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摘   要：【背景】野生棘线鲬(Grammoplites scaber)具有丰富的营养价值，但关于其胃肠道微生物

方面的研究较少。【目的】研究棘线鲬胃肠道微生物群落特征，以揭示其潜在的益生菌和致病菌，

为其健康生长的微生物群落调控提供依据。【方法】利用免培养和纯培养技术相结合的方式对来自

珠江口的野生棘线鲬胃肠道样品进行了研究。【结果】通过对 16S rRNA 基因 V3 区高通量扩增测

序，共得到 456 个操作分类单元(operational taxonomic units，OTU)。分析结果显示，在门水平上，

棘线鲬胃肠道内的主要优势类群为变形菌门(Proteobacteria)和厚壁菌门(Firmicutes)。在属级水平

上，梭菌属(Clostridium)在棘线鲬胃肠道样品中普遍存在，综合占比为 57.11%。基于 16S rRNA 基

因进行表型和功能预测的结果表明，棘线鲬胃肠道内有益菌和潜在致病菌同时存在且有功能相互

制约的趋势。纯培养实验采用 12 种不同的培养基进行选择性分离，共获得纯培养菌株 99 株，归类

于 3 个门(Proteobacteria、Firmicutes 和 Actinobacteria) 4 个纲 10 个目 10 个科 13 个属，其中优势

类群为变形菌门(占比 50.51%)，实现纯培养最多的属级类群为嗜冷杆菌属(Psychrobacter)。【结论】

揭示了野生棘线鲬胃肠道微环境微生物的物种组成与多样性，可以为硬骨鱼类核心肠道菌群的研

究提供基础参考。此外，有益和有害菌群的揭示可为野生棘线鲬作为海洋食物资源利用的食品安

全提供一定的借鉴，为发展海洋渔业养殖提供数据支撑。 
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Abstract: [Background] Wild Grammoplites scaber is nutritious, but the microorganisms in its 

gastrointestinal tract (GI) are rarely studied. [Objective] To study the microbial community in GI of G. 
scaber, reveal the potential probiotics and pathogens, and thus to provide a reference for the regulation of 

beneficial microbes. [Methods] We collected the GI samples of G. scaber from the Pearl River Estuary 

and investigated them with the culture-independent method and pure culture method. [Results] Through 

high-throughput sequencing of V3 regions of 16S rRNA genes, a total of 456 operational taxonomic units 

(OTUs) were identified. At the phylum level, Proteobacteria and Firmicutes dominated the microbes in 

the GI. At the genus level, Clostridium was prevalent in the samples, accounting for 57.11%. The 16S 

rRNA gene-based phenotypic and functional prediction suggested that the GI of G. scaber harbored both 

probiotics and pathogens, and they tended to restrict each other. A total of 99 strains were screened out 

with 12 different selective media, and they belong to 13 genera, 10 families, 10 orders, 4 classes, and 

3 phyla (Proteobacteria, Firmicutes, and Actinobacteria). The dominant group was Proteobacteria 

(50.51%), and Psychrobacter was the predominant genus. [Conclusion] This study reveals the microbial 

composition and diversity in the GI of wild G. scaber, laying a basis for the research on the core intestinal 

microflora of teleost. In addition, the probiotics and pathogens identified in this study can serve as a 

reference for the safety of food made with G. scaber and for the development of marine fishery. 

Keywords: Grammoplites scaber; intestinal microbiota; high-throughput sequencing; microbial diversity; 
pure culture 

脊椎动物胃肠道微生物生态系统中存在着

复杂但却相对稳定的微生物与微生物、宿主之

间的相互关系[1]。肠道微生物具有产生某些有

益代谢产物或胞外酶的能力，可为宿主提供多

种实质性的益处。例如，微生物通过产生纤维

素酶分解一些宿主难以消化的植物性食物，从

而为宿主提供能量[2]。此外，也有研究表明，

宿主的许多过敏性反应、自身免疫性和代谢性

疾病都与肠道微生态系统的变化有关[1,3-4]。目

前，我们对胃肠道微生物组结构和功能的大部

分知识源自对哺乳动物的研究，但鱼类占据了

脊椎动物近一半的多样性[5]，因此，对鱼类胃

肠道微生物组的研究和利用也日益重要。 

物种对环境变化的适应，一部分原因依赖

于宿主相关的微生物群落[6]，同时，肠道内的

细菌群落也会随着宿主环境的变化而改变并趋

于稳定[5]。例如，从大西洋鲑鱼(Atlantic salmon)[7]

和大西洋鳕鱼(Atlantic cod)[8]肠道内分别分离出
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具有产纤维素酶功能的 Bacillus 和 Brochothrix
等属种，推测它们在以小型鱼虾为食的基础上，

还可能摄食某些植物性食物。相较于海水鱼类

的肠道微生物群落，在淡水鱼肠道中梭杆菌门

(Fusobacteria)更具优势。如 Lai 等研究发现，

在养殖青鳉鱼从海水向淡水驯化过程中，当养

殖海水盐度降低 50%后青鳉鱼肠道中梭杆菌门

的丰度显著增加，以应对宿主环境的变化[9]。

然而与哺乳动物肠道微生物相较而言，鱼类肠

道微生物群落特征与植物根际微生物群落更相

似，主要表现在变形菌门的占比优势上[10]。随

着高通量测序技术的发展，人们对鱼类肠道微

生物群落在不同生理状态下的变化有了逐渐全

面的了解，特别是将鱼类肠道微生物群落的组

成与不同生长因素(包括饮食[11]、生活环境[12]、

肠道分区[13]等)相关联的研究，更有利于人们利

用肠道菌群来判断和改善宿主的健康状态。 

棘线鲬 (Grammoplites scaber)又称横带棘

线牛尾鱼，头部和身体呈扁平状，体褐色，背

侧具 4 条黑褐色宽大横纹。棘线鲬为鲉形目牛

尾鱼科棘线鲬属的一种白肉鱼类，栖息于沿岸

沙泥底质海域，活动性差，以小鱼和甲壳类为

食[14]，广泛分布于印度、南洋群岛及中国南海、

中国台湾海峡等海域，属于热带近海底层鱼类。

棘线鲬虽具有高营养和蛋白质含量，但因其外

形独特和鱼腥味较重，作为食用鱼类极易被人

类忽视[15]，导致人们对棘线鲬的研究也较少，

缺乏对其胃肠道微生物组成的详细研究和记

载。广东省珠江口万山海洋牧场沉积物质量良

好，地形较缓，底层相对稳定，适合投放人工

鱼礁建造海洋牧场[16]，而且是棘线鲬分布的重

要海域。本文利用高通量测序和实验室纯培养

技术研究野生棘线鲬胃肠道微生物的组成情

况，探究其胃肠道微生物群落的构成，以期在

发现新微生物资源、了解棘线鲬微生物状况及

其相互关系、营造其生态环境、改善其资源利

用效率等方面提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品采集 

研究所用野生棘线鲬于 2020 年 4 月在广东省

珠江口万山海洋牧场(113°48′25′′E，21°59′40′′N；

113°51′13′′E，22°0′33′′N)以拖网作业方式获得。

鱼类样品使用浅水Ⅰ型浮游生物网具垂直采样

获得，自海底 22−24 m 深度至海面拖网 1 h，拖

网速度控制在 3−4 Kn。不同鱼类数量的获得与

采样区的生物种类和生物密度密切相关。用于

实验的棘线鲬据其体长、体重及消化系统发育

情况推测已至成鱼阶段。野生鱼类采集后置于

−20 °C 冷冻储存并运回实验室，鉴定后，在实

验室无菌条件下进行解剖。解剖前先用无菌蒸馏

水轻轻擦拭鱼体表面去掉淤泥等污渍后，用 75%

乙醇擦拭鱼体表面，解剖所用剪刀、镊子和刮刀

都经过灭菌处理后使用，解剖在超净台内进行，

保障样品不受外援微生物污染。实验所用棘线鲬

的相关信息如表 1 所述。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

细菌 16S rRNA 基因扩增通用引物 27F 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 

(5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′)，生工

生物工程(上海)股份有限公司和北京全式金生

物技术有限公司。27F (5′-AGAGTTTGATCCTG 

GCTCAG-3′)和 533R (5′-TTACCGCGGCTGCT 

GGCAC-3′)，上海美吉生物医药科技有限公司；

HiPure Stool DNA Kit 动物粪便样品总 DNA 提取

试剂盒，广州美基生物科技有限公司；Chelex 

100 Resin，Bio-Rad 公司；Taq DNA 聚合酶、

TransStart FastPfu DNA 聚合酶，北京全式金生

物技术有限公司；AxyPrepDNA 凝胶回收试剂

盒，AXYGEN 公司。PCR 仪，Eppendorf 公司；

凝胶成像系统，Bio-Rad 公司；小型台式高速离 
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表 1  实验样品野生棘线鲬的信息 
Table 1  Sample information of wild Grammoplites scaber 
样品编号 

Sample No. 

全长 

Length (cm) 

采样站点 

Station 

实验方法 

Experimental method 

环境因子  

Environmental factors 

pH Salinity (%) Temperature (°C) 

DC2_J1 22.5 113°48′25′′E 

21°59′40′′N 

免培养  

Uncultured method 

8.26 32.1 24.8 

DC5_J2 18.6 113°51′13′′E 

22°0′33′′N 

免培养 

Uncultured method 

8.28 31.1 24.7 

DC5_J1 16.5 113°51′13′′E 

22°0′33′′N 

纯培养 

Cultured method 

8.28 31.1 24.7 

DC5_J3 16.5 113°51′13′′E 

22°0′33′′N 

纯培养 

Cultured method 

8.28 31.1 24.7 

 
心机和恒温箱，艺思高科技有限公司；NanoDrop 

2000 超微量紫外分光光度计，赛默飞公司。 

1.1.3  培养基 

YIM171固体培养基参考文献[17]配制；10% 

R2A 固体培养基：由 R2A 培养基稀释 10 倍使

用；5% 2216E 固体培养基：由 2216E 培养基稀

释 20 倍使用；50% AIA 培养基：由 AIA 培养

基稀释 2 倍使用；TCBS 琼脂培养基(g/L)：酵

母膏粉 5.0，多价蛋白胨 10.0，NaCl 10.0，柠檬

酸钠 10.0，硫代硫酸钠 10.0，胆酸盐 3.0，牛胆

汁粉 5.0，蔗糖 20.0，柠檬酸铁 1.0，溴麝香草酚

蓝 0.04，麝香草酚蓝 0.04，琼脂 15，pH 8.6±0.2；

VRBD 培养基(g/L)：酵母粉 3.0，蛋白胨 7.0，

NaCl 10.0，葡萄糖 10.0，胆盐 1.5，结晶紫 0.002，

中性红 0.003，pH 值 7.3±0.2 (煮沸，无需高压

灭菌)；HAH 培养基(g/L)：鱼粉 3.5，disodium 

EDTA 0.005 6，Na2CO3 0.010 4，vitamin B12 0.001，

cyano trace metal solution 1×10−6 [乙酸 6.25，柠

檬酸铁铵 6.0，MnCl2·4H2O 1.4，Na2MoO4·2H2O 

0.39，Co(NO3)2 6H2O 0.025，ZnSO3·7H2O 0.222]，

重铬酸钾 0.05，琼脂粉 15.00，海水 500 mL，蒸

馏水 500 mL，pH 7.0−7.6；反硝化细菌分离培养

基[18]；BTB 培养基；硝酸盐培养基[19]：KNO3 和

NaNO3 分别调整为 3.0 g，其余均按照原配方比例

配制；铵盐培养基[19]：(NH4)2SO4 调整为 3.0 g/L，

其余均按照原配方比例配制；SN 培养基[20]。 

1.2  方法 
1.2.1  胃肠道样品处理 

在超净台内，用磷酸盐缓冲液(phosphate- 

buffered saline，PBS)缓冲液将胃肠道外壁上的

血液、脂肪等物质冲洗下来后放置在无菌培养皿

中，先纵向剪开胃肠，挤出内容物后，用细胞刮

刀将残留内容物和内壁黏膜慢慢刮下，收集内容

物和内壁黏膜样品完全剪碎混匀，用于提取

DNA 和微生物分离实验。 

1.2.2  Illumina 测序分析胃肠道菌群多样性 

使用 HiPure Stool DNA Kit 动物粪便样品

总 DNA 提取试剂盒，按照说明书提取野生棘线

鲬 DC2_J1 和 DC5_J2 的胃肠道环境总 DNA，

使用 NanoDrop 2000 检测其纯度和浓度。测序

由上海美吉生物医药科技有限公司完成。使用

原核生物 16S rRNA 基因 V1−V3 区通用引物

27F 和 533R 及相应条件 [21]，在 TransStart 

FastPfu DNA 聚合酶的作用下进行靶向扩增。

PCR 反应体系：5×FastPfu Buffer 4 μL，dNTPs 

(2.5 mmol/L) 2 μL，正、反向引物(5 μmol/L)各

0.8 μL，FastPfu 聚合酶 0.4 μL，BSA 0.2 μL，模

板 DNA (取适量 DNA 提取物稀释至 10 ng/μL) 

1 μL，双蒸水 10.8 μL。PCR 反应条件：95 °C 

5 min；95 °C 30 s，52 °C 30 s，72 °C 30 s，30 个
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循环；72 °C 10 min；4 °C 保存。为了减少实验

误差，每个实验样本进行 3 个重复，并将同一

样本的 PCR 产物混合后用 2%琼脂糖凝胶电泳

检测其长度和浓度。PCR产物纯化使用 AxyPrep 

DNA 凝胶回收试剂盒切胶回收 PCR 混合产物，

Tris-HCl 缓冲液洗脱回收目标 DNA 片段。测序

平台为 NovaSeq PE250，测序方法为双末端

pair-end 法，测序后使用 fastp 软件对原始序列

进行质控处理。根据 97%的相似度进行操作分

类单元(operational taxonomic unit，OTU)聚类，

采用 RDP classifier 贝叶斯算法对 97%相似水平

的 OTU 代表序列在 Silva 16S rRNA 数据库

(V138)中进行物种分类注释，并在门和属水平

上进行生物统计学分析。高通量测序原始数据

已上传至 SAR 数据库中，可在 Sequence Read 

Archive (https://www.ncbi.nlm. nih.gov/sra/)中检

索，登录号为 SRR17720661 和 SRR17720662。 

1.2.3  胃肠道微生物的分离鉴定 

每条鱼取出胃肠道处理后，肠道内容物和

肠壁黏膜碎浆合计均在 0.3 g 左右，用 PBS 缓

冲液稀释至 6 mL 用于纯培养平板涂布。分离实

验所采用培养基如 1.1.3 所述。 

每种培养基涂布 2 个平板，倒置于 28 °C

恒温培养 2 周，挑取所有的单菌落以平板划线

法在 2216E 固体培养基(MA)上进行纯化。利用

Chelex-100 法[22]提取纯化后的细菌 DNA，并采

用细菌通用引物 27F 和 1492R 进行 16S rRNA

基因 PCR 扩增。PCR 反应条件：95 °C 5 min；

95 °C 30 s，72 °C 30 s，35 个循环；72 °C 10 min；

4 °C 保存。PCR 产物由广州天一辉远测序公司

完成。测序结果采用 SeqMan5.0 软件进行拼接

并在 EzBioCloud 网站(https：//www.ezbiocloud. 

net/identify)进行在线 BLAST 比对，比对结果按

照 98.65%作为区分物种的标准[23]。鉴定后的菌

株用 30% (质量体积分数)甘油管置于−80 °C 冰

箱中保藏。 

2  结果与分析 

2.1  棘线鲬胃肠道微生物 16S rRNA 基因

高通量测序 
2.1.1  α多样性分析 

本研究对从 DC2 和 DC5 两个站点所获得

的棘线鲬胃肠道样品进行 Illumina HiSeq 测序，

共获得 97 026 条序列。这些序列归属为 457 个

OTU，其中 DC5_J2 样品中获得 96 个 OTU，

DC2_J1 样品中获得了 437 个 OTU，仅有 76 个

OTU 为两个站点的棘线鲬所共有(图 1)。样本

中物种覆盖度均大于 99% (表 2)，表明本次测

序结果基本代表了样本中微生物群落的真实情

况。群落丰富度 Chao1 指数为 437.54 (DC2_J1)

和 153.27 (DC5_J2)，相比之下，DC2_J1 样品

的群落丰富度明显高于 DC5_J2 样品。可反映

物种α多样性的指数 Shannon 和 Simpson，如表 2

所示，二者共同表明 DC2_J1 样本具有较 DC5_J2

样本更高的物种多样性。对于物种多样性方面

一个不可忽视的问题是细菌 16S rRNA 基因多

拷贝现象普遍，特别是高通量测序会导致高估

环境中微生物在 OTU 水平的多样性[24]，为了尽

量减少这种影响，本论文重点讨论属及以上类

群，并且重点在相对量上讨论，以提高本研究

数据的科学性。 

 

 
 

图1  两条棘线鲬胃肠道样品共有或特有物种Venn图 
Figure 1  Venn diagram for common or unique 
species in two intestinal samples of Grammoplites 
scaber. 
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表 2  棘线鲬胃肠道样品的测序信息和多样性评估值 
Table 2  Sequence data and diversity estimates of intestinal tract microbes in Grammoplites scaber 
Sample ID Number of  

Seq 

Number of  

OTU 

Shannon  

index 

Simpson  

index 

Chao1  

index 

Phylogenetic  

diversity 

Good’s  

coverage 

DC2_J1 48 513 437 3.001 426 0.127 49 437.535 714 62.259 11 0.999 876 

DC5_J2 48 513 96 1.663 717 0.266 89 153.272 727 15.847 48 0.999 431 

 

2.1.2  微生物组成及多样性 

将测序所得的 OTU 进行比对分析，得到棘

线鲬肠道样品中细菌的分类地位和组成情况。

图 2 分别展示的是相对丰度 0.01%以上的门级和

属级水平分类。由图 2 可知，在门级分类水平上

厚壁菌门(Firmicutes)和变形菌门(Proteobacteria)

是野生棘线鲬胃肠道内的绝对优势门级类群，

在 DC2_J1 样本中的占比分别为 40.31%和

22.18%，在 DC5_J2 样本中的占比分别为 81.17%

和 18.16%。此外，放线菌门(Actinobacteria)、绿

弯菌门(Chloroflexi)和浮霉菌门(Planctomycetes)也
存在于 2 份样本中 (DC2_J1 中占比分别为

7.16%、 1.23%和 1.38%；DC5_J2 中分别为

0.44%、0.01%和 0.11%)。虽然它们的相对丰度

优势不及厚壁菌门和变形菌门明显，但它们在

样本中均普遍存在，因此，厚壁菌门、变形菌

门、放线菌门、绿弯菌门和浮霉菌门应为野生

棘线鲬胃肠道样品中常见的细菌类群，其中厚

壁菌门和变形菌门占据绝对优势。 

值得注意的是，在 DC2_J1 棘线鲬的胃肠道菌

群中出现了丰度较高的叶绿体(norank Chloroplast)

序列，占比达 25.11%，虽然在 DC5_J2 中也有

发现，但占比仅有 0.07%，可见棘线鲬可能存

在植食性的情况。我们从高通量测序结果中发

现，蓝藻门在该鱼的胃肠道内相对丰度较高(综

合占比 12.38%)，但多为未分类类群，蓝藻门已

知分类类群中最多的为聚球藻(Synechococcus)。
聚球藻在 DC5_J2 中占比为 0.014%，在 DC2_J1

中占比为 0.210%，综合样品 DC5_J2 和 DC2_J1

发现，聚球藻在蓝藻门中的占比为 1.02%。蓝

藻门的存在对水产动物具有双重效果。蓝藻能

产生抗病毒因子等多种免疫促进因子[25]，常被

作为饲料添加剂应用于水产养殖中，以达到抑

制水产动物细菌性疾病的目的。但蓝藻过多也

容易在生物体内累积生物毒素，如对人和动物

都有危害的微囊藻毒素。 

在属级分类水平上，共发现 201 个属级类

群，分布在 146 个科内；两份样品中发现的共

有属级类群有梭菌属(Clostridium)、红球菌属

(Rhodococcus)、雷尔氏菌属(Ralstonia)、鲁杰氏

菌属(Ruegeria)、发光杆菌属(Photobacterium)，

以及一些未分类的柄杆菌科和红杆菌科的相关

属级类群。梭菌属在两份样品中的丰度最高，

分别为 33.07% (DC2_J1)和 81.15% (DC5_J2)。

但综合两份样品的所有梭菌属来看，未分类的

梭菌可达 99.81%。野生棘线鲬胃肠道内的梭菌

属可归类于Ⅰ菌簇，该类群大多能形成芽孢，

具有鞭毛且多为厌氧生长的革兰氏阳性腐生

菌，少数为致病菌。据报道，梭菌属可产生具

有保护肠黏膜屏障的短链脂肪酸，并且为肠道

提供特殊营养和能量成分[26]。此外，梭菌属菌

株可降解纤维素且常在淡水鱼食草鱼类的肠道

中占据优势地位[27]。据此推测，野生棘线鲬有

进行植物性食物摄食的可能性。 

本研究在了解棘线鲬胃肠道环境微生物组

成的基础上，基于样本群落丰度数据，运用统

计学方法检测了 DC2_J1 和 DC5_J2 这 2 个样本

微生物群落中具有显著丰度差异的物种，采用

费舍尔精确检验进行假设性检验后得到图 3。

虽然图 3 展现出的物种大多为未分类物种， 
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图 2  棘线鲬胃肠道细菌群落在门水平(A)和属水平(B)的组成情况 
Figure 2  Bacterial composition at the levels of phylum (A) and genus (B) in intestinal samples of G. 
scaber. 

 

 
 

图 3  两样本中丰度前十的物种差异比较 
Figure 3  Comparison for the top ten abundant species in two samples. 
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但仍可看出前两个差异物种为梭菌属且它们多分

布于 DC5_J2 样本中。其次，原核微生物有两个已

知分类的物种分别为珊瑚希瓦氏菌(Shewanella 
corallii)和危险罗尔斯通氏菌(Ralstonia insidiosa)。

S. corallii 最初分离自珊瑚 [28]，后在河豚中也

有发现，其具有多种抗生素基因和铜稳态等有

毒化合物的耐药基因[29]；R. insidiosa 是强生物

膜产生菌，有报道称其与传染病相关，其可在

非生物表面上形成生物膜，可促进致病菌与生

物膜结合并为致病菌提供保护性微生境，常在

食源性疾病暴发中发挥作用 [30]。然而差异分析

结果显示，这 2 个原核微生物物种中与致病性

相关的菌株在 DC2_J1 样本中的丰度较高。 

2.1.3  肠道微生物表型和功能预测 

使用 BugBase (https://bugbase.cs.umn.edu/)

基于 16S rRNA 基因序列 OTU 对棘线鲬胃肠道

微生物的需氧情况、革兰氏阴性/阳性、潜在致病

性、可移动元件、生物膜形成和耐受性等 9 个表

型的生物水平覆盖情况进行了预测(表 3)，结果

显示，在菌群多样性较高的 DC2_J1 棘线鲬胃

肠道内，需氧菌和厌氧菌较为均衡，而在多样

性低的 DC5_J2 棘线鲬的胃肠道内有着更多的

厌氧菌，其丰度可达 94.24%。厌氧微生物在鱼

类肠道内主要是紧贴肠壁生长，常常表现出与

宿主共生关系；而好氧微生物需要氧气的生存

条件决定了它们在肠道内要远离肠壁，多游离

于肠腔中间。因此，在水产动物的胃肠道微生

物群落中，厌氧菌含量往往远多于好氧菌[31]。

由此，我们推测，DC5_J2 的菌群更倾向于是棘

线鲬胃肠道内的定殖菌。在预测的具潜在致病性

的微生物水平覆盖率中，DC2_J1 占比为 7.82%，

DC5_J2 占比为 0.37%，DC2_J1 样本中存在较

DC5_J2 高比例的潜在致病性菌株，同时，参与

成膜的微生物比例也远高于 DC5_J2 (DC2_J1 为

52.19%，DC5_J2 为 5.21%)。在微生物与宿主 

表 3  棘线鲬胃肠道微生物预测表型的相对丰度 
Table 3  Relative abundance of phenotype 
prediction by intestinal microorganisms in 
Grammoplites scaber (%) 

Phenotypes DC2_J1 DC5_J2 

Aerobic 44.82 4.96 

Anaerobic 44.61 94.24 

Contains mobile elements 10.86 0.75 

Facultatively anaerobic 

Forms biofilms 

5.68 

52.19 

0.22 

5.21 

Gram negative 41.48 27.73 

Gram positive 58.52 72.27 

Potentially pathogenic 7.82 0.37 

Stress tolerant 8.79 0.50 

 
相互作用下，生物膜可以为微生物提供逃避宿

主防御的小生境，因此，生物膜常被认为在微

生物致病中发挥重要作用[32]。结合前文中对丰

度前十的物种分析时发现了强生物膜产生菌 R. 
insidiosa 的存在，而且其在 DC2_J1 中占比

3.047%，在 DC5_J2 中占比为 0.139%。这一发现

与表型预测结果的推断基本吻合，说明 DC2_J1

样本中存在较高比例的潜在致病性菌株。 

由于本次实验所用棘线鲬样品是在珠江

口捕捞的天然野生鱼类，对其前期生长状态缺

乏观察，综合表型预测的肠道细菌需氧情况及

参与成膜微生物和潜在致病菌的相关情况，我

们初步推测，DC5_J2 样本中的微生物组成更能

代表野生棘线鲬胃肠道微生物群落的组成情

况，DC2_J1 棘线鲬可能处于摄食不久的状态，

推测 DC5_J2 的生理状态相比 DC2_J1 要更健康

一些。 

使用 FAPROTAX (http://www.ehbio.com/ 

ImageGP/index.php/Home/Index/FAPROTA X.html)，

基于 16S rRNA 基因对棘线鲬胃肠道内的微生

物群落进行功能预测，分析整理了属级分类水

平上潜在致病性菌和有益菌情况(表 4)。从功能

预测结果来看，棘线鲬胃肠道的有益菌株多为功

能性菌株且丰度较低，若这些菌株获得纯培养， 
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表 4  潜在致病菌和有益菌属级类群的相对丰度 
Table 4  Relative abundance of potential pathogenic and beneficial bacteria 

属名 

Genus name 

样品中的菌株 

Strains in sample 

功能或致病性 

Function or pathogenicity 

属级相对丰度

Abundance (%)

有益菌属 Beneficial bacteria 

产碱杆菌属 

Alcaligenes 
A. faecalis 亚砷酸盐氧化解毒，反硝化作用 

Arsenate oxidation detoxification, denitrification 

0.012 

博斯氏菌属 Bosea B. massiliensis 硫化物氧化 Sulfide oxidation 0.052 

丝硫菌属  

Thiothrix 

未分类菌株 

Unclassified 

硫化物氧化 Sulfide oxidation 0.010 

鞘脂单胞菌属 

Sphingomonas 
S. paucimobilis 多环芳烃(PAH)降解，降解蓝藻产生的微藻毒素[33] 

Degradation of PAH, degradation of microalgae toxin 

0.007 

S. koreensis 

潜在致病菌属 Potential pathogen 

不动杆菌属  
Acinetobacter 

A. baumannii 侵害上皮细胞，诱发细胞凋亡[34] 

Invasion of epithelial cells leading to apoptosis 

0.152 

普罗维登斯菌属 

Providencia 

P. rettgeri 引发败血症和脑膜炎[35] 

Related to sepsis and meningitis 

0.028 

梭菌属 

Clostridiu 

C. perfringens 产生多种毒素，引发组织坏死[31] 

Related to tissue necrosis 

57.178 

柯克斯氏体属 

Coxiell 
未分类菌株 

Unclassified 

诱发 Q 热病[36] 

Related to Q fever 

0.058 

寡养单胞菌 

Stenotrophomonas 
未分类菌株 

Unclassified 

条件致病，诱发脑膜炎[37] 

Related to meningitis 

0.016 

罗尔斯通氏菌 

Ralstonia 

R. insidiosa 强生物膜产生菌[30] 

Biofilm-producing bacteria 

1.593 

注：相对丰度的数据是基于两条棘线鲬胃肠道内微生物群落所计算的总体丰度 

Note: The relative abundance data were obtained from the total abundance of two gastrointestinal samples of G. scaber. 
 

将在特定化合物或元素的工业降解上有更好的

应用；同时，具有降解微藻毒素的鞘脂单胞菌

属在肠道样品中被发现，说明野生棘线鲬的胃

肠道菌群在维持宿主生理健康稳态方面存在相

应的应对机制。例如，若棘线鲬胃肠道中累积

了较多蓝藻而造成微藻毒素累积，则单胞菌属

可对微藻毒素进行降解，而本文的高通量测序

结果也显示出蓝藻门比例高，但具有潜在致病

性的菌株，主要是狭义梭菌属 1 (Clostridium 
sensu stricto 1)，丰度可达 57.178%。梭菌属也

可分为有益菌和有害菌两大类。本文综合高通

量测序获得的 16S rRNA 基因的 OTU 丰度表和

功能预测结果分析发现，棘线鲬胃肠道内的梭

菌属大多为未分类的梭菌属，其中有害梭菌为

产气荚膜梭菌(Clostridium perfringens)，其总相

对丰度约为 0.099%。产气荚膜梭菌可产生多种

外毒素，对人类也具有条件致病性，可引起不

同程度的组织坏死，严重的可诱发坏死性肠炎、

气性坏疽[33]。此外，在 DC2_J1 样本中还检测到较

低丰度的大洋梭菌(Clostridium oceanicum)，该类

群的初次分离源自海洋沉积物，是具有蛋白和

卵磷脂水解功能的厌氧菌，而且具有轻微的糖

化作用[38]，该菌种在肠道内生长可起到协助宿

主消化的作用。 

2.2  棘线鲬胃肠道微生物纯培养 
2.2.1  纯培养微生物多样性 

本研究采用 12 种培养基对 DC5_J1 和

DC5_J3 的胃肠道样品进行实验室培养，共获得
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99 株细菌。16S rRNA 基因序列分析鉴定结果

显示，它们分属于 3 个门 4 个纲 10 个目 10 个

科 13 个属。其中，变形菌门占 50.51%，放线

菌门占 31.31%，厚壁菌门占 18.18% (图 4)。实

现 纯 培 养 最 多 的 属 级 类 群 是 嗜 冷 杆 菌 属

(Psychrobacter)，共分离得到 6 个物种，占比为

35.35%，其中最多的是与 Psychrobacter cibariu
相似度在 99.72%−99.93%的菌株。嗜冷杆菌属通

常发现于鱼类和家禽加工产品中[39]，在深海沉积

物中也有纯培养发现[40]，该类群大部分都具有

产生胞外酶功能且以脂酶和蛋白酶为主[41]，它

们在肠道内定殖可以更好地帮助宿主消化吸收

动物性食物。此外，链霉菌属(Streptomyces)是
获得纯培养第二多的属级类群，占比 27.27%，

均来源于 YIM171 培养基。分离培养得到的链

霉 菌 均 与 Streptomyces cacaoi 高 度 相 似

(99.71%−100%)，该菌可产生氨基糖苷类抗生

素，对真菌有明显的抑制作用[42]。 

从不同培养基获得菌株的情况来看，

YIM171 培养基分离得到的菌株最多但十分单

一，共分离得到 27 株，但均为 Streptomyces。
SN 培养基分离得到的菌株多样性最好，共分离获

得 16 株菌，分属于 6 个属；其次是 10% R2A 培

养基，分离培养获得了 4 个属级类群。我们发现，

选择寡营养类的培养基可有效地提升纯培养获

得菌株的多样性。然而在本次纯培养实验中，我

们选用的 VRBD 培养基为常见的动物肠道微生

物培养基却未见菌落生长(图 5)。 

 

 
 

图 4  棘线鲬胃肠道样品纯培养微生物组成 
Figure 4  The pure cultured microbial diversity of G. scaber. 
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图 5  不同培养基分离得到的菌株数量 
Figure 5  Strain number picked from different isolation media. 

 
依据 16S rRNA 基因相似度 98.65%的物种

标准，纯培养实验中共分离得到 2 株潜在新物

种，与最相近菌种 Pseudomonas hunanensis 和

Agrococcus baldri 的 16S rRNA 基因相似度分别

为 98.24%和 98.48%。本次纯培养实验获得的所

有纯培养菌株去除重复后共有 22 个物种，图 6

为 22 个物种与其最相近菌种的系统发育树。其

中，放线菌纲 5 个，芽孢杆菌纲 7 个，γ 变形菌

纲 8 个，α 变形菌纲 2 个。 

2.2.2  纯培养类群功能预测分析 

采用 PICRUSt2 软件对纯培养菌株类群 8 类

生物代谢通路进行功能预测(图 7)，结果显示，

纯培养菌株的主要通路与编码功能蛋白及代谢

相关，丰度分别为 32.35%、38.06%。纯培养类

群具有相对较高丰度的碳水化合物代谢、氨基

酸代谢、维生素和辅助因子代谢及脂类代谢通

路，同时也存在一定丰度的膜转运和信号传导

通路，以及产生胞外蛋白或胞外酶的能力，具

有协助宿主进行消化吸收的潜能，也为分离培

养实验提供了一定的借鉴思路。 

2.3  野生棘线鲬胃肠道微生物纯培养和免

培养多样性结果分析 
野生棘线鲬胃肠道微生物免培养数据和分

析结果可以为其纯培养实验提供一定的指导。

本研究通过免培养方法统计了来源于珠江口海

域的野生棘线鲬胃肠道微生物组成，并揭示了

厚壁菌门、变形菌门、放线菌门、绿弯菌门和

浮霉菌门为野生棘线鲬胃肠道内普遍存在的细

菌类群，其中以厚壁菌门和变形菌门为野生棘

线鲬胃肠道的绝对优势门级类群。与免培养结果

不同的是，我们利用 12 种不同的分离培养基对其

胃肠道样品进行分离获得了变形菌门(50.50%)、

厚壁菌门(18.18%)和放线菌门(31.31%)这 3 个门

级类群，其中以变形菌门为主要的优势类群，

其次是放线菌门。放线菌门分属于 4 个不同的

属级类群：链霉菌属(Streptomyces)、小单孢菌属 



 
4578 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 

图 6  采用邻接法构建纯培养物种的 16S rRNA 基因系统发育树   标尺 0.020 代表序列偏差值；分支

点上的数字代表计算 1 000 次后聚类到一起的概率；括号中的序号为菌株的 GenBank 登录号 

Figure 6  Neighbor-joining phylogenetic tree reconstructed based on 16S rRNA gene sequences of cultural 
species and their neighbors. The value of 0.020 represents the sequence deviation value; The number at the 
node means the percentage of occurrence in 1 000 boot-strapped trees; The serial number in brackets is the 
GenBank login number of the strain. 
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图 7  纯培养菌群基于 KEGG 功能预测丰度图 
Figure 7  KEGG function prediction abundance of pure culture microbiota. 
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(Micromonospora)、库克菌属(Kocuria)和土壤球

菌属(Agrococcus)，其中以链霉菌属居多，占比

为 27.27%，显著提升了放线菌门的比重；而链

霉菌属多来自 YIM171 培养基，出现这一差异

的原因可能正与此培养基的选择有关。但是纯

培养实验和免培养结果也共同确认了变形菌门

在野生棘线鲬胃肠道内的优势地位。 

此外，通过以免培养数据获得的 OTU 丰度

表进行功能预测时，发现了具有反硝化作用的

粪产碱杆菌(Alcaligenes faecalis)的存在。已知

反硝化作用是自然界中氮元素循环的一个重要

途径，水体中的反硝化细菌可有效帮助解决水

产养殖过程中溶解态氮(硝酸盐、亚硝酸盐和铵

盐)积累的问题[43]。因此，我们在纯培养实验中

以免培养检测结果为依据，采用了多种利于反硝

化细菌生长的培养基[反硝化细菌培养基(DM)、

铵盐培养基和硝酸盐培养基等]。虽然纯培养实

验中并未获得预期的产碱杆菌属(Alcaligenes)，
但在这些培养基上出现了更适合生长的嗜冷杆

菌属(Psychrobacter)，所获得菌株在反硝化细菌

显色培养基上存在显色反应，但具体的反硝化

效果还需进一步验证和测定。 

通过免培养的 OTU 丰度对比纯培养实验结

果，在属级类群上，纯培养实验共获得了 13 个

不同的属级类群，其中仅有 5 个属与免培养结

果一致，而有 8 个属仅由纯培养实验获得(图 8)。

同时，免培养结果虽然揭示了肠道内存在大量

的不同属级类群，但约有 20.52%为未分类的属

级类群。纯培养结果与免培养的差异也说明免

培养虽然可以较系统地展示样品的微生物组

成，但也存在不能检测到的类群盲区，因此，

免培养和纯培养手段相结合才能更加客观地反

映环境中总体的微生物多样性情况。 

3  讨论与结论 

海洋鱼类作为重要的海洋食物来源，其食

品安全和养殖生态问题备受关注。Kokou 等通

过研究不同鱼类胃肠道微生物群落特征，进一步 

 

 
 

图 8  纯培养和免培养方法获得的棘线鲬胃肠道微生物在属水平上的差异比较 
Figure 8  Comparison at genus-level of microbes obtained from cultured and uncultured methods from G. 
scaber gastrointestinal tract environments. 
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证实了核心肠道菌群是由与宿主互惠作用的菌

株演变而来[44]。因此，正确阐述海洋鱼类胃肠

道核心菌群，有利于海水养殖过程中从生物角度

添加饲料益生菌来提高养殖鱼类的生理健康。然

而，想要定义核心菌群是一项十分艰难的工作，

因为每个群落内的生态关系是极其复杂的，需要

考虑组成、系统发育、持久性和连通性等因素[45]。

自从 2004 年 Rawls 等成功建立了无菌斑马鱼的

模式生物[46]，为海洋鱼类各方面研究创造了极

大的可能性，在此基础上，人们成功证实肠道

微生物群对鱼类生长发育的促进作用[47]。截至

目前，对鱼类肠道微生物群的研究主要集中在

斑马鱼[48]、孔雀鱼[49]和虹鳟鱼[50]等模式生物，

以及褐牙鲆(Paralichythys olivaceus)[47]、褐篮子

鱼 (Siganus fuscescens)[51] 、大西洋鲑鱼 (Salmo 
salar)[52]、欧洲鲈鱼(Dicentrarchus labrax)[53]等食

用价值高的经济鱼类。然而这些研究还不足以

全面了解海洋鱼类肠道菌群的组成和协同进化

模式，而且微生物在海洋动物和其他水生生物

消化系统中的定殖往往受到若干宿主和环境因

素的共同影响[54]，如宿主摄入周围自由生存的

细菌群落[55]、宿主胃肠道的物理化学变化[56]、

生境的季节性变化[57]、宿主的生活史和饮食习

性[27]等，这往往导致不同鱼类的菌群差异较大。

相较于自然环境下生存的野生物种，养殖物种

的生存环境在水源水质、生境结构、生长密度

和饮食等方面经过了人为的重造，这很可能导

致生物肠道菌群发生重构[58]。因此，野生物种

的肠道菌群往往更接近宿主生物的自然常规菌

群，能够更好、更全面地了解野生鱼类的肠道

微生物组成，为确定其核心菌群积累科学数据。 

本研究对海洋牧场区域内野生棘线鲬胃肠

道的微生物群落组成和特点进行分析，发现在

棘线鲬胃肠道内致病性菌群和有益菌群并存，

并通过选用不同的培养基来还原其胃肠道菌群

的组成情况，获得了该类鱼胃肠道微生物的第

一手数据。免培养实验结果显示，厚壁菌门、

变形菌门、放线菌门、绿弯菌门和浮霉菌门为

野生棘线鲬胃肠道样品中普遍存在的细菌类

群，其中，厚壁菌门和变形菌门是绝对优势门

级类群。厚壁菌门多为可以产生芽孢具有抗逆

性的类群，该类群可能更能适应肠道内较酸性

的环境，而且能够产生胞外酶有效协助宿主的

消化作用。变形杆菌的广泛存在也可能与变形

菌门是原核微生物中最大、表型最多样化的类

群有关[12]。此外，免培养和纯培养结果综合分

析后，我们对野生棘线鲬的摄食习性有了新的见

解和猜测。例如，虽然 DC2_J1 样本相比 DC5_J2

样本具有更高的胃肠道微生物群落多样性，但

是结合功能表型预测后，我们推测 DC5_J2 样

本的微生物构成更倾向于野生棘线鲬胃肠道微

生物的定殖菌群，DC2_J1 样本可能处于刚摄食

不久的状态。另外，通常轮虫、枝角目和桡足

类等初级消费浮游动物会以蓝藻为食，鱼类若

以这些浮游动物或蓝藻为食，就会导致胃肠道

内出现蓝藻门的积累[59]，甚至还会导致微藻毒

素在鱼类体内富集，而功能预测发现了具有降

解微藻毒素功能鞘氨醇单胞菌的存在，正好可

以缓解微藻毒素的伤害。此外，在棘线鲬胃肠

道内检测到的聚球藻能够产生抑菌、抗氧化活性

物质，也可为宿主提供一定程度的抗菌帮助[25]。

这一现象也说明野生棘线鲬的胃肠道内的菌群

之间具有一定的相互制约趋势，以此来维持胃

肠道环境的微生态平衡。 

除了摄食浮游动物，我们也同时检测到了高

丰度的Ⅰ类梭菌属(Clostridium sensu stricto 1)，该

类群可以产生纤维素酶，与草食性鱼类强大的

水生植物纤维素消化能力密切相关[47]。也有相

关研究报道，梭菌属在草食性鱼类肠道内占据

高丰度的优势地位，而且是重要的纤维素降解
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菌[60-63]。综合 DC2_J1 胃肠道内检测到高丰度

的叶绿体序列，我们推测棘线鲬具有摄食植物

性食物的可能，这与目前文献中记录的棘线鲬

以小鱼和甲壳类为食[15]不同。在纯培养实验中，

我们分离获得了较多的可产生脂酶和蛋白酶的

嗜冷杆菌，印证了棘线鲬摄取动物性食物的记

载。综上所述，我们认为棘线鲬在自然环境下

可能为杂食性海洋鱼类。 

免培养结果揭示了野生棘线鲬胃肠道内具

有高丰度的梭菌，而我们纯培养实验却未获得

梭菌属相关菌株。究其原因是Ⅰ类梭菌属多为

厌氧生长，少数微需氧，而本研究在实验室的

培养过程中并未设置无氧培养条件，这可能是

导致未能获得该类微生物的原因。因此，提高

纯培养微生物多样性需要在分离培养时不应仅

限于培养基的选择，还应尽可能选择多种不同

的培养条件进行。本研究基于纯培养实验和免

培养方法分析展示了野生棘线鲬胃肠道微生物

群落特征，揭示了野生棘线鲬胃肠道微生物多

样性及其有益和有害微生物类群，有助于我们

更全面地把握自然生长状态下棘线鲬胃肠道内

的微生态环境状况，同时对丰富多样的硬骨鱼

类核心肠道菌群的研究提供数据支撑。然而，

本实验的样品采集完全为海上野生捕捞，采样

难度较大、随机性强、样本数量较少、个体不

均一，这也导致分析结果具有一定的局限性，

但对于野生鱼类肠道样品采集这种情况较难避

免。因此，本文在针对野生棘线鲬胃肠道微生

物多样性分析时，仅能谨慎阐述其优势类群。

若要进一步确定棘线鲬胃肠道核心菌群还需进

行大范围取样，综合季节性、鱼龄和高中低纬

度海域等因素扩大样品数量进行更为全面的分

析。由于自然环境中健康野生鱼类基本数据的

不足仍是阻碍益生菌研究的一大难题[64]。因此，

野生海洋鱼类肠道微生物的研究还有很大的空

白需要填补，鉴于本研究的局限，后期需要从

更加系统的角度解析核心菌群的存在和功能。

野生棘线鲬胃肠道内有益菌和有害菌的揭示，

不但为我们海洋牧场建设下的水产品健康养殖

提供帮助，也提示我们在海洋野生水产品的食

用加工时特别注意这些潜在的人类致病微生

物，避免直接食用，确保食用安全。 
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