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肠道细菌乳糖酶基因多样性分析通用引物*
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摘  要   为深入研究肠道细菌乳糖酶基因多样性，根据NCBI公布的细菌乳糖酶基因[Beta-galactosidase（lacZ）]序列，

利用软件Primer Premier 5.0前后设计合成7对通用引物，经过PCR扩增、宏基因组测序和生物信息学分析进行引物筛

选. PCR扩增电泳中，436R、375R、217R和406R四对引物没有扩增出目的片段，436、324和194三对引物均有目的条带

扩出. 内容物样品扩增，436引物条带最清晰，灵敏性高，324和194引物条带质量相差不大；粘膜样品扩增，324引物均

扩增出目的条带，条带清晰明亮. 436引物只扩增出一个样品的目的条带，灵敏度较差；194引物扩增杂带多，特异性

差. 样品序列统计方面，删除宿主序列信息后，内容物样品中，194、324和436三对引物最终序列比例均达98%以上；粘

膜样品中，194引物特异性最差，436引物最好，324引物居中. OTU聚类和注释方面，内容物样品中，324引物扩增物种

也较436引物多；粘膜样品中，324引物能聚类最多的物种. Alpha多样性方面，内容物样品中，324引物的Chao1、ACE、
Simpson、Shannon指数较436引物大，436引物的Simpson、Shannon指数较194引物大；粘膜样品中，324引物的Chao1、
ACE、Simpson、Shannon指数均较436引物大. 综合分析，对肠道内容物和肠道粘膜细菌乳糖酶基因多样性研究选用
324通用引物最佳. （图1 表7 参26）
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Abstract  In order to further study the diversity of the intestinal bacterial lactase gene, seven pairs of universal primers were 
designed and synthesized by using the premier 5.0 software according to the bacterial lactase gene (beta-galactosidase (lacZ)) 
sequence published in NCBI database, and metagenomic DNA was screened through PCR amplification, sequencing, and 
bioinformatics analysis. Four pairs of primers of 436R, 375R, 217R, and 406R did not amplify the target fragment in PCR 
amplification, while primers of 436, 324, or 194 all had the target fragment amplified. For amplification on the content sample, 
the expected bands of primer 436 were the most bright and clear with high sensitivity of the primer. The band quality between 
194 and 324 showed no difference; for amplification on the mucosal sample, primer 324 amplified expected bands, which were 
clear and bright. Primer 436 amplified one sample only, and its sensitivity was poor. Primer 194 amplified multiple bands 
and the specificity was poor. In the aspect of sample sequence statistics, the final sequence ratio of primers 194, 324, and 436 
was higher than 98% in the content samples. In the mucosal samples, the specificity of the primer 194 was the lowest. Primer 
436 was found to be the best, followed by primer 324 after removal of the host sequence. In the aspect of OTU clustering and 
annotation, in the content samples, primer 324 amplified more species than primer 436. Primer 324 was able to cluster most 
species in the mucosal samples. For alpha diversity, in the content samples, the Chao1, ACE, Simpson, and Shannon indices 
of primer 324 were higher than those of primer 436. The Simpson and Shannon indices of primer 436 were higher than those 
of primer 194. The Chao1, ACE, Simpson, and Shannon indices of primer 324 were all higher than those of primer 436 in the 
mucosal sample. In the comprehensive analysis, the universal primer 324 was found to be the best to study the diversity of the 
bacterial lactase gene in the intestinal contents and mucosa.

Keywords  	 bacterial lactase; universal primer; Miseq metagenomic sequencing; PCR amplification; functional gene; intestinal 
microorganism



75923卷

http://www.cibj.com/           Chin J Appl Environ Biol   应用与环境生物学报

龙承星 等

随着分子生物学技术的发展，以传统的微生物分离培养

方法研究微生物种群结构，会导致微生物多样性信息的严重

缺失 [1]，从分子水平更全面认识微生物多样性特征及变化成

为可能. 基于16S rDNA的微生物多样性分析，能够反映环境

中微生物的群落结构[2-3]. 但是，微生物的各种转化功能实际

上通过酶来完成的，酶的本质是具有催化功能的蛋白质，由

功能基因编码，酶及其功能基因的研究逐渐备受学者们的

青睐 [4]. 微生物通过编码相关酶的功能基因作为微生物功能

标记物，成为了微生物生态学中微生物多样性研究的又一新

的研究领域. 近10年来，以功能基因多样性为核心的分子生

态学研究迅速发展，为从功能基因角度了解微生物的生态功

能提供了一个新的切入点. 应用功能基因组学技术从基因组

文库中发掘基因组进化和功能信息，用参与相关微生物生态

过程的功能基因多样性（包括丰度和结构）来指示微生物的

生态功能具有现实意义. 

迄今为止，功能基因多样性研究多与碳、氮、硫等元素

的物质循环和污染物降解的过程相关 [5]. 不少研究者[6-7]通过

对土壤反硝化细菌中的亚硝酸还原酶（nirK）和氧化二氮还

原酶（nosZ）基因的多样性研究来探讨反硝化细菌的群落结

构和多样性以及它们受环境因素的影响，也有学者从固氮生

物的固氮酶基因（nifH）多样性对固氮生物群落进行全面的

研究 [8]. Knief等也通过靶定甲烷单加氧酶（pmoA）基因研究

天然林地、再生林地和玉米地等不同土地利用方式下的甲烷

氧化基因多样性 [9]. 利用功能基因研究土壤微生物功能群多

样性，为从分子生物全面评价不同环境因子对土壤微生物功

能群多样性的影响具有重要作用. 人体肠道中含有大量的微

生物，肠道微生物的群落结构在机体物质代谢、能量吸收、

胃肠道功能完善和免疫功能调节等方面发挥着重要作用. 目

前对于肠道环境微生物多样性研究多基于16S rDNA进行，主

要是探讨其中的功能微生物类群，关于肠道微生物功能基因

的研究较少，通过对肠道微生物功能基因多样性的研究，有

望在肠道菌群生态功能上取得新的进展. 

乳糖酶又称β-D-半乳糖苷酶（EC3.2.1.23），是一种水解

乳糖成葡萄糖和半乳糖的二糖酶，可由肠道粘膜产生，也可

由肠道微生物产生. 乳糖酶是腹泻相关的重要肠道功能酶，

机体一旦乳糖酶缺乏或活性降低，乳糖将不被吸收和水解，

直接到达小肠下段和结肠，在肠道细菌的作用下产生短链脂

肪酸，CO2和CH4等低分 子物质，其高渗作用使肠道水分增

加，出现腹胀、腹痛和腹泻等临床症状，称为乳糖不耐受 [10]. 

目前认为感染性腹泻、抗生素相关腹泻、迁延性腹泻和乳糖

酶缺乏性腹泻均与乳糖酶活性低有关. 乳糖酶基因在哺乳动

物的研究主要在于动物乳糖酶基因多态性位点检测与酶活

性的相关性，关于肠道微生物乳糖酶基因多样性与肠道生态

功能的研究目前没有报道. 为了探析七味白术散对疾病相关

功能酶的影响与疗效的相关性，综合运用生物信息学引物设

计软件，靶定编码微生物乳糖酶的基因，设计筛选出高通量

测序研究乳糖酶基因多样性的引物，建立肠道细菌乳糖酶

基因高通量测序技术，旨在从肠道微生物乳糖酶 基因多样

性方面揭示七味白术散的疗效机理. 

1  材料与方法 

1.1  材 料
1.1.1  动 物　　SPF级KM小鼠18只，体重为（20 ± 2）g，雌雄

各半，购于湖南斯莱克斯实验动物有限公司，动物许可证号

为SYXK（湘）2013-0005. 
1.1.2  屏蔽环境实验设施　　湖南中医药大学动物实验中心. 
1.1.3  饲 料　　由湖南中医药大学动物实验中心提供. 
1.1.4  序列　　从NCBI数据库中下载已经公布的细菌乳糖酶

基 因 核 苷 酸 序 8 9 条 ，从 中 选 取 来 源 于 双 歧 杆 菌 属

（Bifidobacterium）、乳杆菌属（Lactobacillus）、肠杆菌属

（Enterobacter）、链球菌属（Streptococcus）、芽胞杆菌属

（Bacillus）、微球菌属（Micrococcus）、梭菌属（Clostridium）

等乳糖酶基因序列，利用这些序列进行通用引物的设计. 选

择的微生物种类均在肠道环境中存在. 
1.1.5  主要试剂和设备　　DNA提取试剂：蛋白酶K、溶菌

酶、Tris-饱和酚:氯仿:异戊醇（25:24:1）和TE buffer均购于北

京鼎国生物技术有限公司. DNA Marker：DL2000，由上海派

森诺生物科技有限公司提供. 10% SDS、0.1 mol/L PBS缓冲

液、5 mol/L NaCl、CTAB/NaCl由实验室配置. 主要设备：测序

仪（Miseq System SY-410-1003）为美国Illumina公司产品. 紫

外分光光度计（Nano drop 2000/2000C，美国Thermo Scientific
公司），对宏基因组DNA进行质量检测. 
1.1.6  七味白术散　　人参（山西）6 g、木香（云南）6 g、白茯

苓（云南）10 g、炒白术（浙江）10 g、藿香叶（广东）10 g、葛

根（湖南）10 g、甘草（内蒙古）3 g. 均购自湖南中医药大学第

一附属医院. 以上为一副汤药量，冷水漫过药物浸泡半小时，

先用大火煮沸，再改用小火煎煮，煎煮两次，每次煎煮时间

为20-30 min. 将两次煎煮的药物合并后即制成七味白术散汤

剂，4 ℃冰箱保存备用. 

1.2  方 法 
1.2.1  动物分组　　将18只KM小鼠在适宜环境下（室温23-25 
℃，相对湿度50%-70%，清洁安静）适应性喂养2 d后，随机分

成正常组和模型组，正常组（tlc）6只，模型组12只，雌雄各半. 

模型组根据文献[11]进行造模，造模成功后，将模型组分为自

然恢复组（tlm）和七味白术散治疗组（tlq）. 正常组和自然恢

复组给予无菌水，治疗组用七味白术散汤药按照临床等效剂

量给药，即七味白术散剂量0.16 g kg-1 d-1，按0.4 mL/（只·次）

灌胃，每天2次，连续治疗3 d. 然后，将小鼠断颈处死，供宏基

因组DNA提取. 
1.2.2  第一次引物设计　　利用DANMAN软件查找序列的保

守区域，分别在保守区域的两端设计上下游引物，引物设计

采用软件Primer Premier 5.0进行. 引物设计由上海派森诺生

物科技有限公司完成. 引物设计见表1. 
1.2.3  肠道内容物及肠道粘膜宏基因组DNA的提取　　小鼠

断颈处死后，无菌采集各组空肠到回肠段内容物，并称取一

定量的肠 道内容 物用无菌 PBS稀释后，加入少 许无菌 玻璃

珠，200 r/min恒温振荡器振荡30 min，使肠道微生物均匀的

分散出单个菌落，200 r/min离心提取上清液用于后续的基因

提取. 空肠到回肠段肠道内容物用无菌镊子挤出后，剖开肠

道，无菌生理 盐水漂洗干净，沥干，冰浴条件下用盖玻片轻
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轻刮取肠粘膜，取一定量的肠道粘膜于离心管中，并加入2倍

肠重的生理盐水，在低温条件下低速匀浆1 min，3 000 r/min
离心10 min提取上清液用于后续基因的提取 [12]. 宏基因组的

提取步骤参照文献[13]进行，DNA样品 -20 ℃保存备用. 内

容物DNA用n注明，粘膜DNA用m注明，分别用阿拉伯数字标

注样品号，如tlcn3即为正常组小鼠肠道内容物第3号DNA样

品、tlmm1即为自然恢复组小鼠肠道粘膜第1号DNA样品. 

1.2.4  第一次PCR扩增样品　　随机将正常组的肠道内容物和

粘膜2个宏基因组DNA样品分别用于4对引物的筛选和验证. 

1.2.5  第一次PCR扩增　　使用设计的4对通用引物分别对内

容物和粘膜2个宏基因组DNA样品进行扩增，反应条件和体

系见表2. 

1.2.6  第二次引物设计　　根据第一次引物设计的经验，控

制简并碱基的数量，重新设计了3对通用引物，具体如表3. 

1.2.7  第二次样品选取　　从提取的样品DNA中随机选取

肠道内容物样品tlcn3、tlqn3、tlqn1和肠道粘膜样品tlcm2、

tlmm1、tlqm3，取样过程中注意对样品的保护，防止样品降解. 

1.2.8  第二次PCR扩增　　重新设计的3对引物先通过梯度

PCR进行退火温度的摸索，再分别对选取的内容物和粘膜样

品进行扩增，具体扩增条件及体系见表4. 

1.2.9  Miseq宏基因组测序　　PCR产物胶回收后进行定量，

通 过3′-5′核酸 外切酶及聚合酶的共同作用，修复带 有突出

末端的DNA片段. 在修复平整的DNA片段3′端引入单碱基

“A”，接头3′末端含有单碱基“T”，从而保证DNA片段和接

头能够通过“A”“T”互补配对连接，并防止接头连接DNA
片段的过程中，DNA片段彼此相连. 在连接酶的作用下，孵

表1  第一次设计的4对通用引物

Table 1   4 pairs of universal primer designed first time

引物名称
Primer name

引物 
Primer

扩增长度 
Length

序列来源 
Sequences resource

436 R 上游Upstream: 5′-GGNGSNGAYTAYAAYCCNCARTGG-3′
下游Downstream: 5′-TAYTCRTTDBHNAYRTGCCA-3′ 436

LC015363, JX188444, AY359872, AJ224436, CP003403, 
CP012257, FN543093, CP003218, CP013962, CP006566, 
KP325414, EU590652, FN424352, KF420202, GU323918, 
EU585783

375 R 上游Upstream: 5′-ACNACABAAYWTYMATRCTG-3′
下游Downstream: 5′-AACYSAYNRCVWHRTGVAA-3′ 375

AY359872, JX188444, LC015363, KP325414, EU590652, 
FN424352, CP013962, CP003218, CP012257, FN543093, 
FN424354, EU513599,

217 R 上游Upstream: 5′-GGHGSNGAYAAYCCNGAVTGG-3′
下游Downstream: 5′-ASCCAHRBYGGHNBNGHNSCNSTBG-3′ 217

LC015363, JX188444, AY359872, AJ224436, CP003403, 
CP012257, FN543093, CP003218, CP013962, CP006566, 
KP325414, EU590652, FN424352, D49537, AJ539085

406 R 上游Upstream:5′-CGYCCNGTNTAYGARGGBG-3′
下游Downstream: 5′-ASTCCCAVAYRAARCCBTG-3′ 406 D42077, DQ266449, CP012999, X80037, M63636,  

EU513599, FN424354, HM178943, U12334, AB243756

表2   4对通用PCR引物扩增条件及体系
Table 2   PCR amplification conditions and system of four pairs of universal primers

引物名称
Primer name

宏基因组DNA扩增样品 
Sample of  metagenomic 

DNA
扩增体系 

Amplification system
扩增条件 

Amplification condition

436R

内容物、粘膜 
Intestinal content, 
intestinal mucosa

总量：25 μL. 具体为：灭菌超纯水8.75 μL，5 × Q5 
Reaction Buffer 5.0 μL，5 × Q5 GC high Enhancer 5.0 
μL，dNTP（2.5 mmol/L）2.0 μL，引物F/R（10 μmol/
L）1.0 μL/1.0 μL，Q5 Polymerase (5 U/μL) 0.25 μL. 
Total: 25 μL. Specifically: sterilized ddH2O 8.75 
μL, 5 × Q5 Reaction Buffer 5.0 μL, 5 × Q5 GC high 
Enhancer 5.0 μL, dNTP(2.5 mmol/L) 2.0 μL, primer 
F/R (10 μmol/L) 1.0 μL/1.0 μL, Q5 Polymerase (5 U/
μL) 0.25 μL

先通过梯度PCR进行退火温度的摸索，选择的退火温
度为49、52.5、57.3、61.8、66.2 ℃共5个梯度. 具体为98 
℃预变性 2 min；98 ℃变性15 s，退火30 s，72 ℃延伸30 
s，30个循环；72 ℃延伸5 min. 
The annealing temperature was explored by gradient 
PCR including 49, 52.5, 57.3, 61.8 and 66.2 ℃. Initial 
denaturation at 98 ℃ for 2 min, denaturation at 98 ℃ for 
15 s, annealing  for 30 s and extension at 72 ℃ for 30 s, 
repeated for 30 cycles; final extension at 72 ℃ for 5 min.

375R
内容物、粘膜
Intestinal content, 
intestinal mucosa

同436R  Same as 436R 同436R, 只需将30个循环改为27个循环即可 
Same as 436R (just change the 30 cycles to 27 cycles)

217R
内容物、粘膜
Intestinal content, 
intestinal mucosa

同436R  Same as 436R 同375R  Same as 375R

406R
内容物、粘膜
Intestinal content, 
intestinal mucosa

同436R  Same as 436R 同436R  Same as 436R

表3   第二次设计的3对通用引物
Tab.3   3 pairs of universal primer designed secondly

引物名称
Primer name

引物 
Primer

扩增长度 
Length

序列来源 
Sequences resource

436 上游Upstream: 5′-GACTAYAAYCCGGAVCAGTGG-3′
下游Downstream: 5′-TATTCRTTGGARATATGCCA-3′ 436 双歧杆菌、肠杆菌、乳杆菌

Bifidobacterium, Enterobacter, Lactobacillus

324 上游Upstream: 5′-TRRGCAACGAATACGGSTG-3′
下游Downstream: 5′-ACCATGAARTTSGTGGTSARCGG-3′ 324 乳杆菌和大肠杆菌

Lactobacillus and Escherichia coli

194 上游Upstream :5′-CCGYTSACCACSAAYTTCATGGT-3′
下游Downstream: 5′-GCBGAGGTGGADTGYTCCAT-3′ 194 乳杆菌和大肠杆菌

Lactobacillus and Escherichia coli
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育含有标签的接头与DNA片段，使其相连. 利用PCR选择性

的富集两端连有接头的DNA片段，同时扩增DNA文库. 定量

并质检后，逐步稀释定量上机测序，按照美国 Illumina公司标

准流程进行. Miseq宏基因组测序由上海派森诺生物科技有

限公司完成. 

1.2.10  生物信息学分析指标　　OTU聚类 及注释：应 用

Qiime软件 将相 似 度 大于 0.97的序 列归为1个 操 作分类 单

元（Operational taxonomic unit，OTU）[14].  在Qiime中采用

Uclust [15]
对序列进行聚类，统计各样品所含的OTU数量. 在

Qiime中调用BLAST的方法 [16]对序列数据库进行比对，获得

每个OTU代表序列的分类学信息. 

Alpha多样性分析：对于微生物群落而言，有多种指数来

反应其Alpha多样性，包括侧重于体现群落丰富度（即群落中

微生物成员如OTU的数量）的Chao1指数 [17]和ACE指数 [18]以

及兼顾群落均匀度（即各成员间的丰度差异大小）的Shannon
指数 [19]和Simpson指数 [20]. 利用Qiime软件分别对每个样本计

算上述四种多样性指数. 一般而言，Chao1或ACE指数越大，

表明群落的丰富度越高，Shannon和Simpson指数越高，表明

群落多样性越高. 

2  结果与分析 

2.1  第一次引物设计PCR扩增结果
436R、375R、217R和406R四对引物选择正粘和正内两个

样品进行PCR扩增，先通过梯度PCR进行退火温度的摸索，

选择的退火温度为49、52.5、57.3、61.8、66.2 ℃共5个梯度，循

环数设置两个（375R和217R为27个循环，406R和436R为30个

循环），从扩增结果看出，所有样品所有引物都没有扩增出

目的条带，不能用于后续测序分析. 

2.2  第二次引物设计PCR扩增结果
如图1所示，194、324和436三对引物在扩增内容物和粘

膜样品中均有扩增出目的条带，从内容物样品来看，436引物

相对较好，目的条带清晰，324引物和194引物都只扩增出一

个样品. 

从粘膜样品来看，324引物均扩增出样品目的条带，且条

带清晰明亮. 436引物只扩增出一个样品，灵敏度差. 194引物

扩增出的样品条带模糊，杂带多，特异性差. 

图1  3对通用引物PCR扩增电泳图. CK：无菌水. tlcn3、tlqn3、tlqn1：肠道
内容物DNA样品；tlmm1、tlqm3、tlcm2：肠道粘膜DNA样品. 
Fig. 1  PCR amplified electrophoresis map of three pairs of universal 
primers. CK：Sterile water. tlcn3, tlqn3, tlqn1: DNA sample of intestinal 
contents; tlmm1, tlqm3, tlqm2: DNA sample of intestinal mucosa. 

2.3  微生物序列分析统计表
将194、324和436三对引物各自扩增出的样品目的条带经

过回收、建库、上机测序后所得到的原始序列数以及剔除宿

主序列后最终序列数及所占比例如表5所示. 在扩增内容物

样品中，3对引物剔除宿主信息后，最终序列比均高达98%以

上，在这一序列数量上，3对引物没有优劣之分. 

扩增粘膜样品由表可知，194引物特异性最差，在剔除宿

主信息后序列占比最高只达52.98%，最低甚至达0.3%，说明

194引物扩增出序列大部分都是宿主自身信息，并不是产乳

糖酶微生物. 436引物最好，最终所占比可达90%以上，其次

是324引物，最终序列也可高达74.63%. 

2.4  样品OTU数
将非特异性序列剔除后，剩余序列按97%以上相似度的

序列归为1个OTU，1个OTU代表一个物种. 如表6所示，内容

物样品中，扩增tlqn1样品，194引物获得456个OTU，436引物

获得215个OTU. 扩增tlqn3样品，436引物获得215个OTU，324
引物获得848个OTU，说明324引物扩增物种多于436引物. 

粘膜样品中，扩增tlmm1样品，194引物得到481个OTU，

324引物得到528个OTU，436引物得到214个OTU；扩增tlcm2

表4   3对通用引物PCR扩增条件及体系
Table 4   PCR amplification conditions and system of three pairs of universal primers

引物名称
Primer name

引物 
Primer

扩增体系 
Amplification system

扩增条件 
Amplification condition

436

tlcn3, tlqn3, tlqn1, 
tlcm2, tlmm1, 
tlqm3

总量：25 μL. 具体为：水11.25 μL，Q5 high-fidelity DNA polymerase 
0.25 μL，5 × Reaction Buffer 5 μL，5 × High GC Buffer 5 μL，dNTP（10 
mol/L）0.5 μL，模板 DNA 1 μL，正向引物（10 μmol/L）1 μL，反向引
物（10 μmol/L ）1 μL.  
Total: 25 μL. Specifically, ddH2O 11.25 μL, Q5 high-fidelity DNA 
polymerase 0.25 μL, 5 × Reaction Buffer 5 μL, 5 × High GC Buffer 5 
μL, dNTP (10 mmol/L) 0.5 μL, DNA Template 1 μL, Forwardprimer (10 
μmol/L) 1 μL, Reverseprimer (10 μmol/L ) 1 μL.

98 ℃预变性30 s后进行32个循环，循环参数为
98 ℃ 15 s、46 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，再72 ℃延伸
5 min，扩增结束后设置4 ℃保温.  
Initial denaturation at 98 ℃ for 30 s; denaturation 
at 98 ℃ for 15 s, 46 ℃ for 30 s and extension 
at 72 ℃ for 30 s, repeated for 32 cycles; final 
extension at 72 ℃ for 5 min; preservation at 4 ℃.

324 同436 Same as 436 同436 Same as 436 同436 Same as 436
194 同436 Same as 436 同436 Same as 436 同436 Same as 436

tlcn3、tlqn3、tlqn1：肠道内容物DNA样品；tlmm1、tlqm3、tlcm2：肠道粘膜DNA样品. 
tlcn3, tlqn3, tlqn1: DNA sample of intestinal contents; tlmm1, tlqm3, tlcm2: DNA sample of intestinal mucosa. 



762

应用与环境生物学报   Chin J Appl Environ Biol           http://www.cibj.com/

4期肠道细菌乳糖酶基因多样性分析通用引物

样品，194引物 有162个 OTU，324引物 有713个 OTU；扩增

tlqm3样品，194引物有109个OTU，324引物有639个OTU，说明

324引物扩增粘膜样品能获得更多的物种信息. 

表6   样品OTU数
Tab.6   Sample OTU numbers

样品来源 
Sample source

样品 
Sample

引物 
Primer OTU

肠道内容物 Intestinal content tlqn1 194 456
tlqn1 436 215
tlqn3 436 215
tlqn3 324 848

肠道粘膜 Intestinal mucosa tlcm2 194 262
tlcm2 324 713
tlqm3 194 109
tlqm3 324 639
tlmm1 194 481
tlmm1 324 528
tlmm1 436 214

tlqn3、tlqn1：肠道内容物DNA样品；tlmm1、tlqm3、tlcm2：肠道粘膜DNA
样品. 
tlqn3, tlqn1: DNA sample of intestinal contents; tlmm1, tlqm3, tlcm2: DNA 
sample of intestinal mucosa. 

2.5   Alpha多样性分析 
为了比较不同样本的多样性，首先 对OTU丰度矩阵中

的 全 体 样 本 根 据 最 低 测序深 度 统一 进 行 随 机 重 抽 样（即

“序列量拉平处理”），从而校正测序深度引起的多样性差

异. 随后，使用Qiime软件分别对每个样本计算上述4种多样

性指数. 内容物样品多样性指数由表7可知，扩增同一样品

tlqn1，194引物 Chao1和ACE指数较436引物大，而Simpson和

Shannon指数较436引物小，说明194引物虽然能扩增到更多

的微生物，但微生物的丰度不高. 扩增tlqn3样品，324引物的

Chao1、ACE、Simpson、Shannon指数都较436引物大，说明

324引物的多样性优于436引物. 

粘膜 样品中，同一样品tlmm1扩增，324引物的Chao1、

ACE、Simpson、Shannon指数均比436引物大（194引物先前在

序列数统计中特异性极差就不在此进行比较），说明324引

物相对于436引物能扩增到更多的产乳糖酶细菌. 

表7  样品生物多样性指数表
Table 7  Biodiversity index table

样品来源
Sample source

样品
Sample

引物
Primer Chao1 ACE Simpson Shannon

肠道内容物
Intestinal content tlqn1 194 64 148.6340 0.646427 1.883830

tlqn1 436 37 54.8374 0.650091 2.131071
tlqn3 324 147 247.4541 0.762913 3.149682
tlqn3 436 14 41.0386 0.567230 1.489156

肠道粘膜
Intestinal mucosa tlmm1 194 477  477 0.964769 6.296447

tlmm1 324 101 149.0662 0.736811 2.776748
tlmm1 436 49 60.1768 0.475914 1.598624

tlqn3、tlqn1：肠道内容物DNA样品；tlmm1：肠道粘膜DNA样品. 
tlqn3, tlqn1: DNA sample of intestinal contents; tlmm1: DNA sample of 
intestinal mucosa. 

3  讨论与结论	

设计通用引物进行微生物多样性分析方法，已在生物界

和医学界得到应用，这种方法只需设计一对引物，即可完成

某一大类微生物的综合检测 [21-22]. 通用引物的设计是微生物

多样性分析的前提和关键，其设计的好坏一般 通过特异性

和灵敏度两个方面进行评价，也有学者从通用性和适应性角

度进行筛选 [23]. 在引物筛选过程中多数学者一般终止于PCR
扩增阶段，通过是否有目的条带，是否有杂带，条带是否清

晰明亮以及引物的检出下限、检出率等方面来进行引物的验

证 [24].  随着一代测序技术的发展，不仅通过PCR扩增，甚至

通过测序对序列进行BLAST同源性比对，对引物的特异性得

到进一步的验证 [25-26]. 

本研究根据NCBI公布的细菌乳糖酶基因序列，利用双

歧杆菌属、肠杆菌属、芽孢杆菌属、乳杆菌属、链球菌属和

微球菌属等分别前后设计了2次通用引物，共7对. 在PCR扩

增的基础上再采用测序深度更深的二代测序技术来进行通

用引物的筛选，引物筛选侧重于特异性和物种多样性方面. 

在第一次设计的4对引物436R、375R、217R和406R用于PCR
扩增，发现4对通用引物均没有扩增出目的条带，可能原因是

样品中含有的产乳糖酶 基因的微 生物较痕量，导致扩增不

出，或者引物中含有的兼并碱基较多（正常情况下兼并碱基

个数要在3个以内），造成无法判断Tm值，所以扩增不出条带. 

第二次设计的3对引物194、324和436在样品PCR扩增中均有

目的片段的出现，并进行了后续的二代测序. 从特异性角度

来看，在扩增肠道粘膜样品中，194引物特异性最差，436引物

特异性最好，但扩增目的片段概率低，灵敏度差，324引物特

异性相对较好，灵敏度高；在扩增肠道内容物样品，324引物

和194引物均扩增出一个样品，436引物扩增出2个样品，灵敏

度高. 剔除非特异性序列后，3对引物最终序列所占比均高达
98%以上，说明特异性方面3对引物差异不明显. 从物种多样

性角度，扩增粘膜样品，324引物比436引物和194引物能获得

更多的OTU数，且324引物多样性指数均高于436引物，能扩

增到更多的微生物物种. 扩增内容物样品，324引物和194引

物均比436引物获得较多OTU数. 多样性指数上，324引物多

样性指数均高于436引物，194引物相对于436引物能扩增到较

表5   样品序列数统计表
Table 5   Sample sequence number statistics

样品来源
Sample 
source

样品 
Sample

引物 
Primer

原始OTU
序列数

Original OTU 
sequence 
number

剔除宿主信息
后序列数

Sequence number 
after excluding 

host information

比例 
Ratio

肠道
内容物

Intestinal 
content

tlqn1 194 295221 291970 0.988987911
tlqn1 436 57920 57864 0.999033149
tlqn3 324 130211 128214 0.984663354
tlqn3 436 106430 106384 0.999567791

肠道粘膜
Intestinal 
mucosa

tlcm2 194 38252 490 0.012809788
tlqm3 194 87356 311 0.003560145
tlcm2 324 16952 7998 0.471802737
tlqm3 324 19200 14329 0.746302083
tlmm1 436 36228 33710 0.930495749
tlmm1 194 12292 6513 0.529856817
tlmm1 324 81054 20255 0.249895132

tlqn3、tlqn1：肠道内容物DNA样品；tlmm1、tlqm3、tlcm2：肠道粘膜DNA
样品. 
tlqn3, tlqn1: DNA sample of intestinal contents; tlmm1, tlqm3, tlcm2: DNA 
sample of intestinal mucosa. 
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多的物种，得到的物种丰度却低于436引物. 

综上所述，无论粘膜样品还是内容物样品，324引物最

佳，可用于后续细菌乳糖酶基因多样性相关研究. 
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