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采用未培养技术对荷斯坦奶牛瘤胃细菌多样性进行初步分析
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摘 要：采用未培养（HC)IC0, <=J,K,=J,=I）技术直接从荷斯坦奶牛瘤胃液中提取瘤胃细菌微生物混合 +14（也叫元基

因组 +14），利用细菌 &#L 0+14 通用引物 $E7 与 &!D$M，扩增瘤胃混合微生物的 &#L 0+14，根据 &#L 0+14 序列对瘤

胃细菌多样性进行初步分析。通过 &#L 0+14 序列同源性分析，发现有多于一半以上的序列与可培养的菌株的同源

性小于 D%N，属于不可培养的菌株。选用 !" 条测得序列与已知序列构建系统发育树，分析结果表明，它们分属于

两大类 OPHPQR（IS, )(G P T H P08. K(B<I<U, /8-I,0<8）和 H7R（H@I(KS8>8:7),9</8-I,0 R8-I,0(<J,B >0(CK），剩下的克隆尚

难确定其分类地位，可能是代表新属和种的序列，这些序列已向 P,=R8=V 提交并得到序列号（4WD2#EEE:4WD2#ED&）。
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瘤胃是由大量的古菌、细菌、真菌和原生动物组

成的复杂的生态系统。瘤胃能在极短时间内降解

D%N以上秸秆纤维主要是靠生物作用［&，$］，这些生物

包括细菌、原生动物、真菌等，其中主要是细菌与古

菌，它们占瘤胃微生物的绝大部分，其代谢途径多种

多样在瘤胃降解牧草的厌氧阶段起主要作用［3］；瘤

胃中微生物代谢产生甲烷也成为目前国内外研究的

热门［!］，此外瘤胃还是反刍动物营养代谢中最重要

的环节，瘤胃微生物的生长代谢活动能够为宿主动

物提供能量、蛋白质、必需氨基酸和维生素等营养物

质［"］，随着世界能源危机的出现，瘤胃反应器的研究

也成为目前的一项紧迫的工作［#］，而所有这些工作

的开展都需要我们对瘤胃微生物的多样性有确切的

了解。开展瘤胃微生物多样性研究，不仅对于瘤胃

微生物资源开发和利用，对瘤胃功能的全面理解，为

反刍动物营养研究都具有重要意义。由于微生物间

的共生依赖性强和缺少专一性培养基，因此瘤胃中

可培 养 微 生 物 只 占 有 很 小 的 一 部 分，R0@8=I 和

RC0V,@ 在 &D"3 年，从瘤胃内容物中分离出 2D# 个菌

株，其中 D2N属于厌氧菌，不到整个瘤胃微生物的

&%N［E Y D］。可见传统培养对瘤胃的认识研究远远

不够。

免培养技术的兴起和应用，为研究特殊环境微

生物多样性提供了有效的手段，人们已经可以不依

赖微生物菌种分离培养，直接从分子水平上研究微

生物资源。&#L（&2L）0+14 分类方法被细菌学家和

分类学家广泛接受，将该方法与免培技术结合起来，

可以快速有效的分析一个特殊环境中的微生物多样

性。目前，国内外对不同环境样品如土壤、海洋、淤

泥等进行扩增 &#L 0+14 序列和分析序列系统发育

关系这方面已有大量报道［&% Y &$］。现已向 P,=R8=V
提交了大于 E2%%% 条 &#L 0+14 序列，发现了许多新

的不可培养微生物新种［&3］。目前已知的瘤胃微生

物分属于 3%%% 种以上的基因组类型，基因资源非常

丰富［&!］。

本研究采用免培技术对常规饲养条件下奶牛瘤

胃微生物多样性进行了初步分析，通过对瘤胃微生

物 &#L 0+14 序列的分析，初步构建了部分瘤胃微生

物的系统发育树，为更好的利用瘤胃微生物基因资

源和奶牛营养研究提供了一些基本数据和材料。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品的采集：样品采自荷斯坦瘘管奶牛瘤胃

的 " 个不同的位置（上、中、下、左、右），采样量为

"%%.O，采样时间为 $%%! 年 " 月。篓管牛是日粮精

粗比为 "%："%（羊草 "V>、苜蓿 "V>、精料 DV>、膨化大

豆 &Z"V>。精料配方为：玉米 #3Z#N，小麦麸 EZ"N，



大豆 粕 !"#$%，棉 籽 粕 &#’%，鱼 粉 !#$%，石 粉

(#)%，磷酸氢钙 !#(%，食盐 (#*%，预混料 !#(%，

植物油 !#(%，+,- (#"%，./01-’ (#*%），可自由饮

水的荷斯坦黑白花牛。

在清晨饲喂前，从瘤胃的不同位点采集新鲜的

瘤胃液原样品。打开瘘管盖立即进行，在酒精灯边

上操作。取样人员使用一次性无菌手套，瘤胃液经

灭菌四层纱布过滤后，立即放入液氮罐中冷冻，随后

贮存在 2 *(3保存备用［!$］。

!"!"# 菌种：大肠杆菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）40$!由本

实验室保存。

!"!"$ 主要试剂和仪器：+(, 4.5 聚合酶和 678+ 9
: 8/;< =>?@AB 载体购自 CBAD>,/ 公司；蛋白酶 E 购自

+>BF 公司；:" 4.5 连接酶购自 :/E/G/ 公司；C1G 引

物由上海 7>H>?AB> 公司合成；其它试剂购自 IJ,D/
等公司。C:19!$( CBA,B/DD/KL> :M>BD/L 1AH@BALL>B（+N
G>;>/B?M OH?P，Q/@>B@ARH，+/;;）。

!"# %&’ 的提取

参考最新国内外相关报道［!$，S(］，结合瘤胃样品

本身的特殊性质，我们建立了一套提取有效的瘤胃

样品混合基因组 4.5 的方法：取室温解冻的瘤胃液

’(DT，!((( U , 离心 !(DJH，弃去沉淀（饲料，原虫等

大颗粒），!S((( U , 离心 !(DJH 弃去上清，用 $DT :8
缓冲液悬浮沉淀。取上述处理的瘤胃微生物样品

!DT，加 入 4.5 抽 提 液 $DT（:BJ;901L !((DDALVT，

84:5 $(DDALVT，十二烷基肌氨酸 S%），在振荡器上

充分混匀；加入 $(D,VDT 蛋白酶 E !(("T，液氮中速

冻 $DJH，然后 )$3水浴溶解 !(DJH，重复 ’ 次；再加

入 !V$ 体积的 S(% I4I，)$3温浴 !(DJH，室温静止

$DJH，离心收集上清液，向上清液中加入 ./1L 溶液

至 !DALVT，1:5W 至 !%，)$3温浴 !(DJH，置于冰上

加入等体积苯酚 X氯仿 X异戊醇（S$ X S" X !）、氯仿各抽

提一 次；加 入 !V!( 体 积 的 ’DALVT 乙 酸 钠 溶 液

（60$#S），S 倍体积的无水乙醇，冰上放置 !$DJH 以

上；!S((( U , 离心 !(DJH 后收集沉淀，最后以 &$%乙

醇洗涤 S Y ’ 次，干燥，溶解于适量的 :8 缓冲液。

!"$ ()* 扩增 !+, -%&’
以不同浓度（从原始 4.5 稀释 $、!(、S(、$( 倍）

的瘤胃微生物混合基因组 4.5 为模板，以通用引物

S&Z 和 !"[S G 进行扩增。通用引物序列为 S&Z：$\9
757:::75:1+:771:1579’\，!"[SG：$\9:5177]:5
11::7::51751::9’\；C1G 反应体系（S$"T）：!( U 缓

冲 液 S#$"T，^.:C （ S#$DDALV"T） S#$"T，引 物

（!(6DALV"T）各 !"T，+,S _（S$DDALVT）S#$"T，模 板

4.5 S#$"T，+(, 4.5 聚合酶 !‘，̂^0S- !S#$"T。反

应条件：["3 ’DJH；["3 "(;，$S3 $(;，&S3 SDJH，’$
个循环；&S3 !(DJH。

!". 克隆、测序与系统发育分析

用平行的 $ 管反应体系（每管 S$"T）进行 C1G
扩增。将 !#$FK 的条带用 C1G 产物纯化试剂盒回收

和纯化。用 :" 4.5 连接酶将纯化的片段与 678+9
: 8/;< =>?@AB 载体连接，转化 ! P #)*’ 40 $!感受态

细胞。以氨苄青霉素（!((",VDT）抗性和蓝白斑筛选

选择阳性转化子，并用碱裂解法提取质粒，通过电泳

进一步验证外源片段的插入。将插入外源片段的阳

性质粒转化子送样测序，测序在北京华大人类基因

组中心完成，用 1081E9108+8G5 程序检测人工嵌

合序列并剔除。将所得到的序列与 7>HW/HFV8+WTV
44WNVG4C 数据库用 WL/;@H 软件在网上分析，挑出相

似性最高的序列，用 1T‘I:5T a 完成序列的多序列

比对，转换至 CM<LJ6’#)，WAA@;@B/6 b/Lc> 设为 !(((，得

出的树文件用 :B>>bJ>R ’#S 输出［!)］。将序列相似性

达到 [&%以上的 !)I B4.5 克隆子定义为同一个操

作分类单位（-6>B/@JAH/L :/dAHADJ? ‘HJ@;，-:‘）。

# 结果和分析

#"! 瘤胃微生物元基因组 %&’ 提取及 !+, -%&’
的 ()*

从 ’(DT 瘤胃液中提取获得 "("T 瘤胃微生物

元基因组 4.5，直接以此粗提的 4.5 为模板，进行

!)I B4.5的 C1G，C1G 产物与 678+9: 8/;< b>?@AB 连

接，转化获得 !)I B4.5 的文库（图 !）。

图 ! !+, -%&’ 的 ()* 扩增

ZJ,P! 5D6LJeJ?/@JAH Ae !)I B4.5 eBAD @A@/L 4.5

!# !FK T/^^>B；S，’# 4JLc@>^ $ @JD>; eBAD @A@/L 4.5；"，$# 4JLc@>^ !(

@JD>;；)，&# 4JLc@>^ S( @JD>;；*，[# 4JLc@>^ $( @JD>;；!(# .>,/@Jb>

?AH@BAL eAB C1G；!!#CA;J@Jb> ?AH@BAL P

#"# !+, -%&’ 系统发育分析

将随机挑选的 !’( 个克隆的 !)I B4.5 序列经

过去掉测序小于 $((K6 的序列与 7>HW/HF 数据库中

的相关已知序列进行比对分析，由 WL/;@H 去掉同源

性比对结果相同的，再用 1T‘I:5T a 完成序列的多

重排定剔除不能参与建树的序列，最后选用剩下的
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图 ! 免培瘤胃微生物 "#$ %&’( 序列构建的系统发育树
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!"条 序 列 构 建 系 统 发 育 树，把 序 列 相 似 性 大 于

##$"%的归结为同一个细菌的序列，发现这 !" 个序

列可以代表 !& 个不同的细菌。其中 ’&%（()*!"）的

克隆序列与已报道的未培养或未鉴定菌株的 )+,
-./0 序列同源性达到 #’%以上，)&%（!*!"）的克隆

与已鉴定的细菌同源性达到 #1%以上，2&%（#*!"）

的克隆不能和任何报道的细菌 )+, -./0 序列相似

大于 1&%。用这 !" 个克隆的 )+, -./0 序列、已知

瘤胃细菌的 )+, -./0 和已提交的不可培养菌的 )+,
-./0 的部分序列，并以 !"#$%&’ ("#$%)*"+,&’ 的 )+,
-./0 为外群进行构建系统发育树，可以看出这些序

列属于 21 个 345 单位（在分类学上将序列相似性

大于 #’%的不同生物定义为同一个 345 单位）。其

中属于已经鉴定的种的有 ( 个 345，余下的是未培

养的 345。由系统发育关系分析，可将此系统发育

树分成四部分（!、"、#、$）（图 2）。

在所有的 !& 个菌株（图中以 &&"!!，&&+!!
命名）中，)+ 个（!）属于低 67 含量的 68 菌，其中 2
个（&&"9&(、&&":&!）属于厌氧的 -,)’($+.+&% 属。2 个

（"）属 于 7;:（ <=> -/()*"010?2,#3+405(#$?605(#$)+.#’
@-ABC）菌。) 个（&&"0&)）属于 7$#8)(#,,0 属。&&"9&(
与 具 有 高 分 解 蛋 白 性 的 菌 株 -,)’($+.+&%
*$)(#)5,0’(+5&% 同 源 性 达 到 ##%［)’］。 &&"6&+ 与

DEF<>-GBH I!J2 )?’ 同源性为 #1%，此菌可以降解一

种家畜饲草（牧草场）中都含有的略有苦味的碱。

&&"0&) 与消化道内最为常见的 7$#8)(#,,0 $&%+9+5),0
同源性 ##%，JE-<GK 报道此菌含有 LMNEK =MO-ANEP> 0
基因［)1］。&&"6&!、&&"9&!、&&"Q&!、&&"Q&’、&&"6&#、

&&"0&1 和 &&"6&( 与 4ERGHE［)"］发现的瘤胃 微 生 物

)+, -./0 序列同源性高 #’%以上。#中几乎全都

为不可培养和待鉴定的序列，说明代表了一些新的

不可培养的一大类。&&"7&1 等聚在一起，同源性大

于 #’%，属于一种。&&";&2、&&"7&)、&&"0&# 等 ’ 个

序列不能和任何已报道的微生物序列比对上，单独

形成几小支有别于三大类其它的任何一种，可能代

表新的种。&&"0)& 和 &&"0)2 克隆之间序列的相似

性高达 ##%单独形成另外不同于 &&";&2 等的一支，

可能代表潜在的新属。新的序列已向 6>K:EKS 提

交，序列号为 0T#1+’’’?0T#1+’#)。

! 讨论

本篇的分析结果与 QOUE-OP 等［)#］的文献报道用

(+! 个来自 4ERGHE［)"，2&］和 V=G<WA-O［2)］的不可培养瘤胃

菌和已知瘤胃菌的 )+, -./0 序列构建系统发育树

分析几乎一致，可以将瘤胃微生物主要分为两大类

I676X:（<=> NAU 6 8 7 6-EH CAPG<GY> DEF<>-GE）和 7;:
（<=> -/()*"010?2,#3+405(#$?605(#$)+.#’ @-ABC）（图 2 中

的!、"）。还有一些序列与已经发现的不可培养菌

的序列同源性很高（图 2 中的#）。由于不同的日粮

会导致瘤胃微生物多样性的不同，天然牧放的牛由

于日粮单一［22］，其瘤胃微生物的种类就少，而饲喂

饲料的奶牛日粮成分相对复杂，导致瘤胃中的微生

物种类较多。本研究研究发现了一些新的序列，从

序列上不能确定其属，说明它们可能是潜在的新属

或新的种（图 2 中的$）。可见，对瘤胃微生物的多

样性分析，存在着一定的共性（都可分为两大类），但

由于每次研究的瘤胃样品的个体差异等因素，分析

结果又有自己的不同点（发现一些新的种类），这说

明了瘤胃微生物的复杂性和动态变化性。

由可比对上的已知的菌种功能可以再次的证明

瘤胃微生物在纤维素等物质降解过程中的重要作

用，由 微 生 物 系 统 分 析 可 以 看 出，免 培 养 法 根 据

)+, -./0（Z/0）研究环境微生物的组成、分布及功

能结构的初步尝试是非常成功。但瘤胃微生物种类

繁多和复杂，要弄清楚环境中微生物的真实情况，

仅靠 )+, -./0 序列分析是不够的，因为在 ./0 提

取、X7Z 以及克隆筛选中会产生种种偏差，而且由

于 6>K:EKS 数据库中的数据没有囊括自然界中所有

的微生物的 )+, -./0 序列，因此，非常有必要在进

行免培养法分析的时候，使用直接形态观察、原位

杂交等来加以补充，只有得到纯培养，结合形态、生

理等进行的多相分类，才能真正表明一个物种的存

在，才能够对其进行彻底研究［2(］。到目前为止，从

整体来看瘤胃微生物至今几乎还是属于一个未知的

微生态体系，对它的认识和开发有待于继续研究。
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