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摘要:利用常规微生物分离鉴定方法结合 16S rRNA 基因序列分析研究斜带石斑鱼 Epinephelus coioides 40 d 稚鱼和

70 d 早期幼鱼消化道可培养菌群.结果表明，副溶血弧菌 Vibrio parahaerrwl)优ω、哈维弧菌 Vibrio haroeyi 、短小芽抱

杆菌 BaciU旧 pumilω、鲍民不动杆菌 Acinetobacter bαumnniz、恶臭假单胞菌 Pseudomonas putida、嗜冷杆菌 Psychrobact­

er sp. 和洋葱伯克霍尔德菌 Burkholderia cepacia 均从稚鱼和早期幼鱼消化道分离.系统进化分析结果表明，斜带石

斑鱼消化道细菌可归为 3 类:-y变形杆菌纲 γ-Proteobacteria、自-变形杆菌纲 ß-Proteobacteria 和芽抱杆菌纲 Bacil­

li. 稚鱼和早期幼鱼消化道的优势菌相似，稚鱼消化道的优势菌为芽抱杆菌 Bacillω、嗜冷杆菌 Psychrobacter、葡萄球

菌 Staphylococcus 和不动杆菌 Acinetobacter ，而早期幼鱼消化道的优势菌为芽抱杆菌、不动杆菌、嗜冷杆菌和假单胞

菌 Pseu仇刷刷.芽抱杆菌为稚鱼与早期幼鱼消化道的最优势菌，分别占可培养细菌总数的 78.6% 和 75.6% ，而弧

菌在稚鱼和早期幼鱼消化道中的数量均较低，分别仅占消化道可培养细菌总数的 2.8% 和1. 1 %.乳酸乳球菌

μctococcus lactis 、干酶乳杆菌 Lactobacillωcasei 和屎肠球菌 Enterococcω faecium 等 3 种乳酸菌仅见于早期幼鱼消化道.
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Abstract: Standard isolation and characterization procedures in combination with 16S rRNA gene se­

quence analysis were used to study the gut microbiota of 40 d juvenile and 70 d early young grouper. The 

results showed that seven species existed in the gut of both groups of fish , i. e. 切brio pαrahaemolytic旧，

Vibrio han;，咐 ， Bacillω pumil旧 ， Acinetobαcter bαumannii , Pseudomonas puti缸 ， Psychroacter sp. and Burk­

holderiα cepαciα. Phylogenetic analysis showed that bacteria in the gut of grouper could be classified into 

three groups belonging to 'Y-proteobacteria , ß-proteobacteria and Bacilli class. The predominant bacteria in 

juvenile and early young grouper were similar , Bαcillus , Psychrobαcter ， Stαiphylococcus and Acinetobαcter 

were the predominant bacteria in the gut of juvenile fish , while Bαcillus ， Acinetobαcter ， Psychrobacter and 

Staphylococcus in early young fish. Bαcillus was the most prevalent bacteria in both groups of 自由， compd­

sing 78. 6% and 75. 6% of the total cultivable gut bacteria respectively , while the number of Vibrio was 

veηlow in both groups of fish , comprising only 2. 8% and 1. 1 % of the total cultivable gut bacteria re­

spectively. Three species of lactic acid bacteria , Lacωcoccω lactis , Lactobαcillus casei and Enterococcl必

faecium existed only in the gut of early young grouper. 
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鱼类消化道菌群由好氧菌、兼性厌氧菌和绝对

厌氧菌组成，对于维持宿主的生长和健康具有重要

意义.现有研究表明，消化道菌群的功能主要有 3

点:拮抗致病菌在肠道的定植和生长;剌激宿主的免

疫功能;分泌一些与宿主生长相关的生物活性物质，

如必需脂肪酸、维生素和消化酶等[13]. 鱼类孵化后

消化道存在着不同菌群的定植演替过程，仔鱼期形

成了最初的不稳定的微生物区系，随后此微生物区

系逐渐成熟，幼鱼期通常形成比较稳定的微生物区

系[4]. 因此，鱼类早期发育阶段消化道菌群结构及发

展规律的研究，特别是阐明消化道有益菌和致病菌

的组成和发展变化，对于益生菌的开发和应用具有

重要指导意义[13]. 斜带石斑鱼 Epinephelω coioides

是名贵优良的海水养殖品种，在我国东南沿海及东

南亚国家已有较大规模的养殖，但目前有关其消化

道菌群结构及其发展变化的研究很少.为此，本研究

以斜带石斑鱼稚鱼和早期幼鱼为研究对象，利用常

规微生物分离鉴定方法结合 16S rRNA 基因序列分

析探讨稚鱼和早期幼鱼消化道可培养菌群的结构，

为益生菌的筛选和应用提供理论依据.

1 材料与方法

1. 1 试验用鱼及饲养管理

试验于 2007 年 8 10 月在福建省漳浦县某水

产养殖场进行，斜带石斑鱼卵的孵化和鱼苗培育参

照谢仰杰等问]的方法.育苗池为 6. 0 m x 4. 0 m x 2. 0 

m 的圆角方形室内水池，海水由沙滤池抽取再经 2

次沙滤、沉淀后使用.育苗期间水温为 26.0 - 31. 2 

"C，盐度为 30. 4%0 - 35. 2%0. 仔鱼孵化 3 d 后以牡蜘

Crassostrea gigω 受精卵为开口饵料，随着鱼体生长，

投喂经营养强化的轮虫 Br.町hionω calycifloms. 开口 4

d 后不再投喂牡蜘受精卵，保持育苗水体的轮虫密度

为(15 -30) mL -1.15 d 开始投喂经营养强化的卤虫

Artemia 元节幼体， 21 -40 d 投喂挠足类( Copepod) 

和经营养强化的卤虫元节幼体，40 -70 d 投喂卤虫

和冷冻碎鱼肉.

1. 2 样晶处理和细菌接种培养

孵化后分别于 40 d[ 稚鱼期，大部分个体体侧出

现鳞片，体长(2. 2 + O. 2) cmJ 和 70 d[ 幼鱼早期，鱼

体鳞被形成，体长 (5. 1 + 0.4) cmJ 上午投料前采集

鱼苗.以体积分数为 759毛乙醇棉球擦拭鱼体表面进

行消毒，无菌条件下分离胃肠道，40 d 稚鱼和 70 d 幼

鱼的胃肠道质量分别为 (0. 11 ::1:: O. 02) g 和( O. 40 ::1:: 

0.05) g. 为减少个体差异，稚鱼和幼鱼各取 5 尾， 5

尾鱼的胃肠道分别放置于一匀浆杯，加人 5 mL 灭菌

的九盐溶液[7] 匀浆，匀浆液 10 倍梯度稀释至 104.

取原液和 10- 1 _10-4稀释液各 100μL 分别涂布于

2216E 、TCBS 和 MRS 平板[町，每个稀释度 3 个平行，

平板于 28 'c恒温培养.选取菌落数 20 -100 个的平

板观察菌落形态，记录各类型菌落数量，选取同类型

的菌落 3 -5 个划线接种于相应的培养基上，多次传

代直到纯化，共获得纯化菌株 75 株(稚鱼 35 株，幼

鱼 40 株) .纯化菌株经革兰染色观察后，同类型的细

菌进行归类，根据稀释倍数和胃肠道组织的质量计

算每克组织的细菌数量，不同类型的细菌进行后续

鉴定.

1. 3 细菌鉴定

TCBS 培养基上生长的革兰阴性短杆状或短小

弧状菌株初步判断为弧菌 Vibrio ， 再利用北京陆桥技

术有限责任公司的弧菌专用生化鉴定管进行鉴

定[9] ， BIERS 培养基上生长的革兰阳性杆状或球状

株初步判断为乳酸菌(Lactic acid bacteria) ，再按照

凌代文等[10]的方法进行生理生化鉴定. 2216E 琼脂

上分离纯化的细菌分别接种于 TCBS 和 MRS 培养基

28 'c培养 48 h，观察其生长情况，能在 TCBS 或 MRS

生长的菌株则记录菌落形态，革兰染色初步进行判

断后按照弧菌或乳酸菌的生理生化鉴定方法进行初

步鉴定.在此基础上，选取 3 种培养基分离的代表性

菌株进行 16S rRNA 基因测序[11].

1. 4 系统发育树的构建

斜带石斑鱼消化道细菌序列于GenBank 网站上

进行 BLAST 比对分析，获取相近典型菌株的 16S

rRNA 基因序列，斜带石斑鱼消化道细菌序列和获取

的相近典型菌株序列利用 Clustal 1. 83 进行多重序

列比对，然后利用 PHILIP 3.63 软件包的邻接法

(Neighbor-Joining method)进行聚类分析和系统进化

树构建.

2 结果

2.1 稚鱼和旱期幼鱼消化道细菌数量

由表 1 可见，斜带石斑鱼稚鱼消化道可培养细

菌总数(1. 4 X 107 CFU/g) 与早期幼鱼消化道可培养

细菌总数(9.0 X 106 CFU/g) 相近.稚鱼消化道弧菌

数量比早期幼鱼高 1 个数量级，但未分离到乳酸菌，

而早期幼鱼消化道乳酸菌数量可达 6.0 X 10
4 

CFU/g , 

提示乳酸菌在石斑鱼肠道的定植可能发生在早期幼

鱼阶段.
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表 1 稚鱼和早期幼鱼消化道可培养细菌总数、弧菌及乳酸 ω、哈维弧菌 V-Mrwyi、短小芽抱杆菌 Bαcillus pumi-
菌数量1)

Tab. 1 Number of total cultivable bacteria , Vibrio and lactic 

acid bacteria in gut of juvenile and early young 

grouper CFU/ g 

生长阶段

稚鱼

早期幼鱼

可培养细菌总数 弧菌数 乳酸菌数
AU AHV l v

<

) 
，
、d

nu +' l l ( 7 AU l v
<

) /nu 
-

AHU +­A

外

l ( 
a 

(9.0 :t 2.3) x lO6 (3. 4 :t1. 2) xlO驾 (6.0 +2.65) x 104 

1 )表中数据为平均值±标准差.

2.2 菌株的生化和分子鉴定结果

本研究中，我们选择了 3 种培养基对斜带石斑

鱼消化道可培养细菌进行研究，2216E 用于总的可培

养海生细菌的分离， MRS 和 TC部分别为乳酸菌或

弧菌的选择性培养基，2 种培养基分离的细菌经革兰

染色后可初步判断菌株是否属于乳酸菌或弧菌.因

此，乳酸菌或弧菌的后续鉴定我们利用了生化鉴定

和 16S rRNA 基因测序鉴定相结合的方法，其余代表

性菌株则主要进行了 16S rRNA 基因测序鉴定.由表

2 可知，除克劳芽抱杆菌 Bαcillus clαωii ，其余 13 株菌

的 16S rRNA 基因与 GenBank 中最相似菌基因的相

似度均在 90% 以上，弧菌和乳酸菌的生化鉴定和分

子鉴定结果基本一致.

表 2 菌株的生化和分子鉴定结果

Tab.2 Molecular and biochemical characterization of puri-

tied isolates 

菌株编号 生化鉴定
分子鉴定

最相似菌 相似度/% 登录号

51而 副溶血弧菌 副溶血弧菌 99 EU520337 

517 哈维氏弧菌 哈维弧菌 94 EU520336 

sη 梅氏弧菌

5E5 短小芽抱杆菌 99 EU520340 

DE5 克劳芽抱杆菌 89 EU520331 

5T5 鲍民不动杆菌 96 EU520338 

5E3 恶臭假单胞菌 99 EU520339 

SE4 食酸丛毛单胞菌 99 EU520344 

5E6 嗜冷杆菌 94 EU520334 

5T2 洋葱伯克霍尔德菌 99 EU520342 

MM6 胡萝卡软腐欧文菌 94 EU520329 

DMl 金黄色葡萄球菌 95 EU520330 

5El 溶血葡萄球菌 99 EU520332 

MMl 乳酸乳球茵 乳酸乳球菌 93 EU520326 

MM3 干酷乳杆菌

MM4 肠球菌属 屎肠球菌 90 EU520327 

lus 、鲍氏不动杆菌 Acinetobαcter baumannii、恶臭假单

胞菌 Pseudomonas putid，α 、嗜冷杆菌 Psychrobacter sp. 

和洋葱伯克霍尔德菌 Burkholderiαcemciα 等均从斜

带石斑鱼稚鱼与早期幼鱼消化道分离.但是，梅氏弧

菌以 metschnikovi、食酸丛毛单胞菌 De伊iααcidovorans

和溶血葡萄球菌 Stα:phylococcω haemolyticus 仅从稚

鱼消化道分离，而克劳芽抱杆菌、胡萝卡软腐欧文菌

Erwinia carotovor，α、金黄色葡萄球菌 S.αureus 以及 3

种乳酸菌:乳酸乳球菌 Lactococcωlαctb、干酷乳杆

μctobαcillωcαsei 和屎肠球菌 Enterococc山 faecium 则

仅见于早期幼鱼消化道.

表 3 稚鱼和旱期幼鱼消化道细菌组成1 ) 

Tab. 3 Bacterial composi创on in the gut of juvenile and ear-

ly young grouper CFU/g 

稚鱼 早期幼鱼

2. 1 X 105 3.6 X 104 

2.5x104 6.0x104 

1. 5 X 105 0 

1. 1 x107 2.6 x106 

菌株

副溶血弧菌

哈维弧菌

梅氏弧菌

短小芽于包杆菌

克劳芽抱杆菌

鲍氏不动杆菌

恶臭假单胞菌

食酸丛毛单胞菌

嗜冷杆菌

洋葱伯克霍尔德菌

胡萝卡软腐欧文菌

金黄色葡萄球菌

溶血葡萄球菌

乳酸乳球菌

干酷乳杆菌

屎肠球菌

由
-
w
m叨
白
白
白
白
白
四
面

η

恤m
m
u
m
m
m

M
却
-
S
S
S
S
D
S
S
S
S
S
M
D
S
M
M
M

o 4.2 X 106 

6.3x105 6.4x105 

2.0 x104 5.0 xWS 

2.5 X 105 0 

9.0 X 105 6.0 X 105 

7.0 X 104 3.0 X 103 

o 7.5xl03 

o 1. 4x104 

7.5 X 105 0 

o 1. 0 X 104 

o 3.9 X 104 

o 1. 4 X 104 

1 )表中数据为 3 个重复的平均值.

石斑鱼消化道菌群中各属和特定类型细菌(如

乳酸菌)占可培养细菌总数的比例分别为稚鱼消化

道的芽抱杆菌占 78.6% 、嗜冷杆菌占 6.4% 、葡萄球

菌 Stα'Phylococcω 占 5.4% 、不动杆菌 Acinetobacter 占

4.5% 、弧菌占 2.8% 、丛毛单胞菌占1. 8% 、博克霍尔

德菌 Burkholderiα 占 0.5% 、假单胞菌占 0.1% ，早期

幼鱼消化道的芽抱杆菌占 75.6% 、不动杆菌占

7.1% 、嗜冷杆菌占 6.7% 、假单胞菌占 5.6% 、弧菌占

1. 1% 、乳酸菌占 0.7% 、葡萄球菌占 0.2% 、欧文菌占

0.08% 、博克霍尔德菌占 0.03% .稚鱼和早期幼鱼消

2.3 稚鱼和旱期幼鱼消化道菌群组成 化道的优势细菌种类相似.稚鱼消化道的优势菌为

由表 3 可见，副搭血弧菌 Vibrio parahαemolytic- 芽抱杆菌、嗜冷杆菌、葡萄球菌和不动杆菌;而早期
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幼鱼消化道的优势菌为芽抱杆菌、不动杆菌、嗜冷杆

菌、假单胞菌.在这些优势细菌中，芽抱杆菌为稚鱼

与早期幼鱼消化道的最优势菌.稚鱼与早期幼鱼消

化道的不动杆菌、嗜冷杆菌比例相近，而稚鱼消化道

的弧菌比例高于早期幼鱼，稚鱼消化道伯克霍尔德

菌比例明显高于早期幼鱼.

cilli 、自-变形杆菌纲 ß -Proteobacteria 和 γ- 变形杆

菌纲 γ-Proteobacteria. 其中，芽抱杆菌纲和 γ- 变形

杆菌纲细菌所占比例较大，各包括 6 株菌.芽抱杆菌

纲中， DM1 和 SE1 分别与葡萄球菌聚为一簇， SE5 和

DE5 分别与芽抱杆菌聚为一簇， MM1 位于乳酸乳球

菌的独立进化分支上，而 MM4 与屎肠球菌的亲缘关

系最近.γ- 变形杆菌纲中， ST6 和 S17 分别与弧菌

聚为一簇， SE6 位于嗜冷杆菌的独立进化分支上，

ST5位于不动杆菌的独立进化分支上， SE3 和MM6

2.4 系统进化分析

系统进化分析结果(图1)表明，斜带石斑鱼消

化道分离的 14 株细菌可归为 3 类:芽抱杆菌纲 Ba-

96 

99 

100 

100 

I 0土→

100 .r Lactococcus lactis (NC-009∞4) 
Lactococcus lactis (NC-008527) 
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100 r Pseudomonas putida (NC-002947) 
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100 r Vìbrio para阳emo加icus (NC-004603) I y-Proteobacteria 
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图 1 斜带石斑鱼消化道细菌系统发育分析

Fig. 1 Phylogenetic analysis of bacteria isolated from the gut of grouper 
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分别与恶臭假单胞菌和胡萝卡软腐欧文菌的亲缘关

系最近.自-变形杆菌纲中， ST2位于洋葱伯克霍尔

德菌的独立进化分支上，而 SE4 与食酸丛毛单胞菌

的亲缘关系最近.

3 讨论

海水鱼消化道细菌数量的影响因素有很多，如

细菌的宿主特异性、养殖水体菌群的组成和数量、养

殖水体的盐度和温度、饵料和药物等[2 ， 5]. 此外，鱼类

孵化后消化道存在着不同菌群的定植演替过程，不

同发育阶段鱼类的消化道细菌数量也会存在较大差

异[2 ，5]. 本研究表明，40 d 稚鱼和 70 d 早期幼鱼消化

道可培养细菌总数相近，分别为1. 4 X 107 和 9.0 x 

106 CFU/g，这与前人报道的一些海水鱼类消化道细

菌数量相似，如太平洋油蝶 Soleα soleα(5.2 X 105 
-

9. 8 X 106 CFU/ g) [口]、牙砰 Paralichthys olivaceω(3.6 x 

105 
- 6. 0 x 107 CFU/ g) [日]和塞内加尔蹋 Soleα

senegαlensis(2.3 x 105 
- 6.7 X 106 CFU/g) [叫，但是

高于大西洋倍鱼 Gadω rrwrhua(7.0 x 103 
- 3. 0 X 105 

CFU/g) [15] 和银蛙 Oncorhynch旧 kisutch ( 6. 0 X 103 

CFU/g) [16]. 

淡水鱼和海水鱼消化道均存在特定的固有菌

群，且鱼类消化道菌群会随着鱼的年龄、营养状况和

环境条件的变化而变化.淡水鱼消化道中常见的细

菌主要有气单胞菌 Aerorrwnas 、假单胞菌、邻单胞菌

Plesiorrwnω 和肠杆菌 Enterobacter 等，而海水鱼消化

道中最常见的是弧菌、假单胞菌和不动杆菌等[MJl.

与前人报道一致，本研究中弧菌、假单胞菌和不动杆

菌均从斜带石斑鱼稚鱼和早期幼鱼消化道分离.此

外，短小芽抱杆菌、嗜冷杆菌和洋葱伯克霍尔德菌亦

从 2 组石斑鱼消化道分离.系统进化分析表明，斜带

石斑鱼消化道细菌可归为 3 类:γ- 变形杆菌纲、白­

变形杆菌纲和芽抱杆菌纲，且芽抱杆菌纲和 γ-变形

杆菌纲细菌所占比例较大.这与塞内加尔蹋[ 14] 和银

蛙[ 16] 消化道菌群的系统进化结果相似.

斜带石斑鱼稚鱼和早期幼鱼消化道优势菌相

似，且芽抱杆菌为二者消化道的最优势菌，分别占可

培养细菌总数的 78.6% 和 75.6% .但是，弧菌作为海

水鱼消化道常见优势菌，在斜带石斑鱼稚鱼和早期

幼鱼消化道的比例却仅分别为 2.8% 和1. 1 % ，明显

低于已报道的其他海水鱼消化道中弧菌比

例[13 川7]. 究其原因，可能是因为本研究中 2 株芽抱

杆菌(短小芽抱杆菌和克劳芽抱杆菌)数量很高，且

对多株弧菌具有一定的抑制作用，导致了石斑鱼消

化道弧菌数量较低.研究表明，芽抱杆菌是一类常见

消化道有益菌，能够抑制潜在致病菌在肠道的定植

和生长，维持宿主健康[lJ]. 一些研究者将从海水鱼

消化道分离的具有抑菌作用的芽抱杆菌作为益生

应用于水产养殖，取得了不错的效果[ 18 川. Kennedy 

等[凶叫]从锯盖鱼 Ceωe衍ntr，

的枯草芽于抱包杆菌 Baαcillω旧 s拙u叫bti抛lis 作为益生菌接种于

锯盖鱼仔鱼育苗池，结果表明枯草芽抱杆菌能明显

降低仔鱼消化道弧菌数量，提高仔鱼的质量和存活

率.本研究中短小芽抱杆菌和克劳氏芽抱杆菌是稚

鱼和早期幼鱼消化道的优势菌，且对多株潜在致病

菌具有一定的抑制作用[20] ，提示 2 株菌对于维持石

斑鱼健康可能具有一定的作用.目前我们正开展这 2

株芽抱杆菌作为益生菌应用于斜带石斑鱼的试验，

相关结果将另外报道.

嗜冷杆菌是海水及海洋生物表面的常见细菌之

一，但是最近才从一些低温海水鱼类，如大西洋鳝

鱼、南极嘉鱼缸lvelinωα午in山和大西洋佳 Sαlrrw sal­

αr 消化道内分离，但其在鱼类消化道的功能尚不清

楚[ 15 .川0]. 本试验中，斜带石斑鱼为分布于热带和亚

热带海域的鱼类，其稚鱼和早期幼鱼消化道均分离

到同一种嗜冷杆菌，而且数量分别可达 9.0 X 105 和

6.0 X 105 CFU/g，是消化道的优势菌之一.本试验期

间的水体温度为 26 -31 吧，可见该嗜冷杆菌具有较

强的高温适应性.抑菌试验结果表明，该嗜冷杆菌对

哈维弧菌和梅氏弧菌具有一定抑制作用im] ，这可能

是导致石斑鱼稚鱼和早期幼鱼消化道弧菌数量较低

的另一个原因，提示嗜冷杆菌可能通过排斥潜在致

病菌在消化道的定植和生长，在维持宿主健康方面

起着一定作用.

乳酸菌是一类重要的鱼类消化道固有菌群，有

利于维持宿主健康.但乳酸菌在消化道的定植发生

于鱼类哪个生长阶段尚不清楚[25]. 本研究中， 40 d 

稚鱼消化道没有分离到乳酸菌，而 70 d 早期幼鱼消

化道则分离到 3 种乳酸菌:乳酸乳球菌、干醋乳杆菌

和屎肠球菌，提示乳酸菌在斜带石斑鱼消化道的定

植可能发生在早期幼鱼阶段.大量研究表明，乳酸菌

可以通过抑制潜在致病菌在肠道的定植和生长，降

低致病菌对宿主的危害，从而维持宿主的健

康[ 1 ， 2山].陈营 [23] 研究表明，鼠李糖乳杆菌 Lαctobα-

cillus rhαmnos山 P15 对弧菌具有良好的抑制作用，作

为益生菌施用 60 d 能促进牙饵稚鱼的生长，提高存

活率，且试验前 30 d 的使用效果好于后 30 d 效果，

提示乳酸菌在仔稚鱼阶段应用效果更好.本研究中，
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3 株乳酸菌对多株潜在致病菌具有抑制作用，具有作

为益生菌应用的潜力.此外，3 株乳酸菌均仅从幼鱼

消化道分离，因此其作为益生菌应用宜在仔稚鱼阶

段进行，从而促进仔稚鱼消化道正常菌群的建立，提

高仔稚鱼的抗病力和存活率.
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