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摘要：【目的】了解水环境中重金属铜对异育银鲫肠道微生物组成及多样性的影响。【方法】采用试剂盒

提取异育银鲫肠道总 DNA，然后对总 DNA 进行 16S rRNA 进行扩增，构建异育银鲫肠道微生物 16S rRNA 
基因克隆文库，最后进行数据分析。【结果】厚壁菌门、变形菌门和拟杆菌门为异育银鲫肠道中主要的

细菌类群，在不同浓度的重金属铜胁迫处理后，厚壁菌门的含量明显降低。稀释性曲线、Venn 图和多

样性指数分析结果表明，重金属铜胁迫处理后异育银鲫肠道微生物多样性明显降低。【结论】重金属铜

会使异育银鲫肠道微生物组成及多样性降低。此结果为研究重金属污染对异育银鲫健康状况的影响及异

育银鲫养殖过程中病害的诊断奠定基础。 
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近年来矿产资源的大量开采，使得湖泊、河

流等水域受到不同程度的污染，进而对水生生物

的安全造成严重威胁。肠道微生物不仅是一个有

着丰富细菌群落的完整生态系统，还是反应水生

生物健康状况的一个重要指标[1–2]。由于动物肠道

内大部分微生物难被培养，传统的方法已无法反

映微生态调控全貌[3]，使得飞速发展的生物技术和

分子生物学，特别是基于 16S rRNA 基因序列测

定，已被广泛运用于微生物多样性和微生物群落

变化的研究[4]。肠道微生物的缺失和变化均会影响

宿主的营养吸收和正常的免疫功能。导致鱼类肠

道微生物变化的原因有很多，如鱼类的生活区域、

种类、营养状况和环境等因素[5–8]。近年来鱼类肠

道微生物研究备受关注，如邵仙萍[9]的研究发现，

将碱式氯化铜添加到饲料中投喂给异育银鲫，其

可使异育银鲫肠道中的大肠杆菌数量降低，芽孢

杆菌数量增加。同时研究添加碱式氯化铜的饲料

在团头鲂使用后，其可使团头鲂肠道微生物中的

细菌种类增加，进而导致群落结构发生变化[10]。

而水环境中重金属铜对鲫鱼肠道微生物影响的研

究尚未见报道。 

鲫鱼是欧亚地区常见的淡水鱼，也是我国重
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要的食用鱼类之一。因其肉质细嫩、味道鲜美、

营养丰富深受广大消费者的喜爱。2014 年，我国

鲫鱼产量达到 276.79 万吨，占我国淡水鱼产品产

量的 10.63%，比 2013 年同期增长了 6.69%[11]。随

着养殖规模的不断扩大，鲫鱼病害也在不断地发

生。鲫鱼常见的病害主要包括细菌类疾病、寄生

虫病及其他病害等。因此本实验采用实验室模拟

半静态法养鱼，添加重金属铜到鲫鱼的水环境中

进行胁迫试验，研究在重金属铜胁迫下鲫鱼肠道

微生物的变化，为研究重金属污染对鲫鱼健康状

况的影响、鲫鱼养殖过程中病害的诊断等提供理

论参考和实验基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要仪器和试剂：Centrifuge5424R 型高速

台式冷冻离心机，德国 Eppendorf 公司； ABI 

GeneAmp®9700 型 PCR 仪，美国 ABI 公司；

NanoDrop2000 超微量分光光度计，美国 Thermo 

Fisherscientific 公司；移液器系列，德国 Eppendorf

公司；BSC-1300 型无菌操作台，苏州安洋科技发

展有限公司。五水合硫酸铜(分析纯)，西陇化工股

份有限公司；DNA 抽提试剂盒，美国 Omega 

Bio-Tek 公司；Taq DNA 聚合酶、PCR 引物、购自

上海生工。 

1.1.2  样 品 的 制 备 ： 异 育 银 鲫 (Allogynogenetic 

Carassius auratus)由南昌市某养殖场提供。实验用

鱼的平均体长和体重分别为 11.9 cm 和 22.5 g。异

育银鲫采用实验室模拟半静态法驯养，水温为

(15±1) °C，驯养期间，每天喂食 2 次(9:00–14:00)，

每次投放饲料(鱼用膨化配合饲料，通威股份有限

公司南昌分公司)量为鱼体重的 1%。驯养 14 d 后，

分别用浓度为 0、0.01、0.05、0.10、0.15 mg/L 的

五水合硫酸铜溶液胁迫处理。每个梯度放 4 尾鱼，

为避免因鱼体吸收导致水体重金属铜浓度下降，

采用虹吸法除去异育银鲫的代谢产物，并更换 1/3

的五水合硫酸铜溶液。饲养 14 d 取样。 

1.2  样本采集 

各浓度随机取样 3 尾，在无菌操作台上进行

鱼样处理，先用 75%的酒精擦拭异育银鲫体表进

行消毒，解剖剪消毒后沿肛门向上朝前呈弧形剪

开，取出异育银鲫肠道并用无菌棉线结扎肠道两

端。再用镊子去除附着在表面的脂肪，然后用 75%

酒精擦拭肠表面，并用 PBS 缓冲液(磷酸盐缓冲

液，pH 7.4)冲洗数遍后于 10 mL 无菌 Eppendorf

管中，保存在–80 °C 待用。本实验将 3 尾鱼的肠

道混合作为一个样品来进行分析，以减少个体间

变异的影响。 

1.3  DNA 的提取和 PCR 扩增 

取鲫鱼肠道，使用 DNA 抽提试剂盒提取肠道

总 DNA。实验采用 16S rDNA V3+V4 区通用引物

进行扩增，所用引物序列为 338F (5-ACTCCTAC 

GGGAGGCAGCAG-3)和 806R (5-GGACTACHV 

GGGTWTCTAAT-3)。PCR 反应体系(20 μL)：2 μL 

10×Buffer，2 μL 2.5 mmol/L dNTPs，0.8 μL 引物，

0.2 μL rTaq 聚合酶，0.2 μL BSA，10 ng 模板 DNA

和 ddH2O。PCR 程序：95 °C 3 min；95 °C 30 s，

55 °C 30 s，72 °C 45 s，30 个循环；72 °C 10 min，

10 °C 直到停止，PCR 产物通过 1%琼脂糖凝胶电

泳检测。PCR 扩增产物经纯化和定量后，再对 DNA

双末端修复并富集同时构建文库并测序。 

1.4  序列及多样性分析 

测得的基因序列与 NCBI 数据库比对，选择

同源性值最高的为测序结果。使用 Usearch (vsesion 
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7.1 http://drive5.com/uparse/)进行 OTU 聚类，R 语

言工具统计和制作稀释性曲线图、Venn 图和群落

结构图，mothur version v.1.30.1 http://www.mothur. 

org/wiki/Schloss_SOP#Alpha_diversity) 进 行 指 数

分析，R 语言 vegan 包，vegdist 和 hclust 进行距

离计算和聚类分析。  

2  结果和分析 

2.1  总 DNA 提取和 16S rRNA 基因扩增 

提取异育银鲫肠道微生物的总 DNA 较完整，

条带较为清晰，可用于后续实验。应用细菌 16S 

rRNA 基因通用引物进行特异性扩增，扩增以后

经过 2%琼脂糖凝胶电泳得到如图 1 所示的 PCR

扩增图。得到 16S rRNA V3–V4 可变区的基因片段

约为 600 bp。  

2.2  异育银鲫肠道微生物群落多样性分析 

根据不同浓度处理的异育银鲫肠道样品获得

的细菌 OTU (operational taxonomic units)绘制

Venn 图(图 2)。结果显示，5 个样品共得到 420 个

OTUs。其中 5 个单样品分别得到了 347、238、253、 
 

 
图 1.  异育银鲫肠道微生物 16S rRNA 基因片段的 PCR
扩增图 
Figure 1.  Amplification results of 16S rRNA gene of 
intestinal microbial from crucian. M: marker; lane 1–5: 
0, 0.01, 0.05, 0.10, 0.15 mg/L copper respectively. 

 
图 2.  不同样品 OTU 分布 Venn 图 
Figure 2.  OTU Venn analysis of different samples. 
The number 1 to 5 in the figure represents sample of 
allogynogenetic silver crucian carp disposed by 
different concentrations of the heavy metal copper (0, 
0.01, 0.05, 0.10 and 0.15 mg/L). 
 

224、176 个，说明重金属铜胁迫明显降低了异育

银鲫肠道微生物的丰富度和多样性。同时还可以

看出，5 个样品共有的细菌 OTU 数目为 117 个，

分别占浓度为 0、0.01、0.05、0.10、0.15 mg/L 重

金 属 铜 胁 迫 处 理 的 异 育 银 鲫 肠 道 样 品 细 菌 总

OTUs 数目的 33.71%、49.15%、46.24%、52.23%

和 66.47%。处理组所特有的 OTU 数是 7–17 个，

占所有 OTUs 总数的 3.57%–6.71%，比例很低。说

明各样品间细菌群落组成存在一定的差异，但具有

明显的相似。 

2.3  异育银鲫肠道微生物群落丰度 

本实验还对测序结果中肠道微生物功能多样

性指数进行统计，由表 1 可知，浓度为 0、0.01、0.05、

0.10 和 0.15 mg/L 重金属铜胁迫处理的异育银鲫肠

道样品获得的有效序列条数和 OTUs 数分别为

42555、36566、38651、48494、38651 和 347、238、

253、224、176，且各样品的测序覆盖率均在 99.8%以 
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表 1.  不同处理肠道微生物功能多样性指数 
Table 1.  Functional diversity of gut microbial community with different treatments 

Sample 
ID 

Reads 
0.97 

OTU ACE Chao Coverage Shannon Simpson 

1 42555 347 350 (348,359) 353 (348,371) 0.999765 4.49 (4.48,4.51) 0.0236 (0.0232,0.0241)

2 36566 238 253 (245,269) 253 (244,274) 0.999207 2.02 (2,2.04) 0.3997 (0.3938,0.4057)

3 38651 253 265 (258,279) 271 (260,300) 0.999353 1.85 (1.83,1.88) 0.5074 (0.501,0.5137) 

4 48494 224 232 (227,245) 233 (227,252) 0.999629 2.10 (2.08,2.11) 0.3260 (0.322,0.3299) 

5 43728 176 272 (241,318) 249 (212,324) 0.998788 1.28 (1.26,1.3) 0.5817 (0.5758,0.5876)

The number 1 to 5 in the table represents sample of allogynogenetic silver crucian carp disposed by different concentrations of the 
heavy metal copper (0, 0.01, 0.05, 0.10 and 0.15 mg/L), the number 0.97 in the table represents the OTU reads similarity of this 
analysis is 97 percent. 

 

上。得到的 OTUs 数为未进行铜胁迫处理鲫鱼肠

道微生物样品的 ACE 指数和 Chao 指数(Chao1 

richness estimator)最高，分别为 350 和 353；经过

重金属铜胁迫处理的异育银鲫肠道微生物样品的

ACE 指数(the ACE estimator)和 Chao 指数分别为

253、265、232、272 和 253、271、233、249。在

未进行重金属铜胁迫处理异育银鲫肠道微生物样

品中 Shannon 指数(Shannon-wiener diversity index)

最高、Simpson 指数(Simpson diversity index)最低。

以上多样性指数表明，经过重金属铜胁迫处理后

异育银鲫肠道微生物多样性明显降低。 

2.4  异育银鲫肠道微生物群落结构和组成 

从图 3 可以看出，5 个样品主要由厚壁菌门、

变形菌门、拟杆菌门、CK-1C4-19、梭杆菌门组成，

各门类在样品中的比例存在差异。在不进行重金

属铜胁迫处理的异育银鲫肠道样品(1)中，主要由

厚壁菌门、变形菌门和拟杆菌门组成，其占比例

分别为 62.90%、25.52%和 6.45%。0.01 mg/L 重金

属铜胁迫处理的异育银鲫肠道样品(2)中，主要由

变形菌门、厚壁菌门、拟杆菌门和 CK-1C4-19 组

成，所占比例分别为 14.59%、10.81%、10.08%和

63.95%。0.05 mg/L 重金属铜胁迫处理的异育银鲫

肠道样品(3)中，主要由变形菌门和厚壁菌门组成，

其含量分别为 76.69%和 18.55%。0.10 mg/L 重金

属铜胁迫处理的异育银鲫肠道样品(4)中，其优势

菌与不进行重金属铜胁迫处理的鲫鱼肠道样品中

的相同，只是所占比例不同，分别为 28.55%、

13.81%和 57.40%。0.15 mg/L 重金属铜胁迫处理

的异育银鲫肠道样品(5)中，变形菌门、厚壁菌门、

拟杆菌门和梭杆菌门是优势菌，所占比例分别为 

 

 

图 3.  各门细菌相对丰度 
Figure 3.  Bacteria community structure of different 
samples in phylum. The number 1 to 5 in the figure 
represents sample of allogynogenetic silver crucian 
carp disposed by different concentrations of the heavy 
metal copper (0, 0.01, 0.05, 0.10 and 0.15 mg/L). 
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14.57%、32.74%、59.66%和 75.93%。以上研究表

明，重金属铜胁迫处理可改变样品中优势菌的含量。 

由图 4 可知，重金属铜胁迫处理会直接影响异

育银鲫肠道样品中菌群的分布。鲸杆菌在 0.15 mg/L

重金属铜胁迫处理的异育银鲫肠道样品(5)中的含

量最高，占样品中总菌数的 76%；Barnesiella 和

柠檬酸杆菌是 0.10 mg/L 重金属铜胁迫处理的异

育银鲫肠道样品(4)中的优势菌，其所占比例分别

为 53%和 22%；柠檬酸杆菌在 0.05 mg/L 重金属

铜胁迫处理的异育银鲫肠道样品(3)中的含量最

高，占样品中总菌数的 71%；CK-1C4-1_norank

是 0.01 mg/L 重金属铜胁迫处理的异育银鲫肠道

样品(2)中的优势菌，其所占比例为 64%，在不进

行重金属铜胁迫处理的异育银鲫肠道样品(1)中，

各菌群分布比较均匀。以上研究结果表明，重金

属铜可以扰乱异育银鲫肠道的微生态环境。 

2.5  异育银鲫肠道微生物群落相对丰度 

图 5 为异育银鲫肠道微生物群落相对丰度图，

从图中可以得出，微生物群落根据进化关系总共

聚类为两支，说明经过重金属铜胁迫 14 d 后异育

银鲫肠道微生物种类并未发生变化。由图 5 可知，

分支Ⅰ的核心门类主要包括变形菌门、厚壁菌门、拟 

 

 

图 4.  各属细菌相对丰度 
Figure 4.  Bacteria community structure of different samples in genus. The number 1 to 5 in the figure represents 
sample of allogynogenetic silver crucian carp disposed by different concentrations of the heavy metal copper (0, 
0.01, 0.05, 0.10 and 0.15 mg/L). 
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图 5.  各属细菌相对丰度 

Figure 5.  Microbial community heatmap analysis. The number 1 to 5 in the figure represents sample of 
allogynogenetic silver crucian carp disposed by different concentrations of the heavy metal copper (0, 0.01, 0.05, 
0.10 and 0.15 mg/L). 

 

杆菌门、CK-1C4-19 和梭杆菌门。分支Ⅱ中的核

心门类主要包括蓝藻细菌、绿弯菌门、浮霉菌和

放线菌门且以上 4 种菌只出现在不进行铜胁迫处

理的异育银鲫肠道样品(1)中。结果表明，重金属

铜抑制了蓝藻细菌、绿弯菌门、浮霉菌和放线菌

门的出现。 

3  讨论 

水环境中重金属对鱼类健康有很大的影响，

肠道微生物的种类和数量反映出与宿主间相互依

赖、相互制约的微生态关系，在鱼类的生长、发

育、营养水平和免疫防疫等方面也发挥着重要的 
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作用[12–13]。本研究采用高通量测序技术对 5 种不

同重金属铜浓度胁迫处理的异育银鲫肠道微生物

进行检测，研究胁迫处理前后异育银鲫肠道微生

物的变化情况。研究发现，在经过重金属铜胁迫

处理后，异育银鲫肠道微生物具有一个不受重金

属铜影响的“核心菌群”。这与 Zhang 等[14]研究发

现，经过不同脂肪源饲料饲喂凡纳滨对虾，其肠

道微生物具有一个不受饲料组分影响的“核心菌

群”的结果相类似。说明环境因素的变化并不能对

水生生物的核心菌群产生影响。研究还发现，经

过重金属铜胁迫处理后，不仅异育银鲫肠道微生

物的多样性明显降低，其群落结构也存在着明显的

差异。这与部分文献结果相似，Wang 等[15]采用黑

麦草作为饲料喂食草鱼后发现，草鱼肠道内出现

了大量的降解纤维素的菌；翟少伟等[16]在饲料中

添加抗菌肽 Surfactin 饲喂吉富罗非鱼，结果发现

吉富罗非鱼肠道中的大肠杆菌数量显著降低、乳

酸杆菌数量显著增加，细菌总数无明显变化；张

国启[17]研究发现，长期投喂壳寡糖可促进黄河鲤

肠道内乳酸杆菌和双歧杆菌的生长，对大肠杆菌

也有较好的抑制作用。说明环境的变化对鱼类肠

道微生物存在着一定的影响。 

在未经重金属铜胁迫处理的异育银鲫肠道样

品(1)中，厚壁菌门、变形菌门和拟杆菌门为主要

的细菌类群。Han[18]和 Roeselers[19]等研究发现，

厚壁菌门、变形菌门是在鱼类中普遍存在的，而

拟杆菌门的含量仅次于前两者，本研究结果与其

一致。在正常的鱼类肠道中，以上 3 种菌含量的

大小顺序为厚壁菌门>变形菌门>拟杆菌门[19]。然

而在经过不同浓度重金属铜胁迫处理后，异育银

鲫肠道菌群样品中厚壁菌门的含量明显降低于未

胁迫处理的异育银鲫肠道样品，可能是因为重金

属铜抑制了厚壁菌门的生长。厚壁菌门是鱼类肠

道微生物中营养吸收的主要类群[19]。本研究中，

不进行重金属铜胁迫处理样品中该类群的相对丰

度为 62.90%，而不同处理条件下该类群的的相对

丰度分别为 10.81%、18.55%、13.81%和 32.74%，

远低于不进行重金属铜胁迫处理样品中该类群的

相对丰度，其主要包括芽孢杆菌属、乳酸菌和乳

球菌。异育银鲫肠道中厚壁菌门的减少，可能会

影响其对食物中热量的吸收，从而影响异育银鲫

的正常生长。本研究为养殖户如何正确、快速地

养殖鲫鱼提供一定的理论基础。 

变形菌门为鱼类肠道微生物中主要类群之

一[20]。研究发现，经过重金属铜胁迫处理后，异

育银鲫肠道中隶属于变形菌门中的气单胞菌属、

弧菌和爱德华菌属与不进行铜胁迫处理的异育银

鲫肠道微生物相比，其数量呈上升趋势。气单胞

菌属中的嗜水气单胞菌分为致病性和非致病性两

种。致病性气单胞菌是多种水产动物的主要致病

菌[21]。弧菌中的副溶血性弧菌、鳗弧菌等是鱼贝

类的主要致病菌。爱德华菌中的迟缓爱德华菌是

一种重要的条件致病性人畜共患病原菌，宿主感

染后可引发败血、肝脓疡、胃肠炎等疾病[22]。重

金属铜胁迫处理后，气单胞菌属、弧菌和爱德华

菌属的数量明显上升，说明经过重金属铜胁迫处

理后，异育银鲫体内存在潜在的健康风险。以上

研究为鲫鱼疾病的预防提供一定的数据支撑。核

心微生物，特别是核心物种或核心 OTU，以及由

核心微生物组成的核心微生物菌群是某一微生物

群落的特征微生物类群，对于群落的功能起着关

键作用[23]。本研究发现，铜胁迫前后异育银鲫肠

道核心微生物群(门水平)明显不同，分支Ⅰ中的核

心微生物为不同处理组中的共有微生物，分别为

变形菌门、厚壁菌门、拟杆菌门、CK-1C4-19 和

梭杆菌门。分支Ⅱ中的核心微生物只出现在不进
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行铜胁迫处理的异育银鲫肠道样品中，分别为蓝

藻细菌、绿弯菌门、浮霉菌门和放线菌门。可能

是因为重金属铜的添加不利于蓝藻细菌、绿弯菌

门、浮霉菌门和放线菌门的生长。 
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Effect of heavy metal Cu on Allogynogenetic Carassius auratus 
intestinal microorganism 

Zongcai Tu1,2*, Juanjuan Pang1, Hui Wang2, Lu Zhang1, Xiaomei Sha1 
1 Key Laboratory of Functional Small Organic Molecule, Ministry of Education, College of Life Sciences, Jiangxi Normal 
University, Nanchang 330022, Jiangxi Province, China 
2 State Key Laboratory of Food Science and Technology, Nanchang University, Nanchang 330047, Jiangxi Province, China 

Abstract: [Objective] To study the effect of the heavy metal Cu on the bacterial composition and diversity in 
Allogynogenetic Carassius auratus intestinal. [Methods] Total DNA was extracted by DNA extraction kit. The 16S 
rRNA gene of intestinal microbial diversity was amplified by universal PCR primers. Then the clone library was 
built to analyze data. [Results] The main bacterial community in Allogynogenetic Carassius auratus intestinal 
contained Firmicutes, Proteobacteria and Bacteroidetes. At different concentrations of Cu, the contents of 
Firmicutes in Allogynogenetic Carassius auratus gut significantly decreased. The results of Rarefaction 
Curyiyuyiyuve, Venn and Diversity index showed that gut microbial diversity decreased obviously.  [Conclusion] 
Cu caused the microbial diversity in Allogynogenetic Carassius auratus decreased. This result provides a basis for 
further studies on the health of Allogynogenetic Carassius auratus relevant to heavy metal Cu. 

Keywords: Allogynogenetic Carassius auratus, intestinal microflora, heavy metal copper 
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