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摘　要：为研究稻田环境条件下鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）血清生化特性、肠道显微结构及微生物菌群多样性、物种
丰度，于２０１９年６月在广东连南瑶族自治县，分别选取稻田和池塘放养规格大小一致的鲤幼鱼进行３个月的
不投喂养殖。试验结束后统一进行采样与检测。结果表明：稻田环境显著提高了鲤的体长和体质量，显著降

低了鲤血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）活性和肠道微绒毛高度（Ｐ＜０．０５），血清补体 Ｃ３和 Ｃ４的含量有上升趋势，但
差异不显著（Ｐ＞０．０５）；在肠道微生物方面，稻田环境显著提高了鲤肠道内菌群多样性并在门水平显著提高
了疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）和变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的丰度（Ｐ＜０．０５），显著降低了梭杆菌门
（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）的丰度（Ｐ＜０．０５），在属水平，显著降低鲸杆菌属（Ｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、邻单胞菌属（Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓ）、拟
杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）以及气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）的丰度（Ｐ＜０．０５）。试验结果证实，稻田环境改变了肠道微
生物多样性及与代谢能力有关的功能基因丰度，降低了部分条件致病菌的丰度，减少了疾病暴发的概率，同时

有利于维持肝功能稳定。
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　　粮食安全问题一直是全球关注的焦点问题，
是现代农业所面临的一大挑战。水稻是重要的

粮食作物，其产量直接影响粮食安全。得益于现

代农业技术的发展，稻田面积大幅度增加，但由

此引发的环境问题和公共安全问题也日益突出，

阻碍了水稻种植业的进一步发展，改良、提升水

稻种植模式是促进水稻可持续发展的目标和方

向［１２］。为此，稻鱼共生模式进入了公共的视野。

稻鱼共生（ｒｉｃｅｆｉｓｈｃｏｃｕｌｔｕｒｅ）是将水稻种植与水
产养殖相结合，使水资源和土地资源实现最大化

利用的一种模式［３］，被指定为“全球重要的农业

遗产系统”［４］。在这一复合系统中，水稻为鱼类

提供生长、生存环境和食物，鱼类摄食田间杂草

及水生生物，排泄的粪便流入稻田土壤，为水稻

提供生长所需的养分；同时，水稻吸收鱼类粪便

作为肥料，又反过来净化了水质，相较于池塘养

殖，稻田能减少鱼类排泄物带来的水环境污染，

同时也提高了鱼类食用安全性［５６］。

肠道作为机体与外界接触的第一道屏障，其

结构及内部菌群组成随摄入食物和生长环境的

不同会发生明显变化［７］，靳雅琦等［８］研究发现摄

食草粉、蚕豆和普通饲料的草鱼肠道微生物菌群

有明显差异。肠道微生物是动物体重要的“微生

物器官”，对宿主生长发育、营养消化吸收和疾病

预防都起到重要作用［９１０］。肠道中的菌群丰度与

机体健康有密切关系［１１］。同时，肠道血清中一些

理化指标的变化可以间接反映出机体的健康状

况［１２］。稻田鱼的健康状况直接关系到农民的收
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益，进而影响稻鱼共生模式的推广。目前关于稻

鱼共生模式的研究主要集中在生态环境方面，如

水体［１３］、土壤［１４１５］、温室气体［１６］等。关于肠道结

构和菌群组成的变化还鲜有报道。本试验对比

分析了稻田和池塘中同期养殖的鲤血清生化指

标、肠道显微结构变化，运用高通量测序技术，分

析稻田环境下鲤肠道菌群的变化，为分析评价鲤

的健康状况提供理论基础，也为推进传统稻鱼共

生模式的改进和合理化养殖提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验地点概况
试验地点位于广东省清远市连南瑶族自治

县（１１２°１１′４９″Ｅ，２４°３８′１５″Ｎ），该地区以传统梯
田稻鱼共生模式为主。试验选取该地区 ３块规
格接近的梯田作为稻鱼共生组，栽培品种为当地

品种“象牙香占”，水稻移栽前施１次基肥。在水
稻移栽１５ｄ后，每公项放养（１０．０±０．５）ｇ的鲤
苗种４５００尾。在稻田附近选取１块未种植水稻
的浅水池塘为对照组。２组水源相同，均是山泉
流水。

１．２　试验方法
１．２．１　试验动物与饲养管理

于２０１９年６月２２日向２组池塘放养体质量
为（１０．０±０．５）ｇ的鱼苗。养殖期间均不喂食、
不施肥、不喷洒农药。养殖周期为３个月。
１．２．２　样品采集

试验结束后，在稻田养鱼试验组和池塘对照

组分别抽选１５尾鲤，抽取原池水，并在池边充氧
后快速带回实验室进行采样。首先，每组取５尾
鲤，用抹布擦去表面水分，测量体长，称量体质

量。随后，每组分别取 ３尾规格接近的鲤，用 １
ｍＬ注射器进行尾静脉采血，装于２ｍＬ离心管，
放至４℃冰箱静置３ｈ后，在４℃条件下，３５００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液，转移至２ｍＬ冻
存管后，－８０℃低温保存待测。另分别取３尾鲤
置于冰盘进行解剖，用灭菌后的镊子剥离出肠

道，剔除壁上脂肪，取０．５ｃｍ中肠放于质量分数
为４％的多聚甲醛中用于制作肠道切片。剩余肠
道放于２ｍＬ冻存管，－８０℃冰箱低温保存用于
提取肠道微生物ＤＮＡ。
１．２．３　血清生化指标酶活等的测定

总胆固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、甘油三酯

（ｔｒｉｇｌｙｅｒｉｄｅ， ＴＧ）、谷 草 转 氨 酶 （ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、谷丙转氨酶 （ａｌａｎｉｎｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）均采用全自动生化分析仪
（迈瑞ＢＳ４３０）测定。超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、补体 Ｃ３、补体 Ｃ４、丙二醛
（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）的含量采用南京建成生
物工程研究所试剂盒进行测定。

１．２．４　肠道组织切片
在取材并固定后，进行脱水透明、浸蜡包埋、

切片及贴片。得到的石蜡切片进行苏木精伊红
（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，Ｈ．Ｅ）染色，主要步骤包括脱
蜡、覆水、苏木精染色、５％乙酸分化、伊红染色、
脱水、滴中性树胶后封片。

１．２．５　肠道ＤＮＡ提取及质量检测
取出于－８０℃保存的２组鲤的肠道组织，每

份准确称取０．２ｇ置于２ｍＬ离心管，采用细菌
ＤＮＡ提取试剂盒（ＭＮＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ９６Ｓｏｉ）提取细
菌ＤＮＡ，超微量紫外分光光度计测定各样品ＤＮＡ
浓度，１％琼脂糖凝胶电泳检测纯度，后将ＤＮＡ样
品送北京百迈客生物科技有限公司测序分析。

１．２．６　ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ高通量测序
根据１６ＳｒＤＮＡ基因的 Ｖ３＋Ｖ４保守区设计

通用引物：３３８Ｆ５′ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ
３′；８０６Ｒ５′ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ３′。

目标区域 ＰＣＲ１０μＬ体系：基因组 ＤＮＡ５０
ｎｇ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．３μＬ，ＫＯＤＦＸ
ＮｅｏＢｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰ２μＬ，ＫＯＤＦＸＮｅｏ０．２
μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补至１０μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共２５个
循环；７２℃延伸７ｍｉｎ，最后４℃保存。已扩增的
目的片段引入桥式ＰＣＲ兼容引物，经 ＳｏｌｅｘａＰＣＲ
进一步扩增，得到的产物用１．８％琼脂糖凝胶电
泳检测目标条带，后用试剂盒切胶回收和纯化，

上机测序（Ｈｉｓｅｑ２５００ＰＥ２５０平台）。
１．３　统计分析
１．３．１　测序基本数据处理

使用Ｆｌａｓｈ软件对原始数据进行拼接，拼接
得到的序列采用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ进行质量过滤，
ＵＣＨＩＭＥ去除嵌合体，最终得到高质量的 Ｔａｇｓ序
列。在相似性９７％的水平上对序列进行聚类，以
测序所有序列数的０．００５％作为阈值过滤ＯＵＴ。

２０６
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１．３．２　物种注释分类及功能基因预测
数据库选择细菌 １６Ｓ：Ｓｉｌｖａ（Ｒｅｌｅａｓｅ１２８，

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒｂｓｉｌｖａ．ｄｅ）采 用 ＲＤＰＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ
（ｈｔｔｐ：／／ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｒｄｐｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ／）对
ＯＴＵ代表序列进行注释。基于ＯＴＵｓ和物种注释
结果进行样品物种丰度及差异分析。功能基因

的ＫＥＧＧ通路预测使用ＰＩＣＲＵＳｔ完成。
１．３．３　统计分析

所有数据均表示为平均值 ±标 准 差
（Ｍｅａｎｓ±ＳＤ）。数据处理在 ＳＰＳＳ２２．０中进行，
采用方差分析（ＡＮＯＶＡ）和独立样本 ｔ检验进行
分析。Ｐ＜０．０５表示差异显著。利用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８及Ｒ３．６．１（ｇｇｐｌｏｔ２包）进行绘图。肠道组
织结构高度的测量在ＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＣ２０１９中进行。

２　结果

２．１　稻田环境对鲤生长特性的影响
如表１所示，养殖结束后，稻鱼共生组鲤体

长和体质量均极显著高于对照组鲤体长和体质

量（Ｐ＜０．０１）。
２．２　稻田环境对鲤血清生化指标及酶活性的
影响

如图１所示，与对照组相比：稻鱼共生组鲤
血清中的ＴＣ、ＴＧ、补体Ｃ３和补体Ｃ４的质量分数
分别提高了６２．７６％、３８．８２％、２９７％和９．２９％，
但两组间差异不显著（Ｐ＞０．０５）；稻鱼共生组鲤
ＡＬＴ活性显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），ＡＳＴ、ＭＤＡ

和ＳＯＤ酶活性也低于对照组，分别平均降低了
４９．９４％、３０．６２％和１．９９％，但两组间无显著差
异（Ｐ＞０．０５）。

表１　稻田环境对鲤生长性能的影响
Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｉｃｅｆｉｅｌｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｎ

ｇｒｏｗｔｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｃａｒｐ

项目

Ｉｔｅｍｓ
平均体长

Ａｖｅｒａｇｅｌｅｎｇｔｈ／ｃｍ
平均体质量

Ａｖｅｒａｇｅｍａｓｓ／ｇ
对照组Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ９．４０±０．２９ ２４．１３±３．５２

稻鱼共生组

Ｒｉｓｈｆｉｓｈｃｏ
ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ

１１．３６±１．０３ ４３．７７±８．８３

注： 表示同一列的两组数据在统计学上具有极显著差异
（Ｐ＜０．０１）。
Ｎｏｔｅｓ： ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｓａｍｅ
ｃｏｌｕｍｎｄａｔａ（Ｐ＜０．０１）．

２．３　肠道组织结构的变化
如表２所示：稻鱼共生组鲤中肠黏膜皱襞高

度及上皮细胞高度高于对照组，但无显著差异

（Ｐ＞０．０５）；稻鱼共生组鲤中肠微绒毛高度显著
低于对照组（Ｐ＜０．０５）。２组鲤中肠组织切片见
图版，稻鱼共生组鲤中肠皱襞高而细，排列紧密，

上皮细胞区别不明显。

２．４　稻田环境对鲤肠道微生物菌群 Ａｌｐｈａ多样
性的影响

如表３所示，稻鱼共生组鲤肠道内微生物群
落Ｓｈａｎｎｏｎ指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数显著高于对照组
（Ｐ＜０．０５），稻鱼共生组的ＡＣＥ指数和Ｃｈａｏ１指
数要高于对照组，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表２　稻田环境对鲤中肠组织结构的影响
Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｉｃｅｆｉｅｌｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｎｍｉｄｇｕｔｔｉｓｓｕｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ μｍ

项目

Ｉｔｅｍｓ
黏膜皱襞高度

Ｍｕｃｏｓａｌｆｏｌｄｈｅｉｇｈｔ
上皮细胞高度

Ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｅｈｅｉｇｈｔ
微绒毛高度

Ｍｉｃｒｏｖｉｌｌｕｓｈｅｉｇｈｔ
对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ５０４．７１±１１．１０ １８．７０±１．３０ １．４５±０．１３
稻鱼共生组 Ｒｉｓｈｆｉｓｈｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ ５２２．４６±５．１４ １９．０６±０．４５ ０．９４±０．２５

注：表示同一列的两组数据在统计学上具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｄａｔａ（Ｐ＜０．０５）．

表３　稻田环境对鲤肠道微生物菌群Ａｌｐｈａ多样性的影响
Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｉｃｅｆｉｅｌｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｎｔｈｅＡｌｐｈａｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｂｉａｌｆｌｏｒａｏｆｃａｒｐ

项目

Ｉｔｅｍｓ
Ｓｈａｎｎｏｎ指数
Ｓｈａｎｎｏｎｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ指数
Ｓｉｍｐｓｏｎｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ指数
ＡＣＥｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１指数
Ｃｈａｏ１ｉｎｄｅｘ

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ １．７７±０．０３ ０．３８±０．０１ ２６１．２０±３４．３３ ２５７．９５±２９．８９
稻鱼共生组Ｒｉｃｅｆｉｓｈｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ ３．９７±０．３３ ０．９５±０．０１ ３６２．１６±６１．６２ ３６７．２８±５８．２６

注：表示同一列的两组数据在统计学上具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｄａｔａ（Ｐ＜０．０５）．
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Ｃ．对照组；ＲＦ．稻鱼共生组；表示两组数据在统计学上具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｃ．Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＲＦ．Ｒｉｃｅｆｉｓｈｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ； ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｄａｔａ（Ｐ＜０．０５）．

图１　稻田环境对鲤血清生化指标及酶活性的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐａｄｄｙｆｉｅｌｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｎｓｅｒｕｍｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｄｅｘｅｓａｎｄｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ

２．５　肠道物种丰度差异性分析
２．５．１　基于门水平的物种丰度差异性分析

根据测序结果，６个样品在门水平上共分为
１６个菌门。如图２所示，丰度超过０．１％的菌门
有１２个。２组样品的优势菌门均为梭杆菌门
（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和厚壁
菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）。对照组丰度最高的３个菌门：
梭杆菌门占６０．５６％，厚壁菌门占１６．５１％，变形
菌门占１４．２７％。稻鱼共生组丰度最高的３个菌
门：变形菌门占３３．５５％，厚壁菌门占１６．６７％，梭
杆菌门占１１．６５％。与对照组相比，稻田环境显
著降低了鲤肠道梭杆菌门的丰度（Ｐ＜０．０５），显
著增高了疣微菌门和变形菌门的丰度（Ｐ＜
０．０５）。
２．５．２　基于属水平的物种丰度差异性分析

根据测序结果，６个样品在属水平上共鉴定
出２７２个菌属，如图３所示，丰度超过１％的有１６
个菌属。其中，对照组的优势菌属分别是：鲸杆

菌属（Ｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）占 ６０．５６％，Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ占
９．４５％，气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）占 ７．３４％。稻
鱼共生组的优势菌属：鲸杆菌属（Ｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）
占１１．６１％，ＦｕｋｕＮ１８＿ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒｇｒｏｕｐ占８．３１％，
Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｂａｃｔｅｒ占 ５．２２％。

ＬＥｆＳｅ［ＬｉｎｅＤｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ（ＬＤＡ）
ＥｆｆｅｃｔＳｉｚｅ］能够在不同组间寻找具有统计学差
异的菌群。图４显示的是从门到种的ＬＥｆＳｅ分析
进化分枝图，图中右侧部分为２组间丰度存在显
著差异的菌属（Ｐ＜０．０５），本试验 ＬＤＡ阈值设为
４。结 果 显 示，在 属 水 平 上，ＺＯＲ０００６、
Ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｂａｃｔｅｒ、 ＦｕｋｕＮ５７、 不 动 杆 菌 属

（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）、八叠球菌属（Ｓａｒｃｉｎａ）、链球菌属
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）在稻鱼共生组发生富集。鲸杆菌
属、邻单胞菌属 （Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓ）、葡萄球菌属
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、气 单 胞 菌 属、拟 杆 菌 属
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ在对照组发生富集。
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４期 孙　悦，等：稻田环境对鲤血清生化指标、肠道组织形态及细菌群落结构的影响

１和３分别为对照组鲤肠道横切面示意图；２和４为稻鱼共生组鲤肠道横切面示意图；ＭＦ．黏膜皱襞；ＥＨ．肠上皮细胞；ＭＶ．微绒
毛；ＡＶ．吸收性的液泡。
１ａｎｄ３ａｒｅｔｉｓｓｕｅｓｌｉｃｅｓｏｆｍｉｄｇｕｔｏｆｃｏｍｍｏｎｃａｒｐｗｉｔｈｉｎｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；２ａｎｄ４ａｒｅｔｉｓｓｕｅｓｌｉｃｅｓｏｆｍｉｄｇｕｔｏｆｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ
ｗｉｔｈｉｎｔｈｅｒｉｃｅｆｉｓｈｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＭＦ．ｍｕｃｏｓａｌｆｏｌｄ；ＥＨ．ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｅ；ＭＶ．ｍｉｃｒｏｖｉｌｌｕ；ＡＶ．Ａｂｓｏｒｐｔｉｖｅｖａｃｕｏｌｅｓ．

图版　鲤中肠组织切片
Ｐｌａｔｅ　Ｔｉｓｓｕｅｓｌｉｃｅｓｏｆｍｉｄｇｕｔｏｆｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ

Ｃ．对照组；ＲＦ．稻鱼共生组。
Ｃ．Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＲＦ．Ｒｉｃｅｆｉｓｈｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ．

图２　两组鲤肠道菌群在门水平上的分布情况
Ｆｉｇ．２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｆｌｏｒａａｔｔｈｅｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ
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Ｃ．对照组；ＲＦ．稻鱼共生组。
Ｃ．Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＲＦ．Ｒｉｃｅｆｉｓｈｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ．

图３　两组鲤肠道菌群在属水平上的分布情况
Ｆｉｇ．３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｆｌｏｒａａｔｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ

２．６　鲤肠道细菌群落功能基因预测
通过ＫＥＧＧ代谢途径的差异分析，可以观测

不同组别的样品之间细菌１６Ｓ群落的功能基因
在代谢途径上的差异和变化如图５所示，在二级
功能分类水平上共获得了４６个 ＫＥＧＧ功能簇，
占主导作用的功能有 Ｇｌｏｂａｌａｎｄｏｖｅｒｖｉｅｗｍａｐｓ、
碳水化合物代谢（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、氨基
酸代谢（ａｍｉｎｏａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、能量代谢（ｅｎｅｒｇｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）等与代谢及调节相关基因。其中
Ｇｌｏｂａｌａｎｄｏｖｅｒｖｉｅｗｍａｐｓ功能基因在稻鱼共生和
对照组中的丰度均超过了４０％，占绝对优势。图
６显示稻鱼共生组与对照组在ＫＥＧＧ功能基因数
量上具有显著差异的通路类型。其中，稻鱼共生

组在 与 神 经 退 行 性 疾 病 （ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ
ｄｉｓｅａｓｅｓ）、外源生物降解与代谢 （ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ
ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、氨基酸代谢、其他
氨基酸代谢（ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｏｔｈｅｒａｍｉｎｏａｃｉｄｓ）等相
关的功能基因数量上显著高于对照组（Ｐ＜
０．０５），在折叠、分类与降解（ｆｏｌｄｉｎｇ，ｓｏｒｔｉｎｇａｎｄ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）、转录（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）、核苷酸代谢
（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）相关的功能基因数量上
显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

本试验选取杂食性鲤作为养殖对象，它能够

摄食稻田中的杂草、水生动物和小型昆虫等。与

对照组相比，稻鱼共生组鲤的生长性能显著提

高，这可能与稻田中可获得的食物更加丰富有

关［１７］。

血清ＡＳＴ、ＡＬＴ酶是诊断肝功能和损伤的重
要参数，受损肝细胞的通透性增加会导致 ＡＳＴ、
ＡＬＴ酶释放到血液中［１８］，低水平的血清 ＡＳＴ和
ＡＬＴ酶活性对鱼类生长有积极作用［１９］。与对照

组相比，稻鱼共生组降低了血清ＡＳＴ和ＡＬＴ酶的
活性，由此推测稻田中养殖的鲤肝功能良好，该

结果与其生长性能结果相吻合。与张雯等［２０］关

于池塘养殖鲤血清指标测定结果相比，本试验中

稻鱼共生模式下的鲤血清 ＡＳＴ和 ＡＬＴ含量都明
显降低，这可能是由于稻鱼共生模式下水质更

优［２１］，有利于鲤的健康生长。补体 Ｃ３和 Ｃ４激
活后具有机体靶细胞溶解和调理作用，是鱼类抵

抗微生物感染的重要成分［２２］。本试验结果显示

稻田环境升高了鲤血清的补体Ｃ３、Ｃ４含量，但无
显著差异，可以推测稻鱼共生在一定程度上有利

于增强鱼类的抗感染能力。ＭＤＡ是氧化过程中
最重要的产物之一，经常被用作生物样品和食品

中氧化损伤的标记物［２３］。稻鱼共生组鲤的血清

ＭＤＡ低于对照组，反映出稻田环境能够降低鱼类
的氧化损伤程度。血清生化指标和酶活结果说

明稻田环境在一定程度上提高了鲤的健康水平。
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图４　稻鱼共生组与对照组细菌丰度显著差异图
Ｆｉｇ．４　Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌａｂｕｎｄａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｒｉｃｅｆｉｓｈｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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Ｃ．对照组；ＲＦ．稻鱼共生组。

Ｃ．Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＲＦ．Ｒｉｃｅｆｉｓｈｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ．

图５　ＫＥＧＧ通路柱状图
Ｆｉｇ．５　ＨｉｓｔｏｇｒａｍｏｆＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ

图６　ＫＥＧＧ通路功能基因差异分析
Ｆｉｇ．６　ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｅｎｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ

　　肠道是营养物质消化吸收的主要场所，肠道
黏膜皱襞高度、上皮细胞高度、微绒毛高度是评

价肠道组织形态变化的重要指标［２４］。黏膜皱襞

高度和微绒毛高度越高，肠道面积就越大，更利

于对营养物质的吸收。稻鱼共生组在微绒毛高

度上显著低于对照组，表明稻田环境不利于鲤肠

道对营养物质的吸收。可以考虑在下一步稻田

养殖过程中适当补充一些功能性饲料或者添加

剂，或许对提升鱼类的健康状况和养殖效益更为

有益。

在微生物多样性的分析研究中，常以

Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数、ＡＣＥ指数和 Ｃｈａｏ１
指数来反映样本 Ａｌｐｈａ多样性。Ｓｈａｎｎｏｎ指数越
高，多样性越丰富［２５］。稻田环境显著升高了肠道

内微生物Ｓｈａｎｎｏｎ指数，反映出稻田中的鲤肠道
菌群更加多样化。ＳＡＩＫＩＡ等［２６］研究报告提出，

稻田中鲤所食用的食物来源丰富，包括浮游植

物、附生植物（绿藻科、蓝藻科、硅藻科）和浮游动

物（枝角类、轮虫）。鱼类食物种类的增加会导致

肠道微生物群落的多样化［２７］。这可能是导致稻

田中的鲤肠道菌群种类显著高于对照组的一个

原因。此外，肠道微生物群落可辅助生物体吸收

营养物质。稻田中养殖的鲤肠道微绒毛较短，对

营养物质吸收能力降低。但肠道微生物群落多

样性提高可以弥补宿主对营养物质的代谢和吸

收，以保证营养需求，促进养殖对象的生长。本

试验采用 ＩｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎＨｉｓｅｑ测序技术，分析了在
门和属２个水平上的物种丰度差异变化。在门
水平上，稻鱼共生组的主要优势菌门为厚壁菌门

和变形菌门，该结果与聂志娟等［２８］对云南哈尼梯

田稻田鲤的肠道微生物菌群分析结果一致。此

外，稻田环境显著增高了鲤肠道疣微菌门和变形

菌门的丰度，二者主要出现在水和土壤环境

中［２９３０］。在水稻生长各阶段，根际微生物中都包
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含较多的变形菌门和疣微菌门［３１３２］，ＷＵ等［３３］的

研究报告显示草鱼肠道内容物中的细菌群落与

养殖水体和沉积物中的细菌群落最为相似。由

此推测稻鱼共生组的鲤因其生活在稻田中，变形

菌门和疣微菌门细菌可通过鲤拱泥摄食进入鱼

体肠道。ＣＡＨＩＬＬ［３４］的研究认为鱼类肠道中的微
生物部分来自其生活环境，本研究在稻鱼共生模

式下进一步证实了这个结论。本试验中稻鱼共

生组鲤梭杆菌门相对丰度显著降低，与石焱等［３５］

对水雍菜浮床养殖模式下黄颡鱼肠道菌群的分

析结果一致。在属水平上，鲸杆菌属是梭杆菌纲

下的肠道有益菌属，ＲＡＭ?ＲＥＺ等［３６］研究发现，在

缺氧水域条件下，鱼类肠道中鲸杆菌属丰度更

高，本研究中稻田环境显著降低了鲸杆菌属的丰

度，究其原因可能是稻田水体环境中溶氧更充

足。气单胞菌属［３７］、邻单胞菌属和拟杆菌属［３８］

包含许多条件致病菌，本试验中稻鱼共生模式显

著降低了此类条件致病菌属的丰度，推测由于水

稻根部通过吸收利用鱼类粪便，从而净化了稻田

鲤生长的水体环境，进而减少了条件致病菌的滋

生。稻鱼共生组相对丰度小于１％但能被检出的
菌属超过４０％，远高于对照组，非优势菌属的差
异也更加显著，这与微生物多样性结果一致，推

测这可能与稻田复杂的摄食环境和所施基肥有

关。

对ＫＥＧＧ通路结果进行分析，发现稻鱼共生
模式下，肠道细菌代谢活动十分活跃。有研究表

明细菌在消化道中的生存活动依赖于饮食和宿

主衍生的蛋白质及氨基酸，与此同时，肠道内菌

群代谢活动也可能影响宿主氨基酸稳态及健康

水平［３９］。肠道氨基酸代谢为肠黏膜细胞和肠腔

内微生物合成蛋白质、氨基酸、谷胱甘肽、多胺、

提供氮源和碳骨架，并在调节肠道内微生物多样

性方面发挥重要作用［４０］。稻田环境显著提高了

鲤肠道氨基酸代谢和其他氨基酸代谢通路的功

能基因丰度，这可能是由于稻田环境为鲤提供了

富含蛋白质及氨基酸的食物，为加快新陈代谢，

含氨基酸代谢功能基因最多的放线菌门（１３．
８７％）菌群增多，进而维持宿主氨基酸稳态与健
康。此外，ＫＥＧＧ注释结果分析发现在变形菌门
中含有最丰富的参与外源生物降解与代谢的功

能基因（５．４４％），功能基因预测结果与物种在门
水平的相对丰度结果一致。核苷酸代谢也是能

量代谢的一部分，苗新［４１］研究发现，饲料中添加

核苷酸能够改善大黄鱼消化道形态，提高小肠微

绒毛高度。稻田环境显著降低了鲤肠道核苷酸

代谢功能基因丰度，推测由于核苷酸代谢水平降

低，核苷酸合成受到抑制，从而缩短了肠道微绒

毛高度，与本试验中肠道显微结构部分的结果一

致。
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