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摘 要

研究不同生活环境下棘胸蛙（Quasipaa spinosa）肠道微生物的差异，利用 16S 
rRNA高通量测序技术，对中国东部（浙江）、中部（广东和江西）和西部（广西和贵州）3个
地理种群的棘胸蛙进行肠道菌群的多样性和功能分析。测序结果显示：东部、中部

和西部地区共有OTU 530个，各地区特有OTU分别为 48、123、118个。西部地区棘胸

蛙肠道菌群的物种丰富度和多样性最高，3个地理种群棘胸蛙的优势菌门均为拟杆

菌门（Bacteroidetes）、变形菌门（Proteobacteria）和厚壁菌门（Firmicutes）。在属水平

上，西部地理种群的阿克曼菌属（Akkermansia）、沙雷氏菌属（Serratia）丰度显著高于

其他 2个地理种群，东部地理种群的小螺菌属（Mucispirillum）丰度较其他 2个地理种

群高。3个地理种群棘胸蛙肠道微生物功能也存在共性，主要集中于新陈代谢中的

能量代谢、碳水化合物代谢和氨基酸代谢等方面。本研究从肠道微生物角度探究棘

胸蛙的环境适应性，为其生态保护和健康养殖提供新的理论依据。
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Abstract：To study the differences in intestinal microorganisms of the giant spiny frog （Quasipaa spinosa） in different liv⁃

ing environments， 16S rRNA high-throughput sequencing technology was used to analyze the diversity and function of the 

intestinal flora of Q. spinosa from three geographic populations in eastern （Zhejiang）， central （Guangdong and Jiangxi）， 

and western （Guangxi and Guizhou） China.  The sequencing results showed there were a total of 530 OTUs （operational 

taxonomic units） in the eastern， central， and western regions， with 48， 123， and 118 OTUs specific to each region， re⁃

spectively.  The species richness and diversity of the gut flora of Q. spinosa were highest in the western region， with Bacte⁃

roidetes， Proteobacteria， and Firmicutes being the dominant phyla across all three geographic populations.  At the genus 

level， the abundance of Akkermansia and Serratia was significantly higher in the western population compared to the other 

two populations， while the abundance of Mucispirillum was higher in the eastern population.  The intestinal microbiota func⁃

tions of the three geographic populations also showed commonalities， mainly focusing on energy metabolism， carbohydrate 

metabolism， and amino acid metabolism.  This study explored the environmental adaptability of Q. spinosa from the perspec⁃

tive of intestinal microorganisms， and provided new theoretical insights for its ecological conservation and healthy breeding.

肠道微生物是指在动物肠道内适应后定植生长

的数量庞大的微生物，它们依靠宿主存活，被称为

“额外的器官”，在宿主生长发育、食物选择、消化吸

收和免疫调节等方面起着重要作用［1−2］。肠道微生

物的组成受多种因素的影响，如饮食、宿主遗传和地

理分布等［3−6］。两栖动物是连接水生和陆生的关键

物种，对环境变化高度敏感，其肠道菌群结构对于解

析两栖动物肠道菌群的稳定性和动态发展，探索两

栖动物健康稳态维持和适应性进化的机制意义重

大。目前的研究主要集中在季节和不同发育阶段对

两栖动物肠道微生物菌群变化的影响，如Lee et al.［7］

研究发现日本皱蛙（Glandirana rugosa）幼蛙和成    
年蛙肠道菌群存在显著差异，Tong et al.［8］对不同季

节的黑龙江林蛙（Rana amurensis）和东北林蛙（R.  
dybowskii）肠道微生物组成的分析表明，季节会影响

蛙类肠道菌群的变化。现阶段对自然栖息地中宿主

相关微生物群的生态动态和功能理解有限，Bletz et 
al.［9］已发现火蝾螈（Salamandra salamandra）的肠道

菌群具有生境特异性，然而关于地理分布对蛙类肠

道菌群的影响研究十分匮乏。

棘胸蛙（Quasipaa spinosa）又名石蛙，隶属两栖

纲（Amphibia）无尾目（Anura），主要栖息于中国南方

丘陵地区，是我国重要的大型野生蛙［10］。目前，由于

人类滥捕及生境被破坏，棘胸蛙种群规模逐年减小，

已被 IUCN 濒危物种红色名录列为易危（UV）物

种［11］。本实验室前期利用线粒体 DNA 序列变异和

微卫星分子标记研究了棘胸蛙的遗传多样性、遗传

结构和系统地理格局，结果发现国内棘胸蛙分为3个

不同的支系，每个支系都具有相对应的地理分布区：

中国的西部、中部和东部［12］。本研究基于高通量测

序技术，对中国东部（浙江）、中部（广东和江西）和西

部（广西和贵州）3个地理种群的棘胸蛙肠道微生物

群落结构和功能进行分析，旨在揭示不同地理种群

棘胸蛙肠道微生物组成的特点。研究结果对于理解

不同地理环境与两栖动物肠道菌群种类和丰度之间

的关系有着重要的理论意义，可为后续棘胸蛙的生

态保护、人工养殖和疾病防治提供参考。
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1　材料与方法

1. 1　样本来源

在中国东部（浙江金华）、中部（广东清远和江西

赣州、南昌）和西部地区（广西贺州和贵州）采集成体

棘胸蛙个体作为研究样本。每个地区采集 10 个样

本，其中中部地区的广东清远采集 4个样本，江西赣

州和南昌各采集 3 个样本，西部地区的广西贺州和

贵州各采集5个样本，总计30个样本。

所有样本均在春季（3月）采集，以保证季节对肠

道微生物组成的影响最小。在采样过程中，每个棘胸

蛙个体均被迅速捕捉，并立即放入预先准备好的无菌

袋中，保持低温运输至实验室。动物试验经浙江师范

大学实验动物管理与伦理委员会批准（ZSDW2024044）。
1. 2　研究方法

1. 2. 1　棘胸蛙肠道样本的采集

双毁髓法处死棘胸蛙后，解剖取出肠胃；剪下肠

末端含有大量内容物的部分，置于标记好的灭菌离

心管中，液氮速冻后置于-80 ℃保存。

1. 2. 2　DNA提取和测序

将肠道组织及内容物一起匀浆用于DNA提取。

使用 DNeasy PowerSoil Kit 试剂盒提取样本的总

DNA，用 NanoDrop 2000 分光光度计和 1. 2% 的琼脂

糖凝胶电泳进行检测，确保DNA的纯度和完整性。

每个样本取纯化后的 30 ng高质量基因组 DNA
作为模板，使用 Illumina公司的特异性融合引物（上

游引物序列：5′-GTGYCAGCMGCCGCGGTA-3′；下游

引物序列：5′-CCCCGYCAATTCMTTTRAGT-3′）对

16S rRNA 的 V4可变区进行 PCR 扩增。PCR 反应体

系 总 量 为 50 μL，包 括 23 μL 的 2 × KAPA HiFi      
HotStart ReadyMix，2 μL DNA 模板，正、反向引物       
（10 μmol/L）各 1 μL，23 μL 无核酸酶水。PCR 扩增

程序：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 30 s，55 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 30 s，循环 25 次；最后 72 ℃延伸        
5 min。PCR 产物通过 Agencourt AMPure XP 磁珠纯

化后在深圳华大基因股份有限公司的 Illumina 
MiSeq平台进行PE250测序。

1. 2. 3　生物信息学分析

对测序数据进行生物信息学分析，主要步骤：

（1）首先使用 fastp 软件去除低质量、低复杂度和接

头污染的 reads，然后利用 Flash v1. 2. 11将双末端测

序得到的成对 reads组装成高变区的Tags，最后使用

Uparse v7. 0. 1001以 97%相似度进行 OTU聚类。（2）
选用 Silva 16S rRNA 数据库，通过 RDP classifer v2. 2
软件将 OTU代表序列与其比对，进行物种注释。（3）
基于 Mothur v1. 21. 1 计算 α 多样性指数（Chao1、
Ace、Shannon、Simpson 指数），以分析各地理种群肠

道菌群丰富度和多样性，采用 R 4. 0. 2 Shapiro. test
函数检验试验数据正态性，用 t. test函数检验数据间

是否具有显著差异，显著性水平均设定为0. 05；使用

Microeco v0. 14. 1 计算 Bray-Curtis 进行 β 多样性分

析，通过 NMDS 展示样品间的相似性，使用 R 4. 0. 2 
Vegan包进行ANOSIM相似性分析，显著性水平均设

定为 0. 05。（4）使用 PICRUSt 软件，根据物种注释和

OTU丰度数据对棘胸蛙肠道微生物进行KEGG通路

功能注释

2　结果与分析

2. 1　肠道菌群OTUs分析

30个样本共获得有效序列 1 762 256条，平均样

本长度为 252 bp，在 97% 的相似度注释下获得 OTU
总数为 1 145 个。其中东部地区共有 687 个 OTUs，
中部地区共有 926 个 OTUs，西部地区共有 918 个

OTUs，东部、中部和西部地区共有 OTU 530个，东部

地区特有 OTU 48 个，中部地区特有 OTU 123 个，西

部地区特有OTU 118个（图 1），说明不同地区棘胸蛙

肠道微生物种类差异较大。

图 1　不同地理种群棘胸蛙肠道菌群 OTU 分布韦恩图

Figure 1　OTU distribution Venn chart of intestinal flora in Quasipaa spi⁃

nosa in different geographic populations
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2. 2　棘胸蛙肠道菌群结构分析

在门水平上对 3个地理种群的棘胸蛙肠道菌群

进行鉴定，结果显示共注释到 19 个门，其中相对丰

度较高（大于 1%）的门有 7个，分别为拟杆菌门（Bac⁃
teroidetes）、厚壁菌门（Firmicutes）、变形菌门（Proteo⁃
bacteria）、疣微菌门（Verrucomicrobia）、梭杆菌门

（Fusobacteria）、脱铁杆菌门（Deferribacteres）和螺旋

体门（Spirochaetes）。东部地理种群棘胸蛙肠道优势

菌群为拟杆菌门（45. 75%）、变形菌门（20. 34%）、厚

壁菌门（14. 07%）、脱铁杆菌门（9. 43%）和梭杆菌门

（5. 50%）。中部地理种群棘胸蛙肠道优势菌群为拟

杆菌门（40. 23%）、变形菌门（27. 41%）、厚壁菌门

（13. 48%）和梭杆菌门（8. 43%）。西部地理种群棘

胸蛙肠道优势菌群为拟杆菌门（30. 14%）、厚壁菌门

（21. 38%）、变形菌门（20. 41%）、疣微菌门（16. 79%）

和脱铁杆菌门（6. 47%）（图 2）。每个门类细菌在不

同地理分布区的棘胸蛙肠道中的丰度存在差异，但

排名前 3 的菌门均为拟杆菌门、变形菌门和厚壁菌

门，这 3个菌门既是棘胸蛙肠道菌群中的优势菌门，

也是核心菌门。

从属水平结构来看，3个地理种群均有大量未被

注释的菌群，其中西部地区占 43. 91%，中部地区占

40. 26%，东部地区占 35. 89%。除未被注释的菌群

外，西部地区优势菌群为阿克曼氏菌属（Akkerman⁃

sia，7. 91%）、PW3（7. 58%）、沙雷氏菌属（Serratia，

7. 21%）、小螺菌属（Mucispirillum，6. 47%）和拟杆菌

属（Bacteroides，4. 54%）。中部地区优势菌群为拟杆

菌属（16. 98%）、PW3（6. 31%）、鲸杆菌属（Cetobacte⁃

rium，5. 62%）、脱硫弧菌属（Desulfovibrio，4. 20%）和

小螺菌属（3. 65%）。东部地区优势菌群为拟杆菌属

（15. 86%）、小螺菌属（9. 43%）、副拟杆菌属（Para⁃

bacteroides，6. 93%）、脱硫弧菌属（5. 75%）、鲸杆菌属

（5. 49%）和PW3（4. 33%）（图 3）。在 3个地理种群中

都出现且相对丰度较高的菌属为拟杆菌属、小螺菌

属和PW3。
2. 3　三个地理种群棘胸蛙肠道菌群的差异

2. 3. 1　α多样性分析

在探讨棘胸蛙肠道菌群生态特征时，α 多样性

指数作为关键指标，能够揭示其丰富度与均匀度的

内在特性。Chao1 和 Ace 指数反映样本中群落的丰

富度，西部地区的Chao1和Ace指数均显著高于中部

地区和东部地区（P < 0. 05），表明西部地区棘胸蛙

肠道菌群的物种丰富度最高。Shannon和 Simpson多

样性指数能够表征物种多样性，且 Simpson指数还可

以反映物种均匀度，西部地区的 Simpson 指数最高

（P < 0. 05），Shannon 指数较高，说明西部地区棘胸

蛙肠道菌群种数最多且分布均衡（图4）。

图 2　门水平棘胸蛙肠道菌群相对丰度

Figure 2　Relative abundance of intestinal flora in Quasipaa spinosa at phylum level
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2. 3. 2　β多样性分析

β多样性分析能够揭示不同地理种群棘胸蛙之

间肠道菌群结构的相似性与差异性。利用基于

Bray-Curtis 的 NMDS 分析和 ANOSIM 分析不同地理

图 3　属水平棘胸蛙肠道菌群相对丰度

Figure 3　Relative abundance of intestinal flora in Quasipaa spinosa at genus level

图 4　不同地理种群棘胸蛙肠道菌群 α 多样性指数

Figure 4　α diversity index of intestinal flora in Quasipaa spinosa in different geographic populations
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种群肠道菌群组成相似性，NMDS的置信椭圆越小，

样本点越聚集，该地区棘胸蛙肠道菌群组成的相似

度越高。结果表明，东部地区的棘胸蛙肠道菌群组

成相似度最高，中部地区相似度最低。从不同地区

来看，3个地区的样本点分布位置稀疏，间隔较远，说

明不同地理种群棘胸蛙肠道菌群差异显著（P < 
0. 01）（图5）。

2. 4　棘胸蛙肠道微生物功能预测

通过 PICRUSt 分析，探究棘胸蛙肠道微生物群

落的功能潜力，其预测的功能基因能够精准映射至

KEGG 数据库的 6 条一级通路以及 39 条二级通路

中。一级通路揭示了代谢、遗传信息处理、环境信息

处理、细胞过程、人类疾病和有机系统六大核心功能

域。值得注意的是，50% 左右的功能基因富集到新

陈代谢通路（图6），凸显了棘胸蛙肠道微生物促进消

化代谢的核心作用。进一步细化至二级通路，基因

主要富集在新陈代谢通路中的碳水化合物代谢、氨

基酸代谢、辅助因子和维生素的代谢、核苷酸代谢；

遗传信息处理通路中的DNA复制，RNA的转录调控

和蛋白质的翻译以及细胞过程类通路中的信号转导

和细胞运动。选取前 20 条二级通路分析可知，3 个

地理种群棘胸蛙肠道微生物的功能基因相对丰度相

似，同时也存在差异，西部地区棘胸蛙脂质代谢增

加，东部地区棘胸蛙与膜运输相关的基因途径增

加（图7）。

3　讨论

3. 1　棘胸蛙不同地理种群肠道菌群多样性

通过对 3个地理种群棘胸蛙肠道菌群进行 α多

样性分析可知，西部地区棘胸蛙肠道菌群的物种丰

富度和多样性均最高，有助于抵御更多的潜在问题

定植者。大量研究表明，肠道微生物多样性与食物

丰富度有关［13−14］，推测可能原因为西部地区广西贺

图 5　不同地理种群棘胸蛙肠道菌群非度量多维排列（NMDS）
β 多样性

Figure 5　Non-metric multidimensional arrangement （NMDS） β-diversity 
of intestinal flora in Quasipaa spinosa in different geographic 
populations

图 6　不同地理种群棘胸蛙样品一级通路功能占比

Figure 6　Percentage of level 1 pathway function in samples from different geographic populations
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州和贵州的采样位置地势复杂，与棘胸蛙食物资源

较丰富有关。β多样性分析显示，肠道菌群组成相似

度最高的为东部地区，最低的为中部地区，这与OTU
的检测结果一致，韦恩图表明东部地区棘胸蛙肠道

菌群特有的OTU数目最少，中部地区特有的OTU数

目最多。3个地理种群棘胸蛙的肠道微生物差异较

大。系统发育研究显示，3个地理种群分属3个不同支

系，并推测为隐存种［12］，因此本研究结果也为棘胸蛙

的分类提供了新证据，同时也为研究棘胸蛙系统发

生和进化提供了新视角。

3. 2　棘胸蛙肠道菌门结构特征

采用 16S rRNA高通量测序技术，深入分析不同

地理种群棘胸蛙的肠道菌群结构，结果显示 3 个地

理种群棘胸蛙的肠道菌群优势菌门均为拟杆菌门、

厚壁菌门和变形菌门，这一发现与先前关于黑斑侧

褶蛙（Pelophylax nigromaculata）［15］、虎纹蛙（Hoploba⁃
trachus chinensis）［16］、东北林蛙［17］及北美豹蛙（Litho⁃
bates pipiens）［18］等肠道菌群的研究结果相吻合。基

于这些相似性，推断拟杆菌门、厚壁菌门及变形菌门

构成了蛙类肠道环境中固有且稳定的微生物群落结

构，其组成比例可能受到遗传基因多样性、食性偏

好、个体健康状况以及特定地理环境因素等多重因

素的调控。拟杆菌门是棘胸蛙中第一大肠道微生物

门，对棘胸蛙的生长快慢和健康与否起决定性作用。

拟杆菌门通过促进多糖的降解和蛋白质的吸收、加

速营养利用和维持肠道微平衡而对动物产生益生菌

效应［2，19］，除此之外，拟杆菌门能与蛋白质、脂肪及

DNA等有机物质进行密切的转换，是水环境中碳循

环的重要组成部分［4，20−21］。成熟棘胸蛙喜欢捕食高

蛋白昆虫，相对丰度较高的拟杆菌门会促进棘胸蛙

的生长代谢［22］。变形菌门内涵盖了丰富的细菌种

类，有益菌能够灵活调节代谢，预防肠道疾病；然而

某些病原菌的增加被认为是生态失调和疾病风险的

标志［23］。3个地理种群棘胸蛙肠道中变形菌门的丰

度均在正常范围内，说明其肠道菌群相对平衡。厚

壁菌门细菌能够促进肠道对脂肪酸的吸收，而且有

助于膳食纤维的降解，并将纤维降解为挥发性脂肪

酸以供宿主利用，加强了宿主肠道微生物群与能量

营养状态之间的联系［24−25］。西部地区棘胸蛙肠道菌

群中厚壁菌门的丰度显著高于中部地区和东部地

区，这与饮食习惯和宿主生理有关，推测西部地区的

棘胸蛙偏爱高脂蛋白的食物［18，26］。值得关注的是，

疣微菌门在西部地区占有较高比例，而在东部地区

和中部地区只有少量存在。研究表明疣微菌门的某

些菌群可以通过独特的酶系统降解利用复杂碳水化

合物，如岩藻多糖、几丁质和硫酸化甲基戊糖等，进

而促进生态系统中碳、硫等元素的循环与再利

用［27−28］，这可能与西部地区的土壤和水中富含复杂

性多糖有关，棘胸蛙通过提高疣微菌门的丰度来应

对这种环境。

图 7　不同地理种群棘胸蛙样品前 20 条二级通路功能占比

Figure 7　Percentage of top 20 level 2 pathway function in samples from different geographic regions
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3. 3　棘胸蛙肠道菌属结构特征

根据属水平棘胸蛙肠道菌群相对分度柱状图发

现：不同地区棘胸蛙肠道菌属差异较大。拟杆菌门

中的拟杆菌属可以促进肠道黏膜血管形成、激活宿

主的适应性免疫应答以及维持肠道微生物平

衡［29−30］。东部地区和中部地区棘胸蛙肠道菌群中第

一优势菌属均为拟杆菌属，而在西部地区拟杆菌属

只排在第 5位，但西部地区棘胸蛙健康状况良好，可

能是拟杆菌门的其他菌属丰度较高和未知菌属发挥

相似作用的原因。小螺菌属特异性地定植于肠道

内，对肠道环境变化高度敏感，在肠炎时丰富度显著

增加，穿过肠黏膜屏障引起宿主免疫反应，还可以调

节宿主免疫相关基因的表达，改变宿主对炎症性肠

病和肠道感染的易感性［31−32］。小螺菌属在东部地区

棘胸蛙肠道菌群的丰度显著高于西部和中部地区，

这表明东部地区棘胸蛙存在肠炎风险。阿克曼氏菌

属和沙雷氏菌属在西部地区棘胸蛙肠道菌群中占比

较大，而在东部地区丰度近似为0。阿克曼氏菌作为

一种新型益生菌，在对超重人群和健康人群的肠道

微生物比较研究中发现能够改善代谢、减少肥胖、缓

解动物肠道炎症，恢复肠道屏障功能［33］。西部地区

棘胸蛙生态环境遭到人类生活污染破坏较严重，在

其肠道中检测到的高丰度阿克曼氏菌对于其他条件

致病菌和内毒素败血症有一定的抑制作用，从而维

持棘胸蛙肠道环境的动态平衡与功能优化。沙雷氏

菌能够分泌一系列次级代谢产物，如灵菌红素等，它

们展现出对脂酶、蛋白酶等生物化学物质的调控能

力，进而发挥抗细菌、真菌和疟原虫等作用［34］，在西

部地区棘胸蛙肠道内发现的寄生虫和病原体较少，

这和沙雷氏菌相对丰度较高有关。鉴于沙雷氏菌和

阿克曼氏菌的功能丰富且较为稀缺，后续可基于培

养组学的方法分离西部地区棘胸蛙的阿克曼氏菌和

沙雷氏菌来进行动物实验和基因组测序，探究该种

源在动物饲养保护上的应用。

3. 4　棘胸蛙肠道菌群功能预测

在本研究中PICRUSt功能预测结果显示，3个地

理种群棘胸蛙的微生物功能相似，棘胸蛙肠道菌群

的基因功能 50% 左右与新陈代谢类有关，表明肠道

菌群在促进肠道内复杂生化物质消化与代谢过程中

是核心角色，是维持宿主能量平衡和营养状态的关

键因素［35］。遗传信息的复制修复、转录翻译等功能

的发现，说明肠道菌群不仅具有自我维持和进化的

能力，还可能与宿主基因表达存在交互作用，环境信

息的膜转运功能则体现了肠道菌群对外部环境变化

的响应和适应性［36−37］。肠道菌群的功能主要是由优

势菌门的基因功能决定［38］。在水生生物体内，拟杆

菌门与厚壁菌门作为关键益生菌类群，对宿主的肌

肉品质具有显著影响［39］。二者比值升高，可以减少

脂肪沉积，改善肌肉组织的风味特性，两菌门比值在

西部地区、中部地区和东部地区分别为 1. 41、3. 13
和 3. 25（P = 0. 118），猜测东部地区棘胸蛙的肉质会

比西部和中部地区含脂质少。在未来的生产实践

中，可以通过调控肠道菌群的种类和丰度，培养出风

味更佳的棘胸蛙产品，从而满足市场对高品质水产

品的需求。此外，不同地区的食物资源差异也可能

通过影响肠道菌群功能而进一步影响棘胸蛙的生长

和健康。为了更好地理解这些功能预测结果的生物

学意义，未来研究可以通过功能实验和分子生物学

手段验证这些假设。

4　结论

3个地理种群棘胸蛙的肠道菌群结构存在共性，

其优势菌门均为拟杆菌门、变形菌门和厚壁菌门，同

时也存在一定的差异：西部地区棘胸蛙肠道菌群的

丰富度和多样性最高，疣微菌门的丰度显著增高；在

属水平上，小螺菌属、沙雷氏菌属、阿克曼氏菌属和

拟杆菌属在 3 个地理种群的棘胸蛙之间差异较大。

本研究聚焦于不同地理种群棘胸蛙肠道菌群的深入

剖析，不仅能够增进对棘胸蛙消化生理机制及营养

需求特性的理解，而且为棘胸蛙生态环境的改善、健

康养殖提供科学依据。同时，一些肠道疾病往往与

肠道细菌紧密相关，研究肠道菌群有助于了解疾病

发生发展的微生物学基础，从而有效进行疾病防控，

保护棘胸蛙资源。
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