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摘  要：【目的】了解大鲵肠道内生细菌的组成及多样性。【方法】采用美国 Mo Bio 公司试剂

盒提取大鲵肠道内容物总 DNA，选用细菌通用引物 799F 和 1492R 对总 DNA 进行 16S rRNA

基因特异性扩增，构建大鲵肠道内容物内生细菌 16S rRNA 基因克隆文库，对阳性克隆进行限

制性内切酶片段长度多态性(PCR-RFLP)分析，并对 Hae Ⅲ酶切带谱不同的菌液进行测序，构

建系统发育树。【结果】根据酶切带谱分析和测序结果的不同，将随机挑取的 101 个阳性克隆

归为 28 个不同的可操作分类单元(OTUs)，系统发育分析表明这些克隆序列分别属于变形菌门

(Proteobacteria)、梭菌门(Clostridia)、芽孢杆菌门(Bacilli)和衣原体门(Chlamydiae) 4 个门。其中，

变形菌门(Proteobacteria，占克隆总数的 92.08%)为最优势类群。序列比对结果表明这些克隆序

列分别与已报道的 20 个属具有较高的相似性。此外，还有一个 OTU 在系统发育树上形成独立

分支且未能确定其分类。【结论】大鲵肠道内生细菌多样性丰富，并且可能存在新的分类单元。 
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Abstract: [Objective] The composition and diversity of intestinal microbial diversity of Chinese 
giant salamander (Andrias davidianus) were investigated. [Methods] The composition and diversity 
of intestinal microbial diversity of Chinese giant salamander were analyzed by culture-independent 
method. The total DNA were extracted by Fecal DNA Isolation Kit of Mo Bio company. The 16S 
rRNA gene of intestinal microbial diversity of Chinese giant salamander were amplified by universal 
PCR primers. Positive clones were analyzed by PCR restriction fragment length polymorphism 
(PCR-RFLP) and the clones with unique Hae Ⅲ patterns were selected for sequencing and 
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constructing 16S rRNA gene phylogenetic tree. [Results] A total of 101 positive clones that 
randomly screened from the library were fall into 28 operational taxonomic units (OTUs) based on 
the result of Hae Ⅲ digestion and sequencing. These clone squences were divided into 4 phyla with 
phylogenetic analysis, which consisted of the Proteobacteria, Clostridia, Bacilli and Chlamydiae, of 
which Proteobacteria accounting for 92.08% of the total number of clones was the absolutely 
dominant group. Sequence alignment showed these clone sequences have high similarities with 20 
genus that had been reported. In addition, one OTU on phylogenetic tree is independent and failed to 
determine its classification. [Conclusion] The intestinal microbial diversity of Chinese giant 
salamander harbors a diversity endophytic bacterial and maybe existence new OTUs. 

Keywords: Culture-independent, Chinese giant salamander (Andrias davidianus), Intestinal 
microbial, Biodiversity 

中国大鲵(Andrias davidianus)俗名“娃娃鱼”，

属于两栖纲，有尾目，隐腮鲵科，是现存个体最

大的两栖动物，是我国珍稀名贵特产，属于国家

二级保护动物[1]。我国大鲵主要分布在长江中上

游、珠江中上游及汉水上游深山峡谷的溪流当中
[1-3]。中国大鲵是肉食性捕食动物，幼体以螃蟹、

昆虫等小型水生动物为食；成体以青蛙、鱼、螃

蟹等为食[4-5]。 

动物肠道寄生着大量的微生物，这些微生物与

寄主消化吸收及健康状况密切相关。动物肠道是一

个相对密闭的系统，其内部生长的微生物大多是一

些厌氧或兼性厌氧的微生物[6-8]。传统的培养方法

分离到的微生物数量很少，有报道称传统方法分离

到的微生物物种只有微生物总量的 1%−5%左右，

而其余 95%−99%微生物种群还仍然未被分离和识

别[9]。免培养方法是一种基于分子生物学的方法，

与传统的分离鉴定方法完全不同，能够有效解决传

统培养方法无法获取微生物的缺点[10]。目前利用

免培养方法研究微生物多样性的报道较多，其好处

在于不需要对微生物进行培养，只要提取其 DNA，

设计微生物 16S rRNA 的引物，利用该引物扩增后

测序，并进行序列比对，就可以知道微生物的种类

及各个物种之间的亲缘关系[11-12]。大鲵作为珍稀保

护动物，目前对其肠道微生物的研究鲜有报道。本

研究利用免培养方法对大鲵的肠道微生物多样性

进行研究，以期为大鲵保护工作提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试材料：中国大鲵采自陕西省留坝县，样

品总数 12 尾，最小样品 1.7 kg，最大样品 2.5 kg，

样品平均重量 1.9 kg。将供试动物采集后，带回实

验室放入−70 °C 冷冻保存。 

1.1.2  主要仪器和试剂：凝胶扫描成像系统(Gel 

Doc) ， 美 国 Bio-Rad 公 司 ； 高 速 冷 冻 离 心 机

(Centrifuge 5424R)，德国 Eppendorf 公司；PCR

扩增仪(Mycycler)，美国 Bio-Rad 公司；核酸测定

仪(Bio Photometer plus)、移液器系列(Eppendorf)，

德国 Eppendorf 公司。Sanprep 柱式 DNA 胶回收

试剂盒、PCR 产物快速克隆试剂盒、Taq DNA 聚

合酶、PCR 引物、X-gal、IPTG 等均购自上海    

生工。 

1.2  大鲵肠道内生菌16S rRNA基因克隆文库的

构建 

1.2.1  材料总 DNA 提取：解剖大鲵后将其肠道内

容物收集到灭菌的 1.5 mL EP 管中。总 DNA 的提

取使用美国 Mo Bio 公司生产的 Ultra Clear® Fecal 

DNA Isolation Kit 试剂盒。按照试剂盒说明提取

DNA 后将其干燥，加入 20 µL TE 缓冲液溶解

DNA，−20 °C 保存备用。 

1.2.2  16S rRNA 基因的扩增：细菌 16S rRNA 通

用引物选择参考邱服斌 [13]、李振东 [14]的研究，   

采 用 799F (5′-AACAGGATTAGATACCCTG-3′)和
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1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)进行扩

增，预期扩增长度为 730 bp 左右。PCR 反应体系

(20 µL)：2×Taq Master Mix 10 µL，10 µmol/L 上下

游引物各 1 µL，模板 DNA 2 µL，ddH2O 6 µL。反

应条件：95 °C 5 min；94 °C 1 min，53 °C 1 min，

72 °C 1.5 min，共 33 个循环；72 °C 10 min。PCR

产物用 1.0%的琼脂糖电泳检测。 

1.2.3  克隆文库的构建及阳性克隆的筛选：用

Sanprep 柱式 DNA 胶回收试剂盒将扩增后 730 bp

左 右 的 目 的 条 带 切 胶 纯 化 回 收 。 纯 化 产 物 与

pMD18-T vector 连接，连接产物转化到大肠杆菌

JM109 感受态细胞。阳性克隆子的初步筛选参照文

献 [15] ， 将 转 化 后 的 细 胞 涂 布 含 氨 苄 青 霉 素    

(100 mg/L)、X-gal、IPTG 的 LB 琼脂平板 37 °C 避

光培养 14−16 h 进行蓝白斑筛选。 

1.3  限制性内切酶片段长度多态性(PCR-RFLP)

分析 

挑取阳性克隆子用 pMD18-T 载体通用引物

M13-47 和 M13-48 对插入片段进行菌落 PCR 扩增，

PCR 产物电泳检测对目标插入片段进一步进行验

证。限制性内切酶 Hae Ⅲ对菌落 PCR 产物进行酶

切，酶切体系 20 µL：10×Buffer 2 µL，Hae  1 µLⅢ ，

PCR 产物 5 µL，ddH2O 12 µL。37 °C 酶切 4 h。酶

切产物用 2.5%的琼脂糖电泳检测。酶切图谱用

Quantity One 软件进行分析，选取酶切带型不同的

代表克隆对应的菌液送往上海生工进行测序。将

Hae Ⅲ酶切带谱分析不同，且测序结果也不同的克

隆的归为 1 个 OTU。克隆文库覆盖率统计分析应

用公式：C=[1−(n/N)]×100%[16]，这里 n 代表在 16S 

rRNA 基因克隆文库仅出现一次的 OTU 的数量，N

代表 16S rRNA 基因克隆文库的总数。 

1.4  克隆文库发育分析 

测序结果用 Vector Screen 去除载体序列后提

交 到 EzTaxon-e server (http://eztaxon-e. 

ezbiocloud.net/; Kim et al., 2012)进行 BLAST 检索，

下载同源性较高的模式菌株的数据，生成 Fasta 格

式文件。用 ClustalX 软件对所得序列进行人工校

正及比对分析。利用 MEGA 5，按照 Neighbor- 

Joining 法聚类，选择 1 000 个重复做 Bootstrap 值

分析，构建系统发育树。所得的 16S rRNA 基因序

列 已 提 交 GenBank 数 据 库 ， 登 录 号 分 别 为 ：

KF163106–KF163128 和 KF202051–KF202094。 

2  结果与分析 

2.1  总 DNA 提取和 16S rRNA 基因扩增 

提取大鲵肠道微生物的总 DNA 较完整，大于

23 kb，条带较为清晰，可用于下游实验。应用细

菌 16S rRNA 基因通用引物进行特异性扩增，得到

约 730 bp 的目标片段，见图 1。另外还可看到位于    

1 000−2 000 bp 之间较模糊的条带，推测可能为大

鲵肠道微生物线粒体 18S rRNA 基因片段。切胶纯

化回收位于 730 bp 的目标条带可避免其影响。 

 

 

 
图 1  大鲵肠道内生细菌 16S rRNA 基因片段的 PCR 扩

增图 
Figure 1  Amplification results of 16S rRNA gene of 
endophytic bacteria from the Chinese giant salamander 
Note: M: DL2000 marker; 1, 2: Bacterial 16S rRNA gene 
products. 



兰阿峰等: 免培养法对大鲵肠道微生物多样性的研究 1345 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

2.2  PCR-RFLP 分析 

从构建的 16S rRNA 基因克隆文库中随机挑选

172 个阳性克隆，以质粒通用引物进行菌落 PCR 

扩增，扩增产物(>900 bp)用 Hae Ⅲ进行插入目的

片段的 RFLP 分析，初步获得了 32 个酶切带谱不

同的克隆。部分片段检测结果见图 2。由图 2 可见

酶切较为充分，条带均在 100−750 bp 之间，其总

和均接近菌落 PCR 产物大小。将 101 个带谱对应

的克隆对应的菌液送往上海生工进行测序。测序结

果去除嵌合序列(共 74 个序列，代表 4 个 OTUs)，

并排除重复序列后共得到 28 个 OTUs (代表 74 个

有效序列)。根据公式，计算得克隆文库的覆盖率

C 为 72.28%，基本可以代表大鲵肠道内生细菌的

多样性。 

2.3  细菌 16S rRNA 基因系统发育分析 

选取不同酶切带谱对应的阳性克隆进行测序，

系统发育分析将 101 个阳性克隆归为 4 个类群：变

形菌门(Proteobacteria)，包含 93 个克隆序列，占总

克隆总数的 92.08%，为本文库的最优势类群；梭

菌门(Clostridia)占总克隆总数的 1.98%，芽孢菌门

(Bacilli)和衣原体门(Chlamydiae)分别占到克隆总

数的 1.98%。另外还存在 1.98%与未培养的细菌

16S rRNA 基因具有较高的相似性，未能确定种属。

这些克隆分别属于气单孢菌科(Aeromonadaceae)、

莫 拉 菌 科 (Moraxellaceae) 、 假 单 胞 菌 科

(Pseudomonadaceae) 、 消 化 链 球 菌 科

(Peptostreptococcaceae) 、 肠 杆 菌 科

(Enterobacteriaceae)、芽孢杆菌科(Bacillaceae)、衣

原 体 科 (Chlamydiaceae) 、 鞘 脂 单 胞 菌 科

(Sphingomonadaceae)。序列中，8.2%的 16S rRNA

基因序列与已知基因序列相似性小于 97%。具体

结果见表 1，根据细菌 16S rRNA 基因序列构建的

系统发育树见图 3。 

3  讨论 

本研究采用美国 Mo Bio 公司开发的专门针对

肠道微生物基因组提取的试剂盒，获得了高质量的

DNA，为进一步实验提供了保障。克隆文库的大

多数细菌 16S rRNA 序列与已报道的水生动物鱼 

类[17]、蟹类[18]和虾[19]内生细菌克隆具有较高的相

似性，且优势类群均为变形菌门(Proteobacteria)。

然而，该文库中梭菌门(Clostridia)的 Virgibacillus 

koreensis 是在其他克隆文库所未见到的。另外，文

库中 8.02%的克隆与已知序列相似度小于 97%，部

分克隆与未培养细菌(Uncultured bacteria)具有较

高的相似性，且 1 个 OTU 在系统发育树上形成独

立的分支，未能确定其种属，这表明大鲵肠道内生

细菌多样性丰富，并且可能存在新的分类单元或 

种属。 

目前在研究微生物分子生态学时最好的方法

是扩增样品中 16S rRNA 几乎全长基因， 然后进

行焦磷酸测序。本研究中选择 799F 和 1492R 为引

物对细菌 16S rRNA 进行扩增，其扩增长度大约

730 bp。实验开始时，我们合成了 29F 和 1492R 全 

 

 
 

图 2  部分细菌阳性克隆子的 Hae Ⅲ酶切图谱 
Figure 2  Hae Ⅲ restriction patterns of some amplified 16S rRNA genes 

Note: M: DL2000 marker; 1−24: Positive clones. 



1346 微生物学通报 Microbiol. China 2014, Vol.41, No.7 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 1  大鲵内生细菌 16S rRNA 基因序列比对结果 
Table 1  Sequence alignment results of the endophytic bacterium16S rRNA gene from Chinese giant salamander 

类群 

Group 

克隆数量 

Clone numbers 

代表克隆 

Representative clones

最相似菌株 

The most similar strains 

相似 

Identity (%)

Gamma Proteobacteria 
(92.08%) 

93    

8 Wwy99 Aeromonas punctata (X60408) 100 

1 Wwy104 Aeromonas media (X74679) 99.85 

 1 Wwy74 Aeromonas bestiarum (X60406) 99.45 

 8 Wwy87 Aeromonas bivalvium (DQ504429) 100 

 28 Wwy40 Aeromonas popoffii (AJ224308) 100 

 1 Wwy77 Aeromonas encheleia (AJ458409) 100 

 12 Wwy6 Aeromonas hydrophila (CP000462) 99.86 

 2 Wwy24 Aeromonas jandaei (X60413) 97.25 

 6 Wwy86 Aeromonas ichthiosmia (X71120) 100 

 7 Wwy93 Acinetobacter johnsonii (X81663) 100 

 1 Wwy72 Acinetobacter beijerinckii (AJ626712) 98.91 

 1 Wwy73 Acinetobacter oleivorans (CP002080) 100 

 1 Wwy57 Bradyrhizobium denitrificans (X66025) 99.85 

 4 Wwy91 Sphingomonas echinoides (JH584237) 100 

 3 Wwy46 Sphingobium xenophagum (X94098) 96.72 

 1 Wwy15 Devosia riboflavina (AJ549086) 99.04 

 2 Wwy31 Pseudomonas taiwanensis (EU103629) 99.29 

 1 Wwy20 Leclercia adecarboxylata (AB273740) 98.74 

 1 Wwy3 Raoultella ornithinolytica (AJ251467) 100 

 1 Wwy1 Raoultella planticola (X93215) 92.62 

 1 Wwy36 Pantoea conspicua (EU216737) 95.23 

 1 Wwy30 Xanthomonas vesicatoria (AEQV01000157) 95.60 

 1 Wwy18 Enterobacter cowanii (AJ508303) 96.44 

Clostridia (1.98%) 2    

1 Wwy88 Clostridium lituseburense (M59107) 98.58 

 1 Wwy70 Virgibacillus koreensis (AY616012) 96.41 

Bacilli (1.98%) 2    

2 Wwy29 Bacillus subtilis (EU138467) 100 

Chlamydiae (1.98%) 2    

2 Wwy69 Chlamydophila abortus (CR848038) 92.98 

Uncultured bacteria 
(1.98%) 

2    

2 Wwy71 Uncultured bacterium (EU773391) 96.34 
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图 3  大鲵肠道内生细菌 16S rRNA 基因克隆文库系统发育树 

Figure 3  Phylogenetic tree based on bacterial 16S rRNA gene clone library from Chinese giant salamander 
Note: Neighbor-Joining tree shows the phylogenetic relationships among 16S rRNA gene sequences of intestinal microbial of Chinese 
giant salamander. The numbers at the nodes indicate the bootstrap values based on Neighbor-Joining analyses of 1 000 resample data sets. 
The scale bar represents 1 nucleotide substitutions per 100 nucleotides of 16S rRNA gene sequence. 
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长引物[20]，并进行了扩增，但只能扩增到很微弱

的条带，测序后发现大鲵肠道内生细菌生物多样性

严重不够，每次测序结果总是那些优势菌种。这说

明 PCR 扩增时，大部分非优势细菌种群 16S rRNA

基因都没有扩增出来。初步分析原因应该 PCR 扩

增引物不是很恰当，导致扩增效率不高。前人研究

结果表明细菌 16S rRNA 基因序列全长的 10 个可

变区(V1−V10 区)中[21-22]，V6−V8 这个区段最具有

代表性[23-25]，而我们参照前人设计的引物[13-14]，

选择了这对可以扩增大约 730 bp 长度的序列是

16S rRNA 基因序列的 V6−V10 区，这一长度可以

代表细菌多样性，国内外许多内生菌研究者选择了

这一段序列进行内生菌多样性研究[13-14,23-25]。实验

表明使用这对引物 PCR 扩增的产物条带亮度明显

增强，测序发现细菌生物多样性也明显增加了。说

明使用这对引物进行实验，就可以将原本在细菌总

DNA 中含量极低的一些细菌的序列也扩增出来，

这样增加了细菌生物多样性。 

依据近期 Sun D. L.等的研究结果，在原核生

物生态学研究中，基于 16S rRNA 基因的菌群多

样性分析会引起一定程度的高估[26]；并发现 16S 

rRNA 基因不同区域存在不同程度的异质性，因

而利用不同区域的序列进行基于焦磷酸测序的分

子生态学研究会造成不同程度的多样性高估[26]。

该研究指出对于经常用来进行焦磷酸测序的区域

中，V4−V5 区域显示了最低的高估程度 (约为

3%)，而 V6 区域的高估程度最高(约为 13%)，因

此在原核生物分子生态学研究中 16S rRNA 基因

的 V4−V5 区域更适合作为焦磷酸测序的目的片

段 [26]。结合这一实验结果，本研究所用引物为

V6−V10 区这一段，包含了可以导致高估程度最

高的 V6 区，因此本研究的结果对细菌的多样性

有一定程度的高估。期望在今后的研究中尽量选

择 V4−V5 区进行多样性分析，可以将高估降至 

最低。 

本研究采用免培养法，直接提取大鲵肠道总

DNA，利用细菌 16S rRNA 引物进行特异性扩增，

利用 pMD18-T 载体克隆到宿主细胞中构建细菌克

隆文库。构建的文库中检测到 28 个属，部分科属

的菌是利用传统的培养方法所无法得到的，这就充

分体现了免培养方法在挖掘肠道微生物的未能培

养或不可培养微生物基因资源的潜力。尽管免培养

法能够探知大鲵肠道中存在着大量的未培养细菌

类群，但研究这些类群的生化特征及其功能，仍需

结合传统的纯培养法来共同完成。 
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