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摘　要：利用16ＳｒＤＮＡ文库随机测序法分析了草鱼肝胰脏和胆汁细菌菌落组成�结果表明�在肝胰脏中共鉴
定出19种共生细菌�分别隶属于气单胞菌属、假单胞菌属、摩根菌属、不动杆菌属、弧菌属和变形杆菌属。气
单胞菌属和假单胞菌属为优势属�气单胞菌属的丰度为36．17％�假单胞菌属为31．91％。其中�气单胞菌属
的ＧＺ16和假单胞菌属的ＧＺ9菌株丰度最高�均为12．77％。在胆汁中共鉴定出10种共生细菌�分别隶属于
气单胞菌属、假单胞菌属、摩根菌属和变形杆菌属。气单胞菌属和假单胞菌属为优势属�气单胞菌属的丰度为
35％�假单胞菌属为27．5％。其中�变形杆菌属的ＤＮ1菌株丰度最高�为25％。肝胰脏中只有10．5％的细菌
群落与胆汁的细菌群落相似�胆汁中只有20％的细菌群落与肝胰脏相似�表明草鱼肝胰脏和胆汁有各自特有
的共生细菌群落。本研究结果�为进一步探讨肝胰脏和胆汁共生细菌的生理功能�以及细菌与宿主草鱼之间
的协同进化提供了基础。
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　　正常细菌群落对宿主的作用�已逐渐被人类
所理解�正常菌群在宿主体内的生存和增殖�对
维持宿主组织器官的正常结构和功能起着十分

重要的作用 ［1］。在长期的进化过程中�宿主和其
共生细菌存在协同进化的机制�探讨宿主与共生
细菌的协同进化�有利于人们理解共生细菌在宿
主的结构和功能演化中的作用。在鱼类�人们主
要通过开展肠道细菌菌落的研究 ［2－7］�来理解肠
道细菌菌落与宿主鱼类的关系。肠道细菌对宿
主的新陈代谢、肠道上皮细胞的发育、肠道免疫
系统、基因表达等方面起了重要的作用�同时�肠
道细菌的存在可以保护宿主不被肠道病原体侵

入 ［8－10］。然而�由于肠道细菌群落的组成�易受
水环境和饵料的影响 ［11］�是共生细菌�抑或是临
时性来自水环境和饵料的细菌仍较难确

定 ［12－13］。通过分析不与外界直接接触的器官中
的细菌组成�如肝脏、胰脏、性腺中的细菌�应该
更易确定鱼类的共生细菌。通常认为�健康鱼类
的内部器官�如肝脏�被认为是无菌的。Ｃａｈｉｌｌ［14］

认为�如果内部器官有细菌存在�表明宿主的免
疫防御系统出了问题。Ｍｃｖｉｃａｒ［15］则认为�鱼类
内部器官存在细菌�并不一定表示鱼类肯定得
病。事实上�已相继有报道在一些健康鱼类的内
部器官�如肝、肾脏、脾脏、卵巢等中�分离出各种
细菌 ［14�16－18］。在暗纹东方鲀 （Ｔａｋｉｆｕｇｕｏｂｓｃｕｒｕｓ）
的肝脏和卵巢中也鉴定出许多细菌 ［19－21］。
　　已有通过研究鲤科鱼类肠道细菌组成�来分
析鲤科鱼类的系统进化的研究报道 ［22］。本研究
采用草鱼 （Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）作为研究对
象�利用总基因组ＤＮＡ的16ＳｒＤＮＡ文库的随机
测序方法�调查了健康草鱼的肝胰脏和胆汁中的
细菌群落组成和相对丰度�为探讨草鱼与其共生
细菌的协同进化作前期基础研究�为进一步了解

正常细菌群落对肝胰脏和胆汁的功能所起的可

能作用提供信息。
1　材料与方法
1．1　样品采集
　　5尾健康草鱼采于上海市青浦养殖池塘�平
均体重2．081ｋｇ。草鱼体表用75％的酒精棉球
消毒�无菌条件下解剖�获得草鱼的肝胰脏和胆
汁。肝胰脏用无菌的生理盐水清洗3次后�每尾
草鱼各剪取5ｇ的肝胰脏混合�并研磨均匀�离心
获得肝脏组织液。
1．2　总ＤＮＡ提取
　　取1ｍＬ肝胰脏组织液或胆汁�离心 （6000
ｒ／ｍｉｎ�10ｍｉｎ）收集细胞�加500μＬ裂解缓冲液
（50ｍｍｏｌＴｒｉｓ-ＨＣｌ�ｐＨ8．0�20ｍｍｏｌＥＤＴＡ�50
ｍｍｏｌＳｕｃｒｏｓｅ）重悬细胞�加入溶菌酶至终溶度
10ｍｇ／ｍＬ�37℃处理 10ｍｉｎ�加入 ＳＤＳ至 1％
（ｍｏｌ／ｍＬ）�蛋白酶Ｋ至100μｇ／ｍＬ�37℃继续处
理30ｍｉｎ�酚∶氯仿∶异戊醇按体积比25∶24∶1抽
提�2倍体积的无水乙醇沉淀�最后用不含ＤＮａｓｅ
的ＲＮａｓｅＡ除去 ＲＮＡ。ＤＮＡ样品可直接进行
ＰＣＲ扩增。
1．3　16ＳｒＤＮＡ文库的构建
　　采用 Ｂｏｓｓｈａｒｄ等 ［23］采用的扩增细菌 16ｓ
ｒＤＮＡ的通用引物�ＳＤ-Ｂａｃｔ-0008-ａ-Ｓ-20�5’-
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ-3′；ＳＤ-Ｂａｃｔ-1492-ａ-
Ａ-19�5’-ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ-3′�产生相
应于大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）16ＳｒＤＮＡ序列核
苷酸位置8到1510的ＰＣＲ产物。25μＬＰＣＲ反
应体系中�包括：12．5μＬ2ｘＧｏＴａｇＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（Ｐｒｏｍｅｇａ�Ｍａｄｉｓｏｎ�ＷＩ）�各50ｐｍｏｌ的上下
引物�和50ｎｇ细菌ＤＮＡ。ＰＣＲ反应经95℃预变
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性5ｍｉｎ后�进行30个循环：95℃ 1ｍｉｎ�50℃ 1
ｍｉｎ�72℃延伸2ｍｉｎ。最后72℃延伸10ｍｉｎ。
ＰＣＲ产物经纯化后连接到 ｐＧＥＭ-Ｔ载体
（Ｐｒｏｍｅｇａ）�然后热休克法转化至感受态大肠杆
菌ＴＯＰ10�在含氨苄西林的ＬＢ平板上37℃培养
16ｈ�挑出平板上的所有阳性克隆�经含氨苄西林
的ＬＢ液体培养基培养后�加甘油后－20℃保存。
1．4　文库随机测序和16ＳｒＤＮＡ的系统关
系分析

从肝胰脏和胆汁16ＳｒＤＮＡ文库中�各随机
挑出50个克隆�经含氨苄西林的ＬＢ液体培养基
培养后�抽提质粒后测序�测序由上海生工完成。
　　所获得的 16ＳｒＤＮＡ序列经 ＢＬＡＳＴＮ在
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中比对后�挑选一个序列相似性
最高且相似性至少大于90％的序列�作为构建系
统树的参考序列。用ＭＥＧＡ4生物软件 ［24］中的
ＮＪ法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育树�采用
Ｋｉｍｕｒａ2-ｐａｒａｍｅｔｅｒ算法�并设定 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ为

1000次重复。
2　结果
2．1　肝胰脏中的细菌菌落组成分析
　　来自肝胰脏细菌文库的50个克隆�去掉空
载和无效序列外�共得47个16ＳｒＤＮＡ序列�其

中单一序列19个�重复序列28个�所得的序列长
度在524～654ｂｐ之间�19个单一序列均已提交
至ＧｅｎＢａｎｋ （接受号：ＧＱ223736-ＧＱ223754）�代
表19种细菌。通过 ＢｌａｓｔＮ搜索 ＧｅｎＢａｎｋ数据
库�选择了数据库中相似性最高且相似性至少大
于90％的序列 （表 1）�相似性分别从 93％到
100％。系统树分析表明 （图1）�来自肝胰脏的
19种细菌分别隶属于气单胞菌属 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）、
假 单 胞 菌 属 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、摩 根 菌 属
（Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ）�不动杆菌属 （Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）、弧菌属
（Ｖｉｂｒｉｏ）和变形杆菌属 （Ｐｒｏｔｅｕｓ）。其中�气单胞
菌属共有8种细菌�假单胞菌属6种�摩根菌属2
种�而弧菌属和变形杆菌属均只有1种。在这6
个属中�气单胞菌属和假单胞菌属占了大多数�
气单胞菌属的相对丰度为36．17％�而假单胞菌
属为31．91％。在所鉴定的细菌中�属于气单胞
菌属的ＧＺ16和假单胞菌属的 ＧＺ9相对丰度最
高�均为12．77％。
2．2　胆汁中的细菌菌落组成分析
　　来自胆囊细菌文库的50个克隆�去掉空载
和无效序列外�共得40个16ＳｒＤＮＡ序列�其中
单一序列10个�重复序列30个�所得的序列长度
在415～580ｂｐ之间�10个单一序列均已提交至
ＧｅｎＢａｎｋ（接受号：ＧＱ223726－ＧＱ223735）�代表

表1　草鱼肝胰脏细菌组成和相对丰度
Ｔａｂ．1　ＲｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅａｎｄａｆｆｉｌｉａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｉｎｔｈｅｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓｏｆＣ．ｉｄｅｌｌｕｓ

克隆 序列登录号 种系型 最相近物种序列及其登录号 相似性 （％ ） 相对丰度 （％ ）
ＧＺ3 ＧＱ223738 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ（ＡＦ108136） 100 4．26
ＧＺ4 ＧＱ223739 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉｂｖ．ｖｅｒｏｎｉｉ（ＡＭ184224） 100 6．38
ＧＺ6 ＧＱ223740 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｆ8－9（ＥＦ491851） 99 2．13
ＧＺ14 ＧＱ223745 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｍｏｌｌｕｓｃｏｒｕｍ （ＡＹ987772） 99 2．13 36．17
ＧＺ16 ＧＱ223746 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓｏｂｒｉａ（Ｘ74683） 100 12．77
ＧＺ7 ＧＱ223741 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．＇ＣＤＣ715－84＇ （ＡＳＵ88658） 99 4．26
ＧＺ28 ＧＱ223751 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｐｏｐｏｆｆｉｉ（ＡＹ534350） 93 2．13
ＧＺ29 ＧＱ223752 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．ＶＫＭＢ－2261（ＡＦ430120） 100 2．13
ＧＺ2 ＧＱ223737 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ（ＥＦ528260） 99 2．13
ＧＺ9 ＧＱ223742 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎｊ－59（ＡＭ491463） 100 12．77
ＧＺ10 ＧＱ223743 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌａ（ＡＢ041885） 100 10．64 31．91
ＧＺ12 ＧＱ223744 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎｊ－63（ＡＭ491466） 100 2．13
ＧＺ17 ＧＱ223747 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＫＢＯＳ04（ＡＹ653221） 100 2．13
ＧＺ20 ＧＱ223748 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．ＢＷＤＹ－18（ＤＱ200857） 99 2．13
ＧＺ1 ＧＱ223736 Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａｍｏｒｇａｎｉｉ（ＡＹ464464） 99 4．26
ＧＺ33 ＧＱ223754 Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａｓｐ．ＪＢ－Ｔ16（ＡＪ781005） 96 2．13 6．38
ＧＺ21 ＧＱ223749 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｘｉａｍｅｎｅｎｓｉｓ（ＥＦ030545） 99 4．26 4．26
ＧＺ24 ＧＱ223750 Ｖｉｂｒｉｏ Ｖｉｂｒｉｏｓｐ．ＯＭ02（ＡＢ038029） 99 10．64 10．64
ＧＺ30 ＧＱ223753 Ｐｒｏｔｅｕｓ Ｐｒｏｔｅｕｓｖｕｌｇａｒｉｓ（ＡＢ099401） 96 10．64 10．64
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图1　肝胰脏文库中根据细菌16ＳｒＲＮＡ的特征序列所构建的系统发育树
Ｆｉｇ．1　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌ16ＳｒＲＮＡｏｆｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓｌａｂｒａｒｙ

10种细菌。通过 ＢｌａｓｔＮ搜索 ＧｅｎＢａｎｋ数据库�
选择了数据库中相似性最高且相似性至少大于

90％的序列 （表2）�相似性分别从96％到100％。
进一步通过系统树分析 （图2）表明�来自胆汁的
10种细菌分别隶属于气单胞菌属、假单胞菌属、

摩根菌属和变形杆菌属。其中�气单胞菌属共有
5种细菌�假单胞菌属3种�摩根菌属和变形杆菌
属各1种。在此4个属中�气单胞菌属和假单胞
菌属占了大多数�气单胞菌属的相对丰度为
35％�而假单胞菌属为27．5％。在所有鉴定的细
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菌中�而是变形杆菌属的 ＤＮ1菌株相对丰度最 高�为25％。
表2　草鱼胆汁细菌组成和相对丰度

Ｔａｂ．2　ＲｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅａｎｄａｆｆｉｌｉａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｉｎｔｈｅｂｉｌｅｏｆＣ．ｉｄｅｌｌｕｓ

克隆 序列登录号 种系型 最相近物种序列及其登录号 相似性 （％ ） 相对丰度 （％ ）
ＤＮ3 ＧＱ223727 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓｏｂｒｉａ（Ｘ74683） 99 10．0
ＤＮ10 ＧＱ223729 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ（ＡＦ468055） 100 2．5
ＤＮ12 ＧＱ223731 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ（ＡＹ297782） 100 12．5
ＤＮ19 ＧＱ223732 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ（ＥＵ770307） 100 7．5

35．0

ＤＮ36 ＧＱ223735 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｏｍｏｎａｓｍｏｌｌｕｓｃｏｒｕｍ （ＡＹ987772） 99 2．5
ＤＮ11 ＧＱ223730 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌａ（ＡＢ041885） 100 2．5
ＤＮ31 ＧＱ223733 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅ（ＡＹ568511） 99 5．0
ＤＮ34 ＧＱ223734 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．Ｎｊ－60（ＡＭ491464） 99 20．0

27．5

ＤＮ6 ＧＱ223728 Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａｓｐ．ＪＢ－Ｔ11（ＡＪ781004） 96 12．5 12．5
ＤＮ1 ＧＱ223726 Ｐｒｏｔｅｕｓ Ｐｒｏｔｅｕｓｖｕｌｇａｒｉｃ（ＡＢ099401） 99 25．0 25．0

图2　胆囊文库中根据细菌16ＳｒＲＮＡ的特征序列所构建的系统发育树
Ｆｉｇ．2　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌ16ＳｒＲＮＡｏｆｂｉｌｅｌａｂｒａｒｙ

3　讨论
　　草鱼的胰脏和肝脏混杂在一起�为肝胰脏。
本研究在肝胰脏中鉴定了19种细菌�隶属气单
胞菌属�假单胞菌属�摩根菌属�不动杆菌属�弧
菌属和变形杆菌属�表明健康草鱼的肝胰脏中存
在许多种类的共生细菌�并不是通常所认为的�
健康鱼类的内部没有共生细菌。丰度较高的气
单胞菌属和假单胞菌属�在暗纹东方鲀的肝脏和

卵巢中也曾被检测到。按照传统的培养分离技
术�气单胞菌被认为是草鱼肠道中占优势的一类
细菌 ［11］。斑马鱼 （Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）肠道中也有气单
胞菌和假单胞菌这两属细菌 ［10］。
　　本研究在草鱼的胆汁中也检测到 10种细
菌�种类之多出乎意料。所隶属的气单胞菌属、
假单胞菌属、摩根菌属和变形杆菌属�在肝胰脏
中全部有检测到。胆汁中也以气单胞菌属和假
单胞菌属为优势类群。胆汁是脊椎动物特有的

444



4期 蒋　燕�等：16ＳｒＤＮＡ文库法分析草鱼肝胰脏和胆汁细菌群落组成

肝脏分泌液�有着特殊的理化成分�并具有促进
脂肪乳化、抗菌消炎、促进生长等功能 ［25］。在雄
性七鳃鳗 （Ｐｅｔｒｏｍｙｚｏｎｍａｒｉｎｕｓ）�胆汁酸盐还是一
种性外激素 ［26］。草鱼肝胰脏中的共生细菌有可
能进入胆囊�在本研究中�肝胰脏中的ＧＺ10和胆
汁中的 ＤＮ11�肝胰脏中的 ＧＺ14和胆汁中的
ＤＮ36为同一细菌 （表1�表2）�其16ＳｒＤＮＡ序列
完全相同�此两种细菌可存在肝胰脏和胆汁中。
肝胰脏中有10．5％的细菌群落与胆汁的细菌群
落相似�胆汁中有20％的细菌群落与肝胰脏相
似�表明草鱼肝胰脏和胆汁有各自特有的共生细
菌群落。鱼类的胆汁 ｐＨ值一般为弱酸性�如鲤
（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）为5．5［27］�弱酸性的胆汁中�为
什么会有自身特有的细菌群落呢？这些细菌是
否有帮助胆汁起重要的生理作用？值得今后进
一步的调查。
　　总的来说�由于目前还很少有关于鱼类肝脏
和胆汁细菌菌落研究报道�存在于草鱼肝胰脏和
胆汁中的细菌是否与宿主特异性有关�或与肝脏
或胆汁的生理功能有关�需要今后对不同鱼类肝
脏、胰脏和胆汁的菌落组成进行比较分析。相对
于传统的细菌培养法进行细菌群落调查�本研究
中所采用的16ＳｒＤＮＡ基因组文库随机测序的方
法�更为全面。传统的细菌培养法所能分离的细
菌�只占全部群落很少的一部分 ［28－29］。而相对
于16ＳｒＤＮＡ-ＤＧＧＥ法鉴定鱼类体内群落组成�
16ＳｒＤＮＡ基因组文库随机测序的方法�不但能鉴
定细菌�而且能评估各细菌的丰度 ［10�30－32］。本
研究利用16ＳｒＤＮＡ基因组文库随机测序法�比
较容易地确定了草鱼肝胰脏的优势种为属于气

单胞菌属的 ＧＺ16和假单胞菌属的 ＧＺ9�确定了
胆汁中的优势种为变形杆菌属的 ＤＮ1菌株。此
外�16ＳｒＤＮＡ基因组文库随机测序法方法简单�
不需要昂贵的仪器。
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