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摘 要：选取 3头 5岁左右的健康雌性德昌水牛作为试验动物，采用机械破壁法提取瘤胃内容物总 DNA，用产

甲烷菌特异性引物Met86F/Met1340R扩增 16S rRNA基因，构建 16S rRNA基因克隆文库，分析德昌水牛瘤胃产

甲烷菌区系组成。结果表明：试验共获得 99个 16S rRNA基因序列，RDP分析表明 94.2%的序列为甲烷短杆菌属

(Methanobrevibacter)16S rRNA序列，按照 97%的相似性划分为 19个分类操作单元，其中 96个序列(17个 OTUs)

占总序列的 97.0%，与已知细菌的 16S rRNA序列的相似性≥97%；3个序列(2个 OTUs)占总序列的 3.0%，与已

知细菌 16S rRNA序列的相似性为 90%~97%；系统发育树分析表明，SGMT簇序列和 RO簇序列所占总序列的比

例分别为 75.8%、1.0%，部分序列与 Methanobrevibacter 中任何已知相似序列都相隔较远，它们可能代表

Methanobrevibacter中新的种。以上结果表明，德昌水牛瘤胃产甲烷菌以Methanobrevibacter产甲烷菌为优势菌群，

其中有许多未培养的产甲烷菌需进一步分离培养，并对其功能进行分析。 
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Abstract: Three femal Dechang water buffaloes were used in this study. Total DNA were extracted by bead-beating method. 
Primers of Met86F/Met1340R were used to amplify the 16S rRNA of archaea for the construction of library. Results showed 
that 99 sequences were obtained. RDP analysis showed that 94.2% sequences are classified to genus Methanobrevibacter. 
Based the 97% similarity, these sequences were assigned to 19 OTUs. Ninety-six sequences showed ≥97% sequence 
similarity to known species, three sequences had sequence similarity to known species in the range of 90% to 97%. 
Phylogenetic analysis indicated that 75.8% archaeal sequences in the rumen of Dechang water buffaloes belonged to SGMT 
clade, only 1.0% sequences belonged to RO clade. There are some sequences far from all known species on the phylogenetic 
tree. They may represented new species in Methanobrevibacter genu in the rumen of Dechang water buffaloes. It can be 
concluded that Methanobrevibacter genu is the dominant archaea in the rumen of Dechang water buffaloes. Further study 
should be done for the isolation of uncutured methanogens and their function analysis.  
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德昌水牛是中国地方水牛优良品种之一，属于

沼泽型水牛，其体格较大，体质结实，生长发育快，

适应性广，役力强，主要分布于海拔为 480～2 520 m
的四川省凉山彝族自治州安宁河流域的德昌、西

昌、冕宁、会理等县和渡口市的米易县[1]。深入研

究德昌水牛的消化生理以及营养特性有助于地方

水牛品种的保护以及开发利用。 

瘤胃是反刍动物独特的消化器官，其中栖息有

数以亿计的微生物，包括细菌、产甲烷古菌、原虫

和真菌等。这些微生物之间的互作对于饲料的消化

利用具有重要作用，可以脂肪酸和微生物蛋白的形

式为宿主提供能量。近年来，对于产甲烷古菌的研

究已成为研究者们关注的重点。饲料被消化过程中

所产生的中间代谢产物，如氢、甲酸、乙酸、甲醇

等，可通过产甲烷菌还原二氧化碳进而生成甲烷[2]。

反刍动物的甲烷排放意味着能量的损失以及温室

气体的增加[3]。目前，已有研究[4–5]表明，多种动物

体内均可分离出产甲烷菌。部分研究也利用非培养

方式，如 16S rRNA基因克隆文库分析、real–time PCR 

等方法研究瘤胃内产甲烷菌的多样性及数量[6–8]。

不同肥胖程度的人类或者不同品种的猪肠道中的

产甲烷菌结构也存在差异[9–10]。这些研究表明，胃

肠道中产甲烷菌的结构组成可能与物种的特异性

或与特定功能紧密相关[11]。作为四川特色遗传资源

品种之一，德昌水牛瘤胃微生物可能具有其独特的

微生物区系，但目前关于德昌水牛瘤胃微生物的组

成，尤其是产甲烷菌多样性方面的研究仍处于空

白。笔者利用 16S rRNA基因克隆文库技术分析德

昌水牛瘤胃中产甲烷菌的结构组成及多样性，旨在

为进一步探索德昌水牛瘤胃微生物生态系统功能

以及品种资源保护提供参考依据。 

1 材料与方法 

1.1 供试水牛及饲料 

选用 3头体况基本一致的 5岁左右的健康成年

雌性德昌水牛，饲养于广西壮族自治区水牛研究所

水牛场(国家级重点种畜场)。供试水牛每天 08:00

和 16:00 定时饲喂，自由饮水。自由采食粗料。补

充适量精料(每天每头 5.0 kg)。 

粗料由玉米青贮料、木薯渣、啤酒渣、新鲜象

草组成。精料配方：玉米 53.5 %、豆粕 6.0%、麦麸

15.0%、棉粕 17.0%、磷酸氢钙 1.5%、贝壳粉 1.0%、

食盐 2.0%、小苏打 3.0%、预混料 1.0%。精料营养

水平：NE 6.83 MJ/Kg，CP 16.75/%，Ca 0.80/%，P 

0.94/%，CF 4.54/%。预混料组成：V–E 3 000 IU/kg，

V–D 150 kIU/kg，V–A 500 kIU/kg，Cu 1.3 g/kg，Fe 

4.0 g/kg，Mn 3.0 g/kg，I 80 mg/kg，Zn 6.0 g/kg，Co 

80 mg/kg，Se 50 mg/kg。 

1.2 方 法 

试验期 30 d，第 30 天晨饲前通过胃管式瘤胃

液采样器采集瘤胃内容物 250 mL，装入干净充满二

氧化碳厌氧瓶中，置于碎冰块中冷藏，迅速带回实

验室，保存于–80 ℃冰箱，备用。 

1.3 总 DNA 的提取 

用宽口吸头从充分混匀的瘤胃内容物样品(约

250 mL)中吸取 1.5 mL(包括固液两相)，12 000 g离

心 5 min，去除上清液，收集沉淀，依据文献[12]

所描述的机械破壁及试剂盒提取相结合的方法从

沉淀样品中提取总 DNA。 

1.4 PCR 扩增及 16S rRNA 克隆文库构建 

利用产甲烷菌特异性引物 Met86F/Met1340R[6]

扩增 16S rRNA基因序列。引物序列如下： Met86F，

5′–GCTCAGTAACACGTGG–3′；Met1340R，5′–CG 

GTGTGTGCAAGGAG–3′。PCR 反应体系如下：

10×Buffer 5μL；dNTP(10 mmoL/L) 1 μL；MgCL2(25 

mmoL/L) 4 μL；TaqDNA聚合酶(5 U/μL) 0.8 μL；l μL

总 DNA(l~10 ng/mL)，Met86F和Met1340R引物(10 

μmoL/L)各 l μL；加无菌双蒸水至 50 μL。反应条件

如下：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 30 s，58 ℃退

火 30 s，72 ℃延伸 90 s，40个循环；72 ℃终延伸

10 min。利用琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒(美国

Promega)纯化 PCR 产物。将来自 3 头牛的等体积

PCR 产物混合后，按照厂家说明书连接到载体

pMD19–T(日本 Takara)上进行克隆，经蓝白斑筛选，

随机挑取白色克隆，用 pMD19–T通用引物M13–47 

(5′–CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC–3′)和 RV 

–M(5′–GAGCGGATAACAATTTCACACAGG–3′)对
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阳性克隆进行验证，将 PCR检测为阳性的克隆送上

海生工生物技术有限公司测序。 

1.5 16S rRNA 基因序列分析 

对测序获得的序列用Decipher软件去除嵌合体
序列[13]。使用 Ribosomal Database Project (RDP) 
Release 11中的Classifier程序对所有序列进行分类[14]。

用Mothur软件划分分类操作单元(OTU)，将相似性
大于97%的序列视为同一个OTU[15]。选取每个OTU
代表序列，利用 Blast 程序在 Genbank 中搜索相似
性最高序列。用 Clustal X Version 1.83软件进行多重
比对，通过MEGA 4.0(Molecular evolutionary genetics 
analysis，MEGA)软件计算出序列的系统进化距离，
采用 Neighbor–Joining方法构建系统发育进化树，
1 000次随机抽样，计算自举值(Bootstrap)以评估系
统发育树的置信度。本研究所获得的序列在 DDBJ
数据库里的登录号为 AB905615~ AB905718。 

2 结果与分析  

2.1 16S rRNA 基因克隆文库分析 

从建立的德昌水牛瘤胃产甲烷菌 16S rRNA基
因克隆文库中，随机挑选 107个阳性克隆进行测序。
对测得的序列进行处理，剔除嵌合序列后获得 99
个序列，RDP 分析结果表明，99 个序列均属于古
细菌域(Archaea)序列，其中 93 个序列(占总序列数
的 94.2%)归属 Methanobrevibacter 的 16S rRNA序
列、5 个(占总序列数的 4.8%)归属 Methanosphaera 
(甲烷球菌属)的 16s rRNA序列、还有 1个(占总序
列数的1.0%)归属unclassified_ Methanobacteriaceae 
(未分类甲烷杆菌)的 16S rRNA 序列。以 97%序列
相似性为阈值，用Mothur软件对序列进行分析，99
条序列可分为 19个OTUs(表 1)。 

表 1 德昌水牛瘤胃产甲烷古菌 16S rRNA 基因序列分析 
Table 1 Sequence analysis of archaeal 16S rRNA gene from the rumen of Dechang buffaloes 

OTUs序号 代表序列 序列数 相似序列GenBank登录号 相似序列所属细菌 相似性/%

 1 32 39 U55239 Methanobrevibacter gottschalkii 98 
 2 30 10 U55239 Methanobrevibacter gottschalkii 98 
 3 D6  8 U55239 Methanobrevibacter gottschalkii 98 
 4 D62  8 NR_042785 Methanobrevibacter millerae strain ZA–10 99 
 5 7  8 NR_042785 Methanobrevibacter millerae strain ZA–10 98 
 6 35  5 NR_042785 Methanobrevibacter millerae strain ZA–10 98 
 7 19  3 NR_042785 Methanobrevibacter millerae strain ZA–10 99 
 8 6  3 NR_042785 Methanobrevibacter millerae strain ZA–10 99 
 9 D4  1 NR_042785 Methanobrevibacter millerae strain ZA–10 97 
10 D59  1 NR_042785 Methanobrevibacter millerae strain ZA–10 98 
11 D64  1 NR_042785 Methanobrevibacter millerae strain ZA–10 97 
12 D24  1 NR_042785 Methanobrevibacter millerae strain ZA–10 97 
13 D16  1 NR_042785 Methanobrevibacter millerae strain ZA–10 97 
14 D51  4 NR_115171 Methanosphaera stadtmanae strain MCB–3 97 
15 D66  2 NR_115171 Methanosphaera stadtmanae strain MCB–3 95 
16 D49  1 NR_042784 Methanobrevibacter ruminantium strain M1 99 
17 D11  1 NR_043024 Methanobrevibacter olleyae strain KM1H5–1P 96 
18 3  1 NR_118565 Methanobrevibacter boviskoreani strain JH1 97 
19 D17  1 NR_115169 Methanobrevibacter smithii strain PS 98 

 
将 99 条序列与 Genbank 中收录的序列进行

Blast分析，结果表明，99个序列中，有 96个序列
(17 个 OTUs)占总序列的 97.0%，与已知细菌 16S 
rRNA序列相似性≥97%；其中，3个 OTUs(约占总
序列的 57.6%)与 Methanobrevibacter gottschalkii的
16S rRNA相似；10个 OTUs(约占总序列的 32.3%)
与 Methanobrevibacter millerae的 16S rRNA相似；
2 个 OTUs(约占总序列的 4.0%)与 Methanosphaera 

stadtmanae的 16S rRNA相似；1个 OTUs(约占总序
列的 1.0%)与 Methanobrevibacter ruminantium 的
16S rRNA相似；1个 OTUs(约占总序列的 1.0%)与
Methanobrevibacter boviskoreani的 16S rRNA相似；
1个OTUs(约占总序列的 1.0%)与Methanobrevibacter 
smithii的 16S rRNA相似。另外 3个序列(2个OTUs)
与已培养菌的 16S rRNA 序列的相似性为 90%～
97%，其中 1 个 OTUs(约占总序列的 2.0%)与
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Methanosphaera stadtmanae的 16S rRNA相似；1个
OTUs(约占总序列的 1.0%)与 Methanobrevibacter 
olleyae的 16S rRNA相似。 

2.2 16S rRNA 基因系统进化分析 

以 Thermosphaera aggregans(X99556)和Pyrolobus 
fumartus (X99555)作为外群(Outgroup)，将 19 个
OTUs 代表序列与其他最相似已知序列构建系统发
育树。结果(图 1)表明，D51、D66与Methanosphaera 

stadtmanae聚集为一簇，属于Methanosphaera；D11、
D64、D24、D4、19、D62、32、D6、6、30 与
Methanobrevibacter smithii、Methanobrevibacter 
gottschalkii、Methanobrevibacter millerae聚集为一
簇(SGMT 簇)，属于 Methanobrevibacter；D49 与
Methanobrevibacter ruminantium、Methanobrevi- 
bacter olleyae 聚集为一簇(RO 簇)，但与 Methano- 
brevibacter中其他序列相隔较远；SGMT簇序列和 

 
图 1 德昌水牛瘤胃产甲烷古菌 16S rRNA 基因序列系统发育分析 

Fig.1 Phylogenetic analysis of methanogens 16S rRNA gene sequences from the rumen of Dechang water buffaloes 
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RO簇序列所占总序列的比例分别为 75.8%、1.0%；
D17、D16、3、35、7、D59单独聚集为一簇，与任
何已知相近序列都相隔较远，它们可能代表

Methanobrevibacter中新的种。 

3 讨 论 

在瘤胃厌氧条件下，多种厌氧微生物通过共同

作用完成有机物的降解。被动物消化的饲料成分，

包括植物性结构碳水化合物、蛋白质和其他有机聚

合物，通过初次厌氧发酵后都被降解成简单的物

质。这些简单的化合物通过具有水解复杂化合物功

能的微生物(初次发酵微生物)和其他不具有水解复
杂化合物功能的微生物(次级发酵微生物)的共同作
用，被进一步转变成脂肪酸、二氧化碳和氢气等。

在瘤胃内利用二氧化碳作为碳源，氢作为主要的电

子供体的氢利用途径是主要的产甲烷途径[16]。甲烷

的生成可避免氢分压升高，以免抑制电子传递反应

中的微生物酶的正常功能，尤其是 NADH脱氢酶，
它若被抑制可导致 NADH的积累，最终降低瘤胃发
酵效率。深入了解水牛瘤胃产甲烷菌的结构组成及

其多样性，有助于调控水牛瘤胃甲烷生成，减少甲

烷排放量。产甲烷菌属于古菌，基于已有的数据分

析，许多被检测到的瘤胃古菌都属于产甲烷微生

物，其中主要是 Methanobrevibacter，占瘤胃古菌近
2/3(61.6%)。剩余的 1/3的古细菌的系统发育型大致
均等，属于 Methanomicrobium的占 14.9%，被标记
为不可培养的瘤胃 C 簇或 RCC 的占 15.8%[17]。目

前，已有许多关于反刍动物，如绵羊[18–19]、黄牛[7,20]

以及水牛[21–23]的瘤胃微生物菌群结构组成的报道，

其中水牛以印度水牛为主。关于中国地方品种水牛

瘤胃微生物菌群结构组成，尤其是在产甲烷菌多样

性方面的研究仍十分薄弱。据笔者所知，本研究是

国内外第一个报道中国地方品种德昌水牛瘤胃产

甲烷菌多样性的。 
瘤胃微生物菌群结构组成受地理位置、周边环

境、饲料营养水平以及饲喂频率、添加剂、动物种

类以及动物遗传背景等的影响。一般认为，瘤胃中

主要的甲烷菌为瘤胃甲烷短杆菌(Methanobrevibacter 
ruminantium)和巴氏甲烷八叠球菌(Methanosarcina 
barkerii)。本研究通过 16S rRNA 基因克隆文库分
析，表明德昌水牛瘤胃内产甲烷菌以 Methanobrevi- 

bacter为主，这与国内外(委内瑞拉、澳大利亚、中
国)许多在其他反刍动物(绵羊、袋鼠、牦牛)上的研
究结果相一致[14,18,24–26]。但是，Chaudhary 等[21]的

研究表明，印度摩拉水牛瘤胃产甲烷菌以 Methano- 
microbium为主；Singh等[27]的研究表明，苏替水牛

(Surti)瘤胃内产甲烷菌以 Methanobacteriales为主；
Hook 等[28]的研究表明，在澳大利亚绵羊瘤胃内则

以未知古菌为主；Shin等[29]以及 Tajima等[30]的研究

发现，奶牛瘤胃古菌以 Methanomicrobium 为主(分
别为 85.6%和 60.9%)，但 Methanobrevibacter 数量
很少。也有研究 [31]表明，奶牛体内存在大量的

Methanosphaera(26.8%)和Methanimicrococcus(14.6%)，
但是 Methanobrevibacter占优势(58.5%)。说明不同
动物种类之间的瘤胃产甲烷菌结构组成也存在差

异。这些异同与研究方法、动物种类、日粮、动

物管理等之间的相互关系还需要进一步研究。 
反刍动物瘤胃内仍存在许多未知的还未培养

出来的产甲烷菌[32]。本研究的系统进化树分析结果

也表明，德昌水牛瘤胃内存在许多未知的 Methano- 
brevibacter 产甲烷菌。Paul 等 [33]的研究表明，

Methanobrevibacter 能够利用二氧化碳和氢或者甲
酸生成甲烷；Rea 等 [34]从黄牛瘤胃中分离到的

Methanobrevibacter millerae 能够利用甲酸生长；
Samuel等[35]发现 Methanobrevibacter smithii PS可
利用二氧化碳和氢或者甲酸生成甲烷；Denman等[7]

的研究表明，反刍动物体内的 Methanobrevibacter 
smithii能够影响日粮中的多糖成分的利用效率。以
上研究表明，Methanobrevibacter产甲烷菌对于反刍
动物瘤胃甲烷生成以及其他生理功能具有重要作

用。关于 Methanobrevibacter 产甲烷菌在德昌水牛
瘤胃生理功能的作用还有待进一步研究。 

St–pierre 等[36]提议将 Methanobrevibacter 中的
产甲烷菌序列分为两大类：与 Methanobrevibacter 
smithii(S) 、 Methanobrevibacter gottschalkii(G) 、
Methanobrevibacter millerae (M)和Methanobrevibacter 
thaurei(T)聚集在一块的统称为 SGMT 簇；与 M. 
ruminantium (R) 及Methanobrevibacter olleyae (O)聚
集在一起的称为 RO 簇。不同种类动物或不同条件
下的动物胃肠道的 SGMT和 RO簇序列分布规律可
能存在一定差异。在同等日粮条件下，荷斯坦奶牛

瘤胃中的 SGMT簇序列的比例要高于娟姗奶牛[20]。
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在本研究中 SGMT簇序列和RO簇序列所占总序列
的比例分别为 75.8%、1.0%，即在德昌水牛瘤胃中
SGMT簇序列占大多数。不同动物种类及饲养条件
造成的 SGMT簇和 RO簇序列分布的差异，是否可
以用于估测瘤胃甲烷生成，进而用于调节瘤胃甲烷

生成，还有待深入研究。 
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