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摘要     采用 MiSeq 16S rRNA 高通量测序技术和生物信息学分析方法，构建了牙鲆

(Paralichthys olivaceus)工厂化人工育苗模式下仔稚幼鱼阶段 6 个不同发育时期 18 个样品的 16S 

rRNA 基因测序文库，共获得 7462 个 OTU (Operational Taxonomic Unit)，分类为 42 个菌门    

972 个菌属。对肠道菌群的形成过程及结构多样性变化分析显示，牙鲆初孵仔鱼的菌群组成多

样性丰富，体内的优势菌为变形菌门 (Proteobacteria)、厚壁菌门 (Firmicutes)和拟杆菌门

(Bacteroidetes)；在 9 日龄和 21 日龄摄食轮虫(Rotifer)和卤虫(Artemia sp.)幼体样品中，肠道的优

势菌群结构较单一，变形菌门成为此时期肠道的优势菌群；45 日龄摄食配合饲料后，肠道中变

形菌门的相对丰度显著降低，厚壁菌门和拟杆菌门的相对丰度明显增大，成为肠道菌群的优势

菌群。在属水平的菌群结构中发现，牙鲆仔稚幼鱼肠道优势菌群的种类和数量都发生了较大变

化，在 9 日龄和 21 日龄时期肠道中弧菌属(Vibrio)相对丰度最高，到 45 日龄后相对丰度锐减到

最低水平；拟杆菌属(Bacteroides)和普氏菌属(Prevotella)在 80 日龄后达到较高水平，成为肠道

优势菌属；厚壁菌门的 8 个菌属在 80–115 日龄时期均发展成为优势菌属，定植于牙鲆的肠道。

本研究揭示了工厂化人工育苗模式下牙鲆仔稚幼鱼肠道菌群结构及演替规律。 
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肠道作为微生物大量存在的栖息地，不仅形成了

复杂的肠道微生态系统(Björkstén, 2006)，而且作为宿

主生命活动的有机组成部分，对宿主的生长发育具有

重要的影响(Ley et al, 2008; Suez et al, 2014)。肠道菌

群对鱼类的健康发挥重要作用(Austin, 2006; 孙云章

等, 2008; Round et al, 2009; Wei et al, 2010)，例如，

肠道微生物可以调节斑马鱼(Danio rerio)消化道基因

的表达，促进营养代谢和免疫反应(Rawls et al, 2004)。

不同的鱼类具有各自独特的肠道菌群结构，而且与外

部环境条件密切相关，生长发育阶段、营养状况、性

别和消化系统的复杂性等都会对肠道菌群的形成及

多样性产生影响(Kim et al, 2007; Nayak, 2010; Stephens 
et al, 2016)。鱼类的肠道微生态系统是后天形成的

(Yan et al, 2016)，因此，了解鱼类肠道菌群的演替和

定植过程，对鱼类肠道微生态系统平衡调控具有重要

意义。以往对鱼类肠道微生物群落形成及多样性的研

究，大多采用传统的梯度稀释平板法，分离培养肠道

微生物来研究其结构组成(Griffiths et al, 2001; Huber 
et al, 2004; Jensen et al, 2002)，其缺点是肠道微生物

种群中有诸多菌群目前尚无法分离培养。近年 
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来，变性梯度凝胶电泳法(DGGE)和高通量测序技术

被应用于研究鱼类肠道微生物群落结构(Dhanasiri et al, 
2011; 李金金等, 2013; Giatsis et al, 2015)，但 DGGE

方法在实验结果中只能反应出样品中的优势菌种，无

法得到样品中细菌种类的绝对数量，而且难以进行大

量样本的测序分析、深入了解肠道菌群的复杂组成，

高通量测序技术弥补了这一缺陷 (Suenaga, 2012;   

夏围围等, 2014)。 

牙鲆(Paralichthys olivaceus)作为我国重要的海

水养殖经济鱼类，了解其肠道菌群结构变化和功能特

性，对牙鲆的健康养殖至关重要。李存玉等(2015)研

究了池塘和工厂化 2 种不同养殖条件下的牙鲆成鱼

肠道菌群多样性；Kim 等(2013)对养殖条件下的牙鲆

与野生牙鲆的肠道微生物进行了比较分析。对于牙鲆

仔稚幼鱼肠道微生物的研究仅见 Eddy 等(2002)和

Verner-Jeffreys 等(2003)，他们采用传统的细菌培养方

法，报道了仔稚幼鱼肠道菌群的影响因素。本研究通

过 MiSeq 16S rRNA 高通量测序的方法，分析牙鲆仔

稚幼鱼发育阶段肠道菌群多样性及其形成过程，旨在

揭示工厂化人工育苗模式下牙鲆仔稚幼鱼肠道菌群

结构，为深入研究牙鲆养殖过程中肠道菌群形成机制

及调控技术提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  苗种来源 

野生亲鱼经过驯化后，待性腺发育成熟，通过人 

工授精的方式获取健康的受精卵。在青岛贝宝海洋科

技有限公司进行苗种培育，采用牙鲆工厂化人工育苗

方法，在 5 m×5 m×1 m 的方形抹角水泥池中进行。

苗种培育的水环境条件：水温为 18–20℃，溶氧量为

5 mg/L 以上，盐度为 30，NH+
4-N≤0.1 mg/L，换水率

为 50%–300%。苗种培育的饵料系列为轮虫–卤虫–配

合饲料，4–19 日龄投喂轮虫(5–8 ind/ml 培育水体)；

17–39 日龄投喂卤虫(0.5–1.0 ind/ml 培育水体)；25 日

龄时开始投喂配合饲料，随着苗种的生长，逐步增加

饲料的投喂量和饲料颗粒粒径(图 1)。 

1.2  样品采集与保存 

2015 年 5–9 月进行样品采集，所有样品来自同

一批受精卵、同一个育苗池的牙鲆苗种。根据牙鲆摄

食饵料的种类和生长发育阶段，分别于 1 日龄、9 日

龄、21 日龄、45 日龄、80 日龄和 115 日龄采取仔稚

幼鱼肠道样品(图 1 中的黑色菱形标注了取样时间)，

分别编号为 G1、G2、G3、G4、G5、G6。因为 G1

的样品为初孵仔鱼，无法区分肠道，所以将初孵仔鱼

整体保存；G2–G6 时期的样品均只取肠道。取样时，

提前进行停食处理 12 h 以上，排空消化道内残留食

物。在无菌环境下取样，首先用无菌水将样品表面冲

洗干净；然后于无菌培养皿中将肠道迅速取出后，使

用无菌水冲洗 3 次以上，立刻置于液氮中保存；同一

阶段样品设置 3 个生物重复样，每组样品根据鱼的大

小分别取 50 尾×3 (G1)、50 尾×3 (G2)、30 尾×3 (G3)、

5 尾×3 (G4)、3 尾×3 (G5)和 3 尾×3 (G6)；每次取样的

同时测量鱼的全长(表 1)。 
 

 
 

图 1  牙鲆仔稚幼鱼饵料系列示意 
Fig.1  Feeding pattern during P. olivaceus early life stages, 1 to 120 day-post-hatching 

表示取样点 
 denoted sampling point 

 

表 1  实验取样信息 
Tab.1  Information of collected samples of the experiment 

采样时间(日龄) 
Sampling time (Day) 

组别 
Group 

采样数量(尾) 
Number of samples (ind)

饲料类型 

Food type 
平均全长 

Average total length (mm)

1 G1 50×3  3.0±0.3 

9 G2 50×3 轮虫 Rotifer 5.0±0.5 

21 G3 30×3 卤虫 Artemia 9.5±0.6 

45 G4 5×3 配合饲料 Formulated feed 25.0±3.2 

80 G5 3×3 配合饲料 Formulated feed 56.1±5.4 

115 G6 3×3 配合饲料 Formulated feed 87.0±8.6 
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1.3  DNA 提取与 PCR 扩增 

使用 QIAamp DNA mini kit (QIAGEN, 德国)提

取 1.2 中肠道样品的 DNA，并进行琼脂糖凝胶电泳和

DNA 浓度检测，以确保所提取 DNA 质量能够满足后

续扩增要求。根据 16S rRNA 基因序列特点和 Miseq

平台测序要求，针对 V3–V4 区域设计特异引物 338F：

5´-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3´，806R：5´-GGAC 

TACHVGGGTWTCTAAT-3´进行 PCR 扩增。20 μl PCR

反应体系：5×FastPfu Buffer 4 μl，2.5 mmol/L dNTPs  

2 μl，Forward Primer (5 μmol/L) 0.8 μl，Reverse Primer 

(5 μmol/L) 0.8 μl，FastPfu Polymerase 0.4 μl，BSA  

0.2 μl，Template DNA 10 ng，补 ddH2O 至 20 μl。反

应条件：95℃预变性 3 min，95℃变性 30 s，55℃退火

30 s，72℃延伸 45 s，共 27 个循环，72℃延伸 10 min。

PCR 产物定量和均一化处理后使用 MiSeq 平台测序

分析(上海欧易生物医药科技有限公司)。 

1.4  数据处理与分析 

生物信息分析流程：由 Illumina MiSeq 测序所得

原始数据进行去杂、拼接，对所有的优质序列使用

UPARSE clustering 方法以相似度 97%进行 OTU 分

类。随后使用 PyNAST 以 OTU 分类中丰度最大的序

列为代表序列与 GreenGenes 数据库进行比对，以置

信度≥0.8 进行物种分类注释，进一步进行 α 多样性

和 β 多样性的分析。 

肠道菌群 α多样性分析主要包括 OTU 丰度分析、

物种多样性指数分析和物种系统发育分析，用于说明

整个发育阶段内肠道菌群的组成和结构变化；肠道菌

群 β 多样性分析主要基于 Unweight Unifrac 距离和

OTU 丰度，采取单因素方差分析(One-way ANOVA)

和 LEfSe 分析方法进行分析。所有的统计分析均使用

QIIME、R 语言软件完成。统计数据均以平均值±标

准差(Mean±SD)的形式表示。 

2  结果与分析 

2.1  基于 16S rRNA 测序的肠道菌群多样性 

对牙鲆仔稚幼鱼肠道样品 16S rRNA 数据分析，

18 个测序样品共获得 489922 条有效序列，根据 97%

的相似度进行 OTU 分类，获得 7462 个 OTU。将每

组的 3个重复样品平均或合计后获得 6组样品的 OTU

数据见表 2。其中，G1、G2、G3、G4、G5 和 G6 的

OTU 的平均值分别为(1298±99)、(768±72)、(400±61)、

(754±176)、(1337±527)和(886±107)。通过与数据库

16S 序列比对，以置信度≥0.8 进行物种分类注释，

在门(Phylum)分类水平上共有 42 个门的菌群种类，

在属(Genus)分类水平上有 972 个属的细菌种类(表 2)。

其中，G1 时期共有 38 个门 490 个属，G2 时期共有

38 个门 588 个属，G3 时期的微生物种类最少，只有

25 个门对应 254 个属；从 G4 时期开始微生物种类显

著增加，G4 中共有 32 个门 378 个属，而 G5 时期增加

到 36 个门 498 个属，G6 时期共有 39 个门 336 个属。 

对牙鲆仔稚幼鱼的 6 组样品的系统发育多样性

指数单因素方差分析发现，不同日龄牙鲆肠道的菌群

进化多样性指数具有显著差异，这与每组样品对应的

菌群种类相一致。初孵仔鱼 G1 的进化多样性指数与

G2、G3 样品有明显差异；G1 和 G5 的进化多样性指

数最高，G3 的最低(P<0.05)(图 2-A)。另外，对 5 组

摄食后的仔稚幼鱼肠道样品(G2、G3、G4、G5、G6)

的香农指数拟合线性回归分析显示，随着日龄的增加，

仔稚幼鱼的肠道菌群物种多样性逐渐增加 (R2=0.596，

P<0.05)(图 2-B)。 

2.2  仔稚幼鱼肠道菌群门水平的结构组成 

在门的分类水平上，将每组样品中 OTU 对应菌

种的相对丰度占该样品总 OTU≥0.10%的前 22 个菌

门的相对丰度进行比较(图 3)，其中的 7 个优势细菌 

 
表 2  牙鲆仔稚幼鱼样品 16S rRNA 测序数据 

Tab.2  16S rRNA sequencing data summary for samples of P. olivaceus during early life stages 

样品 
Samples 

有效序列数 
Number of 
valuable 

sequences 

可操作 

分类单元 
OTUs 

香农指数
Shannon

index 

系统发育 

多样性指数 
Phylogenetic 

diversity 

门水平数量
Number of 

phylum 

纲水平数量 
Number of 

class 

科水平数量 
Number of 

family 

属水平数量
Number of 

genus 

G1 29838 1298 7.4437 92.3561  38 92 284 490 

G2 28758 768 4.9564 80.7866  38 105 351 588 

G3 29322 400 2.4869 36.8243  25 51 157 254 

G4 26288 754 3.2229 63.1753  32 87 247 378 

G5 23787 1337 6.1978 103.6931  36 112 330 498 

G6 25313 886 6.3906 68.7697  39 71 225 336 
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图 2  α 多样性指数分析 
Fig.2  Analysis of bacteria alpha diversity 

A：系统发育多样性指数(P<0.05)；B：9 日龄后样品香农指数(P<0.05) 
A: Comparison of phylogenetic diversity (P<0.05); B: Regression model of Shannon index after 9 d (P<0.05) 

 

 
 

图 3  牙鲆仔稚幼鱼肠道菌群组成(门水平分类) 
Fig.3  Composition of intestinal bacterial community of P. olivaceus during early life stages at phylum taxonomic level 

G1：1 日龄；G2：9 日龄；G3：21 日龄；G4：45 日龄；G5：80 日龄；G6：115 日龄 
G1: 1 d; G2: 9 d; G3: 21 d; G4: 45 d; G5: 80 d; G6: 115 d 

 

门类的相对丰度见表 3。由图 3 和表 3 可知，变形菌

门(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、拟杆菌门

(Bacteroidetes)和放线菌门 (Actinobacteria)四者对应

OTU 的相对丰度在各时期(除 G5 时期的 85%外)均占

该组样品总 OTU 的 90%以上。G1 期样品为初孵仔鱼，

其主要优势菌群种类在门水平上与摄食后的仔稚幼

鱼肠道样品基本相同，但在丰度上有较大差别。摄食

后，随着仔稚幼鱼生长发育其肠道菌群丰度从门水平

上看，变形菌门的相对丰度逐渐降低；厚壁菌门和拟

杆菌门的相对丰度逐渐增加；放线菌门的相对丰度基

本 稳 定 ， 只 在 G3 时 期 有 所 下 降 ； 蓝 藻 菌 门

(Cyanobacteria)在各时期的相对丰度均很低，仅在 G5

时期出现短暂增加。相对丰度前 4 位的变形菌门、厚

壁菌门、拟杆菌门、放线菌门在牙鲆仔稚幼鱼肠道菌

群的形成和演替过程中一直处于优势菌群地位。 

2.3  仔稚幼鱼肠道菌群属水平的结构组成变化 

在相对丰度最高的前 4 个菌门中，筛选各时期样

品中曾经出现过 OTU 相对丰度>1%并且明确鉴定到

属的菌 (相似度≥97%)作为优势菌属，进行 LEfSe 

(LDA effect size)分析(Kruskal-Wallis，P<0.05；Wilcoxon 

test，P<0.05；LDA score>4.0)，从而确定组与组之间

具有统计学差异的生物标识，即组间差异显著的物种

(表 4)。在 G1–G6 的 6 组样品中共筛选出 29 个菌属，

其中，15 个属于变形菌门，8 个属于厚壁菌门中，5 个

属于拟杆菌门，1 个属于放线菌门。 

变形菌门各菌属的组成变化：G1 时期 OTU 相对

丰度>1%的共有 11 个菌属，其相对丰度水平较低， 
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表 3  牙鲆仔稚幼鱼肠道优势细菌门类及相对丰度(%) 
Tab.3  Dominant bacterial phyla and the relative abundance 

for samples of P. olivaceus during early life stages (%) 

组别 Group 
分类 Taxon 

G1 G2 G3 G4 G5 G6

变形菌门 
Proteobacteria 

55.20 90.29 97.07 90.55 48.92 7.78

拟杆菌门 
Bacteroidetes 

21.58 1.37 1.69 4.40 17.44 13.78

厚壁菌门 
Firmicutes 

13.37 2.70 0.70 1.84 15.09 74.43

放线菌门 
Actinobacteria 

2.71 1.60 0.20 1.23 3.17 1.33

蓝藻菌门 
Cyanobacterium 

1.08 0.36 0.03 0.20 2.32 0.20

绿弯菌门 
Chlorobacteria 

0.74 0.98 0.04 0.27 1.22 0.20

酸杆菌门 
Acidobacteria 

0.41 0.48 0.03 0.22 1.06 0.10

 
G2–G6 时期 OTU 相对丰度>1%的菌属数量分别为 6、

3、5、6、2。其中，G1 期具有重要贡献值(LDA 值

>4)(P<0.05)的交替单细胞菌属(Alteromonas)、海单细

胞 菌 属 (Marinomonas) 和 假 交 替 单 细 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas)，在 G2–G5 时期逐渐减少，到

G6 时期几乎消失，未能作为肠道主要菌群而定植。

弧菌属(Vibrio)在 G2–G4 时期相对丰度显著增高，在

G4 时期达到 60.56%，而到 G5、G6 时期相对丰度锐

减至低水平 (0.28%)；伯克氏菌属 (Burkholderia)、

Nautella、弓形杆菌属 (Arcobacter)和 Aliivibrio 在

G2–G5 时期虽然相对丰度一度较高，但到 G6 时期其

相对丰度很低(几乎检测不到)，未在幼鱼期定植为优

势菌属；假单胞菌属 (Pseudomonas)、萨特氏菌属

(Sutterella)、埃希氏杆菌属(Escherichia)、不动杆菌属

(Acinetobacter)的相对丰度在各时期均处于较低水

平，但一直存在于肠道内；萨特氏菌属在 G2–G5 阶

段相对丰度<0.1%，在 G6 时期增加到 1.25%，此时，

该菌在牙鲆幼鱼的肠道中可能已成为优势菌属。 

拟杆菌门各菌属的组成变化：G1 时期 OTU 相对

丰度>1%的共有 3 个菌属，G2–G6 时期相对丰度>1%

的菌属数量分别为 0、0、2、2、2。拟杆菌属(Bacteroides)

和普氏菌属(Prevotella)从 G4 时期开始增加，到 G5

和 G6 时期到达较高水平，可能已定植成为肠道优势菌

群，其贡献率显著(LDA值>4)(P<0.05)；Cryomorphaceae
某属在 G1 时期的丰度最高，但在 G2–G6 时期持续降

低直至未检测出；极地杆菌属(Polaribacter)的丰度逐

渐增加，在 G5 时期达到较高丰度，但在 G6 时期表达

极少，尚未固定成为优势菌群。 

厚壁菌门各菌属的组成变化：G1 时期 OTU 相对

丰度>1%的共有 2 个菌属，且相对丰度均在 1%左右，

G2–G6 时期 OTU 相对丰度>1%的菌属数量分别为 0、

0、0、2、8。厚壁菌门各菌属在牙鲆摄食活饵料时的

G2–G3 时期丰度非常低，尤其是 G3 时期各菌属的相

对丰度<0.05%。其中，布劳特氏菌属(Blautia)、颤螺

菌属 (Oscillospira)、毛螺科菌某属和瘤胃球菌属

(Ruminococcus)在转换饲料后的 G4 时期相对丰度增

加，到 G6 时期成为相对丰度最高的前 4 位优势菌属

(相对丰度>5%)；考拉杆菌属(Phascolarctobacterium)、

乳杆菌属(Lactobacillus)在 G5 时期才开始增加，G6 时

期相对丰度>2%，成为优势菌属。厚壁菌门的 8 个菌

属在 G6 时期均发展成为优势菌属，其中，布劳特氏

菌等 6 个菌属在 G6 时期的贡献率显著(LDA 值>4；

P<0.03)。 

3  讨论 

鱼类的肠道菌群在其生长发育过程中参与重要

的生理活动，与鱼类的健康生长密切相关。鱼类仔稚

幼鱼阶段是肠道菌群群落形成的关键时期，在该阶段

水环境和食物中的微生物开始进入肠道，随着鱼类的

生长不断演替最后完成定植(Egert et al, 2005; Austin, 

2006; Knapp et al, 2010; Ley et al, 2008)。鲆鲽类作为

重要的养殖经济鱼类，其肠道微生物的研究一直备受

关注(Thomson et al, 2005; Sugita et al, 2006; Kim et al, 
2013)。本研究利用 MiSeq 16S rRNA 高通量测序技术

和生物信息学分析方法，深入认识了工厂化人工育苗

条件下牙鲆仔稚幼鱼肠道菌群结构及变化，在门、属

水平分类基础上，详细阐述了肠道菌群的结构组成特

点以及随生长发育过程的演替变化规律。传统方法分离

培养发现，大西洋庸鲽(Hippoglossus hippoglossus)和大

菱鲆(Scophthalmus maximus)肠道微生物群落中的弧

菌属在仔稚幼鱼摄食后丰度明显增加并成为优势菌

属，但随着饵料的改变，其数量迅速减少 (Verner- 

Jeffreys et al, 2003; Jensen et al, 2002; 史秀清等, 2015)。

此结果与本研究中弧菌属在仔稚幼鱼肠道中的变化

规律相似。但肠道微生物种群中有诸多菌群目前尚无

法分离培养，限制了整体菌群结构的分析。本研究在

牙鲆仔稚幼鱼肠道菌群中发现了 42 个菌门下的  

972 个菌属，并分析其优势菌属的变化规律，较全面

地反映了肠道菌群结构的多样性变化。 
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表 4  相对丰度>1%菌属 LEfSe 分析 
Tab.4  LEfSe analysis on genus level (the relative abundance > 1%) 

分组 Group 
分类 Taxon 

G1 (%) G2 (%) G3 (%) G4 (%) G5 (%) G6 (%) 
LDA Group P value

拟杆菌门 Bacteroidetes  21.57 1.37 1.69 4.39 17.44 13.78    

拟杆菌属 Bacteroides  1.55 0.13 0.06 0.17 0.89 2.87 4.39 G6 0.02 

蟑螂杆状体科 Cryomorphaceae 5.51 0.06 0.18 0.14 0.13 0.01 4.87 G1 0.02 

极地杆菌属 Polaribacter  0.95 0.02 0.04 1.02 2.09 0.01 4.47 G5 0.03 

普氏菌属 Prevotella  1.14 0.17 0.06 0.15 3.22 2.75 4.64 G5 0.03 

   Winogradskyella 
厚壁菌门 Firmicutes  

0.08 
13.37 

0.02 
2.70 

0.04 
0.71 

1.25 
1.84 

0.00 
15.09 

0.00 
74.43    

布劳特氏菌 Blautia  0.22 0.03 0.01 0.04 0.29 10.65 4.94 G6 0.02 

真细菌属 Eubacterium  0.04 0.00 0.00 0.00 0.06 1.85 4.19 G6 0.02 

颤螺菌属 Oscillospira  0.63 0.11 0.02 0.09 1.59 5.91 4.69 G6 0.02 

瘤胃球菌属 Ruminococcus  1.00 0.14 0.04 0.10 0.93 5.98 4.71 G6 0.02 

毛螺菌科 Lachnospiraceae 0.99 0.11 0.02 0.13 1.63 17.34 5.14 G6 0.03 

考拉杆菌属 Phascolarctobacterium  0.28 0.04 0.00 0.01 0.52 4.41 4.52 G6 0.03 

乳杆菌属 Lactobacillus  1.72 0.37 0.23 0.09 0.42 2.95    

粪球菌属 Coprococcus  0.28 0.02 0.01 0.02 0.33 1.79    

变形菌门 Proteobacteria  55.20 90.29 97.07 90.55 48.92 7.78    

弧菌科 Vibrionaceae 2.89 9.75 24.43 10.13 0.00 0.00 5.40 G3 0.01 

海单胞菌属 Marinomonas  1.92 0.27 0.09 0.05 0.00 0.00 4.41 G1 0.02 

交替单胞菌属 Alteromonas  1.22 0.38 0.30 0.27 0.04 0.01 4.21 G1 0.02 

弧菌属 Vibrio  2.51 31.92 50.77 60.56 0.15 0.28 5.82 G4 0.02 

假交替单胞菌属 Pseudoalteromonas 7.28 4.65 1.95 0.40 0.50 0.03 4.99 G1 0.03 

弓形杆菌属 Arcobacter  0.13 2.33 0.35 0.02 0.03 0.00 4.42 G2 0.03 

Aliivibrio 0.01 0.15 0.24 2.28 0.02 0.00 4.40 G4 0.03 

Nautella 0.02 0.00 0.01 0.94 1.76 0.03 4.39 G5 0.03 

伯克氏菌属 Burkholderia  0.44 0.19 0.00 0.21 8.27 0.05 5.06 G5 0.05 

萨特氏菌属 Sutterella  0.19 0.02 0.00 0.02 0.09 1.25    

脱硫弧菌属 Desulfovibrio  1.03 0.00 0.01 0.01 0.05 0.14    

埃希式杆菌属 Escherichia  3.22 2.15 0.19 1.07 3.11 0.84    

不动杆菌属 Acinetobacter  1.83 0.45 0.05 0.31 1.02 0.14    

假单胞菌属 Pseudomonas  6.80 5.61 0.56 2.94 8.16 2.28    

发光杆菌属 Photobacterium  0.01 0.00 0.00 0.05 4.97 0.14    

放线菌门 Actinobacteria  2.71 1.60 0.20 1.13 3.17 1.33    

丙酸菌属 Propionibacterium  1.28 0.94 0.12 0.55 1.15 0.35    

“”该菌属在各时期差异不显著，其丰度仅在某个时期达到了 1% 

“” indicated that the relative abundance of the genus in different stages were not significantly different. Its relative 
abundance just reached 1% in a certain period 

 
以往研究中发现轮虫和卤虫中含有大量的弧菌

(Rawls et al, 2006; Bjornsdottir et al, 2009)，在仔鱼开

口后，肠道菌群内弧菌属细菌数量迅速增加，取代假

交替细胞菌属成为优势菌(Bergh et al, 1994; Eddy  
et al, 2002; Verner-Jeffreys et al, 2003; 史秀清等 , 

2015)。Picchietti 等(2007)在研究中指出，以卤虫和轮

虫为载体，能够有效地帮助益生菌进入仔稚幼鱼肠道

内定植。肠道菌落的形成与摄食饲料关系密切，草鱼

(Carassius auratus gibelio)的肠道菌群会随着食物的

改变而变化(Wu et al, 2012)；配合饲料中植物性蛋白
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会影响金头鲷(Sparus aurata)的肠道菌群结构(Estruch 
et al, 2015)；另外，消化道微生物种间也存在生存竞

争关系，有限的肠道环境内微生物种间竞争强度会影

响肠道微生物的种类数量(Schryver et al, 2014)。本研

究发现在仔鱼期的牙鲆开始摄食轮虫后，肠道的优势

菌群结构较单一，变形菌门中的弧菌属最先成为仔鱼

期肠道菌群的绝对优势菌；在摄食配合饲料后，变形

菌门的相对丰度显著降低，厚壁菌门和拟杆菌门的相

对丰度明显增大，在幼鱼阶段替代变形菌门成为肠道

菌群的绝对优势菌群，其中，瘤胃球菌属、布劳特氏

菌丰度最高。作者认为，在牙鲆仔鱼开始摄食后，作

为饵料的轮虫和卤虫所携带的菌群对仔稚幼鱼的肠

道菌群结构具有较大影响，从食物转为配合饲料后，

肠道菌群中由食物带来的菌群的变化逐渐稳定，同

时，牙鲆自身也会有目的的筛选有益菌株，从而使肠

道微生态系统达到相对稳定状态。说明摄食饵料的类

型与牙鲆仔稚幼鱼肠道菌群结构的变化关系密切。关

于饵料对牙鲆肠道菌群结构及变化规律的影响有待

深入研究。 

本研究中，80 日龄后的牙鲆幼鱼肠道菌群趋向

稳定，形成了以厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门和放

线菌门为主的菌群组成，这与养殖牙鲆成鱼在门水平

上的肠道优势菌群结构相似，但是在属水平上其结构

却有较大差异(李存玉等, 2015)。牙鲆成鱼肠道中作

为优势菌存在的芽孢杆菌属和不动杆菌属，在幼鱼时

期肠道中的丰度却较低；而幼鱼肠道的绝对优势菌属

在成鱼肠道中不占主要地位。因此，虽然在仔稚幼鱼

阶段牙鲆肠道菌群形成了以瘤胃球菌属、布劳特氏菌

属和拟杆菌属等为优势菌属的肠道菌群组成，但是随

牙鲆幼鱼的生长发育其肠道菌群的结构仍会发生变

化。此外，牙鲆的肠道优势菌与其生活环境有关，

Kim 等(2013)研究发现，野生牙鲆的肠道微生物种类

丰富度显著大于养殖牙鲆，且当牙鲆处于较为复杂的

环境中，其肠道内的有益菌数量和种类会增加。在池

塘养殖条件下，牙鲆肠道的芽孢杆菌属和野生牙鲆肠

道的乳酸杆菌属的种类和数量远高于工厂化养殖条

件下的牙鲆肠道。 

本研究测定的初孵仔鱼的菌群结构多样性丰富，

但其肠道菌群与摄食后的仔稚幼鱼肠道菌群结构明

显不同。因为该样品是整条初孵仔鱼，此时肠道尚未

形成，无法取肠道与后续其他各期的肠道样品进行同

步比较。实验结果显示，初孵仔鱼的体内部分微生物

是在摄食后的仔稚幼鱼肠道中不存在或逐渐消失的

菌群，这些菌群可能来源于母源卵子或受精卵，也可

能在受精卵孵化时由水环境中介入，然而这些菌群均

无法在仔稚幼鱼肠道内定植。另外一部分菌群在后期

仔稚幼鱼发育过程的肠道中一直延续存留下来，成为

肠道菌群的组成部分，他们可能具有母源遗传特征。

因此，今后应进一步深入开展牙鲆肠道菌群组成与亲

本母源的关系研究。 
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Composition of Intestinal Bacterial Community of Japanese Flounder 
(Paralichthys olivaceus) During Early Life Stages 

LIU Zengxin1,2, LIU Xuezhou1,2①
, SHI Bao1, XU Yongjiang1, LIU Quan1,2 

(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture; Qingdao Key Laboratory for Marine 
Fish Breeding and Biotechnology; Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  

266071; 2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    A healthy microbial community in digestive tract is critically important during early life 

stages of fish. To examine the microbial diversity in the gastrointestinal tract of Japanese flounder 

(Paralichthys olivaceus), we surveyed the intestinal bacteria of P. olivaceus during the larvae and juvenile 

stages. In this study, Illumina MiSeq of 16S rRNA and biological information analysis method were used 

to explore the intestinal bacterial community composition in indoor tank-culture system. Sampling was 

carried out throughout the larvae and juvenile stages for six time points. The obtained 7462 operational 

taxonomic units (OTUs) were classified into 42 bacterial species and 972 genera. The results indicated 

that larval fish (1 day-post-hatch; dph) displayed a distinct and diversified gut microflora, with 

Proteobacteria, Bacteroidete and Firmicutes dominating the community structure. During the age of 9 and 

21 dph, Proteobacteria population increased significantly and remained to be the main species. By 

comparison, Firmicutes had fast turnover rate and increased sharply at 45 dph after feeding formulated 

food. The change of intestinal dominant microflora genus was also significant. The relative abundance of 

Vibrio was the highest during the period of live feed (9 and 21 dph sampling), and was the lowest level 

after feeding formulated feed (115 dph). By contrast, the Bacteroides and Prevotella became the 

predominant intestinal bacteria at 80 dph, whereas Firmicutes became a core microbiota at 80 dph. Blautia 

and other related genus colonized in the intestinal tract of P. olivaceus and became the dominant 

microbiota between 80 and 115 dph. The results revealed the change and establishment of microbiota 

during the transition stages from larvae to juvenile in response to live and formulated feed. Our results 

provided a database for analyzing the role of the intestinal micro ecological system of P. olivaceus at 

larvae and juvenile stages and have important implication for larval production of P. olivaceus. 

Key words    Paralichthys olivaceus; Larvae, juvenile and young fish; Gut microbiome; MiSeq 16S 

rRNA 
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