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青海湖裸鲤肠道显微结构及基于宏条形码的食性分析
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摘要: 研究利用扫描电镜和HE染色技术来观察青海湖裸鲤(Gymnocypris przewalskii)的肠道显微结构, 并通过

DNA宏条形码技术, 对其食性特点进行分析。研究结果表明, 青海湖裸鲤前、中、后肠的组织结构层次清晰

且差异明显, 从内向外依次由黏膜层、黏膜下层、肌层和浆膜层四层组成, 因缺乏黏膜肌, 光镜下仅有三层膜

结构清晰可见, 从前肠至后肠肠腔逐渐减小, 黏膜皱褶高度显著降低(P<0.05), 宽度显著增加(P<0.05), 杯状细

胞、分泌孔及分泌物颗粒的数量也相对减少; 18S rDNA和rbcL基因DNA宏条形码测序分析结果显示: 青海湖

裸鲤肠道内容物测序获得51656个OTU, 剔除鱼类自身序列、细菌、古菌及真菌的序列后共39031个OTU注释

为43门、114纲、282目和435科。在门水平上主要以链型植物门(53.73%)、硅藻门(23.19%)、p_unclassified_
d_Eukaryota(11.14%)、丝足虫门(6.67%)、p_unclassified(1.93%)和轮虫动物门(0.67%)为主, 纲水平上, 主要以

真藓纲(35.79%)、硅藻纲(23.05%)、双子叶植物纲(18.03%)和金藻纲(3.36%)为主。由此可见青海湖裸鲤主要

食物组成为真藓类、硅藻类、双子叶植物类、金藻类、丝足虫类、轮虫类及未确定分类的物种。综上所述,
青海湖裸鲤的肠道组织结构具有特异性和杂食性鱼类肠道结构的共性, 且DNA宏条形码食性分析结果也证

实青海湖裸鲤属于杂食性鱼类, 其中还有许多未知种类的食物。研究阐明了青海湖裸鲤肠道结构和食性的特

点, 为青海湖裸鲤的人工繁育和进一步保护提供了基础的科学依据。
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青海湖裸鲤(Gymnocypris przewalskii)作为青

海湖特有的土著四倍体硬骨鱼类
[1], 也是青海湖唯

一的商业鱼类, 属于国家二级保护动物, 于2004年
被列入《中国濒危动物红皮书》和《中国生物多

样性保护行动计划》。作为青海湖特有的洄游鱼

类, 成年鱼每年春末和夏季会迁徙到连通河流的淡

水环境中进行产卵, 并在初秋和冬季又返回到青海

湖
[2]
。青海湖裸鲤作为青海湖鸟岛及其邻近淡水河

候鸟的主要食物来源, 每年大约有3000吨被鸟类捕

食
[3], 说明它在维持青海湖生物多样性以及生态系

统稳定性中处于极其重要的地位。但由于其生活

在高盐、强紫外、低温和食物极度匮乏的极端环

境中, 其生长缓慢、性成熟晚和生命周期长等特点
[4],

也是其资源保护的制约因素。在20世纪50年代到

90年代, 一度由于过度捕捞和水质污染
[5]
等人类活

动导致野生青海湖裸鲤数量急剧下降, 种质资源严

重衰退, 青海省人民政府于1994年正式禁止商业捕

捞
[6]
。除此之外, 湖泊盐度升高和水位下降等自然

原因给青海湖裸鲤的生存也带来了严峻的挑战
[7, 8]

。

青海湖裸鲤直至今天依然是当地主要的渔业保护

和发展资源, 为了保护和挖掘特色资源, 许多学者

从生理、生化、分子遗传基础等方面进行了研究,
发现其生长速度缓慢、繁殖能力低, 具有耐低温、

耐盐碱、耐低氧和耐贫养等特性
[7, 9], 是研究物种

进化和环境适应的理想模式生物
[10, 11]

。

鱼类肠道由内胚层和中胚层发育而来, 前端接
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于食道或胃, 后止于肛门处, 是鱼类与外界环境接

触面积最大的器官, 起着免疫、消化吸收和新陈代

谢
[12]

等众多功能的重要器官, 肠道功能的正常与否

直接关系着鱼类整体的健康。在组织学上, 大多数

鱼类肠道的组织结构比较相似, 许多鱼类的肠道壁

组织由黏膜层、黏膜下层、肌层和浆膜层构成
[13],

且根据已有的研究结果, 鱼类的食性
[14]

和年龄
[15]

等

都是影响肠道组织结构的重要因素。除了对肠道

的基本组织结构进行研究外, 不同鱼类消化道黏液

组织化学的研究也是相关的热点
[16, 17], 鱼类消化道

中的黏液细胞包括杯状细胞、胃肠道上皮细胞和

腺体中的一些细胞
[18], 鱼的种类不同消化道黏膜细

胞分泌的黏液蛋白分布也不相同
[19], 从而发挥的功

能也不相同。另外, 前、中和后肠的肠绒毛形态、

柱状上皮细胞和杯状细胞等的分布及数量主要在

黏膜层上体现出结构差异性
[20]
。

鱼类的肠道结构特点主要与食性相关从而直

接影响鱼类的生长发育, 如肉食性鱼类拥有更大的

肠道直径和更发达的肠道结构能容纳和吸收更多

食物
[21]; 杂食性鱼类前肠容量不大, 但黏膜皱褶高

且密, 极大地增加了前肠的消化功能
[22]; 草食性鱼

类肠绒毛发达, 对水生植物中含量低的营养物质有

极强的吸收作用
[23]

。随着第二代测序技术的飞速

发展, DNA宏条形码(Metabarcoding)技术以成本

低、通量大和能快速鉴定大量物种等优势, 被广泛

应用于浮游植物群落的监测
[24]
、浮游动物的鉴定

[25]

和食性分析
[26]

等生态学领域的众多方面, 在鱼类食

性鉴定
[27]
方面也逐渐成为了有利的工具。

无胃鱼的消化道一直是一些超微结构研究的

热点, 青海湖裸鲤作为典型的无胃鱼, 有关其肠道

结构的研究报道较早, 史建全等
[28]

从形态学到组织

结构的异同等方面对青海湖裸鲤肠道组织学进行

分析, 并讨论了其肠道组织学和食性之间的相关关

系; 陈付菊等
[15, 29]

的研究中表示青海湖裸鲤的前肠

是消化和吸收的主要功能部位, 并对不同发育时期

青海湖裸鲤肠道的杯状细胞和上皮内淋巴细胞做

了比较分析。但经过几十年的封湖禁渔, 对青海湖

裸鲤的保护取得了明显的成效, 其数量得到了有效

提升, 保护级别由濒危降为易危, 随着鱼类数量的

提升鱼类的生长发育又有了新的变化。因此, 尽管

对于青海湖裸鲤肠道结构的研究已经相对清楚, 但
相关的报道都比较早, 缺乏较新的研究结果与之进

行比较分析, 在此基础上, 本研究通过扫描电镜、

HE染色和DNA宏条形码等技术手段来分析青海湖

裸鲤肠道结构及食性的特点, 进一步揭示青海湖裸

鲤肠道自身生理结构的差异性和特殊性, 为青海湖

裸鲤的研究和保护工作提供基础的科学依据, 同时

也为青海湖裸鲤的人工增殖工作提供参考和新思路。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

实验鱼采自青海省海南藏族自治州共和县西

北部的青海湖附属河流—黑马河(E99°46′53″,
N36°43′20″), pH为8.0—8.2, 海拔为3110.8 m, 采样

时间为7月上旬, 在河道中随机捕捞20尾青海湖裸

鲤, 装入供氧容器, 保持存活带回临时采样点进行

取样, 将活鱼麻醉后, 进行常规的生物学测量, 然后

使用无菌的剪刀和镊子进行解剖, 快速将肠道从其

体腔中分离出来并测量长度, 再选取体长体重相近

的8尾鱼, 收集肠道内容物于2 mL冻存管中置于液

氮中用于测定食性, 最后取其中3尾鱼的肠道样品

用于扫描电镜和HE染色切片的制备。

 1.2    肠道扫描电镜样品的制备

分别取新鲜的前、中和后肠1 cm×1 cm大小的

肠道组织1—2块(前肠在第1个弯曲前取材, 中肠在

第1个弯曲到最后一个弯曲之间取材, 后肠在最后

一个弯曲到肛门之间取材), 用PBS磷酸缓冲液冲洗

3次, 迅速固定于4℃预冷的2.5%戊二醛溶液中保存

24h, 再依次用浓度为30%、50%、70%、80%、

95%和100%的乙醇进行梯度脱水, 叔丁醇置换酒精

后再次脱水, 放入–80℃冰箱中冷冻4h, 再置于冷冻

干燥仪中干燥6—8h。在干燥完毕之后进行镀金,
最后在扫描电镜下(FESEM)观察并摄片。

 1.3    肠道HE染色样品的制备

制备方法如下: (1)70℃下烤片5min, 置于二甲

苯(Ⅰ)、二甲苯(Ⅱ)中各脱蜡10min, 再用100%乙醇

(Ⅰ)、100%乙醇(Ⅱ)各5min洗去二甲苯; (2)经过在

不同浓度梯度(95%、85%和75%)的乙醇中水化后,
置于蒸馏水中待用; (3)苏木素染色10min, 流水冲洗

2min, 1%盐酸酒精分化2s, 用流水冲洗切片15min,
蒸馏水过洗1—2s, 伊红染色10min; (4)根据颜色深

浅用80%的乙醇分化 ,  用乙醇(85%和95%)脱水

5min, 再用无水乙醇脱水(10min, 两次); (5)二甲苯

(Ⅰ)透明10min, 二甲苯(Ⅱ)再次透明10min; (6)在石

蜡切片中央滴加1滴中性树胶, 盖上盖玻片封固, 显
微镜下观察并拍照。

 1.4    肠道内容物的DNA提取和PCR扩增

按照DNeasy® PowerSoil® Pro Kit Handbook DNA
提取试剂盒的步骤对青海湖裸鲤肠道内容物的总

DNA进行提取, 选择ITS、18S rDNA、cox-1、18SV9、
rbcL、ITS和COI等7个基因片段进行食性分析(表 1),
引物筛选只有18S rDNA和rbcL引物扩增得到了比
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较好的产物。PCR扩增体系为: 5×TransStart Fast-
Pfu缓冲液4 μL, 2.5 mmol/L dNTPs 2 μL, 上下游引

物(5 μmol/L)各0.8 μL, TransStart FastPfu DNA聚合

酶0.4 μL, 模板DNA10 ng, ddH2O补足至20 μL。
PCR扩增程序为: 95℃预变性3min; 95℃变性30s,
55℃退火30s, 72℃延伸30s, 设定27个循环; 72℃延

伸10min后4℃保存。

 1.5    Illumina Miseq测序及生信分析

2%琼脂糖凝胶回收PCR扩增产物, 用AxyPrep
DNA Gel Extraction Kit(Axygen Biosciences, Union
City, CA, USA)试剂盒进行回收产物纯化, 并用

Quantus Fluorometer(Promega, USA)对回收产物进

行检测定量。使用TruSeqIM DNA Sample Prep
Kit进行建库, 并在Illumina的Miseq PE300平台上进

行测序。所得测序结果进行序列拼接、质量控制

和过滤, 在Uparse7.0(http://drive5.com/uparse/)软件

上进行OTU聚类分析, 采用RDP Classifier(http://
sourceforge.net/projects/rdp-classifier/)贝叶斯算法

对97%相似水平的OTU代表序列进行基于Silva
(http://www.arb-silva.de)、Unite(http://unite.ut.ee/
index.php)数据库的分类学分析, 并分别在Phylum
(门)、Class(纲)、Order(目)、Family(科)、Genus
(属)和Species(种)六个分类学水平下统计各样本的

群落物种组成。以上分析过程在美吉生物云平台

(https://cloud.majorbio.com)上完成。

 2    结果

 2.1    体重、体长和肠长之间的变化关系

对20尾繁殖期性成熟的青海湖裸鲤的体重、

体长及肠长进行了测量, 并按照体长大小对测量结

果进行统计分析(表 2), 结果显示各相邻体长阶段

之间裸鲤的平均体重、头长和体高差异均不显著

(P>0.05), 而在体长差异相对较大的两个不相邻阶

段之间均体现出了显著差异性(P<0.05), 且体长为

20—21 cm的裸鲤与18—19 cm的裸鲤相比其肠长

差异较显著(P<0.05)。根据青海湖裸鲤体重、体长

和肠长的实测数据, 用幂函数模型, 拟合出体重-肠
长的关系(WGR)、体长-肠长(BGR)的关系分别为:

W=0:0718£G2:1836(R=0:7297) (1)

B=4:6183£G0:6738(R=0:7059) (2)

上述两个方程存在显著差异, 但均体现出了体

重与体长、肠长之间的拟合关系, 且根据所测20组
数据计算均值可以粗略得出, 体重在32—68 g、体

长在18—22 cm内的青海湖裸鲤其体重和肠长是

1.4倍的变化关系, 而肠长约为体长的1.7倍。

 2.2    肠道扫描电镜结果分析

对不同放大倍数下青海湖裸鲤各肠段扫描电

镜的结果进行分析, 总体来说, 前肠黏膜皱褶(肠绒

毛)明显且发达, 数量最多, 褶层很深宽度较窄呈波

浪状排列, 大皱褶中又包含了许多小皱褶, 增加了

皱褶的总长度和表面积, 褶与褶之间相互交联形成

较无序的网状排布(图 1a), 前肠黏膜层由数量众多

的单层柱状上皮细胞构成, 且黏膜层表面可见大量

的分泌孔、分泌颗粒及杯状细胞散布其间(图 1b和
1c)。中肠和后肠黏膜表层仍由单层柱状上皮细胞

构成, 但相比于前肠,中肠和后肠的肠道黏膜皱褶深

度逐渐变浅, 宽度逐渐增加, 皱褶分支的数量相对

减少, 但皱褶之间排列相对较整齐, 呈较规律的“V”
“M”等字型排列(图 1d和1g)。中肠和后肠黏膜表面

的杯状细胞的数量较前肠相对减少, 分泌孔及周围

黏附分泌物颗粒的数量也逐渐减少, 其中后肠的数

量最少(图 1b、1e和1h), 但后肠黏膜表面的微绒毛

的密度和数量较多, 高度相近且排列整齐, 尤其是

肠黏膜上的呈六边形分布的短簇状微绒毛, 细胞之

间的界限也很清晰(图 1h和1i), 这些肠道黏膜皱褶

和微绒毛都极大地增加了肠道的内表面积, 能促进

对食物的消化和吸收。

 2.3    肠道HE染色结果分析

肠道组织经HE染色处理后在光镜下进行观察,

表 1   标记基因及引物序列

Tab. 1   Marker gene and primer sequence

基因
名称
Gene

引物序列
Primer sequence (5′—3′)

退火温度
Annealing

temperature
(℃)

片段大小
Fragment
size (bp)

ITS CSMACAACGATGAAGRRC
RCAGC

59 520

TCCCDSTTCRBTCGCCVTT
ACT

18S TCYAAGGAAGGCAGCAGG
CGC

59 720

GTTTCAGHCTTGCGACCAT
ACTCC

cox-I CTRATTGGTGGTTTYGGNA
AHTG

45 470

CACTTCNGGGTGACCRAAR
AAYCA

18SV9 TCCCTGCCHTTTGTACACA
C

60 100—200

CCTTCYGCAGGTTCACCTA
C

rbcL TGTCTCAATCTGTAWCAG
AACGGACTC

55 660

TAARAAWGKYTCTCTCCA
ACGCA

ITS GCATCGATGAAGAACGCA
G

60 300—500

CTTTTCCTCCGCTTATTGAT
ATG

COI ATGATHGGDGCDCCWGAY
ATG

59 420

CCWCCHCCHGCDGGRTC
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可见前肠肠绒毛顶部呈尖圆状, 排列最为紧密(图 2a),
中肠肠绒毛纹状缘清晰, 绒毛之间的排列逐渐稀疏

(图 2b), 后肠肠绒毛顶部呈钝圆状, 纹状缘较模糊,
数量最少排列较整齐(图 2c), 从前肠到中肠再到后

肠皱褶高度显著减小(P<0.05), 皱褶宽度显著增加

(P<0.05), 后肠肌层厚度最小与中肠差异不显著

(P>0.05), 前肠肌层厚度最大与中肠和后肠相比差

异均显著(P<0.05; 表 3), 且从前肠到后肠肠腔逐渐

变小, 肠道直径也逐渐变小; 青海湖裸鲤的肠道组

织经HE染色处理后, 质核区分显著(图 2d), 肠道组

织边缘清晰且结构完整, 肠壁组织结构层次分明,
从内向外依次由黏膜层、黏膜下层、肌层和浆膜

层四层组成, 但因其缺乏黏膜层中的黏膜肌致使固

有膜与黏膜下层间的区分不明显, 故光镜下只有三

层膜结构清晰可见(图 2e), 前肠黏膜上皮密布柱状

上皮细胞, 并有许多杯状细胞散布其间, 而中肠至

后肠黏膜层向肠腔内褶形成的皱褶高度较前肠逐

渐减小, 且柱状细胞的数量逐渐减少(图 2f), 故前、

中和后肠的黏膜层结构差异较为明显(P<0.05), 而
这三个肠段的黏膜下层、肌层和浆膜层结构基本

相似, 并无明显的结构差异。

 2.4    DNA宏条形码食性结果分析

对青海湖裸鲤8份肠道内容物样本进行18S rDNA
和rbcL序列高通量测序, 共获得443024条有效序列,
有效序列平均长度为261 bp, 剔除青海湖裸鲤自身

序列、细菌、古菌及真菌的序列后, 按照97%相似

表 2   青海湖裸鲤的体长和体重指标

Tab. 2   Body length and weight indicators of G. przewalskii

体长
Body
length
(cm)

测定数(尾)
Measurement

number
(tail)

平均体重
Mean
body

weight
(g)

平均肠长
Mean

intestinal
length
(cm)

平均头长
Mean
head

length
(cm)

平均体高
Mean
body
height
(cm)

18—19 9 43.09±
7.91b

32.89±
1.10b

4.10±
0.23b

2.96±
0.23b

20—21 7 51.48±
6.72ab

36.00±
1.58a

4.44±
0.32ab

3.21±
0.20ab

21.50—
22.50 4 59.24±

7.67a
35.88±
2.19a

4.75±
0.15a

3.58±
0.38a

注: 同列数据肩标字母不同表示差异显著(P<0.05), 字母相

同表示差异不显著(P>0.05); 实验数据均以平均数±标准差

(mean±SD)
Note: Different shoulder label letters indicate significant

difference (P<0.05), and identical letters indicate no significant
difference (P>0.05); Experimental data are expressed as mean±standard
deviation (mean±SD)

BC

SP SG

SP

a b c

d e f

g h i

 
图 1   青海湖裸鲤肠道扫描电镜结果

Fig. 1   Results of intestinal SEM of G. przewalskii
a. 60×; b. 2000×; c. 前肠foregut (10000×); d. 60×; e. 2000×; f .中
肠midgut (10000×); g. 60×; h. 2000×; i. 后肠hindgut (10000×);
SP. 分泌孔secretory pores; BC. 杯状细胞goblet cell; SG. 分泌颗

粒secretion granules

a b c

fed

图 2    青海湖裸鲤肠道HE染色结果

Fig. 2    HE intestinal staining results of G. przewalskii
a. 前肠(40×); b. 中肠(40×); c. 后肠(40×); d. 前肠局部放大图; e. 中肠局部放大图; f. 后肠局部放大图

a. foregut(40×); b. midgut (40×); c. hindgut(40×); d. local amplification plot of the foregut; e. local amplification plot of the midgut; f. local
amplification plot of the hindgut
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水平对所有序列进行OTU划分及物种注释, 共得到

39031个OTU, 分为43个门、114个纲、282个目、

435个科、599个属、817个种。图  3分别为门、

纲、目、科、属、种水平相对丰度前十的物种, 其
他物种则合并为Others项, 在门水平上主要以链型

植物门(Streptophyta, 53.73%)、硅藻门(Bacillario-
phyta, 23.19%)、丝足虫门(Cercozoa, 6.67%)、轮虫

动物门(Rotifera, 0.67%)和绿藻门(Chlorophyta, 0.67%)
等为主(图 3a); 在纲水平上主要以真藓纲(Bryop-
sida, 35.79%)、硅藻纲(Bacillariophyceae, 23.05%)、
双子叶植物纲(Magnoliopsida, 18.03%)、金藻纲

(Chrysophyceae, 3.36%)和Bdelloidea(0.45%)等为主

(图 3b); 在目水平上主要以桥弯藻目(Cymbellales,
22.60%)、灰藓目(Hypnales, 17.97%)、蔷薇目(Ro-
sales, 17.97%)、丛藓目(Pottiales, 17.92%)和Glisso-
monadida(3.39%)等为主(图 3c); 在科水平上主要以

蔷薇科(Rosaceae, 18.03%)、丛藓科(Pottiaceae,
17.99%)、柳叶藓科(Amblystegiaceae, 17.63%)、金

囊藻科(Chrysocapsaceae, 2.91%)和Heteromitidae
(0.57%)等为主(图 3d); 在属水平上主要以丛藓属

(Pottia, 18.03%)、中国毛莓草属(Sibbaldianthe,
17.86%)、拟细湿藓属(Campyliadelphus, 17.68%)、
Chrysochaete(2.93%)和Heteromita(0.57%)等为主;
在种水平上主要以Cymbellales sp. TF-2014(22.61%)、
Pottia intermedia(18.02%)、Sibbaldianthe sericea
(17.85%)、Campyliadelphus chrysophyllus(17.67%)
和Chrysochaete britannica(2.93%)等为主。

表 3   青海湖裸鲤肠道皱褶高度、宽度和肌层厚度

Tab. 3   Fold height, fold width and Muscularis thickness in G.
przewalskii (μm)

肠道指数
Intestinal index

前肠
Foregut

中肠
Midgut

后肠
Hindgut

皱褶高度
Fold height 701.89±62.46a 455.17±32.92b 286.19±54.95c

皱褶宽度
Fold width 54.84±15.46c 114.69±12.44b 165.83±12.75a

肌层厚度
Muscularis thickness 189.87±5.05a 86.64±1.23b 84.94±12.82b

注: 同行数据肩标字母不同表示差异显著(P<0.05), 字母相

同表示差异不显著(P>0.05); 实验数据均以平均数±标准差(mean±
SD)表示

Note: Different shoulder label letters indicate significant
difference (P<0.05), and identical letters indicate no significant
difference (P>0.05); Experimental data are expressed as mean±
standard deviation (mean±SD)

53.73%
23.19%

6.67%0.67%
0.67%
0.50%
0.43%
0.23%
0.22% 0.21%

13.47%

Phylum

p__Streptophyta
p__Bacillariophyta
p__Cercozoa
p__Rotifera
p__Chlorophyta
p__Chordata
p__Imbricatea
p__Arthropoda
p__Tardigrada
p__Endomyxa
Others

35.79%

23.05%

18.03%3.36%
0.64%
0.45%
0.33%
0.31%

0.22%
0.17%

17.65%

Class
c__Bryopsida
c__Bacillariophyceae
c__Magnoliopsida
c__Chrysophyceae
c__Bdelloidea
c__Actinopteri
c__Trebouxiophyceae
c__Oomycota
c__Eutardigrada
c__Chlorophyceae
Others

a b

22.60%

17.97%

17.97%

17.92%

3.39%

3.15%
0.89%

0.39%
0.29%

0.22%

15.22%

Order
o__Cymbellales
o__Hypnales
o__Rosales
o__Pottiales
o__Glissomonadida
o__Chromulinales
o__Cercomonadida
o__Thaumatomonadida
o__Chlorellales
o__Parachela_c__Eutardigrada

18.03%

17.99%

17.63%

2.91%
0.57%0.31%

0.29%
0.23%
0.23%
0.21%

41.59%

Family
f__Rosaceae
f__Pottiaceae
f__Amblystegiaceae
f__Chrysocapsaceae
f__Heteromitidae
f__Cercomonadidae
f__Chlorellaceae
f__Viridiraptoridae
f__Chromulinaceae
f__Hypsibiidae
Others

c d

18.03%

17.86%

17.68%

2.93%
0.57%0.27%

0.21%
0.21%
0.19%
0.15%

41.90%

Genus

g__Pottia
g__Sibbaldianthe
g__Campyliadelphus
g__Chrysochaete
g__Heteromita
g__Chlorella_f__Chlorellaceae
g__Hypsibius
g__Encyonema
g__Pythium
g__Amphora
Others

22.61%

18.02%

17.85%

17.67%
2.93%

0.59%
0.44%
0.21%

0.20%0.16%

19.31%

Speciese f
s__Cymbellales_sp._TF-2014
s__Pottia_intermedia
s__Sibbaldianthe_sericea
s__Campyliadelphus_chrysophyllus
s__Chrysochaete_britannica
s__Bdelloidea_environmental_sample
s__Heteromita_sp._HFCC_924
s__Hypsibius_sp._DNA-DT-39
s__Encyonema_silesiacum
s__Pythium_sp._P19510
Others

图 3    丰度前十的各水平生物分类单元

Fig. 3    Taxa of the top ten levels of abundance
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为进一步探讨丰度占比较大的各食物类群之

间的从属关系, 我们对几个优势门下属的各分类水

平的食物组成又做了详细分析, DNA宏条形码食性

测序结果显示门水平上丰度前四的食物组成, 在
纲、目、科和属水平上占比较大的物种与前面所

述结果一致, 四个优势门包含着丰富的食物类群,
且主要以链型植物门和硅藻门种类居多、占比较

大(图 4), 其中链型植物门中主要包括真藓纲、双

子叶植物纲; 真藓纲主要包括灰藓目和丛藓目, 双
子叶植物纲主要包括蔷薇目和伞形目; 灰藓目主要

包括柳叶藓科和绢藓科, 丛藓目包括丛藓科, 蔷薇

目包括蔷薇科, 伞形目主要包括伞形科和五加科;
柳叶藓科主要包括拟细湿藓属和牛角藓属, 绢藓科

包括绢藓属, 丛藓科主要包括丛藓属和花栉藓属,
蔷薇科主要包括中国毛莓草属和沼委陵菜属, 伞形

科包括当归属, 五加科包括人参属; 拟细湿藓属包

括Campyliadelphus chrysophyllus, 牛角藓属包括牛

角藓, 绢藓属主要包括广叶绢藓和Entodon rubi-
cundus, 丛藓属包括Pottia intermedia, 花栉藓属包

括Pseudocrossidium replicatum, 中国毛莓草属包括

Sibbaldianthe sericea, 沼委陵菜属包括西北沼委陵

菜, 当归属和人参属主要是当归和人参。硅藻门主

要包括硅藻纲和圆筛藻纲; 硅藻纲主要包括桥弯藻

目和硅藻目, 圆筛藻纲主要包括角毛藻目和Thalas-
siosirales; 桥弯藻目主要包括桥弯藻科和f_unclassi-
fied_o_Cymbellales, 硅藻目包括杆状藻科, 角毛藻

目主要包括角毛藻科, Thalassiosirales主要包括Ste-
phanodiscaceae和Skeletonemataceae; 桥弯藻科主要

包括内丝藻属和桥弯藻属, f_unclassified_o_Cym-
bellales包括g_unclassified_o_Cymbellales, 杆状藻

科主要包括Denticula和Nitzschia, 角毛藻科包括角

刺藻属, Stephanodiscaceae包括Discostella, Skele-
tonemataceae包括骨条藻属; 内丝藻属主要包括西

里西亚内丝藻和默利内丝藻, 桥弯藻属包括近缘桥

弯藻, g_unclassified_o_Cymbellales包括Cymbel-
lales sp. TF-2014, Denticula包括库津细齿藻, Nitzs-
chia主要包括两栖菱形藻和Nitzschia pusilla, 角刺

藻属主要包括Chaetoceros peruvianus, Discostella主
要包括Discostella sp. HYK0210-A2和Discostella
stelligera, 骨条藻属主要包括骨条藻(图 4和表 4; 其
中“unclassified”为无分类信息的标记)。

 3    讨论

 3.1    青海湖裸鲤肠长与体长、体重之间的关系

青海湖裸鲤属于鲤科裂腹鱼亚科的杂食性鱼

类, 食性范围广, 无胃, 食道之后便是肠道, 从形态

学方面, 其肠道包裹在腹膜中盘旋复杂, 肠道长度

介于肉食性鱼类和草食性鱼类之间, 吴强等
[30]

的研

究也表明肉食性鱼类肠道最短, 草食性鱼类肠道最

长, 杂食性鱼类则介于中间。青海湖裸鲤肠道的长

度除了和食性有关之外, 还和其体重、体长等相关,
朱奕龙

[31]
在青海裸鲤生长特征的研究中, 通过拟合

体重和体长的关系, 也发现雌雄性鱼的体长与体重

都接近等速生长。而本研究的统计结果显示, 体长

相近的各生长阶段之间, 体重变化也较相近, 且通

过分别拟合体重和肠长、体长和肠长之间的相互

关系, 结果表明青海湖裸鲤不仅在体重和体长之间

存在相应的变化关系, 肠道长度也会随着体重的不

同、体长的变化而变化, 并表现出一定的正向倍数

变化关系, 而体长与肠长的变化关系会有较大的差

图 4    四个优势门所包含纲、目、科和属水平主要组成的桑基图

Fig. 4    The four dominant phyla consist of class, order, family and genus level mainly composed of Sankey chart
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异性, 王基琳
[32]

在青海湖裸鲤食物的研究中也表明

其体长与肠长之比变化幅度较大。

 3.2    青海湖裸鲤肠道组织特点与功能之间的关系

以肠道上两个弯曲部分的位置加以区分, 可以

将青海湖裸鲤的肠道划分为前、中和后三部分肠

段, 前肠长度最短肠腔最大, 扫描电镜下可见肠道

黏膜皱褶数量最多且凸起高度最大, 肠壁内表面积

最大, 黏膜表面分泌孔及分泌物颗粒数量最多, 而
中肠和后肠部分占比较长, 肠腔逐渐变小, 肠绒毛

逐渐变短变粗, 这与其他鱼类相似, 主要是因为前

肠承担着大多数的消化吸收功能, 其次是中肠和后

肠。房慧伶等
[33]

对杂食性尼罗罗非鱼(Oreochromis
niloticus)肠道组织结构的研究表明, 前肠和中肠的

柱状细胞顶端有密而长的微绒毛, 后肠柱状细胞顶

端的微绒毛稀而短, 并且前、中和后肠的组织结构

差异也主要表现在黏膜层; 范瑞青等
[34]

在对蓝非鲫

(Oreochromis aureus Steindachner)肠道结构的研究

中表明前肠是消化和吸收的主要功能区, 中肠和后

肠的微绒毛不及前肠发达, 主要起对碳水化合物及

剩余食物的吸收、消化和运输的作用; 何敏等
[35]

在

重口裂腹鱼[Schizothorax (Racoma) davidi]的肠道

组织结构研究中发现, 从前肠至后肠其肠道肠壁内

黏膜褶高度和黏膜上皮高度逐渐递减, 肠道消化吸

收能力逐渐降低, 再一次表明鱼类消化道形态学组

织结构与生理功能之间的密切关系。

HE染色处理下青海湖裸鲤的肠道结构组织,
与其他大多数鱼类相似, 由内向外依次由黏膜层、

黏膜下层、肌层和浆膜层构成, 前、中和后肠肠道

结构基本相似, 前肠肠壁和肌层都较中肠和后肠厚,
可以提供更多的肠道蠕动力, 促进消化和剩余食团

向后继续的运送。黏膜层的差异主要体现在肠绒

毛的排列、数量、长短、宽窄及前肠黏膜上皮分

布的更多数量的柱状细胞和杯状细胞等方面, 柱状

细胞的数量与肠道的吸收功能直接相关, 杯状细胞

除了能分泌消化酶促进对食物的消化以外, 还能分

泌肠道内的黏蛋白, 在抵御外源细菌和肠道固有微

生物侵袭、维持肠黏膜动态平衡、调控微生物-宿
主免疫应答中起重要作用

[36]
。这两类细胞都极大

地增加了肠道对食物的消化和吸收功能, 中肠和后

肠黏膜上皮分布的柱状细胞和杯状细胞数量则相

对减少。除此之外, 陈付菊等
[15]

对不同年龄青海湖

裸鲤的肠道组织结构进行了比较分析, 研究表明肠

道中绒毛长度、黏膜厚度、肌层厚度和肠壁厚度

还会随着年龄的增长而逐渐增大。

表 4    基于18S rDNA和rbcL宏条形码分析的青海湖裸鲤主要食物组成

Tab. 4    Main food composition of G. przewalskii based on 18S rDNA and rbcL macro barcode analysis

门Phylum 纲Class 目Order 科Family 属Genus 种Species
链型植物门
Streptophyta

真藓纲Bryopsida
双子叶植物纲
Magnoliopsida
c_unclassified_p_Strept
ophyta
松柏纲Pinopsida
买麻藤纲Gnetopsida
金发藓纲
Polytrichopsida
Zygnemophyceae
黑藓纲Andreaeopsida
苏铁纲Cycadopsida
叶苔纲
Jungermanniopsida

灰藓目Hypnales
蔷薇目Rosales
丛藓目Pottiales
紫萼藓目Grimmiales
十字花目Brassicales
禾本目Poales
伞形目Apiales
龙胆目Gentianales
木灵藓目Orthotrichales
曲尾藓目Dicranales

蔷薇科Rosaceae
丛藓科Pottiaceae
柳叶藓科
Amblystegiaceae
绢藓科Entodontaceae
青藓科
Brachytheciaceae
灰藓科Hypnaceae
棉藓科Plagiotheciaceae
塔藓科Hylocomiaceae
十字花科Brassicaceae
紫萼藓科Grimmiaceae

丛藓属Pottia
中国毛莓草属
Sibbaldianthe
拟细湿藓属
Campyliadelphus
绢藓属Entodon
沼委陵菜属Comarum
牛角藓属Cratoneuron
Drymocallis
花栉藓属
Pseudocrossidium
同蒴藓属
Homalothecium
拟平锦藓属
Platygyriella

Pottia intermedia
Sibbaldianthe sericea
Campyliadelphus
chrysophyllus
西北沼委陵菜
Comarum salesovianum
Entodon rubicundus
牛角藓Cratoneuron
filicinum
广叶绢藓Entodon
flavescens
Drymocallis arguta
Pseudocrossidium
replicatum
Homalothecium
philippeanum

硅藻门
Bacillariophyta

硅藻纲
Bacillariophyceae
c_unclassified_p_Bacill
ariophyta
圆筛藻纲
Coscinodiscophyceae
脆杆藻纲
Fragilariophyceae
间藻纲Mediophyceae

桥弯藻目Cymbellales
硅藻目Bacillariales
Thalassiophysales
舟形藻目Naviculales
Cocconeidales
o_unclassified_p_
Bacillariophyta
Thalassiosirales
Fragilariales
Cymatosirales
角毛藻目
Chaetocerotales

桥弯藻科Cymbellaceae
f_unclassified_o_
Cymbellales
杆状藻科Bacillariaceae
Catenulaceae
舟形藻科Naviculaceae
Achnanthidiaceae
f_unclassified_p_
Bacillariophyta
Stephanodiscaceae
脆杆藻科Fragilariaceae
Staurosiraceae

g_unclassified_o_
Cymbellales
内丝藻属Encyonema
双眉藻属Amphora
Achnanthidium
细齿藻属Denticula
Gomphonella
g_Nitzschia_f_
Bacillariaceae
Fistulifera
Discostella
马雅美藻属Mayamaea

Cymbellales sp. TF-
2014
西里西亚内丝藻
Encyonema silesiacum
联合双眉藻Amphora
copulata
库津细齿藻Denticula
kuetzingii
Gomphonella olivacea
Achnanthidium
pyrenaicum
两栖菱形藻Nitzschia
amphibia
Fistulifera pelliculosa
Discostella sp.
HYK0210-A2
Achnanthidium
minutissimum
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 3.3    青海湖裸鲤的食性特点及相对变化

利用DNA宏条形码技术对青海湖裸鲤的肠道

内容物进行检测, 依据检测结果, 按照物种序列的

门、纲、目、科、属、种及所占比例, 可以初步判

断本次研究采集到的青海湖裸鲤其采食食物中种

类最丰富的有链型植物、硅藻、丝足虫类、轮虫

类及目前还未被分类但占比较大的一些物种等。

相比传统形态学鉴定其食性的研究方式
[37], 硅藻、

绿藻、摇蚊幼虫、钩虾、轮虫类和介形类等均也

在本次研究中被检出, 而蓝藻、裸藻、枝角类和桡

足类等未被检测出。另外本研究还检测到红藻、

金藻、黄藻、脊索动物、节肢动物、软体动物、

扁形动物、环节动物、缓步动物、变形虫类、纤

毛虫类和眼虫类等传统镜检法未检测到的类群。

从检出食物的丰度上, 链型植物和硅藻的数量最多

丰度最大, 丝足虫类和轮虫类等也在其各分类学水

平上较传统镜检法检出食物的类别和数量更加系

统和全面。此外, 本研究检测到占比较大的链型植

物(53.73%)在之前的研究中未见详细报道, 季强
[22]

在拉萨裸裂尻鱼、巨须裂腹鱼和拉萨裂腹鱼的肠

道内含物中均发现了高等植物碎片及种子, 我们推

测链型植物也可能是青海湖裸鲤的主要食物类别

之一。在本研究中植物性食物占比为77.59%, 因此

我们推测青海湖裸鲤为杂食性偏植食的鱼类。而

对于未检测到的食物及食物组成占比大小的问题,
对比前面所参考的研究及有关文献[32], 我们推测

这可能与青海湖不同月份食物组成及所检测鱼的

数量相关, 也可能是由于气候变化及湖泊水环境质

量的变化导致青海湖中浮游植物、浮游动物、底

栖动物种类及丰度发生了变化
[38, 39], 从而使得青海

续表 4
门Phylum 纲Class 目Order 科Family 属Genus 种Species

p_unclassified_
d_Eukaryota

c_unclassified_d_
Eukaryota
金藻纲Chrysophyceae
卵菌纲Oomycota
黄群藻纲
Synurophyceae
黄藻纲Xanthophyceae
鱼孢霉纲Ichthyosporea
横裂甲藻纲
Dinophyceae
真眼点藻纲
Eustigmatophyceae
Bigyra
褐枝藻纲
Phaeothamniophyceae

o_unclassified_d_
Eukaryota
色金藻目Chromulinales
o_unclassified_c_
Chrysophyceae
腐霉目Pythiales
Ochromonadales
霜霉目Peronosporales
Ichthyophonida
柄球藻目
Mischococcales
o_unclassified_c_
Xanthophyceae
大眼藻目Eustigmatales

f_unclassified_d_
Eukaryota
金囊藻科
Chrysocapsaceae
色金藻科
Chromulinaceae
f_unclassified_c_
Chrysophyceae
腐霉科Pythiaceae
棕鞭藻科
Ochromonadaceae
霜霉科Peronosporaceae
Eccrinaceae
f_unclassified_c_Xanth
ophyceae
黄管藻科
Ophiocytiaceae

g_unclassified_d_
Eukaryota
Chrysochaete
g_unclassified_c_Chrys
ophyceae
腐霉属Pythium
g_unclassified_f_Ochro
monadaceae
疫霉属Phytophthora
Spumella
Astreptonema
棕鞭藻属Ochromonas
Urostipulosphaera

s_uncultured_eukaryote
Chrysochaete britannica
s_uncultured_alveolate
s_uncultured_Chrysoph
yceae
s_uncultured_stramenop
ile
Pythium sp. P19510
s_uncultured_Spumella
Spumella sp.
s_uncultured_freshwater
_eukaryote
s_uncultured_marine_eu
karyote

丝足虫门
Cercozoa

c_unclassified_p_Cerco
zoa
Thecofilosea

o_unclassified_p_Cerco
zoa
Glissomonadida
Cercomonadida
Tectofilosida
Cryomonadida
o_unclassified_c_Theco
filosea
暗壳虫亚目
Phaeoconchia

f_unclassified_o_Glisso
monadida
f_unclassified_p_Cercoz
oa
Heteromitidae
Cercomonadidae
Viridiraptoridae
f_unclassified_o_Tectof
ilosida
Rhogostomidae
Sandonidae
Allapsidae
f_unclassified_o_Cerco
monadida

g_unclassified_o_Glisso
monadida
g_unclassified_p_Cerco
zoa
Heteromita
Paracercomonas
Bodomorpha
Orciraptor
Eocercomonas
g_unclassified_f_Cerco
monadidae
Neocercomonas
Cercomonas

s_uncultured_Glissomo
nadida
s_uncultured_Cercozoa
Heteromita sp. HFCC
924
Heteromita globosa
Cercozoa sp.
WA28p82t6LS
Paracercomonas
oxoniensis
Cercozoa sp. B140
Orciraptor agilis
Bodomorpha sp. HFCC
925
Cercozoa sp.
MARGLISS

p_unclassified c_unclassified o_unclassified f_unclassified g_unclassified s_uncultured

轮虫动物门
Rotifera

Bdelloidea
单巢纲Monogononta

o_unclassified_c_Bdello
idea
Flosculariaceae
Adinetida
Philodinida
游泳轮虫目Ploima

f_unclassified_c_Bdello
idea
Filinidae
Flosculariidae
镜轮科Testudinellidae
Adinetidae
腔轮科Lecanidae
旋轮科Philodinidae

g_unclassified_c_Bdello
idea
三肢轮属Filinia
Lacinularia
Testudinella
Adineta
Anomopus
腔轮属Lecane
Ptygura

Bdelloidea
environmental sample
Bdelloidea sp. MS-2017
Bdelloidea sp. R1B
Filinia terminalis
Lacinularia flosculosa
盘镜轮虫Testudinella
patina
Adineta vaga
Anomopus telphusae
Lecane bulla
Ptygura longicornis
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湖裸鲤的食性也发生了变化。除此之外, 结合青海

湖裸鲤肠道内容物DNA宏条形码食性分析的结果,
可以在一定程度上对作为杂食性鱼类的青海湖裸

鲤肠道组织结构的特异性做出进一步的解释, 同时

也能说明鱼类食性与其肠道结构之间存在相互适

应关系。

青海湖裸鲤野生种群数量较少, 生长缓慢, 繁
殖率低, 对青海湖裸鲤肠道显微结构形态学和组织

学、生长特性、食性的研究, 在青藏高原鱼类适应

极端环境的研究及阐明鱼类食性与其肠道结构之

间的密切关系中具有重要的价值和地位, 填补了利

用高通量测序技术探究其食物类别的空缺, 提供更

新的数据参考, 同时给青海湖裸鲤的人工增殖工作

提供一定的科学基础。
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INTESTINAL MICROSTRUCTURE AND DIETARY ANALYSIS BASED ON
MACROBARCODE OF GYMNOCYPRIS PRZEWALSKII

CAI Wei-Jie1, 2, ZHANG Cun-Fang1, LI Ke-Mao3, HAO Jia-Hui1, 2, QIN Min-Xin1, 2, GUAN Hong-Tao3,
GAO Qiang1, LIU Dan1, NIE Miao-Miao1, JIA Jun-Mei1 and QI De-Lin1

(1. State Key Laboratory of Plateau Ecology and Agriculture, Qinghai University, Xining 810016, China; 2. College of Eco-
Environmental Engineering, Qinghai University, Xining 810016, China; 3. Qinghai Provincial Fishery Technology Promotion

Center (Qinghai Provincial Fishery Environment Monitoring Center), Xining 810012, China)

Abstract: As a national second-class protected animal, Gymnocypris przewalskii is a unique indigenous fish that plays
an extremely important role in maintaining the biodiversity and ecosystem stability of Qinghai Lake. After long-term
adaptation to plateau extreme environment, Gymnocypris przewalskii has formed the characteristics of tolerance to hypo-
xia, low temperature, high salt and poor nutrition, however, due to the global temperature rises, the temperature of
Qinghai Lake has been gradually increasing year by year, which causing changes of the habitat of fish. In this study,
scanning electron microscopy and hematoxylin-eosin staining (HE) were used to observe the intestinal microstructure
of Gymnocypris przewalskii, and its dietary characteristics were analyzed by DNA metabarcoding. The results showed
that the histological structure of the foregut, midgut and hindgut of Gymnocypris przewalskii was clear and the diffe-
rence was obvious. From inside to the outside, it was composed of four layers: mucous membrane layer, submucosa
layer, muscularis and serosa layer, however, due to the lack of muscularis mucosae, only three layers of membrane
structure were visible under the light microscope. The researchers observed that intestinal cavity gradually decreased
from foregut to the hindgut. The height of mucosal fold decreased significantly (P<0.05), and the width of mucosa fold
increased significantly (P<0.05). The number of goblet cells, secretory pores and secretory granules also decreased. The
results of 18S rDNA and rbcL gene DNA metabarcoding sequencing showed that 51656 OTU were obtained from the
intestinal contents of Gymnocypris przewalskii. After removing the sequences of fish, bacteria, archaea and fungi, a
total of 39031 OTU were identified, representing 43 phyla, 114 classes, 282 orders and 435 families. At the phylum
level, the main phyla are Streptophyta (53.73%), Bacillariophyta (23.19%), p_ unclassified_ d_ Eukaryota (11.14%),
Cercozoa (6.67%), p_ unclassified (1.93%) and Rotifera (0.67%). At the class level, the main classes were Bryopsida
(35.79%), Bacillariophyceae (23.05%), Magnoliopsida (18.03%) and Chrysophyceae (3.36%). At the order level, the
main orders were Cymbellales (22.60%), Hypnales (17.97%), Rosales (17.97%) and Pottiales (17.92%). At the family
level, the main families are f_unclassified_o_Cymbellales (22.46%), Rosaceae (18.03%), Pottiaceae (17.99%), Amblys-
tegiaceae (17.63%) and Chrysocapsaaceae (2.91%). It could be seen that the main food components of Gymnocypris
przewalskii are Bryopsida, Bacillariophyceae, Magnoliopsida, Chrysophyceae, Cercozoa, Rotifera and unidentified spe-
cies. In all food groups, Streptophyta, Bacillariophyta and Cercozoa species are the majority, accounting for a rela-
tively large number. To sum up, the intestinal structure of Gymnocypris przewalskii has its own specificity and the com-
mon characteristics of omnivorous fish, and the DNA metabarcoding feeding analysis results also confirmed that Gym-
nocypris przewalskii belongs to omnivorous fish. Phytoplankton, zooplankton, benthic animals and many currently un-
known species of food could be used as its food, feeding range is extremely wide, which is mutually adapted with its in-
testinal structure. This study provides a scientific basis for artificial breeding and further protection of Gymnocypris
przewalskii by elucidating its intestinal structure and feeding characteristics.

Key words: Intestinal structure; Scanning electron microscope; HE staining; Metabarcoding; Feeding habits; Gym-
nocypris przewalskii
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