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摘要: 近年来,诺氟沙星(norfloxacin, NOR)在水环境中被广泛检出。 为探究 NOR 对棘皮动物的毒性效应,选取刺参(Apos-
tichopus japonicus)为研究对象,将其暴露于 0 mg·L-1、1.5×10-1 mg·L-1和 150 mg·L-1浓度诺氟沙星中 56 d,研究 NOR 暴露对

� 刺参肠道菌群结构及功能的影响。 结果显示:刺参肠道核心菌群为变形菌门(Proteobacteria)和疣微菌门(Verrucomicrobia)。 与

对照组相比,随着环境中 NOR 暴露浓度的增加,刺参肠道菌群逐渐被罗尔斯通氏菌(Ralstonia)取代,150 mg·L-1 NOR 处理组

� 罗尔斯通氏菌相对丰度占比高达 79.82% ,呈现出肠道菌群单一化的现象。 基于京都基因与基因组百科全书(Kyoto Encyclope-
dia of Genes and Genomes, KEGG)代谢通路数据库注释,NOR 暴露组肠道菌群 mRNA 翻译、蛋白质复制合成及修复、多糖合成

及代谢通路丰度显著上调(P<0.05),而膜运输、氨基酸代谢通路丰度显著下调(P<0.05)。 综上可知,水体中 NOR 影响了刺参肠

� 道菌群结构与功能。 本研究旨为水体抗生素生态风险评估提供一定的理论依据。
关键词: 诺氟沙星;刺参;肠道菌群;高通量测序
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Abstract: In recent years, norfloxacin (NOR) has been widely detected in the aquatic environment. In order to in-
vestigate the toxic effects of NOR on echinoderm, the Apostichopus japonicus was selected as the research object

� and exposed to 0 mg·L-1 , 1.5×10-1 mg·L-1 and 150 mg·L-1 concentrations of NOR for 56 days. The effects of
NOR exposure on the structure and function of the gut bacterial community of A. japonicus were investigated. The
results showed that the core gut bacterial community of A. japonicus were Proteobacteria and Verrucomicrobia.

� Compared with the control group, with the increase of NOR exposure concentration in the environment, the gut
bacterial community of A. japonicus was gradually replaced by Ralstonia, and the relative abundance of Ralstonia
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in the 150 mg·L-1 NOR-treated group accounted for as high as 79.82% , which showed the phenomenon of
� homogenization of the gut bacterial community. Based on the KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

metabolic pathway database annotation, the abundance of mRNA translation, protein replication synthesis and repair,
polysaccharide synthesis and metabolic pathways was significantly up-regulated in thegut bacterial community of the
NOR-exposed group (P<0.05), whereas the abundance of membrane transport and amino acid metabolic pathways
was significantly down-regulated (P<0.05). In conclusion, NOR in the water affected the structure and function of
the gut bacterial community of A. japonicus. This study aims to provide some theoretical basis for the ecological

� risk assessment of antibiotics in water.
Keywords: norfloxacin; Apostichopus japonicus; gut bacterial community; high-throughput sequencing

　 　 诺氟沙星(norfloxacin, NOR)作为第三代喹诺酮

药物,具有广谱抗菌性且与其他多种抗菌类药物均

无交叉耐药性,前些年被广泛应用于水产生物的疾

病预防与治疗[1]。 其通过作用于细菌 DNA 螺旋酶

的 A 亚单位,抑制 DNA 的合成和复制而导致细菌

死亡,进而降低细菌种群密度与信号分子的浓度,抑
制包括受体蛋白在内相关蛋白的信号传递,抑制集

群信号最终传递到胞内,达到抑制细菌群体感应的

目的[2]。 由于其在水产动物体内的生物富集,可通

过食物链传递至消费者,可引起人体的耐药性下降,
2015 年被我国原农业部列为水产养殖禁用药品[3]。
NOR 在水环境中相对稳定,不易降解。 近年来,
NOR 在水环境中被广泛检出。 已有研究结果表明,
我国沿岸海域水体残留 NOR 浓度范围为 7.63×10-6

~5.93×10-1 mg·L-1 [4-9]。 然而,在水环境中即使残留

NOR的浓度水平很低(ng·L-1或 μg·L-1),也可直接对

水生生物产生毒性效应,包括游泳能力下降、消化功

能降低、免疫功能受损和肠道菌群紊乱等[10-14]。
肠道菌群作为机体不可或缺的组成部分,参其

与有机物质代谢、营养元素吸收、免疫系统调节等生

理活动,在生物体生长发育方面具有积极意义,因其

对环境压力具有较强的适应能力而受到广泛关

注[15-16]。 已有研究发现,NOR 可以引起水生动物肠

道菌群失调及肠道功能下降。 例如,NOR 短期暴露

显著降低了大黄鱼(Larimichthys crocea)幼鱼肠道菌

� 群丰度与多样性并抑制了代谢、细胞防御和信息转

导等生理功能[17]。 长期接触 NOR 还可导致鲤鱼

(Cyprinus carpio Linnaeus)幼鱼肠道菌群稳态被打

� 破,肠道屏障及其他免疫功能受损,进而影响鱼类的

肠道健康[18]。 凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)暴
� 露于 NOR 环境中,其肠道中气单胞菌(Aeromonas)、
� 反硝化产碱菌(Alcaligenes denitrificans)、蜡样芽孢杆

� 菌(Bacillus cereus)和肠杆菌(Enterobacter)等菌属相

� 对丰度显著降低,肠道消化酶水平偏低,糖类代谢及

氮循环速率减缓,NOR 在一定程度上加重了机体代

谢负担[19]。 贻贝(Mytilus coruscus)暴露于 NOR 中,
� 其肠道菌群的丰富度和多样性受到显著性抑制,且

细胞过程和信号、代谢、信息存储和处理功能受到了

显著性影响[20]。 然而,NOR 对于棘皮动物肠道菌群

的影响研究则相对较少。
刺参 (Apostichopus japonicus)是一种具有较高

� 经济价值和药用价值的海洋底栖生物,主要以沉积

物中藻类碎片、动植物腐殖质等其他有机碎屑为

食[21]。 其消化系统结构简单,无消化腺。 肠道是食

物消化及营养物质吸收的主要场所,肠道内部细菌

可产生多种消化酶,帮助宿主消化、吸收营养物质;
部分细菌可通过增强免疫细胞、酶活性提高机体的

非特异性免疫能力。 此外,肠道固有细菌还可通过

占据生态位并分泌抗菌肽形成屏障,以此达到隔离

异物及抑制致病菌的效果[22]。 刺参独特的生活环境

与摄食习性,使其肠道菌群更易受外界环境的影

响[23]。 已有研究表明,抗生素暴露可导致刺参生长、
消化及生理免疫功能出现显著变化。 例如,Díaz-
Díaz 等[24]评估了长期投喂抗生素治疗对刺参生长

和健康的影响,结果发现四环素和红霉素对海参的

生长以及脂肪酶、胃蛋白酶、胰蛋白酶的消化活性均

有抑制作用。 另外,抗生素喂养的幼参免疫相关参

数较低,表明抗生素的使用可能削弱了海参的免疫

防御系统。 磺胺甲恶唑(1.2×10-3 mg·L-1 )暴露 35
d,可导致刺参肠道组织萎缩和生长速率下降,改变

肠道菌群结构,显著增加条件致病菌相对丰度,干扰

宿主脂质、氨基酸与碳水化合物代谢途径,造成肠道

潜在的炎症风险[25]。 环境中过高浓度的氟苯尼考

(1.0×10-1 mg·L-1 )会打破幼参肠道原有平衡,改变

核心菌群组成及丰度,降低生物活性物质的分泌速

率,进而可能会影响幼参的消化吸收,并增加致病风
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险[26]。 因此,本文选用刺参作为研究对象,利用高通

量测序技术,开展 NOR 胁迫对其肠道菌群结构及

功能的影响研究,旨为 NOR 生态风险评估提供一

定的理论依据。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验材料与实验设计

诺氟沙星,CAS 号为 70458-96-7,纯度≥98% ,
购自北京索莱宝科技有限公司,使用去离子水将

NOR 溶解配制成储备液(600 mg·mL-1 ),储存在 4
℃冰箱中。 本研究所用刺参为实验室自主繁育的刺

参幼体,平均体质量(4.15±0.09) g。 实验在玻璃纤

维养殖水槽(80 cm×55 cm×60 cm)中进行,实验水体

为 240 L。 每组设置 3 个重复,随机选择 270 只(每
槽 30 只)体质量相近、生长状态良好的幼参分别放

入 NOR 浓度为 0 mg·L-1(DZ)、1.5×10-1 mg·L-1(NN)
和 150 mg·L-1(NLC)的海水中,胁迫处理 56 d。
1. 2　 样品收集及处理

在无菌实验台上用无菌海水冲洗刺参体表,用
无菌解剖剪由肛门沿腹部向前剖开,无菌胶头滴管

吸取体腔液,用质量分数为 75%的乙醇冲洗肠道表

面。 取肠道样品装入 1.5 mL EP 冻存管迅速置于液

氮冷冻,置于-80 ℃ 冰箱中保存待测。
1. 3　 增重率和特定增长率测定

实验前称量各组海胆质量,取其平均值作为初

始体质量(Wi)。 暴露 56 d 后,称量养殖水槽中每组

� 海胆质量。 取其平均值作为最终体质量(We)。 根据

� 这些数据,按照以下公式计算出增重率(WGR)和特

定增长率(SGR):
WGR(% )=(We-Wi)/Wi×100
SGR=100×(lnWe-lnWi)/t

式中:t 表示养殖时间(d)。
1. 4　 酶活性测定

NOR 暴露 56 d 后,从每组中随机取 5 头幼参肠

道测定酶的活性。 装入 EP 冻存管迅速置于液氮冷

冻,-80 ℃冰箱冻存。 使用组织细胞破碎仪(Buller
Blender, Tissulyser-24,美国 Next Advance 公司)将肠

组织样品和 0.28% 冷生理盐水均质,4 ℃ 离心 10
min(3 000 r·min-1)。 取上清液按照试剂盒说明书测

定肠 道 超 氧 化 物 歧 化 酶 ( superoxide dismutase,
SOD)、过氧化氢酶(catalase, CAT)、溶菌酶(lysozyme,
LZM)、脂肪酶(lipase, LIP)和淀粉酶(amylase, AMY)
酶活性。 蛋白质含量采用 Bradford 法[27]测定,以牛

血清白蛋白为标准定量。 实验所使用酶标仪为

Synergy H4(Biotek, VT, USA),使用南京建成生物工

程研究所(中国)的商品试剂盒进行分析。
1. 5　 提取 DNA

选用 OMEG 试剂盒(E.Z.N.A bacterial Mag-Bind
Soil DNA Kit OMEGA)提取刺参肠道菌群样品总

DNA,NanoDrop 2000 超微量分光光度计 (型号

NanoDropOne,Thermo,USA)测定样品中提取出的

DNA 含量及纯度,质量分数 1%的琼脂糖(生工生物

工程(上海)股份有限公司,中国)凝胶将其进行电泳

操作以检测 DNA 完整性。 选择 DNA 含量、浓度

高、完整性较好的条带进行测序。
1. 6　 PCR 扩增与高通量测序

以细菌 16S rRNA 基因 V3 ~ V4 片段的扩增引

物为 341F (5 ’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3 ’) 和
805R(5’-GACTACHVGGGTATCTAAT-3’)作为扩增

引物进行 PCR 扩增,使用带 Barcode 的特异引物,
New England Biolabs 公司的 Phusion® High-Fidelity
PCR Master Mix with GC Buffer,和高效高保真酶进

行 PCR,确保扩增效率和准确性。
使用 TruSeq® DNA PCR-Free Sample Prepara-

tion Kit 建库试剂盒进行文库构建,构建好的文库经

过 Qubit 和 Q-PCR 定量,文库合格后,使用 NovaSeq
6000 进行上机测序。
1. 7　 数据分析

用 FASTP(版本 v0.23.2)对 Illumina 平台的原始数

据进行过滤,标准如下:去除含有未知核苷酸(N)≥
10%的 reads;去除 phred 质量评分≤20 的碱基≥50%
的 reads;删除含接头的 reads。 对低质量 tag 过滤得

到 clean tag。 参照 QIIME 的 tags 质量控制流程。 使

用 UCHIME 算法进行 tag 的嵌合体检查。 过滤嵌合

体后得到的 effective tag 进行 OTU 丰度统计和其他

后续分析。 选取丰度最高的 tag 序列作为每个操作分

类单元(operational taxonomic units, OTUs)的代表序列。
采用 Usearch 软件,以 97%阈值开展 OTU 操作

分类单元聚类。 采用 RDPclassifier 软件进行物种分

类操作,并将阈值设置成 0.8,将低于该阈值的分类

汇总结果划入为 Unclassified 一类。 采用 Mothur 软
件对肠道菌群样品序列进行多样性分析。 采用

Student’s T 检验对肠道微生物数据进行差异性分

析,显著水平为 P<0.05。

2　 结果(Results)
2. 1　 NOR 处理对刺参生长性能的影响

暴露 56 d 后,与对照组相比,NN 组和 NLC 组
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刺参生长指标均出现显著性差异(表 1)。 NN 组刺

参体质量显著下降了 11.13% (P<0.05),增重率显著

� 下降了 51.26% (P<0.05),特定增长率显著下降了

� 40.54% (P<0.05)。 NLC 组刺参体质量显著下降了

� 17.39% (P<0.05),增重率显著下降了 62.69% (P <
� 0.05),特定增长率显著下降了 58.11% (P<0.05)。 此

� 外,与 NN 组相比,NLC 组体质量显著下降了 7.05%
(P<0.05),增重率显著下降了 23.36% (P<0.05),特定

� 增长率显著下降了 29.55% (P<0.05)。
2. 2　 NOR 处理对刺参肠道酶活性的影响

如表 2 所示,与对照组相比,NN 组和 NLC 组

的抗氧化酶活性均出现显著性差异。 其中 NN 组

SOD 活性和 CAT 活性分别显著提高了 24.20% (P<

� 0.05)和 13.85% (P<0.05),而溶菌酶(LZM)活性显著

� 下降了 16.69% (P <0.05 );NLC 组的 SOD 活性和

� CAT 活性分别显著提高了 60. 22% (P < 0. 05 )和
� 47.69% (P<0.05),LZM 活性显著下降了 36.28% (P<
� 0.05)。 与对照组相比,NN 组的消化酶活性均未出

现显著性差异,而 NLC 组的消化酶活性出现显著降

低,其中胃蛋白酶(PPS)活性、脂肪酶(LIP)活性和淀

粉酶(AMY)活性分别显著下降了 65.82% (P<0.05)、
� 24.26% (P<0.05)和 22.35% (P<0.05)。

2. 3　 高通量测序结果分析

不同浓度 NOR 胁迫下刺参肠道平均每样品测

得 62 132 条 tags,通过质量控制平均每组样品得到

58 191 条有效数据,其中有效数据量为 55 195 bp,

表 1　 诺氟沙星处理对刺参生长性能的影响

Table 1　 Effects of norfloxacin exposure on growth performance of Apostichopus japonicus

指标

Index
对照组

Control group
低浓度处理组

Low-concentration group
高浓度处理组

High-concentration group

初始体质量(Wi )/g

Initial weight (Wi )/g
4.08±0.08a 4.26±0.13a 4.12±0.09a

最终体质量(We )/g

End weight (We )/g
5.75±0.18a 5.11±0.03b 4.75±0.56c

增重率(WGR)/%
Weight gain rate (WGR)/%

40.93±2.07a 19.95±1.07b 15.29±3.55c

特定增长率(SGR)/d-1

Specific growth rates (SGR)/d-1 0.74±0.03a 0.44±0.02b 0.31±0.03c

注:同行数据后不同小写字母表示组间差异显著(P<0.05)。
Note: Different lowercase letters in the same line indicate significant differences between groups (P<0.05).

表 2　 诺氟沙星处理对刺参肠道酶活性的影响

Table 2　 Effect of norfloxacin treatment on gut enzyme activities of Apostichopus japonicus

指标

Index
对照组

Control group
低浓度处理组

Low-concentration group
高浓度处理组

High-concentration group

超氧化物歧化酶(SOD)/(U·mL-1 )
Superoxide dismutase (SOD)/(U·mL-1 )

51.28±0.77c 63.69±1.32b 82.76±0.25a

过氧化氢酶(CAT)/(U·mL-1 )
Catalase (CAT)/(U·mL-1 )

0.65±0.03c 0.74±0.02b 0.96±0.04a

溶菌酶(LZM)/(U·mL-1 )
Lysozyme (LZM)/(U·mL-1 )

35.36±0.74a 29.46±0.22b 22.53±0.68c

胃蛋白酶(PPS)/(U·mg-1 )
Pepsin (PPS)/(U·mg-1 )

3.25±0.12a 3.42±0.17a 1.96±0.23b

脂肪酶(LIP)/(U·mg-1 )
Lipase (LIP)/(U·mg-1 )

14.75±0.61a 15.58±0.65a 11.87±0.82b

淀粉酶(AMY)/(U·mg-1 )
Amylase (AMY)/(U·mg-1 )

1.04±0.02a 1.07±0.03a 0.85±0.04b

注:同行数据后不同小写字母表示组间差异显著(P<0.05)。
Note: Different lowercase letters in the same line indicate significant differences between groups (P<0.05).
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质量控制有效率达 93.66% (表 3)。
2. 4　 α 多样性分析

Chao 1 和 ACE 指数常用来评价样品中菌群丰

度,本研究中,上述指数均未出现显著性差异,说明

NOR 处理对刺参肠道菌群丰度未产生显著性影响

(P>0.05)。 Shannon 和 Simpson 指数常用来评价样

� 品中菌群多样性。 本研究中 NLC 组 Shannon 和

Simpson 指数显著低于 DZ 组和 NN 组,表明 150
mg·L-1 NOR 处理使肠道菌群多样性显著性降低(P
<0.05)(图 1)。
2. 5　 β 多样性分析

在 OTU 水平上,基于加权 Unifrac 距离对不同

表 3　 诺氟沙星处理下刺参肠道菌群高通量测序结果

Table 3　 High-throughput sequencing results of gut bacterial community of Apostichopus
japonicus treated with norfloxacin

指标

Index
对照组

Control group
低浓度处理组

Low-concentration group
高浓度处理组

High-concentration group

OTU 数目 OTU number 972±44 1 480±616 857±244

原始序列 Original sequence 68 614±5 965 77 030±16 720 80 705±13 681

质量控后序列 Quality control sequence 64 900±5 669 57 967±8 457 47 936±6 558

有效序列 Effective sequence 61 972±6 265 54 427±8 280 44 792±5 448
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图 1　 诺氟沙星(NOR)处理下刺参肠道菌群 α多样性分析

注:(a) NOR 处理下刺参肠道菌群 α 多样性指数图;(b) NOR 处理下刺参肠道菌群 Venn 图;

(c) NOR 处理下刺参肠道菌群 Venn 柱形图;DZ、NN、NLC 分别代表 0 mg·L-1对照组、1.5×10-1 mg·L-1实验组、150 mg·L-1实验组。

Fig. 1　 α diversity in gut bacterial community of Apostichopus japonicus treated with norfloxacin (NOR)
Note: (a) α diversity index in gut bacterial community of Apostichopus japonicus treated with NOR; (b) Venn petal diagram in gut bacterial community

of Apostichopus japonicus treated with NOR; (c) Venn histogram in gut bacterial community of Apostichopus japonicus treated with NOR; DZ, NN and

NLC respectively represent the control group with 0 mg·L-1 , the experimental group with 1.5×10-1 mg·L-1 and the experimental group with 150 mg·L-1 .
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浓度处理下肠道菌群样本进行主成分分析(principal
component analysis, PCA)。 其中,第 1 主坐标(PC1)
的贡献率为 78.89% ,第 2 主坐标(PC2)的贡献率为

13.52% ,二者累计贡献率为 92.41% (图 2)。 同一浓

度处理样品均聚集在一起,显示出较好的生物学重

复性。 不同组别间比较,150 mg·L-1 NOR 暴露组与

其他组别肠道菌群结构具有显著差异。
2. 6　 优势菌群结构特征

门水平上,刺参暴露于 1.5×10-1 mg·L-1和 150
mg·L-1 NOR 中,其肠道第一优势菌门均为变形菌

门 ( Proteobacteria ), 相 对 丰 度 占 比 为 43. 91% ~
86.27% 。 次优势菌门分别为疣微菌门 (Verrucomi-
crobia)、拟杆菌门 (Bacteroidetes)和厚壁菌门 (Firmi-
cutes)的相对丰度占比分别为 21.14% ~ 21.69% 、
3.93% ~ 16.14%和 4.85% ~ 6.97% (图 3)。

属水平上,不同处理组刺参肠道菌群存在显著

性差异。 其中,DZ 组相对丰度占比前 3 位的优势

菌属分别为盐杆条菌属(Haloferula)(47.14% )、雷辛

� 格氏菌属(Sedimentitalea)(7.57% )和硫杆菌属 (Luti-
bacter)(4.28% );NN 组相对丰度占比前 3 位的菌属

� 为 Persicirhabdus(26.40% )、硫杆菌属(19.31% )和脱

� 硫菌属(Desulfotalea)(14.43% );NLC 组相对丰度占

� 比前 3 位 的 菌 属 为 罗 尔 斯 通 氏 菌 (Ralstonia )

� (79.82% )、 硫 杆 菌 属 (1. 80% ) 和 弧 菌 属 (Vibrio )
� (1.70% )。 与 DZ 组相比,NN 组中盐杆条菌属、弧菌

属、乳酸菌属(Lactobacillus)等相对丰度显著下降;但
� 硫杆菌属、脱硫菌属、Persicirhabdus 等菌属相对丰度

� 显著升高。 NLC 组中罗尔斯通氏菌相对丰度显著

升高,优势菌属趋向单一化(图 3)。 对肠道菌群中相

对丰度占比前 30 位的菌属进行分析,DZ 组样品共

筛选出 13 株抗生素敏感菌属分别是盐杆条菌属、乳
酸菌属、弧菌属、南海雷辛格氏菌属、假单胞菌属

(Pseudomonas)、海沈氏菌属 (Shimia)、福尔摩沙属

� (Formosa)、亚硫酸杆菌(Sulfitobacter)、北极洛克氏菌

� (Halocynthiibacter)、罗姆布茨菌(Romboutsia)、浅黄苍

� 黄杆菌(Luteolibacter)、Jindonia、甲基杆菌属(Methyl-
obacterium);7 株抗生素耐药菌属分别是罗尔斯通氏

� 菌、Persicirhabdus、硫杆菌属、脱硫菌属、弓形杆菌属

� (Arcobacter)、红杆菌属、食弧菌嗜盐噬菌蛭弧菌

� (Halobacteriovorax);NN 组样品共筛选出 4 株抗生

� 素敏感菌属分别是盐杆条菌属、乳酸菌属、弧菌属、
雷辛格氏菌属,10 株抗生素耐药菌属分别是 Per-
sicirhabdus、硫杆菌属、脱硫菌属、弓形杆菌属、红杆

� 菌属、食弧菌嗜盐噬菌蛭弧菌、链球菌属(Streptococ-
cus)、科尔维尔氏菌(Colwellia)、Pseudoruegeria、沙雷

� 氏菌属(Serratia);NLC 组样品共筛选出 2 株抗生素
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图 2　 NOR 处理下刺参肠道菌群 β 多样性分析

注:(a) NOR 处理下刺参肠道菌群 UPGMA 聚类树分析图;(b) NOR 处理下刺参肠道菌群 Unifrac PCA 图。

Fig. 2　 Analysis of β-diversity in gut bacterial community of Apostichopus japonicus treated with NOR
Note:(a) The UPGMA in gut bacterial community of Apostichopus japonicus treated with NOR; (b) The Unifrac PCA

diagram in gut bacterial community of Apostichopus japonicus treated with NOR.
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图 3　 NOR 处理下刺参肠道菌群结构相对丰度图

注:(a)门水平上;(b)属水平上。

Fig. 3　 Structure abundance map of gut bacterial community of Apostichopus japonicus treated with NOR
Note: (a) At the phylum level; (b) At the genus level.

敏感菌属分别是乳酸菌属、弧菌属,1 株抗生素耐药

菌属为罗尔斯通氏菌属。
2. 7　 差异菌群结构特征

基于 DZ 组对 NN、NLC 这 2 组分别进行 LEfSe
差异性分析结果显示(图 4、图 5),NN 组刺参肠道差

异性菌门主要为拟杆菌门,其差异菌属分别隶属于

黄杆菌科 (Flavobacteriaceae)、脱硫杆菌科 (Desulfo-
bulbaceae)。 NLC 组刺参肠道差异菌门主要为变形

菌门,其差异性菌属隶属于 γ-变形菌纲(Gammapro-
teobacteria)。
2. 8　 菌群功能特征

基于 KEGG 数据库注释,共得到 54 条具有显

著(P<0.05)差异的三级代谢通路,可将其归为 26 条

� 二级代谢通路和 6 条一级代谢通路。 差异代谢通路

主要表现在膜运输、氨基酸的复制及修复、多糖类碳

水化合物的合成及代谢方面。 与 DZ 组相比,NN 组

和 NLC 组肠道菌群膜运输、氨基酸代谢通路丰度均

出现显著性降低(P<0.05),mRNA 翻译、蛋白质复制

� 及修复通路均出现显著性升高(P<0.05)。 此外,NN
� 组多糖的生物合成和代谢通路丰度显著升高(图 6)。

3　 讨论(Discussion)
3. 1　 NOR 暴露对刺参生长及酶活性的影响

刺参 NOR 暴露组(1.5×10-1 mg·L-1和 150 mg·
L-1)的 SGR 显著性下降,表明 NOR 对刺参的生长

有一定的抑制作用。 已有研究表明,NOR 暴露会影

响水生动物的生长。 例如,短期暴露 (14 d)于 10、

100 和 1 000 mg·L-1浓度的 NOR,可导致大黄鱼幼

鱼生长和存活率下降[17]。 长期暴露(15 d)于 5×10-3

mg·L-1的 NOR 中,可造成贻贝(Mytilus coruscus)特
� 定增长率显著性下降[28]。 本研究中,随着 NOR 暴

露浓度的升高,刺参 SGR 呈下降趋势,结合上述发

现,进一步说明了 NOR 对水生动物的毒性作用。
刺参消化吸收能力主要取决于消化酶的活性,

故消化酶活性在一定程度上可以反映宿主摄食水平

和生长性能[29]。 消化酶活性受多种因素影响,如盐

度、温度、肠道菌群、食物组成和摄食率等[30-31]。 本

研究中,1.5×10-1 mg·L-1 NOR 暴露下,刺参肠道消

化酶活性未出现显著性变化,但 150 mg·L-1暴露显

著降低了肠道中消化酶活性,表明高浓度 NOR 暴

露不利于刺参维持正常的消化吸收功能。 已有研究

表明,四环素和红霉素暴露可导致刺参营养物质消

化率降低[24],四环素和磺胺甲恶唑暴露降低了尼罗

罗非鱼(Oreochromis niloticus)蛋白质和脂质消化率。
� 这些结果表明,抗生素对生物消化吸收能力的影响

可能与抗生素的种类和应用剂量有关[32]。
免疫酶活性是评价无脊椎动物免疫能力的重要

指标[33],当生物体内发生氧化应激或炎症反应时,机
体中超氧化物歧化酶和过氧化氢酶活性出现显著升

高[34-35]。 本研究中,不同浓度 NOR 暴露下,刺参肠

道抗氧化酶活性显著升高,这说明 NOR 可提高刺

参的抗氧化能力。 已有研究证明,NOR 可导致活性

氧(ROS)的过量产生,从而改变抗氧化参数,最终导

致氧化应激和 DNA 损伤[18]。 在之前的毒性实验中,
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图 4　 DZ 组和 NN 组刺参肠道菌群结构 LEfSe 分析

注:(a) DZ 组和 NN 组肠道菌群 LDA 分布条形图;(b) DZ 组和 NN 组肠道菌群 LefSe 分析环形树状图;(c) DZ 组和 NN 组肠道差异菌群相对

丰度图,图中分别表示差异 OTU 在不同实验组的丰度差异,* *表示差异显著(P<0.01),*表示差异显著(P<0.05),无标注则为不显著(P>0.05)。

Fig. 4　 LEfSe analysis of gut bacterial community in groups DZ and NN of Apostiopsis japonicus
Note: (a) Bars of gut bacterial community LDA distribution in groups DZ and NN; (b) Ring-tree diagram of LEfSe analysis of gut

bacterial community in groups DZ and NN; (c) The relative abundance of gut different bacterial community in DZ and NN;

the figure shows the abundance difference of OTU in different experimental groups, where * * indicates significant

difference (P<0.01), * indicates significant difference (P<0.05) and is not significant without annotation (P>0.05).
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图 5　 DZ 组和 NLC 组刺参肠道菌群结构 LEfSe 分析

注:(a) DZ 组和 NLC 组肠道菌群 LDA 分布条形图;(b) DZ 组和 NLC 组肠道菌群 LEfSe 分析环形树状图;
(c) DZ 组和 NLC 组肠道差异菌群相对丰度图,其中* *表示差异显著(P<0.01),*表示差异显著(P<0.05),无标注则为不显著(P>0.05)。

Fig. 5　 LEfSe analysis of gut bacterial community in groups DZ and NLC of Apostiopsis japonicus
Note: (a) Bars of gut bacterial community LDA distribution in groups DZ and NLC; (b) Ring-tree diagram of

LEfSe analysis of gut bacterial community in groups DZ and NLC; (c) The relative abundance of

gut different bacterial community in DZ and NLC, where * * indicates significant difference (P<0.01),
* indicates significant difference (P<0.05) and is not significant without annotation (P>0.05).

NOR 在诱导大黄鱼肠道炎症的同时增强了超氧化

物歧化酶活性[17]。 本研究结果表明,NOR 暴露组刺

参的超氧化物歧化酶和过氧化氢酶活性显著升高,
这表明 NOR 影响了刺参的非特异性免疫,引起刺

参发生氧化应激和炎症反应。

溶菌酶在无脊椎动物对外来抗原入侵的反应中

起着至关重要的防御作用,溶菌酶也有助于细菌诱

导的免疫反应[36]。 研究表明,暴露于 NOR 的斑马

鱼幼鱼溶菌酶活性显著降低[37]。 此外,暴露于 NOR
的泥蚶血细胞中溶菌酶的浓度和活性显著降低[18]。
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图 6　 基于 KEGG 数据库刺参肠道菌群差异代谢通路丰度图

Fig. 6　 Abundance map of gut bacterial community of Apostichopus japonicus differential
metabolic pathway based on KEGG database

本研究发现,NOR 暴露显著降低了刺参溶菌酶活

性,削弱了其对外来抗原的反应能力[36]。 外来微生

物入侵最终诱发免疫应答。
3. 2　 NOR 暴露下刺参肠道菌群多样性特征

肠道菌群的组成结构与宿主的能量平衡、物质

循环和生理免疫密切相关。 已有研究发现,生理状

态、食物条件、环境等外界因素均可影响肠道菌群的

组成[38-40]。 本研究中 NOR 暴露对于肠道菌群多样

性的影响存在差异性,其中 1.5×10-1 mg·L-1 NOR
暴露未对刺参肠道菌群多样性造成显著性影响,而
150 mg·L-1 NOR 暴露显著降低了肠道菌群多样性。
Uyaguari 等[41]研究发现,将草虾(Penaeus monodon)

� 暴露于低浓度氧四环素(1、16、32 mg·L-1 )中,其肠

道菌群多样性未出现显著性变化,而暴露于高浓度

(250 mg·L-1 )中,肠道细菌多样性显著降低。 洪嘉

炜[42]研究发现,5 mg·L-1的恩诺沙星暴露对华贵栉

孔扇贝(Mimachlamys crassicostata)的肠道菌群多样

� 性无显著性影响,10 mg·L-1的高浓度暴露可显著降

低其肠道菌群多样性。 以上研究表明,肠道菌群对

外界干扰具有一定的动态调节能力,一定程度上可

以维持肠道微环境的平衡状态。 然而,随着胁迫浓

度的增加,肠道微环境受到破坏,导致菌群的单一

化,最终引起菌群紊乱[43]。
3. 3　 NOR 暴露下刺参肠道菌群结构特征

本研究中刺参暴露于 NOR 下其肠道第一优势

菌门均为变形菌门,这与 Wang 等[44]和 Zhang 等[45]
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的研究结果相同。 变形菌门作为肠道菌群中的第一

优势菌门,主要是由于其在原核生物分子生物学中

规模最大、表型最多样化[46]。 其中,α-变形菌依靠自

身光合作用产出的能量,在有机化合物的矿化过程

和营养成分的循环过程中发挥着重要的作用[47]。 γ-
变形菌可产生多种降解性酶包括羧甲基纤维素酶、
甘露聚糖酶、果胶酶(果胶酸内裂解酶、果胶甲酯酶)
和木聚糖酶,以降解食物中的大分子多糖[48]。

然而,刺参肠道菌群相对丰度随 NOR 浓度的

升高而出现显著性差异,其中 NN 组肠道差异菌以

拟杆菌门为代表。 已有研究表明,拟杆菌门含有大

量由可逆启动子调控的抗生素抗性基因,这些抗性

基因导致对多种抗生素产生耐药性,如氟喹诺酮类、
大环内酯类、林可霉素类、链霉素和四环素类[49-51]。
Zhao 等[14]研究了氧四环素(oxytetracycline, OTC)、红
霉素(erythromycin, EM)和 NOR 共 3 种典型抗生素

对幼参肠道细菌的影响,结果发现,3 种抗生素对幼

参肠道细菌的重塑具有不同的模式,其中变形菌门

的丰度随着抗生素的暴露而显著降低,而拟杆菌门

的丰度在抗生素组中显著升高,与本研究结果相似。
但 Li 等[52]利用宏基因组测序技术,评估了 0、1.5×
10-4 mg·L-1和 1 mg·L-1 NOR 对鲤鱼幼鱼肠道微生

物群的慢性毒性,结果发现,NOR 暴露对拟杆菌门

相对丰度无显著影响。 分析产生此差异的原因,可
能是由于不同生物对 NOR 敏感性差异所导致的。
本研究中 NN 组差异菌属隶属于黄杆菌科,已有研

究发现,黄杆菌科具有低致病性,并能产生具有抗氧

化活性的类胡萝卜素[53-54]。 更重要的是,肠道中的

黄杆菌科可产生降解微藻或大型藻中琼脂、岩藻聚

糖、焦糖、层黏胶蛋白、木聚糖的酶[55]。 黄杆菌科对

多种抗生素具有高水平的耐药性[56]。 一些黄杆菌种

类可以在刺参肠道中矿化各种类型的有机物(碳水

化合物、氨基酸、蛋白质和多糖),并能够降解各种纤

维素衍生物,如羧甲基纤维素[57]。 黄杆菌科的酶促

能力可以直接或间接地矿化肠道中各种类型的有机

物,增加碳水化合物的产生,这对海参在应对外界

胁迫过程中是有利的,从而促进肠道微生态的动

态平衡。
值得注意的是,150 mg·L-1 NOR 暴露导致刺参

肠道菌群结构出现单一化的现象。 其中变形菌门下

罗尔斯通氏菌占比高达 79.82% 。 研究发现,NOR
可能会引起生物体内的氧化应激反应,导致过量的

活性氧自由基产生,而罗尔斯通氏菌是一些鱼类肠

道内的核心微生物,具有多种酶系统,如超氧化物歧

化酶、过氧化氢酶和催化酶等,这些酶能够降解和清

除细胞内的活性氧自由基,从而减少氧化应激的损

伤[58-60]。 由此推测,罗尔斯通氏菌菌株可能具有一

定的抗氧化能力,能够更有效应对氧化应激,从而在

高浓度 NOR 暴露下相对较好地存活和繁殖。 罗尔

斯通氏菌自身毒性较低,但可导致许多潜在的有害

感染和死亡,是利用潜在条件和疾病的机会致病菌,
可导致人体产生菌血症、败血症等炎症,并使虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)和鲤(Cyprinus carpio)等水生

� 生物产生溃疡等疾病[61-62]。 150 mg·L-1 NOR 暴露

下,罗尔斯通氏菌在刺参肠道中占据绝对优势。 肠

道菌群单一化会破坏机体肠道动态平衡,进而影响

肠道维持正常的生理功能,使机体更易受环境因子

变化影响而患病甚至死亡[27]。 因此在养殖过程中控

制水体抗生素浓度是十分必要的,一则,注意定期监

测水体抗生素浓度,避免因残留抗生素浓度过高造

成刺参肠道微生态的失衡;二则,在养殖过程中定时

清底、定期换水,适当添加微生态制剂等途径以改善

养殖环境,从而降低机体因外界因子变化而感染疾

病的风险。
3. 4　 NOR 暴露下刺参肠道菌群功能特征

肠道菌群参与多种物质循环与中间产物的运

输、消化吸收和分解代谢、有机物的代谢及转化、转
录翻译、蛋白质的合成及修饰等功能密切相关[63-64]。
基于 KEGG 差异代谢通路数据库注释,NOR 暴露

下肠道菌群功能特征存在显著性差异,主要表现在

膜运输、氨基酸的复制及修复、多糖类碳水化合物的

合成及代谢等方面。
相比于 DZ 组,NN 组多糖合成与代谢速率出现

显著升高(P<0.05)。 拟杆菌门作为肠道菌群微生态

� 中丰度最高的革兰氏阴性菌门,其可通过自身发酵

作用水解大分子多糖及长链脂肪酸,在代谢溶解性

有机物质及调节肠道环境方面发挥重要作用[65-67]。
拟杆菌门下黄杆菌科依靠其独特的多糖代谢位点结

构,高效降解植物多糖,此结构内的基因可对糖类水

解酶进行编码,进而帮助生物体水解大分子糖类如

糖苷、多糖等,从而提高机体的糖类利用效率[68]。 黄

杆菌科下硫杆菌属可以通过高效利用宿主肠道环境

中的氮元素,在一定程度上降低宿主肠道中硝酸盐、
亚硝酸盐的含量,避免其在肠道中过度堆积而对生

物体有害[69]。 本研究中 NN 组肠道差异菌门为拟杆

菌门,当刺参暴露在 1.5×10-1 mg·L-1 NOR 环境中
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时,其肠道中拟杆菌门相对丰度出现显著性升高。
由此推断,低浓度胁迫下,机体通过提高有机物质的

循环速率以降低外界压力,NLC 组膜运输及氨基酸

合成速率显著降低(P<0.05),已有研究发现,NOR 可

� 通过降低细胞膜的通透性,抑制细胞与外界进行物

质交换,从而减缓细胞膜的运输效率[2]。 刺参肠道

中含有大量参与氨基酸代谢的细菌群落,其可通过

自身生理活动分泌多种蛋白质水解酶,加快氨基酸

的合成与代谢过程[70]。 如拟杆菌门可通过自身活动

直接合成氨基酸,或通过分泌消化酶等方式促进机

体氨基酸的生物合成[71]。 本研究中 NLC 组肠道特

异性菌门为变形菌门,其下罗尔斯通氏菌作为机会

致病菌占领肠道生态位并大量繁殖使肠道菌群趋于

单一化,肠道微生态平衡被打破,肠道菌群多样性显

著降低。 由此可以推断本研究中150 mg·L-1 NOR暴

露下,肠道微生态严重失衡,参与氨基酸合成过程菌

群的大量死亡导致机体氨基酸合成速率的降低[15,28]。
本研究中随着 NOR 胁迫浓度的升高,刺参生

长率显著降低,消化酶和免疫酶活性升高,机体氧化

应激反应加剧,刺参肠道菌群逐渐被罗尔斯通氏菌

所取代,呈现出肠道菌群单一化;同时肠道菌群膜运

输和代谢途径受到显著性影响。 本研究仅局限于考

虑 NOR 单一胁迫,后续将进一步结合具体海域情

况开展养殖水体中多种抗生素协同胁迫下刺参肠道

菌群动态变化研究,以期为刺参养殖环境风险评估

提供一定的理论参考。

通信作者简介:王荦(1985—),女,博士,副研究员,主要研究

方向为水产养殖微生态。
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