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摘　 要： 近年来国内外研究人员通过下一代测序和分离培养技术，结合宏基因组学相关的生物

信息学手段证实了猪肠道微生物的组成及其代谢物活性对宿主的健康具有重要作用。 受限于

传统培养方法，猪肠道中大多数细菌仍无法培养，因此，为了突破研究人员研究宿主－菌株相互

关系及益生菌株开发应用的限制，本研究对仔猪断奶前后回肠和结肠内容物微生物进行高通量

培养组学研究。 结合需氧和厌氧条件、不同培养时间以及 ２５ 种不同培养基，共筛选获得

１ ３８５ 株厌氧、好氧和兼性厌氧菌株，并全部进行了 １６Ｓ ｒＲＮＡ 全长测序鉴定和菌株保存，共计获

得 ５ 个门、２９ 个属和 ８６ 个种菌，其中包含梭杆菌、拟杆菌等在以前的研究中较难分离获得的菌

株，以及一些如乳酸菌等具有潜在应用价值的益生菌，更为重要的是其中包含 １１６ 株疑似新菌

种。 本研究获得的菌株信息可以进一步完善猪肠道微生物物种数据库，为后续宿主－菌株相互

关系研究垫定了基础，对猪饲用益生菌相关产品开发研究具有重要意义。
关键词： 培养组学；仔猪断奶；肠道；菌株；鉴定

中图分类号：Ｓ８２８；Ｓ８１１．６　 　 　 　 文献标识码：Ａ　 　 　 　 文章编号：１００６⁃２６７Ｘ（２０２１）０１⁃０１７５⁃１５

收稿日期：２０２０－０６－１３
基金项目：广东省农业科学院院长基金项目（２０１８１４Ｂ，２０１７２３）；广东省畜禽疫病防治研究重点实验室开放基金项目（ＹＤＷＳ１９０８）；广东省

科技计划（２０１４Ｂ０２０２０１００２）
作者简介：董　 博（１９８２—），男，湖北黄冈人，博士研究生，从事畜禽肠道微生物和营养研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｄｏｎｇｂｏ＠ｇｄａａｓ．ｃｎ
∗通信作者：蒋宗勇，研究员，博士生导师，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｊｉａｎｇｚｙ＠ｇｄａａｓ．ｃｎ；陈　 庄，研究员，硕士生导师，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｈｅｎｚｈｕａｎｇ＠ｇｄａａｓ．ｃｎ

　 　 肠道是营养物质消化吸收、微生物与宿主互

作的主要部位。 肠道微生物作为肠道生态系统的

重要部分和调节因子，其健康状态关系着断奶仔

猪的正常生长和发育［１］ 。 仔猪断奶应激一直是困

扰养猪业的难题，断奶前后仔猪胃肠道微生物区

系也发生剧烈的变化。 断奶前后仔猪胃肠道微生

物区系的基因组学研究和功能活性的研究已有报

道［２－１６］ 。 Ｌｉ 等［２］研究了断奶前后仔猪结肠内容物

的微生物基因组，发现分别含有 １ ５８４ 和 １ １５７ 个

操作分类单元（ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，ＯＴＵ），
其中分别有 １３７ 和 ８５ 个特定 ＯＴＵ。 尽管如此，目
前人和动物肠道微生物组研究中，仍然有超过一

半宏基因组测序不能得到明确的菌种信息，更不

能获得分离纯化的单菌株，以进行表型、功能以及

与宿主的互作研究［１７－２２］ ，因此需要对传统的菌株

筛选方法进行优化改造。 培养组学（ ｃｕｌｔｕｒｏｍｉｃｓ）
是一种使用多种培养条件和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序相结

合，对样品中的微生物进行系统地筛选分离培养

的方法［１７，２３－３２］ 。 培养组学方法可以将之前认为不

可培养的菌株培养起来，较大程度地发现潜在的

新菌株，丰富现有的可培养肠道菌株资源库，为开

发缓解断奶应激的益生菌打下基础。 在畜禽肠道

微生物培养组学研究方面，２０１７ 年，Ｆｅｒｒａｒｉｏ 等［３３］

首次利用培养组学方法对百慕大野鸡、蛋鸡和肉

鸡盲肠内容物进行了培养组研究，获得并鉴定了

４１７ 株菌株（包括 ４ 个门、１５ 个属和 ４３ 个种），并
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对相应的培养样本进行了宏基因组分析；２０１８ 年，
Ｍｅｄｖｅｃｋｙ 等［３４］ 培养了鸡盲肠内容物，共获得了

７ 个门、１３３ 株不同的厌氧菌种，并全部进行了全

基因组测序分析，为开发益生菌提供了较全面的

菌株库和基因资源；２０２０ 年，德国马普所建立并公

开了猪的肠道细菌库，包括 ９ 个门、 ３９ 个科和

１１２ 个种，对 ３８ 个新的类群进行了分类学描述，包
括 ２１ 个新种和 １７ 个新属，并进行了扩增子和宏基

因组测序，以及功能注释、抗菌分析和益生菌开发

的详细研究［３５］ ，上述研究工作还在继续。 目前国

内应用培养组学方法在猪肠道微生物全面筛选培

养方面和益生机制的研究才刚刚开始，本研究使

用培养组学方法，对仔猪断奶前后肠道微生物进

行全面筛选、培养和鉴定分析。

１　 材料与方法
１．１　 断奶前后仔猪肠道内容物样本

　 　 选择断奶前后的丹系“杜长大”三元杂仔猪各

３ 头（雌性，健康状况良好，同一窝仔猪），分别于

１８ 日龄（断奶前，体重 ２．８ ｋｇ）和 ６０ 日龄（断奶后，
体重 ３５ ｋｇ）屠宰。 无菌收集仔猪回肠和结肠内容

物，并立即使用培养组学方法，对样本中的细菌进

行筛选培养。 仔猪断奶前后均未用抗生素。
１．２　 细菌培养方法

１．２．１　 培养基

　 　 选择 ２５ 种培养基，包含 ５％羊血－１０４、５％羊

血－脑心浸液（ｂｒａｉｎ ｈｅａｒｔ ｉｎｆｕｓｉｏｎ，ＢＨＩ）、５％羊血－
ＤＭ、５％ 羊血 －ＧＭＭ、 ５％ 羊血 － Ｒ２Ａ、 ５％ 羊血 －
ＳＣＨ、５％羊血 －孢子、５％羊血 －哥伦比亚、Ｋａｎａ⁃
１０４、Ｋａｎａ⁃ＢＨＩ、Ｋａｎａ－哥伦比亚、常规－１０４、常规－
２２１６、常规－２７、常规－９８、常规－ＡＭ、常规－ＢＨＩ、
常规－ＤＭ、常规－ＧＭＭ、常规－ＧＹＭ、常规－ＮＡ、常
规－Ｒ２Ａ、常规－ＳＣＨ、常规－孢子和常规－哥伦比

亚，分别对样品进行稀释培养。
１．２．２　 培养条件

　 　 对每份样品分别使用厌氧（使用 Ｂａｃｔｒｏｎ Ⅳ⁃２
厌氧培养箱，Ｓｈｅｌｌａｂ）和好氧［使用 ＫＢ２４０（Ｅ５．１）
低温培养箱，Ｂｉｎｄｅｒ］条件进行 ３７ ℃培养。
１．２．３　 试验过程

　 　 样品处理：好氧处理在超净工作台中，厌氧处

理在厌氧培养箱中进行。 每份样品分别进行好氧

和厌氧处理。 处理步骤如下：
　 　 常规培养：１）每份样品取样各 １ ｇ，置于含有

９ ｍＬ ｐＨ ７．２ 磷酸盐缓冲液（ ＰＢＳ）的无菌 １５ ｍＬ
离心管中混匀；２）使用 ｐＨ ７．２ 的 ＰＢＳ 对样品进行

１０ 倍系列稀释；３）每份样品系列稀释后为 １０－１ ～
１０－８，每个稀释梯度各 １０ ｍＬ；４）选择 １０－５、１０－６和

１０－７稀释梯度，各吸取 １００ μＬ 稀释液，在相应的琼

脂培养基平板上进行涂布；５）在 ３７ ℃下分别进行

厌氧和好氧静止培养，培养 ４８ ｈ 后，进行菌株

挑取。
　 　 富集培养：１）每份样品取样各 １ ｇ，置于１５ ｍＬ
无菌离心管中，并加入相应液体培养基 ９ ｍＬ，振荡

混匀；２）分别置于厌氧、好氧环境下 ３７ ℃进行培

养；３）分别于第 １、３、７、１０、１５、２１ 和 ３０ 天取 １ ｍＬ
培养物，使用相应液体培养基进行 １０－１ ～ １０－８系列

稀释；４）取 １０－５、１０－６和 １０－７稀释梯度各 １００ μＬ 涂

布于对应固体培养基上；５）于恒温摇床中 ３７ ℃和

１８０ ｒ ／ ｍｉｎ进行厌氧和好氧培养，培养 ４８ ｈ 后，进
行菌株挑取。
１．３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 全长测序

　 　 应用 ２７Ｆ 和 １４９２Ｒ 引物分别对每种菌落的基

因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增并进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序，获
得约 １．５ ｋｂ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因全长序列，并比对到

微生物数据库（ＮＣＢＩ 数据库和古菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 标

准数据库），相似度＞９８．６５％为确定菌株的种属，
相似度≤９８．６５％则认为此菌株为疑似新种。 整个

培养组学工作流程见图 １。

２　 结果与分析
２．１　 培养方法和菌株挑取

　 　 本研究基于培养组学方法，使用 ２５ 种培养基

对样品中的细菌进行筛选培养，共获得 １ ３８５ 株细

菌。 通过观察涂布平板上的菌落形态的差异挑取

菌株，其中常规－Ｒ２Ａ、常规－哥伦比亚和常规－１０４
这 ３ 种培养基所筛选挑取的菌株数目最多，分别

为 １３１、 １１４ 和 １１３ 株； 另 外， 孢 子、 ＤＭ、 ＢＨＩ、
ＧＭＭ、ＳＣＨ 这 ４ 种培养基上菌株也生长情况良

好；常规－ＧＹＭ、常规－２７、常规－２２１６ 和常规－ＡＭ
培养基培养的菌株数目较少（表 １）。
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图 １　 仔猪回肠和结肠内容物微生物培养组学工作流程

Ｆｉｇ．１　 Ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｕｌｔｕｒｏｍｉｃｓ ｉｎ ｉｌｅｕｍ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ［２］

表 １　 每种培养基培养的菌株数目

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｅｄｉｕｍ 株

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

菌株数目
Ｓｔｒａｉｎ
ｎｕｍｂｅｒ

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

菌株数目
Ｓｔｒａｉｎ
ｎｕｍｂｅｒ

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

菌株数目
Ｓｔｒａｉｎ
ｎｕｍｂｅｒ

常规－Ｒ２Ａ
Ｃｏｍｍｏｎ⁃Ｒ２Ａ １３１ ５％羊血－孢子

５％ ｓｈｅｅｐ ｂｌｏｏｄ⁃ｓｐｏｒｅ ４６ Ｋａｎａ－哥伦比亚
Ｋａｎａ⁃Ｃｏｌｕｍｂｉａ ２２

常规－哥伦比亚
Ｃｏｍｍｏｎ⁃Ｃｏｌｕｍｂｉａ １１４ ５％羊血－ＤＭ

５％ ｓｈｅｅｐ ｂｌｏｏｄ⁃ＤＭ ４３ 常规－９８
Ｃｏｍｍｏｎ⁃９８ ２０

常规－１０４
Ｃｏｍｍｏｎ⁃１０４ １１３ ５％羊血－ＢＨＩ

５％ ｓｈｅｅｐ ｂｌｏｏｄ⁃ＢＨＩ ４２ 常规－ＮＡ
Ｃｏｍｍｏｎ⁃ＮＡ ２０

常规－孢子
Ｃｏｍｍｏｎ⁃ｓｐｏｒｅ １０１ ５％羊血－ＧＭＭ

５％ ｓｈｅｅｐ ｂｌｏｏｄ⁃ＧＭＭ ４０ 常规－ＧＹＭ
Ｃｏｍｍｏｎ⁃ＧＹＭ １６

常规－ＳＣＨ
Ｃｏｍｍｏｎ⁃ＳＣＨ ９８ ５％羊血－ＳＣＨ

５％ ｓｈｅｅｐ ｂｌｏｏｄ⁃ＳＣＨ ３８ 常规－２７
Ｃｏｍｍｏｎ⁃２７ １５

常规－ＢＨＩ
Ｃｏｍｍｏｎ⁃ＢＨＩ ９４ Ｋａｎａ⁃ＢＨＩ ３８ 常规－２２１６

Ｃｏｍｍｏｎ⁃２２１６ １４

５％羊血－１０４
５％ ｓｈｅｅｐ ｂｌｏｏｄ⁃１０４ ９２ ５％羊血－Ｒ２Ａ

５％ ｓｈｅｅｐ ｂｌｏｏｄ⁃Ｒ２Ａ ３４ 常规－ＡＭ
Ｃｏｍｍｏｎ⁃ＡＭ １３

常规－ＧＭＭ
Ｃｏｍｍｏｎ⁃ＧＭＭ ９２ ５％羊血－哥伦比亚

５％ ｓｈｅｅｐ ｂｌｏｏｄ⁃Ｃｏｌｕｍｂｉａ ３１ 合计 Ｔｏｔａｌ １ ３８５

常规－ＤＭ
Ｃｏｍｍｏｎ⁃ＤＭ ８９ Ｋａｎａ⁃１０４ ２９

　 　 实际培养过程中，根据猪肠道的特点，在培养

基中会添加一些生长因子，如微量元素、维生素和

脱纤维羊血等［３６］ ，尽可能将样品中的细菌在实验

室培养获得。 同时，涂布平板培养时间也较重要，
大部分培养获得的菌株，都是在 ２４ ～ ４８ ｈ 中获

得［２６］ ，但是较难培养获得的菌株一般培养时长超

过 ４８ ｈ［３７－３８］ 。 对于使用常规培养方法较难培养的

拟杆菌和梭菌属，其中拟杆菌本研究使用常规－
ＳＣＨ 和 Ｋａｎａ⁃１０４ 培养基培养出来了，培养出的拟

杆菌均来自仔猪断奶后结肠样本；梭杆菌本研究

使用 ５％羊血－Ｒ２Ａ、５％羊血－哥伦比亚、５％羊血－
１０４、５％羊血－Ｒ２Ａ、常规－Ｒ２Ａ 和常规－ＢＨＩ 这 ６
种培养基培养出来了，这 ６ 种培养基中 ４ 种都添加

了 ５％羊血，显示梭杆菌比较容易用 ５％的脱纤维

羊血培养出来，培养出的这 ９ 株梭杆菌除了 １ 株来

自回肠，其余 ８ 株都来自结肠样本，显示梭杆菌可

能和结肠中降解纤维多糖方面的功能有关［３９］ 。
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２．２　 菌株鉴定

２．２．１　 不同培养条件及门、属、种水平的细菌鉴定

　 　 由表 ２ 和表 ３ 可知，筛选培养鉴定的 １ ３８５ 株

菌株，分布于 ５ 个门、２９ 个属和 ８６ 个种。 仔猪断

奶前回肠细菌门水平有厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、变
形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和梭杆菌门（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）
３ 个门；断奶后回肠有厚壁菌门和变形菌门这 ２ 个

门，此２个门也存在断奶前回肠 。仔猪断奶前结

肠 菌 株 分 布 在 厚 壁 菌 门、 拟 杆 菌 门 （ Ｂａｃｔｅｒｉ⁃
ｏｉｄｅｔｅｓ）、变形菌门、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和梭

杆菌门；断奶后结肠菌株分布在厚壁菌门、拟杆菌

门、变形菌门和放线菌门，断奶后结肠没有培养出

梭杆菌门。 仔猪断奶前回肠培养了 ３０５ 株菌，结
肠培养了 ３８６ 株菌；断奶后回肠培养了 ２２０ 株菌，
结肠培养了 ４７４ 株菌（图 ２）。

表 ２　 仔猪断奶前后回肠和结肠鉴定细菌门、属、种分布及需氧厌氧特性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｌｕｍ， ｇｅｎｕｓ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ａｅｒｏｂｉｃ ｏｒ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ
ｉｌｅｕｍ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｗｅａｎｉｎｇ 个

项目
Ｉｔｅｍｓ

门
Ｐｈｙｌｕｍ

属
Ｇｅｎｕｓ

种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

株
Ｓｔｒａｉｎｓ

兼性厌氧
Ｆａｃｕｌｔａｔｉｖｅ
ａｎａｅｒｏｂｉｃ

厌氧
Ａｎａｅｒｏｂｉｃ

好氧
Ａｅｒｏｂｉｃ

断奶前 回肠 Ｉｌｅｕｍ ３ １４ ２９ ３０５ ２５３ ２０ ３２
Ｂｅｆｏｒｅ ｗｅａｎｉｎｇ 结肠 Ｃｏｌｏｎ ５ １７ ３５ ３８６ ３５３ ２２ ８
断奶后 回肠 Ｉｌｅｕｍ ２ １４ ２９ ２２０ １６９ ４２ ９
Ａｆｔｅｒ ｗｅａｎｉｎｇ 结肠 Ｃｏｌｏｎ ４ ２２ ６６ ４７４ ３０１ １０４ ７２
合计 Ｔｏｔａｌ ５ ２９ ８６ １ ３８５ １ ０７６ １８８ １２１

表 ３　 断奶前后仔猪回肠和结肠鉴定细菌门、属、种组成

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｙｌｕｍ， ｇｅｎｕｓ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｉｌｅｕｍ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｗｅａｎｉｎｇ

项目 Ｉｔｅｍｓ 组成 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

门 Ｐｈｙｌｕｍ 厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、梭杆菌门（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｉｏｉｄｅｔｅｓ）和
放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）

属 Ｇｅｎｕｓ

不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、蛭弧菌属（Ｂｄｅｌｌｏｖｉｂｒｉｏ）、短杆
菌属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、纤维微菌属（Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ）、梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、艰难梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ）、
棒状杆菌属（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、肠球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、埃希氏杆菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）、Ｆａｅｃａｌｉｃａｔｅｎａ、梭杆菌
属（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、克雷伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）、乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、巨型球菌属（Ｍｅｇａｓｐｈａｅｒａ）、新鞘
脂菌属（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ）、类芽孢杆菌属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）、Ｐａｅｎｉｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、副拟杆菌属（Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、
Ｐｅｌｉｓｔｅｇａ、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、志贺氏菌属（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）、土壤芽孢杆菌属（Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ）、葡萄球菌

属（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、窄食单胞菌属（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）、链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、韦荣氏球菌属（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ）
和魏斯氏菌属（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ）

种 Ｓｐｅｃｉｅｓ

１４ 株约氏不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ）、８ 株空气芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｅｒｉｕｓ）、２ 株高地芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ）、１０ 株解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）、１ 株克劳氏芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｌａｕｓｉｉ）、３１ 株海

内氏芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｈａｙｎｅｓｉｉ）、５ 株郭霍氏芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｋｏｃｈｉｉ）、２９ 株地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）、５ 株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ、４ 株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｉｓｃｉｓ、１ 株短小芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ）、１７ 株沙
福芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｆｅｎｓｉｓ）、１ 株索诺拉沙漠芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｏｎｏｒｅｎｓｉｓ）、２ 株同温层芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｔｒａｔｏｓｐｈｅｒｉｃｕｓ）、３１ 株枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、３ 株特基拉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉｓ）、１７ 株贝莱
斯芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）、２ 株解肝素拟杆菌（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｈｅｐａｒｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ）、３ 株 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｋｏｒｅｅｎｓｉｓ、
１ 株 Ｂｄｅｌｌｏｖｉｂｒｉｏ ｅｘｏｖｏｒｕｓ、１ 株表皮短杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、１ 株 Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ａｑｕａｔｉｌｅ、５ 株

纤维化纤维微细菌（Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｃｅｌｌｕｌａｎｓ）、５ 株芬氏纤维微菌（Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｆｕｎｋｅｉ）、１０ 株
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ ｍａｎｇｅｎｏｔｉｉ、１０ 株产气荚膜梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、４ 株丁酸梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）、

１ 株无害梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｉｎｎｏｃｕｕｍ）、１ 株糖丁酸梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）、４ 株撒丁岛梭菌
（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｒｄｉｎｉｅｎｓｅ）、４ 株 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｔｈｉｏｓｕｌｆａｔｉｒｅｄｕｃｅｎｓ、１ 株停滞棒杆菌（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｔａｔｉｏｎｉｓ）、

１ 株干燥棒杆菌
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续表 ３

项目 Ｉｔｅｍｓ 组成 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｘｅｒｏｓｉｓ）、６ 株铅黄肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｓｓｅｌｉｆｌａｖｕｓ）、１７ 株粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
ｆａｅｃａｌｉｓ）、１１ 株海氏肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｈｉｒａｅ）、８ 株泰国肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｔｈａｉｌａｎｄｉｃｕｓ）、１ 株艾伯特埃希
菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ａｌｂｅｒｔｉｉ）、４３ 株大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）、１２５ 株费格森埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｆｅｒｇｕｓｏｎｉｉ）、１０ 株
旱獭埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｍａｒｍｏｔａｅ）、１ 株 Ｆａｅｃａｌｉｃａｔｅｎａ ｏｒｏｔｉｃａ、１０ 株死亡梭杆菌（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｏｒｔｉｆｅｒｕｍ）、
１ 株产气克莱伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）、１ 株肺炎克莱伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、２ 株嗜酸乳杆菌

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）、２ 株敏捷乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｇｉｌｉｓ）、７３ 株淀粉乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｖｏｒｕｓ）、１１ 株 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏｌｅｏｈｏｍｉｎｉｓ、９ 株卷曲乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｒｉｓｐａｔｕｓ）、１１ 株发酵乳杆菌

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ）、２ 株格氏乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｇａｓｓｅｒｉ）、６０ 株约氏乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ）、
３ 株乳酸乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｌａｃｔｉｓ）、３６ 株黏膜乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｕｃｏｓａｅ）、２４２ 株罗伊氏乳杆菌
（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｅｕｔｅｒｉ）、１６ 株唾液乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ）、１４９ 株阴道乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

ｖａｇｉｎａｌｉｓ）、５ 株埃氏巨型球菌（Ｍｅｇａｓｐｈａｅｒａ ｅｌｓｄｅｎｉｉ）、１ 株 Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ ａｒｏｍａｔｉｃｉｖｏｒａｎｓ、１ 株 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｏｌｙｔｉｃｕｓ、１ 株索氏梭菌（Ｐａｅｎｉｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓｏｒｄｅｌｌｉｉ）、１ 株狄氏副拟杆菌（Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｄｉｓｔａｓｏｎｉｓ）、
２５ 株 Ｐｅｌｉｓｔｅｇａ ｓｕｉｓ、２ 株布氏假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｂｒｅｎｎｅｒｉ）、２ 株荧光假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）、

１ 株边缘假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｍａｒｇｉｎａｌｉｓ）、３１ 株草假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｏａｅ）、２ 株平凡假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｔｒｉｖｉａｌｉｓ）、１ 株维罗纳假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ）、２ 株鲍氏志贺氏菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｂｏｙｄｉｉ）、

６８ 株弗氏志贺氏菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ）、２３ 株宋内志贺氏菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｓｏｎｎｅｉ）、１ 株森林土源芽孢杆菌
（Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉｌｖｅｓｔｒｉｓ）、２ 株松鼠葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｓｃｉｕｒｉ）、１ 株人葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｈｏｍｉｎｉｓ）、
１ 株腐生葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ）、７ 株嗜根窄食单胞菌（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａ）、１３ 株
非解乳糖链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｌａｃｔｏｌｙｔｉｃｕｓ）、３５ 株猪肠链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｈｙｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ）、１０ 株猪阴道链

球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｈｙｏｖａｇｉｎａｌｉｓ）、１ 株副血链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐａｒａｓａｎｇｕｉｎｉｓ）、４ 株鲁布纳链球菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｒｕｂｎｅｒｉ）、２２ 株豚鼠韦荣氏球菌（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ ｃａｖｉａｅ）、３４ 株麦格纳韦荣氏球菌

（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ ｍａｇｎａ）和 ３ 株食窦魏斯氏菌（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ ｃｉｂａｒｉａ）

图 ２　 仔猪断奶前后回肠和结肠筛选菌株韦恩图比较

Ｆｉｇ．２　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｉｌｅｕｍ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｗｅａｎｉｎｇ

２．２．２　 仔猪断奶前后回肠和结肠细菌属种水平

比较

　 　 由表 ２ 可知，在属种水平，仔猪断奶前回肠分

布有 １４ 个属、２９ 个种和 ３０５ 株的细菌，断奶后回

肠分布有 １４ 个属、２９ 个种和 ２２０ 株的细菌；断奶

前结肠分布有 １７ 个属、３５ 个种和 ３８６ 株的细菌，
断奶后结肠分布有 ２２ 个属、６６ 个种和 ４７４ 株的细

菌。 根据表 ２ 总结的细菌的好氧厌氧特性来看，
厌氧和兼性厌氧菌为 １ ２６４ 株，好氧菌为 １２１ 株。
仔猪结肠的厌氧菌数目明显多于回肠，结肠的厌

氧菌有 １２６ 株、回肠有 ６２ 株，这与之前肠道氧含

量的结论［６，９－１０］是一致的。 另外，仔猪断奶后回肠

和结肠的厌氧菌和兼性厌氧菌数目都有很大程度

的增加，显示仔猪断奶后肠道菌群的多样性增加，
厌氧菌所占菌群的比例也有很大程度的增加。 此

外，仔猪断奶前后回肠有 ９２ 株菌是共有的，结肠

有 １８７ 株菌是共有的，结肠共有的比例大于回肠，
这表明回肠菌群结构变化大于结肠（图 ２）。
　 　 虽然培养组学方法得到的菌株数目只能粗略

地反映菌种的丰度，但从图 ３ 和图 ４ 可以看出，与
断奶前相比，仔猪断奶后回肠中乳杆菌属（ Ｌａｃｔｏ⁃
ｂａｃｉｌｌｕｓ）菌株数目有很大程度的减少，这与断奶前

仔猪主要食源为母乳，而乳杆菌具有促进母乳脂

肪消化和吸收的功能是一致的。 另外，仔猪断奶

前回肠、结肠中的潜在致病菌，如韦荣氏球菌属

（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ）、链球菌属（ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）等菌株数
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目都很高，可能是母乳的抗体有较强的保护作用，
而在断奶后 ４２ ｄ，肠道菌群初步成熟，回肠中这些

条件致病菌株数目就有很大程度的减少。 但是，
仔猪断奶后结肠中蛭弧菌属（Ｂｄｅｌｌｏｖｉｂｒｉｏ）、短杆

菌属 （ Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、纤维微菌属 （ Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉ⁃
ｃｒｏｂｉｕｍ）、艰难梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ）、窄食单胞

菌属 （ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）、魏斯氏菌属 （Ｗｅｉｓｓｅｌ⁃
ｌａ）、新鞘脂菌属（Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ）、类芽孢杆菌

属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、土
壤芽孢杆菌属（Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ）及葡萄球菌属（ Ｓｔａｐｈｙ⁃
ｌｏｃｏｃｃｕｓ）这些菌属菌株在断奶前都不存在，总体

上断奶后结肠菌属多样性要高很多，并且断奶后

结肠中韦荣氏球菌属、梭杆菌属（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、
拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）和巨型球菌属（Ｍｅｇａｓｐｈａ⁃
ｅｒａ）这几个属的菌株数目有明显的减少，而断奶后

结肠中埃希氏杆菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）、志贺氏菌属

（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、纤维微菌属、艰
难梭菌属和假单胞菌属这 ６ 个属菌株数目明显增

多，芽孢杆菌属和纤维微菌属是和纤维素降解有

关的菌，埃希氏杆菌属和志贺氏菌属也是大肠中

常见的菌属，也是一种条件致病菌。

图 ３　 仔猪断奶前后回肠培养的菌株在属水平上的分布柱状图

Ｆｉｇ．３　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｉｌｅｕｍ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｗｅａｎｉｎｇ
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图 ４　 仔猪断奶前后结肠培养的菌株在属水平上的分布柱状图

Ｆｉｇ．４　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｗｅａｎｉｎｇ

　 　 从图 ５ 可以看出，仔猪断奶前后回肠菌种数

目都为 ２９ 种，但是从属水平看，断奶后回肠中不

动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）、梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、
埃希氏杆菌属、梭杆菌属、Ｐｅｌｉｓｔｅｇａ、志贺氏菌属、
窄食单胞菌属、链球菌属、韦荣氏球菌属和魏斯氏

菌属种数目都下降到 ０，而断奶后回肠中芽孢杆菌

属、肠球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、乳杆菌属、假单胞菌

属、葡萄球菌属种数目都有所增加。 从图 ６ 可以

看出，与断奶前相比，仔猪断奶后结肠中菌种数目

明显增多，增加的包括梭菌属、芽孢杆菌属、肠球

菌属、短杆菌属、纤维微菌属、艰难梭菌属和假单

胞菌属等，而乳杆菌属等少数属种数目则有所

减少。

２．２．３　 仔猪断奶前后肠道微生物培养组学发现的

疑似新菌种

　 　 根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 全长与 ＮＣＢＩ 微生物数据库

结果比对，相似度≤９８．６５％即为潜在新菌种［４０］ ，
本研究的培养方法一共获得 １１６ 株疑似新种（表

４），其中乳杆菌属最多共 ５３ 株，其次是假单胞菌

属共 １８ 株，平凡假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｔｒｉｖｉａｌｉｓ）
和屎肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ）各 ８ 株，费格森

埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｆｅｒｇｕｓｏｎｉｉ） ５ 株，Ｆａｅｃａｌｉｃａｔｅｎａ
ｏｒｏｔｉｃａ、无害梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｉｎｎｏｃｕｕｍ）、丁酸梭

菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ）、糖丁酸梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉ⁃
ｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ）、黏膜乳杆菌（ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍｕｃｏｓａｅ）、埃氏巨型球菌（Ｍｅｇａｓｐｈａｅｒａ ｅｌｓｄｅｎｉｉ）、
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狄氏副拟杆菌（Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｄｉｓｔａｓｏｎｉｓ）、猪肠链

球菌 （ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｈｙｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ） 和鲁布纳链球

菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｒｕｂｎｅｒｉ）等各 １ 株。

图 ５　 仔猪断奶前后回肠培养的菌种在属水平上的分布柱状图

Ｆｉｇ．５　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｉｌｅｕｍ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｗｅａｎｉｎｇ

３　 讨　 论
　 　 近年来，培养组学方法在获得潜在新菌种、丰
富可培养菌株资源库及菌株的益生机制研究方

面，已显现出巨大的优势，并已在人体肠道微生物

和相关医学研究中成为新的热点。 在畜牧业研究

领域，培养组学也已在菌株与宿主相关作用、病原

微生物及益生机制和动物营养学方面的研究中显

现出其潜在的优势，但是有关研究在国内却鲜见

报道。

３．１　 培养组学条件和菌株筛选鉴定

　 　 为了尽可能全面地培养肠菌，本研究对仔猪

断奶前后的回肠和结肠内容物组合使用 ２５ 种培

养基和培养条件（包括厌氧、纤维羊血和营养因

子），还针对肠道菌株筛选的特点，如多会产生孢

子的情况，添加使孢子萌发的成分，在培养中对样

品进行了一些预处理、预培养和富集等，共培养获

得 １ ３８５ 株细菌，与之前的宏基因组研究报道的

１ １５７ ～ １ ５８４ 个 ＯＴＵ［２］ 比较相对较少，一些宏基

因注释出来的丰度较低的门［如螺旋体门（ Ｓｐｉｒｏ⁃
ｃｈａｅｔｅｓ）和软壁菌门（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ） 等］ 和属［如罗
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斯氏菌属（Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ）、多雷亚菌属（Ｄｏｒｅａ）、Ｂｌａｕ⁃
ｔｉａ、普雷沃氏菌属 （ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ） 等］ 没有培养出

来［４１］ ，其可能原因是挑菌过程中为了避免过多重

复并没有全面挑取，或者一些菌种需要更长的平

板培养时间，如螺杆菌属（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ）的一些菌

种需要几天的时间［３７］ ，一些分支杆菌属（Ｍｙｃｏｂａｃ⁃
ｔｅｒｉｕｍ）的菌种需要几周的时间［３８］ 。 因此需要对

培养组学方法进一步研究开发，以获得更全面的

猪肠道微生物菌库［２４］ 。

图 ６　 仔猪断奶前后结肠培养的菌种在属水平上的分布柱状图

Ｆｉｇ．６　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｗｅａｎｉｎｇ

３．２　 仔猪断奶前后回肠和结肠微生物培养组学和

测序结果比较

　 　 在门水平上，仔猪断奶前后回肠和结肠可培

养的菌株分类变化不大，主要分布在厚壁菌门、拟
杆菌门、变形菌门、放线菌门和梭杆菌门这 ５ 个

门，其中厚壁菌门的相对丰度和多样性最高，这些

和之前的宏基因组测序的研究结果［６］ 是一致的。
宏基因组注释出来一些丰度较高的属如乳杆菌

属、巨型球菌属、芽孢杆菌属、拟杆菌属和埃希氏

杆菌属等，培养的结果中也有，而培养结果中的新

鞘脂菌属、类芽孢杆菌属、Ｐａｅｎｉｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、Ｐｅｌｉ⁃
ｓｔｅｇａ、土壤芽孢杆菌属和窄食单胞菌属这些属未

见于一些测序结果中［８，３９，４１－４４］ 。 可见培养组学和

测序的结果是互相印证和补充的关系［３１］ 。 测序研

究显示，对仔猪断奶后利用饲粮纤维比较重要的

肠道菌属梭菌属、肠球菌属、葡萄球菌属［３９］在本研

究中也培养出来，这些菌可以作为仔猪适应断奶

应激的候选益生菌。 在种水平上，仔猪断奶前后
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回肠菌种数目未有变化，而断奶后结肠菌种数目 明显增多。

表 ４　 仔猪断奶前后肠道微生物培养组学发现的疑似新菌种（相似度≤９８．６５％）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｎｅｗ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｏｕｎｄ ｂｙ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｕｌｔｕｒｏｍｉｃｓ ｏｆ

ｐｉｇｌｅｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｗｅａｎｉｎｇ （ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ≤９８．６５％）

最相似属
Ｍｏｓｔ ｓｉｍｉｌａｒ ｇｅｎｕｓ

最相似种
Ｍｏｓｔ ｓｉｍｉｌａｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

菌株数目
Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ ／株

梭菌属
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ

无害梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｉｎｎｏｃｕｕｍ） １
丁酸梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｂｕｔｙｒｉｃｕｍ） １

撒丁岛梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｒｄｉｎｉｅｎｓｅ） ５
糖丁酸梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ） １

芽孢杆菌属
Ｂａｃｉｌｌｕｓ

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｉｓｃｉｓ １
枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ） １

贝莱斯芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ） １
蛭弧菌属 Ｂｄｅｌｌｏｖｉｂｒｉｏ Ｂｄｅｌｌｏｖｉｂｒｉｏ ｅｘｏｖｏｒｕｓ １
短杆菌属 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ 表皮短杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ） １
纤维微菌属
Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ

Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ａｑｕａｔｉｌｅ １
芬氏纤维微菌（Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｆｕｎｋｅｉ） １

艰难梭菌属 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ ｍａｎｇｅｎｏｔｉｉ １
肠球菌属
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ

屎肠球菌 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ ８
鹑鸡肠球菌 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ １

埃希氏杆菌属
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ

艾伯特埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ａｌｂｅｒｔｉｉ） １
费格森埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｆｅｒｇｕｓｏｎｉｉ） ５
旱獭埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｍａｒｍｏｔａｅ） ２

Ｆａｅｃａｌｉｃａｔｅｎａ Ｆａｅｃａｌｉｃａｔｅｎａ ｏｒｏｔｉｃａ １

乳杆菌属
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

淀粉乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｖｏｒｕｓ） ２
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏｌｅｏｈｏｍｉｎｉｓ ９

格氏乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｇａｓｓｅｒｉ） ２
约氏乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ） １６
黏膜乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｕｃｏｓａｅ） ７
罗伊氏乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｅｕｔｅｒｉ） １０
唾液乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ） １
阴道乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｖａｇｉｎａｌｉｓ） ６

巨型球菌属 Ｍｅｇａｓｐｈａｅｒａ 埃氏巨型球菌（Ｍｅｇａｓｐｈａｅｒａ ｅｌｓｄｅｎｉｉ） １
新鞘脂菌属 Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ ａｒｏｍａｔｉｃｉｖｏｒａｎｓ １
副拟杆菌属 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 狄氏副拟杆菌（Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｄｉｓｔａｓｏｎｉｓ） １

假单胞菌属
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

亚麻假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｌｉｎｉ） １
浅黄色假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｌｕｒｉｄａ） ２
边缘假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｍａｒｇｉｎａｌｉｓ） １

草假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｏａｅ） ６
平凡假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｔｒｉｖｉａｌｉｓ） ８

志贺氏菌属 Ｓｈｉｇｅｌｌａ 弗氏志贺氏菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ） １
土壤芽孢杆菌属 Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ 森林土源芽孢杆菌（Ｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｉｌｖｅｓｔｒｉｓ） １
葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ 人葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｈｏｍｉｎｉｓ） １
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续表 ４

最相似属
Ｍｏｓｔ ｓｉｍｉｌａｒ ｇｅｎｕｓ

最相似种
Ｍｏｓｔ ｓｉｍｉｌａｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

菌株数目
Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ ／株

链球菌属
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ

非解乳糖链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｌａｃｔｏｌｙｔｉｃｕｓ） ２
猪肠链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｈｙｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ） １

鲁布纳链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｒｕｂｎｅｒｉ） １
韦荣氏球菌属 Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ 麦格纳韦荣氏球菌（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ ｍａｇｎａ） １
合计 Ｔｏｔａｌ １１６

　 　 本研究结果表明，与断奶前相比，仔猪断奶后

回肠中乳杆菌丰度发生了明显下降。 仔猪肠道大

部分菌群最开始是从母乳中获得并定植于肠

道［４５］ ，母乳中乳酸菌比例较大，所以断奶前乳酸菌

有优势，断奶前拟杆菌属、埃希氏杆菌属和梭杆菌

属也比较丰富，这与宏基因组测定断奶前后菌属

的变化结果相一致［８，１２，４４］ 。 仔猪断奶时会突然转

换到含有谷物和较高粗蛋白质的固体饲料［４２，４５］ ，
在这个转换期间，宏基因组分析显示回肠中作为

早期病原菌拮抗的主要参与者之一乳杆菌属的数

量突然减少［６］ ，而结肠中梭菌属和包含大肠杆菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）等变形菌门在内的有害菌在断

奶后都有增加，拟杆菌属则有所减少［１２］ ，这与本研

究的仔猪断奶前后结肠培养结果是一致的，这些

菌属的变化大大增加患胃肠疾病的风险。 断奶

后，肠道菌群逐渐成熟，拟杆菌门丰度又逐渐上

升［４４］ ；培养结果显示断奶应激降低了仔猪回肠种

属多样性［４２］ ，而断奶后结肠菌种多样性的提高是

由于可被结肠微生物代谢的纤维和多糖类饲粮的

添加，这与宏基因组 α 多样性研究的结果是一致

的；刚断奶的仔猪肠道菌属多样性先降低，然后从

断 奶 后 期 到 长 成 期 又 会 上 升， 并 超 过 刚 断

奶期［３９，４３］ 。
　 　 本研究中，仔猪回肠和结肠培养的菌群在门

水平有很大不同，这与宏基因组数据结果一致，回
肠培养出的主要菌群是厚壁菌门，占 ９５％以上［６］ ，
而结肠中厚壁菌门、拟杆菌门和变形菌门都有一

定比重，其中厚壁菌门和拟杆菌门总共占比超过

９０％，这和宏基因组门水平变化趋势研究结果［４１］

是一致。 这种变化趋势从培养组学结果来看回肠

中存在厌氧杆菌属（Ａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒ）和 Ｔｕｒｉｃｉｂａｃｔｅｒ
较多，而结肠中存在普雷沃氏菌属、颤杆菌属（Ｏｓ⁃
ｃｉｌｌｉｂａｃｔｅｒ） 和 琥 珀 酸 弧 菌 属 （ Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ ） 较

多［９］ 。 宏基因组结果显示，在属水平上，断奶后拟

杆菌属让位于梭菌属［１３，４５］ ，这与本研究结果一致。
结肠比回肠的含氧量要低，ｐＨ 更高，适合多种厌

氧和兼性厌氧菌生存。 本研究中，虽然肠道菌群

总体上厌氧菌占优势，但是结肠的厌氧菌和兼性

厌氧菌的总和要明显高于回肠相应的比例［９，４１］ 。
３．３　 培养出来的潜在新菌种

　 　 本研究中，共发现了 １１６ 株疑似新菌，更多菌

株是第 １ 次在猪肠道中发现，可以丰富有潜在应

用价值细菌的猪肠道细菌库，有效拓展对仔猪肠

道菌群多样性和仔猪肠道菌群及营养代谢关系的

认识，实现对潜在益生菌更全面有效地捕获。
　 　 不同猪品系遗传因素对肠道菌群种属水平的

影响较大，对 １５ 周龄的纯种猪品系如“杜洛克”、
“长白”和“约克夏”品系之间的比较显示，这 ３ 种

品系的肠道菌群在门水平上具有较高的一致性，
均为拟杆菌门和厚壁菌门占主要，但是在属水平

上，链型杆菌属 （ Ｃａｔｅｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、考拉杆菌属

（Ｐｈａｓｃｏｌａｒｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）和 Ｓｕｂｄｏｌｉｇｒａｎｕｌｕｍ 在“杜
洛克”品系中更丰富，而小杆菌属（Ｄｉａｌｉｓｔｅｒ）在“约
克夏”品系中更丰富［１３］ 。 因此，以后可以开展对

中国本地猪的肠道培养研究，丰富猪肠道菌种库

的遗传背景异质性，获取更全面的新型肠道细菌

菌株资源。 本研究证明，通过培养组学分离出的

很多仔猪肠道菌群的多样性和丰度是迄今未知，
这扩大了可培养的仔猪肠道微生物资源。
　 　 综上所述，只有通过各种培养方法，将样品中

的微生物在实验室全面地筛选获得，并对其进行

全基因组测序分析及功能注释，才能从根本上丰

富肠道微生物菌种资源库和功能基因库，扩展对

肠道菌群的全面认识，为仔猪营养研究和饲料益

生菌制剂开发打下基础［２３，２８］ 。
　 　 本研究采用培养组学方法研究健康仔猪肠道

微生物谱，其研究已深入到菌种水平，优于现有的

基于二代测序技术的免培养分析方法。 通过培养
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组学技术，我们能够发现潜在的新菌种，后续也能

够对这些菌种进行全基因组测序分析及益生菌开

发。 并能够对获得的猪源益生菌进行益生机制深

入研究。 益生菌具有物种特异性，相比其他来源

的益生菌，猪源性益生菌开发为微生态制剂，应用

在猪营养调控上，将增加其定植概率和功效发

挥［４４，４６］ ，帮助在无抗养殖背景下解决仔猪断奶应

激问题。
　 　 因此，在目前猪肠道基因集已经构建的基础

上，展望未来的猪肠道微生物组学和营养研究是

多组学、纯培养和生态特征的整合分析［４４，４７］ 。 未

来会针对培养的菌种库，基于比较基因组的方法，
以菌种或亚种为单位研究不同菌种的遗传多样

性，比较风险因子、功能代谢特性和菌株互补情

况，展示常见益生菌的基因组特性及与生态位的

关系，为解决仔猪断奶应激的益生菌的选择和复

配提供参考。

４　 结　 论
　 　 本研究使用培养组学方法，对仔猪断奶前后

肠道微生物进行全面筛选培养，共筛选获得 １ ３８５
株厌氧、好氧及兼性厌氧菌株，共计获得 ５ 个门、
２９ 个属和 ８６ 个种菌，其中包含梭杆菌、拟杆菌等

在以前的研究中较难分离获得的菌株，以及一些

如乳酸菌等具有潜在应用价值的益生菌，更为重

要的是其中包含 １１６ 株疑似新菌种。
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１９４９－１９５４．
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Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｄ ａｅｒｏｂｉｃ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅ： ａｒｅ
ｔｗｏ ｍｅｄｉｕｍ ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ ｎｅｃ⁃
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ｏｌｏｇｙ，２０１７，８：１６８８．

［４５］ 　 ＬＡＭＥＮＤＥＬＬＡ Ｒ，ＤＯＭＩＮＧＯ Ｊ Ｗ Ｓ，ＧＨＯＳＨ Ｓ，ｅｔ
ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｆｅｃａｌ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ ｕｎｖｅｉｌｓ ｕｎｉｑｕｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｗｉｎｅ ｇｕｔ［ Ｊ］ ．ＢＭＣ Ｍｉｃｒｏ⁃
ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１１，１１：１０３．

［４６］ 　 ＡＬＯＵ Ｍ Ｔ，ＭＩＬＬＩＯＮ Ｍ，ＴＲＡＯＲＥ Ｓ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｇｕｔ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｍｉｓｓｉｎｇ ｉｎ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｍａｌｎｕｔｒｉｔｉｏｎ，ｃａｎ ｗｅ ｉ⁃
ｄｅｎｔｉｆｙ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｂｙ ｃｕｌｔｕｒｏｍｉｃｓ？ ［ Ｊ］ ．Ｆｒｏｎ⁃
ｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１７，８：８９９．

［４７］ 　 ＨＵ Ｊ，ＮＩＥ Ｙ，ＣＨＥＮ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｇｒａｄｕａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｇｕｔ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｗｅａｎｅｄ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇｌｅｔｓ［ Ｊ］ ．Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１６，７：１７２７．

８８１



１ 期 董　 博等：哺乳仔猪断奶前后肠道微生物培养组学研究

∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒｓ： ＪＩＡＮＧ Ｚｏｎｇｙｏｎｇ， ｐｒｏｆｅｓｓｏｒ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｊｉａｎｇｚｙ＠ｇｄａａｓ．ｃｎ； ＣＨＥＮ Ｚｈｕａｎｇ， ｐｒｏｆｅｓｓｏｒ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｈｅｎｚｈｕａｎｇ＠ｇｄａａｓ．ｃｎ

（责任编辑　 田艳明）

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｕｌｔｕｒｏｍｉｃｓ ｏｆ Ｐｉｇｌｅｔｓ
Ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ Ａｆｔｅｒ Ｗｅａｎｉｎｇ

ＤＯＮＧ Ｂｏ１，２，３ 　 ＷＡＮＧ Ｚｈｉｌｉｎ１ 　 ＷＥＩ Ｗｅｎｋａｎｇ１，３ 　 ＪＩＮＧ Ｘｉａｏｈｕａｎ４ 　 ＬＩＵ Ｓｈｉ１ 　 ＹＡＮ Ｑｉｕｌｏｎｇ５ 　
ＪＩＡＮＧ Ｚｏｎｇｙｏｎｇ６∗ 　 ＬＩＵ Ｗｅｎｈｕａ１ 　 ＨＵ Ｙｉｙｉｎ４ 　 ＣＨＥＮ Ｚｈｕａｎｇ１∗

（１． Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｒｏｐ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ， Ａｇｒｏ⁃Ｇｅｎｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ，
Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０６４０， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
Ｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇｓ ａｎｄ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ
Ａｆｆａｉｒｓ， Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０６４０， Ｃｈｉｎａ；

３． Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｌｉｎｇｎａｎ Ｍｏｄｅｒｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ⁃Ｍａｏｍｉｎｇ
Ｓｕｂ⁃Ｃｅｎｔｅｒ， Ｍａｏｍｉｎｇ ５２５０００， Ｃｈｉｎａ； ４． Ｃｈｉｎａ Ｎａｔｉｏｎａｌ ＧｅｎｅＢａｎｋ， Ｓｈｅｎｚｈｅｎ ５１００８３， Ｃｈｉｎａ；

５． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， Ｄａｌｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｄａｌｉａｎ １１６０４４， Ｃｈｉｎａ；
６． Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０６４０， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ， ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ａｔ ｈｏｍｅ ａｎｄ ａｂｒｏａｄ ｈａｖｅ ｐｒｏｖｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｉｎｔｅｓｔｉ⁃
ｎａｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｈｏｓｔ ｈｅａｌｔｈ ｔｈｒｏｕｇｈ ｎｅｘｔ⁃ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｄｕｅ
ｔｏ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄｓ， ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ ｐｉｇｓ ｓｔｉｌｌ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｂｒｅａｋ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｈｏｓｔ⁃ｓｔｒａｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐ⁃
ｍｅｎｔ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｐｐｌｉｅｄ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｃｕｌｔｕｒｏｍｉｃｓ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ
ｉｎ ｉｌｅｕｍ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｗｅａｎｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｅｒｏｂｉｃ ａｎｄ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｃｏｎｄｉ⁃
ｔｉｏｎｓ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ ａｎｄ ２５ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉｕｍ， ｔｈｅｎ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １ ３８５ ａｎａｅｒｏｂｉｃ， ａｅｒｏｂｉｃ ａｎｄ ｆａｃｕｌｔａｔｉｖｅ
ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ， ａｎｄ ｆｏｒ ａｌｌ ｔｈｅｓｅ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ
ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ． Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ５ ｐｈｙｌａ， ２９ ｇｅｎｅｒａ ａｎｄ ８６ ｓｐｅｃｉｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｓｏｍｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｈｉｃｈ
ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｃｕｌｔｉｖａｔｅ ｕｓｉｎｇ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ， ｓｕｃｈ ａｓ Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ， Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ， ｅｔｃ．， ａｎｄ
ｓｏｍｅ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｉｔｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｓｕｃｈ ａｓ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ； ｍｏｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔｌｙ，
ｔｈｅｙ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ １１６ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｎｅｗ ｓｔｒａｉｎｓ． Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ
ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｐｉｇｓ， ｌａｙ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｈｏｓｔ⁃ｓｔｒａｉｎ ｉｎｔｅｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｓ ｏｆ ｇｒｅａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｏｒ ｐｉｇ ｆｅｅｄｉｎｇ．
［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０２１， ３３（１）：１７５⁃１８９］

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃｕｌｔｕｒｏｍｉｃｓ； ｐｉｇｌｅｔ ｗｅａｎｅｄ； ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ； ｓｔｒａｉｎｓ； ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

９８１


