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[摘 要] 【目的】
 

分析犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃微生物多样性的差异,并对菌群功能进行预测。【方法】
 

选取甘

南藏族自治州合作市同一牧场放养的生理状态正常、年龄相近(1.5岁左右)的犏牛、黄牛和娟姗牛各6头,抽取瘤胃

液于冻存管,放入液氮保存。基于16S
 

rRNA测序技术,对供试牛瘤胃液样本基因组DNA进行V3~V4区扩增及测

序,对所得序列处理后进行OTU聚类分析和物种分类,并利用Tax4Fun对菌落的16S
 

rRNA基因序列进行 KEGG
功能注释。【结果】

 

Alpha多样性分析显示,犏牛瘤胃微生物多样性和丰富度显著高于黄牛和娟姗牛(P<0.05)。门

分类水平上,犏牛瘤胃液中厚壁菌门、脱硫杆菌门、疣微菌门、髌骨细菌门和纤维菌门显著高于黄牛(P<0.05),脱硫

杆菌门和疣微菌门显著高于娟姗牛(P<0.05)。属分类水平上的差异主要表现在厚壁菌门与拟杆菌门所属的各菌群

中,犏牛瘤胃液中普雷沃菌属、瘤胃球菌属和解琥珀酸菌属丰度显著低于黄牛(P<0.05);理研菌科_RC9菌群丰度显

著高于黄牛(P<0.05);犏牛和娟姗牛瘤胃中克里斯氏菌科_R-7菌群、瘤胃菌科_NK4A214菌群、g_norank_f_UCG-

011和未分类毛螺菌科显著高于黄牛(P<0.05)。瘤胃菌群功能预测发现,犏牛富集在碳水化合物代谢、核苷酸代谢

和翻译二级通路上的功能丰度显著高于黄牛(P<0.05),但与娟姗牛差异不显著(P>0.05);黄牛二级通路中辅助因

子和维生素的代谢功能丰度显著高于犏牛和娟姗牛(P<0.05)。【结论】
 

犏牛和黄牛间瘤胃菌群组成差异较大,娟姗

牛菌群组成介于犏牛和黄牛之间;犏牛瘤胃菌群发酵最具优势,可能为其适应高原地区严酷的生存环境发挥了重要

作用。
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Abstract:
 

【Objective】
 

This
 

study
 

analyzed
 

the
 

differences
 

of
 

microbial
 

diversity
 

in
 

rumen
 

fluid
 

of
 

Cat-



tle
 

yak,Jersey
 

and
 

Cattle
 

and
 

predicted
 

the
 

functions
 

of
 

bacterial
 

flora.【Method】
 

Eighteen
 

perennial
 

graz-
ing

 

Cattle
 

yak,Cattle
 

and
 

Jersey
 

with
 

normal
 

physiological
 

state,
 

good
 

body
 

condition
 

and
 

similar
 

age
 

(about
 

1.5
 

years
 

old)
 

were
 

randomly
 

selected
 

from
 

Hezuo
 

City,Gannan
 

Tibetan
 

Autonomous
 

Prefecture,

Gansu
 

province.They
 

were
 

divided
 

into
 

three
 

groups
 

according
 

to
 

species.Rumen
 

fluid
 

was
 

extracted
 

by
 

vacuum
 

negative
 

pressure
 

device
 

into
 

frozen
 

storage
 

tube
 

and
 

stored
 

in
 

liquid
 

nitrogen,and
 

the
 

V3-V4
 

re-
gion

 

of
 

genomic
 

DNA
 

was
 

amplified
 

and
 

sequenced
 

based
 

on
 

16S
 

rRNA
 

sequencing
 

technology.Then,OTU
 

cluster
 

analysis
 

and
 

species
 

classification
 

analysis
 

were
 

performed,and
 

the
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequences
 

of
 

the
 

colonies
 

were
 

also
 

annotated
 

by
 

KEGG
 

function
 

using
 

Tax4Fun.【Result】
 

The
 

diversity
 

and
 

richness
 

of
 

ru-
men

 

microbes
 

in
 

Cattle
 

yak
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

Cattle
 

and
 

Jersey
 

(P<0.05).At
 

the
 

phylum
 

classification
 

level,Firmicutes,Desulfobacterota,Verrucomicrobiota,Patescibacteria,Fibrobactero-
ta

 

and
 

Planctomycetota
 

in
 

rumen
 

fluid
 

of
 

Cattle
 

yak
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

Cattle
 

(P<
0.05),and

 

Desulfobacterota
 

and
 

Verrucomicrobiota
 

of
 

Cattle
 

yak
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

Jersey
 

(P<0.05).The
 

differences
 

in
 

genus
 

level
 

were
 

mainly
 

in
 

the
 

flora
 

belonging
 

to
 

Firmicutes
 

and
 

Bacteroidetes.The
 

abundance
 

of
 

Prevotella,Ruminococcus
 

and
 

Succinobacteria
 

in
 

rumen
 

fluid
 

of
 

Cattle
 

yak
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

Cattle
 

(P<0.05),while
 

the
 

abundance
 

of
 

Rikenellaceae_RC9
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

Cattle
 

(P<0.05).The
 

rumen
 

concentrations
 

of
 

Christensenellaceae_R-7
 

group,Ruminococcaceae_NK4A214
 

group,g_norank_f_UCG-011
 

and
 

unclassified_f_Lachnospiraceae
 

in
 

Cattle
 

yak
 

and
 

Jersey
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

Cattle
 

(P<0.05).The
 

functional
 

prediction
 

of
 

rumen
 

microbiota
 

showed
 

that
 

the
 

functional
 

abundance
 

of
 

Cattle
 

yak
 

in
 

the
 

secondary
 

pathways
 

of
 

carbohydrate
 

metabolism,nu-
cleotide

 

metabolism
 

and
 

translation
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

cattle
 

(P<0.05),but
 

not
 

signifi-
cantly

 

different
 

from
 

Jersey
 

(P>0.05).The
 

metabolism
 

of
 

cofactors
 

and
 

vitamins
 

in
 

the
 

secondary
 

path-
way

 

of
 

cattle
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

Cattle
 

yak
 

and
 

Jersey
 

(P<0.05).【Conclusion】
 

The
 

ru-
men

 

microbiota
 

composition
 

was
 

significantly
 

different
 

between
 

Cattle
 

yak
 

and
 

Cattle.The
 

composition
 

of
 

Jersey
 

was
 

between
 

Cattle
 

yak
 

and
 

Cattle.The
 

rumen
 

microbiota
 

of
 

Cattle
 

yak
 

had
 

the
 

most
 

advantages
 

in
 

fer-
mentation,which

 

might
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

its
 

adaptation
 

to
 

the
 

harsh
 

living
 

environment
 

on
 

plateau.
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  反刍动物的瘤胃微生物群落能将难以消化的植

物多糖发酵成营养物质被宿主吸收,继而转化为人

类可食用的高品质动物性蛋白(肉和奶)[1]。瘤胃微

生物主要由细菌、纤毛虫、真菌、古生菌和噬菌体等

组成[2]。影响瘤胃微生物群落的因素有宿主(品种、
年龄)[3]和环境(饲粮、瘤胃pH)等[4],微生物的菌群

数量和结构对宿主具有非常重要的作用[5]。瘤胃微

生物可以产生纤维素降解酶,将饲草中的营养物质

转化为挥发性脂肪酸(volatile
 

fatty
 

acid,VFA)和微

生物蛋白质,为宿主提供营养物质[6]。近年来随着

多组学技术的迅速发展,瘤胃微生物的研究取得了

突破性进展,这为分析瘤胃微生物菌群结构奠定了

基础。Sirohi等[7]基于16S
 

rRNA和mcrA 基因文

库来确定Karan
 

Fries杂交牛瘤胃中产甲烷菌的多

样性,结果表明Karan
 

Fries牛瘤胃产甲烷菌以甲烷

短杆菌为主。Gharechahi等[8]研究表明,雄性Taleshi
牛瘤胃微生物群落的多样性可能对不同木质纤维素

基质的消化具有重要作用。Sbardellati等[9]使用

16S
 

rRNA基因测序技术对荷斯坦奶牛瘤胃上皮4
个部位的微生物群落进行分析,结果发现瘤胃中不

同部位的微生物群落结构和组成存在差异,但均以

拟杆 菌 门、厚 壁 菌 门 和 变 形 菌 门 的 成 员 为 主。

Ozbayram等[10]通过细菌16S
 

rRNA基因和mcrA
基因的454个扩增子序列分别对瘤胃和粪便样品的

细菌和产甲烷菌群落进行了检测,结果表明,瘤胃和

粪便中细菌群落有很大的差异,瘤胃菌群以普雷沃

菌科和纤维杆菌科细菌为主,而粪便中以瘤胃球菌

科细菌为主。
犏牛是利用普通牛、奶牛等品种与牦牛进行杂

交产生的后代,杂一代犏牛耐粗饲,抗病力和使役能

力等优于亲本,生长性能好,对高原极端环境适应性

强[11-12]。在高海拔舍饲条件下,犏牛的饲料转化效

率和生长速度高于黄牛和牦牛[13],且其肌肉中蛋白

质、不饱和脂肪酸含量高于黄牛,脂肪含量低于黄
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牛[14]。Zhang等[15]对不同海拔高度反刍动物瘤胃

液的理化指标进行了分析,结果发现,低海拔地区动

物(黄牛、绵羊)瘤胃甲烷气体产量高于高海拔地区

动物(牦牛、藏羊),而VFA产量低于高海拔地区动

物。Huang等[16]报道,同一高原牧场,牦牛产甲烷

菌菌群丰度显著低于黄牛。Paul等[17]对黄牛与水

牛瘤胃菌群进行了比较,结果发现2个品种牛瘤胃

液中厚壁菌门所属菌群差异显著。Iqbal等[18]对娟

姗牛与水牛瘤胃菌群进行测序分析,结果发现娟姗

牛瘤胃中普雷沃氏菌属与甲烷短杆菌的丰度显著高

于水牛。Ishaq等[19]研究表明,不同地区驼鹿瘤胃

内厚壁 菌 门 和 拟 杆 菌 门 的 菌 群 丰 度 存 在 差 异。

Wang等[20]报道,饲喂不同精粗比日粮可改变胃肠

道菌群多样性,精料比例较高时,普雷沃氏菌属和琥

珀酸菌属的丰度呈现上升趋势,粗料增加时普雷沃

氏菌属丰度明显下降。上述研究表明,反刍动物品

种、日粮和地理环境都是影响瘤胃微生物多样性的

重要因素,而瘤胃菌群组成又对反刍动物的消化吸

收有决定性影响。犏牛作为普通牛、奶牛与牦牛的

杂交后代,对高原极端环境具有较强的适应性,研究

其瘤胃微生物特征及其与其他品种牛的差异,对阐

明犏牛适应高原环境及生产性能好的原因具有重要

意义。本试验对同一牧场的犏牛、黄牛和娟姗牛的

瘤胃菌群进行了研究,旨在阐明3种牛在高海拔放

牧条件下瘤胃菌群的特征及差异,以期为进一步研

究高原地区反刍动物瘤胃微生物提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 试验动物与样品采集

在甘肃省甘南藏族自治州合作市卡加道乡(平
均海拔2

 

960
 

m),选取生理状态正常,体况良好,年
龄相近(1.5岁左右)的放牧娟犏牛(娟姗牛×牦

牛)、本地黄牛和娟姗牛各6头,采用真空负压装置

抽取瘤胃液,用4层消毒纱布过滤后分装于2
 

mL
冻存管,置于液氮罐中运回实验室,-80

 

℃保存。

1.2 3种牛瘤胃细菌16S
 

rRNA 基因的扩增及

测序

用FastDNA
 

SPIN
 

Kit
 

for
 

soil(MP
 

Biomedic-
als,Santa

 

Ana,CA)试剂盒抽提样本基因组DNA,
用1%琼脂糖凝胶电泳对DNA进行检测。使用细

菌16S
 

rRNA 基因 V3~V4区通用引物338F和

806R对样本进行PCR扩增,将同一样本的PCR产

物混 合 后 进 行 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测,使 用

AxyPrepDNA凝胶回收试剂盒(AXYGEN公司)回

收PCR产物。回收的PCR产物经 Tris-HCl洗脱

后进行2%琼脂糖电泳检测,然后用干冰密封后送

到上海美吉生物制药科技有限公司进行 Miseq文库

构建及测序。

1.3 3种牛瘤胃微生物的生物信息学分析

将 Miseq测序后所得到的PE
 

reads用FLASH
(https://ccb.jhu.edu/software/FLASH/index.
shtml)软件按照overlap关系进行拼接,并 使 用

Fastp(https://github.com/OpenGene/fastp)软件

对序列进行质控、筛选,依据序列两端的barcode和

引物对样品进行识别,并对序列的方向作出相应的

调整。使 用 Usearch(version
 

7.0,http://www.
drive5.com/usearch/)软件平台,对序列进行筛选

及操 作 分 类 单 元 (Operational
 

taxonomic
 

unit,

OTU)统计,按97%的相似性进行聚类,随后利用
 

RDP
 

Classifier贝叶斯算法(version
 

2.11,https://

sourceforge.net/projects/rdpclassifier)和Silva
 

16S
 

rRNA数据库对序列进行分类加注,并在各分类水

平上对样本的群落组成进行分析。用 Mothur(ver-
sion

 

1.30.2,https://www.mothur.org/wiki/)软
件进行Alpha多样性分析,根据Beta多样性距离矩

阵进行层级聚类(Hierarchical
 

clustering)分析,使
用非加权组平均法(Unweighted

 

Pair-group
 

Meth-
od

 

with
 

Arithmetic
 

Mean,UPGMA)构建树状结

构,可视化呈现不同样本中群落组成的相似或差异

程度。利用Tax4Fun对3种牛瘤胃液中菌落的16S
 

rRNA基因序列进行 KEGG功能注释,获得 OTU
在KEGG各功能水平的注释信息及各功能在不同

样本中的丰度信息。
 

1.4 数据分析

测序数据在美吉生物信息云平台进行处理和分

析,对Alpha多样性、门和属及OTU分类水平的菌

群相对丰度进行两组间 Wilcox秩和检验,对富集到

的KEGG通路的功能丰度进行单因素方差分析

(One-way
 

ANOVA),通过主坐标分析(Principal
 

co-ordinates
 

analysis,PCoA)对组间群落结构进行

可视化。

2 结果与分析

2.1 试验牛瘤胃微生物多样性测序分析

2.1.1 基本信息统计 18个样本测序数据经过拼

接、过滤和嵌合体丢弃处理后,共获得了1
 

181
 

253
条优化序列。采用 RDP

 

classifier贝叶斯算法,对

OTU代表序列以97%相似水平进行分类分析,18
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个样本中的微生物菌群分属21个门,42个纲,88个

目,148个科,303个属,593个种,共有2
 

548个

OTUs。

2.1.2 稀释曲线分析 稀释曲线分析是对序列进

行随机抽样,以抽取的序列数与它们对应的物种(如

OTU)数目或多样性指数构建稀释曲线,根据曲线

是否随着物种数量的增大而逐渐趋于平缓,来判断

本次测序数据量是否足够。本试验用Sobs(表征实

际观测到的物种数量)指数作图,如图1所示,18个

样本稀释曲线均逐渐趋于平缓,说明测序数量充足。

2.1.3 微生物群落 Alpha多样性分析 Alpha多

样性常用的指数有丰富度指数(超1指数(Chao1)、
基于丰度的覆盖估计值(ACE))、多样性指数(辛普

森指数(Simpson)、香农指数(Shannon))及覆盖度

指数(Coverage)等。由表1可知,犏牛瘤胃微生物

群落超1指数、基于丰度的覆盖估计值与香农指数

显 著高于黄牛和娟姗牛(娟姗牛超1指数除外),覆

盖度指数与黄牛差异显著(P<0.05),与娟姗牛差

异不显著(P>0.05);3种牛辛普森指数指数无显著

差异。
 

图1 3种牛18个样本的稀释曲线

Fig.1 Dilution
 

curves
 

of
 

18
 

samples
 

from
 

3
 

cattle
 

species

表1 犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃微生物Alpha多样性分析

Table
 

1 Analysis
 

of
 

rumen
 

microbial
 

Alpha
 

diversity
 

of
 

Cattle
 

yak,Cattle
 

and
 

Jersey
牛种

Breed
 

of
 

cattle
超1指数
Chao1

基于丰度的覆盖估计值
ACE

香农指数
Shannon

辛普森指数
Simpson

覆盖度指数
Coverage

犏牛Cattle
 

yak 1
 

709.000±66.500
 

a 1
 

690.000±5.700
 

a 5.867±0.046
 

a 0.009±0.001 0.987±0.001
 

b
黄牛Cattle 1

 

320.000±161.900
 

b 1
 

305.000±161.000
 

b 5.155±0.392
 

b 0.021±0.019 0.989±0.001
 

a
娟姗牛Jersey 1

 

581.000±128.700
 

a 1
 

558.000±122.000
 

c 5.655±0.226
 

c 0.012±0.004 0.988±0.001
 

ab

  注:数据进行两组间 Wilcox秩和检验。同列数据后标不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。

Note:Wilcox
 

rank
 

sum
 

test
 

was
 

used
 

to
 

analyse
 

the
 

data
 

between
 

the
 

two
 

groups.
 

Different
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).

2.1.4 瘤胃微生物群落门分类水平上的比较分析

 犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃微生物门水平群落分布

结果见图2。
 

图2 犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃微生物门水平群落分布

Fig.2 Rumen
 

microbial
 

community
 

distribution
 

at
 

phylum
 

level
 

of
 

Cattle
 

yak,Cattle
 

and
 

Jersey

  由图2可知,3种牛瘤胃的优势菌门(相对丰度

大于1%)均为厚壁菌门、拟杆菌门和放线菌门,其
在犏牛样本中的丰度依次为53.26%,40.26%和

2.35%,在黄牛样本中的丰度为39.70%,51.28%
和6.38%,在 娟 姗 牛 样 本 中 的 丰 度 为52.63%,

41.38%和2.63%;在犏牛和娟珊牛中,髌骨细菌门

的丰度也大于1%,分别为1.31%和1.37%。对丰

度排在前10的菌种进行组间 Wilcox秩和检验,结
果存在差异的物种见表2。由表2可知,犏牛瘤胃

中厚壁菌门、脱硫杆菌门、疣微菌门、髌骨细菌门、纤
维杆菌 门 和 浮 霉 菌 门 丰 度 显 著 高 于 黄 牛(P<
0.05),脱硫杆菌门和疣微菌门丰度显著高于娟姗牛

(P<0.05);娟姗牛瘤胃中厚壁菌门和髌骨细菌门

丰度显著高于黄牛(P<0.05)。
2.1.5 瘤胃微生物群落属分类水平上的比较分析

 由图3可知,在属分类水平上,犏牛优势菌群(相
对丰度大于1%)由理研菌科_RC9菌群(12.25%)、
普雷沃菌属(10.90%)、克里斯氏菌科 _R-7菌群

(6.84%)和瘤胃菌科_NK4A214菌群(6.56%)等菌

群组成,黄牛优势菌群由普雷沃菌属(33.17%)、双

4 西北农林科技大学学报(自然科学版) 第51卷



歧杆菌属(5.59%)、理研菌科_RC9菌群(5.05%)
和克里斯氏菌科_R-7菌群(3.53%)等组成,娟姗牛

由普雷 沃 菌 属(17.23%)、理 研 菌 科 _RC9菌 群

(8.87%)、克里斯氏菌科_R-7菌群(7.17%)和瘤胃

菌科_NK4A214菌群(5.54%)等组成。对丰度处于

前20的菌种进行组间 Wilcox秩和检验,结果存在

差异的物种见表3。由表3可知,犏牛瘤胃中普雷

沃菌属、瘤胃球菌属和解琥珀酸菌属相对丰度显著

低于黄牛(P<0.05),理研菌科_RC9菌群丰度显著

高于黄牛(P<0.05);犏牛和娟姗牛瘤胃中克里斯

氏菌科 _R-7菌群、瘤胃菌科 _NK4A214菌群、g_

norank_f_UCG-011和未分类毛螺菌科丰度显著高

于黄牛(P<0.05),双歧杆菌属丰度显著低于黄牛

(P<0.05);娟姗牛毛螺菌科_NK3A20菌群丰度显

著高于犏牛和黄牛(P<0.05)。

表2 犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃微生物门水平丰度分析
  

Table
 

2 Abundance
 

of
 

rumen
 

microbiota
 

at
 

phylum
 

level
 

of
 

Cattle
 

yak,Cattle
 

and
 

Jersey %
菌群种类

 

Microbial
 

species 犏牛
 

Cattle
 

yak 黄牛
 

Cattle 娟姗牛
 

Jersey
厚壁菌门Firmicutes 53.260±3.770

 

a 39.700±6.807
 

b 52.630±7.710
 

a
脱硫杆菌门Desulfobacterota 0.613±0.150

 

a 0.250±0.125
 

b 0.361±0.130
 

b
疣微菌门Verrucomicrobiota 0.384±0.140

 

a 0.101±0.096
 

b 0.181±0.155
 

b
髌骨细菌门Patescibacteria 1.366±0.55

 

a 0.610±0.310
 

b 1.310±0.504
 

a
纤维杆菌门Fibrobacterota 0.109±0.050

 

a 0.036±0.030
 

b 0.080±0.064
 

ab
浮霉菌门Planctomycetota 0.010±0.050

 

a 0.003±0.003
 

b 0.008±0.014
 

ab

  注:数据进行两组间 Wilcox秩和检验。同行数据后标不同小写字母表示差异显著(P<0.05),下表同。

Note:Data
 

were
 

analyzed
 

by
 

Wilcox
 

rank
 

sum
 

test
 

between
 

the
 

two
 

groups.Different
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

significant
 

differences
 

(P<

0.05),the
 

same
 

below.
 

图3 犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃微生物属水平群落分布

Fig.3 Rumen
 

microbial
 

community
 

distribution
 

at
 

genus
 

level
 

of
 

Cattle
 

yak,Cattle
 

and
 

Jersey

2.1.6 瘤胃微生物群落 OTU分类水平上的比较

分析 Heatmap图是用颜色梯度来表明二维矩阵

中OTU分类水平上的物种丰度大小,并根据物种

或样本间丰度的相似性聚类。利用R语言(version
 

3.3.1)vegan包对OTU分类水平丰度处于前25的

物种进行相似性聚类,结果见图4。由图4可知,犏
牛和娟姗牛间 OTU 丰度相似较高;对图4中的

OTUs进行组间 Wilcox秩和检验,结果有差异的

OTUs见表4。由表4可知,犏牛和娟姗牛瘤胃中

OTU526、OTU1517、OTU1352和 OTU81的丰度

显著 高 于 黄 牛 (娟 姗 牛 OTU1352 除 外),黄 牛

OTU612、OTU2263、OTU1013、OTU111、OTU487
和OTU829的丰度显著高于犏牛和娟珊牛(P<
0.05)。
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表3 犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃微生物属水平丰度分析

Table
 

3 Abundance
 

of
 

rumen
 

microbiota
 

at
 

genus
 

level
 

of
 

Cattle
 

yak,Cattle
 

and
 

Jersey %
物种名称

 

Species
 

name     犏牛Cattle
 

yak 黄牛Cattle 娟姗牛Jersey
普雷沃菌属Prevotella 10.900±4.933

 

b 33.170±14.730
 

a 17.500±8.498
 

ab
理研菌科_RC9菌群
Rikenellaceae_RC9

 

group 12.250±2.829
 

a 5.230±2.593
 

b 8.890±3.534
 

ab

克里斯菌科_R-7菌群
Christensenellaceae_R-7

 

group 6.860±0.818
 

a 3.580±1.101
 

b 7.080±1.964
 

a

瘤胃菌科_NK4A214菌群
Ruminococcaceae_NK4A214

 

group 6.549±1.251
 

a 3.070±0.918
 

b 5.560±1.730
 

a

g_norank_f_UCG-011 4.415±1.170
 

a 1.670±0.329
 

b 5.310±1.927
 

a
瘤胃球菌属Ruminococcus 1.402±0.276

 

b 3.880±1.757
 

a 2.010±1.722
 

ab
解琥珀酸菌属Succiniclasticum 2.306±0.863

 

b 2.600±1.137
 

a 1.530±0.968
 

ab
毛螺菌科_NK3A20菌群
Lachnospiraceae_NK3A20

 

group 1.180±0.360
 

b 1.660±1.061
 

b 3.080±1.731
 

a

双歧杆菌属Bifidobacterium 0.000
 

b 5.100±8.784
 

a 0.000
 

b
未分类毛螺菌科Unclassified_f_Lachnospiraceae 1.242±0.144

 

a
 

0.690±0.260
 

b 1.550±0.687
 

a
 

图4 犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃微生物OTU水平群落分布

Fig.4 Rumen
 

microbial
 

community
 

distribution
 

at
 

OTU
 

level
 

of
 

Cattle
 

yak,Cattle
 

and
 

Jersey

表4 犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃微生物OTU水平丰度分析

Table
 

4 Abundance
 

of
 

rumen
 

microbiota
 

at
 

OTU
 

level
 

of
 

Cattle
 

yak,Cattle
 

and
 

Jersey
 

%
物种名称

 

Species
 

name 犏牛Cattle
 

yak 黄牛Cattle 娟姗牛Jersey
OTU526 4.444±0.888

 

a 2.112±0.613
 

b 3.998±1.233
 

a
OTU1517 4.436±1.139

 

a 1.711±0.386
 

b 5.326±1.935
 

a
OTU612 0.000

 

b 5.008±8.686
 

a 0.001±0.002
 

b
OTU1352 2.838±0.997

 

a 1.036±0.826
 

b 2.048±1.375
 

ab
OTU2263 0.192±0.125

 

b 2.113±1.019
 

a 0.795±0.539
 

b
OTU1013 0.039±0.018

 

b 2.021±2.031
 

a 0.313±0.300
 

b
OTU111 0.263±0.314

 

b 1.363±0.985
 

a 0.215±0.228
 

b
OTU487 0.184±0.058

 

b 1.295±0.782
 

a 0.543±0.474
 

b
OTU81 0.808±0.248

 

a 0.399±0.114
 

b 0.747±0.390
 

a
OTU829 0.023±0.016

 

b 1.179±0.812
 

a 0.669±1.665
 

b

2.1.7 瘤胃微生物Beta多样性分析 在OTU分

类水平上对各样本建立层级聚类树,分析不同样本

菌群的组间类似性和差异关系。由图5可知,犏牛

和娟姗牛瘤胃菌群结构组成相似,二者和黄牛瘤胃

菌群结构组成差异较大。
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图5 犏牛、黄牛和娟姗牛18个样本OTU层级聚类分析

Fig.5 OTU
 

hierarchical
 

clustering
 

analysis
 

of
 

18
 

samples
 

from
 

Cattle
 

yak,Cattle
 

and
 

Jersey

  PCoA分析是一种非约束性的数据降维分析方

法,用来研究样本群落组成的相似性或差异性,使用

R语言(version
 

3.3.1)PCoA统计分析和作图。由

图6可以看出,犏牛和娟珊牛瘤胃内细菌群落组成

较相似,二者与黄牛间差异较大。
 

图6 犏牛、黄牛和娟姗牛18个样本群落组成相似性分析

Fig.6 Community
 

composition
 

similarity
 

analysis
 

of
 

18
 

samples
 

from
 

Cattle
 

yak,Cattle
 

and
 

Jersey
 

2.2 瘤胃菌群功能丰度KEGG通路对比分析

犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃菌群功能丰度KEGG
通路分析结果见表5。由表5可知,3种牛瘤胃菌群

功能丰度富集在前10条的一、二级通路依次为环境

信息处理通路下的膜运输和信号传导、遗传信息处

理通路下的翻译、复制和修复及新陈代谢通路下的

碳水化合物代谢、氨基酸代谢、核苷酸代谢、辅助因

子和维生素的代谢、能量代谢、聚糖的生物合成与代

谢。对二级通路进行单因素方差分析,发现犏牛富

集在碳水化合物代谢、核苷酸代谢和翻译二级通路

的功能丰度显著高于黄牛(P<0.05),但与娟姗牛

差异不显著(P>0.05);富集在能量代谢和膜运输

二级通路的功能丰度显著高于黄牛和娟姗牛(P<
0.05)。黄牛富集在辅助因子和维生素的代谢二级

通路的 功 能 丰 度 显 著 高 于 犏 牛 和 娟 姗 牛(P<
0.05),富集在信号传导和聚糖的生物合成与代谢通

路的功能丰度显著高于犏牛(P<0.05)。氨基酸代

谢、复制和修复通路的功能丰度在3种牛之间差异

不显著(P>0.05)。
表5 犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃菌群功能丰度KEGG通路分析

Table
 

5 Functional
 

KEGG
 

pathway
 

analysis
 

of
 

rumen
 

microbiota
 

in
 

Cattle
 

yak,Cattle
 

and
 

Jersey

一级通路
Pathway

 

level
 

1
二级通路  

Pathway
 

level
 

2  

KEGG二级通路功能丰度
KEGG

 

pathway
 

level
 

2
 

functional
 

abundance
犏牛

 

Cattle
 

yak 黄牛
 

Cattle 娟姗牛
 

Jersey
环境信息处理

Environmental
 

information
 

processing

膜运输 Membrane
 

transport 0.146±0.005
 

a 0.136±0.005
 

b 0.138±0.008
 

b

信号传导Signal
 

transduction 0.045±0.002
 

b 0.049±0.002
 

a 0.048±0.003
 

ab

遗传信息处理
Genetic

 

information
 

processing

翻译Translation 0.075±0.002
 

a 0.068±0.004
 

b 0.714±0.005
 

ab

复制和修复Replication
 

and
 

repair 0.065±0.016
 

a 0.062±0.002
 

a 0.062±0.003
 

a
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表5(续) Continued
 

table
 

5

一级通路
Pathway

 

level
 

1
二级通路   

Pathway
 

level
 

2   

KEGG二级通路功能丰度
KEGG

 

pathway
 

level
 

2
 

functional
 

abundance
犏牛

 

Cattle
 

yak 黄牛
 

Cattle 娟姗牛
 

Jersey
碳水化合物代谢Carbohydrate

 

metabolism 0.147±0.004
 

a 0.145±0.005
 

b 0.146±0.004
 

a
氨基酸代谢Amino

 

acid
 

metabolism 0.101±0.004
 

a 0.104±0.003
 

a 0.105±0.005
 

a
核苷酸代谢Nucleotide

 

metabolism 0.078±0.002
 

a 0.072±0.003
 

b 0.075±0.004
 

ab

新陈代谢 Metabolism
辅助因子和维生素的代谢
Metabolism

 

of
 

cofactors
 

and
 

vitamins 0.055±0.003
 

b 0.066±0.006
 

a 0.058±0.005
 

b

能量代谢Energy
 

metabolism 0.044±0.003
 

a 0.039±0.001
 

b 0.040±0.003
 

b
聚糖的生物合成与代谢
Glycan

 

biosynthesis
 

and
 

metabolism 0.044±0.003
 

b 0.052±0.004
 

a 0.047±0.005
 

ab

3 讨 论

瘤胃微生物群落在维持反刍动物正常消化功能

和健康等方面发挥着重要作用,研究瘤胃微生物在

不同品种间的差异具有重要意义[5]。本研究发现,
犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃菌群优势菌门均为厚壁菌

门、拟杆菌门,这与前人对湘西黄牛[21]、安格斯与西

门塔尔杂交牛[22]的研究结果一致。Hook等[23]研

究发现,厚壁菌门中包含多种降解纤维素的菌种。

Hess等[24]发现,拟杆菌门主要降解非纤维碳水化

合物,其不能产生纤维素降解酶,需与厚壁菌门协作

才能消化瘤胃中的木质纤维素和蛋白质等[25]。饲

粮会改变瘤胃微生物菌群结构[26],在长期采食高纤

维饲草的条件下,犏牛、黄牛和娟姗牛瘤胃中降解粗

纤维的菌群增多,犏牛瘤胃中具有粗纤维降解能力

的厚壁菌门、纤维杆菌门菌群丰度高于黄牛,娟姗牛

瘤胃 中 厚 壁 菌 门 的 丰 度 高 于 黄 牛。Sonnenburg
等[27]报道,反刍动物采食高纤维饲粮会引起瘤胃内

微生物多样性升高。本研究微生物多样性分析表

明,犏牛瘤胃微生物多样性和丰富度高于黄牛和娟

姗牛,据此推测犏牛的纤维素消化能力可能更强。
另有研究表明,胃肠道中丰富的微生物群落有利用

肌肉生长与脂肪沉积[28]。刘鲲鹏等[29]研究发现,犏
牛肉品质各项指标都优于黄牛,产生这一结果的原

因与犏牛瘤胃菌群有关。
普雷沃氏菌属属于拟杆菌门,在瘤胃中主要降

解淀粉和植物细胞壁多糖,产生短链脂肪酸[30]。

Gharechahi等[31]研究表明,普雷沃氏菌属需与纤维

降解菌协作才能分解利用植物纤维素中的果胶等多

糖。解琥珀酸菌属可以降解纤维产生琥珀酸和乙酸

等物质[32]。本研究中,黄牛瘤胃中普雷沃氏菌属和

解琥珀酸菌属丰度高于犏牛,这提示黄牛可能在非

纤维碳水化合物的利用、乙酸合成方面更具优势。
犏牛和娟珊牛瘤胃中理研菌科_RC9菌群、克里斯

氏菌科_R-7菌群、瘤胃菌科_NK4A214菌群的丰度

高于黄牛(娟姗牛理研菌科_RC9菌群除外),其中

犏牛瘤胃优势菌群与戴东文等[33]对放牧牦牛的研

究结果基本一致,但娟姗牛瘤胃优势菌群与Iqbal
等[18]的研究结果不一致,原因可能与饲养条件不同

有关。理研菌科_RC9菌群在瘤胃中的主要作用是

对糖类或蛋白质进行降解[34];瘤胃菌科_NK4A214
菌群隶属于厚壁菌门,能够分泌纤维素降解酶分解

粗纤维并产生乙酸[35];克里斯氏菌科_R-7菌群对维

持胃肠道功能具有重要作用[36]。本研究犏牛瘤胃

中与纤维素分解、蛋白质降解相关的菌群丰度高于

其他2种牛,这与Zhang等[15]的研究结果基本一

致,犏牛作为高原反刍动物其瘤胃菌群发酵模式可

能更有利于机体在极端环境中生存。
 

品种对瘤胃菌群组成也有很大影响[3],同等舍

饲条件下,高海拔地区犏牛的饲料转化率和生长速

度高于黄牛和牦牛[13];赵聪聪[37]研究表明,冬季高

原放牧条件下黄牛、犏牛和牦牛瘤胃液细菌、原虫等

微生物都有显著差异,犏牛瘤胃细菌丰富度高于黄

牛和牦牛,犏牛和黄牛瘤胃菌群Alpha多样性与本

研究结果基本一致,但细菌菌群组成和丰度与本研

究结果存在差异。张瑜等[38]报道,同等饲养条件下

努比亚山羊瘤胃中拟杆菌门和普氏菌属菌群丰度均

高于都安山羊,这可能是努比亚山羊耐粗饲的原因。

Huang等[16]对高海拔与低海拔绵羊瘤胃菌群进行

16S
 

rRNA测序分析,发现高海拔绵羊瘤胃微生物

多样性显著高于低海拔绵羊,这可能是绵羊为适应

高海拔环境长期进化的结果。Xin等[39]对3个高海

拔地区的牦牛与低海拔地区黄牛、奶牛的瘤胃菌群

进行了比较分析,发现各组间菌群多样性差异显著。
诸多研究表明,品种会影响瘤胃菌群组成,本研究中

3种牛瘤胃菌群丰度与多样性存在显著差异,表明3
种动物瘤胃菌群可能发生了适应性变化。

瘤胃微生物可以把饲料中的纤维素和戊聚糖分

解成VFA[40-41],反刍动物70%~80%的能量来源

于VFA[42]。因此对瘤胃微生物功能的探究至关重
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要。本研究犏牛瘤胃菌群富集在碳水化合物代谢、
核苷酸代谢和翻译二级通路的功能丰度高于黄牛,
与娟姗牛无差异;富集在能量代谢和膜运输二级通

路的功能丰度高于黄牛和娟姗牛;黄牛富集在信号

传导和聚糖的生物合成与代谢通路的功能丰度高于

犏牛和娟姗牛。功能丰度分析表明,犏牛、黄牛和娟

姗牛瘤胃微生物在新陈代谢、遗传信息处理和环境

信息处理等方面存在差异,其中犏牛代谢通路中碳

水化合物代谢功能丰度富集量最大,表明犏牛瘤胃

内可能会产生大量纤维素降解酶,降解利用纤维素、
半纤维素和木质素等非淀粉多糖,对粗纤维的利用

效率较高。

4 结 论

3种牛中以犏牛瘤胃内菌群多样性和丰富度最

具优势,其与黄牛的微生物组成和功能差异较大;娟
姗牛瘤胃菌群丰度介于犏牛和黄牛之间。犏牛瘤胃

中丰富的菌群可能为其适应高原地区严酷的生存环

境发挥了重要作用。
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