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两种抗生素对黄姑鱼肝脏和肠道组织结构、抗氧化能力及

肠道菌群的影响

向莉君1, 2    宋继红3    张玉荣4    徐冬冬2    谷志强1, 2    胡伟华2    陈睿毅2    李海东1

(1. 浙江海洋大学水产学院, 舟山 316022; 2. 浙江省海洋水产研究所, 舟山 316021; 3. 浙江省海洋生态环境监测中心, 舟山

316021; 4. 浙江万里学院生物与环境学院, 宁波 315100)

摘要: 为探究青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼(Nibea albiflora)肝脏和肠道组织学结构、抗氧化能力及肠道菌群的

影响, 实验以黄姑鱼为研究对象, 设置不同浓度的青霉素组(25、50和75 mg/kg)和氟苯尼考组(25、50和100 mg/
kg), 以基础饲料为对照, 投喂期间, 分别于5d后和10d后进行样品采集, 检测肝脏和肠道组织学结构、抗氧化

酶活性、相关免疫基因表达、肌肉中抗生素残余及肠道菌群组成变化。结果表明: (1)低浓度和中浓度的青

霉素或氟苯尼考对黄姑鱼肠道和肝脏组织学结构没有明显影响, 而高浓度组的肝脏和肠道组织均出现明显损

伤 ;  (2)无论处理5d或10d, 与对照组相比 , 高浓度组肝脏中SOD、CAT和GSH-PX的活性均显著降低 , 而
MDA含量显著升高; 在肠道中, 高浓度组的SOD活性均显著降低, 而GSH-PX活性和MDA含量均显著升高;
(3)肝脏和肌肉中均检测到2种抗生素残余, 且高浓度的青霉素(54.48 μg/kg)或氟苯尼考(1039.47 μg/kg)处理

10d后肌肉中抗生素残余均超出了最大残留限量; (4)无论处理5d或10d, 高浓度的青霉素或氟苯尼考均显著抑

制肠道中Arp2/3、ZO-1、Claudin4基因的表达水平, 而促炎基因IL-6、TNF-α的表达水平显著上升, 抑炎基因

IL-10、TGF-β的表达水平显著下降; (5)青霉素或氟苯尼考对黄姑鱼肠道菌群的α-多样性无显著影响; 变形菌

门(Proteobacteria)的相对丰度均显著增加, 而厚壁菌门(Firmicutes)的相对丰度均显著降低。综上, 饲料中添加

低浓度的青霉素或氟苯尼考对黄姑鱼肝脏和肠道形态结构、抗氧化酶活性及肠道相关结构基因、免疫基因

和肠道菌群结构均无显著影响; 而高浓度会引起肝脏和肠道组织损伤、氧化应激反应、黏膜免疫应答及影响

肠道菌群多样性和组成。
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绿色兴农已成为未来的发展方向, 2024年1月
10号, 农业农村部印发《关于落实中共中央国务院

关于学习运用“千村示范、万村整治”工程经验有

力有效推进乡村全面振兴工作部署的实施意见》,
明确提出大力发展水产绿色健康养殖技术, 推进现

代渔业发展。当前, 我国水产养殖主要以高密度、

集约化的养殖方式为主, 然而水产养殖快速发展的

同时, 养殖鱼类疾病暴发的频率也有所增加
[1, 2], 其

中, 细菌性疾病已成为致使养殖鱼类死亡的主要原

因之一, 给鱼类养殖业带来了巨大的经济损失。抗

生素类药物是治疗细菌性疾病的有效手段
[3], 其中

氟苯尼考和青霉素是常用的鱼类细菌性疾病的治
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疗药物。鱼类养殖中抗生素的使用无疑推动了该

产业的快速发展, 但也引起了其耐药性威胁公共健

康和养殖业可持续发展的担忧
[4]
。近年的研究发现

抗生素的使用过程中会引起鱼类机体的应激反应,
如抗氧化应激, 机体内活性氧物质的产生和消除失

衡, 细胞内过量的氧自由基会引起氧化应激
[5], 严重

时会导致鱼体出现氧化损伤、细胞凋亡、脂质过

氧化等
[6]
。近年来, 随着抗生素与养殖动物研究的

深入, 抗生素对宿主肠道菌群的影响也成为众多学

者关注的焦点之一。已有的研究表明, 抗生素药物

的使用影响宿主肠道菌群的多样性
[7]
和组成

[8], 严
重时可导致肠道菌群失衡。肠道菌群失衡会影响

鱼类肠道动态平衡, 降低其对食物的消化和吸收能

力, 严重时会导致腹泻甚至死亡等
[9]
。因此, 如何控

制和减少抗生素在水产养殖中的使用, 是当前水产

养殖业亟待解决的问题。

黄姑鱼(Nibea albiflora), 隶属石首鱼科、黄姑

鱼属, 是我国重要的海水经济鱼类。作为近海网箱

和池塘养殖的适宜品种, 其养殖规模在中国沿海迅

速扩大
[10]
。黄姑鱼养殖业的迅速发展的同时, 其病

害问题也不断出现, 其中由病原菌引起的疾病频繁

暴发, 导致黄姑鱼大规模死亡, 给养殖户造成了巨

大的经济损失
[11]
。因此, 开展黄姑鱼细菌性疾病防

控研究对其养殖产业的健康发展极其重要。本研

究以黄姑鱼为研究对象, 通过投喂实验研究氟苯尼

考和青霉素对黄姑鱼组织学结构、肠道免疫和菌

群的影响。研究结果可为黄姑鱼的健康养殖提供

参考, 也可为抗生素在海水鱼类疾病防治中的合理

应用提供科学指导。 

1    材料与方法
 

1.1    实验对象与饲料制备

黄姑鱼在浙江省海洋水产研究所下属的西轩

渔业科技岛培育。选取同批次健康、规格相近的

黄姑鱼幼鱼630尾(18.15±2.15) g, 先于水泥池(4 m×
6 m×1.5 m; 水深1.2 m)中暂养7d, 每天9:00和15:00
各饱食投喂1次, 每天投喂前吸出残饵和粪便, 并于

早上投喂前换水50%。设置抗生素处理组和对照

组, 饲料的制备参照王苓等
[12]
的报道, 并加以修改,

具体方法: 先将不同浓度的抗生素均匀的喷洒在基

础饲料的表面, 然后包裹一层海藻酸钠(3.15 g/500 g
饲料)和棕榈油(4.2 mL/500 g饲料); 对照组的基础

饲料直接包裹一层海藻酸钠(3.15 g/500 g饲料)和棕

榈油(4.2 mL/500 g饲料); 然后将制备好的饲料置于

阴凉处阴干, 储存于4℃冰箱中以备后续使用。养

殖实验中使用的饲料成分和配方详见表 1, 其中鱼

粉(蒸气鱼粉, 秘鲁)、酪蛋白(赛默飞世尔科技, 美
国)为主要蛋白源; 鱼油(荣成爱尔斯海洋生物, 中
国)、豆油(中粮集团, 中国)、大豆卵磷脂(嘉吉公

司, 德国)为主要脂肪源。实验饲料在混合前经粉

碎处理, 过60目筛(孔径250 μm), 随后转移至搅拌机

中进一步混匀, 在搅拌过程中, 缓慢加入油性原料

混合物, 并添加适量水分(25%-30%); 然后使用F-
26型双螺杆挤条机(华南理工大学科技实业总厂,
广州)将原料团挤出, 切成4.0 mm的颗粒, 置于90℃
恒温烘箱中干燥, 之后于−20℃冰箱中保存备用。 

1.2    实验分组和养殖实验

在暂养结束后, 将630尾鱼随机分布到21个400 L
养殖桶(圆形桶, 直径0.97 m, 高度0.73 m, 水深0.60 m)
中, 每桶30尾。氟苯尼考(浓度≥99%)和青霉素(浓
度≥99%)购自北京索莱宝科技有限公司。依据已

 

表 1   饲料成分和配方

Tab. 1   Feed ingredients and formulation

原料Ingredients 组成
Composition (%)

鱼粉Fish meal 50.34
酪蛋白Casein 15.50
面粉Wheat flour 7.00
鱼油Fish oil 3.87
豆油Soybean oil 1.00
大豆卵磷脂Soybean lecithin 0.92
海水鱼用预混料Premix for marine fish *

1.85
氯化胆碱Choline chloride 0.28
磷酸二氢钙Monocalcium phosphate 0.46
L-赖氨酸L-Lysine 1.50
羧甲基纤维素钠Sodium carboxymethyl
cellulose 1.93

纤维素Cellulose 15.35
合计Total 100.00
营养水平(干物质基础)
Nutrient level (dry matter basis)
粗蛋白Crude protein 46.45
粗脂肪Crude lipid 11.37

注:  *海水鱼用预混料包括维生素预混物和无机盐预混

物。维生素预混物 (mg/kg)包括 :  VB1,  25;  VB2,  36.7;  VA, 32;
VE,  120;  VD,  35;  VK3,  5.1;  VC,  142;  VB6,  20;  VB12,  0.1;  VH,
1.2; VB5, 60; VB9, 20; VB3, 200; 无机盐预混物(mg/kg)包括: 硫
酸镁, 1826; 硫酸亚铁, 119; 硫酸锌, 76; 硫酸锰, 44; 氯化钴, 2;
碘化钾, 0.8; 硫酸铜, 1; 氯化钠, 100; 磷酸二氢钾, 233.2; 磷酸二

氢钠, 137
Note:  * The premix for  marine fish includes vitamin premix

and mineral premix. Vitamin premix (mg/kg): VB1, 25; VB2, 36.7;
VA, 32; VE, 120; VD, 35; VK3, 5.1; VC, 142; VB6, 20; VB12, 0.1;
VH,  1.2;  VB5,  60;  VB9,  20;  VB3,  200.  Mineral  premix  (mg/kg):
magnesium  sulfate,  1826;  ferrous  sulfate,  119;  zinc  sulfate,  76;
manganese  sulfate,  44;  cobalt  chloride,  2;  potassium  iodide,  0.8;
copper sulfate,  1;  sodium  chloride,  100;  monopotassium  phos-
phate, 233.2; monosodium phosphate, 137
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有参考文献
[13—15]

和商业产品使用说明书, 饲料中添

加氟苯尼考的浓度分别为25、50和100 mg/kg; 添
加青霉素的浓度为25、50和75 mg/kg; 对照组投喂

基础饲料; 共计7个组, 每个组3个重复。依据氟苯

尼考和青霉素在实际生产中的使用周期, 设置抗生

素投喂5d后和10d后的两个取样点。CON-5和CON-
10分别代表对照组5d后和10d后的取样命名; FL-
5、FM-5和FH-5分别代表投喂25、50和100 mg/kg
浓度的氟苯尼考5d后的取样命名 ;  FL-10、FM-
10和FH-10分别代表投喂25、50和100 mg/kg浓度

的氟苯尼考10d后的取样命名; AL-5、AM-5和AH-
5分别代表投喂25、50和75 mg/kg浓度的青霉素

5d后的取样命名; AL-10、AM-10和AH-10分别代

表投喂25、50和75 mg/kg浓度的青霉素10d后的取

样命名。实验期间, 每天投喂前换水量为1/3, 每天

9:00和15:00各饱食投喂1次, 投喂前吸出残饵和粪

便。实验期间光照条件为自然光照, 水温为26—
28℃, 盐度为27—29‰, 溶解氧>6.0mg/L。 

1.3    样品采集

在采样点取样时, 分别从每个实验桶中随机选

取12尾鱼进行样品采集。在取样前 , 先使用MS-
222进行麻醉处理, 然后无菌手术刀和剪刀对实验

鱼进行解剖, 将肝脏和中肠取出, 其中, 部分肝脏用

于抗氧化酶活性测定; 部分肝脏先于Bouin’s固定,
然后用于组织学结构观察; 部分肝脏先于液氮中冷

冻, 然后用于抗生素残余的测定。中肠样品一部分

用Bouin’s固定, 然后用于组织学结构观察; 一部分

用RNA保护液保存, 用于相关结构和炎症基因表达

的检测; 中肠内容物采集: 先将中肠转移至无菌培

养皿中, 然后用无菌剪刀解剖, 再用无菌生理盐水

冲洗中肠, 将全部内容物收集于2 mL无菌管中; 采
集其中3尾鱼的中肠肠道内容物进行混合后作为

1个样品, 先于液氮中冷冻, 然后保存于–80℃冰箱,
用于肠道菌群分析;

每个实验桶中随机采集9尾鱼的背部肌肉样品,
每3尾鱼混合在一起作为一个样品, 先于液氮中冷

冻, 然后保存于–80℃冰箱, 用于抗生素残余的测定。 

1.4    样品测定方法

肝脏和肠道组织学结构分析　　肝脏样品和

肠道样品在Bouin’s溶液中固定24h后, 先使用分级

乙醇溶液进行脱水, 然后进行石蜡包埋及切片(厚
度5 µm)。采用苏木精－伊红(HE)染色法进行染色,
使用中性树脂封片。利用光学显微镜对HE染色后

的切片进行观察和拍照。

肝脏和肠道抗氧化酶活性测定　　测定肝脏

和肠道中超氧化歧化酶 (SOD)、过氧化氢酶

(CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)活性及丙

二醛(MDA)含量, 所采用的试剂盒均购自南京建成

生物工程研究所, 依据操作说明进行酶活性测定。

肝脏及肌肉中抗生素残余测定　　取黄姑鱼

肝脏样本及背部肌肉样本进行抗生素残余测定, 每
组3个重复。称取2.5 g肝脏样本或2.5 g肌肉样品用

氨化乙酸乙酯提取, 经涡旋振荡/超声、离心后取

上清液 , 再通过固相萃取柱净化 , 氮吹至干后复

溶、离心、过滤, 然后转入气相色谱仪或液相色

谱-串联质谱仪进行抗生素残余测定。色谱条件、

流动相洗脱梯度表及质谱条件见于GB31656.16-
2022标准及GB31656.12-2021标准。经计算后得出

样品中氟苯尼考和青霉素的残留量, 单位为微克每

千克(μg/kg)。
肠道总RNA提取及荧光定量PCR　　利用

RNA提取试剂盒(Solarbio, 中国)进行中肠总RNA
提取 , 然后用NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scien-
tific, 美国)测定总RNA的浓度和质量。利用Prime
Script® RT reagent  Kit  with  gDNA Eraser  (TaKaRa,
日本)试剂盒逆转录合成cDNA, 并储存于-20℃冰

箱中备用。检测Arp2/3、Claudin4和ZO-1等基因在

肠道组织中的表达 ; 检测肠道免疫相关基因NF-
κB、TLR4、MyD88、IL-6、TNF-α、IL-10、TGF-
β和β-actin的mRNA表达; 相关基因的荧光定量引物

见表  2。利用 Trans  Start  Tip  Green  qPCR  Super
Mix(TransGen Biotech, 中国)进行qPCR检测, 反应

体系为20 μL; qPCR反应程序如下: 95℃、30s, 45个
循环95℃、5s, 60℃、30s, 熔解曲线95℃、5s, 60℃、

1min, 95℃、10s, 降温60℃、30s。β-actin作为内参

基因, 通过2−ΔΔCt
方法计算基因的相对表达量。

肠道菌群高通量测序及数据分析　　将采集

的肠道内容物样品用干冰保存送至上海欧易生物

医学科技有限公司进行16S rDNA高通量测序。采

用Mag Pure Soil DNA LQ Kit (Magen, 中国)试剂盒

进行样品总DNA的提取, 利用NanoDrop2000和琼

脂糖凝胶电泳检测总DNA的浓度和质量。基于

Illumina NovaSeq 6000测序平台, 利用Barcode特异

引物 343F  (5 ′ -TACGGRAGGCAGCAG-3 ′)和 798R
(5′-AGGGTATCTAATCCT-3′)扩增16S rDNA基因

的V3-V4区。

获得的原始数据先用Cutadapt软件去除数据中

的引物序列 , 然后利用DADA2软件进行质量过

滤、拼接和去除嵌合体。基于Silva (v.138)数据库,
利用q2-feature-classifier软件进行序列比对和注释,
获得ASVs丰度表格。利用QIIME2软件进行α和
β多样性分析; 基于Bray-Curtis距离, 利用R软件进

6 期 向莉君等: 两种抗生素对黄姑鱼肝脏和肠道组织结构、抗氧化能力及肠道菌群的影响 3



行多元方差分析(Permutational Multivariate Analy-
sis of Variance, PERMANOVA)和相似性分析(Analy-
sis of  Similarity,  ANOSIM);  基于Weighted  Unifrac
距离, 利用QIIME2软件进行非度量多维尺度分析

(Non-metric multidimensional scaling, NMDS)。 

1.5    数据统计分析

所有实验数据均用平均值±标准误表示。采用

SPSS25.0软件对抗氧化酶活性数据和相关基因表

达数据进行单因素方差分析(One-way ANOVA), 随
后使用Duncan分析进行多重比较, 设置P<0.05为显

著差异。肠道菌群数据采用Kruskal Wallis检验进

行比较分析, 所有数值均用平均值±标准误表示, 显
著水平设为0.05。 

2    结果
 

2.1    青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肠道和肝脏组织

结构的影响

如图 1A所示, 对照组黄姑鱼的肠道黏膜结构

完整, 绒毛形态规整, 排列有序, 且富含杯状细胞。

低、中、高浓度的青霉素处理5d后, 黄姑鱼的肠道

组织学结构未发现病理变化; 而处理10d后, 低浓度

组肠道柱状上皮细胞与黏膜下层明显分离; 中浓度

组肠道柱状上皮细胞出现损伤; 高浓度组肠道柱状

上皮细胞和黏膜下层均出现严重损伤。低浓度和

中浓度的氟苯尼考处理5d后, 黄姑鱼的肠道组织学

结构未发现病理变化; 而高浓度组肠道柱状上皮出

现坏死区; 处理10d后, 低浓度组肠道柱状上皮细胞

出现坏死区; 中浓度组肠道绒毛数量明显减少; 高
浓度组肠道绒毛数量和高度均明显降低, 而且柱状

上皮细胞和黏膜下层明显分离。

如图 1B所示, 对照组黄姑鱼的肝细胞排列紧

密有序, 细胞核形状规则, 细胞界限清晰。与对照

组相比, 低浓度和中浓度的青霉素处理5d后, 黄姑

鱼肝脏部分区域出现空泡, 但没有明显损伤; 高浓

度组肝脏出现细胞空泡化及肝血窦淤血现象; 而处

理10d后, 低、中、高浓度的青霉素组肝脏均出现

细胞空泡化及肝血窦淤血现象。低浓度和中浓度

的氟苯尼考处理5d后, 黄姑鱼肝脏出现肝血窦轻度

充血; 高浓度组肝脏出现细胞核偏离和细胞间隙增

大的现象; 而处理10d后, 低浓度组和中浓度组肝脏

结构出空泡化; 高浓度组肝细胞肿胀、空泡化, 且
肝板结构模糊。 

2.2    青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肝脏和肠道抗氧

化酶活性的影响

不同浓度的青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肝脏

抗氧化酶活性的影响如图 2A所示。青霉素处理

5d后, 低浓度组和中浓度组中黄姑鱼肝脏中SOD活

性和CAT活性与对照组相比差异均不显著(P>0.05),
而高浓度组肝脏中SOD活性、CAT活性均显著低

于对照组(P<0.05); 青霉素处理10d后, 低浓度组和

中浓度组肝脏中SOD活性与对照组相比差异不显

著(P>0.05), 而高浓度组肝脏中SOD活性和CAT活
性均显著低于对照组(P<0.05)。无论青霉素处理

5d还是10d, 低浓度组、中浓度组和高浓度组肝脏

中GSH-PX活性均显著低于对照组(P<0.05); 而高浓

度组肝脏中MDA含量显著高于对照组(P<0.05)。
无论氟苯尼考处理5d还是10d, 高浓度组肝脏中

SOD活性、CAT活性和GSH-PX活性均显著低于对

照组(P<0.05), 而MDA含量显著高于对照组(P<0.05)。
综上, 无论高浓度的青霉素和氟苯尼考处理5d还是

10d均可显著抑制黄姑鱼肝脏中SOD活性、CAT活
性和GSH-PX活性, 均显著增加MDA含量; 而低浓

度和中浓度的青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肝脏中

SOD活性没有显著影响, 但对CAT活性和GSH-PX
活性的影响随处理时间的增加而加大。

不同浓度的青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肠道

抗氧化酶活性的影响如图 2B所示。青霉素处理

 

表 2   目标基因的qPCR引物序列

Tab. 2   qPCR primer sequence of target genes
目的基因

Target gene
序列5'—3'
Rsquences

来源
Source

Arp2/3 TACCCGGTGCTGTTTGTGTA Ma et al[16]

TGCACTGGTTTCTTCCTCCT

Claudin4 GCCAACATTGTCACAGCTCA 曾延清
[17]

AGCCACTACACCAACGATGA

ZO-1 TCACTCACCATGTTCCTCCC Ma et al[16]

CAGAAACACAGTTGGCTCCC

TLR4 ACTCCGTGGTTCTGGTCTTCCTG Xu et al[18]

GCTTCTGACGAAAGGCCGGTATC

MyD88 GGCAGTTGGAACAGACGGAGTA Xu et al[18]

TGAAAGTCGCAGGCATCG

NF-κB CAGCAGCTGTTTCAGATCGC Xu et al[18]

CCAGGTGCAAAGGAGTGTCT

IL-10 CACTTTGTGGGCTACATCCA Ma et al[16]

GTTGAGGTATGCTGTGGTAGTC

IL-6 TGAAGGCTCCGACGAAATG Ma et al[16]

GTCCAGTAGGCTAAACTGCTATC

TNF-α TGAAGAAGATGGTGCCCTTAC Ma et al[16]

GCCTGGAATCGAGCTCTAAAT

TGF-β CGTCGCAGAACGCATCTATAA Ma et al[16]

CACGGCTATGATGTCCTGTATT

β-actin CCAACTCATTGGCATGGCTT 曾延清
[17]

GATGCAACTGCAGAACCCTG
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图 1    饲料中添加不同浓度的青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肠道(A)和肝脏(B)组织学结构的影响

Fig. 1    The effects of dietary penicillin and florfenicol at different concentrations on the histological structure of intestinal (A) and liver (B)
in yellow drum

SM. 黏膜下层; VH 绒毛高度; GC. 杯状细胞; NA. 坏死区; HC. 肝细胞; VC. 空泡

SM. submucosa; VH. villus height; GC. goblet cells; NA. necrotic area; HC. hepatocyte; VC. vacuolation
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5d后, 高浓度组肠道中SOD活性显著低于对照组

(P<0.05), 而GSH-PX活性和MDA含量显著高于对

照组(P<0.05); 处理10d后, 中浓度组和高浓度组肠

道中SOD活性均显著低于对照组(P<0.05); 而高浓

度肠道中CAT活性与对照组相比差异不显著(P>
0.05); 低浓度组和中浓度组肠道中CAT活性显著高

于对照组(P<0.05); 低浓度组、中浓度组和高浓度

组肠道中GSH-PX活性和MDA含量均显著高于对

照组(P<0.05)。氟苯尼考处理5d后, 高浓度组肠道

中SOD活性显著低于对照组(P<0.05), 而GSH-PX活

性和MDA含量显著高于对照组(P<0.05); 处理10d
后, 低浓度组和中浓度组肠道中CAT活性显著高于

对照组(P<0.05); 高浓度组肠道中SOD活性显著低

于对照组(P<0.05), 而GSH-PX活性和MDA含量显

著高于对照组(P<0.05)。综上, 无论高浓度的青霉

素或氟苯尼考处理5d还是10d均显著抑制肠道中

SOD和CAT活性, 显著增加MDA含量。 

2.3    青霉素和氟苯尼考在黄姑鱼肝脏和肌肉中的

残余分析

青霉素和氟苯尼考在黄姑鱼肝脏和肌肉中的

残留结果见表 3。结果表明, 无论低、中、高浓度

的青霉素或氟苯尼考处理5d还是10d在黄姑鱼肝脏

和肌肉中均检测到残余, 其中高浓度的青霉素或氟

苯尼考处理10d后, 黄姑鱼肌肉中残余超过了最大
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图 2    饲料中添加不同浓度的青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肝脏(A)和肠道(B)抗氧化能力的影响

Fig. 2    Effects of penicillin and florfenicol at different concentrations on the antioxidant capacity of liver (A) and intestine (B) in yellow
drum

同一时间点不同字母表示各组间差异显著(P<0.05); 下同

Different letters at the same time point indicate statistically significant differences in groups (P<0.05); the same applies below
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残余限量[高浓度青霉素组(AH-10组): 54.48 μg/kg;
高浓度氟苯尼考组(FH-10组): 1039.47 μg/kg]。黄

姑鱼肝脏和肌肉中抗生素的残余量与抗生素使用

浓度和时间呈正相关, 即随着抗生素浓度和时间的

增加, 肝脏和肌肉中残留量随之增加。 

2.4    青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肠道结构基因表

达的影响

如图 3所示, 青霉素和氟苯尼考处理5d后, 中浓

度组和高浓度组黄姑鱼肠道中Arp2/3和Claudin4基
因的相对表达量均显著低于对照组(P<0.05), 而低

浓度组肠道中Arp2/3和ZO-1基因的相对表达量与

对照组相比差异不显著(P>0.05)。青霉素和氟苯尼

考处理10d后, 中浓度组和高浓度组肠道中ZO-1和
Claudin4基因的相对表达量显著低于对照组 (P<
0.05), 而低浓度组肠道中Arp2/3和ZO-1基因的相对

表达量与对照组相比差异不显著(P>0.05)。综上,
无论中浓度和高浓度的青霉素和氟苯尼考处理5d还

是10d均显著抑制黄姑鱼肠道相关结构基因的表达。 

2.5    青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肠道相关免疫基

因及炎症基因表达的影响

如图 4A所示, 青霉素和氟苯尼考处理5d后, 中
浓度组和高浓度组黄姑鱼肠道中TLR4基因、NF-
κB基因的相对表达量显著增加(P<0.05), 而高浓度

组肠道中MyD88基因的相对表达量显著增加(P<
0.05)。青霉素和氟苯尼考处理10d后, 低浓度组、

中浓度组和高浓度组肠道中TLR4基因相对表达量

均显著高于对照组(P>0.05); 高浓度组肠道中MyD88
基因的相对表达量显著高于对照组(P<0.05); 中浓

度组和高浓度组肠道中NF-κB基因的相对表达量显

著高于对照组(P<0.05)。综上, 无论青霉素和氟苯

尼考处理5d还是10d, 中浓度组和高浓度组肠道中

TLR4基因和NF-κB基因均显著上调, 而高浓度组肠

道中MyD88基因显著上调。

如图 4B所示, 青霉素和氟苯尼考处理5d后, 中
浓度组和高浓度组黄姑鱼肠道中IL-6基因和TNF-
α基因的相对表达量均显著高于对照组(P<0.05), 而
TGF-β基因的相对表达量均显著低于对照组(P<
0.05)。青霉素处理10d后, 中浓度组和高浓度组肠

道中IL-6和TNF-α基因的相对表达量均显著高于对

照组(P<0.05), 而IL-10和TGF-β基因的相对表达量

均显著低于对照组(P<0.05)。氟苯尼考处理10d后, 低
浓度组、中浓度组和高浓度组肠道中IL-6和TNF-α
基因的相对表达量均显著高于对照组(P<0.05), 而
中浓度组和高浓度组肠道中IL-10基因和TGF-β基
因的相对表达量均显著低于对照组(P<0.05)。综

 

表 3   青霉素和氟苯尼考在黄姑鱼肝脏和肌肉内残留结果

Tab.  3    Residual  results  of  penicillin  and  florfenicol  in  yellow
drum liver and muscle
组别

Group
肝脏Liver

(μg/kg)
肌肉Muscle

(μg/kg)
组别

Group
肝脏Liver

(μg/kg)
肌肉Muscle

(μg/kg)
CON-5 0 0 CON-10 0 0

AL-5 10.75 15.46 AL-10 12.79 22.75

AM-5 16.83 27.82 AM-10 29.53 37.13

AH-5 28.49 31.93 AH-10 44.62 54.48

FL-5 103.78 127.67 FL-10 415.35 467.08

FM-5 232.63 264.87 FM-10 562.69 727.64
FH-5 323.62 369.29 FH-10 726.57 1039.47
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图 3    饲料中添加不同浓度的青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肠道结构基因表达的影响

Fig. 3    Effects of penicillin and florfenicol at different concentrations on the expression of structural genes in intestine of yellow drum
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上, 无论青霉素和氟苯尼考处理5d还是10d, 中浓度

组和高浓度组肠道中IL-6和TNF-α基因的表达量均

显著增加, 而IL-10和TGF-β基因的表达量显著降低。 

2.6    青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肠道菌群的影响

青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肠道菌群多样性

的影响 测序结果显示, 42个样本共计得到有效序列

2924032条(平均值: 69619, 最小值: 51393, 最大值:
76341); 非参数统计学结果显示, 所有组间肠道菌

群中有效序列和ASVs数量均没有显著差异(P>0.05)。
如图 5A所示, 青霉素处理5d后, 低浓度组、中浓度

组和高浓度组黄姑鱼肠道菌群中共有ASVs数量为

14个(主要隶属于厚壁菌门和变形菌门), 占各组肠

道菌群中有效序列的比例分别为34.95%、20.50%、

22.25%和14.57%; 而处理10d后 , 肠道菌群中共有

ASVs数量为22个(主要隶属于厚壁菌门和变形菌

门), 占各组肠道菌群中有效序列的比例分别为

33.47%、35.67%、28.75%和23.16%。氟苯尼考处

理5d后, 低浓度组、中浓度组和高浓度组肠道菌群

中共有ASVs数量为16个(主要隶属于变形菌门), 占
各组肠道菌群中有效序列的比例分别为7.04%、

11.64%、17.12%和13.96%; 而处理10d后 , 肠道菌

群中共有ASVs数量为20个(主要隶属于厚壁菌门和

变形菌门), 占各组肠道菌群中有效序列的比例分

别为30.32%、10.97%、14.17%和4.27%。

由图  5B可知 , 无论青霉素和氟苯尼考处理

5d还是10d, 低浓度组、中浓度组和高浓度组的黄
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图 4    饲料中添加不同浓度的青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肠道相关免疫基因(A)和炎症基因(B)表达的影响

Fig. 4    Effects of penicillin and florfenicol at different concentrations on the expression of intestinal immune-related (A) and inflammatory
(B) genes in yellow drum
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姑鱼肠道菌群中Chao1指数、Shannon指数与对照

组相比差异均不显著(P>0.05)。进一步的双因素分

析(表 4)结果显示, 青霉素或氟苯尼考对黄姑鱼肠

道菌群的Chao1指数和Shannon指数无显著影响。

氟苯尼考处理5d后的Chao1指数与处理10d后的

Chao1指数相比差异显著。由图 5C可知, 各组样本

细菌群落分布没有明显的聚类规律。进一步的

ANOSIM分析(表 5)揭示, 无论青霉素或氟苯尼考

处理5d或10d, 黄姑鱼肠道菌群结构均未发生显著

变化(P>0.05)。由此, 饲料中添加低浓度、中浓度

和高浓度的青霉素或氟苯尼考对黄姑鱼肠道细菌

群落的结构均没有显著影响。
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图 5    青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肠道菌群多样性的影响

Fig. 5    Effects of penicillin and florfenicol on the diversity of intestinal microbiota of yellow drum
A. 韦恩图展示各组间特有ASVs和共有ASVs; B. 不同浓度的青霉素和氟苯尼考处理后黄姑鱼肠道菌群α-多样性分析; C. 各组细菌群

落的非度量多维尺度分析

A.  Venn  plots  display  the  unique  and  shared  amplicon  sequence  variants  (ASVs)  in  groups;  B.  Analysis  of  gut  microbiota  α-diversity  in
yellow drum following treatment with different concentrations of penicillin and florfenicol; C. Non-metric multidimensional scaling analy-
sis (NMDS) of bacterial communities in each group
 

表 4    基于双因素方差分析比较不同浓度和天数的α-多样性指数

Tab. 4    Comparison of α-diversity indexes in concentrations and days based on two-way ANOVA test

Two-way ANOVA test

青霉素 氟苯尼考

Chao1 Shannon Chao1 Shannon
F P F P F P F P

浓度 (低, 中, 高) 0.313 0.737 0.692 0.520 2.403 0.132 1.963 0.183
天数 (5, 10) 2.275 0.157 0.792 0.391 14.577 0.002* 1.908 0.192
浓度×天数 4.375 0.037 0.177 0.840 3.467 0.065 0.065 0.937

注: *代表差异显著
Note: *indicate statistically significant differences

6 期 向莉君等: 两种抗生素对黄姑鱼肝脏和肠道组织结构、抗氧化能力及肠道菌群的影响 9



青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肠道菌群组成的

影响 不同浓度青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肠道菌

群组成的影响如图 6所示。在门水平上, 青霉素和

氟苯尼考处理5d后, 黄姑鱼肠道菌群中优势菌门为

变形菌门和厚壁菌门; 而处理10d后, 肠道菌群中优

势菌门为变形菌门、厚壁菌门和拟杆菌门。进一

步的统计学分析揭示, 青霉素和氟苯尼考处理5d后,
低浓度组、中浓度组和高浓度组变形菌门的相对

丰度均显著高于对照组(P<0.05), 而厚壁菌门的相

对丰度均显著低于对照组(P<0.05)。青霉素处理

5d后, 中浓度组和高浓度组拟杆菌门的相对丰度显

著增加(P<0.05); 而高浓度组放线菌门的相对丰度

显著高于其他组(P<0.05)。氟苯尼考处理10d后, 低
浓度组、中浓度组和高浓度组变形菌门的相对丰

度均显著高于对照组(P<0.05), 而厚壁菌门的相对

丰度显著低于对照组(P<0.05)。综上, 低、中、高

浓度的青霉素或氟苯尼考均可显著影响黄姑鱼肠

道菌群中门水平优势组成的相对丰度。

在科水平上(图 6), 无论青霉素处理5d或10d,
黄姑鱼肠道菌群中优势菌科与对照组相同均为支

 

表 5    各组间黄姑鱼肠道细菌群落的差异分析

Tab. 5    Analysis of differences in intestinal bacterial communities of yellow drum between groups

成对样品Paired-sample
ANOSIM

成对样品Paired-sample
ANOSIM

R P R P

AL-5 vs CON-5 0.88 0.20 AL-10 vs CON-10 0.81 0.10

AM-5 vs CON-5 0.62 0.10 AM-10 vs CON-10 0.44 0.10

AH-5 vs CON-5 0.18 0.10 AH-10 vs CON-10 0.29 0.30

FL-5 vs CON-5 1.00 0.10 FL-10 vs CON-10 1.00 0.10

FM-5 vs CON-5 1.00 0.10 FM-10 vs CON-10 1.00 0.10
FH-5 vs CON-5 1.00 0.10 FH-10 vs CON-10 0.59 0.10
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图 6    各组黄姑鱼肠道菌群门水平和科水平组成

Fig. 6    The composition of intestinal microbiota at phylum and family levels in all groups of the yellow drum
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原体科。氟苯尼考处理5d后, 低浓度组肠道菌群中

优势菌科为丛毛单胞菌科、拜叶林克氏菌科、乳

杆菌科、毛螺菌科和假单胞菌科; 中浓度组为乳杆

菌科和假单胞菌科; 高浓度组为丛毛单胞菌科和薄

层杆菌科; 氟苯尼考处理10d后, 低浓度组为丛毛单

胞菌科和鞘脂单胞菌科; 中浓度组为鞘脂单胞菌科

和假单胞菌科; 高浓度组为鞘脂单胞菌科。进一步

的统计学分析揭示, 无论青霉素处理5d或10d, 低浓

度组、中浓度组和高浓度组肠道菌群中支原体科

的相对丰度与对照组相比均无显著差异(P>0.05)。
而无论氟苯尼考处理5d或10d, 低浓度组、中浓度

组和高浓度组肠道菌群中支原体科的相对丰度均

显著低于对照组(P<0.05)。氟苯尼考处理5d后, 中
浓度组乳杆菌科和假单胞菌科的相对丰度均显著

高于对照组(P<0.05); 低浓度组毛螺菌科和假单胞

菌科的相对丰度均显著高于对照组(P<0.05); 而处

理10d后, 低浓度组和中浓度组假单胞菌科相对丰

度显著高于对照组(P<0.05); 高浓度组乳杆菌科和

毛螺菌科的相对丰度均显著高于对照组(P<0.05)。
综上, 黄姑鱼肠道菌群中科水平物种的相对丰度更

易受到氟苯尼考的影响。 

3    讨论
 

3.1    不同浓度的青霉素或氟苯尼考对黄姑鱼肝脏

和肠道组织学结构的影响

肠道是鱼类消化吸收营养物质的场所, 肠道健

康对鱼类生长至关重要。肠道组织结构的破坏不

但会影响鱼类对饲料营养的吸收和利用, 而且增加

病原微生物的入侵风险
[19]
。肝脏是鱼类进行生命

活动和代谢的主要器官, 不但具有防御功能, 而且

可有效降低外来污染物对机体的毒性作用
[20]
。抗

生素作为鱼类细菌性疾病防治的主要药物, 添加浓

度使用不当会对其肠道形态学结构造成损伤。如,
Bardhan等[13]

研究发现, 饲料中添加30 mg/kg的氟苯

尼考可导致罗非鱼肠道上皮细胞变性坏死, 肠细胞

间隙和固有层肿胀。Sun等[21]
研究发现, 饲料中添

加2 mg/g鱼体重的氟苯尼考及其他三种抗生素的

混合悬浮液可导致草鱼肝细胞肿胀、空泡化以及

核萎缩等现象。在本研究中, 高浓度的青霉素和氟

苯尼考均可造成黄姑鱼肝脏和肠道组织结构损

伤。由此, 鱼类细菌性疾病防治中, 抗生素添加浓

度的选择对鱼类机体健康至关重要。 

3.2    不同浓度的青霉素或氟苯尼考对黄姑鱼抗氧

化能力的影响

研究表明, 不同抗生素类药物对鱼类产生的抗

氧化应激反应有所不同。如许氏平鲉 (Sebastes

schlegelii)投喂含20  mg/L氟苯尼考的饲料后 , 其
SOD的活性显著增加

[22]; 草鱼投喂含10 mg/kg氟苯

尼考的饲料后, 其后肠道中GPx和CAT活性均显著

下降
[23]; 在本研究中, 饲料中添加高浓度的青霉素

或氟苯尼考 , 可导致黄姑鱼肝脏中SOD、CAT及
GSH-PX活性均显著下降, 而MDA含量显著升高;
肠道中SOD活性显著下降, 而GSH-PX活性和MDA
含量显著升高; 在肝脏和肠道中GSH-PX的活性趋

势相反, 这可能与组织的特异性抗氧化电位差异有

关
[24]
。此外, 青霉素和氟苯尼考对黄姑鱼肝脏和肠

道中抗氧化酶活性的影响表现出剂量-时间-效应。

由此, 在黄姑鱼养殖实践中细菌性疾病的治疗不但

要考虑使用剂量, 同时也要注意治疗疗程。 

3.3    不同浓度的青霉素或氟苯尼考对黄姑鱼肠道

结构及炎症相关基因的影响

紧密连接蛋白 (Tight  junctions,  TJ)主要包括

Occludin、Claudins、ZOs和Arp2/3等 [25], 其在肠道

结构稳态中发挥重要的作用; ZO-1是紧密连接蛋白

复合物的一种亚单位, 在调节细胞内信号传导路径

中扮演关键角色
[26]; Claudin4作为紧密连接蛋白家

族中的代表, 其表达水平的下调已被证实对肠道屏

障功能产生显著影响
[27]; Arp2/3复合物是细胞骨架

中肌动蛋白的一种, 其在细胞运动性和维持紧密连

接的稳定性中发挥重要作用
[28]
。先前的研究证实,

饲料中添加不同浓度的盐酸多西环素或恩诺沙星,
可导致大黄鱼肠道紧密连接蛋白Claudin7、Occludin
和ZO-1基因的表达量显著下降

[29]
。在本研究中, 中

浓度和高浓度的青霉素或氟苯尼考均显著抑制了

黄姑鱼肠道中Claudin4基因、ZO-1基因和Arp2/3基
因的mRNA表达; 由此表明, 饲料中添加中浓度和

高浓度的青霉素或氟苯尼考可能会引起黄姑鱼肠

道屏障结构的损伤。

TLR/NF-κB信号通路是鱼类免疫防御中的主

要通路之一, 其信号经TLR受体(如TLR4等)传导至

细胞核内, 激活核内的NF-κB转录因子, 进而通过一

系列的联级反应等最终产生相关的抗菌肽等抑菌

物质
[30]
。当抗生素等外源性化学物侵入生物体时,

它们能够直接作用于单核细胞、中性粒细胞、巨

噬细胞及自然杀伤细胞, 诱导这些免疫细胞分泌

TNF-α、IL-6及IL-1β等促炎细胞因子, 致使机体产

生炎症反应, 从而有效降低抗生素等物质可能引起

的机体损伤
[31]
。在本研究中, 中浓度和高浓度的青

霉素或氟苯尼考可诱导黄姑鱼肠道中TLR4、MyD88、
NF-κB、IL-6、TNF-α基因的显著表达, IL-10和TGF-β
基因的显著下调。这与斑马鱼

[16, 32, 33]
、草鱼

[21] 和
大黄鱼

[34] 的研究结果相类似 。 
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3.4    不同浓度的青霉素或氟苯尼考在黄姑鱼体内

残留结果检测

抗生素类药物的使用会导致水产动物体内药

物残留, 残余量不但对鱼类经济价值有直接影响,
更关乎食品安全, 进而影响人类健康与安全。另外,
抗生素残留会引起细菌耐药性的增加, 导致治疗难

度加大, 严重影响了公共卫生安全
[35]
。然而, 关于

抗生素残余检测主要集中于养殖水环境中残余分

析
[36], 而对于鱼体中抗生素残余量的检测研究较

少。本研究中, 肝脏和肌肉中2种抗生素残余测定

显示出浓度-时间-残余留量的正相关系, 并且高浓

度的青霉素或氟苯尼考导致了黄姑鱼肌肉中残余

留量超出了国标《动物性食品中兽药最大残留限

量》中最大残留限量(青霉素: 50 μg/kg; 氟苯尼考:
1000 μg/kg)[37, 38]; 因此, 系统检测抗生素使用浓度

与其鱼体中残余的对应分析, 对抗生素在海水鱼类

养殖生产中的使用具有指导意义。 

3.5    不同浓度的青霉素或氟苯尼考对黄姑鱼肠道

菌群组成的影响

肠道菌群的种类和数量可反映其与宿主间的

互作关系
[39], 其被称作宿主体内的“内分泌器官”,

与宿主的生长、发育及免疫密切相关
[40]
。研究表

明, 抗生素类药物可引起鱼类肠道菌群组成或结构

改变, 但其对不同鱼类的影响有所差异
[24]
。如, 饲

喂10 mg/kg的氟苯尼考后, 草鱼肠道菌群中α-多样

性无显著变化, 而β-多样性显著改变
[23]
。本研究中,

无论青霉素或氟苯尼考处理5d还是10d均显著改变

肠道菌群的优势组成, 尤其是氟苯尼考; 氟苯尼考

可显著影响黄姑鱼肠道菌群中假单胞菌科物种相

对丰度。假单胞菌是一种革兰氏阴性杆菌, 近年来,
其致病性被不断发现, 如恶臭假单胞菌(Pseudom-
onas  putida)可引起黑鲷 (Acanthopagrus  schlegelii)
爆发肠炎病

[41]; 铜绿假单胞菌(P. aeruginosa)可引

起大菱鲆(Scophthalmus maximus)幼鱼患腹水症
[42];

变形假单胞菌(P. plecoglossicida)是大黄鱼内脏白

点病的主要病原菌
[43]
。因此, 氟苯尼考在海水鱼类

细菌性疾病防治中也要关注假单胞菌科细菌病的

爆发。 

4    结论

本研究综合组织学分析、氧化应激指标分

析、免疫反应以及肠道菌群分析, 解析了青霉素和

氟苯尼考应用对黄姑鱼肝脏和肠道的影响; 结果表

明, 高浓度的青霉素或氟苯尼考可导致黄姑鱼肝脏

和肠道的组织损伤, 引起氧化应激反应和炎症反应,
显著影响其肠道菌群组成; 同时发现, 不同抗生素

对黄姑鱼的影响存在一定差异。此研究结果可为

青霉素或氟苯尼考在海水鱼类细菌性疾病的防治

提供科学参考。
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TWO ANTIBIOTICS ON THE LIVER AND INTESTINAL TISSUE STRUCTURE,
ANTIOXIDANT ACTIVITY, AND INTESTINAL MICROBIOTA OF YELLOW

DRUM (NIBEA ALBIFLORA)

XIANG Li-Jun1, 2, SONG Ji-Hong3, ZHANG Yu-Rong4, XU Dong-Dong2, GU Zhi-Qiang1, 2, HU Wei-Hua2,
CHEN Rui-Yi2 and LI Hai-Dong1

(1. College of Fisheries, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China; 2. Zhejiang Marine Fisheries Research Institute,
Zhoushan 316021, China; 3. Zhejiang Marine Ecology and Environment Monitoring Center, Zhoushan 316021, China;

4. College of Biological and Environmental Sciences, Zhejiang Wanli University, Ningbo 315100, China)

Abstract: This study investigated the effects of penicillin and florfenicol on the histological structure, antioxidant activ-
ity,  and  intestinal  microbiota  of  yellow  drum.  Different  concentration  groups  were  set  for  penicillin  (25,  50,  and  75
mg/kg) and florfenicol (25, 50, and 100 mg/kg), with a basic feed group as the control. Samples were collected on the

14 水   生   生   物   学   报 2025, 49(6): XXXXXX

https://doi.org/10.3969/j.issn.1674-2419.2023.04.015
https://doi.org/10.3969/j.issn.1674-2419.2023.04.015
https://doi.org/10.3969/j.issn.1674-2419.2023.04.015
https://doi.org/10.3969/j.issn.1674-2419.2023.04.015
https://doi.org/10.3969/j.issn.1004-1656.2024.05.027
https://doi.org/10.3969/j.issn.1004-1656.2024.05.027
https://doi.org/10.7541/2016.107
https://doi.org/10.7541/2016.107
https://doi.org/10.1038/sj.embor.7400731
https://doi.org/10.3969/j.issn.1000-7075.2010.03.004
https://doi.org/10.3969/j.issn.1000-7075.2010.03.004
https://doi.org/10.3969/j.issn.1674-7968.2024.09.020
https://doi.org/10.3969/j.issn.1674-7968.2024.09.020
https://doi.org/10.3969/j.issn.1674-7968.2024.09.020
https://doi.org/10.3969/j.issn.1674-7968.2024.09.020


5th and 10th days to assess changes in intestinal and liver histology, antioxidant enzyme activity, immune gene expres-
sion,  antibiotic  residues  in  muscle,  and  alterations  in  intestinal  microbiota  composition.  The  results  showed  that:  (1)
Low and medium concentrations of penicillin or florfenicol did not significantly affect the intestinal and liver histology,
but high concentrations caused clear damage to both tissues. (2) High concentrations of both antibiotics, regardless of
treatment duration, significantly reduced liver SOD, CAT, and GSH-PX activities, while increasing MDA content.  In
the intestine, SOD activity decreased, while GSH-PX activity and MDA content increased. (3) Antibiotic residues were
detected in both liver and muscle tissues. After 10 days of high-concentration treatment, the residual levels of penicillin
(54.48 μg/kg) and florfenicol (1039.47 μg/kg) in muscle tissue exceeded the maximum residue limits. (4) High concen-
trations of penicillin or florfenicol significantly inhibited the expression of Arp2/3, ZO-1, and Claudin4 in the intestine,
while pro-inflammatory IL-6 and TNF-α increased, and anti-inflammatory IL-10 and TGF-β decreased. 5) Neither peni-
cillin  nor  florfenicol  significantly  affected  the  alpha  diversity  of  intestinal  microbiota,  but  Proteobacteria  increased
significantly, while Firmicutes decreased. In conclusion, low concentrations of penicillin or florfenicol had no signifi-
cant  effects  on  liver  and  intestinal  structure,  antioxidant  enzyme  activity,  or  expression  of  intestinal  structural  and
immune genes, or microbiota composition. However, high concentrations caused liver and intestinal damage, oxidative
stress, mucosal immune responses, and altered microbiota diversity and composition.

Key words: Florfenicol; Penicillin; Antioxidant activity; Intestinal microbiota; Nibea albiflora
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