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鲤鱼肠道细菌及其淀粉酶对宿主消化的影响

汤伏生 朱晓燕 张兴忠

(中国水产科学研究院长江水产研究所
,

沙市 4 3 4。。0)

提 要 本文就鲤鱼肠道细菌对其宿主的影响和细菌淀粉酶对宿主消化的影响作了探讨
。

从鲤鱼肠道筛选细菌菌株 63 株
,

这批细菌中淀粉酶产生菌分布较广
,

溶血毒素产生菌较少
,

且产毒

素的 6株菌无致病性
。

淀粉酶活力较高的 CC I 139 菌株的淀粉酶和鲤鱼肝胰脏淀粉酶的最适 pH 和

反应产物都不相同
。

原位酶反应法显示鲤鱼肠道食物混合液及肠壁样品中均有细菌淀粉酶
。

本文

结果证明了鲤鱼肠道有稳定的细菌群落
,

细菌淀粉酶对鲤鱼消化食物中的淀粉起了促进作用
。

关键词 鲤鱼
,

肠道细菌
,

淀粉酶
,

宿主
,

消化
,

促进作用

细菌是水生生物群落的重要组成之一
,

但其在鱼类肠道有何功能
,

甚至在鱼类肠道 内是否

存在稳定的细菌群落
,

都曾经是有争论的问题 [H
a n s e n

等
,

1 9 9幻
。

如 M a r g o l i s [ 1 9 5 3 ]在不投饵

的 16 尾鳃鱼中
,

发现 15 尾没有肠道细菌
,

在不投饵的 3尾红点鱿中也没看到细菌
,

用肠 内容物培

养
,

虽然可以看到假单胞菌的存在
,

但菌落数不多
。

M at t he i s [ 1 9 64 ]从 24 条虹蹲
、

7条河缚和 13

条鲤科鱼的肠道中分离出 2 1 9株细菌
,

其中20 4株分属于 32 种
、

10 属和 5科
,

在鲤科鱼类肠道中主

要是假单胞菌属和气单胞菌属的菌种
,

河蹲与此类似
。

鱼类肠道存在细菌现 已被 大家接受
,

但

细菌的功能仍不甚明了
。

较普遍的观点是肠道细菌仅是鱼类的共栖菌
,

或者仅仅是鱼类的饵料

源之一 [施珠芳
,

1 9 9 1 ]
。

迄今为止
,

关于鱼类肠道细菌功能的报道还较少
。

K a s hi w ad
a
等 [ 1 9 7 0 ]在鲤鱼 (体重 70 9一

1 2 0 9
,

2 0一 2 5℃ )身上
,

用赖氏乳杆菌 ( L a c t ob a c i l l u s l e i c hm a n i i )对维生素 B
1 2

作生物测定
,

当投喂

不含 B1
:

的饵料时
,

在肠 内仍然可以观察到大量的 B
1 2 ,

显然
,

这些 B 12

是由鲤鱼肠 内的细菌合成

的
。

D as 和 T ir p a t hi [ 1 9 9 1 ]研究草鱼消化酶时
,

为校正肠道细菌分泌的酶所引起的误差
,

用抗

菌素饲喂草鱼
,

然后 比较实验组与对照组鱼肠道梭甲基纤维素 (C M C )酶活性
,

发现饲喂抗菌

素草鱼的 CM C 酶比没喂抗菌素的鱼酶活低
,

说明草鱼肠道有纤维素分解菌
,

而且肠道细菌的

纤维素酶对草鱼消化食物中的纤维素起了一定的促进作用
。

认识和 了解鱼类肠道细菌及其胞

外酶的功能
,

对提高养殖鱼类的消化率及改善养殖环境都将会大有裨益
。

前期实验 已从鲤鱼
、

白维
、

草鱼和团头纺肠道内筛出一批菌株
,

并初步调查了这批菌株的

胞外酶 [朱晓燕
,

汤伏生
,

1 9 94 ]
。

在此基础上
,

本文以鲤鱼 (〔沙户ir un
: ca rP io) 肠道细菌及其淀粉

酶对宿主消化的影响为例
,

对鱼类肠道细菌的功能作了进一步探讨
。

一
、

材 料 和 方 法

1
.

菌种
、

培养墓
、

试剂和缓冲液 嗜水气单胞菌 9 1 20( 产溶血毒素
,

病原菌 )为贺路惠赠
,

淀

,

收稿 日期
:
29 9 3

一 0 8
一

2 3
。
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粉液化芽抱杆菌 R U B 5 00 为本实验室收藏
。

L B液体培养基为每升水含胰蛋 白陈 (。 x oi d ) 1 09 ,

酵母浸膏 ( o x o id ) 5 9
,

氯化钠 5 9
,

p H 7
.

2
一 7

.

4
。

L B 固体培养基为 L B 液体培养基加 1
.

5%琼脂
。

S L B 为 L B 固体培养基加 0
.

5%可溶性淀粉
。

标准碘液
:

取 15 ml 碘原液 (碘 1 19 和碘化钾 2 29 溶

于 s o o m l 水 )加碘化钾 8 9
,

定容至 s o o m l
,

贮存备用
。

磷酸缓冲液 ( p H 6
.

0
一

8
.

0 )
,

巴比妥纳
一

H C I

缓冲液 ( p H 6
.

8一 9
.

6 )
。

2
.

菌株分离和淀粉酶检测 取健康鱼肠
,

分前
、

中
、

后三段解剖
,

将食物取出作为食物样

品
,

然后剪取一定面积的肠壁
,

用无菌生理盐水淋洗肠壁三次
,

再将肠壁样品用无菌水漂洗一

次
,

加无菌水后剧烈振荡
,

作系列稀释
。

涂布于 L B 固体平皿
,

37 ℃培养过夜
,

挑单菌落作扩大

培养
,

选菌苔形态差异较大的菌落保存
。

本文将食物样品中的细菌称为食物细菌
,

将肠壁样品

中的细菌称为肠道细菌
。

以样品来源和筛选的先后顺序将菌株编号
,

以便后续工作
。

将所筛到

的菌株点种于 S L B 固体平皿培养过夜
,

用标准碘液显色
,

有透明圈者为淀粉酶阳性
。

3
.

溶血毒素检测及致病实验 采鲤鱼血
,

按 5%加入 L B 固体培养基倒血琼脂平板
,

接种

细菌后 37 ℃培养过夜
,

观察溶血圈产生情况
。

将溶血毒素产生菌在 L B 平板上培养 1 8
一

24 小时
,

用生理盐水制成浓度为 1 05
一
6

的菌悬液
,

按 Zm l 菌液 k/ g 体重的比例给体重 1 0 0
一

1 5 0 9 的螂鱼腹

腔注射
,

同时设阳性和 阴性对照
。

将试验鱼饲养在 1 9
一

22 ℃ 的清水中
,

定时充氧
、

观察
。

4
.

酶活测定 细菌淀粉液化酶测定
:

将 L B 过夜培养液离心取上清液
,

取 5 0闪上清液与

Zml 溶于缓冲液的可溶性淀粉液 (2
.

s m g /m l ) 37 ℃反应 20 分钟
,

加 l m lZ M 冰醋酸终止反应
,

加

标准碘液 2 0即 l 显色
,

用 比色法测定残余淀粉含量
,

以相对酶活力表示活性高低
。

鲤鱼肝胰脏

淀粉酶测定
:

取肝胰脏 19
,

用无菌水冲洗后加 2
.

s m l 缓冲液 ( l om M T ir s
.

CI p H 7
.

5) 匀浆
,

离心

取上清液按上述方法测定酶活
。

5
.

SD S
一
P A G 电泳后淀粉酶的原位酶反应 S D S

一

P A G 电泳采用 L ae m m h 高 p H 不连续缓

冲系统
,

分离胶含 0
.

1 %马铃薯淀粉
,

预 电泳 (8 OV
,

60 分钟 )后加浓缩胶
。

样品与载样缓冲液

( 0
.

1 2 5M T r i s
.

C I p H 6
.

7
,

2 % S D S
,

2% 2
一

琉基乙醇
,

2 0% 甘油 )混匀后 3 7℃ s分钟
。

电泳完毕

将凝胶用汤伏生
、

盛祖嘉 [ 1 9 90 ]的方法复性
。

复性后的凝胶在 5 0m M T isr
.

CI p H 7
.

5缓冲液中

3 7℃反应 4小时
,

用标准碘液显色
。

二
、

结 果

1
.

菌株分离和淀粉酶分布 从鲤鱼肠道随机分离出细菌菌株共 63 株
,

虽然食物样品的细

菌数量比肠壁样品高 3一 5个数量级
,

但食物样品中细菌的菌落形态和生长速度等差别不大
,

故

取得的菌株数较肠壁样品少
。

从前段肠壁得到 21 株
,

中段得 16 株
,

后段得 9株
;
从前段食物样品

中得到 3株
,

中段得 12 株
,

后段得 2株
。

同时研究了肠道细菌的异动情况
,

将同一批获得的新鲜鲤鱼随机分成两组
,

一组当即解

剖
,

另一组在清水中饲 喂 5天后再解剖
。

新鲜鲤鱼肠壁细菌量前肠壁为 3 x l护c/ m
“ ,

中肠壁为 1

x l少 c/ m
Z ,

后肠壁为 s x l o ,

c/ m
, ,

食物中细菌数量为 1一 5 只 1 0` / g 食物
。

在清水中饲养 5天后
,

前肠壁为 2 x l o 3

/ e m
Z ,

下降了 3 3%
,

中肠壁为 s x l o Z

/ e m
Z ,

下降了 9 7%
,

后肠壁为 1
.

6 x l o
,

/

c m
, ,

下降了 97 %
,

食物中细菌量为 I X 1 0` / g 食物
,

下降了 99 %
。

除前肠壁外
,

中肠壁和后肠壁

与食物中菌量的下降幅度相似
。

从上述结果可以看出
,

生活在前肠壁的细菌
,

当鱼体饥饿时
,

细菌数量变化幅度并不大
,

说
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样品与淀粉反应产物加碘时溶液呈红棕色
,

说明反应产物为糊精
,

还需糖化酶进一步降解才能

被利用
。

而 C CI 1 39 酶液与淀粉反应产物遇碘为无色
,

可见 C CI 1 39 酶液对淀粉的降解更彻底
。

4
.

细菌淀粉酶与鲤鱼肝胰脏淀粉酶的酶谱比较 上面通过测定细菌淀粉酶的 p H 作用范

围
,

间接证明了细菌酶在鱼类肠遣的作用
。

本实验试图通过电泳测定细菌淀粉酶和鲤鱼淀粉酶

的泳动率来进一步证实细菌酶在鱼类 消化 中的作用
。

进行 P A G 电泳时
,

因凝胶 中含底物
,

而

酶与底物结合改变了酶蛋 白在电场中的行为
,

不利于分析结果
。

本文先将酶变性
,

进行 S D S
-

P A G 电泳
,

这样泳动率直接反映了酶分子量大小
,

电泳完毕将酶复性
,

然后检测淀粉酶
,

即可

直接观察细菌淀粉酶在鲤鱼消化中究竟起何作用
。

细菌和 肝胰脏酶样 品如前所述
,

其余酶样品制法如下
:

取肠 内食物 1 9 加 2
.

sm L l o m M

.......叨

T ir S
.

CI p H 7
.

5缓冲液匀浆
,

离心取上清液即为

食物混合物样品
。

将肠 内食物清除后
,

用无菌水

冲洗肠 内外壁各三次
,

取 19 肠组织加 2
.

5m l 缓

冲液按上 法处理得肠 壁样 品
。

将各样 品 S D S
-

P A G 电泳后进行酶反应
,

显色结果见图 3
。

从图中可以看出
,

肝胰脏淀粉酶 (酶 1
.

)分

子量较大
,

泳动距离较短
,

C C I 1 39 淀粉酶 (酶

班 )分子量较小
,

泳动距离较长
。

所有肠壁样品

和食物混合物样 品均有肝胰脏淀粉酶 (酶 I ) ;

所有肠壁样品亦有一共同酶 (酶 班 )
,

此酶正好

与 C C I 1 3 9的泳动距离相近
,

是否为 C C I 1 3 9淀

粉酶
,

尚不 明了
。

前肠 壁 另有一特有的酶 (酶

I )
,

此酶亦存在于 中
、

后段食物混合物样品中
;

中肠壁也有一特有的酶 (酶 W )
,

此酶亦存在于

中
、

后段食物混合物样品中
。

中肠和后肠食物样

品中除酶 I
、

酶 I 和酶 w 外
,

还有一种酶 (酶 V )

在肝胰脏和肠壁样 品中都未出现
,

应是肠道细

菌分泌的
。

前肠壁的酶 I 和 中肠壁的酶 W 在其

它肠壁样品中未出现
,

也应是细菌分泌的
。

本实

验虽然没有在食物混合物 中发现与 C C I 1 39 泳

2 3
`

生

…口 21

…叨 口 口

1召) 巴困

图 3 鲤鱼肠道淀粉酶酶谱

F ig
.

3 Z y m o g r a m o f e a r p i n t e s t in a l a m y l
a s e s

1
.

C C l l 3 9 ; 2
.

后肠壁
; 3

.

中肠壁
;

4
.

前肠壁
; 5

.

后肠食物混合物
;

6
.

中肠食物混合物
; 7

.

肝胰脏

动率相 同的酶带
,

但有其它细菌的酶带
,

说 明肠道细菌的酶也有多种
,

在某一时刻
,

总有一部份

细菌酶与鱼 自身的酶一起作用
。

三
、

讨 论

1
.

鲤鱼的肠道细菌 根据细菌在鱼类肠道的生存时间和方式
,

可将肠内细菌分为两类
:

一

类细菌和食物一起侵入肠内
,

暂时在消化管类繁殖
,

但由于消化管的 p H
、

其他细菌的抑制
,

或

因环境不适而全部消失
,

本文从食物样品中分离的菌株 (食物细菌 )就是这类细菌
; 另一类继续

在消化管内生存
,

这类细菌是本文所称的肠道细菌
。

本文研究鲤鱼肠道细菌的异动情况
,

发现

鲤鱼饥饿后
,

由于食物中养份减少
,

食物样品中细菌量减少
,

而肠壁样品中细菌量也相应减少
,



3期 汤伏生等
:

鲤鱼肠道细菌及其淀粉酶对宿主消化的影响

说明肠道细菌大部份是靠吸收食物中的养份而生存的
。

而这批 细菌在维持 自己生命时合成的

维生素及胞外酶对鱼体又是有利的
。

对肠 内细菌进行溶血毒素产生菌调查
,

发现 63 株肠道细菌

中有 6株产毒素
,

而致病实验结果显示这 6株菌对鱼体无毒
。

这些结果证明了本文所得到的这批

肠道细菌中无病原菌
,

为鲤鱼肠道正常菌群
。

2
.

肠道细菌的胞外酶 鲤鱼饲料中淀粉较丰富
,

本文调查肠道细菌淀粉酶的分布
,

发现淀

粉酶产生菌分布较广
。

尾崎久雄 [ 1 9 8 5年中译本 ]介绍吃甲壳质的鱼消化管内有甲壳质分解菌
、

食 藻 鱼 类 消化 管 内 有 木 聚 糖 分 解 菌
,

C h ao
一

H u
an g T se n g 等 [ 1 9 9 2 ] 从 丝 背 细 鳞 纯

( S t eP h a n o l eP i s c i rr h ife
r )的肠内容物中分离出产海藻酸裂解酶的弧菌

,

D a s 和 T r i p a t h i [ 1 9 9 1 ]

报道草鱼肠道内有纤维素分解菌
,

这些报道与本文结果一起说明了鱼类肠道细菌和其宿主食

性密切相关
。

由此可以推断
,

鲤鱼肠道细菌不仅作为鲤鱼的饵料源被利用
,

而且还作为共栖菌

存在于鲤鱼肠道
。

3
.

肠道细菌淀粉酶对鲤鱼消化的影响 进一步 比较细菌淀粉酶和鲤鱼肝胰脏淀粉酶 的
p H 作用范围揭示了两者的不同

,

而且细菌淀粉酶对淀粉的降解比肝胰脏酶要彻底
,

其降解产

物更利于细胞吸收
。

采用本文建立的 S D S
一

P A G 电泳后原位淀粉酶反应的方法
,

直接显示了鲤

鱼消化液中有细菌淀粉酶的存在
。

尾崎久雄「1 9 8 5年中译本 ]认为鱼类肠道 p H 是随进食
、

季节

和鱼的生理状况等条件而变化的
,

本文测得鲤鱼肠 内含物的 p H 为 6
.

0
一

7
.

0
,

低于鲤 鱼淀粉酶

的 p H 范围
,

这一结果再次验证了尾崎的推论
。

鲤鱼肝胰脏淀粉酶的 p H 是固定的
,

而鲤鱼肠道

的 p H 是变化的
,

肠道细菌淀粉酶的存在增加了鲤鱼肠道酶的多样性
,

对鱼体更好地吸收营

养
、

适应环境是很有帮助的
。

鲤鱼肠道细菌中无病原菌
,

肠道细菌的分布又与宿主食性密切相关
,

而且细菌淀粉酶不论

在 p H 作用范围还是在对底物的降解方面都为鲤 鱼消化作了贡献
。

这些结果证明了鲤 鱼肠道

中存在稳定的细菌群落
,

细菌淀粉酶对宿主消化食物中的淀粉起了促进作用
。

第二作者现任湖 北农 学院 (荆州
,

43 4 1 0 3) 水产系讲饰
。
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