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摘要! 为分析栉孔扇贝消化盲囊内细菌群落组成及其季节变化!于 3229 年 0 月(3212 年 0 月

#3 月份除外$定期从青岛沙子口流清河湾扇贝养殖海区采集养殖的 3 龄栉孔扇贝!采用 *4*

方法提取消化盲囊的总 4%&!并通过引物 /6;Q和 928?采用 6-$扩增细菌 10*?4%&的 ./ =

.6 区序列!利用变性梯度凝胶电泳#B>C:3=?;CE E?:B;>C3E>0>0>23?/DI/?>A;A!4FF,$分离所得扩

增序列" 4FF,图谱显示!13 个月份的样品共有不同位置的谱带 11 条!其中 9 条谱带作为共

有谱带在所有月份的栉孔扇贝消化盲囊中均有分布!占总谱带数的 ;11;3S!表明整个养殖季

节栉孔扇贝消化盲囊内的细菌群落组成相对稳定" 对 11 条 4FF,条带进行切胶回收%6-$

扩增%纯化%克隆后测序!其中 9 条谱带克隆测序成功" 经 8'&*M比对搜索!结果显示 9 条序

列与 %-8)数据库中的序列相似性达 98S=99S!所代表的细菌分别属于 7 大类群!变形菌门

#6?/3>/J:23>?;:$% 厚 壁 菌 门 # (;?9;2=3>A$% 蓝 细 菌 门 # -@:C/J:23>?;:$ 和 放 线 菌 门

#&23;C/J:23>?;:$&%-8)数据库中与其相近的细菌主要为马赛菌属 #4&33"1"&$%芽孢杆菌属

#%&'"1123$% 微 小 杆 菌 属 # 7B"#2*?&'.,+"2:$% 聚 球 藻 属 # 8$),'/*'*''23$% 红 球 菌 属

#</*0*'*''23$和未培养菌"

关键词! 栉孔扇贝& 消化盲囊& 细菌群落& 6-$74FF,&

中图分类号! K9/;1;& *900134444444 文献标志码'&

44水产动物消化系统内的细菌主要来自于摄食

的饵料和周围的养殖水环境"进入体内的细菌与消

化系统内环境通过一系列复杂的相互作用"能够适

应的细菌存活下来( 这些寄宿的细菌既包括好氧

及兼性厌氧细菌"也有专性厌氧细菌( 有些寄宿细

菌可以分泌特殊酶类促进食物消化"在宿主的营养

摄取方面具有积极作用)有些细菌能合成特殊物

质"对进入体内的病原菌起到抑制作用"阻碍病原

菌在宿主体内的快速繁殖)有些细菌通过提高宿主

的综合免疫能力"增强宿主对各类病原及周围环境

剧烈变化的抵抗和适应能力)也有些寄宿菌则可能

是一种条件致病菌"对宿主的健康具有潜在的危

害
&1 57'

( 关于水产动物消化系统内细菌群落组成

的研究已在鱼类
&6 50'

%虾类
&8'

%海参
&;'

和贝类
&7"9'

等多种动物上广泛开展"包括消化系统内细菌的组

成分析%环境因素与其细菌组成的关系以及部分细

菌的分离和特性鉴定"这些研究为认识水产动物消

化系统内细菌种类%组成及其变化特征和与宿主的

健康关系奠定了理论依据(

水产动物消化系统内细菌群落组成的相关知

识可以通过传统的培养方法获得"不同种类培养

基的组合应用"可得到不同种类的细菌"从而较全

面地反映消化系统内的细菌群落组成( 但是"肠

道内很多细菌为不可培养细菌"这使得平板分离

培养的方法难以对消化系统内细菌的组成做到全

面的分析( 而 6-$74FF,技术则通过采用通用

性的引物直接扩增细菌 10*?4%&的 ./ =.6 可

变区序列"可以克服细菌不可培养的难题"能够对

消化道内寄宿细菌群落组成进行较为全面的分

析( 同时"该技术可对多个环境以及多个季节的
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样品同时进行分析"为反映寄宿菌群落的遗传多

样性和动态变化提供了可能"因此这一技术已被

广泛用于食品
&12'

%土壤
&11'

%动物肠道
&13 51/'

和水

环境
&17 510'

等不同环境细菌群落多样性的研究(

栉孔扇贝#-/1&:$3;&++,+"$是中国北方沿海

主要的养殖贝类"具有重要的经济价值( 扇贝是

一种滤食性动物"仅根据食物大小及形态进行选

择性摄取
&18'

( 摄取的食物经过外套膜和鳃直接

传输到消化盲囊"消化盲囊是贝类进行营养物质

吸收与食物细胞内消化的主要功能器官
&1;'

( 宋

庆云等
&9'

对青岛沿海 6 个采样点 7 个时间段栉孔

扇贝和海湾扇贝#A+#*!,'.,) "++"0"&)3$消化盲囊

内细菌总数进行了统计( 而有关消化盲囊内细菌

种类%组成及其季节变化还未见报道( 本研究运

用 6-$74FF,技术"对青岛沙子口流清河海区养

殖栉孔扇贝消化盲囊内细菌群落组成的多样性进

行了周年分析"并依据获得的分子信息"对消化盲

囊内寄宿细菌的种类及其季节变化特点进行了比

较"以期对栉孔扇贝细菌性病害的防治及养殖扇

贝生态调控模式的优化提供理论依据(

14材料与方法

!"!#扇贝采集及消化盲囊内细菌总 BG9的提取

3229 年 0 月,3212 年 0 月 #3 月除外$定期

采集青岛沙子口流清河湾扇贝养殖海区健康栉孔

扇贝各 12 只"用 96S酒精固定"运回实验室(

在超净工作台上取扇贝的消化盲囊组织

#21/ =216 E$"无菌蒸馏水冲洗 / 次"放入 12 9'

灭菌离心管中( 消化盲囊总 4%&提取采用 *4*

法
&19'

( 4%&产物经 216 <M,缓冲液过夜溶解

后"紫外分光光度计测定 4%&样品浓度和纯度"

532 T保存(

!"$#消化盲囊内细菌 !HW)BG9 ]7 d]F 区

(?=扩增及 B::K分析

以提取 4%&为模板"扩增细菌 10*?4%&的

./ =.6 可变区序列"扩增反应条件和分析方法

与文献&10'相同(

将 4FF,电泳分离得到的 4FF,谱带切下

并溶于 62

$

'无菌去离子水中"7 T过夜溶解(

以此为模板进行 10*?4%&./ =.6 区扩增( 引

物为不含 F-夹的 /6;Q#6R7--M&-FFF&FF

-&F-&F7/R$ 和 928?# 6R7--F M-& &MM--M

MMF&FMMM7/R$( 4FF,条带的克隆与前报道

相同
&10'

( 阳性克隆交由生工生物工程#上海$有

限公司测序(

!"7#系统发育树构建

测序 所 得 的 4FF,谱 带 序 列 经 8'&*M

#I33D!

!

J0:A31C2J;1C091C;I1E/N580:A312E;$在线

比对后"挑选相似度最高的序列作为构建系统树

的参考序列"用 H,F&712 生物软件中的邻接法

#%>;EIJ/?7!/;C;CE"%!$ 构建系统发育树"其中"

8//3A3?:D 为 1 222 次重复(

34结果

$"!#B::K指纹图谱分析扇贝消化盲囊细菌群

落组成多样性

4FF,图谱中谱带数能够反映细菌群落的多

样性"谱带数越多表明细菌多样性越丰富( 栉孔

扇贝消化盲囊内细菌样品的 4FF,电泳图谱显

示#图 1$"13 个月份的样品共有 11 条谱带"其中

谱带 3%/%6%0%8%;%9%12%11 作为共有谱带在全年

均有分布"占总谱带数的 ;11;3S( 谱带 1#经测

序后属于马赛菌属$只在 9%12%11 月存在"谱带 7

#未成功完成测序$仅存在于 1 月份的扇贝消化

盲囊内( 结果显示"养殖海区栉孔扇贝消化盲囊

内的细菌群落结构相对稳定(

$"$#!HW)BG9]7 d]F 区序列及系统发育分析

将 11 条不同位置的谱带进行切胶回收"6-$

扩增"其中 9 条谱带成功完成克隆 #图 1$( 将 9

条序列进行测序"所得序列大小为 607 =6;; JD(

8'&*M同源性分析表明"9 条序列与数据库中相

应 10*?4%&序列的最大相似性为 98S=99S

#表 1$( 将 9 条序列与数据库中相应序列同时用

于分析"构建 %!系统树"分析其亲缘关系( 结果

显示 9 条序列所代表的细菌归为 7 大类群!

Y+H%!71 与变形菌门中
!

76?/3>/J:23>?;:亚门的蒂

莫内马赛菌株系 98&7737 #4&33"1"& .":*)&,A3?:;C

98&7737$亲缘关系相近"Y+H%!73 和 Y+H%!76

均与
-

76?/3>/J:23>?;:门的两种未培养菌亲缘关系

相近"Y+H%!7/ 和 Y+H%!78 属于厚壁菌门"分别

与芽孢杆菌属苏云金芽孢杆菌株系 8-/3#%&'"1123

./2+")#",)3"3A3?:;C 8-/3$和微小杆菌属深海微小

杆菌 株 系 F+&;12 # 7B"#2*?&'.,+"2: !+*;2)02:

A3?:;C F+&;12$亲缘关系相近)Y+H%!70 属于蓝细

菌门"与聚球藻属的株系 W+;210# 8$),'/*'*''23

AD1W+;210$亲缘关系相近)Y+H%!79%12 和 11

2;61
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属于放线菌门"分别与红球菌属的红平红球菌株系

8&-3103 # </*0*'*''23 ,+$./+*!*1"3 A3?:;C

8&-3103$%连香树红球菌株系 4*/2#</*0*'*''23

',+'"0"!/$11"A3?:;C 4*/2$和束红球菌株系 !6'3/337

7#</*0*'*''23;&3'"&)3A3?:;C !6'3/3377$亲缘关系

相近#图 3$(

图 !#!$ 个月份栉孔扇贝消化盲囊细菌样品的 B::K分离图谱及分析示意图

29720,12720 表示 3229 年 0 月,3212 年 0 月#3 月除外$栉孔扇贝消化盲囊细菌样品"胶中数字代表测序谱带(

;*8"!#B::KE*.8,)6)*.3-0E'&D3,)*& *.!$ +0.34-' 2*8,-3*/,2*/,)3*DC1& 0E-D&1106-

29720 512720 2/??>AD/CB>B 3/ !=C>3229 3/ !=C>3212 A:9D0>A#><2>D3(>J?=:?@$2/00>23>B Q?/9B;E>A3;N>B;N>?3;2=0:/QA2:00/DA1%=9J>?A

;C 3I>E>09:?L>B U>?>A>O=>C2>B J:CBA1

表 !#经 B::K分离获得的谱带序列与 :,.Y&.U中序列的亲缘关系

%&'"!#=,1&3*0.-4*6',3L,,.,5D*-,2B::K'&.2-,RC,.D,-&.2034,)-,RC,.D,-*.:,.Y&.U

条带

J:CB C/1

亲缘关系最近的序列

9/A320/A>0@ ?>0:3>B A>O=>C2>

相似度5S

A;9;0:?;3@

归属类群

3:</C/9;2E?/=D

Y+H%!71 4&33"1"& .":*)&,A3?:;C 98&7737#&X16880211$ 99 8>3:D?/3>/J:23>?;:

Y+H%!73 #C2=03=?>B B>03:6?/3>/J:23>?;=9#(%0;966/11$ 98

-

76?/3>/J:23>?;:

Y+H%!7/ %&'"1123./2+")#",)3"3A3?:;C 8-/3#+H036;3911$ 99 (;?9;2=3>A

Y+H%!76 #C2=03=?>B B>03:6?/3>/J:23>?;=9#(%0;966/11$ 98

-

76?/3>/J:23>?;:

Y+H%!70 8$),'/*'*''23AD1W+;210#&X183;/711$ 99 -@:C/J:23>?;:

Y+H%!78 7B"#2*?&'.,+"2:!+*;2)02:A3?:;C F+&;12#+H32987611$ 99 (;?9;2=3>A

Y+H%!79 </*0*'*''23,+$./+*!*1"3A3?:;C 8&-3103#+H/6687911$ 99 &23;C/J:23>?;:

Y+H%!712 </*0*'*''23',+'"0"!/$11"A3?:;C 4*/2#,#;/736711$ 99 &23;C/J:23>?;:

Y+H%!711 </*0*'*''23;&3'"&)3A3?:;C !6'3/3377#4K;8287011$ 99 &23;C/J:23>?;:

图 $#测序条带与其近源序列的亲缘关系分析

;*8"$#(4M108,.,3*D3),,'&-,20.-,RC,.D,2'&.2-&.2-*+*1&)-,RC,.D,-E)0+ :,.Y&.U

1;61
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/4讨论

实验采用 6-$74FF,技术对同一养殖海区

13 个月份 3 龄栉孔扇贝的消化盲囊内细菌群落

组成进行了分析"其中所有月份均出现的谱带占

总谱带数的 ;11;3S"表明栉孔扇贝消化盲囊内

寄宿的细菌种类及菌群结构相对稳定( 通过序列

比对分析"谱带 Y+H%!71 与
!

7变形菌亚门的马

赛菌属#4&33"1"&$细菌亲缘关系相近"仅在 9%12

和 11 月份出现"具有明显的季节性( 这一季节性

变化特点在不同海域的细菌群落组成研究中也存

在
&32 531'

"同时本实验室对同一个及不同的扇贝养

殖海区的研究中"也发现海区细菌群落组成具有

季节性变化的现象
&10"33'

"分析认为环境因子和水

温是主要影响因素( 目前有关马赛菌属细菌的报

道"分别从病人体内
&3/'

%饮用水
&37'

%土壤
&36'

和空

气
&30'

等环境中分离得到"但在海洋动物体内的报

道尚属首次"具体原因还需进一步分析( 谱带

Y+H%!77 也具有明显的季节性"仅在 1 月份存

在"但由于克隆失败"无法确定其所属类群(

对比同一养殖海区海水的细菌群落组成
&33'

"

发现海水中的优势菌分别为变形菌门%拟杆菌门

# 8:23>?/;B>3>A$% 放 线 菌 门 和 疣 微 菌 门

#.>??=2/9;2?/J;:$)结合本研究结果可知"变形菌

门和放线菌门同时是海区和扇贝消化盲囊内的优

势细菌"而海区中并不具优势的厚壁菌门和蓝细

菌门的细菌却是扇贝消化盲囊内的优势菌 #表

3$"这说明扇贝消化盲囊的细菌群落组成与海区

细菌群落组成相比具有一定的差异( 造成这一差

异的原因可能有以下几方面!一方面"扇贝消化盲

囊中的部分优势菌来源于摄食的藻类所富集的细

菌)另一方面"扇贝消化盲囊对周围环境中的细菌

的积累具有选择性"第三"蓝细菌可以作为扇贝饵

料"可能是以饵料形式存在于扇贝消化盲囊内)第

四"消化盲囊内环境与海水环境存在较大的差异"

导致细菌群落组成不同( 李彬等
&;'

关于海参的

研 究 也 得 到 类 似 结 果" 施 氏 假 单 胞 菌

#G3,20*:*)&33.2.K,+"$ 和 巨 大 芽 孢 杆 菌 # %H

:,#&.,+"2:$同时是海参养殖水环境中和肠道中

的优势菌"而海参肠道中的优势菌苏云金芽孢杆

菌和灿烂弧菌#EH3!1,)0"023$却未在养殖水环境

中出现( 水产动物消化系统内的细菌主要来自于

摄食的饵料和周围的养殖水环境"进入体内的细

菌与消化系统内环境通过一系列复杂的相互作

用"能够适应的细菌存活下来"因此消化系统内细

菌群落组成与环境中的存在一定差异(

表 $#青岛沙子口流清河栉孔扇贝养殖海区海水及

消化盲囊细菌群落组成比较

%&'"$#%4,D0+6&)*-0.0E'&D3,)*& ',3L,,.-D&1106

DC13C),&),& &.22*8,-3*/,2*/,)3*DC1& *.

Z*CR*.84,-,& &),& 0EW4&V*U0C0Ee*.82&0

细菌

J:23>?;:

海区 &37'

A>::?>:

消化盲囊

B;E>A3;N>
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&6'

发现投喂鲜活鱼虾与投喂人工

配合饲料的暗纹东方#5&J";2#2 *?3'2+23$肠道

中的细菌群落组成存在差异( 周志刚等
&0'

发现

海水鱼消化道菌群结构受到生长发育阶段%养殖

环境及饵料变化等因素的影响( 李彬等
&;'

分析

冬季刺参养殖环境与肠道内细菌群落时发现"肠

道内优势菌组成与附着基的相似性更高( 这些研

究说明水产动物体内的细菌群落组成与养殖环境

和食物种类有较大关系( 本研究对同一养殖海区

13 个月栉孔扇贝消化盲囊内的细菌群落组成分

析结果显示"消化盲囊内的细菌群落组成相对稳

定"细菌多样性的季节变化并不明显( 但是实际

上"在养殖海区不同季节"扇贝食料的种类和多寡

均会产生变化"这又说明栉孔扇贝消化盲囊内的

细菌群落组成与其摄取的食物种类并不是一直密

切相关"这一结果与已有的研究结果存在着较大

的差异(

本研究对栉孔扇贝消化盲囊内细菌群落组成

及其季节变化进行了初步研究"为今后更深入了

解扇贝消化系统内细菌群落组成及生物疫苗的研

发提供了理论基础( 目前包括扇贝在内整个贝类

消化盲囊及其肠道菌群多样性的研究还相当有

限"需要继续进行广泛%深入的研究才可能准确反

映贝类消化系统内细菌群落组成的普遍特征和变
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