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摘要：【目的】本试验测定了两个奶牛场健康乳汁和乳房炎乳汁中微生物菌群的变化，以揭示不同奶

牛场之乳汁菌群的异同，评估其对乳汁代谢的影响是否相同。【方法】采用16S rRNA高通量测序技术，

分别测定两个奶牛场6头健康奶牛和6头乳房炎奶牛乳汁中微生物16S rRNA V4区序列，并对菌群群落

结构和多样性进行比较，分析场内及场间的乳汁菌群差异。【结果】四组乳汁样本共获得4013234条原

始序列，经过滤后获得2887024条优化序列。Alpha多样性Chao指数、Ace指数、Shannon指数、Simpson

指数差异均不显著(P＞0.05)；Beta多样性四组样本均分别聚类；在场1和场2中，引起奶牛乳房炎的优

势菌属分别是克雷伯氏菌属和埃希氏菌属；在2个奶牛场的健康乳汁中，场2的埃希氏菌属、葡萄球菌

属的丰度显著高于场1；在2个奶牛场的乳房炎乳汁中，场2的埃希氏菌属、乳球菌属的丰度显著高于

场1；2个奶牛场健康乳汁中的嗜冷菌总丰度分别为31.87%和38.72%；关联分析及功能预测分析表明，

2个奶牛场健康乳汁与乳房炎乳汁优势物种之间的关系差异较大；场1无论是Level 1还是Level 2水平，

均发现显著性差异的代谢通路，而场2均未发现显著性差异的代谢通路。【结论】本试验研究了两个奶

牛场健康乳汁和乳房炎乳汁微生物菌群之间的异同，为两个奶牛场在乳房炎的预防工作以及原料奶在

冷链运输过程中质量控制提供理论依据。 
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奶牛乳房炎，最常见的原因是由细菌引起的

乳房内感染[1–3]，是影响全球奶牛业的主要疾病之

一[4–5]。众所周知，不同奶牛场的乳房炎发病率有

很大差异，导致乳房炎的主要病原体也有很大差

异。为了制定高效的乳房炎控制程序，确定引起

乳房炎的病原体是非常重要的环节。然而，由于
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细菌浓度低或过高的营养和生长要求，使用传统

方法在 20%–40%的乳房炎病例的乳汁样本中没

有检测到细菌[6]。此外，最近的研究表明，乳房

炎不仅与乳房炎病原体有关，还与乳汁微生物区

系失衡有关[7–8]。从另一个角度来看，乳汁微生物

区系的嗜冷菌等与原奶(raw milk)的保存和质量

有很大关系[9]。因此，了解乳汁中存在的细菌群

落对于建立有针对性的乳房炎防控体系、提高乳

制品的安全性和质量具有重要意义。 

在过去二十年中，实时荧光定量 PCR[10]、多

重 PCR[11]和变性梯度凝胶电泳 PCR[12]等方法已

被用于鉴定乳汁样品中的细菌 DNA。近年来，越

来越多的证据表明，16S rRNA 基因测序几乎可

以识别整个细菌群落，包括共生和致病细菌群

落，因为它可以克服基于培养的细菌检测方法的

局限性[13]。目前乳房炎乳汁样本中微生物区系的

多样性相关研究较多，Kuehn 等[8]使用 16S rRNA

测序技术揭示了健康乳汁和乳房炎乳汁的微生

物菌群之间具有显著性差异。Oultram 等[14]报道

了 16S rRNA 基因测序可以作为临床诊断乳房炎

的工具，且大多数致病菌能被检测到。然而，关

于不同奶牛场健康乳汁与乳房炎乳汁样本中的

微生物区系比较相关研究较少。为了比较不同奶

牛场健康乳汁和乳房炎乳汁的微生物菌群，本试

验采用 Illumina Hiseq2500 测序平台，分别测定

两个奶牛场健康乳汁和乳房炎乳汁中微生物 16S 

rRNA V4 区序列，并对其群落结构和多样性进行

比较分析，为两个奶牛场在乳房炎的预防工作以

及原料奶的质量控制上提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  样本采集 

于 2019 年 7–9 月从四川省成都市某规模化

奶牛场(F1：总存栏荷斯坦奶牛 1500 头，泌乳牛

存栏 1000 头)和四川省资阳市某规模化奶牛场(F2：

总存栏荷斯坦奶牛 2000 头，泌乳牛存栏 1200 头)

分别采集健康的奶牛乳样 10 份和临床型乳房炎

乳样各 6 份，两个奶牛场均为自由卧栏式牧场，均

为第二胎荷斯坦奶牛，均饲喂统一的饲料，为确

保两个奶牛场温湿度一致，选择 7 月样本，不选

择湿度有显著性差异的 8 月和 9 月样本(图 1)。按 

 

 
 

图 1.  两个奶牛场的温度和湿度 

Figure 1.  Temperature and humidity of two dairy farms. The abscissa is the species of the month, the ordinate is 

the temperature or humidity, and * represents the significance of the difference test (***: P<0.001; **: 0.001≤ 

P≤0.01; *: 0.01≤P≤0.05). A and B represent the temperature and humidity histograms of the two dairy farms 

in July, August and September, respectively. 
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常规挤奶消毒程序对每个目标奶牛进行消毒收

集试验样本 50 mL 后，随即置于附有冰袋的保温

箱内，立即送回实验室，所有样本在超低温

(–80 °C)冰箱中保存备用。 

1.2  隐性乳房炎乳样的排除 

为确保所有健康奶牛不存在隐性乳房炎，所

有健康奶牛的乳汁均由美国 Elitech Wescor 

MAS-D-TEC 便携式隐性乳房炎检测仪检测，剔

除隐性乳房炎样本，最终 F1 与 F2 选入 6 头健康奶

牛的乳汁，编号分别为 F1H1–F1H6、F2H1–F2H6。

同时将 F1 与 F2 的 6 头乳房炎乳汁编号为

F1M1–F1M6 和 F2M1–F2M6。样本共计 24 份。 

1.3  DNA 的提取和 16S rRNA 基因扩增及高通

量测序 

按照 Meta 类样本的操作步骤提取乳汁中细

菌的总 DNA；将得到的总 DNA 为模板对细菌

16S rRNA 的 V4 区进行 PCR 扩增，扩增引物如

下：515F (5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′)和

806R (5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)。使

用 Illumina Hiseq2500 测序平台进行高通量测序，

将下机数据使用 FLASH 和 USEARCH 软件对原

始数据进行拼接过滤，得到优化序列，将相似度为

97%有效序列进行操作分类单元聚类(operational 

taxonomic uunits，OTUs)，并挑选出相对丰度最

高的序列作为每个 OTUs 的代表性序列。将 OTUs

代表序列与相应微生物数据库进行比对，得到各

样本的物种分类信息与各水平注释信息。同时获

得基于聚类结果的多样性分析与基于注释结果

的各分类水平物种组成信息。 

1.4  统计学方法和数据分析 

本研究使用多种统计学分析，具体如下：使

用秩和检验进行分析比较物种组成分析、物种差

异分析、多样性分析、关联分析；使用 PICRUSt

软件检测不同丰度的 KEGG；分析作图软件为

SPSS 22.0 统计软件和 Vegan R package 软件；

P<0.05 表示差异显著。 

2 结果和分析 

2.1  样本序列信息统计 

经测序，4 组 24 个乳汁样本共获得 4013234 条

原始序列，经过滤后获得 2887024 条优化序列，

将相似度为 97%有效序列进行操作分类单元聚类

(OTUs)，在 F1H 和 F1M 组中，共得到 2105 个

OTUs (图 2-A)，其中 F1H 样本中特有 1080 个

OTUs，F1M 样本中特有 305 个 OTUs，两者之间

共有 720 个 OTUs；在 F2H 和 F2M 组中，共得到

1803 个 OTUs (图 2-B)，其中 F2H 样本中特有   

657 个 OTUs，F2M 样本中特有 376 个 OTUs，   

两者之间共有 770 个 OTUs；在 F1H 和 F2H 组中，

共得 2246 个 OTUs (图 2-C)，其中 F1H 样本中特

有 819 个 OTUs，F2H 样本中特有 446 个 OTUs，

两者之间共有 981 个 OTUs；在 F1M 和 F2M 组

中，共得 1509 个 OTUs (图 2-D)，其中 F1M 样本

中特有 363 个 OTUs，F2M 样本中特有 484 个

OTUs，两者之间共有 662 个 OTUs。 

2.2  物种多样性与丰富度分析 

Alpha 多样性通常用来反映样本内部微生物

群落的多样性和丰富度，包括多种分析手段。本

试验采用 Chao 指数、Ace 指数、Shannon 指数、

Simpson 指数评估 4 组样本的 Alpha 多样性。其

中 Chao 指数、Ace 指数反映物种丰富度，Shannon

指数、Simpson 指数综合体现物种的多样性。 
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图 2.  OTUs Venn 图 

Figure 2.  OTUs Venn diagram. F1: farm1; F2: farm2; H: healthy; M: mastitis; A–D: Venn diagram showing the 
numbers of unique and shared bacterial OTUs according to milk sample fractions, the left part and the right part 
are the unique OTUs numbers of the sample, respectively, and the middle crossing part is the common number of 
OTUs. 

 

4 组样本 F1H-F1M (图 3-A)、F2H-F2M (图 3-B)、

F1H-F2H (图 3-C)、F1M-F2M (图 3-D)的 Chao 指

数、Ace 指数、Shannon 指数、Simpson 指数差异

均不显著(P＞0.05)，说明 4 组样本乳汁的多样性

和丰富度相似。同时，4 组样本的 Chao 指数多样

性稀释曲线图也趋于平缓，说明该样本的采样量

足够，能覆盖大多数物种。 

Beta 多样性主要分析样本与样本间微生物

群落组成的相似性，PLS-DA 多变量统计分析方

法可将主成分分析和多元回归的功能相结合，故

本试验通过 PLS-DA 回归模型基于 OTU 水平对

四组样本进行 Beta 多样性分析(图 4)，可看出 F1H

与 F1M、F2H 与 F2M、F1H 与 F2H、F1M 与 F2M

四组样本都分别两两聚在一起，说明分组具有意

义，均具有显著性差异。 

2.3  物种组成分析及差异性分析 

2.3.1  门分类学水平：基于门分类水平研究发现

(表 1)，4 组样本丰度＞1%的优势菌门有 7 个，

分别为变形菌门 (Proteobacter ia )、厚壁菌门

(Firmicutes )、栖热菌门 (Thermi )、拟杆菌门

(Bacteroidetes)、放线菌门(Actinobacteria)、绿弯

菌门(Chloroflexi)、梭杆菌门(Fusobacteria)。与场 1

健康乳汁(F1H)组相比，场 1 乳房炎乳汁(F1M)

组的放线菌门 ( A c t i n o b a c t e r i a )和绿弯菌门

(Chloroflexi)的丰度显著下降(P＜0.05)。与场 2 健

康乳汁(F2H)组相比，场 2 乳房炎(F2M)组的放线菌

门(Actinobacteria)的丰度也显著下降(P＜0.05)。在

两个奶牛场的健康乳汁中，场 1 (F1H)组的放线菌

门(Actinobacteria)、栖热菌门(Thermi)、绿弯菌门

(Chloroflexi)的丰度显著高于场 2 (F2H) (P＜0.05)； 
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图 3.  Alpha 多样性箱型图 

Figure 3.  Alpha diversity estimates of the bacterial communities. F1: farm1; F2: farm2; H: healthy; M: mastitis. 
A–D: boxplots of bacterial alpha diversities evaluated by Chao index, Ace index, Shannon index and Simpson 
index. Different numbers in the picture denoted a P value of different alpha diversity index among groups. The 
five lines from bottom to top are: minimum, first quartile, median, third quartile and maximum. Outliers are 
represented by “.”. 
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图 4.  基于 PLS-DA 分析的细菌群落散点图 

Figure 4.  Scatterplot from pls-da analysis in bacterial communitise. F1: farm1; F2: farm2; H: healthy; M: 
mastitis. A–D: the points of different colors and shapes represent the sample groups under different 
conditions, and the scale of the horizontal and vertical axes is the relative distance, which has no practical 
significance. The closer the sample is on the graph, the more similar the composition of the sample is. 
 

表 1.  不同组间微生物区系门水平的相对丰度 

Table 1.  Relative abundance between different groups of microbiota taxa at phylum level 

Phylum 
Relative abundance P-value 

F1H F1M F2H F2M F1H VS F1M F2H VS F2M F1H VS F2H F1M VS F2M

Firmicutes 37.55 32.49 61.38 39.49 ns ns ns ns 

Proteobacteria 29.76 52.00 22.59 47.23 ns ns ns ns 

Actinobacteria 21.16 1.80 4.97 1.21 ** ** ** ns 

Bacteroidetes 7.23 2.98 9.24 4.46 ns ns ns ns 

Thermi 0.47 10.05 0.042 5.72 ns ns ** ns 

Chloroflexi 1.89 0.021 0.063 0 ** ns ** ns 

Fusobacteria 0.00030 0.0078 0.26 1.27 ns ns ** ns 

* represents the significance of the difference test. ***: P＜0.001; **: 0.001≤P≤0.01; *: 0.01≤P≤0.05; ns: P＞0.05. The same 

below. 
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在场 1 乳房炎(F1M)和场 2 乳房炎(F2M)对比组

中，未见显著性差异的菌门。 

2.3.2  属分类学水平：在已检测到的 329 种菌属

中，排名前十五的菌属(表 2)分别为克雷伯氏菌属

(Klebsiella)、链球菌属(Streptococcus)、埃希氏菌

属(Escherichia)、假单胞菌属(Pseudomonas)、气

球菌属(Aerococcus)、乳球菌属(Lactococcus)、不

动杆菌属(Acinetobacter)、栖热菌属(Thermus)、

耶 尔 森 氏 菌 属 (Yersinia) 、 葡 萄 球 菌 属

(Staphylococcus)、土芽孢杆菌属(Geobacillus)、

棒 状 杆 菌 属 (Corynebacterium) 、 梭 菌 属

(Clostridium)、巨球菌属(Macrococcus)、嗜冷杆菌

属(Psychrobacter)。与场 1 健康乳汁(F1H)组相比，

场 1 乳房炎乳汁(F1M)的气球菌属(Aerococcus)、

棒状杆菌属(Corynebacterium)、梭菌属(Clostridium)、

巨球菌属(Macrococcus)的丰度显著降低(P＜0.05)；

克 雷 伯 氏 菌 属 (Klebsiella) 、 埃 希 氏 菌 属

(Escherichia)、栖热菌属(Thermus)、土芽孢杆菌

属(Geobacillus)的丰度显著上升(P＜0.05)。与场 2

健康乳汁(F2H)组相比，场 2 乳房炎乳汁(F2M)的

气球菌属(Aerococcus)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、

棒状杆菌属 (Corynebacterium)的丰度显著下降 

(P＜0.05)；埃希氏菌属(Escherichia)的丰度显著

上升(P＜0.05)。在场 1 健康乳汁(F1H)和场 2 健

康乳汁 (F2H)对比组中， F2H 的埃希氏菌属

(Escherichia)、葡萄球菌属(Staphylococcus)的丰度 

 
表 2.  不同组间微生物区系属水平的相对丰度 

Table 2.  Relative abundance between different groups of microbiota taxa at genus level 

Genus 
Relative abundance P-value 

F1H F1M F2H F2M F1H VS F1M F2H VS F2M F1H VS F2H F1M VS F2M

Klebsiella 0.50 29.63 0.65 8.95 * ns ns ns 

Streptococcus 0.90 17.73 11.24 3.49 ns ns ns ns 

Escherichia 0.044 1.31 3.92 25.09 * * * * 

Pseudomonas 16.91 4.54 2.14 2.58 ns ns ns ns 

Aerococcus 12.79 0.20 9.84 1.32 ** ** ns ns 

Lactococcus 0.18 0.21 1.40 17.23 ns ns ns * 

Acinetobacter 6.87 2.60 5.12 2.34 ns ns ns ns 

Thermus 0 9.98 0 5.71 * ns ns ns 

Yersinia 0.14 9.40 0.026 4.93 ns ns ns ns 

Staphylococcus 0.38 0.34 11.79 0.36 ns * * ns 

Geobacillus 0 7.79 0.0014 3.75 * ns ns ns 

Corynebacterium 5.57 0.38 2.08 0.42 ** ** ** ns 

Clostridium 1.50 0.22 1.83 2.45 ** ns ns ns 

Macrococcus 5.75 0.020 0.023 0.013 ** ns ** ns 

Psychrobacter 0.36 0.36 4.14 0.23 ns ns ns ns 
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显 著 高 于 F1H (P ＜ 0.05) ； 棒 状 杆 菌 属

(Corynebacterium)、巨球菌属(Macrococcus)的丰

度显著低于 F1H(P＜0.05)。在与场 1 乳房炎乳汁

(F1M)组相比，场 2 乳房炎乳汁(F2M)中的埃希氏

菌属(Escherichia)、乳球菌属(Lactococcus)的丰度

显著升高(P＜0.05)。 

2.4  关联分析与功能预测 

为评估两场健康乳汁与乳房炎乳汁优势物

种之间的关系，根据秩和检验得到属水平上的差

异物种绘制物种之间 Spearman 相关性热图，筛

选出 30 种菌属。结果如下：在场 1 中(图 5-A)，

土 芽 孢 杆 菌 属 (Geobacillus) 与 栖 热 菌 属

(Thermus)、埃希氏菌属(Escherichia)与耶尔森氏

菌属(Yersinia)、藤黄单胞菌属(Luteimonas)与里氏

杆 菌 属 (Riemerella) 、 卟 啉 单 胞 菌 属

(Porphyromonas) 与土芽孢杆菌属 (Geobacillus) 

四组菌属之间具有极显著性正相关，其相关系数

均大于 0.9；厌氧球菌属(Anaerococcus)与里氏杆

菌属(Riemerella)、厌氧球菌属(Anaerococcus)与肠

杆菌属(Marinobacter)、肠杆菌属(Marinobacter)

与埃希氏菌属(Escherichia)三组菌属之间具有显

著性负相关，其相关系数均大于 0.7。在场 2 中 

(图 5-B)，密螺旋体属(Treponema)与不动杆菌属

(Acinetobacter)、 Jeotgalicoccus 与棒状杆菌属

(Corynebacterium)两组菌属之间具有极显著性正

相关，其相关系数均大于 0.9；棒状杆菌属

(Corynebacterium)与埃希氏菌属 (Escherichia)、

Jeotgalicoccus 与埃希氏菌属(Escherichia)、巨球

菌属 (Macrococcus)与梭杆菌属 (Fusobacterium) 

三组菌属之间具有显著性负相关，其相关系数均

大于 0.7。 

为评估两场乳房炎对奶牛乳汁代谢影响是

否相同，本试验通过 PICCRUSt 方法分析乳汁在

代谢过程中的潜在功能，分析细菌 KEGG 同源序

列(KO)Pathway Hierarchy 下的第一层级(Level 1)

和第二层级(Level 2)，在场 1 中，基于 Level 1 水

平(图 6-A)，发现有 4 种代谢通路具有显著性差

异(P＜0.05)，其中有 3 种代谢通路在乳房炎感染

后显著下调，包括细胞过程(cellular processes)、

新陈代谢 (metabolism)、生物体系统 (organismal 

systems)；另外一种环境信息处理(environmental 

information processing)代谢通路在乳房炎感染后

显著上调。在 Level 2 水平(图 6-B)，有 12 种代

谢通路具有显著性差异(P＜0.05 且 FDR＜0.05)，

其中有 7 种代谢通路在感染乳房炎后显著下调，

包括氨基酸代谢(amino acid metabolism)、能量代

谢 (energy metabolism) 、 脂 质 代 谢 (lipid 

metabolism) 、 运 输 和 分 解 代 谢 (transport and 

catabolism)、折叠，分类和降解(folding, sorting and 

degradation)、细胞通讯(cell communication)、细胞

运动(cell motility)；有 5 种代谢通路显著上调，分

别为多聚糖的生物合成与代谢(glycan biosynthesis 

and metabolism)、传染病(infectious diseases)、膜转

运(membrane transport)、转录(transcription)、糖代

谢(carbohydrate metabolism)。 

在场 2 中，基于 KEGG Pathway Hierarchy 下

的 Level 1、Level 2 水平，均未发现具有显著性

差异的代谢通路(P＜0.05 且 FDR＜0.05)。 
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图 5.  属水平 Spearman 相关性热图 

Figure 5.  Spearman correlation heat map at genus lever. The figure shows the correlation between species that 
differ at the taxonomic level of the genus. The darker the color, the stronger the correlation between species. A 
represents the correlation heat map of F1 differential bacteria, and B represents the correlation heat map of F2 
differential bacteria. 
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图 6.  通路差异 Wilcoxon 结果图 

Figure 6.  Pathway differences Wilcoxon result diagram. On the left is a histogram of the relative abundance 
of pathways in each group. In the middle is the log2 value of the mean ratio of relative abundance of the same 
path in two groups. The figure on the right is the P-value and FDR (False Discover Rate) values obtained by 
Wilcox’s test. If the P-value and FDR values were less than 0.05, the pathway was significantly different 
between the two groups. A represents the functional difference of Level 1 and B represents the functional 
difference of Level 2. 
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3  讨论 

3.1  四组乳汁微生物菌群在不同分类水平上的

差异 

3.1.1  门分类学水平上的菌群结构差异：本试验

结果显示：4 组乳汁中最丰富的细菌门是厚壁菌

门(Firmicutes)、变形菌门(Proteobacteria)、放线

菌门(Actinobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)，

这与 Paola Cremonesi 等[15]研究结果一致。通过

Wilcoxon rank-sum test 分析发现：无论是在场 1

还是场 2 中，当奶牛发生乳房炎之后，没有发

现相对丰度显著上升的菌门，仅发现相对丰度

显著下降的菌门；在两场的健康乳汁对比中，

发现场 1 中的放线菌门(Actinobacteria)、栖热菌

门(Thermi)、绿弯菌门(Chloroflexi)的相对丰度显

著高于场 2，场 2 中的梭杆菌门(Fusobacteria)的

相对丰度显著高于场 1。在曾雪琴等[16]的研究中，

发现梭杆菌门与奶牛乳房炎的发生密切相关，而

梭杆菌属与多种疾病的发生具有相关性，在本实

验中，场 1 未检测到梭杆菌属，而场 2 检测到梭

杆菌属的相对丰度为 0.016%，虽然场 2 梭杆菌属

的相对丰度较低，但在平时的预防中，也应注意

梭杆菌属的预防。在两场的乳房炎乳汁对比中，

未发现有显著性差异的菌门。 

3.1.2  属分类学水平上的菌群结构差异：在过去

的研究中，Levison 等[17]在研究加拿大地区奶牛

乳房炎时发现无论是在传统奶牛场还是有机奶

牛场，分离到最多的乳房炎病原体是葡萄球菌属

(凝固酶阴性葡萄球菌、金黄色葡萄球菌)、埃希

氏菌属(大肠杆菌)、链球菌属；Vakkamäki 等[18]

在研究芬兰地区奶牛乳房炎时同样发现葡萄球

菌属(凝固酶阴性葡萄球菌、金黄色葡萄球菌)是

奶牛乳房炎中最常见的病原体。在本试验中，  

两个奶牛场在奶牛感染乳房炎后，葡萄球菌属、

链球菌属均未发现显著性升高，在场 1 中，克雷

伯氏菌属(Klebsiella)、埃希氏菌属(Escherichia)、

栖热菌属(Thermus)和土芽孢杆菌属(Geobacillus)

的相对丰度显著升高；在场 2 中仅发现埃希氏菌

属(Escherichia)的相对丰度显著升高。克雷伯氏

菌(Klebsiella)是环境型乳房炎的条件致病菌，在

乳房炎样本中，约有 2%–9%的乳汁样本中分离出

该菌[19]；埃希氏菌属的代表菌株大肠杆菌被认为

是临床型奶牛乳房炎的首要致病菌，也广泛存在

于外界环境中[20–22]，本研究 2 个奶牛场均应注意

环境病原菌的预防。栖热菌属有 8 个有效公布的

种，常在温泉、人工水热环境中被分离到[23]，关

于在奶牛乳汁方面的相关报道较少，在本研究

中，两场健康乳汁中均未发现栖热菌属，仅在乳

房炎乳汁中发现，且在场 1 中具有显著性差异，

故栖热菌属与奶牛乳房炎的关系有待进一步的

研究。据报道，在油田、火山口、温泉、土壤等

高 温 条 件 下 均 可 分 离 到 土 芽 孢 杆 菌 属

(Geobacillus)的菌株[24]，在本试验中，土芽孢杆

菌属(Geobacillus)在 2 场的乳房炎乳汁中的相对

丰度均升高，且在场 1 中具有显著性差异，而在

场 2 中未见显著性差异，Levison 等[17]曾在乳房

炎乳汁中发现芽孢杆菌属也是常见病原体之一，

这与本研究一致，分析两场产生差异的原因可能

是由不同垫料造成的，在场 1 中，卧床垫料为河

沙，而场 2 是橡胶垫，故乳房炎与卧床垫料的关

系需进一步的研究。在两场健康组对比中，场 2

中 的 埃 希 氏 菌 属 (Escherichia) 和 葡 萄 球 菌 属

(Staphylococcus)的相对丰度显著高于场 1，属于

葡萄球菌属的金黄色葡萄球菌是奶牛乳房炎的
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主要传染性病原菌[25–26]，故场 2 在平时奶牛乳房

炎预防工作中除了预防环境性病原菌，还应格外

注意金黄色葡萄球菌的预防。两场乳房炎对比组

在门分类学水平上未发现具有显著性差异的菌

门，而在属分类学水平上发现了具有显著性差异

的菌属，场 2 中的埃希氏菌属(Escherichia)和乳

球菌属(Lactococcus)的相对丰度显著高于场 1。

Rodrigues 等 [27] 报道乳球菌属 (Lactococcus) 是  

一个潜在的乳房炎新发病原菌，发现乳球菌属在

健康乳汁中并不丰富，反而是乳房炎乳汁中的优

势菌属。这与本研究场 2 相似，场 2 乳房炎乳汁

中的乳球菌属是第二优势菌属，在平时乳房炎预

防中应注意乳球菌属的预防。 

据报道，影响乳汁质量的细菌有 3 种，分别

为嗜热菌、嗜温菌、嗜冷菌。嗜冷微生物影响乳

汁质量已被广泛研究，在冷藏过程中，嗜冷微生

物可以产生细胞外蛋白酶和脂肪酶，这些酶对巴

氏消毒甚至超高温(UHT)处理具有抗性，从而导

致了牛奶和乳制品的变质[28]。常见的嗜冷微生物

有以下几种：革兰氏阳性菌中的假单胞菌属

(Pseudomonas)、不动杆菌属(Acinetobacter)、哈

夫尼菌属(Hafnia)、拉恩氏菌属(Rahnella)、产碱杆

菌属(Alcaligenes)、无色杆菌属(Achromobacter)、

气单胞菌属(Aeromonas)、沙雷氏菌属(Serratia)、

肠 杆 菌 属 (Enterobacter) 、 金 黄 杆 菌 属

(Chryseobacterium)、色杆菌属(Chromobacterium)、

黄杆菌属(Flavobacterium)；革兰氏阴性菌中的芽

孢杆菌属(Bacillus)、梭菌属(Clostridium)、棒状杆

菌属(Corynebacterium)、链球菌属(Streptococcus)、

微 球 菌 属 (Micrococcus) 、 葡 萄 球 菌 属

(Staphylococcus)、肠球菌属(Enterococcus)、乳杆

菌属(Lactobacillus)、微杆菌属(Microbacterium)[29]。 

在本研究中，分离到的优势菌属中有 7 个嗜冷菌，

分别为链球菌属 (Streptococcus)、假单胞菌属

(Pseudomonas)、不动杆菌属(Acinetobacter)、葡

萄 球 菌 属 (Staphylococcus) 、 棒 状 杆 菌 属

(Corynebacterium)、梭菌属(Clostridium)、嗜冷杆

菌属(Psychrobacter)。嗜冷菌在两个奶牛场的健康

乳汁中总丰度分别为：场1为 31.87%、场2 为38.72%。

有研究报道，在严格按照卫生标准时，嗜冷菌的

总丰度占整个微生物菌群的 10%以下[30]，本研究

的两个奶牛场健康乳汁中的嗜冷菌总丰度均大于

10%，嗜冷菌可在–10 °C 至 7 °C 下生长，奶牛场

乳汁储存罐的温度为 4 °C，故大量的嗜冷菌可在

冷链运输过程中生长，进而造成乳汁变质。两个

奶牛场均应注意冷链运输过程中的环境污染。 

在本研究中，两个奶牛场乳房炎乳汁的第一

优势菌属分别为克雷伯氏菌属(Klebsiella)和埃希

氏菌属 (Escherichia)，均属于环境性病原菌，   

两个奶牛场均应改善奶牛场整体环境的卫生。在

环境方面，需保证过道和卧床的干净和清洁，做

到及时清粪，及时更换垫料；严格评估奶牛粪便，

及时调整饲喂配方，避免因为踩踏、飞溅行为将

稀粪溅到乳房上；保证通风，保证整体环境的干

燥。在挤奶方面，应严格遵循挤奶前消毒程序，

同时应避免过度挤奶。 

3.2  关联分析与功能预测 

在 2 个奶牛场的健康乳汁与乳房炎乳汁的优

势物种的相关性上，2 个奶牛场均未发现某种菌

属在感染乳房炎过程中与其他菌属均存在协同

或拮抗关系，挑选相关系数最高的优势物种来

看，在场 1 中共预测到 4 对正相关菌属，这与   

场 2 共预测到 2 对正相关菌属均不一样。同理负



吕倩等 | 微生物学报, 2021, 61(10) 3099 

 

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

相关菌属在 2 个奶牛场也均不一样。这说明在乳

房炎奶牛中，不同奶牛场其优势物种的相关性差

异较大。 

3.3  奶牛乳房炎发生前后乳汁菌群变化对乳汁

代谢的影响 

在 2 个奶牛场的乳汁中，每种菌群存在的相

对丰度不同，这表明编码每种功能的基因比例可

能不同，可能反映了不同的代谢活动。通过

PICCRUSt 功能预测分析发现，场 1 的奶牛在感

染乳房炎后，level 2 水平上 11 种代谢通路相关

的乳汁菌群显著下降，其中氨基酸代谢、能量代

谢、脂质代谢等与席晓敏等[31]研究结果一致。而

在场 2 中，未发现具有显著性差异的代谢通路。

这表明虽然同是荷斯坦奶牛，同是乳房炎，不同

奶牛场具有不同的功能差异。而造成该结果的原

因可能是奶牛个体差异、奶牛场环境、奶牛场饲

喂方式等不同。提示研究者在对乳房炎乳汁代谢

通路进行研究时，应对具体奶牛场具体分析。 

不依赖培养的高通量测序方法为我们提供

了更加深入和准确的乳汁微生物多样性的评估。

乳汁微生物菌群的组成在不同奶牛场之间有定

性和定量的差异，影响乳汁微生物菌群的因素是

多样且复杂的，奶牛场温湿度、垫料、挤奶设备

等[32–33]因素均能污染乳头，从而进入乳汁中。本

研究在两奶牛场温湿度一致的基础上，研究两场

场内乳汁和场间乳汁的菌群差异。结果表明四组

乳汁样本无论是在场内比较还是场间比较，均存

在较大的差异，每个奶牛场在乳房炎的预防工作

中均应依据本场菌群的分布特征制定相应的方

案。本研究进一步为不同奶牛场的乳房炎预防和

原料奶的质量控制上提供了理论依据。 
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Analysis of the differences in the microflora of milk from two 
dairy farms in Sichuan province based on high-throughput 
sequencing technology 
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Abstract: [Objective] This experiment studied the microbial flora in healthy milk and mastitis milk from two dairy 

farms to explore the similarities and differences of milk flora in different dairy farms, and to assess whether their 

effects on milk metabolism are the same. [Methods] The 16S rRNA high-throughput sequencing technology was 

used to determine the 16S rRNA V4 region sequence of microorganisms in the milk of 6 healthy cows and       

6 mastitis cows in two dairy farms. The structure and diversity of bacterial community were compared, and the 

differences in milk flora within and between the two farms were analyzed. [Results] A total of 4013234 Raw Reads 

were obtained from the four groups of milk samples, and 2887024 Clean Reads were obtained after filtering. No 

significant differences were found in Chao index, Ace index, Shannon index and Simpson index of Alpha diversity 

(P>0.05); Four groups of samples with Beta diversity are clustered respectively; In farm 1 and farm 2, the dominant 

bacteria causing cow mastitis were Klebsiella and Escherichia, respectively; the abundances of Escherichia and 

Staphylococcus in the healthy milk in farm 2 were significantly higher than those in farm 1; the abundance of 

Escherichia and Lactococcus in the mastitis milk in farm 2 were significantly higher than those in farm 1; the 

abundance of Psychrophilic bacteria in the healthy milk of the two dairy farms were 31.87% and 38.72% 

respectively; correlation analysis and functional prediction analysis showed that there was a significant difference 

in the relationship between the healthy milk and the dominant species of mastitis in the two dairy farms; significant 

differences in metabolic pathways were found in both Level 1 and Level 2 in farm 1, while no significant 

differences in metabolic pathways were found in farm 2. [Conclusion] This experiment studied the similarities and 

differences of microflora between healthy milk and mastitis milk in two dairy farms, and provided a theoretical 

basis for the prevention of mastitis in the two dairy farms and the quality control of raw milk during cold chain 

transportation. 
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