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广西水牛瘤胃中的细菌多样性
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摘要：【目的】了解广西水牛瘤胃中细菌的组成及其可能的降解纤维素细菌的主要类群。【方法】提取水牛瘤

胃内容物和高效降解滤纸的水牛瘤胃内容物的富集培养物的宏基因组 N2O，以宏基因组 N2O为模板，扩增
%’1 +P2O基因序列，构建该两种样品的细菌的 %’1 +P2O基因文库。通过对 %’1 +P2O基因序列的分析，了解
这两种样品的细菌群体种类及数量。【结果】水牛瘤胃内容物与其富集培养物中均主要含有 QR3RSC（<:T R
H 3 R+-@IS:=?7?U) C-A7)+?-）、3(C（ ./#(01$+$I2*34&)$"#3’I5$"#3’(&637）两大类菌群和少数的螺旋体菌
（,0&’("1$3#37），且 QR3RSC所占的比例都是最高的，QR3RSC在水牛瘤胃内容物细菌中的比例为 $’V’’W，而
在富集培养物细菌中的比例升高为 DBVBBW。在水牛瘤胃内容物中，丝状杆菌（2&)’()$"#3’37）占 BVBBW，但在
富集培养物中未被检测到。而在富集培养物中占 %BVBBW的变形杆菌（8’(#3()$"#3’&$），在水牛瘤胃内容物中
未被检测到。本研究还发现了分类地位尚未明确的一菌群（P!’）。【结论】细菌类群 QR3RSC、8’(#3()$"#3’&$
可能在水牛瘤胃中的纤维素降解过程中起重要作用。此外，水牛瘤胃中的细菌组成和牦牛、牛、羊瘤胃中的

细菌组成较相似但比例有所不同。

关键词：瘤胃细菌；%’1 +P2O基因；细菌多样性
中图分类号：5"BE 文献标识码：O 文章编号：///%I’#/"（#//"）/#I/#$%I/’

水牛是我国南方主要的役用和肉用牛，在农业

生产和肉制品加工行业中占有举足轻重的地位。我

国南方约有 #///多万头水牛，而绝大部分属于沼泽
型。广西水牛普遍以甘蔗叶、稻草、玉米秸杆等富含

纤维素的草料为食。水牛是典型的反刍动物，它们

的瘤胃中存在大量能降解纤维素的微生物帮助宿主

获得能量。反刍动物瘤胃是一个复杂特殊的生态系

统，瘤胃微生物与宿主之间、微生物与微生物之间存

在协同又制约的动态平衡关系。大部分瘤胃微生物

目前还不能在实验室分离培养。

分子生物学技术的发展使得人们对生境微生物

的组成、分布、丰度和动态等的研究更直接、更深入。

%’1 +P2O基因是原核生物进化的标尺［%］，当前 %’1
+P2O基因文库方法被广泛应用于各种环境的细菌
菌群分析中。%"""年，F-9-@-运用 %’1 +P2O基因序
列分析方法揭示了牛瘤胃细菌的多样性［#］。#//D
年，石鹏君等的研究表明了寄主是影响山羊瘤胃细

菌群落构成的重要因素，某些瘤胃细菌具有寄主特

异性，其个体差异性更加说明了瘤胃微生物组成的

复杂性［B］。我国学者已对荷斯坦奶牛［!］、黄牛（晋南

牛）和牦牛［$］的瘤胃细菌多样性进行了分析，但对水

牛瘤胃细菌多样性的研究却未见报道。

本研究运用 %’1 +P2O基因文库方法分析广西
水牛瘤胃中细菌的多样性以及稳定高效降解滤纸的



水牛瘤胃内容物的富集培养物中的主要细菌类型，

同时也根据文库中 !"# $%&’基因序列出现的频率，
比较这两个样品的细菌类群构成，推测水牛瘤胃中

对纤维素降解起主要作用的细菌类群，并比较分析

广西水牛瘤胃与其它反刍动物瘤胃的细菌多样性的

差异。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 样品采集：())"年 !!月在广西南宁市肉联
厂屠宰场采集水牛瘤胃内容物样品作为研究对象。

选择 !(头成年健壮的水牛，宰杀后立即用无菌保鲜
袋分别收集它们的瘤胃内容物，带回实验室后，保存

于 * ()+冰箱备用。据屠宰场工作人员介绍，这些
水牛是南宁市郊区农户的役用牛，属于广西本地沼

泽型水牛，喂的饲料主要为甘蔗叶和干稻草。

!"!"# 主要试剂：,-%引物、,-%试剂和酶均购自
./0/%/公司；12345. 3/67载体购自 ,$89:;/；<型小
量 =&’片段快速胶回收试剂盒购于北京博大泰克
生物基因技术有限责任公司；#:1>/?:@ 2())和聚乙
烯聚吡咯烷酮（,A,,，,8B7CDE718B717$$8BD?8E:）购自
#D;9/公司；! F "#$% =GH!由本实验室保存。
!"# 水牛瘤胃内容物的富集培养
将采集到的 !(个水牛瘤胃样品按 ! I J)的比例

添加到含滤纸的 1G "KL的 25#培养基［"］中，抽真空
充入氮气后置于 ML+培养箱静置培养。于不同时
间观察滤纸发生崩溃降解的情况，以滤纸条的崩解

作为指示，并对滤纸崩解效果最好的培养物进行连

续转接培养，待滤纸完全降解后即转接传代，直至获

得稳定高效降解滤纸的富集培养物。

!"$ 宏基因组 %&’的提取与纯化
宏基因组 =&’的提取按 N>8O等［L］的方法。分

别对水牛瘤胃内容物及其富集培养物进行离心收集

菌体，用提取缓冲液（&/(G,PJ：!)) 998BQR，1G SK)；

.$D65G-B：!)) 998BQR，1G SK)；3=.’：!)) 998BQR，1G
SK)；&/-B：!KH 98BQR；-.’<：!T；#=#：(T）悬浮菌
体。提取的总 =&’的纯化和回收按 U:E;等［S］描述
的方法。

!"( !)* +,&’基因文库的构建
根据文献报道选取引物 (LV和 !JW($扩增细菌

的 !"# $%&’ 基 因［W］，引 物 序 列 为：(LV：HX5
’2’2...2’.-’.22-.-’25MX； !JW($： HX5
.’222..’--..2..’-2’-..5MX。,-% 采用 H) "R
反应体系，以上述纯化的宏基因组 =&’为模板，反

应条件为：WH+ H 9DE；WJ+ M) 6，HH+ M) 6，L(+ !KH
9DE，共 M) 个循环；L(+ !) 9DE。用电洗脱法回收
,-%产物，连接到 12345. 3/67 载体上并采用化学
法转化到大肠杆菌 =GH!，构建水牛瘤胃内容物及其
富集培养物的细菌的 !"# $%&’基因文库。
!"- !)* +,&’基因序列测定和分析
随机挑取该水牛瘤胃内容物细菌 !"# $%&’基

因文库的 ")个克隆及瘤胃内容物富集培养物的细
菌 !"# $%&’基因文库的 M)个克隆，以 (LV为引物对
克隆的 !"# $%&’ 基因测序一个反应。将细菌 !"#
$%&’基因文库序列都输入 %DY8689/B =/Z/Y/6: ,$8[:\Z
中用 -G3-05-G]43%’程序分析检查，以去除嵌合
序列。用选取的 !"# $%&’ 基因的部分序列搜索
2:E</E （̂ >ZZ1：QQ___F E\YD F EB9F ED> F ;8CQ）。使 用
-BO@Z/B!KSM软件对所克隆的 !"# $%&’ 基因部分序
列及代表性细菌的 !"# $%&’基因序列进行多序列
比对，在 432’(K! 软件中，用 &:D;>Y8$5[8DEDE; 法［!)］

选择 <88Z6Z$/1为 !)))个重复构建进化树，并对所构
建的树进行分析。将序列相似性达到 WHT以上的
!"# $%&’基因确定为同一操作分类单位（P1:$/ZD8E/B
./@8E89D\ ‘EDZ，P.‘）［!!］。
本研究所得到的 LJ个 !"# $%&’基因部分序列

在 2:E</E^中的索引号为：3‘WS!WM(53‘WS())H。

# 结果

#"! 水牛瘤胃内容物样品的富集培养与筛选
在对采集到的 !(个水牛瘤胃内容物样品分别

进行富集培养时，我们观察到这 !(个样品均能使滤
纸得到不同程度的崩解，其中有一个富集样品对滤

纸的崩解效果是最高效稳定的，对该样品共转接了

"次，且第四、第五、第六代富集培养物均保持了 J)
>就能使滤纸完全崩解的能力，因此选择该样品第
六代富集培养物及其原始的瘤胃内容物用于构建

!"# $%&’基因文库。
#"# !)* +,&’基因的扩增和 !)* +,&’基因文库
的构建

分别以纯化后的水牛瘤胃内容物及其富集培养

物的宏基因组 =&’作为模板扩增 !"# $%&’基因，
通过 ,-%均得到一条 !KH ^Y的特异产物。采用电
透析法回收 ,-%产物，连接到 12345. 3/67载体上
并转化大肠杆菌 =GH!，分别构建了一个含 "M)个克
隆的水牛瘤胃内含物中细菌的 !"# $%&’基因文库
（命名为 %）和一个含 JH)个克隆的水牛瘤胃内含物
第六代富集培养物样品的细菌的 !"# $%&’基因文
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库（命名为 !"）。
!"# 水牛瘤胃内容物 $%& ’()*基因文库分析
随机挑选水牛瘤胃内容物中细菌的 #$% &!’(

基因文库中的 $) 个克隆（*+,!-.!)# / *+,!-
.!$)），用 012作引物测定重组质粒一端的序列。所
得到的 $) 个 #$% &!’( 基因部分序列（$0) 3.）经
45678’比对，在 9:;46;< 中搜索到与各序列同源性
最高的 #$% &!’(基因，将同源性比对结果相同的序
列看作一个独立序列，共得到 ,$个独立序列。把序
列相似性大于 ==>,?的归为同一细菌的序列。结
果发现这 ,$个序列可以代表 ,# 个不同的细菌，其
中 @=个（占 =$>#?）序列的最高同源序列为来自牛
瘤胃未培养细菌的 #$% &!’(基因。可见，水牛瘤胃
中存在着大量的未培养细菌。只有 0个序列与已知
细菌的 #$% &!’(基因具有最高的同源性。其中序
列 !##与 !"#$%#&’()$ *+’’",%-),)* 的 #$% &!’(基因具
有最高的同源性（==?），序列 !,A 与 .+(/$"0"#$"%
1"#$"*%20),* 的 #$% &!’( 基因具有最高的同源性
（=A?），且 ! B *+’’",%-),)*、. B 1"#$"*%20),* 都是瘤胃
中典型的纤维素降解菌。

用所得的水牛瘤胃细菌 #$% &!’(基因部分序
列、富集培养物样品的 #$% &!’(基因部分序列和瘤
胃中已知的代表性细菌的 #$% &!’(基因序列构建
了遗传进化树（图 #）。从进化树上可看出，本工作
所获得的细菌的 #$% &!’(基因位于进化树不同的
分支上，说明水牛瘤胃中的细菌种类丰富。这些序

列主要来源于 C9D9E4（8F: 5GH 9 I D 9&6JKEG7L8LM:
46N8:&L6）（,$>$$?）、DO4（ 8F: 3/(%45&-&K!2)6"#&’()$K
.&’()$%"7)* ）（ P$>$$?）、 !"#$%#&’()$)* （ P>PP?）、
84"$%’5&)()*（#>10?），及通过 45678’序列比较分析，
序 列 !@$ 与 9:;46;< 中 同 源 性 最 高 的 是
9$%()%#&’()$"& 的 #$% &!’( 基因（A1?），故认为 !@$
与目前 9:;46;<中已知的菌群的亲缘关系较远。
!"+ 水牛瘤胃内容物的富集培养物 $%& ’()*基因
文库分析

通过对水牛瘤胃内容物的富集培养物细菌多样

性的分析，可以了解瘤胃微生物在离开宿主影响时

仍对降解纤维素（滤纸）起重要作用的菌群，这些菌

群很可能在瘤胃中在纤维素降解过程中起重要作

用。随机挑选水牛瘤胃内容物的富集培养物中细菌

的 #$% &!’(基因文库的 P) 个克隆（*+,!-.!"K# /
*+,!-.!"KP)）进行测序分析，也是用 012 作引物测
定重组质粒一端的序列。同源性比对结果相同的序

列看作一个独立序列，结果得到 #A个独立序列，把

序列相似性大于 ==>,?的归为同一细菌的序列。
结果发现这 #A个序列可以代表 #$ 个不同的细菌，
其中 ##个（占 $A>1?）序列的最高同源序列来自未
培养细菌，有 ,个序列与已知细菌的 #$% &!’(基因
具 有 最 高 的 同 源 性。其 中 序 列 !"@ 与
:)*+21%(%;&’+2+; <+=,)(*%0"" 的 #$% &!’(基因具有最
高的 同 源 性（ ==?），序 列 !"## 与 32%*($"7"+;
*&’’5&$%2/("’+;的 #$% &!’(基因具有最高的同源性
（==?），序列 !"#P 与 9*)+7%;%,&* 7.B的 #$% &!’(
基因具有最高的同源性（==?），序列 !"#A 与
9$%()+* ;"$&#"2"* 的 #$% &!’(基因具有最高的同源性
（#))?），序列 !"#=与 8($)4(%’%’’+* #%0"* 的 #$% &!’(
基因具有最高的同源性（#))?）。
从进化树（图 #）上可看出，所获得水牛瘤胃内

容物的富集培养物样品中的细菌的 #$% &!’(基因
位于进化树不同的分支上，说明水牛瘤胃内容物的

富集培养物的细菌具有一定的多样性。这些序列主

要 来 源 于 C9D9E4（ 1P>PP?）、DO4（ #)?）、
9$%()%#&’()$"&（#P>PP?）、84"$%’5&)()*（P>PP?）。
!", 水牛瘤胃内容物及其富集培养物的主要细菌
组成比较

水牛瘤胃内容物与其富集培养物中均主要含有

C9D9E4、DO4 这两大类菌群和少数的螺旋体
（84"$%’5&)()*），且 C9D9E4所占的比例都是最高的，
C9D9E4 在水牛瘤胃内容物细菌中的比例为
,$>$$?，在富集培养物细菌中的比例提高到
1P>PP?。但在水牛瘤胃内容物中占 P>PP?的丝状
杆菌（!"#$%#&’()$)*）和分类地位尚未明确的菌群"在
富集培养物中没有被检测到。而在富集培养物中检

测到的变形杆菌（9$%()%#&’()$"&）占 #P>P?，在水牛瘤
胃内容物中没有检测到。推测在富集培养物中占优

势的、且比例高于水牛瘤胃内容物的菌群 C9D9E4、
9$%()%#&’()$"& 可能在水牛瘤胃中的纤维素降解过程
中起重要作用。

# 讨论
本研究分别构建了水牛瘤胃内容物及其稳定高

效降解滤纸的富集培养物的 #$% &!’(基因文库，通
过对文库中 #$% &!’(基因部分序列的分析，阐述了
广西水牛瘤胃细菌的多样性以及稳定高效降解滤纸

的水牛瘤胃内容物富集培养物中的主要细菌类群。

从所构建的系统发育树（图 #）可以看出，本研
究所得到的 1@ 个 #$% &!’( 基因序列分属 ,# 个
QRS分类单位，比报道的荷斯坦奶牛瘤胃细菌［@］多
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图 ! 水牛瘤胃内容物及其富集培养物中的细菌 !"# $%&’基因序列构建的系统发育树
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样性（!"个 #$% &’()基因序列分属 *+个 ,-.）的菌
群更丰富多样。水牛瘤胃内容物的细菌大部分为未

培养细菌，未培养细菌的比例高达 /$0#1。而其富
集培养物中也有 $+021的细菌是未培养的。本研
究中还发现了分类地位尚未明确的一菌群（’!$），
它可能代表着潜在的新属。

瘤胃微生物菌群的数量及整个微生物区系的组

成受到其年龄、健康状况、地理位置、饲料组成、季节

等多方面的影响［*］。广西水牛瘤胃中的细菌的 #$%
&’()基因序列主要来源于 345467（"$0$21）、587
（ 9$0$21）、 !"#$%#&’()$)* （ 90991）、 +,"$%’-&)()*
（#02*1），该研究结果与 ): 等［"］、;<=>&<? 等［##］、
@ABCD等［#*］的研究结果相似，其中 ):等［#*］在其研究
报道中阐述了中国牦牛瘤胃中的细菌的 #$% &’()
基因序列中属于 345467 类群的占 "!0#*1、属于
587的占 9E0/91、属于 !"#$%#&’()$)* 的占 90E/1、属
于 +,"$%’-&)()* 的占 !0$!1；中国晋南牛瘤胃中的细
菌的 #$% &’() 基 因 序 列 中 345467 类 群 占
**09!1、587 类群占 9/0"/1、!"#$%#&’()$)* 类群占
90""1、+,"$%’-&)()* 类群占 #0E21。;<=>&<?等人［##］

在其报道中阐述了牛瘤胃中的细菌主要有

345467、587 组成，其中 345467 的比例为 "!1，
587的比例为 !E1。@ABCD等人［#*］报道在其所研究
的羊瘤胃中，345467 和 587 所占的比例分别为
!!1和 !91。比较这些动物代表性个体的瘤胃中
的微生物类群的组成，水牛、牦牛、牛、羊瘤胃中的细

菌组成主要类群较相似但比例有所不同。不同瘤胃

中菌群的相似性说明了在漫长的进化过程中反刍动

物与其瘤胃微生物之间具有特定的协同进化关系，

而菌群存在的比例不同可能主要是因为寄主的

影响。

水牛瘤胃内容物与其富集培养物的细菌种群的

优势菌群比例有所不同。富集培养物中的 345467
比例提高了 #$0$1，.$%()%#&’()$"& 经过富集后成为
了优势菌群，推测 345467、.$%()%#&’()$"& 可能在水
牛瘤胃中的纤维素降解过程中起重要作用。众所周

知，瘤胃中含有丰富的纤维素降解细菌，本研究所得

到的 ’##、’"* 和已知的瘤胃主要纤维素细菌 ! F
*/’’"0%1)0)* 在同一个 ,-.，’#2、’;*9和已知的另一
瘤胃主要纤维素细菌 2 F 3"#$"*%45)0* 在同一个 ,-.。
水牛瘤胃内容物及其富集培养物中均含有拟杆

菌 7>GHD&AB<DHD?（587）和厚壁菌 8B&IBGJHD?（345467）
这两类重要优势菌。-J&:K>JLM等［#9］的研究表明小
鼠肠道微生物的拟杆菌（7>GHD&AB<DHD?）和厚壁菌

（8B&IBGJHD?）参与宿主的能量吸收和代谢。推测水牛
瘤胃中的 8B&IBGJHD?和 7>GHD&AB<DHD?也是参与宿主营
养代谢的主要菌群。
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@:03R微生物生物学（上下册，含光盘）（译）
（美）KJ+J马迪根 & JKJ马丁克 等编著 李明春 杨文博 主译
]YHVYVEDVE%$%Q%VY ‘ %GH JEE %EEH年 $%月 出版
内容简介：《@:03R @"0’0*6 01 K"3:00:*()";I;》是美国优秀的微生物学教材。该书自 $]YE年第 $

版到 %EEQ年已修改至第 $$版，具有 DQ年的历史。它以新颖、先进、严谨的内容、丰富精美的图
片、启发式的知识结构和巧妙的构思，赢得了广大师生的青睐。

本书知识内容博大精深，从微生物学基础，进化微生物学和微生物多样性，代谢多样性和微

生物生态学，免疫学、致病性和宿主反应，微生物疾病，工业微生物学等六部分入手，详尽地介绍了微生物的结构、营养、代谢、

遗传、生长和调控、主要的微生物疾病、微生物多样性、微生物生态、微生物进化等内容。

本书具有全面性、系统性和广泛性等特点，内容丰富、阐述清晰、简明易懂，条理性强、可读性强。可作为综合性大学、医

学院校、农林院校、轻工业院校等生命科学、医学、药学等各专业教师和学生及相关研究人员学习微生物学时的参考用书。
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