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皱纹盘鲍肠道菌群组成及 PCR-DGGE 指纹图谱分析 
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摘要: 对养殖和野生皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai Ino )不同个体间肠道菌群数量和种类组成进行了

研究, 并采用 PCR-DGGE 指纹技术对比分析了二者肠道优势菌群的差异。研究结果表明, 养殖和野生

皱纹盘鲍肠道好氧及兼性厌氧菌总数分别为(3.50±0.85)×106 个/g, (3.03±1.10)×106 个/g; 两组鲍鱼肠道

优势菌基本相同 , 均为弧菌属 (Vibrio), 次优势菌均为玫瑰杆菌属 (Roseobacter)和希 瓦 氏 菌 属

(Shewanella), 在养殖组中检测到芽孢杆菌属(Bacillus), 表明皱纹盘鲍对肠道细菌具有特异选择性。此

外, PCR-DGGE 指纹图谱结果表明, 从养殖和野生皱纹盘鲍肠道样品分别获得 14 条和 12 条扩增条带, 

其中人工组中有 2 条特异性条带; 二者相似性系数(戴斯系数)为 92.31%。 
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动物肠道的正常菌群是肠道的正常组成部分 , 
水生动物的肠道微生物与宿主以及所处的水生环境

形成的相互依赖、相互制约的微生态系, 对营养物质
的消化吸收、 免疫反应以及器官的发育等方面具有
其他因素不可替代的作用[1]。并且, 随着对益生菌研
究越来越多的关注, 很多研究表明水生动物肠道优
势菌和次优势菌可以作为益生菌, 而且具有更好的
定植效果[2-3]。皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai Ino)
是中国北方海域重要的养殖珍品。近几年来, 随着集
约化程度的提高 , 养殖皱纹盘鲍病害频繁发生 , 给
苗种、成鲍生产造成很大的经济损失。与此同时, 对
皱纹盘鲍病害尚无有效的防治措施[4]。细菌性病害的

原因很大程度上由环境和体内外的菌群结构失衡引

起的[5], 研究其肠道菌群结构与组成, 对纠正机体菌
群失调、增强机体体质和开发苗种培育、人工养殖

中的益生菌制剂应用具有重要的意义。最早 Sawabe
等 [6]研究了日本海域的皱纹盘鲍肠道内的微生物区

系, 证明了不同环境下肠道菌群结构与组成具有显
著的差异。而对我国海域的皱纹盘鲍肠道内微生物

区系研究尚未见报道。因此本研究着重于研究人工

养殖的皱纹盘鲍和野生皱纹盘鲍肠道中微生物的组

成和数量, 并采用 PCR-DGGE 指纹图谱技术分析二
者的相似度, 初步探讨了人工养殖阶段对皱纹盘鲍
肠道菌群的影响, 从而对皱纹盘鲍肠道菌群有一个

初步的了解。为进一步深入研究皱纹盘鲍疾病防控

以及鲍鱼专用益生菌制剂的研制提供科学基础。  

1  材料和方法 

1.1  样品采集 
10 只 健 康 野 生 皱 纹 盘 鲍 平 均 体 质 量

126.72g±10.71 g、平均壳长 10.34cm±0.22cm于 2010
年 10 月由潜水员采集于辽宁省旅顺口区海域, 称谓
野生组 ; 10 只健康养殖皱纹盘鲍平均体质量
122.70g±15.50g、平均体长 10.33cm±1.15cm 随机挑
选于辽宁省旅顺口大连太平洋海珍品有限公司养殖

场称谓养殖组。养殖组鲍鱼从剥离后开始投喂粉状

配合饵料, 5个月后改为笼养饲喂海带。 

1.2  方法 
1.2.1  可培养细菌的分离、纯化 

参照 Sawabe 等[6]方法: 无菌条件下, 用手术刀
将软组织同壳分离后立即浸入 70%酒精 1min消毒体
表, 再用无菌水冲洗数遍。用镊子及剪刀取下皱纹盘
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鲍消化道, 置于预先称重的无菌离心管中称重并编
号。为探讨个体间差异, 对养殖组和野生组每个皱纹
盘鲍个体的肠道样品进行单独分离。分离得到的样

品经研磨后梯度稀释至 10–4, 分别吸取各个稀释度
0.1 mL涂布 2216E平板, 每个稀释度涂 3个平板, 22
℃培养 5 d。将剩余的研磨样品分为养殖组和野生组
均匀混合后保藏于–80 ℃冰箱中备用。培养结束后
取适当稀释度的平板计算细菌菌落数, 并依据菌落
的形态特征及菌体形态特征进行分类并统计各类型

细菌的比例。 随机挑取各类型菌株在 2216E平板上
分离纯化 3 次, 单克隆菌株保种于−80 ℃冰箱中备
用。 
1.2.2  细菌鉴定 

采用细菌基因组提取试剂盒(Bioteke)提取单克
隆菌株的 DNA作为模板, 分别扩增 16S rDNA基因
片段, 将获得的 16S rDNA基因序列于GenBank中比
对以获得序列信息, 并构建系统发育树。将序列信息
提交至 GenBank中的核苷酸数据库中。 
1.2.3  肠道微生物总 DNA提取 

采用细菌基因组提取试剂盒(Bioteke)提取肠道
微生物总 DNA, 操作步骤按照产品说明书进行。提
取的总 DNA 采用微量核酸定量仪(Nano drop 2000)
测定 DNA浓度, 置−20℃保存备用。 
1.2.4  PCR-DGGE指纹图谱分析 

采用 16S V3可变区通用引物(F357-GC和 R518)
对 2 个样品中的肠道细菌进行 PCR -DGGE 指纹分 
析[7], 10%聚丙烯变性胶分离V3区扩增片段, 变性剂
梯度范围为 40% ~60%。每个加样孔加入 10×Loading 
buffer 10 µL和样品 PCR产物 30 µL的混合样品。先
在 40 V下电泳 1 h, 然后 80V电泳 10~12 h。 

凝胶染色, 电泳结束后, 凝胶于 EB 染液中染色
20 min, 用 Bio-Rad 凝胶成像系统采集图像。采用
Quantity One(Bio-Rad Laboratories, CA, USA)软件分
析指纹图谱。 

2  结果与分析 

2.1  皱纹盘鲍肠道细菌数量和组成 
养殖组和野生组可培养的好氧及兼性厌氧菌数

量分别为(3.50±0.85)×106 个/g, (3.03±1.10)×106 个/g。
根据在 2216E 培养基上的不同菌落形态及菌体形态
特征, 共分离到 12 类细菌。从中选出具有代表性的
43 株 菌 株 测 序 (GenBank 登 录 号 : JQ083308- 
JQ083350)结果表明: 这 13类细菌分别与 8个属相似

度较高 , 分别为弧菌属 (Vibrio)、玫瑰杆菌属
(Roseobacter)、希瓦氏菌属(Shewanella)、芽孢杆菌
属(Bacillus)、需盐杆菌属(Salegentibacter)、火红菌
属 (Flammeovirga)、古名菌属 (Tamlana)、嗜琼脂属
(Agarivorans)。其中, 火红菌属、古名菌属、嗜琼脂
属细菌具有降解琼脂能力。弧菌主要种类有 Vibrio 
halioticoli、Vibrio cyclitrophicus、溶藻弧菌 (Vibrio 
alginolyticus)和 Vibrio Alcanivorax ; 希瓦氏菌由
Shewanella colwelliana、 Shewanella pacifica 组成; 
养殖组和野生组每个个体的肠道菌群组成及比例见

表 1。 
从表 1 可以看出, 养殖组同野生组皱纹盘鲍肠

道菌群组成相似度很高 , 共有优势菌均为 Vibrio 
halioticoli。玫瑰杆菌属、希瓦氏菌属检出率及比例
较高, 可认为是皱纹盘鲍肠道的次优势菌群。Vibrio 
halioticoli、玫瑰杆菌和希瓦氏菌在养殖组中的比例
分别为 76.47%±13.07%、9.74%±8.10%、6.54%±2.98%, 
在 野 生 组 的 比 例 分 别 为 81.89%±10.70% 、
7.74%±4.27%、10.28%±6.71%。其余种类细菌的检出
率及所占比例都很低。其中, 芽孢杆菌仅在养殖组中
检出, 且检出率较高(80%), 属于养殖组的特异性细
菌。此外, 从表中可以看出个体间肠道细菌组成和比
例差异很大。 

2.2  16S rDNA V3 可变区指纹图谱的建立

及分析 

针对两种皱纹盘鲍肠道细菌的 16S rDNA 基因
得到的 DGGE指纹分析图谱及模式图(图 1): 养殖组
和野生组条带分别有 14条与 12条, 表明皱纹盘鲍肠
道具有丰富的微生物区系。其中, 野生组泳道中 12
个条带对应位置均对应有养殖组的条带, 而养殖组
泳道中 band2、band7 属于特异性条带; 共有条带中
band4、band5 和 band14丰度较高, 表明皱纹盘鲍肠
道中优势的菌株种类约为 3种。用戴斯系数 Cs(Dice 
coefficient)计算两样品的相似性[8], Cs=2j/(a+b)(j 是
样品 A 与 B 间相同的条带。a 和 b 分别是各自的条
带数), 可知养殖组肠道菌群同野生组的相似性系数
为 92.31%(24/26)。 

3  讨论 

关于海洋软体动物肠道菌群组成的研究相对于

海水鱼类很少, 几乎大多数的研究表明海水鱼类肠
道的优势菌同海水中优势菌群结构一致, 均为弧菌 



 

12 海洋科学  / 2013年  / 第 37卷  / 第 5期 
 



 

 Marine Sciences / Vol. 37, No. 5 / 2013 13 

 
 

图 1  养殖组皱纹盘鲍及野生组皱纹盘鲍肠道细菌 16S 
rDNA的 PCR-DGGE指纹图谱及模式图 

Fig.1  PCR-DGGE fingerprint and its pattern of the V3 
region of 16S rDNA of the bacteria from the gastro-
intestinal of  Haliotis discus hannai 

1~14.条带数; C. 养殖组样品; W.野生组样品 
1-14. no. of the band; C.the sample of cultured group; W. the 
sample of wild group 

  
或假单胞菌[9]。Tanaka 等[10]采用常规培养方法分析

了日本海域的不同发育阶段皱纹盘鲍肠道内细菌变

化规律: 1 龄后的个体微生物区系趋于稳定, 主要为
具海藻酸降解酶活力的不动发酵菌 (Alginolytic、 
non-motile fermenters)、弧菌属(Vibrio)、噬纤维菌属
(Cytophaga), 其中, NMF(non-motile fermenters)细菌
占肠道菌群总数量的 80%以上 , V. halioticoli 占 
NMF的 96%。从大连海域皱纹盘鲍肠道菌群结构发
现 , 野生与人工养殖主要由 V. halioticoli (比例≥
76%)、玫瑰杆菌(比例≥7.74%)和希瓦氏菌(比例≥
6.54%)组成 , 同日本海域皱纹盘鲍肠道菌群组成具
有一定的差异。大连海域的皱纹菌群中 V. halioticoli
占主导 , 希瓦氏菌和玫瑰杆菌检出数量较多 , 但并
未检出噬纤维菌; 希瓦氏菌和玫瑰杆菌均为海水中
丰度较高的细菌, 在很多水生动物肠道内及藻类表
面均有发现 [11-13], 可能通过皱纹盘鲍摄食进入肠道
内并定植。有研究表明水域环境对鱼类肠道微生物

菌群结构具有显著的影响 [14], 日本海域同大连海域

皱纹盘鲍肠道菌群组成的差异的原因可能是由于水

域环境的不同。 
对比大连海域养殖组和野生组个体间肠道菌群

组成 , 总体上看 , 野生组和养殖组肠道细菌组成差
异很小。关于鱼类的肠道菌群研究中有报道表明不

同种类鱼的肠道菌群具有特异性, 这可能与自身免
疫有关 [15-16], 而皱纹盘鲍在不同养殖环境下的肠道
菌群组成的高度相似性同样反映了贝类肠道对其共

生细菌具有特异选择性。值得注意的是, 芽孢杆菌仅
在养殖组中检出, 其来源于人工养殖环境或饵料有
待于进一步研究。 

Sawabe 等[6]报道皱纹盘鲍肠道可培养的细菌数

量为 106～109 个/g, 本研究中皱纹盘鲍可培养的好
氧及兼性厌氧菌的平均数约为 106个/g, 与之相比处
于正常水平。另外, Ringø 等[17]指出鱼类不同个体间

由于受摄食、健康状况等不定因素的影响, 肠道细菌
数量存在较大差异, 与本文研究结果相符。 

分析 16S rDNA 指纹图谱表明, 养殖组和野生
组皱纹盘鲍肠道细菌组成的相似度很高(Cs=92.31%), 
同常规培养方法得到的结果相吻合。养殖组和野生

组有 12 个共有条带 , 养殖组有 2 条特异性条带
(band2、band7), 进一步说明了养殖皱纹盘鲍肠道菌
群结构同野生皱纹盘鲍发生了改变, 但人工组两条
特异性条带的丰度相对较低, 说明其所代表的细菌
在肠道中的数量并不占优势。外来细菌在皱纹盘鲍

肠道菌群中不能占优势的原因可能与皱纹盘鲍对肠

道共生微生物的特异选择性相关。 
鲍鱼是海洋植食性动物, 肠道细菌对降解海藻

及营养合成具有重要的作用 [18-19], 对分离得到的肠
道细菌的特性进行研究可以更加深入了解皱纹盘鲍

肠道细菌的共生关系。在下一步的工作中, 作者将通
过对皱纹盘鲍肠道细菌产酶和拮抗能力进行研究 , 
并将指纹图谱上的条带回收测序, 确定皱纹盘鲍肠
道微生物区系, 以便于深入了解皱纹盘鲍肠道微生
态规律, 为鲍鱼专用益生菌的开发奠定基础。 
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Microflora in the digestive tract of Haliotis discus hannai Ino 
and PCR- DGGE fingerprint analysis 
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Abstract: Microflora in the intestinal tract of cultured and wild abalones (Haliotis discus hannai Ino) individuals 
were studied in this paper. PCR-DGGE fingerprint was explored to analyze the differences between the dominant 
species in intestinal tract of these two groups. Results showed that the total aerobe and facultative anaerobe in the 
intestinal tract of cultured and wild abalone reached 3.50±0.85×106 and 3.03±1.10×106 cfu/g, respectively. The 
dominant species was similar. Vibrio was the dominant species, and Shewanella and Roseobacter were the secon-
dary dominant species, Bacillus was detected in the cultured group only, suggesting that abalones have specific 
selectivity for microflora in the intestinal tract. Additionally, the result from PCR-DGGE fingerprint showed that 14 
and 12 bands were observed from cultured and wild abalones, respectively. There were 2 special bands appeared in 
cultured group. The similarity between the two groups was 92.31%. 
 

                                                                       (本文编辑: 梁德海) 
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