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水体铜对鲤肠道菌群结构及免疫力的影响
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  摘 要:为了解水体重金属铜对鲤肠道菌群多样性、结构及免疫力的影响,以不同质量浓度的水体铜胁迫鲤

56d,对鲤肠道菌群α多样性、β多样性、基于属水平的群落组成结构及肠道免疫调控因子和紧密连接蛋白的基因

表达进行了分析.结果显示,0.14mg·L-1、0.28mg·L-1处理组与对照组相比,α多样性指数有显著性下降(P<
0.01),主成分分析(PCA)显示两处理组与对照组群落组成区分明显,优势菌群发生明显变化;同时,两处理组肠道

免疫调控因子Il-1β,IL-8,TNF-α及信号分子NF-κB 基因表达有显著增加(P<0.01),肠道紧密连接蛋白Clau-
din-3,Claudin-c及免疫调控因子IL-10、信号分子TOR基因表达有显著下降(P<0.01).结果表明:中、高质量浓

度水体铜胁迫显著降低了鲤肠道菌群的多样性,改变了结构组成,对鲤肠道上皮免疫屏障造成了损伤.
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鱼类肠道内定植着数量庞大的微生物菌群,它们影响着宿主的生长与健康,与宿主共同组成了“Suprao-
rganism”,其结构组成及活性的变化与环境因子、宿主协同发展,并与宿主基因组、营养、代谢和生活方式等

形成了复杂的互作关系[1],在维持肠道健康、促进肠道发育、抵抗病原入侵、调节机体能量吸收和脂肪代谢过

程中起到了关键作用[2-4].鱼类作为水生动物的重要组成部分,其肠道微生物除受到种类、遗传背景、生长发

育和性别等因素影响外,与鱼体生活的水体环境亦密切相关,与陆生脊椎动物相比,更易受到食物供给、环境

变化(如温度、盐度、金属离子)等的影响[5-6].
在众多重金属污染环境因子中,铜作为矿物营养素、除藻剂或病原抑制药物被广泛应用于水产养殖领

域[7-9],当其以自由金属离子形式达到一定质量浓度时就会对水产养殖动物的发育、生长、繁殖、免疫功能及

营养代谢造成影响[10-11].但目前关于水体铜对水产动物肠道微生态的影响还不很清楚.本实验通过将鲤暴露

于不同质量浓度的水体铜中,利用高通量测序及分子生物学技术进行分析,初步阐明了铜对鲤肠道菌群及免

疫相关基因表达的影响,为更好的研究水体铜的毒副作用机制提供了一定参考.

1 材料与方法

1.1 实验动物及养殖条件

实验用鲤购自河南师范大学水产养殖基地,选取360尾规格整齐,体质健壮,初始体重为(10.10±0.01)

g(mean±SD,n=30)的鲤,随机分配到12个养殖箱(养殖水体体积恒定为60L)中,养殖用水为地下水,

Cu2+含量为0.10μg·L-1,水温(25±1)℃,pH7.0~8.0,氨氮质量浓度<0.01mg·L-1,DO质量浓度

>5mg·L-1.暂养期间投喂商品鲤鱼饲料(购自河南康达尔农牧有限公司),暂养时间为14d.
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1.2 半致死质量浓度(LC50)测定[12]

用无水硫酸铜配制1mg·mL-1Cu2+母液,根据预实验0%与100%鲤致死质量浓度范围,按照等比数

列设计不同的质量浓度组,分别记录每组鲤在0h、3h、6h、9h、12h、24h、36h、72h、84h、96h的死亡率.根
据各时间点的死亡率,利用Bliss-Finney法[12]计算得出96h半致死质量浓度LC50=1.42mg·L-1.
1.3 实验设计

实验共分4组,包括对照组(0.00mg·L-1组,0%·96hLC50)、低质量浓度处理组(0.07mg·L-1,5%
·96hLC50)、中质量浓度处理组(0.14mg·L-1,10%·96hLC50)、高质量浓度处理组(0.28mg·L-1,

20%·96hLC50),每个处理设3个平行,每平行30尾鱼.每天饲喂3次(9:00、13:00和17:00),投饲率按照

体质量3%进行投喂,每日换水,同时保持各处理组水体中Cu2+的质量浓度恒定,饲喂周期56d.
1.4 肠道微生物群落结构分析

养殖结束后采集样品,取样前禁食24h,以 MS-222(100mg·L-1)麻醉,每箱随机取3尾鱼,无菌条件

下取中肠,纵向剪开肠道,刮取肠道内容物,于-80℃冻存备用.采用TIANampGenomicDNAKit试剂盒

(购自天根生化科技有限公司)提取肠道总DNA,送公司进行IlluminaHiseqTM2500高通量测序.基于有效

数据进行OTU(OperationalTaxonomicUnits)聚类和物种注释,根据结果进行丰度、α多样性、β多样性和

PCA等分析.
1.5 Real-timePCR检测肠道免疫相关基因mRNA表达

取肠道组织,总RNA提取依据RNAiso试剂盒进行(Takara,大连),利用NanoDrop2000和1%的琼

脂糖凝胶电泳对RNA分别进行质量浓度与质量检测,检测合格后使用Prime-ScriptTMRTreagentKit试

剂盒(Takara,大连)对RNA立即进行反转录,以β-actin作为内参基因,采用RT-PCR方法,测定鲤肠道中

白细胞介素1β(interleukin1β,IL-1β)、白细胞介素10(interleukin10,IL-10)、白细胞介素8(interleukin8,

IL-8),肿瘤坏死因子α(tumornecrosisfactorα,TNF-α),细胞内核因子κB(intracellularnuclearfactorκB,

NF-κB)、雷帕霉素受体(TOR)及肠道紧密连接蛋白Claudin-3,Clauding-c的 mRNA表达水平,引物序列

及相关信息见表1.每个样品设3个重复,荧光定量PCR体系为10μL,40个循环,反应结束后对扩增产物进

行溶解曲线分析,以确保特异性扩增,结果依据2-ΔΔCt方法计算分析.
表1 本研究荧光定量PCR引物

引物primer 序列(5’-3’)sequence(5’-3’) 退火温度/℃

IL-1βF 5’-AGAGTTTGGTGAAGAAGAGG-3’ 57.1

IL-1βR 5’-TTATTGTGGTTACGCTGGA-3’

IL-10F 5’’AATCCCTTTGATTTTGCC-3’ 61.4

IL-10R 5’-GTGCCTTATCCTACAGTATGTG-3’

IL-8F 5’-ATGAGTCTTAGAGGTCTGGGT-3’ 60.3

IL-8R 5’-ACAGTGAGGGCTAGGAGGG-3’

TNF-αF 5’-CGCTGCTGTCTGCTTCAC-3’ 58.4

TNF-αR 5’-CCTGGTCCTGGTTCACTC-3’

NF-κBp65F 5’-GAAGAAGGATGTGGGAGATG-3’ 62.3

NF-κBp65R 5’-TGTTGTCGTAGATGGGCTGAG-3’

TORF 5’-TCCCACTTTCCACCAACT-3’ 61.4

TORR 5’-ACACCTCCACCTTCTCCA-3’

Claudin3F 5’-GAGGGAATCTGGATGAGC-3’ 57.0

Claudin3R 5’-ATGGCAATGATGGTGAGA-3’

ClaudincF 5’-GAGGGAATCTGGATGAGC-3’ 59.4

ClaudincR 5’-CTGTTATGAAAGCGGCAC-3’

β-actinF 5’-GGCTGTGCTGTCCCTGTA-3’ 61.4

β-actinF 5’-GGGCATAACCCTCGTAGAT-3’
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1.6 数据统计

所有实验数据均以均值±标准误(Mean±SD)表示.数据采用SPSS16.0软件,以One-wayANOVA及

Duncan法进行多重比较统计分析及显著性检验.若P<0.05,表示差异显著,P<0.01,表示差异极显著.

2 结果与分析

2.1 铜胁迫对鲤肠道菌群多样性影响分析

2.1.1 铜胁迫对鲤肠道菌群Alpha多样性影响

由图1显示,0.14mg·L-1处理组、0.28mg·L-1处理组与对照组相比香农指数(图1a)、可观察物种指

数(图1b)有显著下降(P<0.05),0.07mg·L-1处理组与对照组相比无显著性差异(P>0.05).

2.1.2 铜胁迫对鲤肠道菌群主

成分分析(PCA)
进 一 步 以 主 成 分 分 析

(PCA)来评估不同质量浓度水

体铜对鲤肠道菌群整体结构β
多样性的影响,以两个权重最高

的主 成 分 PC1(23.51%)、PC2
(13.27%)作图,样本发生较明显

的区分(图2),每组样本均聚成

各自独立的区域,中高质量浓度

处理组肠道群落组成与对照组

明显分开,低质量浓度处理组与

对照组组成区分不显著.
2.2 铜胁迫对鲤肠道优势菌群

结构影响分析

表2显示了不同质量浓度

水体铜胁迫鲤56d后,肠道菌群在属水平下前10位的变化.由表可以看出,与对照组相比,低质量浓度处理

组鲤肠道优势菌群为鲸杆菌属(Cetobacterium)(P<0.05),中质量浓度处理组的优势菌群为鲸杆菌属(Ce-
tobacterium)、Luteolibacter属、Shinella 属、黄杆菌属(Flavobacterium)(P <0.05),高质量浓度处理组除

以上菌属外,纤维弧菌属(Cellvibrio)、副球菌属(Paracoccus)、假单胞菌属(Pseudomonas)、CandidatusXi-
phinematobacter属也有显著性差异(P<0.05).中、高质量浓度处理组盐单胞菌属(Halomonas)显著低于对
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照组(P<0.05).
表2 水体铜胁迫对鲤肠道菌群优势属结构的影响

属Genus
相对丰度比例/%

对照组control 0.07mg·L-1组 0.14mg·L-1组 0.28mg·L-1组

鲸杆菌属Cetobacterium 1.33±0.28c 23.68±10.81a 5.74±0.46b 14.51±3.38b

盐单胞菌属 Halomonas 13.59±5.62a 8.84±2.58a 1.63±0.56b 2.30±0.89b

纤维弧菌属Cellvibrio 0.85±0.09b 1.52±0.13b 0.66±0.14b 8.17±1.20a

Luteolibacter 0.11±0.02b 0.07±0.03b 4.70±2.65a 3.87±0.78a

副球菌属Paracoccus 1.01±0.05b 0.46±0.15b 0.72±0.02b 6.95±0.76a

Shinella 0.36±0.03c 0.23±0.10c 2.73±0.22b 6.49±0.65a

假单胞菌属Pseudomonas 1.19±0.21b 1.03±0.34b 0.52±0.04b 6.11±0.51a

希瓦氏菌属Shewanella 5.46±1.20 3.41±0.65 2.25±1.82 3.36±0.18

CandidatusXiphinematobacter 0.12±0.01b 0.10±0.01b 0.10±0.04b 3.89±0.84a

黄杆菌属Flavobacterium 0.07±0.01b 0.51±0.21b 1.22±0.65a 0.14±0.06b

其它others 75.88±4.34a 60.10±9.20ab 75.03±3.66a 44.19±6.57b

     注:同行不同字母表示差异显著(P<0.05).

2.3 铜胁迫对鲤肠道免疫调控因子及相关信号分子mRNA表达水平的影响

与对照组相比,0.14mg·L-1处理组、0.28mg·L-1处理组IL-1β,IL-8,TNF-α,NF-κB 基因表达有显

著增加(P<0.01),TOR,IL-10基因表达有显著下降(P<0.01).但0.07mg·L-1处理组各免疫基因表达与

对照组相比均无显著性差异(P>0.05)(图3).
2.4 铜胁迫对鲤肠道紧密连接蛋白基因表达的影响

如图4,0.07mg·L-1、0.14mg·L-1、0.28mg·L-1处理组与对照组相比,Claudin-3基因表达均有极

显著下降(P<0.01),Claudin-c基因表达除0.28mg·L-1处理组与对照组相比有显著性差异外,其余各组

无显著性差异.

3 讨 论

3.1 水体铜胁迫对鲤肠道菌群的影响

肠道菌群作为机体的“第二器官”近年来已受到广泛关注,其丰度及结构组成的改变将影响到机体的营

养代谢和免疫机能.本研究结果显示,在中、高质量浓度水体铜离子胁迫条件下,鲤肠道菌群多样性指数

(shannon指数、observedspeices指数)与对照组相比均出现了显著性下降.PCA结果同样显示,中、高质量

浓度处理组肠道菌群与对照组存在显著性差异.这些结果表明,在较高质量浓度的水体铜处理条件下,鲤肠

道菌群的多样性明显降低.涂宗财等以重金属铜对异育银鲫进行胁迫,发现肠道微生物多样性显著降低[13].
Song等以不同形式的铜离子对异育银鲫进行胁迫后,其肠道好氧菌多样性显著性降低,这与本研究结果一

致,但鳃和皮肤组织表面无显著性变化[14].分析原因,可能与铜在胃肠道的抗微生物作用有关.铜离子可以通

过静电吸附作用与细胞浆膜蛋白结合,进而通过细胞膜通道的开闭进入细胞,同时与分子氧作用产生过氧化

氢自由基,从而致毒.高剂量的铜可破坏细菌的细胞壁,抑制细菌呼吸代谢,进而抑制肠道微生物的生长.
在对肠道菌群结构影响方面,本研究发现不同质量浓度的水体铜胁迫对鲤肠道菌群在属水平上均有不

同程度的影响,其中高质量浓度影响最为显著,鲸杆菌属(Cetobacterium)、纤维弧菌属(Cellvibrio)、副球菌

属(Paracoccus)、假单胞菌属(Pseudomonas)、黄杆菌属(Flavobacterium)等致病菌属与对照组相比均有显

著增加.李东亮在对草鱼的研究中发现,随着草鱼肾致病菌感染量的增加,鲸杆菌属(Cetobacterium)的丰度

显著升高20%.涂宗财等研究表明,水体铜胁迫异育银鲫后,肠道中气单胞菌属(Aeromonas)、弧菌属(Vibri-
o)、爱德华菌属(Edwardsiella)的数量均明显上升[13].在对环境诱因引起的死亡仿刺参肠道菌群进行分析,
发现副球菌属(Paracoccus)、弧菌属(Vibrio)、黄杆菌属(Flavobacterium)为优势菌群[15].以纳米铜或纳米银
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对斑马鱼进行胁迫,其肠道微生物群落

结构发生了明显变化,特别是益生菌类

群被显著抑制 [16].这些研究结果均与

本研究结果一致,说明在水体铜胁迫这

种外界环境因子的作用下,鲤机体健康

状态发生了变化,肠道菌群结构出现明

显改变,致病菌数量上升而有益菌数量

下降,肠道内环境生物屏障被破坏,其
抵抗外界病原菌入侵的能力也随着铜

离子质量浓度的上升而逐渐减弱.但也

有研究显示,饲料中添加一定剂量的

铜,对断奶仔猪肠道中的条件致病菌

(大肠杆菌、沙门氏菌)及益生菌(双歧

杆菌、乳 酸 杆 菌)数 量 均 无 显 著 影

响[17],这可能与铜胁迫的形式及吸收途径有关.关于铜对细菌生长的抑制作用是否具有选择性,有待进一步

研究.
3.2 水体铜胁迫对鲤肠道免疫调控因子、通路及紧密连接蛋白的影响

肠上皮是机体吸收外源性营养物质和抵抗病

原菌入侵的一道关键屏障.其中由各种免疫调控

因子及其相关通路构成的肠免疫屏障极为重要.
Wang等以0.7mg·L-1铜对草鱼幼鱼进行胁迫,
结果显示鳃组织IL-1β,IL-8,TNF-α 等促炎因

子及NF-κB调控通路信号分子的 mRNA表达水

平增加,Zhang等[18]以氯化汞对斑马鱼胚胎进行

胁迫,同样发现可诱导IL-1β,IL-8,TNF-α 等促

炎因子表达量增加,而Occludin,ZO-1,Claudin-
b,Claudin-3,Claudin-12 等 紧 密 连 接 蛋 白 及

TOR,IL-10的mRNA表达水平下降[19],这与本

研究在肠道的研究结果保持一致.IL-1β,IL-8,

TNF-α等促炎反应因子可由巨噬细胞、单核细胞

或者成纤维细胞等产生,对炎症发生过程中刺激

免疫细胞介导免疫应答作用非常重要,在铜长期

暴露下,其表达量的升高意味着促发了肠道上皮的机体免疫防御.肠上皮细胞紧密连接是肠黏膜屏障的重要

组成部分,其中肠道紧密连接蛋白在维持肠上皮屏障完整性方面起到非常重要的作用,一旦受损,肠上皮细

胞间通透性就会增加,细菌、内毒素和大分子物质就可以通过屏障进入体循环.同时,紧密连接蛋白的表达与

炎症因子及其调控信号通路紧密关联.有研究证实,细胞因子TNF-α,IFN-γ 水平的升高可下调ZO-1等的

表达,导致肠黏膜屏障功能障碍[20].本研究中,随着水体铜胁迫质量浓度的增加,维持肠上皮完整性的紧密

连接蛋白mRNA表达水平出现了显著下降,表明鲤肠上皮黏膜屏障在高铜的暴露下受到了损伤,肠道抵御

外来病原菌入侵的能力降低,鲤的免疫功能受到了破坏,导致炎症发生.
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Effectofwaterborncopperontheintestinalmicrobiotaand
immunityofcommoncarp(CyprinuscarpioL)

MengXiaolin1,ZhuZhengxiang1,LiShuai1,HuWenpan1,Minghong2,NieGuoxing1

(1.CollegeofFisheries,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;

2.SyntheticBiologyMedicineInstitute;CollegeofLifeSciencesandTechnology,XinxiangMedicalUniversity,Xinxiang453003,China)

  Abstract:Inordertoclarifytheeffectofwaterborncopperontheintestinalmicrobiotaandimmunityofcommoncarp,
diversityindexesanalysisandabundancechangesofthemicrobiotabasedongenuslevelwerecarriedout.Also,mRNAexpres-
sionlevelanalysisabouttheimmunityfactorsandtightjunctionproteininthegutweredone.TheresultshowedthattheShan-
nonindexandobservedspeciesweresignificantlydecreasedin0.14mg·L-1,0.28mg·L-1treatmentgroup.Thecomposition
ofthemicrobiotainthesetwogroupswerealsoobservedobviouslydifferentwiththecontrolor0.07mg·L-1treatmentgroup
accordingtoPCAanalysis.Moreover,themajorabundanceofthemicrofloraatthegenuslevelwerechangedinthetwotreat-
mentsfollowingCuexposure.ThemRNAexpressionlevelabouttheproinflammatorycytokines(Ilr-1β,IL-8,TNF-α)and
signalmolecularofregulationpathway(NF-κB)weredetectedsignificantlyup-regulatedin0.14mg·L-1,0.28mg·L-1

treatmentgroup.However,tightconnectionprotein(Claudin-3、Claudin-c)andantiflammatorycytokines(IL-10),signalmo-
lecular(TOR)werefounddown-regulatedconversely.Inconclusion:waterbornecopperexposuresignificantlydecreasedthe
microfloradiversityandchangedthecommunitystructureoftheintestinalmicrobiotaofcommoncarp,accompaniedwithse-
verelyimmunitydamage.
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