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摘 要：采用 MiSeq 高通量测序技术分析川中黑山羊瘤胃细菌的多样性及菌群结构。选用 3 只 140 日龄健康公

羊，其平均体质量为(15.53±0.21) kg，饲喂 10 d后，于 150日龄时采集瘤胃液(样品 A)，40 d后再次采集瘤胃液(样

品 F)，提取瘤胃液细菌基因组 DNA，对细菌 16S rDNA序列 V4区进行MiSeq测序。结果显示：1)从样品 A与样

品 F中共获得高质量序列 338 830条，聚类后得 3 400个运算分类单位(OTU)；2)样品 A的 α多样性指数高于样品

F的，但其差异无统计学意义；3)门水平上，样品 A最高相对丰度为拟杆菌门的(占总序列数的 40.87%)，其次为

厚壁菌门的(27.19%)，样品 F最高相对丰度为拟杆菌门的(47.12%)，其次为变形菌门的(19.99%)，再次为厚壁菌门

的(18.05%)，样品 A厚壁菌门的相对丰度极显著高于样品 F的(P＜0.01)；4)在属水平上，样品 A与样品 F的最高

相对丰度均为普雷沃氏菌属的(样品 A的为 25.54%，样品 F的为 27.67%)，样品 A中月形单胞菌属、丁酸弧菌属、

瘤胃球菌属、琥珀酸弧菌属、琥珀酸菌属等的相对丰度显著高于样品 F的(P＜0.05)。试验结果表明，川中黑山羊

瘤胃中相对丰度最高的菌门为拟杆菌门，相对丰度最高的菌属为普雷沃氏菌属，且两瘤胃样品中部分细菌相对丰

度间的差异显著。 
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Abstract: The study was designed to reveal the bacterial diversity in rumen and their community structure from 
Chuanzhong black goat using MiSeq sequencing technology. Three 140–day–old and weight of (15.53±0.21)kg 
Chuanzhong black goats were selected for collecting rumen liquid after normal feeding of 10 d (sample A),after 40 d ,the 
rumen fluid was collected again(sample F), respectively. Total DNA were extracted for amplifying V4 area in 16S rDNA, 
and their products were sequenced by Illumina MiSeq sequencing system. The results showed that: 1) A total of 338 830 
high quality valid sequences from the sample A and the sample F, 3 400 operational taxonomic units were obtained. 2) 
The alpha diversity index of sample A was higher than that of sample F, however, their difference did not reach to 
statistical significance level. 3) At phylum level, the most abundant phylum in sample A was Bacteroidetes (accounted for 
40.87% of the total sequences), followed by Firmicutes (it accounted for 27.19% of the total); the most abundant phylum 
in sample F was Bacteroidetes (accounted for 47.12% of the total sequences) followed by Proteobacteria (it accounted for 
19.99% of the total), and Firmicutes (it accounted for 18.05% of the total); the relative abundance of Firmicutes in sample 
A was very significantly higher than that in sample F (P＜0.01). 4) At genus level, the most abundant genera was 
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Prevotella (sample A was 25.54%, sample F was 27.67%); the relative abundance of Selenomonas, Butyrivibrio, 
Ruminococcus, Succinivibrio and Succiniclasticum in sample A was significantly higher than that in sample F (P＜0.05). 
In conclusion, Bacteroidetes was the most abundant phylum in the rumen bacterial community of Chuanzhong black 
goats, and Prevotella was the most abundant genus; there were significant difference between sample A and sample F. 

Keywords: Chuanzhong black goat; rumen bacteria; diversity; community structure; MiSeq sequencing; Bacteroidetes; 
Prevotella 

 
反刍动物的瘤胃内栖居着大量的微生物，主要

包括古细菌、细菌、原虫和真菌，还有少量噬菌

体[1]，它们在反刍动物的饲料消化和营养代谢中发

挥重要作用，如将难消化的植物纤维转换为挥发性

脂肪酸、维生素、微生物蛋白等，满足宿主的营养

需求 [2]。瘤胃内细菌含量可达到微生物总量的

95%[3]，是瘤胃微生物中最主要的功能类群[4]，与宿

主的营养状况有直接联系。川中黑山羊是四川中部

地区皮肉兼用的地方山羊，主要分布在四川省金堂

县、乐至县等，其肉用性能优良，母羊繁殖能力强[5]，

具有生长快、抗病力强、适应性良好等优点[6–7]，

是中国现阶段大力发展的优质肉用品种[8]。川中黑

山羊 1～6月龄时生长发育极快[9]，适合于生产肥羔[10]。

微生物的多样性和菌群结构与反刍动物的生长有

直接联系，但关于川中黑山羊瘤胃微生物菌群结构

的研究尚少。笔者采用MiSeq高通量测序技术研究
150、190 d(6月龄前后)川中黑山羊的瘤胃微生物多
样性和菌群结构，探索瘤胃细菌与川中黑山羊生长

性能的关系，旨在为川中黑山羊的临床饲养管理及

营养研究提供参考依据。 

1 材料与方法 

1.1 试验动物与饲养管理 

选取 140 日龄、体重约(15.53±0.21)kg 的健康
雄性(未阉割)川中黑山羊 6 只，单栏饲喂，混合精
料量按体重的 2%供给，粗料为新鲜青草，每天 08:00
和 17:00 饲喂(饲喂精料后给足青草)，全天自由饮
水。羊舍温度 20 ℃。 

1.2 样品采集及基因组 DNA 的提取 

饲喂 10 d后，随机选取 3只，晨饲前以真空泵
胃管抽吸法[8]采集瘤胃液(100 mL/只)，并将其标记
为样品 A(150日龄)；此后 40 d再次采集瘤胃液，
并将其标记为样品 F (190 日龄)。将采集的瘤胃液
充分混合均匀后用孔径0.15 mm的 4层灭菌纱布过

滤，分装在 5 mL 离心管中，迅速置于－70 ℃冰箱
中保存。 
于每个样品各取 2 mL 瘤胃液，经 1 000 r/min

离心 5 min 后，取上清液，按细菌基因组 DNA 提
取试剂盒(天根生化科技公司)说明提取 DNA，采用
微量紫外分光光度计(Nanodrop 2 000)测定 DNA浓
度及纯度，并采用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA
质量。提取的总基因组 DNA于－20 ℃保存，备用。 

1.3 16S rDNA 基因的扩增及 MiSeq 测序 

细菌基因组文库构建及上机测序均由上海派

森诺科技有限公司完成。以总 DNA 为模板，对细
菌 16S rRNA V4区进行 PCR扩增，建立DNA文库，
所采用的细菌通用引物为 520F(5'–GCACCTAAYT 
GGGYDTAAAGNG–3')和 802R(5'–TACNVGGGTA 
TCTAATCC–3')。PCR 产物进行 2%琼脂糖凝胶电
泳，用Axygen胶回收纯化试剂盒(AxyPrep DNA Gel 
Extration Kit，APGX–500)回收 V4区扩增产物，并
对扩增产物进行定量和质量控制，采用 Illumina的
TruSeq Nano DNA LT Library Prep Kit构建 Illumina
测序文库，合格的文库采用 MiSeq Reagent Kit 
V3(600cycles)进行 2×300 bp的双端测序。 

1.4 数据分析 

测序原始数据以 FASTQ 格式保存。首先用
FLASH软件(V1.2.7)筛选双端序列，除去错配碱基，
获得每个样品的有效序列，再用 QIIME软件识别疑
问序列(＜150 bp 或 5'端引物错配碱基数>1 的序
列)。随后，通过 QIIME软件(V1.8.0)检查并剔除嵌
合体序列，获得每个样品的高质量序列。用 QIIME
软件对高质量序列按97%的序列相似度进行归并和
OTU划分，选取每个 OTU中丰度最高的序列作为
该 OTU 的代表序列，并将 OUT 代表序列与
Greengenes 数据库(Release 13.8，http://greengenes. 
secondgenome.com/)的模板序列进行比对，获取每
个 OTU所对应的分类学信息。用 QIIME软件绘制
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序列数及对应 OTU 数的稀疏曲线，并分别计算每
个样本的 α多样性指数(包括Chao指数、ACE指数、
Simpson指数和 Shannom指数)，并获得每个样本在
各分类水平的组成。用 R软件对属水平的群落组成
结构进行 PCA分析。采用 SPSS Statistics 20统计软
件对A样品与F样品菌群的相对丰度进行配对样本
t 检验，以 P＜0.05作为差异显著性判定标准。 

2 结果与分析 

2.1 OTU 聚类分析和 Alpha 多样性分析结果 

通过 Illumina Miseq高通量测序后， 6个瘤胃
液样品共获得有效序列 373 177条，经质量控制后
获得高质量序列 338 830条，平均每个样品 56 471
条，序列平均长度为 225 bp。高质量序列按 97%相
似性归并后，分别获得样品 A和样品 F的 OTU数

为 1 831、1 569，2 个样品共享 OTU 数为 1 311
个，共享 OUT数分别占样品 A、样品 F的 71.6%、
83.55%，表明 2组样品中含有大量相同种类的细菌，
且样品A中所获得的OTU数高于样品 F的。 
细菌 Alpha多样性用于反映单个样品内部的物

种丰富度和均匀度，其中，Chao指数和 ACE指数
侧重反映样品中物种的丰富度，Shannon 指数和
Simpson指数侧重反映群落的均匀度。与样品 F相
比，样品 A 的丰富度指数(Chao 指数和 Ace 指数)
稍高，但其差异无统计学意义(P>0.05 )；二者多样
性指数(Shannon 指数和 Simpson 指数)的差异亦无
统计学意义(P>0.05)。 样品 A和样品 F的文库覆盖
率均在 99%以上，表明本试验的测序量可以覆盖各
样品大多数微生物，代表了样品的真实情况，能较

好地反映瘤胃液中细菌群落种类和结构的多样性。 

表 1 Alpha 多样性指数(n=3) 
Table 1 Alpha diversity index (n = 3) 

样品 Chao指数 Ace指数 Simpson指数 Shannon指数 覆盖率/% 

A 911.00±136.01 1 024.85±136.47 0.95±0.04 6.56±1.015 99.45±0.053 

F 713.33±121.26 793.03±106.73 0.95±0.04 6.23±1.12 99.57±0.086 
 

2.2 组间的相似性分析 

由基于 UniFrac的加权主坐标分析(PCoA)结果

(图 1)可见，第 1 主成分的贡献率为 33.38%，第 2

主成分的贡献率为 24.90%，第 1主成分明显地将样

品分成了 2部分，样品 A分布在图的左边，样品 F

分布在图的右边，表明样品 A和样品 F瘤胃细菌群

落结构存在一定的差异性。  
         

–0.3  –0.2  –0.1    0.0   0.1   0.2   0.3          
主成分 1(33.38%)                      

图 1 瘤胃液样品菌群结构 Unifrac 的加权主坐标分析结果 
Fig.1  Principal coordinate analysis( PCoA) Generated by a 

weighted UniFrac analysis on the rumen fluid samples 
 
 
 

2.3 门水平及属水平上的菌群结构 

从样品A和样品 F中均鉴定出 24个细菌门类。
各样品门水平上的菌落组成见图 2(相对丰度大于
0.1%) ， 两样 品 的 菌群 主 要 来自 拟 杆 菌门
(Bacteroidetes)、厚壁菌门(Firmicutes)、疣微菌门
(Verrucomicrobia)、变形菌门(Proteobacteria)、无壁
菌门(Tenericutes)、螺旋体门(Spirochaetes)、蓝细菌
门(Cyanobacteria)、TM7、绿弯菌门(Chloroflexi)、
纤 维 杆 菌 门 (Fibrobacteres) 、 护 养 菌 门

(Synergistetes)、黏胶球形菌门(Lentisphaerae)、放线
菌门(Actinobacteria)、浮霉菌门(Planctomycetes)和
SR1 ； 衣 原 体 门 (Chlamydiae) 、 梭 杆 菌 门
(Fusobacteria)、广古菌门(Euryarchaeota)、酸杆菌门
(Acidobacteria)等相对丰度低于 0.1%的菌门在图 2
中未列出。样品 A中的最优势菌门为拟杆菌门，其
相对丰度为 40.87%；其次为厚壁菌门，其相对丰度
为 27.19%。样品 F中的最优势菌门也为拟杆菌门，
其相对丰度为 47.12%；其次为变形菌门(19.99%)，
再次为厚壁菌门(18.05%)，并且样品 A 中厚壁菌门
的相对丰度显著高于样品 F的(P＜0.01)。样品A与样
品 F相对丰度间存在显著差异的其他菌门见表 2。 
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样品 

图 2 瘤胃液中相对丰度较高的 15 个菌门 
Fig.2 Fifteen phyla with higher relative abundance in rumen fluids 

 
表 2 两样品中相对丰度差异显著或极显著的菌门(n=3) 

Table 2 Phyla with significant difference or very significant 

difference between sample A and sample F (n = 3) 

菌门 样品 相对丰度/% 

厚壁菌门 A (27.190±1.770)A 
 F (18.050±1.070)B 
疣微菌门 A (5.010±0.640)a 
 F (2.690±0.350)b 
放线菌门 A (0.053±0.000)a 
 F (0.160±0.030)b 
互养菌门 A (0.480±0.070)a 
 F (0.130±0.030)b 
浮霉菌门 A (0.250±0.050)a 
 F (0.070±0.030)b 
细菌 SR1门 A (0.260±0.050)a 
 F (0.370±0.040)b 

数据后大写字母示在 0.01水平差异显著；数据后小写字母示在 0.05

水平差异显著。 
 

样品 A和样品 F中均鉴定出 86个细菌菌属。
两样品中相对丰度较高的有 25个已知菌属(图 3)，
其中相对丰度最高的菌属为普雷沃氏菌属(样品 A
为 25.53%，样品 F为 27.67%)，其次是琥珀酸弧菌
属(样品 A为 7.56%，样品 F为 3.99%，P＜0.05)，
其余菌属的相对含量均较低，如月形单胞菌属 
(Selenomonas) 、丁酸弧菌属 (Butyrivibrio)。样品 A
与样品 F间相对丰度差异显著(P＜0.05)的菌属共有
9个，差异极显著(P＜0.01)的菌属共 2个(表 3)。样
品 A和样品 F中均发现了大量未分类菌属。这些未
分类菌属占总细菌含量的 42.15%～47.71%。 

 
 

 

  

图 3 瘤胃液中相对丰度较高的 25 个菌属 
Fig.3 Twenty–five genus with highest relative abundance in rumen fluid 
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表 3 两样品中相对丰度差异显著或极显著的菌属(n=3) 
Table 3 Genus with significant difference or very significant 

difference between sample A and sample F (n = 3) 

菌门 菌属 样品 相对丰度/% 

拟杆菌门 拟杆菌属 A (0.020±0.003)a 

  F (0.124±0.040)b 

厚壁菌门 月形单胞菌属 A (2.950±0.160)a 

  F (1.530±0.230)b 

 丁酸弧菌属 A (2.310±0.860)a 

  F (0.150±0.070)b 

 琥珀酸菌属 A (1.020±0.090)A

  F (0.040±0.012)B

 瘤胃球菌属 A (0.250±0.030)a 

  F (0.950±0.280)b 

 产芽孢菌 p–75–a5属 A (0.570±0.090)a 

  F (0.090±0.010)b 

变形菌门 琥珀酸弧菌属 A (7.560±0.690)a 

  F (3.990±0.520)b 

 脱硫弧菌属 A (0.130±0.030)a 

  F (0.060±0.010) b

 慢生根瘤菌 A (0.050±0.010) a

  F (0.080±0.020)b 

 甲基杆菌属 A (0.032±0.003)A

  F (0.005±0.001)B

放线菌门 双歧杆菌属 A (0.050±0.010)a 

  F (0.120±0.020)b 
 

3 讨论与结论 

反刍动物瘤胃微生物群落对宿主的健康发挥

重要作用，其结构与组成常被用于评估宿主的健康

状况[11]。本研究中 150 日龄川中黑山羊瘤胃中细菌
的多样性高于 190日龄的，但二者的差异无统计学
意义，其原因可能是组内方差过大。 
本研究中，拟杆菌门、厚壁菌门和变形菌门为

川中黑山羊瘤胃中的优势菌门。该结果与反刍动物

瘤胃内优势菌门研究结果[12–14]一致，这 3 种菌门在
植物纤维降解过程中起重要作用[15]。本试验中川中

黑山羊瘤胃细菌相对丰度最高的为拟杆菌门(样品 A
为 40.87%，样品 F 为 47.12%)，但绵羊瘤胃内相对
丰度最高的为厚壁菌门(44.37%)[16]，蒙古羊瘤胃相对

丰度最高的为拟杆菌门(67%)[17]，表明不同品种羊瘤

胃内的优势细菌相对丰度存在一定的差异。 
川中黑山羊瘤胃中细菌的最优势菌属为普雷

沃氏属，这与针对其他品种山羊及其他反刍动物进

行研究的结果[18]一致，这可能与普雷沃氏菌属具有

多重功能及多种基因型[19]有关。普雷沃氏菌属中布

氏普雷沃氏菌、普雷沃氏短杆菌和栖瘤胃普雷沃氏

菌等均具有蛋白酶活性和纤维素酶基因[20]，日粮中添

加淀粉会使普雷沃氏菌丰度升高[21](主要由于普雷沃
氏菌属产生大量复合酶[22]加速了淀粉的降解)。 
本研究中 150 日龄川中黑山羊瘤胃中厚壁菌

门细菌的含量极显著高于 190 日龄的(P＜0.01)，这
与文献[23]的研究结果相似。韩旭峰[23]发现，拟杆菌

门细菌的相对丰度与日龄呈正相关，而厚壁菌门和

互养菌门细菌的相对丰度随日龄的增长呈下降趋

势。本研究中，150 日龄川中黑山羊瘤胃中厚壁菌
门月形单胞菌属、丁酸弧菌属、琥珀酸菌属的相对

丰度显著高于 190 日龄的。该结果与文献[23]的结
果一致。150 日龄川中黑山羊瘤胃中变形菌门琥珀
酸弧菌属细菌的相对丰度极显著高于 190日龄的(P
＜0.01)，说明二者的主要差异来自于厚壁菌门和变
形菌门。胃肠道内厚壁菌门的相对含量与机体的肥

胖成正相关。该菌门相对丰度的增加与机体对能量

的摄入呈正相关[24]，且厚壁菌门中丁酸弧菌属、琥

珀酸菌属细菌为瘤胃内重要的纤维降解菌，变形菌

门中琥珀酸弧菌属细菌为半纤维素降解菌[25]。由此可

推测，这几种功能菌相对丰度的降低可能会降低瘤

胃对植物纤维的分解代谢，从而影响瘤胃的消化功

能及宿主生长性能[26]。1～6月龄川中黑山羊的平均
生长速率大于 6月龄以上黑山羊的[10]，可见，厚壁

菌门相对丰度降低是 6月龄以上川中黑山羊生长减
缓的主要原因。 
综上所述，川中黑山羊瘤胃细菌多样性随日龄

增长有所降低，但 150日龄的与 190日龄的差异无
统计学意义；瘤胃细菌相对丰度最高的菌门为拟杆

菌门，相对丰度最高的菌属为普雷沃氏菌属；厚壁

菌门相对丰度的降低与川中黑山羊生长速率有一

定的相关性。 
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