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大鼠与鲫鱼肠道内含物中微生物菌群的研究$
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摘要%目的!对生活环境差异较大的动物肠道内含物中微生物菌群分布规律进行研究+ 方法!通过提取 =G大鼠

与鲫鱼不同肠段的内含物菌液(用不同的选择性培养基进行分离培养(鉴定后进行平板计数+ 结果!大鼠肠道中

乳酸杆菌所占比重高于鲫鱼肠道(其余菌落!双歧杆菌*肠球菌*大肠杆菌"比重明显小于鲫鱼肠道,大鼠和鲫鱼肠

道厌氧的双歧杆菌沿肠道向下数量递增+ 需氧的肠球菌在鲫鱼*大鼠整个肠道中的数量级相当+ 结论!研究不同

动物肠道的微生物信息可以为病理学*毒理学的研究提供理论信息+
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!!肠道菌群数量庞大(整个基因总数约为人类的
"B# 倍( 近年来(随着0人类微生物组计划1*0肠道
元基因组计划1等研究项目的开展(人类对肠道菌
群的关注达到了空前的高度 - "J). + 随着对其结构和
功能的不断探索(人们发现肠道菌群与宿主健康密
切相关(被认为是人体的0微生物器官1 - (. + 已有研
究结果表明肠道微生物与肝硬化*肥胖*艾滋病(甚
至是心理疾病的发生都有密切的关系 - BJ$. + 肠道微
生物与宿主之间存在着肠道微生态平衡(这种平衡
一旦被打破(宿主就极易遭受各种疾病的困扰 - %. +

深入研究肠道微生物与肠道微生态平衡对促进人体
健康以及人类和动物疾病防治等具有重要意义+

本实验研究生存环境差异极大的两种动物肠道
不同部位中微生物的分布情况(为更深入地研究肠
道健康与肠道微生物的关系以及为本课题组的毒理
学实验研究提供相关的理论基础+

/K材料与方法

/M/K材料

鲫鱼!(&)i(%#"R(成年雄鱼(夏季(气温 "B i
)# h(研究对象与本课题组的肠道微生物组学研究

保持一致(购买自吉林省长春市新立城彦轩养殖场+
=G大鼠!"((i"?("R(’ 周龄(雄性(清洁级(购

买自吉林大学实验动物中心 ! =A_d!辽 " &#"BJ
###""+
/M5K试剂

大肠杆菌选择培养基!W[\"*卡那霉素 WE\选
择培养基 - "#. *乳酸杆菌选择培养基!ET*"*双岐杆菌

选择培养基(蛋白胨水培养基(胆汁J七叶苷培养基(

快速革兰染色液等(购买自宝泰克生物科技有限
公司+
/M3K仪器与设备

小型高速冷冻离心机!B(&(H"*电热恒温培养
箱!G>FJ%#$&"*电子显微镜!A_(#"*气浴恒温振荡
器!IV̂ J%&N"*B# 7E容量离心机!"’)?H"等+
/M2K方法
/M2M/!肠道内容物的获取和菌液制备% 随机选取 )

只 =G大鼠处死(消毒后置于超净台(取出空回肠*

盲肠以及结肠的肠道内容物各 " R(根据已发表文
献 - "".制备肠道菌液+

随机选取 ) 条鲫鱼处死(消毒后置于超净台(取
出前肠*中肠 以及后肠的肠道内容物各 " R(根据已
发表文献 - "".制备肠道菌液+
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/M2M5!菌液稀释与平板计数% 各段肠道每克内容
物菌液稀释倍数分别是%"#@"*"#@&*"#@)*"#@(*"#@B*
"#@?*"#@’(涂布于各选择培养基上(每个浓度三个重
复+ )’ h恒温培养(双歧杆菌*乳酸杆菌 )’ h厌氧
培养 ($ 8(肠球菌*大肠杆菌 )’ h好氧培养 &( 8+
长菌后通过菌落形态*革兰染色*镜检以及各种生化
反应等鉴定(并进行菌落计数(计算每克湿肠道内容
物中的菌数(即 AYZ;R标本+

公式%AYZ;R标本j%k"#k稀释倍数(!%表示
计数平板菌落平均数"
/MVK统计方法

将计数结果换算成 O6RAYZ;R建库(数据用
0均数l标准差1!(,l-"表示(=F== "’C# 统计软件做 "
方差检验(*m#C#B 表示有统计学意义+

5K结果

5M/K菌落鉴定
通过对平板菌落特征*菌落形态*生化反应以及

革兰染色后!如图 " 和图 &"(确定所培养菌群为双
歧杆菌*乳酸杆菌*肠球菌和大肠杆菌+

图 /K部分平板培养图
注%N%双歧杆菌,\%乳酸杆菌,A%肠球菌,G%大肠杆菌

L#)X/KN%GF(RF"-T:%F-P+:F+G-H#%)G%9
>69Q% N%G8?812>#6"!4875, \%=#6"2>#68$$7-,

A% Q+"!4262667-, G%Q-60!48608# 62$8

图 5K革兰染色结果Ka/666
注%N%双歧杆菌,\%乳酸杆菌,A%肠球菌,G%大肠杆菌

L#)X5K\G%9QF%#&#&) G-Q+:FQKa/666
>69Q% N%G8?812>#6"!4875, \%=#6"2>#68$$7-,

A% Q+"!4262667-, G%Q-60!48608# 62$8

5M5K数据分析
大鼠不同肠段的同种菌群相比(厌氧菌 !双歧

杆菌*乳酸杆菌"沿肠道向下数量递增(且有显著差
异!*m#C#B"+ 需氧菌 !肠球菌*大肠杆菌"在盲肠
内的数量较其它肠段多(且有显著差异!*m#C#B"+
各肠段总菌数也沿肠道向下依次递增+ 表 " 中不同
菌群的同肠段相比(各肠段中(厌氧双歧杆菌数量最
多(其次为厌氧乳酸杆菌(二者与大肠杆菌*肠球菌
数量相比有显著差异!*m#C#B"+ 在整个肠道中厌
氧的双歧杆菌*乳酸杆菌总数比肠球菌*大肠杆菌总
数高 &i) 个数量级(见表 "+

鲫鱼不同肠段的同种菌群相比(双歧杆菌*肠球
菌以及大肠杆菌数量沿肠道向下增加+ 各肠段总菌
数沿肠道向下也依次递增+ 表 & 不同菌群的同肠段
相比(各肠段中(厌氧的双歧杆菌数量最多(比需氧
的大肠杆菌*肠球菌数量高出 " i& 数量级(有明显
的统计学差异!*m#C#B"+ 同为厌氧的乳酸杆菌数
量却比需氧大肠杆菌小 "i& 个数量级(与肠球菌相
比(除中肠段数量相差最小(其余肠段也小 " i& 个
数量级+ 整个鲫鱼肠道中各菌群总数从多到少依次
为双歧杆菌*大肠杆菌*肠球菌以及乳酸杆菌(且厌
氧菌!双歧杆菌*乳酸杆菌"总数也大于需氧菌!肠
球菌*大肠杆菌"总数(见表 &+

/%(/
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表 /K!’大鼠肠道菌群计数#菌落计数转换为 :) 值’*! "̂’#_3a3$

@%J:-/KC&F-QF#&%:9#PG(R:(G% P(+&F#&!’G%FQ!E(:(&$ P(+&F*%QP(&U-GF-HF( :) U%:+-(*! "̂(#_3a3"

肠段 双歧杆菌 乳酸杆菌 肠球菌 大肠杆菌 总计
空回肠 ’C(B&l#C#(’3 ?CB")l#C"B(T BC)B#l#C#B)5 BC"B"l#C"%?, ’CB#$

盲肠 $C&(Bl#C#B"T ’C")"l#C"&?5 ?C"&#l#C#%B3 ?C#)&l#C#$)3 $C&($

结肠 %C#?&l#C#’#5 $C$&(l#C#%#3 (C?B$l#C"’(T BC&&#l#C#?), %C&?B

总计 %C")? $C$(" ?C&#? ?C"($ %C)"B

!!注%如果数据在同一行或同一列中用不同的字母表示!3(T(5(," (则存在显著性差异!*m#C#B" (如果同一行或同一列中有相同的字母表示

!3(T(5(," (则没有显著差异!*n#C#B"

>69Q% I8QMQ1**1R21P15329,1PPQMQ25Q!*m#C#B" 1P98Q,3933MQO3TQOQ, -198 ,1PPQMQ29OQ99QM*!3(T(5(," ( 32, 26*1R21P15329,1PPQMQ25Q!*n#C#B" 1P

-198 98Q*37QOQ99QM*!3(T(5(," 12 98Q*37QO12Q6M12 98Q*37Q56OS72

表 5K鲫鱼肠道菌群计数#菌落计数转换为 :) 值’*! "̂’#_3a3$

@%J:-5KC&F-QF#&%:9#PG(R:(G% P(+&F#&PG+P#%&P%GT!E(:(&$ P(+&FQ*-G-P(&U-GF-HF( :) U%:+-Q(*! "̂(#_3a3"

肠段 双歧杆菌 乳酸杆菌 肠球菌 大肠杆菌 总计
前肠 ’C))’l#C"&’3 )C’#%l#C#??T BC##&l#C#?B5 BC)&?l#C#?(, ’C)B(

中肠 ’C)%&l#C")%3 BC(??l#C#%), BC""$l#C#?%T ?C(%)l#C#’"5 ’C(?)

后肠 $C#((l#C#’#5 BC)’%l#C#B", ?C#’&l#C#(&3 ?C$B)l#C#&%T $C#$#

总计 $C&#) BC’)) ?C"B" ’C#&" $C&)B

!!注%如果数据在同一行或同一列中用不同的字母表示!3(T(5(," (则存在显著性差异!*m#C#B" (如果同一行或同一列中有相同的字母表示

!3(T(5(," (则没有显著差异!*n#C#B"

>69Q% I8QMQ1**1R21P15329,1PPQMQ25Q!*m#C#B" 1P98Q,3933MQO3TQOQ, -198 ,1PPQMQ29OQ99QM*!3(T(5(," ( 32, 26*1R21P15329,1PPQMQ25Q!*n#C#B" 1P

-198 98Q*37QOQ99QM*!3(T(5(," 12 98Q*37QO12Q6M12 98Q*37Q56OS72

!!在大鼠*鲫鱼肠道中(厌氧的双歧杆菌所占比例
最多( 且 在 鲫 鱼 肠 道 中 双 歧 杆 菌 所 占 比 例
! %&C’?f" 远 高 于 大 鼠 肠 道 中 的 相 应 比 例
!??C&(f"+ 而同为厌氧菌的乳酸杆菌在鲫鱼肠道
中的比例 ! #C)&f" 远低于大鼠肠道中的比例
!))C?"f"+ 鲫鱼肠道中的需氧菌 !肠球菌和大肠
杆菌"在肠道总菌中所占的比例也远高于大鼠肠道
中的比例(见表 )+

表 3K大鼠和鲫鱼肠道微生物分布比例#d$

@%J:-3K’#QFG#J+F#(&(R#&F-QF#&%:9#PG(R:(G%

#&G%FQ%&HPG+P#%&P%GT!d"

实验动物 双歧杆菌 乳酸杆菌 肠球菌 大肠杆菌
大鼠 ??C&(f ))C?"f #C#$f #C#’f

鲫鱼 %&C’?f #C)&f #C$&f ?C"#f

3K讨论

已有研究表明肠道微生物在肠道不同区域的分
布有所不同(以便适应不同肠段的环境或者促进其
功能 - "&J"). + 因此将大鼠和鲫鱼肠道进行分段取样(

发现大鼠空回肠及鲫鱼前肠段的各菌总数最少(盲
肠及中肠次之(而结肠和后肠段各菌总数最高(这一
结果与之前的研究是一致的(即肠道中微生物的密

度沿肠道向下是逐渐增加的 - "(J"B. +

实验将鲫鱼和大鼠肠道中各菌总数进行对比(

发现大鼠肠道中乳酸杆菌所占比重远高于鲫鱼肠
道(同时大鼠肠道中双歧杆菌*肠球菌以及大肠杆菌
所占比重都明显小于鲫鱼肠道+ 这可能是乳酸杆菌
引起的(乳酸杆菌作为肠道益生菌之一(有研究表明
乳酸杆菌的分泌产物能改变革兰阳性菌细胞膜的通
透性从而抑制阳性菌的生长(同时降低肠道 :V(抑
制大肠杆菌及梭菌等的生长 - "?. + 实验结果中鲫鱼

肠道中乳酸杆菌数量与尹军霞等 - "’.发表的结果有

一定差异(这可能因为温度的原因+ 已有研究表明
鲫鱼肠道内的乳酸杆菌也会因季节变化而发生改
变(主要是与温度有关+

无论陆生哺乳动物大鼠(还是淡水卵生动物鲫
鱼(其各肠段中有益菌!乳酸杆菌和双歧杆菌"的总
数量都要明显高于条件致病菌 !肠球菌和大肠杆
菌"的总数量+ 鲫鱼*大鼠整个肠道中需氧的肠球
菌的数量级相当+ 大鼠*鲫鱼肠道中双歧杆菌的数
量沿着肠道向下是逐渐增加的(肠道总菌数也沿肠
道向下逐渐增加+ 大鼠肠道中只有乳酸杆菌所占比
重高于鲫鱼肠道(其余菌落!双歧杆菌*肠球菌*大
肠杆菌"比重都明显小于鲫鱼肠道+ 通过本实验揭
示了不同动物的不同肠段中肠道微生物的分布呈现

/#B/
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各自的规律(为深入研究肠道健康与肠道微生物之
间关系提供理论信息+
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