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摄食全豆粕蛋白饲料的牛蛙肠道微生物组成
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［摘要］ 以豆粕为主要蛋白源制作牛蛙饲料， 饲喂 ５６ ｄ 后， 采集牛蛙肠粘膜 （ ＤＣ） 及肠腔内容物

（ＤＮ） 样品， 利用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术， 对其肠道微生物组成进行分析。 结果如下： １） 摄食全豆粕蛋白饲

料的牛蛙肠道优势菌群为变形菌 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、 梭杆菌 （ Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ） 和厚壁菌 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）。 ２） ＤＮ
组微生物丰度指数和多样性指数大于 ＤＣ 组， 但未具显著差异性 （Ｐ ＞ ０． ０５） ， 而 ＤＣ 组内样品微生物组成

的重复性好于 ＤＮ 组。 ３） ＤＮ 组在门分类水平优势菌群为变形菌 （７５％ ）、 厚壁菌 （１５％ ） 和梭杆菌

（５％ ）， 在属分类水平上不具规律性； ＤＣ 组在门分类水平上优势菌群为具有分解纤维能力梭杆菌 （７８％ ）
和变形菌 （２０％ ）， 在属分类水平上为具发酵利用碳水化合物的鲸杆菌属 （Ｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） ７５％ 。 ４） 牛蛙肠

粘膜上定植一定比例的埃希氏菌 － 志贺氏菌属 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ） 和爱德华氏菌属 （Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ） 。 以

上结果表明， 牛蛙肠粘膜更适合作为评价饲料对肠道菌群影响的组织， 而牛蛙肠粘膜上高比例的梭杆菌门

菌可能是牛蛙能够高效利用植物蛋白原料的原因之一。
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０　 引言
肠道是动物机体与外界环境接触最为密切的器官之一， 也是最大的免疫器官， 在肠道中共生着大

量微生物。 大部分肠道微生物与动物构成共生关系， 相互依赖， 在动物的生长、 营养、 免疫等方面均

发挥着重要的作用［１ － ２］ 。 研究表明， 仔猪小肠中的微生物能大量代谢必需氨基酸， 参与氨基酸的肠道

首过代谢， 并且对氨基酸表现出较强的合成能力［３］ ； 牛的瘤胃中的微生物可以帮助其消化植物纤维，
摄取所需能量， 还具有分解有毒物质的能力［４ － ５］ ； 大菱鲆 （Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｍａｘｉｍｕｓ） 肠道中微生物与碳

水化合物、 氨基酸、 蛋白质、 核酸代谢功能相关［６］ 。 因此， 研究动物生理， 尤其是营养代谢， 必须

考虑肠道微生物作用。
在过去对肠道微生物组成的研究中， 传统方法如 ＤＧＧＥ、 ＴＧＧＥ、 Ｔ － ＲＦＬＰ、 ＦＩＳＨ 等， 往往会很

大程度地低估肠道微生物的物种组成并高估其丰度［７］ 。 高通量测序技术具有较高准确性和灵敏度的

优势， 不需要进行肠道微生物的分离和培养， 只要提取到肠道微生物 ＤＮＡ 后， 就能得到相应菌种信

息， 能够较为完整地反映肠道微生物结构。 王程程等［８ － ９］的研究表明， 高通量测序技术相比传统方法

更具优势， 鉴定所得肠道微生物组成信息更为完整。 目前， 高通量测序技术已经在黄颡鱼

（Ｐｓｅｕｄｏｂａｇｒｕｓ ｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ） ［１０］ 、 大菱鲆［１１］ 、 凡纳滨对虾 （Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ） ［１２ － １３］等多种水生动物

肠道微生物研究中运用， 是目前对动物肠道微生物研究中应用最广泛的方法之一。
牛蛙 （Ｒａｎａ（Ｌｉｔｈｏｂａｔｅｓ）ｃａｔｅｓｂｅｉａｎａ） 是我国福建、 广东、 浙江和海南等地重要的养殖种类之一，

２０１３ 年国内牛蛙养殖产量已达 １５ 万 ｔ 以上［１４］ 。 研究表明， 大多数动物缺乏内源性纤维素消化酶基因，
纤维素的消化主要依靠肠道内与纤维素降解相关的菌群［１５ － １６］ ， 因此肠道微生物组成很大程度上决定了

动物利用植物原料能力的高低。 已有研究发现牛蛙对豆粕耐受能力较强［１７］ ， 并且对植物性蛋白原料有

较高的表观消化率［１８］ 。 根据以往研究结果推测， 摄食植物性蛋白原料的牛蛙肠道中应存在较高比例与

植物性原料消化相关的菌群， 然而， 目前尚未有对牛蛙肠道微生物组成的相关报道。 本文将运用高通量

测序技术， 研究摄食全豆粕蛋白饲料的牛蛙肠粘膜及肠腔内容物的微生物组成， 拟从肠道微生物组成来

解释牛蛙对豆粕有较高利用率的原因， 并为深入研究牛蛙营养代谢机制提供新思路。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

试验用饲料以豆粕为主要蛋白源， 鱼油、 豆油和卵磷脂为主要脂肪源， 粗蛋白质量分数为 ４０％ 、
脂肪质量分数为 ７％ 。 饲料原料粉碎后全部通过 ６０ 目筛网， 用水产饲料膨化机制成 ４􀆰 ０ ｍｍ 的膨化颗

粒饲料， 自然晾干后于 － ２０ ℃冰箱中保存。 试验饲料配方和化学组成见表 １。
１􀆰 ２　 试验牛蛙的养殖管理

养殖蛙苗为厦门市同安区一养殖场提供的同批次孵化蛙苗。 正式试验开始前， 牛蛙暂养于室内水

族缸 （１􀆰 ５ ｍ × ０􀆰 ７ ｍ × ０􀆰 ６ ｍ） 中， 投喂商业牛蛙饲料 （由福建省海新集团有限公司提供）。 暂养

１５ ｄ 后， 停食 ２４ ｈ， 挑选个体大小均匀， 体表无损伤的健康牛蛙随机分配到室内 ６ 个水族缸 （０􀆰 ７ ｍ ×
０􀆰 ４ ｍ × ０􀆰 ４ ｍ） 中， 除排列位置外， 各缸管理、 光照、 用水均保持一致。 试验牛蛙初始体重为

（４０􀆰 ０１ ± ０􀆰 ２４）ｇ， 每个养殖缸放养 １４ 只牛蛙， 每天投喂 ２ 次（８：００，１８：００）， 达表观饱食状态。 养殖

试验持续 ５６ ｄ。 试验期间水温 ３０ ～ ３２ ℃ ， 投喂前半小时对各缸进行清洗和换水， 水位为 ３ ～ ５ ｃｍ。

·２４２·
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表 １　 试验饲料配方及营养组成（干物质）
Ｔａｂ． １　 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｐｒｏｘｉｍａｔｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｉｅｔ（ｄｒｙ⁃ｍａｔｔｅｒ ｂａｓｉｓ）

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ 质量分数 Ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％ 原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ 质量分数 Ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ６０． ００ 维生素混合物 Ｖｉｔａｍｉｎ ｐｒｅｍｉｘ２） ０． １０
面粉 Ｗｈｅａｔ ｆｌｏｕｒ ２８． ７９ 乙氧基喹啉 Ｅｔｈｏｘｙｑｕｉｎ ０． ０５
卵磷脂 Ｌｅｃｉｔｈｉｎ １． ００ 无机盐混合物 Ｍｉｎｅｒａｌ ｐｒｅｍｉｘ３） ０． ５０
豆油 Ｓｏｙｂｅａｎ ｏｉｌ ２． ００ 碳酸钙 ＣａＣＯ３ ３． １５
鱼油 Ｆｉｓｈ ｏｉｌ ３． ００ 赖氨酸盐酸盐 Ｌｙｓｉｎｅ － ＨＣｌ ０． ２８
胆碱 Ｃｈｏｌｉｎｅ ０． ５０ ＤＬ － 蛋氨酸 ＤＬ － Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ０． ４８
抗坏血酸多聚磷 Ｌ － ａｓｃｏｒｂａｔｅ － ２ － ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ０． １０ 总蛋白 Ｃｒｕｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ４０． ７０
防霉剂 Ａｎｔｉｍｏｌｄ１） ０． ０５ 总脂肪 Ｃｒｕｄｅ ｌｉｐｉｄ ７． ０８

　 　 说明： １） 参考文献 ［１９］； ２）， ３） 参考文献 ［１８］。
Ｎｏｔｅｓ： ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｒｅｆｅｒｅｎｃ ［１９］； ２）， ３） ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ［１８］ ．

１􀆰 ３　 肠道样品采集

５６ ｄ 试验结束时停食 ２４ ｈ 后， 选择健康状况良好、 大小相似的牛蛙（平均体重为（１３３􀆰 ５６ ± ０􀆰 １４）ｇ），
每缸 ６ 只， 用双毁髓法处死， 剪下牛蛙肠道并用镊子按压收集牛蛙肠腔内容物置于灭菌冻存管中； 收

集完成后剪开肠段， 用无菌生理盐水冲洗肠粘膜， 取另一冻存管存放肠粘膜样品； 每 ２ 个养殖缸样品

混合视为同一样品。 样品采集完成后迅速放入液氮中保存， 用于微生物多样性分析。
１􀆰 ４　 细菌 Ｖ３ ＋ Ｖ４ 区微生物多样性测序

提取样品总 ＤＮＡ 后， 根据保守区设计得到引物， 在引物末端加上测序接头， 进行 ＰＣＲ 扩增并对

其产物进行纯化、 定量和均一化后形成测序文库， 对建好的文库先进行文库质检， 质检合格的文库用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２５００ 进行微生物多样性测序。
１􀆰 ５　 计算和统计方法

使用 ＱＩＩＭＥ （Ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ８􀆰 ０） 软件中的 ＵＣＬＵＳＴ 对 Ｔａｇ 在 ９７％的相似度水平下进行 ＯＴＵ （ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ） 聚类分析； 利用 ＱＩＩＭＥ 软件生成不同分类水平下的物种丰度表； 使用 Ｍｏｔｈｕｒ （Ｖｅｒｓｉｏｎ
１􀆰 ３０） 软件， 对样品 Ａｌｐｈａ 多样性指数 （Ｃｈａｏ１、 Ａｃｅ、 Ｓｈａｎｎｏｎ、 Ｓｉｍｐｓｏｎ） 进行评估； 使用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件
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图 1 各样品稀释性曲线

Fig.1 Multy samples rarefaction curves
among different samples

说明：DC 为牛蛙肠粘膜样品；DN 为牛蛙肠腔内容物样品。
Notes：DC represented the sample of intestinal mucosa; DN represent鄄
ed the sample of intestinal digesta.

对数据进行方差分析， 实验结果采用 （平均值 ±标准误差） 表示； 基于 ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｕｎｉｆｒａｃ 算法得到样本间

距矩阵用于主成分分析 （ＰＣＡ）； 基于 ｎｏｎ⁃ｐａｒａｍｅｔｒｉｃ ｆａｃｔｏｒｉａｌ Ｋｒｕｓｋａｌ － Ｗａｌｌｉｓ （ＫＷ） ｓｕｍ － ｒａｎｋ ｔｅｓｔ （非参

数因子克鲁斯卡尔—沃利斯秩和验检） 检测具有显著丰度差异特征， 用线性判别分析 （ＬＤＡ） 来估算差异

大小。 本文所有图均根据数据用 Ｒ 语言工具绘制。

２　 结果
２􀆰 １　 数据过滤、 拼接及稀释曲线

对牛蛙肠腔内容物样品 （ ＤＮ） 和肠粘膜样品

（ＤＣ） 中细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因的 Ｖ３ － Ｖ４ 区测序，
所有样品经过双端 ｒｅａｄｓ （ ＰＥ ｒｅａｄ） 拼接后得到

５１７ ９７２ 条原始序列 （Ｒａｗ Ｔａｇｓ）， 经过原始序列过

滤 后 得 到 的 优 化 序 列 （ Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄ ） 共 有

４８７ ８２１ 条， 平均每个样品产生 ８１ ３０３ 条序列， 最

多的产生 １０８ ４４８ 条， 最少的６５ ４４３条， 样品平均

序列长度 （ＡｖｇＬｅｎ） 为 ４３６􀆰 １７ ｂｐ， 优化序列数平

均占原始双端 ｒｅａｄｓ 总数的 ６３􀆰 ０３５％ ， 表明本次提

取样品的 ＤＮＡ 质量良好。
稀释性曲线 （见图 １） 显示， 当抽取序列数达

·３４２·
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到 ５０ ０００ 条时， 每组样品的稀释曲线都趋于平坦， 说明测序数据量足够大， 更多的数据量对发现新

ＯＴＵ 的贡献很小， 表明此次测序样本抽取序列充分， 结果可靠。
２􀆰 ２　 牛蛙肠粘膜及肠腔内容物微生物 ＯＴＵ 划分及 Ａｌｐｈａ 多样性比较

表 ２ 为将样品序列按最小序列数进行标准化后， 在 ９７％ 相似度水平下， 比较 Ａｌｐｈａ 多样性指数。
结果显示， 在 ０􀆰 ９９ 的样本文库覆盖率下， 样品间 ＯＴＵ 数量、 丰度指数 Ａｃｅ 及 Ｃｈａｏ１， ＤＮ 组均大于

ＤＣ 组， 但未具显著性 （Ｐ ＞ ０． ０５） ； 多样性 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数差异不显著 （Ｐ ＞ ０． ０５） ； Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 ＤＮ
组显著低于 ＤＣ 组 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。

表 ２　 不同样品微生物群落的丰度和多样性指数

Ｔａｂ． ２　 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｓａｍｐｌｅ ＩＤ 样品 ＯＴＵ Ａｃｅ Ｃｈａｏ １ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｓｈａｎｎｏｎ 覆盖率 Ｃｏｖｅｒａｇｅ
ＤＣ １７０． ３３ ± ２１． １４ １９５． ２６ ± ２０． ３０ １９８． ７８ ± １９． ５３ ０． ６０ ± ０． １０ａ ２． １２ ± １． ２６ ０． ９９
ＤＮ ２６９． ３３ ± ３２． ７７ ２８２． １８ ± ３４． １４ ２８１． ７２ ± ３３． ３６ ０． ２１ ± ０． ０６ｂ ２． ６７ ± ０． ２５ ０． ９９

　 　 说明： 同一列数据的肩标不同字母， 则表示显著性差异 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。
Ｎｏｔｅ： Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０． ０５） ．

２􀆰 ３　 门、 属分类水平上牛蛙肠粘膜及肠腔内容物微生物组成

物种分布柱状图显示， 在门分类水平 （见图 ２） 上， ＤＣ 组中梭杆菌门 （ Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ） 和变形菌

门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 为牛蛙肠粘膜的优势菌， 分别占总菌群数量的 ７８％ 和 ２０％ ， 厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉ⁃
ｃｕｔｅｓ） 约占 １％ ； ＤＮ 组中， 变形菌门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、 厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） 和梭杆菌门 （ Ｆｕｓｏ⁃
ｂａｃｔｅｒｉａ） 为牛蛙肠道内容物中的优势菌， 分别占总菌群的 ７６％ 、 １５％ 和 ５％ ， 放线菌门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃ⁃
ｔｅｒｉａ） 约占 １％ 。 在属分类水平 （见图 ３） 上， ＤＣ 组中菌群组成表现出高度相似性， 其中梭杆菌门

（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ） 的鲸杆菌属 （Ｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） 、 变形菌门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 的埃希氏菌 － 志贺氏菌属

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ － Ｓｈｉｇｅｌｌａ） 和爱德华氏菌属 （Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ） 为主要优势菌群， 分别占总菌群比例的 ７５％ 、
３％ 和 ２％ 左右； ＤＮ 组菌群组成在属分类水平上未显示出明显规律。

图 2 各样品间门水平物种分布柱状图

Fig.2 Relative abundance of the dominant
bacterial phyla in different samples

图 3 各样品间属水平物种分布柱状图

Fig.3 Relative abundance of the dominant
bacterial genus in different samples
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２􀆰 ４　 牛蛙肠粘膜及肠腔内容物微生物样品 ＰＣＡ 分析

样品微生物 ＰＣＡ 分析 （见图 ４） 显示， ＰＣ１ 成分贡献率为 ７０􀆰 ５７％ ， ＰＣ２ 成分贡献率为 １９􀆰 ００％ ，
２ 种成分的累计贡献率已达 ８９􀆰 ５７％ ， 能反映样本的大部分信息， 表明通过 ＰＣＡ 分析可以较好区分样

品。 其中肠粘膜样品 ＤＣ 主要分布在二、 三象限交界处， 且 ３ 组样品相对聚集； 肠道内容物 ＤＮ 的 ３
组样品分散在一、 四象限中， 且彼此间间距较大。 表明经过 ５６ ｄ 饲养后， 牛蛙肠粘膜上微生物组成

基本稳定， 且与肠腔内容物微生物组成存在明显差异。

·４４２·
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图 4 牛蛙肠粘膜及肠腔内容物微生物样品 PCA 分析图

Fig.4 Principal coordinate analysis of bacterial
community composition among different samples

２􀆰 ５　 组间样品 ＬＤＡ 值分布

组间样品的 ＬＤＡ 值分布见图 ５。 进化分支

图由内至外辐射的圆圈代表了由门至种的分类

级别， 在不同分类级别上的每一个小圆圈代表

该水平下的一个分类， 小圆圈直径大小与相对

丰度大小呈正比， 而着色原则为将无显著差异

的物种统一着色为黄色， 其他差异物种按该物

种所在丰度最高的分组进行着色。 结果显示，
ＤＣ 组与 ＤＮ 组微生物相对丰度存在显著差异

（ＬＤＡ 值 ＞ ４） 的菌群， 分属于三个门类， 分别

为变形菌门的 γ 变形菌纲 （Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅ⁃
ｒｉａ） 和 α 变形菌纲 （Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）， 梭杆

菌门的梭杆菌纲 （Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｉａ） 和厚壁菌门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） 的芽孢杆菌纲 （Ｂａｃｉｌｌｉ）。 其中， 在属水平上， ＤＣ 组中鲸杆菌属 （Ｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） 、 埃希氏菌

－志贺氏菌属 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ － Ｓｈｉｇｅｌｌａ） 和爱德华氏菌属 （Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ） 相对丰度高于 ＤＮ 组； ＤＮ 组中的不

动杆菌属 （Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ） 、 假单胞菌属 （Ｐｓｅｕｄｏｍｎａｓ） 和葡萄球菌属 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ） 相对丰度高于ＤＣ 组。

DC DN
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LDA SCORE（log 10）

图 5 LDA 值分布柱状图

Fig.5 The dominant bacteria with higher LDA score than 4.0 between two groups
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３　 讨论
动物肠道微生物是一个复杂的微生态系统。 随着对肠道微生物功能研究的逐渐深入， 许多研究表

明肠道微生物能够参与并影响宿主营养代谢和免疫调节［３，５，２０］ ， 因此在动物生理研究， 尤其是营养代

谢的研究中， 必须充分考虑肠道微生物的作用。 以往的研究结果表明， 水生动物的饲料组分是影响其

肠道微生物组成的重要因素之一［２１］ ， 如摄食豆粕饲料的虹鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ） ， 其肠道中存在

高比例的厚壁菌和变形菌［２２］ ； 摄食豆粕饲料的草鱼 （Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌｕｓ） 和鲫鱼 （Ｃａｒａｓｓｉｕｓ
ａｕｒａｔｕｓ） ， 肠道中存在高比例的厚壁菌和变形菌， 并且鲫鱼肠道还存在高比例的梭杆菌［２３］ ； 摄食豆

粕饲料的金头鲷 （Ｓｐａｒｕｓ ａｕｒａｔａ） ， 其肠道存在高比例的厚壁菌、 放线菌［２４］ 。 本次试验结果显示， 摄

食全豆粕蛋白的牛蛙， 其肠道主要优势菌群为梭杆菌、 变形菌以及厚壁菌， 这与以往对摄食豆粕蛋白

的鱼类肠道微生物研究结果是一致的， 并且与王纯等［２５］ 对草食性的草鱼及团头鲂 （Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａ
ａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ） 肠道微生物研究结果相似， 均以变形菌门及厚壁菌门细菌为肠道优势菌种， 相似的结

果也在赵晗旭［２６］对陆地草食性动物的研究中有报道， 暗示此门类细菌在肠道中的优势存在可能与摄

食植物性蛋白源有关。
以往的研究［２３］表明， 水产动物肠腔内容物与肠粘膜中的微生物组成存在一定的相似性， 并且都

受外源环境 （水、 饲料等） 微生物的影响， 但同时宿主本身对肠粘膜定植菌种有一定的选择作用［２３］ 。
本次试验中， 微生物组成结构图显示， 牛蛙肠腔内容物中优势菌种门类为变形菌门 （７６％ ）、 厚壁菌

门 （１５％ ） 和梭杆菌门 （５％ ）； 牛蛙肠粘膜样品中优势菌种门类为梭杆菌门 （７８％ ） 和变形菌门

（２０％ ）； ＬＤＡ 值分布显示， 牛蛙肠腔内容物中变形菌门的菌丰度显著高于肠粘膜组， 表明摄食全豆

粕蛋白饲料的牛蛙肠腔内容物中优势菌为变形菌， 且多数不能在牛蛙肠粘膜上定植。 王程程等［９］ 研

究表明变形菌门类细菌是饲料和养殖水体中最优势菌种， 而牛蛙肠腔内容物主要由未被完全消化的食

物残渣组成， 牛蛙的进食行为会将饲料及水体中携带的微生物带入到肠腔中， 这可能是在牛蛙肠腔内

容物中检测出大量变形菌的主要原因， 而摄食等行为带来的外源微生物只有小部分能在肠粘膜上定

植［２７］ ， 导致肠腔内容物中最优势存在的变形菌在肠粘膜上不显最优势性， 这与以往的研究结果是一

致的。
本次试验结果显示： 牛蛙肠粘膜上最优势菌门为梭杆菌门， 且其丰度显著高于肠腔内容物中的该

菌， 表明该门类菌受外源环境影响较小， 可以在肠粘膜上定植； 在属分类水平， 梭杆菌门下鲸杆菌属

是最优势菌种。 以往研究表明， 在人类、 大熊猫、 牛以及硬骨鱼［１５ － １６］ 体内缺乏内源性纤维素消化酶

基因， 因此其对纤维素的消化主要依靠肠道内与纤维素降解相关的菌群； Ｐａｒｍａ 等［２４］ 研究发现， 当

金头鲷饲料中植物纤维成分增加时， 其肠道中具消化纤维素能力的菌群会增多； Ｗｕ 等［２８］ 研究发现，
草鱼肠道中优势菌群为梭杆菌门细菌， 其具有降解植物纤维、 促进碳水化合物的发酵和能量转换的功

能， 可提高植物成分消化率； 文献 ［１６，２９］ 研究表明， 梭杆菌门下鲸杆菌属细菌在淡水草食性、 杂

食性和滤食性鱼类肠道中为常见优势菌， 具有发酵多肽、 碳水化合物的能力， 还可以产生维生素 Ｂ１２ ，
被认为是一种具益生作用的菌种。 本次试验结果还显示， 当牛蛙摄食富含植物纤维成分的豆粕饲料

时， 其肠粘膜上会定植大量梭杆菌门及其门下鲸杆菌属细菌， 这些菌种与碳水化合物及纤维素消化相

关， 可以帮助宿主消化并利用植物性蛋白， 这可能是 Ｚｈａｎｇ 等［１８］ 发现牛蛙对饲料中植物性原料有较

高利用率的原因之一。
ＰＣＡ 分析结果显示， 经过 ５６ ｄ 养殖试验后， 肠粘膜样品间的微生物组成相似度较高， 而肠道内

容物样品的微生物组成相似度较低。 这表明： 当牛蛙适应养殖条件和环境时， 其肠腔内容物微生物组

成容易受到外源微生物影响， 个体间差异也较大， 而肠粘膜微生物菌群结构达到动态平衡后更为稳

定， 受个体差异影响较小， 更适合用于研究饲料对牛蛙肠道微生物组成的影响。
埃希氏菌 － 志贺氏菌属和爱德华氏菌属是水产动物常见致病菌， 能够导致水产动物腹泻、 腹水及

败血症等疾病［３０ － ３２］ 。 以往研究认为， 豆粕中的抗营养因子能够破坏肠道组织结构， 影响营养成分吸
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收利用， 是引起水产动物肠道炎症的主要原因之一［３３ － ３４］ 。 本实验结果显示， 饲喂牛蛙全豆粕蛋白饲

料， 其肠道粘膜上会定植一定比例的埃希氏菌 － 志贺氏菌属和爱德华氏菌属细菌， 这两类菌均为条件

致病菌， 在特定条件下， 会引发宿主肠道疾病， 这或许是植物蛋白替代鱼粉后， 动物肠道炎症发生的

原因之一。
本次实验中， 牛蛙肠道内容物的微生物丰度指数和多样性指数均大于肠粘膜， 但不显统计学差异

（Ｐ ＞ ０． ０５） ， 其原因可能是本次试验中将多个采集样品混作一个样品进行检测， 造成最终统计样本

不足， 因此统计学差异不显著， 应在今后研究中避免此类问题。 本次试验显示， 摄食全豆粕蛋白饲料

的牛蛙肠粘膜上会定植与碳水化合物及纤维素消化相关的梭杆菌门和鲸杆菌属细菌， 后续将对牛蛙饲

料中豆粕的添加比例对肠粘膜上该门类细菌数量的影响进行研究， 从而进一步揭示肠道微生物对牛蛙

营养代谢的影响。

４　 结论
本次试验结果表明摄食全豆粕蛋白饲料的牛蛙肠粘膜上会定植大量与碳水化合物及纤维素消化相

关的梭杆菌门及其门下鲸杆菌属细菌， 这可能是牛蛙对植物性原料有较高利用率的原因， 但同时高水

平豆粕也存在引起牛蛙肠道疾病的潜在风险。
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