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摘要 : 为研究饲料中添加不同水平的复合菌剂 (解淀粉芽孢杆菌 , Bacillus amyloliquefaciens V4 和胶红酵母 , 

Rhodotorula mucilaginosa)对虹鳟(Oncorhynchus mykiss)幼鱼生长及消化道黏膜微生物菌群结构的影响, 选用体重

为(205.1±4.82) g 的虹鳟幼鱼 360 尾, 随机分为 4 组(每组 3 个重复, 每个重复 30 尾), 分别投喂基础饲料(C0)和 3

种添加水平为 5×106/5×107 CFU/g (T1), 1.5×107/1.5×108 CFU/g (T3), 2.5×107/2.5×108 CFU/g (T5)的复合菌剂(B. 

amyloliquefaciens V4/R. mucilaginosa), 实验周期 42 d。研究结果发现饲料中添加复合益生菌对虹鳟的生长及存活

有一定的促进和提高, T1 比例的复合益生菌能够显著提高虹鳟的增重率和特定生长率、显著降低饲料系数(P<0.05), 

同时 T1 和 T3 比例添加显著降低虹鳟的死亡率(P<0.05); 对其消化道黏膜细菌群落 16S rDNA 进行聚合酶链式反应

-变性梯度凝胶电泳(PCR-DGGE)指纹分析, 结果表明: 虹鳟胃黏膜和肠黏膜上微生物菌群种类存在差异; 胃黏膜

菌群 DGGE 图谱中分别检测到 35.7±17.0(C0)、37.0±3.5(T1)、36.7±13.6(T3)、26.0±13.2(T5)条谱带, 各处理组间谱

带数目无显著差异(F=0.500, P=0.692), 肠黏膜菌群 DGGE 图谱显示分别检测到 23.3±5.8(C0)、22.3±3.2 (T1)、

16.7±8.0 (T3)、24.7±7.4 (T5)条谱带, 各处理组间谱带数目也无显著差异(F=0.916, P=0.475); 胃黏膜菌群多样性随

着益生菌添加量增加, 菌群多样性有升高趋势, 但是在最高浓度组(T5)多样性降低, 肠黏膜菌群多样性随着复合菌

剂的添加, 多样性指数持续降低, 中浓度添加组(T3)多样性最低, 但是随着添加浓度升高, 呈现恢复和升高趋势

(T5); 基于所得 PCR-DGGE 指纹图谱中谱带丰度值数据的 UPGMA 聚类和 PCA 排序分析均显示胃黏膜微生物群落

与肠黏膜微生物群落结构差异明显, 大致分为两个不同的分支, 胃黏膜和肠黏膜微生物菌群并没有按照不同处理

组而有显著分化。以上结果表明解淀粉芽孢杆菌和胶红酵母复合添加能显著促进虹鳟的生长, 提高存活率, 外源益

生菌添加对虹鳟消化道黏膜上优势菌群能产生一定影响, 但并未对胃黏膜及肠黏膜菌群多样性产生显著影响, 同

时也未显著改变虹鳟肠黏膜微生物菌群结构, 高比例添加降低消化道黏膜细菌数量及多样性风险。 
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虹鳟(Oncorhynchus mykiss), 属鲑形目(Salm-

oniformes), 鲑科冷水肉食性鱼类, 原产于北美洲

山区河流中, 后经人工驯化繁育在世界上普遍养

殖, 肉质鲜嫩, 刺少味美, 富含蛋白质和不饱和

脂肪酸, 是我国较为高档养殖品种[1]。然而疾病感

染已经成为制约我国水产养殖发展的瓶颈, 虹鳟
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养殖也受到以细菌和病毒感染为主的病害问题的

困扰, 给虹鳟养殖业带来巨大经济损失[2–3]。在病

害的预防和治疗中, 抗生素一度作为首选, 但随

着病原菌耐药性增强、抗生素残留、致病菌交叉

感染等诸多问题的出现, 加之公众对水产品安全

的要求提高, 抗生素的使用正朝着减少、杜绝的

方向发展[4–5]。 

近年来, 益生菌因兼具促进生长、提高饲料

转化、预防疾病、改善水环境等优点, 已成为目

前最有潜力的抗生素替代品[6–8]。益生菌是一类对

宿主有益的活性微生物, 是能产生健康功效从而

改善宿主微生态平衡、发挥有益作用的活性有益

微生物的总称。目前针对广泛使用的芽孢杆菌、

乳酸菌和酵母菌已有诸多报道 [9–12]。Rengpipat  

等[9]在黑虎虾(Penaeus monodon)研究中发现, 添

加芽孢杆菌(Bacillus S11)显著促进黑虎虾生长和

存活, 同时改善外观色泽和肝胰腺及肠道畸形率, 

并提高黑虎虾在遭受病原菌(Vibrio harveyi)侵袭

时的存活。李卫芬等[10]在草鱼中研究发现, 添加

复合芽孢杆菌(枯草芽孢杆菌与解淀粉芽孢杆菌

1∶1)可有效改善养殖水质, 显著促进草鱼生长、

降低死亡, 增强消化酶活性, 机体免疫和肠黏膜

抗氧化功能。Merrifield 等[11]将芽孢杆菌饲喂虹鳟

研究发现添加芽孢杆菌实验组(枯草芽孢杆菌和

地衣芽孢杆菌复合菌)虹鳟饲料转化率、特定生长

率以及蛋白质效率比都有显著提升, 而且在胃肠

道末端发现了高浓度的益生菌株。宋奔奔等[12]的

研究同样发现短小芽孢杆菌和胶红酵母菌的复合

菌剂能极显著的提高凡纳滨对虾胃蛋白酶活性 , 

显著降低肝胰腺淀粉酶活力。 

宿主消化道内生存着大量微生物, 宿主为消

化道微生物提供厌氧环境和营养物质的同时, 消

化道微生物则协助宿主分解自身无法分解的营养

物质、诱导宿主消化道上皮细胞和免疫系统发育、

维持体内生理生化平衡等。然而宿主消化道内微

生物并不是一成不变的, 它受到宿主生存环境、

食性及食物组成、健康状况、宿主基因型等影响, 

其中宿主食物组成是重要的影响因素, 而外源益

生菌的添加就是食物因素的一种。大量研究表明

益生菌株或者复合益生菌剂的添加能对鱼类生

长、存活、饲料利用、免疫应答等产生积极作用[9, 11], 

但少有研究关注外源菌剂的添加对鱼类消化道内

土著微生物的微生态平衡产生的影响, 尤其是对

消化道黏膜微生物菌群的影响。 

本研究分别发酵解淀粉芽孢杆菌(B. amyloli-

quefaciens V4)和胶红酵母菌(Rhodotorula mucila-

ginosa)制备复合菌剂, 添加投喂虹鳟, 采用 PCR- 

DGGE指纹技术分析复合菌剂对虹鳟胃及肠道黏膜

微生物菌群影响, 阐述外源菌株添加对消化道黏膜

菌群生态的影响机制, 以期为深入阐述益生菌对鱼

类消化道黏膜微生物菌群的影响机制提供有益参

考, 也为全面评估益生菌的作用效果提供全新思路。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与实验设计 

实验用鱼为虹鳟, 购于山东东方海洋科技股

份有限公司, 正式实验前在循环水养殖系统(一套

系统配备 3 个水池, 每个水池 3 m3)中暂养 2 周, 

投喂基础饲料。正式实验前, 所有实验鱼停饲 24 h

并麻醉称重(MS-222, 20 mg/L), 随机挑选健康活

泼、规格一致、体重为(205.1±4.82) g 的虹鳟 360

尾, 分配到 12 个实验用小型循环水养殖系统中

(每个系统总体积 0.8 m3, 养殖缸体积 0.4 m3), 每

个系统分配 30 尾, 实验设计 4 个处理组, 每个处

理组 3 个重复。每天 8:00、16:00、20:00 分别饱

食投喂, 对照组饲喂基础饲料, 处理组分别饲喂

在基础饲料中添加不同比例复合菌株(B. amylo-

liquefaciens V4/R. mucilaginosa)的实验饲料, 实

验周期为 6 周。实验期间, 循环水系统水温保持

在(15.0±1.0)℃, pH 7.2~7.5, 光照条件为 12L∶

12D, 实验过程中使用液氧增氧 , 溶解氧控制在

(8.5± 1.0) mg/L。 

1.2  益生菌实验饲料制备 

实验用基础饲料由北京汉业科技有限公司提

供, 其组成和营养水平见表 1, 粗蛋白和粗脂肪

含量约为 43%和 19.5%。 

实验所用解淀粉芽孢杆菌编号 CGMCC 10149, 

胶红酵母菌编号 CGMCC 1013, 均由中国科学院

微生物研究所微生物资源中心提供, 其中解淀粉

芽孢杆菌 V4 菌株分离自大西洋鲑循环水养殖水 
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表 1  虹鳟基础饲料组成及营养水平(风干基础) 
Tab. 1  Composition and nutrient levels of the basal diet 

for rainbow trout (air-dry basis) 
% 

项目 item 含量 content 

原料 ingredients  

豆粕 soybean meal 6 

发酵豆粕 fermented soybean meal 6 

精面粉 patent flour 14 

超级蒸汽鱼粉 steam fish meal 30 

白鱼粉 white fish meal 7 

鸡肉粉 chicken meal 5 

磷虾粉 krill meal 8 

鱼油 fish oil 15 

玉米蛋白粉 corn gluten meal 6 

维生素及矿物质预混料 a 

vitamin and mineral premixa 
3 

合计 total 100 

营养水平 nutrient levels  

粗蛋白 crude protein 43.09 

粗纤维 crude fibre 1.24 

粗脂肪 crude lipid 19.51 

粗灰分 crude ash 10.22 

钙 Ca 2.56 

磷 P 1.56 

赖氨酸 lysine 2.95 

蛋氨酸 methionine 1.25 

注: a 维生素及矿物质预混料参考 NRC, 1993[13]. 

Note: aAdded to supply in excess of vitamin and mineral require-
ments for salmonids (NRC, 1993)[13]. 

 
体。解淀粉芽孢杆菌经菌种活化和 LB 液体培养

基小规模发酵后, 离心收集菌体, 活菌数量达到

1.0×109 CFU/mL。胶红酵母菌在酵母浸出粉胨葡萄

糖培养基(YPD)中发酵培养至 1.0×1010 CFU/mL。按

照表 2 的设计添加比例, 在基础饲料中添加不同

比例益生菌制剂, 均匀喷洒于饲料表面, 置于黑

暗条件下自然阴干后分别配制成 3 种实验饲料, 

分袋包装后用灭菌的黑色防潮塑料袋保存于 4℃

冰箱备用。 

1.3  生长指标测定及胃肠黏膜样品采集 

实验结束后, 禁食 24 h, 对所有实验系统中

的实验鱼进行称重 , 按照以下公式计算增重率

(WGR)、饲料系数(FCR)、特定生长率(SGR)、死

亡率(mortality)等指标。 

表 2  复合菌剂添加比例 
Tab. 2  Adding proportion of compound  

probiotics in each treatment 
CFU/g 

菌株 
bacterial strain

对照组
C0 group

T1 添加组 
Diet T1 

T3 添加组
Diet T3 

T5 添加组
Diet T5

解淀粉芽孢杆菌
Bacillus amyloliq-

uefaciens V4 
– 5×106 1.5×107 2.5×107

胶红酵母菌
Rhodotorula muci-

laginosa 
– 5×107 1.5×108 2.5×108

 

增重率 WGR (%) = 100 × (Wf – Wi)/Wi 

饲料系数 FCR = FI/(Wf – Wi) 

特定生长率 SGR (%·d–1) = 100 × (ln Wf –   

ln Wi)/Df 

死亡率 mortality (%) = 100× (Ni – Nf) / Ni 

Wf、Wi 分别表示平均终体重(g)、平均初体重

(g); FI 为摄食量; Df 为实验天数; Ni、Nf 分别表示

初始鱼数量和最终鱼数量。 

同时从每个循环水实验系统中随机选取大小

相近个体各 1 尾, 共 12 尾, 运回实验室进行无菌

解剖, 剪开胃及后肠段, 无菌生理盐水冲净胃及

肠内容物, 随后用无菌解剖刀轻轻刮取胃及肠道

黏膜并收集于 2 mL 无菌离心管中。 

1.4  肠道微生物总 DNA 提取及 16S rDNA V3 区

扩增 

虹鳟胃及肠道黏膜微生物总 DNA 提取采用

粪便基因组 DNA 提取试剂盒(PowerFecal, 美国), 

实验操作参照说明进行, 提取后 DNA 用针对细

菌 16S rRNA 基因的通用引物 GC-F357 和 R518[14]

进行 PCR 扩增(表 3)。PCR 反应体系为 25 µL, 体

系中包含: 1 × PCR buffer(Fermentas, 美国), 2.5 U 

Taq DNA 聚合酶 (Fermentas, 美国 ), 80 µmol/L 

dNTP(Fermentas, 美国 ), 2 mmol/L MgCl2 (Fer-

mentas, 美国), 正反向引物各 0.2 μmol/L, 细菌

DNA 模版 2 μL。反应条件为: 94℃预变性 10 min; 

进行 10 个循环的降落 PCR(94℃变性 45 s, 68~  

59℃退火 30 s, 每个循环降低 1℃, 72℃延伸 1 min); 

再进行 25 个循环的常规 PCR 扩增(94℃变性 45 s, 

58℃退火 30 s, 72℃延伸 1 min); 最后 72℃延伸 

10 min, PCR 反应在 S1000TM 热循环仪(Bio-Rad, 

美国)上进行。后取 5 µL PCR 产物经浓度为 1.2 %  
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表 3  使用引物序列信息 
Tab. 3  Primers used in present study 

引物 primer 序列信息 sequence 退火温度/℃annealing temperature 参考文献 reference 

F357(GC) GC 夹子(GC clam): CCTACGGGAGGCAGCAG

R518 ATTACCGCGGCTGCTGG 
68~59 (10*)→58 (25) [14] 

注: GC 夹子: CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG; “*”表示降落 PCR, 每个循环依次降低 1℃. 

Note: GC-clamp:CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG; “*” means touch down PCR, each loop in turn reduc-
ing 1℃. 
 

的琼脂糖胶 120 V 稳压电泳 15 min 检测 PCR 扩

增效果。 

1.5  变性梯度凝胶电泳(DGGE) 

经过琼脂糖凝胶电泳检测, 确定为目的片段

的 PCR 产物(250 bp)进行 DGGE 分析。DGGE 在

INGENY phorU-2 系统(INGENY, 荷兰)上进行 , 

使用胶浓度为 9%(w/v)的聚丙烯酰胺凝胶(丙烯酰

胺∶双丙烯酰胺=37.5∶1)进行电泳, 变性范围设

置为 40%~70%, 60℃电泳缓冲液中首先进行 10 min

预电泳(120 V), 然后稳压电泳 12 h (100 V)。凝胶

用 1 × SYBR Gold 染色 30 min 后在 BIO-RAD Gel 

Doc XR+凝胶成像系统(Bio-rad, 美国)下成像。 

1.6  数据分析 

使用 Quantity One 4.6.2 (Bio-Rad, 美国)软件

导出变性梯度凝胶电泳图谱条带丰度数据矩阵。

多样性指数 Shannon Weiner 指数(H′), H′ = –ΣPilnPi; 

Simpson 多样性指数, D=1–ΣPi
2; Margalef 指数, 

D=(S–1)/lnN, 其中 Pi=Ni/N, Ni 是单个条带的亮度, 

N 为所有条带亮度的总和, S 为物种数总和[15–16]。

借助 Past 2.12 软件依据条带丰度值做 UPGMA

聚类分析 , 并对数据进行 PCA 分析 , 其他统计

分析则借助 SPSS 13.0 完成 , 差异显著水平为

P<0.05。  

2  结果与分析 

2.1  生长与存活 

饲料中添加不同比例的复合益生菌剂能不同

程度地提高虹鳟的增重率(表 4), 其中 T1 添加组

能显著提高虹鳟的增重率(P<0.05)。较高比例添加

组(T3、T5 组)与对照组相比差异不显著(P>0.05)。

同时, 复合益生菌 T1 组比其他处理组表现出显

著低的饲料系数和显著高的特定生长率(P<0.05)。

与对照组相比, 除了最高比例添加组(T5 组)差异

不显著外, 复合益生菌添加均能显著降低养殖实

验过程中虹鳟死亡率(P<0.05)。 

2.2  胃黏膜及肠黏膜微生物 DGGE 指纹图谱分析 

投喂对照及不同比例复合菌剂饲养的虹鳟 , 

胃及肠道黏膜菌群的 16S rDNA V3 区 PCR-DGGE

指纹图谱显示, 共检测到 75 种 DGGE 带型(图 1)。

胃黏膜菌群 DGGE 图谱中, 对照组和处理组分别检

测到 35.7±17.0 (C0)、37.0±3.5 (T1)、36.7±13.6 (T3)、

26.0±13.2 (T5)条谱带, 最高比例添加组(T5)所检

测到谱带数最低, 各实验处理组之间谱带数目无

显著差异(F=0.500, P=0.692), 所有谱带中有 38 条

在各泳道均有检出, 为共有带, 同时有 14 条仅在

单一泳道检出, 为特有带, 其中对照组特有带为 

 
表 4  不同比例复合益生菌对虹鳟生长、存活的影响 

Tab. 4  Feed conversion ratio (FCR), the specific growth rate (SGR) and mortality of Oncorhynchus mykiss fed different diet 

生长指标 growth indicator 对照组 C0 group T1 添加组 Diet T1 T3 添加组 Diet T3 T5 添加组 Diet T5 

初均质量 IBW/g 206.71±5.05 207.99±3.64 206.66±0.54 201.22±1.59 

末均质量 FBW/g 231.68±6.96b 250.57±11.88a 235.80±8.12b 231.41±4.11b 

增重率 WGR/% 12.06±0.63b 20.65±7.07a 14.12±4.21b 15.04±2.84b 

饲料系数 FCR 1.95±0.07a 1.57±0.13b 1.82±0.16a 1.87±0.67a 

特定生长率 SGR/(%·d1) 0.29±0.02b 0.46±0.14a 0.33±0.03b 0.35±0.06b 

死亡率 mortality/% 9.65±0.32b 3.51±0.23a 1.75±0.27a 7.02±0.32ab 

注: 表中同一行右上角不同字母表示各组间差异显著(P<0.05). 

Note: Values in the same row with different superscripts indicate significant difference between different groups (P<0.05). 
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图 1  虹鳟胃黏膜及肠黏膜微生物群落变性梯度凝胶(DGGE)电泳图 

图谱上方编号 1~12 表示取样对应的 12 套养殖系统, 其中 6、9、12 代表对照组, 2、4、7 代表 T1 组,  

5、8、10 代表 T3 组, 1、3、11 代表 T5 组; GM 表示胃黏膜, IM 表示肠黏膜. 

Fig. 1  DGGE profile of gastric mucosa and intestinal mucosa microbial communities of rainbow trout 
The number above the gel represent as follows: 1-12 represent the samples collected from each aquaculture system, 6, 9, 12 represent 
the samples collected from control diet, 2, 4, 7 represent the samples collected from T1 diet, 5, 8, 10 represent the samples collected 

from T3 diet, 1, 3, 11 represent the samples collected from T5 diet; GM and IM represent gastric mucosa and intestinal mucosa. 

 
7 条, 复合菌添加组特有带为 7 条。肠黏膜菌群

DGGE 图谱结果显示, 肠黏膜菌群条带数比胃黏

膜少, 分别检测到 23.3±5.8 (C0)、22.3±3.2 (T1)、

16.7±8.0 (T3)、24.7±7.4 (T5)条谱带, T3 添加组检

测到最少的谱带数, 各实验组间谱带数目也无显

著差异(F=0.916, P=0.475), 共检测到共有带 21 条, 

特有带 17 条, 其中对照组特有带为 9 条, 复合菌

添加组特有带为 8 条。 

为了探究不同比例益生菌添加对虹鳟胃黏膜

和肠道黏膜上微生物菌群的影响, 分别对各实验

组虹鳟胃及肠黏膜微生物群落进行差异性分析 , 

结果显示不同处理组虹鳟胃黏膜上微生物群落结

构存在显著差异(F=3.060, P=0.029), 而不同处理 

组虹鳟肠黏膜微生物群落结构不存在显著性差异

(F=0.964, P=0.410)。 

2.3  肠黏膜及胃黏膜微生物群落多样性分析 

通过计算不同投喂处理条件下虹鳟胃黏膜及

肠黏膜菌群的 DGGE 指纹图谱中条带的 H′指数

(表 4~表 5), 发现胃黏膜菌群多样性指数均不存

在显著差异(Shannon Weiner, Simpson, Margalef, 

one-way ANOVA, F=0.524, P=0.678; F=0.595, 

P=0.636; F=0.490, P=0.699), 结果显示随着添加

比例升高, 多样性有升高趋势, 但是在最高比例

添加组(T5)多样性降低。肠黏膜菌群多样性在各

实验组间也无显著差异(one-way ANOVA, F=1.217, 

P=0.365; F=1.398, P=0.312; F=1.035, P=0.428),  
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表 4  虹鳟胃黏膜微生物群落结构多样性分析 
Tab. 4  Analysis of gastric mucosa microbial community structure diversity of rainbow trout 

n=3; x ± SD 

组别 
group 

条带数 
number of bands 

Shannon-Wiener 多样性指数 
Shannon-Wiener diversity index 

Simpson 指数 
Simpson index 

Margalef 指数 
Margalef index 

C0 35.7±17.0 3.45±0.61 0.96±0.02 6.62±2.74 

T1 37.0±3.50 3.59±0.09 0.97±0.01 6.94±0.51 

T3 36.7±13.6 3.53±0.44 0.97±0.02 6.81±2.13 

T5 26.0±13.2 3.13±0.65 0.95±0.04 5.13±2.25 

 
表 5  虹鳟肠黏膜微生物群落结构多样性分析 

Tab. 5  Analysis of intestinal mucosa microbial community structure diversity of rainbow trout 
n=3; x ± SD 

组别 
group 

条带数 
number of bands 

Shannon-Wiener 多样性指数
Shannon-Wiener diversity index

Simpson 指数 
Simpson index 

Margalef 指数 
Margalef index 

C0 23.3±5.80 3.12±0.23 0.95±0.01 4.73±1.01 

T1 22.3±3.20 3.08±0.14 0.95±0.01 4.58±0.53 

T3 16.7±8.01 2.71±0.52 0.93±0.04 3.49±1.44 

T5 24.7±7.40 3.16±0.29 0.96±0.01 4.97±1.24 

 

随着复合菌剂的添加, 多样性指数呈现降低趋势, 

中浓度添加组(T3)多样性最低, 但是随着添加浓

度升高, 呈现恢复和升高趋势(T5)。 

2.4  肠黏膜及胃黏膜微生物群落相似性比较 

依据投喂基础饵料及不同添加比例复合菌的

虹鳟胃黏膜及肠黏膜细菌群落的 DGGE 指纹图谱

生成的条带丰度值矩阵, 对 12 个虹鳟个体胃黏膜

及肠黏膜微生物群落结构相似性进行比较, 基于

UPGMA 聚类分析结果显示胃黏膜微生物群落与

肠黏膜微生物群落能够区分开, 大致聚类为两个

不同的分支, 而针对胃黏膜和肠黏膜的分析发现, 

黏膜上微生物菌群并没有按照不同处理组而有显

著分化(图 2a)。PCA 排序结果同样显示, 虹鳟胃

黏膜和肠黏膜微生物群落差异明显(图 2b)。综上

所述, 虹鳟胃黏膜及肠黏膜上菌群结构不同, 复

合菌剂添加对虹鳟胃黏膜及肠黏膜菌群多样性并

未产生显著影响, 同时也未显著改变虹鳟胃黏膜

及肠黏膜微生物菌群结构。 

3  讨论 

外源菌剂添加投喂养殖鱼类已经得到广泛应

用, 且其对养殖对象生长、存活、饵料利用等方

面的影响受到广泛关注[17-18], 在本实验得到相似

的研究结果, 饲料中添加复合益生菌对虹鳟的生

长及存活有一定的促进和提高, T1 比例的复合益

生菌能够显著提高虹鳟的增重率和特定生长率、

显著降低饲料系数(P<0.05), 同时在 T1 和 T3  比

例添加组能够显著降低虹鳟的死亡率 (P<0.05) 

(表 4), 而较高的 T5 比例组则没有表现出显著效

果, 由此可以得出, 在本实验中, 益生菌添加并

非比例越高越好。 

与此同时, 外源菌剂添加作为重要的食物因

素对鱼类消化道微生物菌群的影响则关注较少 , 

鱼类消化道内生活着大量的微生物, 在长期进化

过程中与宿主形成了相互依赖、相互制约的微生

态关系, 并逐步形成了相对稳定的菌群结构。研究

表明, 鱼类孵化前鱼卵表面会附着大量的细菌[19], 

孵化后的仔鱼初期主要通过卵黄来供给营养, 此

时的仔鱼已经开始大量饮水, 水体中的细菌得以

进入仔鱼的消化道 , 从而形成最初的菌群区系 , 

随着卵黄囊逐渐被吸收、仔鱼消化道逐渐发育 , 

仔鱼开始从外界水体摄取饵料等食物, 仔鱼一旦开

始摄食, 多种细菌就开始在消化道上皮定植[19–22]。

仔鱼期形成了最初的不稳定微生物菌群, 随后消

化道逐渐发育成熟, 从幼鱼期以后逐渐形成比较

稳定的微生物区系, 且这一复杂的定植过程大多

与饵料营养及周围的水体环境等密切相关[23]。自

此覆盖在消化道黏膜上的大量微生物可以作为物 
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图 2  16S rDNA 指纹图谱的相似性分析 

a. 基于 16S rDNA 谱带的 UPGMA 聚类(采用邻接法 NJ 进行分析, 并进行 1000 次重复的 bootstrap 验证), 聚类枝节点上的数

值表示相似性水平, 数值越大表示相似性越高); b. 基于 16S rDNA 谱带的 PCA 排序; IM, GM 表示肠黏膜和胃黏膜; 

 C0, T1, T3, T5 分别表示对照组和 3 个处理组; 最后 1, 2, 3 表示 3 个样品. 

Fig. 2  Similarity of 16S rDNA DGGE fingerprint 
a. UPGMA clustering on the basis of 16S rDNA bands (NJ tree with bootstrap analysis, 1000 replications). The Arabic numberals on 
the clustering branches indicated the similarity coefficients. Larger number indicates more similarity); b. PCA ordination on the basis 
of 16S rDNA bands; IM, GM represent intestinal mucosa and gastric mucosa; C0, T1, T3, T5 represent control diet and other probi-

otic-supplemented diets; the third numbers represent three individuals, respectively. 
 

理屏障抵御病原菌等外来入侵; 同时, 这些微生

物可以刺激机体产生特异性或者非特异性免疫反

应加强机体自身保护。鱼类消化道黏膜上也寄宿

着大量的细菌, 它们聚集在一起形成菌丛, 从而

防止病原菌定居和增殖[24–25]。然而鱼类消化道内

微生物菌群也易受生存环境、食物组成、健康状

况等因素影响, 其中, 食物组成是影响鱼类消化

道菌群的重要因素。Ringø 等[26]对北极嘉鱼(Sal-

velinus alpinus L.)分别投喂等比例替代的糊精和

菊粉饲料, 研究结果表明投喂两种食物的北极嘉

鱼后肠微生物组成存在差异。同样, Ringø 等[27]

观察到喂养鱼粉时大西洋鳕(Gadus morhua L.)消

化道中优势菌种类是属革兰氏阳性菌的环丝菌属

(Brochothrix)和肉食杆菌属 (Carnobacterium), 喂

养标准大豆粉时其消化道内优势菌群为金黄杆菌

属 (Chryseobacterium spp.), 水栖嗜冷杆菌 (Psy-

chrobacter glacincola)及肉食杆菌属, 与上述结果

相比较, 当用生物加工过的大豆粉饲喂大西洋鳕

时发现其消化道内优势菌群为嗜冷杆菌属(Psyc-

hrobacter)。 

Yang 等[28]将克劳氏芽孢杆菌(B. clausii) 拌

料投喂幼年点带石斑鱼(Epinephelus coioides), 经

过 60 d 的投喂实验后发现, 芽孢杆菌添加组和对

照组表现出相似的 DGGE 谱带型, 谱带数目和

Shannon 多样性指数均无显著差异, 说明克劳氏

芽孢杆菌并未对点带石斑鱼肠道菌群产生显著影

响。研究还发现益生菌添加组鱼肠道内潜在益生

菌如类肠球菌 (Enterococcus sp.-like)和类短小芽

孢杆菌(B. pumilus-like)的数量有升高趋势, 而潜

在有害菌类葡萄球菌(Staphylococcus sp.-like)和

类弧菌(Vibrio ponticus-like) 被有效遏制。在本研

究中, 实验处理组虹鳟胃黏膜菌群 DGGE 图谱谱

带数目虽无显著差异, 但对照组、T1、T3 添加组

的谱带数差异很小, 而高比例添加组 T5 的谱带

数急剧下降, 说明其胃黏膜上细菌种类显著减少, 

同时研究发现不同处理组虹鳟胃黏膜上微生物群

落结构存在显著差异(F=3.060, P=0.029), 这可能

是由于高浓度复合菌添加挤占了胃黏膜上土著菌 
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群的生态位, 造成某些菌群的竞争性淘汰, 造成

胃黏膜细菌种类下降, 不过此推论尚需后续实验

验证。在针对肠黏膜菌群的 DGGE 扫描图谱中, 

中浓度添加组(T3)检测到最少的谱带数, 而其他

处理组与对照组相比差异很小, T3 组复合菌添加

引起虹鳟肠黏膜菌群数量的减少同样值得后续深

入探究。Ramos 等 [29]研究了多种复合益生菌株

(Bacillus sp., Pediococcus sp., E. sp., Lactobacillus 

sp.)和单一菌株(P. acidilactici)对虹鳟生长及消化

道微生物的影响, 通过 DGGE 扫描发现益生菌添

加改变了虹鳟消化道微生物菌群, 低浓度复合益

生菌组 DGGE 谱带数显著多于对照组, 但随着浓

度升高, 其谱带数目有降低趋势, 这与本文的研

究结果一致, 然而究竟哪些种类菌群发生变化尚

不得知, 高浓度的益生菌添加减少消化道内菌群

数量的机制值得深入探究, 同时, 消化道中黏膜

菌群与内容物菌群也存在差异, 其差异性及形成

原因有待进一步探讨。 

本研究发现胃黏膜上优势细菌的种类比肠黏

膜多, 同时还发现胃黏膜微生物多样性要高于肠

黏膜菌群。有报道表明消化道内可培养的细菌数

量从胃到后肠有不断增加的趋势[30–32], 如 Moli-

nari 等[31]发现尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)

前肠和后肠中的平均细菌数量都高于胃中, 同时

胃肠道各区段分离得到的特异性菌数量的百分比

也存在差异。Navarrete 等[32]发现大西洋鲑(Salmo 

salar L.)幼鱼胃、幽门盲囊、肠道中平均总细菌密

度分别为 1×107, 8×106 和 5×107, 存在显著差异。

由于可培养微生物占比不到消化道微生物总数的

1%, 所以基于可培养方法与基于 16S rDNA 序列

分析的研究方法得到的研究结果可能存在差异。

目前研究的重点仅聚焦肠道微生物, 且少有对胃

及肠道内微生物菌群结构开展的比较研究, 对胃

内微生物的研究也相对薄弱, 尤其对胃黏膜菌群, 

但幽门螺杆菌与胃溃疡、胃癌与胃内微生物菌群

的关系等问题已经逐渐引起科研人员的重视, 所

以无论对于高等动物人类还是有胃鱼类, 胃内微

生物菌群研究同样值得关注。 

益生菌对鱼类消化道微生物多样性的研究较

少, 且结论并无一致性, 如 Ramos 等[29]通过复合

益生菌剂和单一菌投喂虹鳟发现, 复合菌剂添加

影响了虹鳟消化道微生物多样性, 除了高浓度复

合益生菌添加组外, 其他各添加组(高、低浓度单

菌添加和低浓度复合菌组)Shannon 多样性都高于

对照组。Yang 等[28]对幼年点带石斑鱼拌料投喂劳

氏芽孢杆菌, 结果显示芽孢杆菌添加组和对照组

Shannon 多样性指数无显著差异, 说明克劳氏芽

孢杆菌并未对点带石斑鱼肠道菌群产生显著影

响。但深入研究发现益生菌投喂组鱼肠道内潜在

益生菌数量有所升高 , 潜在有害菌得到有效遏

制。Purwandari 等[33]在橙色斑点石斑鱼的食物中

添加投喂枯草芽孢杆菌(B. subtilis), 经过长达 6

个月的实验后, 研究结果显示 0.1%和 1%(w/w)的

枯草芽孢杆菌添加能显著促进鱼体增重及饵料转

化, 促进了类芽孢杆菌(Paenibacillus sp.)、乳杆菌

oeni 59 b (Lactobacillus oeni 59 b)和 Methilacid-

ophilum infernorum V4 等有益菌群的增殖, 进而

增加橙色斑点石斑鱼肠道微生物菌群多样性。本

研究发现不同比例复合菌剂投喂虹鳟幼鱼, 并未

显著改变其胃黏膜菌群多样性, 实验结果显示随

着添加比例升高, 胃黏膜菌群多样性有升高趋势, 

但是在最高比例添加组(T5)多样性降低。肠黏膜

菌群多样性在各实验组间也无显著差异, 随着添

加比例升高, 多样性指数持续降低, 中浓度添加

组(T3)多样性最低, 随后又出现恢复和升高趋势

(T5)。高浓度的菌剂添加有可能会造成外源菌株

的优势增殖 , 从而通过竞争抑制其他菌群生长 , 

造成细菌种类的减少, 从而降低菌群多样性。研

究人员发现微生物多样性的降低会引起包括多种

微生物参与的消化能力的减弱以及可能带来的宿

主营养缺乏和抗病力减弱 [34]。生态学理论指出 , 

更高物种多样性的种群比低多样性种群的抵抗力

稳定性更强[35], 所以, 综合死亡率数据分析可知, 

提升复合益生菌的添加比例, 并未能显著降低虹

鳟死亡率, 而在中低比例添加组(T1、T3 组)中虹

鳟表现出显著低的死亡率(P<0.05)。 

综上所述, 本研究发现低浓度的解淀粉芽孢

杆菌和胶红酵母菌((5×106 CFU/g)/(5×107 CFU/g))

添加对虹鳟的生长及存活有显著改善, 复合益生

菌添加未显著改变虹鳟幼鱼胃及肠道黏膜菌群的
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微生态平衡, 但高比例添加会降低胃肠黏膜上的

细菌数量及多样性 , 有引起胃肠道菌群紊乱风

险。随着高通量测序技术的飞速发展, 宏基因组

测序将成为鱼类消化道微生物研究的重要手段 , 

本实验所反映的虹鳟幼鱼胃黏膜和肠黏膜菌群差

异及菌剂投喂后消化道微生物菌群动态变化将得

到更深入解析, 从而可以深入揭示消化道微生物

与鱼源宿主的精密关系及外源菌剂添加对鱼类土

著菌群的微生态平衡影响, 也可以综合评价益生

菌的作用效果及可能的潜在使用风险。 
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Effects of Bacillus amyloliquefaciens V4 and Rhodotorula mucilaginosa 
on growth and microbiota of gastric mucosa and intestinal mucosa in 
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) 
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Abstract: Probiotic dietary supplementation has been widely used and has positive effects on the growth per-
formance and host health of different fish species. Little attention is paid to its influence on fish gastrointestinal 
mucosal microbiota. A feeding trial was conducted to investigate the potential effects of probiotic compounds of 
Bacillus amyloliquefaciens V4 and Rhodotorula mucilaginosa on the growth performance and gastric and int-
estinal mucosal microbiota of rainbow trout. A total of 360 rainbow trout with average body weight of (205.1±4.82) g 
were distributed in four equal groups in three replicates, and received one of the following experimental diets for 
42 days: basal diet, basal diet supplemented with 5×106/5×107 CFU/g (T1, see tables 1 and 2), 1.5×107/1.5×108 CFU/g 
(T3, see tables 1 and 2), and 2.5×107/2.5×108 CFU/g (T5, see tables 1 and 2) of probiotic compounds. Significant 
improvement in weight gain ratio, feed conversion ratio, and the specific growth rate (SGR) was found in T1 diet 
supplemented with probiotic compounds. Significantly decreased mortality was found in T1 and T3 diets. Poly-
merase chain reaction-denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) was applied to compare the gastroin-
testinal mucosal microbiota of different treatments. In gastric mucosa, 35.7±17.0 (C0), 37.0±3.5 (T1), 36.7±13.6 (T3), 
and 26.0±13.2 (T5) bands were found, with no significant differences (F=0.500, P=0.692). In intestinal mucosa, 
23.3±5.8 (C0), 22.3±3.2 (T1), 16.7±8.0 (T3), and 24.7±7.4 (T5) bands were found, also with no significant diff-
erences (F=0.916, P=0.475). The bacterial diversity of gastric mucosa increased with increasing probiotic concen-
tration, but it decreased in T5. However, the bacterial diversity of intestinal mucosa decreased with increasing 
probiotic concentration, which showed recovery in T5. Using both the unweighted pair-group method with arith-
metic means (UPGMA) clustering and principal component analysis (PCA) ordination, we found that the micro-
bial community structures of gastric mucosa and intestinal mucosa were different. No significant influences were 
found on bacterial diversity and microbial community structure of intestinal mucosa of rainbow trout with addition 
of probiotic compounds of Bacillus amyloliquefaciens V4 and Rhodotorula mucilaginosa. The potential risks of 
high concentrations of probiotics should be paid more attention. 

Key words: Bacillus amyloliquefaciens; Rhodotorula mucilaginosa; Oncorhynchus mykiss; gastric and intestinal mu-
cosal microbiota; PCR-DGGE 
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