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摘　 要： 瘤胃微生态平衡是山羊健康的重要保障，本试验旨在利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术，分析山

羊急性瘤胃酸中毒前后瘤胃菌群结构与组成的变化。 选取健康波尔山羊 ４ 只，采用自身前后对

照试验设计，将造模前采集的 ４ 份瘤胃液设为健康组，造模后采集的 ４ 份瘤胃液设为瘤胃酸中

毒组。 通过灌服玉米面构建山羊急性瘤胃酸中毒模型，以 ４０ ｇ ／ ｋｇ ＢＷ 的比例确定玉米面用量。
瘤胃液的采集和玉米面灌服均采用瘤胃插管的方法进行。 结果表明：在山羊发生急性瘤胃酸中

毒后，瘤胃菌群多样性和相似性降低；厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）下的乳酸杆菌目（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）、
链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）成为优势菌群，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）下的琥珀酸弧菌科、Ｍｉｔｏｃｈｏｎ⁃
ｄｒｉａ 适度生长，拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）下的普雷沃氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）的相对丰度未发生显著

变化（Ｐ＞０．０５）；ＬＥｆＳｅ 分析发现纤维杆菌门（Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ）下的纤维杆菌科（Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）
可能是造成山羊急性瘤胃酸中毒前后瘤胃菌群结构差异的影响因子之一；ＰＩＣＲＵＳｔ 分析发现在

蛋白质合成、加工与降解等功能受抑制的情况下，瘤胃菌群可能通过增加碳水化合物和氨基酸

的利用，维持正常生存与繁殖。 由此可见，山羊在发生急性瘤胃酸中毒后，瘤胃菌群的组成、结

构与功能相较于健康状态时有较大差异。
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　 　 瘤胃作为一个相对独立、复杂的生态系统，不
仅仅关系到山羊的消化道健康，更关系到山羊整

体的各个方面。 瘤胃内微生物具有高度的特异性

和广泛性，它们不仅起到帮助机体消化、吸收营养

物质，还能够增强机体抵抗力，对外来入侵的病原

体进行抵抗［１］ 。 酸中毒状态下，有关反刍动物的

血液代谢、饲料效率等方面的研究一直都是反刍

动物营养代谢研究的热点［２－４］ 。 近年来，具有典型

症状的急性瘤胃酸中毒在实际生产中仍较为常

见，亚急性瘤胃酸中毒也时有发生，且不同的反刍

动物个体之间存在较大的变异性［５］ 。 随着高能、

高淀粉饲粮成为奶牛泌乳阶段或肉用反刍动物育

肥阶段的典型营养特性［６－７］ ，有关瘤胃微生态的研

究更加具有实际意义。 现阶段，关于动物和人类

的肠道微生态研究不断深入，肠道菌群的功能不

断扩展。 与此同时，肠道微生态制剂的研制更是

层出不穷。 本试验通过构建山羊急性瘤胃酸中毒

模型，研究在瘤胃亚健康状态下菌群结构与组成

的变化，丰富瘤胃细菌在疾病下的生存、繁殖规

律，为反刍动物肠道微生态制剂的开发提供依据。
　 　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 是细菌一段编码特殊 ｒＲＮＡ 的

ＤＮＡ 序列，其序列包含 ９ 个可变区和 １０ 个保守
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区，几乎存在于所有细菌的基因组中，在不同细菌

种类间具有高度的保守性和特异性，其可变区因

细菌而异，且变异程度与细菌的系统发育程度密

切相关，因此被人类广泛用于细菌的鉴别。 伴随

着 ＰＣＲ 技术的普及，１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术在分析微

生物和生态系统多样性中以其准确性较好、测序

较为全面且价格低廉等优势被广泛应用。 本试验

采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序技术，对瘤胃液中的细菌进行

测序，分析山羊瘤胃由健康向酸中毒状态转变时

瘤胃内菌群组成与结构的变化，以期为探究疾病

状态下瘤胃细菌的繁殖规律、完善瘤胃微生态理

论提供依据。

１　 材料与方法
１．１　 试验动物与模型建立

　 　 选取 １０ ～ １４ 月龄健康波尔山羊 ４ 只，所有试

验羊每天按早、中、晚分 ３ 次饲喂，粗料以花生秸

秆为主，辅以玉米秸秆和苹果渣等，同时每天每只

羊补饲 ０．４ ｋｇ 精料，所有试验羊自由饮水，自由采

食，定期防疫驱虫。 造模前颈静脉采血分离血清

进行造模前血气分析。 通过灌服玉米面构建山羊

急性瘤胃酸中毒模型，以 ４０ ｇ ／ ｋｇ ＢＷ 的比例确定

玉米面用量，灌服时用温水将玉米面混合成糊状。
瘤胃插管后，先采集瘤胃液再进行玉米面灌服。
灌服结束后，密切观察山羊的临床表现。 在灌服

后 ６ ～ １２ ｈ，山羊逐渐出现酸中毒症状，立即进行第

２ 次颈静脉采血，分离血清做血气分析。
１．２　 试验设计与样品采集

　 　 试验采用自身前后对照试验设计，变化因素

为是否发生急性瘤胃酸中毒。 瘤胃液的采集共有

２ 个时间点：第 １ 个时间点为造模前山羊正常状态

下采集瘤胃液；第 ２ 个时间点为造模后，综合山羊

病史、临床表现和粪尿、血液的检测结果，确诊山

羊发生急性酸中毒后，立即进行的瘤胃液采集。
每个时间点每只山羊使用灭菌离心管收集瘤胃液

４０ ｍＬ，保存于－２０ ℃ ，共 ８ 个样本。 将造模前采

集的 ４ 份瘤胃液设为健康组，造模后采集的 ４ 份瘤

胃液设为瘤胃酸中毒组。
１．３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序及数据分析

　 　 首先对样品瘤胃液中菌群的总 ＤＮＡ 进行提

取，质检合格后，针对细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ４ 区

进行 ＰＣＲ 扩增。 之后对 ＰＣＲ 产物进行纯化，完成

建库。 对文库的片段范围及浓度进行检测，检测

合格的文库在 ＨｉＳｅｑ 平台进行测序。 下机数据经

过数据过滤，滤除低质量的 ｒｅａｄｓ，剩余高质量的

Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 用于后期分析［８］ ；通过 ｒｅａｄｓ 之间的 Ｏ⁃
ｖｅｒｌａｐ 关系将 ｒｅａｄｓ 拼接成 Ｔａｇｓ，序列拼接使用

ＦＬＡＳＨ 软件［９］ ；在给定的相似度下，利用软件

ＵＳＥＡＲＣＨ（ｖ７．０． １０９０） ［１０］ 将 Ｔａｇｓ 聚成操作分类

单元（ＯＴＵ），将 ＯＴＵ 与数据库比对并进行物种注

释；基于 ＯＴＵ 和物种注释结果进行样品物种复杂

度分析以及组间物种差异分析。
１．４　 数据统计

　 　 数据的显著性关系使用 ＧｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ ７． ０
软件进行分析，以平均值±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表

示。 采用 ｔ 检验建立统计学差异，Ｐ＜０．０５ 表示健

康组与瘤胃酸中毒组之间差异显著。

２　 结果与分析
２．１　 造模成功的判定

　 　 在灌服玉米面后的 ６ ～ １２ ｈ，４ 只山羊先后出

现精神沉郁，卧地不起且头部向后回转贴于腹部；
呼吸和脉搏加快，鼻镜和皮肤干燥，眼窝出现不同

程度地凹陷，食欲减退甚至废绝，反刍减少甚至停

止，有磨牙虚嚼；瘤胃蠕动次数减少，有的蠕动停

止，瘤胃内容物胀满松软，拍动有水声回响；粪便

呈现如下的变化：正常颗粒状粪便到粪便稀软，再
到不成形的糊状便，最后发展为稀水状粪便。 表 １
检测结果显示，瘤胃液与粪便、尿液 ｐＨ 下降至

５．０ ～ ６．５，瘤胃液的 ｐＨ 下降幅度较大；显微镜观察

发现瘤胃内纤毛虫活力明显下降，数量明显减少，
甚至无纤毛虫。 对有以上症状的山羊进行血气分

析，结果见表 ２。 ｐＨ＜７．３２，提示酸血症；碳酸氢根

（ＨＣＯ－
３）浓度下降至低于正常范围下限，提示代谢

性酸中毒；剩余碱（ＢＥ）低于正常范围下限，同样

提示代谢性酸中毒；二氧化碳总量（ＴＣＯ２）下降则

提示机体碱储损失。
　 　 根据 ４ 只山羊的病史、临床表现及瘤胃液、粪
便、尿液、血液的检测结果，确诊 ４ 只山羊均发生

了急性瘤胃酸中毒，玉米面成功诱导了山羊的急

性瘤胃酸中毒。
２．２　 测序结果及合理性

　 　 通过测序共获得 ３７７ ６１４ 个有效序列，利用

ＵＰＡＲＳＥ 在 ９７％相似度下进行聚类，获得每个样

本的 ＯＴＵ 数。 ８ 个样本共产生 １ ６８５ 个 ＯＴＵ。 如

８６３５
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图 １ 所示，健康组有 １ ６０６ 个 ＯＴＵ，瘤胃酸中毒组 有 １ ４２７ 个 ＯＴＵ，２ 组共享 １ ３４８ 个 ＯＴＵ。

表 １　 山羊瘤胃液与粪便、尿液 ｐＨ 测定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐＨ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｆｌｕｉｄ， ｆｅｃｅｓ ａｎｄ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｇｏａｔｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ

１

Ｂ Ａ

２

Ｂ Ａ

３

Ｂ Ａ

４

Ｂ Ａ

瘤胃液 Ｒｕｍｅｎ ｆｌｕｉｄ ８．０ ５．４ ８．０ ５．８ ７．５ ６．５ ８．０ ５．８
粪便 Ｆｅｃｅｓ ７．０ ６．５ ８．０ ５．０ ８．５ ６．０ ８．０ ５．０
尿液 Ｕｒｉｎｅ ７．５ ５．４ ８．５ ５．８ ７．０ ６．０ ７．０ ５．０

　 　 １、２、３、４ 分别表示试验中的 ４ 只山羊；Ｂ、Ａ 分别表示健康组和瘤胃酸中毒组。 下表和图同。
　 　 １， ２， ３ ａｎｄ ４ ｓｈｏｗｅｄ ｆｏｕｒ ｇｏａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｉｌｅ Ｂ ａｎｄ Ａ ｓｈｏｗｅｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｒｕｍｅｎ ａｃｉｄｏｓｉｓ
ｇｒｏｕｐ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

表 ２　 山羊血气分析结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ⁃ｇａｓ ｏｆ ｇｏａｔｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ
正常范围

Ｎｏｒｍａｌ ｌｉｍｉｔｓ

１

Ｂ Ａ

２

Ｂ Ａ

３

Ｂ Ａ

４

Ｂ Ａ

ｐＨ ７．３２～ ７．５４ ７．３６ ７．３１ ７．３９ ７．２８ ７．４２ ７．３４ ７．４０ ７．３２
二氧化碳分压 ＰＣＯ２ ／ （ｍｍＨｇ） ３７～ ４６ ４０ ３２ ３４ ３１ ２８ ２４ ４０ ２３
碳酸氢根 ＨＣＯ－

３ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ２０～ ２５ ２０．２ １７．１ １６．５ １４．８ １６．３ １１．７ ２２．４ １４．６
二氧化碳总量 ＴＣＯ２ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ２１～ ２８ ２１．３ １８．０ ２４．０ １５．７ １７．１ １２．４ ２３．５ １５．３
剩余碱 ＢＥ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） －３～ ＋３ －２．８ －４．５ －５．９ －８．６ －４．０ －９．１ ０．２ －４．２
缓冲碱 ＢＢ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ４２～ ５２ ４５．２ ４３．５ ４２．１ ３９．４ ４４．０ ３８．９ ４８．２ ４３．８
钠离子 Ｎａ＋ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １４２～ １４５ １４７ １４４ １４４ １４６ １４３ １４１ １４３ １３８
钾离子 Ｋ＋ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ３．５～ ６．７ ４．４ ４．４ ３．９ ３．４ ３．６ ３．８ ３．９ ４．３
氯离子 Ｃｌ－ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ９９～ １１０ １１２ １１２ １１０ １１４ １１１ １１２ １０８ １１０

图 １　 基于样本 ＯＴＵ 的 Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ．１　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓａｍｐｌｅ ＯＴＵ

　 　 样本稀释曲线如图 ２－Ａ 所示，随着试验测序

深度逐渐增加，各条曲线趋于平缓，说明该测序量

合理，可以满足覆盖样本中的大多数微生物，继续

增加测序量产生的新的 ＯＴＵ 较少。 结合所有样

本的覆盖度曲线（图 ２－Ｂ），充分表明本试验中对

于样本的测序量及测序深度合理，更深入的测序

对瘤胃液中检出新的 ＯＴＵ 贡献很小。
２．３　 Ａｌｐｈａ 多样性分析

　 　 Ａｌｐｈａ 多样性是对样本中物种丰富度和多样

性进 行 分 析，主 要 包 括 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 指 数、
Ｃｈａｏ１ 指数、Ａｃｅ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指

数。 前 ３ 个指数可以反映样品中群落的丰富度，
数值越大说明物种数量越多，即丰富度越高；后 ２
个指数表示群落的多样性， Ｓｈａｎｎｏｎ 指数越大、
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数越小表明多样性越高［１１］ 。 如表 ３ 所

示，健康组和瘤胃酸中毒组之间 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ
指数、Ｃｈａｏ１ 指数、Ａｃｅ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数差异不

显著（Ｐ＞０．０５），但是健康组的 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 指

数、Ａｃｅ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数在数值上大于瘤胃酸中

毒组，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数在数值上小于瘤胃酸中毒组。
健康组的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数显著大于瘤胃酸中毒组（Ｐ
＜０．０５）。

９６３５



　
动　 物　 营　 养　 学　 报 ３１ 卷

　 　 Ａ：样本测序的稀释曲线（基于 ＯＴＵ，９７％相似性）；Ｂ：样本测序的覆盖度曲线。
　 　 Ａ： ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓａｍｐｌｅｓ （ｂａｓｅｄ ｏｎ ＯＴＵ， ９７％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）； Ｂ： ｃｏｖｅｒａｇｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓａｍｐｌｅｓ．

图 ２　 样本测序合理性

Ｆｉｇ．２　 Ｒａｔｉｏｎａｌｉｔｙ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

表 ３　 Ａｌｐｈａ 多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ （ｎ＝ ４）

项目 Ｉｔｅｍｓ Ｂ Ａ Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 指数 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎｄｅｘ １０７１．００±１６５．５０ ８２４．８０±２０２．４０ ０．１０９ １
Ｃｈａｏ１ 指数 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ １ １９３．００±１５７．８０ ９６１．８０±１８０．７０ ０．１０１ ７
Ａｃｅ 指数 Ａｃｅ ｉｎｄｅｘ １ １９４．００±１６４．６０ ９５７．１０±２０５．００ ０．１２１ ３
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ５．０８±０．５３ ３．９６±０．６７ ０．０１９ ５
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ０．０２±０．０２ ０．１０±０．０７ ０．０６３ ０

２．４　 Ｂｅｔａ 多样性分析

２．４．１　 样本间物种组成聚类分析

　 　 根据各样本丰度差异的统计结果，基于遗传

距离矩阵，采用类平均法 （ ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎ，ＵＰＧＭＡ）对样本进行

聚类分析，如图 ３ 所示。 图中相同颜色的标号表

示属于同一个分组。 样本越靠近，枝长越短，说明

２ 个样本的物种组成越相似。 瘤胃酸中毒组的 ４
个样本依次聚类在一起，形成一大簇。 健康组中

Ａ１、Ａ２、Ａ４ 这 ３ 个样本聚类为 １ 个大簇，Ａ３ 样品

单独聚类为 １ 个大簇。 瘤胃酸中毒组和健康组的

样本各自聚类在一起，彼此之间无交叉，表明瘤胃

酸中毒组和健康组样本的物种组成存在差异，组
内各样本之间相似性较高。
２．４．２　 主坐标分析（ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＰＣｏＡ）
　 　 ＰＣｏＡ 是基于样本间的距离矩阵来寻找主坐

标的一种统计分析方法，通过 ＰＣｏＡ 可以观察到个

体或者群体之间的差异。 本试验采用加权的方式

进行计算，即保留物种丰度特征。 由图 ４ 可知，健
康组的样本依据其所在组别而相互聚类在一起，
说明健康组的组内相似性比组间相似性高；而瘤

胃酸中毒组的样本却没有依组别而发生组内聚

集。 健康组的组内个体聚集度相对高于瘤胃酸中

毒组，表明健康组的菌群组成相似性高于瘤胃酸

中毒组。

图 ３　 样品间物种组成聚类分析

Ｆｉｇ．３　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
ａｍｏｎｇ ｓａｍｐｌｅｓ
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图 ４　 主坐标分析

Ｆｉｇ．４　 ＰＣｏＡ

２．５　 分类学分析

２．５．１　 不同分类水平上物种注释与统计分析

　 　 将试验得到的有效序列在不同分类水平上进

行物种注释及组间秩和检验统计分析。 如图 ５ 所

示，在门水平上共注释得到 ２３ 个菌门，相对丰度

都在 ０． １％以上。 拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、厚壁

菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和变形菌门（ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为 ２
组中的优势菌门。 其中，拟杆菌门是 ２ 组中共享

的优势菌门。 瘤胃酸中毒组中 Ａ１ 样本产生了相

对丰度较高的放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）。 对比可

得，拟杆菌门、纤维杆菌门（ Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ）相对丰

度在发生急性瘤胃酸中毒后出现下降，厚壁菌门、
螺旋体门（Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ）相对丰度则有所上升。 经

统计学分析，门水平上产生的 ２２ 个菌门（不包含

未分组）的相对丰度在 ２ 个组之间的差异均不显

著（Ｐ＞０．０５）。

图 ５　 门水平上物种注释

Ｆｉｇ．５　 Ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

　 　 从纲水平开始，将相对丰度低于 ０．５％的物种

全部合并成一类，不单独进行注释。 健康组和瘤

胃酸中毒组在纲、目、科、属水平上相对丰度存在

显著差异的物种见表 ４。
　 　 在纲水平上共注释得到 ４５ 个菌纲，其中相对

丰度大于 ０．５％的有 １６ 个。 统计发现，瘤胃酸中毒

组的 芽 孢 杆 菌 纲 （ Ｂａｃｉｌｌｉ）、 蓝 藻 菌 纲 （ Ｃｈｌｏｒｏ⁃
ｐｌａｓｔ）、γ－变形菌纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）相对丰

度显著高于健康组（Ｐ＜０．０５）。
　 　 在目水平上共注释得到 ７７ 个菌目，相对丰度

大于 ０．５％的有 １５ 个。 统计发现，瘤胃酸中毒组中

隶属于厚壁菌门的乳酸杆菌目（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）和

变形菌门下的气单胞菌目（Ａｅｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓ）相对丰

度显著高于健康组（Ｐ＜０．０５）；瘤胃酸中毒组中疣

微 菌 门 下 的 ＬＤ１⁃ＰＢ３ 和 变 形 菌 门 下 的

ＧＭＤ１４Ｈ０９ 相对丰度显著低于健康组（Ｐ＜０．０５）。
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　 　 在科水平上共注释得到 １１１ 个菌科，相对丰

度大于 ０．５％的有 ２２ 个。 统计发现，厚壁菌门下的

链球菌科（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）和变形菌门下的 Ｍｉｔｏ⁃
ｃｈｏｎｄｒｉａ、琥珀酸弧菌科（Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ）在瘤

胃酸中毒组中的相对丰度显著高于健康组（ Ｐ ＜
０．０５）； 隶 属 于 疣 微 菌 门 （ Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ ） 的

ＷＣＨＢ１⁃２５ 在健康组中的相对丰度显著高于瘤胃

酸中毒组（Ｐ＜０．０５）。
　 　 在属水平上共注释得到 １７１ 个菌属，但由于

属种类众多且部分属相对丰度太低，仅对相对丰

度大于 ０．５％的 ２１ 个属进行分析。 统计发现，瘤胃

酸中毒组中厚壁菌门下的链球菌属（ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃ⁃
ｃｕｓ）、Ｓｈａｒｐｅａ 和螺旋体门下的密螺旋体属（Ｔｒｅｐｏ⁃
ｎｅｍａ）相对丰度显著大于健康组（Ｐ＜０．０５）。

表 ４　 纲、目、科、属水平上物种相对丰度统计

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｔ ｃｌａｓｓ， ｏｒｄｅｒ， ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ （ｎ＝ ４）

分类水平 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ Ｂ Ａ Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

纲 Ｃｌａｓｓ
芽孢杆菌纲 Ｂａｃｉｌｌｉ ０．０３０ ０±０．０２６ ６ １６．１８９ ５±１３．１３６ ０ ０．０２９

蓝藻菌纲 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ０．００６ ０±０．００４ ６ ０．３１４ ６±０．３１１ ２ ０．０２９
γ－变形菌纲 Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ０．１０２ ２±０．０５５ ３ ０．６１３ ０±０．４４７ ５ ０．０２９

目 Ｏｒｄｅｒ

气单胞菌目 Ａｅｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓ ０．０２１ ６±０．０１１ １ ０．３９６ ６±０．３７５ ０ ０．０２９
ＧＭＤ１４Ｈ０９ ０．０７６ ４±０．０４５ ８ ０．０１０ ０±０．００８ ８ ０．０２９
ＬＤ１⁃ＰＢ３ ０．００９ ２±０．００５ ８ ０．０００ ０±０．０００ ０ ０．０２１

乳酸杆菌目 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｌｅｓ ０．０２０ ３±０．０１９ ４ １６．１８１ １±１３．１３０ ７ ０．０２９

科 Ｆａｍｉｌｙ

链球菌科 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ０．００６ ５±０．００５ ０ １６．１６２ ２±１３．１２７ １ ０．０２９
琥珀酸弧菌科 Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ ０．０１８ ９±０．００９ ７ ０．３９２ ５±０．３７８ ５ ０．０２９

ＷＣＨＢ１⁃２５ ０．０７５ ８±０．０４２ ４ ０．０１３ ６±０．０１１ ２ ０．０２９
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ０．０００ ０±０．０００ ０ ０．０３６ ９±０．０３９ ２ ０．０２１

属 Ｇｅｎｕｓ
Ｓｈａｒｐｅａ ０．０００ ０±０．０００ ０ １．０８９ ４±１．９７２ ３ ０．０２１

链球菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ０．００６ ５±０．００５ ０ １６．１６２ ２±１３．１２７ １ ０．０２９
密螺旋体属 Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ ０．５５３ ０±０．３１８ ５ ２．０９０ ７±１．０４５ ６ ０．０２９

２．５．２　 物种分类热图

　 　 为了更好地了解样本内细菌的相对丰度变化

情况，在属的水平上，对 ２１ 种相对丰度大于 ０．５％
的菌属进行双向聚类分析，结果显示在图 ６。
　 　 由图 ６ 可知，在纵向上，８ 个样本可分为 ２ 个

大簇，左数第 １ 大簇包含 ５ 个样本（Ａ３、Ｂ１、Ｂ４、
Ｂ２、Ｂ３），左数第 ２ 大簇包含 ３ 个样本 （Ａ１、Ａ２、
Ａ４）。 除 Ａ３ 以外，其余各个样本依据其所属组别

相互聚类在一起，表明组内物种相似性高于组间

物种相似性。 由系统发育树可知，瘤胃酸中毒组

中 Ａ２ 和 Ａ４ 聚类为一簇，健康组中 Ｂ１ 和 Ｂ４、Ｂ２
和 Ｂ３ 聚为一簇，它们之间的物种相似度高于同组

内的其他样本。 整体来看，在瘤胃发生酸中毒之

后，瘤胃内容物菌群相对丰度在各个样本之间差

异较大。
　 　 在横向上，２１ 个菌属以及相对丰度低于 ０．５％
的其他菌属，共计 ２２ 个分类单元，可被分为 ３ 个大

簇。 未分类菌属和拟杆菌门下的普雷沃氏菌属

（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）聚为中间的 １ 个大簇，在其上方和下

方的菌属分别构成 １ 个大类。 其中，在其下方的

大类中，主要是由隶属于厚壁菌门的各个菌属所

组成，包括月形单胞菌属（ Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｓ）、Ｓｈａｒｐｅａ、
链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、分枝杆菌属（Ｏｒｉｂａｃｔｅｒｉ⁃
ｕｍ）、毛螺旋菌属（ Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａ）；此外，还有变形

菌门下的琥珀酸弧菌属（Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ）和放线菌门

下的双歧杆菌属（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）。
２．６　 ＬＥｆＳｅ 分析

　 　 ＬＥｆＳｅ 分析，即 ＬＤＡ Ｅｆｆｅｃｔ Ｓｉｚｅ （ ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓ⁃
ｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ）分析，是一种用于发

现高维生物标识的分析工具，能够识别不同丰度

的特征以及组与组之间具有统计学差异的生物标

识。 如图 ７ 所示，在 ２ 组之间无显著差异的物种统

一着色为黄色，红色节点表示在瘤胃酸中毒组中

起到重要作用的物种类群，绿色节点表示在健康

组中起到重要作用的物种类群，由内至外辐射的

圆圈表示了由门至属的分类级别。 在门水平上，
纤维杆菌门（ Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ）是造成急性瘤胃酸中

毒前后菌群群落显著性差异的重要因子，其下的
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纤维 杆 菌 纲 （ Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 纤 维 杆 菌 目 （ Ｆｉ⁃
ｂｒｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ）、纤维杆菌科（Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ）在健

康组的各个分类水平下作用显著。 而在瘤胃酸中

毒组，芽孢杆菌纲（Ｂａｃｉｌｌｉ）、乳酸杆菌目（Ｌａｃｔｏｂａ⁃

ｃｉｌｌａｌｅｓ）、链球菌科（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）分别在各自

的分类水平下起到重要作用。 另外，在科水平上，
瘤胃酸中毒组的 Ｐａｒａｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ 和疣微菌科

（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）同样发挥了重要的作用。

图 ６　 属水平上物种分类热图

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅｒｍａｌ ｍａｐ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

图 ７　 ＬＥｆＳｅ 分析结果

Ｆｉｇ．７　 ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ

２．７　 ＰＩＣＲＵＳｔ 分析

　 　 ＰＩＣＲＵＳｔ 是由 Ｌａｎｇｉｌｌｅ 等［１２］ 于 ２０１３ 年开发，
是最早被开发的基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列来预测

微生物群落功能的工具。 如图 ８ 所示，山羊发生

急性瘤胃酸中毒前后菌群的缬氨酸、亮氨酸和异

亮氨酸生物合成，糖酵解 ／ 糖异生，磷酸转移酶系

统（ＰＴＳ），戊糖和葡萄糖醛酸酯相互转化，氧化磷

酸化，其他聚糖降解，氮代谢和蛋白质折叠及其相

关加工 ８ 种功能存在显著差异。 其中，前 ４ 种功能

在发生急性瘤胃酸中毒后明显增强，后 ４ 种功能

在发生急性瘤胃酸中毒后明显减弱。

３　 讨　 论
　 　 以往瘤胃酸中毒多发生于牛、羊等反刍动物

过食谷物、碳水化合物的摄入在短时间内大量增

加等情况。 而随着我国养殖业的兴盛，在集约化、
工厂化的生产模式下，过食谷物而导致的瘤胃酸

中毒已较为少见。 实际生产中，高精料饲喂是目

前导致瘤胃酸中毒发生的主要原因。 除高精料饲

喂外，金磊等［１３］报道，即使饲喂同一正常饲粮并且

遗传背景相同的山羊，因为其能量代谢率可能存

在显著差异，也会导致瘤胃菌群结构与组成发生

显著差异，这是瘤胃酸中毒发生的一个潜在风险。
因此，关于瘤胃酸中毒的相关研究符合生产需求，
具有较高实际意义。
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图 ８　 ＰＩＣＲＵＳｔ 分析结果

Ｆｉｇ．８　 ＰＩＣＲＵＳｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ

　 　 前人研究表明，高精料饲粮诱发奶牛亚急性

瘤胃酸中毒后，瘤胃菌群的丰度指数（Ｃｈａｏ１ 指数

和 Ａｃｅ 指数）和多样性指数（ Ｓｈａｎｎｏｎ 指数）显著

降低［１４］ 。 本试验结果表明，在成功诱导急性瘤胃

酸中毒之后，山羊瘤胃菌群多样性指数中的 Ｓｈａｎ⁃
ｎｏｎ 指数显著低于造模前，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数高于造模

前，菌群丰度指数（Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ 指数、Ａｃｅ 指

数、Ｃｈａｏ１ 指数）低于造模前，瘤胃内菌群的数量

有所下降但差异不显著，菌群多样性显著降低。
以往我们一直认为在酸中毒状态下，瘤胃菌群的

数量和多样性都会下降，但本试验结果表明，急性

酸中毒状态下，细菌总数并无显著变化，而菌群多

样性有显著下降。 这表明急性酸中毒会使瘤胃菌

群多样性明显下降，从而影响瘤胃菌群的组成与

结构；也说明在急性瘤胃酸中毒时，菌群组成和结

构的变化与细菌总数的变化可能并不同步。
　 　 通过 ＵＰＧＭＡ 聚类方法对造模前后共 ８ 个样

本进行聚类分析发现，造模前后的样本之间存在

较大差异且组间差异性较高。 然后，对 ８ 个样本

距离矩阵进行 ＰＣｏＡ，进一步证明了造模前的 ４ 个

样本间菌群相似性较高，而造模后的 ４ 个样本间

菌群相似性明显下降。 由此可以判断出，急性瘤

胃酸中毒前后的菌群组成存在较大差异，酸中毒

后的菌群相似性下降，充分说明了酸中毒对瘤胃

菌群组成的影响。
　 　 由以上分析可知，发生急性瘤胃酸中毒后瘤

胃菌群的多样性有较大幅度下降，菌群组成的差

异明显，且组内样本间相似性也有所下降。 通过

对不同分类水平上的物种注释与统计分析发现了

导致这种差异的具体原因。 已有研究报道，厚壁

菌门、拟杆菌门和变形菌门是瘤胃细菌的三大优

势菌群［１５］ 。 其中，拟杆菌门是瘤胃微生物中非纤

维性碳水化合物的主要降解者，含有与降解非纤

维类多糖有关的基因［１６］ 。 本试验结果同样证实厚

壁菌门、拟杆菌门和变形菌门为瘤胃细菌的优势

菌门。 有研究表明，厚壁菌门下的链球菌属和解

琥珀酸菌属是厚壁菌门的主要优势菌属［１７］ 。 厚壁

菌门含有大量与纤维分解、碳水化合物代谢有关

的菌属，如瘤胃球菌属、丁酸弧菌属、假丁酸弧菌

属等［１８］ 。 本试验结果表明，厚壁菌门的相对丰度

在发生急性瘤胃酸中毒后呈上升趋势，表明与瘤

胃消化代谢淀粉类碳水化合物有关的细菌的数量

有较大幅度的提高，这可能是瘤胃细菌维持在酸

性环境中生存的必需。
　 　 在发生急性瘤胃酸中毒后，厚壁菌门下的乳

酸杆菌目、Ｓｈａｒｐｅａ、链球菌属的相对丰度明显高于

酸中毒前。 已有研究报道，瘤胃中链球菌的发酵

终产物为乳酸，其大量增殖可能是发生急性瘤胃

酸中毒的主要原因［１９］ 。 Ｔａｊｉｍａ 等［２０］ 发现，牛链球

菌在动物适应高精料饲粮的前期可能发挥着重要

作用。 由此推断，瘤胃中的链球菌和乳酸杆菌通

过利用葡萄糖（淀粉被淀粉酶、麦芽糖酶或麦芽糖

磷酸化酶分解所产生）产生乳酸，导致血液 ｐＨ 升

高。 同时，这些能够以葡萄糖为底物的细菌大量

增殖，成为优势菌群，改变瘤胃菌群的微生态平

衡。 它们相对丰度的变化可作为发生急性瘤胃酸

中毒的一个潜在判读指标。
　 　 Ｓａｄｅｔ 等［２１］ 发现高精料的饲喂模式会影响密

螺旋体菌属和毛螺旋体菌属对瘤胃上皮的黏附与

定植。 本试验结果同样证明了这一结论，在发生
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酸中毒后瘤胃密螺旋体属的相对丰度有显著升

高，为之后进一步研究高精料饲粮对瘤胃上皮黏

附菌群提供了依据。 同时，结果发现变形菌门下

的琥珀酸弧菌科、Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ 的相对丰度在发生

急性瘤胃酸中毒后显著升高。 有研究报道，变形

菌门的大部分菌属可以和其他菌属竞争生存［２２］ 。
在本研究的试验设计中，由于造模导致瘤胃内环

境由正常向酸性转变，蛋白质等易降解的营养物

质基本被消耗殆尽，变形菌门相对丰度的增加可

能与在营养浓度低的环境下不同菌群争夺资源、
适度生长有关。
　 　 据报道，拟杆菌门细菌是瘤胃内厌氧菌群的

主要代表之一，高精料饲喂可能会导致拟杆菌门

细菌数量减少［１９，２３］ 。 隶属于拟杆菌门的普雷沃氏

菌属是瘤胃菌属中占绝对地位的优势菌属［２４］ 。 普

雷沃氏菌属不仅是活性高的蛋白质降解菌，而且

还能利用淀粉以及果胶［２５］ 。 本试验结果表明，在
急性瘤胃酸中毒前后瘤胃内普雷沃氏菌属的相对

丰度并无显著变化，这与前人的研究结果并不一

致。 结合我们的试验设计推断，普雷沃氏菌属可

能利用丰富的淀粉底物在短时间内进行了大量繁

殖，从而出现保持相对丰度不变的结果。 Ｌｉ 等［２６］

认为，普雷沃氏菌属的生长繁殖可能会受到其他

活性高的纤维分解菌的抑制。 由 ＬＥｆＳｅ 分析可

知，纤维杆菌在菌群变化中起到重要作用，该作用

可能是指在急性瘤胃酸中毒发生后纤维杆菌的自

溶或分解，纤维杆菌菌群的衰败可能有利于普雷

沃氏菌属的生存。 虽有报道称低 ｐＨ 可能会导致

革兰氏阴性菌的死亡或自溶［１９］ ，但通过我们的试

验发现，低 ｐＨ 对普雷沃氏菌属的这种作用可能受

持续时间的影响，该持续时间有待进一步的研究。
　 　 通过 ＰＩＣＲＵＳｔ 软件进行测序后的基因功能预

测，发现在发生急性瘤胃酸中毒后，瘤胃菌群内具

有缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成，磷酸转移

酶系统，戊糖和葡萄糖醛酸酯相互转化，糖酵解 ／
糖异生 ４ 种功能的基因的相对丰度较高，这与瘤

胃菌群生存所需的代谢功能，如碳水化合物运转

与代谢、氨基酸合成与代谢等相一致［２７－２８］ 。 这一

结果说明瘤胃菌群在碳水化合物大量增加的情况

下，会通过增强碳水化合物的转运与代谢等功能

来适应生存环境的改变，从而有利于自身生存和

繁殖。 瘤胃菌群内具有蛋白质折叠及其相关加

工、氧化磷酸化、其他聚糖降解和氮代谢 ４ 种功能

的基因的相对丰度出现下降，这与瘤胃内酸性环

境引发蛋白质降解、微生物蛋白质合成等功能受

到抑制相一致［２９－３０］ 。 功能预测结果显示，瘤胃菌

群在 ｐＨ 较低的环境中氮源不足，蛋白质合成、加
工与降解等功能明显下降。 综合上述结果可知，
瘤胃菌群受氮源不足的威胁，通过增强碳水化合

物和氨基酸的利用，维持生存和繁殖。

４　 结　 论
　 　 山羊瘤胃菌群的结构和组成在发生急性瘤胃

酸中毒前后存在较大差异，具体表现为：酸中毒后

瘤胃菌群多样性下降，伴随组间相似性的下降；厚
壁菌门下的链球菌属和乳酸杆菌属成为优势菌

群，变形菌门菌群适度生长，拟杆菌门下的普雷沃

氏菌属的相对丰度无显著变化；在蛋白质合成、加
工与降解等功能受抑制的情况下，瘤胃菌群通过

增加碳水化合物和氨基酸的利用，维持正常生存

与繁殖。
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