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现代分子生物学技术在瘤胃微生态系统研究中的应用

段智勇，郭嫣秋，刘建新"

（浙江大学奶业科学研究所 杭州 /#%%$’）

摘 要：瘤胃中栖息着大量的微生物，由于这些微生物组成复杂且有些细菌在体外无法培养，目前对这些微生物的

了解仍然很少。现代分子生物学技术的发展为研究瘤胃微生物提供了有效的方法，利用核酸探针、基因序列分析、

遗传指纹技术、全细胞杂交和实时定量 CDE等技术可以对瘤胃微生物的分类及进化关系、区系结构图、重要酶的表
达以及目的微生物的准确定量进行更为深入和透彻的研究。发展和利用这些技术不仅可以研究微生物之间的关

系以及微生物与饲料颗粒之间时间与空间的关系，还能直接在细菌自然生长的环境中对其各种特征进行研究。
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瘤胃中含有大量的细菌（约 $%% 种，#%##细胞39H）、纤毛
虫（$0个属，#%! & #%" 细胞39H）、厌氧瘤胃真菌（0个属，#%/ &
#%0 39H）和噬菌体（#%7 & #%’ 39H）［#］，目前对瘤胃微生物的了
解仍然很有限，主要是受到下面条件的限制：（#）某些微生
物的不可培养性；（$）体外培养与微生物真实生活环境的偏
差，即培养后会改变有关微生物群落原来的结构，形成与之

并不完全相同的新的群落结构［$］。

基于核酸序列分析的现代分子生物学技术为人们提供

了有效的方法，可以用来鉴定微生物的种类、完善微生物的

分类系统。目前已较为成熟的技术有核酸探针、基因序列分

析、遗传指纹技术、全细胞原位杂交和实时定量 CDE技术等，
本文介绍了这些技术在瘤胃微生态系统方面的研究进展。

! 核酸探针

核酸探针即设计成目标基因的互补序列，通过与目标基

因杂交可以得到细菌在整个微生态系统中的信息。利用该

技术，首先要明确是要鉴定和计数微生物，还是要监测微生

物的活性或功能，这决定了在实际操作中目标核酸的选择以

及核酸探针的设计。核酸探针一般可以分为两类：基于 IJG
和基于 EJG方法的探针。
!"! #$%探针

GKKLMM?等［/］最早利用核酸分析技术研究了将细菌引入
瘤胃后的存活问题，标记布氏普雷沃氏菌（!"#$%&#’’( )"*(+&,,）
的染色体 IJG，随机克隆，以测定该细菌被引入到瘤胃后的
存活时间。结果显示，N#! 菌株在体外培养时的半衰期为
’O，但接种到瘤胃后，仅为 /%9:A。PO:K)O)-?和 DMKK-［!］克隆了
一种淀粉酶基因作为 IJG探针，可以快速而准确地检测人
类或牛肠道中与人类结肠癌有关的牛链球菌（ -&"#.&%/%//01
)%$,1）。Q-AA-+)22:等［0］利用 IJG探针研究了胃肠道中微生物
种群的多样性，如丝状杆菌（2,)"%)(/&#"），反刍兽新月形单胞
菌（ -#’#+%3%+(1 "03,+(+&,03）和溶纤维丁酸弧菌（ 40&*",$,)",%
5,)",1%’$#+1）。现在大量的研究均采用质粒或染色体 IJG的随

机克隆片段作为探针。

用基于 IJG的方法研究胃肠道微生物的分子生态学具
有很高的特异性和灵敏性，该方法的不足在于需要纯培养的

菌株，而细菌体外培养与其真实生活环境中有一定的差异。

此外，与 EJG技术相比，该技术不适合用来细致地研究胃肠
道微生物生态系统的群落结构，但其可以用于功能基因的

分析。

!"& ’$%探针
#"R +EJG方法的理论和实际操作前人已有大量的报道，

研究者完善地建立了利用小亚基（RRS）+EJG6#"R +EJG研究
胃肠道微生态系统的方法。这些方法也适用于 $/R +EJG，由
于其信息量很大（/%%%*T），故在技术更为成熟时，能得到更为
广泛的应用。#"R +EJG保守区的互补寡核苷酸可用来设计
通用探针，而其可变区则用来设计成高特异性的探针，用来

鉴定微生物的属或种，乃至某一菌株。

利用 #"R +EJG寡核苷酸探针研究牛瘤胃中产琥珀酸丝
状杆菌（ 2,)"%)(/&#" 10//,+%6#+#1）和多毛毛螺菌（ 7(/)+%1.,"(
30’&,.("01）的数量与变化及其在复杂的微生物区系中的活
性，结果表明，相关种的 2 > 10//,+%6#+#1 具有遗传多样性［"］，
在该试验中，传统的培养计数法没有获得成功。群特异性的

#"R +EJG寡核苷酸探针可以用来研究不同家畜（牛、绵羊、山
羊、猪）胃肠道中细菌、真核生物和古细菌的数量，试验发现

这三类微生物数量的变化范围分别为 "%U & ’%U、/U &
/%U和 %V0U & /U，且发现不同动物消化道中占优势的甲烷
菌是不同的［7］。W+-,X)和 E,XX)22［5］利用探针研究了莫能霉素
添加水平对瘤胃中氨基酸利用菌及其脱氨基作用的影响，探

针还被用于白色瘤胃球菌（803,+’/%//01 (’)01）和黄色瘤胃球
菌（803,+%/%//01 5’($#5(/,#+1）在发酵纤维二糖、纤维素及碱处
理麦秸时细菌间相互关系的动力学研究。结果表明，#"R
+EJG寡核苷酸探针能有效地鉴定培养物中特定的细菌，而
且还能提供细菌间竞争作用的一些信息［’］。这些探针还被

用来研究 8 > (’)01、8 > 5’($#5(/,#+1 和2 > 10//,+%6#+#1在底物充



足或不足的环境中对纤维二糖和纤维素的竞争现象［!"］。黄

庆生等!利用探针研究了酵母培养物对瘤胃细菌的影响，发

现添加酵母培养物能显著提高黄化瘤胃球菌的相对比例。

!黄庆生，王加启 # 酵母培养物对瘤胃纤维分解菌的影响 # 动物营养代谢研究（$""$年度论文集）# 农业部动物营养学重点开放实验室，
$""$，$%& ’ $%( #

)*+,-.等［!!］利用荧光标记的 !%/ 0123寡核苷酸探针研
究了瘤胃中的古细菌，证实内毛亚科（!"#$%&"&’(）和反刍厚
毛虫（)*+,#-&./* -’(&"*"#&’(）的细胞液泡外含有内共生的甲
烷菌。/4-05［!$］等利用 //6 0123探针研究瘤胃和体外连续培
养系统中的微生物区系，均发现原虫和产甲烷菌之间有很强

的互作关系：甲烷杆菌科（01#/*"$2*.#1-&*.1*1）是瘤胃古细菌
中最大的一类，占 7(8&9，而且在 ((8$9的原虫碎片均有发
现，体 外 培 养 :74 后，随 着 原 虫 数 量 的 下 降，
01#/*"$2*.#1-&*.1*1占古细菌的比例降为 ;:9，但占古细菌的
!$8!9的甲烷微菌科（01#/*"$(&.-$2&*31）在原虫碎片中没有检
测到，这说明 01#/*"$(&.-$2&*31是游离在原虫外的。

! 基因序列分析

随着方便实用的 <23克隆技术及 =>1技术的发展，通
过 //6 0123序列的分析比较，已能对复杂的微生物系统进
行研究。该技术还没有广泛地应用到肠道生态系统的分析，

目前有白蚁肠道、人类结肠的研究报道 ，也有对瘤胃生态系

统的研究报道，这些试验结果都表明肠道生态系统具有高度

的多样性。?4*@AB0C等［!&］从饲喂全混合日粮（$%9苜蓿，&"9
青贮玉米和 &;9精料）的奶牛瘤胃液中制备了两个基因克隆
库，通过分析发现 !&&个序列中有 !"!个与瘤胃普雷沃氏菌
（4-15$#133* -’(&"&.$3*）是同源的，但大部分是以前从未培养或
分离成功的细菌。D-E*F-等［!:］从饲喂全混合日粮牛的瘤胃
液相、固相和饲喂高粗料（苜蓿、猫尾草）的瘤胃液中制备了 &
种 //6 0<23基因克隆库，这 &个基因克隆库几乎包含了所
有的 //6 0<23全序列（!8;G5），通过分析（!%!个克隆），只有
!"个序列（%8$9）与已知的细菌一致，&:8%9的序列与已知
细菌具有 ("9 H (79的同源性，其余的与现已知细菌的同源
性均小于 ("9。与体内试验结果相反，体外培养得到的细菌
与现已知的细菌高度一致。IB*GJ等［!K］利用该技术研究了绵
羊瘤胃中附着在鸭茅和苜蓿秆上的微生物区系，结果发现 (!
个克隆中有 &7个克隆与已知的细菌同源性低于 ("9。这些
试验表明有很多微生物在体外培养不能成活，从而得不到彻

底的研究。

目前利用该方法研究瘤胃中的原虫和真菌还不如细菌

深入和成熟。LFM,J.等［!;］通过分析多泡多甲虫（4$3,63*+#-$"
(’3#&51+&.’3*#’(）和 ) # -’(&"*"#&’( 的 !7/ 0123序列，对其进
行了分类。<B0J 和 /@-4,［!%］通过对 !7/ 0123序列的分析和比
较，将 71$.*33&(*+#&8属分类于壶菌纲（9/,#-&%&$(,.1#1）；研究者
还对四种瘤胃真菌进行了 !7/ 0123序列分析，数据与前人
研究结果一致，而且还发现瘤胃真菌也具有同源性。

以上研究发现了一些新的有用信息，但也有一些问题需

要得到解决。这些问题主要体现在核酸的抽提、=>1及克隆
过程中所产生的一些偏差和假象。例如，在数据库的建立过

程中，由于检测手段的限制，将一些人工合成的序列录入了

数据库，从而导致样品的基因克隆库和凝胶电泳图谱很难分

析甚至得出错误的结果［!7］。

" 遗传指纹技术

基因指纹技术为研究菌群结构及其动态变化提供了有

效的手段。NO.PJ0等［!(］首次将遗传指纹技术引入微生物生
态学研究中，利用 0<23 =>1扩增后的片段进行变性梯度凝
胶电泳（<QQL），分析研究了环境中微生物区系的变化。利
用 <QQL和温度梯度凝胶电泳技术（DQQL）可以将长度相同
但序列不同的 <23片段分开，其原理是在线性梯度变性或
线性温度变性的聚丙烯酰胺凝胶上，<23双链分子会逐步解
链，迁移率也随之下降。<23序列不一样，其解链的温度和
所需的变性浓度也不一样，最终各种不同的 <23片段会在
凝胶上呈现不同的条带，然后通过 LR、/SR1 Q0JJ+ T或银离
子染色即可成像，进而进行分析，通过对电泳图谱的直接分

析可以对微生态系统中的各种细菌进行相对定量。该技术

已经广泛地用来研究复杂的环境微生态系统、监测其区系组

成变化、分离细菌、比较各种 <23抽提方法的效率以及检测
=>1和克隆过程中产生的偏差等。但由于肠道系统中微生
物种类繁多，产生的条带也多，而且很复杂，会对分析造成很

大的困难，这在一定程度上限制了该技术在肠道生态系统上

的应用。

>-++等［$"］利用该方法纯化了瘤胃液中的纤维素利用
菌：: # +’..&"$;1"1+，< # *32’+ 和< # =3*51=*.&1"+。<QQL图谱显
示：< # =3*51=*.&1"+ (个菌株的!%/ 0123的 U&区经过 =>1扩增
后，在凝胶上处于同一个位置，这表明 < # =3*51=*.&1"+ 的
!%/ 0123的 U&区没有多样性，而 < # *32’+ 则相反，(种菌株
的该区呈现出高度的多样性。<’(&"$.$..’+ 两个种的电泳图
谱与 : # +’..&"$;1"1+有很大的不同，在电泳图谱上，可以很容
易地将 : # +’..&"$;1"1+，< # *32’+ 和 < # =3*51=*.&1"+ 的 =>1产
物区分开。这表明，<QQL可以将分类相近的菌株进行分离，
故该技术可以用来分析瘤胃液中纤维素利用菌的多样性及

其动态变化。

IBV4J0W*+XC-.-等［$!］利用该技术分析了饲喂不同日粮肉
牛的瘤胃液微生物区系。提取总染色体 <23，扩增 !%/ 0<23
的 U&或 U(区，结果发现，饲喂干草日粮的肉牛其图谱相似，
共出现了 !%条明显的带，其中 ;条占优势，但饲喂精料为主
的结果与前者不同，每头牛的图谱都不一样。Y4O等［$$］利用
<QQL分析了断奶仔猪粪样体外培养甜菜渣时细菌区系的变
化情况，发现体外培养后，<QQL图谱的电泳条带会出现 &条
优势条带，通过 !%/ 0<23的序列分析，这 &种菌中两种与挑
剔真杆菌（ !’2*.#1-&’( 13&;1"+）和裂果胶毛螺菌（ >*./"$+6&-*
61.#&"$+./&?*）具有 ($9 和 (%9 的同源性，另外一种与 > #
6.1#&"$+./&?*具有 (;9的同源性。他们还利用该技术研究了
山羊瘤胃细菌的多样性，发现在山羊饲料中添加大豆黄酮

后，<QQL谱带会发生不同程度的变化（&"9 H :%9）［$&］。
这些试验结果表明，<QQL能有效地分析瘤胃微生态系

统的多样性、监测其种群的变化，但微生态系统中有些微生

物含量很少，若其 <23占总 <23量不足 !9时，利用该技术
仍然很难检测到，有待于分子生物学技术的进一步发展和完

善得以解决。

K%!段智勇等：现代分子生物学技术在瘤胃微生态系统研究中的应用 # Z微生物学报（$""%）:%（!）



! 全细胞原位杂交

全细胞原位杂交主要是指寡核苷酸探针与从样品中富

集到的细胞进行杂交，其中最为常用的方法是用互补的荧光

标记的寡核苷酸探针与细胞内的 !"#$杂交，然后通过荧光
显微镜就可以观察到样品中特定微生物的存在，该技术最早

由 %&’()*等提出［+,］。-(.’/&)等［+0］利用该技术研究了用链霉
素处理的大鼠大肠中的微生物区系，得到了肠组织中大肠杆

菌（!"#$%&’#$’( #)*’）的分布情况。该方法还能快速检测体外
不能培养的一些细菌的情况以及它们与宿主或其他细菌细

胞之间的关系，通过分析单细胞中 %#$或 "#$可得到细菌
的原位生长速度，例如，附着在肠壁上的细菌的传代时间为

12 3 42 56)，而肠腔中的细菌则要慢得多［+7］。
利用 879 !"#$寡核苷酸探针全细胞荧光原位杂交可以

对单细胞进行定性和计数，:!;)</等［+=］设计特异性的探针研
究了人类粪便中厌氧菌的情况，结果发现，脆弱拟杆菌

（+(#,%&)’-%" .&(/’*’"）和吉氏拟杆菌（+(,%&)’-%" -’",(")0’"）特异性
探针检测到的细菌为 0>, ? 8282细胞@克干物质，1,&%2,)#)##3"A
4(#,)5(#’**3"和 6*)",&’-’37 #)##)’-%"A!35(#,%&’37 &%#,(*% 特异性探
针检测到的细菌分别为 8>= ? 82= 3 = ? 824 和 =>+ ? 8282细胞@
克干物质。

这种结合了现代分子生物学和图像分析学的技术可以

在单细胞水平上分析胃肠道中细菌的结构和功能。

" 实时荧光定量 -B"技术

实时荧光定量 -B"技术（!&;’AC65& -B"，"DA-B"），是指
在 -B"反应体系中引入荧光标记，利用荧光信号的积累实时
监测 -B"反应过程，对未知模板进行定量分析。与传统的
-B"定量方法相比，该技术测定的不是 -B"终产物，而是由
本底进入指数增长阶段的拐点所对应的循环次数（BC值），由
于终产物量与起始模板量之间没有线性关系，而 BC值与模
板 %#$的起始拷贝数成反比，故 "DA-B"更能反应真实情况
和准确定量。

D;E65;等［+4］利用该技术研究了日粮变化对瘤胃微生物
区系的影响，发现当荷斯坦奶牛日粮从干草型转为谷物型

时，纤维素利用菌 8 F "3##’0)/%0%" 和 9 F .*(:%.(#’%0" 的数量均
会大幅下降。本试验室研究发现，当稻草纤维与玉米淀粉发

生正组合效应时，8 F "3##’0)/%0%"，9 F .*(:%.(#’%0" 和真菌均会
上升，这表明与纤维素消化有关的微生物数量的增加有可能

是纤维类饲料与淀粉类饲料发生正组合效应的机制之一（未

发表资料）。此外，我们还研究了体外培养苜蓿时添加二溴

乙烷磺酸钠（GH9）对瘤胃微生物的影响，发现 GH9添加对瘤
胃产甲烷菌和真菌有抑制作用，但会提高 8 F "3##’0)/%0%" 的
数量，该结果表明 GH9在减少瘤胃甲烷产量的同时，有可能
影响瘤胃中的其他微生物。

# 小结和展望

分子生物学技术的发展为微生物学和营养学科研人员

研究瘤胃微生态系统提供了有力的方法。核酸探针技术是

研究胃肠道微生态系统方法上的一次革命，利用该技术使人

们首次完整地了解胃肠道微生物区系的复杂性，核酸（%#$
或 "#$）序列分析技术则可用于研究微生物的分类及其进化

关系，遗传指纹技术则提供了生态环境中微生物区系的结构

图，而全细胞原位杂交可用来研究微生物中一些重要酶的表

达，实时定量 -B"能对微生物系统中的目的微生物准确的定
量。利用这些技术不仅可以研究微生物之间的互作关系以

及微生物与饲料颗粒之间时间和空间的关系，还能直接在细

菌自然生长的环境中对其各种特征进行研究。
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