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日粮中高糖高脂对团头鲂肝脏
及肠道微生物菌群组成的影响

刘　寒　吴芸倩　李会峰　王卫民

华中农业大学水产学院/农业部淡水生物繁殖重点实验室,武汉４３００７０

摘要　为探讨日粮中高糖高脂对团头鲂肝脏及肠道微生物菌群组成的影响,分别采用组织学方法和１６S
rRNA宏基因组测序的方法对其进行研究.结果显示,高糖高脂连续饲喂８周后,团头鲂肝细胞呈不规则排列,

肝细胞空泡化及细胞核偏移.试验构建了６个测序文库,获得了１７５８２０条高质量序列和５８８个 OTUs.在门

水平上,试验组(高糖高脂)和对照组鱼肠道微生物菌群中,相对丰度最高的前４种分别为梭杆菌门(FusobacteＧ
ria)、厚壁菌门(Firmicutes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和变形菌门(Proteobacteria),其中试验组的梭杆菌门和变

形菌门的相对丰度高于对照组,而厚壁菌门和拟杆菌门低于对照组.在属水平上,各组主要菌群相对丰度也有

所不同,其中试验组Clostridium、Romboutsia和Macellibacteroides的相对丰度高于对照组,分别是对照组的２、

６和２倍,而Porphyromonadaceae和Aeromonas相对丰度低于试验组.核心菌群和特有菌群分析发现,对照组

和试验组共有 OTUs为８２个,试验组特有 OTUs为２６个,主要菌门为变形菌门(５７．６９％)、酸杆菌门(AcidobacＧ
teria)(１１．５４％)和厚壁菌门(１１．５４％).这些研究结果表明,高糖高脂饲料投喂团头鲂８周后,对团头鲂肝脏组

织产生明显损伤,并对其肠道内容物微生物的菌群组成与结构产生影响,引起肠道菌群失调,进而可能对宿主的

健康产生影响.
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　　鱼饲料中高水平的糖脂类物质添加会影响鱼体

脂肪在肝细胞内堆积,引发肝脏病变.鱼类日粮中

高糖高脂是许多疾病的影响因素,其中营养性脂肪

肝的发生在水产养殖中最为常见,鱼体多会表现出

进饵量下降、消瘦且腹部膨大及易感染疾病等症状;
解剖观察可发现,鱼肝脏异常增大,肝组织有瘀血,
外表有脂肪层覆盖,肝脏颜色异常,肝色苍白或土

黄[１].Lie等[２]研究发现,饲料中的脂肪可直接在

大西洋鳕的肝脏中积累,饲料中过量的糖类和蛋白

质也可转化为脂肪在肝脏中堆积.用不同配比的饲

料饲喂舌齿鲈,结果显示配合饲料中脂肪过量,营
养组成失衡或缺少抗脂肪肝物质是肝脏病变的重

要因素[３].高糖高脂饮食除了对鱼肝脏产生损伤

引起脂肪肝外,对鱼体肠道微生物的菌群组成也

有影响.
脊椎动物肠道微生物群落是一个复杂的微生态

系统,其数目庞大,种类繁杂,包含了各种各样的细

菌、真菌、古生菌及病毒.这些肠道微生物通常具有

多种功能,不仅能促进宿主的代谢能力,有助于食物

的消化与吸收,还能提高机体免疫力,有效保护机体

免受病原菌的侵袭[４].近年来,关于肠道微生物的

研究越来越多,其中很多与人类疾病和食物消化相

关.探究动物胃肠道微生物结构组成、变化规律及

宿主与肠道菌群的互作机制,有助于监控疾病,进而

指导临床采取相关干预措施来防治某些疾病,而宏

基因组学是研究这些问题的有效方法.随着高通量

测序技术的发展,基于１６SrRNA 测序的方法被广

泛应用到动物肠道微生物的研究[５]中.为了探讨日

粮中高糖高脂对团头鲂肝脏组织的影响及对其肠道

内容物中微生物菌群组成与丰度的影响,本研究首

先通过组织切片观察其对肝脏组织细胞结构的影

响,然后基于１６SrRNA高通量测序的方法,分别从
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门水平和属水平探讨其对团头鲂肠道微生物群落结

构的影响.

1　材料与方法

1.1　试验设计及样本采集

试验用团头鲂均采自湖北省团风县某养殖场的

同一批次鱼苗,规格(４８±０．３)g,运回实验室暂养２
周.试验设计与 Prathomya等[６]相同.即试验分

为２组,一组为对照组(C,饲料中脂肪含量８％、糖
含量２６．７％),另一组为高糖高脂组,即试验组(T,
饲料中脂肪含量１０．４％、糖含量３０．９％),每组设置

３个重复,连续正常饲喂８周.样本采集前,团头鲂

用乌来糖进行麻醉,麻醉后体表用７５％乙醇消毒,
在无菌工作台上,剖开鱼腹,记录肝脏组织表征,并
取新鲜的肝组织固定于４％的多聚甲醛中,用于组

织切片的制作.另外收集团头鲂前、中、后肠肠道内

容物,充分混合后,分装在２mL冻存管中,迅速置

于液氮中保存备用.对照组和试验组样本来源于３
个重复试验,分别采集３份.
1.2　组织切片观察

为了观察对照组和试验组团头鲂肝脏组织的病

变程度,试验采用 HE染色的方法对其肝脏组织进

行染色,在奥林巴斯显微镜下观察组织切片,并进行

拍照记录.
1.3　基因组 DNA 的提取和扩增

团头鲂肠道内容物 DNA 的提取参照 QIAamp
DNAStoolMinikit试剂盒法说明书进行.提取的

DNA浓度用 Nanodrop２０００检测,DNA 质量采用

琼脂糖凝胶电泳检测.
试验采用１６SrRNAV３＋V４区通用引物进行

扩增,３３８F:５′ＧACTCCTACGGGAGGCAGCAＧ３′和

８０６R: ５′ＧGGACTACHVGGGTWTCTAATＧ３′.

PCR反应体系(２０μL):dNTPs(２μL),１０×Buffer
(２μL),rTaq DNA 聚合酶(０．２μL),上下游引物

(０．８μL),１５ng模板 DNA 和ddH２O.PCR 反应

条件:９５℃预变性５min;３０个循环(５℃３０s,５５℃
３０s,７２℃４０s);７２℃延伸１０min.PCR扩增产物

经过纯化和定量后,送至上海美吉生物医药科技有

限公司进行高通量测序.
1.4　生物信息分析与数据统计

为了获得试验组和对照组鱼肠道内容物微生物

的菌群组成和多样性信息,首先采用 Trimmomatic
对测序序列进行质控,数据经过滤和拼接后,采用

Uparse软件(http://drive５．com/uparse/)对序列

进行聚类分析.９７％相似性的序列为一个操作分类

单元(operationaltaxonomicunit,OTU).对注释

物种的相对丰度分别在门(phylum)和属(genus)水
平上进行统计.分析样本肠道微生物菌群的α多样

性(alphadiversity)指数,包括Chao１指数来评估物

种丰富度,Shannon指数来评估微生物群落多样性.
用 QIIME软件[７]计算样本间β多样性(betadiverＧ
sity)指数.R语言工具统计和制作稀释性曲线图、

Venn图和群落结构图.

2　结果与分析

2.1　团头鲂肝脏组织表征及切片观察

如图１所示,对照组团头鲂肝脏组织色泽鲜艳,
呈鲜红色,体表形态规则.而高糖高脂饲喂后的团

头鲂肝脏颜色暗淡,呈土黄色.

A:对照组 Controlgroup;B:试验组 Experimentalgroup．

图１　团头鲂肝脏组织表征观察

Fig．１　Characterizationobservationoflivertissueinbluntsnoutbream

６８
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　　为了进一步观察不同饲喂状态下团头鲂肝脏组

织的变化,试验进一步进行了病理组织学检查.结

果(图２)发现,对照组肝细胞形态正常,排列规则,

未见细胞内有大量空泡,细胞核及边界清晰可见;而
试验组肝细胞呈现不规则排列,肝细胞核偏移,肝细

胞出现空泡化.

A,C:对照组Controlgroup;B,D:试验组Experimentalgroup．

图２　团头鲂肝脏组织HE染色观察

Fig．２　Histologicalsection(HEＧstaining)observationoflivertissueinbluntsnoutbream
2.2　肠道内容物 DNA 的高通量测序数据统计

试验共构建了６个测序文库,对照组３个(CＧ１、

CＧ２、CＧ３),试验组３个(TＧ１、TＧ２、TＧ３).６个文库共

获得了１７５８２０条高质量序列,平均每个样本的测

序量达到３万条序列,每条序列长度在４３０bp左右

(表１).OTUs统计分析发现,６个样本总共获得了

５８８个 OTUs,每个测序文库的 OTUs有所差异,即
使属于同一组内的鱼,其 OTUs数目也存在差别.
对照组和试验组的多样性指数,包括 ACE、Chao１
及Shannon指数均存在差异,这种差异包括组内和

组间差异.

表１　１６SrRNA测序数据及多样性信息统计

Table１　Statisticsof１６SrRNAsequenceddataandindexofdiversity

分组

Group
样本

Sample
序列

Sequence
碱基/bp
Base

平均长度/bp
Averagelength

多样性 Diversity

OTU ACE Shannon

对照组

Controlgroup

CＧ１ ３６６８７ １５９２７２６１ ４３４．１４ ８７ １０６ １．８３

CＧ２ ２２５３３ ９７４１１８７ ４３２．３１ ６７ ８８ １．４３

CＧ３ ２３４２０ １００９５７５７ ４３１．０７ １０２ １２３ １．９４

试验组

Experimentalgroup

TＧ１ ２０９８３ ９１４５１４９ ４３５．８４ ８８ １１０ ２．０４

TＧ２ ３６３７８ １５９２５７３７ ４３７．７８ １４２ １５７ ２．５９

TＧ３ ３５８１９ １５５７９８８３ ４３４．９６ １０２ １１７ １．８０

　注 Note:OTUs在序列相似性为９７％的水平下分类 OTUsaredefinedat９７％sequencesimilarity．

　　对照组和试验组共计６个样本,其微生物归属

于１７个门、２８个纲、５９个目、９１个科、１３５个属.其

中１１个门为对照组和试验组所共有,已明确分类的

有８种,分别为:拟杆菌门(Bacteroidetes)、放线菌

门(Actinobacteria)、绿弯菌门(Chloroflexi)、蓝藻细

菌(Cyanobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、梭杆菌

７８



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３７卷　

门(Fusobacteria)、变形菌门(Proteobacteria)、疣微

菌门(Verrucomicrobia).如图３所示,在对照组和

试验组鱼肠道微生物菌群中,丰度最高的菌群为梭

杆菌门,其中对照组为５８％,试验组为６２％.除了

梭杆菌门外,厚壁菌门的相对丰度在对照组和试验

组的比例差异不大,分别为１９％、１６％.相对丰度

排在第３位的是拟杆菌门,对照组为１２％,试验组

为７％.相反的,相对丰度排在第４位的变形菌门

在对照组和试验组的相对丰度差异较大,对照组只

有４％,而试验组为１２％.

　A:６个样本的微生物菌群组成及样本间的相似度 Compositionandsimilarityofgutmicrobiotainsixsamples;B:均一化处理后不同

组(C:对照组;T:试验组)的肠道微生物菌群组成 Averagerelativeabundanceofeachbacterialtaxonwithinagroup(C:Control;T:ExＧ

perimentalgroup)atphylumlevel．

图３　不同组在门水平上团头鲂肠道微生物组成与相对丰度比较

Fig．３　Compositionandrelativeabundanceofgutmicrobiotainbluntsnoutbreamindifferentgroupsatphylumlevel

　　在属水平上,样本中主要菌群的相对丰度也有

所不同(图４).对照组和试验组中相对丰度最高的

前８种菌分别为:Cetobacterium、Dielma、PorphyＧ
romonadaceae、Aeromonas、Clostridium、RomboutＧ
sia、Macellibacteroides和Shewanella.CetobacteＧ
rium 的相对丰 度 最 高,其 中 对 照 组 样 本 CＧ２ 为

６１．６％,CＧ１和 CＧ３较为接近,分别为５０％、５０．２％.
对照 组 ３ 个 样 本 Cetobacterium 的 平 均 丰 度 为

５３．４８％,而试验组为４４．０５％.其次为 Dielma,对
照组为３．９０％,而试验组为对照组的３倍.此外,

Clostridium、Romboutsia 和 Macellibacteroides 在

试验组中的相对丰度也均高于对照组,分别是对照

组的２、６和２倍.Porphyromonadaceae 和AeroＧ
monas在对 照 组 中 的 比 例 高 于 试 验 组,分 别 为

９．０７％、９．４４％.
2.4　核心菌群和特有菌群分析

核心菌群和特有菌群的研究对了解肠道微生物

的稳定性和复杂程度极为重要.如图５所示,对照

组３个样本一共有８７个 OTUs(图５A),而试验组

一共有１０８个 OTUs(图５B).其中对照组３个样

本共有的 OTUs３９个,而试验组共有的为５５个.

对试验组和对照组的所有 OTUs进行分析发现,对

照组和试验组的共有 OTUs为８２个,而试验组特有

的 OTUs为２６个(图５C).进一步分析发现,试验组

特有的２６个 OTUs中,主要菌门为变形菌门(ProＧ

teobacteria)(５７．６９％)、酸 杆 菌 门 (Acidobacteria)

(１１．５４％)和厚壁菌门(Firmicutes)(１１．５４％)(图５D).

８８
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图４　不同组在属水平上团头鲂肠道微生物组成与相对丰度(相对丰度最高的前５０个属)

Fig．４　Compositionandrelativeabundanceofgutmicrobiotainbluntsnout
breamindifferentgroupsatgenuslevel(top５０taxa)

3　讨　论

在集约化养殖状态下,饵料能量过高、营养失衡

且饲料投喂过度,若机体再缺乏必要的抗营养性脂

肪肝 的 因 子,容 易 引 发 鱼 类 营 养 性 脂 肪 肝 的 发

生[８Ｇ９].对病鱼进行解剖发现,肝、脾、胰及肠等器官

被脂肪粘连在一起,肝脏颜色异常呈黄褐色,肝脏表

层有脂肪覆盖,肝组织脆弱且弹性差[９],病理切片出

现肝细胞排列不规则、空泡化及核偏移等[８].本研

究结果显示高糖高脂饲喂团头鲂８周后,团头鲂肝

脏颜色暗淡,呈土黄色.而对照组团头鲂肝脏色泽

鲜艳,呈鲜红色,体表形态规则.组织学检查发现对

照组团头鲂肝细胞排列规则,细胞核及细胞边界清

晰可见,未见细胞内有大量空泡,而试验组团头鲂肝

细胞呈不规则排列,肝细胞核偏移,大量肝细胞呈空

泡化.这说明高糖高脂饲喂后对鱼肝脏组织产生明

显的损伤,极有可能诱发鱼类营养性脂肪肝的发生.
也有研究发现,高动物蛋白和高油脂饲喂会诱发团

头鲂肝细胞脂肪浸润[１０].对红姑鱼的研究中也发

现,脂肪肝病变的直接诱因是日粮中的脂肪比例过

９８
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图５　不同处理组特有和共有OTUs分析

Fig．５　UniqueandsharedOTUsindifferentgroups

大,脂肪含量与肝脏脂肪病变程度成正相关[１１].
在过去几十年里,关于肠道微生物的研究更多

的是采用传统的方法在实验室分离培养,这些方法

通常费时费力且得到的微生物群落也有限.随着高

通量技术的发展,基于１６SrRNA 高通量测序的方

法被广泛应用到肠道微生物的研究中.这种技术不

依赖实验室对微生物的培养,为全面探索肠道微生

物菌群结构及群落差异指明了新的方向.通常情况

下,脊椎动物的肠道内共生附着有大量的微生物,这
些微生物与宿主的营养、代谢及免疫等生理生化过

程密切相关[４,１２].近年来,关于肠道微生物的研究

越来越多,基于１６SrRNA测序的方法表明,人类的

胃肠道微生物参与多糖、氨基酸和外源性化学物质

的代谢[１３].在对其他哺乳动物,如猪、牛、羊、熊猫

等动物胃肠道宏基因组的研究中发现,这些动物胃

肠道中栖息着大量的微生物,这些微生物能分泌各

种消化酶等,在动物食物消化过程中起着积极的

作用.
已有研究表明鱼类肠道微生物的菌群结构与菌

群多样性受多种因素的影响,包括自身遗传结构、生
存的水域环境、食物组成、鱼体大小及采样时间等,
其中最主要的因素是宿主的食物组成[１４Ｇ１５]和所处的

环境状态[１６Ｇ１７].膳食营养通常是影响机体肠道微生

物菌群结构最重要的因素之一,饮食结构对其影响

作用往往强于宿主本身的遗传结构.在膳食营养

中,高脂和高糖饮食对机体肠道微生物菌群组成的

影响最为明显.本研究发现,长期的高糖高脂饮食

会使团头鲂肠道微生物菌群的多样性发生变化,另
外对肠道微生物菌群组成和相对丰度也产生影响.
试验组和对照组团头鲂肠道微生物菌群中,相对丰

度最高的前４种分别为梭杆菌门、厚壁菌门、拟杆菌

门和变形菌门,但高糖高脂组的梭杆菌门和变形菌

门的相对丰度高于对照组,而厚壁菌门和拟杆菌门

低于对照组.这一研究结果与在哺乳动物中的研究

结果相似[１８],对大鼠连续饲喂不同脂肪含量的饲料

１２周后,发现其肠道微生物菌群结构在门水平上发

生了明显变化,与对照组相比,长时间高脂饮食使肠

道中拟杆菌门相对丰度显著降低,而变形菌门的相

对丰度明显增加.也有研究发现高脂饮食能显著影

响小鼠肠道主要微生物菌群的多样性及相对丰度,
比如降低了疣微菌科的相对丰度,使理研菌科的相

对丰度有所增加[１９].
除了在门水平上有影响外,本研究发现试验组

和对照组在属水平上的主要菌群组成与相对丰度也

有所不同.与对照组相比,试验组团头鲂肠道中梭

菌属的相对丰度升高,而紫单胞菌科和气单胞菌属
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的相对丰度有所降低.然而这一结果与 Lecomte
等[２０]的研究结果有所不同,他们发现与对照组相

比,高脂饮食饲喂大鼠一段时间后,大鼠肠道菌群中

的肠乳杆菌的相对丰度明显降低,而使能产生丙酸

和乙酸的考拉杆菌属和奇异变形杆菌的相对丰度增

加.这一差异可能与宿主的遗传结构、饲喂的时间

及饲料中脂肪含量不同有关.另外,鱼类的核心菌

群和特有菌群对维持宿主肠道微生物的稳定和维持

机体健康起到了主要作用[２１].在高等动物中,核心

菌群的组成与丰度主要受宿主本身遗传结构的影

响,而特有菌群主要受外界环境和食物组成的影响.
本研究发现对照组和高糖高脂试验组鱼肠道共有的

OTUs(核心菌群)数目较大,占到了总数的７２．５％,
这可能与其自身遗传结构有关.尽管对照组和试验

组的核心菌群所占比例较大,但试验组的特有菌群

数量是对照组的５倍多,其中丰度最高的为变形菌

门,这一结果与Zhu等[２２]的研究结果相似.目前,
有关高糖、高脂对鱼类肠道微生物菌群影响的研究

较少,本研究结果补充了这方面研究的不足,但是高

糖高脂是如何影响鱼类肠道菌群结构及其代谢产物

的还有待在后续试验中完成.
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EffectsofhighＧfatＧhighＧcarbohydratedietonliverandcomposition
ofgutmicrobiotainbluntsnoutbream

LIU Han　WUYunqian　LIHuifeng　WANG Weimin

CollegeofFisheries/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,MinistryofAgriculture,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ToexploretheeffectsofhighＧfatＧhighＧcarbohydratedietontheliverandcompositionof
gutmicrobiotainbluntsnoutbream,thehistologymethodandmetaＧanalysisof１６SrRNAgenesequenＧ
cingwasconductedinthisstudy．ThebluntsnoutbreamhepatocytesappearedtobedisorderedinorienＧ
tation,nuclearmigrationandvacuolizationafterfeedingwithhighＧfatＧhighＧcarbohydratedietforeight
weeks．Atotalof１７５８２０qualityＧfilteredsequencesand５８８OTUs(operationaltaxonomicunits)from
six１６SrRNAlibrarieswereobtained．Themostabundanttaxa(top４)ofbacteriaatphylumlevelin
boththecontrolandexperimentalgroup (highＧfatＧhighＧcarbohydratediet)wereFusobacteria,FirmiＧ
cutes,BacteroidetesandProteobacteria．Amongthesebacteria,therelativeabundanceofFusobacteriaand
Proteobacteriawerehigher,whiletherelativeabundanceofFirmicutesandBacteroideteswerelowerin
theexperimentalgroupthanthatincontrolgroup．Atthegenuslevel,therelativeabundanceofthemain
microbiomeinthetwogroupswasdifferent．TheClostridium,RomboutsiaandMacellibacteroidesinthe
experimentalgroupweretwo,sixandtwoＧfoldofthecontrolgroup,respectively,whilethePorphyＧ
romonadaceaeandAeromonaswerelowerintheexperimentalgroup．AnalysisofuniqueandsharedbacＧ
terialflorashowedthatthecontrolandexperimentalgroupshared８２OTUs．TwentysixOTUswereuＧ
niqueintheexperimentalgroupandthemostabundantphylaoftheuniqueOTUswereProteobacteria
(５７．６９％),Acidobacteria(１１．５４％)andFirmicutes(１１．５４％)．Collectively,theseresultsindicatedthat
highＧfatＧhighＧcarbohydratedietfedforcertaindayscouldinduceseriousinjuryinthelivertissueofblunt
snoutbream,influencethecompositionofgutmicrobiota,andcauseimbalanceofintestinalflora,which
wouldbebadforthehealthoftheirhost．

Keywords　bluntsnoutbream;highＧfatＧhighＧcarbohydratediet;tissueinjury;highＧthroughputseＧ
quencing;gutmicrobiome
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