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摘要: 为研究鱼类发育早期肠道菌群结构的演变过程及影响因素, 运用高通量测序技术, 分析了处于不同发育阶

段的大菱鲆(Scophthalmus maximus)仔稚鱼肠道、受精卵、不同类型的饵料和水源中的菌群结构, 以及它们之间的

相关性。结果显示, 以不同的 OTU (Operational Taxonomic Units, 可操作分类单元)作为分类依据, 发现大菱鲆仔稚

鱼的肠道菌群结构在开口摄食后不久已趋于稳定, 其优势菌与受精卵所携带的细菌关联较大。并且在大菱鲆仔稚

鱼不同的发育时期, 这一菌群的结构非常稳固, 几乎不受水和饵料中优势细菌的影响而发生改变。乳球菌属的

Lactococcus piscium 菌株一直是大菱鲆仔稚鱼肠道中的优势菌种, 在不同发育时期的优势度高达 45%~65%。本研

究还发现, 大菱鲆仔稚鱼肠道可能对定植的菌种具有选择性, 一些水环境和饵料中的非优势菌, 如 Streptococcus 

sp., Pseudomonas sp., Carnobacterium sp.等细菌也会定植于肠道, 成为大菱鲆肠道中的次优势菌。 
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大菱鲆(Scophthalmus maximus)自欧洲引入中

国以来, 经过 20 多年的发展, 已经成为我国陆基

工厂化海水鱼类养殖的主要品种。但在其产业迅

速发展的过程中, 新的疾病不断出现, 成为制约

产业发展的主要问题之一。特别是近几年来, 作

为产业链上游的苗种培育受病害困扰尤为突出 , 

已经严重影响了我国大菱鲆苗种培育的成活率和

育成质量。因此, 对苗种培育期的病害进行科学和

有效的防控, 对整个产业的健康发展意义重大。 

鱼类的肠道菌群在其生长发育过程中, 参与

了机体的消化、吸收、免疫等很多重要的生理活

动, 与鱼类的健康生长关系密切[1–2]。有研究表明, 

在鱼类发育早期的仔稚鱼阶段, 肠道菌群甚至参

与了机体的非特异免疫, 在抵御病原菌入侵方面

也发挥了极为重要的作用[3–5]。因此, 加强苗种培

育时期的肠道菌群研究, 有可能为仔稚鱼时期的

疾病防控提供新的技术思路。而仔稚鱼开口摄食

后的一段时期内, 被认为是鱼类肠道菌群形成的

关键时期。这一时期内, 环境及饵料中的细菌会

进入仔稚鱼肠道中, 适合的细菌种类会逐步定植

并形成最初的肠道菌群结构 [6–7], 此时仔稚鱼的

肠道细菌数量会急剧增加[8]。水环境和饵料中的

细菌被认为是影响鱼类肠道菌群的最主要因素 , 

长期投喂不同类别的饵料会造成鱼类肠道菌群结

构的显著差异[9], 而水中的细菌种类对鱼类早期

肠道菌群结构的形成也至关重要[10–11]。在人工养

殖的情况下, 水质条件可控、饵料来源单一, 这为

深入研究鱼类早期肠道菌群的形成过程提供了便

利条件。掌握微生物菌群定植鱼类肠道的种类及

其客观规律, 既可以深入解析肠道菌群在鱼类生
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长发育过程中的生理作用, 也会为养殖生产中更

为科学和规范地防控疾病提供参考。 

本研究以工厂化繁育的大菱鲆仔稚鱼为研究

对象 , 通过对不同发育时期的仔稚鱼进行取样 , 

并采集同一时期养殖池水源和投喂的不同饵料样

本, 用高通量测序方法分析了它们的菌群结构及

相关性, 希望借此解析人工繁育条件下大菱鲆仔

稚鱼肠道菌群的定植过程, 并阐明影响仔稚鱼肠

道菌群结构形成的关键因素, 以期为优化现有大

菱鲆苗种繁育生产工艺奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

本研究所分析的样本于 2013 年春季取自山

东烟台某大菱鲆繁育场。依据大菱鲆仔稚鱼不同

发育阶段及投喂饵料的不同, 分别取受精卵和 5、

9、11、13、15、17、21、25、27、33、39 日龄

的大菱鲆仔稚鱼样品进行实验分析。取样时设置

平行样, 选取同一车间同一批次的两个不同养殖

池(标记为 A 和 B)分别进行取样, 两组仔稚鱼样

品分别标记为 fish A和 fish B。每次取样时间设定

为当日末次投喂之后 8 h, 以确保所取仔稚鱼肠

道中无大量食物。 

每次对仔稚鱼取样的同时, 也对当天投喂的

生物饵料和水样进行取样。依据仔稚鱼的不同发

育时期(图 1), 所采集的饵料样本包括小球藻液、

轮虫、卤虫和颗粒配合饲料。所采集水样为未进

入养殖池的进水管道出水口水样。 
 

 
 

图 1  不同发育时期的饵料投喂和取样时间示意图 

Fig.1  Bait feeding and sampling time at different developmental periods  
 

1.2  样品处理 

将现场采集的受精卵和仔稚鱼样品, 先用灭

菌海水浸泡 1 h, 再用 10 mg/L的聚六亚甲基胍浸

浴 10 min, 之后用无菌生理盐水冲洗鱼体数次, 

冲洗后的受精卵直接装入无菌离心管中, 而仔稚

鱼置于无菌培养皿中, 在解剖镜下小心摘取全部

肠道之后再装入无菌离心管中, 均标记好后放入

液氮保存。由于 9 日龄之前仔稚鱼鱼体较小, 则

将仔稚鱼按上述过程充分消毒后整体装入无菌离

心管中, 放入液氮保存。 

生物饵料(小球藻、轮虫、卤虫)用无菌滤纸收

集, 用无菌海水滴洗两次后放入无菌离心管, 标

记好后放入液氮保存。颗粒饲料则用无菌药匙收

集少许样品直接装入离心管中置于液氮保存。水

样用无菌采水瓶直接收集, 用孔径为 0.22 μm 无

菌滤膜过滤 2 L 后, 剪碎滤膜放入无菌离心管中

同样置于液氮中保存。 

1.3  细菌总 DNA的提取 

从液氮中取出样品, 在无菌条件下自然化冻, 

取出离心管中的样本并充分剪碎, 再用无菌研磨
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棒进行反复研磨使样品均质化后, 用 OMEGA 公

司的 Soil DNA Kit 试剂盒提取样品中的细菌总

DNA。 

1.4  高通量测序分析 

将按 1.3 所述方法提取的细菌总 DNA, 扩增

16S rDNA 序列的 V3~V5 可变区, 引物序列为

5′-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3′和 5′-CCTACG 

GGAGGCAGCAG-3′。扩增每个样本的引物序列

前均加入长度为 8 个碱基的不同碱基标签, 以标

记不同的样本。PCR的反应体系为: 含 15 mmol/L 

MgCl2的10×Buffer 10.0 μL, 2.5 mmol/L dNTP 2.0 μL, 

上下游引物各 5 μL, 5 U/μL Taq酶 1.0 μL, DNA模

板 4.0 μL, 灭菌去离子水 73 μL, 总体积 100 μL。

PCR 反应条件为: 94℃预变性 5 min; 94℃变性

30 s, 69℃退火 30 s, 72℃延伸 50 s, 共 30个循环; 

72℃延伸 10 min。扩增好的 DNA序列, 经琼脂糖

电泳检测阳性后交由杭州联川生物技术有限公司

用 PTS-454高通量测序技术进行序列测定和分析。 

为了便于对测序结果中的菌种、菌属进行更

好的分析 , 对所有序列进行 OTU(Operational 

Taxonomic Unit, 可操作分类单元)的划分, 一般

在相似度为 97%的水平下进行生物信息学的统计

分析。采用目前最常用的 MOTHUR 软件以输入

命令的方式对高通量测序得到的数据进行统计和

分析 , 并在此基础上 , 再结合 EXCEL 软件及

BLAST 同源性比对将所得数据进行进一步的处

理。在本研究中, 定义 1个 OTU为碱基差异小于

3%的序列群, 并且一种细菌与 1个 OTU相对应。 

2  结果与分析 

2.1  高通量测序结果的数据统计 

对各样品的高通量测序的有效序列统计见表

1。从表 1可以看出, 大菱鲆仔稚鱼不同发育时期

饵料和水环境中的 OTU数量差异较大。其中, 小

球藻中的细菌种类最少, 有 200~300 种; 轮虫和

卤虫中的细菌种类有所增加, 有 300~500 种; 而

颗粒饲料中的细菌种类最多 , 达到了 700~900

种。相比较而言, 水环境中的细菌种类则表现了

一种不规律的变化 , 整个取样期间在 600~1900

种波动。 

另外, 各样品中大约 50%的 OTU仅有一条有

效序列, 通过结合样品中的有效序列总数进行分

析, 本次所采集的大菱鲆仔稚鱼、饵料和水样中

可能存在占据明显优势生态位的细菌种类。 

2.2  各样品中优势细菌的丰度及相关性分析 

对各样品中优势度最高的前 10 位 OTU 进行

丰度分析, 分别计算它们在各个样品总OTU数量

中所占的相对比例, 根据它们之间的相对比例值

构建了图 2。从图 2可以看出, 实验所采集的大菱

鲆仔稚鱼、生物饵料、颗粒饲料和水样中都存在

明显的优势菌群, 其中 OTU12286、OTU5381、

OTU17674、OTU16334、OTU16340和 OTU12929

等所代表的几种细菌的数量总和在不同发育时期

的大菱鲆仔稚鱼肠道中所占的相对比例约在

70%~80%。 

进一步的对比分析发现, 大菱鲆仔稚鱼的肠

道菌群结构在不同发育时期并没有表现出明显的

差异, 并且与水和饵料中的菌群结构没有表现出

明显的相关性。其中, OTU12286所代表的细菌在

各个时期大菱鲆仔稚鱼肠道中所占的比例一直高

达 60%左右 , 是肠道中的绝对优势菌种。而

OTU12286 也是未孵化受精卵所携带的优势细菌

之一, 但在大多数的饵料和水样样品中, 并没有

作为优势菌出现。此外, 饵料和水样中的绝大部

分优势细菌并不是大菱鲆仔稚鱼肠道中优势度最

高的前 10种细菌。 

2.3  各样品中优势细菌的种类分析 

将各样品中优势度相对较高的细菌的 16S 

rDNA 序列提交 NCBI 的 16S ribosomal RNA 

Sequences (Bacteria and Archaea)数据库中进行

BLAST同源性比对, 选取比对结果中相似度最高

的已知菌株序列作为参考菌株, 再结合利用 RDP 

classifier得到的每个 OTU的物种分类信息, 将各

样品中的优势菌种汇总(表 2)。 

通过比对发现, 以 NCBI 的数据库作为参考, 

本次实验的大菱鲆仔稚鱼肠道、生物饵料、颗粒

饲料和水样样品中占据明显优势生态位的细菌种

类几乎完全不同。藻液中的优势菌为 Stanieria sp. 
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图 2  大菱鲆仔稚鱼不同发育时期各样品的菌群相似性分析 

E: 受精卵; Chl: 小球藻液; Rot: 轮虫; Art: 卤虫; PF: 颗粒配合饲料; W: 进水口水样; A: A仔稚鱼消化道; B: B仔稚鱼消化道.  

横坐标轴表示不同的样品; 纵坐标轴表示各样品中优势度最高的前 10位 OTU的相对丰度. 

Fig.2  The microflora similarity analysis of samples at different developmental stages of larval Scophthalmus maximus 
E: fertilized egg; Chl: chlorella; Rot: rotifer; Art: artemia; PF: pellet feed; W: the water sample of intake; A: the gastrointestinal tract 

of larval fish A; B: the gastrointestinal tract of larval fish B. 
The abscissa axis represents different samples; the ordinate axis represents the relative abundance of the former ten OTUs of each sample. 
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表 2  大菱鲆仔稚鱼不同发育时期各样品中优势 OTU 的 BLAST 比对结果 
Tab.2  The BLAST alignment results of dominant OTUs at different developmental stages of larval Scophthalmus maximus 

优势 OTU来源    编号 
dominance OUT    serial  

source       number 

优势 OTU的相对比例范围/% 
range of dominance OTU percentage 

NCBI中相似菌种 
the closest strain in NCBI 

NCBI中存取号 
the accession number in NCBI

2315 12.7 Tenacibaculum soleae NR_042630.1 
受精卵 egg 

12286 10.4 Lactococcus piscium NR_043739.1 

藻液 chlorella 2459 70−80 (5、9日龄 5, 9 days) Stanieria cyanosphaera NR_102468.1 

16787 20−60 (9−15 days) Ehrlichia ruminantium NR_074155.1 

18389 3−6 (9−15 days) Mycoplasma muris NR_044664.2 

2152 2−6 (11−15 days) Vibrio anguillarum NR_074153.1 
轮虫 rotifer 

17042 1−7 (9, 11, 15 days) Psychroflexus lacisalsi NR_112778.1 

8761 1−29 (13−21 days) Serratia proteamaculans NR_074820.1 

11441 1−16 (13−21 days) Serratia proteamaculans NR_074820.1 

8077 3−63 (17−25 days) Vibrio proteolyticus NR_113610.1 

16444 5−36 (13, 15, 25 days) Alteromonas macleodii NR_114053.1 

卤虫 artemia 

12286 3−20 (13, 15, 17, 25 days) Lactococcus piscium NR_043739.1 

16339 1−30 (9, 13−39 days) Rhodothalassium salexigens NR_117059.1 

17650 1−15 (5−39 days) Cellulophaga tyrosinoxydans NR_044502.1 

8757 3−35(11−15 days) Colwellia asteriadis NR_116385.1 

12286 1−33(5, 13−17, 25, 33, 39 days) Lactococcus piscium NR_043739.1 

水样 water 

15506 1−4(5−21 days) Lentibacter algarum NR_108333.1 

17508 10−28(27−39 days) Myroides marinus NR_117408.1 

8081 2−7(27−39 days) Pseudoalteromonas nigrifaciens NR_114188.1 

18529 1−5(27−39 days) Kurthia zopfii NR_119003.1 

颗粒饲料 
pellet feed 

12286 3−11(27, 39 days) Lactococcus piscium NR_043739.1 

12286 46−66(5−39 days) Lactococcus piscium NR_043739.1 

5381 2−5(5−39 days) Pseudomonas brenneri NR_025103.1 

16334 1−4(5−39 days) Streptococcus agalactiae NR_102871.1 

16340 1−3(5−39 days) Pseudomonas lundensis NR_024704.1 

12929 1−3(5−39 days) Carnobacterium gallinarum NR_042093.1 

7591 1−2(5−39 days) Lactococcus piscium NR_043739.1 

肠道 
gastrointestinal 

8756 1−2(9−39 days) Acinetobacter radioresistens NR_114074.1 

  
细菌, 轮虫中主要为 Ehrlichia sp.细菌, 卤虫中主

要为 Serratia sp.、Alteromonas sp.、Vibrio sp.和

Lactococcus sp.细菌, 颗粒饲料中主要是Myroides 

sp.细菌 , 水样中主要为 Rhodothalassium sp.、

Colwellia sp.和 Lactococcus sp.细菌, 而乳球菌属

的 Lactococcus piscium细菌在仔稚鱼的肠道中占

据了绝对优势地位, 占有比例达到了 45%~65%, 

Pseudomonas sp.、Streptococcus sp.、Carnobacterium 

sp.和 Acinetobacter sp.的细菌虽然占有比例较小, 

但也一直存在于仔稚鱼肠道中。 

此外, 不同时期的饵料和水样中的优势菌种

也一直处于动态变化之中。如 11日龄水样中的最

优势菌种为 Colwellia sp.细菌, 至 39 日龄则变为

Rhodothalassium sp.细菌 ; 卤虫中的优势细菌波

动最为明显, 从 13 日龄至 25 日龄优势菌种的种

类和相对比例都发生了较大的变化。 

3  讨论 

动物消化道菌群在机体生长中发挥的重要作

用越来越受到关注, 对其结构和功能的研究成为

近期生命科学的研究热点之一[1, 4, 12–13]。对于鱼类

而言, 由于消化道与生活的水环境直接相通, 因
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此其消化道菌群的结构更容易受到环境菌群的影

响。鱼类发育早期的仔稚鱼阶段是鱼类消化道菌

群形成的关键阶段, 在仔稚鱼开口摄食以后, 肠

道中的菌群存在着一定的定植和演替过程, 不同

发育时期的肠道细菌在数量上也差异较大[14–16]。

而这一时期的消化道菌群对鱼类的生理意义更为

重要, 不仅参与了食物的消化和吸收[17–19], 而且

在抵御病原菌入侵方面也可能发挥了一定的免疫

功能[20–21]。然而, 对这一菌群结构从无到有的形

成过程和动态演替现有文献却少见报道。 

在早期以传统微生物培养为主要方法的研究

中, 有学者对大菱鲆仔稚鱼期间的消化道菌群结

构和来源也进行过研究。英国学者对大菱鲆仔稚

鱼肠道菌群进行研究发现, 开始摄食饵料后肠道

菌群数量迅速上升, 当开始投喂卤虫时弧菌属细

菌逐渐占据优势地位[22], 并且消化道菌群的主要

来源是所摄取的鲜活饵料而非水中的细菌[23]。西

班牙学者也有类似的发现, 大菱鲆 1~90日龄的仔

稚鱼肠道优势菌群也为弧菌属细菌, 肠道菌群的

优势菌与鲜活饵料中菌群的相似度较高[24]。在本

研究中, 采用高通量测序方法对人工繁育生产中

不同发育时期的大菱鲆仔稚鱼肠道及饵料、水环

境中的菌群进行了对比分析。研究发现, 大菱鲆

仔稚鱼在刚刚开口摄食时, 消化道菌群结构就已

基本形成, 此后在发育过程中经历轮虫、卤虫和

颗粒配合饲料等不同的饵料期, 尽管不同的饵料

及水样中的菌群存在较大差异, 但仔稚鱼的肠道

菌群结构并没有发生明显的改变。这说明大菱鲆

仔稚鱼消化道的菌群结构具有高度的保守性, 似

乎很难受到饵料和水环境中优势菌群的影响。将

仔稚鱼肠道中的优势菌种序列提交 NCBI 数据库

进行比对后发现, 本研究所分析的大菱鲆仔稚鱼

肠道菌群优势菌种不是弧菌属细菌, 与国外学者

的研究结果存在明显的不同。 

深入分析研究中大菱鲆仔稚鱼样品消化道菌

群的来源发现, 其结构形成与受精卵携带的细菌

关联紧密, 编号为 OTU12286 所代表的菌株在受

精卵携带菌群中的相对优势度为 10.4%, 而在此

后不同时期的大菱鲆仔稚鱼肠道中其优势度高达

45%~65%, 是仔稚鱼肠道优势菌的主要来源。而

作为肠道中次优势菌的 OTU16334、OTU16340、

OTU12929 等菌株则没有与受精卵所携带的、饵

料和水环境中的菌群表现出明显的相关性。通过

以上数据推断, 影响大菱鲆仔稚鱼时期肠道菌群

结构形成的主要因素是受精卵所携带的细菌, 此

后随着仔稚鱼的发育, 饵料或环境中的一些非优

势菌极有可能定植肠道并逐渐成为肠道中的次优

势菌。这一现象也说明, 大菱鲆仔稚鱼时期的肠

道可能对定植菌种具有高度的选择性。 

近年来, 益生菌作为一种绿色、环保的多功

能饲料添加剂, 已成为国内外水产养殖业中研究

和应用的焦点[25–29]。在我国, 添加益生菌是目前

大菱鲆育苗生产中防控疾病、提高成活率较为常

见的做法。但从本研究结果分析, 益生菌的菌种选

择和投入工艺有待深入研究。另一方面, 本次实验

样品采集的是 1~39 日龄的大菱鲆, 这期间经历了

轮虫、卤虫和颗粒饵料等不同饵料期, 并且水环境

中的优势菌群也发生了变化, 但大菱鲆仔稚鱼肠道

菌群的结构却是非常稳固的, 前后并没有发生明显

的结构性改变。由此假设, 大菱鲆的肠道菌群结构

一旦形成, 就基本不会受环境和饵料菌群的影响。

但在后续商品鱼养成过程中, 大菱鲆的肠道菌群结

构是否会一直稳固也是值得深入探讨的问题。如果

这一假设得以确认, 将会对现有的大菱鲆健康养殖

工艺和疾病临床防控技术产生积极的影响。 
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Abstract: Turbot (Scophthalmus maximus) is a cold-water marine fish. In recent years, with the expansion and im-
provement of turbot farming, bacterial disease has severely affected turbot development, especially in larvae. Because 
the fish have the special requirements for the living environment, disease occurrence is the result of interactions among 
fish, pathogens, and the environment. The gastrointestinal flora plays an important role in fish growth and development, 
and is closely related to disease occurrence. Therefore, it is necessary to investigate the gastrointestinal flora of larval 
fish. In this study, factors that influence gastrointestinal microflora formation and succession in turbot larvae were in-
vestigated by high-throughput sequencing. The intestinal tract microflara and their relationships with different devel-
opment stages (e.g., larvae and fertilized eggs), chlorella, rotifer, artemia, pellet feed, and tank inlet water were ana-
lyzed. The results revealed that the intestinal tract microflora of turbot larvae was stable after initial feeding and was 
directly affected by bacteria in fertilized eggs. Meanwhile, microflora structure was stable during turbot larval devel-
opment and barely influenced by the bacteria in water and feed. The dominant bacterium was Lactococcus piscium at a 
relative proportion of up to 45%–65% in larval intestines. In addition, the relative abundance of this bacterium in fertil-
ized eggs reached 10.4%. Basing on these results, we suggest that the gastrointestinal tract of turbot larvae may be se-
lective for the colonized bacteria. Some bacteria in water and feed, such as the Streptococcus sp., Pseudomonas sp., and 
Carnobacterium sp., can colonize intestines as subdominant strains. 

Key words: Scophthalmus maximus L.; larva breeding; intestinal tract microflora; influence factor; high-through 
sequencing technique 
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