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基于宏基因组学解析瘤胃微生物调节荷斯坦奶牛
乳蛋白含量的研究
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摘　 要： 本试验旨在研究相同饲粮结构及饲养环境下，基于宏基因组学解析乳蛋白含量与瘤胃

微生物之间的潜在关系。 以荷斯坦奶牛为研究对象，选择乳蛋白含量长期偏高（ ＞３．７％）、长期

偏低（３．０％ ～ ３．３％）的奶牛各 ３ 头，采集瘤胃内容物，通过宏基因组学方法分析二者之间的潜在

调节作用。 结果表明：拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、拟杆菌纲（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ）、普雷沃氏菌属（Ｐｒｅｖｏ⁃
ｔｅｌｌａ）、普雷沃氏菌科（ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）、拟杆菌目（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ）、栖瘤胃普雷沃氏菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ
ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ）相对含量在 ２ 组间呈现显著差异（Ｐ＜０．０５），其中 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ 为主要差异微

生物，并首次发现三角酵母属（Ｔｒｉｇｏｎｏｐｓｉｓ）可能对调节乳蛋白含量具有一定作用。 在乳蛋白含

量长期偏高的奶牛瘤胃内，与乳蛋白前体物生成过程相关的氨基酸代谢和其他氨基酸代谢功能

基因的相对丰度显著升高（Ｐ＜０．０５），与蛋白质降解及氨基酸代谢过程密切相关的 ＣＯＧ０５４２、
ＣＯＧ０６１２、ＣＯＧ１４０４、ＣＯＧ１５０６、ＣＯＧ２７５５、ＣＯＧ４８７０ 基 因 的 相 对 丰 度 显 著 升 高 （ Ｐ＜ ０． ０５），
ＣＯＧ１４０４ 基因相对丰度富集度最高，其在微生物降解蛋白质过程中通过表达多肽酶发挥功能。
综上，在相同饲粮结构及饲养环境下，瘤胃内 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ 和 Ｔｒｉｇｏｎｏｐｓｉｓ 这 ２ 种微生物

相对含量的差异对调节乳蛋白含量具有一定作用；微生物通过高表达 ＣＯＧ０５４２、ＣＯＧ０６１２、
ＣＯＧ１４０４、ＣＯＧ１５０６、ＣＯＧ２７５５、ＣＯＧ４８７０ 基因增强瘤胃内蛋白质降解及氨基酸代谢作用，影响

乳蛋白前体物合成情况，进而调节乳蛋白的含量。
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　 　 乳蛋白所含必需氨基酸对生命健康具有重要

作用［１］ ，乳蛋白含量也是评价奶牛泌乳性能及牛

乳质量的关键指标。 乳蛋白由饲粮营养成分经过

奶牛自身复杂生物学系统转化产生，与饲粮结

构［２］和体内多种激素［３］ 等密切相关。 奶牛摄入饲

粮蛋白质后，经过瘤胃微生物作用分解产生氨基

酸，而后发酵成氨态氮用于合成瘤胃微生物蛋白；
部分微生物蛋白在瘤胃内降解，但大部分随食糜

进入皱胃，受消化酶作用后分解成氨基酸［４］ ；余下

瘤胃未降解蛋白到达小肠后受消化酶作用分解成

氨基酸［５］ 。 以上途径产生的氨基酸经由小肠吸收

进入血液［６］ 转变为游离氨基酸（ ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ，
ＦＡＡ），ＦＡＡ 是决定最终乳蛋白含量的必要物质基

础［７］ 。 血液中 ＦＡＡ 流经乳腺时被乳腺组织摄取

利用，加工后合成乳蛋白，约占全部乳蛋白的

９０％ ［８］ ，其余乳蛋白来自奶牛血液转运［９］ 。 由此

可见，瘤胃微生物对饲粮蛋白质的作用强度直接

影响进入小肠的氨基酸含量，进一步对作为乳蛋

白前体物的 ＦＡＡ 产生影响，从而间接对乳蛋白的

自身合成起到一定调节作用。 但目前对瘤胃微生
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物与乳蛋白合成相关性的报道相对较少。
　 　 瘤胃微生物通过自身合成的酶类对饲粮中营

养成分进行降解，其中嗜淀粉瘤胃杆菌、溶纤维丁

酸弧菌、栖瘤胃普雷沃氏菌等能够降解饲粮中的

蛋白质［１０］ 。 研究瘤胃内微生物与乳蛋白合成调控

之间的关系对提升乳品质具有重要意义，但由于

瘤胃微生物不易体外培养，使得相关研究受到限

制，而利用宏基因组学技术不仅能够对整个瘤胃

微生态进行系统地分析，还可以得到物种、基因和

功能三者之间的联系［１１］ 。 孙会增［１２］ 利用宏基因

组学技术分析了瘤胃微生物受饲粮结构影响对奶

牛生长性能指标产生的变化规律。 田彦［１３］ 通过高

通量测序技术分析了瘤胃微生物与乳脂肪合成前

体物之间存在的潜在关系。 迄今为止，很少有研

究者探讨相同饲粮结构及饲养环境下，瘤胃微生

物与乳蛋白合成前体物之间的潜在关系。 本试验

以黑龙江省某牧场内荷斯坦奶牛为研究对象，在
相同饲粮结构及饲养环境下，采集乳蛋白含量长

期偏高及长期偏低奶牛的瘤胃内容物样本，通过

宏基因组学分析试验组别之间微生态的差异性，
旨在探究瘤胃微生物与乳蛋白合成之间潜在的调

节关系，为提升乳蛋白含量提供新的参考思路以

及数据支持。

１　 材料与方法
１．１　 试验设计

　 　 本试验选用黑龙江省某牧场荷斯坦奶牛，对
牧场内全部奶牛进行为期 １２ 个月的奶牛生产性

能测定（ｄａｉｒｙ ｈｅｒｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ，ＤＨＩ）数据定向追

踪，筛选出产奶量［（３５．１ ±２．４） ｋｇ ／ ｄ］相近，且乳

蛋白含 量 长 期 偏 高 （ ＞ ３． ７％） 的 奶 牛 ３ 头， 为

ＨｉｇｈＭＰ 组；乳蛋白含量长期偏低（３． ０％ ～ ３． ３％）
的奶牛 ３ 头，为 ＬｏｗＭＰ 组。 筛选条件参照中国奶

牛数据中心 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｈｏｌｓｔｅｉｎ． ｏｒｇ． ｃｎ ／ 。 为最

大限度降低其他因素对本试验结果可能造成的干

扰，全部试验牛只来自同一父本且均为 ２０１４ 年 ２
月出生，其饲养环境、饲粮配方 ［饲喂参照 ＮＲＣ
（２００１）标准配制，见表 １。 参照 ＧＢ ／ Ｔ ６４３４—２００６
方法测定酸性洗涤纤维和中性洗涤纤维含量，参
照 ＧＢ ／ Ｔ ６４３２—１９９４ 方法测定粗蛋白质含量，参
照 ＧＢ ／ Ｔ ６４３３—２００６ 方法测定粗脂肪含量，参照

ＧＢ ／ Ｔ ６４３６—２００２ 方法测定磷含量，参照 ＧＢ ／ Ｔ

６４３５—２００２ 方法测定钙含量］、产犊胎次（３ 胎）都
相同，同时试验牛只均处于泌乳中期［泌乳天数为

（１５０±１２） ｄ，见表 ２］。 采取当月（２０１８ 年 ６ 月）牛
乳样本后测定试验牛只产奶量及乳蛋白含量，并
进行体细胞数检测，符合要求后进行瘤胃内容物

样本采集。

表 １　 饲粮组成及营养水平（干物质基础）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ

ｔｈｅ ｄｉｅｔ （ＤＭ ｂａｓｉｓ） ％

项目 Ｉｔｅｍｓ 含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
玉米青贮 Ｃｏｒｎ ｓｉｌａｇｅ ２４．４７
压片玉米 Ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｃｏｍ ７．９１
玉米 Ｃｏｒｎ １５．８４
棉籽粕 Ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ ｍｅａｌ ３．４２
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ １２．２８
菜籽粕 Ｒａｐｅｓｅｅｄ ｍｅａｌ ４．７８
苜蓿干草 Ａｌｆａｌｆａ ｈａｙ １４．３５
羊草 Ｌｅｙｍｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ １０．２２
干酒糟及其可溶物 ＤＤＧＳ ３．２３
预混料 Ｐｒｅｍｉｘ１） ２．９６
食盐 ＮａＣｌ ０．５４
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ２）

产奶净能 ＮＥＬ ／ （ＭＪ ／ ｋｇ） ７．１２
酸性洗涤纤维 ＡＤＦ １６．５８
中性洗涤纤维 ＮＤＦ ３０．８２
粗蛋白质 ＣＰ １７．０６
粗脂肪 ＥＥ ４．９２
磷 Ｐ ０．４４
钙 Ｃａ ０．７２

　 　 １）每千克预混料含有 Ｏｎｅ ｋｉｌｏｇｒａｍ ｐｒｅｍｉｘ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ
ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ： ＶＡ ８００ ０００ ＩＵ， ＶＤ ６２０ ０００ ＩＵ， ＶＥ
１ ０２０ ０００ ＩＵ，Ｍｎ ２ ５００ ｍｇ，Ｚｎ ５ ５００ ｍｇ，Ｆｅ ２ ２００ ｍｇ，Ｃｕ
１ ６００ ｍｇ，Ｓｅ ３３ ｍｇ，Ｐ ４４ ｍｇ，Ｃｏ ３８ ｍｇ，Ｉ ９０ ｍｇ。
　 　 ２）产奶净能为计算值，其他营养水平为实测值。 ＮＥＬ

ｗａｓ ａ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｖａｌｕｅ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅｓ．

１．２　 样品采集与处理

１．２．１　 牛乳样品的采集与处理

　 　 通过牧场转盘式挤奶厅下方的牛乳采样器收

集每头试验牛只当日的牛乳样品各 ５０ ｍＬ，其中

早、中、晚采样量比例为 ４ ∶３ ∶３。 牛乳样品送至黑

龙江省农垦畜牧兽医研究所 ＤＨＩ 测定中心检测乳

蛋白含量、产奶量及体细胞数。

４４８３
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表 ２　 各试验牛只基本信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｉａｌ ｃｏｗｓ

编号

Ｎｏ．
出生日期

Ｄａｔｅ ｏｆ ｂｉｒｔｈ
产犊胎次

Ｐａｒｉｔｙ ／胎

泌乳天数

Ｌａｃｔａｔｉｏｎ
ｄａｙｓ ／ ｄ

体细胞数

ＳＣＣ ／
（×１０５ 个 ／ ｍＬ）

产奶量

Ｍｉｌｋ ｙｉｅｌｄ ／
（ｋｇ ／ ｄ）

乳蛋白含量

Ｍｉｌｋ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

ＨｉｇｈＭＰ１ ２０１４－０２－１３ ３ １６２ ２．１ ３４．５ ３．８８
ＨｉｇｈＭＰ２ ２０１４－０２－２２ ３ １４８ ６．５ ３７．５ ３．７８
ＨｉｇｈＭＰ３ ２０１４－０２－１３ ３ １５４ ５．３ ３４．５ ３．９１
ＬｏｗＭＰ１ ２０１４－０２－１３ ３ １６２ １１．８ ３２．７ ３．１５
ＬｏｗＭＰ２ ２０１４－０２－１３ ３ １５６ １８．４ ３６．０ ３．０７
ＬｏｗＭＰ３ ２０１４－０２－２２ ３ １３８ １．７ ３７．２ ３．２３

１．２．２　 瘤胃内容物样品的采集与处理

　 　 确认上述检测结果后，于牧场奶牛晨饲后 ３ ～
４ ｈ 内用瘤胃口腔导管法采集所有试验牛只瘤胃

内容物。 每头试验牛只采集 ３６ ｍＬ 经 ４ 层纱布过

滤后的瘤胃内容物，首先采用便携式 ｐＨ 计（ ｔｅｓｔｏ⁃
２０６－ｐＨ２）测量瘤胃内容物 ｐＨ，再将其中 ６ ｍＬ 分

装于 ４ 只 １．５ ｍＬ 冻存管，立即投入液氮罐中速冻

后经干冰运输至实验室，保存于－２０ ℃ ，以便进行

微生物 ＤＮＡ 的提取与检测。 余下 ３０ ｍＬ 分装于 ２
只 １５ ｍＬ 离心管中，立即投入液氮罐中速冻，再转

移到实验室，－８０ ℃超低温冰箱保存备用。 为防

止采样过程中唾液影响，弃掉起初 ５０ ｍＬ 左右瘤

胃内容物；为降低瘤胃口腔导管插入深度和位置

对不同试验牛只样本采集的潜在影响，口腔导管

均保持相同的插入深度；为减小人为误差，采样固

定由 １ 名技术娴熟的专业人员负责操作。
１．３　 宏基因组 ＤＮＡ 提取及建库测序

１．３．１　 ＤＮＡ 提取

　 　 使用 ＤＮＡ 提取试剂盒 （ＨｉＰｕｒｅ Ｓｔｏｏｌ ＤＮＡ
Ｋｉｔｓ，美基生物，广州）从装于 １．５ ｍＬ 冻存管的瘤

胃内容物中提取基因组 ＤＮＡ。 具体操作严格按照

ＤＮＡ Ｋｉｔ 的标准规范进行。 提取后的 ＤＮＡ 使用

１％的琼脂糖电泳、ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 微量分光光度

计（ ＩＭＰＬＥＮ，美国）和 Ｑｕｂｉｔ ２．０ Ｆｌｕｒｏｍｅｔｅｒ 核酸

浓度检测仪器（Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，美国）进行 ＤＮＡ
浓度与质量的检测。 全部样品 ＤＮＡ 总量均大于

１ μｇ，ＯＤ２６０ ／ ２８０≥１．８，条带未见降解。 提取后，所有

ＤＮＡ 样品均保存在－８０ ℃下，直到进行后续处理。
１．３．２　 文库构建与测序

　 　 每 个 样 本 用 １ μｇ ＤＮＡ 作 为 模 板， 使 用

ＮＥＢＮｅｘｔ ＵＬｔｒａＴＭ ＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ ｆｏｒ

Ｉｌｌｕｍｉｎａ （ＮＥＢ＃７３７０）试剂盒进行文库构建。
１．３．３　 上机测序

　 　 首先通过 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ 生物分析仪和实时荧光

定量 ＰＣＲ（ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ）以进行文库质量检测与

定量。 再取 １０ ｎｇ 的文库，用 ＭｉＳｅｑ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｖ３
（ Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｉｎｃ，Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ，美国）在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ
中进行双向测序，测序过程在基迪奥生物科技有

限公司进行。
１．４　 宏基因组数据预处理

１．４．１　 数据过滤与去除宿主污染

　 　 使用软件 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ（ ｖ０．３２）对原始数据进

行过滤，数据过滤内容为：去除含 ａｄａｐｔｅｒ 的 ｒｅａｄｓ、
去除 Ｎ 的比例大于 １０％的 ｒｅａｄｓ、去除低质量 ｒｅａｄｓ
（质量值 Ｑ≤２０ 的碱基数占整个 ｒｅａｄ 的 ４０％以

上），得到 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ。 将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与 ｂｏｓＴａｕ８ 宿

主基因组数据库比对，比对软件为 ｂｏｗｔｉｅ２，得到

ＨＱ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 用于后续分析。
１．４．２　 序列组装

　 　 利用 ＭＥＧＡＨＩＴ 软件对有效序列进行组装，
并在不同 ｋｍｅｒ 长度下组装 ｒｅａｄｓ 获得 ｃｏｎｔｉｇｓ。
１．５　 微生物多样性与功能分析

　 　 利用 ＭｅｔａＧｅｎｅＭａｒｋ 对＞５００ ｂｐ 的 ｃｏｎｔｉｇｓ 进

行开放阅读框（ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）预测，再
采用 ＣＤ⁃ＨＩＴ 软件对符合条件（９５％多样性，９０％
覆盖率）的预测基因进行聚类，选取最长的基因作

为每类代表序列，构建初始非冗余基因集合。 获

得非冗余基因集后，使用 ＫＥＧＧ ｏｒｔｈｏｌｏｇｙ 数据库

（版本 ６７．１）进行分级功能分类，以鉴定各种途径

之间的层级关系并获得 ＫＥＧＧ 正位标识符和酶委

员会（ＥＣ）系数。 为了获得每组中的独有功能，通
过 Ｍａｃ 终端中的 Ｍｏｔｈｅｒ 程序将所有 ６ 个样本及
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每组 ３ 个样本的数据分别组合在一起，并且上传

到 ＭＧ⁃ＲＡＳＴ 中以进行相同的功能分析，其中以所

有样本组合功能分析作为参考。 将得到的可用序

列整理到 Ｅｘｃｅｌ 表格中，先计算每个水平微生物或

功能在每个样本中的相对比例（相对丰度），然后

进行统计分析：对每种微生物或功能进行正态分

布检测，符合正态分布的用 ＳＡＳ ２２．０ 中的 ＴＴＥＳＴ
模型程序进行统计分析，不符合正态分布的用

ＳＡＳ ２２．０ 中的 ＧＬＭ 模型程序进行统计分析。 同

时将 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 通过 ＤＩＡＭＯＮＤ 软件比对到 ｅｇｇ⁃
ＮＯＧ 数据库，对基因进行进一步功能注释。 同时，
使用 ＮＣＢＩ 的 ＲｅｆＳｅｑ 数据库，对其中的微生物构

建索引，使用 ＭｅｔａＯｔｈｅｌｌｏ，在 ｋ⁃ｍｅｒ ＝ ３１ 的条件下

进行物种注释，并统计各样本的物种注释及丰度

信息，获得物种丰度结果。 根据基因丰度结果、基
因功能注释结果以及物种丰度信息结果，开展组

间比较，获得组间差异物种以及差异基因。 对物

种丰度差异分析采用 Ｒ 包 ＤＥＳｅｑ２ （ ｖ１． ２０． ０），

Ｗａｌｄ 测验（ ｆｉｔＴｙｐｅ ＝ “ ｐａｒａｍｅｔｒｉｃ”）方法进行差异

微生物相关性分析。
１．６　 统计分析

　 　 使用 ＳＰＳＳ ２２．０ 中的 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｎｅｙ Ｕ 检验比

较 ２ 组间统计结果的差异。 Ｐ＜０．０５ 为差异显著，
Ｐ＜０．０１ 为差异极显著。

２　 结果与分析
２．１　 不同乳蛋白含量奶牛相关参数

　 　 全 部 样 本 牛 乳 体 细 胞 数 均 小 于

２００ ０００ 个 ／ ｍＬ（图 １－Ａ），符合欧盟规定的奶牛健

康乳腺判定标准（体细胞数＜３００ ０００ 个 ／ ｍＬ） ［１４］ 。
ｐＨ 介于 ６． ２ ～ ６． ５，符合健康奶牛瘤胃标准［１５］ 。
ＨｉｇｈＭＰ 组奶牛体细胞数和产奶量与 ＬｏｗＭＰ 组差

异不 显 著 （ Ｐ ＝ ０． ２９９， Ｐ ＝ ０． ９１１ ） （ 图 １ － Ａ、
图 １－Ｃ）；瘤胃 ｐＨ 略低于 ＬｏｗＭＰ 组（图１－Ｂ），但
并不具有统计学意义（Ｐ ＝ ０．０６７）；乳蛋白含量极

显著高于 ＬｏｗＭＰ 组（Ｐ＜０．００１）（图 １－Ｄ）。

　 　 ∗∗：Ｐ＜０．０１。

图 １　 不同乳蛋白含量奶牛相关参数

Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｉｌｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ

２．２　 不同乳蛋白含量奶牛瘤胃微生物组成结构

　 　 试验共收集 ６ 例奶牛瘤胃内容物样本进行宏

基因组分析，将测序后得到的 ｒａｗ ｄａｔａ 进行过滤

（图 ２ － Ａ ）， 进 一 步 去 除 宿 主 污 染 后 共 产 生

３１４ ５２５ ９１９ 条ＨＱ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ （ 图 ２ － Ｂ ）， 其 中

ＨｉｇｈＭＰ 组共获得 １４９ ２３９ ６１０ 条 ＨＱ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ，平

均每个样本４９ ７４６ ５３７条 ＨＱ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ；ＬｏｗＭＰ 组

共获得１６５ ２８６ ３０９条 ＨＱ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ，平均每个样本

５５ ０９５ ４３６条 ＨＱ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ。 所有样本中包含 ＨＱ
ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 最 多 的 为 ５８ ３４０ ８６１ 条， 最 少 的 为

４８ ０２７ ７３１ 条。
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　 　 去除接头序列、低质量序列和非包含比例大于 １０％的序列（质量值 Ｑ≤２０ 的碱基数占全部序列的 ４０％以上）的统计情

况（Ａ）；去除宿主序列统计情况（Ｂ）。
　 　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｍｏｖｅ ｔｈｅ ｒｅａｄｓ ｗｉｔｈ ａｄａｐｔｅｒ， ｔｈｅ ｒｅａｄｓ ｗｉｔｈ Ｎ ｒａｔｉｏ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ １０％ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅａｄｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｑｕａｌｉｔｙ
（ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｎｕｍｂｅｒ ｗｉｔｈ Ｑ≤ ２０ ａｃｃｏｕｎｔｓ ｆｏｒ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ４０％ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｒｅａｄ） （Ａ）； ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｈｏｓｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （Ｂ） ．

图 ２　 原始数据过滤统计

Ｆｉｇ．２　 Ｒａｗ ｄａｔａ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

　 　 主 坐 标 分 析 （ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＰＣｏＡ）图中明确地展示出 ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ
组微生物物种基因的趋向特征（图 ３－Ａ）。 物种分

析结果显示，瘤胃内细菌相对含量在 ６９． ２３％ ～
７０．８３％，真菌相对含量在 １８．３２％ ～ １９．８０％，其他

微生物相对含量在 １０．５４％～１０．９７％（图 ３－Ｂ）。 检测

结果中共鉴定得到 ３９ 门、１ ７７４ 属和 ５ ５６７ 种的微生

物。 其中 ＨｉｇｈＭＰ 组各样本均检测到 ３９ 门、１ ７４３
属、５ ４９３ 种的微生物；ＬｏｗＭＰ 组各样本均检测到 ３９
门、１ ７４４ 属、５ ４９６ 种的微生物（图 ３－Ｃ）。
　 　 本次试验结果显示，门水平微生物有 ３０ 种细

菌，８ 种真菌，１ 种原虫，且在 ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ
组各样本中均检测到。 其中变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃ⁃
ｔｅｒｉａ，３０．７９％）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，１６．４４％）、
厚壁菌门（ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，１３．８９％）是主要优势菌门。
属水平 ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ 组共有微生物 １ ７３９
个类别，其中普雷沃氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ，１２． ５６％）
是主要优势菌属。 在种水平共检测到 １ １２２ 种优

势微生物（相对含量＞０．０１％）。
２．３　 高乳蛋白含量奶牛瘤胃内特征性微生物

　 　 依据线判别分析及影响因子（ＬＥｆＳｅ）进化分

支图及线性判别分析（ＬＤＡ）值分布图（图 ４－Ａ、图
４－Ｂ）可知，在 ＨｉｇｈＭＰ 组中，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、拟杆菌

纲（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ）、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ、普雷沃氏菌科（Ｐｒｅｖｏ⁃
ｔｅｌｌａｃｅａｅ）、拟杆菌目（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ）、栖瘤胃普雷

沃氏菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ）等微生物显著富集，
且具有较大影响。
　 　 对种水平优势微生物（相对含量＞０．０１％）的

基因相对丰度分析后发现，ＨｉｇｈＭＰ 组表达 Ｐｒｅｖｏ⁃
ｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ 的基因相对丰度极显著升高（Ｐ＜
０．０１），表达 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ 的基因相对丰度显著升高

（Ｐ＜０．０５） （图 ５－Ａ、图 ５－Ｂ）；同时，三角酵母属

（Ｔｒｉｇｏｎｏｐｓｉｓ）是 ＨｉｇｈＭＰ 组独有微生物。
２．４　 不同乳蛋白含量奶牛瘤胃微生物基因功能

差异

　 　 将检测结果中的 ｒａｗ ｄａｔａ 经处理后得到非冗

余基因集，再通过 ＤＩＡＭＯＮＤ 软件（阈值 ｅｖａｌｕｅ≤
１ｅ－５）比对到 ＫＥＧＧ、ｅｇｇＮＯＧ 数据库，同时集合

基因的相对丰度表格计算不同数据库比对结果的

丰度信息。
２．４．１　 与蛋白质生理代谢相关的功能基因富集

情况

　 　 京都基因与基因组百科全书通路注释（ ｋｙｏｔｏ
ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｎｏｔａ⁃
ｔｉｏｎ，ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ）结果表明，瘤胃内

微生物基因功能主要富集于碳水化合物代谢、氨
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基酸代谢、核苷酸代谢等生理过程（图 ６－Ａ）。 试

验进一步筛选出与蛋白质生理代谢相关的功能

后，发现功能基因主要富集于半胱氨酸和蛋氨酸

代谢过程（图 ６－Ｂ）。 对比 ２ 组基因功能后发现，

瘤胃内微生物的氨基酸代谢和其他氨基酸代谢功

能基因存在显著差异（图 ６－Ｃ、图 ６－Ｄ），ＨｉｇｈＭＰ
组显著高于 ＬｏｗＭＰ 组（Ｐ＜０．０５）。

　 　 ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ 组奶牛瘤胃内微生物物种基因主坐标分析（Ａ）；全部样本瘤胃微生物组成结构分析结果（Ｂ）；
ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ 组瘤胃微生物门、属、种水平数量统计（Ｃ）。
　 　 ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｇｅｎｅ ｉｎ ｒｕｍｅｎ ｏｆ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ ｉｎ ＨｉｇｈＭＰ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬｏｗＭＰ ｇｒｏｕｐ （Ａ）； ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｒｕｍｅｎ ｏｆ ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ （Ｂ）； ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐｈｙｌｕｍ， ｇｅｎｕｓ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｒｕｍｅｎ ｏｆ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ ｉｎ ＨｉｇｈＭＰ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬｏｗＭＰ ｇｒｏｕｐ （Ｃ） ．

图 ３　 瘤胃微生物组成及多样性

Ｆｉｇ．３　 Ｒｕｍｅｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

２．４．２　 与蛋白质生理代谢相关的差异基因

　 　 通过对比 ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ 组 ｅｇｇＮＯＧ 数

据库反馈结果，得到 ２ 组微生物基因在蛋白质降

解及氨基酸代谢功能上的区别。 在结果中选取相

对丰度前 ３０％的基因分析后发现，与氨基酸转运

与代谢相关功能基因中，ＣＯＧ２７５５ 呈现高度富集

状态（图 ７－Ａ）；与翻译后修饰、蛋白质转换、蛋白

质伴侣相关功能基因中， ＣＯＧ０５２４、 ＣＯＧ０６１２、
ＣＯＧ０５２６、ＣＯＧ１４０４ 呈 现 高 度 富 集 状 态 （ 图

７－Ｂ）。 为进一步研究瘤胃内蛋白质生理代谢的生

物学过程，试验筛选结果中与蛋白质降解及氨基

酸代 谢 过 程 密 切 相 关 的 ＣＯＧ０００６、 ＣＯＧ０２６５、
ＣＯＧ０５４２、 ＣＯＧ０６１２、 ＣＯＧ０８２６、 ＣＯＧ１４０４、
ＣＯＧ１５０６、ＣＯＧ２１９５、ＣＯＧ２７５５、ＣＯＧ４８７０ 基因，
比对 后 发 现： ＨｉｇｈＭＰ 组 ＣＯＧ０５４２、 ＣＯＧ０６１２、
ＣＯＧ１４０４、ＣＯＧ１５０６、ＣＯＧ２７５５、ＣＯＧ４８７０ 的基因

数 量 显 著 高 于 ＬｏｗＭＰ 组， 而 ＣＯＧ０００６、
ＣＯＧ０２６５、ＣＯＧ０８２６、ＣＯＧ２１９５ 的基因数量虽然

略高于 ＬｏｗＭＰ 组，但不具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图７－Ｃ～图 ７－Ｌ）。
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　 　 Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ：棒状杆菌；Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ：微球菌；Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ：链霉菌科；Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ：链霉菌；Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅ⁃
ｒｉａ：放线杆菌；Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ：栖瘤胃普雷沃氏菌；Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ：普雷沃氏菌；Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ：普雷沃氏菌科；Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ：
拟杆菌目；Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ：拟杆菌；Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ：慢生根瘤菌科；Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ：红螺菌科； Ｄｅｓｕｌｆｕｒｏｍｏｎａｄａｌｅｓ：除硫单胞

菌目；Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ：黄色单胞菌科；Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｌｅｓ：黄色单胞菌目；Ｏｔｈｅｒ＿ｏｆ＿Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒ：变形菌门未分类微生物；
Ｏｔｈｅｒ＿ｏｆ＿Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏ：尤微菌纲未分类微生物；Ｃａｐｎｏｄｉａｌｅｓ：煤炱目；Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｃｅａｅ：格孢菌科；Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ：格孢菌目；Ｄｏ⁃
ｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ：座囊菌纲；Ｈｅｒｐｏｔｒｉｃｈｉｅｌｌａｃｅａｅ：小蔓毛壳科；Ｃｈａｅｔｏｔｈｙｒｉａｌｅｓ：刺盾炱目；Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ：曲霉菌；Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ：散
囊菌纲；Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ：肉座菌目；Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ：粪壳菌纲；Ｏｔｈｅｒ＿ｏｆ＿Ｔａｐｈｒｉｎａｌｅｓ：外囊菌目未分类微生物；Ａｇａｒｉｃａｌｅｓ：伞菌

目；Ａｇａｒｉｃｏｍｕｃｅｔｅｓ：伞菌纲；Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎａｌｅｓ：丝孢酵母目；Ｔｒｅｍｅｌｌｏｍｙｃｅｔｅｓ：银耳纲；Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ：拟杆菌门；Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿
Ｔｈｅｒｍｕｓ：异常球菌－栖热菌门；Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ：担子菌门；Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ：变形菌门。
　 　 进化分支图（Ａ）；线性判别分析值分布柱状图（Ｂ）；ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ 组栖瘤胃普雷沃氏菌基因的相对丰度对比分

析（Ｃ）。 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｂｒａｎｃｈ ｄｉａｇｒａｍ （Ａ）； ＬＤＡ ｖａｌｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ （Ｂ）； ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ
Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｌｕｍｉｎｉｃｏｌａ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨｉｇｈＭＰ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬｏｗＭＰ ｇｒｏｕｐ （Ｃ） ．

图 ４　 线性判别分析及影响因子

Ｆｉｇ．４　 Ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｆａｃｔｏｒｓ
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　 　 表达栖瘤胃普雷沃氏菌基因的相对丰度在 ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ 组对比分析（Ａ）；表达普雷沃氏菌属基因的相对丰度

在 ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ 组对比分析（Ｂ）。 ∗：Ｐ＜０．０５，∗∗：Ｐ＜０．０１。
　 　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨｉｇｈＭＰ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬｏｗＭＰ ｇｒｏｕｐ （Ａ）； ｔｈｅ ｒｅｌ⁃
ａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨｉｇｈＭＰ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬｏｗＭＰ ｇｒｏｕｐ （Ｂ） ． ∗：Ｐ＜０．０５，∗∗：Ｐ＜０．０１．

图 ５　 ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ 组表达栖瘤胃普雷沃氏菌和普雷沃氏菌属基因的相对丰度对比

Ｆｉｇ．５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ ａｎｄ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｇｅｎｅｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＨｉｇｈＭＰ ａｎｄ ＬｏｗＭＰ ｇｒｏｕｐｓ

　 　 对 ＨｉｇｈＭＰ 组显著升高基因的富集度进一步

统计发现，ＣＯＧ１４０４ 为主要富集基因，之后依次为

ＣＯＧ０６１２、 ＣＯＧ２７５５、 ＣＯＧ０５４２、 ＣＯＧ１５０６、
ＣＯＧ４８７０（图 ８）。

３　 讨　 论
　 　 目前，在相同饲粮结构及饲养环境下对瘤胃

微生物群与宿主乳蛋白含量之间相互作用关系的

报道较少。 本试验通过宏基因组学技术，综合分

析瘤胃微生物、微生物基因、基因功能与宿主合成

乳蛋白之间的潜在调节作用。
３．１　 不同乳蛋白含量奶牛瘤胃微生物组成结构的

差异

　 　 本试验结果显示，奶牛瘤胃内优势门水平微

生物为 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，优
势属水平微生物为 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ，与马健等［１６］ 以及

Ｊａｍｉ 等［１７］分析荷斯坦奶牛瘤胃内优势微生物的结

果相一致，而与逄宾宾等［１８］ 以及李子健等［１９］ 的研

究结果在 ３ 种优势微生物相对含量顺序上有一定

差异，引起这种情况的原因可能与外界环境、饲养

方式［２０］ 、饲粮结构［２１］ 等多方面因素有关，有待进

一步的研究。 本试验结果显示，在相同饲粮结构

及饲养环境下，高乳蛋白含量奶牛瘤胃内种水平

微生物 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ 的相对含量显著升

高，与 Ｘｕｅ 等［２２］ 的 研 究 结 果 一 致。 Ｈａｚｌｅｗｏｏｄ
等［２３］的研究表明，Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ 是瘤胃内

具有降解蛋白质功能数量最多的微生物，能够分

泌多种蛋白酶。 Ｇｒｕｎｉｎｇｅｒ 等［２４］ 的研究同样表明

Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ 与瘤胃内蛋白质和氨基酸的

代谢紧密相关。 此外，本试验首次发现，乳蛋白含

量可能与瘤胃微生物 Ｔｒｉｇｏｎｏｐｓｉｓ 有关，赵沁沁

等［２５］的研究表明，Ｔｒｉｇｏｎｏｐｓｉｓ 与氨基酸代谢密切

相关。 酵母类微生物的生存条件受到 ｐＨ 的影

响［２６］ ，ＨｉｇｈＭＰ 组奶牛瘤胃内相对较低的 ｐＨ 环境

可能为 Ｔｒｉｇｏｎｏｐｓｉｓ 的生长提供了一定的条件。 因

此，在相同饲粮结构及饲养环境下，Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕ⁃
ｍｉｎｉｃｏｌａ 和 Ｔｒｉｇｏｎｏｐｓｉｓ 的相对含量的差异可能是

导致 ＨｉｇｈＭＰ 组奶牛乳蛋白含量显著升高的主要

原因。 以上结果表明，ＨｉｇｈＭＰ 组奶牛具有特定功

能的微生物群通过作用于瘤胃内蛋白质及氨基酸

进而产生了一种稳定的微生态系统，并倾向于增

强瘤胃内氨基酸代谢的能力。
３．２　 不同乳蛋白含量奶牛瘤胃微生物基因功能的

差异

　 　 综合分析 ＫＥＧＧ 和 ｅｇｇＮＯＧ 数据库结果可

知，奶牛瘤胃内微生物基因功能主要富集于碳水

化合物代谢和氨基酸代谢的生理过程，与孙会

增［１２］的研究结果相一致。 瘤胃内碳水化合物代谢

包括对饲粮中结构性碳水化合物和非结构性碳水

化合物的代谢［２７］ ，通过表达纤维素、木葡聚糖、甘
露聚糖、（１，３：１，４） －β－Ｄ－葡聚糖、木聚糖、鼠李

聚半乳糖醛酸等相关降解酶发挥作用［２８］ ；瘤胃内

与乳蛋白合成相关的氨基酸代谢主要为限制性氨

基酸代谢［２９］ ，包括对蛋氨酸、苏氨酸、赖氨酸、精氨
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酸、色氨酸和组氨酸等［３０］ 的作用。 本试验结果显

示，ＨｉｇｈＭＰ 组奶牛半胱氨酸与蛋氨酸代谢功能的

基因相对丰度显著升高，通常情况下蛋氨酸为奶

牛第一限制性氨基酸，李吕木等［３１］的研究表明，在
瘤胃微生物无其他氮源和碳源的条件下，添加蛋

氨酸可加速缬氨酸、丝氨酸、半胱氨酸和组氨酸的

利用，同时改变组氨酸的代谢情况，使产物中游离

甘氨酸含量增加。 此外，本试验结果显示，ＨｉｇｈＭＰ
组奶牛表达氨基酸代谢和其他氨基酸代谢功能基

因的相对丰度显著升高，因此能够增强瘤胃内氨

基酸代谢能力。

　 　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ：京都基因与基因组百科全书通路注释信息；Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：新陈代谢；Ｇｌｏｂａｌ ａｎｄ ｏｖｅｒｖｉｅｗ：全部

被匹配基因；Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：碳水化合物代谢；Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：氨基酸代谢；Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：核苷酸

代谢；Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｃｏｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎｓ：辅酶和维生素代谢；Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：脂质代谢；Ｇｌｙｃａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏ⁃
ｌｉｓｍ：聚糖生物合成与代谢；Ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：能量代谢；Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ：其他氨基酸代谢；Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ
ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ：萜类化合物与聚酮类化合物代谢；Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：其他次生代谢产物

生物合成；Ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：外源生物降解与代谢；Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ：遗传信息处理；
Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ：复制与修复；Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ：翻译；Ｆｏｌｄｉｎｇ，ｓｏｒｔｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ：折叠，分类和降解；Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ：转录；
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ：环境信息处理；Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ：膜转运； Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ：信号转导；Ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ：细胞周期；Ｃｅｌｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ：细胞运动；Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍ：运输与分解代谢；Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅａｔｈ：细胞生长与凋

亡；Ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｓｙｓｔｅｍｓ：组织系统；Ａｇｉｎｇ：老化；Ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ：免疫系统；Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ：环境适应；Ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａ⁃
ｓｅｓ：人类疾病；Ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ：耐药性；Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ：内分泌代谢疾病；Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅｓ：传染病；Ｕｂｉｑ⁃
ｕｉｔｉｎ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ：泛素介导的蛋白质水解；Ｐｒｏｔｅａ ｓｏｍｅ：蛋白酶体；Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｎ：内质网

蛋白质加工；Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：氮代谢；Ｌｙｓｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ：赖氨酸降解；Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｏｒｔ：蛋白质分泌；Ｌｙｓｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：赖
氨酸生物合成；Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｎｄ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：半胱氨酸和蛋氨酸代谢。
　 　 京都基因与基因组百科全书通路注释结果（Ａ）；与蛋白质生理代谢功能相关的基因相对丰度（Ｂ）；氨基酸代谢在

ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ 组对比分析（Ｃ）；其他氨基酸代谢在 ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ 组对比分析（Ｄ）。 ∗：Ｐ＜０．０５。
　 　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ （Ａ）； ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ （Ｂ）； ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨｉｇｈＭＰ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬｏｗＭＰ ｇｒｏｕｐ （Ｃ）； ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｂｅ⁃
ｔｗｅｅｎ ＨｉｇｈＭＰ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬｏｗＭＰ ｇｒｏｕｐ （Ｄ） ． ∗：Ｐ＜０．０５．

图 ６　 与蛋白质生理代谢功能相关的基因相对丰度分析

Ｆｉｇ．６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
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　 　 与氨基酸转运与代谢相关的功能基因含量（Ａ）；与翻译后修饰、蛋白质转换、蛋白质伴侣相关的功能基因含量（Ｂ）；与
蛋白质降解及氨基酸代谢过程相关基因在 ＨｉｇｈＭＰ 组与 ＬｏｗＭＰ 组对比分析（Ｃ～ Ｌ）。 ∗：Ｐ＜０．０５，∗∗：Ｐ＜０．０１。
　 　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ （Ａ）； ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ， ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｕｒｎｅｒ， ａｎｄ ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ （Ｂ）； ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨｉｇｈＭＰ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬｏｗＭＰ ｇｒｏｕｐ （Ｃ ｔｏ Ｌ） ． ∗：Ｐ＜０．０５，∗∗：Ｐ＜０．０１．

图 ７　 差异基因统计

Ｆｉｇ．７　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ

图 ８　 显著差异基因

Ｆｉｇ．８　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

　 　 本试验结果显示，ＨｉｇｈＭＰ 组微生物在瘤胃内

蛋白 质 降 解 及 氨 基 酸 代 谢 过 程 中， ＣＯＧ０５４２、
ＣＯＧ０６１２、 ＣＯＧ１４０４、 ＣＯＧ１５０６、 ＣＯＧ２７５５、
ＣＯＧ４８７０ 的基因数量显著高于 ＬｏｗＭＰ 组，其中

ＣＯＧ１４０４ 为主要富集基因。 结合 ｅｇｇＮＯＧ 数据库

分析可知，基因 ＣＯＧ１４０４、ＣＯＧ０６１２ 在微生物对

蛋白质降解过程中通过表达多肽酶发挥功能，基
因 ＣＯＧ２７５５ 在氨基酸生理代谢过程中通过表达

脂解蛋白 ＧＤＳＬ 发挥作用，基因 ＣＯＧ０５４２ 在微生

物对蛋白质降解过程中通过表达 ＡＴＰ 依赖性 ＣＬｐ
蛋白酶 ＡＴＰ 结合亚基发挥作用，基因 ＣＯＧ１５０６ 在
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氨基酸生理代谢过程中通过作用于多肽酶 ｓ９ 脯氨

酰 寡 肽 酶 活 性 位 点 域 蛋 白 发 挥 功 能， 基 因

ＣＯＧ４８７０ 在氮循环中通过表达组织蛋白酶发挥作

用。 升 高 的 ＣＯＧ０５４２、 ＣＯＧ０６１２、 ＣＯＧ１４０４、
ＣＯＧ１５０６、ＣＯＧ２７５５、ＣＯＧ４８７０ 基因为 ＨｉｇｈＭＰ 组

奶牛提供了更好的蛋白质降解及氨基酸代谢能

力。 以上结果表明，微生物促进了饲粮蛋白质向

乳蛋白前体物的转化，同时也促进了瘤胃内蛋白

质降解及氨基酸代谢的生理过程。 ＨｉｇｈＭＰ 组奶

牛瘤胃内微生物的组成与功能均具有更好地促进

乳蛋白前体物合成的能力。

４　 结　 论
　 　 在相同饲粮结构及饲养环境下，瘤胃内 Ｐｒｅｖｏ⁃
ｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ 和 Ｔｒｉｇｏｎｏｐｓｉｓ 这 ２ 种微生物相对

含量的差异对调节乳蛋白含量具有一定作用；瘤
胃 内 微 生 物 可 能 通 过 高 表 达 ＣＯＧ０５４２、
ＣＯＧ０６１２、 ＣＯＧ１４０４、 ＣＯＧ１５０６、 ＣＯＧ２７５５、
ＣＯＧ４８７０ 基因，增强瘤胃内蛋白质降解及氨基酸

代谢作用，影响乳蛋白前体物合成情况，进而调节

乳蛋白的产量。
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