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摘要: 利用免培养的16S rDNA梯度凝胶电泳技术(DGGE)研究脱脂蚕蛹替代鱼粉对建鲤(Cyprinus carpio var. jian)肠道菌群的影响。6个饲养组分别饲喂6种等氮等能饲料, 分别为含10%鱼粉的基础饲料、3种替代饲料(脱脂蚕蛹替代鱼粉蛋白, 替代水平分别为25%、50%和75%)及2组分别在50%和75%替代基础上分别再添加0.6%和0.7%晶体赖氨酸的饲料 (分别记为DSP0、DSP25、DSP50、DSP50-Lys、DSP75、DSP75-Lys)。饲养结束后采集肠道样品, 分析建立指纹图谱, DSP0、DSP25、DSP50、DSP50-Lys、DSP75、DSP75-Lys组分别产生了19、15、11、12、8和12条可鉴别条带, 各组均存在优势种群条带。DSP0和其他各组(DSP25、DSP50、DSP50-Lys、DSP75、DSP75-Lys)的相似性指数为50.7%、50.6%、69.0%、42.4%、66.7%。对PCR-DGGE指纹图谱主要条带进一步回收、克隆和测序, 共得到19条序列, 将得到的序列在NCBI数据库中进行同源分析, 发现建鲤肠道菌群归为芽孢杆菌纲、螺旋体纲、β-变形菌纲、梭菌纲、放线菌纲、γ-变形菌纲、蓝藻纲、拟杆菌纲、梭杆菌纲等, 大部分为不可培养细菌。研究发现, 脱脂蚕蛹替代鱼粉对建鲤肠道菌群组成产生显著影响, 随着脱脂蚕蛹替代水平的提高, 肠道菌群多样性下降, 细菌种类从19种锐减至8种, 而饲料中补充赖氨酸可减弱这种影响, 本研究可为蚕蛹在鲤配合饲料中的开发应用提供参考资料。
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鱼粉具有营养全面、适口性好的优点, 是鱼饲料中的优质蛋白源[1−3]。随着水产业的迅速发展以及捕捞量的下降等原因, 鱼粉产量逐年下降, 这对水产业的可持续发展造成严重阻碍。针对这一现状, 用动植物蛋白源部分或全部替代水产饲料中的鱼粉已成为近年来研究的热点[1]。关于蚕蛹替代鱼粉的研究工作已经在框鲤(Cyprinus carpio var. specularis)[4]、尼罗罗非鱼(Oreochomis niloticus)[5]、麦瑞加拉鲮(Cirrhinus mrigala)[6]、喀拉鲃(Catla catla)[7]、南亚野鲮(Labeo rohita)[8]、建鲤(Cyprinus carpio var. jian)[9]、黄鳝(Monop​terus ablbus)[10]、泥鳅(Misgurnus anguillicaud​atus)[10]等养殖种类中开展, 并取得一定效果, 但仍存在鱼的增重和饲料转化率较差等问题[4−10]。
水产动物肠道菌群受饵料种类的影响[11]。Feng等[12]发现在使用冰鲜鱼和全价沉性料饲养黄石斑鱼(Epinephelus awoora)时, 饲喂全价料组的鱼其肠道菌群物种丰富度高于饲喂冰鲜鱼组。Desai等[13]则指出植物蛋白替代鱼粉对肠道菌群产生不利影响, 而对植物蛋白源中抗营养因子进行处理能降低此种不利影响。目前蚕蛹替代鱼粉对养殖鱼类的影响研究主要集中在生长性能的评估等方面[14], 而其对养殖鱼类肠道菌群结构组成影响的研究则尚未见报道。

PCR-DGGE技术全称为变性梯度凝胶电泳(denaturing gradient gel electrophoresis technique technology, DGGE), 具有传统微生物研究方法不具备的优点——免培养, 是研究微生物多样性和种属差异的重要工具[15−16]。近几年, PCR-DGGE在水产动物肠道细菌群落多样性研究中的应用日益增多[17−18], 但是目前对建鲤施用微生态制剂[19]、添加必需氨基酸[20]、肠道菌群变化与免疫机能的关系[21]等关于肠道菌群的研究均采用传统培养鉴定的方法, 未见采用PCR-DGGE技术研究的报道。

在本研究室前期蚕蛹替代鱼粉研究的基础上[4, 10], 进一步研究脱脂蚕蛹粉替代鱼粉及补充赖氨酸对建鲤肠道菌群组成的影响, 为深入研究鱼粉替代技术提供参考资料。
1  材料与方法

1.1  实验饲料

陕西省安康市第二缫丝厂提供实验所用蚕蛹(CP56.7%, EE27.6%), 40℃水浴, 石油醚∶蚕蛹粉比例4︰1 (V︰m), 重复2次脱脂后得到实验用脱脂蚕蛹粉(CP70.2%, EE4.1%)。由陕西华秦农牧科技有限公司购买鱼粉(CP 62.8%, EE 9.1%)及其他饲料原料。所有原料粉碎后过60目筛, 搅拌均匀, 小型颗粒饲料机制粒后风干, 储存于−20℃冰柜储存, 饲喂前手工制成直径2 mm, 长约2.5 mm的颗粒。

本实验共设6组等氮等脂饲料(CP36.8%, EE5.5%), 包括含10%鱼粉的基础饲料、3种替代组饲料(脱脂蚕蛹替代基础饲料中鱼粉蛋白, 替代水平分别为25%、50%和75%)及2组分别在50%和75%替代基础上分别再添加0.6%和0.7%晶体赖氨酸的饲料。晶体L-赖氨酸(有效含量为99%)购于北京金鑫天佑生物科技有限公司。6组饲料分别标记为DSP0DSP25, DSP50, DSP75, DSP50-Lys和DSP75-lys。饲料氨基酸的测定采用水解法, 取样品0.5 g, 用6 mol/L的盐酸于110℃下水解22 h, 水解后过滤定容至50 mL, 取0.5 mL真空干燥制作成样品, 使用氨基酸自动分析仪(BECKMAN ®, 121MB, USA)测定样品氨基酸组成及比例。实验饲料配方和营养组成、氨基酸组成分别见表1和表2。
1.2  实验鱼及饲养管理
饲养实验在西北农林科技大学安康水产实验示范站的室内循环水养殖系统中进行, 养殖缸容积为130 L/个。实验用建鲤由西北农林科技大学安康水产实验示范站繁育并提供, 为初始体质量均匀的健康鱼种324尾, 随机分配在18个缸里, 每个实验组3个重复, 每个重复18尾鱼。驯养期饲喂饲料DSP0, 驯养2周后随机分配, 称重, 初始体质量为(15.30 ± 2.97) g, 测体长。实验期间饱食投喂, 日投喂3次(08: 30, 12: 30, 16: 30), 饲养周期61 d。期间水质符合渔业水质标准(水温为25.3~28.5 ℃, 溶氧为5.0~8.0 mg/L, pH为7.2~8.1, 氨氮低于0.20 mg/L, 亚硝酸盐低于0.10 mg/L, 硫化物低于0.10 mg/L)。
1.3  样品采集与检测

1.3.1  肠道样品采集  饲养实验结束后, 实验鱼禁食24 h, 每个缸随机取样5尾, 体质量为(86±2) g, 鱼体健康无伤。无菌操作台取鱼肠道。去除肠道外壁的脂肪, 再用酒精棉球擦拭肠管外壁, 并用无菌生理盐水(0.65%)冲洗1次, 用剪刀分离出肠道消化道各段, 用锡箔纸包住各段分别装入5 mL冻存管中, 液氮罐保存。
1.3.2  肠道细菌总DNA的提取  肠道细菌总DNA的提取采用bacterial DNA Kit试剂盒(Omega, 美国), 具体步骤参照试剂盒说明, 经过细胞裂解、DNA沉淀及纯化后提取的总DNA用2%琼脂糖检测, –20℃保存备用。
1.3.3  目的片段PCR扩增及纯化  引物根据细菌16S rDNA V3可变区设计, 由上海生工生物技术有限公司合成。上游引物的5′末端添加1个约40 bp的GC发夹结构, 引物为V338F-GC: 5′- CGCC CGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCAC GGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′; 下游引物为V534R : 5′-ATTACCGCGGCTGCTGG-3′。
表1  实验饲料配方及一般营养成分(风干基础)

Tab. 1  Formulation and proximate composition of the experimental diets (air-dry basis)
                                                                            % 
	组分component
	组别 group

	
	DSP0
	DSP25
	DSP50
	DSP75
	DSP50-Lys
	DSP75-Lys

	脱脂蚕蛹defatted silkworm pupae
	0
	2.1
	4.5
	6.7
	4.5
	6.7

	鱼粉 fish meal
	10.0
	7.5
	5.0
	2.5
	5.0
	2.5

	肉骨粉 meat bone meal
	5.0
	5.0
	5.0
	5.0
	5.0
	5.0

	豆粕 soybean meal
	17.0
	17.0
	17.0
	17.0
	17.0
	17.0

	全脂大豆 full fat soybean
	3.0
	3.0
	3.0
	3.0
	3.0
	3.0

	菜粕 canola meal
	22.0
	22.0
	22.0
	22.0
	22.0
	22.0

	棉粕 cotton meal
	22.0
	22.0
	22.0
	22.0
	22.0
	22.0

	小麦 wheat meal
	12.4
	12.7
	12.7
	12.1
	12.2
	12.2

	豆油 soybean oil
	2.6
	2.7
	2.8
	2.9
	2.8
	2.9

	磷酸二氢钙Ca(H2PO4)2
	2.0
	2.0
	2.0
	20
	20
	20

	膨润土bentonite
	2.0
	2.0
	2.0
	2.0
	2.0
	2.0

	预混料a premixa
	2.0
	2.0
	2.0
	2.0
	2.0
	2.0

	晶体L-lysine
	0
	0
	0
	0
	0.6
	0.7

	合计 total
	100
	100
	100
	100
	100
	100

	营养成分proximate composition

	粗蛋白 crude protein
	36.8
	36.7
	36.8
	36.8
	36.7
	36.7

	粗脂肪 crude lipid
	5.6
	5.5
	5.5
	5.4
	5.5
	5.4

	粗灰分 crude ash
	9.3
	9.1
	8.9
	8.6
	8.8
	8.6

	水分moisture
	11.96
	12.07
	11.96
	12.08
	12.12
	11.98


注: a预混料含有1%维生素、1%矿物质和1%石粉载体; 每1 kg 配合饲料含: VA 4000 I U, VD3800 IU, VE 50 IU, VB1 2.5 mg, VB 29 mg, VB6 10 mg, VC 250 mg, 烟酸 40 mg, 泛酸钙 30 mg, 生物素 100μg, 甜菜碱 1 000 mg, Fe 140 mg, Cu 2.5 mg, Zn 65 mg, Mn 19 mg, Mg 230 mg, Co 0.1 mg, I 0.25 mg, Se 0.2 mg.

Note: a Premix contained 1% vitamin and 1% mineral 1% limestone carrier. Ingredients per kilogram included: VA 4 000 IU, VD3 800 IU, VE 50 IU, VB1 2.5 mg, VB2 9 mg, VB6 10 mg, VC 250 mg, nicotinic acid 40 mg, pantothenic acid calcium 30 mg, biotin 100μg, betaine 1 000 mg, Fe 140 mg, Cu 2.5 mg, Zn 65 mg, Mn 19 mg, Mg 230 mg, Co 0.1 mg, I 0.25 mg, Se 0.2 mg.

使用引物V338F-GC和V534R对建鲤肠道菌群总DNA进行PCR扩增, 反应体系和条件如下。反应体系: dNTP Mixture(10 mmol/L)1 μL, 10× PCR Buffer(不含Mg2+)2.5 μL, Mg2+ buffer1.5 μL, V338F(20 nmol/μL)0.5 μL, V534R(20 nmol/μL) 0.5 μL, Taq酶(5 U/μL)0.2 μL, 模板DNA1 mL, 加双蒸水至25 μL。PCR 扩增程序: 94℃预变性 5 min; 94℃变性 30 s, 65~55℃退火30 s(每个循环降落 0.5℃), 72℃延伸 1 min, 20 个循环; 94℃变性 30 s, 55℃退火 30 s, 72℃延伸 1 min, 10个循环; 72℃延伸 10 min。1% 琼脂糖检测电泳产物。采用 Omega Gel Extraction Kit(美国)对 PCR 产物进行回收纯化。

1.3.4  DGGE 成像与分析  DGGE 用 10%(m/V)聚丙烯酰胺凝胶(Acrylamide/Bisacrylamide为37.51), 变性剂线性梯度范围为32%~55%(100% 变性剂含有7 mol/L尿素和40%去离子甲酰胺), 缓冲液为1×TAE Buffer(40 mmol/LTris-HCl 8.0, 20 mmol/L醋酸钠, 1.0 mmol/LNa2EDTA), PCR产物采用 Bio-Rad D CodeTM突变检测系统(美国)进行分离。电泳条件: 电泳温度为 60℃, 首先在 80 V 电压下预电泳5 min, 然后在 50 V电泳 12 h。银染: 超纯水漂洗 2 min, 固定15 min(0.5% 乙酸, 10%乙醇), 染色5 min(0.2% 硝酸银, 0.5% 乙酸, 10% 乙醇), 超纯水短暂漂洗3次, 每次10 s, 显色(3% NaOH, 0.1% 甲醛), 直到条带清晰为止
表2  鱼粉、脱脂蚕蛹及实验饲料的氨基酸组成(风干基础) 

Tab. 2  Amino acid composition of the fish meal, defatted silkworm pupae and experimental diets (air-dry basis)
%
	氨基酸

amino acid
	组别group

	
	鱼粉
fish meal
	脱脂蚕蛹
defatted silkworm pupae
	饲料

	
	
	
	DSP0
	DSP25
	DSP50
	DSP75
	DSP50-lys
	DSP75-lys

	天冬氨酸 Asp
	5.23
	6.23
	2.97
	2.93
	2.95
	2.98
	2.94
	2.99

	苏氨酸Thr
	2.47
	2.58
	1.30
	1.27
	1.29
	1.31
	1.26
	1.28

	丝氨酸Ser
	2.22
	2.53
	1.55
	1.57
	1.53
	1.56
	1.54
	1.57

	谷氨酸Glu
	7.45
	6.99
	5.91
	5.86
	5.84
	5.88
	5.81
	5.85

	脯氨酸Pro
	4.66
	5.35
	3.46
	3.42
	3.54
	3.61
	3.51
	3.59

	甘氨酸Gly
	3.52
	2.86
	1.77
	1.74
	1.82
	1.84
	1.79
	1.78

	丙氨酸Ala
	3.66
	2.98
	1.57
	1.49
	1.58
	1.60
	1.50
	1.53

	半胱氨酸Cys
	1.07
	1.47
	0.91
	0.94
	0.89
	0.90
	0.91
	0.89

	缬氨酸Val
	2.81
	3.23
	1.67
	1.72
	1.70
	1.75
	1.68
	1.76

	蛋氨酸Met
	1.72
	2.31
	0.60
	0.64
	0.53
	0.60
	0.54
	0.58

	亮氨酸Leu
	2.39
	2.31
	1.16
	1.22
	1.21
	1.20
	1.27
	1.21

	异亮氨酸Ile
	4.52
	4.21
	2.38
	2.37
	2.36
	2.36
	2.26
	2.39

	酪氨酸Tyr
	1.78
	3.49
	0.48
	0.56
	0.58
	0.54
	0.51
	0.52

	苯丙氨酸Phe
	3.28
	3.12
	1.89
	1.91
	1.88
	1.87
	1.84
	1.85

	赖氨酸Lys
	4.57
	4.02
	1.87
	1.84
	1.82
	1.75
	2.40
	2.46

	组氨酸His
	1.88
	1.92
	0.82
	0.84
	0.82
	0.84
	0.88
	0.84

	精氨酸Arg
	3.18
	3.20
	2.28
	2.41
	2.38
	2.46
	2.39
	2.40

	总氨基酸TAA
	56.38
	58.79
	32.58
	32.72
	32.74
	33.06
	33.04
	33.49


即终止(0.5% 乙酸, 10% 乙醇)。银染结束后利用白光投射仪对凝胶进行成像, 然后用图像分析软件 Bio-Rad Quality One 4.3.1进行图像分析。
2  结果与分析
2.1  实验建鲤肠道细菌总DNA的提取

图1为摄食不同饲料建鲤的肠道细菌总DNA电泳图, 从图中可看出总DNA的长度大于20 kb, 条带清晰且无拖带和弥散现象, 达到后续实验要求。
2.2  实验建鲤肠道细菌的PCR-DGGE指纹图谱

对摄食不同饲料的建鲤肠道细菌的16S rDNA-V3 片段进行 PCR 扩增, 构建细菌群落多样性DGGE指纹图谱(图 2)。各泳道都含有数目、信号强度及迁移率各异的条带。不同位置的条带代表不同的细菌, 条带亮度反映细菌的相对量。本实验的图2中每条泳道都有大量条带存在, 
[image: image1.png]



图1  建鲤肠道菌群DNA的琼脂糖凝胶电泳图像

1~6分别表示DSP0、DSP25、DSP50、DSP50-Lys、DSP75、DSP75-Lys饲料组.

Fig.1  Agarose gel(1%) electrophoresis of PCR amplified 16S rDNA of intestinal bacteria in Cyprinus carpio var. jian
1−6 stand for DSP0, DSP25, DSP50, DSP50-Lys, DSP75 and DSP75-Lys diet droups, respectively.

这说明在建鲤肠道中存在大量的细菌。泳道条带的数量、位置和亮度的差异表明, 摄食不同饲料[image: image2.png]3
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图2  不同饲料组建鲤肠道细菌群落的变性梯度凝胶电泳(DGGE)分离图谱及示意图
16 表示DSP0、DSP25、DSP50、DSP50-Lys、DSP75、DSP75-Lys饲料组.
Fig.2  DGGE profile and sketch map of intestinal bacteria in Cyprinus carpio var. jian
16 stand for the DSP0、DSP25、DSP50、DSP50-Lys、DSP75、DSP75-Lys diet groups, respactively.
建鲤的肠道细菌群落结构多样性存在明显差异, 并且各实验组均具有不同的优势菌条带。

从图2中可以看出, 6个实验组分别产生了19、15、11、12、8和12条可鉴别的条带, 条带的数量反映了微生物环境中细菌的多样性程度。其中条带14在各组样品中均有, 且最宽、最亮, 为6个实验组的绝对优势种属; 条带6和13在各组中均较亮较宽, 是相对优势菌种; 条带1、2、17在各样品组除DSP75组外都存在, 分析可能是随着蚕蛹替代鱼粉水平的提高, 该种细菌减少或消失; 条带3、4、11、16仅存在鱼粉组中, 分析可能是脱脂蚕蛹替代鱼粉造成该细菌种属数量减少或者消失; DSP50和DSP75组无条带10、15, 分析可能是蚕蛹替代鱼粉后造成该种菌群减少或者消失, 添加赖氨酸后有所恢复。
利用 BIO-RAD Quantity One 4.3.1 对建鲤肠道菌群的DGGE指纹图谱相似性进行分析, 与DSP0组比较, 随着脱脂蚕蛹替代水平的上升, 相似性系数下降; 在同样脱脂蚕蛹替代水平下, 添加赖氨酸的饲养组与DSP0组的相似性系数比与未添加赖氨酸饲养组的相似性系数高。DSP50-Lys和DSP75-Lys两组相似性系数最高, 为70.6%, DSP75和DSP50-Lys两组相似性系数最低, 为37%(表3)。
表3  建鲤肠道菌群的变形梯度凝胶电泳(DGGE)指纹图谱相似性系数

Tab.3  Similarity coefficient of DGGE profile of intestinal bacteria in Cyprinus carpio var. jian            %
	组别 group
	DSP0
	DSP25
	DSP50
	DSP50-Lys
	DSP75
	DSP75-Lys

	DSP0
	100
	
	
	
	
	

	DSP25
	50.7
	100
	
	
	
	

	DSP50
	50.6
	70.7
	100
	
	
	

	DSP50-Lys
	69.0
	39.6
	41.4
	100
	
	

	DSP75
	42.4
	58.6
	72.3
	37.0
	100
	

	DSP75-Lys
	66.7
	67.8
	53.6
	70.6
	41.8
	100


2.3  目的条带的克隆、测序及分析

建鲤肠道细菌的16S rDNA V3区条带经DGGE分离, 切割可分辨的主要优势条带进行克隆、测序, 所得到的序列大小为172~197bp。获得的19个条带所代表序列在GenBank中的登入序列号为KC852909-KC852927。将所测的序列与NCBI数据库序列进行同源比对, 结果表明, 所有序列与数据库中序列的相似性在94%~ 100%, 其中10条序列的相似性为100%, 其余克隆的相似性为94%~99% (表3)。大部分为不可培养细菌。

测序结果表明, 建鲤肠道菌群的可培养细菌群落为气单胞菌属和乳酸菌属, 含有大量不能培养细菌, 19条序列中15条为不可培养细菌。Band 14为γ-变形菌纲不可培养细菌, 在6组建鲤肠道中均大量存在, 是肠道菌群的绝对优势种群; Band 12为乳酸菌属, 在6组建鲤肠道中均存在, 且为DSP0、DSP50-Lys和DSP75-Lys组相对优势
表4  建鲤肠道菌群DGGE目的条带的测序结果

Tab.4  The sequencing results of the DGGE purpose bands from intestinal microflora in Cyprinus carpio var. jian
	条带号
band name
	序列长度/bp sequence size
	GenBank数据库中最相近的菌种名称(登录号)
closest relatives found in the GenBank database (access number)
	相似性/% similarity

	Band 1
	197
	uncultured spirochete clone(DQ340184)
	96

	Band 2
	176
	uncultured Cetobacterium sp. gene(AB665782.1)
	100

	Band 3
	197
	uncultured Exiguobacterium sp. clone(HM749032.1)
	98

	Band 4
	197
	uncultured Bacillus sp. gene(AB665781.1)
	95

	Band 5
	197
	uncultured Firmicutes bacterium clone(HM996811.1)
	97

	Band 6
	197
	Aeromonas hydrophila strain(JX978426.1)
	98

	Band 7
	197
	uncultured Bacillus sp. gene(HM996728.1)
	97

	Band 8
	176
	Vibrio cholerae strain(GQ359963.1)
	99

	Band 9
	176
	uncultured bacterium clone(HM452222.1)
	100

	Band 10
	179
	Atopobium sp. S3PFAA1-4(JX104011.1)
	100

	Band 11
	173
	uncultured Cetobacterium sp. Gene(HM749020.1)
	100

	Band 12
	197
	Lactobacillus parafarraginis gene(JX426089.1)
	100

	Band 13
	172
	uncultured Clostridium sp. Clone(JX099836.1)
	100

	Band 14
	197
	uncultured gamma proteobacterium clone 00YF9( EU810892.1)
	100

	Band 15
	197
	uncultured Bacillus sp. gene(AB665781.1)
	100

	Band 16
	173
	uncultured cyanobacterium clone(HM452222.1)
	100

	Band 17
	192
	uncultured Prevotella sp. clone (JX575984.1)
	100

	Band 18
	176
	uncultured beta proteobacterium clone (JN049940.1)
	100

	Band 19
	192
	uncultured Prevotella sp. clone b12-191(JX575984.1)
	100


菌种; Band 4、7和15为芽孢杆菌, 是建鲤肠道内潜在益生菌。Band 3、4为鱼粉组特有的不可培养细菌, 其中Band 3为微小杆菌, Band 4为芽孢杆菌; Band 6为气单胞菌属, Band 8为弧菌属, 均为建鲤肠道内潜在有害菌。
19个序列所代表的菌类种系发生树显示其隶属于芽孢杆菌纲、螺旋体纲、β-变形菌纲、梭菌纲、放线菌纲、γ-变形菌纲、蓝藻纲、拟杆菌纲、梭杆菌纲等9个纲(图4)。其中芽孢杆菌纲和变形菌纲为建鲤养殖过程的主要细菌类别。
3  讨论

目前, 应用免培养的16S rDNA的PCR- DGGE技术鉴定微生物种属, 已成为当前研究环境微生物群落生态的主要研究手段之一。采用这种技术, 本研究共鉴定出19种细菌, 分别归属于6个细菌类群: 变形细菌门, 厚壁菌门, 梭杆菌门, 拟杆菌门, 螺旋体门, 蓝藻门。变形菌门为建鲤肠道菌群的优势种群, 这与Kim等[22]、Zhao等[23]以及Yoshimizu等[24]的研究相一致, 同时本研究

发现厚壁菌门和梭菌门也是肠道菌群的重要组成部分。肠道菌群结构较为简单, 推测可能与采样时间有关。本研究发现建鲤肠道内均存在气单胞菌属和弧菌属, 这与赵庆新[25]对鲤科鱼肠道菌群分析的结果相一致; 气单胞菌属为鱼体内潜在病害菌, 气单胞菌属细菌部分种类如嗜水气单胞菌为水产养殖动物的主要条件致病菌, 可引起多种鱼类的竖鳞病、出血病等病害[26]; 同时弧菌中的一些种类是水产养殖生物的条件致病菌, 弧菌大量增殖是引发养殖生物患病、死亡的重要原因[27]。建鲤肠道内普遍存在芽孢杆菌和乳酸菌, 两者均为养殖鱼类潜在益生菌, 乳酸菌是鱼类肠道正常菌群成员, 乳酸菌可产生抗菌物质和降低pH, 对致病菌有抑制作用, 饲料中添加乳酸菌可促进养殖动物的生长[28], 同时研究发现乳酸菌与肠道上皮健康有关[29]。芽孢杆菌是养殖业中常用的益生菌, 可分泌胞外酶, 改善鱼体机能, 提高饲料利用率[30]。目前对于鲤肠道菌群的研究主要集中在通过培养法探讨细菌数量和组成比例, 然而可培养细菌仅为鲤肠道内全部细菌的少数, 通过培养
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图3  本实验获得的19个序列与一些相似序列以 NJ 方法构建的系统发生树

A. 芽孢菌纲; B. 螺旋体纲; C. β-变形菌纲; D. 梭菌纲; E. 放线菌纲; F. γ-变形菌纲; G. 蓝藻纲; H. 拟杆菌纲; I. 梭杆菌纲.
Fig.3  tree constructed by NJ method with 19 main sequences obtained in the study and similar sequences

A. Bacilli; B. Spirochaetes; C. Betaproteobacteria; D. Clostridia; E. Actinbacteria; F. Gammaproteobacterial; G. Cyanobacteria; H. Bacteroidetes; I. Fusobacterial.
法无法获取鲤肠道菌群的全面信息, 鉴于此, 本研究使用免培养的PCR-DGGE技术, 以期能更全面地揭示鲤肠道细菌组成。
鱼类肠道内的微生物菌群在鱼类消化吸收及免疫方面发挥重要作用[31], 且肠道菌群组成与饲料存在着密切关系[32−34]。其中, 郁二蒙等[35]研究了不同饵料对草鱼(Ctenopharynodon idellus)肠道内容物微生物菌群的影响, 发现膨化饲料组、非膨化饲料组、蚕豆组可鉴别条带数分别为19、16、15, 每组均有2~3特异条带。本研究中摄食不同饵料的建鲤肠道样品有特异条带存在, 如Band 3、4为鱼粉组特有不可培养细菌, Band 7只存在于DSP0和DSP25组; 随着脱脂蚕蛹替代水平的升高, 其与鱼粉组的相似性系数逐渐降低, 添加赖氨酸后则升高, 表明饲料构成能够影响肠道菌群组成, 这与前人[33, 36]的研究相一致, 赖氨酸可作为饲料添加剂削弱这种变化。同时, 摄食不同饲料建鲤的肠道菌群也具有共同的细菌种属, Band 14在6组样品中均大量存在, 是建鲤肠道菌落中的优势种属; Band 12为乳酸菌属, 6组均存在, 为各组的益生菌, 但添加脱脂蚕蛹后, 其条带亮度和宽度下降, 表明添加脱脂蚕蛹抑制了该菌属。潜在益生菌Band 4、7和15, 为芽孢杆菌, 其中: Band 4仅存在于鱼粉组, 添加脱脂蚕蛹后条带消失, 且添加赖氨酸后也未见恢复, 表明添加脱脂蚕蛹对该种芽孢杆菌有强的抑制作用; Band 7存在于鱼粉组和25%脱脂蚕蛹替代组, 其他组未出现; Band 15未出现在50%和75%替代组, 表明添加脱脂蚕蛹后, 对其有抑制作用, 添加赖氨酸有恢复作用。鱼类肠道菌群改变是水体、饵料、鱼种等因素综合作用的结果[37], 本研究中使用循环室内养殖系统, 水体环境等因素保持一致, 饲料中使用不同水平的脱脂蚕蛹替代鱼粉, 因此认为饲料成分改变导致了建鲤肠道菌群发生变化。饲料成分的变化会造成鱼类肠道菌群发生改变, 如在饲料中添加豆粕、菊粉会对大西洋鲑(Salmo salar)中肠、后肠定植菌群及相应肠道内容物菌群数量和种群发生改变, 其原因是豆粕和菊粉中存在影响微生物的物质, 这类物质与肠道炎症有关[38]。因此, 本研究中由于脱脂蚕蛹和鱼粉用量变化的综合作用, 肠道菌群的组成发生显著改变, 推测原因可能是由于脱脂蚕蛹中存在影响肠道菌群结构的物质。
本研究分析了脱脂蚕蛹替代鱼粉以及添加赖氨酸后实验鱼肠道菌群的变化, 发现随着脱脂蚕蛹添加水平的升高, 可鉴别细菌种属数量从鱼粉添加组的19种下降到75%替代组的8种, 潜在益生菌数量从4种下降到1种, 而潜在有害菌数量未发生变化, Hu等[39]和EI-Saidy等[40]则指出, 使用其他蛋白源替代鱼粉时, 添加一定量的赖氨酸能够消除其他蛋白源替代对鱼体产生的负面影响, 达到最佳替代效果。鄢华[41]发现赖氨酸缺乏时幼建鲤肠道中的有害菌大肠杆菌、嗜水气单胞菌数量极显著增加, 乳酸菌等益生菌数量显著下降, 分析其原因是赖氨酸可作为营养物质, 影响肠道菌体本身对营养物质和自身代谢过程, 同时有文献表明, 氨基酸可改变各种必需氨基酸在微生物代谢过程中的重要程度, 从而影响微生物的氨基酸代谢[43]。本研究中添加赖氨酸可改变肠道菌群的机制可能与上述机制相同。因此, 建议在使用脱脂蚕蛹替代鱼粉时可考虑添加一定的益生菌, 同时可添加赖氨酸以减弱脱脂蚕蛹替代的负面效果, 维护建鲤肠道菌群的正常构成。
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Effect of substituting dietary fish meal with defatted silkworm pupae on the intestinal bacterial community structure of Jian carp, Cyprinus carpio var. jian
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Abstract: Our objective was to evaluate the effects of fish meal (FM) replacement with defatted silkworm pupae (DSP) on the intestinal bacterial community structure in Jian carp (Cyprinus carpio var. jian) using culture-independent 16S rDNA PCR-DGGE fingerprinting. Five isonitrogenous (36.8% crude protein) and isoenergetic (5.5% crude lipid) diets were formulated as follows: one basal diet with 10% FM (DSP0), three diets with 25%, 50%, and 75% FM replacement (DSP25, DSP50, DSP75), and two FM replacement diets (DSP50 and DSP 75) that were supplemented with 0.7% crystalline lysine (DSP50-Lys, DSP75-Lys). A total of 324 juvenile Jian carp (mean body weight: 15.30±2.97 g) were randomly assigned to one of 6 groups (3 replicates per group, 18 fish per replicate). A PCR-DGGE fingerprint analysis revealed that DSP0, DSP25, DSP50, DSP50-Lys, DSP75, DSP75-Lys had 19, 15, 11, 12, 8, and 12 bands, respectively. The dominant bacteria were represented by 12 bands. The similarity coefficient between the DGGE fingerprint of DSP0 bacteria and the other groups was 50.7%, 50.6%, 69.0%, 42.4%, and 66.7%, respectively. The major bands were recovered, cloned, and sequenced, yielding 19 sequences. The sequences were analyzed by comparison with the NCBI database. The bacterial community consisted primarily of Bacilli, Spirochaetes, Beta proteobacteria, Clostridia, Actinbacteria, Gammaproteobacterial, Cyanobacteria, Bacteroidetes, and Fusobacterial, and included 15 sequences that were uncultured. In conclusion, replacement of graded dietary fish meal protein with defatted silkworm pupae meal had a significant effect on the intestinal bacterial community structure in Jian carp. However, the addition of lysine reduced this effect. Our results provide a foundation for further development of alternative carp feeds.
Key words: Cyprinus carpio var. jian; defatted silkworm pupae; fish meal; bacterial communities; PCR-DGGE
Corresponding author: JI Hong. E-mail: jihong0405@hotmail.com
收稿日期: 2013-04-26; 修订日期: 2013-10-26.
基金项目: 现代农业产业技术体系建设专项(CARS-46-17); 农业部公益性行业科研专项(201203083); 国家科技支撑计划项目(2012​BAD25B04).
作者简介: 钟雷(1988−), 男, 养殖专业硕士研究生, 从事水产动物营养饲料与营养学研究. E-mail:18791483084@163.com
通信作者: 吉红, 教授, 博士生导师. E-mail: jihong0405@hotmail.com

