中国水产科学  2014年11月, 21(6): 1277(1288
Journal of Fishery Sciences of China  

研究论文
1286
中国水产科学
第21卷

第6期
邓霏等: 大黄鱼网箱养殖水体的细菌群落结构
1287

DOI: 10.3724/SP.J.1118.2014.01277

大黄鱼网箱养殖水体的细菌群落结构

邓霏1, 鄢庆枇1, 黄伟卿2, 熊何健3, 王程程1, 马英1
1. 集美大学水产学院, 农业部东海海水健康养殖重点实验室, 福建 厦门361021; 
2. 宁德市富发水产有限公司, 国家级大黄鱼原种场, 福建省企业重点实验室, 福建 宁德  352103;
3. 集美大学生物工程学院, 福建 厦门 3610211

摘要: 以16S rDNA为分子标记, 通过构建克隆文库、限制性片段长度多态性(Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP)分析等技术手段, 研究大黄鱼(Larimichthys crocea)网箱养殖水体中细菌的群落结构。样品采自福建省宁德市三都湾富发养殖基地。随机选取5个不同养殖网箱水样混合, 取3 L混合水样过滤富集细菌后提取总DNA, 用细菌通用引物27F和1 492R扩增其16S rRNA基因, 构建克隆文库。从文库中随机挑选154个克隆子进行分析, 得到137个阳性克隆, 92种RFLP带型。对部分代表性克隆子进行测序的结果表明, 大黄鱼养殖水体中细菌多样性非常丰富。序列分析结果显示, γ-变形菌纲的假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)细菌为最优势菌(占γ-变形菌纲克隆子数的31.2%), 海源菌属(Idiomarina)次之(占γ-变形菌纲克隆子数的15.1%)。此外还存在6.6%的厚壁菌门(Firmicutes)、5.9%的拟杆菌门(Bacteroidetes)、各0.7%的浮霉状菌门(Planctomycetes)、绿屈挠菌门(Chloroflexi)、绿菌门(Chlorobi)细菌和OP11类群。本研究结果阐明了网箱养殖大黄鱼水体细菌的群落结构, 为大黄鱼养殖区病害防治、环境监测以及探讨大黄鱼健康养殖与养殖水体细菌间的关系奠定了基础。
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大黄鱼(Larimichthys crocea)是中国主要海水经济鱼类之一, 由于其极高的经济价值而受到人们极大关注。大黄鱼是中国最大规模的海水网箱养殖鱼类和中国8大优势出口养殖水产品之一, 也是福建省乃至中国独具特色和国内市场最畅销的海水鱼类[1]。近年来, 随着养殖规模的不断扩大, 养殖环境的不断恶劣, 大黄鱼病害频繁发生, 每年因疾病引起的损失占养殖产量的20%~30%, 有些区域损失率高达90%[2]。

大黄鱼的健康养殖与养殖环境密切相关。有研究表明, 大黄鱼的发病机率及发病类型与养殖环境中的细菌数量呈显著的正相关[3]。另一方面, 养殖环境中的益生菌能降解有机污染物, 对大黄鱼健康养殖的可持续发展有重要意义[4]。此外, 养殖水体中的细菌和养殖动物肠道菌群组成也有密切关系[5]。目前, 利用常规分离培养技术, 已对大黄鱼养殖网箱内外细菌的数量分布及区系组成[6]、水体理化因子及细菌数量对大黄鱼发病的影响[3]等进行了研究。现代分子生物技术的发展与应用, 克服了传统培养方法的不足[7]。利用分子生物学技术, 已对九孔鲍(Haliotis diversicolor supertexta)[8]、仿刺参(Apostichopus japonicus)[9]、虾池[10]和海参养殖环境[11]、不同混养鱼模式[12]、受污染的网箱养殖区[13]、复合池塘循环水养殖系统[14]等养殖水体、养殖区沉积物中细菌多样性进行了研究。但大黄鱼网箱养殖水体细菌分子生态学方面的研究国内外均未见报道。

本实验以16S rRNA基因为分子标记构建克隆文库, 并通过限制性片段长度多态性分析(Re​st​r​i​ction Fragment Length Polymorphism, RFLP)、测序以及序列分析, 研究大黄鱼网箱养殖水体细菌的群落结构, 以期为大黄鱼养殖区病害防治、环境监测等奠定基础。

1  材料与方法

1.1  样品采集及处理

样品于2012年7月10日, 采自宁德三都湾富发养殖基地, 随机选取不同鱼龄(3月龄和1年龄)大黄鱼养殖网箱各5个, 在水深1~2 m处取水, 每个养殖网箱各取水样3 L, 混合均匀后取3 L装于灭菌容器。养殖水体编号为Sy。

将水样静置后先经200目筛绢(32层)过滤, 再用无菌的直径47 mm孔径0.2 mm聚醚砜滤膜 (PALL, AnnArbor, MI, USA)以真空泵抽滤富集细菌, 共富集1 L养殖水样。将滤膜用镊子折成1/4大小, 放入锡纸袋中–20℃保存待用。

1.2  水质测定
按照《海洋监测规范》[15]测定大黄鱼网箱养殖水体水温、盐度、pH、亚硝酸盐、氨氮、硝酸盐、活性磷酸盐、叶绿素a和化学需氧量(COD)等。
1.3  DNA提取及PCR扩增

滤膜上微生物样品DNA提取参照文献[16]。用细菌16S rRNA基因通过引物27F和1 492R对所提DNA进行PCR扩增。扩增反应体系为: 1 μL DNA, 2.5 μL 10×PCR缓冲液, 5 μmol·L–1引物各2.5 μL, 2.5 mmol·L-1dNTPs 2 μL和1 U的Taq酶(大连宝生物公司), 补无菌水至25 μL。反应条件为: 94℃预变性5 min, 94℃变性1 min, 55℃复性1 min, 72℃延伸2 min, 35个循环, 72℃再延伸10 min。

1.4  16S rRNA基因克隆文库构建

使用Axygen DNA凝胶回收试剂盒对PCR 扩增产物进行纯化回收, 纯化产物连接到PMD 18-T Vector(大连宝生物公司), 转化大肠杆菌DH5a感受态细胞, 转化产物涂布于含氨苄青霉素(Amp, 50 μg·mL–1)的LB培养基上。从Amp+抗性培养基上随机挑选154个克隆子。用菌落PCR方法进一步检测目的片段是否正确插入。菌落PCR引物采用克隆载体引物M13(上海生工生物工程公司合成)。阳性克隆子用于后续RFLP分析。

1.5   限制性片段长度多态性分析(RFLP)
分别用限制性内切酶AfaⅠ和HhaⅠ对阳性克隆的菌落PCR产物进行酶切, 反应15 μL体系包含: 8 μL PCR扩增产物, 5 U内切酶及相应的缓冲液。37℃酶切过夜, 酶切片段经2.5%琼脂糖凝胶电泳分离, 凝胶成像系统记录结果。

同种酶切所得到的电泳图片以Mark为标记, 用PhotoshopCS4拼合。两种酶切所得带型均相同时, 所代表的克隆子可归为同一个系统发育型。
1.6  测序和序列分析

根据RFLP分析结果, 每种带型挑选一个克隆子, 交由上海美吉生物医药科技有限公司测序。将所得序列在NCBI网站上, 与 GenBank 库中的序列进行 BLAST比对, 找出与所得序列相似性最高的序列, 分析其来源、分类地位等信息, 用ARB构建系统进化树, 结合系统进化分析, 确定有效序列的分类地位。

1.7  序列在GenBank中的收录号

本研究所得序列递交到GenBank库, 序列号为KF571770~KF571861。

2  结果与分析

2.1  RFLP结果

从构建的16S rRNA基因克隆文库中随机挑选154个克隆子, 菌落PCR检测结果表明有17个克隆子为假阳性。分别用HhaⅠ和AfaⅠ两种酶对137个阳性克隆子的菌落PCR产物进行单酶切。图1(A和B)为分别用HhaⅠ酶和AfaⅠ酶对阳性克隆子酶切后的部分电泳结果。酶切图谱表明, 137个阳性克隆子共可分成92种带型。克隆子数大于1的RFLP带型在文库中出现的频数见图2。92种酶切带型中最优势带型仅出现11次, 占所分析克隆子的8%, 说明优势菌的地位并不是特别突出。次优势带型出现6次和5次, 另外一种带型出现4次, 有6种带型分别出现3次, 有11种带型分别出现2次。另有71种带型均只出现一次(图2中未展示), 酶切带型只出现一次的克隆子数约占分析克隆子数的51.8%, 说明在本研究样品中, 细菌遗传多样性非常丰富。
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图1  部分PCR产物经限制性内切酶Hha I和 Afa I酶切后的电泳图

A: Hha I酶切; B: Afa I酶切; 图中编号为克隆子编号; M: DL-2000 Marker.
Fig. 1  Electrophoretic patterns of PCR products digested by restriction endonucleases Hha I and Afa I 

A: Hha I digestion; B: Afa I digestion; Lane numbers correspond to clone numbers; M: DL-2000 Marker.
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图2  RFLP带型及其在文库中出现的频数(克隆子数>1)

Fig. 2  RFLP pattern frequency in the bacterial 16S rRNA gene clone library (clone numbers>1)

2.2  序列分析

根据RFLP分析结果, 每种带型挑选一个克隆子进行测序, 共得到92条有效序列, 代表137个克隆子。测序结果经BLAST比对, 用ARB构建系统进化树如图3所示(为方便展示, 将所得序列分别画成3支进化树, 其中图3A和图3B为变形菌门细菌系统进化树, 图3C为其他类群细菌进化树)。

结合系统进化分析, 将所有序列分为七大类群: 变形菌门(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firm​i​cutes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、浮霉状菌门(Planctomycetes)、绿屈挠菌门(Chloroflexi)、绿菌门(Chlorobi)细菌和OP11(图4A)。其中变形菌门占优势地位, 约占所分析克隆子的84.7% (116/137)。拟杆菌门和厚壁菌门占次优势地位, 各占所分析克隆子的6.6%和5.9%。浮霉状菌门浮霉状菌目细菌、绿菌门细菌、绿屈挠菌门绿屈挠菌属细菌和OP11类群均各含1个克隆子, 分别占所分析克隆子数的0.7%(1/137)。变形菌门中又以γ-变形菌纲细菌(γ-Proteobacteria)为最优势类群(图3B), 约占所分析克隆子数的67.9%, 其他依次是α-变形菌纲(α-Proteobacteria)、δ-变形菌纲(δ-Proteobacteria)和ε-变形菌纲(ε-Proteo​bac​teria), 各占所分析克隆子数的13.1%、2.9%和0.8%。
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图3  大黄鱼网箱养殖水体中细菌系统进化树
A: γ-变形菌纲; B: α-, δ- , ε-变形菌纲; C: 其他.
Fig. 3  Phylogenetic trees of bacteria in large yellow croaker cage culture water

A: γ-Proteobacteria; B: α-, δ- and ε-Proteobacteria; C: Others.
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A: 大黄鱼网箱养殖水体中各门细菌群落结构

A: Phylum composition in large yellow croaker cage culture water
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B: 大黄鱼养殖水体中γ-变形菌纲各属细菌群落结构

B: Genus composition within γ-Proteobacteria in large yellow croaker cage culture water

图4  大黄鱼网箱养殖水体细菌群落结构
图中数值表示各类细菌占所分析克隆子的百分数.
Fig. 4  Bacterial community structure in large yellow croaker cage culture water

Values in the figures show the percentages of corresponding bacteria clone numbers.

γ-变形菌纲细菌中以假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)居多(图4B), 占γ-变形菌纲克隆子数的31.2%, 这些交替单胞菌的最相似序列大都来自海洋环境(NCBI)。次优势的γ-变形菌纲细菌是海源菌属(Idiomarina)克隆子序列, 占γ-变形菌纲克隆子数的15.1%, 与这些序列最相似的序列来自于海洋沉积物[17]、好氧活性污泥(NCBI)、盐矿床(NCBI)等。还有约12.9%的弧菌属(Vibrio)克隆子序列, 与之最相似的序列来自于海洋沉积物、海水[18]、肝病变的海鱼和患肠炎的牙鲆幼虫消化道[19]等。此外, 还存在9.7%的海洋单胞菌属(Oceanomonas)细菌, 与这些序列最相似的序列来自于海水和垃圾填埋场(NCBI)等。还有7.5%的发光杆菌属(Photobacterium)细菌, 与之最相似的序列来自于海水[20]、盐场(NCBI)、沿海水产养殖系统(NCBI)和九孔鲍小肠消化道(NCBI)等。另外, 大黄鱼养殖水体中还存在少量的科尔维尔氏菌属(Colwellia)、西瓦氏菌属(Shewanella)、Bowmanella属、海杆菌属(Marinobacterium)、噬甲基菌属(Methylophaga)、海杆状菌属(Marin​ob​acter)、海神单胞菌属(Neptunomonas)、盐单胞菌属(Halomonas)、海单胞菌属(Marinomonos)、海洋螺菌属(Oceanospirillum)等细菌。

α-变形菌纲细菌中多为红杆菌科细菌, 占α-变形菌纲克隆子数的71.4%, 它们分属于副球菌属(Paracoccus)、褐杆菌属(Phaeobacter)、Luti​ma​r​ibacter属、Donghicola属和斯塔普氏菌属(Stap​pia), 与这些序列最相似的序列分别来自于红树林沉积物[21]、九孔鲍(Haliotis diversicolor sup​​er​texta)小肠消化道(NCBI)、海水[22]、红海[23]以及大菱鲆(Scophthalmus maximus)养殖地[24]等。除此之外, 还存在极少量的Cohaesibacteraceae科细菌。δ-变形菌纲的细菌只包括脱硫弧菌属(Desulf​ovibrio)和脱硫小杆菌属(Desulfotalea), 分别占所分析克隆子数的1.5%。大黄鱼养殖水体中还检测到少量的ε-变形菌纲弓形菌属(Arcobacter)细菌。

拟杆菌门细菌大致可分为鞘氨醇杆菌目(Sph​​i​n​gobacteriales)细菌和黄杆菌目(Flavobac​teriales)细菌以及少量只能确定到门的细菌, 与之最相似序列主要来自于海沙和海洋沉积物等(NCBI)。厚壁菌门细菌包括芽孢杆菌科微小杆菌属(Exiguo​bacterium)细菌、梭菌科(Clostridaceae)细菌、丹毒丝菌属(Erysipelothrix)细菌以及少量只能确定到门的细菌, 与之最相似的序列来自于珊瑚(NCBI)、深海沉积物[25]等。

2.3  水质分析结果

大黄鱼网箱养殖水体水质分析结果见表1。养殖区域水体温度、盐度、pH、叶绿素a含量、化学需氧量(COD)等均符合国家一类海水水质标准, 但活性磷酸盐值较高, 超出正常养殖水体标准0.012 mg/L, 无机氮含量(氨氮、硝酸盐以及亚硝酸盐的总和)也较正常养殖水体略偏高。

表1  大黄鱼网箱养殖水体水质指标 
Tab. 1  The quality indicators of large yellow croaker cage culture water

	测量指标
index
	测量值范围
value range
	平均值
average
	测量指标
index
	测量值范围
value range
	平均值
average

	水温/℃water temperature
	26.8~27.2
	27.01
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NO

-

​/(mg·L–1)
	0.178~0.304
	0.248

	盐度 salinity
	30.20~31.62
	30.42
	
[image: image10.wmf]2

NO

-

​/( mg·L–1)
	0.049~0.071
	0.056

	pH
	8.12~8.14
	8.13
	Chl-a​/( μg·L–1)
	0.4~5.0
	0.56
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4

PO

-

​/( mg·L–1)
	0.029~0.050
	0.042
	COD/( mg·L–1)
	0.22~0.94
	0.65

	氨氮/( mg·L–1) ammonia-N
	0.031~0.098
	0.064
	
	
	


3  讨论

BLAST比对的结果表明, 本研究所得序列的最相似序列大都来自海水、海洋沉积物或海洋生物, 这与大黄鱼海水养殖环境一致。约有22.6%的序列与未培养的细菌克隆子序列最相似, 约5.5%(6/137)的序列与GenBank中的最相似序列的相似性低于95%, 说明大黄鱼养殖水体中存在很多未知和未培养的细菌, 以前用传统培养方法研究该环境中的细菌是难以客观反映环境中细菌多样性的。尽管本研究克隆子数目偏少, 但是所分析的克隆子是随机挑选的, 结合测序和系统进化分析, 可以得到宁德地区大黄鱼养殖水体中主要的细菌类群和各类群细菌的相对丰度, 为大黄鱼的健康养殖提供基础数据。

本研究中优势细菌类群是γ-变形菌纲细菌的假交替单胞菌属细菌。假交替单胞菌属细菌是仅分布于海洋环境中的一类细菌, 可分泌多种胞外活性物质, 能表现出抗菌、溶菌、杀藻等多种生物活性[26]。本研究中假交替单胞菌属处于优势地位可能与这些特性有关。在大黄鱼养殖水体中还检测到许多功能性细菌, 如鞘氨醇杆菌目细菌, 它对COD和氨氮均有较好的去除能力[27]; 还检测到一些来自于病变的海鱼组织的弧菌属克隆子序列, 以及某些畜、禽和野生动物以及鱼类的致病菌丹毒丝菌属(Erysipelotrichaceae)细菌序列, 说明大黄鱼养殖水体中存在着一些致病性病原菌, 可能会对大黄鱼养殖存在潜在威胁。

由于近岸环境污染、富营养化以及养殖投饵等原因, 大黄鱼养殖水体比较浑浊, 富含颗粒物质, 这种环境孕育了丰富的细菌多样性。之前的研究结果[28]也表明: 海水养殖区内的细菌多样性远远高于非养殖区。本研究养殖水体中COD含量符合国家一类海水水质标准, 而无机氮含量超标, 或许与养殖水体中丰富多样的细菌的分解行为有关。
不同养殖生物显然也会影响养殖环境细菌群落结构的组成。图5总结了大黄鱼、九孔鲍养殖水体[8]、贝类和藻类养殖区的沉积物[28]以及日本对虾养殖池沉积物[29]中细菌群落结构。在本研究选择的大黄鱼养殖水体中, 除了最优势的γ-变形菌纲外, 还检测到许多拟杆菌门、厚壁菌门以及δ-变形菌纲细菌。在九孔鲍养殖水体[8]中, 优势细菌除了γ-和α-变形菌纲外, 黄杆菌纲细菌也较多。在贝类和藻类养殖区的沉积物中, 最优势细菌是γ-变形菌纲细菌, 其次是芽孢杆菌、黄杆菌和放线菌。在日本对虾养殖池沉积物[26]中, 最优势的也是γ-变形菌纲细菌, 其次是δ-和α-变形菌纲细菌。因此, γ-变形菌纲细菌是所有海水养殖环境中的优势菌, α-、δ-变形菌纲细菌以及黄杆菌等也是养殖环境中的常见菌。

以往基于培养方法的研究结果表明, 同样是在夏季, 大黄鱼养殖网箱内分离培养出的细菌也跟本研究有很大不同(图5)。除了γ-变形菌纲细菌和厚壁菌门细菌都较多外, 分离培养还检测到较多的芽胞杆菌[6]。而在本研究中较多的α-变形菌、拟杆菌以及δ-变形菌, 用分离培养的方法未检测到。当然, 除了研究手段不同之外, 不同地域环境也可能是造成大黄鱼养殖水体的细菌群落结构不同的原因之一。
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图5  不同动物养殖环境细菌群落结构比较(图中数据分别来自文献[6, 8, 28, 29]和本研究)

Fig. 5  Bacterial composition in different mariculture environments 

(Data in the figure derived from references 6, 8, 28, 29 and this study)

本研究尽管分析了137个克隆子, 但文库覆盖率[文库覆盖率=1–(只出现一次的克隆子数目/总分析克隆子数)×100%]仅为20%。随着所取克隆子数的增加, 文库取样覆盖率会相应增加, 但几乎没有一个文库是能够穷尽环境样品中细菌的多样性[30]。近年来发展起来的高通量测序技术, 实现了可对一个样品中几十万到几百万条DNA分子进行序列测定, 今后的实验中可借助高通量测序技术对大黄鱼养殖水体细菌进行更全面的研究, 为大黄鱼的健康养殖提供科学指导。
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Bacterial composition in large yellow croaker (Larimichthys crocea) culture water
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Abstract: The large yellow croaker (Larimichthys crocea) is one of China’s major economic sea fish because of its high commercial value. In recent years, as the scale of aquaculture has expanded and the environment has deteriorated, large yellow croaker diseases have occurred frequently. Healthy culture of large yellow croaker is closely linked to the bacteria in aquaculture environments because bacteria degrade organic pollutants and play important roles in material transformation and energy flow in mariculture systems. Therefore, it is important to monitor bacterial composition in aquaculture environments to ensure sustainable development of healthy large yellow croaker. In this study, 16S rDNA was used as a molecular marker to explore bacterial community structure in large yellow croaker cage culture water by clone library construction, Restriction Fragment Length Polym​orphism (RFLP) analysis, and sequence analysis. Samples were collected from Sandu Bay Fufa aquaculture base in Ningde, Fujian province. Water samples from 5 cultivation cages were mixed and 3 liters of this mixed water were filtered to enrich the bacteria. Total DNA was extracted and used for PCR amplification of 16S rRNA genes using the bacterial universal primers 27F and 1 492R, and then the 16S rDNA clone library was constructed. From the clone library of the water sample, 154 clones were picked randomly. A total of 137 positive clones and 92 RFLP patterns were obtained from the clone library. Representative clones were sequenced, and the results revealed a high bacterial genetic diversity. Pseudoalteromonas (15.1% γ- Proteobacteria) of γ- Proteobacteria was the most dominant group, and Idiomarina (31.2% γ- Proteobacteria) was the second dominant group. In addition, Firmicutes (6.6%), Bacteroidetes (5.9%), Planctomycetes (0.7%), Chloroflexi (0.7%), Chlorobi and OP11 (0.7%) were also present. The results provide a foundation for investigating the relationship between healthy aquaculture of L.crocea and the bacteria in mariculture water.
Key words: large yellow croaker; bacterial community structure; mariculture water; 16S rDNA; restriction fragment length polymorphism; cage aquaculture
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