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应用 ’.(! 和 "#$ %&’( 基因的变性梯度凝胶电泳技术

对山羊瘤胃细菌多样性的研究

石鹏君8，柏映国8，袁铁铮8，姚 斌8"，范云六#

（中国农业科学院 8 饲料研究所 # 生物技术研究所 北京 8$$$%8）

摘 要：采用免培养的 +*>2 和 80K +.L) 基因的变性梯度凝胶电泳技术（.MM;）对 4 种山羊（波尔山羊，内蒙古绒山

羊，四川南江黄羊）瘤胃细菌优势菌群结构进行了比较分析。研究结果显示 !"#2 .MM; 图谱中条带数目少于 80K
+.L) 图谱，并且条带分离效果明显，更有利于分析瘤胃细菌群落组成。从两种 .MM; 图谱中均可以发现 4 种山羊

瘤胃细菌具有一定的相似性，种内个体间相似性明显高于种间相似性，这说明寄主品种是影响瘤胃细菌种群构成

的一个重要因素。同时进行了部分优势细菌 80K +.L) 基因 N07N% 区序列的系统发育分析。基因序列分析表明，

.MM; 图谱中优势条带的 80K +.L) 基因序列中有 ! 条克隆的序列与基因库最相似菌的相似性大于 ("O，余下的克

隆序列相似性在 %(O ’ (0O之间，其中 84 条序列的与之相似性最高的序列均来自于未被鉴定的瘤胃细菌。

关键词：.MM;；80K +.L) 基因；编码 PL) 聚合酶!亚基（ !"#$）基因；瘤胃细菌；遗传多样性

中图分类号：Q(4% 文献标识码：) 文章编号：$$$870#$(（#$$"）$#7$#%&7$&

瘤胃是一个复杂的生态系统，是被公认的作为

研究胃肠道系统最好的材料之一［8，#］。从 8%!4 年首

次在反刍动物的瘤胃内发现微生物时起，人们对其

的研究已有 80$ 多年。瘤胃微生物种类繁多，包括

古细菌、细菌、真菌和原生动物。其中瘤胃细菌种类

最多，同种细菌在瘤胃中又有多种功能，因此对瘤胃

细菌的研究一直是研究瘤胃微生物的热点［4］。

早期对瘤胃细菌的研究基于人工培养的方法，

存在一定的局限性。近年发展起来的免培养结合

80K +.L) 的变性梯度凝胶电泳方法逐步克服了常

规培养方法的不足［!］。通过 .MM; 基因指纹图谱条

带数可以反应出环境微生物群落中优势类群的数

量，即微生物种类的多样性。但基于 80K +.L) 的

.MM;方法也存在一定的缺陷，如同一种细菌可能

在 .MM; 指纹图谱中占有几条带等［&］。为避免这一

缺陷，选择基于 PL) 聚合酶!亚基的编码基因 +*>2
的 .MM; 方法可以使 .MM; 指纹图谱中一条带代表

一种 菌，能 更 准 确 的 研 究 瘤 胃 细 菌 的 遗 传 多 样

性［0 ’ %］。

本研究以北京波尔山羊、内蒙古绒山羊、四川南

江黄羊为研究对象，同时采用 80K +.L) 的 N07N% 区

基因和 !"#2 基因的 RSP7.MM; 基因指纹技术对不

同品种山羊瘤胃优势细菌种群的组成进行揭示和比

较，描述瘤胃细菌种类的变化。

" 材料和方法

")" 材料

")")" 实验动物和样品收集：北京波尔山羊、内蒙

古绒山羊、四川南江黄羊各三头，饲喂单一牧草。饲

喂后 80J 屠宰取样，F "$T保存备用。

")")* 主要仪器和试剂：U,@,7269V?69E6+ 为 2,>I*6C
公 司 产 品；.MM; 所 用 仪 器 5J6 .C>V65U W@,X6+I9-
UBE9E,>@ .6E6CE,>@ K=IE6< 为 2,>7P9V 公 司 产 品；

Q1)9<*#P .L) KE>>- U,@, Y,E 为 Q,9G6@ 公 司 产 品；

S=C-67RB+6 Y,E 为 Z<6G9 公 司 产 品；R-9E,@B<#P %&’
.L) R>-=<6+9I6 为 1@X,E+>G6@ 公司产品；2K) 为 L;2
公司产品；其它试剂均为国产分析纯。

")* +,- 扩增

总 .L) 的提取参照文献［(］的方法。根据文献

［0，8$］报 道 的 80K +.L) 的 N07N% 可 变 区 基 因 和

!"#2 基因序列，合成二对引物，然后进行 RSP 反应。

N07N% 区 特 异 引 物 序 列：N(0%[（&\7SMSSSMSS
MSMSMSMMSMMMSMMMMSMMMMMS)SMMMMMM))SMS
M))M))SS55)S74\）；N8!$0+（&\7)SMMMSMM5M5M5)



!"#$）；!"#% 特异引物序列：!"#%&’()*（+$"!,!!!!!!
,!,!!!!,!,!!!,,!!!,!!,!!!!!,!!!!--!-.!
,,...,-.!--!"#$）；/01%234&/（+$"!,..,!-.,..,,
.-!!!-."#$）

5!6 反应实验设置不添加模板的阴性对照组，

模板体积由 77 829 补充。5!6 反应程序采用降落

5!6 策略，&’: /;<- 的 =’"=) 区基因 5!6 反应条

件：(4> + ?@A；(4> & ?@A，’& B +’> #3C，D2> & ?@A
（其中每个循环后复性温度下降 3E+>）；&3 个循环

后进入第二个循环程序：(4> & ?@A，+’> #3C，D2>
& ?@A，2+ 个循环后；D2> D ?@A。 !"#% 基因 5!6 反

应条件：(4> + ?@A；(4> & ?@A，+D B +2> #3C，D2>
& ?@A（其中每个循环后复性温度下降 3E+>）；&3 个

循环后进入第二个循环程序：(4> & ?@A，+’> #3C，
D2> & ?@A，2+ 个循环后；D2> D ?@A。反应结束后取

+!F 反应产物用 2G琼脂糖凝胶电泳检测。

!"# 变性梯度凝胶电泳（$%%&）

;,,H指纹图谱构建采用 ;!9;H.I 系统（%@1"
6J7）。=’"=) 区扩增产物在 )G聚丙烯酰胺凝胶中

分离，变性梯度为 43G B ’+G。其运行条件：3E+ K
.-H 电泳缓冲液，’3>，)2=，&+L，每个样品点样量约

233AM 5!6 产物，电泳结束后用 H% 进行染色。 !"#%
扩增产物在 )G聚丙烯酰胺凝胶中分离，变性梯度

为 #+G B ’3G。其运行条件：3E+ K .-H 电泳缓冲

液，’3>，D+=，&’L，每个样品点样量约 233AM 5!6 产

物。按快速银染法染色：固定液（&3G 无水乙醇，

3E+G冰乙酸）固定 &+?@A；3E2G硝酸银染色 &+?@A；

显色液（#E3G氢氧化钠，3E+G甲醛）显色 +?@A；固定

液终止反应，每一步均用去离子水冲洗胶面。在

=@NOP/ 凝胶成像扫描系统中照像，%@1"&; Q Q 软件对

;,,H 指纹图谱进行分析。

!"’ $%%& 图谱中部分优势条带的序列分析和系

统发育分析

用无菌手术刀将 =’"=) ;,,H 图谱中部分分离

明显、条带清晰且亮度高的优势性条带从凝胶上切

下，用灭菌的 .H 缓冲液 4>下浸泡过夜，然后取 &!F
作模板进行 5!6 扩增，将 5!6 产物用纯化试剂盒进

行纯化，产物经 0,HI". HJCR 载体连接，转化大肠杆

菌 SI&3( 感受态细胞，在含有 T"MJN 和氨苄青霉素的

F% 固体培养基上选择具有氨苄青霉素抗性的白色

转化子，并用碱裂解法提取质粒，通过电泳进一步检

测外源片段的插入。将阳性克隆送三博远志生物公

司测 序。测 序 获 得 的 &’: /;<- 序 列 上 网 进 行

%F-:. 序 列 比 对（ LUU0：VVWWWX AYO@ X AN?X A@L X M1ZV

%F-:.V），每条序列与 %F-:. 获得 2 条相似性较高

的序 列 应 用 !F[:.-F T 进 行 匹 配 比 对，然 后 用

IH,-#E& 软件构建系统发育树。

( 结果

("! 总 $)* 的提取及 +,- 扩增

将提取的瘤胃微生物总 ;<- 用 3E)G的琼脂糖

凝胶 进 行 电 泳，样 品 总 ;<- 中 (3G 的 条 带 大 于

&E’\O（&’: /6<- 的全长），适合进行下游反应。以所

提取的瘤胃微生物总 ;<- 为模板进行 5!6 扩增，

5!6 产物用 2E3G的琼脂糖凝胶电泳检测，发现成

功地扩增出 &’: /;<- =’"=) 区片段和 !"#% 基因

片段。

图 ! # 种 山 羊 瘤 胃 细 菌 !./ 0$)* 1.213 区 基 因 的

+,-2$%%& 指纹图谱

]@MX& .LP 5!6";,,H *@AMP/0/@AU JA7 @UC 0JUUP/A 1* ULP =’"=) /PM@1A

MPAP 1* &’: /;<- 1* ULP OJYUP/@J */1? ULP /^?PA 1* UL/PP C0PY@PC M1JU X &

B #：.LP /^?PA CJ?0NPC 1* <1X& B # O1P/ M1JUC @A %P@_@AM /PC0PYU@ZPNR；

4 B ’：.LP /^?PA CJ?0NPC 1* <1X & B # X <JA_@JAM RPNN1W M1JUC @A

:@YL^JA /PC0PYU@ZPNR；D B (：.LP /^?PA CJ?0NPC 1* <1X & B # ‘AAP/

I1AM1N@J YJCL?P/P M1JUC /PC0PYU@ZPNRX

("( $%%& 指纹图谱建立及分析

应用 ;,,H 技 术 分 离 &’: /;<- =’"=) 区 和

!"#% 基因片段 5!6 产物，均可以看到其分离为若干

条带，但不同样品的 5!6 产物出现的带型有一定差

别。从 &’: /;<- =’"=) 片段和 !"#% 基因片段 5!6
产物的 ;,,H 图谱发现（图 &，图 2）：;,,H 图谱中电

泳条带数目、强度和迁移率均存在一定程度的差异，

充分显 示 了 瘤 胃 细 菌 种 群 的 多 样 性。各 样 品 中

!"#% ;,,H 图谱的条带数明显少于 =’"=) ;,,H 图

谱的条带数，而且 !"#% ;,,H 图谱条带分离的效果

’)2 :8‘ 5PAM"_^A $% &’ X V()%& *+)!#,+#’#-+)& .+/+)&（233D）4D（2）



图 ! " 种山羊瘤胃细菌 !"## 基因的 $%&’())* 指纹

图谱

!"#$% &’( )*+,-../ 0"1#(232"14 516 "47 3544(21 80 4’( !"#9 #(1( 80

4’( :5;4(2"5 028< 4’( 2=<(1 80 4’2(( 73(;"(7 #854 $ > ? @：&’( 2=<(1

75<3A(7 80 B8$> ? @ :8(2 #8547 "1 9("C"1# 2(73(;4"D(AE；F ? G：&’( 2=<(1

75<3A(7 80 B8$> ? @ B51C"51# E(AA8H #8547 "1 I";’=51 2(73(;4"D(AE；J ? K：

&’( 2=<(1 75<3A(7 80 B8$ > ? @ L11(2 M81#8A"5 ;57’<(2( #8547

2(73(;4"D(AE$

也相对明显。相同品种间相对具有更多共同的条

带，说明这些供试样品之间可能存在一些共有的细

菌类型。而且某些公共条带的强度也不相同，表明

同一微生物物种在不同样品的丰度上也存在一定的

差异。从 !"#9 -../ 图谱可清晰地看出，不同山羊

品种的 -../ 图谱有较大的差异性，内蒙古绒山羊

的条带丰富性最高，菌群更丰富。南江黄洋和内蒙

古绒山羊有一些独有的条带，说明可能某些瘤胃细

菌具有寄主特异性。

所得图像通过 9"8,>- N N 软件进行处理，用戴

斯系数计算出的各泳道样品相似性的矩阵（图略），

用它分别对 OG,OP、!"#9 -../ 图谱中各泳道样品

之间的相似性进行比较，并进行 Q).MR 聚类分析

（图 @，图 F）。戴斯系数（OG,OP -../ 图谱）的范围

在 STUS ? STJ>，而在 !"#9 -../ 图谱上戴斯系数则

更低一些。其中二头内蒙古绒山羊瘤胃细菌在 OG,
OP、!"#9 -../ 图谱的条带相似性为 >SSV。不同

品种间则表现出更高的差异性，两个样品之间最低

的相 似 性 在 OG,OP 和 !"#9 -../ 图 谱 上 分 别 为

ST%UV和 ST%%V。OG,OP-../ 图谱的 Q).MR 聚类

分析结果可以看出 @ 种山羊瘤胃细菌具有一定的相

似性，种内个体间相似性明显高于种间相似性，其中

波尔山羊相对于其他两种山羊具有较高的种间相似

性。 !"#9-../ 图谱的 Q).MR 聚类分析结果中波

尔山羊、内蒙古绒山羊种内的相似性高于种间的相

似性。由此可见寄主是影响瘤胃细菌群落构成的重

要因素。

图 " +,- .(/0 1,’12 区基因的 $%&’())* 指纹图谱聚

类分析

!"#$ @ &’( 6(1628#25< 80 4’( )*+,-../ 0"1#(232"14 80 4’( OG,OP

2(#"81 #(1( 80 >GI 2-BR 80 4’( :5;4(2"5 028< 4’( 2=<(1$ > ? @：4’(

2=<(1 75<3A(7 80 B8$> ? @ :8(2 #8547 "1 9("C"1# 2(73(;4"D(AE；F ? G：4’(

2=<(1 75<3A(7 80 B8$ > ? @ $ B51C"51# E(AA8H #8547 "1 I";’=51

2(73(;4"D(AE；J ? K：4’( 2=<(1 75<3A(7 80 B8$ > ? @ L11(2 M81#8A"5

;57’<(2( #8547 2(73(;4"D(AE$

图 3 !"## 基因的 $%&’())* 指纹图谱聚类分析

!"#$ F &’( 6(1628#25< 80 4’( )*+,-../ 0"1#(232"14 80 4’( !"#9 #(1( 80

4’( :5;4(2"5 028< 4’( 2=<(1 > ? @：4’( 2=<(1 75<3A(7 80 B8$ > ? @ :8(2

#8547 "1 9("C"1# 2(73(;4"D(AE；F ? G：4’( 2=<(1 75<3A(7 80 B8$ > ?

@B51C"51# E(AA8H #8547 "1 I";’=51 2(73(;4"D(AE；J ? K：4’( 2=<(1 75<3A(7

80 B8$> ? @ L11(2 M81#8A"5 ;57’<(2( #8547 2(73(;4"D(AE$

!4" 部分优势条带的序列比对与系统发育树分析

细菌 >GI 2-BR OG,OP 区条带经 -../ 分离，切

割可分辨的部分优势条带进行序列测定，获得序列

>F 条。将所测的序列以 9WRI& 程序进行相似性比

较分析（表 >）。所获得序列与数据库中的参考序列

一起构建系统进化树（图略）。结果表明，所有序列

与数据库中 >GI 2-BR 序列的相似性在 PKV ? KKV
之间，大部分相似性序列均来自胃肠道微生物，其中

F 条克隆的序列与基因库最相似菌的相似性大于

KJV，余 下 的 克 隆 在 PKV ? KGV 之 间。B> 与

I(A(18<8157 2=<"1514"=< "78A54( WG 相似性为 PKV，M%
与 R15(28:"; :5;4(2"=< /-,M4G>X)Y.,7G 相 似 性 为

KFV。剩余的 >% 条序列和与之相似性最高的序列

均来自于未培养细菌克隆。新的序列已向 .(1951Z
提交，序列号为 -[PPJPSF,-[PPJP>J。

JP%石鹏君等：应用 !"#9 和 >GI 2-BR 基因的变性梯度凝胶电泳技术⋯⋯ $ X微生物学报（%SSJ）FJ（%）



表 ! !"# $%&’ (")(* 区基因的 +,-)%../优势条带的测序结果分析

!"#$% & ’%()%*+,*- .%/)$0/ 12 03% #"*4/ +)0 2.15 03% &6’ .789 :6;:< 7==> -%$/
=1"0/ "*4 #"*4（/）" 9++%//,1* 81? @$1/%/0 .%$"0,A% B*4%*0,0CDE ’1).+%#

F& 7G<<H<IJ K*+)$0).%4 #"+0%.,)5 +$1*% LM@>NO OP 9LN&&HJI
FQ 7G<<H<IP K*+)$0).%4 .)5%* #"+0%.,)5 +$1*% RQJ;R&I O6 9F&<P6N&

#1%. -1"0 FN 7G<<H<I6 K*+)$0).%4 #"+0%.,)5 +$1*% LM@>NO OJ 9LN&&HJI
FJ 7G<<H<IH K*+)$0).%4 #"+0%.,)5 +$1*% S< OQ 7GNPNOIP
FP 7G<<H<I< K*+)$0).%4 .)5%* #"+0%.,)5 +$1*% =M@OP OP 7G6HNP6I
8& 7G<<H<IO ’%$%*151*"/ .)5,*"*0,)5 ,/1$"0% T6 <O 9L6<P&JP
8Q 7G<<H<&I K*+)$0).%4 .)5%* #"+0%.,)5 +$1*% RQN;=&& OJ 9F&<PP6N

C%$$1U -1"0 8N 7G<<H<&& K*+)$0).%4 #"+0%.,)5 +$1*% LM@FJO OO 9LN&&6NN
8J 7G<<H<&Q K*+)$0).%4 #"+0%.,)5 +$1*% @;HQ OQ 9FIOJ&6N
8P 7G<<H<&N K*+)$0).%4 #"+0%.,)5 +$1*% KQ<;9I6 OO 9F&<P66&
86 7G<<H<&J K*+)$0).%4 #"+0%.,)5 +$1*% LM@@IP OP 9LN&&6JN

B**%. V1*-1$," V& 7G<<H<&P K*+)$0).%4 .)5%* #"+0%.,)5 +$1*% RQN;FIH O< 9F&<PPQI
+"/35%.% -1"0 VQ 7G<<H<&6 9*"%.1#,+ #"+0%.,)5 >7;V06&DWL=;/6 OJ 7G&IIJJO

VN 7G<<H<&H K*+)$0).%4 #"+0%.,)5 +$1*% 94;XQ;HO O< 9L<&6J6<
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W@M;7==> 技术已被广泛应用研究胃肠道微生

物群落多样性，本研究根据前人的报道选取了 &6’
.789 :6;:< 区基因片段作为靶标，用于分析的 789
长度接近 PII#Y，相对于 &6’ .789 :N 区基因片段

（789 长度为 QII#Y 左右）能更好的提供细菌的分类

信息。但由于单一细菌 &6’ .789 存在多拷贝或者

异源双链，从而导致 7==> 图谱上单一菌出现多个

条带，从而使研究的微生物种群丰度复杂化。编码

M89 聚合酶!亚基的基因（ !"#F）也可以作为细菌鉴

定的分类指标，更重要的是 !"#F 基因在单一细菌基

因组 中 只 有 一 个 拷 贝［&&，&Q］，因 此 基 于 !"#F W@M;
7==> 技术能更准确地反映环境微生物群落组成。

从本 研 究 的 图 谱 结 果 也 可 以 看 出，:6;:<、!"#F
7==>图谱上样品相似性具有一致性，都能反映出

瘤胃细菌的遗传多样性。而且，!"#F 7==> 图谱条

带数明显少于 :6;:< 7==> 图谱的条带数，其条带

的分离效果也相对明显。但是选取 !"#F 基因研究

微生物多样性也存在一定缺陷性，由于 =%*F"*Z 中

!"#F 基因注册的序列信息远远低于 &6’ .789 基因

序列，因此本研究中也未对 !"#F 7==> 图谱上的优

势条带进行克隆测序。总之，!"#F 基因存在单一拷

贝的优越性，在应用 W@M;7==> 技术研究环境微生

物群落多样性的分析上，应将其与 &6’ .789 基因相

结合，对微生物群落组成进行更准确、全面的研究。

瘤胃微生物菌群的数量及整个微生物区系的组

成受多 种 生 理 因 素、饲 料 组 成、环 境 因 素 等 的 影

响［&N [ &P］。研究发现饲料是影响瘤胃微生物的最主

要因素，而对于寄主与瘤胃微生物的相互作用缺乏

认识。因此本研究选取 N 种以牧草为单一食物的全

放牧山羊，应用 W@M;7==> 技术研究不同品种间瘤

胃细菌群落组成的差异性。从 :6;:<、!"#F 7==>
图谱可以看出同一品种间具有更多共同的条带，其

相似性也均比较高。其中南江黄羊个体差异性相对

于另两种羊更高，不同品种间的差异性则较大。说

明寄主品种是影响瘤胃细菌种群构成的一个重要因

素。从以上结论可以看出瘤胃细菌组成所受到的影

响不是单一因素决定的，而是多种因素相互作用的

结果。其个体差异性更加说明了瘤胃微生物组成的

复杂性。

通过对瘤胃细菌 &6’ .789 序列进行相似性比

较和系统发育分析表明，&J 条 &6’ .789 序列中有 J
条克 隆 的 序 列 与 基 因 库 最 相 似 菌 的 相 似 性 大 于

OHE。其中 &N 条与未鉴定菌或未培养菌的序列相

似性最高，说明瘤胃中存在着丰富的未鉴定或不可

培养细菌种类。仅依靠传统培养对瘤胃的认识研究

存在很大的局限性，很难真实的反映出瘤胃的细菌

群落组成。

虽然 W@M;7==> 技术被广泛应用于环境微生物

多样性的研究，克服了常规平板培养细菌研究方法

诸多缺点，在鉴定自然生境或人工生境中的微生物

个体、分析复杂微生态演替规律、微生物种群动态性

评估、重要基因定位、表达及调控评价存在巨大的应

用空间。但其并不成熟，在引物设计、变性梯度凝胶

电泳技术（7==>）、优势菌群半定量分析等关键环节

尚待进一步完善。尤其对于胃肠道等复杂生态系统

的研究，很难弄清楚其微生物的真实情况。因此，通

过免培养技术对瘤胃微生物多样性进行初步分析，

定性的描述瘤胃细菌种类的组成，寻求其优势菌，进

而通过纯培养或共培养研究手段才能更好的揭示瘤

胃微生物的功能。对于瘤胃微生物多样性的研究有

利于开发和利用瘤胃微生物资源［&6］，更好的开展反

刍动物营养学的研究。

<<Q ’XB W%*-;\)* $% &’ ? D()%& *+)!#,+#’#-+)& .+/+)&（QIIH）JH（Q）
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