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摘　要：为探讨皇竹草（ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂ）对草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）脂肪蓄积和肠道菌群组成的
影响，配制３组分别含０（对照组）、１０％和２０％皇竹草粉的等氮等能纯化饲料（蛋白质水平３３％，脂肪水平
８％），饲喂草鱼稚鱼［（２８．５１±０．０４）ｇ］８周，每组饲料饲喂３个重复。结果显示，饲料中添加１０％和２０％皇
竹草粉能显著降低腹腔脂肪指数。相比对照组，皇竹草粉组的草鱼肝脏脂滴数量均明显减少，脂肪细胞大小

明显变小。血清中的甘油三酯（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）和游离脂肪酸（ＮＥＦＡ）的含量随着皇竹草粉水平的升高
呈下降趋势，其中２０％添加水平相比对照组草鱼显著降低。皇竹草粉组肝脏中的ＴＧ、ＴＣ和 ＮＥＦＡ的含量均
显著下降。肝脏和腹腔脂肪组织中过氧化物酶体增殖物激活受体γ（ｐｐａｒγ）等脂肪生成相关５个基因在摄食
皇竹草粉后显著下调，ｐｐａｒα等４个脂肪分解相关基因在摄食皇竹草粉后显著上调，肝脏组织中法尼酯 Ｘ受
体（ｆｘｒ）基因在摄食皇竹草粉后显著上调。微生物宏基因组学结果显示，１０％和２０％皇竹草粉组草鱼肠道内
容物中肠道微生物的Ａｃｅ、ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数均与对照组差异显著，表明皇竹草粉提高了草鱼肠
道内菌群种类的丰度和多样性。从门分类来看，与脂肪蓄积相关菌群厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）的比例在皇竹草
组中显著降低，拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）比例呈上升趋势。饲料中添加一定量的皇竹草粉可降低草鱼体脂蓄
积，推测肠道菌群的改善是这一过程中的重要环节。
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　　草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）是我国重要的
淡水经济鱼类，据２０２０年中国渔业统计年鉴统
计，２０１９年，我国草鱼的总产量为５５３．３０万 ｔ，是
养殖产量最大的淡水鱼类。随着社会的发展进

步，草鱼营养需求及饲料配方技术的研究广泛开

展，饲料工业产业蓬勃发展，以投喂饲料为核心

的草鱼精养模式已成为养殖产业的必由之路。

在产业一线，养殖草鱼往往出现腹腔脂肪过度蓄

积和脂肪肝等营养代谢性疾病，增加了死亡率，

降低了饲料效率和肉质品质，是降低养殖效益的

重要因子［１］。因此，有效调控草鱼脂肪蓄积是解

决当前养殖产业困扰的重要途径，已成为研究的

重要方向和热点领域。

在哺乳动物中，肠道菌群的丰度及组成是影

响肥胖的重要因素，如无菌小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｃｕｌｕｓ）
摄食多于正常小鼠３０％，但体内的脂肪含量反而
降低４２％，对这类小鼠进行肠道菌群的移植后，
能够恢复脂肪的沉积［２］。类似地，在鱼类中，通

过抗生素改变肠道菌群组成后，也会发生肠道和

肝脏内脂肪含量的改变［３４］。有研究［５］表明，肥

胖的小鼠和人肠道内厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）细菌
的含量增加，而拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）细菌的含
量降低。机制上认为，肠道微生物产生代谢的物

质，如短链脂肪酸、内毒素、二级胆汁酸等，是影

响宿主脂肪蓄积的重要因子［６９］。在哺乳动物

上，通过饲料干预的方式调控肠道菌群的组成能
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够改善宿主体内脂肪的过度蓄积，其中一个主要

的方式是增加膳食纤维的含量［１０］，如在小鼠的饲

料中增加竹笋类纤维含量比较高的食物，可显著

增加拟杆菌门和降低疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）
的含量，进而预防肥胖的产生［１１］。在传统草鱼养

殖生产中，养殖户尝试配合饲料与牧草结合投喂

的 方 式， 如 美 国 矮 象 草 （Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍ
ｐｕｒｐｅｒｅｕｍ）［１２］、 杂 交 狼 尾 草 （Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍ
ａｍｅｒｉｃａｎｕｍ×Ｐ．ｐｕｒｐｕｒｅ）［１３］、黑麦草 （Ｌｏｌｉｕｍ
ｐｅｒｅｎｎｅ）［１４］和苏丹草（Ｓｏｒｇｈｕｍｓｕｄａｎｅｎｓｅ）［１５］等，
可达到较好的降脂效果。类似地，在饲料中添加

不同水平的苜蓿草（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）粉饲喂黄
河鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｈａｅｍａｔｏｐｔｅｒｕｓ），其血清、肝
胰脏和肌肉中总胆固醇和甘油三酯含量均随苜

蓿草粉添加量的增加依次降低［１６］。同时，饲料中

苜蓿草粉的添加也降低了团头鲂（Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａ
ａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ）肌肉粗脂肪的含量［１７］。可见，在养

殖鱼类饲料中添加青草类饲料原料也是减脂的

一个重要途径，然而这其中内在的机制尚不明

确，肠道菌群的改变是否是其中的一个重要的途

径需要进一步探索。另外，不同类别的纤维影响

肠道菌群的组成及功能也存在差异［１１］。因此，针

对不同的饲料原料验证和评估亟待展开。

皇竹草（ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂ）为多年生禾
本科植物，由象草和美洲狼尾草杂交选育而成，

属四碳植物［１８］。皇竹草营养丰富，含有较高的蛋

白（１７．９６％，ＤＭ）、脂肪（２．７４％，ＤＭ）和纤维
（２３．２６％，ＤＭ）［１９］。此外，有研究［２０２１］指出，皇

竹草含１９种氨基酸，且赖氨酸、矿物质和维生素
等含量较高，可以满足鱼类生长发育的需要且具

有用于鱼饲料的潜力。本研究室前期发现饲料

中添加皇竹草粉后显著降低了草鱼腹腔内脂肪

的含量，同时肠道菌群也发生了变化，包括拟杆

菌门和厚壁菌门的比例下调［２２２３］，但该研究中草

粉饲料的能量低于配合饲料，鱼体中肠道菌群和

脂肪蓄积的变化是皇竹草粉本身的作用还是饲

料能量的差异造成的并不清楚。本研究以纯化

饲料为基础，深入探讨在等氮等能饲料的前提下

添加皇竹草粉对草鱼肠道菌群和脂肪蓄积的影

响及作用机制，明确皇竹草粉的营养作用，以期

为该饲料原料在产业一线的应用提供参考资料

和理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验饲料
试验用草粉（皇竹草）购自广东省江门市鹤

山广佛饲料厂。参考 ＬＯＶＥＬＬ［２４］中的饲料配方，
以酪蛋白和明胶为蛋白源，鱼油和大豆油为脂肪

源，设置３组蛋白质水平为３３％，脂肪水平为８％
的等氮等能纯化饲料。对照组（Ｃ）不做处理，处
理组分别添加 １０％和 ２０％皇竹草粉（ＰＳＲ１和
ＰＳＲ２），每组添加０．１％二丁基羟基甲苯作为抗
氧化剂（表１）。饲料制备前先将饲料原料粉碎，
过６０目筛。按比例准确称取饲料原料，按照含
量从小到大的原则逐级混合，然后再将油和水分

别混入，搓匀。将混合均匀的原料用饲料制粒机

挤压出２．０ｍｍ粒径的颗粒饲料，在阴凉处风干
后放在－２０℃储存备用。
１．２　饲养与管理

试验用草鱼购自佛山市南海通威水产科技

有限公司，养殖试验在中国水产科学研究院珠江

水产研究所绿色养殖基地进行。试验鱼先放于

４．５ｍ×４．５ｍ×１．１ｍ的水泥池中暂养２周，以
对照组饲料对草鱼驯食。暂养结束后，挑选规格

均一、体格健壮的 １９８尾草鱼［（２８．５１±０．０４）
ｇ］分配到９个养殖缸（１．２ｍ×０．６ｍ×０．５ｍ）
中，每个缸放鱼２２尾。每组饲料随机投喂３个养
殖缸，试验周期为８周，每天０８：３０和１６：３０各
投喂 １次，采用饱食投喂方式。每天记录进食
量、水温、天气和死亡情况，其间水体ｐＨ为６．５～
７．８，溶氧量为５．７～７．６ｍｇ／Ｌ，氨氮浓度≤０．２０
ｍｇ／Ｌ，水温为２８．０～３３．０℃。
１．３　采样与处理

养殖结束后停食２４ｈ，对所有鱼进行采样。
采样前先用ＭＳ２２２（０．０６ｇ／Ｌ）进行麻醉，测量体
质量和体长。从每个鱼缸中随机选取６尾草鱼，
在无菌超净台内，用１ｍＬ无菌注射器从尾静脉
取血，装于１．５ｍＬ无菌离心管中，４℃静置过夜
后３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液，分装于
１．５ｍＬ无菌离心管中，并保存在 －８０℃冰箱中，
用于血清指标的测定。另随机取 ９尾草鱼进行
解剖，分别对其内脏团、肝脏、腹腔脂肪等组织进

行称重。将中肠道内容物、肝脏、腹腔脂肪迅速

置于液氮中冻存，再转移到－８０℃超低温冰箱保
存。随机挑选３尾鱼采集０．５～１．０ｇ的肝脏组

６１９
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织、脂肪组织，固定于４％多聚甲醛溶液中，用于
组织切片。肠道内容物用于提取肠道菌群 ＤＮＡ。
试验鱼的肥满度（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＣＦ）、脏体比
（ｖｉｓｃｅｒｏｓｏｍａｔｉｃｉｎｄｅｘ，ＶＳＩ）、肝体比（ｈｅｐａｔｏｓｏｍａｔｉｃ
ｉｎｄｅｘ，ＨＳＩ）、肠脂比（ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃｆａｔｉｎｄｅｘ，ＭＦＩ）等
计算公式：

ＦＣＦ（％）＝１００×（Ｗ２／Ｌ
３） （１）

ＩＶＳＩ（％）＝１００×（Ｖ／Ｗ２） （２）

ＩＨＳＩ（％）＝１００×（Ｈ／Ｗ２） （３）
ＩＭＦＩ（％）＝１００×（Ｍ／Ｗ２） （４）

式中：ＦＣＦ为肥满度；ＩＶＳＩ为脏体比；ＩＨＳＩ为肝体比；
ＩＭＦＩ为肠指比；Ｗ２为实验结束时鱼体质量，ｇ；Ｌ为
实验结束时鱼体长，ｃｍ；Ｖ为鱼体内脏质量，ｇ；Ｈ
为鱼体肝脏质量，ｇ；Ｍ为鱼体肠系膜脂肪质量，
ｇ。

表１　试验饲料组成及成分
Ｔａｂ．１　Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｉｅｔｓ ｇ／ｋｇ干质量

饲料组成 Ｆｅｅｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ 对照组 Ｃ １０％皇竹草粉 ＰＳＲ１ ２０％皇竹草粉 ＰＳＲ２

酪蛋白Ｃａｓｅｉｎ ３２０ ３０８ ３００
明胶Ｇｅｌａｔｉｎ ８０ ７７ ７５
糊精Ｄｅｘｔｒｉｎ ２８０ ２８０ ２８０
纤维素Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ １８９ １０６ １８
皇竹草粉Ｇｒａｓｓｍｅａｌ ０ １００ ２００
鱼油Ｆｉｓｈｏｉｌ ４０ ４０ ４０
大豆油Ｓｏｙｂｅａｎｏｉｌ ４０ ３８ ３６
羧甲基纤维素钠Ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ３０ ３０ ３０
二丁基羟基甲苯Ｂｕｔｙｌａｔｅｄｈｙｄｒｏｘｙｔｏｌｕｅｎｅ １ １ １
混合维生素无机物Ｍｉｘｅｄｖｉｔａｍｉｎｉｎｏｒｇａｎｉｃｓ ２０ ２０ ２０
总计Ｔｏｔａｌ １０００ １０００ １０００
常规组分Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
水分Ｍｏｉｓｔｕｒｅ／％ 　　９．１ 　　９．３ 　　９．７
粗蛋白Ｃｒｕｄｅｐｒｏｔｅｉｎ／％ ３３．０９ ３３．５０ ３３．９８
粗脂肪Ｃｒｕｄｅｆａｔ／％ ９．４ ９．４ ９．２
粗灰分Ａｓｈ／％ １．９ ２．８ ３．７

注：混合维生素无机物含硫酸铝钾１．５９ｇ／ｋｇ，碳酸钙１８１．０１ｇ／ｋｇ，磷酸二氢钙１１６．０１ｇ／ｋｇ，氯化钴０．７ｇ／ｋｇ，硫酸镁５２．１６ｇ／ｋｇ，硫酸锰
０．０７ｇ／ｋｇ，氯化钾１６５．５３ｇ／ｋｇ，碘化钾０．１４ｇ／ｋｇ，碳酸锌１．９２ｇ／ｋｇ，磷酸二氢钠１３６．０５ｇ／ｋｇ，硒酸钠０．０６ｇ／ｋｇ，硫酸铜０．７５ｇ／ｋｇ，柠檬
酸铁１３．３８ｇ／ｋｇ，硫胺素５０ｍｇ／ｋｇ，核黄素５０ｍｇ／ｋｇ，维生素Ａ２５０００ＩＵ／ｋｇ，维生素 Ｅ４００ＩＵ／ｋｇ，维生素 Ｄ３２４０００ＩＵ／ｋｇ，甲萘醌４０
ｍｇ／ｋｇ，盐酸吡哆醇４０ｍｇ／ｋｇ，氰钴胺０．１ｍｇ／ｋｇ，生物素６ｍｇ／ｋｇ，泛酸钙１００ｍｇ／ｋｇ，叶酸１５ｍｇ／ｋｇ，烟酸２００ｍｇ／ｋｇ，肌醇２０００ｍｇ／ｋｇ。
Ｎｏｔｅｓ：Ｍｉｘｅｄｖｉｔａｍｉｎｉｎｏｒｇａｎｉｃｓｉｎｃｌｕｄｅｓｐｏｔａｓｓｉｕｍｐｏｔａｓｓｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ１．５９ｇ／ｋｇ，ｃａｌｃｉｕｍｃａｒｂｏｎａｔｅ１８１．０１ｇ／ｋｇ，ｃａｌｃｉｕｍｄｉｈｙｄｒｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈａｔｅ
１１６．０１ｇ／ｋｇ，ｃｏｂａｌｔｃｈｌｏｒｉｄｅ０．７ｇ／ｋｇ，ｍａｇｎｅｓｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ５２．１６ｇ／ｋｇ，ｍａｎｇａｎｅｓｅｓｕｌｆａｔｅ０．０７ｇ／ｋｇ，ｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ１６５．５３ｇ／ｋｇ，
ｐｏｔａｓｓｉｕｍｉｏｄｉｄｅ０．１４ｇ／ｋｇ，ｚｉｎｃｃａｒｂｏｎａｔｅ１．９２ｇ／ｋｇ，ｓｏｄｉｕｍｄｉｈｙｄｒｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈａｔｅ１３６．０５ｇ／ｋｇ，ｓｏｄｉｕｍｓｅｌｅｎａｔｅ０．０６ｇ／ｋｇ，ｃｏｐｐｅｒｓｕｌｆａｔｅ
０．７５ｇ／ｋｇ，ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄＩｒｏｎ１３．３８ｇ／ｋｇ，ｔｈｉａｍｉｎｅ５０ｍｇ／ｋｇ，ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ５０ｍｇ／ｋｇ，ｖｉｔａｍｉｎＡ２５０００ＩＵ／ｋｇ，ｖｉｔａｍｉｎＥ４００ＩＵ／ｋｇ，ｖｉｔａｍｉｎＤ３
２４０００ＩＵ／ｋｇ，ｍｅｎａｄｉｏｎｅ４０ｍｇ／ｋｇ，ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄＰｙｒｉｄｏｘｉｎｅ４０ｍｇ／ｋｇ，ｃｙａｎｏｃｏｂａｌａｍｉｎ０．１ｍｇ／ｋｇ，ｂｉｏｔｉｎ６ｍｇ／ｋｇ，ｃａｌｃｉｕｍｐａｎｔｏｔｈｅｎａｔｅ
１００ｍｇ／ｋｇ，ｆｏｌｉｃａｃｉｄ１５ｍｇ／ｋｇ，ｎｉｃｏｔｉｎｉｃａｃｉｄ２００ｍｇ／ｋｇ，ａｎｄｉｎｏｓｉｔｏｌ２０００ｍｇ／ｋｇ．

１．４　血清与肝脏生化指标和酶活性的测定
血清甘油三脂（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、总胆固醇

（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）和游离脂肪酸 （ｎｏｎ
ｅｓｔｅｒｉｆｉｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＮＥＦＡ）等指标使用试剂盒检
测（南京建成生物科技有限公司，南京，中国），操

作步骤均按照试剂盒说明书进行，每缸选取３尾
鱼的样品进行检测。

肝脏ＴＧ、ＴＣ、ＮＥＦＡ的测定使用试剂盒进行，
并参照说明书进行具体操作。其中，ＴＣ和 ＮＥＦＡ
试剂盒由南京建成生物科技有限公司（南京，中

国）生产，ＴＧ试剂盒由北京普利莱基因技术有限

公司（北京，中国）生产。每缸选取３尾鱼的样品
进行检测。

１．５　组织切片
肝脏组织采用油红 Ｏ染色 （ｏｉｌｒｅｄＯ

ｓｔａｉｎｉｎｇ），脂肪组织采用 Ｈ．Ｅ染色。肝脏组织固
定在４％多聚甲醛中过夜（４℃），而后在４℃下
与３０％蔗糖孵育３ｄ。将肝脏组织包埋在最佳切
割温度（ｏｐｔｉｍａｌｃｕｔｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ＯＣＴ）化合物
（Ｌｅｉｃａ，德国）中，切片为６～１０μｍ，用蒸馏水冲
洗。将玻片在６０％异丙醇中漂洗２０～３０ｓ后，用
油红Ｏ（Ｓｉｇｍａ，美国）染色１０ｍｉｎ。随后立即将玻
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片在６０％异丙醇中脱色３ｍｉｎ，并用蒸馏水清洗。
然后用苏木精复染切片１ｍｉｎ，并用蒸馏水洗涤
１０ｍｉｎ。最后，用甘油明胶封盖玻片。使用光学
显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ４１，日本）拍摄载玻片。将固
定的脂肪组织样品在自来水中洗涤１２ｈ，然后在
一系列梯度乙醇（体积分数）中进行脱水（３０％、
５０％、７０％、８０％、９０％、９５％和１００％２次）。根据
先前描述的标准组织学技术，将样品在二甲苯中

平衡并包埋在石蜡 中［２５］。用 旋 转 切 片 机

（ＲＭ２２３５，莱卡，德国）切割５μｍ的切片，安装在
载玻片上并用 Ｈ．Ｅ染色。使用立式显微镜
（Ｌｅｉｃａｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｗｅｔｚｌａｒ，德国）观察组织学样品
并拍照。

１．６　组织总ＲＮＡ提取、反转录及相关基因表达
量检测

１．６．１　总ＲＮＡ的提取
肝脏和脂肪组织总 ＲＮＡ采用 ＴＲＩＺＯＬ试剂

盒（ＴａＫａＲａ，日本）提取，并用１％琼脂糖变性胶
来检测总 ＲＮＡ的提取质量和完整性。除去总
ＲＮＡ中的ＤＮＡ后，以１μｇ总 ＲＮＡ为模板，利用
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ，日本）进行

ｃＤＮＡ的合成，反应程序为３７℃ １５ｍｉｎ，８５℃反
应５ｓ，４℃结束。ｃＤＮＡ保存在－２０℃用于基因
检测。

１．６．２　实时定量ＰＣＲ
检测的基因引物是根据已经发表的草鱼 β

肌动蛋白（βａｃｔｉｎ），载脂蛋白Ｅ（ａｐｏｅ），二酰基甘
油Ｏ酰基转移酶（ｄｇａｔ），硬脂酰 ＣｏＡ去饱和酶
（ｓｃｄ），乙酰 ＣｏＡ羧化酶（ａｃｃ），脂肪组织甘油三
酯脂肪酶（ａｔｇｌ），肉毒碱棕榈酰转移酶１（ｃｐｔ１），
脂肪酸合酶（ｆａｓ），激素敏感性脂肪酶（ｈｓｌ），过氧
化物酶体增殖物激活受体α（ｐｐａｒα），过氧化物酶
体增殖物激活受体 γ（ｐｐａｒγ），法尼酯 Ｘ受体
（ｆｘｒ），胆固醇７α羟化酶（ｃｙｐ７ａ１）序列基础上设
计的，由生工生物工程（上海）有限公司合成。参

照ＴＩＡＮ等［２６］的方法，以 βａｃｔｉｎ作为内参基因，
用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６—ＴｉｍｅＰＣＲ ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ
（Ｒｏｃｈｅ，瑞士）检测各基因的相对表达水平。通
过先前研究中描述的比较 ＣＴ方法（２－ΔΔＣｔ）计算
基因表达值［２７］。所有的ＲＮＡ样品都以３个重复
进行检测。所分析的１２个基因引物序列见表２。

表２　实时定量引物信息
Ｔａｂ．２　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ

目标基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ
登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．
上游

Ｆｏｒｗａｒｄ（５′３′）
下游

Ｒｅｖｅｒｓｅ（５′３′）
ａｐｏｅ ＫＹ８００８９６ ＣＴＴＡＡＧＡＧＣＴＣＣＡＣＧＣＴＴＡＴＣ ＧＴＧＴＡＧＴＡＧＧＡＣＧＣＡＣＡＴＴＴＡＴ
ｄｇａｔ ＫＹ８００８９５ ＣＡＣＣＴＴＣＣＡＡＧＴＡＣＣＴＴＣＴＧ ＡＧＡＴＣＣＣＡＣＴＣＧＣＣＴＡＴＴ
ｓｃｄ ＡＪ２４３８３５ ＧＣＣＴＴＣＣＡＧＡＡＴＧＡＣＡＴＣＴＡＣ ＧＣＣＧＡＴＧＴＧＡＧＣＡＡＡＧＡＡ
ａｃｃ ＨＭ１４２５９０ ＴＧＧＡＧＧＴＧＧＣＣＴＴＣＡＡＣＡＡＴＡＣＣＡ ＡＡＧＧＧＴＣＣＡＴＧＡＴＧＡＣＡＧＴＴＧＧＧＡ
ａｔｇｌ ＨＱ８４５２１１ ＴＣＧＴＧＣＡＡＧＣＧＴＧＴＡＴＡＴＧ ＧＣＴＣＧＴＡＣＴＧＡＧＧＣＡＡＡＴＴＡ
ｃｐｔ１ ＪＦ７２８８３９ ＧＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＣＧＴＴＴＡＴＴＣ ＧＡＡＧＴＴＴＣＴＣＴＴＣＴＣＴＣＧＴＣＴＣ
ｆａｓ ＧＱ４６６０４６ ＣＣＴＣＡＧＣＴＴＡＣＡＧＣＡＧＡＡＴＣ ＣＴＣＴＴＣＡＧＣＡＡＧＧＧＡＧＴＴＴＡＧ
ｈｓｌ ＨＱ４４６２３８ ＴＧＧＡＡＣＧＴＴＡＣＴＧＡＧＴＣＴＧ ＧＡＡＧＣＧＣＡＣＧＴＴＧＡＣＴＧＧ
ｐｐａｒα ＦＪ６２３２６５ ＣＧＣＴＧＡＧＧＴＴＣＧＧＡＴＡＴＴＴ ＡＣＧＴＣＡＣＣＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＡＧ
ｐｐａｒγ ＥＵ８４７４２１ ＣＧＣＴＣＡＴＣＴＣＣＴＡＣＧＧＴＣＡＧ ＡＴＧＴＣＧＣＴＧＴＣＧＴＣＣＡＡＣＴＣ
ｆｘｒ ＭＴ３３５８２８ ＣＧＴＣＣＡＧＧＴＧＴＴＧＧＴＴＧＡＧＴ ＣＧＡＡＣＧＴＡＧＧＡＡＣＡＴＣＧＣＣＴ
ｃｙｐ７ａ１ ＫＴ７８１９０６．１ ＴＣＴＡＴＧＡＣＡＡＴＣＣＴＣＴＧＧＣＡＴＡＣＡＡ ＣＡＡＡＧＡＡＡＣＧＧＣＣＣＧＧＡＣＡ
βａｃｔｉｎ ＤＱ２１１０９６ ＴＣＣＡＣＣＴＴＣＣＡＧＣＡＧＡＴＧＴＧＧＡＴＴ ＡＧＴＴＴＧＡＧＴＣＧＧＣＧＴＧＡＡＧＴＧＧＴＡ

１．７　细菌基因组ＤＮＡ提取
将肠道样品放在无菌培养皿内，用无菌解剖

剪纵向剖开肠壁，刮取内壁黏液，置于２．０ｍＬ离
心管中，即为肠道内容物样品。为降低个体间差

异，将每缸中３条鱼的肠道内容物合并，以进行
微生物群分析。采集的肠道内容物样品使用细

菌ＤＮＡ提取试剂盒（ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎＭｉｃｒｏｂｉａｌＤＮＡ，

ＭＮ，德国）提取细菌ＤＮＡ。肠内容物样本约２５０
ｍｇ，使用混合研磨珠振荡混合，并用１％琼脂糖凝
胶检测每个 ＤＮＡ样品的质量和完整性。所有
ＤＮＡ均在－２０℃下保存直至使用。
１．８　微生物１６ＳｒＲＮＡ高通量测序

应用高通量测序技术对草鱼肠道容物进行

１６ＳｒＲＮＡＶ３＋Ｖ４区测序（百迈客生物科技有限
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公司，北京）。１６ＳｒＲＮＡ基因 Ｖ３＋Ｖ４可变区特
异 性 引 物 扩 增 序 列 ３３８Ｆ： ５′
ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡ３′， ８０６Ｒ： ５′
ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ３′。ＰＣＲ体系 １０
μＬ：ＫＯＤＦＸＮｅｏＢｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）
２μＬ，基因组 ＤＮＡ５０ｎｇ，３３８Ｆ上下游引物（１０
μｍｍｏｌ／Ｌ）各 ０．３μＬ，ＫＯＤＦＸＮｅｏ０．２μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ补至１０μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性
５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸
４０ｓ，２５个循环，７２℃７ｍｉｎ，４℃ ∞。１．８％的琼
脂糖凝胶，电压１２０Ｖ，４０ｍｉｎ检测电泳产物。之
后对 原 始 数 据 进 行 拼 接 （ＦＬＡＳＨ，ｖｅｒｓｉｏｎ
１．２．１１），将拼接得到的序列进行质量过滤
（Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ，ｖｅｒｓｉｏｎ０．３３），并去除嵌合体
（ＵＣＨＩＭＥ，ｖｅｒｓｉｏｎ８．１），得到高质量的 Ｔａｇｓ序
列，最终得到的序列用于聚成操作分类单元

（ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ）分析。在相
似性 ９７％ 的 水 平 上 对 序 列 进 行 聚 类

（ＵＳＥＡＲＣＨ，ｖｅｒｓｉｏｎ１０．０），以测序所有序列数的
０．００５％作为阈值过滤 ＯＵＴ，比对的１６ＳｒＲＮＡ参
考数据库是 Ｓｉｌｖａ（Ｒｅｌｅａｓｅ１３２，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒｂ
ｓｉｌｖａ．ｄｅ）。然后用 ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ（ｖｅｒｓｉｏｎ２．２，
ｈｔｔｐ：／／ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｒｄｐｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ／）贝
叶斯算法对 ＯＴＵ的代表性序列进行物种分类学
分析，并在不同物种分类水平下统计每个样本的

群落组成以及组间物种差异。基于 ＯＴＵ的分析
结果，采用对样本序列进行随机抽样的方法，分

别计算 Ａｃｅ、Ｃｈａｏ１、香农（Ｓｈａｎｎｏｎ）及辛普森
（Ｓｉｍｐｓｏｎ）等Ａｌｐｈａ多样性指数。
１．９　数据计算与分析

数据以平均值 ±标准差表示，采用 ＳＰＳＳ
２２．０软件进行单因素方差（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）分
析，差异显著时，采用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ进行多重比较，
Ｐ＜０．０５表示差异显著。

２　结果

２．１　饲料添加皇竹草粉对草鱼稚鱼形体指标的
影响

养殖过程中草鱼摄食积极，生长良好。表３
显示，ＰＳＲ１组和 ＰＳＲ２组的肠脂比显著低于 Ｃ
组，分别降低了１９．９３％和２４．３５％（Ｐ＜０．０５）。
各组间的肥满度、脏体比、肝体比没有显著性差

异（Ｐ＞０．０５）。

表３　饲料中添加皇竹草粉对草鱼稚鱼形体指标的影响
Ｔａｂ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔａｒｙｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈ
ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｏｎｐｈｙｓｉｃａｌ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅｇｒａｓｓｃａｒｐ ｎ＝３，％

项目Ｉｔｅｍｓ
组别Ｇｒｏｕｐｓ

Ｃ ＰＳＲ１ ＰＳＲ２
肥满度ＣＦ ２．０９±０．１８ ２．０４±０．２３ １．９２±０．０９
脏体比ＶＳＩ １０．１０±０．８０ ９．４４±１．９２ ９．３３±０．７９
肝体比ＨＳＩ １．９１±０．２５ １．９８±０．１２ １．９９±０．０９
肠脂比ＭＦＩ ２．７１±０．１０ａ ２．１７±０．４１ｂ ２．０５±０．１９ｂ

注：同行肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），标有相同
字母或无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ
ｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｓａｍｅｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒ
ｏｒｎｏｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．

２．２　饲料添加皇竹草粉对草鱼稚鱼血脂的影响
如表４所示，饲料中添加皇竹草粉明显降低

草鱼血清中的 ＴＧ、ＴＣ和 ＮＥＦＡ的含量，其中，添
加２０％皇竹草粉能够达到显著性差异（Ｐ＜
０．０５），分别降低了２６．６７％、１９．２３％和５９．４９％。

表４　饲料中添加皇竹草粉对草鱼稚鱼血清
ＴＧ、ＴＣ和ＮＥＦＡ的影响

Ｔａｂ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｉｅｔａｒｙＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂ
ｍｅａｌｏｎｓｅｒｕｍＴＧ，ＴＣａｎｄ

ＮＥＦＡｌｅｖｅｌｓｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅｇｒａｓｓｃａｒｐ
ｎ＝３，ｍｍｏｌ／Ｌ

项目Ｉｔｅｍｓ
组别Ｇｒｏｕｐｓ

Ｃ ＰＳＲ１ ＰＳＲ２
甘油三酯ＴＧ ２．８５±０．４４ａ ２．２８±０．１６ａｂ ２．０９±０．４２ｂ

总胆固醇ＴＣ ６．２４±０．２６ａ ５．３１±０．５５ａｂ ５．０４±０．７２ｂ

游离脂肪酸

ＮＥＦＡ ０．７９±０．０７ａ ０．４９±０．０７ｂ ０．３２±０．０１ｃ

注：同行肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），标有相同
字母或无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ
ｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｓａｍｅｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒ
ｏｒｎｏｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．

２．３　饲料添加皇竹草粉对草鱼稚鱼肝脏脂肪蓄
积相关指标的影响

由表５可知，饲料中添加１０％和２０％皇竹草
粉均显著降低肝脏中的ＴＧ、ＴＣ和ＮＥＦＡ的含量，
分别降低了 １９．３２％ 和 ２６．１４％，６４．００％ 和

７２．５５％，以及４９．８４％ 和 ５７．２１％（Ｐ＜０．０５）。
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表５　饲料中皇竹草粉对草鱼肝脏
ＴＧ、ＴＣ和ＮＥＦＡ的影响

Ｔａｂ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｉｅｔａｒｙＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂ
ｍｅａｌｏｎｔｈｅｈｅｐａｔｉｃＴＧ，ＴＣａｎｄＮＥＦＡｌｅｖｅｌｓｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅ

ｇｒａｓｓｃａｒｐ ｎ＝３，μｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ

项目Ｉｔｅｍｓ
组别Ｇｒｏｕｐｓ

Ｃ ＰＳＲ１ ＰＳＲ２
甘油三酯ＴＧ ０．０９±０．００ａ ０．０７±０．０１ｂ ０．０６±０．００ｂ

总胆固醇ＴＣ ３．２６±０．３８ａ １．１８±０．３６ｂ ０．９０±０．３１ｂ

游离脂肪酸

ＮＥＦＡ １．９０±０．０５ａ ０．９５±０．０１４ｂ ０．８１±０．０９ｂ

注：同行肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），标有相同
字母或无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ
ｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｓａｍｅｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｏｒ
ｎｏｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．

２．４　饲料添加皇竹草粉对草鱼稚鱼肝脏和脂肪
的组织学观察

在相同倍数下的肝脏显微结构示意图（图版

Ⅰ１～３）中可以看出，采用油红Ｏ染色脂滴后，与

Ｃ组相比，ＰＳＲ１组和ＰＳＲ２组的脂滴数量明显减
少，其较小的脂滴（红色）与细胞核（紫色）均匀分

布在整个组织。脂肪组织的显微结构如图版Ⅰ
４～６所示，ＰＳＲ１组和 ＰＳＲ２组的脂肪细胞直径明
显比Ｃ组小，且相同比例视野内的细胞数目明显
增多。

２．５　基因表达定量分析
饲料中添加皇竹草粉对草鱼肝脏组织脂代

谢相关基因表达的影响：脂肪生成基因中 ｐｐａｒγ、
ｆａｓ、ｓｃｄ、ａｃｃ和 ｄｇａｔ的 ｍＲＮＡ水平随着皇竹草粉
添加水平的增加呈现显著下降的趋势（Ｐ＜
０．０５），而脂肪分解基因中 ｐｐａｒα、ｈｓｌ、ａｔｇｌ、ｃｐｔ１
和ａｐｏｅ的 ｍＲＮＡ水平则呈现显著升高的趋势
（Ｐ＜０．０５）；胆汁酸合成基因中ｆｘｒ的ｍＲＮＡ水平
在饲喂皇竹草粉后显著提高（Ｐ＜０．０５），而
ｃｙｐ７ａ１的 ｍＲＮＡ水平则显著降低（Ｐ＜０．０５）。
见图１。

１、２、３为草鱼肝脏油红Ｏ染色切片的显微结构图；４、５、６为草鱼脂肪Ｈ．Ｅ染色切片的显微结构图；１和４为对照组；２和５为１０％
皇竹草粉组；３和６为２０％皇竹草粉组；Ｎ．细胞核；ＮＭ．核偏移；ＬＤ．脂肪滴。
１，２ａｎｄ３ｆｏｒｔｈｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｌｉｖｅｒｏｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｅｄｓｅｃｔｉｏｎｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．４，５ａｎｄ６ｆｏｒｔｈｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆＨ．Ｅ
ｓｔａｉｎｅｄｓｌｉｃｅｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｆａｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．１ａｎｄ４ｆｏｒＣｏｎｔｒｏｌ；２ａｎｄ５ｆｏｒ１０％ ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｇｒｏｕｐ；３ａｎｄ６ｆｏｒ２０％
ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｇｒｏｕｐ．Ｎ．ｎｕｃｌｅｕｓ；ＮＭ．ｎｕｃｌｅｕｓｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ＬＤ．ｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔ．

图版Ⅰ　饲料中皇竹草粉对草鱼肝脏和脂肪组织的影响（×４００）
ＰｌａｔｅⅠ　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｉｅｔａｒｙＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｏｎｔｈｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ｏｆｌｉｖｅｒａｎｄａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｉｎｊｕｖｅｎｉｌｅｇｒａｓｓｃａｒｐ（×４００）

　　脂肪组织的脂质代谢的基因表达结果如图２
所示。与肝脏组织类似，脂肪生成基因中 ｐｐａｒγ、
ｆａｓ、ｓｃｄ、ａｃｃ和 ｄｇａｔ的 ｍＲＮＡ水平随着皇竹草粉

浓度的增加而增加，且差异显著（Ｐ＜０．０５）。脂
肪分解基因中ｐｐａｒα、ｈｓｌ、ａｔｇｌ和ｃｐｔ１的ｍＲＮＡ水
平显著提高（Ｐ＜０．０５）。

０２９



４期 李玉萍，等：皇竹草对草鱼脂肪蓄积及肠道菌群组成的影响

Ｃ．对照组；ＰＳＲ１．１０％皇竹草粉组；ＰＳＲ２．２０％皇竹草粉组。不同的小写字母表示数据间差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｃ．ｃｏｎｔｒｏｌ；ＰＳＲ１．１０％ ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｇｒｏｕｐ；ＰＳＲ２．２０％ ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｇｒｏｕｐ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｄａｔａ（Ｐ＜０．０５）．

图１　饲料添加皇竹草粉对草鱼肝脏组织脂代谢基因相对表达量的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔｓｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｌｉｖｅｒｉｎｇｒａｓｓｃａｒｐ（ｎ＝３）

Ｃ．对照组；ＰＳＲ１．１０％皇竹草粉组；ＰＳＲ２．２０％皇竹草粉组。不同的小写字母表示数据间差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｃ．ｃｏｎｔｒｏｌ；ＰＳＲ１．１０％ ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｇｒｏｕｐ；ＰＳＲ２．２０％ ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｇｒｏｕｐ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｄａｔａ（Ｐ＜０．０５）．

图２　饲料添加皇竹草粉对草鱼脂肪组织脂代谢基因相对表达量的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔｓｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｏｎ
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｉｎｇｒａｓｓｃａｒｐ（ｎ＝３）

２．６　肠道菌群多样性分析
测序共获得 １８８４５１２对序列，鉴定出 ７１５

个ＯＴＵ。基于ＯＴＵ系统发育多样性进行样本关
系的评估，结果显示所有样本测序覆盖率

（＞０．９０）均已达标，表明样本 ＯＴＵ具有代表性。
见图３（ａ）。

根据ＯＴＵ比例对细菌多样性和丰富度指数
进行分析，以计算每组的细菌多样性。结果显

示，ＰＳＲ１组和 ＰＳＲ２组的 Ａｃｅ、Ｃｈａｏ１和 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数均显著高于 Ｃ组［Ｐ＜０．０５，见图 ３（ｂ）～
（ｄ）］，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数显著低于Ｃ组［Ｐ＜０．０５，图３
（ｅ）］。
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Ｃ．对照组；ＰＳＲ１．１０％皇竹草粉组；ＰＳＲ２．２０％皇竹草粉组。不同的小写字母表示数据间差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｃ．ｃｏｎｔｒｏｌ；ＰＳＲ１．１０％ ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｇｒｏｕｐ；ＰＳＲ２．２０％ ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｇｒｏｕｐ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｄａｔａ（Ｐ＜０．０５）．

图３　饲料添加皇竹草粉对草鱼肠道细菌的多样性指数的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔｓｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌ

ｏｎｔｈｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｉｃｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｉｎｔｈｅｇｕｔ

２．７　基于门水平肠道菌群分析
基于门水平对样品进行物种注释分析，共获

得 ２０个菌门。位于前 １０位的细菌组成如
图４（ａ）所示，其他物种合并为 Ｏｔｈｅｒｓ。在所有样
品中，变形菌门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、厚 壁 菌 门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、梭杆菌门（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）和拟杆菌
门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）的丰度最高，分别为 ３９．２５％、
１８．３６％、１５．８４％和８．５２％。各组间在门水平下
的差异性如图４（ｂ）所示，ＰＳＲ１组和 ＰＳＲ２组中
厚壁菌门的丰度显著低于 Ｃ组（Ｐ＜０．０５），拟杆
菌门、Ｅｐｓｉｌｏｎｂａｃｔｅｒａｅｏｔａ和绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）
的丰度高于Ｃ组但无显著差异（Ｐ＞０．０５），ＰＳＲ２
组中梭杆菌门的丰度显著高于 Ｃ组（Ｐ＜０．０５）。
ＰＳＲ１和 ＰＳＲ２组 相 比 于 Ｃ 组，放 线 菌 门
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、蓝细菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、衣原
体门（Ｃｈｌａｍｙｄｉａｅ）的丰度呈下降趋势，但差异都
不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．８　基于属水平肠道菌群分析

基于属水平对样品进行物种注释分析，共获

得 ３６７个菌属。位于前 １０位的细菌组成如
图５（ａ）所示，分别是鲸杆菌属（Ｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，
１６．６５％），红杆细菌属（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ，７．２６％）、气
单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ，６．５０％）、柠檬酸杆菌属
（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ，５．５７％）、ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｆ＿
Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ（４．０２％）、乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ，
３．００％）、弓形杆菌属（Ａｒｃｏｂａｃｔｅｒ，２．８３％）、玫瑰
单胞菌属（Ｒｏｓｅｏｍｏｎａｓ，２．６０％）、艾克曼菌属
（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ，２．５８％）和根瘤菌属（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿
Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｆ＿Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ＿Ｉｎｃｅｒｔａｅ＿Ｓｅｄｉｓ，２．１１％），
其他物种合并为 Ｏｔｈｅｒｓ。整体上看，各组中以鲸
杆菌属，气单胞菌属为主，其中鲸杆菌属比例最

高。各组间差异性如图 ５（ｂ）所示，ＰＳＲ１组和
ＰＳＲ２组中的鲸杆菌属、红杆细菌属、艾克曼菌属
的丰度高于 Ｃ组，但差异并不显著（Ｐ＞０．０５），
ＰＳＲ２组中的根瘤菌属的丰度显著高于 Ｃ组。
ＰＳＲ１组和ＰＳＲ２组中的乳杆菌属、玫瑰单胞菌属
的丰度在数值上低于 Ｃ组（Ｐ＞０．０５），气单胞菌
属的丰度显著低于Ｃ组（Ｐ＜０．０５）。
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Ｃ．对照组；ＰＳＲ１．１０％皇竹草粉组；ＰＳＲ２．２０％皇竹草粉组。不同的小写字母表示数据间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｃ．ｃｏｎｔｒｏｌ；ＰＳＲ１．１０％ ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｇｒｏｕｐ；ＰＳＲ２．２０％ ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｇｒｏｕｐ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ

ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｄａｔａ（Ｐ＜０．０５）．

图４　饲料添加皇竹草粉对草鱼肠道菌群在门水平的分布情况
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔｓｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌ
ｏｎｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｆｌｏｒａａｔｔｈｅｐｈｙｌｕｍｌｅｖｅｌｉｎｇｒａｓｓｃａｒｐ
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Ｃ．对照组；ＰＳＲ１．１０％皇竹草粉组；ＰＳＲ２．２０％皇竹草粉组。不同的小写字母表示数据间差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｃ．ｃｏｎｔｒｏｌ；ＰＳＲ１．１０％ ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｇｒｏｕｐ；ＰＳＲ２．２０％ ＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌｇｒｏｕｐ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｄａｔａ（Ｐ＜０．０５）．

图５　饲料添加皇竹草粉对草鱼肠道菌群在属水平的分布情况
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔｓｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈＰｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｉｎｅｓｅＲｏｘｂｍｅａｌ
ｏｎｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｆｌｏｒａａｔｔｈｅｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌｓ

３　讨论

研究发现在等氮等能的基础上，添加１０％和
２０％皇竹草粉的饲料饲喂草鱼均表现出了脂肪
蓄积降低的结果：（１）腹腔脂肪组织系数降低，脂
肪细胞直径减小；（２）肝脏内 ＴＧ、ＴＣ、ＮＥＦＡ减
少，脂滴含量明显降低；（３）血清中 ＴＧ、ＴＣ、ＮＥＦＡ

显著降低。该结果与单纯饲喂皇竹草降低草鱼

体脂蓄积和苜蓿草粉降低黄河鲤的脂肪含量的

结果一致［２２，２８２９］。

从分子层面来看，肝脏和腹腔脂肪组织内脂

肪生成基因 ｐｐａｒγ、ｆａｓ、ｓｃｄ、ａｃｃ和 ｄｇａｔ均显著下
降，而脂肪分解相关的基因如 ｐｐａｒα、ｈｓｌ、ａｔｇｌ和
ｃｐｔ１均显著升高，这些结果提示皇竹草粉通过降
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低了脂肪自身生成能力，促进了脂肪分解能力，

达到脂肪蓄积减少的表观性状。哺乳动物上，

ｐｐａｒα以及下游脂肪酸吸收和 β氧化基因的表
达，以及脂肪自身合成的能力基因的表达，是影

响体脂蓄积的重要途径［３０］。

值得注意的是，本研究发现 ｆｘｒ基因显著上
调，其为一类核受体家族，受到微生物代谢产物

的调控，近期有研究指出ＦＸＲ在影响草鱼脂肪蓄
积过程中担当负调控的作用［４］。为此，皇竹草粉

可能通过影响微生物的群落及其代谢产物，进而

影响ＦＸＲ信号通路以及脂肪蓄积。
哺乳动物中肠道菌群的丰度及组成越来越

被认可为能够影响机体脂肪蓄积及代谢疾病的

重要因素［３１３２］，而食物的组成是能够影响肠道菌

群的一个关键因子［３３３４］。研究［３５］表明肥胖患者

的肠道微生物群落的多样性要低于偏瘦的人群。

本研究中，草鱼在摄食皇竹草饲料后α多样性指
标均显著升高，表明这类饲料增加了草鱼肠道内

肠道菌群的丰度和多样性，与脂肪蓄积的结果相

关联。肠道菌群具有将初级胆汁酸转化为二级

胆汁酸的能力，而不同类型的胆汁酸对于激活

ＦＸＲ的活性存在差异［３６］，从这个角度分析，可能

皇竹草粉通过改变肠道菌群，影响了胆汁酸的组

分，进而影响脂肪沉积的状况。研究［３７］发现，小

鼠肠道微生物的改变，影响肠道菌群中胆汁酸的

变化，进而显著降低小鼠的脂肪蓄积。

本研究的草鱼肠道内主要菌门有变形菌门、

厚壁菌门、梭杆菌门和拟杆菌门，与牙鲆

（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ）［３８］、 栉 孔 扇 贝

（Ａｚｕｍａｐｅｃｔｅｎ ｆａｒｒｅｒｉ）［３９］、 海 参 （Ｓｔｉｃｈｏｐｕｓ
ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）［４０］、 鲫 （Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ）、 鳙
（Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓｎｏｂｉｌｉｓ）［４１］等肠道内的优势菌门及含
量相似。研究［４２４３］发现，肠道菌群的组成与机体

糖代谢和脂质代谢密切相关，其中拟杆菌门和厚

壁菌门可能是影响机体能量代谢的主要菌门。

如肥胖型小鼠肠道中厚壁菌门的比例较正常小

鼠高，而拟杆菌门的数量则偏低［４４］，可能是由于

拟杆菌门里脂代谢和糖代谢相关的酶要低于厚

壁菌门［４５］，对于食物内热量吸收的差异导致。也

有其他研究发现，肥胖患者在经过１年的减肥措
施体质量明显下降以后，肠道菌群紊乱现象得到

了一定程度的改善，拟杆菌门数量逐渐增加，而

厚壁菌门数量下降［４６４７］。因此，本研究中，摄食

皇竹草粉后，草鱼肠道内厚壁菌门降低，拟杆菌

门增加，可能是机体脂肪含量降低的原因之一。

从属水平上看，本研究发现摄食皇竹草粉后草鱼

肠道菌群内气单胞菌属显著下调。有研究［４８］指

出，气单胞菌属是一类条件致病菌，往往造成草

鱼的肠道炎症，本课题组发现肠道的炎症往往和

脂肪蓄积呈现正相关关系［４９５０］，结果表明皇竹草

粉可能通过降低气单胞菌属菌群而减缓肠道炎

症，进而降低草鱼的脂肪蓄积，但具体机制有待

进一步探讨。
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（３）：１５１７．
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