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摘 要：本试验旨在研究小尾寒羊(STH)及双乾肉羊(SQ)瘤胃微生物区系特征及品种间差异。随机挑选出生日期相近、初

体重相近、健康的小尾寒羊和双乾肉羊各 6只，采用 16S rDNA扩增子测序方法，探究两个绵羊品种之间瘤胃微生物的差

异，预测其微生物功能。结果表明，SQ组瘤胃菌群多样性和丰富性均高于 STH组；主坐标分析和非加权组平均法聚类分

析显示组间具有差异性。两个品种绵羊瘤胃菌群在门水平上组成相似，优势菌门均为拟杆菌门、厚壁菌门及变形菌门。

对差异菌群进行 KEGG功能预测，结果显示，双乾肉羊瘤胃微生物功能大部分高于小尾寒羊。从上述分析来看，双乾肉

羊瘤胃菌群种类及丰度均高于小尾寒羊，这可能导致了双乾肉羊饲料利用率更高。
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Abstract：The purpose of this experiment is to investigate the ruminal microflora characteristics and differences be⁃
tween Small-tail Han sheep (STH) and Shuangqian mutton sheep(SQ). 6 STH and 6 SQ were randomly selected,
which were similar birth date,initial body weight and good health. The 16S rDNA amplicon sequencing method was
applied to explore the microbial differences between the rumen of two breeds and predict the microbial function.
The results indicated that the bacterial diversity and richness of rumen of Shuangqian mutton sheep are higher than
those of Small-tail Han sheep. The principal coordinate analysis (PCoA) and UPGMA cluster analysis showed that
the bacteria community in two groups was different. The composition of rumen microflora of the two breeds of sheep
is similar at the phylum level and dominant phyla were Bacteroidetes, Firmicutes and Proteobacteria. The results of
KEGG pathway analysis revealed that the rumen microbial function of SQ was mostly higher than that of STH. Based
on the above analysis, the species and abundance of ruminal microflora of SQ were greater compared with STH,
which could lead to higher feed utilization rate of SQ.
Key words：Small-tail Han sheep; Rumen microbe; 16S rDNA; Microflora composition

瘤胃微生物对于反刍动物营养物质的消化起

着重要作用，它们协助宿主将不易利用的饲料分
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解，为宿主供能。目前的研究已经表明，瘤胃内

活跃的微生物除了细菌与真菌外，还有古细菌、

病毒和原虫 [1]。而细菌作为瘤胃内数量最巨大的

一部分生物，参与纤维素的分解、淀粉和糖的发

酵、蛋白质和维生素的合成。微生物与宿主的作

用是相互的。一方面，宿主为微生物提供一个厌

氧、温度适宜的环境 [2]；另一方面，微生物降解纤

维类物质，产生瘤胃可吸收利用的挥发性脂肪

酸、菌体蛋白等，为宿主提供可利用物质基础 [3]。

诸多因素决定了微生物的结构组成和数量，目前

广为接受的是饲粮影响了微生物的结构 [4]，例如
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饲粮的精粗比、饲粮的种类 [5]等。影响瘤胃微生

物的重要因素还有环境和管理策略 [6-7]。此外，对

于不同的宿主种类，微生物结构也表现出了差异

性。小尾寒羊产肉品质优良，是具有高繁殖力的

中国本地绵羊品种 [8]。双乾肉羊是吉林省农业科

学院利用杜泊羊为父本、吉林省本地绵羊为母

本，通过杂交、回交以及横交固定等常规育种手

段结合分子标记辅助选择方法，选育出的具有采

食性好、生长速度快和产仔数高等种质特性的肉

用羊新种群。众多研究结果表明，杜寒杂交羊无

论日增重还是屠宰性能都优于小尾寒羊 [9]。因

此，当小尾寒羊及双乾肉羊在相同环境、饲喂相

同饲料条件下，研究其体内微生物的组成与差

异、预测微生物功能差异，为寻找与绵羊的生长

速度、肉质等相关的微生物提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验动物及试验设计

本研究选用 12只出生日期相近、健康无病、

体重相似的雄性绵羊，其中小尾寒羊组 (STH)、双
乾肉羊组 (SQ)各 6只，在环境、饲粮与饲喂时间均

相同条件下，分为两组进行饲养试验，试验于

2019年 3月至 8月在吉林省农业科学院进行。

1.2 样品采集

在饲养试验结束后，实验动物禁食 24 h，禁水

2 h，屠宰后，剥离内脏，收集瘤胃液于 50 mL已灭

菌的离心管中，并立刻置于干冰中暂时保存，送

回实验室保存于-80 ℃冰箱，用于后续试验。

1.3 提取瘤胃微生物基因组DNA与构建基因文库

使用 E.Z.N.A.®StoolDNAKit，并按照说明书，

对瘤胃细菌总 DNA进行提取。使用细菌通用引

物 341F(5′-CCTACGGGNGGCWGCAG-3′ )和 805R
(5′-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3′)对 16S rRNA
可变区 V3+V4进行 PCR扩增。使用 2%琼脂糖凝

胶电泳检测 PCR扩增产物，并回收目标片段。纯

化后的 PCR产物在 Qbit荧光定量系统上进行定

量，文库浓度在 2 nmol/L以上视为合格。将合格

的文库使用MiSeq测序仪进行 2×300 bp的双端测

序。本试验中建库及测序由杭州联川生物技术有

限公司提供。

1.4 16S rDNA基因文库分析

原始读数数据在特定的过滤条件下进行质量

过滤、嵌合序列过滤、解调，获得特征序列。经

QIIME2计算出 Alpha多样性指数及 UniFrac距离，

并用于主坐标分析 (PCoA)及非加权聚类树分析

(UPGMA)。采用 Blast进行序列比对，每个代表性

序列用 SILVA数据库列进行注释。

1.5 功能预测

基于高质量序列，使用 PICRUSt预测微生物

基因组的功能。PICRUSt通过 QIIME软件将特征

序列比对到数据库，将预测到的基因与 KEGG数
据库进行比对。

2 结果与分析

2.1 样品及特征序列数

本研究在两组绵羊的瘤胃细菌的 V3+V4可变

区经 16S rDNA进行扩增、测序，获得 1 017 984条
原始 reads，去除低质量的序列后，产生 912 911条
高质量序列，平均每个样本有（76 076±1 706）条，

用于后续研究。对扩增子测序数据进行过滤、去

重、过滤嵌合体等，共获得了 6 632条特征序列，

不考虑处理效应，平均每个样本有（553±47）条。

其中，SQ组特有 1 552条，STH组特有 1 191条。

共享特征序列为 541条，约占本次测序中全部特

征序列的 18.75%。
2.2 Alpha多样性

为了探索两个绵羊品种瘤胃微生物群落组

成，本研究初步评估了瘤胃微生物 Alpha多样性。

结果显示，SQ组瘤胃微生物的 Alpha多样性指数

Chao1、Simpson高于 STH组，Chao1与 Simpson值越

大代表物种总数越多，具体见表 1。并且 Shannon
指数显著高于 STH组 (P<0.05)，Shannon指数值越

大，群落多样性越高。覆盖率指样品文库覆盖

度，该值越大，表示样品中没有被测到的概率越

低。这表明，SQ组瘤胃菌群多样性和丰富性均高

于 STH组，且样品文库覆盖度优良。

表 1 两组绵羊样品瘤胃细菌 Alpha多样性指数

项目

香农指数

辛普森指数

丰富度指数

覆盖率(%)
注：P<0.05表示差异显著，P>0.05表示差异不显著

SQ组
6.86±0.71
0.97±0.02
576.60±85
99.82±0.04

STH组
6.43±0.19
0.96±0.07
522.97±38
99.82±0.02

P值

0.04
0.31
0.18
0.39

2.3 Beta多样性

UniFrac距离度量用于评估样品中 Beta多样

性的变化，该变化与微生物群落组成的结构差异

相对应。基于该距离，对样品进行了主坐标分析

(PCoA)，结果如图 1所示。由图 1可知，无论是

STH组，还是 SQ组，多数组内样本都汇聚在一起，
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说明组内瘤胃微生物差异较小。图中两组样品聚

为两类，表明两个组的微生物区系存在明显的差

异，且 UPGMA树结果进一步说明了两组绵羊瘤胃

微生物的差异性。

2.4 不同水平菌群结构与组成

本次测序统计了各分类水平上相对丰度

top30的菌落。在 SQ组瘤胃微生物门水平上，拟

杆菌门和厚壁菌门是最主要的菌门，它们各自占

了该组总菌门的 47.44%和 31.09%，其次是变形菌

门、放线菌门和纤维杆菌门，分别占 14.79%、
3.50%和 2.11%。在 STH组中，拟杆菌门和厚壁菌

门是优势菌门，其比例分别是 45.14%和 28.05%；
变形菌门、纤维杆菌门和 SQ组相比，丰度无显著

差异 (P>0.05)。但 STH组放线菌门 (9.25%)显著高

于 SQ组 (3.52%)(P<0.05)。在属水平上，SQ组相对

丰度前 9个菌属为：普雷沃菌属_7、琥珀酸菌科

_UCG-001、普雷沃菌属、沙特尔沃思菌属、毛螺旋

菌科_NK3A20_群、戴阿利斯特杆菌属、月形单胞

菌属、欧陆森氏菌属和丝状杆菌属。对应地，STH

组中丰度前十菌属为：普雷沃菌属_7、琥珀酸弧

菌属、普雷沃菌属、欧陆森氏菌属、琥珀酸菌科

_UCG-001、月形单胞菌属、假斯卡多维亚菌属、戴

阿利斯特杆菌属、丝状杆菌属和巨球形菌属。这

些结果均表明，小尾寒羊及双乾肉羊瘤胃微生物

组成存在差异性。门水平与属水平菌群堆叠图如

图 2所示。

3 功能预测

基于 16S rDNA测序与来自两组绵羊微生物

的差异，该研究应用 PICRUSt对特征序列丰度表

进行标准化，并使用 KEGG进行富集分析。本次

试验对相对丰度大于 0.1%菌落功能预测进行统

计，结果显示，SQ组二级通路相对丰度都显著高

于 STH组，这些功能包括氨基酸代谢、其他次级

代谢产物的生物合成、碳水化合物代谢、细胞运

动、内分泌系统、传染性疾病、膜转运、其他氨基

酸代谢、萜类化合物和聚酮化合物代谢、神经系

统、感官系统、信号分子与相互作用 (P<0.05)。此

外，对于富集到的三级通路，SQ组功能预测中约

90%显著高于 STH组，STH组中仅有三个功能显

著高于 SQ组。二级通路富集结果见表 2。
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表 2 KEGG富集二级通路

描述

氨基酸代谢

其他次生代谢产物的生物合成

碳水化合物代谢

细胞运动

内分泌系统

传染性疾病

膜转运

其他氨基酸代谢

萜类化合物和聚酮化合物代谢

神经系统

感官系统

信号分子与相互作用

SQ组
0.110 6
0.006 0
0.080 3
0.007 2
0.007 8
0.014 4
0.107 3
0.015 8
0.012 7
0.000 3
0.000 2
0.011 8

STH组
0.099 5
0.001 8
0.039 5
0.005 7
0.000 7
0.010 5
0.074 3
0.009 6
0.005 4
0.000 1
0.000 0
0.004 6

P值

0.046 8
0.026 8
0.002 4
0.029 9
0.033 8
0.040 5
0.001 1
0.022 1
0.040 7
0.018 8
0.043 9
0.000 2

4 讨 论

反刍动物瘤胃内微生物菌群使得宿主在多纤

维、低质量的饲料中获得更多的能量。反刍动物

菌群结构受到宿主营养水平 [10]、环境、年龄 [11]、进

食习惯 [12]及宿主的影响。本试验中，所有羊在出

生日期相近、断奶日龄相似、饲喂情况一致的条

件下，在一定程度上减少了其他因素对瘤胃微生

物的影响。本试验通过对瘤胃细菌进行 16S
rDNA测序，平均每个样本获得了（76 076±1 706）
条高质量序列，高于 Yang等 [13]在小尾寒羊与大尾

寒羊中的研究，这可能与试验动物的生理状况、

营养水平 [3-4]及月龄 [14]有关。此外，本试验中，SQ
组的 Alpha多样性指数均高于 STH组，且 Shannon
指数显著高于 STH组，这表明，SQ有更丰富且更

均匀的微生物群落。共有特征序列分析显示，两

组羊有 541个核心的特征序列。这些共有特征序

列是瘤胃长久的寄居者，并且这种寄居是在宿主

进化过程中形成的 [13]。通过 PCoA及 UPGMA对两

组绵羊瘤胃微生物进行评估，结果表明两组绵羊

瘤胃微生物群落存在差异。

菌群的结构已经在小鼠 [15]、仔猪 [16]、马 [17]、

驴 [18]、斑马鱼 [19]、鸡 [20]和骆驼 [21]等动物中有所研究。

在本试验中，一共注释到门水平丰度超过 1%的 5
个菌门，且这 5个菌门类别在两组绵羊中一致，但

丰度有差异。小尾寒羊优势菌门为拟杆菌门及厚

壁菌门，占总菌门 73%，这一结果与Yang等 [13]研究

一致，但明显低于其他动物研究中的 98%[22]。在

牛瘤胃微生物研究中，拟杆菌门及厚壁菌门高达

51%与 42%[23]；消化道厚壁菌门与拟杆菌门比例

的变化，影响了小鼠肥胖率 [24]、人类能量吸收 [25-26]

和奶牛产奶量 [27]。小尾寒羊与双乾肉羊不同的厚

壁菌门及变形菌门比例，可能影响绵羊的体重增

长速度。在圈养的瘤胃动物中，厚壁菌门大多低

于变形菌门，但本研究中，变形菌门丰度最大，这

可能是饲喂草料比例较低造成的。本研究中，双

乾肉羊瘤胃内寄居着更高比例的厚壁菌门菌群，

厚壁菌门含有许多成员，其功能与溶解纤维蛋白

及纤维素分解活性相关 [28]，这表明在双乾肉羊瘤

胃内，更多菌参与瘤胃内容物分解和消化。因此

推测，与小尾寒羊相比，双乾肉羊瘤胃微生物分

解纤维类物质效率更高，产生更多的乙酸，促进

机体脂肪积累，育肥速度更快。

在 KEGG一级通路富集结果中，大部分差异

基因被富集到了新陈代谢途径 ,表明两组绵羊瘤

胃内新陈代谢可能存在差异。KEGG二级通路功

能预测结果中，主要在氨基酸代谢、其他次生代

谢产物的生物合成和碳水化合物代谢等途径中存

在差异。双乾肉羊瘤胃微生物富集到的大部分通

路都显著高于小尾寒羊，在相同的环境下，双乾

肉羊新陈代谢更快，因而日增重更高。

5 结 论

在小尾寒羊与双乾肉羊瘤胃中，优势菌门是

拟杆菌门、厚壁菌门及变形菌门，普雷沃菌属_7
为两组绵羊核心菌属。小尾寒羊与双乾肉羊瘤胃

微生物的多样性和功能存在差异，差异菌群集中

在厚壁菌门下。功能上的差异主要与新陈代谢相

关，且大多数富集结果在双乾肉羊中显著增高，

差异菌群可能促使双乾肉羊从饲料中获取更多的

能量，从而更快地生长。
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