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树鼩大肠内容物细菌的群落多样性分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 应用高通量测序技术分析树鼩大肠细菌的结构与组成。 方法　 采集 ３ 只雄性树鼩大肠内容

物，用细菌 １６ＳｒＤＮＡ 通用引物扩增 Ｖ３ ～ Ｖ４ 区，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ２５０ 平台测序。 结果　 共获得 １６０ １５７ 条有效序列，
聚类后得 ４３７ 个运算分类单位（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ）。 树鼩大肠中的细菌有 ９ 个门、１９ 个纲、３７ 个目、
６８ 个科、１３７ 个属和 １９４ 个种。 其中，①厚壁菌门和变形菌门的丰度最高，分别为 ６３􀆰 ３０％ 和 ２８􀆰 ５２％ ；②优势纲是

芽孢杆菌纲和 γ⁃变形菌纲（５１􀆰 ４６％ 、２８􀆰 ０２％ ）；③乳杆菌目和肠杆菌目的丰度最高，为 ４５􀆰 ３３％和 ２７􀆰 ５１％ ；④优势

科是乳杆菌科（３５􀆰 ３０％ ）和肠杆菌科（２７􀆰 ５１％ ）；⑤乳杆菌属和埃希氏菌属为优势属（３５􀆰 ３０％ 、２７􀆰 ４９％ ）；⑥在种的

水平，可培养细菌的丰度为 ３７􀆰 １０％ ，未分类细菌 ２７􀆰 ６９％ ，不可培养细菌 ３５􀆰 ２１％ 。 可培养细菌中，唾液链球菌的

丰度最高（２６􀆰 ６６％ ）。 在丰度最高的 ２０ 个种中，８ 种细菌（４０％ ）未分类，为以往未被发现的新种。 个体间细菌群

落存在一定差异。 结论　 树鼩大肠内容物中的细菌组成具有丰富的多样性，其中还有许多未被分类鉴定且相对丰

度较高的细菌，需要进一步研究。
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　 　 动物大肠中栖息着种类繁多、数量巨大的细

菌，与宿主形成了稳定的互利共生关系，在肠道中

长期稳定存在。 这些菌群影响宿主的营养代谢、生
物拮抗、免疫刺激及生长发育等功能。 因此，大肠

微生态的稳定，对树鼩的健康有重要作用。 微生物

培养技术仅能研究体外可生长的微生物［１］，这部分

细菌仅占胃肠道微生物的 １％左右［２］。 那些能在培

养基上生长的微生物，其重要性会被过高估，且克

隆 ／测序技术费时费力分辨率低［３］。 高通量测序技

术是一种研究微生物生态学的全新技术手段，能全

面地反应样品微生物的结构与组成［４］，具有准确性

高、检测范围广、快速、结果可靠等优点，普遍应用

于细菌多样性分析［５］。
树鼩（Ｔｕｐａｉａ ｂｅｌａｎｇｅｒｉ，ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ）是生活在热

带和亚热带地区的哺乳纲攀鼩类的小型动物，在我

国云南、贵州、广西、广东等地广泛分布。 树鼩具有

体型小，繁殖能力强，易驯养，经济易得等优点。 树

鼩的新陈代谢与解剖结构比啮齿类更接近于非人

灵长类动物，常用于替代或减少一些非人灵长类动

物的使用。 由于其与人类在细胞与分子层面的相

似性，在作为人类疾病动物模型方面具有很大的前

景。 树鼩已在肿瘤学、内分泌学、神经生物学、生殖

生物学、免疫学及感染性疾病等方面有广泛和深入

的应用，是价值极高的新型实验动物［６］。
目前，有关树鼩肠道细菌的报道较少［７ － １０］。 这

些研究主要采用的是传统的培养技术，以及以克

隆 ／测序为主要手段的分子生物学技术。 已有的报

道缺乏有关树鼩肠道细菌的高通量测序研究。 因

此，本试验旨在应用高通量测序技术研究树鼩大肠

细菌结构与组成，为进一步开发利用这一新型实验

动物奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

３ 只雄性 １０ 月龄树鼩，体重 １３０ ～ １５０ ｇ，编号

Ａ、Ｂ、Ｃ，由昆明医科大学实验动物学部提供［ＳＣＸＫ

（滇） Ｋ２０１３ － ０００２］。 饲养于昆明医科大学普通级

实验室［ＳＹＸＫ （滇） Ｋ２０１５ － ０００２］，树鼩单笼饲养，
自由饮水，每日定时饲喂全价颗粒饲料 ２ 次（８：００
和 １４：００），动物饲养温度 ２２℃ ～ ２５℃，湿度 ４０％ ～
６０％ ，每日明暗交替照明 １２ ｈ。 实验程序符合昆明

医 科 大 学 动 物 实 验 伦 理 委 员 会 要 求

（ＫＭＭＵ２０１７０１６），并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给

予人道主义关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

动物全价颗粒饲料配方为：玉米 ４０％ 、大麦

１７％ 、大 米 １０％ 、 豆 粕 １７％ 、 鱼 粉 ８％ 、 苜 蓿 粉

２􀆰 ０％ 、蔗糖 １􀆰 ０％ 、果糖 ０􀆰 ５％ 、牛油 １􀆰 ５％ 、猪油

１􀆰 ０％ 、鸡蛋粉 １􀆰 ２％以及氨基酸、维生素和微量元素

等添加剂 ０􀆰 ８％。 ＤＮＡ 提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ，
Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ，Ｕ． Ｓ． ）。 荧光定量系统 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ⁃ＳＴ
（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｕ． Ｓ． ）；ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ ＧｅｎｅＡｍｐ􀳏 ９７００ 型）。
采用 Ｈｉｓｅｑ２５００ 测序仪（Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司）的 ＰＥ１５０ 测序

策略完成测序。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物处理

树鼩稳定饲喂 ６０ ｄ，在 ６１ ｄ 禁食 ８ ｈ，心脏采血

处死动物。 取大肠，用 ０􀆰 ５ ｍＬ 生理盐水冲洗大肠内

容物，收集冲洗液至离心管，迅速投入液氮中保存，
样品立即带回实验室转移至 － ８０℃冰箱，备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 基因组 ＤＮＡ 提取

使用 ＤＮＡ 提取试剂盒，按照说明书进行细菌基

因组抽提。 利用 １％ 的琼脂糖凝胶电泳，检测抽提

的树鼩大肠内容物细菌基因组 ＤＮＡ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＰＣＲ 扩增

测序是区域 ３４１Ｆ ～ ８０６Ｒ。 使用 ３４１Ｆ： ５ ’⁃
ＣＣＴＡＹＧＧＧＲＢＧＣＡＳＣＡＧ⁃３’ 和 ８０６Ｒ： ５ ’⁃ＧＧＡＣＴＡ
ＣＮＮＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ⁃３’细菌特异性引物进行细菌

１６ＳｒＤＮＡ 基因部分序列的 ＰＣＲ 扩增。
１􀆰 ３􀆰 ４　 荧光定量

参照 电 泳 初 步 定 量 结 果， 将 ＰＣＲ 产 物 用
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ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ⁃ＳＴ 蓝色荧光定量系统进行检测定量，
之后按照每个样本的测序要求，进行相应比例的

混合。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ２５０ 文库构建

连接“Ｙ”字形接头。 使用磁珠筛选去除接头自

连片段，利用 ＰＣＲ 扩增进行文库模板的富集。 经氢

氧化钠变形，产生单链 ＤＮＡ 片段。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ２５０ 测序

ＤＮＡ 片段的一端与引物碱基互补，固定在芯片

上。 另一端随机与附近的另外一个引物互补，也被

固定住，形成“桥（ｂｒｉｄｇｅ）”。 ＰＣＲ 扩增，产生 ＤＮＡ
簇。 ＤＮＡ 扩增子线性化成为单链。 加入改造过的

ＤＮＡ 聚合酶和带有 ４ 种荧光标记的 ｄＮＴＰ，每次循

环只合成一个碱基。 用激光扫描反应板表面，读取

每条模板序列第一轮反应所聚合上去的核苷酸种

类。 将“荧光基团”和“终止基团”化学切割，恢复

３’端粘性，继续聚合第二个核苷酸。 统计每轮收集

到的荧光信号结果，得到模板 ＤＮＡ 片段的序列。
１􀆰 ３􀆰 ７　 生物信息学分析

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ２５０ 测序得到的 ＰＥ ｒｅａｄｓ，首先根据

ｏｖｅｒｌａｐ 关系进行拼接［１１］，同时对序列质量进行质控

和过滤。 优化样本序列后，将序列按 ９７％相似性进

行运算分类单位（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，ＯＴＵ）聚
类［１２］，并进行 α 多样性指数分析，计算 Ｃｈａｏ 指数、
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和覆盖（Ｃｏｖｅｒａｇｅ）指数。
每个样本都做了稀释性曲线和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数曲线。
用 ＵｎｉＦｒａｃ 对 β 多样性进行评估，利用基于 ＵｎｉＦｒａｃ
的主坐标分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ），
将 ＵｎｉＦｒａｃ 距离映射到一组正交轴上。 采用 ＲＤＰ
ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 贝叶斯算法，对 ＯＴＵ 代表序列进行分类学

分析［１３］。 统计在门、纲、目、科、属、种水平上的物种

组成和丰度。
１􀆰 ４　 统计学方法

利用 ＧｒａｐｈＰａｄ ＰＲＩＳＭ 软件（ＧｒａｐｈＰａｄ ｓｏｆｔｗａｒｅ，
ＣＡ，ＵＳＡ）计算出样本序列和 α 多样性的平均数 ±
标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）。

２　 结果

２􀆰 １　 样本序列分析和多样性分析

将本实验得到的样本序列进行优化（表 １），共
获得 １６０ １５７ 条有效序列，平均每个样本有（５３ ３８６
± ２８０７）条序列。 基于序列 ９７％的相似性进行 ＯＴＵ
聚类，共得到 ４３７ 个 ＯＴＵ。 样本稀释性曲线（图 １）

显示，每个样本的曲线都趋于平缓，说明本研究的

测序量能够覆盖各样本的大多数微生物。
表 １　 样本序列统计表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

个体
Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

序列数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

运算分类单位数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ

ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ
Ａ ５２ ５６７ ２３４
Ｂ ５６ ５１２ ８９
Ｃ ５１ ０７８ １１４

􀭰ｘ ± ｓ ５３ ３８６ ± ２８０７ １４５ ± ７７

图 １　 稀释性曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ

基于 ＯＴＵ 聚类分析结果，对 ＯＴＵ 进行 α 多样

性分析（表 ２），树鼩大肠细菌的 Ｃｈａｏ 指数是 １８１，
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数是 ２􀆰 ５，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数为 ０􀆰 ２１。 覆盖指

数为 ０􀆰 ９９９，即包含了树鼩大肠内容物中 ９９􀆰 ９％ 的

细菌多样性状况，反映了测序结果代表了样本中微

生物的真实情况。 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数曲线（图 ２）显示，样
本 Ａ 的微生物群比 Ｂ 和 Ｃ 更多样化。

未加权 ＰＣｏＡ （图 ３Ｂ） 显示， 第一个主坐标

（ＰＣ１）捕获了 ４３􀆰 ４２％的变异，第二个主坐标（ＰＣ２）
捕获了 １６􀆰 ８４％的变异，Ａ 与 Ｂ、Ｃ 分离开，而 Ｂ、Ｃ 聚

合在一起；加权 ＰＣｏＡ（图 ３Ａ）显示，第一个主坐标

（ＰＣ１）捕获了 ５２􀆰 ６９％的变异，第二个主坐标（ＰＣ２）
捕获了 ２９􀆰 ４３％的变异。 加权以后三个样本仍没有

聚合起来，样本间存在一定差异。

图 ２　 菌群多样性分析

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｆｌｏｒａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ
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表 ２　 α 多样性指数
Ｔａｂｌｅ ２　 α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ

丰度指数
Ｃｈａｏ ｉｎｄｅｘ

菌群多样性指数 Ｆｌｏｒａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

覆盖指数
Ｃｏｖｅｒａｇｅ ｉｎｄｅｘ

􀭰ｘ ± ｓ １８１ ± ５３ ２􀆰 ５ ± ０􀆰 ５８ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ９９９ ± ０􀆰 ０００２

注：Ａ：加权；Ｂ：未加权。

图 ３　 β 多样性的主坐标分析

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｗｅｉｇｈｔｅｄ； Ｂ： Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 β⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

２􀆰 ２　 不同分类水平上的物种组成分析

本研究发现，树鼩大肠中的细菌有 ９ 个门、１９
个纲、３７ 个目、６８ 个科、１３７ 个属和 １９４ 个种。

在鉴定出的 ９ 个门中，厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和
变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的丰度最高（９１􀆰 ８２％ ），分
别 为 ６３􀆰 ３０％ 和 ２８􀆰 ５２％ 。 其 次 是 放 线 菌 门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），丰度分

别是 ５􀆰 ４９％ 、 ２􀆰 ５６％ 。 以上 ４ 个门的丰度和为

９９􀆰 ８４％ 。 其 他 ５ 个 门， 包 括 梭 杆 菌 门

（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）、蓝细菌门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、脱铁杆菌

门 （ Ｄｅｆｅｒｒｉｂａｃｔｅｒｅｓ ）、 酸 杆 菌 门 （ Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、
Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ 门，丰度之和仅为 ０􀆰 １４％ （图 ４）。

图 ４　 门水平上菌群组成

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

在检出的 １９ 个纲中，丰度最高的是芽孢杆菌纲

（Ｂａｃｉｌｌｉ）和 γ⁃变形菌纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），分别

是 ５１􀆰 ４６％ 、２８􀆰 ０２％ 。 其次是梭菌纲（ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）：
６􀆰 ９８％ ，丹毒丝菌纲（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ）：４􀆰 ５３％ ，放线

菌 纲 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ）： ３􀆰 ５８％ ， 拟 杆 菌 纲

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ）：２􀆰 ４６％ 和 Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉｉａ 纲：１􀆰 ９１％ 。
以上 ７ 个纲的丰度和为 ９８􀆰 ９４％ 。 其他 １２ 个纲的

丰 度 和 仅 为 １􀆰 ０％ ， 包 括 严 格 厌 氧 菌 纲

（Ｎｅｇａｔｉｖｉｃｕｔｅｓ）、ε⁃变形菌纲（Ｅｐｓｉｌｏｎｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、
δ⁃变 形 菌 纲 （ Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 梭 杆 菌 纲

（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）、黄杆菌纲（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｉａ）、α⁃变形菌

纲 （ Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 β⁃变 形 菌 纲

（Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ 纲、Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ
＿ｎｏｒａｎｋ 纲、酸杆菌纲（Ａｃｉｄｉｍｉｃｒｏｂｉｉａ）、脱铁杆菌纲

（Ｄｅｆｅｒｒｉｂａｃｔｅｒｅｓ）和全噬菌纲（Ｈｏｌｏｐｈａｇａｅ）。
在 鉴 定 出 的 ３７ 个 目 中， 乳 杆 菌 目

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）和肠杆菌目（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）的丰

度最 高， 为 ４５􀆰 ３３％ 和 ２７􀆰 ５１％。 其 次 是 梭 菌 目

（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ）、芽孢杆菌目（Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）、丹毒丝菌目

（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｌｅｓ）、双歧杆菌目（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）、
拟杆菌目（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ）和 Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ 目，６ 个目

的丰度依此降低，分别为 ６􀆰 ９８％、６􀆰 １３％、４􀆰 ５３％、
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３􀆰 ３５％、１􀆰 ９１％、１􀆰 ８１％ （图 ５）。 其他 ２９ 个目，如

Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｄａｌｅｓ 目、海洋螺菌目（Ｏｃｅａｎｏｓｐｉｒｉｌｌａｌｅｓ）、
弯 曲 菌 目 （ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ ）、 脱 硫 弧 菌 目

（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏｎａｌｅｓ）、棒杆菌目（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）、假
单 胞 菌 目 （ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ ）、 梭 杆 菌 目

（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）和黄杆菌目（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）等，丰
度之和仅为 １􀆰 ８１％。

图 ５　 目水平上菌群组成

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｌｅｖｅｌ

６８ 个科中，１１ 个科的丰度和超过 ９０％ 。 其中

乳 杆 菌 科 （ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ ） 和 肠 杆 菌 科

（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ） 的丰度和超过 ６０％ ，分别为

３５􀆰 ３０％和 ２７􀆰 ５１％ 。 丰度在 １％ ～ １０％ 之间的有 ９
个科，由高到低依次为链球菌科（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、
毛 螺 菌 科 （ Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ）、 丹 毒 丝 菌 科

（ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ ）、 双 歧 杆 菌 科

（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、肠球菌科 （ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、
葡萄 球 菌 科 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ）、 芽 孢 杆 菌 科

（Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）、普雷沃氏菌科（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）和红蝽

杆菌科（Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）。 这 ９ 个科的丰度分别

是 ６􀆰 ７２％ 、４􀆰 ８８％ 、４􀆰 ５２％ 、３􀆰 ３５％ 、２􀆰 ９５％ 、２􀆰 ６６％ 、
２􀆰 ２４％ 、２􀆰 ０３％ 、１􀆰 ９１％ 。 其他 ５７ 个科的丰度均低

于 １％ ，包括瘤胃菌科（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、拟杆菌科

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ）、韦荣氏球菌科（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａｃｅａｅ）、
梭 菌 科 （ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ ）、 海 洋 螺 菌 科

（ Ｏｃｅａｎｏｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ ）、 消 化 链 球 菌 科

（ Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ）、 揉 杆 菌 科

（Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、螺杆菌科 （Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）
和脱硫弧菌科（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ）等。 这 ５６ 个科

的丰度和仅为 ４􀆰 ５２％ 。
１３７ 个属中，乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）和埃希氏

菌 （ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ ） 属 占 主 导， 丰 度 和 为

６２􀆰 ７９％ （ ３５􀆰 ３０％ 、 ２７􀆰 ４９％ ）。 其 次 是 链 球 菌 属

（Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｔｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ 属、双歧杆

菌属（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、肠球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、葡
萄球菌属（ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ 属、芽

孢杆属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、乳球菌属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）、普雷沃菌

属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ９）、瘤胃球菌属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）和柯林

斯氏菌属 （ Ｃｏｌｌｉｎｓｅｌｌａ）。 这 １１ 个属的丰度和为

２８􀆰 ８３％ ，各属的丰度依此分别为 ４􀆰 ６２％ 、４􀆰 １９％ 、
３􀆰 ３５％ 、２􀆰 ９５％ 、 ２􀆰 ６５％ 、 ２􀆰 ３１％ 、 ２􀆰 ２３％ 、 ２􀆰 １１％ 、
２􀆰 ０３％ 、１􀆰 ３％和 １􀆰 ０９％ （图 ６）。 其余的 １２６ 个属的

丰度极低，总占比仅 ８􀆰 ３７％ 。

图 ６　 属水平上群落组成

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｔｈｅ
ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

１９４ 个种中，可培养细菌的丰度和为 ３７􀆰 １０％ ，
未分类细菌为 ２７􀆰 ６９％ ，不可培养细菌 ３５􀆰 ２１％ （图
７）。 可培养细菌中，唾液链球菌（ ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ）的丰度

最高（２６􀆰 ６６％ ）。 丰度在 ０􀆰 ３８％ ～ ２􀆰 ９１％之间的有

５ 个种，从高到低依次为 ｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｏｒｃｏｒｕｍ 种

（２􀆰 ９１％ ）、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉ 种（１􀆰 ５７％ ）、金黄色

葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｓｕｂｓｐ． ａｕｒｅｕｓ ＣＯＬ，
１􀆰 ５６％ ）、 Ｓｌａｃｋｉａ ｐｉｒｉｆｏｒｍｉｓ 种 （ ０􀆰 ４２％ ） 和

Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｋａｓｈｉｗａｎｏｈｅｎｓｅ 种（０􀆰 ３８％ ）。

图 ７　 种水平上细菌分类

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌ

丰度最高的 ２０ 个种，归类为 １０ 个科、７ 个纲。
即双歧杆菌科、芽孢杆菌科、乳杆菌科、葡萄球菌

科、链球菌科、普雷沃氏菌科、毛螺菌科、红蝽杆菌

科、丹毒丝菌科和肠杆菌科。 这 ２０ 个种，隶属于芽

孢菌纲、梭菌纲、放线菌纲、丹毒丝菌纲、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ
纲、Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉｉａ 纲和 γ⁃变形菌纲 ７ 个纲。 在丰度

最高的 ２０ 个种中，８ 种细菌（４０％ ）未分类，为以往

未被发现的新种。 ７ 种（３５％ ）不能培养，能培养的

已知细菌（２５％ ）仅为 ５ 种（表 ３）。
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表 ３　 种水平上丰度较高的 ２０ 个种及其在纲和科水平上的归类
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ２０ ｍｏｓｔ ａｂｕｎｄａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｔ ｃｌａｓｓ ａｎｄ ｆａｍｉｌｙ ｌｅｖｅｌｓ

纲
Ｃｌａｓｓ

科
Ｆａｍｉｌｙ

种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

丰度（％ ）
Ａｂｕｎｄａｎｃｅ

γ⁃变形菌纲
Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

肠杆菌科
Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

不可培养的大肠志贺氏菌属
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５􀆰 ７９

未分类的大肠志贺氏菌属
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ １１􀆰 ７０

芽孢菌纲
Ｂａｃｉｌｌｉ

乳杆菌科
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ

芽孢杆菌科
Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ

肠球菌科
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ

葡萄球菌科
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｃｅａｅ

链球菌科
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ

唾液链球菌
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ ２６􀆰 ６６

未分类的乳杆菌属
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ４􀆰 ６３

不可培养的乳杆菌属
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ３􀆰 ７２

苏云金杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ２􀆰 ０７

肠球菌
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ １􀆰 ５７

未分类的肠球菌属
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ １􀆰 ３８

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｓｕｂｓｐ． ａｕｒｅｕｓ ＣＯＬ １􀆰 ５６

未分类的葡萄球菌属
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ １􀆰 ０９

Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｏｒｃｏｒｕｍ 种 ２􀆰 ９１
未分类的乳球菌属

Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ １􀆰 ９８

不可培养的链球菌属
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ １􀆰 ４３

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ 纲
普雷沃氏菌科
Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ

不可培养的普氏菌属
Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ９＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ２􀆰 ０３

梭菌纲
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ

毛螺菌科
Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ

Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ 种 １􀆰 ３３
不可培养的瘤胃球菌属

［Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ］ ｇｎａｖｕｓ ｇｒｏｕｐ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １􀆰 ３０

Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉｉａ 纲
红蝽杆菌科

Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ
不可培养的菌属

Ｃｏｌｌｉｎｓｅｌｌａ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １􀆰 ０３

丹毒丝菌纲
Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ

丹毒丝菌科
Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ

不可培养的丹毒丝菌属
Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｔｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ２􀆰 ９８

未分类的丹毒丝菌属
Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｔｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ １􀆰 ２１

放线菌纲
Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

双歧杆菌科
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

未分类的双歧杆菌属
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ２􀆰 ８０

２􀆰 ３　 不同个体之间的物种组成比较

在门层面，三个样本共享的 ５ 个门分别是厚壁

菌门、变形菌门、拟杆菌门、放线菌门和梭杆菌门。
蓝藻菌门、脱铁杆菌门、Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ 门和酸杆菌

门为 Ａ 特有，这 ４ 个门的丰度和仅占 Ａ 样本总肠道

微生物的 ０􀆰 １１％ 。 Ｂ 样本中的厚壁菌门和变形菌

门与 Ａ、Ｃ 样本相比有较大差异，厚壁菌门在样本

Ａ、Ｂ、Ｃ 中的丰度比是 ３􀆰 ８∶ １∶ ３􀆰 ６，变形菌门在样本

Ａ、Ｂ、Ｃ 中的丰度比是 １ ∶ ９􀆰 １ ∶ ０􀆰 ９２。 而放线菌门在

三个 样 本 中 的 丰 度 没 有 太 大 变 化， 丰 度 比 为

１∶ １􀆰 ３９∶ １􀆰 １２。
检测到的 １３７ 个属中，６５ 个属为样本 Ａ 独有，３

个属仅见于样本 Ｂ，Ｃ 为 ４ 个属。 Ａ 独有的 ６５ 个属

的丰度和是 １１􀆰 ５６％ ，其中只有两个属的丰度和大

于 １％ ， 分 别 是 乳 球 菌 属 （ ６􀆰 ３２％ ） 和

Ｓｕｂｄｏｌｉｇｒａｎｕｌｕｍ 属（１􀆰 １９％ ）。 Ｂ 组特有的属是魏斯
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氏菌属、Ｓｅｎｅｇａｌｉｍａｓｓｉｌｉａ 属和 Ｆａｅｃａｌｉｔａｌｅａ 属，丰度均

低于 ０􀆰 １％ 。 样本 Ｃ 独有的属分别是链霉菌属

（０􀆰 ０１％ ）、Ｅｇｇｅｒｔｈｅｌｌａ 属（０􀆰 ００７％ ）、Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ 属

（０􀆰 ００３％ ）和黄杆菌属（０􀆰 ００３％ ）。 乳杆菌属的丰

度较 高， 但 三 个 样 本 中 的 差 异 也 较 大， Ｃ 为

７５􀆰 ２６％ ，Ｂ 中 ２０􀆰 １５％ ，Ａ 为 １０􀆰 ５０％ 。

３　 讨论

目前，有关树鼩肠道菌群的报道较少［７ － １０］，并且

都是基于对菌株进行培养后，进行鉴定的检测方法。
这些研究不能系统且全面地阐述树鼩肠道细菌多样

性。 本实验通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ２５０ 高通量测序，研究树

鼩大肠微生物群的物种组成及其丰度。 其中，
Ｃｏｖｅｒａｇｅ 指数表示各文库的覆盖率，本实验中覆盖率

为 ０􀆰 ９９９，说明树鼩大肠细菌 ９９􀆰 ９％多样性情况得到

反映。 每个样本的稀释曲线都趋于平缓，表明本实验

的测序量能够覆盖各样本的大多数微生物。 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数曲线曲线表示样本 Ａ 比 Ｂ 和 Ｃ 的微生物菌群更

加多样化。 ＰＣｏＡ 分析表明三个样本间菌群组成存在

差异。 邢进等［８］采集 ６１ 只树鼩回盲部内容物分离培

养，仅得到 ６ 科、１５ 属、２９ 种树鼩肠道菌。 本研究共

鉴定出树鼩大肠菌的 ６８ 个科、１３７ 个属、１９４ 个种，较
全面地反映树鼩肠道细菌多样性。

通过 ＯＴＵ 分类，本实验共鉴定出树鼩肠道菌的

９ 个门。 其中，厚壁菌门 （６３􀆰 ３０％ ） 和变形菌门

（２８􀆰 ５２％ ）是优势门；其次是放线菌门和拟杆菌门。
刘丽君等［７］对树鼩粪便细菌进行分离培养，发现变

形菌门的埃希氏菌和变形杆菌以及厚壁菌门的粪

肠球菌是树鼩的主要寄生菌群，与本实验检测到的

优势 门 相 同， 但 在 种 属 层 面 有 较 大 差 异。
Ｈｉｌｄｅｂｒａｎｄｔ 等［１４］使用高脂肪食物饲喂野生小鼠，发
现小鼠肠道菌群中厚壁菌门和变形菌门的数量增

加，而拟杆菌门含量降低。 本研究发现树鼩肠道菌

中变形菌门丰度较高，推测树鼩具有较强的脂肪消

化功能。
在属的层次，本研究发现树鼩肠道乳杆菌属和

埃希氏菌属丰度最高。 乳杆菌属和埃希氏菌属是

人和动物肠道的正常菌群［１５］。 乳杆菌属重要的益

生菌，有改善胃肠道动力、调节肠道微生态平衡、抑
制抑制肠道炎性反应和抑菌等作用，保护机体肠道

健康［１６ － １７］。 乳杆菌属在肠道内将多糖降解成短链

脂肪酸［１８］，能合成维生素 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ６、Ｂ１２、叶酸、维
生素 Ｋ 等多种维生素和蛋白质，促进机体的消化吸

收。 乳杆菌属还具有抗氧化和调节神经内分泌系

统作用。 埃希氏菌属归类于肠杆菌科，能帮助机体

合成维生素 Ｂ、Ｋ 等。 一般不致病，偶尔会引起皮

肤、黏膜和脏器等自身感染［１９］。
唾液链球菌在健康人体口腔微生物菌群中占

主要地位［２０］，是口腔益生菌的重要候选者［２１］。 唾

液链球菌能产生细菌素样抑菌物质（ＢＬＩＳｓ），具有

抑制其他多种微生物的活性，能够减少病原菌在口

腔、呼吸道等部位的定植［２２］。 Ｃｏｓｓｅａｕ 等［２３］ 研究发

现，唾液链球菌 Ｋ１２ 株能调节人体上皮细胞中参与

固有免疫防御机制、上皮细胞功能与内稳态、细胞

骨架修饰、细胞发育与转移及信号通路的相关基

因。 本实验发现唾液链球菌是树鼩可培养肠道菌

中丰度最高的物种（２６􀆰 ６６％ ），其功能及机制有待

进一步研究。 在丰度最高的 ２０ 个种中，８ 种细菌

（４０％ ）未分类，为以往未被发现的新种，需要进一

步研究。
本研究使用高通量测序的方法，第一次较全面

地检测了树鼩肠道菌群。 但高通量测序技术也存

在不足，虽然会得到大量数据，但后续数据处理费

时费力［２４］；对于小范围测序所用的费用相对较

高［２５］。 另外，样本量较少，需要进一步开展系统研

究，建立树鼩肠道菌群谱，为建立人类肠道微生物

树鼩模型奠定基础。

参考文献：

［ １ ］ 　 Ｘｕ Ｊ， Ｂｊｕｒｓｅｌｌ ＭＫ， Ｈｉｍｒｏｄ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｇｅｎｏｍｉｃ ｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ
ｈｕｍａｎ⁃Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｔｈｅｔａｉｏｔａｏｍｉｃｒｏｎ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２００３， ２９９（５６１５）： ２０７４ － ２０７６．

［ ２ ］ 　 Ｅｄｗａｒｄｓ ＪＥ， Ｈｕｗｓ ＳＡ， Ｋｉｍ ＥＪ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎｏｆ ｎｏｎｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｆｏｒａｇｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｂｏｖｉｎｅ ｒｕｍｅｎ ［ Ｊ］ ． ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｅｃｏｌｏｇｙ， ２００７， ６２
（３）： ３２３ － ３３５．

［ ３ ］ 　 Ｈｉｇｈｌａｎｄｅｒ ＳＫ． Ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ： ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ ｆｏｏｄ ａｎｉｍａｌ ｓｙｓｔｅｍｓ ［ Ｊ］ ．
Ａｎｉｍ Ｈｅａｌｔｈ Ｒｅｓ Ｒｅｖ， ２０１２， １３（１）： ４０ － ５３．

［ ４ ］ 　 Ｌｅｙ ＲＥ， Ｐｅｔｅｒｓｏｎ ＤＡ， Ｇｏｒｄｏｎ ＪＩ． Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ｆｏｒｃｅｓ ｓｈａｐｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ［ Ｊ］ ．
Ｃｅｌｌ， ２００６， １２４（４）： ８３７ － ８４８．

［ ５ ］ 　 徐爱蕾， 黄毅， 王为． １６ＳｒＲＮＡ 基因序列分析技术在肠道菌

群检测中的应用进展 ［Ｊ］ ． 临床消化病杂志， ２０１５， ２７（３）：
１８６ － １８９．

［ ６ ］ 　 沈培清， 郑红， 刘汝文， 等． 中国树鼩实验动物化研究进展

和展望 ［Ｊ］ ． 动物学研究， ２０１１， ３２（１）： １０９ － １１４．
［ ７ ］ 　 刘丽君， 余柄廷， 胡凝珠， 等． 树鼩粪便细菌分离培养与鉴

定 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１５， ２５（１０）： ６４ － ６８．

（下转第 ３２ 页）

３１中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９


