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高通量测序法研究不同 ｐＨ 的饮用水
对 ＳＰＦ 小鼠肠道微生物的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究不同 ｐＨ 饮用水对 ＳＰＦ 小鼠肠道微生物多样性的影响。 方法　 ２１ 日龄 ＳＰＦ 小鼠 ９０ 只

随机分成 ３ 组，每组 ３０ 只，分别给予三类水，即酸化水（ｐＨ ３􀆰 ０），中性水（ｐＨ ７􀆰 ０）和碱性水（ｐＨ ９􀆰 ０），并进行为期

三个月的饲养。 每组分别在饲养 ４ 周、８ 周、１２ 周末各处死 １０ 只动物，取血清按 ＳＰＦ 国标项目检测了细菌、病毒、
寄生虫，取回盲部内容物，根据细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的保守性设计引物，构建文库，进行高通量（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）测序，获得 １０ Ｇ
的数据，并对数据进行统计，聚类分析。 结果　 以 ｐＨ ３􀆰 ０ 处理的小鼠肠道微生物丰富度适中，稳定性高。 结论　
在规模化饲养条件下，选取 ｐＨ ３􀆰 ０ 饮用水小鼠能较长时间维持肠道微生物多样性，稳定性达到一个平台。 本研究

为长期稳定维持动物质量的生产实践提供了理论与技术支持，也是胃肠道宏基因组学技术在动物质量控制领域的

一个具体应用。
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　 　 目前，大多数实验动物中心都采用动物饮用水作

酸化处理的办法来解决清洁级以上实验动物的饮水

问题［１］。 有些单位将饮用水高压灭菌（１２１℃，２５ ～
３０ ｍｉｎ）后酸化至 ｐＨ ２􀆰 ５ 左右（ｐＨ ２􀆰 ５ ～ ３􀆰 ０）效果

比较理想，也有一些单位使用碱化水（ｐＨ ９􀆰 ０）长期饲

养动物，效果也相对理想。 最近有报道表明，动物肠

道微生物对其实验结果有相对大的影响，许多科研结

果不能重复也归咎于肠菌的影响［２］。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 是原

核生物核糖体 ３０Ｓ 小亚基的组成部分，它包含 １０ 个

保守区和 ９ 个高变区，其中保守区为细菌共有，而高

变区则有种属特异性，其基因序列随着菌种间的亲缘

关系不同而有一定差异。 所以，高变区序列是能解释

细菌物种间差异的特征核酸序列，可作为细菌系统发

育和分类鉴定的指标。 因此可按这一特征设计 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 引物，并扩增、测序来鉴定样本中的微生物种

类［３］。 鉴于目前还没有酸化水对小鼠肠道微生物结

构与稳定性的影响报道，本文利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 高通量

测序技术探讨了不同 ｐＨ 饮用水连续饲养三个月小

鼠的肠道微生物稳定性和多样性，为今后动物质量控

制打下基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物与回盲部肠内容物取样

实验小鼠由浙江省医学科学院实验动物中心

提供【ＳＣＸＫ（浙）２０１４ － ０００１】，实验在浙江省医学

科学院实验动物中心进行 【 ＳＹＸＫ （浙） ２０１４ －
０００８】。 选取 ２１ 日龄 ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠（雌、雄鼠兼

用）９０ 只，随机分成 ３ 组，每组 ３０ 只，分别给予酸化

水（ｐＨ ３􀆰 ０）、中性水（ｐＨ ７􀆰 ０）和碱性水（ｐＨ ９􀆰 ０），
三类水进行为期三个月的饲养，每组分别在饲养 ４
周、８ 周、１２ 周末处死 １０ 只动物，取血按 ＧＢ１４９２２􀆰 ２
－ ２０１１ 进行检测，回盲部 Ｖ 形剪口，灭菌牙签挑取

内容物。
１􀆰 ２　 肠菌基因组提取

１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＮＡ 质量检测

用常规细菌提取试剂盒分别提取 ９０ 个个体基

因组，同组处理内物容混在一起组成样本池，进行

１６Ｓ ｒＲＮＡ 建库，样本分别标号为 Ｉ１、Ｉ４、Ｉ７、Ｉ１０、Ｉ１３、
Ｉ１６、Ｉ１９、Ｉ２２、Ｉ２５。 其中 Ｉ１、Ｉ１０、Ｉ１９ 为同个 ｐＨ ３􀆰 ０

值，Ｉ４、Ｉ１３、Ｉ２２ 为同个 ｐＨ ７􀆰 ０ 值，Ｉ７、Ｉ１６、Ｉ２５ 为同个

ｐＨ ９􀆰 ０ 值，Ｉ１、Ｉ４、Ｉ７ 为同个处理时间（饲养 ４ 周），
Ｉ１０、Ｉ１３、Ｉ１６ 为同个处理时间（饲养 ８ 周），Ｉ１９、Ｉ２２、
Ｉ２５ 为同个处理时间（饲养 １２ 周）。 用 １％琼脂糖电

泳检测 ＤＮＡ 样品有无杂质和降解；Ｎａｎｏ Ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ
分光 光 度 计 检 测 ＤＮＡ 样 品 的 纯 度； Ｑｕｂｉｔ ２􀆰 ０
Ｆｌｕｒｏｍｅｔｅｒ 检测 ＤＮＡ 样品的浓度。
１􀆰 ２􀆰 ２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 文库制备

取 １０ ｎｇ 的 ＤＮＡ 模板，对目的区域进行扩增：
根据测序区域的不同，选择对应区域的扩增引物：
Ｖ３ 区引物为 ３３８Ｆ⁃５３３Ｒ，Ｖ３ ＋ Ｖ４ 区引物为 ３１４Ｆ⁃
８０５Ｒ，Ｖ６ 区引物为 ９６７Ｆ⁃１０４６Ｒ；使用 Ｔａｋａｒａ 的 Ｅｘ
Ｔａｑ 酶，确保扩增效率和准确性。 继而对扩增出的

目的片段进行富集，同时加入特异 ｉｎｄｅｘ 序列。 建

库流程见图 １。

图 １　 小鼠肠菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 文库建立流程图

Ｆｉｇ． １　 Ａ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ

１􀆰 ２􀆰 ３　 库检

库检流程：构建文库 → Ｑｕｂｉｔ ２􀆰 ０ 进行初步定

量 → 稀释文库至 １ ｎｇ ／ μＬ → Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 对文库

的 ｉｎｓｅｒｔ ｓｉｚｅ 进行检测， ｉｎｓｅｒｔ ｓｉｚｅ 符合预期后 →
Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣＦＸ ９６ 荧光定量 ＰＣＲ 仪，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＫＩＴ ｉＱ
ＳＹＢＲ ＧＲＮ 进行 ＱＰＣＲ，对文库的有效浓度进行准

确定量，以保证文库质量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 测序

检测合格的文库，采用 Ｈｉｓｅｑ 进行测序，测序策

略为 ＰＥ２５０。 其实验流程如下：ＤＮＡ 提取 → 高变

区扩增及产物纯化 → 目的片段富集及产物纯化 →
末端修复，加接头 → 文库库检 → 上机测序。
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１􀆰 ３　 信息分析流程

测序所得序列应去除问题序列，如低质量碱基、
接头污染序列等并完成数据过滤，得到目标序列用于

分析。 过滤后的序列称为 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ。 首先，将双

端测序的相应的 Ｒｅａｄ１（５’端测序所得序列片段）与
Ｒｅａｄ２（３’端测序所得序列片段）利用序列拼接方法

ＰＥＡＲ［４ ］进行拼接；然后，对拼接后的序列利用软件

ＱＩＩＭＥ １􀆰 ８􀆰 ０ 版本进行分析［５ － ７］，信息分析流程如下：
原始下机序列 → 质控 → 序列拼接 → 参考库对比

→ ＯＴＵｓ 分析 → 多样性分析 → 聚类热图分析。

２　 结果

２􀆰 １　 回盲部肠菌原始序列数据

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序结果最初以原始图像数据

文件的存在，经 ＣＡＳＡＶＡ 软件进行碱基识别（ ｂａｓｅ
ｃａｌｌｉｎｇ）后，转为原始测序序列（ｒａｗ ｄａｔａ），其结果以

ＦＡＳＴＱ（简称为 ｆｑ）文件的形式存储。 ＦＡＳＴＱ 文件

信息的内容包含了所测序列的名称、碱基序列及相

对应的测序质量信息。 在 ＦＡＳＴＱ 格式文件中，每个

碱基对应一个碱基质量字符，每个碱基质量字符对

应的 ＡＳＣＩＩ 码值减去 ３３（Ｓａｎｇｅｒ 质量值体系），即为

该碱基的测序质量得分。
２􀆰 ２　 数据统计与质控

首先去除接头污染（接头污染是指由于插入片

段过短而导致部分 ｒｅａｄ 序列中含有测序引物序列，
对于双端测序，若一端受到接头污染，则去掉两端

的 ｒｅａｄｓ）；然后去除低质量的 ｒｅａｄｓ（ ｒｅａｄｓ 中质量值

Ｑ ≤ １９ 的碱基占总碱基的 ３０％ 以上，对于双端测

序，若一端为低质量 ｒｅａｄｓ，则会去掉两端 ｒｅａｄｓ）；最
后去除含 Ｎ 比例大于 ５％ 的 ｒｅａｄｓ（对于双端测序，
若一端含 Ｎ 比例大于 ５％ ，则会去掉两端 ｒｅａｄｓ）。 Ｑ
值是 Ｐｈｒｅｄ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｓｃｏｒｅ 的简称；Ｎ 碱基是指未知碱

基。 结果见表 １。
２􀆰 ３　 序列拼接

对过滤后的序列，采用 ＰＥＡＲ［４］ 序列拼接算法

将双末端测序序列根据末尾的重叠情况合并成一

条序列，再进行下一步分析。 ＰＥＡＲ 程序可以合并

来自可变长度靶片段的原始 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 双端 ｒｅａｄｓ。
它通过统计检验来减少假阳性结果的数量。 各个

样本的拼接成功比例均大于 ９８％ （横坐标表示样

本，纵坐标表示拼接成功序列占总数的百分比。 结

果见图 ２。
表 １　 数据过滤统计结果

Ｔａｂ． １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄａｔａ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
样本 Ｓａｍｐｌｅｓ Ｉ１ Ｉ４ Ｉ７ Ｉ１０ Ｉ１３ Ｉ１６ Ｉ１９ Ｉ２２ Ｉ２５
原始读段
Ｒａｗ ｒｅａｄｓ

１５７，１３８ １０６，８９２ ９９，１９０ １０７，３７６ １１０，９１６ １２８，３４２ １１０，６３０ １０７，４４６ １１３，７４８

原始碱基数
Ｒａｗ ｂａｓｅｓ ３９，２８４，５００ ２６，７２３，０００ ２４，７９７，５００ ２６，８４４，０００ ２７，７２９，０００ ３２，０８５，５００ ２７，６５７，５００ ２６，８６１，５００ ２８，４３７，０００

过滤读段
Ｆｉｌｔｅｒ ｒｅａｄｓ

１００，８８６ ８５，８９４ ８１，０７０ ８７，８０４ ９０，６６４ １０１，７１８ ８９，８７８ ８６，４９８ ９２，１３８

过滤率（％ ）
Ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ６４􀆰 ２０２１ ８０􀆰 ３５５８７３２２ ８１􀆰 ７３２０２９４４ ８１􀆰 ７７２４６３１２ ８１􀆰 ７４１１３７４４ ７９􀆰 ２５５４２６９１ ８１􀆰 ２４１９７７７６ ８０􀆰 ５０３６９４８８ ８１􀆰 ００１８６３７７

过滤碱基数
Ｆｉｌｔｅｒ ｂａｓｅｓ ２５，２２１，５００ ２１，４７３，５００ ２０，２６７，５００ ２１，９５１，０００ ２２，６６６，０００ ２５，４２９，５００ ２２，４６９，５００ ２１，６２４，５００ ２３，０３４，５００

测序质量值大于
３０ 的原始读段
Ｒａｗ Ｑ３０ ｂａｓｅｓ

ｒａｔｅ （％ ）

６６􀆰 ０８０１ ７６􀆰 ７４８３７０３２ ７７􀆰 ２０３１８９８４ ７７􀆰 ４８８８９５１ ７７􀆰 ５８８７４１０３ ７６􀆰 ２９００６８７２ ７７􀆰 ５２２１６９３９ ７７􀆰 ３３２３３４３８ ７７􀆰 ０５６１５５７１

测序质量值大于
３０ 过滤读段

Ｃｌｅａｎ Ｑ３０ Ｂａｓｅｓ
ｒａｔｅ （％ ）

８２􀆰 ３２４５ ８３􀆰 ２０４５ ８３􀆰 ２４７ ８３􀆰 ６３３ ８３􀆰 ６５８５ ８３􀆰 ２９６ ８３􀆰 ６９４５ ８３􀆰 ７１ ８３􀆰 ２９２５

注：（１）Ｒａｗ Ｑ３０ Ｂａｓｅｓ Ｒａｔｅ （％ ）：Ｒａｗ Ｒｅａｄｓ 中测序质量值大于 ３０（错误率小于 ０􀆰 １％ ）的碱基占总碱基（Ｒａｗ Ｒｅａｄｓ）的比例。 （２）Ｆｉｌｔｅｒ Ｑ３０ Ｂａｓｅｓ Ｒａｔｅ （％ ）：
Ｆｉｌｔｅｒ Ｒｅａｄｓ 中测序质量值大于 ３０（错误率小于 ０􀆰 １％ ）的碱基占总碱基（Ｆｉｌｔｅｒ Ｒｅａｄｓ）的比例。
Ｎｏｔｅ． （１） Ｒａｗ Ｑ３０ Ｂ ｂａｓｅ ｒａｔｅ （％ ）： ｒａｗ ｒｅａｄｓ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂａｓｅ （ｒａｗ ｒｅａｄｓ） ｗｉｔｈ ａ ｂａｓｅ ｖａｌｕｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ３０ （ｅｒｒｏｒ ｒａｔｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ０􀆰 １％ ）． （２） Ｆｉｌｔｅｒ Ｑ３０ ｂａｓｅ ｒａｔｅ
（％ ）： ｆｉｌｔｅｒ ｒｅａｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂａｓｅ （ｆｉｌｔｅｒ ｒｅａｄｓ） ｗｉｔｈ ａ ｍａｓｓ ｖａｌｕｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ３０ （ｅｒｒｏｒ ｒａｔｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ０􀆰 １％ ）．

２􀆰 ４　 ＯＴＵｓ 分析

２􀆰 ４􀆰 １　 ＯＴＵｓ 统计及分布

ＯＴＵｓ，即分类操作单元，它代表的是一类相似

序列的集合，默认将序列相似度大于 ９７％的 Ｔａｇｓ 归
为一类 ＯＴＵｓ，认为它们具有相同的物种来源，从中

选出代表序列可以简化数据集，以便进行下一步的

分析，本实验得到的序列与参考数据库中的 ＯＴＵｓ
序列进行比对，挑选相似度大于 ９７％的序列归为一

类 ＯＴＵｓ。 物种的识别是根据数据库中各物种相应

的识别序列与我们挑选的 ＯＴＵｓ 进行比对的结果。
剔除所有样品中的序列数小于 ２ 条的 ＯＴＵｓ。 结果

见表 ２。
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表 ２　 ＯＴＵｓ 数目
Ｔａｂ． ２　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＯＴＵｓ

样本 Ｓａｍｐｌｅｓ Ｉ１ Ｉ４ Ｉ７ Ｉ１０ Ｉ１３ Ｉ１６ Ｉ１９ Ｉ２２ Ｉ２５
标准化的序列标签

Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔａｇｓ ４０５１８ ４０５１８ ４０５１８ ４０５１８ ４０５１８ ４０５１８ ４０５１８ ４０５１８ ４０５１８

序列标签总数
Ｔｏｔａｌａｌｉｇｎｅｄ ｔａｇｓ １１８５６ １６３５８ ２７３１０ １５３３１ １８１２９ １８２３８ １１９９５ １９７２８ １９０４５

注释上的序列比例
Ａｌｉｇｎｅｄｒａｔｅ （％ ） ２９􀆰 ２６ ４０􀆰 ３７ ６７􀆰 ４ ３７􀆰 ８４ ４４􀆰 ７４ ４５􀆰 ０１ ２９􀆰 ６ ４８􀆰 ６９ ４７

总输出数
Ｔｏｔａｌ ＯＴＵｓ ｎｕｍｂｅｒ ６３６ ６８９ ４８ ５４７ １３７ ４４３ １０７６ ４４１ １４９

图 ２　 序列拼接百分率（红色虚线表示拼接比例

为 ９０％ ）
Ｆｉｇ． ２　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ （ｒｅｄ

ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ９０％ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｒａｔｉｏ）

２􀆰 ４􀆰 ２　 ＯＴＵｓ 丰度排秩分析

ＯＴＵｓ 丰度排秩（ ｒａｎｋ⁃ａｂｕｎｄａｎｃｅ）是根据每个

ＯＴＵｓ 所含序列数的多少对 ＯＴＵｓ 进行排序，丰度排

秩可以很直观的看出在每个样本里 ＯＴＵｓ 所包含的

序列数的分布情况，曲线越平缓，ＯＴＵｓ 分布越均匀，
结果见图 ３。 横坐标表示 ＯＴＵｓ 按包含的序列数目

排秩，纵坐标表示该 ＯＴＵｓ 包含的序列数的相对丰

度，每一条线表示对应一个样本的 ＯＴＵｓ 分布情况。
结果表明样品 ＯＴＵｓ 丰度排秩从高到低依次为 Ｉ１９
＞ Ｉ１ ＞ Ｉ４ ＞ Ｉ１０ ＞ Ｉ２２ ＞ Ｉ１６ ＞ Ｉ２５ ＞ Ｉ１３ ＞ Ｉ７。
２􀆰 ４􀆰 ３　 样品聚类树图

对所得各样品的物种分布数据，标准化之后，
计算 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离值［８］，利用层次聚类算法对各

样品进行聚类。 通过聚类分析我们可以直观的看

出样品间的相似情况以及离群点的存在情况。
Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离计算公式如下：

ＢＣ ｉｊ ＝ １ －
２∗∑

ｋ
Ｃｋ

∑
ｍ
Ｓｉｍ ＋ ∑

ｎ
Ｓ ｊｎ

其中，ＢＣ ｉｊ表示样本 ｉ 和 ｊ 之间的 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距

离，ｋ 表示两个样本共有的 ＯＴＵｓ 的个数，ｍ、ｎ 分别

表示两个样本所有的 ＯＴＵｓ 总数；Ｃｋ 表示共有的包

含较少序列的 ＯＴＵｓ 的序列数，Ｓｉｍ表示样本 ｉ 中某

个 ＯＴＵｓ 所包含的序列数， Ｓｊｎ 表示样本 ｊ 中某个

ＯＴＵｓ 所包含的序列数。 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离介于 ０ ～ １
之间，为 ０ 表示两个样本的物种组成完全一致，为 １
则表示两样本的物种组成完全不一致。 通过计算

此距离得到的样本聚类树见图 ４。 （横坐标表示样

本，纵坐标表示距离值，分支点处的纵坐标表示分

支的类之间的距离，不同颜色表示不同分组）结果

表明样品 Ｉ４ 与 Ｉ１０ 的物种组成最相似。

图 ３　 ＯＴＵｓ 丰度排秩

Ｆｉｇ． ３　 ＯＴＵｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｒａｎｋｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ５　 进化树分析

根据已知的参考数据库中的亲缘关系，我们利

用 ＰｙＮＡＳＴ 序列比对算法［６］ 对得到的 ＯＴＵｓ 构建进

化树，利用 Ｇｒａｐｈｌａｎ［９］ 软件得到如下进化树，见图

５。 结果显示了每个样本不同阶段共有的菌群，不同

颜色分别代表在整棵树里面比较重要的一些子树，
包含序列越多圆圈越大。
２􀆰 ６　 Ａｌｐｈａ 多样性分析

Ａｌｐｈａ 多样性分析了样品内菌群的多样性情
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况，主要包括菌种的类别丰富度以及菌种数目均匀

度两大指标。 Ａｌｐｈａ 多样性越高表示菌群种类丰富

度越好，菌种数目越均匀，菌群愈稳定。 Ａｌｐｈａ 多样

性指标值采用四种不同的计算指标分析求得。

图 ５　 样品进化树分析

Ｆｉｇ． ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ６􀆰 １　 香隆指数（Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ）
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ 是根据样品中的物种种类以及每

个物种的比例来计算的多样性指标，计算公式如下：

Ｈ′ ＝ － ∑
Ｒ

ｉｍ１
ｐｉ ｌｎｐｉ

Ｈ′表示 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ 值，Ｒ 表示样品中物种的

种类数，ｐｉ 第 ｉ 个物种所占百分比；
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ 值与样品深度的关系见图 ６。 横

坐标表示取样深度即序列的条数，纵坐标表示

Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ 值，菌种分布越均匀，其 Ｓｈａｎｎｏｎ 值越

大。 结果表明 Ｉ１９ 样品微生物分布最均匀，Ｉ１、Ｉ１０、
Ｉ４ 次之，Ｉ２２、Ｉ１６、Ｉ１３、Ｉ２５ 再次之，最后是 Ｉ７。

图 ４　 样品聚类图

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ
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图 ６　 香隆指数

Ｆｉｇ． ６　 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ６􀆰 ２　 Ｃｈａｏ１
Ｃｈａｏ１ 是一个可以不基于进化树来进行评价物

种丰度的一个指数，计算的公式为：

Ｓｃｈａｏ１ ＝ Ｓｏｂｓ ＋
ｎ２

１

２ｎ２

　 　 其中，Ｓｏｂｓ 是观察到的物种数，ｎ１ 是观察到的

ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ 的种类数，ｎ２ 是观察到的 ｄｏｕｂｌｅｔｏｎｓ 的种

类数。 Ｃｈａｏ １ 在低丰度样品特别多的时候更能体

现真实的多样性情况；Ｃｈａｏ １ 值与样品深度的关

系，见图 ７。 横坐标表示取样深度即序列的条数，纵
坐标表示 Ｃｈａｏ １ Ｉｎｄｅｘ 值。 结果表明 Ｉ１９ 样品微生

物丰度最好，Ｉ４、Ｉ１、Ｉ１０、Ｉ１６、Ｉ２２ 次之，最后是 Ｉ２５、
Ｉ１３、Ｉ７。

图 ７　 Ｃｈａｏ１ 指数

Ｆｉｇ． ７　 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ６􀆰 ３　 观察细菌总数（Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ）
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 是一个不基于进化树来对物种

丰富度进行检测的指数，就是某次实验中观测到的种

类数。 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 与样品深度的关系见图 ８。

横坐标表示取样深度即序列的条数，纵坐标表示

ＯＴＵｓ 的数目值。 结果表明 Ｉ１９ 样品微生物最丰富，
Ｉ１、Ｉ４、Ｉ１０ 次之，Ｉ１６、Ｉ２２ 再次之，最后是 Ｉ２５、Ｉ１３、Ｉ７。

图 ８　 观察种类

Ｆｉｇ． ８　 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ９　 辛普森指数

Ｆｉｇ． ９　 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ６􀆰 ４　 辛普森指数（Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ）
Ｓｉｍｐｓｏｎ 是一种立于分布格局的多样性的测度

方法。 是测量一个种群的集中程度或优势程度的。
根据物种在样品中的比例来计算，公式如下：

Ｄ ＝ １ － ∑Ｐ２
ｉ

　 　 其中 Ｐｉ 表示物种 ｉ 的在样品中的比例。
Ｓｉｍｐｓｏｎ 值与样品深度的关系见图 ９。 横坐标

表示取样深度即序列的条数，纵坐标表示 Ｓｉｍｐｓｏｎ
值，稀有种对 Ｓｉｍｐｓｏｎ 值的影响较小，而常见种对其

的影响较大。
２􀆰 ７　 不同 ｐＨ 饮用水对 ＳＰＦ 小鼠肠道微生物多样

性的影响

所有样品共有优势菌为硬壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）；拟
杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）；蛋白菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），并占

小鼠肠道细菌总数 ９８％以上。 结果见表 ３。
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表 ３　 各样品不同饲养阶段的优势菌（每个样品每个阶段列出占比前 １０ 的细菌）
Ｔａｂ． ３　 Ｄｏｍｉｎａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇ （ｌｉｓｔｅｄ ｔｈｅ ｔｏｐ １０ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ａｔ ｅａｃｈ ｓｔａｇｅ）
饲养时间

Ｆｅｅｄｉｎｇ ｔｉｍｅ ｐＨ ３􀆰 ０ ｐＨ ７􀆰 ０ ｐＨ ９􀆰 ０

饲养 １ 个月
Ｒａｉｓｅｄ ｆｏｒ
ｏｎｅ ｍｏｎｔｈ

Ｋｏｒｉｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ
Ｅｌｌｉｎ６５１３
Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒａｌｅｓ
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ（酸杆菌科）
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｋｏｒｉｂａｃｔｅｒ（土壤酸杆菌）
Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ（红螺菌）
Ｍｏｒａｘｅｌｌａｃｅａｅ（莫拉氏菌）
Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ（Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ 菌属）
ＡＢＳ⁃６

Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｃｅａｅ（丝状菌）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ（杆菌）
Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ（芽胞八叠球菌属）
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ（产气荚膜杆菌）
Ｏｘａｌｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ（草酸杆菌科）
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ（产气荚膜杆菌）
Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（动性球菌科）
Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒａｌｅｓ（酸杆菌）
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（瘤胃球菌科）
Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ（鞘脂单胞菌目 Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ 属）

Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ（Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ 菌属）
Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ（副球菌属）
Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ（红螺菌）
Ｃａｕｌｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ（固氮菌科）
Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ（卟啉单胞菌属）
Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ（放线菌）
Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ（霉形体）
Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ （ 鞘 脂 单 胞 菌 属 ）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ（杆菌）
Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（动性球菌科）

饲养 ２ 个月
Ｒａｉｓｅｄ ｆｏｒ
ｔｗｏ ｍｏｎｔｈｓ

Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ（节细菌属）
Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｃｅａｅ（丝状菌）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ（杆菌）
Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ（芽胞八叠球菌属）
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ（产气荚膜杆菌）
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（瘤胃球菌科）
Ｄｅｖｏｓｉａ（德沃斯氏菌）
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ（梭菌）
Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ（纤维杆菌）
Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ（粪球菌）

Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ（节细菌属）
Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｃｅａｅ（丝状菌）
Ｔｒｅｂｏｕｘｉｏｐｈｙｃｅａｅ（一种绿藻）
Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ（类芽孢杆菌）
Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ（芽胞八叠球菌属）
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ（产气荚膜杆菌）
Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ（短波单胞菌属）
Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｌｅｓ（立克次氏体）
Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ（Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ 属）
Ｏｘａｌｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ（草酸杆菌科）

Ｓｏｌｉｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ
Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｃｅａｅ（丝状菌）
Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ（脂环酸芽孢菌）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ（杆菌）
Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（动性球菌科）
Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ（芽胞八叠球菌属）
Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ（Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ 菌属）
Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ（黄单胞菌科）
Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ（芽孢杆菌）
Ｓｔｒｅｐｔｏｐｈｙｔａ（扭鞘藻门）

饲养 ３ 个月
Ｒａｉｓｅｄ ｆｏｒ
ｔｈｒｅｅ ｍｏｎｔｈｓ

Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｃｅａｅ（丝状菌）
Ｃｙｔｏｐｈａｇａｃｅａｅ（噬细胞菌）
Ｓｔｒａｍｅｎｏｐｉｌｅｓ（不等鞭毛类）
Ｓｔｒｅｐｔｏｐｈｙｔａ（扭鞘藻门）
Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ（硬壁菌）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ（芽胞杆菌）
Ｄｅｖｏｓｉａ（德沃斯氏菌）
Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ（红螺菌）
Ｈａｌｉａｎｇｉａｃｅａｅ（侏囊菌）
ＴＭ７⁃１

Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｃｅａｅ（丝状菌）
Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ（衣藻）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ（杆菌）
Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（动性球菌科）
Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ（芽胞八叠球菌属）
Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ（鞘脂單胞菌目）
Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ（Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ 属）
Ｃａｌｏｒａｍａｔｏｒ
Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ（芽孢桿菌目）
Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ（类芽胞杆菌）

Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ（芽孢杆菌）
Ｂａｃｉｌｌｕｓ（杆菌）
Ａｍｍｏｎｉｐｈｉｌｕｓ（嗜氨微杆菌）
Ｃｏｈｎｅｌｌａ（科内尔氏菌）
Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ（类芽胞杆菌）
Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（动性球菌科）
Ｓｐｏｒｏｓａｒｃｉｎａ（芽胞八叠球菌属）
Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ａｍｏｅｂｏｐｈｉｌｕｓ（噬纤维菌目）
Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ
Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ（芽胞杆菌）

３　 讨论

在生物进化的漫长过程中，生物 ｒＲＮＡ 分子除

了排列顺序有些非常缓慢的变化外，其功能几乎保

持不变，从这个特性上可以检测出种系变化的关

系。 ｒＲＮＡ 结构具有保守性和高变性。 保守性揭示

了生物物种的亲缘关系，是系统发育重建的重要线

索。 高变性揭示了生物物种核酸序列的不同特征，
是鉴定属种的基础。 细菌 ｒＲＮＡ 的类型有 ２３Ｓ、１６Ｓ
和 ５Ｓ ｒＲＮＡ ３ 种，其长度分别为 ２９００、１５４０、１２０ ｂｐ。
５Ｓ ｒＲＮＡ 虽最易分析，但由于核苷酸数量少，用于分

析研究的遗传信息不够准确。 ２３Ｓ ｒＲＮＡ 含有最多

的核苷数，几乎是 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 ２ 倍，用于分析研究

的遗传信息虽最准确但分析较困难。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的

核苷数相对适中，较易于分析，用于分析研究的遗

传信息基本满足序列测定的分析比较，也成为动物

胃肠道宏基因组学研究的一个重要的理论和实践

基础［１０］。 根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的保守区和可变区的特

性［１１］，测定其基因部分序列即可达到样品分子鉴定

的目 的［１２］， 常 用 序 列 比 对 长 度 一 般 选 为 ５００

ｂｐ［１３ － １６］，有的研究人员使用 ８００ ｂｐ 长度进行序列

比对［１７］。 目前，１６Ｓ ｒＲＮＡ ／ ｒＤＮＡ 分子鉴定技术广泛

用于微生物的遗传特征研究及分子差异的研究［１８］。
人体内正常的菌群主要定植于小肠、回肠及结

肠部位，这些菌群可直接参与宿主的物质代谢过

程，进而影响人体健康，如 Ｈａｒｏｌｄ Ｔｊａｌｓｍａ 等［１９］ 报

道，肠道菌群失调是直肠癌发生的一大因素。
Ａｍａｎｄｉｎｅ Ｅｖｅｒａｒｄ 等［２０］ 报道，肠道菌群失调能够引

发肥胖和 ２ 型糖尿病。 Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈｅｒ Ｔ． Ｂｒｏｗｎ 等［２１］

报道，肠道菌群失调能够引发自身免疫性疾病如 １
型糖尿病。 Ｏｓａｗａ ［２２］及 Ｓｍｉｔｈ［２３］等研究报道动物的

肠道菌群及其代谢产物能够影响宿主粘膜系统的

发育、血管细胞的发生、肠道上皮细胞的更新、肠道

功能的维持及参与宿主基因的表达及脂类的代谢

调控。 国内郭秀兰等［２４］ 的研究表明拟杆菌属可能

是一个好的脂肪沉积的生物标识。
本研究表明所有样品共有优势菌为硬壁菌门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）；拟杆菌门 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）；蛋白菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），并占小鼠肠道细菌总数 ９８％ 以上。
这与 Ｌｅｙ 等 ２００５［２５］，２００６［２６］报道的硬壁菌门和拟杆菌

门细菌占比超过哺乳动物肠道总细菌的 ９８％的结果基
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本一致。 硬壁菌门和拟杆菌门对健康有深远的影响，
如肠道菌群与脂肪沉积的关系，Ｌｅｙ 等 ２００６［２６］对肥胖

人和瘦人肠道微生物的组成情况作了比较，对粪便细

菌作了 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列克隆测序并分类计算，发现

肥胖人粪便中的硬壁菌门比瘦人高（Ｐ ＝０􀆰 ００２），而拟

杆菌门比瘦人低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 刘祥等 ２００５［２７］采取体
外培养和生化反应的方法对肥胖人和瘦人的肠道菌群

进行了研究，发现肥胖人肠道菌群中拟杆菌门的含量

显著高于瘦人。 这些结果表明脂肪沉积与肠道菌群中

硬壁菌门、拟杆菌门的数量或相对丰度密切关联。 在

本研究多样性分析中表明 ｐＨ３􀆰 ０ 组小鼠肠道微生物的

分布相对均匀、种类丰富及相对好的生物丰度，说明肠

道微生物生态稳定，有利于小鼠的健康（同批小鼠同时

委托当地实验动物质量监督检测站做细菌、病毒、寄生
虫的检测，其结果均为阴性），也可能有利于减少肠道

微生物对实验结果的影响，使实验数据具有更好的重

复性。 在长期规模化饲养条件下，选取 ｐＨ ３􀆰 ０ 饮用水

的动物能较长时间维持动物肠道微生物多样性，稳定

性达到一个平台，可以做为长期饲养的一种选择。 因

此本研究也为长期稳定维持动物质量的生产实践提供

了理论与技术支持。
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