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摘   要：【目的】本文通过对高原牛胃肠道菌群结构组成的分析，从微生物学角度探讨 Akkermansia

与高原牛肺水肿病的关系。【方法】本研究以沈阳地区健康娟姗牛为对照，以引进入拉萨半年的

健康娟姗牛、拉萨本地健康黄牛以及引进入拉萨半年患肺水肿病的娟姗牛的粪便作为分析样本，

采用 Illumina MiSeq 高通量测序技术测定样本中微生物 16S rRNA 基因 V3–V4 区序列，通过比

较 4 种粪便样本菌群组成及丰度的差异，探讨 Akkermansia 与高原牛肺水肿病的相关性。【结果】

Verrucomicrobia 中 Akkermansia 在拉萨本地健康黄牛的胃肠道中的含量显著高于引进入拉萨半

年的健康娟姗牛，在引进入拉萨半年患肺水肿病的娟姗牛胃肠道中的含量显著高于引进入拉萨

半年的健康娟姗牛。在属水平上，沈阳地区健康娟姗牛胃肠道菌群中 Akkermansia 丰度占比为

0.07%；引进入拉萨半年的健康娟姗牛胃肠道菌群中 Akkermansia 丰度占比为 0.09%；拉萨本地

黄牛胃肠道菌群中 Akkermansia 丰度占比为 6.62%，是优势菌属；引进入拉萨半年的患肺水肿病

的娟姗牛胃肠道菌群中 Akkermansia 丰度占比为 11.85%，且是第一优势菌属。【结论】首次从微

生物学角度探讨 Akkermansia 与高原牛肺水肿病的关系，为将 Akkermansia 丰度作为诊断肺水肿

病的监测指标提供参考，但具体丰度值还有待进一步研究。 

关键词：Akkermansia；高通量测序；拉萨高原牛；娟姗牛；肺水肿病  
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Abstract: [Objective] To investigate the relationship between Akkermansia and pulmonary edema of 
plateau cattle through the analysis of the gastrointestinal microbiota structure in plateau cattle. 
[Methods] The fecal samples were collected from healthy Jersey cattle in Shenyang (control), healthy 
Jersey cattle which had been introduced into Lhasa for half a year, local healthy yellow cattle in Lhasa, 
and Jersey cattle which had been introduced into Lhasa for six months and suffered from pulmonary 
edema. Illumina MiSeq was used for sequencing the V3–V4 region of the 16S rRNA gene in the 
samples. Microbiota structure and abundance were compared among the four fecal samples, thereby 
elucidating the correlation between Akkermansia and the pulmonary edema. [Results] The content of 
Akkermansia in the gastrointestinal tract of healthy local Lhasa yellow cattle was significantly higher 
than that of healthy Jersey cattle which had been introduced into Lhasa for half a year, and the content 
in Jersey cattle with pulmonary edema was significantly higher than that in healthy Jersey cattle that 
had been introduced into Lhasa for six months. Specifically, the abundance of Akkermansia in the 
gastrointestinal microbiota of healthy Jersey cattle from Shenyang, healthy Jersey cattle which had been 
introduced into Lhasa for half a year, local yellow cattle in Lhasa, and Jersey cattle which had been 
introduced into Lhasa for half a year with pulmonary edema was 0.07%, 0.09%, 6.62% (dominant 
genus), and 11.85% (the first dominant genus), respectively. [Conclusion] This paper investigated the 
relationship between Akkermansia and pulmonary edema of plateau cattle for the first time by Illumina 
MiSeq, which may provide a reference for using the abundance of Akkermansia as an indicator for the 
diagnosis of pulmonary edema, although the specific abundance value needs to be further determined. 

Keywords: Akkermansia; high-throughput sequencing; Lhasa plateau cattle; Jersey cattle; pulmonary 
edema 
 

Akkermansia 属疣微菌门(Verrucomicrobia)
的黏液蛋白降解菌[1‒2]。其作为一种严格厌氧，

能够耐受低氧浓度的革兰氏阴性菌，居住在人

类 肠 道 黏 液 层 ， 占 健 康 个 体 微 生 物 群 落 的

0.5%‒5.0%[3]，于 2004 年才被发现[4]。Akkermansia

不仅在各种临床情况下具生理益处，而且是表

征人类生理的重要生物标志物。它的丰度与几

种疾病状态呈负相关，如在糖尿病[5‒6]、肝脏疾

病[5‒6]、心血管疾病[5‒6]、炎症性肠病[5‒6]、阑尾

炎 [5‒6]、渐冻症 [7]、自闭症 [8]、高血压 [8]等疾病

中都发现其丰度降低。Akkermansia 将粘蛋白作

为碳和氮元素的唯一来源，其可能提供对致病

性黏液降解菌的竞争性排斥，并可能具有门控

和信号传递功能[9]。通过将粘蛋白转化为有益
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的副产物来维持宿主肠道微生物的平衡，同时

黏蛋白降解物可通过肿瘤坏死因子 α (TNF-a)、
干扰素 γ (INF-c)、白介素 10 (IL-10)和 IL-4 等

信号调节宿主免疫系统[10]。尽管 Akkermansia 利

用黏液蛋白作为营养来源，但适量的 Akkermansia

实际上与人类和动物的黏液厚度和肠道屏障完

整性呈正相关，而且能通过降解黏液蛋白制造

短链脂肪酸来刺激黏液周转率[11]，以此来增强

肠道上皮细胞的完整性和黏液层的厚度，从而

增 加 肠 道 屏 障 功 能 [10,12] 。 只 有 当 肠 道 内

Akkermansia 大量生长，丰度显著升高时，高丰

度嗜粘蛋白 Akkermansia 大量降解黏蛋白，导

致肠道通透性增加，黏液保护功能受损、细菌

粘附性和炎症性微生物群增加[13‒14]，即高丰度

的艾克曼菌可能存在潜在的致病性。 
Akkermansia 是一种极具潜力的益生菌，在

预防与治疗肥胖和代谢紊乱疾病以及增加癌症

免疫治疗效果方面具有广阔的应用前景，对未

来的研究和开发具有重要意义[1]，近年来逐步

成为肠道微生态和益生菌研究热点 [11]。由于

Akkermansia 生长特性，其不易分离培养[10]；因

此寻找 Akkermansia 作为优势菌群的资源非常

重要。 
反刍动物牛与单胃动物不同，有瘤胃、网

胃、瓣胃和皱胃 4 个胃室，瘤胃微生物中细菌

的 数 量 和 种 类 最 多 ， 瘤 胃 液 中 细 菌 数 量 为

1010–1011 CFU/mL[15]。牛的肠道拥有一个复杂

的生态系统，该系统主要由微生物组成，在牛

肠道中有大量的共生微生物，肠道菌群的数量

远远高于牛自身的体细胞数，粪便中细菌数量

超过 1011 CFU/g，并且种类繁多[16]。早在 20 世

纪 70 年代，西藏自治区就成为我国五大牧区之

一，西藏地区 2/3 区域为草原，总面积 0.8 亿 hm2

左右，大部分分布在海拔 4 500 m 以上的地区[17]。

西藏拉萨海拔 3 594 m，地处高原，氧浓度为

20%左右[18]。由于高原极端的条件(低氧、低温、

高海拔)，引进牛易患肺水肿病，而肺水肿是由

于肺通气与换气功能严重障碍所导致，在临床

上表现为极度的呼吸困难，更进一步造成肠胃

缺氧状态，更有利严格厌氧的 Akkermansia 的

生长。 
基于高通量测序优势 [19‒21]，本研究通过

Illumina MiSeq 高通量测序技术分析高原健康

牛与高原病牛肠道菌群组成及丰度的差异，在

寻找具益生菌特性的 Akkermansia 资源的同时，

也从微生物学角度分析其与高原牛肺水肿病的

关系。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  实验动物 

试 验 动 物 为 辽 宁 沈 阳 辉 山 娟 姗 奶 牛 场

(N42°17′14.81″，E123°07′40.62″)的健康娟姗牛

(syjs，CK)以及西藏拉萨曲水县净土奶牛养殖有

限公司(N29°38′44.53″，E91°15′49.30″)的拉萨本

地黄牛(xzh)和娟姗牛[引入拉萨半年的健康娟

姗牛(xzjs)和引进入拉萨半年患肺水肿病的娟

姗牛(xzjspe)]。不同类型各 3 头，均为 3.5 年龄

牛，沈阳地区的娟姗牛作为原产地奶牛，拉萨

地区娟姗牛为从沈阳地区引进品种至少生活半

年，与西藏黄牛为同一养殖地点。 
1.1.2  饲养管理 

沈阳地区奶牛的试验日粮与拉萨地区奶牛

的试验日粮相同，表 1 为精饲料组成及营养水

平，表 2 为玉米稻秆青贮饲料的化学成分。奶

牛精饲料量按奶牛体重的 1.8%饲喂，青贮饲料

不限量，每天饲喂 2 次(7:30 和 17:30)。且不同

类别的牛分开饲养，同组牛单独饲养。 
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表 1  试验奶牛精料组成及营养水平 
Table 1  Concentrate composition and nutritional level of test cows 
Feed Proportion/% Nutritional levels Content 
Maize 47.6 Dry matter DM/% 89.56 
Soybean meal 14.0 Crude protein CP/% 19.35 
Cottonseed meal 6.0 NDF/% 20.27 
Bran 15.0 ADF/% 12.38 
Corn lees protein feed 12.0 Ca/% 0.83 
Ca(HCO3)2 1.5 P/% 1.12 
NaHCO3 0.5 Net lactation energy/(MJ/kg) 6.12 
Powdered food 0.8   
Salt 1.2   
Premixes 1.4   
Total 100.0   
Premixes can be supplied with: vitamin A 2 900 IU, vitamin D 1 100 IU, vitamin E 30 IU, niacin 3 mg, I 0.25 mg, Zn 20 mg, 
Cu 6 mg, Fe 20 mg, Mn 30 mg, Co 0.1 mg, Se 0.6 mg/kg of full price feed. 
 
表 2  玉米秸秆青贮饲料的化学成分 
Table 2  Chemical composition of corn stover silage 
Measurement items Test group 

Dry matter/(g/kg FW) 227.03 
pH value 4.15 
Lactic acid/(g/kg DM) 35.87 
Acetic acid/(g/kg DM) 30.83 
Lactic/acetic acid 1.17 
Propionic acid/(g/kg DM) 0.86 
Total volatile fatty acids/(g/kg DM) 31.69 
Crude protein/(g/kg DM) 45.18 
Ammoniacal nitrogen/total nitrogen/(g/kg TN) 299.78 
Water-soluble carbohydrates/(g/kg DM) 8.69 
Neutral detergent fibre/(g/kg DM) 666.22 
Acid detergent fibre/(g/kg DM) 371.79 
Crude ash/(g/kg DM) 66.97 
Total energy/(MJ/kg DM) 17.06 

 
1.1.3  样品采集 

粪便微生物与胃肠道微生物关系密切，消化

代谢系统的终产物为粪便，再加之样品易于采

集，因此研究胃肠道微生物，选择粪便微生物

表征其特点。本研究样品的采集时间在 2017 年

12 月，采集地点为辽宁沈阳辉山娟姗奶牛场

(N42°17′14.81″，E123°07′40.62″)，当地海拔为

68 m；西藏拉萨曲水县净土奶牛养殖有限公司

(N29°38′44.53″，E91°15′49.30″)，当地海拔为   
3 594 m。分别采集 syjs (CK)、xzjs、xzh 和 xzjspe
在 1 d 中所有排出的新鲜粪便进行混合，装入

标记好的离心管后立刻盖严，做好标记和记录，

立即投入干冰中冻存运输，及时带回实验室于

‒80 °C 冰箱中保存。 

1.2  主要仪器设备和试剂 
1.2.1  主要仪器设备 

主要仪器设备见表 3。 

 
表 3  主要仪器设备 
Table 3  Main instruments and equipment 
Name of instrumentation Model Manufacturers 
‒80 °C Laboratory 
Refrigerator (ultra low 
temperature refrigerator) 

ULUF-86 Arctiko 

Electronic scales BSA224S-CW Sartorius 
Ultra-frozen centrifuges JE-80K Gilson 
Constant temperature 
water baths 

HH.S11-2-S Prius 

Horizontal electrophoresis Wide Format Scie-Plas 
Pipette guns SL-2XLS+ Ruining 
Vortex oscillators XH-D Jerean 
Gel imager SmartGel™ 6000 Sage 
Gradient PCR instrument Veriti 96-Well 

Thermal Cycler 
Thermofisher 

Ultra clean bench SCV-4A1 ESCO 
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1.2.2  主要试剂 
溶菌酶、氯化钠、乙二胺四乙酸(EDTA)、

蛋白酶 K、十二烷基硫酸钠(SDS)、三羟甲基氨

基甲烷-盐酸(Tris-HCl)缓冲液、磷酸盐缓冲液、

苯酚、氯仿、异戊醇、异丙醇、乙醇、TE 缓冲

液、粪便 DNA 试剂盒、Axyprep DNA 凝胶回

收试剂盒等。 

1.3  肠道细菌基因组 DNA 提取 
细菌基因组 DNA 提取按照 Lamontagne 等方

法进行[22]。 

1.4  16S rRNA 基因扩增与文库构建 
其 中 细 菌 多 样 性 研 究 主 要 是 基 于 16S 

rDNA (V3–V4)区。以提取的细菌基因组 DNA
为模板，合成细菌 V3–V4 区带有 barcode 的 16S 
rDNA 基因，特异性引物：515F (5′-GTGCCAGC 
MGCCGCGGTA-3′)和 806R (5′-GGACTACHVG 
GGTWTCTAAT-3′)。进行 PCR 扩增并对其产物

进行纯化、定量和均一化形成测序文库。 
PCR 反应体系(50 μL)：细菌 DNA (5 ng/μL) 

5 μL，上游引物 (1 μmol/L) 10 μL，下游引物(1 μmol/L) 
10 μL，2×KAPA HiFi HotStart ReadyMixTotal  
25 μL；扩增程序如下：96 ℃预变性 5 min；90 ℃
变性 45 s，54 ℃退火 32 s，72 ℃延伸 1 min，

25 个循环，72 ℃延伸 10 min。用琼脂糖凝胶电

泳检测 PCR 产物，将检测合格的样品送至华大

基因公司进行 16S rRNA 高通量测序。 

1.5  16S rRNA 基因序列处理分析 
下机后将 FASTQ 数据利用重叠关系，将双

末端测序 reads 组装成一条序列得到 Tags，拼

接条件如下：最小匹配长度 15 bp；重叠区域允

许错配率为 0.1；去除没有重叠关系的 reads。 
得到的拼接序列原始数据(raw tags)；使用

Trimmomatic v0.33 软件，对拼接得到的 raw tags
进行过滤，得到高质量的 tags 数据(clean tags)；
使用 UCHIME 软件，对质检序列进行反向互补，

筛选嵌合序列，得到有效数据(effective tags)[22]。

具体步骤如下：采取按窗口去低质量的方法，

设置 25 bp 为窗口长度，如果窗口平均质量值低

于 20，从窗口开始截除 read 末端序列，移除最

终 read 长度低于原始 read 长度 75%的 reads；去

除接头污染 reads、含 N 的 reads 和低复杂度 reads。 
使用 QIIME Ⅱ中的 UCLUST[21]对 tags 在

97%的相似度水平下进行聚类、获得操作分类

单元（operational taxonomic unit，OTU），并通

过 Silva (细菌)分类学数据库比对，进行 OTU 分

类学注释；使用 Mothur (versionv.1.30)软件[23]，

分析样品 α 多样性指数；利用 QIIME Ⅱ生成各

分类水平的物种丰度表，再利用 R 语言绘制成

样品各分类水平下的群落结构图及组间物种差

异分析图；使用 PICRUSt 软件对微生物的功能

基因进行预测与分析。 
数据采用 Microsoft Excel 软件数据分析进

行方差分析。 

2  结果与分析 
2.1  16S rRNA 高通量测序结果 

16S rRNA 高通量测序结果，见表 4、表 5。

syjs (CK)和 xzjs 样品共得到 262 115 条 raw 
tags，质检处理后得到 249 719 条 tags，平均每

个样品 41 620 条。聚类 OTU 的丰度初步代表

样品的物种丰度。样品中每个样品 OTU 统计结

果见表 4。选取 OTUs 进行物种注释，样品物种

注释见表 5。 
xzjs 和 xzh 样品共得到 260 505 条 raw tags，

质检处理后得到 250 047 条 tags，平均每个样品

41 675 条。样品中每个样品 OTU 统计结果见表 4。

选取 OTUs 进行物种注释，样品物种注释见表 5。 
xzjs 和 xzjspe 样品共得到 261 202 条 raw 

tags，质检处理后得到 250 667 条 tags，平均每

个样品 41 778 条。样品中每个样品 OTU 统计 
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表 4  样品 OTU 统计 
Table 4  Sample OTU statistics 
Sample OTU 
syjs1 560 
syjs2 455 
syjs3 590 
xzjs1 784 
xzjs2 821 
xzjs3 782 
xzh1 836 
xzh2 837 
xzh3 864 
xzjspe1 653 
xzjspe2 692 
xzjspe3 712 

 
表 5  样品物种注释数 
Table 5  Number of sample species annotations 
Item No. Phylum Class Order Family Genus 
syjs 13 24 30 52 93 
xzjs 15 29 37 61 103 
xzh 15 30 41 65 114 
xzjspe 16 30 37 63 109 

 
结果见表 4。选取 OTUs 进行物种注释，样品物

种注释见表 5。 

2.2  基于 OTU 的 Venn 图分析  
OTU 的 Venn 图分析见图 1，OTU 显示在

syjs (CK)与 xzjs 个体的分布，2 组样品共获得  
1 111 个 OTUs，其中 syjs (CK)与 xzjs 个体间存

在共有的核心 OTUs 为 534 个，其中 xzjs 独有

的 OTUs 为 392 个，syjs 独有的 OTUs 为 185 个；

OTU 显示在 xzjs 与 xzh 个体的分布，2 组样品

共获得 1 057 个 OTUs，其中 xzjs 与 xzh 个体

间存在共有的核心 OTUs 为 802 个，其中 xzjs
独有的 OTUs 为 124 个，xzh 独有的 OTUs 为

131 个；OTU 显示在 xzjs 与 xzjspe 个体的分布，

2 组样品共获得 1 063 个 OTUs，其中 xzjs 与

xzjspe 个体间存在共有的核心 OTUs 为 672 个，

其中 xzjs 独有的 OTUs 为 254 个，xzjspe 独有

的 OTUs 为 137 个。 

2.3  α 多样性分析 
在 OTU 水平，syjs (CK) 3 个样品的平均丰

富度指数 Chao1 指数、Ace 指数分别为 594、

589，α 多样性指数 Shannon 指数、Simpson 指

数分别为 4.38、0.039 5，Goods coverage 均在

99%以上； xzjs 3 个 样品的平均丰富度指数

Chao1 指数、Ace 指数分别为 855、858，α 多

样性指数 Shannon 指数、Simpson 指数分别为

5.28、0.013 8；xzh 3 个样品的平均丰富度指数

Chao1 指数、Ace 指数分别为 916、916，α 多

样性指数 Shannon 指数、Simpson 指数分别为

5.14、0.016 1；Goods coverage 均在 99%以上；

xzjspe 3 个样品的平均丰富度指数 Chao1 指数、

Ace 指数分别为 774、776，α 多样性指数 Shannon
指数、Simpson 指数分别为 4.52、0.034 0。 

 

 
 
图 1  syjs、xzjs、xzh、xzjspe 样本中 OTU 的 Venn 图 
Figure 1  Venn diagram of OTU in syjs, xzjs, xzh and xzjspe samples. A: Venn diagram of OTUs in the syjs 
and xzjs samples; B: Venn diagram of OTUs in the xzjs and xzh samples; C: Venn diagram of OTUs in the 
xzjs and xzjspe samples. 
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α 多样性指数表明，xzjs 肠道菌群的丰富度

指数 Chao1 指数和 Ace 指数均显著高于 syjs 
(CK)、xzjspe (P<0.05)，且多样性指数 Shannon
指数显著高于 syjs (CK)、xzjspe (P<0.05)；xzh
肠道菌群的丰富度指数 Chao1 指数和 Ace 指数

均显著高于 xzjs (P<0.05)，多样性指数 Shannon
指数和 Simpson 指数均无显著性差异。 

2.4  菌群组成差异 
各组肠道菌群 LEFSe 分析环形树状图和

LEFSe 分析柱状图如图 2 和图 3 所示，在 xzjs
和 syjs (CK) 2 组 样 品 比 较 中 ， 厚 壁 菌 门

(Firmicutes) 、 梭 菌 纲 (Clostridia) 、 梭 菌 目

(Clostridiales)、瘤胃菌科(Ruminococcaceae)在

xzjs 的 胃 肠 道 中 的 含 量 显 著 高 于 syjs (CK) 
(P<0.05)；变形菌门(Proteobacteria)、γ-变形菌纲

(Gammaproteobacteria)、气单胞菌目(Aeromonadales)、
琥珀酸弧菌科(Succinivibrionaceae)、琥珀酸弧

菌属(Succinivibrio)在 xzjs 胃肠道中的含量显著

低于 syjs (CK) (P<0.05)。在 xzh 和 xzjs 2 组样

品比较中，疣微菌门(Verrucomicrobia)中的艾克

曼菌属(Akkermansia)在 xzh 胃肠道中的含量显

著高于 xzjs (P<0.05)；厚壁菌门(Firmicutes)、
梭菌纲(Clostridia)、梭菌目(Clostridiales)、瘤胃菌

科(Ruminococcaceae)、厌氧弧菌属(Anaerovibrio)
在 xzh 胃肠道中的含量显著低于 xzjs (P<0.05)。
在 xzjspe 和 xzjs 2 组样品比较中，疣微菌门

(Verrucomicrobia)中的艾克曼菌属(Akkermansia)
在 xzjspe 肠道中的含量显著高于 xzjs (P<0.05)；
厚壁菌门(Firmicutes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、
梭菌纲(Clostridia)、拟杆菌纲(Bacteroidia)、梭

菌 目 (Clostridiales)、 CF231 菌 属 、 拟 杆 菌 目

(Bacteroidales)、普雷沃氏菌科(Paraprevotellaceae)
在 xzjspe 胃肠道中的含量显著低于 xzjs (P<0.05)。 

通过肠道菌群 LEFSe 分析可知, 疣微菌门

(Verrucomicrobia)中的艾克曼菌属(Akkermansia)
在 xzh 胃肠道中的含量显著高于 xzjs (P<0.05)，
在 xzjspe 胃肠道中的含量显著高于 xzjs (P<0.05)。 

2.5  菌群结构组成分析 
2.5.1  门水平菌群结构组成分析 

由图 4 可知，syjs (CK)肠道菌群优势菌门

为 厚 壁 菌门 (Firmicutes) (48.40%)、 拟 杆 菌 门

(Bacteroidetes) (33.12%)、变形菌门(Proteobacteria) 

(14.53%)、螺旋体门(Spirochaetes) (1.51%)和柔

壁 菌 门 (Tenericutes) (1.12%) ， 占 相 对 丰 度 的

98%以上；xzjs 肠道菌群优势菌门为厚壁菌门

(Firmicutes) (56.82%)、拟杆菌门(Bacteroidetes) 

(37.55%)、柔壁菌门(Tenericutes) (1.21%)和螺旋体

门(Spirochaetes) (1.04%)，占相对丰度的 96%以上；

xzh 肠道菌群优势菌门为拟杆菌门(Bacteroidete) 

(45.12%)、厚壁菌门(Firmicutes) (42.60%)、疣微菌

门 (Verrucomic) (7.12%) 、柔壁菌门 (Tenericutes) 

(1.68%)、变形菌门(Proteobacteria) (1.20%)，占

相对丰度的 97%以上；xzjspe 肠道菌群优势菌

门为厚壁菌门(Firmicutes) (56.67%)、拟杆菌门

(Bacteroidetes) (25.10%)、疣微菌门(Verrucomicrobia) 

(12.09%)、柔壁菌门(Tenericutes) (1.35%)、浮

霉 菌 门 (Planctomycetes) (1.31%) 和 广 古 菌 门

(Euryarchaeota) (1.22%)，占相对丰度的 97% 

以上。 

xzjs 肠道菌群在门水平上较 syjs (CK)均无

显著性差异；xzh 与 xzjs 肠道菌群相比疣微菌门

(Verrucomicrobia)丰度极显著升高(P<0.01)，拟杆

菌门(Bacteroidetes)丰度显著升高(P<0.05)，厚壁

菌 门 (Firmicutes)、 浮 霉 菌 门 (Planctomycetes)
丰度极显著降低(P<0.01)；xzjspe 与 xzjs 肠道

菌群相比广古菌门(Euryarchaeota)和疣微菌门

(Verrucomicrobia)丰度显著升高(P<0.05)，拟杆

菌门(Bacteroidetes)丰度显著降低(P<0.05)。 
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图 2  syjs、xzjs、xzh、xzjspe 样本肠道菌群 LEfSe 分析环形树状图 
Figure 2  A circular dendrogram of the LEfSe analysis of the intestinal microbiota of syjs, xzjs, xzh and xzjspe 
samples. A:  a circular dendrogram of the LEfSe analysis of the intestinal microbiota in syjs and xzjs samples; B: 
a circular dendrogram of the LEfSe analysis of the intestinal microbiota in xzjs and xzh samples; C: a circular 
dendrogram of the LEfSe analysis of the intestinal microbiota in xzjs and xzjspe samples. 
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图 3  syjs、xzjs、xzh、xzjspe 样本肠道菌群 LEfSe 分析柱状图 
Figure 3  LEfSe analysis histogram of the intestinal microbiota in syjs, xzjs, xzh and xzjspe samples. A: 
LEfSe analysis histogram of the intestinal microbiota in syjs and xzjs samples; B: LEfSe analysis histogram 
of the intestinal microbiota in xzjs and xzh samples; C: LEfSe analysis histogram of the intestinal microbiota 
in xzjs and xzjspe samples. 
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图 4  基于门水平 syjs、xzjs、xzh、xzjspe 样本肠道菌群结构分析 
Figure 4  Structural analysis of intestinal microbiota based on phylum level syjs, xzjs, xzh and xzjspe 
samples. A: structural analysis of intestinal microbiota based on phylum level syjs vs. xzjs samples; B: 
structural analysis of intestinal microbiota based on phylum level xzjs vs. xzh samples; C: structural analysis 
of intestinal microbiota based on phylum level xzjs vs. xzjspe samples. 
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2.5.2  属水平菌群结构组成分析 
由图 5 可知，syjs (CK)胃肠道菌群丰度大于 1%

的菌属为琥珀酸弧菌属(Succinivibrio) (14.01%)、普

雷沃菌属(Prevotella) (9.31%)、5-7N15 菌属

(4.77%)、罗氏菌属(Roseburia) (4.53%)、CF231
菌属(3.76%)、梭菌属(Clostridium) (2.75%)、粪

球菌属(Coprococcus) (1.83%)、考拉杆菌属

(Phascolarctobacterium) (1.61%)、密螺旋体属

(Treponema) (1.51%)、布劳特氏菌属(Blautia) 
(1.24%)、颤螺菌属(Oscillospira) (1.16%)，除

此之外还有艾克曼菌属(Akkermansia) (0.07%)；
xzjs 肠道菌群丰度大于 1%的菌属为 CF231 菌 

 

 
 
图 5  基于属水平 syjs、xzjs、xzh、xzjspe 样本肠道菌群结构分析 
Figure 5  Structural analysis of intestinal microbiota based on genus level syjs, xzjs, xzh and xzjspe samples. 
A: structural analysis of intestinal microbiota based on genus level syjs vs. xzjs samples; B: structural 
analysis of intestinal microbiota based on genus level xzjs vs. xzh samples; C: structural analysis of intestinal 
microbiota based on genus level xzjs vs. xzjspe samples. 
 
 



 

 

 

4378 Zhang Qingfang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(11) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

属(5.19%)、颤螺菌属(Oscillospira) (4.06%)、梭菌

属(Clostridium) (4.05%)、5-7N15 菌属(3.69%)、
粪 球 菌 属 (Coprococcus) (1.36%) 、 瘤 胃 菌 属

(Ruminococcus) (1.19%)、普雷沃菌属(Prevotella) 
(1.07%)、密螺旋体属(Treponema) (1.01%)，除

此之外还有艾克曼菌属(Akkermansia) (0.09%)；
xzh 肠道菌群丰度大于 1%的菌属为 CF231 菌属

(6.71%)、艾克曼菌属(Akkermansia) (6.62%)、颤

螺 菌 属 (Oscillospira) (3.28%) 、 5-7N15 菌 属

(2.90%)、梭菌属(Clostridium) (1.59%)；xzjspe
肠道菌群丰度大于 1%的菌属为 Akkermansia 

(11.85%)、颤螺菌属(Oscillospira) (6.32%)、5-7N15
菌属 (5.06%)、CF231 菌属 (1.96%)、瘤胃菌属

(Ruminococcus) (1.34%)、02d06 菌属(1.09%)、
梭菌属(Clostridium) (1.07%)。 

xzjs 与 syjs (CK)胃肠道菌群相比，罗氏菌

属(Roseburia)丰度极显著降低(P<0.01)，考拉杆

菌 属 (Phascolarctobacterium) 、 布 劳 特 氏 菌 属

(Blautia) 丰 度 显 著 降 低 (P<0.05) ， 颤 螺 菌 属

(Oscillospira)丰度极显著升高(P<0.01)；xzh 与

xzjs 肠道菌群相比，艾克曼菌属(Akkermansia)

丰度极显著升高(P<0.01)，梭菌属(Clostridium)

丰 度 极 显 著 降 低 (P<0.01) ， 布 劳 特 氏 菌 属

(Blautia)、粪球菌属(Coprococcus)和瘤胃菌属

(Ruminococcus)丰度显著降低(P<0.05)；xzjspe

与 xzjs 肠道菌群相比，02d06 菌属丰度显著升

高(P<0.05)，艾克曼菌属(Akkermansia)、颤螺菌

属(Oscillospira)丰度显著升高(P<0.05)，梭菌属

(Clostridium)丰度极显著降低(P<0.01)，CF231 菌

属、粪球菌属(Coprococcus)丰度显著降低(P<0.05)。 

2.6  基于 16S rRNA 基因的菌株功能预测和

分析 
基于 16S rRNA 基因的菌株功能预测和分

析如图 6，使用 PICRUSt 软件通过比对 16S 

rRNA 基因测序数据获得的物种组成信息、代谢

途径的差异分析，推测样品中的功能基因组成及

在代谢途径上的差异和变化。如图 6 所示，xzh
和 xzjs 功能差异性显著所注释的类别达到 7 种；

xzjspe 和 xzjs 功能差异性显著所注释的类别达

到 10 余种；xzjs 和 syjs (CK)功能差异性显著所

注释的类别高达 76 种。 

3  讨论与结论 
Akkermansia 存在于成人、婴儿和动物肠道

中[9]。Akkermansia 作为肠道中的益生菌，近年

来逐步引起研究人员的关注，成为肠道微生态和

益生菌研究热点[11]。Routy 等发表于《科学》杂

志上的一篇研究论文，证明 Akkermansia 能显著

增加癌症免疫治疗效果[23]；且 Akkermansia 在预

防和治疗肥胖[24]、自闭症[8]、渐冻症[7]和代谢紊

乱疾病等方面具有广阔的应用前景，对未来的

研究和开发具有重要意义。 
本研究结果表明，在属水平上，沈阳地区

健康娟姗牛(对照)肠道菌群中 Akkermansia 占比

为 0.07%，占比相对较低；拉萨本地黄牛肠道菌

群中 Akkermansia 占比为 6.62%，丰度极显著高

于引进入拉萨半年的健康娟姗牛 Akkermansia 

(0.09%) (P<0.01)；引进入拉萨半年患肺水肿娟

姗牛肠道菌群中 Akkermansia 占比为 11.85%，

且成为第一优势菌属。 
黏蛋白在动物的胃肠道表面有大量分布，

Akkermansia 作为肠道中益生菌之一，可以利用

宿主分泌的粘蛋白，通过竞争性排斥的方式在

肠道内定居并保护肠道免受病原体的侵害[25]。

在本研究中 Akkermansia 在拉萨本地黄牛中的

丰度较高，该菌属的抗炎、增强肠道屏障等益

生功能使得拉萨本地黄牛抗病能力更优于引进

入拉萨半年的健康娟姗牛。 
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图 6  syjs、xzjs、xzh、xzjspe 样本肠道菌群 PICRUSt 功能预测分析图 
Figure 6  Predictive analysis graph of PICRUSt function of intestinal microbiota in syjs, xzjs, xzh and 
xzjspe samples. A: predictive analysis graph of PICRUSt function of intestinal microbiota in syjs and xzjs 
samples; B: predictive analysis graph of PICRUSt function of intestinal microbiota in xzjs and xzh samples; 
C: predictive analysis graph of PICRUSt function of intestinal microbiota in xzjs and xzjspe samples. 
 

本研究结果说明，Akkermansia 大量存在于

牛的胃肠道中与该菌生长特性、牛肠胃结构、

高原缺氧环境等综合因素有关。从本研究中可

以看出高原环境可导致刚引进半年的娟姗牛胃

肠道菌群紊乱[26]，免疫力降低，使其患病风险

升高。同时本研究 16S rRNA 功能基因预测分

析结果(图 6)显示，高原环境对引进半年的娟姗

牛的生理代谢影响是最显著的。 

厚壁菌门(Firmicutes)和拟杆菌门(Bacteroidetes)
的比值被认为是肠道菌群组成的重要指标[27]。拟

杆菌门具有降解碳水化合物以及蛋白质的功

能，并且能够补充宿主基因组，参与降解具有

抗性的纤维素、果胶和木聚糖等食物 [28]。Van 
Der Waaij 等[29]用抗生素治疗小鼠消化道定殖

抗性研究表明，拟杆菌门的丰度还能反映肠道

微生物的定殖抗力，在 xzh (拉萨本地黄牛)肠道
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菌 群 中 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 和 拟 杆 菌 门

(Bacteroidetes)的比值仅为 0.94，syjs (沈阳健康

娟姗牛)、xzjs (引进入拉萨半年的健康娟姗牛)、
xzjspe (引进入拉萨半年患肺水肿病的牛)中二

者的比值分别为 1.46、1.51、2.26。4 种牛中二

者比值大小排序为 xzh>syjs>xzjs>xzjspe；4 种

牛 肠 胃 中 拟 杆 菌 门 的 丰 度 大 小 排 序 为 xzh 
(45.12%)>xzjs (37.55%)>syjs (33.12%)>szjspe 
(25.10%)。说明高原牛的肠道菌群定殖能力及

稳定性的强弱顺序为 xzh>xzjs>xzjspe，这可能

是拉萨本地黄牛具有抗病力强、适应性好[30]的

原因之一，也是引进入拉萨半年的娟姗牛患肺

水肿病的原因之一。 
xzjs 与 syjs (CK)肠道菌群相比，考拉杆菌

属(Phascolarctobacterium)、罗氏菌属(Roseburia)、
布劳特氏菌属(Blautia)丰度极显著降低。布劳特

氏菌属(Blautia)具有抗炎症的特性 [31]；考拉杆

菌 属 (Phascolarctobacterium) 产 短 链 脂 肪 酸

(short-chain fatty acid)[31]；罗氏菌属(Roseburia)
产丁酸盐[32]。机体免疫反应可通过免疫细胞(如
Treg 细胞)和肠道菌群产生的 SCFA (如醋酸盐、

丙酸盐和丁酸盐)来调节[33]，免疫细胞的生成又

可被 SCFA 调节，通过调节还可促进 T 细胞分化

成 Treg 细 胞 。 因 此 有 益 菌 考 拉 杆 菌 属

(Phascolarctobacterium)、罗氏菌属(Roseburia)、
布劳特氏菌属(Blautia)丰度的降低会影响肠道

稳态、肠道损伤恢复以及肠道健康。 
xzjspe 与 xzjs 肠 道 菌 群 相 比 梭 菌 属

(Clostridium)丰度极显著降低(P<0.01)，粪球菌

属(Coprococcus)丰度显著降低(P<0.05)。粪球菌

属 [34] (Coprococcus)和梭菌属(Clostridium)可以

抑制有害菌生长，梭菌属(Clostridium)还可产生

维生素。由于粪球菌属和梭菌属等有益菌的减

少，机体抑制有害菌生长的能力减弱，导致胃

肠道菌群紊乱，胃肠道机能下降、机体出现炎

症可能性升高，从而影响到机体健康水平和免

疫力的下降。 
有一些刊物报道了高丰度的艾克曼菌可能

存在潜在的致病性。Chassaing 等 [35]观察到，

Akkermansia 增加了 IL10‒/‒小鼠的肠道通透性，

导致黏液保护功能的受损、细菌粘附性和炎症

性微生物群的增加。Seregin 等[36]发现，反复灌

胃艾克曼菌可导致 SPFIL10‒/‒小鼠结肠炎严重

程度的增加。在严重肺部疾病中，肠道细菌在

肺部被检测到，这被认为是由屏障完整性受损

造成的[37]。通过 LEFSe 分析，Akkermansia 在

患肺水肿病牛肠道中的含量高于拉萨本地黄

牛，显著高于健康娟姗牛，拉萨本地黄牛肠道

中 Akkermansia 含量显著高于健康娟姗牛(图 2
和图 3)，但拉萨本地黄牛并未患肺水肿病。因

此可推测，适量的 Akkermansia 并不会导致高

原牛患肺水肿病(本研究中对本地黄牛来讲，

Akkermansia 丰度 6.62%为适量)，而较高丰度的

Akkermansia 可能通过导致肠道通透性增加，黏

液保护功能受损，细菌粘附性和炎症性微生物群

增加，从而使高原牛肺水肿病情加重(对娟姗牛来

讲，Akkermansia 丰度 11.85%为高丰度，且为第

一优势菌属)。 
综上所述，本研究首次从微生物学角度分

析 Akkermansia 与高原牛肺水肿病的关系：当

牛适应高原环境时，肠道菌群未发生紊乱，

Akkermansia 生长正常，适量的 Akkermansia 可

发挥有益作用，如可增加肠道屏障功能，于高

原牛生长有益，如拉萨本地黄牛肠道菌群中

Akkermansia 占比 6.62%；而当刚引进娟姗牛无

法适应高原环境时，高原环境可导致其胃肠道

菌群失调、免疫力下降、患病风险升高；加之

牛所处缺氧环境，牛肠胃中也缺少氧气，较利

于 Akkermansia 的生长。高原肺水肿病是高原

常见病，由于肺水肿病造成肺通气与换气严重
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障碍，更进一步造成肠胃缺氧状态，更有利严

格厌氧的 Akkermansia 的生长。当高原牛患肺

水肿病时，Akkermansia 则大量生长，丰度大大

升高，由于其以黏蛋白为唯一氮源的特性，可

能通过导致肠道通透性增加、黏液保护功能受

损、细菌粘附性和炎症性微生物群增加，从而

使高原牛肺水肿病情恶化。外部所处低压环境，

水分易扩散，肠道菌群及其代谢产物更易于扩

散到肺部中，从而造成恶性循环。 
本文通过对高原牛胃肠道菌群结构组成的

分析发现，高原本地牛和高原肺水肿病牛胃肠道

中存在大量 Akkermansia，为新的 Akkermansia 资

源来源，可为后期 Akkermansia 资源的挖掘与

应用研究提供方向；同时探讨了 Akkermansia

与高原牛肺水肿病的关系，为将 Akkermansia

丰度作为诊断肺水肿病的监测指标提供了参

考，但具体丰度值还有待进一步研究。 

4  展望  
Akkermansia 是严格的厌氧菌，以粘蛋白

作为碳、氮的唯一来源生长，不易培养，本研

究结果表明，高原患有肺水肿病牛的肠胃中

存在大量的 Akkermansia，推测可以仿生高原

患 有 肺 水肿病牛的肠胃环境作为孵化器用于

Akkermansia 的大规模培养，为后期 Akkermansia

资源的挖掘与其益生特性应用研究提供菌种来

源，且本研究中 Akkermansia 与高原肺水肿病

之间的作用机理还有待进一步研究。 
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