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摘  要: 分两个实验考察了饲料中添加自制酵母甘露寡糖、外购甘露寡糖和黄霉素对奥尼罗非鱼

幼鱼[(l.00 ± 0.04) g]肠道菌群的影响。传统菌落计数结果表明, 不同的添加剂都能明显地改变幼鱼

肠道中的乳酸杆菌和大肠杆菌的数量及比例, 其中 0.5%自制酵母甘露寡糖使乳酸杆菌的数量增加

10.77% (P < 0.05), 大肠杆菌的数量减少 14.80% (P < 0.05), 使乳酸杆菌与大肠杆菌的比例提高到

0.9720。DGGE 图谱分析表明, 自制酵母甘露寡糖、外购甘露寡糖、黄霉素的加入都改变了罗非

鱼幼鱼原有的肠道微生物的微生态环境, 其中自制酵母甘露寡糖对罗非鱼幼鱼肠道微生物的微生

态影响最大。 
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Abstract: The effects of mannan-oligosaccharides and flavomycin on the intestinal microorganisms of 

Tilapia larvae [(l.00 ± 0.04) g] were studied. The results showed that the number and ratio of Lactoba-

cillus and E. coli in the intestinal tract of Tilapia larvae were obviously affected by three different addi-

tives including self-made yeast mannan-oligosaccharides, purchased mannan-oligosaccharides and fla-

vomycin with different concentrations by plate count method. Among these additives, 0.5% self-made 

yeast mannan-oligosaccharides increased the Lactobacillus by 10.77% (P < 0.05), but reduce E. coli by 

14.80% (P < 0.05), which increased the ratio of Lactobacillus and E. coli to 0.9720. Furthermore, the 

Denatured Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) fingerprints demonstrated that the original intestinal 

microbial microecology of Tilapia larvae was changed by all additives, among the three additives, 

self-made yeast mannan-oligosaccharides had the most significant influence on the intestinal microor-

ganisms of Tilapia larvae. 
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甘露寡糖不仅具有低热、稳定、安全、无毒等

良好的理化性质, 还具有调整肠道和提高免疫力等

保健功能。近年来研究发现 , 在猪 [12]、肉鸡 [3]、

牛[46]等畜禽饲料中添加甘露寡糖能明显改善胃、肠

道微生态环境, 促进乳酸杆菌等有益菌的增殖, 抑

制大肠杆菌的增殖, 大大降低了腹泻率。目前, 在鱼

类 饲 料 中 添 加 甘 露 寡 糖 的 研 究 较 少 , 仅 见 鲤 鱼

(Cyprinus carpio)[7]、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[8]等

少数品种。由甘露寡糖在饲料中的应用效果来看 , 

甘露寡糖是抗生素的理想替代品。 

罗非鱼是我国重要的出口水产品, 其安全性和

抗生素的替代品研究尤为受到关注。除红罗非鱼外, 

目前尚未见甘露寡糖在罗非鱼饲料中应用的研究报

道。因此 , 本实验以奥尼罗非鱼幼鱼(Oreochromis 

niloticus × O. ureus)为研究对象, 通过在饲料中添

加不同水平的自制酵母甘露寡糖, 并与饲料中添加

购买的外购甘露寡糖、黄霉素作比较, 利用传统菌

落计数法和变性梯度凝胶电泳 (Denatured gradient 

gel electrophoresis, DGGE)考察在罗非鱼幼鱼鱼体

生长过程中对罗非鱼幼鱼肠道菌群的影响 , 为甘

露寡糖在奥尼罗非鱼幼鱼上的合理应用提供理论

依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  自制酵母甘露寡糖的制备: 取实验室保藏产

甘露聚糖酶菌株制备粗酶液[9]。使用粗酶液水解酵

母细胞壁制备酵母甘露寡糖[10], 烘干后制成粉末备

用。自制酵母甘露寡糖的含量为 6.06%。外购甘露

寡糖中有效甘露寡糖的含量为 12% (厂家报道)。 

1.1.2  实验用鱼: 采用平均体重(1.00 ± 0.04) g 奥尼

罗非鱼。选用规格一致, 体格健壮个体。随机分配

于池中, 每池 70 尾鱼, 饲养 60 d。 

1.1.3  试剂: 培养基: 伊红美兰琼脂(EMB)北京路

桥技术有限责任公司; MRS 琼脂(MRSA)北京路桥

技术有限责任公司。 

PCR 引物[11]: DGGEPCR 引物: V32(5′-ACC 

GCGGCTGCTGG-3′); V33(5′-CGCCCGCCGCGCGC 
GGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTAC 
GGGAGGCAGCAG-3′)。 

1.2  方法 
1.2.1  养鱼实验设计: 实验Ⅰ: 在基础饲料中分别

添加 0.0% (对照组)、0.25%、0.50%、0.75%自制酵

母甘露寡糖(等量减少麦麸用量), 共 4 个处理组, 每

处理 3 个重复。各种原料均过 60 目筛, 搅拌均匀, 挤

压机制成直径 2.0 mm 的半沉性颗粒饲料。基础饲料

组成见表 1。 

实验Ⅱ: 在基础饲料中分别添加 0.0%自制甘露

寡糖(对照组)、添加 0.5%自制甘露寡糖、0.5%外购

甘露寡糖、8 μg/g 的黄霉素。各种原料过 60 目筛。

基础饲料组成见表 1。 

 

表 1  基础饲料组成 
Table 1  Fundamental ingredients of feed 

成分 
Ingredients 

比例 
Proportion

(%) 

成分 
Ingredients 

比例 
Proportion

(%) 

鱼粉 
Fish meal 

 9.00 
微量矿物元素预混料 

Trace mineral 
elements premix 

0.50 

豆粕 
Soybean meal

20.00 
维生素预混料 
Vitamin premix 

0.25 

菜籽粕 
Rapeseed meal

24.00 
氯化胆碱 

Choline chloride 
0.30 

棉籽粕 
Cottonseed meal

10.00 
豆油 

Bean oil 
1.00 

次粉 
Wheat mid-

dlings 
21.45 

鱼油 
Fish oil 

1.50 

麦麸 
Wheat bran 

10.20 
磷酸二氢钙 
Ca(H2PO4)2 

1.80 

总 计 Total 100.00 

注 : 维生 素预混 料和微量元素 预混料在每千 克饲料添加量 为

(μg/g): VA: 6000 IU; VD: 2000 IU; VE: 50; VK: 5; VB1: 15; VB2: 15; 
VB3: 25; VB5: 30; VB6: 10; VB7: 0.2; VB11: 3; VB12: 0.03; 肌醇: 100; 

VC: 100; Zn: 80; Fe: 150; Cu: 4; Mn: 20; I: 0.4; Co: 0.1; Se: 0.1; 
Mg: 100. 
Note: The amount of vitamin premix and trace mineral elements 
premix added in the feed (μg/g): VA: 6000 IU; VD: 2000 IU; VE: 50; 
VK: 5; VB1: 15; VB2: 15; VB3: 25; VB5: 30; VB6: 10; VB7: 0.2; VB11: 3; 
VB12: 0.03; Inositol: 100; VC: 100; Zn: 80; Fe: 150; Cu: 4; Mn: 20; 
I: 0.4; Co: 0.1; Se: 0.1; Mg: 100. 

 

1.2.2  实验管理: 实验 : Ⅰ 实验鱼饲养于 12 个水泥

池中(2.0 m × 1.5 m × 1.2 m), 水深 0.6 m。用基础饲

料驯化 1 周, 待鱼摄食正常后开始实验, 日投喂 4

次(8∶00, 11∶00, 14∶00, 17∶00), 投饵率为体重

5%10%, 并根据水温、摄食情况进行调整, 各组保

持一致的投饲量。养殖实验期间水温 25°C29°C, 

DO (溶解氧) > 5.0 mg/L、NH3-N < 0.3 mg/L, 昼夜

充气。  

实验 : Ⅱ 饲养条件同实验Ⅰ。 

1.2.3  大肠杆菌和乳酸杆菌的测定: 取实验Ⅰ、Ⅱ



710 微生物学通报 2010, Vol.37, No.5 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

中奥尼罗非鱼的鱼肠道样品 0.5 g 放到灭菌处理的

10 mL 离心管中, 用无菌水倍比稀释一直到 107。用

移液枪吸取适量稀释度的样品 100 μL, 接种到选择

性培养基上, 用涂棒涂匀, 每个稀释度做 3 个平行

样。在 37°C 条件下培养 48 h。培养结束后记数(每

克鱼肠标本的活菌数), 取其平均值。剩余鱼肠放在

20°C 下备用。 

1.2.4  鱼肠道微生物总 DNA 的提取: 精确称取

100 mg 鱼肠道样品置于灭菌处理的 10 mL 离心管, 

按照文献 [12]提取肠道微生物总 DNA, 将提取的

DNA 样品放20°C 冷冻保存备用。 

1.2.5  DNA 质量检测: 0.8%琼脂糖、TAE Buffer 电

泳, EB 染色, 凝胶成像仪观察分析。 

1.2.6  PCR 扩增与变性梯度凝胶电泳(DGGE): 针

对 16S rDNA V3 区片段的 PCR 扩增, 扩增反应体系

为 25 μL, 模板 DNA 加 50 ng。扩增程序为: 94°C  

5 min; 94°C 1 min, 56°C 1 min, 72°C 2 min, 25 个循

环; 72°C 10 min。PCR 产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳、

EB 染色、凝胶成像仪观察分析。PCR 产物进一步用

变性梯度凝胶电泳(DGGE)分离。凝胶变性梯度为

35%55%[13], 电压为 120 V, 电泳缓冲液为 1 × TAE, 

60°C 电泳 3 h, 用 Sybergreen 染色后凝胶成像仪观察

分析。 

1.2.7  图像处理及数据分析: 利用 NTSYS 2.10 中

的 UPGMA 做不同饲养条件下的肠道微生物菌群做

聚类分析。以 Rf 值为标记, 对 DGGE 图谱条带采用

二态编码, 即有条带存在的编码为“1”, 无条带存在

的则编码为“0”, 利用 Jaccard[14]系数对不同饲养条件

下的罗非鱼幼鱼肠道微生物菌群的相似性进行分析。 

2  结果 

2.1  实验Ⅰ结果 
对实验Ⅰ鱼池中的鱼取鱼肠道, 测定鱼肠道中

乳酸杆菌和大肠杆菌的数量如表 2 所示。 

由表 2 可知, 3 个梯度的自制酵母甘露寡糖添加

量分别使乳酸杆菌增加了 9.37%、10.77%、10.52%, 

大肠杆菌减少了 7.12%、14.80%、16.36%。乳酸杆

菌与大肠杆菌的比值也明显高于对照组。随着自制

酵母甘露寡糖添加量的增加大肠杆菌的数量出现明

显的减少趋势, 而乳酸菌的变化不明显。 

2.2  实验Ⅱ结果 

对实验Ⅱ鱼池中的鱼取鱼肠道, 测定鱼肠道中

乳酸杆菌和大肠杆菌的数量如表 3 所示。 

由表 3 可知, 饲料中添加 0.5%的自制酵母甘露

寡糖和 0.5%的外购甘露寡糖分别使罗非鱼幼鱼肠

道中的乳酸杆菌增加了 10.77%、11.08%, 大肠杆菌

的数量减少了 14.80%、7.67%; 由乳酸杆菌与大肠

杆菌的比值来看, 饲料中添加 0.5%的自制酵母甘露

寡糖明显增加了乳酸杆菌的比例。黄霉素的加入明

显抑制了肠道中乳酸杆菌的增殖, 使乳酸杆菌较对

照组减少 20.39%。 

2.3  鱼肠道微生物总基因组 DNA 的提取 

分别提取实验Ⅰ、Ⅱ、罗非鱼幼鱼 6 个样品的

肠道微生物基因组总 DNA, 如图 1 所示, 从电泳图

中看出, 得到了清晰的鱼肠道微生物总 DNA 条带, 

且条带在 23 kb 左右。 

 

表 2  自制酵母甘露寡糖对罗非鱼幼鱼生长中肠道微生物的影响 
Table 2  Effects of self-made yeast mannan-oligosaccharides on intestinal 

microorganisms of Tilapia larvae  

 
对照组 
Controls 

自制酵母甘露寡糖 
Self-made yeast mannan-

oligosaccharides 
(0.25%) 

自制酵母甘露寡糖 
Self-made yeast mannan- 

oligosaccharides 
(0.5%) 

自制酵母甘露寡糖 
Self-made yeast mannan-

oligosaccharides 
(0.75%) 

乳酸杆菌 Lactobacillus 
[lg(CFU/g)] 

6.34 ± 0.01a 6.93 ± 0.01b 7.02 ± 0.00b 7.01 ± 0.00b 

大肠杆菌 E. coli 
[lg(CFU/g)] 

8.48 ± 0.00d 7.88 ± 0.00c 7.23 ± 0.02b 7.09 ± 0.02a 

乳酸杆菌数/大肠杆菌数 
Lactobacillus/E. coli 

0.7473 0.8804 0.9720 0.9879 

注: 同一行数据后的不同小写字母表示在 P＜0.05 水平差异显著. 

Note: Values in rows with different letters indicate significant difference (P < 0.05). 
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表 3  自制酵母甘露寡糖、外购甘露寡糖和黄霉素对罗非鱼幼鱼生长中肠道微生物的影响 
Table 3  Effects of self-made yeast mannan-oligosaccharides, purchased mannan-oligosaccharides and 

flavomycin on intestinal microorganism of Tilapia larvae 

 
对照组 
Controls 

自制酵母甘露寡糖 
Self-made yeast mannan- 

oligosaccharides 
(0.5%) 

外购甘露寡糖 
Purchased mannan- 

oligosaccharides 
(0.5%) 

黄霉素 
Flavomycin 

(8 μg/g) 

乳酸杆菌 Lactobacillus 
[lg(CFU/g)] 

6.34 ± 0.01b 7.02 ± 0.00c 7.04 ± 0.01c 5.05 ± 0.02a 

大肠杆菌 E. coli 
 [lg(CFU/g)] 

8.48 ± 0.00d 7.23 ± 0.02c 7.83 ± 0.01b 6.40 ± 0.00a 

乳酸杆菌数/大肠杆菌数 
Lactobacillus/E. coli 

0.7473 0.9720 0.8995 0.7887 

注: 同一行数据后的不同小写字母表示在 P＜0.05 水平差异显著. 

Note: Values in rows with different letters indicate significant difference (P < 0.05). 
 

 

图 1  罗非鱼幼鱼肠道微生物总 DNA 电泳图 
Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of total DNA extracted 
from intestinal microorganisms of Tilapia larvae  
注: M: Marker; 1: 对照组; 2: 自制酵母甘露寡糖样(0.25%); 3: 

自制酵母甘露寡糖样(0.5%); 4: 自制酵母甘露寡糖样(0.75%); 5: 

外购甘露寡糖样(0.5%); 6: 黄霉素. 

Note: M: Marker; 1: Control; 2: Self-made yeast mannan-oligosa 
ccharides (0.5%); 3: Purchased mannan-oligosaccharides (0.5%); 4: 
Self-made yeast mannan-oligosaccharides (0.75%); 5: Purchased 
mannan-oligosaccharides (0.75%); 6: Flavomycin. 

 

2.4  鱼肠道微生物 16S rDNA 的 V3 可变区 PCR
扩增结果 

以上述提取的微生物总基因组 DNA 为模版 , 

做 16S rDNA 的 V3 可变区 PCR 扩增, 经 1.5%琼脂

糖凝胶电泳检测, 均获得 200 bp 左右的特异性扩增

片段, 从图 2 中看, 样品都有较亮的扩增条带, 本实

验的 PCR 扩增条件是比较合适的, 适合用于接下来

的 DGGE 电泳分析。  

2.5  不同饲养条件下 16S rDNA-DGGE 指纹图谱

建立、聚类分析及相似系数分析 

实验Ⅰ、Ⅱ中罗非鱼幼鱼肠道微生物 16S rDNA 

V3 区片段的 DGGE 指纹图谱及聚类分析结果如图

3 所示。  

由图 3 可知, 在罗非鱼幼鱼饲料中添加不同梯

度的自制甘露寡糖、外购甘露寡糖和黄霉素都会明

显改变罗非鱼幼鱼肠道微生物的微生态环境, 说明

鱼肠道微生物易受饲料的影响, 聚类分析结果表明 

 

图 2  罗非鱼幼鱼肠道微生物 16S rDNA V3 区片段 PCR

扩增图谱 
Fig. 2  Agarose gel electrophoresis of PCR products of V3 
region of 16S rDNA amplified with total DNA from intesti-
nal microorganisms of Tilapia larvae 
注: M: Marker; KB: 阴性对照; 1: 对照组; 2: 自制酵母甘露寡糖

样(0.25%); 3: 自制酵母甘露寡糖样(0.5%); 4: 自制酵母甘露寡

糖样(0.75%); 5: 外购甘露寡糖样(0.5%); 6: 黄霉素. 

Note: M: Marker; KB: Negative control; 1: Control; 2: Self-made 
yeast mannan-oligosaccharides (0.5%); 3: Purchased mannan- 
oligosaccharides (0.5%); 4: Self-made yeast mannan-oligosacc 
harides (0.75%); 5: Purchased mannan-oligosaccharides (0.75%); 6: 
Flavomycin. 
 

6 个样品在 0.8 的相似度上可分为 3 类, 对照组与抗

生素为一类, 外购甘露寡糖单独一类, 3 个梯度添加

量的自制甘露寡糖为一类。 

由表 4 可知, 3 个不同添加自制酵母甘露寡糖样

与对照组相似系数小于 0.75, 属于中等相似水平 , 

说明自制甘露寡糖的添加改变了罗非鱼幼鱼原有的

肠道微生物的微生态环境; 3 个添加自制酵母甘露寡

糖样间的相似系数大于 0.75, 属于极相似, 说明添

加不同水平的自制甘露寡糖对罗非鱼幼鱼肠道微生

物的微生态环境影响效果相近; 外购甘露寡糖和黄

霉素与对照组的相似系数大于 0.75, 属于极相似, 

说明外购甘露寡糖没有明显改变罗非鱼幼鱼肠道微

生物菌群的种类 ; 0.5%添加量的外购甘露寡糖与 
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图 3  罗非鱼幼鱼肠道微生物 16S rDNA 的 PCR-DGGE 指纹图谱(左)及聚类分析(右) 
Fig. 3  The PCR-DGGE fingerprints (Left) and the dendrogram (Right) of the PCR-DGGE fingerprints of 16S rDNA of  

intestinal microorganisms of Tilapia larvae 
注: 1: 对照组; 2: 自制酵母甘露寡糖样(0.25%); 3: 自制酵母甘露寡糖样(0.5%); 4: 自制酵母甘露寡糖样(0.75%); 5: 外购甘露寡糖样

(0.5%); 6: 黄霉素. 

Note: 1: Control; 2: Self-made yeast mannan-oligosaccharides (0.25%); 3: Self-made yeast mannan-oligosaccharides (0.5%); 4: Purchased 
mannan-oligosaccharides (0.75%); 5: Purchased mannan-oligosaccharides (0. 5%); 6: Flavomycin. 

 

表 4  不同饲养条件下的罗非鱼幼鱼鱼肠道 
微生物相似系数 

Table 4  Similarity coefficients of intestinal  
microorganisms of Tilapia larvae under different  

feeding conditions 

Samples 1 2 3 4 5 6 

1 1.00      

2 0.69 1.00     

3 0.63 0.79 1.00    

4 0.63 0.79 1.00 1.00   

5 0.77 0.82 0.63 0.63 1.00  

6 0.80 0.63 0.61 0.61 0.70 1.00

注: 1: 对照组; 2: 自制酵母甘露寡糖样(0.25%); 3: 自制酵母甘

露寡糖样(0.5%); 4: 自制酵母甘露寡糖样(0.75%); 5: 外购甘露

寡糖样(0.5%); 6: 黄霉素. 

Note: 1: Control; 2: Self-made yeast mannan-oligosaccharides 
(0.25%); 3: Self-made yeast mannan-oligosaccharides (0.5%); 4: 
Purchased mannan-oligosaccharides (0.75%); 5: Purchased man-
nan-oligosaccharides (0. 5%); 6: Flavomycin. 
 

0.25%添加量的自制甘露寡糖的相似系数为 0.82, 

属于极相似, 说明 0.25%添加量的自制甘露寡糖就

能达到 0.5%外购甘露寡糖添加量对罗非鱼幼鱼肠

道微生物微生态影响的效果。 

由此可知, 自制酵母甘露寡糖、外购甘露寡糖、

黄霉素的加入都改变了罗非鱼幼鱼原有的肠道微生

物的微生态环境, 即鱼肠道微生物的微生态环境易

受饲养条件的影响, 这与 Sakata T、Trust T J 和

Sugita H[1518]等研究结果一致。在本实验中自制酵

母甘露寡糖对罗非鱼幼鱼肠道微生物的微生态影响

最大。 

3  讨论 

甘露寡糖已经广泛应用于食品工业、医药领域、

畜产养殖和水产养殖等行业, 其中主要是做为饲料

添加剂应用于养殖业。随着对甘露寡糖的研究发现, 

甘露寡糖能提高动物肠道中双歧杆菌和乳酸杆菌的

数量 [1920], 阻止病原菌(大肠杆菌)的定殖 [21]; 甘露

寡糖还能吸附霉菌毒素(玉米赤霉烯酮和黄曲霉毒

素)[22], 起到排除毒素的作用; 甘露寡糖还具有明显

的增加免疫器官的重量的作用[23]。在本文中只讨论

了甘露寡糖对奥尼罗非鱼肠道微生物的影响。另外

甘露寡糖还能提高奥尼罗非鱼的生长性能、营养物

质消化率和血清非特异性免疫[24]。甘露寡糖作为一

种安全、无毒副作用的新型绿色环保饲料添加剂有

可能替代抗生素。 
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