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常见 SPF级小鼠和大鼠肠道菌群多样性研究
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(广东省实验动物监测所,广东省实验动物重点实验室 广东广州　 510663)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究常见 SPF级小鼠和大鼠的肠道菌群多样性。 方法　 分别采集广东地区三家实验动物生
产单位的 C57BL / 6、ICR、BALB / c小鼠和 Wistar、SD大鼠的盲肠内容物样品,用细菌 16S rDNA 通用引物扩增 V4-V5
区域,采用 Illumina Miseq 2× 300 bp测序平台进行测序,使用生物信息学方法进行微生物群落分析、Alpha 多样性
分析与 Beta多样性分析。 结果　 对序列去杂优化后 OTU聚类分析,稀释性曲线说明本次测序的数据量合理;实验
小鼠和大鼠肠道菌群共分成八个门,其中拟杆菌门(Bacteroidetes)、厚壁菌门(Firmicutes)占据主要地位,属水平上
主要是拟杆菌属(Bacteroides)、Hungatella、副杆状菌属(Parabacteroides)、乳酸杆菌属(Lactobacillus)等;样品间差异
性分析显示相同设施来源动物的菌群组成相似性较高;Alpha分析结果显示来源于同种设施的动物物种丰富度相
近;Beta分析显示相同设施动物的肠道菌群差异较小,但品系对肠道菌群差异性有所影响。 结论　 不同来源设施
的饲养环境是动物肠道菌群多样性的主要影响因素,不同品系对肠道菌群多样性有一定影响。
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【Abstract】　 Objective　 To study the diversity of intestinal flora in commonly used SPF mice and rats. Methods
The cecum contents of C57BL / 6, ICR, BALB / c mice as well as Wistar and SD rats were collected from three experimental
animal production units in the Guangdong area. The V4-V5 region was amplified using 16S rDNA primers and sequenced by
the Illumina Miseq 2x 300 bp sequencing platform. Microbial community analysis, alpha diversity analysis, and beta
diversity analysis were carried out by bioinformatics. Results　 In OTU cluster analysis after sequence removal optimization,
the dilution curve indicated that the data quantity of the sequencing was reasonable. The intestinal microflora of mice and
rats were divided into eight phyla. Bacteroidetes and Firmicute phyla occupied the main position, mainly in the level of
Bacteroides, followed by the genuses Hungatella and Parabacteroides and then Lactobacillus. Analysis of the differences
among the samples showed that the flora composition of animals from the same facility, and that of the same strains from the
same facility was also similar. Alpha analysis showed that the species richness was similar in animals from the same facility,
and beta analysis showed little difference in intestinal flora of the same origin animals. Moreover, the strain had an effect on
the difference of intestinal flora. Conclusions　 The origin is the main factor influencing the diversity of intestinal flora, and
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the strain has a certain influence on their diversity.
【Keywords】　 mice; rats; intestinal flora; Illumina Miseq
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　 　 据统计,人体携带的正常微生物达 1014个,胃肠
道菌群占人体总微生物量的 78%[1]。 胃肠道作为
人和动物体最庞大而复杂的生物群落,正常情况下
肠道菌群保持着共生和拮抗的关系,从消化、营养
吸收、能量供应、脂肪代谢、免疫调节、药物代谢和
毒性等诸多方面影响人和动物的健康状况[2]。
在实验动物中,以小鼠、大鼠为主的啮齿类实

验动物占据主要地位,2015 年其使用量合计约占实
验动物使用总量的 74%[3]。 目前已经有相关研究
开展小鼠和大鼠的肠道菌群与心血管疾病、代谢性
疾病、病原感染等疾病的关系[4-5],肠道菌群代谢产
物研究,肠道菌群多样性影响因素研究[6]等,但实
验大小鼠常用品系肠道微生态情况研究尚不够充

分,且研究方法多采用培养法、扩增核糖体 DNA 限
制性分析、PCR-DGGE 电泳等传统方法,导致结果
差异较大。
本研究采用新一代 Illumina Miseq 测序技术及

生物信息学分析手段,对常用的实验小鼠和大鼠开

展肠道菌群多样性分析,可以全面、平行分析多个
样本中的微生物群落信息,从而掌握常用小鼠和大
鼠肠道菌群多样性背景,其数据易于分享和比对,
解决目前研究中存在的不足,为微生态与相关疾
病、代谢产物、药物筛选和评价等相关研究提供基
础性资料,以及在选择肠道微生态研究用模型动物
时提供参考依据,对促进生物医学的发展有重要
意义。

1　 材料与方法
1. 1　 材料
1. 1. 1　 实验动物

SPF级小鼠和大鼠来自广东地区三家实验动物
生产单位,三个生产单位分别用代号 DJ【生产许可证
号:SCXK(粤)2018-0044】、ZY【生产许可证号:SCXK
(粤)2018-0034】、SY【生产许可证号:SCXK(粤)2018
-0002】表示,动物包括小鼠品系 C57BL / 6、 ICR、
BALB / c和大鼠品系Wistar、SD,具体信息见表 1。

表 1　 SPF级小鼠和大鼠的信息
Table 1　 Information of the SPF grade laboratory animals

品种
Breed

品系
Strains

性别
Sex

周龄
Week age

数量(只)
Number

来源
Source

动物编号
Animal number

小鼠
Mouse

C57BL / 6 雄 Male 5 3 DJ DJ-1、DJ-2、DJ-3
C57BL / 6 雄 Male 5 3 ZY ZY-1、ZY-2、ZY-3

ICR 雌 Female 5 4 DJ DJ-11、DJ-12、DJ-13、DJ-14
BALB / c 雌 Female 5 3 ZY ZY-4、ZY-5、ZY-6

大鼠
Rat

Wistar 雄 Male 3 3 ZY ZY-7、ZY-8、ZY-9
SD 雄 Male 3 3 ZY ZY-10、ZY-11、ZY-12
SD 雌 Female 3 3 SY SY-1、SY-2、SY-3

1. 1. 2　 仪器与试剂
仪器为 FTC-3000TM 实时荧光定量 PCR 仪。

试剂为 QIAamp DNA Stool Mini Kit 试剂盒购自
QIAGEN 公司;AxyPrepDNA 凝胶回收试剂盒购自
Axygen公司;PCR反应所用试剂 10× PCR 缓冲液、
4x dNTP、Taq酶、DL-2000 marker、蛋白酶 K,琼脂糖
(电泳级),pMDl9-T载体、T4 DNA 连接酶、Tax / Plus
聚合酶等均购自宝生物工程(大连)有限公司,其余
试剂均为进口或国产分析纯。
1. 2　 方法
1. 2. 1　 样品采集
采用 CO2 吸入法对动物进行麻醉,再用颈椎脱

臼的方法实施安乐死,动物安乐死后解剖取盲肠内
容物约 1 g,实验操作在广东省实验动物监测所实验
设施【使用许可证编号:SYXK(粤)2016-0122】,所
有操作符合动物福利和伦理要求。
1. 2. 2　 DNA文库制备与高通量测序
使用 QIAamp DNA Stool Mini Kit试剂盒抽提样

品基因组 DNA。 根据细菌 16S rDNA V4-V5 区域设
计特异引物序列,构建目标区域和带有“5’Miseq 接
头-barcode-测序引物-特异引物-3’”的融合引物。
采用两步 PCR扩增的方法构建 NDA 文库(引物序
列见表 2),首先采用内侧引物扩增目的片段,后将
目的片段使用 AxyPrepDNA凝胶回收试剂盒进行胶
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回收,而后将回收产物作为模板采用外侧引物进行
二次 PCR 扩增,并使用 FTC-3000TMreal-time PCR
仪进行定量,均一化混匀后文库制备结束,采用

Illumina Miseq 2× 300 bp 高通量测序平台对回收产
物进行测序分析。

表 2　 引物序列
Table 2　 Primer sequences

引物名称
Primers

引物位置
Positions

引物序列(5′-3′)
Primer sequences(5′-3′)

16S rDNA V4-V5
515F 5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′
926R 5′-CCGTCAATTCMTTTGAGTTT-3′

内侧引物
Inner primer

Forward 5′-TTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT-特异引物 515F-3′
Reverse 5′-GAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA-特异引物 926R-3′

外侧引物
Lateral primer

Forward 5′-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC- barcode -TCTTTCCCTACACGACGCTC -3′
Reverse 5′-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-barcode-GTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGA-3′

1. 2. 3　 生物信息学分析
Miseq测序原始序列用 Trimmomatic 和 FLASH

软件进行质控、过滤、拼接,再用 Mothur 软件处理去
除错误序列、重复序列以获得优化序列,优化序列
用 USEARCH 和 Mothur 软件进行运算分类单位
(operational taxonomic units,OTU)聚类分析(在 97%
的相似性水平下划分)和物种分类学分析,基于
OTU聚类分析结果,再用Mothur软件和 R语言进行
Alpha对样品微生物群落的丰度和多样性进行分
析;基于分类学信息,可以在各个分类水平上进行
群落结构的统计分析,并对样本之间进行 Beta 多样
性分析,并绘制图表。

2　 结果
2. 1　 序列优化及统计

22个样品进行处理共获得 696 394 个优化序
列,平均每个样品 31 000 多个序列。 这些序列在
97%的相似水平下聚类获得 OTU,平均每个样品获
得 151个 OTU,但样品间数量差异较大,其中来源
DJ的 OTU 平均为 253 个,来源 SY 的 OTU 平均为
310个,来源 ZY的 OTU数量较少,平均为 53个。
2. 2　 OTU聚类分析
为验证样品的测序深度,从样品中随机抽取一

定数量的个体,以个体数与物种数来构建稀释性曲
线(rarefaction curves),结果显示所有样品的曲线都
趋于平缓(图 1),说明本次测序的数据量合理,能够
覆盖样本的绝大部分微生物。
分别用 Jaccard 法和 Bray-Cutis 法计算样品之间

的差异性,并采用 UPGAM法绘制树形图(图 2)。 结果
显示,同一设施来源的动物菌群组成相似性较高;且来
源于相同设施的同一品系动物之间存在一定相似性,
如 DJ-1 ~ DJ-3、DJ-11 ~ DJ-14、SY-1 ~ SY-3等。

图 1　 稀释性曲线
Figure 1　 Rarefaction curves

2. 3　 物种信息分析
从门水平聚类分析,小鼠、大鼠肠道菌群主要

分 成 拟 杆 菌 门 ( Bacteroidetes )、 厚 壁 菌 门
(Firmicutes)、脱铁杆菌门(Deferribacteres)、变形菌门
(Proteobacteria)、疣微菌门 ( Verrucomicrobia)、无壁
菌门(Tenericutes)、放线菌门(Actinobacteria)、梭杆
菌门(Fusobacteria)八个门(图 3A),其中拟杆菌门、
厚壁菌门占据主要地位,二者合计所占比例达到
85%以上。 从来源来看,菌群组成略有差异,来源
DJ的动物缺少放线菌门和梭杆菌门,来源 ZY 的动
物缺少放线菌门,来源 SY 的动物缺少梭杆菌门。
品种品系也存在差异,小鼠没有放线菌门,大鼠没
有梭杆菌门,ICR 小鼠还没有梭杆菌门,Wistar 大鼠
还没有放线菌门。 从聚类结果看,来源 SY和 ZY的
相似性较高。
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注:A.矩阵热图(Jaccard法);B.矩阵热图(Bray-Cutis法);C.树状图(Jaccard法);D. 树状图(Bray-Cutis法)

图 2　 多样本相似性分析
Note. A. Matrix heat map (Jaccard) . B. Matrix heat map (Bray-Cutis) . C. Tree pattern (Jaccard) . D. Tree pattern (Bray-
Cutis) .

Figure 2　 Multi-sample similarity analysis

从属水平聚类分析,除未分类的细菌外,小鼠、
大鼠肠道菌群共分成 63个属,其中比例最高的是拟
杆菌属(Bacteroides),平均约占 40%。 其次较多的
属包括 Hungatella、副杆状菌属(Parabacteroides)、乳
酸 杆 菌 属 ( Lactobacillus )、 Mucispirillum、
Ruminiclostridium、Akkermansia、罗氏菌属(Roseburia)
等(图 3B)。 从品种、品系比较看,主要优势菌属组
成都较接近,部分品种、品系可能缺乏一些低丰度
的菌属,如大鼠未检到巨单胞菌属(Megamonas)、
Papillibacter、Catenibacterium、梭菌属(Fusobacterium)
等 4种菌属,小鼠未检到 Romboutsia、Butyricimonas、

Adlercreutzia、变形杆菌属(Proteus)、Faecalibaculum、
Allobaculum、Arenimonas、Gordonibacter 等 8 种菌属。
从聚类结果看,来源 DJ和 SY的相似性较高。
2. 4　 Alpha多样性分析
通过单样品的多样性分析(Alpha 多样性)可以

反映微生物群落的丰度和多样性,估计环境群落的
物种丰度和多样性。 本次样品文库的平均覆盖率
(coverage指数)为 99. 91%,反应本次测序深度能代
表样品的真实情况。 根据香农指数、辛普森指数、
Chao指数和 Ace指数结果(图 4),总体来看来源于
DJ、SY 的动物物种丰富度差不多,都高于来自 ZY
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图 3　 门(A)与属(B)水平聚类树与柱状图组合分析结果
Figure 3　 Results of cluster tree and histogram combination analysis on phylum(A) and genus(B) levels

图 4　 Alpha多样性分析
Figure 4　 Alpha diversity analysis

动物的物种。
2. 5　 Beta多样性分析

PCoA(principal co-ordinates analysis)是一种研
究数据相似性或差异性的可视化方法,通过 PCoA
分析可以观察个体或群体间的差异。 本研究的
PCoA分析显示来源于 DJ、SY、ZY 的动物分成了三

个群落,且在考虑序列丰度的情况下更为明显(图
5)。 通过 Unifrac分析制作差异性矩阵热图(图 6),
在不考虑序列丰度的情况下(weighted unifrac),结
果显示与上述差异性分析结果略有差异,来源 SY
与 ZY的动物菌群差异更小一点;而在考虑序列丰
度的情况下( unweighted unifrac),结果显示与上述
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差异性分析结果一致,相同来源动物的肠道菌群差
异较小,同时来源于 DJ、SY 动物之间肠道菌群的相

似性较高,且 DJ、SY动物品系也对肠道菌群的相似
性有所影响。

图 5　 PCoA分析
Figure 5　 PCoA analysis

图 6　 差异性矩阵热图
Figure 6　 Differential matrix heat map

3　 讨论
微生物的多样性及结构研究是进行复杂微生

态系分析的基础,通过分析实验动物肠道中微生物
的丰度与结构,能够揭示实验动物肠道疾病发生与
微生物群落之间的关系,从而为预防和治疗肠道疾
病提供合理的理论依据[7]。
早期的研究实验小鼠肠道正常菌群主要菌属

有双歧杆菌、拟杆菌(类杆菌)、肠球菌、乳杆菌、梭
杆菌、真杆菌[8]。 随着高通量测序技术的发展与应
用,本研究中实验小鼠、大鼠肠道菌群共分成 63 个
属,其中拟杆菌属的含量最高,其次为 Hungatella、副

杆 状 菌 属、 乳 酸 杆 菌 属、 Mucispirillum、
Ruminiclostridium、Akkermansia、罗氏菌属。 而在人
肠道中较为常见的柔嫩梭菌属、真杆菌属等菌属在
本研究小鼠、大鼠肠道中并未发现[9]。 李伟等[10]对

实验小鼠和大鼠肠道总菌群进行多样性比较研究,
结果显示种间肠道菌群存在差异,种内雌雄个体之
间并没有显著的差异,与本研究中同种品系雌雄间
肠道菌群无明显差别一致。
从门水平看,实验小鼠和大鼠肠道菌群以拟杆

菌门和厚壁菌门占据主要地位,其次为脱铁杆菌
门、变形菌门、疣微菌门、无壁菌门、放线菌门和梭
杆菌门;大小鼠与人肠道菌群相比较则存在多数门
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交叉,总体组成较为接近,都以硬壁菌门和拟杆菌
门占据优势;但也有部分门不相同,如小鼠和大鼠
有脱铁杆菌门和无壁菌门,人有蓝菌门、螺旋体门
和 Vadin BE97门[11]。 最近有对树鼩大肠菌群的研
究显示,树鼩的肠道菌群同样具有丰富的多样性,
以厚壁菌门和变形菌门的丰度最高[12]。 也有研究
表明不同饮食对同一鼠种肠道菌群多样性存在差

异,同种饮食干预对不同品系鼠种肠道菌群多样性
的影响也存在差异,但不同饮食结构的大小鼠均以
拟杆菌门和厚壁菌门为主要优势菌群[6]。
本研究结果显示,不同来源设施对动物肠道菌

群多样性的影响较大, Alpha 多样性分析显示 ZY
的物种丰富度明显低于 DJ 和 SY,Beta 多样性分析
也说明相同来源动物的菌群组成相似性较高;同时
品系对菌群相似性也有所影响,如 DJ-1 ~ DJ-3、DJ-
11~DJ-14、SY-1 ~ SY-3 品系内相似度较高。 因此,
不同来源设施的饲养环境是动物肠道菌群多样性

的主要影响因素,品系对肠道菌群多样性也有一定
影响。
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