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摘要    本研究利用高通量测序技术分析小鼠喂食鲣鱼(Katsuwonus pelamis)鱼油和鱼白酶解液后肠

道微生物的多样性、群落组成以及结构的变化, 探讨高蛋白、高脂肪饮食对人类健康的影响。研究

结果显示: 喂食鱼油组小鼠的肠道微生物丰富且多样。在门水平上, 对照组和鱼油组的优势菌门为

拟杆菌门(Bacteroidetes); 鱼白组的优势菌门为厚壁菌门(Firmicutes)。在科水平上, 对照组和鱼油组

中的优势菌科为Muribaculaceae; 鱼白组中的优势菌科为毛螺菌科(Lachnospiraceae)。在属水平上, 对

照组和鱼油组中的优势菌属为 Muribaculum; 鱼白组中的优势菌为 Lachnoclostridium; 对照组、鱼油

组和鱼白组小鼠的肠道微生物群落中瘤胃球菌属(Ruminococcus)和拟杆菌属(Bacteroides)等丰度较

高。在种水平上, 对照组和鱼油组中的优势菌为 Muribaculum intestinale; 鱼白组中的优势菌为解糖

梭菌(Clostridium saccharolyticum)。研究结果证明鲣鱼鱼油和鱼白可以调节菌群结构和组成, 增加肠

道有益菌, 减少病原菌的丰度等。 
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鲣 鱼 (Katsuwonus pelamis) 属 于 辐 鳍 鱼 纲

(Actinopterygii)、鲈形总目 (Percomorpha)、鲭亚目

(Scombroidei)、鲭科(Scombridae)、鲣属(Katsuwonus), 

是金枪鱼的一种。其鱼油是鱼体内肝油、体油和脑油

在内的所有油脂类物质的总称(张云竹等, 2012), 可

作为一种功能食品, 富含二十二碳六烯酸(DHA), 具

有提高人体免疫力、调节血脂、预防老年痴呆、减肥

和预防脂肪肝等功能(杨洋等, 2010; 李启艳等, 2016; 

谢珍等, 2017)。Cui 等(2017)证实了鲣鱼鱼油改善高

脂小鼠肠道菌群结构, 可有效预防肥胖。鱼白是鱼的

精巢, 富含蛋白质, 其中鱼精蛋白较为丰富, 它是自

然界中最简单的一种碱性蛋白质 , 不仅具有广谱抑

菌活性(傅红霞等, 2003), 还具有止血、促消化、降血

压和抑制肿瘤生长等生理功能(杜荣茂等, 2003)。研

究表明, 鱼精蛋白中含有丰富的脱氧核糖核酸(DNA), 

是提取 DNA较好的材料(王建, 2003)。鱼精蛋白水解

时能产生 85%左右的精氨酸(谢安等, 2016)。在医学

方面, 精氨酸具有增强免疫力、改善肝功能、提高精

力等作用, 而且是治疗男性疾病较好的保健食品(雷

晓青等, 2009)。不饱和脂肪和功能蛋白质均是维持人

类生命不可缺少的物质 , 除了能够通过代谢物调控

各类细胞因子提高免疫力外 , 还可能对肠道微生物

的结构产生影响, 对人体健康也起到一定作用。肠道

是人体重要的消化器官, 也是人体最大的排毒器官, 

也是微生物生长发育的基质 , 具有维持身体正常免

疫功能和防御作用(翟齐啸等, 2013)。鉴于此, 本文基
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于高通量测序技术 , 研究了鲣鱼鱼油和鱼白对小鼠

肠道菌群的作用, 为预防疾病、增强体质、合理规划

饮食提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

鲣鱼鱼油和鱼白取自宁波今日食品有限公司。

ICR 雄性小鼠和常规饲料购自浙江省实验动物中心

[SCXK(浙江)2014-0001(编号: 1605200003)]。碱性蛋

白酶(20 万 U/g)、动物蛋白水解酶(20 万 U/g)、胰蛋

白酶(4000 U/g)、风味酶(20万 U/g)、中性蛋白酶(20

万 U/g), 均购自广西南宁庞博生物工程有限公司。

E.Z.N.A.® Soil试剂盒, 购自 Omega生物公司。基质

辅助激光解离飞行时间质谱仪 (MALDI-TOF/TOF 

5800, 美国 AB SCIEX公司)。实验用化学试剂购自国

药集团; 气质联用仪购自美国Agilent公司和北京普析

通用仪器有限责任公司。鱼白酶解液为实验室自制。 

1.2  方法 

1.2.1  酶解鱼白    经过多次实验确定, 鱼白酶解

以温度 55 °C, 酶解时间 5 h, 料液比 1︰4, 加酶量

2% (碱性蛋白酶:风味蛋白酶 = 2︰1)的条件进行酶

解。酶解完成后, 在 100 °C灭活 10 min, 再将溶液以

4000 r/min的条件离心 10 min。然后除去沉淀物, 超

滤截留分子量小于 2 kDa的上清。利用冷冻干燥机将

上清冻干 24 h制备多肽粉。 

1.2.2  多肽组成分析    将 40 μL的上清液, 稀释 20

倍, 取出 1 μL 样品, 点在 5800 靶板上, 待干燥后再

将 1 μL CHCA 基质添加到样品点上进行结晶干燥, 

用 MALDI TOF/TOF 5800质谱仪分析结晶的样品以

获取质谱。离子源加速电压为 20 kV, N2 激光器 , 

337 nm 的激光波长, 能量为 5800, 离子延迟提取时

间为 390 ns, 质谱信号单次扫描累加 2000次, 使用多

肽 校 准 品 (Peptide II standard kit) 离 子 峰 校 正

(500—3000 m/z), 质量扫描范围 500—3000 u。

MALDI-TOF MS/MS串联质谱结果用本地 MASCOT

软件查询 NCBI nr数据库进行检索。 

1.2.3  鱼白基本营养成分 

(1) 水分含量测定采用直接干燥法: 称取适量剪

碎样品, 置于 100 °C下烘干, 直至重量不再变化即可。 

(2) 灰分含量测定采用 550 °C 灰化法: 称取适

量剪碎样品, 置于 550 °C 下灰化, 直至重量不再变

化即可。 

(3) 蛋白质含量测定采用凯氏定氮仪: 即先用浓

硫酸消化适量的样品 , 再通过凯式定氮仪标定含氮

量, 计算蛋白质含量。 

(4) 脂肪含量测定采用索氏抽提法: 利用石油醚

萃取样品中的脂肪, 计算脂肪含量。 

1.2.4  鱼油中脂肪酸测定 

(1) 脂肪酸甲酯化 : 取鱼油 2 mL, 加入 1 mL 

2 mol/L NaOH-CH3OH 溶液进行皂化 , 漩涡振荡

10 min后 50 °C水浴 5 min, 冷却至室温, 加入 2 mL 

2 mol/L HCl-CH3OH溶液, 充分振荡 10 min, 于 50 °C

水浴 5 min, 进行甲酯化。取上清, 加入 2 mL蒸馏水

洗净并去除水层, 用滴管吸出正己烷层, 加入无水硫

酸钠脱水, 待气相色谱-质谱联用(GC-MS)分析。 

(2) 气相色谱条件: 色谱柱采用 DB-WAX 聚乙二

醇气相毛细柱(60.0 m×250 μm×0.25 μm); 载气为高纯

氦(纯度 99.99%), 流速 1 mL/min; 进样口温度 250 °C; 

升温程序: 50 °C 保持 1 min 后, 以 25 °C/min 升至

200 °C, 以 3 °C/min 升至 230 °C 保持 15 min, 再以

3 °C/min升至 250 °C; 采用不分流模式; 进样量为 1 μL。 

(3) 质谱条件 : 离子源 : 电子轰击源(EI); 电子

能量: 70 eV; 离子源温度 230 °C, 接口温度 250 °C。

监测方式为低速全扫描, 质量扫描范围为 45—500 u, 

溶剂延迟 5 min。 

1.2.5  动物实验    适应两周后, 36 只 10 周龄的

ICR雄性小鼠(22±1.0 g), 随机分为 3组, 每组 12只: 

(1) 对照组: 每天灌胃等量生理盐水; (2) 鱼油组: 每

天按照 600 mg/(kg·d)的剂量灌胃鱼油; (3) 鱼白组: 

每天按照 400 mg/(kg·d)的剂量灌胃鱼白酶解液; 所有

的动物实验均在宁波大学实验动物中心[SYXK(ZHE 

2008-0110)]完成。动物实验及护理程序都严格遵循宁

波大学实验动物中心(隶属于浙江实验动物服务平台)

制定的指导方针。控制室内温度(23±1) °C 和湿度

(55%±10%), 循环 12 h光照/黑暗(灯光)。每天观察和

记录动物的行为活动。40 d后, 将所有小鼠转移到新

的无菌笼中(每笼 4只小鼠), 2 h后收集粪便, 保存于

–80 °C以备后续实验。 

1.2.6  肠道微生物的检测 

(1) 总 DNA提取: 按照 E.Z.N.A.® Soil试剂盒说

明书从小鼠粪便样品中提取出基因组 DNA, 其浓度

经 NanoDrop 2000测定(Lu et al, 2018)。 

(2) 16S rRNA基因 V3—V4区 PCR扩增及高通

量测序: 基因组样品由 DNA Qubit 2.0进行精确定量

后, 使用细菌 16S rRNA基因的 V3—V4区设计引物

(正向引物为 5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′, 
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反向引物为 5′-GGACTCGTGGGTCTCTAAT-3′)进行

扩增。扩增结束后, 利用 1%琼脂糖凝胶电泳将得到

的 PCR 产物进行检测并切胶回收 , 精确定量后由

Illumina MiSeq进行测序。 

(3) 数据分析: 将测序的数据进行拼接、过滤和剔

除嵌合体, 低质量的序列被舍弃以得到优质序列进行

精准分析, 优化数据在相似度为 97%的水平下用于操

作分类单元(Operational Taxonomic Unit, OTU)进行生

物信息分析、多样性分析以及物种组成分析。根据

OTU聚类分析结果利用 GraphPad Prism7软件和联川

生物云平台软件绘制各组小鼠肠道微生物的 Alpha 多

样性图、群落结构图、UpSet图以及 PCoA图。 

2  结果 

2.1  鱼白优势多肽 

利用MALDI-TOF/TOF, 在鱼白酶解液中共检测

出735个峰 , 其中母离子m/z 580.3509的信号强度最

高, m/z 568.0779的信号强度次之, 其余母离子信号

强度相对偏低。因此可以认为酶解液中分子质量为

580.35和568.08多肽的含量占主导地位。将较强的质

谱峰进行二级质谱分析 , 对得到的结果进行谱库比

对, 得到5个优势多肽(表1)。 

表 1  优势多肽的鉴定 
Tab.1  Identification of superior peptides 

序号 MH+理论值 MH+实际值 相对含量(%) 序列 

1 579.3439 580.3509 30.65 YVVSL 

2 567.0703 568.0779 19.48 YVPSC 

3 574.3456 575.3537 17.73 LESQV 

4 505.0888 506.0972 16.75 YPIN 

5 613.5236 614.5310 15.39 VLALAGA 

 
2.2  鱼白营养成分 

鱼白中水分含量较高, 为 73.28%±0.73%, 蛋白

含量较为丰富, 以湿重计为 15.37%±0.05%, 除去水

分后蛋白含量高达 77.90%±0.35%。 

2.3  鱼油脂肪酸组成 

通过气相色谱-质谱联用(GC-MS)检测鱼油脂肪

酸组成。鱼油的不饱和脂肪酸为 72.04%, 其中 DHA

含量为 25.48%, EPA含量为 5.36%(表 2)。 

表 2  鱼油的脂肪酸构成 
Tab.2  Fatty acid composition of tuna oil 

编号 化合物名称 相对含量(%) 

1 十四烷酸 1.75 

2 十五烷酸 1.58 

3 十六烷酸 1.61 

4 9-十六碳烯酸 2.59 

5 9-十七碳烯酸 1.35 

6 硬脂酸 6.56 

7 9-十八碳烯酸 7.45 

8 十八烷酸 4.66 

9 二十烷酸 0.49 

10 5,8,11,14-二十碳四烯酸 2.93 

11 8,11,14,17-二十碳五烯酸 0.48 

12 5,8,11,14,17-二十碳五烯酸 6.80 

13 4,7,10,13,16-二十二碳烯酸 2.95 

14 二十碳五烯酸(EPA) 5.36 

15 二十二碳六烯酸(DHA) 25.48 

 
2.4  肠道菌群多样性 

通过 16S rRNA基因的 V3—V4区测序发现, 与

对照组相比 , 鱼油组中鉴定出的肠道微生物种类较

多, 鱼白组种类较少。采用 UpSet图研究了鱼油和鱼
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白对小鼠肠道菌群组成的调节 , 比较各组间独有和

共有的 OTU数目。对照组中共检测出 1881个 OTUs, 

特有 401个; 鱼油组中共检测出 2358个 OTUs, 特有

892 个; 鱼白组中共检测出 1231 个 OTUs, 特有 279

个。对照组、鱼油组和鱼白组共同拥有的 OTUs为 562

个, 占三组总 OTUs数的 17.35%(图 1)。 

 

图 1  各组肠道菌群检测出的 OTU数量 
Fig.1  The number of OTUs detected by gut microbiota 

注: *. P<0.05; **. P<0.01 

2.5  肠道菌群的结构特点 

与对照组相比 , 鱼油组中的 Chao 1 指数

(2634.92±87.64, P<0.01)和 Shannon 指数(8.45±0.61, 

P>0.05)升高 , 说明鱼油能增加肠道菌群的丰富度 ; 

鱼白组中的 Chao 1 值 (1758.14±115.09, P<0.01)和

Shannon值(6.02±0.21, P<0.01)显著降低, 说明鱼精蛋

白显著降低了肠道菌群中物种的丰富度以及多样性

(图 2a)。 

 

图 2  小鼠肠道菌群 Alpha多样性和 PCoA分析 
Fig2  The gut microbiota alpha diversity and PCoA analysis 

注: a. α多样性; b. PCoA分析; *. P<0.05; **. P<0.01 
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通过加权主坐标分析(Weighted UniFrac PCoA)

展示各组间微生物群落结构的差异 , 鱼油组和鱼白

组均偏离对照组 , 表明饮食鱼油和鱼白都会使小鼠

肠道菌群的结构发生一定程度的改变(图 2b)。 

2.6  肠道菌群的组成特点 

与对照组相比 , 在门水平上鱼油组小鼠的厚壁

菌门(Firmicutes)和变形菌门(Proteobacteria)的丰度分

别 从 19.57%±1.86% 和 0.39%±0.34% 增 加 到

30.05%±2.01%和 1.59%±0.17% (P<0.01), 拟杆菌门

(Bacteroidetes) 的 丰 度 从 62.95%±2.36% 下 降 至

49.92%±1.45% (P<0.01); 鱼白组的厚壁菌门和变形

菌门的丰度分别从 19.57%±1.86%和 0.39%±0.34%增

加到 74.37%±2.25%和 3.56%±0.56% (P<0.01), 拟杆

菌门的丰度从 62.95%±2.36%下降至 13.57%±3.27% 

(P<0.01)(图 3)。 

与对照组相比 , 鱼油组和鱼白组中的理研菌科

(Rikenellaceae)、毛螺菌科(Lachnospiraceae)、瘤胃菌

科(Ruminococcaceae)和螺旋杆菌科(Helicobacteraceae)

的丰度相对增加 , 而 Muribaculaceae 和乳杆菌科

(Lactobacillaceae)的丰度则降低。对照组和鱼油组中

的 Muribaculaceae 丰度最高, 分别为 58.22%±1.85%

和 41.62%±1.98%, 鱼精蛋白组小鼠中丰度最大的菌

科是毛螺菌科, 为 67.62%±2.17%(图 3)。 

对 照 组 的 优 势 菌 属 为 Muribaculum 

(59.04%±1.45%) 、 乳 杆 菌 属 (Lactobacillus, 

8.34%±0.55%)、Lachnoclostridium (4.01%±1.01%)和拟

杆菌属(Bacteroides, 2.70%±0.71%)等。与对照组相比, 

鱼油组降低了 Muribaculum (41.09%±1.06%, P<0.01)和

乳杆菌属(4.41%±0.85%, P<0.01)的丰度, 增加了拟杆菌

属(5.07%±0.83%, P<0.05)和 Kineothrix (5.65%±0.67%, 

P<0.01)的丰度。鱼白组中Muribaculum (10.34%±1.12%, 

P<0.01) 和 乳 杆 菌 属 (Lactobacillus, 0.64%±0.14%, 

P<0.01) 丰 度 显 著 降 低 , Lachnoclostridium 

(50.84%±0.47%, P<0.01)、 Kineothrix (7.25%±0.31%, 

P<0.01)、瘤胃球菌属 (Ruminococcus, 1.87%±0.13%, 

P<0.01)和 Anaerocolumna (5.52%±0.34%, P<0.01)丰度

显著增加(图 4)。 

在种水平上 , 对照组的优势菌为 Muribaculum 

intestinale (59.15%±1.62%)和动物乳杆菌(Lactobacillus 

animalis, 3.51%±1.40%); 鱼油组中 M. intestinale 

(41.06%±1.92%)和 Kineothrix alysoides (5.34%±0.49%)

为优势菌, M. intestinale (41.06%±1.92%, P<0.01)与对 

 

图 3  小鼠肠道菌群门水平和科水平变化趋势 
Fig.3  Variation trend at the phylum and family levels of gut microbiota 
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图 4  小鼠肠道菌群属水平变化趋势 
Fig.4  Variation trend at the genus level of gut microbiota 

 
照组相比丰度显著降低 ; 鱼白组中的优势菌为 M. 

intestinale (10.85%±0.97%) 、 K. alysoides 

(8.21%±1.33%)、Clostridium indolis (9.41%±1.41%)和

解糖梭菌(Clostridium saccharolyticum, 38.94%±1.60%), 

与对照组相比 , M. intestinale 丰度显著降低 , K. 

alysoides、C. indolis和解糖梭菌显著增加(图 5)。 

3  讨论 

Alpha多样性是指一个群落内物种的个数以及物

种的分布, 常用的度量标准包括 Chao 1、Shannon、

ACE、 Simpson、Coverage, 其中 Chao 1 指数和

Shannon指数用来评价肠道微生物群落的物种丰富度

和多样性, Chao 1指数与微生物群落丰富度成正相关, 

Shannon 指数与群落多样性成正相关 (Grice et al, 

2009)。本实验中鱼油组的 OTU数量、Chao 1指数和

Shannon 指数增加, 表明饮食鱼油增加了肠道菌群的

多样性和丰富度 ; 主坐标分析(PCoA)是一种研究数

据相似性或差异性的可视化方法 , 可通过多变量统

计学方法 PCoA分析, 直观显示不同环境样品中微生 

 

图 5  小鼠肠道菌群种水平分布 
Fig.5  Species level distribution of gut microbiota in mice 
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物进化上的相似性及差异性。PCoA 分析显示饮食鱼

油和鱼白会引起小鼠肠道微生物的结构发生变化。 

实验结果显示 , 鱼油增加了小鼠肠道的厚壁菌

门、瘤胃菌科、拟杆菌属和解糖梭菌的丰度。有研究

证明厚壁菌门可以通过调节 T细胞调控的 IL-10来改

善肠道黏膜炎症, 还具有分解纤维素、产生挥发性脂

肪酸等功能来提高宿主的营养利用率 , 维持肠道微

生 物 的 生 态 平 衡 (Hooper, 2004; Sears, 2005; 

Mcdermott et al, 2013)。瘤胃菌、拟杆菌和梭菌是肠

道短链脂肪酸(short chain fatty acids, SCFAs)的生产

者。有研究表明, SCFAs通过降低肝脏中诱导型一氧

化氮合酶的表达, 促进褪黑激素的合成, 表达抗氧化

活性(Jin et al, 2015)。研究表明, 肠道微生物群通过

产生 SCFAs对人体产生有益作用, SCFAs的缺乏与肥

胖等疾病有关 (Greetham et al, 2004; Zhao et al, 

2018)。SCFAs会被吸收到血液中进入肝脏, 并在肝脏

的能量代谢中发挥作用(Zhong et al, 2015)。这些数据

表明, 产生 SCFAs的肠道菌群可通过减轻炎症、保护

黏膜免受病原体的损伤而使宿主受益 , 并且可以通

过减少肠内毒素的分泌而缓解因此导致的肥胖、胰岛

素抵抗和炎症(Maslowski et al, 2009; De Filippo et al, 

2010)。因此, 饮食鱼油具有预防肥胖、减少肠内毒素

的分泌、减轻炎症反应和抗氧化等作用而对人体健康

产生益处。 

鱼白质地柔软细腻, 含有大量的鱼精蛋白, 有益

于身体健康(郝海燕等, 2009)。与对照组相比, 鱼白组

中的毛螺菌科丰度显著升高 , 在种水平上 , M. 

intestinale显著降低, K. alysoides和解糖梭菌显著增

加。有研究表明毛螺菌科可以将复杂的多糖分解为乙

酸、丁酸和丙酸, 这些 SCFAs 调节细胞因子的产生, 

在炎症反应和调节免疫系统中发挥作用(李梦寒等 , 

2020)。研究表明, M. intestinale属于革兰氏阴性无芽

孢厌氧菌的紫单胞菌属 , 在一些胃肠道疾病如大肠

肿瘤和胃癌等检出增加(张博芬等, 1998; 朱晓敏等, 

2005)。K. alysoides 属于 Lachnospiracae 家族, 是人

类肠道微生物群中最丰富的家族之一 , 它含有许多

已知的植物降解物和大多数丁酸产生菌(Haas et al, 

2017)。丁酸属于肠道短链脂肪酸, 与免疫稳态、预防

代谢性疾病以及减少抑郁有关 (Sanna et al, 2019; 

Valles-Colomer et al, 2019)。研究表明, K. alysoides调

节肠道菌群, 可能对小鼠产生抗焦虑作用(Zhou et al, 

2016)。解糖梭菌在 ATP 和 Mg2+的反应中, 催化 O-5

处核糖的磷酸化, 可以将生成的 D-核糖-5-磷酸酯用

于核苷酸、组氨酸和色氨酸的合成, 或用作戊糖磷酸

途径的组成部分。因此, 饮食鱼白可以调节肠道微生

物群的变化而有益于人体健康。 

4  结论 

通过研究鱼油和鱼白对小鼠肠道微生物的多样

性以及群落组成的作用 , 发现鲣鱼鱼油和鱼白含有

的多不饱和脂肪酸(尤其是 DHA)、多肽(YVVSL 和

YVPSC 等)具有明显增加肠道益生菌的作用, 可以调

节肠道菌群结构和组成, 增加肠道 M. intestinale、K. 

alysoides、C. indolis和 C. saccharolyticum数量, 改变

肠道微生物多样性以及群落组成结构 , 减少病原菌

丰度, 从而有益于人体健康。 
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REGULATION EFFECT OF TUNA (KATSUWONUS PELAMIS) FISH OIL AND FISH 
SPERM ON GUT MICROBIOTA STRUCTURE 
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Science, Ningbo University, Ningbo 315832, China) 

Abstract    High-throughput sequencing technology was used to analyze the diversity, community composition, and 

structure of gut microbes in mice fed with tuna fish oil and fish sperm enzymatic hydrolysis solution. Based on the changes 

of the gut microbes, the impact of high-protein and high-fat diets on human health was discussed. The results show that the 

gut microbes of the mice fed with the fish oil group were rich and diverse. At the phylum level, the predominant phylum of 

the control group and fish oil group was Bacteroidetes; the predominant phylum of the fish sperm group was Firmicutes. At 

the family level, the dominant family in the control group and fish oil group was Muribaculaceae; the dominant family in 

the fish sperm group was Lachnospiraceae. At the genus level, the predominant genus in the control group and fish oil 

group was Muribaculum; the predominant genus in the fish sperm group was Lachnoclostridium; the intestinal microbial 

community of mice in the control group, fish oil group, and fish sperm group also included Ruminococcus and Bacteroides. 

At the species level, the dominant bacteria in the control group and fish oil group was Muribaculum intestinale; the 

dominant bacteria in the fish sperm group was Clostridium saccharolyticum. It was determined that tuna fish oil and fish 

sperm can regulate the structure and composition of the gut microbes, increase the gut beneficial bacteria, and reduce the 

abundance of pathogenic bacteria, etc. 

Key words    tuna fish oil;  fish sperm enzymatic hydrolysis solution;  high-throughput sequencing;  gut microbiota;  

probiotics 

 


