chao1 值

最小, 分别为 124、145.17、137.64, 显示该样本

的肠道微生物物种最贫乏。MVB 的 Shannon 值最

小, 为 1.52, Simpson 值最大, 为 0.51, 显示该样本

的肠道微生物物种多样性最低(图 5)。Wilcoxon 秩

和检验结果也显示, 1 月组 JVA 和 JVB 两个样本的

肠道菌群物种多样性均显著高于其他样本(P<0.05), 

但不同月份中 2 个发育时期 VA 组和 VB 组的肠道

微生物物种丰度和多样性差异并不显著(P>0.05)。 
 

 
 

图 5  长江口日本鳗鲡幼体肠道菌群的各类 Alpha 多样性指数 

Fig. 5  The Alpha diversity indices of intestinal microbiota of Anguilla japonica larvae in the Yangtze River Estuary 
 

2.4  肠道微生物的菌群组成 

经与 silva 数据库比对, 8 个测序样本 1467 个

OTU 共鉴定出 51 门、140 纲、286 目、414 科、

643 属、959 种肠道微生物。其中样本 JVB 含有

的门最多, 有 49门; 样本MVB含有的门最少, 仅

7 门; 每个样本平均包含 26 门。以月组为单位统

计, 则 JV 组有 51 门、FV 组有 29 门、MV 组有 29

门、AV 组有 19 门, 平均为 32 门, 呈现出门数随月

份递增而明显减少的趋势。以发育时相为单位统

计, 则 VA 组有 45 门、VB 有 49 门, 平均为 47 门。 

8 个样本合计, 变形菌门(Proteobacteria)平均

占 比 为 81.24% (61.10%~90.98%), 拟 杆 菌 门

(Bacteroidota)平均占比为 10.61% (3.30%~38.69%), 

其 他 占 比 较 高 的 还 有 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 

(1.87%)、绿弯菌门(Chloroflexi)(1.62%)和放线菌

门(Actinobacteriota)(1.51%)。但在不同样品中各

门所占丰度存在较大差异, 拟杆菌门在样本 AVA

中占比最高, 为 38.69%; 绿弯菌门和放线菌门在

JVA 和 JVB 中占比较高, 在 JVA 中占比为 5.10%

和 5.03%, 在 JVB 中占比为 7.16%和 4.89% (图 6)。 

在属水平上, 每个样本平均包含 229 属, 最

多的 JVB 样本含有 473 属, 最少的 MVB 样本仅

有 90 个属。以月组为单位进行统计, 则 1—4 月

组分别为 596 属、251 属、229 属和 152 属, 平均

每组为 307 属, 也呈现出属数随月份递增而明显

减少的趋势。以发育时相为单位统计, 则 VA 组

有 496 属、VB 有 542 属, 平均为 519 属。 

8 个样本合计, 长江口日本鳗鲡幼体肠道微

生物优势菌群主要由嗜冷杆菌属(Psychrobacter)、

假单胞菌属(Pseudomonas)、黄杆菌属、无色杆菌

属(Achromobacter)、希瓦氏菌属(Shewanella)、假

交 替 单 胞 菌 属 (Pseudoalteromonas) 、 弧 菌 属

(Aliivibrio)、不动杆菌属 (Acinetobacter)等组成 , 

占比分别为 35.10%、16.75%、7.99%、4.82%、

4.21%、3.86%、1.92%、1.83% (图 7)。其中, 嗜

冷杆菌属在样本 FVB 中丰度占比达 80.72%; 假
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单胞菌属在样本 MVA和 MVB中为第一优势菌属, 

占比分别为 36.85%和 72.93%; 黄杆菌属在样本

AVA 中为第一优势菌属, 占比为 38.32%; 还有少

数属在个别样本中为优势菌群。 

2.5  OTU 水平的 PCoA 分析 

在 OTU 分类水平上, 运用 bray_curtis 距离算

法对 8 个日本鳗鲡幼体菌群样本进行主成分分析

(PCoA), 结果显示主坐标轴 PC1、PC2 的解释度 
 

 
 

图 6  门水平的 8 个样本日本鳗鲡幼体肠道菌群组成 

Fig. 6  Intestinal microbiota composition of 8 samples of Anguilla japonica larvae at the phylum level 
 

 
 

图 7  属水平的 8 个样本日本鳗鲡幼体肠道菌群组成 

Fig. 7  Intestinal microbiota composition of 8 samples of Anguilla japonica larvae at the genus level 
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分别为 48.58%和 22.06%。图 8 中 1 月组和 3 月

组的 2 个样本分别分布在两个象限中, 各自构成

一个组群; 2 月组和 4 月组的 4 个样本比较接近, 

说明这两组肠道微生物群落结构差异较小, 与上

述 Alpha 多样性分析的结果相一致。1 月组日本

鳗鲡幼体肠道微生物丰度和多样性较高, 3 月组

在属水平上与其他月组差异较大。此外 , 通过

ANOSIM 检验分析得出, 2 个发育时期 VA 组和

VB 组肠道菌群结构的差异不显著 (R=–0.1562, 

P>0.05)。 

 

 
 

图 8  OTU 水平的 PCoA 分析图 

Fig. 8  PCoA analysis chart at OTU level 

 
2.6  日本鳗鲡幼体肠道菌群的功能预测 

用 PICRUSt 菌群代谢功能预测工具对 1467

个 OTU 进行功能注释, 在 KEGG pathway 1、

pathway 2 和 pathway 3 水平上, 分别有 7 个、41

个和 304 个代谢功能途径。统计显示, 在 KEGG 

pathway1 水平上由 OTU 编码的基因中, 有 50.62%

与新陈代谢相关 , 15.26%与遗传信息处理相关 , 

13.86%与环境信息处理相关, 此外有较少的 OUT

编码的基因与细胞进程、人类疾病和有机系统相

关, 分别占比为 3.53%、1.31%和 0.79% (表 2)。 

对 OTU 进行 COG 功能注释, 获得的 OTU 在

COG 功能水平上的注释信息及各功能在不同样

本中的相对丰度信息如图 9 所示: 菌群编码的基

因中与新陈代谢功能相关的主要有氨基酸转运与

代谢(E, 占比 9.63%)、无机离子运输和代谢(P, 

6.47%)、脂质代谢(I, 4.73%)及碳水化合物运输和

代谢(G, 4.67%)等; 与遗传信息处理相关的主要

有转录(K, 6.54%)及复制、重组和修复(L, 5.44%); 

与环境信息处理相关的主要有能源生产和转换(C, 

7.20%)及信号转导机制(T, 5.20%)。 

3  讨论 

3.1  长江口日本鳗鲡幼体肠道菌群的多样性和

丰度 

黄丽丽等[24]分析了新疆 3 种冷水性肉食鱼类

哲罗鱼(Hucho taimen)、细鳞鱼(Qinling lenok)和黑

斑狗鱼(Esox reicherti)肠道微生物群落结构, 观测

到 OTU 总数为 242 个, 包含 17 门。肖善势等[25]

分析了 3 种肉食性鱼类翘嘴鲌(Culter alburnus)、

达氏鲌 (C.  dabry i )和红鳍原鲌 (Cul t r i ch thys 

erythropterus)肠道微生物群落结构 ,  观测到的

OTU 数分别为 407、666 和 392 个, 合计 1094 个

OTU 包含 23 门。Wu 等[26]分析了湖北荆州养殖草

鱼(Ctenopharyngodon idella)肠道微生物菌群结构, 

观察到 6058 个 OTU, 包含 25 门。由此可见, 肉

食性鱼类肠道微生物的 OTU 数较草食性鱼类的

少 , 但在门水平上差异不大。本研究在 8 个日 

 
表 2  KEGG pathway 1 代谢通路统计 

Tab. 2  Metabolic pathway statistics based on KEGG pathway 1 

编号 number 功能 function 丰度 abundance 相对丰度/% relative abundance

1 新陈代谢 metabolism  13529961 50.62 

2 遗传信息处理 genetic information processing  4078272 15.26 

3 环境信息处理 environmental information processing  3704170 13.86 

4 细胞进程 cellular processes  944410 3.53 

5 人类疾病 Human diseases  349894 1.31 

6 有机系统 organismal systems  209999 0.79 

7 无分类 unclassified  3913209 14.64 
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图 9  长江口日本鳗鲡幼体肠道菌群的 COG 功能分类统计 

Fig. 9  The COG function classification of intestinal microbiota in Japanese eel larvae in the Yangtze River Estuary 
 

本鳗鲡幼体肠道组织样本中发现的 OTU 总数为

1467 个, 共鉴定出 51 个门, OTU 数处于肉食性和

草食性鱼类之间, 但门的数量明显高于上述研究

结果 , 也高于养殖欧洲鳗 (Anguilla anguilla)的

OTU 数(758 个)[27]。但不同样本所包含的 OTU 数

(141~996 个)和门数(7~49 个)差异也很大, 每样本

平均包含 396 个 OTU 和 26 门, 并表现出随月份

递增而明显减少的现象。 

Alpha 多样性分析也显示, 1 月组两个样本的

Sobs 指数、ACE 指数、Chao1 指数和 Shannon 指

数均显著高于其他月组(P<0.05), 表明微生物物

种丰度和多样性更高。但 2 个发育时期 VA 组和

VB 组的肠道微生物物种丰度和多样性差异并不

显著(P>0.05)。研究表明, 鱼类肠道微生物群落结

构和多样性与其生长情况、生存环境以及食性等

均有关 [28]。长江口日本鳗鲡幼体的日龄范围为

(122.0~190.0) d, 平均(150.9±12.7) d, 孵化时间一

般在 8—11 月[29]。笔者推测造成 1 月组日本鳗鲡

幼体肠道菌群丰度和多样性较高的原因, 可能是

1 月组的日本鳗鲡幼体从产卵场到长江口的洄游

过程中经历了高温的夏季至低温的冬季, 而其他

月份的日本鳗鲡幼体仅经历了温差相对较小的秋

季至冬季或翌年春季。 

3.2  长江口日本鳗鲡幼体肠道优势菌群 

变形菌门是多种鱼类肠道菌群的主要微生物

类群[30], 尤其在鱼类早期生命阶段占比更高, 如

在养殖的梭鲈(Lucioperca Lucioperca)早期生命阶

段占 90%以上[31], 在大西洋鲑(Salmo salar)早期

发育阶段也占主导地位[32]。但 Bertucci 等[33]发现

欧洲鳗成体的肠道菌群中变形菌门约占 37%, 厚

壁菌门约占 30%, 放线菌门约占 16%; 王悦等[34]

发现花鳗(Anguilla marmorat)成体肠道菌群主要

以梭杆菌门和厚壁菌门为主(占 75%以上); 刘海

姿等 [15]发现美洲鳗白仔苗肠道菌群以厚壁菌门

(约占 83%)和变形菌门(约占 11%)占优势。Zhu 等[14]

发现日本千叶山的日本鳗鲡成体肠道菌群主要以

变形菌门(后肠占比 37.24%, 前肠占 81.95%, 平

均 55.37%)和拟杆菌门(前肠占比 9.16%, 后肠占

比 56.98%, 平均 36.36%)为主。本研究结果显示, 

变形菌门是长江口日本鳗鲡幼体肠道中第一优势

菌群, 8 个样本中占比在 61.10%~90.89%, 平均占

81.24%; 占 比 较 高 的 还 有 拟 杆 菌 门 10.61% 

(3.30%~38.69%)。这与许多鱼类及日本鳗鲡成体

肠道菌群的研究结果接近, 但与鳗鲡属其他种类

差异明显。 

有研究表明, 草食性鱼类[武昌鱼(Megalobrama 

amblycephala)草鱼]的肠道中以纤维素降解菌——

梭菌属(Clostridium)、柠檬酸杆菌属(Citrobacter)

和 纤 毛 菌 属 (Leptotrichia) 为 主 ; 肉 食 性 [ 鳜
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(Siniperca chuatsi)、欧白鱼(Alburnus alburnus)]以

乳酸菌和蛋白酶产生菌——盐单胞菌属(Halomonas)

为主 , 鲸杆菌属 (Cetobacterium)也有较高比例 ; 

杂食性鱼类 [鲤 (Cyprinus carpio)、鲫 (Carassius 

auratus)]主要以梭菌属、鲸杆菌属、盐单胞菌属

为主[35]。但也有研究发现, 自然生境中的草鱼肠

道中主要为不动杆菌属(Acinetobacter)和贪铜菌属

(Cupriavidus)[36], 养殖条件下的草鱼肠道中主要为

鲸杆菌属和气单胞菌属(Aeromonas)[36-37]; 野生肉

食性鱼类(翘嘴鲌、达氏鲌和红鳍原鲌)肠道中以

鲸杆菌属 (26.30%)、邻单胞菌属 (Plesiomonas) 

(21.02%)和气单胞菌属(15.46%)为主 [25]; 杂食性

鱼类 (鲤 )肠道中主要为乳酸菌属 (Lactobacillus 

Beijerinck)、气单胞菌属和邻单胞菌属(>85%)[38]。

这表明尽管不同食性的鱼类其肠道菌群组成具有

一定的规律性, 但不同研究所得结果差异也很大。 

Hsu 等[39]发现东山江的日本鳗鲡成体肠道优

势菌属主要为缓生根瘤菌属(Bradyrhizobium)、鲸

杆菌属、梭菌属和邻单胞菌属; Zhu 等[14]发现日本

千叶山的日本鳗鲡成体肠道中主要由鞘脂单胞菌

科、黄杆菌属、红杆菌属组成。本研究发现长江

口日本鳗鲡幼体肠道菌群主要为嗜冷杆菌属

(35.10%)、假单胞菌属(16.75%)、黄杆菌属(7.99%)、

无色杆菌属 (4.82%)和希瓦氏菌属 (4.21%), 这与

其他鱼类的肠道微生物群落不同, 也与日本鳗鲡

成体的肠道菌群有很大差异。但肠道菌群中检测

到了日本鳗鲡成体肠道所含的黄杆菌属和其他草

食性鱼类所含不动杆菌属(占 1.83%)和贪铜菌属

(Cupriavidus)(占 0.39%), 特别是黄杆菌属在样本

AVA 中为第一优势菌属, 占比达 38.32%。因此, 

笔者推测长江口日本鳗鲡幼体的食性以肉食性为

主, 也能消化一定的纤维素食物, 这与我国河口鳗

苗主要以浮游生物为食的研究结果相一致[40-41]。 

3.3  日本鳗鲡幼体肠道菌群的功能分析 

通过 PICRUSt 软件对长江口野生日本鳗鲡幼

体肠道菌群 COG和 KEGG功能注释预测发现, 日

本鳗鲡幼体肠道中与新陈代谢功能相关的菌群丰

度最高, 其中氨基酸转运与代谢、无机离子运输

和代谢、脂质代谢和碳水化合物运输和代谢相关

菌群占比较高。表明野生日本鳗鲡幼体肠道菌群

对宿主营养代谢有一定的影响[42], 这与大多数鱼

类肠道微生物功能组成的研究结果一致[43]。由此

推测, 日本鳗鲡幼体营养代谢过程中消化道内的

氨氮浓度相对较高。目前, 高碳水化合物和高脂

肪含量的高成本效益饲料被广泛应用于水产养

殖[44]。后续可针对营养代谢过程中日本鳗鲡幼体

消化道中的核心菌群进行分离培养, 并针对性地

在鳗苗养殖过程中在饵料中加入相应的益生菌。 
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Study on the intestinal microbial community of Japanese eel larvae in 
the Yangtze River Estuary based on 16S rRNA high-throughput 
sequencing 
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1. Shanghai Universities Key Laboratory of Marine Animal Taxonomy and Evolution, Shanghai Ocean University, 
Shanghai 201306, China;  
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Abstract: The aims of this study were to analyze the structure and diversity of intestinal microorganisms in wild 
Anguilla japonica eel larvae from the Yangtze River Estuary and to explore the function of these intestinal 
microorganisms. MiSeq 16S rRNA high-throughput sequencing technology was used to sequence the 16S rRNA of 
microorganisms in wild eel larvae at different pigment development stages from January to April. We then 
counted the number of operational taxonomic units (OTU) of intestinal microorganisms in the samples, analyzed 
species composition, abundance, and alpha diversity, and predicted the function of these intestinal microorganisms. 
A total of 1467 OTUs were identified from the Japanese eel larvae samples, with an average of 396 per sample; 
these microorganisms were determined to belong to 51 phyla, 140 classes, 286 orders, 414 families, 643 genera, 
and 959 species. Each sample had an average of 26 phyla and 229 genera; however, a significant decrease in this 
diversity was observed with increasing months. At the phylum level, the dominant microflora were Proteobacteria 
(81.33%) and Bacteroidota (10.61%). At the genus level, the dominant bacterial groups were Psychrobacter 
(35.10%), Pseudomonas (16.75%), Flavobacterium (7.99%), Achromobacter (4.82%), and Shewanella (4.21%), 
which differed from the intestinal microbial communities observed in other fishes. The abundance and diversity of 
intestinal microflora in eel larvae from the January group were significantly higher than those in other months 
(P<0.05). Nonetheless, there was no significant difference in the structure and diversity of the intestinal microbial 
community among the other three groups or between the VA and VB stages of eel larvae at different pigment 
development stages (P>0.05). According to KEGG path annotation, it was predicted that most of the genes 
encoded by the intestinal microflora of Japanese eel larvae were related to metabolism; further, the relative 
abundance of amino acid transport and metabolic functional groups was high. The composition of microorganisms 
in the intestinal tract of Japanese eel larvae is complex; therefore, the analysis of these intestinal microorganisms 
and their corresponding functions helps develop our understanding of the influence of intestinal microflora on 
Anguilla japonica feeding, thereby providing a theoretical basis for further studies on fish diet. 

Key words: Yangtze River Estuary; Anguilla japonica; 16S rRNA; intestinal microbiota; dominant flora; function 
prediction 
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