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研究报告 

16S rRNA 基因高通量测序方法检测奶牛场常用干草表面 

微生物群落结构及多样性 
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摘  要：【目的】随着中国奶牛业的发展，干草需求量与日俱增。作为天然牧草，干草可以成为

家畜传播病原体的载体。以干草表面附着物为研究对象，了解干草中细菌群落结构以及致病菌属

特征。【方法】对来自 6 个不同奶牛场饲草舍的干草样本，应用 Illumina MiSeq 高通量测序技术

测定干草表面附着物细菌的 16S rRNA 基因 V3−V4 变异区序列，分析不同干草样本细菌群落组

成。【结果】干草样本中的细菌在 97%的相似水平下共得到 OTU 个数为 15 416，涵盖了 29 门

87 纲 144 目 219 科 323 属的细菌。微生物多样性分析表明，干草样本具有很高的细菌多样性，

不同样本多样性存在差异。对干草样本菌群中丰度较高的 14 种病原菌属进行分析，发现相较于

人工种植牧草制备的干草，天然牧草制备的干草中病原菌属丰度较高。【结论】研究解析了干草

样本中微生物的多样性、丰度及主要病原菌属的特征，对奶牛场疾病防控有一定指导意义。 

关键词：干草，微生物群落及多样性，MiSeq 测序 
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Analysis of microbial community structure and diversity on surface  
of commonly used hay in dairy farm by 16S rRNA gene 

high-throughput sequencing 
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Abstract: [Objective] With the development of Chinese dairy industry, hay demand is increasing. As 
an natural forage, hay can be a carrier of livestock pathogens. The aim of this study was to investigate 
the bacterial community structure and the characteristics of pathogenic bacteria in hay. [Methods] We 
selected six different dairy farms to take hay samples. The Illumina MiSeq sequencing with 16S rRNA 
gene V3−V4 variable region was adopted to analyze the surface bacterial community structures of 
commonly used hay in dairy. [Results] A total number of 15 416 operational taxonomic units 
(OTUs) were obtained from hay samples under the similarity level of 97%, including 29 phyla, 87 
classes, 144 orders, 219 families, and 323 genera. Microbial diversity analysis showed that hay 
samples had high bacterial diversity, and the diversity corresponding to each samples was specific. The 
results suggested that the abundance of pathogens in the natural hay was higher than that in the hay 
from artificial planted grasses. [Conclusion] The diversity, abundance, and characteristics of the main 
pathogens in hay samples were analyzed in this study, which would be a helpful reference for disease 
prevention and control in dairy farms. 

Keywords: Hay, Microbial community structure and diversity, MiSeq sequencing 

干草是一种较好的粗饲料，由青草或其他青绿

饲料植物在未结籽实之前刈割后经干制而成[1]，是

奶牛场冬季和早春饲草供应的重要来源[2]。流通领

域商品化干草主要包括羊草、苜蓿等，目前在我国某

虉些奶牛养殖厂可见到的优质干草还包括 草等[3]。 

苜蓿属于人工种 虉植牧草，而羊草、 草属于可供

放牧采食的天然牧草。在天然牧草中，经常夹杂着放

牧过程中家畜产生的排泄物以及病畜流产后残留的

胎衣等，因此天然牧草品质不稳定，其附带的病原微

生物可通过影响奶牛机体的正常生理功能而干扰牛

奶品质[4]。所以，对干草(尤其是天然牧草干制而成

的干草)中的微生物群落进行检测具有重要意义。 

通过传统的微生物培养进行检测存在耗时、工

作量大、培养基表面长出的微生物重要性被过高估

计等缺点[5]，并且自然界很多微生物很难分离培养

并得到其纯培养物，导致只能检测到部分微生物或

特定病原微生物，在种类和数量分析上存在很大局

限性[6]。近年来，随着高通量测序技术的不断发展，

Illumina 公司开发的 MiSeq 方法成功解决了通量低、

准确率低、操作复杂等问题，并已经广泛应用于环

境微生物多样性的分析中[7]。 

本研究以干草表面附着物为研究对象，对其进

行 16S rRNA 基因高通量测序，分析其多样性和丰

度，为羊草等干草中混有的微生物多样性的研究奠

定基础。同时，找出菌群中报道过的病原微生物和

有潜在致病性的微生物，对奶牛场饲草安全有一定

的指导意义。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

实验奶牛场为规模化的 6 个奶牛场，分别位于

山东省北部的不同城市，采样时间在 2015 年 12 月。

在每个奶牛场饲草舍中，随机挑取 5 捆干草，拆开
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并抖落干草表面附着物，同时使用空气浮游菌采样

仪进行采样，每捆干草使用一块独立的凝胶膜并采

集 20 min。将吸附有样品的凝胶膜装入无菌封口聚

乙烯袋，做好标记带回实验室。 

1.2  主要试剂和仪器 

1×PBS 缓冲液(pH 7.2−7.4)，北京索莱宝公司；

PowerSoil DNA Isolation Kit，德国 QIAGEN 公司。

AirPort MD8 便携式空气浮游菌采样仪、水溶性凝

胶膜，德国 Sartorius 公司；NanoDrop ND-1000 核

酸定量仪，美国 Thermo 公司。 

1.3  DNA 提取与测序 

将采自同一奶牛场饲草舍的凝胶膜样品，用

PBS 作为溶解液进行合并溶解后作为一个样本。含

有微生物的溶解液通过超滤浓缩，然后用 PowerSoil 

DNA Isolation Kit 提取总 DNA 并通过 0.8%琼脂糖

凝胶电泳检测其完整性。同时，取约 2 μL 提取的

DNA 样本于核酸定量仪(NanoDrop ND-1000)检测

其浓度及 OD260/OD280。DNA 样本浓度均在 40 ng/μL

以上，OD 值在 1.7−1.9 之间。提取的 6 份来自不同

奶牛场的样本 DNA 送至北京奥维森基因科技有限

公司，应用 Illumina MiSeq 平台对细菌和古菌 16S 

rRNA 基因的 V3−V4 区(336F−806R)进行测序。 

1.4  数据分析处理 

对于 Illumina 的测序结果进行分析，去掉测序

质量不好的序列，并对序列长度进行筛选，删掉长

度小于 200 bp 的序列，根据 Barcode 将序列确定为

本样品的序列，并去除 Barcode 和引物序列，最终

得到有效的序列文件。在 97%相似度下用 QIIME 

(v1.8.0) 软 件 将 其 聚 类 为 用 于 物 种 分 类 的 OTU 

(Operational taxonomic units)，统计各个样品每个

OTU 中的丰度信息，OTU 的丰度初步说明了样品

的物种丰富程度。利用 QIIME 软件计算样品包括

Chao1 指数[8]、Shannon 指数[9]、Phylogenetic diversity 

(谱系多样性)[10]的 Alpha 多样性值，经过 UniFrac

算法利用系统进化的信息来比较样品间物种群落

差异[11]，并进行 Beta 多样性(Beta diversity)分析。 

2  结果与分析  

2.1  样品测序结果及取样深度验证 

通过对干草表面附着物中细菌 16S rRNA 基因

的 V3−V4 区(336F−806R)进行测序，6 个样品原始

序列条数为 346 849，过滤掉低质量的序列后，有

效序列总数为 287 427。根据 Barcode 标签进行样品

序列拆分，在对初始序列进行去冗余处理后，获得

16S rRNA 基因 Unique Reads，并在 97%相似度下将

其聚类为用于物种分类的 OTU，统计得到各个样品在

不同 OTU 中的丰度信息，6 个样品共产生 15 416 个

OTU，平均测序读长在 420−480 bp 之间。每个样品

的有效序列数量如表 1 所示。 

采用随机抽样的方法抽取数据，以抽到的序列

数与它们所能代表 OTU 的数目构建曲线(图 1)，即

稀释曲线(Rarefaction)。稀释曲线反映了样品的取样

深度，可以用来评价测序量是否足以覆盖所有类

群。6 个样品的稀释曲线如图 1 所示，曲线已趋于

平缓，即再增大数据量对 OTU 的发现也没有影响，

可以说样本的 OTU 的覆盖度已基本饱和，说明测

序数据量合理，更多的数据量对发现新 OTU 的边

际贡献很小。 
 

表 1  样本的序列信息 
Table 1  Sequence information of samples 

样本编号 Sample ID 样本类型 Sample type Raw_tags Clean_tags Reads OTUs 

ak5 羊草 Leymus chinensis 55 846 48 205 45 557 2 880 

bl5 苜蓿 Medicago sativa 52 529 45 252 44 028 1 636 

dd5 羊草 Leymus chinensis 47 711 46 436 42 723 3 180 

kl5 羊草 Leymus chinensis 59 285 43 774 42 037 2 027 

qy5 羊草 Leymus chinensis 48 349 41 747 39 372 2 388 

zh5 虉草 Phalaris arundinacea 83 129 62 013 56 716 3 305 
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图 1  相似度为 97%条件下各样本的稀释曲线 
Figure 1  Rarefaction curves of each sample at cutoff level 
of 3% 

 

2.2  细菌群落的多样性分析 

2.2.1  Alpha 多样性分析：Alpha 多样性指数分析

是指对单个样品中物种多样性的分析。其中 Chao1

指数是根据所测得的 Tags 和 OTU 的数量以及相对

比例来预测样品中微生物的种类，谱系多样性反映

了物种组成的系统进化特征多样性，Shannon 指数

是一个综合 OTU 丰度和 OTU 均匀度两方面因素的

多样性指数，Shannon 指数、谱系多样性指数越大，

表示该样品中的物种越丰富，反之则物种多样性

越低。由表 2 可知，bl5 苜蓿样本的 Shannon 指数

4.441 13 和谱系多样性指数 65.610 32 最低；dd5 羊

草样本的 Shannon 指数 7.79 841 和谱系多样性指数

111.832 34 最高。对于同样是羊草样本的 ak5、dd5、

kl5 和 qy5 这 4 个样本而言，物种多样性由高到低

依次为 dd5、ak5、qy5、kl5。 

2.2.2  Beta 多样性分析：Beta 多样性(Beta diversity)

分析是用来比较一对样品在物种多样性方面存在

的差异大小。UniFrac 是通过系统进化的信息来比

较样品间物种群落差异，其计算结果可以作为一种

衡量 Beta 多样性的指数，它考虑了物种间的进化距

离，该指数越大表示样品间的差异越大。根据样品

的物种分布，计算了 Unweighted UniFrac 距离(只考

虑各样本中的物种类别差异)和 Weighted UniFrac 距

离(考虑了样本之间物种类别差异以及各类别物种

的丰富度差异)。然后，对样品间的距离矩阵进行主

成分分析，做出 Beta 多样性的主坐标分析(PCoA)

图(图 2)。由图 2 可知，基于 UniFrac 的加权和非加 
 

表 2  样品的 Alpha 多样性指数 
Table 2  The Alpha diversity index of the sample 

样本编号 

Sample ID 

样本类型 

Sample type 
OTUs 

Chao1 指数 

Chao1 index 

香农指数 

Shannon index 

谱系多样性 

Phylogenetic diversity 

ak5 羊草 Leymus chinensis 2 880 4 347.421 7.281 73 105.709 72 

bl5 苜蓿 Medicago sativa 1 636 2 367.796 4.441 13 65.610 32 

dd5 羊草 Leymus chinensis 3 180 4 118.378 7.798 41 111.832 34 

kl5 羊草 Leymus chinensis 2 027 2 659.655 6.721 86 79.966 40 

qy5 羊草 Leymus chinensis 2 388 3 015.066 7.136 36 92.939 24 

zh5 虉草 Phalaris arundinacea 3 305 4 057.180 7.015 18 108.758 07 
 

 
图 2  Beta 多样性的主坐标分析(PCoA)图 

Figure 2  Principal coordinate analysis (PCoA) scores plot of beta diversity 
注：A：未加权方法；B：加权方法. 

Note: A: Unweighted method; B: Weighted method. 
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权的主坐标分析发现其第一主成分、第二主成分和

第三主成分的贡献率分别为 75%、15%和 6%、27%、

22%和 19%，其中明显可以看出，羊草样本 ak5、

dd5、kl5、zh5 虉聚集在一起，说明 草样本(zh5)与

大部分羊草样本(ak5、dd5、kl5)微生物组成结构较

为相似。但是羊草样本 qy5 与其他羊草样本之间有

明显的分离现象，也就是说，对于不同来源的羊草

而言其微生物群落存在差异。 

2.3  样品群落组成分析 

2.3.1  细菌门分类水平的比较：利用 QIIME 软件分

析各样品在门分类水平上菌群的组成和结构(图 3)，

共得到 29 种细菌类群，在这些样本中含量最高的

门是变形菌门(Proteobacteria)，在 6 个样本中相对

丰度分别为 72.15%、27.36%、76.41%、77.04%、

69.77%、67.58%，其次是放线菌门(Actinobacteria)

相对丰度分别为 11.83%、3.08%、9.77%、8.75%、

10.36%、12.51%，拟杆菌门(Bacteroidetes)相对丰度

分别为 10.00%、2.55%、7.87%、9.60%、5.26%、

6.68%，而其他菌类比例相对较低，例如：蓝藻菌

门(Cyanobacteria)、酸杆菌门(Acidobacteria)、厚壁

菌门(Firmicutes)、绿弯菌门(Chloroflexi)、芽单胞菌

门(Gemmatimonadetes)、浮霉菌门(Planctomycetes)

等。这表明，在干草表面菌落结构中，变形菌门、

放线菌门、拟杆菌门为三大优势菌群，而其他细菌

类群为非优势菌群。 

2.3.2  细菌属分类水平的比较：利用 QIIME 软件分

析各样品在属分类水平上菌群的组成和结构(图 4)，

共得到 53 种细菌类群，其中含量最高的是未分类

细菌，在 6 个样本中相对丰度分别为 25.05%、

72.49%、27.98%、23.88%、35.36%、25.62%；其次

是鞘氨醇单胞菌属 (Sphingomonas)、甲基杆菌属

(Methylobacterium)、假单胞菌属(Pseudomonas)、薄

层 菌 属 (Hymenobacter) 、 Other 、 土 壤 杆 菌 属

(Agrobacterium)、欧文氏菌属(Erwinia)、动球菌属

(Kineococcus)、苍白杆菌属(Ochrobactrum)、螺状菌

属(Spirosoma)等，这些菌属的丰度比例相对较低。 

 

 
 

图 3  细菌门分类水平的比较 
Figure 3  Comparison of bacteria groups at phylum level 
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图 4  细菌属分类水平的比较 
Figure 4  Comparison of bacteria groups at genus level 

 

2.4  菌群结构的差异分析 

为了进一步探究微生物群落结构与不同干草

样本之间的关系，本研究基于可分类的 29 个不同

门类水平上，构建了含系统发育树、样品聚类关系

树的热图(Heat map)。分析表明，在门(图 5)水平上，

微生物群根据进化关系聚类为两大分支，其中样本

qy5、zh5、ak5、dd5 和 kl5 构成一支，样本 bl5 单

独构成另一支，说明样本 bl5 的细菌群落与其他样

本明显的不同。此外，样本 qy5 与 zh5 微生物进化

关系距离较近；ak5、dd5 和 kl5 微生物进化关系距

离较近，dd5 居于 ak5 和 kl5 中间并更趋近于 kl5。

对于热图中出现的大面积的蓝色方块，表明这种菌

的含量非常低，导致没有数值。 

2.5  干草中动物细菌类病原的分布 

将各干草样本中丰度较高(丰度大于 0.1%)的动

物病原菌进行整理，如表 3 所示为干草样本中检出

的 14 种潜在动物病原菌属的分布特征。可以看出，

这 14 种潜在动物病原菌属分别隶属于放线菌门

(Actinobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、厚壁菌

门(Firmicutes)、变形菌门(Proteobacteria)，其中放线

菌门、拟杆菌门、变形菌门为干草微生物三大优势

菌门。 

进 一 步 深 入 分 析 发 现 ， 除 了 红 球 菌 属

(Rhodococcus)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、玫瑰

单胞菌属(Roseomonas)这 3 个潜在动物病原菌属仅

在部分干草样本中被检出，而剩余的 11 个潜在动

物病原菌属在 6 个干草样本中均有检出。这 3 种潜

在动物病原菌属的丰度相对较低，就平均而言分别

占 0.14%、0.61%、0.04%。由此可见，不同干草样本

的潜在动物病原菌属组成是相似的。此外，不同干 
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图 5  含系统发育进化树的热图(门水平) 

Figure 5  Heat map with phylogenetic tree (phylum level) 
 

表 3  干草样品中潜在动物病原菌分布特征 
Table 3  Characteristics of potentially pathogenic microorganisms in the samples of hay 

病原菌属 

Pathogenic genus 

隶属门 

Phylum 

所占比例 Propotion (%) 

ak5 bl5 dd5 kl5 qy5 zh5 Mean 

Rhodococcus Actinobacteria 0.35 0.20 0.02 0.19 0.00 0.07 0.14 

Mycobacterium Actinobacteria 0.10 0.02 0.10 0.04 0.14 0.09 0.08 

Chryseobacterium Bacteroidetes 0.44 0.16 0.15 0.14 0.26 0.47 0.27 

Flavobacterium Bacteroidetes 0.40 0.09 0.07 0.07 0.07 0.19 0.15 

Sphingobacterium Bacteroidetes 0.06 0.13 0.02 0.03 0.01 0.37 0.10 

Bacillus Firmicutes 0.09 0.71 0.12 0.23 0.11 0.26 0.25 

Lactococcus Firmicutes 0.13 0.21 0.10 0.16 0.03 0.10 0.12 

Staphylococcus Firmicutes 0.01 0.07 0.01 0.00 0.01 3.55 0.61 

Pseudomonas Proteobacteria 6.70 3.19 4.74 4.42 16.65 3.33 6.50 

Ochrobactrum Proteobacteria 1.37 0.92 2.27 0.02 0.08 26.95 5.27 

Methylobacterium Proteobacteria 12.99 0.44 3.97 5.96 1.44 3.15 4.66 

Stenotrophomonas Proteobacteria 0.13 0.18 0.18 0.08 0.47 0.20 0.21 

Acinetobacter Proteobacteria 0.10 0.28 0.06 0.10 0.04 0.17 0.12 

Roseomonas Proteobacteria 0.03 0.00 0.21 0.00 0.00 0.00 0.04 

合计 Total  22.89 6.60 12.01 11.44 19.31 38.89  
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草样本中潜在动物病原菌属的丰度比例不同，由高

到低依次为 zh5>ak5>qy5>dd5>kl5>bl5，据此分析，

天然牧草(羊草+虉草)中的潜在动物病原菌属丰度

大于人工种植牧草(苜蓿)。 

3  讨论 

本研究利用 Illumina MiSeq 测序技术通过对

16S rRNA 基因的 V3−V4 高变区测序分析，检测了

干草表面细菌群落结构的多样性，获得了大量、全

面且深入的菌群信息。6 个样品共获得有效序列的

总数为 287 427，平均测序读长在 420−480 bp 之

间。在 97%的相似度水平下共产生有效 OTU 个数

为 15 416，涵盖了 29 门 87 纲 144 目 219 科 323 属

的细菌。 

通过与 RDP 数据库[12]进行比对，在门水平上

得到优势菌群均为变形菌门、放线菌门、拟杆菌门，

其中变形菌门的丰度最高；在属水平上，含量最高

的为未分类细菌，这说明干草样品中还蕴含着大量

人类未知的微生物种类。此外，还有一些动物病原

菌属被检测出。这些动物病原微生物不仅包括一般

动物病原体，如苍白杆菌、分枝杆菌、鞘氨醇杆菌

等，还包括机会致病菌，如芽孢杆菌、不动杆菌、

假单胞菌等，能引起的临床症状轻重不等。值得注

意的是，苍白杆菌与布鲁氏菌均属于布鲁氏菌科[13]，

不仅能与布鲁氏菌发生交叉凝集，更重要的是感染

后临床表现与布鲁氏菌病极为相似[14]，苍白杆菌感

染奶牛后极有可能会干扰奶牛布鲁氏菌病的血清

学诊断。随着研究的深入，研究人员发现分枝杆菌

属中除了结核分枝杆菌以外，其他成员(环境分枝杆

菌)也严重危害动物健康[15]，比如环境分枝杆菌中

的禽分枝杆菌复合体可通过消化道或呼吸道进行

传播[16]。动物感染环境分枝杆菌后一旦发病还可引

起类结核样病变，并产生抗结核类药物的耐药性[17]。

此外，还有相当一部分细菌不能划分到确定的属，

其中可能包含对人畜有致病性的潜在病原菌。 

相较于人工种植牧草，天然牧草不仅用于干草

虉的制备，还常用于放牧。尤其是耐牧性好的 草，

其春季生长较早，第 虉一茬 草往往先进行放牧利

用以延迟调制干草时间[18]。本研究发现天然牧草

中的动物病原菌属丰度明显高于人工种植牧草，

这很有可能是由于放牧家畜的富集作用导致。干

草中动物病原菌属的发现也为我们提供一个新思

路，即加强饲草污染的防范措施，保障奶牛场的

安全生产。 
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