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网箱养殖青石斑鱼 Epinephelus awoara鳃及体表 

粘附菌群的 PCR．DGGE比较分析 

刘玉春， 周志刚， 石鹏君， 何夙旭， 姚 斌， 韩少锋 

(中国农业科学院饲料研究所 ，北京 100081) 

摘 要：采用免培养的 16S rDNA梯度凝胶电泳技术(denaturing gradient gel electrophoresis，DGGE)对海水网箱 

养殖青石斑鱼 Epinephelus awoara鳃和体表粘附菌群结构进行了比较分析。结果表明青石斑鱼鳃粘附菌群结 

构相对简单，存在绝对优势种群，体表粘附菌群结构较为复杂，无绝对优势种群，聚类分析表明青石斑鱼鳃与 

体表粘附菌群结构存在较大差异性(相似度52％)，而个体问鳃或体表的粘附菌群结构相似性较好。测序结 

果表明青石斑鱼鳃与体表粘附菌群以未培养菌为主，鳃的绝对优势菌为Pantoea sp．，体表相对优势菌为Meio— 

thermus。p．、Uncultured Acinetobacter sp．、Wautersiellafalsenii与未培养菌，提示在生产实践中采用复合菌制剂似 

乎更为可行。PCR—DGGE技术能区别青石斑鱼鳃与体表粘附菌群的多样性，在可定植益生菌筛选上具指导 

意义。 
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The Comparative Analysis of the Attached Bacterial Flora in the Gill and 

Body Surface of Epinephelus awoara in Cages by PCR-DGGE 

LIU Yu-chun，ZHOU Zhi-gang，SHI Peng-jun，HE Su—XU，YAO Bin，HAN Shao-feng 

(Feed Research Institute，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100081，China) 

Abstract：Comparative analysis of the attached bacterial flora in the gill and body surface of Epinephelus awoara 

cuhured in cages over sea WaS conducted by 1 6S rDNA and denaturing gradient gel electrophoresis(DGGE)．Tl1e 

results showed that the structure of those of the attached bacterial flora in the西ⅡWaS relatively simple with absolute 

predominant bacterial species．and the structure in the body surface was relatively complicate without absolute predom— 

inant species．The cluster analysis showed that bigger difierence(52％ similarity)existed between the structure of 

the attached bacterial flora in the gill and body surface．However．higher similarity was found between different 

individual samples．Th e sequences show the attached bacterial flora in the gill and body surface were dominated by 

uncultured bacteria．and the absolute predominant bacterium in the gill WaS Pantoea sp．and the predominant bacteria in 

the body surface were Meiot船rrnll~sp．，uncultured Acinetobacter sp．。WautersieZla falsenii and another uncultured 

bacterium．which indicated that the combined prebiotics might be practical in production．The present study validated 

that the technique of PCR．DGGE could differentiate the variety of the attached bacterial flora in the gill and body 

surface in Epinep船lus awoara．and could help to screen the planting—prebiotics in marine flnfish culture． 
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石斑鱼是我国海水养殖的名贵品种之一，近 

年来养殖规模不断扩大。然而，由于海水养殖环 

境不断恶化、海水环保饲料的低普及率及种质质 

量的下降，养殖石斑鱼的疾病暴发时有报道，给养 

殖户造成重大经济损失，也影响到居民的优质动 

物蛋白质供给。抗生素及化学药剂在水产养殖中 

逐步被禁用与慎用，安全的防病与治病替代手段 

弥显珍贵 。病原菌侵染鱼类宿主的第一步是 
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粘附，而鱼类体表与鳃作为鱼体的第一道防御屏 

障，其健康个体的正常粘附菌群必然在抵抗病原 

菌侵染方面扮演着重要角色，因此，解构健康石斑 

鱼个体的体表与鳃的优势粘附菌群将有助于筛选 

集约化养殖用的益生菌。青石斑鱼 Epinephelus 

awoara是我国养殖石斑鱼的代表性品种，本文以 

海水网箱养殖青石斑鱼为研究对象。 

常规的平板培养法在微生态学研究上存在很 

多局限性，因此变性梯度凝胶电泳 (denaturing 

gradient gel electrophoresis，DGGE)作为一种免培 

养的微生物分析手段已经逐步引起人们的重 

视_2』。DGGE最早是应用于染色体 DNA点变异 

检测的方法，主要原理 3 是：在含有线性浓度递 

增的变性剂(尿素和甲酰胺的混合物)的聚丙烯 

酰胺凝胶电泳中，部分解链的双链 DNA分子的电 

泳迁移率降低；而序列不同的DNA分子有着不同 

的解链行为，它们在凝胶的不同位置停止迁移，从 

而使长度相同而序列不 同的 DNA片段分离。 

1993年 Muyzer等首先将 DGGE方法应用于微生 

物生态研究 ]，之后DGGE及温度梯度凝胶电泳 

(temperature gradient gel electrophoresis，TGGE)技 

术 便在微生物生态学领域迅速发展，并在近 10 

年里被广泛应用于环境微生物生态的研究，如活 

性污泥 ， 、食品微生物 、动物肠道[ 、底泥[加] 

等不同环境样品中的微生物多样性检测和种群演 

替的分析，并与其他分子生态学技术结合，将微生 

物生态学、尤其是环境微生物学的研究引入了新 

的阶段。 

本文在国际上首次应用 PCR—DGGE技术研 

究海水网箱养殖青石斑鱼鳃及体表粘附菌群的多 

样性，为鱼鳃及体表可定植益生菌的筛选奠定 

基础。 

1 材料与方法 

1．1 样品准备 

两尾健康青石斑鱼 (A样与 B样，体重约 

1 kg)，2006年 4月随机取 自广东省湛江市霞山 

区同一海水养殖网箱，取样时水温26℃、海水盐 

度30％c，取样前网箱养殖青石斑鱼以投喂冰鲜鱼 

为食，每天投喂2次，取样当天没有投喂。取样时 

用抄网迅速将鱼从网箱中捞出，剪刀敲击头部致 

死，随后将鱼置于灭菌塑料密封袋内，保存在冰块 

中，3 h内转移到实验室，12 h内处理鱼样。在无 

菌操作台上进行鱼样处理，用解剖剪取部分鳃丝 

及鱼体表皮，用 PBS缓冲液反复冲洗 3次 J，装 

入样品管，然后在 一20℃条件下保存待分析。 

1．2 总DNA提取 

总 DNA提取方法参 照 Yu和 Morrison方 

法_1 ，在无菌操作台称取约 0．25 g样品置于 2 

mL裂解管，加入1 mL裂解缓冲液(500 mol·L 

NaC1，50 mol·L～Tris．HC1[pH8．0]，50 mol·L 

EDTA及4％SDS，灭菌 121℃，20 min)，再加入0． 

3 g直径0．1 mm和0．1 g直径0．5 mm氧化锆珠； 

珠磨仪 (Mini—BeadbeaterTM，USA)振荡 3 min； 

70℃水浴 15 min；4℃ 16 000 g离心5 min，将上清 

倒人2 mL离心管中；加入 300 txL新鲜裂解液到 

裂解管中，重复以上步骤，合并两次上清。 

在合 并 的上 清 中加 入 260 10 moL 

(M-I4) COOH溶解产物，混匀，冰浴 5 min。4~C 

16 000 g离心 10 min。将上清移人两个 1．5 mL离 

心管中，每个管中加等体积异丙醇沉淀，冰浴 30 

min。4~C16 000 g离心15 min，吸取上清，加入70％ 

乙醇洗DNA沉淀，真空干燥3 min。最后用 100 I．LL 

TE[pH 8．5]溶解 DNA，并合并两管中DNA。 

在粗 DNA样 品 中加入 12 I．LL RNA酶 (10 

mg·mL )，37℃水浴 15 min。再加入 20 蛋 

白酶 K，70~C水浴 10 min。加入等体积的酚／氯 

仿／异戊醇(25：24：1)，混匀，离心5 min，将上清 

液转入另一只离心管中，加入等体积的氯仿／异戊 

醇(24：1)抽提上清液，9 000 rpm离心5 min后， 

在上清液中加入 0．6倍体积异丙醇，4℃过夜沉 

淀，12 000 rpm离心 15 min，弃上清液，70％冰乙 

醇清洗两次，无菌风吹干，用 100 TE缓冲液溶 

解沉淀得到总 DNA的粗提液。取约 50txL DNA 

样品按Cycle．Pure DNA纯化试剂盒操作。取 5 

uJL样品，0．8％DNA琼脂糖电泳检测。 

1．3 PCR扩增 

1．3．1 针对 16S rDNA v3区片段的 PCR扩增 

将抽提所得总 DNA进行适当稀释后作为模板扩 

增目的片段，使用引物为 16S rDNA中V3区特异 

性引物 BV F(5 ．CGCCCGCCGCGCGCGGCGG． 

GCGGGGCGGGGGCACGGGGGGACTCCTACGGG． 

AGGCAGCAG．3 ，其中5 包含 40对 GC夹子)和 

BV R(5 ．ATFACCGCGGCTGCTGG 一3 )。50 txL 
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PCR反应体系：5．0 IxL 10×buffer(200 mo]·L 

Tris—HC1[pH8．4]，200 mol·L～ KC1，100 

tool·L一 (NH4)2 SO4，15 mol·I．一 MgCI2)，4．0 

IxL dNTPs，1．5 mol·【 一 MgC12，8．0 IxL 0．1％ 

BSA，0．5 IxL TaqE 2．5 U· L ，50 ng模 板 

DNA，0．5 L引物 BV3F，0．5 IxL引物BV3R，然后 

用 dd H O调整至 50 L。实验设置不添加模板 

的阴性对照组。 

1．3．2 PCR反应条件 采用降落式 PCR反应程 

序 ：94~C变性 5 rain；进入降落程序，94~C， 

30 S；65℃ ～56℃，30 S；72cjC，1 rain；再 进入 以下 

循环 94℃ ，30 S；55℃，30 S；72℃ ，1 min；25个 

循环；72~C延仲 8 min，40(2保存。反应结束后取 

3 L反应产物 1．5％琼脂糖凝胶电泳检测： 

1．3．3 PCR产物琼脂糖 电泳回收纯化 取全部 

样品在 1．5％琼脂糖凝胶上电泳检测 (100 V， 

30 min)，紫外灯下切胶。 

按 Cycle—Pure DNA纯化试剂盒操作回收凝 

胶巾的DNA片段。反应结束后取3 L回收产物 

1．5％琼脂糖凝胶电泳检测及定量： 

1．4 变性梯度凝胶 电泳 (DGGE) 

采用 BIO—RAD公司Dcode 基囚突变检测系 

统对 PCR反应产物进行分离。使用梯度混合装 

置，制备 10％的聚丙烯酰胺凝胶，变性剂浓度从 

40％到60％(100％的变性剂为7 mol／L的尿素和 

40％的去离子甲酰胺的混合物)，其中变性剂和 

丙烯酰胺的浓度从胶的_[ 方向下方依次递增。待 

变性梯度胶完全凝固后，将胶板放入装有电泳缓 

冲液的电泳槽中，取 PCR产物和 1／6倍体积加样 

缓冲液混合后加入上样孑L。引物 338f／534r扩增 

片段 ，在 50 V的电压下 ，6l cjC电泳 16 h。电泳结 

束后，将凝胶进行 EB染色。将染色后的凝胶在 

Vilber凝 胶 成像 扫 描 系统 中获 取 胶 图。用 

Bio一1D++软件分析 DGGE的指纹图谱，通过分 

析样品电泳条带的数 目和亮度，来评估微生物多 

样性的和种群相对数量。 

1．5 优势条带的回收、克隆和测序 

将 DGGE图谱中清晰的优势性条带标记后 

割胶回收，加入 TE(pH 8．0)浸泡后取上清作为 

模板进行 PCR扩增。所用引物是：BA338f(5 

ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 3 )和 UN518r(5 

ATFACCGCGGCTGCTGG 3 )。PCR反应程序 为： 

94~C 30 S，55℃ 30 S，72oC 1 min，25次 循环 ； 

72~C 3 min。将经过 OMEGA试剂盒纯化的 PCR 

产物用 T4 DNA连接酶与载体 pGEM—T连接，然 

后热激转化 E．coli JM109感受态细胞。以氨苄 

青霉素(1O0 txg·mL )抗性和蓝白斑筛选阳性 

转化子，碱变性法提取质粒，应用EcoRI酶切验证 

确认阳性克隆。送样到北京j博远志公司测序。 

1．6 相似性分析 

测得的序列用 BLAST程序在 GenBank数据 

库进行相似性搜索。 

1．7 细菌系统进化分析 

将测序结果和相关种属代表菌株的 16S rDNA 

部分 序列 用 Clustal X程 序 进行 序列 排 序， 

MEGA3．1软件分析，Neighbor—Joining法构建系统 

进化树。 

2 结果 

2．1 青石斑鱼鳃及体表总DNA的提取 

将提取的样品总 DNA用 0．8％的琼脂糖凝 

胶进行电泳，如图 1所示，A1、A2、B1、B2样品总 

DNA抽提物巾90％的条带大于 1．0 kb(16S rD— 

NA的V3区为200 bp左右)，适合进行下游反应。 

图 l 青石斑鱼 inephelus all oaF~t 

鳃及体表样品总 I)NA电泳图 

Fig．1 Agarose gel electrophoresis of the community DNA 

extracted from the gill and body surlhce of Ef1in~helus awoara． 

A1：鱼样 A鳃样；A2：鱼样 A体表样；BI：伍样 B鳃样； 

B2：鱼样 B体表样；Marker：1)NA marker 

AI：the gill of sample A；A2：the boch suffat e of sample ： 

B1：the gill of sample B；B2：the b0(I、surface of sample B； 

Ma rker．DNA T”a|．ker 
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2．2 青石斑鱼鳃及体表粘附菌群 16S rDNA-V3 

区片段 PCR扩增 

4个样品的基因组 DNA的 PCR扩增产物用 

1．5％的琼脂糖凝胶进行电泳检测，如图 2所示， 

经 PCR扩增后获得的样品微生物的 16S rDNA基 

因片段大小约为200 bp，符合 16S rDNA V3区特 

异性片段大小。 

图2 青石斑鱼 inephelu．s awoara鳃及体表粘附菌群 

16S rDNA—V3区片段 PCR扩增图谱 

Fig．2 Agarose gel electrophoresis of PCR for the V3 region 

ot 1 6S rDNA of the bacteria from the gill and body 

surface of Epinephel~s awoara． 

A1：龟样 A鳃样；A2：鱼样 A体表样；B1：鱼样 B鳃样；B2：鱼 

样 B体表样；Marker：DNA marker；CK：阴性对照 

A1：the gill of sample A；A2：the h()dv surface of sample A； 

BI：the gill of sample B；B2：the body surface of sample B； 

Marker：DNA marker；CK：negative contro1． 

2 3 青石斑 鱼鳃及体 表粘 附菌 群 16S rDNA- 

DGGE指纹图谱建立及聚类分析 

青石斑鱼鳃及体表粘附菌群 16S rDNA—V3 

区片段的 DGGE指纹图谱及聚类分析结果如图 

3、图4及表 1所示。结果显示，青石斑鱼鳃粘附 

菌群结构相对简单，存在绝对优势种群(图 3条 

带 6)，o体表粘附菌群结构较为复杂，无绝对优势 

种群。UPGMA聚类分析结果表明青石斑鱼鳃与 

体表粘附菌群结构相似度为52％，存在较大差异 

性(图4)；而两组平行样品中鳃粘附菌群结构的 

相似度85％，体表粘附菌群结构相似度 90％，表 

明个体差异较小。 

2．4 序列 BLAST分析 

测得的条带序列用 BLAST程序在 GenBank 

数据库进行相似性搜索。测得序列均已被 Gen— 

Bank数据库收录，登录号见表2。 

图3 青石斑鱼 Epinephel~s awoara鳃及体表 

粘附菌群 16S rDNA的 PCR—DGGE指纹图谱 

Fig．3 The PCR—DGGE fingerprint and its pattern of the 

l 6S rDNA of the bacteria from the gill and body surface 

of Epinephelus awoara． 

A1：鱼样 A鳃样；A2：鱼样 A体表样；B1：鱼样 B鳃样 ；B2： 

鱼样 B体表样 

1～7：成功测序条带编号 

A1：the gill of sample A：A2：the body surface of sample A： 

B1：the gill of sample B；B2：the body surface of sample B 

1～7：the sequencing band 

图4 青石斑鱼 inephelus awoara鳃及体表粘附菌群 

16S rDNA的PCR—DGGE指纹图谱 UPMGA聚类分析 

Fig．4 The dendrogram of the PCR—DGGE fingerprint of 

the l6S rDNA of the bacteria from the gill and body 

surface of Epinephelus awoara． 

1：鱼样 A鳃样；2：鱼样 A体表样；3：鱼样 B鳃样；4：鱼样 B体 

表样 

1：the gill of sample A；2：the body surface of sample A； 

3：the gill of sample B；2：the body surface of sample B 

表 1 青石斑鱼Epinephelus awoara鳃及体表 

粘附菌群结构相似系数矩阵 

Table 1 The matrix of similar coefficient of the attached 

bacterial flora in the西l1 and body surface of 

Epinephelu．s awoara． 
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表 2 青石斑鱼 Epinephelus awoara鳃及体表粘附菌群梯度凝胶电泳指纹图谱条带鉴定及 NCBI登录号 

Table 2 Sequences analysis of DNA recovered from single band in DGGE fingerprints of the 

attached bacterial flora in the gill and body surface of Epinephelus awoara． 

}Band 1～7指图3上的条带 

}Band 1～7 were shown in Fig．3 

2．5 系统发育分析 

将测序结果和相关种属 的代表菌株 16S 

rDNA部分序列用 Clustal X程序进行序列排序，采 

用 MEGA3．1软件进行分析，并构建系统进化树 

(见图5)，采用 Neighbor—Joining法构建系统进化 

树，自展数(boot strap)为 100。 

8684．1) 

96．1) 

图5 青石斑鱼 Epinephelus awoara鳃及体表粘附菌群的系统发育树 

Fig．5 Phylogenetic tree of the attached bacterial flora in the gill and body surface of Epinephelus awoara． 

Band 1—7为本研究中获得的序列；括号内数字为 16S rDNA V3区序列的登录号；标尺代表0．05进化距离。 

Band 1～7 were the sequences excised from the ge1．The accession numbers of reference sequences of bacterial 16S rDNA V3 region 

fragments are shown in parentheses．The bar indicates 5％ sequence variation． 
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3 讨论 

根据PCR产物在 DGGE指纹图谱上所分离 

的条带数和条带迁移距离(图 3)及 DGGE原 

理 J，我们能够区别青石斑鱼鳃及体表粘附菌群 

的多样性。指纹图谱显示青石斑鱼体表样品的条 

带数较多，其菌群结构相对复杂；条带亮度相近， 

表明菌群丰度相差不大，绝对优势菌群不突出；而 

鳃样品的条带数目较少，菌群结构相对简单，但存 

在绝对优势菌群。UPMGA聚类分析结果证实了 

这一点，鳃与体表粘附菌群结构相似度仅为 52％ 

(图4)，可能与二者生理机制差异有关：鳃是鱼体 

的呼吸器官，鳃由鳃片组成，鳃片上排列着梳齿状 

的鳃丝，鳃丝上密布着毛细血管，鱼的血液免疫体 

系对鳃丝上的粘附菌群存在决定性影响；而鱼体 

表则不存在这一机制。因此，尽管鱼鳃与体表处 

于同一外部环境，二者粘附菌群结构也势必存在 

明显差异。此外，实验所分析两个样本之间，体表 

粘附菌群结构相似度高达 90％，而鳃粘附菌群结 

构相似度相对要低(相似度为85％)，从侧面反应 

了鱼体免疫性能的个体差异  ̈。 

针对优势条带的测序结果表明(图3，表2)， 

青石斑鱼鳃及体表绝大部分粘附菌为未培养菌， 

与其他海水鱼的报道一致l15,161。鳃的绝对优势 

菌为 Pantoea sp．(图 3，条带 6)，为潜在的益生 

菌；而体表相对优势菌为 Meiothermus sp．(图3，条 

带2)、未培养Acinetobacter sp．(图3，条带3)、Wau． 

tersieUafalsenii(图3，条带4)与其他未培养菌(图 

3，条带5)，其中Meiothernms sp．与WautersieUafa／se． 

为潜在的益生菌。同时，由于健康青石斑鱼鳃 

与体表粘附菌群的结构差异性，在生产实践中采 

用复合菌制剂似乎更为可行。 
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