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摘　 要: 微生物在自然界普遍存在ꎬ且具有降解植物细胞壁的特殊功能ꎮ 动物胃肠道寄生的微生物与宿主生长发育和

机体代谢密切相关ꎬ可以帮助动物将植物源性物质转化为机体所需要的营养物质ꎮ 基于高通量测序的宏基因组学技术

和分析方法的改进ꎬ使人们对复杂环境中微生物的研究更加方便、透彻ꎮ 而宏基因组学技术应用于动物胃肠道微生物的

研究ꎬ则有助于挖掘胃肠道微生物基因库并筛选其中的功能基因ꎮ 这不仅对动物生长发育调控、疾病预防等基础研究具

有重要意义ꎬ而且在工业生产及食品安全等领域也发挥着重要作用ꎮ 就基于高通量测序技术的宏基因组技术在动物胃

肠道微生物分类、功能应用等方面的研究进行了梳理和综述ꎬ旨在为动物科学生产及微生物发酵等相关领域的研究工作

提供科学指导ꎮ
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　 　 植物是自然界中普遍存在的重要可再生资

源ꎬ且存量巨大ꎬ但大多数是人类不能直接利用

的ꎮ 草食性动物及杂食性动物具有其他动物所没

有的能力———消化植物纤维ꎬ将植物纤维转化为

肉、蛋、奶等产品供人类利用ꎮ 这种转化作用主要

为草食性动物胃及肠道寄生微生物对植物细胞壁

中复杂碳水化合物的降解作用ꎬ包括对木聚糖、果
胶、纤维素等的降解作用ꎮ 揭示动物胃肠道中主



要微生物的作用机理ꎬ对人工干预和提高植物源

性资源向动物产品转化的效率ꎬ促进动物科学精

准饲养ꎬ以及植物源性材料的人工发酵等具有重

要意义ꎮ
随着技术的发展ꎬ基于高通量测序技术的宏

基因组技术ꎬ通过提取特定环境中的微生物总

ＤＮＡ、构建文库ꎬ可以获得大量微生物群落种类、
丰度及相关生物学信息ꎮ 相对于传统微生物研究

方法的分离、培养ꎬ更能获得大量的不可培养的微

生物信息ꎬ是目前研究特定环境微生物的重要技

术手段ꎮ 本文综述了常见 Ｒｏｃｈｅ ４５４、Ｉｌｌｕｍｉｎａ 基

因分析和 ＡＢＩ ＳＯＬｉＤ 测序三大高通量测序平台的

宏基因组技术在动物胃肠道微生物的研究应用进

展ꎬ旨在为动物科学生产及微生物发酵等相关领

域的研究工作提供科学指导ꎮ

１　 基于高通量测序的宏基因学技术在反
刍动物胃部微生物方面的应用研究

　 　 大多数哺乳动物缺乏消化植物细胞壁(纤维

素、半纤维素、果胶、β￣葡聚糖、低聚糖和木质素

等)的酶ꎬ而反刍动物等草食动物可通过瘤胃降

解消化植物ꎬ利用在瘤胃中微生物的厌氧发酵产

生的短链脂肪酸ꎬ以获得所需的大部分营养ꎬ约是

动物所需营养的 ６０％ ~ ８０％ꎬ其余 ２０％左右的能

量在大肠部位消化吸收[１]ꎮ 由于胃肠道微生物

种类繁多、丰度不一、作用多样ꎬ常规分离提取培

养等方法难以全面了解这些微生物发酵的分子机

理ꎮ 随着现代 ＤＮＡ、ＲＮＡ 测序技术和生物学信息

分析技术的发展ꎬ现代宏基因组学为人们研究反

刍动物胃肠道微生物群落结构功能提供了新的思

路与方法ꎮ

１.１　 甲烷排放相关研究

牛、羊等反刍动物的瘤胃是一个巨大的微生

物资源库ꎬ拥有丰富的菌种ꎮ 主要有细菌、古菌、
原虫和真菌ꎬ是迄今为止已知的分解纤维物质能

力最强的天然发酵罐ꎬ可在厌氧条件下将纤维、果
胶、淀粉和蛋白质等降解为短链脂肪酸等营养物

质供机体吸收ꎮ 瘤胃中的真菌对发酵作用影响显

著ꎬ相对于纤维素ꎬ其能更有效地降解木质素[２]ꎮ
反刍动物瘤胃中含量较少的古菌主要是甲烷菌

属ꎬ且甲烷产量可以作为衡量瘤胃对日粮利用效

率的重要指标[３]ꎮ 但是ꎬ甲烷气体是引起温室效

应的主要因素之一ꎬ畜牧业中的甲烷排放对引起

全球变暖的温室效应有着不可推卸的责任ꎮ 畜牧

生产中甲烷气体主要是植物在反刍动物瘤胃的厌

氧环境下由甲烷菌属的相关产甲烷菌发酵后产生

的[４]ꎮ 由于产甲烷菌群落组成复杂ꎬ难以完全鉴

定ꎬ特别是在动物体内环境中[５]ꎮ 传统检测反刍

动物胃肠的甲烷菌是通过针对已知的甲基辅酶 Ｍ
还原酶 ａ 亚基(ｍｅｔｈｙｌ ｃｏｅｎｚｙｍｅ￣Ｍ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ Ａꎬ
ｍｃｒＡ)或 ＳＳＵ(ｓｍａｌｌ￣ｓｕｂｕｎｉｔ) ｒＲＮＡ 数据库设计引

物ꎬｑＰＣＲ 扩增检测特定类群微生物数量ꎻ或者用

一些化学标记物检测产甲烷菌代谢附属物ꎬ来分

析产甲烷古菌的代谢情况[６]ꎮ 但因为数据库更

新慢、引物特异性低和代谢附属物易受体内其他

条件影响等因素ꎬ造成检测精度低、获得的信息量

少ꎮ 例如ꎬＴｙｍｅｎｓｅｎ[７] 用 ５ 种常用 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 引

物扩增检测黑安格斯牛瘤胃液中的古菌ꎬ结果之

间有一些偏差ꎮ 但高通量测序技术以其高输出量

和高解析度的优点ꎬ可更加全面的检测反刍动物

瘤胃复杂微生物环境中古菌的生物学信息ꎮ
Ｓｎｅｌｌｉｎｇ 等[８]运用传统 Ｓａｎｇｅｒ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增

及 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台高通量 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序ꎬ分析

了苏格兰高地绵羊瘤胃中产甲烷的甲烷短杆菌、
甲烷杆菌及甲烷球菌ꎬ对比测序结果分析后发现

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台高通量的 Ｖ６￣Ｖ８ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序

能更高效用于检测瘤胃古菌群落的研究ꎮ

１.２　 植物降解相关研究

瘤胃对植物的降解作用ꎬ主要是瘤胃中原虫、
真菌及细菌微生物发酵产生可降解植物的相关酶

类ꎮ 传统研究反刍动物瘤胃微生物对植物降解作

用的方法ꎬ需要对瘤胃内容物提取、分离后培养鉴

定ꎬ方法繁琐ꎬ获得数据量少ꎬ且有大量不可培养

的微生物流失ꎮ 运用高通量测序的宏基因组技术

可获得大量与植物降解相关的微生物信息ꎮ 例

如ꎬＳｉｎｇｈ 等[９] 对印度水牛瘤胃中的微生物做高

通量测序后ꎬ获得 １３７ ２７０ 个 ｃｏｎｔｉｇｓ( ｃｏｎｔｉｇｕｏｕｓ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ)ꎮ 鉴定后有 ２ ６１４ 个具有编码降解酶

功能的 ｃｏｎｔｉｇｓꎬ 包括聚糖水解酶类 ( ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ
ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓꎬＧＨ: １９４３ ｃｏｎｔｉｇｓ)、糖结合模块(ｃａｒｂｏ￣
ｈｙｄｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｕｌｅꎬＣＢＭ: ２３ ｃｏｎｔｉｇｓ)、糖基转

移酶( ｇｌｙｃｏｓｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＧＴ: ３７３ ｃｏｎｔｉｇｓ)、糖类

酯酶(ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｅｓｔｅｒａｓｅｓꎬＣＥ: ２５９ ｃｏｎｔｉｇｓ)及多

聚糖裂解酶类(ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｌｙａｓｅｓꎬＰＥ: １６ ｃｏｎ￣
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ｔｉｇｓ)ꎻＲｏｓｅｗａｒｎｅ 等[１０] 对饲喂无芒虎尾草的印度

阉牛采用瘤胃瘘管法采集瘤胃食糜后ꎬ以 Ｒｏｃｈｅ
４５４ 平台 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因高通量测序ꎬ对瘤胃微生

物生物信息分析发现ꎬ有 ５０ 多个显著的多聚糖利

用作 用 位 点 ( ｓｕｓ￣ｌｉｋｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｌｏｃｉꎬＰＵＬｓ)ꎬ且这些位点在草食动物中广泛存在ꎬ
主要起降解植物的作用ꎻＷａｎｇ 等[１１] 通过高通量

测序对瘤胃木质纤维素降解相关细菌检测后ꎬ鉴
定出了大量木质纤维素特异降解性细菌ꎻＳａｒｕｂｂｉ
等[１２]采用基于高通量测序的宏基因组技术分析

了奶牛瘤胃微生物对高粱、玉米青贮的降解作用ꎬ
对关键性纤维素分解微生物及木聚糖分解相关微

生物的丰度、组成测序后ꎬ关联日增重与产奶量后

发现瘤胃对两者的降解能力相同ꎬ无显著差异ꎬ从
而得知高粱、玉米青贮可互替代ꎮ 应用高通量测

序的宏基因组技术能够方便的获得大量植物降解

相关微生物的生物学信息ꎬ为动物营养学等提供

参考ꎮ

１.３　 与抗病致病基因筛选相关的研究

动物体内微生物与动物健康、人类食品安全

密切相关ꎮ 尽管大部分牛瘤胃肠道微生物都已经

鉴定出来ꎬ但是少有整个群落基因的功能性研究ꎬ
特别是关于抗病、致病性微生物的研究ꎮ 基于高

通量测序技术的宏基因组学研究ꎬ在单方面获得

微生物多样性信息的同时ꎬ可以从整个微生物环

境的层面来获得与抗病、致病相关的微生物信息ꎮ
如 ２０１２ 年ꎬＳｉｎｇｈ 等[１３]对印度水牛瘤胃内容物进

行了高通量宏基因组测序分析ꎬ在获得瘤胃微生

物多样性信息的同时ꎬ研究其抗菌素耐药性及细

菌毒力时发现ꎬ测序结果中有 ６.４４％的基因序列

为病毒相关基因ꎬ与抗生素抵抗和毒素生成有关ꎬ
且这一数据高于肉鸡盲肠微生物的 ５.３９％和奶牛

瘤胃微生物的 ４.４３％ꎻ为研究瘤胃微生物与细菌

及抗菌素抗性之间的关系ꎬＲｅｄｄｙ 等[１４] 对饲喂

青、干粗饲料的印度水牛瘤胃液及食糜中的微生

物应用高通量测序宏基因组技术ꎬ发现在门水平ꎬ
所有组中拟杆菌门和厚壁菌门分别占各组微生物

的第一和第二ꎬ且瘤胃液、固体食糜中ꎬ关于氧化

性应激应答和抗病性功能基因序列基本相同ꎬ但
抗氟喹诺酮、 多耐药性外排泵 ( ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ(ＭＤＲ) ｅｆｆｌｕｘ ｐｕｍｐｓ)和抗甲氧西林相

关基因的表达却交叉分布于 １１、９、１４ 种细菌中ꎮ
另外ꎬ细菌与噬菌体应答、包装及噬菌体原体有

关ꎬ链球菌噬菌体与拟杆菌门、厚壁菌门和变形菌

门细菌分布有关ꎮ 高通量测序的宏基因组技术不

仅可以对反刍动物瘤胃微生物做出基础的菌群群

落分析ꎬ也可相对定量的做出定性分析ꎮ

１.４　 日粮组成对反刍动物瘤胃微生物的影响

瘤胃微生物稳态受多方面的影响ꎬ其中不同

日粮组成对瘤胃微生物影响显著ꎮ 在日粮组成对

反刍动物瘤胃微生物影响的相关研究方面ꎬ采用

基于高通量测序的宏基因组技术ꎬ对不同日粮处

理的反刍动物瘤胃样检测后ꎬ可获得远多于传统

方法的大量微生物的生物学信息ꎬ便于更准确的

分析日粮与瘤胃微生物的关系ꎮ 如 Ｐｉｔｔａ 等[１５] 用

不同精粗比例的饲料饲喂印度水牛 ６ 周后ꎬ采集

瘤胃食糜、瘤胃液后进行高通量测序共获得

３３３ ８５１ ｐｙｒｏｔａｇｓꎮ 做系统进化分析( ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ａｎａｌｙｓｉｓ)后显示ꎬ不同比例粗饲料日粮 ( ５０％、
７５％、１００％粗饲料)可引起瘤胃微生物的显著性

差异ꎻ不同日粮成分可引起微生物群落组成的不

同ꎮ 在属水平ꎬ日粮的变化会引起微生物群落组

成的显著差异:在 １００％粗饲料组中ꎬ瘤胃球菌属

(Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ)和纤维杆菌属(Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ)含量

与其他两组相比显著增高ꎻ在 ５０％粗饲料组中普

氏菌属(Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ)含量显著高于其他组ꎮ Ｐａｔｅｌ
等[１６]以不同青草、干草粗饲料与不同精饲料比例

的日粮饲喂水牛ꎬ提取瘤胃样本进行高通量宏基

因组测序ꎬ分析碳水化合物激活酶( ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
ａｃｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅｓꎬ ＣＡＺｙｍｅｓ)ꎬ 共获得 ２ ５９７ 个被

ＣＡＺｙｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏｏｌｋｉｔ (ＣＡＴ)识别的 ＣＡＴ 重叠

区(ｃｏｎｔｉｇｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ)ꎻ饲喂青草粗饲料的水牛瘤

胃中多糖降解细菌属(如纤维杆菌属、普氏菌属、
拟杆菌属、放线菌属和瘤胃球菌属细菌)丰度显

著高于饲喂干草粗饲料组ꎬ且果胶消化酶类(如
果胶裂合酶 １、胶裂合酶 １０ 及多糖降解酶 ２８)显
著高于饲喂干草粗饲料组ꎮ 相似的ꎬＰａｒｍａｒ 等[１７]

对 ８ 头以青草、干草为粗饲料的水牛瘤胃微生物

做高通量宏基因组测序分析后发现ꎬ两种粗饲料

处理水牛瘤胃微生物均是:在门水平上ꎬ拟杆菌占

主要地位ꎻ在属水平上ꎬ普氏菌属占最多数ꎮ 相对

于瘤胃液ꎬ固体食糜中厚壁菌门与拟杆菌门微生

物比率较高ꎮ 以干草为粗饲料的牛瘤胃固体食糜

中ꎬ拟杆菌门数量随着粗饲料的增加显著升高ꎮ
且在属水平ꎬ随着粗饲料比例的增加ꎬ梭菌(Ｃｌｏｓ￣
ｔｒｉｄｉｕｍ)含量显著增加ꎮ 另外ꎬ对饲喂青草、干草

９７吴 森ꎬ等:基于高通量测序的宏基因组学技术在动物胃肠道微生物方面的研究进展



组的瘤胃液中糖苷水解酶类及碳水化合物激活酶

类(ｃｅｌｌｕｌｏｓｏｍｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ)基因表达量检测发现ꎬ
随着日粮中纤维素含量的增加ꎬ糖苷水解酶 ３
(ＧＨ３)水平升高ꎮ Ｒｏｇｇｅｎｂｕｃｋ 等[１８] 对饲喂多叶

苜蓿和非洲当地热带牧草的长颈鹿瘤胃液及固体

内容物进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增及 Ｒｏｃｈｅ ４５４ 平

台高通量测序后发现ꎬ瘤胃液与内容物微生物之

间没有显著差异ꎻ不同饲草饲喂的长颈鹿瘤胃微

生物中厚壁菌门及拟杆菌门细菌均表现出较高丰

度ꎬ其中普氏菌属和甲烷短杆菌属(Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉ￣
ｂａｃｔｅｒ)丰度最高ꎻ而且在测序结果中约 ２０％的细

菌序列为首次发现的细菌序列ꎮ 这些均是调整日

粮后ꎬ应用高通量测序技术所得到的丰富详细的

宏基因组学信息ꎬ极大的方便了学者对日粮与动

物胃部微生物关系的把握ꎮ

１.５　 牛不同发育阶段瘤胃微生物的变化研究

反刍动物瘤胃微生物对机体的生理活动非常

重要ꎮ 但是ꎬ在以牛为典型代表的反刍动物的生

长过程中ꎬ微生物群落的种类、丰度如何变化呢?
Ｊａｍｉ 等[１９]选取了从出生 １ ｄ 到 ２ 岁的成年以色

列荷斯坦奶牛ꎬ研究宿主年龄变化对瘤胃微生物

群落的影响ꎮ 其中ꎬ６ 月龄和 ２ 岁龄采用 ７０％精

料＋３０％粗饲料饲喂ꎬ２ 月龄断奶牛饲喂母乳和特

定的固体补充精料ꎬ初生犊牛 ６ 头仅饲喂初乳ꎮ
结果发现ꎬ瘤胃发酵整个过程是一个从有氧发酵

到无氧发酵的过程ꎬ微生物群落逐渐丰富活跃ꎮ
其中初生犊牛瘤胃中几乎没有成年牛瘤胃中的微

生物ꎻ６ 月龄与 ２ 岁牛虽然饲喂饲料相同ꎬ但瘤胃

微生物菌群有着显著差异ꎻ相对于初生牛ꎬ成年牛

瘤胃微生物环境更加均衡、严格ꎬ菌群更趋于多样

化ꎬ２ 岁时瘤胃微生物群落趋于成熟稳定ꎻ从出生

到成年ꎬ牛瘤胃中微生物在门水平主要由变形菌

门、厚壁菌门和拟杆菌门的细菌组成ꎬ占主要地

位ꎬ且随着年龄的增长变形菌门细菌的数量下降ꎬ
２ 月龄后拟杆菌门数量虽有变化但基本保持一定

水平(图 １)ꎻ在出生 ３ ｄ 后普氏菌属、粪球菌属

(Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ)和水解纤维素有关的瘤胃球菌属等

细菌逐渐增多并表现出一定丰度ꎬ逐渐完善了瘤

胃功能(表 １)ꎮ 这一趋势与一项研究人类婴儿随

着年龄增长大肠微生物变化的报道类似:随着机

体的成熟ꎬ消化机能逐步完善ꎬ体内微生物种群会

逐渐丰富[２０] ꎮＫｏｅｎｉｇ等[２１] 关于婴儿肠道微生物

图 １　 不同年龄阶段牛瘤胃微生物门水平变化[１９]

Ｆｉｇ.１　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｒｕｍｅｎ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ[１９] .
注:ａ:各年龄阶段牛瘤胃微生物门属水平分布ꎻ ｂ、ｃ、ｄ:不同年龄阶段各组变形菌门、拟杆菌门和厚壁菌门微生物所占比例ꎬ图中不同

小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
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表 １　 不同年龄阶段牛瘤胃微生物属水平变化[１９]

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｒｕｍｅｎ ａｔ ｇｅｎｅｒａ ｌｅｖｅｌ[１９] .

门 属种 １ 日龄(％) ３ 日龄(％) ２ 月龄(％) ６ 月龄(％) ２ 岁龄(％)

拟杆菌门
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ

普氏菌属 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ３.８５±３.３５ ４８.８８±６.９８ ５９.６８±５.１５ ５６.６６±５.２８
拟杆菌目

∗Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ １.４８±０.８２ ０.３４±０.１６ ０.５２±０.１４ ０.２７±０.０５

梭菌属 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ２.１６±１.０２ １.８１±０.３５ ０.８６±０.１５ ５.２４±１.１９ ４.６０±０.６７
毛旋菌科

∗Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ０.０８±０.０２ ３.５８±０.７３ ５.０２±０.７３ ７.０２±１.０３

琥珀酸菌属
Ｓｕｃｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍ ０.２２±０.１３ ０.７６±０.０８ １.３５±０.１７ ２.０１±０.３６

粪球菌属 Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ ０.１３±０.１１ １.２４±０.３８ １.６８±０.２３ １.８８±０.２０
瘤胃球菌属
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ０.２０±０.１３ １.３０±０.４４ １.５０±０.２０ １.６０±０.１１

瘤胃菌科
∗Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ０.６７±０.２８ ０.８０±０.１８ ５.３０±１.３４ ５.５６±０.８２

丁酸弧菌属 Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ １.４１±０.８６ ２.４４±０.６１ ９.１７±１.６６

梭菌目
∗Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ Ｆａｍｉｌｙ
ＸＩＩＩ.ＩｎｃｅｒｔａｅＳｅｄｉｓ

０.１５±０.０６ ０.９９±０.２１ １.３８±０.２５

厚壁菌门
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ

月行单孢菌属
Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｓ ０.１３±０.０２ ０.２７±０.０７ １.０３±０.２２

光岗菌属 Ｍｉｔｓｕｏｋｅｌｌａ ０.０８±０.０１ ０.１４±０.０２ ０.５８±０.２０
真菌属 Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０.５０±０.０５ ０.５６±０.０７ ０.７１±０.０４
罗氏菌属 Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ ０.０６±０.０１ ０.２２±０.０３ ０.４１±０.０５

假丁酸弧菌属 Ｍｏｒｙｅｌｌａ ０.１５±０.０１ ０.１０±９.０３Ｅ－０５ ０.３８±０.１０
丹毒丝菌属 Ｂｕｌｌｅｉｄｉａ ０.０６±０.０２ ０.１０±０.０２ ０.２１±０.０５

毛螺旋菌属
Ｌａｃｈｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０.０８±０.０４ ０.１１±０.０２ ０.１６±０.０４

颤螺旋菌属 Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａ ０.５５±０.１６ ０.１３±０.０２ ０.１１±０.０２
毛螺菌属 Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａ ０.１５±０.０６ ０.０５±５.３１Ｅ－０５ ０.０８±０.０２

变形菌门
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

毛螺菌属 Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａ ０.１５±０.０６ ０.０５±５.３１Ｅ－０５ ０.０８±０.０２
琥珀酸弧菌属
Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ ３４.４５±９.４７ ８.４５±２.２９ １.４１±０.３２

总和 ２.１６ ８.４４ ９５.５３ ９３.８５ ９５.２３

　 注:各组各个年龄段微生物属水平微生物平均丰度值ꎬ未达属水平的菌目标以∗ꎮ

的研究印证了这一点ꎬ同时也指出儿童肠道微生

物群落在 ２.５ 岁后基本趋于稳定ꎮ 高通量测序的

宏基因组技术为研究各个发育阶段微生物提供了

充足的数据支持ꎬ使得整个发育阶段微生物变化

脉络更加清晰完备ꎬ且研究更加简单易行ꎮ

２　 基于高通量测序的宏基因组学技术在
动物肠道微生物方面的应用研究

　 　 除了反刍动物瘤胃中微生物能消化植物纤维

以外ꎬ在草食动物和杂食动物中ꎬ大肠是一个重要

的消化器官ꎬ机体所需能量的 ２０％左右是从大肠

获取的[１]ꎮ 在利用现代宏基因组技术研究大肠

中微生物的消化作用方面ꎬＩｌｍｂｅｒｇｅｒ 等[２２]对最大

的陆地植食性动物—亚洲象大肠微生物群落的研

究中ꎬ选取 ３ 周龄和 ６ 岁的亚洲象粪便做 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
平台的高通量宏基因组检测分析后ꎬ分别获得了

３８０ 个 和 ３ ０００ 个 可 操 作 单 元 ( ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓꎬＯＴＵｓ)及 １.１ Ｇｂ 的 ＤＮＡ ｃｏｎｔｉｇｓꎬ
并发现了 ８４ 个 ＧＨ 的 ＰＵＬｓ 多属于拟杆菌门ꎬ还
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包括一些纤维素酶基因ꎮ 另外ꎬ拟杆菌门中ꎬＧＨ５
和 ＧＨ９ 家族酶表现出较高丰度ꎬ可能主要是在亚

洲象消化纤维素过程中起作用ꎮ
在肠道微生物研究中ꎬ应用高通量测序技术

可准确获得肠道微生物群落的分类、丰度信息ꎬ为
人类研究肠道营养健康提供支持ꎮ Ｚｉｅｍｅｒ[２３] 取
猪粪便ꎬ加纤维素、果胶木聚糖连续培养 ８ 周后ꎬ
利用基于高通量测序的宏基因组技术得到 ５７５ 种

细菌菌株ꎬ分属 ６ 门:厚壁菌门(２４２)、拟杆菌门

(１８５)、变形菌门(６５)、梭菌门(５５)、放线菌门

(２３)和互养菌门(５)ꎻ与核糖体数据库( ｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ｄａｔａｂａｓｅ ｐｒｏｊｅｃｔꎬ ＲＤＰ)比对后ꎬ约有 ３０％的细菌

为不可培养菌ꎬ有 １７９ 株属于新的菌种或菌属ꎮ
其中厚壁菌门主要由毛旋菌科、肠球菌科、葡萄球

菌科及梭菌科 Ｉ(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ Ｉ)组成ꎻ拟杆菌门

以多形拟杆菌属、卵形拟杆菌属及 Ｂ.木聚糖占主

导地位ꎻ而厚壁菌和拟杆菌中的大部分菌可产生

降解植物细胞壁的酶ꎬ参与植物细胞壁的降解消

化ꎬ与肠道的消化功能有关ꎮ 之后ꎬＺｉｅｍｅｒ[２４] 还
对爱荷华州立大学农场的 ４ 头经产奶牛粪便取

样ꎬ分离细菌继续培养 ８ 周后同样采用高通量测

序的宏基因组学技术ꎬ检测微生物后并与 ＲＤＰ 比

对发现 ６ 门、４５９ 种菌属(厚壁菌门 ５１.９％、拟杆

菌门 ３０.９％、变形菌门 １１.１％、放线菌门 ３.５％、互
养菌门 １.５％、梭菌门 １.１％)ꎬ这也仅占所分离细

菌的近 ９８.５％ꎻ厚壁菌门主要有鞭毛菌科、瘤胃菌

科、丹毒菌科及梭菌科(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ Ｉ)ꎻ拟杆菌

门主要是卵形多形拟杆菌 Ｂ.及木聚糖溶解酶 Ｂ.ꎮ
类似地ꎬｄｅ Ｏｌｉｖｅｉｒａ 等[２５]对巴西 Ｎｅｌｏｒｅ 阉牛瘤胃、
小肠、大肠内容物做 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因高通量测序

检测后也发现厚壁菌门和拟杆菌门微生物为各个

组织部位的主要菌群ꎮ Ｎｉ 等[２６]对 ２４ 条草鱼大肠

微生物做宏基因组检测后发现有 １１６ 种古菌和

１ １１２种细菌ꎬ且主要为厚壁菌门、变形菌门和梭

菌门细菌ꎮ Ｓｉｎｇｈ 等[２７]采用高通量测序对饲料转

化率不同的印度“ＭＹ”肉鸡粪便中微生物菌群检

测后ꎬ与 ＲＤＰ、小分子 ｒＲＮＡ 数据库( ＳＳＵ ｒＲＮＡ
ｄａｔａｂａｓｅ)及 ＳＥＥＤ 数据库( ＳＥＥＤ ｄａｔａｂａｓｅ)比对

后发现ꎬ微生物中细菌占 ９５％以上ꎬ其次依次为

真核生物 ( > ２％)、 古菌 ( > ０. ２％) 和病毒 ( >
０􀆰 ２％)ꎻ在门水平ꎬ两组微生物中变形菌门、厚壁

菌门和拟杆菌门含量依次降低ꎬ在高、低饲料转化

率肉鸡粪便样品的微生物群落中变形菌门、厚壁

菌门和拟杆菌门含量依次为 ５２.０４％和 ７８.８３％、
２７.５３％和 １１.９７％、１７.５３％和 ７.１０％ꎮ 通过高通量

测序的宏基因组学技术对动物肠道微生物测序ꎬ
然后比对数据库ꎬ确定这些肠道微生物的主要功

能ꎬ为后续动物肠道营养健康研究提供了方法ꎮ

３　 基于高通量测序的宏基因组学技术在
特定功能微生物筛选中的应用

　 　 草食动物可直接消化利用植物ꎬ主要是草食

动物体内微生物在特定条件下可以产生相关的降

解酶类ꎬ来消化降解植物细胞壁ꎮ 因此ꎬ我们可以

通过研究动物体内微生物降解纤维的生物机理ꎬ
人工干预微生物微环境ꎬ调节微生物代谢向着人

类希望的方向发展ꎻ相似地ꎬ我们也可通过对草食

动物体内微生物的研究ꎬ筛选出具有特定功能的

微生物应用于工业发酵等行业ꎮ 因此ꎬ在应用基

于高通量测序的宏基因组学技术于动物研究的同

时ꎬ也可用在对特定功能微生物筛选的研究中ꎮ
例如ꎬＬóｐｅｚ￣Ｃｏｒｔéｓ 等[２８] 在研究牛瘤胃微生

物时ꎬ发现一种新的木聚糖水解酶———乙酰基木

聚糖酯酶ꎻＰａｌａｃｋａｌ 等[２９] 在牛肠道微生物中分离

出复合糖基水解酶ꎻＷｅｉｍｅｒ 和 Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ[３０] 从牛

瘤胃中分离出可产乙酸的芽孢杆菌ꎻＬｉｕ 等[３１] 应

用宏基因组学技术从中国荷斯坦牛瘤胃中分离鉴

定出一个新的厌氧型、适温、一氧化碳氧化产氢

菌ꎬ并从构建的宏基因组文库中获得 ２ 个新的脂

解酶 ＲｌｉｐＥ１ 和 ＲｌｉｐＥ２ 基因ꎮ Ｗａｎｇ 等[３２] 对牦牛

瘤胃内容物应用高通量测序的宏基因组技术构建

宏基因组文库并测序ꎬ筛选出 １４ 个属于水解酶

１０ 家族(ＧＨ１０)的木聚糖酶蛋白ꎬ这些木聚糖酶

的氨基酸序列相似度为 ２０.５％~９１.３％ꎬ并且 ７ 个

木聚糖酶基因与木糖苷酶基因有着不同的

ｃｏｎｔｉｇｓꎻＬａｒｓｂｒｉｎｋ 等[３３]对奶牛瘤胃微生物宏基因

组进行高通量测序后得到 ２７ ７５５ 个碳水化合物

水解酶候选基因ꎬ可编译 ９０ 种候选蛋白ꎬ并且其

中 ５７％的候选基因可通过酶促作用ꎬ激活抗纤维

素底物相关酶类ꎮ Ｐｏｐｅ 等[３４] 在对驯鹿瘤胃消化

木质纤维素相关微生物的宏基因组学研究中ꎬ除
了发现拟杆菌门和厚壁菌门为主要作用的微生物

以外ꎬ还鉴定出一种新的拟杆菌分支菌 ＳＲＭ￣１ꎬ分
析后发现其具有多个 ＰＵＬｓꎬ分泌 ２０ 种 ＧＨ 和其

他多种靶向碳水化合物水解酶ꎬ包括木聚糖、果胶

２８ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



和纤维素水解酶类ꎮ Ｇｒｕｎｉｎｇｅｒ 等[３５] 对从饲喂青

草、干草的奶牛瘤胃内容物建立宏基因组文库后

鉴定出一种具有高 β￣葡萄糖苷酶活性的蛋白

Ｂｇｘａ１ ( ｂｅｔａ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ / ｂｅｔａ￣ｘｙｌｏｓｉｄａｓｅ / ａｌｐｈａ￣ａｒａ￣
ｂｉｎｏｓｉｄａｓｅ ｇｅｎｅ)ꎬＢｇｘａ１ 可高效抗 ｐ￣硝基苯基￣β￣
Ｄ￣吡喃葡萄糖苷 ( ｐ￣ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ￣ｂｅｔａ￣ｄ￣ｇｌｕｃｏｐｙｒ￣
ａｎｏｓｉｄｅ ( ｐＮＰＧ))、纤维二糖( ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ)、ｐ￣硝基

苯基￣β￣Ｄ￣木 吡 喃 糖 苷 ( ｐ￣ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ￣ｂｅｔａ￣ｄ￣ｘｙ￣
ｌｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ (ｐＮＰＸ))及 ｐ￣硝基苯基￣α￣Ｄ￣阿拉伯

糖 苷 ( ｐ￣ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ￣ａｌｐｈａ￣ｄ￣ａｒａｂｉｎｏｆｕｒａｎｏｓｉｄｅ
(ｐＮＰＡｆ))ꎮ Ｂｇｘａ１ 的动力学分析显示其对以上

三种糖苷的催化活性高低依次为 ｐＮＰＧ>ｐＮＰＡｆ>
ｐＮＰＸꎻＢｇｘａ１ 的催化活性是 β￣木糖苷酶和 α￣阿拉

伯糖苷酶的 １００ 倍ꎬ对木质纤维素材料有较好的

糖化作用ꎮ Ｌｉ 等[３６] 对饲喂中国芒草的肉牛瘤胃

微生物运用宏基因组学技术ꎬ建库后筛选、克隆、
鉴定出一种新的编码 β －糖苷水解酶的基因

ｕｎｇｌｕ１３５Ｂ１２ꎬ该基因编码一个 ７７９ 氨基酸的多肽

链ꎬ具有一个 ＧＨ３ 催化位点ꎬ最适酶活条件为

ｐＨ ５.０、３８℃ꎮ

４　 展望

经过千百万年以来的自然选择和遗传进化ꎬ
草食性动物和杂食性动物具有了特有的消化利用

植物资源的生理功能ꎬ主要是其胃肠道适应了寄

生微生物ꎬ构成了一定的微生物稳态ꎮ 在这种特

殊的微生物环境中ꎬ经过微生物的发酵ꎬ降解植物

纤维为动物体所能吸收的营养物质ꎬ大幅提高了

资源的利用率ꎮ 研究并利用这一特殊的生理特

性ꎬ使得人工干预微生物高效利用植物资源成为

可能ꎮ 而且ꎬ现今人们已经清楚的认识到生物体

的生理代谢和生长发育除了受自身基因的调控

外ꎬ还受到多条件的影响调控ꎬ其中就包括机体中

的微生物ꎮ 基于高通量测序的宏基因组技术的进

步ꎬ使人们能尽可能全面地扫描到一些特殊微生

物环境中的微生物基因ꎬ挖掘出更多以前尚未发

现的功能性基因ꎬ以及更多的不可培养微生物ꎬ在
很大程度上丰富了微生物基因库ꎮ 另外ꎬ随着现

代宏基因组技术在生物体内微生物研究中的应

用ꎬ为人们更加全面掌握生物体机能代谢、营养调

控以及疾病免疫预防等ꎬ提供了更为方便可靠的

技术支持ꎮ 而且ꎬ随着生物工程技术的发展ꎬ生物

体内微生物的相关研究ꎬ也为生物制剂生产、生物

发酵工程等微生物应用领域研究提供了帮助ꎮ
在生物体相关微生物的研究中ꎬ人类体内微

生物研究走了最前面ꎬ例如在 ２００７ 年及 ２００８ 年ꎬ
美国国立卫生研究院(ＮＩＨ)及欧盟委员会(Ｅｕｒｏ￣
ｐｅａｎ ＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎꎬＥＣ)分别启动了“人类生物组计

划”(Ｈｕｍａｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ＰｒｏｊｅｃｔꎬＨＭＰ)和“人类肠

道 宏 基 因 组 学 ” ( Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ ｏｆ Ｈｕｍａｎ
Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ＴｒａｃｔꎬＭｅｔａＨＩＴ)计划ꎬ分别资助约 １. １５
亿美元和 ２ ７７０ 万美元ꎬ由美国、欧盟、中国、日本

等多国参与合作ꎬ第一阶段资助已经完成ꎬ但由于

微生物菌群的复杂特性及科技制约取得的成果与

预期效果仍有差距ꎮ
虽然基于高通量测序技术的基因组技术相对

于传统研究微生物的方法而言ꎬ在获得微生物数

据量、可操作性等方面有了很大进步ꎬ但仍不够完

善ꎮ 比如ꎬ现在的高通量测序技术都是将 ＤＮＡ 剪

切为小片段后ꎬ再单个连接小片段 ＤＮＡ 至一定的

固相表面单独扩增后拼接并检测信号ꎮ ＤＮＡ 拼

接越长难度越大ꎬ从而完美的片段阈值难以完全

控制ꎬ存在一定的误差ꎮ 另一方面ꎬ高通量测序越

来越强的测序深度及越来越大的数据输出也导致

现有算法难以完全利用如此庞大的数据量ꎬ不但

造成数据的浪费并在一定程度上这也导致在后期

数据分析过程中制约了高通量测序技术在宏基因

组学方面的应用ꎮ 但是ꎬ相信随着科技的进一步

发展ꎬ下一代优化测序技术的改进ꎬ或者新研究方

法的出现ꎬ一定可以使人类对于微生物研究更加

深入、了解的更加透彻ꎬ从而帮助人类彻底解决生

物体与微生物之间的种种谜题ꎮ
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