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微塑料对入侵种红耳滑龟和土著种

中华草龟肠道菌群的影响

陈　 燏１ꎬ何鑫妮２ꎬ常婷婷２ꎬ高　 朔２ꎬ３ꎬ李　 宏２

(１.江苏第二师范学院ꎬ江苏 南京 ２１００１３)
(２.南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

(３.生态环境部南京环境科学研究所ꎬ江苏 南京 ２１００４２)

[摘要] 　 全球淡水生态系统均受到不同程度的微塑料污染ꎬ微塑料对水生生物的影响受到广泛关注. 通过比较土

著种和入侵种对微塑料暴露生理响应的差异ꎬ可以评估微塑料对生物的毒性效应ꎬ也有助于了解入侵种在逆境胁

迫下的适应策略. 本研究以外来入侵种红耳滑龟和土著种中华草龟作为研究对象ꎬ评估在龟卵孵化期添加微塑料

(１ ｍｇ / Ｌ)和稚龟生长期添加不同浓度的微塑料(０.１ ｍｇ / Ｌ、１ ｍｇ / Ｌ、１０ ｍｇ / Ｌ)对两种龟肠道菌群的影响. 结果表明ꎬ
在孵化期添加微塑料造成两个物种肠道菌群丰度和多样性下降. 在生长期添加微塑料并没有使两个物种肠道菌群

的多样性和丰度出现显著差异ꎬ但使组成结构出现显著差异. 在门水平ꎬ变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、厚壁杆菌门

(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)等是两个物种共有的优势菌门ꎻ在属水平ꎬ两个物种的优势菌属除杆菌属(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ)外各有不同ꎬ且
各种菌所占比例均差异显著. 抵抗不良环境的菌在红耳滑龟体内显著富集ꎬ而多种条件致病菌在中华草龟体内显

著富集. 研究结果表明ꎬ红耳滑龟耐受微塑料胁迫的能力比中华草龟更强.
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陈　 燏ꎬ等:微塑料对入侵种红耳滑龟和土著种中华草龟肠道菌群的影响

微塑料(ｍｉｃｒｏｐｌａｓｔｉｃｓꎬＭＰｓ)是指直径小于 ５ ｍｍ的塑料颗粒、泡沫、薄膜等[１] . 目前ꎬ全球淡水生态系

统均受到不同程度的微塑料污染ꎬ浓度为 １００~３ ５００ 个􀅰Ｌ－１[２] . 在韩国洛东江中检测到 ２０ μｍ以上的微塑

料含量为(２９３±８３) ~ (４ ７６０±５ ２４２)个 / ｍ３[３] . 在中国的长江、珠江等淡水水域也存在微塑料污染问题ꎬ长
江流域等 ２０多个河湖中微塑料含量达到了(１ ６６０.０±６３９.１) ~ (８ ９２５±１ ５９１)个 / ｍ３[４] . 微塑料可以通过进

入各类食物链ꎬ对生物造成危害甚至死亡[５] . 聚苯乙烯作为环境中检出率最高的微塑料类型之一ꎬ其对水

生生物造成的影响不容忽视. 聚苯乙烯微塑料暴露对斑马鱼(Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ)幼鱼的免疫系统产生毒性ꎬ相关

免疫基因表达水平下调[６] . 大黄鱼(Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ)幼鱼和凡纳滨对虾(Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ)暴露于

聚苯乙烯微塑料后ꎬ其肠道健康受到影响ꎬ消化酶活性降低ꎬ肠道微生物多样性发生变化[７－８] . 聚苯乙烯还

会对水生动物的生殖产生负面影响ꎬ聚苯乙烯暴露导致斑马鱼子代行为学异常和死亡率增加ꎬ还导致青鳉

(Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ)产卵数减少[９－１０] . 目前ꎬ聚苯乙烯微塑料对土著水生生物的影响已有较多报道ꎬ而有关微

塑料对土著与入侵水生生物的比较研究相对较少. 通过研究土著种和入侵种对微塑料暴露生理响应的差

异ꎬ可以评估微塑料对生物的毒性效应ꎬ也有助于了解入侵种在逆境胁迫下的适应策略.
红耳滑龟(Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ ｓｃｒｉｐｔａ ｅｌｅｇａｎｓ)原产自于密西西比河流域ꎬ被国际自然保护联盟( ＩＵＣＮ)列为全

球最危险的 １００种入侵物种之一[１１] . 红耳滑龟的生长速率极快、繁殖能力强ꎬ易存活ꎬ竞争和耐受不良环

境能力极强[１２] . 由于宠物弃养、养殖逃逸、宗教放生等因素[１３]ꎬ红耳滑龟在野外扩散形势十分严峻ꎬ全国

３４个省级行政区均有红耳滑龟的分布ꎬ占据中国本土物种的生态位ꎬ造成了本土龟鳖类濒危或灭绝ꎬ极大

地破坏了自然生态平衡[１４] . 中华草龟(Ｃｈｉｎｅｍｙｓ ｒｅｅｖｅｓｉｉ)主要分布在中国、日本、韩国等亚洲地区[１５]ꎬ其适

应能力强、易繁殖、寿命长ꎬ是中国主要的经济养殖动物之一[１６] .
入侵物种和土著物种之间的差异不仅体现在形态、行为方面ꎬ而且体现在生理方面[１７] . 肠道微生物在

不同宿主物种之间存在差异ꎬ而外界环境也通常会改变肠道微生物ꎬ肠道微生物群落的可塑性可能使动物

肠道适应环境变化的速度比宿主整体适应的速度更快[１８] . 入侵物种拥有更多的可塑性肠道菌群ꎬ这可能

会使它们在新的环境中表现出更强的表型可塑性[１９] . 入侵物种肠道菌群的高可塑性也增强了入侵物种开

发新栖息地的能力[２０] . 而且ꎬ相比于亲缘关系相近的土著种ꎬ入侵种常常表现出更强的抗逆耐受能力ꎬ例
如ꎬ红耳滑龟比中华花龟(Ｏｃａｄｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)具有更强的对亚硝酸盐的耐受能力[２１] .

本研究以入侵种红耳滑龟和土著种中华草龟作为研究对象ꎬ通过比较聚苯乙烯微塑料暴露对两种动

物肠道菌群的影响ꎬ了解入侵种和土著种对微塑料暴露生理响应的差异. 从生理角度ꎬ为了解红耳滑龟的

生态入侵机制提供依据ꎬ也为微塑料污染对水生生物的毒性效应提供参考.

１　 材料与方法

１.１　 实验动物的采集

中华草龟和红耳滑龟各 ３００枚卵采集自江苏省扬州市宝应县山阳镇水产站(３３°１２′２６″ Ｎꎬ１１９°１４′４３″ Ｅ) .
龟卵带回南京师范大学两栖爬行动物实验室孵化ꎬ孵化箱(ＫＢ２４０ꎬＢｉｎｄｅｒꎬＧｅｒｍａｎｙ)温度设置为 ２８ ℃ꎬ孵化

期间不断补充水分以保持孵化基质湿度始终保持在－１２ ｋＰａ(即水和孵化基质比为 １ ∶１)ꎬ并及时去除已变质

的卵ꎬ直至稚龟全部孵出.
１.２　 实验材料

荧光单分散聚苯乙烯(ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅꎬＰＳ)微球(直径 ８０ ｎｍ)悬浮液(１００ ｍｇ / １０ ｍＬ)和单分散聚苯乙烯

微球(直径 １０ μｍ)悬浮液(２.５％ꎬｗ / ｖ)购于天津倍思乐色谱技术开发中心. 采用荧光显微镜和光学显微

镜对微塑料的形貌和个体尺寸进行表征.
１.３　 实验处理

１.３.１　 孵化期荧光微塑料暴露实验

将高温灭菌后干燥的蛭石分别与曝气水(对照组)和含有 １ｍｇ / Ｌ 荧光聚苯乙烯微塑料的曝气水(实验

组)１ ∶１混合ꎬ并分别放入两个孵化盒中. 在每个孵化盒中ꎬ放入红耳滑龟和中华草龟的卵各 ６０枚. 每天检

查对照组和实验组的孵化情况ꎬ并向两个组的蛭石中分别喷洒曝气水和含有 １ ｍｇ / Ｌ荧光聚苯乙烯微塑料

的曝气水ꎬ使孵化盒中保持湿润ꎬ直至中华草龟和红耳滑龟完全孵出.
分别将孵出的中华草龟和红耳滑龟稚龟在保持湿润的饲养箱中生活一周ꎬ以便稚龟能完全吸收体内
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的剩余卵黄. 对孵出后的中华草龟和红耳滑龟稚龟进行分组饲养ꎬ红耳滑龟分为 ＲＣ、ＲＦ、ＲＦＷ 组ꎬ中华草

龟分为 ＣＣ、ＣＦ、ＣＦＷ组. ＲＣ与 ＣＣ组孵化期间和稚龟生长期间均不添加荧光微塑料ꎻＲＦ 与 ＣＦ 组孵化期

间添加荧光微塑料ꎬ但稚龟生长期间不添加荧光微塑料ꎻＲＦＷ与 ＣＦＷ组孵化期间和稚龟生长期间均添加

荧光微塑料. 饲养箱内提供稚龟晒背场所ꎬ饲养箱上方悬挂全光谱灯ꎬ在阴雨天或低温条件下为幼体提供

热源ꎬ光照ꎬ黑暗周期保持在 Ｌ＝ １４ ∶Ｄ＝ １０. 每天(８:００—１０:００)投喂 １ 次 ３％ ~５％体重的商品饲料(寸金ꎬ
中国) .
１.３.２　 生长期不同浓度微塑料暴露实验

将单分散聚苯乙烯微塑料微球按照要求分别制备成 ３ 个浓度:０.１ ｍｇ / Ｌ、１ ｍｇ / Ｌ、１０ ｍｇ / Ｌꎬ搅动使微

塑料微球分布均匀. 将在孵化期未经微塑料暴露而孵出的 １２０ 只红耳滑龟和 １２０ 只中华草龟在保持湿润

的饲养箱中生活一周ꎬ以防稚龟未能完全吸收完卵黄下水感染死亡. 对下水后的稚龟进行分组饲养ꎬ每个

物种设置 ４个分组ꎬ即红耳滑龟分为对照组(ＲＣ)、０.１ ｍｇ / Ｌ组(ＲＬ)、１ ｍｇ / Ｌ组(ＲＭ)、１０ ｍｇ / Ｌ组(ＲＨ)ꎻ
中华草龟分为对照组(ＣＣ)、０.１ ｍｇ / Ｌ组(ＣＬ)、１ ｍｇ / Ｌ组(ＣＭ)、１０ ｍｇ / Ｌ组(ＣＨ) . 每个物种的每个处理组

设置 ３个平行重复ꎬ每个重复包含 １０只稚龟. 饲养箱中的饲养条件同上.
采用安乐死法处死稚龟ꎬ用无菌剪刀和镊子解剖稚龟ꎬ剪开肠道壁后用镊子轻轻刮拭ꎬ取出肠道内容

物置于冻存管中(Ｓａｎｇｏｎ ＢｉｏｔｅｃｈꎬＳｈａｎｇｈａｉꎬＣｈｉｎａ)ꎬ并保存肠道壁组织样品以检测微塑料的吸收情况. 将
取出后的肠道内容物放入冻存管ꎬ并立刻放入液氮速冻ꎬ再将样品转移到－８０ ℃ 超低温冰箱保存ꎬ每个处

理组取 ６ 份样品( ｎ ＝ ６) . 肠道内容物送至北京诺禾致源生物科技有限公司(Ｎｏｖｏｇｅｎｅ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
ＩｎｓｔｉｔｕｔｅꎬＢｅｉｊｉｎｇꎬＣｈｉｎａ)ꎬ利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ＰＥ２５０进行高通量测序.

２　 数据分析

对 ７２份样品进行高通量测序后ꎬ用 ｆａｓｔｐ软件(Ｖ ０.２０.０)对获得的原始的测序序列进行质量过滤并通

过 ＦＬＡＳＨ(Ｖ １.２.１１)软件进行拼接. 生成的序列通过 ＤＡＤＡ２ 方法降噪去重ꎬ产生特征序列(Ａｍｐｌｉｃｏｎ
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＶａｒｉａｎｔｓꎬＡＳＶｓ)ꎬ并利用 Ｖｓｅａｒｃｈ软件(Ｖ ２.１５.０)识别和移除嵌合体序列[２２] . 使用 ＳＩＬＶＡ 的 ＳＳＵ
ｒＲＮＡ数据库 (Ｖ １３２ꎬ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ａｒｂ － ｓｉｌｖａ. ｄｅ) [２３] 和基于 ｃｌａｓｓｉｆｙ￣ｓｋｌｅａｒｎ 算法 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｇｉｔｈｕｂ. ｃｏｍ /
ＱＩＩＭＥ２ / ｑ２－ｆｅａｔｕｒｅ－ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ)的 ＱＩＩＭＥ２(ｈｔｔｐｓ: / / ｄｏｃｓ.ｑｉｉｍｅ２.ｏｒｇ / ２０１９.４ / ｔｕｔｏｒｉａｌｓ / )Ｎａｉｖｅ Ｂａｙｅｓ 分类器进

行物种注释[２４－２５]ꎬ并在平台上计算门－属水平上的微生物群落的相对丰度. 以观察到的 ＡＳＶｓ 数为基础ꎬ
计算 ＡＳＶ水平 ａｌｐｈａ多样性指数ꎬ通过 Ｃｈａｏ１指数(Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ)、香农－威纳指数(Ｓｈａｎｎｏｎ￣ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ)、
辛普森指数( Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ)、观测物种数(Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｏｔｕｓ ｉｎｄｅｘ)、Ｇｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ 指数(Ｇｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ
ｉｎｄｅｘ)５个指数分析样本的丰富度、多样性与测序覆盖度[２６] . Ｃｈａｏ１ 指数和 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｏｔｕｓ 指数越大ꎬ表明

群落丰富度越高. Ｓｈａｎｎｏｎ￣ｗｉｅｎｅｒ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数越大ꎬ群落多样性越高. 此外ꎬＧｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ指数越

大说明样品的测序覆盖度越高. 采用 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ秩和检验对各组菌群丰富度及多样性进行差异显著性

比较.
利用 ＱＩＩＭＥ２ 软件计算 Ｂａｔｅ 多样性距离矩阵和非距离矩阵ꎬ基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 和 Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ

Ｕｎｉｆｒａｃ 距离进行非度量多维尺度分析和群落相似性检验分析ꎬ使用 Ｒ 语言(Ｖ ３.５.３)进行统计分析和作

图. 利用 ＬＥｆＳｅ软件(Ｖ １.０)完成组间显著差异性物种分析ꎬ采用线性判别分析(ＬＤＡ)对各组差异菌群进

行鉴定[２７]ꎬ以 Ｐ<０.０５和 ｜ ＬＤＡ ｜ >４为阈值ꎬ制作显著差异物种 ＬＤＡ值分布柱状图.

３　 实验结果与讨论

３.１　 微塑料的表征

在荧光显微镜下ꎬ８０ ｎｍ的聚苯乙烯荧光微塑料呈圆球状并发出绿色荧光ꎬ分布较为均匀ꎬ无明显黏附变

形现象(图 １Ａ) . 在普通光学显微镜下ꎬ１０ μｍ 的聚苯乙烯微塑料呈现圆球状ꎬ边缘较为规则(图 １Ｂ) .
３.２　 肠道菌群测序深度及 ａｌｐｈａ 多样性分析

１２组处理的 ７２个样品测序并经过初步过滤后ꎬ得到 ４ ２６２ ００６条有效序列. 序列经聚类后得到 ８ ３７３
个 ＡＳＶｓꎬ所有样品的 ＡＳＶｓ覆盖率在 ９９.８％ꎬ说明本次实验测序数据可以全面解读各样品中细菌的组成及

丰度.
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陈　 燏ꎬ等:微塑料对入侵种红耳滑龟和土著种中华草龟肠道菌群的影响

图 １　 微塑料表征图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｐｌａｓｔｉｃ

ＲＣ和 ＣＣ组共有的 ＡＳＶｓ最多ꎬ有 ７６９个ꎬ分别占 ＲＣ和 ＣＣ组总 ＡＳＶｓ的 ３７.０１％和 ４７.１２％. ＲＨ和 ＣＨ
组共有的 ＡＳＶｓ最少ꎬ只有 ５４５个ꎬ分别占 ＲＨ和 ＣＨ组总 ＡＳＶｓ的 ３２.００％和 ３５.３７％. ＲＦ和 ＣＦ组共有 ５９３个
ＡＳＶｓꎬ分别占 ＲＦ和 ＣＦ总 ＡＳＶｓ的 ２８.７６％和 ４０.８１％ꎻＲＦＷ和 ＣＦＷ组共有 ５４６个 ＡＳＶｓꎬ分别占 ＲＦＷ和 ＣＦＷ
总 ＡＳＶｓ的 ２８.７６％和 ４８.１５％(图 ２) .

蓝色圆圈表示红耳滑龟的 ＡＳＶｓ数量ꎬ绿色圆圈表示中华草龟的 ＡＳＶｓ数量ꎬ重叠区域表示二者共有的 ＡＳＶｓ数量.
图 ２　 不同处理组共有 ＡＳＶｓ韦恩图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ＡＳＶｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

Ａｌｐｈａ多样性分析结果表明ꎬ不同处理组肠道菌群的 Ｃｈａｏ１ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ￣ｗｉｅｎｅｒ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｏｔｕｓ指数均存在显著差异(Ｐ<０.０５)(表 １)ꎬ这表明经过不同的微塑料处理ꎬ中华草龟和红耳滑

龟各自肠道微生物群落的丰富度和多样性存在显著改变. 两个物种的肠道微生物丰度和多样性差异不显

著(Ｐ>０.０５)(表 ２) .
表 １　 不同处理组中华草龟和红耳滑龟肠道微生物群落多样性指数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｍｙｓ ｒｅｅｖｅｓｉｉ ａｎｄ Ｔｒａｃｈｅｍｙ ｓｃｒｉｐｔａ ｅｌｅｇａｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

Ｃｈａｏ１指数 Ｓｈａｎｎｏｎ￣ｗｉｅｎｅｒ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｏｔｕｓ指数

ＣＣ ５７９.２９±３０.１５ ６.０５±０.０７ ０.９４±０.０１ ５６７.６７±３１.３７
ＣＬ ４８６.５３±１０.０９ ５.９３±０.１９ ０.９３±０.０１ ４７７.３３±９.１７
ＣＭ ６１５.３１±３１.５３ ６.３６±０.２６ ０.９５±０.０２ ６０５.８３±３１.８３
ＣＨ ５３７.０２±３２.１２ ５.９０±０.２８ ０.９３±０.０２ ５２８.３３±３２.０１
ＣＦ ５５６.０１±１４.４７ ５.６３±０.１５ ０.９２±０.０１ ５４８.８３±１４.４５
ＣＦＷ ４５９.５５±３３.０７ ５.１３±０.１９ ０.９１±０.０１ ４５２.００±３２.１８
ＲＣ ５６８.４０±７６.５０ ５.５５±０.４１ ０.９０±０.０２ ５５７.６７±７３.６９
ＲＬ ５８７.３９±８２.４３ ５.８７±０.４１ ０.９２±０.０２ ５８０.５０±８１.４７
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续表 １
Ｔａｂｌｅ １ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ

Ｃｈａｏ１指数 Ｓｈａｎｎｏｎ￣ｗｉｅｎｅｒ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｏｔｕｓ指数

ＲＭ ６４６.６２±６２.５２ ６.７０±０.２２ ０.９６±０.０１ ６４３.８３±６３.１７
ＲＨ ４９７.４２±３０.３３ ６.１９±０.１６ ０.９５±０.０１ ４９５.１７±３０.５７
ＲＦ ５３４.７３±４３.２７ ６.２８±０.１６ ０.９６±０.０１ ５２４.８３±４０.４４
ＲＦＷ ４２２.４２±３２.８２ ５.４２±０.１８ ０.９１±０.０１ ４１３.６７±３１.４４

显著性
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

Ｈ１１ꎬ６０ ＝２４.３３１
Ｐ＝０.０１１

Ｈ１１ꎬ６０ ＝２８.５３１
Ｐ＝０.００２

Ｈ１１ꎬ６０ ＝２３.１５１
Ｐ＝０.０１６

Ｈ１１ꎬ６０ ＝２４.８９６
Ｐ＝０.００９

　 　 表中数据以(平均值±标准误)表示ꎬ差异显著的因子用黑体表示.

表 ２　 中华草龟和红耳滑龟肠道细菌群落多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｍｙｓ ｒｅｅｖｅｓｉｉ ａｎｄ Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ ｓｃｒｉｐｔａ ｅｌｅｇａｎｓ

Ｃｈａｏ１指数 Ｓｈａｎｎｏｎ￣ｗｉｅｎｅｒ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｏｔｕｓ指数

Ｃ ５３８.９５±２３.６７ ５.８３±０.１７ ０.９３±０.０１ ５３０.００±２３.３７
Ｒ ５４２.８３±３１.６４ ６.００±０.２０ ０.９３±０.０１ ５３５.９５±３２.０６

显著性
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

ｔ＝－０.０９８
Ｐ＝ ０.９２４

ｔ＝－０.６４６
Ｐ＝ ０.５３３

ｔ＝－０.２７１
Ｐ＝ ０.７９３

ｔ＝－０.１５０
Ｐ＝ ０.８８４

　 　 表中数据以(平均值±标准误)表示ꎬ差异显著的因子用黑体表示.

３.３　 肠道菌群组成结构分析

根据物种注释结果ꎬ７２个样品在本次检测中所属细菌归类为 ４５ 个门、１０７ 个纲、２５９ 个目、４０２ 个科、
８８４个属. 在门水平上ꎬ变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、厚壁杆菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ)是红耳

滑龟和中华草龟的优势菌门ꎬ在红耳滑龟肠道菌群中占 １２.３６％ ~ ３９.７１％ꎻ在中华草龟中占 ２３.５６％ ~
２５.６６％. 此外ꎬ在红耳滑龟和中华草龟肠道菌群中占比较高的还有梭杆菌门(Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ)、蓝细菌门

(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、疣微菌门(Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ)、酸杆菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ)、迷踪菌门(Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ)、脱
硫杆菌门(Ｄｅｓｕｌｆｏｂａｃｔｅｒｏｔａ)、绿弯菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ) (图 ３) . 在红耳滑龟和中华草龟肠道中ꎬ变形菌门

(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、厚壁杆菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ)、梭杆菌门(Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ)、蓝细菌门

(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、酸杆菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ)和绿弯菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)所占的比例存在显著差异(Ｐ<０.０５) .

图 ３　 不同处理下红耳滑龟和中华草龟肠道菌群门的相对丰度

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔａｘａ ｏｎ ｐｈｙｌｕｍ ｉｎ Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ ｓｃｒｉｐｔａ ｅｌｅｇａｎｓ ａｎｄ Ｃｈｉｎｅｍｙｓ ｒｅｅｖｅｓｉｉ

在属水平上ꎬ梭菌－１属(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿ｓｅｎｓｕ＿ｓｔｒｉｃｔｏ＿１)、拟杆菌属(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ)、罗姆布茨菌属(Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ)
是红耳滑龟的优势菌属ꎬ占 ７.４６％~１４.２４％ꎬ而鲸杆菌属(Ｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、拟杆菌属(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ)、不动杆菌属

(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ)、管道杆菌属(Ｃｌｏａｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、Ｃ３９ 属(Ｃ３９)细菌是中华草龟的肠道优势菌属ꎬ占 ４.０６％ ~
９.６３％(图 ４) . 在红耳滑龟和中华草龟肠道中ꎬ梭菌－１属、鲸杆菌属、不动杆菌属、罗姆布茨菌属、管道杆菌属、
Ｃ３９属的丰度存在显著差异(Ｐ<０.０５) .
３.４　 肠道菌群组成差异分析

基于加权和非加权的 Ｕｎｉｆｒａｃ 距离的 ＮＭＤＳ 分析表明ꎬ不同处理组龟的肠道菌群群落组成差异显著

(加权:Ｒ＝ ０.０９８ꎬＰ＝ ０.００５ꎻ非加权:Ｒ＝ ０.１６ꎬＰ＝ ０.００５)(图 ５ Ａ、Ｂ) .
—０６—
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陈　 燏ꎬ等:微塑料对入侵种红耳滑龟和土著种中华草龟肠道菌群的影响

图 ４　 不同处理下红耳滑龟和中华草龟肠道菌群属的相对丰度

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔａｘａ ｏｎ ｇｅｎｅｒａ ｉｎ Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ ｓｃｒｉｐｔａ ｅｌｅｇａｎｓ ａｎｄ Ｃｈｉｎｅｍｙｓ ｒｅｅｖｅｓｉｉ

ＭＤＳ１和 ＭＤＳ２表示组成位置梯度

图 ５　 基于 ＡＳＶｓ水平的非度量多维尺度分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＮＭＤＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＡＳＶｓ ｌｅｖｅｌ

ＬｅｆＳｅ 分 析 结 果 表 明ꎬ 梭 杆 菌 门 ( Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ )、 疣 微 菌 门 ( Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ )、 鲸 杆 菌 属

(Ｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、拟杆菌属(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ)、阿克曼菌属(Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ)和 Ｃ３９ 属在 ＣＣ 组显著富集ꎬ厚壁菌门

(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、罗姆布茨菌属(Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ)在 ＲＣ组显著富集(图 ６ Ａ) . 厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)和阿克曼菌属

(Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ) 在 ＲＬ 组显著富集ꎬ而在 ＣＬ 组并没有出现显著富集的菌群 (图 ６ Ｂ) . 厚壁菌门

(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、罗姆布茨菌属(Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ)和梭菌－１属(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿ｓｅｎｓｕ＿ｓｔｒｉｃｔｏ＿１)在 ＲＭ组显著富集ꎬＣ３９
属和管道杆菌属(Ｃｌｏａｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ)在 ＣＭ组呈现显著富集(图 ６ Ｃ) . 厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、罗姆布茨菌属

(Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ)和梭菌属(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ)在 ＲＨ组显著富集ꎬＣ３９属和管道杆菌属(Ｃｌｏａｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ)在 ＣＨ 组呈

现显著富集(图 ６ Ｄ) .
当仅在孵化期间添加微塑料时 (Ｆ＋ ＋Ｗ－ )ꎬ在门水平上ꎬ变形菌门 ( Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ) 和蓝细菌门

(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)在中华草龟的肠道菌群中显著富集ꎬ而拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ)和厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)在红

耳滑龟肠道菌群中显著富集ꎻ在属水平上ꎬ芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)、Ｃ３９属和管道杆菌属(Ｃｌｏａｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ)在中

华草龟肠道菌群中显著富集ꎬ而罗姆布茨菌属(Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ)、拟杆菌属(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ)和梭菌－１属(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿
ｓｅｎｓｕ＿ｓｔｒｉｃｔｏ＿１)在红耳滑龟内显著富集(图 ７ Ａ) . 当孵化成功后继续添加微塑料(Ｆ＋Ｗ＋)ꎬ在门水平上ꎬ两种龟

都没有出现特异性富集的菌群ꎬ而在属水平上ꎬＣ３９ 属、管道杆菌属(Ｃｌｏａｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ) 和不动杆菌属

(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ)在中华草龟肠道内呈现显著富集ꎬ而噬氢菌属(Ｈｙｄｒｏｇｅｎｏｐｈａｇａ)、罗姆布茨菌属(Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ)
和梭菌－１属(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿ｓｅｎｓｕ＿ｓｔｒｉｃｔｏ＿１)在红耳滑龟肠道菌群内显著富集(图 ７ Ｂ) .

—１６—
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柱状图的长度代表差异物种的影响大小( ｜ ＬＤＡ ｜ >４)
图 ６　 两种龟喂食不同浓度微塑料肠道菌群 ＬＤＡ 值分布柱状图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｂａｒ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＬＤＡ ｖａｌｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｔｗｏ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｔｕｒｔｌｅｓ ｆｅｄ
ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏｐｌａｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

柱状图的长度代表差异物种的影响大小( ｜ ＬＤＡ ｜ >４)
图 ７　 两种龟孵化后继续添加微塑料肠道菌群 ＬＤＡ 值分布柱状图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｂａｒ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＬＤＡ ｖａｌｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｔｗｏ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｔｕｒｔｌｅｓ
ａｆｔｅｒ ｈａｔｃｈｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｐｌａｓｔｉｃｓ

—２６—
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陈　 燏ꎬ等:微塑料对入侵种红耳滑龟和土著种中华草龟肠道菌群的影响

３.５　 讨论

采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ高通量测序技术对红耳滑龟和中华草龟的肠道菌群多样性与结构进行研究. 研究结

果表明ꎬ两个物种的肠道菌群丰度和多样性不存在显著差异(表 ２)ꎬ但是两个物种的肠道菌群构成存在显

著差异. 孵化期间微塑料会降低两个物种的肠道菌群多样性和丰度(表 １)ꎬ但是ꎬ孵化成功后摄入微塑料

并没有显著改变其肠道菌群的物种分布.
虽然红耳滑龟和中华草龟的肠道菌群结构存在显著差异ꎬ但是两个物种共同拥有 ８６.３８％ ~９２.５５％的

ＡＳＶｓ. 其中ꎬ１８.１１％来自变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)ꎬ３１.６４％来自厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)ꎬ２８.８８％来自拟杆菌门

(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ)ꎬ１０.８５％来自蓝细菌门(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) . 研究表明ꎬ构成红耳滑龟肠道菌群的主要菌门是厚壁

菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)和拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ) [２８]ꎬ这与本研究结果一致. 这两个菌门也是其他龟类动物肠道内

的主要菌门ꎬ比如地鼠陆龟(Ｇｏｐｈｅｒｕｓ ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ) [２９]、绿海龟(Ｃｈｅｌｏｎｉａ ｍｙｄａｓ) [３０] . 厚壁菌门和拟杆菌门在肠

道中分别负责将纤维素分解为短链脂肪酸和降解碳水化合物以及促进宿主肠道免疫系统的发育[３１] . 红耳滑

龟和中华草龟在不同处理下具有的共同菌群维持了两者的基本功能和肠道菌群的动态变化. 此外ꎬ在两个物

种的肠道菌群中发现了 １０.８５％的蓝藻菌门(图 ３) . 蓝藻菌门作为水体环境中存在较多的细菌ꎬ可以通过饮食

进入肠道ꎬ已经在许多不同种类的水生生物的肠道菌群中发现了丰度较高的蓝藻菌门细菌[３２－３３] . 梭杆菌门

(Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ)在中华草龟的肠道菌群内所占的比例显著高于红耳滑龟(图 ３) . 梭杆菌门在爬行动物中并不

常见ꎬ但是可以从受感染的动物的肠道菌群中发现ꎬ例如美洲短吻鳄(Ａｌｌｉｇａｔｏｒ ｍｉｓｓｉｓｓｒｐｐｉｎｓｉｓ) [３４] . 这表明在摄

入微塑料后ꎬ中华草龟的肠道比红耳滑龟更容易受到感染. 此外ꎬ厚壁杆菌门和变形菌门的比例在两个物种

中存在显著差异ꎬ在红耳滑龟肠道内占 ５２.０７％ꎬ而在中华草龟肠道内占 ４７.４１％(图 ３) . 较高比例的厚壁菌门

和变形菌门细菌可以通过产生多种分解纤维素和半纤维素的消化酶帮助宿主消化[３５] . 这说明红耳滑龟消化

植物的能力比中华草龟更强ꎬ也导致红耳滑龟与中华草龟在发育过程中对食物要求的差异.
在孵化期间添加微塑料造成了两个物种肠道菌群丰度和多样性下降ꎬ这与以往的研究结果一致ꎬ水生生

物摄入微塑料会造成肠道菌群多样性降低[３６－３７] . 可能的原因是微塑料在宿主肠道中积累后ꎬ通过物理伤害

或氧化应激改变宿主肠道中的特定条件ꎬ比如 ｐＨ等ꎬ使肠道菌群失调[３８] . 但是ꎬ孵化成功后摄入不同浓度的

微塑料并没有造成两个物种的肠道菌群的多样性和丰度出现显著性差异(表 ２)ꎬ这可能与两种龟的发育阶

段密切相关. 研究发现ꎬ在胚胎发育到性成熟发育过程中ꎬ斑马鱼肠道菌群的组成及物种丰富度的演替指数

较低[３９] . 这表明ꎬ随着发育时间的增加ꎬ肠道菌群组成结构的稳定性增加. 对水生动物的大量相关研究表明ꎬ
肠道菌群受多种因素影响ꎬ例如食物类型、饲养环境、健康状况、生活史阶段等[４０－４１] . 因此ꎬ本研究采用同龄的

红耳滑龟和中华草龟ꎬ以及在相同的环境下饲养 １４ ｄꎬ以尽可能排除以上因素的干扰.
动物的肠道与菌群之间通过复杂的相互作用来维持机体的稳态ꎬ当菌群的组成或者功能失调时ꎬ会引

起肠道疾病或者其他疾病[４２] . 通过 ＬＥｆＳｅ分析发现ꎬ不同处理组的红耳滑龟和中华草龟各有不同的菌显

著富集(图 ６、７) . 梭杆菌门在中华草龟对照组的肠道菌群内显著富集ꎬ而梭杆菌门往往与一些疾病有

关[４３] . 厚壁菌门在不同处理组的红耳滑龟的肠道内均显著富集. 厚壁菌门在消化植物纤维过程中起着重

要作用[４４]ꎬ这表明在自然条件下ꎬ红耳滑龟有更大的摄取及消化食物的潜力ꎬ而这种潜力促进了其入侵成

功. 而梭杆菌门在中华草龟的肠道内富集ꎬ使得中华草龟更容易遭受不良环境的侵染ꎬ存在更高的致病致

死率. 同样ꎬ条件致病菌属管道杆菌属(Ｃｌｏａｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ)在摄入中浓度和高浓度的微塑料颗粒的中华草龟

肠道内呈现显著富集. 管道杆菌属常与肠道炎症有关ꎬ其相对丰度与其宿主的健康状况成反比. 变形菌门

Ｃ３９属菌也在中华草龟的肠道内富集ꎬ变形菌门细菌的增加往往与炎症发生、肠道黏膜被破坏和肠道通透

性有关[４５] . 多种致病菌在中华草龟的肠道菌群中富集. 这表明ꎬ在不良条件下ꎬ中华草龟具有潜在的高发

病率ꎬ并且抵抗不良环境的能力较弱. 梭菌属是一种条件致病菌ꎬ经常会引起肠道感染等[４６]ꎬ这种菌仅在

摄入高浓度微塑料的红耳滑龟和摄入中浓度微塑料的中华草龟的肠道内富集. 这表明红耳滑龟比中华草

龟耐受不良环境的能力更强ꎬ这一观点也被以前的研究证实[４７] .
比较孵化期间添加微塑料对两个物种肠道菌群的影响发现ꎬ多种条件致病菌仅在孵化期间添加微塑

料的中华草龟的肠道内富集ꎬ比如变形菌门、管道杆菌属. 在孵化期间添加微塑料并在孵化成功后继续添

加微塑料的红耳滑龟和中华草龟的肠道菌群内ꎬ分别出现了梭菌属和管道杆菌属等多种条件致病菌的富

集ꎬ表明在孵化期间添加微塑料会对红耳滑龟和中华草龟的肠道菌群造成影响ꎬ孵化成功后继续添加微塑

—３６—
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料比仅在孵化期间添加微塑料的危害更大.

４　 结论

本研究通过高通量测序技术分析在龟卵孵化期、稚龟生长期添加不同浓度的微塑料对入侵种红耳滑

龟和土著种中华草龟肠道菌群的影响ꎬ研究发现红耳滑龟和中华草龟两个物种的肠道菌群在多样性和丰

度上并没有显著差异ꎬ但是在组成结构上存在显著差异. 红耳滑龟肠道菌群内存在多种抵抗不良环境的

细菌ꎬ而中华草龟肠道内存在多种条件致病菌. 红耳滑龟和中华草龟暴露于微塑料中肠道微生物的差异

性富集ꎬ更有助于解释相对于土著物种ꎬ红耳滑龟具有更强的生态适应能力ꎬ从而可以成功入侵并建立种

群的深层次原因.
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