
第50卷 第5期

2022年9月

河南师范大学学报(自然科学版)
JournalofHenanNormalUniversity(NaturalScienceEdition)

 Vol.50 No.5
 Sep.2022

  文章编号:1000-2367(2022)05-0124-07 DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2022.05.017

基于宏基因组学研究怀地黄对鲤鱼肠道
微生物群落组成的影响

常绪路,康美如,冯军厂,张建新

(河南师范大学 水产学院;河南省水产动物养殖工程技术研究中心,河南 新乡453007)

摘 要:鲤鱼(CyprinuscarpioL.)是我国淡水养殖鱼类的主要品种之一,其养殖过程中病害给养殖业带来重

大经济损失.已有研究表明怀地黄(Rehmanniaglutinosa,RG)作为饲料添加剂,具有提高鲤鱼免疫力和抵抗病害的

功能,但机制尚不明确.利用宏基因组技术研究饲料中添加4%(质量分数)怀地黄对鲤肠道微生物群落组成的影响.

结果表明梭杆菌门(Fusobacteria),变形杆菌门(Proteobacteria),拟杆菌门(Bacteroidetes),广古菌门(Euryarchae-

ota),奇古菌门(Thaumarchaeota),短尾噬菌体(Siphoviridae),肌尾噬菌体(Myoviridae),长尾噬菌体(Podoviri-

dae),子囊菌门(Ascomycota)和担子菌门(Basidiomycota)是鲤肠道主要微生物类群.怀地黄可以增加鲤鱼肠道中益

生菌、短链脂肪酸产生菌和产甲烷古菌的丰度,同时降低一些鱼类病毒的丰度.研究结果表明,饲料中添加怀地黄可

以改善鲤鱼肠道微生物组成,提高有益菌的丰度而降低有害微生物的含量.研究结果为解析怀地黄增强鲤鱼免疫力

的机制奠定了基础.
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水产品养殖规模的扩大以及集约化养殖的出现,带来经济效益的同时也导致了水产动物各种疾病的发

生[1].大量化学类药物和抗生素的使用对水产动物病害防治起到了一定作用,但也产生了一系列的其他问

题,例如药物残留、耐药性产生、环境污染等[2].为实现绿色无公害水产养殖生产,维持水产养殖业健康可持

续发展,寻找抗生素替代品是一个重要途径.中草药作为一种天然药物添加剂,具有绿色环保、无抗药性等特

点,已逐渐成为替代抗生素、其他化学合成药物的新一代添加剂[3].
中草药含有多种有效成分,例如生物碱、多糖类、有机酸、色素、糖蛋白和氨基酸等.已有研究表明中草药

可以促进养殖动物生长、增强机体免疫力和抗菌能力[4-7].目前已有多种中草药做为饲料添加剂应用于水产

动物养殖中,并取得较好效果[5-6].其中,地黄作为一种传统中草药,含有地黄多糖和环烯醚萜苷等多种活性

物质,并具有抗炎、抗疲劳、抗肿瘤、降血糖和免疫调节等多种生理活性[8].在鲤鱼基础饲料中添加质量分数

为4%怀地黄粉可以调节鲤鱼免疫相关基因表达,增强鲤鱼免疫力,提高鲤鱼生长性能[9].本团队前期研究发

现鲤鱼基础饲料中添加怀地黄多糖可以增强鲤鱼非特异性免疫力和抗氧化活性,提高鲤鱼对病原菌的抵抗

力[6].因此,怀地黄可作为鲤鱼免疫增强剂的理想原料.怀地黄作为鲤鱼免疫增强剂经口服进入体内,不可避

免地与鲤鱼肠道接触,其是否会对鲤鱼肠道微生态产生影响,目前未见报道.因此本研究以鲤鱼和怀地黄为

材料,针对鲤鱼肠道微生物组进行剖析,利用宏基因组技术研究怀地黄对鲤肠道微生物群落结构的影响,为
解析怀地黄免疫增强剂的调控机理,指导怀地黄添加剂在鲤鱼养殖实际应用提供科学依据.
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1 材料与方法

1.1 实验鱼与饲养管理

从河南省新乡市原阳水产养殖场购买个体均匀、外观无疾病症状的鲤鱼,置于河南师范大学水产养殖基

地鱼塘中暂养2周.饥饿处理24h后,挑选规格整齐的180尾鲤鱼((31.42±0.83)g)随机分为2组,分别饲

喂以下两种饲料:对照组(0%(质量分数)怀地黄+基础饲料),实验组(4%(质量分数)熟怀地黄粉+基础饲

料),每组设3个重复,每个重复30尾鱼.其中基础饲料购置于河南通威饲料公司,配方和营养水平见附表Ⅰ.
饲养实验在河南师范大学水产养殖基地循环养殖系统中完成,每天投喂2次,投喂时间分别是8:00和

18:00.投喂方法采用饱食投喂并根据鲤鱼食情况加以调整.养殖期间,水温控制在26.0~28.0°C,溶氧不低

于6.5mg/L,pH7.1~7.4.实验持续80d.
1.2 基因组DNA提取和测序

饲喂周期结束后分别从对照组和实验组的每个水槽中随机抽取3尾鲤鱼,用70%(体积分数)乙醇进行

体表消毒,再用灭菌生理盐水冲洗数遍,无菌条件下将肠道取出,收集得到的肠道内容物用DNA提取试剂

盒(Mobio,美国)提取总DNA.利用超微量分光光度计(NanoDrop,美国)测定DNA质量.宏基因组测序由上

海美吉生物医药科技有限公司利用高通量测序仪HiSeq4000System(Illumina,美国)完成.
1.3 生物信息学分析

先对下机原始数据进行质量控制,通过拆分、剪切以及去除污染序列等方法得到优化处理后的序列.优
化序列利用SOAPdenovo(http://soap.genomics.org.cn,Version1.06)进行组装.随后利用CD-HIT(ht-
tp://www.bioinformatics.org/cd-hit/)构建非冗余基因目录.接着使用MetaGene(http://metagene.cb.k.u-
tokyo.ac.jp/)基因预测软件从组装结果中预测开放阅读框架(ORFs)[10].将预测基因与 NCBI(https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/)的非冗余数据库(NR)进行比对,进行物种注释及分类.
1.4 数据分析

本实验所有的数据分析使用SPSSstatistics22(IBM,Armonk,NY,USA)软件,用平均值±标准误

(Mean±SE)表示.各组之间的差异分析使用单因素方差分析(One-wayANOVA),影响显著时再进行Dun-
can多重比较.利用R软件包中的Kruskal-Wallis分析确定两组微生物种群是否存在显著性差异.P<0.05
表示差异显著.

2 结果与分析

2.1 测序数据分析

根据各个样品引物标签序列识别各自的双末端序列,经过双末端拼接、去除引物、质量控制和去除嵌合

体序列后,共产生了约2.83×109Gb的原始数据.采用SOAPdenovo软件对下机数据进行组装,通过双末端

序列组装,6个样品共获得6733347条contigs,其中每个样品得到的contigs数量范围从1091219到

1150464条不等(附表Ⅱ).使用 MetaGene共鉴定得到3030851个开放阅读框架(ORFs).
2.2 鲤鱼肠道细菌、古菌、病毒和真菌的组成

将基因预测结果与NR数据库进行Blastp比对,得到对应的物种注释信息.结果显示,鲤鱼肠道微生物

主要包括细菌、古菌、真核微生物和病毒等.其中,细菌与真菌含量较多,而古菌与病毒丰度较低(附图Ⅰ).
根据测序数据,在两组鲤鱼肠道中共检测到74个细菌门.对照组鲤鱼肠道细菌主要由梭杆菌门Fuso-

bacteria(65.43%),变形杆菌门Proteobacteria(23.80%),拟杆菌门Bacteroidetes(5.87%)和厚壁菌门Firmi-
cutes(2.32%)组成.在饲喂怀地黄鲤鱼肠道中,梭杆菌门Fusobacteria(42.79%),变形杆菌门Proteobacteria
(28.93%)、拟杆菌门Bacteroidetes(12.24%)和疣微菌门Verrucomicrobia(7.94%)是主要类群(图1(a)).在
鲤鱼肠道中共检测到7个古细菌门(图1(b)),分别属于广古菌门Euryarchaeota(70.59%)、奇古菌门Thau-
marchaeota(24.12%)、深古菌门Candidatus_Bathyarchaeota(1.65%)、泉古菌门Crenarchaeota(1.10%)、微
古菌门Candidatus_Micrarchaeota(1.05%)、洛基古菌门Candidatus_Lokiarchaeota(0.16%)和雷神古菌门
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Candidatus_Thorarchaeota(0.14%).在鲤鱼的肠道中检测得到19个病毒科.对照组和怀地黄组中病毒群落

组成存在差异(图1(c)).在饲喂怀地黄组中,丰度较高的病毒类群包括长尾噬菌体Siphoviridae(57.14%),
肌尾噬菌体Myoviridae(25.45%)和短尾噬菌体Podoviridae(3.70%).而对照组的优势病毒类群为短尾噬

菌体Podoviridae(71.55%),肌尾噬菌体Myoviridae(8.45%)和长尾噬菌体Siphoviridae(5.29%).本研究

结果显示饲喂怀地黄组和对照组鲤鱼肠道中主要真菌类群列均为子囊菌门Ascomycota(50.62%,71.56%)
和担子菌门Basidiomycota(21.56%,12.72%)(图1(d)).

2.3 怀地黄对鲤鱼肠道细菌、古菌、病毒和真菌组成的影响

测序结果表明饲料中添加怀地黄显著提高了鲤鱼肠道中疣微菌门Verrucomicrobia(P=0.00039),浮
霉菌门Planctomycete(P=0.01931)和放线菌门Actinobacteria细菌的丰度(P=0.04908).此外,测序结果

显示饲喂怀地黄后鲤鱼肠道中益生菌,例如阿克曼菌Akkermansia,红假单胞菌Rhodopseudomonas,外硫

红螺菌Ectothiorhodospira,红酵母Rhodotorula 和酿酒酵母Saccharomyces的丰度显著增加(P<0.05)
(附表Ⅲ).另外,饲喂怀地黄的鲤鱼肠道中短链脂肪酸产生菌,如粪便杆菌属Faecalibacterium,拟杆菌属

Bacteroides和梭状杆菌属Clostridium 的丰度有所增加,但与对照组相比差异不显著(P>0.05)(附表Ⅲ).
两组鲤鱼肠道中古菌群落组成存在一定差异.测序结果显示广古菌门(Euryarchaeota),深古菌门(Can-

didatus_Bathyarchaeota)和微古菌门(Candidatus_Micrarchaeota)在饲喂怀地黄组鲤鱼肠道中的相对丰度显

著高于对照组鲤鱼(P<0.05)(图2).同时发现,鲤鱼肠道中的优势古菌类群为产甲烷菌(48.15%),主要包括

甲烷细菌(Methanobacteria),甲烷球菌(Methanococci)和甲烷微菌(Methanomicrobia)等.研究发现,饲喂怀

地黄组鲤鱼肠道中甲烷细菌(Methanobacteria)的相对丰度显著高于对照组(P<0.05).另外怀地黄组鲤鱼

肠道中甲烷球菌(Methanococci)和甲烷微菌(Methanomicrobia)的相对丰度也比对照组高,但没有表现出显
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著差异(P>0.05)(附表Ⅲ).通过对宏基因组测序数据中病毒序列分析发现,对照组鲤鱼肠道中短尾噬菌体

(Podoviridae)的相对丰度显著高于怀地黄组(P<0.05)(附表Ⅲ).

上述结果表明,饲料中添

加怀地黄改变了鲤鱼肠道细

菌、古菌、病毒和真核微生物

群 落 的 组 成.主 坐 标 分 析

(PCoA)结果同样显示出对照

组和饲喂怀地黄组鲤鱼肠道

微生物群落组成之间存在明

显差异(图3).同样,属水平的

系统聚类热图分析表明,两个

组之间微生物群落结构存在

明显差异(附图Ⅱ).

3 讨 论

疾病是水产养殖业健康
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发展的主要制约因素.为防治病害,大量的化学药品和抗生素被长期、过量使用,这虽然对水产动物病害防治

起到了一定作用,但也产生了不容忽视的毒副作用.中草药作为一种天然的、无抗药性的新兴“绿色添加剂”,
受到国内外饲料行业生产者和研究者的广泛重视,已逐渐成为替代抗生素、其他化学合成药物和激素的新一

代饲料添加剂.研究表明,中草药具有促进生长、提高免疫力、增强食欲和抗应激的作用[10-11].但是,关于中草

药对水产养殖动物肠道微生物影响的研究较少.已有研究表明,怀地黄作为饲料添加剂可以促进鲤鱼的生长

并增强其免疫能力,这说明了怀地黄可能是鲤鱼养殖过程中的具有应用前景的饲料添加剂[10].本研究利用

宏基因组学方法揭示怀地黄对鲤鱼肠道菌群组成的影响.
宏基因组测序数据表明鲤鱼肠道微生物由细菌、古菌、真核微生物和病毒等组成.数据分析结果显示鲤

鱼肠道中细菌和真核微生物占主导地位,而古菌和病毒仅占很小部分.与其他鱼类的研究结果相似[12],本研

究发现鲤鱼肠道中优势细菌包括梭杆菌门、变形杆菌门、拟杆菌门.进一步分析发现鲤鱼肠道中梭杆菌门的

丰度最高.已有研究表明,梭杆菌门是草鱼(Ctenopharyngodonidella)[13]等其他鱼类肠道中的优势细菌.本
研究发现怀地黄可以显著提高鲤鱼肠道中疣微菌门的丰度.研究证实疣微菌门广泛地定植于肠道黏液层,其
代表性菌株Akkermansiamuciniphila 对宿主的营养代谢、疾病抵抗和机体免疫等方面发挥着重要作用[14].
由以上可以推断饲料中添加怀地黄制剂可对宿主产生有益效果.研究发现红假单胞菌(Rhodopseudo-
monas),外硫红螺菌(Ectothiorhodospira),酿酒酵母(Saccharomyces)和红酵母(Rhodotorula)等细菌和酵

母菌是水产养殖中广泛使用的益生菌[15].本研究发现饲喂怀地黄的鲤鱼肠道中,这些益生菌的相对丰度显

著高于对照组,这表明饲料中添加怀地黄可以增加鲤鱼肠道中益生菌的丰度,这将有利于增强鲤鱼免疫力,
提高鲤鱼对疾病的抵抗能力.

短链脂肪酸(SCFA)是肠道细菌发酵膳食纤维需产生的代谢产物,主要包括丁酸、丙酸和乙酸等.研究证

实SCFA在能源提供、改善肠屏障功能、抗炎以及保护宿主免受病原菌入侵等方面起着重要作用[16].本研究

发现饲喂怀地黄组鲤鱼肠道中一些SCFA产生细菌(费氏杆菌(Faecalibacterium),拟杆菌(Bacteroides)和

梭状芽孢杆菌(Clostridium))的丰度显著高于对照组.其中费氏杆菌(Faecalibacterium)代谢产生丁酸盐可

以调节肠道激素的分泌,抑制促炎细胞因子的产生和控制有害细菌的生长,从而利于宿主健康.推测饲喂怀

地黄可以增加鲤鱼肠道中短链脂肪酸产生菌的丰度,提高肠道中SCFAs的含量,从而利于改善肠道健康状

况,增强鲤鱼对疾病的抵抗能力.
关于肠道古菌的研究受到人们广泛关注.研究表明古菌和其它微生物共生于肠道,在宿主的健康方面发

挥着重要作用[17].本研究发现古菌在鲤鱼肠道微生物组中占比较少,产甲烷古菌是鲤鱼肠道中丰度最高的

一类古菌.产甲烷古菌能够将氢还原为甲烷,从而促进多糖发酵细菌的生长,提高饮食的能量利用率.因此推

测,怀地黄作为饲料添加剂通过提高鲤鱼肠道内产甲烷古菌的丰度而提高其营养与能量的利用能力,从而有

益于鲤鱼生长.
目前,关于鲤鱼肠道病毒群落的研究未见报道.本研究发现怀地黄组鲤鱼肠道中长尾噬菌体科和肌尾噬

菌体的相对丰度显著高于对照组,这其中的原因有待进一步研究.值得注意的是,一些感染鱼类的病毒(例如

ε逆转录病毒Epsilonretrovirus)仅在对照组鲤鱼肠道中检测到,而在怀地黄组鲤鱼肠道内未发现该病毒的

存在.由以上结果推断怀地黄可能具有抗病毒的能力,从而增强鲤鱼对疾病的抵抗能力.
综上所述,本研究发现饲料中添加4%(质量分数)怀地黄可以显著改变鲤鱼肠道细菌、古菌、病毒和真

菌的组成,提高有益微生物的丰度而降低有害微生物的丰度.

  附 录

附表、附图见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2022.05.017).
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MetagenomicinsightsintotheeffectsofdietaryRehmanniaglutinosaontheintestinal
microbialcompositionofcommoncarp

ChangXulu,KangMeiru,FengJunchang,ZhangJianxin

(CollegeofFisheries;EngineeringTechnologyResearchCenterofHenanProvinceforAquaticAnimalCultivation,

HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

  Abstract:Thecommoncarp(CyprinuscarpioL.)isthemostwidelyfarmedfreshwaterfishinChina.However,thein-
tensiverearingofthisfishhasgeneratedapotentialenvironmentalstress,whichleadstoahighsusceptibilityofthefishtovari-
ousdiseaseagents.Therefore,variousinfectiousdiseaseseruptandleadtohugeeconomiclossesinaquaculture.Previousstud-
ieshaveindicatedthatdietarysupplementationwithRehmanniaglutinosa(RG)preparationshasthepotentialtopromote

growthperformance,regulateimmuneresponseandpreventpathogenicinfectionincommoncarp.Inthisstudy,metagenomics
approachwasusedtoinvestigatetheeffectsof4%RGonthemicrobialcommunitycompositioninthegutofcommoncarp.The
dominatedmicroorganismsinthegutofcommoncarpwereFusobacteria,Proteobacteria,Bacteroidetes,Euryarchaeota,Thau-
marchaeota,Siphoviridae,Myoviridae,Podoviridae,AscomycotaandBasidiomycota.Comparedwiththecommoncarpfed
acontroldiet,thecommoncarpfedanRG-supplementeddietcontainedahighercontentofprobiotics,short-chainfattyacid
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(SCFA)-producingbacteriaandmethanogenicarchaea,butcontainedalowercontentoffishviruses.Theresultsofthestudy
showedthatdietwithRGcouldimproveintestinalmicrobesofcommoncarp,therebypromotingthehealthofcommoncarp.
TheresultsofthisstudylaythefoundationforthereleaseofthemechanismofRGimprovetheimmunityofcommoncarp.

Keywords:Rehmanniaglutinosa;commoncarp;intestinalmicroorganisms;metagenomic
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Diagnosisofecologicalsecurityofcultivatedlandin
HenanProvincebasedonPSRmodel

DengTunan1,LuChunyang2,3

(1.FacultyofInnovationandDesign,CityUniversityofMacau,Macao999078,China;2.SchoolofSurveyingand

UrbanSpatialInformation,HenanUniversityofUrbanConstruction,Pingdingshan467036,China;

3.FacultyofGeomatics,EastChinaInstituteofTechnology,Nanchang330013,China)

  Abstract:Cultivatedlandsecurityisamajorissuerelatedtoregionalandnationalfoodsecurity,economicdevelopment
andsocialstability.ThispaperusestheanalytichierarchyprocessandthePSR(pressure-state-response)modeltoconstructa
cultivatedlandecologicalsecurityevaluationindexsystem,andcomprehensivelyanalyzesthecultivatedlandsecurityandre-

gionaldifferencesinHenanProvincefrom2008to2018.Theresultsshowedthatduringthestudyperiod,theecologicalsecuri-
tyofcultivatedlandinHenanProvincewasgenerallypoor,andthecultivatedlandresourcesof10prefecture-levelcitieswere
stillinacriticallysafestate.Atthesametime,theindexweightvaluereflectsthatthenaturalpopulationgrowthrate,urbani-
zationrateandcultivatedlandreclamationratearethemainfactorsofthecomprehensivesecurityindexofcultivatedland.In
thefuture,itisnecessarytoimplementdifferentiatedcultivatedlandprotectionpolicies,combiningwithcultivatedlandrota-
tionandcultivatedlandpilots,andexploretheestablishmentofascientificandeffectivecultivatedlandecologicalprotection
compensationmechanism.

Keywords:cultivatedland;ecologicalsecurity;PSRmodel;diagnosis;HenanProvince
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附表Ⅰ 饲料配方和营养水平

AttachedTab.Ⅰ Compositionandnutrientoftheexperimentaldiets

分类 项目 质量分数/%

原料 鱼粉 20

豆粕 20

面粉 20

酪蛋白 19

棉籽 5

豆油 3

羧甲基纤维素钠 10

维生素 0.1

矿物质 1

盐 0.4

磷酸二氢钙 1.5

营养水平 粗蛋白 34.6

粗脂肪 7.2

粗纤维 8.6

  注:每千克饲料中各种维生素含量:维生素A22.5mg;维生素D5mg;维生素E4500mg;

维生素K3220mg;维生素B1320mg;维生素B21090mg;维生素B52000mg;维

生素B6500mg;维生素B121090mg;维生素C5000mg;泛酸1000mg;叶酸

165mg;每千克饲料中矿物质的含量:铜1000mg;铁18000mg;锰2500mg;锌

3500mg;硒16mg.

附表Ⅱ 组装结果统计

AttachedTab.Ⅱ Satatisticofassemblyresults

样品 组装序列 碱基数

C1 1150464 855501642

C2 1134713 832240822

C3 1095148 748427153

样品 组装序列 碱基数

R1 1091219 737532705

R2 1114368 718305542

R3 1147435 796132284



附表Ⅲ 两组间差异性微生物种类

AttachedTab.Ⅲ Differencesinmicrobialspeciesbetweenthetwogroups

物种名 对照组均值/% 对照组标准差/% 地黄组均值/% 地黄组标准差/% P 值

外硫红螺菌Ectothiorhodospira 0.0006547 0.000288 0.003007 0.000506 0.00219

阿克曼菌Akkermansia 0.006274 0.002396 0.09257 0.009372 0.00010

红假单胞菌Rhodopseudomonas 0.001849 0.00177 0.04442 0.004433 0.00010

粪杆菌Faecalibacterium 0.004722 0.007562 0.01354 0.0114 0.32670

梭菌Clostridium 0.3896 0.1807 0.4082 0.03507 0.86950

拟杆菌Bacteroides 1.284 1.761 3.235 2.54 0.33570

短尾噬菌体Podoviridae 1.916 0.846 0.02825 0.01546 0.01809

红酵母Rhodotorula 0.0003121 0.0005405 0.00124 0.0004848 0.09123

酿酒酵母Saccharomyces 0 0 0.00004778 0.00008276 0.37390

甲烷微 Methanomicrobia 0.01404 0.005842 0.02537 0.003506 0.04493

甲烷球菌 Methanococci 0.01362 0.006249 0.009526 0.001439 0.33090

甲烷杆 Methanobacteria 0.006209 0.002328 0.009634 0.0001085 0.06359




