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不同纤维素培养基及温度对体外培养瘤胃细菌多样性的影响
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为探讨瘤胃细菌多样性!采用聚合酶链式反应
'

变性梯度凝胶电泳'
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*技术结合共性及特异性条带的克隆测序和聚类分析及主成分分析!对牛

体外厌氧条件下瘤胃细菌在
1X1

#

R1]

#

)

#

_

培养基及
$G

和
("`

培养温度下的多样性进行研究"结果表明+

#

*

$G

`

条件下不同培养基的
BVVK

图谱差异较大!虽然具有较高的平均条带数!

1X1

和
_

培养基样品分别为
!"

和
!G

条!但各样品间的相似性系数较低!

)

和
1X1

培养基间的相似性系数为
"@%E

!

)

和
R1]

培养基间的相似性系数仅

为
"@G(

"

!

*

("`

条件下不同培养基的
BVVK

图谱差异较小!平均条带数较低!

1X1

和
_

培养基样品均为
#(

条!

但各样品间的相似性较高!

1X1

和
R1]

培养基间的相似性系数为
"@%H

$而
)

和
R1]

培养基间的相似性系数高达

"@HG

"

$

*

BVVK

图谱中共性条带序列表明瘤胃优势细菌主要是
M*+1

3

*-4-44()"&41%-2,4()

!而特异性条带主要是

C)401+,40,&4-',

#

R,+",4(*1)

以及
P+1>(2%,"-2&)

"体外厌氧条件下不同纤维素培养基和温度在一定程度上影响瘤

胃细菌的多样性"
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!!

将富含纤维素的秸秆开发为饲料将具有巨大的

经济价值!添加微生物复合酶制剂可使秸秆饲料的

利用率大幅度的提高&

#

'

*纤维素是地球上含量丰富

的碳水化合物!而位于植物细胞壁纤维素之间起抗

压作用的木质素却难以被微生物和酶降解&

!

'

*反刍

动物瘤胃微生物能有效地将纤维素消化并作为自身

重要的能量来源*成年牛瘤胃中栖息着数量庞大的

微生物!包括细菌)真菌)原虫和古菌!而细菌在分解

纤维素的过程中发挥着重要作用&

$

'

*因此!研究瘤

胃纤维素分解细菌对提高反刍动物生产性能及开发

秸秆饲料具有重要意义*

人们长期以来主要采用分离和培养的方法对

瘤胃微生物菌群结构进行研究&

E'(

'

!不但费时费力

且重复性差*目前仅有
##M

左右的微生物种类通

过纯培养技术被分离&

&

'

*近年来!国内外学者对

瘤胃微生物进行了研究!对其多样性和功能有了

一定的认识&

G'H

'

!但对其中影响宿主代谢和生产性

能的关键功能菌的分离)鉴定)作用模式及其利用

的研究仍处于初步阶段!许多占优势的细菌至今

还未在实验室里被分离出来*聚合酶链式反应
'

变

性梯度凝胶电泳"

R1S'BVVK

#技术被广泛用于鉴

定微生物种群及进行复杂微生物群落结构演替规

律)微生物种群动态)基因定位和表达调控的评价

分析&

#"

'

!能更加全面准确地反映复杂肠道微生物

菌群多样性*本研究通过将瘤胃样品进行富集培

养后采用
R1S'BVVK

技术并应用聚类分析和主成

分分析"

R14

#!同时结合共性条带和特异性条带的

克隆和测序!旨在为评估反刍动物瘤胃细菌在不同

培养条件下的多样性及了解瘤胃细菌种类提供依

据!更可为后续分离纤维素降解细菌时富集培养条

件的选择提供参考*

!

!

材料与方法

!)!

!

试验材料

!@!@!

!

样品的采集

瘤胃内容物采自四川省雅安市飞机坝屠宰场*

无菌采集
$

头牛瘤胃内容物各约
!"

"

$"

5

"标记为

4

)

U

)

1

#!置
N%"`

冰箱保存备用*

!@!@"

!

培养基

1X1

培养基&

##'#!

'

)纤维素富集培养基"

)

#

&

#$

'

)

蛋白胨纤维素培养基"

R1]

#

&

#E

'

)

_

培养基"与
1X1

培养基进行对照!无
1X1'[.

)微晶纤维素和纤维素

粉#!

#!#`

灭菌
#(L3-

*

!)"

!

瘤胃样品的富集培养

取瘤胃样品
4

)

U

)

1

各
#

5

至装有
$"LY

培养

基的三角瓶中!分别在
$G

和
("`

厌氧培养
E%2

后

摇匀分装于
#@(LYKR

管中!置
N!"`

保存*

!)#

!

细菌总
567

的提取

参照文献&

#(

'提取细菌总
B[4

*用核酸浓度

测定仪测定总
B[4

浓度后置
N!"`

保存备用*

!)$

!

基因组总
567!&H<567N

#

区扩增

参照文献&

#&

'根据大肠杆菌
#&],S[4

基因

W

$

片段"

$$H

"

($H

#设计合成引物$上游引物为带

V1

发夹的
(c'1V1 11V VVV 1V1 V11 11V

VV1VVVV1VVVVV141VVVVVV41T11

T41VVV4VV14V14VT'$c

!下游引物为
(c'

VT4TT411V1VV1TV1TVV141'$c

*

R1S

反应体系包括
#@"

$

Y

上游引物)

#@"

$

Y

下游引物)

#!

$

Y

的
!gF&

H

X.;7:,X3>

)

#@"

$

YB[4

和
#"

$

YAÂ

!

C

!同时设置阴性对照管*

R1S

扩增条件

为
HE`

预变性
EL3-

(

HE`

变性
$";

!

(%`

退火
$"

;

!

G!`

延伸
!L3-

!

$"

个循环(

G!`

延伸
#"L3-

*

用
#@"M

琼脂糖凝胶电泳检测
R1S

产物片段大小

和浓度*

!)%

!

80?*5EEF

分析

参照文献&

#G

'使用
U3*'S.AB6*A:

进行
R1S'

BVVK

凝胶电泳!电泳梯度为
$(M

"

&(M

"

GL*/

%

Y

尿素和
E"M

甲酰胺#!变性方向与电泳方向一致*

采用
#gT4K

作电泳缓冲液!

#""W

!

&"`

!

#&2

!经

硝 酸 银 染 色 后 用
U3*'S.A V]%"" 1./3?,.7:A

B:-;37*L:7:,

扫描成像*

!)&

!

共性及特异性条带的克隆测序

割胶回收
BVVK

图谱上的共性和特异性条带

浸泡于缓冲液!按
#@E

方法做
R1S

扩增!产物做

BVVK

电泳确认回收片段的正确性!重复该过程
$

次*使用不带
V1

发夹的引物对回收纯化的
B[4

进行
R1S

扩增*采用
=

XB

&

#H'TW:67*,

试剂盒

对目标模板
R1S

产物进行连接后转入大肠杆菌

B̂ (

-

感受态细胞中!涂布含氨苄青霉素的营养琼

脂平板!每个条带选取
$

个阳性克隆送上海英潍捷

基贸易有限公司测序*应用
12,*L.;!

软件对测定

序列进行编辑!非嵌合体序列在
V:-U.-O

"

277

=

$

"

ZZZ@-6?3@-/L@-32@

5

*9

%

UY4]T

%#数据库中进行

比对分析!寻找亲缘关系最近的细菌或克隆*

!)'

!

统计分析

用
]4]H@#

软件和
[T]i]!@#

软件对数据进

HE#
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!

行聚类分析及主成分分析*

"

!

结果与分析

")!

!

不同培养条件下瘤胃样品
!&H<567N

#

区的

5EEF

图谱分析

BVVK

图谱中强的电泳条带反应瘤胃样品中

的优势菌群!条带数量和位置的复杂性代表细菌菌

群的多样性*不同纤维素培养基和温度的样品均产

生了丰富的电泳条带!但瘤胃细菌菌群结构和组成

存在较大差别$

("`

样品与
$G`

相比其物种丰富

度较低!用
1X1

和
_

培养基培养的样品在
("`

条

件下的平均条带数均仅为
#(

条!而在
$G`

条件下

分别高达
!"

)

!G

条(同样用
R1]

培养基培养的样品

在
("`

条件下的平均条带数仅为
#!

条!而在
$G`

条件下高达
!G

条*

("`

条件下各培养基的瘤胃样

品平均条带数差异不大!而在
$G`

条件下不仅具有

较高的条带数!且各培养基的样品条带数差异较大!

可能与培养温度有关"图
#

#*

!!

4

)

U

)

1

为瘤胃内容物样品(

$G

为
$G`

(

("

为
("`

(

6

为
1X1

培养基(

=

为
R1]

培养基(

F

为
)

培养基(

O

为
_

培养基*下图同*

#

)

!

)

$

和
E

为条带
#

)

!

)

$

)

E

*

!!

4

!

U

!

1@S+L:-6*-7:-7;.L

=

/:;

(

$G@$G`

(

("@("`

(

6@1X1L:A3+L

(

=

@R1]L:A3+L

(

F

@)L:A3+L

(

O@_ L:A3+L@T2:;.L:.;

?:/*Z@#

!

!

!

$.-AE?.-A#

!

!

!

$

!

E@

图
!

!

不同条件富集培养后样品细菌
!&H<567N

#

区
80?*5EEF

图谱

Q3

5

@#

!

R1S'BVVK

=

,*03/:;*0#&],B[4W

$

,:

5

3*-*072:;.L

=

/:;+-A:,A300:,:-76+/7+,:;

")"

!

80?*5EEF

图谱的聚类分析

聚类分析结果"图
!

#显示!不同纤维素培养基

和培养温度影响样品细菌的多样性$在
$G`

的样品

中!

)

和
1X1

培养基间的相似性系数为
"@%E

(

)

和

R1]

培养基间的相似性系数仅为
"@G(

*在
("`

的

样品中!

1X1

和
R1]

培养基间的相似性系数为

图
"

!

80?*5EEF

图谱条带的聚类分析

Q3

5

@!

!

1/+;7:,A:-A,*

5

,.L*0R1S'BVVK?.-A;3-

5

:/

"J%H

(而
)

和
R1]

培养基间的相似性系数高达

"JHG

*温度对样品细菌的培养有一定影响$

$G`

的

样品聚为两大族!而全部
("`

的样品聚为一大族!

R1]

和
)

培养基间的相似性系数在
$G `

仅为

"JG(

!而在
("`

高达
"@HG

!可能与瘤胃细菌生存的

环境温度有关*

")#

!

80?*5EEF

图谱条带的
807

分析

对
BVVK

图谱条带的
R14

分析"图
$

#同聚类

分析的结果相一致*主成分因子
#

"

R1#

#的贡献率

为
!E@E"M

!主 成分 因子
!

"

R1!

#的贡献 率为

#EJ#&M

(

R1#

明显地将所有样品聚在图的右边!而

R1!

则明显的将所有样品分为两部分!

("`

的样品

主要分布在图的上部!

$G`

的样品主要分布在图的

下部(在
("`

的样品中!

R1!

将
1X1

)

R1]

和
)

培

养的样品同
_

培养的样品区别开来(

$G`

的样品

中!

R1!

同样将
1X1

)

R1]

和
)

培养的样品同
_

培

养的样品基本分开*可能与培养基中的纤维素富集

"(#
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期 曾燕等$不同纤维素培养基及温度对体外培养瘤胃细菌多样性的影响

和营养物质有关*

图
#

!

80?*5EEF

图谱条带的
807

分析

Q3

5

@$

!

R14.-./

<

;3;*0R1S'BVVK

=

,*03/:;

")$

!

不同培养条件下瘤胃共性和特异性条带的克

隆测序结果分析

BVVK

图谱割胶回收的条带见图
#

!序列比对

结果见表
#

*不同纤维素富集培养后的瘤胃细菌菌

群结 构 丰 富!含 有 大 量 链 球 菌 "

M*+1

3

*-4-44()

"&41%-2,4()

#*

$G `

培养条件下的
#

个特异性条

带为大肠埃希菌"

C)401+,40,&4-',

#!而
("`

培养条

件下的
!

个特异性条带分别为未培养厚壁菌门

"

R,+",4(*1)

# 和 未 培 养 短 波 单 胞 菌 属

"

P+1>(2%,"-2&)

#等*

在
E

个测序结果中!与
V:-U.-O

数据库中微生

物的同源性绝大多数都到达了
#""M

!仅条带
E

同

数据库中与之同源性最高的未培养微生物的相似性

表
!

!

5EEF

共性条带和特异性条带的基因片段序列的对比结果

T.?/:#

!

1*L

=

.,3;*-*0

5

:-*L36;:

a

+:-6:;3-6*LL*-?.-A;.-A;

=

:63./?.-A;?

<

;:

a

+:-63-

5

.-AUY4]T.-./

<

;3;

条带号

U.-A-.L:

序列长度%
?

=

]:

a

+:-6:;3\:

V:-U.-O

数据库中最相近的菌种名称"登录号#

1/*;:;7,:/.739:;0*+-A3-72:V:-U.-OA.7.?.;:

"

466:;;-+L?:,

#

相似性%
M

]3L3/.,37

<

备注

[*7:

条带
# #HH C)401+,40,&4-',;7,.3-4T11##$"$6/*-:1*-7,*/̂ "!

"

)Q("%!&$@#

#

#""

条带
! !!E M*+1

3

*-4-44()"&41%-2,4();7,.3-4U#

"

)h#%%"&%@#

#

#""

常见条带

条带
$ #HH 8-6+/7+,:AR,+",4(*1)?.67:,3+L6/*-:1TQ!'#!G

"

V8H(H!E#@#

#

HH

条带
E #GE 8-6+/7+,:AP+1>(2%,"-2&))

3

@6/*-:VD!']]U'6;'B"#

"

Q)#H$&&$@#

#

H&

为
H&M

!说明试验中所得的序列与已鉴定的微生物

有较高的亲缘性*

#

!

讨
!

论

#)!

!

不同培养条件下瘤胃样品
5EEF

图谱分析

瘤胃内栖息着复杂)多样和数量巨大的微生

物&

#%

'

*

BVVK

图谱"图
#

#显示不同培养基和温度

条件下!瘤胃细菌物种相当丰富!各条件下样品的平

均条带数高达
!"

条*

1X1

和
R1]

培养基富含丰

富的羧甲基纤维素钠盐)微晶纤维素和纤维素粉等

成分!为瘤胃纤维素降解菌提供了丰富的营养成分*

戈婷婷等&

#H

'研究添加不同水平的甘露寡糖)果寡糖

和大豆寡糖的日粮饲喂锦江黄牛后!在不同程度上

促进了瘤胃微生物的生长!最大生长效率高达

(HJ("

5

%

O

5

*

Y3

等采用
R1S'BVVK

分析比较了牛

瘤胃微生物!发现瘤胃内容物中的微生物多样性指

数明显高于瘤胃组织&

!"

'

*本研究发现在不同纤维

素培养基和温度下瘤胃样品
BVVK

图谱存在较大

差异!可能是因为纤维素富集和温度从不同程度影

响瘤胃细菌的多样性*

#)"

!

80?*5EEF

图谱的聚类分析和
807

分析

$G`

条件下用
1X1

和
R1]

培养基所富集培

养的菌群结构较类似!可能是
1X1

和
R1]!

种培

养基的营养成分基本类似!为细菌的生长提供了较

类似的营养物质(而在
("`

富集培养条件下!无论

用
1X1

培养基!还是
R1]

培养基所富集培养的菌

群结构相似度非常高*因为瘤胃细菌菌群的生长环

境温度为
$H

"

E#`

!对于大多数瘤胃细菌而言!温

度高于
("`

条件下即引起死亡&

!#

'

!仅有少数耐高

温的细菌能生存下来*所以
("`

条件下的瘤胃细

菌相似性系数高!各培养基的微生物多样性异小*

因此!对纤维素分解菌进行富集培养时!可以从

1X1

和
R1]!

种培养基中选取
#

种!同时可选择适

当的温度培养嗜热菌*

#)#

!

不同纤维素富集培养条件下共性条带和特异

性条带分析

孔庆亮等&

!!

'应用
R1S'#&],B[4

鉴定和动态

监测奶牛瘤胃液细菌种类!鉴定出具有代表性的细

#(#
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菌为牛链球菌)蜡样芽孢杆菌)地衣芽孢杆菌和嗜热

链球菌*同样!本研究在不同纤维素富集培养条件

下鉴定出的瘤胃优势菌之一为链球菌*

X.*

等&

!$

'

通过焦磷酸测序技术评估了奶牛粪样的微生物!发

现厚壁菌门和拟杆菌为优势菌*本试验通过富含纤

维素物质的
)

培养基培养后的特异性条带鉴定为未

培养短波单胞菌和未培养的厚壁菌门菌*通过

R1]

培养基培养后的特异性条带鉴定为大肠杆菌!

可能是因为
R1]

培养基中含有的蛋白胨为微生物

的生长提供了充足的氮源及维生素等物质*目前随

着分子生物学的发展!越来越多的瘤胃微生物信息

被人们掌握!大量有价值的瘤胃微生物还有待探究*

$

!

结
!

论

同一温度条件下!

1X1

和
R1]

培养基的瘤胃

样品细菌具有较高的物种丰富度*瘤胃细菌菌群在

$G`

条件下有较高的物种丰富度!而可用
("`

条

件下筛选培养瘤胃嗜热菌*
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