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摘要    采用传统细菌培养方法，对养殖刺参(Apostichopus japonicus)早期发育各阶段幼体体内及

环境(投入饵料及培育用水)菌群的组成与结构展开研究，对分离的优势细菌进行分子鉴定，在此基

础上，进行了刺参幼体体内菌群结构与环境菌群结构相关性分析。幼体各发育期的细菌培养结果显

示，在幼体开口前的各发育时期(性腺、卵、受精卵、原肠胚)均无可培养细菌，在投饵以后，耳状

幼体、樽形幼体体内可分离到可培养细菌，幼体发育到稚参以后，消化道可培养细菌总数急剧增加，

并在 4 月龄时达到 108 CFU/g 数量级。在幼体体内可培养细菌中，弧菌(Vibrio)占比为 2.2%~77.3%。

对环境菌群的细菌培养结果显示，培育用水中细菌含量变化不显著，随着幼体发育期饵料的转变，

不同时期饵料中细菌含量差异显著。整个养殖系统中共分离到 65 株优势细菌，16S rDNA 鉴定结果

显示，所分离的 65 株优势菌鉴定为 14 个属 43 种细菌。相关性分析结果显示，随着幼体的发育，

生物饵料中的细菌对消化道中的菌群结构影响越来越大。本研究结果为解析刺参消化道菌群的形成

过程和演替规律以及养殖用益生菌的筛选与应用奠定了基础。 
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中图分类号 S947   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)02-0122-10 

刺参(Apostichopus japonicus)，又名仿刺参，在

中国主要分布于山东半岛和辽东半岛沿海，是中国北

方地区重要的海珍品之一，具有很高的药用与营养价

值(Bordbar et al, 2011)。随着刺参集约化养殖的发展，
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各种传染性疾病也频频发生，如耳状幼体时期的烂边

病、烂胃病，稚参时期的化板症、肠炎病和腐皮综合征

等(王印庚等, 2012、2013; 张文泽等, 2015; 逄慧娟等, 
2017)，给刺参养殖业造成了巨大的经济损失。 

感染微生态学认为，细菌性疾病的发生与体内菌

群失调密切相关。解析刺参早期发育时期体内菌群结

构及其与环境菌群相关性对其健康养殖具有重要意

义。近年来，对于刺参肠道菌群结构的研究已成为热

点，肠道内的细菌群落组成直接受到刺参栖息环境中

的菌群变化影响(李彬等, 2012)，且与疾病发生密切

相关。现已对刺参肠道、肠含物及养殖环境(水、底

泥、附着基)菌群(Gao et al, 2014a, b; Zhang et al, 2013;
李彬等, 2016)，以及不同季节、养殖时期和盐度下刺

参肠道菌群结构开展了相关研究 (关晓燕等 , 2011; 
李建光等, 2014; 李彬等, 2012; 王姣姣等, 2015a, b)，
而关于刺参早期发育各阶段体内菌群结构的研究未

见报道。刺参早期发育过程包括受精卵、囊胚期、原

肠期、耳状幼体、樽形幼体、五触手幼体和稚参几个

时期。其中，耳状幼体摄食单胞藻等饵料，樽形幼体

不摄食，五触手幼体和稚参之后阶段属沉积性食性。

解析其肠道菌群的发生、发展以及变化，将为建立纠

正肠道菌群失调、增强机体体质、提高抗病力的微生

态学方法提供理论依据。本研究以传统培养方法，对

养殖刺参早期发育各阶段幼体体内及环境(投入饵料

及培育用水)菌群的组成与结构开展研究，对分离的

优势细菌进行分子鉴定，在此基础上，进行了刺参幼

体体内菌群结构与环境菌群结构相关性分析，以期为

解析刺参消化道菌群的形成过程和演替规律以及养

殖用益生菌的筛选与应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  早期发育阶段养殖刺参样品的采集及处理 

2017 年 3～10 月，在山东青岛瑞滋海珍品发展

有限公司采集样品。亲参为升温促熟的成熟刺参，育

苗用水为砂滤海水。分别采集发育成熟的雌性性腺

(CX)、雄性性腺(XX)以及未受精卵(L)、受精卵(SJL)、
原肠胚(YC)、耳状幼体(EZ)、樽形幼体(ZX)和附着后

1 月龄(ZS5)、2 月龄(ZS6)、4 月龄(ZS8)、6 月龄(ZS10)
时期的稚参，同时，采集同期培育池进水口水样(W)
与饵料(EL)。 
1.1.1  刺参幼体肠道的采样及处理    鉴于浮游期

无法区分肠道，故这几个发育期的幼体经 250 目灭菌

筛绢收集后，用灭菌 3% NaCl 溶液反复冲洗数次，对

幼体计数后，研磨、匀浆、梯度稀释，然后涂布于含

1.5% NaCl 的 TSA 和 TCBS 琼脂培养基，每梯度 3 个

平行。对于稚参时期后的样本，采样方法为停食 12 h，
空胃后解剖摘取稚参肠道，用灭菌 3% NaCl 溶液冲洗

肠道。对采集的肠道称重后研磨、匀浆、梯度稀释，

然后涂布 TSA 和 TCBS 琼脂培养基，每梯度 3 个平行。

涂布后的平板在 28℃恒温培养箱中培养 24 h，根据

TSA 和 TCBS 琼脂培养基上的菌落数，计算各样品中

的可培养细菌总数和可培养弧菌(Vibrio)总数。 
1.1.2  培育用水与饵料的采样及处理    分别收集

各幼体发育时期培育用进水口水样和所投喂饵料样

本。初耳幼体时期的饵料主要为代用饵料(海洋红酵

母、干酵母等)与螺旋藻混合而成，大耳幼体向樽形幼

体转变时期的饵料又添加了 EM 菌、食母生片，稚参

时期的饵料主要为基础配合饲料 [原料为马尾藻

(Scagassum)、海带(Laminaria japonica)、扇贝边]
与新鲜海泥混合而成。培养及计数方法同 1.1.1，计算

各样本中的可培养细菌总数和弧菌总数。 

1.2  菌株的分离、纯化与保藏 

根据菌落形态、颜色、大小等特征，对不同时期

幼体、培育用水和饵料样本 TSA 培养基获得的可培

养细菌进行分类和优势度统计，对优势菌进行分离、

纯化并保种。 

1.3  细菌 16S rDNA 序列测定 

采用热裂解法制备细菌 DNA，采用 16S rDNA
序列进行细菌鉴定，所用引物：27F 5-AGAGTTTG-
ATC(C/A)TGGCTCAG-3，1492R 5-TACGG(C/T)TA-
CCTTGTTACGACTT-3。反应体系及扩增条件采用

史秀清等(2015)方法。扩增产物由生工生物工程(上海)
有限公司进行测序，测序结果采用 Contigexpress 软

件拼接后与 EzBioCloud 数据库进行同源性比对，选

出相似性最高、分类地位清楚的标准菌株，对各样品

中的菌株进行汇总及分类分析。 

1.4  数据分析 

菌落计数统计结果采用 SPSS 17.0 软件，用单因

子方差分析(One-way ANOVA)和 Duncan’s 多重比较

进行差异显著性检验，结果用平均值 ± 标准差 
(Mean±SD)表示，P＜0.05 为差异性显著。根据 16S 
rDNA 鉴定结果，统计各菌株在刺参幼体不同时期、

不同样本的分布情况，基于属的分类水平利用 R 语言

软件包对各样本相关性进行主成分分析(PCA 分析)。 
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2  结果 

2.1  幼体不同发育期体内及环境可培养细菌的定量

分析 

以 TSA 培养获得的菌落数对各样本可培养细菌

的定量分析结果见表 1。从表 1 可以看出，在幼体开

口前的各发育时期(性腺、未受精卵、受精卵、原肠

胚)所采集的样本均未培养出可培养细菌；当胚胎发

育到耳状幼体以后，开始投喂饵料，此后的耳状幼体、

樽形幼体体内可分离获得可培养细菌，但数量级较 

低，为 101 CFU/ind.；至幼体发育到稚参以后，消化道

可培养细菌总数急剧增加，数量级为 105~108 CFU/g，
并在 4 月龄时达到最大数量级(108 CFU/g)。整个育苗

期用水中可培养细菌数量级较低，且维持在一个相对

稳定的水平，为 102 CFU/ml；鉴于不同发育期饵料种

类不同，各发育时期投喂的饵料中可培养细菌数量差

异显著，数量级为 103~107 CFU/ml。 
以 TCBS 琼脂平板培养获得的菌落数对各样本

可培养弧菌的定量分析结果见表 2。从表 2 可以看出，

在幼体开口前的各发育时期（性腺、未受精卵、 
 

表 1  不同发育时期刺参幼体体内及养殖系统中可培养细菌总数(对数值) 
Tab.1  The total number (Logarithm) of culturable bacteria in gastrointestinal tract of sea cucumber  

larva at different developmental stages and its aquaculture system 

发育时期  
Developmental stage 

幼体 Larva 
(10N CFU/ind or CFU/g) 

培育用水 Water 
(10N CFU/ml) 

饵料 Feeds  
(10N CFU/ml) 

---(雄 Male) 
性腺 Sexual gland 

---(雌 Female) 
—— —— 

卵 Egg --- —— —— 
受精卵 Zygote --- 2.46±0.15b —— 
原肠胚 Gastrula --- 2.47±0.06b —— 

耳状幼体 Auricularia 1.29±0.11e 2.48±0.03b 3.88±0.20d 
樽形幼体 Doliolaria 0.91±0.25e 2.09±0.08c 3.58±0.02e 

1 月龄稚参 One-month-old juvenile  7.03±0.40b 2.91±0.10a 6.32±0.06b 
2 月龄稚参 Two-month-old juvenile  6.27±0.06c 2.86±0.10a 7.31±0.01a 
4 月龄稚参 Four-month-old juvenile  8.10±0.19a 2.69±0.07ab 5.06±0.08c 
6 月龄稚参 Six-month-old juvenile 5.64±0.17d 1.36±0.39d 4.94±0.05c 

“——”为无此项样品；“---”为未培养出菌落；“N”为表中的数值；同一列上标小写字母不同表示差异显著(P<0.05)，
下同 

“——” Sample absence; “---” No bacterial colony was cultured; “N” represents the value in the table; Different lowercase 
superscripts mean significant difference (P<0.05)，the same as below 

 

表 2  不同发育时期刺参幼体体内及养殖系统中可培养弧菌数量(对数值)及占比 

Tab.2  The number (Logarithm)  and proportion of culturable Vibrios in gastrointestinal tract of sea cucumber 
 larva at different developmental stages and its aquaculture system 

发育时期 
Developmental stage 

幼体 Larva 
(10N CFU/ind or CFU/g) 

培育用水 Water 
(10N CFU/ml) 

饵料 Feeds 
(10N CFU/ml) 

---(雄 Male) 
性腺 Sexual gland 

---(雌 Female) 
—— —— 

卵 Egg --- —— —— 
受精卵 Zygote --- 2.07±0.02ab(37.3%) —— 
原肠胚 Gastrula --- —— —— 

耳状幼体 Auricularia --- --- --- 
樽形幼体 Doliolaria --- 2.06±0.19ab(97.3%) --- 

1 月龄稚参 One-month-old juvenile  6.48±0.78a (57.2%) 2.30±0.14a(24.6%) 6.18±0.15(75.7%) 
2 月龄稚参 Two-month-old juvenile  6.16±0.08a(77.3%) 2.00±0.13b(14.0%) 7.01±0.60(83.7%) 
4 月龄稚参 Four-month-old juvenile  7.07±0.25a(10.6%) 2.09±0.12ab(25.9%) --- 
6 月龄稚参 Six-month-old juvenile 4.01±0.43b(2.2%) --- --- 
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受精卵、原肠胚)及投饵后的耳状幼体、樽形幼体时

期均未获得可培养弧菌；至幼体发育到稚参以后，消

化道可培养弧菌急剧增加，数量级为 104~107 CFU/g，
并在 4 月龄时达到最高。在养殖系统中，虽然，整个育

苗期用水中可培养弧菌数量级变化不明显，且维持在

一个相对稳定的水平(102 CFU/ml)，但可培养弧菌占

可培养细菌的比例波动较大，幅度为 14.0%~97.3%；

各发育时期所投喂的饵料中，可培养弧菌数量差异显

著，除了 1~2 月龄稚参时期中可培养弧菌数量级达到

106~107 CFU/ml，且可培养弧菌占可培养细菌的比例分

别为 75.7%和 83.7%外，其他饵料中均未检测到弧菌。 

2.2  不同发育期消化道及养殖系统(培育用水、饵料)

可培养优势菌的分离及鉴定结果 

根据各时期不同样品中 TSA 上所培养细菌的菌

落形态，共获得优势细菌 65 株，其中，幼体、培育

用水、饵料中的菌株数量分别为 27 株、18 株和 20
株。将获得的 16S rDNA 测序结果与 EzBioCloud 数

据库中标准菌株的 16S rDNA 序列进行同源性比对分

析的鉴定结果见表 3 和表 4。从表 3 和表 4 可以看出，

65 株细菌共鉴定到 3 门 4 纲 14 属 43 种，分属于放线

菌门(Actinobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、变形杆菌

门(Proteobacteria) 3 个门，放线菌纲(Actinobacteria)、芽

孢杆菌纲(Bacilli)、α-变形菌纲(Alphaproteobacteria)、γ-
变形菌纲(Gammaproteobacteria) 4 个纲，优势属包括弧

菌属 (Vibrio)、芽孢杆菌属 (Bacillus)、葡萄球菌属

(Staphylococcus) 等，其中，弧菌属种类最多，为 18 种。 
从不同发育期刺参消化道内优势菌鉴定结果可

以看出，耳状幼体期，幼体体内分离出 4 株优势菌，优

势度最高的为海水嗜冷杆菌(Psychrobacter aquimaris)，
优势度占 60.0%；樽形幼体时期，幼体体内菌种多样性

很高(10 株，6 个属)，各菌株的优势度为 2.2%~36.2%，

优势度最高的属为盐单胞菌属(Holomonas)，占 47.2%；

发育到稚参以后，1、2、4 和 6 月龄时期，稚参消化

道中的优势菌株分别为 5 株、5 株、2 株和 1 株，但鉴

定后集中到弧菌属、芽孢杆菌属和假交替单胞菌属

(Pseudoalteromonas)，6 月龄时，稚参消化道中的优势

属仅有芽孢杆菌属。由此可以看出，随着幼体的发育，

幼体时期体内的菌群多样性较高，而发育到稚参以后，

其肠道菌群相对稳定。 
从各发育期培育用水分离的优势菌可以看出，尽

管培育用水中可培养细菌总数较低，但水样中细菌的种

类却很丰富，在耳状幼体、樽形幼体、1、2、4 和       
6 月龄稚参培育期水样中的优势菌株分别为 2 株、5 株、

3 株、4 株、1 株和 3 株。根据鉴定结果可以看出，

水样中弧菌种类所占优势度较高，为 22.3%~52.1%。 
从同期培育所用饵料中分离得到的优势菌鉴定

结果可以看出，由于不同发育期所使用的饵料种类不

同，各时期细菌种类和丰度差异显著，在耳状幼体时

期所用饵料共分离出 5 株优势菌，其中，大西洋弧菌

(Vibrio atlanticus)丰度最高，达到 76.0%；樽形幼体

时期所用饵料仅分离出 1 株优势菌，为特基拉芽胞杆

菌(Bacillus tequilensis)，优势度达到 85.4%；幼体发

育到底栖生活的稚参以后，其优势细菌种类较为丰

富，在 1、2、4 和 6 月龄稚参培育期，饵料中的优势

菌种类分别为 4 株、6 株、1 株和 3 株，饵料中以芽

孢杆菌(Bacillus sp.)和弧菌为主要种类，优势度分别

为 8.0%~100.0%和 6.8%~ 80.0%。 

2.3  不同发育期幼体体内菌群与环境菌群相关性分析 

对比不同发育期幼体、培育用水和饵料的优势细菌

组成可以看出，从时间轴来看，盐单胞菌(Halomonas 
alkaliantarctica)成为耳状幼体、樽形幼体共有优势菌；

2～4 月龄时，强壮弧菌(Vibrio fortis)是其消化道的共

有优势菌；从养殖系统这一空间轴来看，在耳状幼体

和樽形幼体时期，幼体、水和饵料中无共有优势菌；

1 月龄时，饵料、水中的大西洋弧菌、需纳弧菌(Vibrio 
natriegens)在幼体中完成了较好的定植，其次是饵料

中的特基拉芽胞杆菌；2 月龄时，溶藻弧菌(Vibrio 
alginolyticus)是消化道和饵料中的共同优势菌；6月龄

时，来自饵料、水中的暹罗芽胞杆菌(Bacillus siamensis)
｡在消化道内完成了较好的定植 相应结果显示，在幼

体发育到营底栖生活以后，其体内的菌株与饵料中的

优势菌株具有较好的相关性。 
鉴于 16S rDNA 鉴定结果在属水平上的准确性

高，从属水平上分析相应菌株的分类地位及在整个培

育时期养殖系统的分布结果见表 4。从表 4 可以看出，

检出率较高的属为弧菌属 (41.9%)、芽孢杆菌属

(9.3%)、假交替单胞菌属(9.3%)、盐单胞菌属(9.3%)。
对比幼体、培育用水和饵料中各细菌属水平上的分布可

以看出，芽孢杆菌属、假交替单胞菌属和弧菌属是在 3
个系统中同时检出的菌属，嗜冷杆菌属(Psychrobacter)
是在幼体及水中共检出的菌。进一步对比，共检出菌

在系统中的分布可以看出，在幼体发育早期(樽形时

期)幼体与水中的共有菌较多，而发育到底栖生活(1、
2、4 和 6 月龄)时期，幼体中与饵料中的共有菌较多。 

在属的水平进行各样本相关性的主成分分析

(Principal Component Analysis, PCA) 结果见图 1。从

图 1 可以看出，第 1 主成分 PC1 对样品差异的贡献

值为 69.6%，第 2 主成分 PC2 对样品差异的贡献值 
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表 4  不同发育时期刺参幼体体内及养殖环境可培养优势菌系统分类 

Tab.4  Classification of culturable dominant bacteria in gastrointestinal tract of sea cucumber at different  
developmental stages and its aquaculture system 

门 
Phylum 

纲(占比) 
Class (Proportion) 

属 
Genus 

菌株种类

(占比) 
Speices 

number of 
strains 

(Proportion)

来源(时期及菌株数) 
Source (Developmental  

stage and number of strains) 

放线菌门 
Actinobacteria 

放线菌纲 
Actinobacteria  
(2.3%) 

微杆菌属 
Microbacterium 

1(2.3%) 水(樽形 1) 

芽孢杆菌属 
Bacillus 

4(9.3%) 幼体(樽形 1,1 月龄 1,6 月龄 1) 
水(6 月龄 1) 
饵料(耳状 1,樽形 1,1 月龄 1,2 月龄 1,6 月龄 3) 

葡萄球菌属 
Staphylococcus 

2(4.7%) 幼体(樽形 2) 

厚壁菌门 
Firmicutes 

芽孢杆菌纲 
Bacilli (16.3%) 

动性微菌属 
Planomicrobium 

1(2.3%) 幼体(耳状 1) 

α-变形杆菌纲 
Alpha-proteobacteria  
(2.3%) 

副球菌属 
Paracoccus 

1(2.3%) 幼体(樽形 1) 

单胞菌属 
Alteromonas 

1(2.3%) 水(2 月龄 1) 

科贝特氏菌属 
Cobetia 

1(2.3%) 水(樽形 1) 

盐单胞菌属 
Halomonas 

4(9.3%) 幼体(耳状 1,樽形 4) 

发光杆菌属 
Photobacterium 

1(2.3%) 饵料(2 月龄 1) 

假交替单胞菌属 
Pseudoalteromonas

4(9.3%) 幼体(樽形 1,2 月龄 1) 
水(耳状 1) 
饵料(耳状 1,2 月龄 1) 

假单胞菌属 
Pseudomonas 

1(2.3%) 饵料(耳状 1) 

嗜冷杆菌属 
Psychrobacter 

3(7.0%) 幼体(耳状 1,樽形 1) 
水(樽形 1) 

莱茵海默氏菌属 
Rheinheimera 

1(2.3%) 幼体(耳状 1) 

变形菌门 
Proteobacteria 

γ-变形菌纲 
Gamma-proteobacteria 
(79.1%) 

弧菌属 Vibrio 18(41.9%) 幼体(1 月龄 4,2 月龄 4,4 月龄 2) 
水(耳状 1,樽形 2,1 月龄 3,2 月龄 3,4 月龄 1,6 月龄 2)
饵料(耳状 2,1 月龄 3,2 月龄 4,4 月龄 1) 

 
为 18%。根据不同发育期各样本所处的位置可以看

出，第 2 主成分对浮游期(耳状幼体和樽形幼体)和底

栖生活期(1、2、4 月龄)差异贡献较大，而发育到 6 月

龄时，第 1 主成分则对样品差异贡献显著。根据相同

时期幼体与水和饵料所处的位置可以看出，浮游幼体

时期，幼体菌群与培育用水菌群和饵料菌群相距较

远，表明二者对幼体菌群影响均不大；随着幼体的发

育，当幼体发育到 1 月龄后，幼体菌群与培育用水菌

群相距小于其与饵料菌群的距离，表明水对幼体菌群 

影响较大，当发育到 6 月龄时，其幼体体内肠道菌群

与饵料距离最近，表明受饵料影响较大。 

3  讨论 

肠道菌群作为肠道的重要组成部分，与宿主以及

所处的环境存在相互依赖和相互制约的关系，不仅影

响着食物中营养物质的消化、吸收，还在宿主免疫反

应中发挥重要作用(Schrijver et al, 2000; Zhao et al, 
2012)。以刺参早期发育期体内菌群结构为研究对象， 
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图 1  不同发育时期刺参幼体体内菌群与 
环境菌群差异的主成分分析 

Fig.1  PCA of the samples among the gastrointestinal  
tract of sea cucumber at different developmental  

stages and its aquaculture system 
 
解析体内菌群结构演替和变化规律以及其与环境菌群

的相关性，将为刺参苗种的健康管理提供理论基础。 
本研究通过传统细菌学培养方法结合优势菌鉴

定，对养殖刺参早期发育各时期幼体体内可培养细菌

进行了定量分析。在幼体开口摄食前，体内没有培

养出可培养细菌；开口并摄食后，从浮游时期发育到

底栖生活，其体内的可培养细菌总数急剧增加，表

明肠道细菌是随着摄食行为的进行而使特定菌株在

肠道内逐步定植的过程。通过 TCBS 弧菌选择性培养

基对幼体体内弧菌数量进行测定，表明自刺参发育到

营底栖生活后，弧菌开始检出，且一直是占据体内菌

群的优势菌属。史秀清等(2015)对大菱鲆(Scophthalmus 
maximus)仔稚鱼发育期消化道可培养细菌的菌群特征

进行分析发现，消化道中的细菌数量逐渐增加，且弧

菌已成为仔稚鱼后期消化道中的优势菌群。Zhao 等

(2012)对杂色鲍(Haliotis diversicolor)不同发育阶段幼

体消化道菌群的研究发现，幼体开始摄食后的消化道

细菌数量要比未摄食时高，弧菌属的细菌成为之后3 个

发育阶段中消化道的优势菌。Verner-Jeffreys 等(2003)
研究了 3 个不同孵化场的大西洋庸鲽 (Hippoglossus 
hippoglossus)仔稚鱼消化道菌群演替时发现，在仔稚

鱼开口摄食后，消化道菌群的数量呈稳定增长；随着

仔稚鱼的生长，弧菌属细菌逐渐取代假交替单胞菌属

细菌成为消化道中的优势菌种。这些研究均表明，水

产动物肠道菌群的形成是动物摄食饵料后，对饵料中

特定菌株的选择性定植和扩增的过程，弧菌作为海洋

细菌的重要种类，也在海水养殖动物肠道菌群中占有

重要地位。 

根据各优势菌株分类鉴定结果可以看出，早期发

育阶段耳状幼体(含 4 属)、樽形幼体(含 6 属)的消化

道菌群多样性较高，1～6 月龄稚参的消化道菌群趋

于单一，仅含弧菌属和芽孢杆菌属 2 个属，推测刺参

消化系统在幼体发育完全后，才对定植的细菌具有较

强的选择性，且其消化道对弧菌属和芽孢杆菌属细菌

的选择性更强，与本研究结果相似。Grisez 等(1997)
对金头鲷(Sparus aurata)和欧洲舌齿鲈(Dicentrarchus 
labrax)的研究结果推测，消化系统在稚鱼和成鱼发育

完全后，才对弧菌属细菌具有选择性。 
本研究从分离优势菌的属水平、种水平并利用

PCA 方法，分析了刺参早期发育阶段幼体体内菌群与

养殖系统中培育用水和饵料菌群的相关性。结果表

明，在幼体发育初期，其体内菌群与培育用水的相关

性较大，而随着幼体发育的进行，其体内菌群结构与

饵料的相关性逐渐增加。Verner-Jeffreys 等(2003)研究

表明，大西洋庸鲽仔稚鱼开口摄食后，其消化道内菌

群存在明显演替现象，优势菌属由未开口的卵黄囊阶段

时，假交替单胞菌属变为以灿烂弧菌(Vibrio splendidus)、
溶藻弧菌的弧菌属，且饵料中仅有一部分细菌能够定

植于仔鱼的消化道。史秀清等(2015)对大菱鲆仔稚鱼

发育期消化道的可培养细菌菌群进行分析发现，生物

饵料中的细菌对仔稚鱼消化道中可培养菌群结构的

形成产生的影响相对较大，而水中的细菌似乎没有对

仔稚鱼的消化道菌群产生影响。Sugita 等(2002)对牙

鲆 (Paralichthys olivaceus)仔稚鱼消化道细菌的种类

和数量的研究也发现，消化道菌群会随投喂不同饵料

而变化，受水体中菌群的影响较小。但也有学者认为,
水中的微生物菌群对水生动物消化道菌群影响显著，

Tanasomwang 等(1989)研究牙鲆仔稚鱼时发现，水中

的菌群组成会明显影响仔稚鱼的消化道菌群组成。

周金敏等(2010)对黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)肠道

和养殖水体中的微生物菌群进行研究时发现，黄颡鱼

肠道与养殖水体中的优势菌基本相同，均为肠杆菌科

(Enterobacteriaceae)、气单胞菌属(Aeromonas)和不动

杆菌属(Acinetobacter)细菌。本研究表明，刺参幼体

发育过程中，体内的细菌菌群经历了由培育用水到发

育后期与饵料密切相关的过程，可见养殖环境中水和

饵料对体内菌群的建立和演替均起到重要作用。 
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The Characteristics of Culturable Bacterial Microflora in the Gastrointestinal 
Tract of Cultured Sea Cucumber (Apostichopus japonicus) During the Early 

Developmental Stage and its Relationship with Environmental Flora 

LI Jing1,2, LIAO Meijie2,3①
, LI Bin2,3, WANG Yingeng2,3,  

RONG Xiaojun2,3, ZHANG Zheng2,3, FAN Ruiyong4, LIU Anran1,2  
(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Key Laboratory of  

Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,  
Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 3. Laboratory for 

Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and 
Technology(Qingdao), Qingdao  266071; 4. Qingdao Ruizi Seafood Development Co., Ltd, Qingdao  266400) 

Abstract   Conventional bacteriological culture techniques and molecular identification methods 
were used to reveal the composition and structure of the intestinal microflora in sea cucumber 
(Apostichopus japonicus) larvae at different developmental stages and the microflora in the 
aquaculture environment (feeds and aquaculture water), and then the correlations between these were 
analyzed. The results of bacterial culture from sea cucumber larvae showed that there were no 
culturable bacteria during the stages preceding the development of the mouth (gonads, eggs, zygotes, 
and gastrula), but culturable bacteria did occurr after larvae developed a mouth and began feeding. 
From the auricularia to doliolaria larval stages, the number of culturable bacteria in the 
gastrointestinal (GI) tract was low. After the larvae reached one month of age, the abundance of 
culturable bacteria in the GI tract increased significantly, and the highest level (108 CFU/g) was 
reached in four-month-old juveniles. The proportion of culturable bacteria that were made up of 
culturable Vibrio species ranged from 2.2% to 77.3% across the different developmental stages. The 
results of bacterial culture from the environment showed that there was no significant change in the 
bacterial content in the aquaculture water over time. However, as the ingredients in the feed used for 
different early developmental stages of sea cucumber changed, there were significant differences in 
the bacterial content in these feeds. Sixty-five dominant strains isolated from the aquaculture system 
were identified by sequencing their 16S rDNA. They were classified into 14 genera and 43 species. 
Correlation analyses revealed that over the course of the development of the sea cucumber larvae, the 
bacteria obtained from their feed likely had a great impact on the microbial flora in their GI tracts. 
This study laid the foundation for the analysis of the formation processes and succession patterns of 
GI tract microflora in sea cucumber, as well as for the screening and application of probiotics in 
aquaculture. 
Key words    Apostichopus japonicus; Early development; Culturable bacteria; Characteristics of 
microflora 
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