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摘　 要： 本试验旨在研究环湖牦牛瘤胃微生物区系特征及性别之间的差异。 随机挑选 ４ ～ ５ 岁

环湖牦牛健康公牛 ５ 头 ［平均体重为 （ ２２８． ０ ± １９． ４） ｋｇ］ 和母牛 ５ 头 ［平均体重为 （ １９８． ０ ±
８．４） ｋｇ］，采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增子高通量测序的方法研究公、母牦牛瘤胃微生物区系特征和性别

之间的差异。 结果表明：２ 个性别间瘤胃微生物在门水平上组成相似，其中拟杆菌门（Ｂａｃｔｅ⁃
ｒｏｉｄｅｔｅｓ）、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）和厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）是优势菌门，样品中平均相对丰

度分别为 ５１．７４％、１５．００％和 １４．３４％。 在属水平上，普氏菌属＿１（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ＿１）、理研菌科 ＲＣ９
肠道群（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ）和普雷沃氏菌科＿ＵＣＧ⁃００１（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００１）是

优势菌属，平均相对丰度分别为 １６．１１％、７．７４％和 ３．４３％。 Ａｌｐｈａ 多样性指数中，公牛的 Ｓｏｂｓ 指

数为 ２ ６８９，极显著高于母牛（Ｐ＜０． ０１），其余指数无显著性别差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。 主坐标分析

（ＰＣｏＡ）和相似性分析（Ａｎｏｓｉｍ）结果说明 ２ 个性别之间瘤胃微生物区系存在明显差异。 在属水

平上，公牦牛 Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ 的相对丰度显著高于母牦牛（Ｐ＜０．０５），母牦牛 Ｐｒｅ⁃
ｖｏｔｅｌｌａ＿１、毛螺菌科 ＡＣ２０４４ 群（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ＡＣ２０４４＿ｇｒｏｕｐ）、Ｓａｃｃｈａｒｏｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ、Ａｎａｅｒｏ⁃
ｖｏｒａｘ 和 Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ 的相对丰度显著高于公牦牛（Ｐ＜０．０５）。 瘤胃微生物 ＴＡＸ４ＦＵＮ 预测功

能比较发现，公、母牦牛瘤胃微生物功能在糖类代谢、氨基酸代谢、脂肪代谢及疾病相关等功能

存在差异。 从上述分析来看，性别对牦牛瘤胃微生物区系的组成有显著影响，尤其是在属水平

上差异较大。
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　 　 反刍动物瘤胃内聚集着大量的微生物，这些

微生物主要是细菌、真菌和原生动物，它们对反刍

动物消化起着重要作用［１］ 。 这些微生物将植物性

饲料发酵形成挥发性脂肪酸（ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ，
ＶＦＡｓ）和微生物蛋白（ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＭＰｓ），为
反刍动物生长和生产提供所需营养［２］ 。 研究不同

家畜品种瘤胃微生物特征及其影响因素，对于人

们通过调节各种因素提高家养动物生产性能具有

重要作用。 过去几十年间，基于传统培养方法，部
分瘤胃微生物优势菌被分离和鉴定出来［３－５］ 。 但

是，这种方法能分离出来的微生物仅占瘤胃微生

物的一小部分［６］ 。 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ ／ ｒＤＮＡ 的分子

生物学技术的出现为研究人员提供了研究微生物

多样性、系统进化等的新方法［７－８］ 。 近年来，研究

人员对绵羊、山羊、奶牛等家养动物和鹿、麋鹿等

非家养动物的瘤胃微生物区系特征进行了大量研
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究［９－１１］ ，这些研究使人们对不同动物瘤胃微生物

区系特征有了更深入的认识。 同时，宿主、饲粮、
饲养方式、年龄等环境因素对瘤胃微生物区系的

影响也开展了诸多研究［１２－１４］ 。 而牦牛作为青藏高

原地区特有的家养反刍动物，其瘤胃微生物区系

特征及性别对瘤胃微生物区系影响的研究对于阐

述牦牛对高原地区高寒、低氧自然环境适应能力

具有重要意义。 Ｍｉｙｏｓｈｉ 等［１５］研究报道，年龄和性

别对大鼠肠道微生物区系有显著影响。 最近的几

项研究结果表明，青春期后女性肠道微生物多样

性明显高于男性；人类和啮齿类动物肠道微生物

与性别有关［１６－１８］ 。 这些研究证明了性别可影响肠

道微生物区系特征，但研究对象为人和其他单胃

动物，目前，性别对反刍动物瘤胃微生物组成的影

响尚未见报道。
　 　 牦牛作为青藏高原特有的家养反刍动物，对
高寒、低氧的高原环境有很强的适应能力。 牦牛

瘤胃微生物区系特征的研究及公、母牦牛瘤胃微

生物区系差异的研究对于丰富现有肠道微生物研

究和阐述牦牛独特适应性具有重要意义。 因此，
本试验采用 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３～ Ｖ４ 区扩增子高通量测

序技术，对环湖牦牛成年公、母牛瘤胃微生物区系

特征和性别对微生物区系的影响进行研究，旨在

阐明环湖牦牛瘤胃微生物区系特征及其在性别之

间的差异。

１　 材料与方法
１．１　 试验动物与样品采集

　 　 ２０１８ 年 １１ 月，随机挑选在青海省海晏县境内

全放牧饲养的 ４ ～ ５ 岁环湖牦牛健康公牛 ５ 头［平
均体重为（２２８．０±１９．４） ｋｇ］和母牛 ５ 头［平均体

重为（１９８．０±８．４） ｋｇ］，送到青海夏华肉食品有限

公司（位于海晏县）屠宰车间，经停食 ２４ ｈ、停水

２ ｈ后屠宰，屠宰后立即采集经 ４ 层纱布过滤的瘤

胃液样品 ２ ｍＬ 于具塞的消毒管中，迅速置于液氮

中保存，带回实验室用于 ＤＮＡ 提取和后续分析。
１．２　 ＤＮＡ 提取与测序

　 　 根据 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ ｓｔｏｏｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ（Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ
公司，美国）使用说明提取样品微生物 ＤＮＡ。 微

生物 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３ ～ Ｖ４ 区通用引物为 ３４１Ｆ（５′－
ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ － ３′） 和 ８０６Ｒ （ ５′ －
ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ－３′），ＰＣＲ 反应体

系 为： ５ μＬ 的 １０ × ＫＯＤ Ｂｕｆｆｅｒ， ５ μＬ 的

２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ， １． ５ μＬ 引 物 （ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ），
１ μＬ的 ＫＯＤ 聚合酶和 １００ ｎｇ 板 ＤＮＡ。 扩增条件

为：９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ，随后 ９８ ℃变性 １０ ｓ，６２ ℃
退火 ３０ ｓ，６８ ℃延伸 ３０ ｓ，共 ２７ 个循环，最后６８ ℃
延伸 １０ ｍｉｎ。 对扩增产物切胶回收，用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕ⁃
ｏｒＴＭ荧光计进行定量。 后送广州基迪奥生物科技

有 限 公 司 根 据 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 说 明 构 建 文 库， 在

Ｈｉｓｅｑ２５００ 的 ＰＥ２５０ 模式上机测序。
１．３　 数据生物信息学处理

　 　 去除测序结果 ｒｅａｄｓ 中 Ｎ 碱基比例大于 １０％
的序列和低质量序列，用 Ｆｌａｓｈ １．２．１１［１９］进行 ｒｅａｄｓ
拼接，Ｑｉｉｍｅ １．９．１［２０］进行 ｔａｇｓ 质控过滤，在与 Ｇｏｌｄ
ｄａｔａｂａｓｅ （ ｒ２０１１０５１９）数据库进行对比（ＵＣＨＩＭＥ
ａｌｇｏｒｉｔｈｍ）去嵌合体处理，根据 ｂａｒｃｏｄｅ 确定对应

样品，去除 ｂａｒｃｏｄｅ 和引物序列。 利用 Ｍｏｔｈｕｒ ｖ
１．３９．１软件进行去冗余处理（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．
ｏｒｇ ／ ），计算 ｔａｇｓ 丰度。 按照相似度大于 ９７％用

Ｕｐａｒｓｅ （ ｕｓｅａｒｃｈ ｖ９．２． ６４５） ［２１］ 将序列聚类为分类

操作单元（ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，ＯＴＵ），使用

ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ ２．２［２２］与 ＳＩＬＶＡ 分类学数据库进行

物种 注 释［２３］ ， 得 到 ＯＴＵ 的 分 类 学 信 息。 用

Ｔａｘ４ＦＵＮ［２４］进行 ＫＥＧＧ 微生物群落功能预测。
１．４　 数据统计与分析方法

　 　 数据采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 进行整理，组间 Ａｌｐｈａ 多

样性采用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ２０１７ 软件配对样本 ｔ 检验方法

进行检验［２５］ ，菌群 丰 度 差 异 显 著 性 检 验 采 用

ＳＴＡＭＰ 软件 Ｗｅｌｃｈ’ ｓ ｔ 检验方法进行检验［２６］ ，Ｐ＜
０．０５ 表示差异显著。 应用 Ｊａｃｃａｒｄ 算法在 ＯＴＵ 水

平上对所有样品进行主坐标分析（ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｃｏｏｒｄｉ⁃
ｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ） ［２７］ 、相似性分析（ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ，Ａｎｏｓｉｍ）和 Ｂｅｔａ 多样性分析［２８］ 。

２　 结果与分析
２．１　 测序结果

　 　 经测序，１０ 份瘤胃液样品中共得到原始序列

２ ３３２ ２５６ 条，经质控和去嵌合体等处理后，有效序

列为 １ ９１３ ８７７ 条，平均每个样品 １９１ ３８７． ７ 条。
香浓（Ｓｈａｎｎｏｎ）稀释曲线呈现缓和趋势，说明测序

深度趋于饱和（图 １－Ａ），序列覆盖度（ ｇｏｏｄｓ ｃｏｖ⁃
ｅｒａｇｅ）为 ９９．６％。 有效序列在按相似度大于 ９７％
的方法聚类为 ２ ８７８ 个 ＯＴＵ，其中 ２ ３４０ 个 ＯＴＵ
为 ２ 个性别共享（图 １－Ｂ）。
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　 　 Ｆ１～ Ｆ５ 分别为公牛的 ５ 个样品，Ｍ１～Ｍ５ 分别为母牛的 ５ 个样品。
　 　 Ｆ１ ｔｏ Ｆ５ ｗｅｒｅ ５ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｙａｋｓ， ａｎｄ Ｍ１ ｔｏ Ｍ５ ｗｅｒｅ ５ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｍａｌｅ ｙａｋｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 １　 样品稀释曲线（Ａ）和 ＯＴＵ 维恩图（Ｂ）
Ｆｉｇ．１　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ （Ａ） ａｎｄ ＯＴＵｓ Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ （Ｂ）

２．２　 物种注释

　 　 基于 ＳＩＬＶＡ 分类学数据库和 ＲＤＰ 分类工具，
样品有效序列被分类到从门到种不同分类水平

上。 界水平上，微生物的相对丰度高于 ９９． ９０％。
所有样品共检测到 １０ 个门，２ 个性别门水平组成

相似，其中拟杆菌门 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、疣微菌门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）和厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）是优势

菌门， 样 品 中 平 均 相 对 丰 度 分 别 为 ５１． ７４％、
１５．００％和 １４．３４％（图 ２－Ａ）。 在属水平上，普氏菌

属＿ １ （ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ＿ １ ）、 理 研 菌 科 ＲＣ９ 肠 道 群

（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ）和普雷沃氏菌科＿
ＵＣＧ⁃００１（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００１）是优势菌属，
平均相对丰度分别为 １６．１１％、７．７４％和 ３．４３％，公、母
牛中未分类的序列比例分别为 ５０．９％和 ４４．３％（图
２－Ｂ）。
２．３　 Ａｌｐｈａ 多样性指数

　 　 由表 １ 可见，公牛的 Ｓｏｂｓ 指数为 ２ ６８９，极显

著高于母牛（Ｐ＜０．０１），其余指数无显著性别差异

（Ｐ＞０．０５）。
２．４　 Ｂｅｔａ 多样性分析

　 　 应用 Ｊａｃｃａｒｄ 算法在 ＯＴＵ 水平上对所有样品

进行 ＰＣｏＡ（图 ３－Ａ），可以看出 ２ 个性别的样品明

显聚为 ２ 类，说明 ２ 个性别之间瘤胃微生物区系存

在明显差异。 Ａｎｏｓｉｍ 结果也表明牦牛瘤胃微生物

组成存在显著性别差异（Ｐ＜０．０５）（图 ３－Ｂ）。
２．５　 性别间差异物种分析

　 　 用 ＳＴＡＭＰ ｖ２．１．３ 的 Ｗｅｌｃｈ’ ｓ ｔ 检验在门水平

和属水平上进行性别间物种差异分析，由图 ４ 可

见，门水平上牦牛性别之间无显著差异（Ｐ＞０．０５）；
属水平上，公牦牛 Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ 的

相对丰度显著高于母牦牛（Ｐ＜０．０５），母牦牛 Ｐｒｅ⁃
ｖｏｔｅｌｌａ＿１、毛螺菌科 ＡＣ２０４４ 群（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿
ＡＣ２０４４＿ ｇｒｏｕｐ）、 Ｓａｃｃｈａｒｏｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ、Ａｎａｅｒｏｖｏｒａｘ
和 Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ 的相对丰度显著高于公牦牛

（Ｐ＜０．０５）。
２．６　 功能预测

　 　 用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ２０１７ 工具对牦牛瘤胃微 生 物

ＴＡＸ４ＦＵＮ 预测功能进行性别之间差异 Ｗｅｌｃｈ’ ｓ ｔ
检验，由表 ２ 可见，在相对丰度大于 ０．１％的预测功

能中，母牛缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成

（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ， ｔｙｒｏｓｉｎｅ ａｎｄ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅ⁃
ｓｉｓ）、果糖和甘露糖代谢（ ｆｒｕｃｔｏｓｅ ａｎｄ ｍａｎｎｏｓｅ ｍｅ⁃
ｔａｂｏｌｉｓｍ）、戊糖和葡萄糖醛酸相互转化 （ ｐｅｎｔｏｓｅ
ａｎｄ ｇｌｕｃｕｒｏｎａｔｅ ｉｎｔｅｒｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｓ）、缬氨酸、亮氨酸

和异亮氨酸生物合成（ ｖａｌｉｎｅ， ｌｅｕｃｉｎｅ ａｎｄ ｉｓｏｌｅｕ⁃
ｃｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、泛酸盐和辅酶 Ａ 生物合成（ｐａｎ⁃
ｔｏｔｈｅｎａｔｅ ａｎｄ ＣｏＡ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）和硫中继系统（ ｓｕｌ⁃
ｆｕｒ ｒｅｌａｙ ｓｙｓｔｅｍ）等预测功能的相对丰度显著高于

公牛（Ｐ＜０．０５），公牛过氧化物酶体增殖物激活受

体信号通路（ ＰＰＡＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、叶酸碳池

（ｏｎｅ ｃａｒｂｏｎ ｐｏｏｌ ｂｙ ｆｏｌａｔｅ）、军团菌病（ ｌｅｇｉｏｎｅｌｌｏ⁃
ｓｉｓ）、脂肪酸代谢（ ｌｉｐｏｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、植物病

原菌互作（ ｐｌａｎｔ⁃ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）、萜类骨架生

物合成 （ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂａｃｋｂｏｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、赖氨酸

生物合成 （ ｌｙｓｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、细胞周期－茎杆菌

（ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ⁃ｃａｕｌｏｂａｃｔｅｒ）、甘油磷脂代谢 （ ｇｌｙｃｅｒｏ⁃
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ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） 和脂多糖生物合成 （ ｌｉ⁃
ｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ） 等预测功能的相对

丰度显著高于母牛（Ｐ＜０．０５）。 这些功能主要涉及

萜类化合物和聚酮类化合物的代谢，辅因子和维

生素的代谢，脂类代谢，传染性疾病，糖的生物合

成和代谢，折叠、排序与降解，环境适应，内分泌系

统，细胞生长与死亡，碳水化合物代谢和氨基酸代

谢等。

　 　 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ：拟杆菌门；Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ：疣微菌门；Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ：厚壁菌门；Ｌｅｎｔｉｓｐｈａｅｒａｅ：黏胶球形菌门；Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ：纤
维杆菌门；Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ：变形菌门；Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔａｅ：螺旋菌门；Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ：蓝细菌门；Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ：软壁菌门；Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ：迷
踪菌门；Ｏｔｈｅｒ：其他；Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ：未分类序列；Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ＿１：普氏菌属＿１；Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ：理研菌科 ＲＣ９ 肠道

群；Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００１：普雷沃氏菌科＿ＵＣＧ⁃００１；Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００３：普雷沃氏菌科＿ＵＣＧ⁃００３；Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ：纤维

杆菌属；Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ ＿ ＵＣＧ⁃００４：韦荣球菌科 ＿ＵＣＧ⁃００４；Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ＿ ＵＣＧ⁃０１０：疣微菌科 ＿ ＵＣＧ⁃０１０；Ｃｈｒｉｓ⁃
ｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿Ｒ⁃７＿ｇｒｏｕｐ：梭菌目 Ｒ⁃７ 群；Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ＿２：螺旋体科＿２。

图 ２　 环湖牦牛瘤胃门水平（Ａ）和属水平（Ｂ）细菌组成

Ｆｉｇ．２　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ （Ａ） ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ （Ｂ） ｉｎ ｒｕｍｅｎ ｏｆ Ｈｕａｎｈｕ ｙａｋｓ

表 １　 公、母牦牛瘤胃微生物 Ａｌｐｈａ 多样性指数

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｏｆ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｙａｋｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ
Ｓｏｂｓ 指数

Ｓｏｂｓ ｉｎｄｅｘ
香浓指数

Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ
辛普森指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ
Ｃｈａｏ 指数

Ｃｈａｏ ｉｎｄｅｘ
Ａｃｅ 指数

Ａｃｅ ｉｎｄｅｘ
序列覆盖度

Ｇｏｏｄｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ

公 Ｍａｌｅ ２ ６８９±９１Ａ ８．７２±０．２１ ０．９９１ ７±０．００２ ７ ３ １５４．１±１４８．７ ３ １０７．３±１４１．２ ０．９９６ １±０．０００ ８
母 Ｆｅｍａｌｅ ２ ５７１±７８Ｂ ８．４２±０．２１ ０．９９０ ０±０．００２ ４ ３ ０７９．８±１５７．１ ３ ０５１．５±１４８．３ ０．９９５ ４±０．０００ ７
Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ０．００８ ０．１００ ０．１６９ ０．４３１ ０．４７０ ０．３４７

　 　 同列数据肩标不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０１）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｎｏ ｌｅｔ⁃
ｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５） ．
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图 ３　 公、母牦牛瘤胃微生物 Ｂｅｔａ 多样性 ＰＣｏＡ（Ａ）和 Ａｎｏｓｉｍ（Ｂ）
Ｆｉｇ．３　 Ｂｅｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ＰＣｏＡ （Ａ） ａｎｄ Ａｎｏｓｉｍ （Ｂ） ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｏｆ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｙａｋｓ

　 　 Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ：理研菌科 ＲＣ９ 肠道群；Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ＿１：普氏菌属＿１；Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ＡＣ２０４４＿ｇｒｏｕｐ：毛螺菌

科 ＡＣ２０４４ 群。

图 ４　 公、母牦牛之间差异物种分析

Ｆｉｇ．４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｙａｋｓ

表 ２　 环湖牦牛性别之间相对丰度有显著差异的预测功能

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｘ ｏｆ Ｈｕａｎｈｕ ｙａｋｓ ％

第 ２ 水平
Ｌｅｖｅｌ ２

第 ３ 水平
Ｌｅｖｅｌ ３

母牛
Ｆｅｍａｌｅ

公牛
Ｍａｌｅ

涉及萜类化合物和聚酮类化合物的代谢
Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ

萜类骨架生物合成
Ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂａｃｋｂｏｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １．１０ １．１７

辅因子和维生素的代谢
Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｃｏｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎｓ

泛酸盐和辅酶 Ａ 生物合成
Ｐａｎｔｏｔｈｅｎａｔｅ ａｎｄ ＣｏＡ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ０．８０ ０．７５

叶酸碳池
Ｏｎｅ ｃａｒｂｏｎ ｐｏｏｌ ｂｙ ｆｏｌａｔｅ ０．５５ ０．５７

脂肪酸代谢
Ｌｉｐｏｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ０．１５ ０．１８

脂类代谢
Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

甘油磷脂代谢
Ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ０．９７ １．１１

传染性疾病
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅｓ

军团菌病
Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌｏｓｉｓ ０．３３ ０．３６

糖的生物合成和代谢
Ｇｌｙｃａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

脂多糖生物合成
Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ０．８５ １．０５

折叠、排序与降解
Ｆｏｌｄｉｎｇ， ｓｏｒｔｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

硫中继系统
Ｓｕｌｆｕｒ ｒｅｌａｙ ｓｙｓｔｅｍ ０．５０ ０．４６
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续表 ２

第 ２ 水平
Ｌｅｖｅｌ ２

第 ３ 水平
Ｌｅｖｅｌ ３

母牛
Ｆｅｍａｌｅ

公牛
Ｍａｌｅ

环境适应
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ

植物病原菌互作
Ｐｌａｎｔ⁃ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ０．３１ ０．３６

内分泌系统
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｓｙｓｔｅｍ

过氧化物酶体增殖物激活受体信号通路
ＰＰＡＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ０．１２ ０．１３

细胞生长与死亡
Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅａｔｈ

细胞周期－茎杆菌
Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ⁃ｃａｕｌｏｂａｃｔｅｒ １．７７ １．９１

碳水化合物代谢
Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

果糖和甘露糖代谢
Ｆｒｕｃｔｏｓｅ ａｎｄ ｍａｎｎｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １．５２ １．４１

戊糖和葡萄糖醛酸相互转化
Ｐｅｎｔｏｓｅ ａｎｄ ｇｌｕｃｕｒｏｎａｔｅ ｉｎｔｅｒｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｓ ０．６６ ０．５７

氨基酸代谢
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成
Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ， ｔｙｒｏｓｉｎｅ ａｎｄ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １．０３ ０．８７

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成
Ｖａｌｉｎｅ， ｌｅｕｃｉｎｅ ａｎｄ ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ０．４８ ０．４２

赖氨酸生物合成
Ｌｙｓｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １．１４ １．２８

　 　 表中所列第 ３ 水平相对丰度在 ２ 个性别组之间均有显著差异（Ｐ＜０．０５）。
　 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｌｉｓｔｅｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｔ ｌｅｖｅｌ ３ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ２ ｓｅｘ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＜０．０５） ．

３　 讨　 论
３．１　 环湖牦牛瘤胃微生物区系特征

　 　 诸多学者围绕宿主、饲粮、管理方式［１０，２９－３０］ 等

因素对瘤胃微生物的影响进行了研究。 但鲜有报

道对青藏高原牦牛瘤胃微生物组成及其在 ２ 个性

别之间的差异进行研究。 本研究结果中 Ｂａｃｔｅ⁃
ｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ 和 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 是环湖牦牛

瘤胃中的优势菌门，在门水平上 ２ 个性别之间没

有显著差异，Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ＿１ 是优势菌属。 曹连宾

等［３１］应用构建 １６Ｓ ｒＲＮＡ 克隆文库的方法研究了

放牧牦牛和舍饲牦牛瘤胃微生物的多样性，结果

表明 牦 牛 瘤 胃 微 生 物 多 样 性 高， Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 和

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 是 ２ 种养殖方式下牦牛瘤胃微生物

共同的优势菌门。 Ｘｕｅ 等［３２］对舍饲牦牛和放牧牦

牛瘤胃微生物区系特征的研究结果表明，Ｆｉｒｍｉ⁃
ｃｕｔｅｓ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 和变形菌门（ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）是

牦牛的优势菌门，普氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）是优势菌

属，该结论与本研究结论基本一致，本文研究对象

是青海省环湖牦牛，而报道中的牦牛为四川省牦

牛，两者遗传或饲养条件差异是引起差别的可能

原因。 此外，本文采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增子高通量测

序的方法进行研究，而上述 ２ 个报道采用的均是

构建克隆文库的方法，这也是产生差异的可能原

因。 Ｓｈｅｎ 等［３３］研究表明，随着非纤维碳水化合物

含量在饲粮中的增加，Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ 的丰度极显

著增加。 Ｆｕｊｉｏ⁃Ｖｅｊａｒ 等［３４］ 研究结果表明，在青年

智利 人 肠 道 中 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、 Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ 和

Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 丰度最高，相对丰度分 别 为 ４３． ６％、
４１．６％和 ８． ５％，Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ 是 ＰＶＣ （ Ｐｌａｎｃｔｏ⁃
ｍｙｃｅｔｅｓ⁃Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ⁃Ｃｈｌａｍｙｄｉａｅ） 超级门的成

员，该门包括系统发育相关且具有一些不常见特

征的细菌，如复杂的动态膜内系统，这些特征使该

门微生物更像是原核生物。 Ｄｅｒｒｉｅｎ 等［３５］ 研究结

果表明，嗜黏蛋白阿卡曼氏菌（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ ｍｕｃｉ⁃
ｎｉｐｈｉｌａ）是在人类肠道中发现的该门主要成员，该
菌是严格厌氧的革兰氏阴性菌，是一类高度专门

化的利用黏蛋白作为氮源和碳源的微生物。 嗜黏

蛋白阿卡曼氏菌在使用抗生素后和使用二甲双胍

治疗治疗病人体内丰度更高［３６］ 。 前期研究表明，
Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ 是反刍动物瘤胃中最优势的菌属［３７－３９］ 。
Ｄｅ Ｆｉｌｉｐｐｏ 等［４０］研究表明，在饮食中植物性纤维含

量高的非洲儿童肠道中 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ 丰度较高，而在

饮食中动物性蛋白质、脂肪较高的欧洲儿童肠道

中拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）丰度较高。

９３２
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３．２　 性别对牦牛瘤胃微生物组成的影响

　 　 本研究中性别之间有差别的属 Ａｎａｅｒｏｖｏｒａｘ、
Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＿ ＡＣ２０４４ ＿ ｇｒｏｕｐ、 Ｓａｃｃｈａｒｏｆｅｒｍｅｎ⁃
ｔａｎｓ 属于梭菌目（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ），Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ＿１ 属于

拟杆菌目 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ）， Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ＿ １ 是 Ｂａｃｔｅ⁃
ｒｏｉｄａｌｅｓ 中丰度最高的菌属。 Ｓöｌｌｉｎｇｅｒ 等［４１］ 研究

结果表明，Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ 是 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 的重要组成菌

目，其在瘤胃植物性纤维降解过程中发挥重要作

用。 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ 能降解纤维素，并含有能降解植

物多糖能力的基因［４２］ 。 最近的几项关于人类肠道

微生物研究结果表明，女性肠道中微生物多样性

高于男性，性别影响肠道微生物的组成［１７－１８，４３］ 。
而 Ｍｉｙｏｓｈｉ 等［１５］ 研究结果表明，人肠道微生物组

成不存在性别差异。 Ｄｅ Ｌａ Ｃｕｅｓｔａ⁃Ｚｕｌｕａｇａ 等［４４］

认为人肠道微生物受性激素调节，因为激素水平

不同和女性提前到达青春期，所以女性肠道微生

物多样性较高，而男性到了中年之后肠道微生物

多样性水平才能提高。 而本研究中牦牛年龄均已

达到成年，且公牛肠道微生物多样性高于母牛，其
原因还需深入研究。
３．３　 性别对牦牛瘤胃微生物功能的影响

　 　 性别之间存在差异的 ＴＡＸ４ＦＵＮ 预测功能主

要为萜类化合物和聚酮类化合物的代谢，辅因子

和维生素的代谢，脂类代谢，传染性疾病，糖的生

物合成和代谢，折叠、排序与降解，环境适应，内分

泌系统，细胞生长与死亡，碳水化合物代谢和氨基

酸代谢等，其中差异主要为碳水化合物代谢、氨基

酸代谢等与代谢相关的功能。 可以看出 ２ 个性别

的牦牛瘤胃微生物功能在糖类代谢、氨基酸代谢、
脂肪代谢及疾病相关等功能存在显著差异。
　 　 本研究首次采用高通量测序结束对青藏高原

牦牛瘤胃微生物特征及性别对微生物组成的影响

进行了研究，不仅丰富了动物胃肠道微生物研究

的内容，也为今后青藏高原反刍家畜瘤胃微生物

的深入研究和调控提供了借鉴。 但因本研究没有

开展不同年龄和性别牦牛瘤胃微生物组成的研

究，也没有测定不同性别个体的激素水平，难以全

面阐释差异产生的原因，因此今后应深入研究年

龄、性别及激素水平对青藏高原反刍家畜瘤胃微

生物组成的影响。

４　 结　 论
　 　 ① Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ 和 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ

是环湖牦牛瘤胃中的优势菌门，Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ＿１ 是优

势菌属。
　 　 ② 环湖牦牛 ２ 个性别之间瘤胃微生物组成、
多样性和功能存在差异，尤其是植物性纤维降解

相关微生物丰度差异显著，这些差异物种可能为 ２
个性别的牦牛适应高海拔地区气候条件发挥了不

同作用。
　 　 ③ 环湖牦牛瘤胃微生物糖类、脂肪、氨基酸代

谢及疾病相关功能的丰度也存在差异。
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