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摘　 要： 本试验旨在研究野生林麝（Ｍｏｓｃｈｕｓ ｂｅｒｅｚｏｖｓｋｉｉ）瘤胃、小肠和大肠微生物组成和抗生素

抗性基因。 采集野生林麝消化道 ３ 个区段（瘤胃、小肠和大肠）的内容物进行宏基因组测序，并

进行常规物种注释和抗生素抗性基因功能注释。 结果表明：３ 个区段共有优势菌门为厚壁菌门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）；瘤胃中主要优势菌属为普雷沃氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）、月

形单胞菌属 （ Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｓ），小肠中主要优势菌属为链球菌属 （ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、埃希氏菌属

（Ｅｃｈｅｒｉｃｈｉａ），大肠中主要优势菌属为梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）。 基因常规

注释显示各个区段微生物基因在不饱和脂肪酸合成和抗生素抗性上差异较大。 抗生素抗性基

因注释显示 ｍａｃＢ、ｓａｖ１８６６ 和 ｂｃｒＡ 绝对丰度最高，且都来自于大肠细菌；瘤胃中抗生素抗性基

因绝对丰度最大的是 Ａｍｉｎｏｃｏｕｍａｒｉｎ＿ｒｅｓｉｓｔａｎｔ＿ａｌａＳ，小肠中是 ａｄｅＧ，大肠中是 ｍａｃＢ。 通过对野

生林麝消化道微生物组成分区段比对，发现瘤胃、小肠和大肠微生物组成和抗生素抗性基因分

布存在较大差异，大肠和小肠中细菌与野生林麝的多重耐药性关系更密切。
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　 　 林麝（Ｍｏｓｃｈｕｓ ｂｅｒｅｚｏｖｓｋｉｉ）属于麝科（Ｍｏｓｃｈｉ⁃
ｄａｅ）麝属（Ｍｏｓｃｈｕｓ），目前已被列为我国一级保护

动物，其所产麝香是一种药用价值极高的动物产

品。 林麝在野生状态下属于泛食、嫩食动物，即使

在食物匮乏期仍会回避高纤维植物［１］ 。 对野生林

麝消化道微生物进行研究有助于我们了解自然状

态下林麝消化道微生物组成，对野生林麝保护及

圈养林麝饲养具有借鉴和参考价值。
　 　 近年来对圈养反刍动物瘤胃微生物的研究，
摸清了牛、羊等动物瘤胃中微生物群落组成，发现

其对食物发酵与初步消化具有重要意义，消化道

微生物活动会影响动物产品质量［２－３］ 。 林麝属于

反刍动物，这使它们容易受到消化道微生物群落

活动的影响［４］ 。 在圈养条件下，由环境问题和饲

喂不当引起的菌群失衡已经成为影响麝健康的重

要因素［５］ 。 目前因采样受限，对林麝消化道微生

物的研究进展缓慢［６］ ，仅有的林麝粪便研究表明，
环境、食物、健康状态等因素都会影响林麝消化道

微生物组成，其中与营养分解相关的核心菌群（拟
杆菌门和厚壁菌门细菌）丰度变化不大，而非核心

菌群的种类和丰度变化明显［６－８］ ，这些微生物在免

疫反应和营养消化方面发挥着重要作用［９］ 。
　 　 目前林麝消化道微生物研究样本以粪便为

主，常用的方法是 １６Ｓ ｒＲＮＡ 高通量测序，这种方

法的缺点是测序深度有限，而宏基因组测序不仅

能获得全面的微生物类群信息，还能提供基因功
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能层面的预测，近年来被广泛用于微生物群落研

究［１０］ 。 粪便采样具有集合了贯穿胃肠道分散微生

物群落的优势，但其与大肠微生物相似度较高，不
能完全反映除大肠外其他消化道部位微生物群落

结构的真实情况［１１］ 。 为全面了解野生林麝消化道

微生物结构及其抗生素抗性基因（ＡＲＧｓ）种类，对
其消化道分部位取样并进行宏基因组测序是十分

必要的。
　 　 鉴于此，本试验采用宏基因组测序的方法，对
１ 只珍贵的野生林麝消化道不同区段微生物群落

结构和 ＡＲＧｓ 进行研究，旨在更全面地分析野生林

麝消化道不同部位微生物组成及所携带 ＡＲＧｓ 的

特点和差异，为人工养麝防治胃肠道疾病提供深

入的数据支持与参考。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

　 　 试验样本取自陕西省宝鸡市扶风县一柿园内

遭家犬追咬死亡的野生雄性林麝，年龄 １．５ 岁，经
解剖后观察，样本发育良好，器官均无病变，表明

样本在死亡前健康状况良好。 采样时间为初夏

（５ 月中旬），样本死亡后及时取瘤胃、小肠和大肠

内容物加 ５０％甘油于－４０ ℃保存。
１．２　 试验方法

１．２．１　 ＤＮＡ 提取与宏基因组建库

　 　 采用十二烷基苯磺酸钠（ＳＤＳ）法对样本基因

组 ＤＮＡ 提取［１２］ ，采用琼脂糖凝胶电泳（ＡＧＥ）和

Ｑｕｂｉｔ ２．０ 荧光计对 ＤＮＡ 质量进行检测，然后用

Ｃｏｖａｒｉｓ 超声波破碎仪将样品 ＤＮＡ 随机打断成长

度为 ３５０ ｂｐ 的片段，经末端修复、加 Ａ 尾、加测序

接头、纯化、ＰＣＲ 扩增等步骤完成文库制备。 ＤＮＡ

文库构建完成后，使用 Ｑｕｂｉｔ ２．０ 荧光计进行初步

定量，稀释文库浓度至 ２ ｎｇ ／ μＬ，Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 分析

仪对文库的插入片段进行检测。 符合预期后使用

定量 ＰＣＲ（ ｑ⁃ＰＣＲ）法对 ＤＮＡ 文库有效浓度进行

准确定量，不同文库按照有效浓度及目标下机数

据量需求合并，然后用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＰＥ１５０ 测序仪测

序，最终得到原始数据。
１．２．２　 生物信息学分析

　 　 对下机的原始数据进行质控，过滤掉低质量

片段和宿主片段后得到有效数据，然后对有效数

据进行宏基因组装，为保证数据可靠，将各样品未

被利用的片段放在一起进行混合组装。 从单样品

和混合组装样品中不含 Ｎ 端的片段出发，采用

ＭｅｔａＧｅｎｅＭａｒｋ 软件进行基因预测，将各单样品和

混合组装样品预测产生的基因放在一起进行去冗

余，去冗余后的片段用于构建基因目录，综合各样

品有效数据获得基因目录在各样品中的丰度信

息。 将基因目录与 ＭｉｃｒｏＮＲ 库进行比对，获得每

个基因的物种注释信息，然后与 ＫＥＧＧ 数据库、
Ｃａｒｄ 数据库进行比对得到相关基因注释结果。

２　 结果与分析
２．１　 宏基因组测序

　 　 经质控过滤，小肠、瘤胃和大肠中分别获得了

１１ ３５４．９９、１３ ２４６．２２ 和 １４ ３１５．５２ Ｍｂｐ 有效数据。
有效数据中测序错误率小于 １％ （Ｑ２０） 和 １‰
（Ｑ３０）的碱基数目比例分别达到 ９７％和 ９２％以

上，表明测序数据可靠性较高（表 １）。 基因预测

共得到 １１ ４６１ ５１７ 条开放阅读框（ＯＲＦｓ）用于后

续物种注释和基因功能分析。

表 １　 数据预处理统计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄａｔａ ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

样本名称

Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅｓ
原始数据

Ｒｏｗ ｄａｔａ ／ Ｍｂｐ
有效数据

Ｖａｌｉｄ ｄａｔａ ／ Ｍｂｐ
Ｑ２０ ／ ％ Ｑ３０ ／ ％

ＧＣ 含量

ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％
有效率

Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｒａｔｅ ／ ％

小肠 Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ １１ ３９２．６２ １１ ３５４．９９ ９７．５６ ９３．１４ ４４．２８ ９９．６７０
瘤胃 Ｒｕｍｅｎ １３ ２８２．７３ １３ ２４６．２２ ９７．４９ ９３．０９ ４８．７７ ９９．７２５
大肠 Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ １５ １８５．９２ １４ ３１５．５２ ９７．３４ ９２．０４ ４５．８５ ９８．１５０

２．２　 野生林麝瘤胃、小肠和大肠微生物组成

２．２．１　 野生林麝瘤胃、小肠和大肠细菌组成

　 　 消化道 ３ 个区段中优势菌门组成存在一定差

异，瘤胃中优势菌门为厚壁菌门（５１％）、拟杆菌门

（２３％）和互养菌门（１２％）；小肠中优势菌门为变

形菌 门 （ ４３％）、 放 线 菌 门 （ ２３％） 和 厚 壁 菌 门

５８４
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（１７％）；大肠中优势菌门为厚壁菌门（７３％）和拟

杆菌门（２２％），两者比值明显高于瘤胃（图 １－Ａ）。
属水平上瘤胃和小肠细菌组成差异十分明显，３ 个

区段之间没有共享的优势菌属（图 １－Ｂ）。 瘤胃中

主要菌属是与碳水化合物、蛋白质分解相关的厌

氧菌属：普雷沃氏菌属 （ １６％）、月形单胞菌属

（８％）、依赖杆菌属（６％）、拟杆菌属（３％）；而小肠

中多为致病菌属和条件致病菌属：分枝杆菌属

（２３％）、链球菌属（１５％）、埃希氏菌属（１４％）、无
形体属（１２％）；大肠中多为与营养物质分解相关

的菌属：梭菌属（１０％）、拟杆菌属（８％）、另枝菌属

（８％）。

　 　 Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ：小肠；Ｒｕｍｅｎ：瘤胃；Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ：大肠；Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ：厚壁菌门；Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ：变形菌门；Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｒｔｅｓ：拟
杆菌门；Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ：放线菌门；Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅｓ：互养菌门；Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ：螺旋体门；Ｃｈｌａｍｙｄｉａｅ：衣原体门；Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ：子囊

菌门；Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ：柔膜菌门；Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ：纤维杆菌门；Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ：梭杆菌门；Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ：疣微菌门；Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ：
分枝杆菌属；Ａｎａｐｌａｓｍａ：无形体属；Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ：普雷沃氏菌属；Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ：链球菌属；Ｅｃｈｅｒｉｃｈｉａ：埃希氏菌属；Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｓ：
月形单胞菌属；Ｆｒｅｔｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ：依赖杆菌属；Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ：密螺旋体属；Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ：另枝菌属；Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ：拟杆菌属；Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ：
梭菌属；Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ：瘤胃球菌属；Ｏｔｈｅｒｓ：其他。

图 １　 林麝瘤胃、小肠、大肠细菌在门（Ａ）和属（Ｂ）水平上的相对丰度

Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｐｈｙｌｕｍ （Ａ） ａｎｄ ｇｅｎｕｓ （Ｂ） ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒｕｍｅｎ， ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｎｄ
ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｆｏｒｅｓｔ ｍｕｓｋ ｄｅｅｒ

２．２．２ 　 野生林麝瘤胃、小肠和大肠古菌、真菌和

病毒组成

　 　 消化道 ３ 个区段主要古菌为广古菌门和奇古

菌门，大肠中有少部分属于泉古菌门（１％）和初古

菌门（１％）（图 ２－Ａ）。 在属水平上，瘤胃和大肠优

势古菌属相似，相对丰度最大的 ２ 个古菌属均为

甲烷八叠球菌属、甲烷短杆菌属，小肠中的古菌都

属于亚硝化侏儒菌属（图 ２－Ｂ）。

　 　 Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ：小肠；Ｒｕｍｅｎ：瘤胃；Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ：大肠；Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ：广古菌门；Ｔｈａｕｍａｒｃｈａｅｏｔａ：奇古菌门；Ｃｒｅｎａｒｃｈａ⁃
ｅｏｔａ：泉古菌门；Ｋｏｒａｒｃｈａｅｏｔａ：初古菌门；Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ：甲烷八叠球菌属；Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ：甲烷短杆菌属；Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌ⁃
ｌｕｍ：甲烷螺菌属；Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｕｓ：产甲烷球菌属；Ｎｉｔｒｏｓｏｐｕｍｉｌｕｓ：亚硝化侏儒菌属；Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｏｉｄｅｓ ：拟甲烷球菌属；Ｍｅｔｈａ⁃
ｎｏｃｅｌｌａ：甲烷胞菌属；Ｍｅｔｈａｎｏｈａｌｏｐｈｉｌｕｓ：甲烷嗜盐菌属；Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ：甲烷杆菌属；Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕｍ ：甲烷粒菌属；
Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ：甲烷微菌属；Ｏｔｈｅｒｓ：其他。

图 ２　 野生林麝瘤胃、小肠和大肠中古菌在门（Ａ）和属（Ｂ）水平上的相对丰度

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｒｃｈａｅａ ｏｎ ｐｈｙｌｕｍ （Ａ） ａｎｄ ｇｅｎｕｓ （Ｂ） ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒｕｍｅｎ， ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｎｄ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｆｏｒｅｓｔ ｍｕｓｋ ｄｅｅｒ
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１ 期 何　 森等：宏基因组测序分析野生林麝瘤胃、小肠和大肠微生物组成和抗生素抗性基因

　 　 瘤胃、小肠和大肠中共有的优势真菌属于担

子菌门、子囊菌门（图 ３－Ａ）。 在属水平上三者共

有的优势真菌为曲霉属和根内球囊霉属，瘤胃中

优势真菌还有 Ｐｈａｅｏｍｏｎｉｅｌｌａ （ １２％），小肠还有

Ｓａｉｔｏｅｌｌａ（６％），大肠中还有假丝酵母菌属（５％）、
柄孢壳菌属（３％）（图 ３－Ｂ）。

　 　 Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ：小肠；Ｒｕｍｅｎ：瘤胃；Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ：大肠；Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ：担子菌门；Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ：子囊菌门；Ｍｕｃｏｒｏｍｙｃｏ⁃
ｔａ：毛霉亚门；Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｉｄｉａ：微孢子门；Ｃｈｙｔｒｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ：壶菌门；Ｎｅｏｃａｌｌｉｍａｓｔｉｇｏｍｙｃｏｔａ：新丽鞭毛菌门；Ｃｒｙｐｔｏｍｙｃｏｔａ：隐真菌

门；Ｂｌａｓｔｏｃｌａｄｉｏｍｙｃｏｔａ：芽枝霉门；Ｚｏｏｐａｇｏｍｙｃｏｔａ：捕虫霉门；Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ：球囊菌门；Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ：曲霉属；Ｒｈｉｚｏｐｈａｇｕｓ：根
内球囊霉属；Ｓａｉｔｏｅｌｌａ：齐藤酵母属；Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅ：平革菌属；Ｃｌａｖｉｓｐｏｒａ：棒孢酵母菌属；Ｔｉｌｌｅｔｉａ：腥黑粉菌属；Ｐｕｃｃｉｎｉａ：柄锈

菌属；Ｐｓｅｕｄｏｇｙｍｎｏａｓｃｕｓ：假裸囊菌属；Ｃａｎｄｉｄａ：假丝酵母菌属；Ｐｏｄｏｓｐｏｒａ：柄孢壳菌属；Ｏｔｈｅｒｓ：其他。

图 ３　 野生林麝瘤胃、小肠和大肠中真菌在门（Ａ）和属（Ｂ）水平上的相对丰度

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｆｕｎｇｕｓ ｏｎ ｐｈｙｌｕｍ （Ａ） ａｎｄ ｇｅｎｕｓ （Ｂ） ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒｕｍｅｎ， ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｎｄ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｆｏｒｅｓｔ ｍｕｓｋ ｄｅｅｒ

　 　 瘤胃中主要病毒种类是弧菌噬菌体（２２％）、
地中海噬菌体（２２％）和芽孢杆菌噬菌体（９％）；小
肠中相对丰度最高的是副痘病毒属（８０％），其次

是丙型反录病毒属（５％）、乙型反录病毒属（３％）；
大肠中优势病毒种类为无害的地中海噬菌体

（１０％）、肌尾噬菌体（７％）和长尾噬菌体（６％）和

（图 ４）。
２．３　 野生林麝瘤胃、小肠和大肠微生物基因功能

注释与差异分析

２．３．１　 ＫＥＧＧ 数据库注释差异分析

　 　 去冗余后的 ＯＲＦｓ 经过 ＫＥＧＧ 数据库注释，结
果如图 ５ 所示。 消化道中微生物在数据库中注释

数量最多的通路是新陈代谢。 对注释数据进行富

集差异分析发现，瘤胃、小肠、大肠中微生物在不

饱和脂肪酸生物合成、灵杆菌素生物合成以及新

霉素、庆大霉素、卡那霉素生物合成这些方面差异

显著（Ｐ＜０．０５），还有一些通路上富集的差异基因

数量很多，如淀粉和蔗糖代谢、其他抗生素生物合

成、氨基糖和核苷酸糖代谢等。

　 　 Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ：小肠；Ｒｕｍｅｎ：瘤胃；Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ：大
肠；Ｖｉｂｒｉｏ ｐｈａｇｅ：弧菌噬菌体；Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅａｎ ｐｈａｇｅ：地中海

噬菌体；Ｍｕｒｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ：鼠巨细胞病毒属； Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ
ｎｏｎａｍｅ：长尾噬菌体科未命名；Ｐｏｄｏｖｉｒｉｄａｅ ｎｏｎａｍｅ：短尾噬

菌体科未命名；Ｍｙｏｖｉｒｉｄａｅ ｎｏｎａｍｅ：肌尾噬菌体科未命名；
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｈａｇｅ：芽孢杆菌噬菌体；Ｂｅｔａｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ：乙型反转录

病毒属；Ｇａｍｍａｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ：丙型反转录病毒属；Ｐａｒａｐｏｘｖｉｒ⁃
ｕｓ：副痘病毒属；Ｏｔｈｅｒｓ：其他。

图 ４　 野生林麝瘤胃、小肠和大肠中病毒的相对丰度

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｒｕｍｅｎ， ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｎｄ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｗｉｌｄ

ｆｏｒｅｓｔ ｍｕｓｋ ｄｅｅｒ

７８４



　
动　 物　 营　 养　 学　 报 ３３ 卷

　 　 图 Ａ 展示了注释在不同通路中的基因的数量；图 Ｂ 展示了消化道不同区段差异基因的富集分析，点的大小代表差异基

因个数，富集因子是当前通路差异基因数与注释在这个通路中所有基因数的比值，颜色代表－ｌｏｇ１０（Ｐ 值）的大小，值越大

代表差异越显著。 Ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ Ａ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙｓ； ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ Ｂ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａ⁃
ｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｔｒａｃｔ ｓｅｇｍｅｎｔｓ． Ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｔｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ．
Ｔｈｅ ｒｉｃｈ ｆａｃｔｏｒ ｉｓ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｐ⁃ｖａｌｕｅ， ｔｈｅ ｌａｒｇｅｒ ｖａｌｕｅ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｍｏｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．
　 　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：新陈代谢；Ｇｌｏｂａｌ ａｎｄ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｍａｐｓ：全局概览图；Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：碳水化合物代谢；Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：氨基酸代谢；Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｃｏｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎｓ：辅酶因子和维生素代谢；Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂ⁃
ｏｌｉｔｅｓ：其他次生代谢物生物合成；Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：核苷酸代谢；Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：脂代谢；Ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：能量代

谢；Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ：其他氨基酸代谢；Ｇｌｙｃａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：多糖生物合成与代谢；Ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：外源物质生物合成与代谢；Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ：遗传信息处理；Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ：翻译；Ｆｏｌｄ⁃
ｉｎｇ， ｓｏｒｔｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ：折叠、分类和降解；Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ：环境信息处理；Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ：膜
运输；Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ：信号转导；Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ：细胞调控；Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ⁃ｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ：原核生物细胞群落；Ｂｉｏ⁃
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ：不饱和脂肪酸生物合成；Ｐｒｏｄｉｇｉｏｓｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：灵杆菌素生物合成；Ｎｅｏｍｙｃｉｎ， ｋａｎａｍｙｃｉｎ
ａｎｄ ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：新霉素、卡那霉素和庆大霉素生物合成；Ｓｔａｒｃｈ ａｎｄ ｓｕｃｒｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：淀粉和蔗糖代谢；Ｂｉｏｓｙｎ⁃
ｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ：抗生素生物合成；Ａｍｉｎｏ ｓｕｇａｒ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｕｇａｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：氨基糖和核苷酸糖代谢。

图 ５　 ＫＥＧＧ 数据库注释与差异性分析

Ｆｉｇ．５　 ＫＥＧＧ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

２．３．２　 ＡＲＧｓ 注释差异分析

　 　 消化道细菌的 ＡＲＧｓ 对野生林麝的耐药性贡

献较大，细菌 ＡＲＧｓ 注释结果显示，野生林麝瘤

胃、小肠和大肠 ＡＲＧｓ 种类存在明显差异（图 ６）。
绝对丰度最大的 ３ 种 ＡＲＧｓ 都来自大肠细菌，分别

是 ｍａｃＢ、ｓａｖ１８６６ 和 ｂｃｒＡ。 大肠中绝对丰度最高

的 ＡＲＧｓ 是 ｍａｃＢ，瘤胃中绝对丰度最高的 ＡＲＧｓ
是 Ａｍｉｎｏｃｏｕｍａｒｉｎ＿ｒｅｓｉｓｔａｎｔ＿ａｌａＳ，小肠中绝对丰度

最高的 ＡＲＧｓ 是 ａｄｅＧ。 小肠微生物对 ａｄｅＧ、ＴａｅＡ
绝对丰度的贡献较高，分别达到 ５０％和 ３０％。
　 　 瘤胃中细菌 ＡＲＧｓ 主要来源于厚壁 菌 门

（４４％）和拟杆菌门（２６％）；小肠中细菌 ＡＲＧｓ 主

要来源于变形菌门（９３％），厚壁菌门和拟杆菌门

中 ＡＲＯ 所 占 比 例 较 少 （共 ３％）； 大 肠 中 细 菌

ＡＲＧｓ 主要来源于厚壁菌门 （ ５８％） 和拟杆菌门

（１８％）。 （图 ７）

３　 讨　 论
　 　 本研究对 １ 只野生林麝的瘤胃、小肠和大肠

内容物进行了宏基因组测序，研究野生林麝肠道

微生物组成。 虽然样本量少，但是关键在于该野

生林麝在自然界中自由采食，成长过程中未接触

人工抗生素，研究该林麝肠道微生物组成和 ＡＲＧｓ
种类，能为野生林麝保护和圈养林麝养殖提供重

要参考依据。
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１ 期 何　 森等：宏基因组测序分析野生林麝瘤胃、小肠和大肠微生物组成和抗生素抗性基因

　 　 Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ： 小 肠； Ｒｕｍｅｎ： 瘤 胃； Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
大肠。
　 　 内圈不同颜色表示不同的样品和抗生素抗性基因

（ＡＲＧｓ）；外圈刻度表示绝对丰度，左侧为各个 ＡＲＧｓ 的绝

对丰度之和，右侧为各 ＡＲＧｓ 在样本中的绝对丰度之和。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｃｉｒｃｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ
ａｎｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ （ＡＲＧｓ） ． Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｕｔ⁃
ｅｒ ｃｉｒｃｌｅ ｉｓ ａｂｓｏｌｕｔｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ， ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｓｉｄｅ ｉｓ ｔｈｅ ｓｕｍ ｏｆ ａｂ⁃
ｓｏｌｕｔｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＲＧｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｉｄｅ
ｉｓ ｔｈｅ ｓｕｍ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＲＧｓ ｉｎ ａ ｓａｍｐｌｅ．

图 ６　 抗生素抗性基因 Ｏｖｅｒｖｉｅｗ 圈图

Ｆｉｇ．６　 Ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｇｒａｐｈ ｏｆ ＡＲＧｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ

３．１　 野生林麝瘤胃、小肠和大肠中细菌组成差异

　 　 通过对消化道 ３ 个区段微生物组成分析发

现，厚壁菌门和拟杆菌门为瘤胃的优势菌门，厚壁

菌门能够分解纤维素并产生机体可以直接吸收利

用的短链脂肪酸（ＳＣＦＡ），对维持肠道稳态和减少

病原菌定植有重要作用［１３］ ，拟杆菌门主要作用是

降解蛋白质、碳水化合物和脂肪［１４］ ；大肠中拟杆菌

门和厚壁菌门相对丰度达 ７５％以上，与 Ｌｉ 等［６－７］ 、
Ｈｕ 等［８］对林麝粪便中微生物测序结果一致。 相

较于瘤胃，大肠中厚壁菌门相对丰度较高，小肠中

厚壁菌门相对丰度明显下降，拟杆菌门几乎消失，
大肠和小肠中厚壁菌门、拟杆菌门的比值大幅上

升。 Ｉｓｌａｍ 等［１５］指出，用含胆酸的食物饲喂大鼠会

导致回肠厚壁菌门、拟杆菌门的比值大幅增加。
林麝等反刍动物胆汁中胆酸含量较高［１６］ ，这可能

是导致小肠中拟杆菌门相对丰度下降的原因。
　 　 变形菌门在小肠中的相对丰度明显偏高，这
与赵文静等［１１］ 对小鼠小肠细菌观察到的结果相

似。 小肠中的优势菌属多为致病菌，其中大肠杆

菌属于 γ 变形菌门中的一种条件致病菌，在宿主

免疫系统健全的情况下能刺激小肠免疫系统发育

和免疫应答，促进肠上皮细胞分裂并分泌杀菌物

质［１７－１８］ 。 麝在管理不当或受到强烈刺激时会导致

免疫力下降，易受到大肠杆菌影响导致腹泻［１９］ 。
林麝小肠细菌中多为病原菌的原因可能是小肠中

充满营养丰富的食糜，是病菌与机体竞争吸收营

养物质的主要体外场所。 至今为止，对麝消化道

中病菌的研究较少，这些病菌在麝免疫系统和消

化系统中发挥的作用还需要进一步探究。

　 　 Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ：小肠；Ｒｕｍｅｎ：瘤胃；Ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ：大肠；Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ：厚壁菌门；Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ：变形菌门；Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｒｔｅｓ：拟
杆菌门；Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅｓ：互养菌门；Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ：疣微菌门；Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ：螺旋体门；Ｏｔｈｅｒｓ：其他。
　 　 外圈为各菌门基因所占比例，内圈为各菌门抗生素抗性基因所占比例。 Ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｃｉｒｃｌｅ ｉｓ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ
ｐｈｙｌｕｍ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｃｉｒｃｌｅ ｉｓ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲＧｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｐｈｙｌｕｍ．

图 ７　 野生林麝瘤胃、小肠和大肠中抗生素抗性基因物种归属分析

Ｆｉｇ．７　 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＲＧｓ ｉｎ ｒｕｍｅｎ， ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｎｄ ｌａｒｇｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｆｏｒｅｓｔ ｍｕｓｋ ｄｅｅｒ
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　 　 本研究结果显示，互养菌门是瘤胃的优势菌

门（相对丰度达到 １０％），在小肠和大肠样本中没

有检测到，在先前以粪便为样本的研究［６－８］ 中也未

发现。 有报道称互养菌门在陕北白绒山羊瘤胃中

主要负责降解氨基酸和丙酮酸，在幼年山羊瘤胃

中与母乳消化有关［２０］ 。 林麝属于嫩食动物，嫩叶

中蛋白质含量丰富，互养菌门细菌可能是林麝为

适应高蛋白质食物所保有的共生菌，在氨基酸消

化中起重要作用。
　 　 在属水平上，普雷沃氏菌属、月形单胞菌属、
依赖杆菌属等厌氧有益菌在瘤胃中可以分解纤维

素和糖，产生营养物质，改善胃肠道环境的代谢

物［２１］ ，对维持消化道稳态起到非常重要的作用。
有益菌还能通过刺激免疫系统、消耗空间和氧气

等方法抑制多数需氧致病菌的繁殖［２２］ 。 基于以上

有助于消化、免疫的野生林麝消化道微生物，后续

可以开展麝用益生菌制剂的研究和开发，对于改

善圈养林麝的健康状态有重要意义。
　 　 一些细菌在消化道中丰度较低，但对消化道

稳态影响较大，如艾克曼嗜黏蛋白菌，通过吞噬胃

肠道黏膜中的黏蛋白调整黏液层厚度，其在消化

道分布是由黏液层厚度决定的［２３］ 。 本试验仅在瘤

胃和大肠中检测到少量艾克曼嗜黏蛋白菌，这与

Ｌｉ 等［６］认为该菌只存在于圈养林麝的推断不同。
Ｌｉ 等［６］推测由于圈养林麝与人接触多，艾克曼嗜

黏蛋白菌可能通过人传给了圈养林麝，通过本研

究结果推测，艾克曼嗜黏蛋白菌可以正常定植在

野生林麝的消化道中，但该菌过量繁殖可能会对

宿主产生不利影响，例如艾克曼嗜黏蛋白菌繁殖

会干扰宿主黏膜平衡，从而加剧伤寒沙门氏菌诱

发的肠道炎症［２４］ 。 艾克曼嗜黏蛋白菌在麝消化道

中的作用还不清楚，其定植与人为活动、麝胃肠炎

之间的关系还有待进一步验证。
３．２　 野生林麝瘤胃、小肠和大肠中古菌、真菌和

病毒组成差异

　 　 瘤胃中真菌的主要作用是提高细菌对纤维素

的利用率并参与细胞壁多糖降解后的发酵［２５］ 。 林

麝属于嫩食性动物，其食物中纤维素含量低，所以

其瘤胃中真菌数量也低于牛、马等粗饲动物［２６］ 。
麝瘤胃中优势真菌是根内球囊霉，它是一种植物

共生菌，能提高植物抗旱性能和对微量元素的获

取［２７］ ，其可能是伴随植物一起进入瘤胃的。 小肠

中优势真菌是黄曲霉，其在林麝小肠中占比较大，

这种真菌在无氧条件下不产生黄曲霉素，对牦牛

消化道微生物的研究表明其主要抑制拟杆菌门中

普雷沃氏菌属的增殖［２８］ ，这从另一个角度解释了

小肠中拟杆菌门相对丰度下降的现象。
　 　 瘤胃和大肠中优势古菌属是甲烷八叠球菌

属、甲烷短杆菌属，小肠中优势古菌属是亚硝化侏

儒菌属。 已有研究显示圈养林麝粪便中的古菌主

要有甲烷短杆菌属和热裸单胞菌属［２９］ ，这与本试

验所得大肠结果有差距。 甲烷八叠球菌属是一种

可以利用多种途径产甲烷的古菌，通过消耗氢气

保证消化道正常发酵的进行［３０］ 。 造成这种差异的

原因可能是由于野生林麝和圈养林麝生存环境不

同导致，后续还需要多样本验证。
　 　 瘤胃和大肠中的病毒多为弧状噬菌体、地中

海噬菌体、肌尾噬菌体这类对宿主无害的噬菌体，
它们主要侵染细菌，其中一些会导致细菌裂解。
而小肠中多为对宿主有害的致病性病毒，如副痘

病毒属，其能引起动物组织病变、增生［３１］ ，也能被

肠上皮树突状细胞吞噬，将其呈递给 Ｔ 细胞，进而

引发机体的免疫反应［３２］ ，对维持正常免疫反应有

一定作用。
３．３　 野生林麝瘤胃、小肠和大肠中 ＡＲＧｓ 差异

　 　 本研究发现小肠微生物 ＡＲＧｓ 主要是 ａｄｅＧ
和 ＴａｅＡ，多编码膜内转运体和外排泵，ＴａｅＡ 赋予

小肠细菌对泰妙菌素的耐药性；瘤胃中微生物

ＡＲＧｓ 主要为 Ａｍｉｎｏｃｏｕｍａｒｉｎ＿ｒｅｓｉｓｔａｎｔ＿ａｌａＳ，赋予

大肠杆菌对新生霉素的抗性；大肠中微生物 ＡＲＧｓ
主要编码外排泵，其赋予大肠对大环内酯类抗生

素、维拉帕米、四苯基氯化磷等抗生素的耐药性。
先前对圈养林麝消化道微生物 ＡＲＧｓ 的研究表明，
其对阿莫西林、青霉素、四环素等常见抗生素具有

耐药性［３３］ ，这与本 研 究 所 得 野 生 林 麝 消 化 道

ＡＲＧｓ 种类差距较大，导致差异的原因可能是生长

环境不同。 外排泵相关基因的表达是导致细菌多

重耐药性的主要原因［３４］ ，小肠和大肠中微生物外

排泵相关基因表达会导致宿主多重耐药性，这提

示消化道后半部分中微生物与宿主耐药性关系更

密切，在治疗消化道疾病用药时，应注意避开已经

有抗性的药物以达到最佳治疗效果。 野生林麝耐

药性主要来自于消化道微生物所携带的 ＡＲＧｓ，这
些微生物的 ＡＲＧｓ 可能来自于土壤微生物基因的

水平交换。 本试验中野生林麝消化道 ＡＲＧｓ 数据

可为圈养林麝消化道微生物 ＡＲＧｓ 研究做参考。
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４　 结　 论
　 　 ① 本试验所采样的这只野生林麝瘤胃、小肠

和大肠中细菌组成差异较大，共有优势菌门为厚

壁菌门和变形菌门。
　 　 ② 古菌、真菌等在野生林麝瘤胃、小肠和大肠

中组成差距较大，占比均相对较少；此外，一些病

毒和真菌会对细菌的相对丰度产生影响。
　 　 ③ 野生林麝大肠和小肠中微生物与宿主的多

重耐药性关系密切，表明这些部位的一些特殊菌

群可能在麝免疫反应和耐药性中起重要作用。
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