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池塘养殖牙鲆肠道和环境菌群结构 
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摘要    为研究益生菌制剂对池塘养殖牙鲆(Paralichthys olivaceus)肠道及环境菌群结构的调控效

果，采用高通量测序技术和生物信息学分析手段构建牙鲆肠道、养殖水体、饵料和池塘底泥的 16S 

rDNA 基因测序文库，分析不同样品中菌群组成和多样性在益生菌制剂调控过程中的变化趋势。结

果显示，添加益生菌制剂后，池塘底泥和牙鲆肠道的菌群多样性升高，且池塘底泥的菌群多样性依

然最高；而养殖水体的菌群多样性明显下降，并低于牙鲆肠道的。牙鲆肠道中的肠杆菌属

(Enterobacter)、芽孢杆菌属(Bacillus)相对丰度呈上升趋势，不动杆菌属(Acinetobacter)、发光杆菌属

(Photobacterium)相对丰度先上升后下降；池塘养殖水体中 NS3a_marine_group 代表的菌属相对丰度

先下降后上升；底泥中芽孢杆菌属相对丰度变化最为明显，由最初的 3.78%增加到 33.64%。养殖

牙鲆肠道、养殖水体和底泥中的弧菌属(Vibrio)相对丰度在益生菌制剂添加后出现不同程度的降低。

而在水产养殖中，不动杆菌属和弧菌属中的部分菌株通常被认为是重要病原菌。说明益生菌制剂的

添加能在一定程度上优化鱼体肠道和环境(养殖水体和池塘底泥)的菌群结构。相似性分析发现，在

饵料不变的条件下，牙鲆肠道菌群结构与底泥的更相近；且益生菌产品对池塘底泥和牙鲆肠道菌群

的影响较为明显。本研究结果可为池塘养殖过程中微生态制剂筛选和使用提供参考。 
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海水鱼类池塘高密度养殖条件下，以 N、P 为主

的污染性代谢产物容易积累，一旦超过养殖池塘自身

净化能力，将导致养殖鱼类、微生物和环境三者所构

成的动态平衡状态的失调，极易暴发各种疾病。在我

国大力推行绿色养殖的背景下，对待水产生物疾病的

主要措施从以“治疗”为主逐渐转变为以“防控”为

主，因此，益生菌及其制剂、疫苗等生物防治方式备

受关注(丁贤等, 2004; Merrifield et al, 2010; Luis- 

Villaseñor et al, 2011; Buruiană et al, 2014; 徐奇友等, 

2017)。益生菌制剂主要通过微生物的生态调控作用

有效抑制外源菌群的入侵以维持生态环境内菌群的

动态平衡，实现无机氮、磷等污染物质的降解、转化

和再利用，构建良性循环的养殖生态系统。 

目前，水产养殖领域常用的益生菌包括光合细

菌、芽孢杆菌、硝化细菌、乳酸菌、EM 菌等，以单

一或复合添加的方式应用于养殖环境的调控(丁贤等, 

2004; Buruiană et al, 2014)。芽孢杆菌和乳酸菌是应用

较为广泛的一类益生菌，合理使用可以有效改善养殖

水环境质量，并维持养殖水生动物消化道微生物的生

态平衡，提高养殖动物消化和免疫能力，促进动物生

长(Merrifield et al, 2010; Luis-Villaseñor et al, 2011; 

徐奇友等, 2017)。在鱼类养殖应用方面，已有研究表

明，芽孢杆菌在调控养殖水质(李健等, 2001; Fu et al, 

2017; 张翠绵等, 2017)、促进养殖鱼类生长(华雪铭等, 

2001; Merrifield et al, 2010; Liu et al, 2012; 徐奇友等, 

2017)和调控养殖鱼类肠道菌群(Jiang et al, 2019b)等

方面都起到了较好的效果。目前，国内外利用益生菌

等进行海水鱼类池塘养殖方面的应用研究较少。 

本团队前期研制了一种益生菌制剂，发现其能有

效降解池塘养殖水体中的氨氮、亚硝酸盐和磷酸盐

(李存玉等, 2017)。本研究应用该益生菌制剂对池塘

养殖牙鲆(Paralichthys olivaceus)肠道和环境菌群结

构进行调控，以期揭示养殖水体和底泥沉积物以及肠

道中的微生物群落变化规律与益生菌制剂调控的关

系，为开发牙鲆池塘高密度养殖专用益生菌制剂和环

境微生态调控技术提供理论支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验管理 

益生菌制剂添加实验于 2013 年 9—10 月在山东

省日照市水利养殖场(35.29°N, 119.44°E)进行，选择

面积同为 3300 m2，且同为泥沙底质的 2 口养殖池塘，

水深为 2.0 m，分别设为实验组和对照组。池塘内养 
 

殖牙鲆平均体重为(282.0±24.23) g，平均体长为(28.3± 

1.93) cm，养殖密度均为 4.5 尾/m2。以鲜杂鱼为饵料，

每天投喂 2 次，投喂量为养殖鱼体重的 3%~5%，每

天换水 50%。实验期间，池塘养殖水体的水质指标：水

温为 21℃~23℃，盐度为 27~29，溶解氧(DO)≥5 mg/L，

pH 为 7.8~8.7。 

实验所使用的益生菌制剂为本实验室与日照市

生态环境研究所联合制备的产品，主要成分为肠杆菌

属(Enterobacter)、芽孢乳杆菌属(Sporolactobacillus)、

乳杆菌属(Lactobacillus)等有益微生物，有效活菌数不

低于 1.0×109 CFU/g。在前期预实验的基础上制定益

生菌制剂的施用策略：按照池塘水体 1.0×105 CFU/mL

的添加量全池泼洒，每天上午添加 1 次，下午换水后

补充 1 次，连续添加 10 d，在第 11~15 天继续追踪相

关数据，实验共持续 15 d；实验期间，对照池塘不添

加益生菌制剂，只追踪相关数据。 

1.2  样品采集 

在实验第 1 天添加益生菌制剂前、添加益生菌制

剂后(第 5、10、15 天)分别对 2 个池塘的水体、底泥

和养殖鱼肠道进行样品采集，分析样品中微生物菌群

结构的变化。每次在上午投喂前，完成各种生物样本

的采集，采集方法如下： 

肠道样品：每次随机捞取 6 尾体表无任何生理学

病症的健康牙鲆，采用 MS-222 (Fluka, 美国)麻醉后

置于冰上，无菌条件下解剖，取其完整肠道，轻轻挤

出肠道内残留的食糜，用预冷的无菌水冲洗肠道数

次，分装于无菌离心管中，并迅速放入液氮中保存。 

底泥样品：用采泥器采集池塘底泥，采集点分别

位于进水口、排水口和增氧机附近，每处采集 3 次样

品，将采集的每个池塘的底泥样品充分混匀，并分装

于无菌离心管中，立即放入液氮中保存。 

养殖水样：用透明的卡盖式采水器采集池塘水

样，分别于池塘进水口、排水口和增氧机附近采集中

层水样，每处采集 3 次样品，将采集的每个池塘的水

样充分混匀，混匀后水样保留 3 L，经 0.22 μm 的滤膜

真空抽滤后，将滤膜置于无菌离心管中，放入液氮保存。 

饵料样品：实验期间，投喂的鲜杂鱼为购买的同

批货源，使用无菌器械从中随机取完整鱼体 5~8 尾(全

长为 10 cm 左右)，无菌条件下剪成小段，液氮速冻后

研磨成粉状，充分混匀并平均分装于无菌离心管中，液

氮保存。 

实验期间，将每次采集的样品进行编号、分类保

存，具体采样时间与分类编号情况见表 1。 
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表 1  样品采集统计表 
Tab.1  Samples collected for microbiota structure analysis 

样品编号 Sample code组别 
Group 

样品 
Sample 1 d 5 d 10 d 15 d

肠道 Intestinal tract EG1 EG5 EG10 EG15

底泥 
Pond sediment 

EM1 EM5 EM10 EM15

实验池塘 
Experimental 
pond 

水 Culture water EW1 EW5 EW10 EW15

肠道 Intestinal tract G1 – – G15

底泥 
Pond sediment 

M1 M5 – M15

对照池塘 
Control pond 

水 Culture water W1 W5 – W15

饵料 Feed 鲜杂鱼 Fresh fish F – – – 

益生菌制剂 
Probiotics 

益生菌制剂 
Probiotics 

P – – – 

 

 

1.3  样品微生物总 DNA 提取及高通量测序 

将样本从液氮中取出，其中，肠道样本在液氮条 

件下研磨，每个池塘的 6 个平行样本充分混匀，取一

小部分样品按照土壤微生物 DNA 提取试剂盒

(OMEGA, 美国)说明书进行微生物总 DNA 提取；其

余样本置于冰上自然解冻后，参照说明书提取微生物

总 DNA。针对微生物 16S rDNA V3~V4 可变区设计

含 barcode 的特异引物(338F：5′-ACTCCTACGGGAGGC 

AGCA-3′，806R：5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)，

并进行 PCR 扩增。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳检测

合格后，使用 AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒(Axygen, 

美国)切胶回收 PCR 产物，并构建测序文库，采用

Miseq 平台进行高通量测序。 

1.4  测序数据生物信息学分析 

高通量测序数据的分析：利用 uparse (version 7.1 

http://drive5.com/uparse/)软件平台对处理后的序列进

行聚类操作，采用 RDP classifier (v2.2)对相似水平高

于 97%的可操作分类单元(operational taconomic units, 

OTU)代表序列进行归类分析，并在各个水平上统计

每个样品的群落组成；利用 Mothur (version v.1.30.1 
http://www.mothur.org/wiki/Schloss_SOP#Alpha_ diversity)
进行稀释性曲线分析；分别利用香农指数(Shannon)

和物种丰富度指数(ACE)评估微生物多样性；利用 R

语言进行主成分分析。利用 Excel 2016 软件对菌群多

样性和相对丰度进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  样品微生物多样性水平分析 

通过高通量测序与分析，平均每个样本获取 15 400 条

有效序列，结合稀释性曲线可以看出，实验样品的测

序结果是可靠的(图 1)。各样品中微生物多样性由高

到低依次为池塘底泥、牙鲆肠道、池塘水样、饵料、

益生菌制剂。其中，池塘底泥样品的香农指数为 4.96、

物种丰富度指数为 746，均为 高值，说明微生物多

样性 高；同时，随着实验的开展，池塘底泥样品的

香农指数和物种丰富度指数均呈先下降后上升的趋

势，第 15 天的多样性指数均高于第 1 天。池塘水体

中的微生物多样性呈先下降后上升的趋势，而肠道中

微生物多样性的变化较大，整体呈上升趋势。益生菌

制剂样品的香农指数和物种丰富度指数分别为 1.64

和 80.7，均为 低值，说明微生物多样性 低(图 2)。 
 

 
 

图 1  实验样品菌群稀释性曲线 
Fig.1  Rarefaction curve of microbiota in all samples 

 

 
 

图 2  基于 16S rDNA 基因序列的微生物多样性指数 
Fig.2  Microbiota diversity index based on  

16S rDNA gene sequences 
 

2.2  实验池塘的牙鲆肠道、养殖水体和底泥中菌群

结构的变化 

在门水平上，厚壁菌门(Firmicutes)、变形菌门

(Proteobacteria)和梭杆菌门(Fusobacteria)为牙鲆肠道

主要的优势菌群，随着实验地进行，变形菌门、厚壁

菌门相对丰度增大，梭杆菌门则相反(图 3)。蓝藻门
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(Cyanophyta)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和变形菌门为

养殖池塘水体中主要菌群，添加益生菌制剂后，蓝藻

门相对丰度先上升后下降，与拟杆菌门相对丰度变化完

全相反，变形菌门相对丰度则逐渐下降。变形菌门和厚

壁菌门为池塘底泥的主要优势菌群，随着实验地进行，

变形菌门呈先下降后上升的趋势，而厚壁菌门则相反。 

在属水平中，益生菌制剂中芽孢乳杆菌属、肠杆

菌属、乳杆菌属为主要的菌群(图 4)。池塘养殖牙鲆

肠道样品中，随着实验地进行，芽孢杆菌属(Bacillus)、

肠杆菌属的相对丰度逐渐升高，在第 15 天时，仍可

检测到肠杆菌属；军团杆菌属(Legionella)相对丰度由

2.95%增加到 7.19%，不动杆菌属(Acinetobacter)、发

光杆菌属(Photobacterium)和弧菌属(Vibrio)相对丰度 

呈 先 上 升 后 下 降 的 趋 势 。 池 塘 养 殖 水 体 中 的

NS3a_marine_group 相对丰度先下降后上升。池塘底

泥中，芽孢杆菌属的相对丰度在添加益生菌制剂的第

10 天，由 初的 3.78%增加到 33.64%，之后明显下降；

脱硫叠球菌属(Desulfosarcina)由 初的 3.34%先下降后

迅速增加到 8.62%；不动杆菌属相对丰度在添加益生

菌制剂的第 5 天，由 初的 0.01%增加到 13.15%，随

后大幅下降，至第 15 天时检测不到；Marinicella 相

对丰度由 10.95%先下降，再上升至 2.87%。牙鲆肠道、

养殖水体和底泥中的弧菌属相对丰度均呈现不同程

度的下降趋势。另外，在添加益生菌制剂的第 5 天，

检测到底泥样品中出现肠杆菌属(0.11%)，第 10 天相

对丰度为 0.05%，但在第 15 天(停止添加益生菌的第

5 天)时，底泥样品中检测不到肠杆菌属。 

2.3  对照池塘牙鲆肠道、养殖水体和底泥菌群结构

的变化 

实验过程中，对照池塘养殖牙鲆肠道优势菌属中

Candidate_division_WS6-norank 代表的菌属相对丰度 

 

 
 

图 3  实验过程中水体、牙鲆肠道和底泥样品中的优势菌门 
Fig.3  Dominant phyla in culture water, intestinal tract and pond sediment during the experiment 

 

 
 

图 4  实验过程中各样品中优势菌属结构特征 
Fig.4  Dominant genera in all kinds of samples during the experiment 
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降低了 40.98%，芽孢杆菌属相对丰度相对稳定，发光

杆菌属、不动杆菌属、军团杆菌属等优势菌属的相对

丰度分别提高 35.46%、64.05%和 134.58% (图 5Ⅰ)。

实验开始时，实验池塘和对照池塘水体中的优势菌属

组成结构相近，随着实验地进行，对照池塘水体中优

势菌属的相对丰度变化较大，其中，NS3a_marine_ 

group、假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)、交替单

胞菌属(Alteromonas)的相对丰度变化较为明显，整体

呈先下降后上升的趋势(图 5Ⅱ)。同样，实验开始时，

实验池塘和对照池塘底泥中的优势菌属组成结构相

近，随着实验地进行，池塘底泥中 Marinicella、芽孢

杆菌属、Candidate_division_WS6_norank 等相对丰度 

变化较为明显，其中，Marinicella 的相对丰度先上升

后下降，而芽孢杆菌属则完全相反(图 5Ⅲ)。 
 

 
 

图 5  对照组牙鲆肠道 G1 与 G15(Ⅰ)、池塘水(Ⅱ)、和底泥(Ⅲ)优势菌属结构特征 

Fig.5  Structure of the dominant genera of intestinal tracts G1 and G15 (Ⅰ), culture water (Ⅱ) and pond sediment (Ⅲ) in the control group 
 

2.4  池塘养殖牙鲆肠道菌群结构的主要影响因子 

通过主成分分析(PCA)可以看出，主成分 1 (PC1)

的贡献率为 55.98%，远高于主成分 2 (PC2)的 22.97%；

牙鲆肠道样品与饵料、底泥间的距离更为相近，说明

肠道中的菌群组成与饵料和底泥的相似；同时，与池

塘水体相比，池塘底泥样品与益生菌产品更为相近，说

明益生菌产品对池塘底泥微生物组成影响较大(图 6)。 

在属水平上，通过对各样品中菌群的组成与丰度

信息进行分析，可以看出，牙鲆肠道样品与饵料和底 
 

 
 

图 6  不同样品主成分分析 
Fig.6  Principal components analysis (PCA)  

of different samples 
 

泥中的菌群组成更为相近，其次是水环境样本，而益

生菌制剂与牙鲆肠道菌群组成相似性 小(图 7)。但

益生菌制剂与底泥和水环境中菌群组成较为相近。说

明益生菌产品对除饵料外的牙鲆养殖环境中的菌群

影响较大。 

3  讨论 

3.1  微生物多样性变化 

微生物多样性指数显示，在添加益生菌制剂以

后，池塘水样和底泥样品微生物多样性呈先下降后升

高的趋势，养殖环境中菌群结构也发生了明显的改

变，这与王新等(2014)对微生态制剂改善虾池水质及

微生物群落的研究结果一致。添加益生菌制剂初期，

池塘水体和底泥中微生物多样性降低，一方面可能是

添加的菌种大量繁殖，抑制了某些定植菌的生长(张睿

等, 2014)；另一方面可能是添加的益生菌虽然本身繁

殖数量有限，但可直接或间接的导致某些定植菌成为

优势菌，并抑制某些丰度极低的定植菌生长繁殖，改

变原有的菌群结构，导致微生物多样性降低。在菌群

结构与组成信息方面，实验中施用的益生菌制剂主要

由肠杆菌属和乳杆菌属等组成，然而，这些菌属在养

殖牙鲆池塘水体和底泥中检出量极低(图 4)，表明前

期微生物多样性下降的原因应为后者。添加益生菌制 
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图 7  基于菌群相对丰度的 Heatmap 
Fig.7  Heatmap of relative abundances of microbiota 



第 2 期 姜  燕等: 池塘养殖牙鲆肠道和环境菌群结构对益生菌制剂的响应 143 

 

剂后期，池塘系统通过自我调节作用，使得菌群结构

维持在一个新的平衡状态，微生物多样性升高。牙鲆

肠道样品中微生物多样性相对比较稳定，这可能是因

为相对于池塘水体和底泥，肠道为其定植微生物提供

了一个相对封闭的微生态环境，通过宿主的生理功

能，使肠道菌群具有能维持其定植后平衡状态的内在

机制，可抵御外部环境对其菌群结构造成的影响。 

3.2  牙鲆肠道和环境菌群结构变化分析 

本研究显示，添加益生菌制剂后，池塘水体中蓝

藻门细菌相对丰度增加，蓝细菌是能进行光合作用的

大型原核微生物，其相对丰度的增加在一定程度上提

高了养殖水体中 DO 的含量，能有效降低高密度集约

化养殖条件下因缺氧引起的生产风险。池塘底泥中芽

孢杆菌属的变化 为明显，其相对丰度的增加有助于

提高养殖鱼对饵料的利用率及其生长性能(Bairagi  

et al, 2004)；添加益生菌制剂期间，底泥中能检测到

肠杆菌属，停止添加益生菌制剂后检测不到肠杆菌属

菌群，研究表明，底泥中的肠杆菌属来自添加的益生

菌制剂(图 4)，之后经分离鉴定发现，其为产气肠杆

菌(Enterobacter aerogenes)(待发表)。关于产气肠杆菌

的研究既有其致病性方面的报道(徐风亮等, 2007)，

也有关于其通过发酵生产有用生物衍生品[乳酸、生

物氢、多羟基烷酸酯(PHA)、鼠李糖酯等]、降低发酵

成本等方面的报道(徐忠义等, 2011; Arumugam et al, 

2014、2020; Song et al, 2020)。不动杆菌属在医学界

被认为是重要的病原菌(Lynch et al, 2017; Wong et al, 

2017)；在鱼类养殖中也分离得到一些不动杆菌属的

菌株(A. baumannii、A. lwoffii、A. pittii 和 A. Schindleri

等 )，并且其中的某些致病种类能够耐受多种药物
(Reddy et al, 2013; Kozińska et al, 2014; Li et al, 
2017)。弧菌属中的大部分菌株在水产养殖中被认为

是常见的病原菌(Baker-Austin et al, 2018; 胡秀彩等, 

2019)。本研究中，对照池塘牙鲆肠道中弧菌属、不

动杆菌属等相对丰度明显升高，而这些菌属相对丰度

在实验池塘牙鲆肠道中则出现一定程度的降低；同

时，实验池塘牙鲆肠道中的中肠杆菌属相对丰度升

高。这可能是因为益生菌制剂中的部分微生物虽然不

能在肠道中成功定植，但是，它们能通过产物抑制等

作用一定程度调控肠道菌群的稳态；并且能在肠道中

定植的部分益生菌通过营养竞争、粘附位点竞争等模

式有效抑制有害菌的繁殖。虽然牙鲆肠道内定植有弧

菌、不动杆菌等多种病原菌，并且实验过程中不动杆

菌属的相对丰度在一定阶段内有所升高，但鱼体始终

未出现任何病症，活力也非常好，说明健康鱼体内有 

病原菌的存在属正常现象(Reddy et al, 2013; Jiang  

et al, 2019a; 姜燕等, 2020)。在正常鱼体的生理活动

中，这些病原菌的丰度在安全范围内，并且鱼体内的

微生态处于平衡状态。在添加益生菌制剂期间，养殖

鱼肠道内能检测到乳杆菌，但其在牙鲆肠道中的相对

丰度小、变化不稳定，而肠杆菌属相对丰度升高，反

应出定植菌(肠杆菌属)和外源菌(乳杆菌属)在肠道中

相对丰度变化的本质区别，也表明肠道菌群具有维持

其定植后平衡状态的本质。Skjermo 等(2015)将从大

西洋鳕鱼(Gadus morhua)肠道内分离得到的益生菌通

过水和饵料 2 种途径进行添加，结果均未在鳕鱼肠道

内检测到该菌。Jiang 等(2019b)以生物饵料为载体进

行大菱鲆(Scophthalmus maximus)幼鱼源益生菌的添

加，发现益生菌虽未在大菱鲆仔稚幼鱼消化道中成功

定植，但其益生作用却成功传递到了仔稚幼鱼消化道

中。同样，在本研究中，虽然益生菌制剂中的部分菌

群未能在池塘各个容纳体(牙鲆、水和底泥)中成功定

植，但它们优化菌群结构的“益生”功能却得以有效

传递。再者，益生菌制剂中肠杆菌属的部分菌株为亚

硝化反硝化聚磷菌，被广泛应用于废水处理(张立成

等, 2012)。可能也正是由于益生菌或其制剂的“益生”

作用，一方面改善牙鲆肠道菌群结构，一定程度促进

饲料蛋白营养的有效利用，降低 N、P 排放；另一方

面，益生菌本身参与到池塘养殖环境中 N、P 的降解

过程， 终使得池塘水体中 N、P 化合物(氨氮、磷酸

盐等)的浓度得到有效降解。本研究认为，一定浓度

的益生菌制剂能直接或间接的影响鱼体肠道和池塘

环境中菌群结构，改善养殖环境质量，短期效果明显，

在投喂饵料没有改变的情况下，可加强养殖环境对牙

鲆的影响，引起牙鲆肠道菌群结构的改变，促进牙鲆

健康生长。 

益生菌制剂对水产养殖动物的调控是一个复杂

的过程。本研究中，对照组池塘水环境菌群结构变化

较大，但改变属于自然水体的正常波动，而实验组池

塘水体中的优势菌属的组成在整个实验过程中相对

比较稳定，说明益生菌制剂的施用有助于养殖水环境

微生物群结构的统一与稳定。对照组池塘底泥中的菌

群结构相对比较稳定，而施用益生菌制剂后底泥中菌

群结构变化较明显，尤其是芽孢杆菌属、脱硫叠球菌

属等相对丰度的迅速变化，表明益生菌制剂对池塘底

泥菌群具有一定的调控作用。对照组池塘养殖牙鲆肠

道菌群结构也出现一定程度的变动，也表明了牙鲆肠

道定植菌群结构虽然会同环境菌群一起出现波动，但

是这些波动在平衡状态的范围之内，反映了肠道对其

定植菌群平衡状态的维护功能；实验组池塘养殖牙鲆
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肠道菌群结构的动态变化表明了益生菌制剂的重要

调控作用。本研究设置了对照组的横向比较及实验组

添加益生菌制剂前后的纵向比较，使数据具有说服

力，通过对牙鲆肠道及生长环境中微生物种类、数量

变化及相关影响因子的测定，初步分析了益生菌制剂

对池塘养殖牙鲆肠道菌群的调控机制。可能正是由于

这种调控作用，使养殖牙鲆对饵料的消化吸收能力得

以提高，从而排放到养殖水体中的氨氮、亚硝酸盐等

的含量减少，促进水产绿色养殖的发展。对于益生菌

制剂调控过程中，池塘养殖牙鲆消化和免疫等理化因

子的应答变化及机制是今后研究的重点内容，将从多

角度综合解析益生菌制剂的调控机制。 
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Responses of Microbiota Structure in the Intestinal Tract and Pond Culture 
Environment of Japanese Flounder (Paralichthys olivaceus) to Probiotics 
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Abstract    The deterioration of the aquaculture environment and disease outbreaks occur often in 

high-density pond cultures of fish. Probiotics are the main and efficient method to regulate the microbiota 

of the fish intestinal tract and pond water environments, which will improve aquaculture conditions and 

reduce the incidence of diseases. To investigate the effects of probiotics on the composition and diversity 

of microbiota in the intestinal tract and pond culture environment of the Japanese flounder (Paralichthys 

olivaceus), samples from the Japanese flounder intestinal tract and environmental media (culture water, 

feed, and pond sediment) were collected. High-throughput sequencing of the 16S rDNA genes was 

performed to analyze the regulation of the microbiota of the intestinal tract and environmental samples by 

probiotics. Our results showed that the diversity of microbiota in the pond sediment and intestinal tract of 

Japanese flounder increased after the addition of probiotics, and was still in the pond sediment. Inversely, 

the diversity of the microbiota in the culture water declined, which was lower than that in the intestinal 

tract. Firmicutes, Proteobacteria, and Fusobacteria were dominant in the Japanese flounder intestinal tract, 

and the relative abundances of Firmicutes and Proteobacteria increased, whereas Fusobacteria decreased 

after the addition of probiotics. At the genus level, the relative abundances of Enterobacter and Bacillus 

increased, whereas Acinetobacter and Photobacterium first increased and then decreased in the intestinal 

tract. The relative abundance of genus represented by NS3a_marine_group firstly decreased and then 

increased in the Japanese flounder culture water. In the pond sediment, the change in the relative 

abundance of Bacillus was obvious, increasing from 3.78% to 33.64%. The relative abundances of Vibrio 

in the fish intestinal tract, culture water, and pond sediment decreased after the addition of probiotics. 

Some strains of Acinetobacter and Vibrio are important pathogens in aquaculture. The microbiota 

structure in the intestinal tract of Japanese flounder was similar to that in the pond sediment. Changes in 

the relative abundances of these main microbiota indicated that the addition of probiotics could optimize 

the microbiota structure of the Japanese flounder intestinal tract and environment. However, it is 

impossible that Lactobacillus, as the main microbiota of the probiotics, was able to colonize and persist in 

the fish intestinal tract, water, and pond sediment, which indicated that probiotics did not deliver bacteria 

but their probiotic function. Hence, the addition of probiotics could affect the microbiota structure of the 

Japanese flounder intestinal tract, water, and pond sediment. 

Key words    High throughput sequencing; Intestinal tract microbiota; Paralichthys olivaceus; Pond 

culture; Probiotics 
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