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摘　 要： 肠道微生物群的变化与动物机体健康息息相关，肠道微生物群可调控动物机体内能量

代谢、异源物质代谢，修复细胞和提高机体免疫机能。 宏基因组学技术可用于检测动物肠道微

生物群的动态变化。 本文主要对宏基因组学研究的生物信息学技术和平台及宏基因组学在动

物肠道微生物群中的应用进行综述，为后续开发肠道生态系统动态的全球模型及动物机体的靶

向治疗提供理论基础。
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　 　 宏基因组学技术可用于直接检测从动物体内

和环境样本中采集的物质，包括肠道、土壤和水

分。 人类肠道微生物群相当于一个多细胞代谢器

官，由近 ２００ 种常见的菌种和约 １ ０００ 种不常见的

菌种组成［１］ 。 宿主的饮食、遗传背景以及免疫状

态等因素都会影响微生物群的组成［２－３］ 。 研究表

明，早期环境暴露和母体接触对动物成年期肠道

微生物群产生很大影响［４－５］ 。 研究肠道微生物群

的方法主要有描述性宏基因组学与功能性宏基因

组学。 描述性宏基因组学可用于揭示微生物群落

结构和微生物相对丰度，微生物相对丰度是根据

不同的生理和环境条件进行评估的［６－７］ 。 功能性

宏基因组学主要研究宿主与微生物、微生物与微

生物之间相互作用的生态系统网络预测，预测结

果可进一步反映出微生物或宿主在微生态系统中

的功能关系［８－９］ 。 然而，研究肠道微生物群的最大

挑战是无法体外培养大部分肠道微生物物种［１０］ 。
目前主要采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增子测序或全基

因组测序（ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）技术对

肠道微生态系统进行检测［１１］ 。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测

序主要用于系统发育重建、核酸的检测和微生物

多样性的量化。 ＷＧＳ 技术主要针对肠道微生物群

宏基因组进行检测。 肠道微生物群落结构和功能

已在不同的宿主物种中进行了研究，包括小鼠［１２］ 、
人类［１３］ 、犬［１４］ 、猫［１４］ 、牛［１５］和牦牛［１５］ 。 尽管微生

物群落结构和功能之间存在种间差异，但已确认

肠道微生物群在不同物种的宿主代谢和免疫中依

旧发挥着重要作用［１６］ 。
　 　 肠道微生物群研究目前已成为现代生物学领

域研究热点。 主要体现在以下 ２ 个方面，一是它

被认为是潜在药物或药物样分子的储存库，如抗

菌肽、细菌素、抗炎分子、细胞壁多糖以及肽聚糖

等［１７］ ，宏基因组学与生物信息学相结合即将成为

“药物缺陷”研究的先锋；二是“疾病微生物群”逐

渐成为治疗的目标，目前的治疗方法仅限于使用

益生菌、益生元等膳食补充剂结合非特异性靶向

微生物群调控来恢复“健康菌群” ［１８－２１］ 。 目前，益
生菌在治疗急性腹泻和预防坏死性小肠结肠炎方

面很有前景［２２］ ，尽管确切的作用机制尚不清楚，但
已知这些益生菌除了具有抑制病原菌功能外，还
可通过竞争宿主肠道生态位增强在肠道中的定植

来抵抗病原体侵袭，从而为益生菌群重新建立良
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好的生存环境。 此外，粪便移植健康菌群也已成

功应用于治疗耐药性或复发性艰难梭菌相关性腹

泻等相关疾病［２３］ 。 然而，对于肥胖症、糖尿病、炎
症性肠病和肠易激综合征等慢性疾病，还有待进

一步研究［２４］ 。
　 　 目前，由于我们对肠道常驻微生物及其与宿

主相互作用方面了解还不够，导致微生物群靶向

疗法特异性遇到了瓶颈。 此外，微生物与微生物

串扰也可能影响疾病发病状态。 因此，需要整合

宏基因组学、转录组学以及蛋白质组学等系统生

物学方法，了解肠道微生物群的结构、功能关系及

活动规律，开发出新的治疗药物或疫苗。

１ 　 宏基因组学相关的生物信息学技术和
平台
１．１　 宏基因组学序列数据集

　 　 由于 ＷＧＳ 技术和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 焦磷酸测序技术

的进步，已经积累了大量的宏基因组序列数据

集［２５］ 。 这些数据集可在不同的储存库中获得，包
括国家生物技术信息中心（ ｎａｔｉｏｎａｌ ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ ｂｉｏ⁃
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ） 序列阅读档案 （ ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅ ｒｅａｄ ａｒｃｈｉｖｅ，ＳＲＡ） （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｓｒａ）、欧洲生物信息学研究所 （ Ｅｕｒｏｐｅａｎ
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＥＢＩ）的宏基因组数据资源

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ）以及 ＵｎｉＰｒｏｔ 宏基因组和环

境序列 （ ＵｎｉＭＥＳ） 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ．
ｏｒｇ ／ ｈｅｌｐ ／ ｕｎｉｍｅｓ）等。 所有这些序列档案还提供了

用于分析宏基因组序列的不同工具，从第 １ 代

Ｓａｎｇｅｒ（例如 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）平台开始到第 ２
代 ４５４ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｒｏｃｈｅ（例如 ＧＳ ＦＬＸ Ｔｉｔａｎｉ⁃
ｕｍ）和 Ｉｌｌｕｍｉｎａ（例如 ＧＡ Ⅱ、ＭｉＳｅｑ 和 ＨｉＳｅｑ）平

台，以及最近开发的 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 并由太平洋生物

科学公司推出的个人基因组机器（ ｐｅｒｓｏｎａｌ ｇｅｎｏｍｅ
ｍａｃｈｉｎｅ，ＰＧＭ）和单分子实时（ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｒｅ⁃
ａｌ⁃ｔｉｍｅ，ＳＭＲＴ）第 ３ 代测序技术平台。 目前，这些

技术平台按照其成本效益和快速的宏基因组测序

技术的需求而不断完善发展，与最新的 ＰＧＭ 平台

相比，Ｒｏｃｈｅ⁃４５４ Ｔｉｔａｎｉｕｍ 平台可以产生更长的读

数。 尽管 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 的 ＭｉＳｅｑ 平台在深度和宽度上

都能产生更高的序列覆盖率，但 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 的测

序速度却是独一无二的［２６］ 。 这些丰富的宏基因组

序列数据集为我们深入研究肠道微生物的宏基因

组学提供了技术平台。

１．２　 研究肠道微生物群相关的工具与网络服务器

　 　 为了解决分析宏基因组数据中遇到的困难，
目前已经开发出 Ｗｅｂ 服务器和 Ｒ 软件包，并且可

以在公共领域中进行使用。 许多独立的工具能够

分析 １６Ｓ ｒＲＮＡ 标记基因测序数据和 ＷＧＳ 数据，
如定量洞察微生物生态学（ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｃｏｌｏｇｙ，ＱＩＩＭＥ），使用 １６Ｓ ｒＲＮＡｓ 数据

研究微生物多样性。 这些独立工具可为用户提供

系统发育分析的分类指示，以及解析和过滤从 Ｉｌｌｕ⁃
ｍｉｎａ 或其他平台生成的原始数据。 但是 ＱＩＩＭＥ
的安装需要一些 Ｌｉｎｕｘ 和 Ｗｉｎｄｏｗｓ 系统的专业知

识，并且在操作分类单元（ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕ⁃
ｎｉｔｓ，ＯＴＵ） 选择步骤中缺乏并行处理功能［２７］ 。
Ｍｏｔｈｕｒ 是一个具有多种功能的软件包，包括 ＯＴＵ
的识别和不同样本之间的 α（在特定样本中）和 β
（不同样本之间）差异的描述［２８］ 。 ＲＡＭＭＣＡＰ 是

一个基于图形用户界面（ ｇｒａｐｈｉｃａｌ ｕｓｅｒ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ，
ＧＵＩ）的工具，它可对宏基因组序列进行聚类和分

析，与其他工具和软件相比，可以在很短的时间内

处理大量序列。 ＲＡＭＭＣＡＰ 还包括蛋白质家族注

释工具和基于统计分析的新型 ＧＵＩ 的宏基因组比

较方法［２９］ 。 对于基于 ＷＧＳ 的测序数据分析（主

要用于分类学分类），有几种方法可用，它们集成

了基本局部比对搜索工具 （ ｂａｓｉｃ ｌｏｃａｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ
ｓｅａｒｃｈ ｔｏｏｌ，ＢＬＡＳＴ）用于物种鉴定。 ＭＥｔａＧｅｎｏｍｅ
ＡＮａｌｙｚｅｒ（ＭＥＧＡＮ）使用 ＢＬＡＳＴ 搜索参考序列数

据库，如来自 ＮＣＢＩ ＮＲ 数据库的非靶向序列数据

库，并在 ＧＵＩ 中提供结果；它允许分析大型数据集

而无需进一步组装或靶向特定的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 标记

基因；它还可以基于统计分析比较不同的数据集，
并提供输出图形［３０］ 。 此外，一些软件包也可以同

时进行组装和注释，例如 ＭＯＣＡＴ，它将宏基因组

短读段组装成重叠群，同时进行质量控制，并从重

叠群进行基因预测［３１］ 。 对于宏基因组读数的功能

分析，可以使用来自组装的重叠群的预测基因或

具有一定浏览长度的原始序列读数。 某些途径，
如 Ｓｍａｓｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ［３２］ 、微生物群项目统一代谢

分析网络（ＨＵＭＡＮＮ） ［３３］ 以及宏基因组的功能注

释和分类学分析（ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅｓ，ＦＡＮＴＯＭ） ［３４］ ，它们是用于宏基

因组数据分析的易于使用的 ＧＵＩ，也可用于自动

化装配和注释过程（表 １）。

２６９３
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表 １　 肠道微生物群研究相关的工具 ／网络服务器

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｏｏｌｓ ／ ｗｅｂ ｓｅｒｖｅｒｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｒｅｓｅａｒｃｈ

名称
Ｎａｍｅｓ

网站
Ｗｅｂｓｉｔｅ

主要特点
Ｍａｉｎ ｆｅａｔｕｒｅ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＱＩＩＭＥ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｑｉｉｍｅ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ ／ 网络分析，样本内或样本间
多样性的直方图

［２７］

Ｍｏｔｈｕｒ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ ／ 快速处理大型序列数据 ［２８］

ＲＡＭＭＣＡＰ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｉｚｈｏｎｇｌａｂ．ｕｃｓｄ．ｅｄｕ ／ ｒａｍｍｃａｐ ／
ｃｇｉｂｉｎ ／ ｒａｍｍｃａｐ．ｃｇｉ 超快速序列聚类和蛋白质家族注释 ［２９］

ＭＥＧＡＮ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ⁃ａｂ．ｉｎｆｏｒｍａｔｉｋ．ｕｎｉｔｕｅｂｉｎｇｅｎ．
ｄｅ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ｍｅｇａｎ ／

大型宏基因组霰弹枪测序数据集的
笔记本电脑分析

［３０］

ＭＯＣＡＴ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｖｍｌｕｘ．ｅｍｂｌ．ｄｅ ／ ～
ｋｕｌｔｉｍａ ／ ＭＯＣＡＴ ／ 生成分类谱并组装宏基因组 ［３１］

Ｓｍａｓｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｂｏｒｋ．ｅｍｂｌ．ｄｅ ／
ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ｓｍａｓｈ ／

主要针对来自 Ｓａｎｇｅｒ 和 ４５４ 测序技术的
数据执行装配和基因预测

［３２］

ＨＵＭＡＮＮ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｈｕｔｔｅｎｈｏｗｅｒ．ｓｐｈ．
ｈａｒｖａｒｄ．ｅｄｕ ／ ｈｕｍａｎｎ 从人类微生物组项目分析宏基因组霰弹枪数据 ［３３］

ＦＡＮＴＯＭ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｓｙｓｂｉｏ．ｓｅ ／ Ｆａｎｔｏｍ ／ 与 ＫＥＧＧ Ｏｒｔｈｏｌｏｇｙ、ＣＯＧ、ＰＦＡＭ 和 ＴＩＧＲＦＡＭ 等
数据库相结合的宏基因组丰度数据的比较分析

［３４］

２ 　 宏基因组学在动物肠道微生物群中的
应用
２．１　 宏基因组学与动物模型

　 　 新生仔猪已被作为一种动物模型广泛应用于

婴幼儿营养食谱以及胃肠道生理与机体代谢研究

中［３５－３６］ 。 利用母乳喂养和配方喂养的新生仔猪和

早产仔猪的同步研究进一步建立了微生物群和肠

道代谢物组谱之间的关系，这将最终成为具有针

对性的改善临床治疗效果的策略，例如对坏死性

小肠结肠炎的保护作用［３７］ 。 研究表明，早产仔猪

是检测坏死性小肠结肠炎和短肠综合征生理、微
生物组和饮食影响的优秀模型［３６］ 。 Ｐｕｉｍａｎ 等［３８］

用微生物群分析方法检测了静脉注射抗生素和益

生菌对仔猪氨基酸和氮代谢的影响，发现 ２ 种类

型的治疗都有效果，但仅仅限于肝脏和肠道。 此

外，宏基因组学在鸡盲肠微生物多样性研究方面

也取得了重大突破［３９］ ，鸡盲肠系统微生物中丰度

较高 的 是 厚 壁 菌 门 （ ４４％ ～ ５５％） 和 拟 杆 菌 门

（２２％ ～ ４２％），其次是放线菌、氯虫、梭杆菌、变形

菌和疣粒菌的低丰度菌门［４０］ 。 宿主代谢会影响动

物的生理和健康，而栖息于胃肠道的微生物群落

则会维持胃肠道的稳态，它们在动物营养物质消

化、病原体抑制以及与肠道相关免疫系统相互作

用中起重要作用［４１］ 。 以上研究表明，宏基因组学

技术可系统阐明猪禽肠道微生物菌群的分布、不
同胃肠道部位的优势菌属和差异菌群。 该技术可

为探讨动物消化机制，研究动物肠道微生物菌群

与宿主关系、肠道疾病控制预防、健康养殖以及饲

料配方的研制提供技术理论支持［４２］ 。
　 　 反刍动物瘤胃内栖息着复杂多样的微生物

群，瘤胃微生物的多样性是瘤胃功能的基础，通过

构建宏基因组文库能更加客观和完整地研究瘤胃

微生物的多样性。 采用包埋法提取荷斯坦奶牛瘤

胃微生物大片段总 ＤＮＡ，构建瘤胃微生物 Ｆｏｓｍｉｄ
基因组文库并进行鉴定，发现该文库平均插入片

段大小约 ３５ ｋｂ，共保存 ３０ ０００ 个克隆，库容达

１ ０５０ ＭＢ，空载体率小于 ２％ ［４３］ 。 从中国荷斯坦

奶牛瘤胃微生物群的宏基因组文库中回收编码分

别为 ３６１－和 ２６５－氨基酸肽的 ２ 种新型脂肪酶基

因 ＲｌｉｐＥ１ 和 ＲｌｉｐＥ２，该基因对瘤胃脂质代谢研究

具有重要意义［４４］ 。 通过采用脉冲场凝胶电泳等技

术构建黑山羊瘤胃未培养微生物细菌人工染色体

（ＢＡＣ）宏基因组文库的研究，筛选出 ２ 个既具有

内切葡聚糖酶活性又具有 β－葡萄糖苷酶活性的

克隆子［４５］ 。 此外，不同饲粮组成对瘤胃微生物产

生显著影响。 目前采用宏基因组学技术检测经不

同饲粮处理的反刍动物瘤胃样品，获得了大量的
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微生物生物学信息，该信息可用于准确分析饲粮

与瘤胃微生物群之间的关系。 通过分别对饲喂 ８
种不同精饲料（浓缩物）和粗饲料（青草或干草）比
例饲粮的 ８ 头水牛的瘤胃微生物群进行宏基因组

测序，发现拟杆菌在门水平上占优势，普氏菌属在

属水平上占优势；与瘤胃液相比，固体食糜部分中

厚壁菌门与拟杆菌门的比例更高［４６］ 。 由此可知，
调整饲粮后，采用宏基因组测序技术所得到的生

物学信息，可深入了解饲粮与动物胃肠道微生物

群之间的关系。
２．２　 宏基因组学与甲烷调控

　 　 肥胖小鼠的相关研究表明，产甲烷古菌可摄

取食物中的碳水化合物导致小鼠肥胖［４７］ 。 研究表

明，瘤胃微生物群可将饲粮中胆碱转化为三甲胺

（Ｎ－氧化物），最终转化为甲烷［４８］ 。 另有研究发

现，无菌或抗生素抑制小鼠的肠道微生物群可将

膳食磷脂酰胆碱转化为三甲胺和甜菜碱，补充以

上代谢物的饲粮可促进小鼠动脉硬化［４９］ 。 综上所

述，肠道中甲烷古菌的数量和代谢活性对降低心

血管疾病发病风险具有重要作用，具体内在机制

还需进一步探究。
　 　 澳大利亚拥有世界上最大数量和最多种类的

有袋动物，Ｔａｍｍａｒ 小袋鼠是典型的哺乳动物模

型，在胎盘生理学和乳腺生物学领域广泛研究［５０］ 。
其食草特性对食草动物宿主进化适应性方面也有

很好的表征［５１］ ，包括具有解剖学特征的前胃，能够

通过酶水解和厌氧发酵，促进原核生物、真核生物

和微生物长期定植，实现植物的有效生物转化，因
此有袋动物也被认为是“低甲烷排放”动物［５２－５４］ 。
宏基因组学研究可以提供关于微生物群如何协调

木质纤维素生物质的有效转化的新见解［５５］ ，以及

重新定向驯养牲畜中的微生物群以增强动物的碳

捕获并减少甲烷的排放。 从 ８ 只 Ｔａｍｍａｒ 小袋鼠

的前段肠道消化物样品中获得的宏基因组数据表

明，前段肠道微生物组的组成显示出季节性变化，
而这种变化可能与饲粮有关。 英国联邦科学与工

业研究小组的早期研究表明，与反刍动物［５６］ 以及

新型产乙酸细菌相比，有袋动物［５７］ 在其前段肠道

中产生甲烷的微生物更少。 结合宏基因组学研究

表明，澳大利亚有袋动物对食草的进化适应，包括

前段肠道中微生物组分的共同进化，将导致产甲

烷的底物可用性降低。 这些发现对农业和生物医

学科学也有深远的影响。 目前，对瘤胃微生物的

宏基因组方面的研究较少，主要集中在纤维素降

解［５８－５９］ ，使用的方法主要有剖析深度测序、靶向原

核和真核生物瘤胃微生物菌群法［６０－６１］ 。 新西兰科

学家在国际合作中多次用到这些方法，主要用来

研究瘤胃微生物群在不同动物中甲烷排放量的差

异［６０］ ，并取得了重大成就。

３　 小结与展望
　 　 目前有关肠道微生物群方面的研究报道越来

越多，但它仍然是影响人类和动物肠道功能和健

康方面最难以理解的因素之一。 本文综述了肠道

微生物群在小型和大型动物模型中所发挥的重要

作用，通过与其他学科交叉分析，并整合现有的肠

道微生物的生理生态学知识，利用宏基因组学技

术构建胃肠道生态系统网络，进一步了解饲粮－胃
肠道微生物群－宿主之间的关系，开发出胃肠道生

态系统动态模型。 应用这些模型预测肠道中微生

物群动态结果，设计更加全面的饲粮，最终达到提

高动物机体健康的目的。
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