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!"#$! 方法研究产甲烷菌共存及去除条件下瘤胃真菌多样性

变化

成艳芬，朱伟云!

（南京农业大学消化道微生物研究室，南京 ,&##"$）

摘要：【目的】建立厌氧真菌多样性分析方法，并研究厌氧真菌与产甲烷菌共培养液在传代过程中厌氧真菌

的区系变化及共培养液中去除产甲烷菌条件下厌氧真菌多样性的变化。【方法】根据厌氧真菌 -@.& 序列长

度多态性，设计厌氧真菌特异性引物，然后 O1P 扩增样品中厌氧真菌 -@.& 序列，在基因分析仪中分析 O1P
产物序列长度多态性，分析共培养液在传代过程中及共培养液中去除产甲烷菌后厌氧真菌多样性的变化。

【结果】对瘤胃厌氧真菌 .$/"(01"/2 属 Q1?#& 菌株、3/("$**&0$2#&4 属菌株（Q1$#& 与 Q1$#,）的 ’P-.’ 分析结果

显示：菌株 Q1?#& 得到一个长度为 ?C"R0N S( 的片段；Q1$#& 得到 ! 个长度分别为 !&$R"&、!,$R0"、!?NR?& 和

!?CR!0 S( 的片段；Q1$#, 所得片段与 Q1$#& 相似。’P-.’ 分析来自瘤胃内容物的厌氧真菌与产甲烷菌共培

养液中厌氧真菌多样性显示：共培养液在体外传代培养过程中，厌氧真菌多样性降低，’P-.’ 扩增片段长度

为 ?$! T ?N$ 及 !,$ T !?C S( 的厌氧真菌在体外传代中消失，片段长度为 ?C?、?C" T ?"& 及 !&? T !&C S( 的厌氧

真菌是体外共培养液中的优势菌，在传代过程中稳定存在。对厌氧真菌与产甲烷菌共培养液及去除产甲烷

菌的真菌培养液研究表明：产甲烷菌影响培养液中真菌的种类，当产甲烷菌存在时，共培养液中主要是片段

长度为 ?C?R$&、?"&R!! 和 !&?R$$ S( 的厌氧真菌；而添加氯霉素去除甲烷菌后，培养液中主要是片段长度为

!&$RC#、!,$R00、!?NR!0 和 !?CR!N S( 的厌氧真菌。【结论】本文建立了快速可行的厌氧真菌多样性分析方法。

’P-.’ 分析表明厌氧真菌与产甲烷菌共培养液在传代过程中真菌多样性降低，共培养液传代 ! 次后，厌氧真

菌菌群趋于稳定。去除产甲烷菌后，共培养液中厌氧真菌的菌群结构发生改变。

关键词：厌氧真菌；产甲烷菌；’P-.’
中图分类号：3"? 文献标识码：’ 文章编号：###&D0,#"（,##"）#!D#$#!D#C

厌氧真菌在瘤胃内降解粗纤维产生 U,、1V,、甲

酸、乙酸等，瘤胃内产甲烷菌则能利用这些发酵产物

生成甲烷。为了研究瘤胃内厌氧真菌与产甲烷菌的

代谢关系，成艳芬等［&］根据不同瘤胃微生物对抗生

素的敏感性差异，建立了来自瘤胃的厌氧真菌与产

甲烷菌共培养系统，并对其中产甲烷菌多样性进行

了研究，但该研究未对共培养液中的厌氧真菌进行

分析。

真核生物核糖体内转录间隔区序列（-95A)9:+
@):9;>)*SAW .(:>A)，-@.）在进化过程中稳定而又有

相对变化，因此被广泛应用于厌氧真菌进化发育关

系的研究中。核糖体 &C. )P/’ 与 $RC. )P/’ 之间

的内 转 录 间 隔 区 序 列 为 -@.& 序 列，核 糖 体 $RC.
)P/’ 与 ,C. )P/’ 之间的内转录间隔区序列为 -@.,
序列。X* 等利用 -@.& 序列分析研究了厌氧真菌的

进化发育关系，研究表明 5’6&-(01"/2、3/("$**&0$2#&4



和 !"#$%&’() ! 个属与 *+,(#$%&’() 和 -,(’$%&’() 的进

化发育距离较远［"］。#$%%&’() 等用同样的方法集中

研究了 .($’,//"%,)0"1 和 !"#$%&’() " 个属的大量厌氧

真菌菌株，结果显示 " 个属有明显的进化距离［!］。

*+,&-.// 等结合应用 0*12 和 0*1" 序列的 345 二级

结构，将厌氧真菌鉴定至属，但作者同时指出，该方

法在种的界定上的信息量尚不足［6］。47,8%/9%) 在研

究厌 氧 真 菌 0*12 序 列 长 度 多 态 性 时 发 现，利 用

:;;<分析厌氧真菌 0*12 序列，0*12 序列在 :;;<
胶上的电泳条带相互重合，分离效果较差；利用聚丙

烯胶分离 0*12 序列的分离效果同样不理想。该作

者进一步研究发现，1=$.(>.? 电泳能将差别为 2 @ "
个碱基的不同片段分开，在分析厌氧真菌 0*12 序列

时得到了较为理想的长度多态性分析图谱。在其所

得的电泳图谱上，" 株 2#3"+$%&’() 菌 0*12 序列长度

分别为 ""2 和 ""A B=，" 株 !"#$%&’() 菌株为 "!C 和

"66 B=，2 株 *+,(#$%&’() 菌 为 "AD B=，! 株

.($’,//"%,)0"1 菌分别为 "CE、"EE 和 "F6 B=［A］。但该

作者所报道的引物与约 2GH的厌氧真菌 0*12 序列

（4I#0）存在错配现象。

本研究根据厌氧真菌 0*12 序列特征，对引物进

行了重新设计，并利用毛细管电泳建立了瘤胃厌氧

真菌核糖体内转录间隔区扩增序列长度多态性分析

（ 5’=/7J7.> 37B%9%’(/ 0)K.$L.)7, 1=(,.$ 5)(/M979，
53015）方法，通过该方法研究了来自瘤胃的厌氧真

菌与产甲烷菌共培养液中厌氧真菌的多样性，并进

一步研究了去除产甲烷菌对厌氧真菌多样性的影

响，旨在为揭示瘤胃厌氧真菌和瘤胃产甲烷菌间关

系提供基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 厌氧真菌与产甲烷菌共培养液的富集培养

及传代：瘤胃内容物来自于采食青草的装有永久性

瘤胃瘘管的奶牛，培养基参照朱伟云等［C］方法配制，

底物为粉碎的稻草（直径约为 2 ’’）。在厌氧条件

下称取 2G L 瘤胃内容物，与 6G ’N 厌氧稀释液［E］混

合均匀，抽取 2G ’N 加入已预热至 !DO、含有氨苄青

霉素（" ’LP’N）的液体培养基中，!DO静置培养。

此过程再重复 " 次，共 ! 个重复，每个重复独立传

代，培养过程中每 ! > 传代一次，共传代 2A 次。青

霉素（2D2A 0QP’N）和链霉素（"G!2 0QP’N）与氨苄青

霉素交替使用以去除瘤胃内容物中的细菌。

!"!"# 共培养液中产甲烷菌的去除：厌氧真菌与产

甲烷菌共培养液经过 ! 次传代后，将 2G ’N 共培养

液接种至含有氯霉素（AG!LP’N）的液体培养基中，

去除共培养液中的产甲烷菌，每 ! 天传代一次，培养

基中所用抗生素均为氯霉素，此培养液即为真菌培

养液。

!"!"$ 厌 氧 真 菌 菌 株：纯 厌 氧 真 菌 菌 株 RI!G2、

RIAG2 与 RIAG" 分离自上述共培养液，形态学鉴定

RI!G2 为 -,(’$%&’() 属，RIAG2 与 RIAG" 均 为

.($’,//"%,)0"1 属。

!"!"% 培养液中甲烷的测定：每天收集培养液发酵

所产生的气体，用 ;IST1（5L7/.)K，Q1）测定气体中甲

烷的含量。甲烷产量以体积表示，数据为平均值 U
标准差。

!"!"& 主要试剂和仪器：#0V2G2 W(9K:45 1X04 :45
提 取 试 剂 盒 （ Y#7%L.).，QZ）；W(9KX$.= 珠 磨 仪

（Y#7%L.).，QZ）；4,5 酶（I/%)K.,8，W$(),.）；XI3 仪

（"E"G，5==/7.> #7%9M9K.’9，QZ）；5#0 !2!G?/ 基因分析

仪（5==/7.> #7%9M9K.’9，QZ）。

!"# 总 ’() 提取

取第 "、6、D、2A 代共培养上清液 A ’N 及第 D 代

去除产甲烷菌的真菌培养液 A ’N，2!GGG $P’7) 离心

A ’7)，去除上清后用 2 ’N 磷酸缓冲液清洗沉淀，然

后 2!GGG $P’7) 离心 A ’7)，去除上清液，沉淀用于

:45 提取；用于接种的瘤胃内容物 "G ’L 提取 :45。

样品破壁过程除外（珠磨仪上破壁 ! [ !G 9，中间在

冰上放置 !G 9），其余步骤参照 #0V2G2 W(9K:45 1X04
:45 提取试剂盒使用说明进行。

!"$ 厌氧真菌核糖体内转录间隔区扩增序列长度

多态性分析（)*+,-.-/0 1-2343*5, 678/9:/7-; <+5;/9
)75,=4-4，)16<)）

利 用 特 异 性 引 物 4.% 2F1 W%$ （ A\S C\
W5T55*II**I;;5**;;I*S!\）和 4.% A]F1 3. （̂A\S
I;5;55II55;5;5*II5S!\）分别在厌氧真菌 2F1
$345 基因的末端和 A]F1 $345 基因的前端，因此扩

增厌氧真菌 0*12 全序列。XI3 反应混合液（2G!N）

含 2 [ XI3 反应缓冲液（6G ’’%/PN ZV_ =_ ‘ F]G，2C
’’%/PN ZI/，!]A ’’%/PN TLI/" 和 !]EA!LP’N #15），

>4*X FGG [ ’%/PN，上、下 游 引 物 AGG )’%/PN，AG [
*0*540QT 4,5 酶 G]"!N 及模板 :45（约 "G )L）。

XI3 反应条件为：DAO A’7)，然后 2G 个循环 DAO !G
9，CFO（每个循环降 2O）!G 9 及 E"O !G 9；接着 "A
个循环 DAO !G 9，AFO !G 9 及 E"O !G 9，最后 E"O
延伸 C ’7)。每个样品设 ! 个 XI3 重复，"H琼脂糖

胶检测 XI3 产物，产物长度约为 !AG @ 6AG B=。
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将每个样品的 ! 个 "#$ 产物混合，根据 "#$ 产

物的浓度，加水稀释 %& 倍，稀释后的 "#$ 产物 ’!(
与 &)*+!( ,-.-/01. +&& (23 内标及 4)5+!( 67897:;

甲酰胺混匀，4+< 变性 + =7.，冰上冷却，然后在 >?2
!’!&@’ 基因分析仪上进行片段长度分析。各片段

数据由 ,-.-=1AA-B 软件导出（含片段长度、片段的

峰高，峰面积），然后导入 C7.D-BAB7.E7.D22 软件进行相

似性分析。峰面积小于最大峰面积 ’F的片段被当

作假阳性处理，相似性分析中予以排除，相似性分析

采用 "-1BGH. 方法。

图 ! 厌氧真菌菌株 "#$%" 分析图谱

C7DI’ >$2/> 1.1JKG7G HL 1.1-BHM70 LN.D7 7GHJ1E-G（>，O#!&’；?，O#+&’；#，O#+&*）I

& 结果

&’! 厌氧真菌 "#$%" 分析方法的建立

特异性引物 P-H ’Q/ CHB 在厌氧真菌 ’Q/ B$P>
基因的末端，P-H +)Q/ $-R 在厌氧真菌 +)Q/ B$P> 基

因的前端，能扩增厌氧真菌 2:/’ 全序列，根据厌氧

真菌种类不同，扩增产物片段长度为 !+& S %+& MA。

本试 验 所 用 ! 个 菌 株 O#!&’、O#+&’ 与 O#+&* 的

>$2/> 图谱见图 ’。厌氧真菌 O#!&’ 得到长度为

!Q4)T5 MA 的 片 段；O#+&’ 得 到 % 个 长 度 分 别 为

%’+)4’、%*+)T4、%!5)!’ 和 %!Q)%T MA 的片段；O#+&*
得到 % 个 长 度 分 别 为 %’+)Q5、%*+)T4、%!5)!5 和

%!Q)%’ MA 的片段，与 O#+&’ 得到的片段长度基本一

致，O#+&’ 与 O#+&* 可能是同一株厌氧真菌。

&’& 厌氧真菌与产甲烷菌共培养液中厌氧真菌多

样性分析

瘤胃内容物中厌氧真菌 >$2/> 分析共得到 ’’
个片段，片段大小及峰面积分别为：!+%)T!（’&%%）、

!TT)%T（*!*T&）、!5&)Q4（*4TQ）、!5’)Q4（!’Q+）、

!5!)T!（ !Q&4）、!5%)T!（ !%%4）、!Q4)%’（ %5’Q）、

!4’)+4（*5’&Q）、%’!)Q&（’Q’4）、%’%)Q*（*55!）和

%’+)4% MA（*5%Q）。共培养液中所得片段的大小及

峰面积见表 ’：共培养液第二代分别得到 ’T 个片段

（其中 + 个片段较弱）、*& 个片段（其中 T 个片段较

T&+ O1.L-. #U-.D -E 1J I V!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（*&&4）%4（%）



图 ! 瘤胃内容物及共培养液中厌氧真菌相似性分析（样品编号同上）

!"#$% &"’()（*）+,- .(+/ +0(+)（1）23 +,+(024"5 36,#" ", 78( 52956:760() ;"78 <(78+,#(,) +,+:=’(- 4= *>?&*（&+<.:( ?@ ;+)

78( )+<( +) +42A(）$

表 " 共培养液中厌氧 #$%&# 分析片段大小及峰面积

B+4:( C &"’() +,- .(+/ +0(+) 23 +,+(024"5 36,#" ", 78( 52956:760() ;"78 <(78+,#(,) +,+:=’(- 4= *>?&*
&+<.:( ?@ &"’(D4.4 *0(+ &+<.:( ?@ &"’(D4. *0(+ &+<.:( ?@ &"’(D4. *0(+
%EC+ FGHIJF %FHK %E% FJJIGC LCFH %EF FKFIM CECJL

FJJIGF %KGL FMCIKM CEH% FKLIGG GHCC
FMCIKJ CEHJ FMFIJC CHME FLCIGG HHMH
FKFIGH C%EL FMHIJ% CFGE HCHIKC CGGLL
FKLIGF CJCE FKFIJ% FEEF HCGIKH FCKC%
FLCIJC CFJKF FKLIGG %EM% H%GIJJ CH%JG
HCFIJG CGJHH FLEIJ CC%F HFMIHH CEJMF
HCHIJM %H%LC FLCIGG H%CM HFKIFL C%CEM
HCGIML F%EG% HCFIME FHFF
H%GIJC J%J% HCHIKF CCJFK
HFKIFC LCCC HCGIKG %%CJC

H%GIJC CCLJH
HFMIF% LHKK
HFKIFJ LGF%

HEC FKFIHJ %LEME HE% FKFIGG GJFHJ HEF FKFIGJ FKJCG
FLCIFM %EMGF FKLIHM G%FH FKLIGC %MHG
HCFIJ HGCEK FLCIHJ FJL%G FLCIH% %GCHH
HCGIKG CC%CL HCFIJJ HEGGM HCFIMC CCCGJ
HCKIM% C%FG HCHIML %KGFK HCHIMH C%HMC

HCGIL% %MEHH HCGIKM C%KKL
HCKIK %MCM HCKIMJ C%LK
H%GIM% CCEG

LEC FKFIGC KFHE LE% FKFIFJ HJKKL LEF FKFIGM FJG%M
FLCIHH HFJC FKLIFM CF%J FLCIHH %FLCK
HCFIGG C%CJCK FLCIFJ FEKFH HCFIMJ %H%HG

CGEC FKFIG% CFKMJ CGE% FKFIG% FE%FM CGEF FKFIGJ %CFLH
FLCIHG CEMLL FKLIHJ CMEEM FKLIGM %C%G
HCFIJH GLJEG FLCIHG CLHJE FLCIHM CHJFK

HCFIML FHGGL
+ &+<.:( ?@ %EC，78( 3"0)7 0(.:"5+7( 23 78( )(52,- )6456:760($ 4 B8( )"’() 5200().2,-",# +0(+ 4(:2; CEEE ;(0( ,27 )82;,$
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弱）和 ! 个片段；共培养液第四代分别得到 "、#$（%）、

!（#）个片段；共培养液第九代分别得到 &、’（#）、& 个

片段；共培养液第十五代分别得到 &、&、’ 个片段。

共培养液第二代的三个重复样品中均检测到长度约

为 &!&、&!(、&(#、’#’、’#"、’%" 和 ’&! )* 的片段；第四

代中均检测到长度约为 &!&、&(#、’#&、’#" 和 ’#! )*
的片段；第九代和第十五代中均检测到长度约为

&!& 和 &(# )* 的片段。

图 ! 瘤胃内容物（"）、共培养液第二代（#，$，%），第九代（&，’，(）及厌氧真菌培养液（)，*，+）中厌氧真菌的多样性比较

+,-.& /,0123,45 676853,3 9: 676129),; :<7-, ,7 2<=17 >,-1346（?），4@1 %7>（A，B，/）67> (4@（C，+，D）;9E;<84<213 F,4@ =14@679-173 67> 4@1 (4@（G，H，I）

676129),; :<7-68 ;9E;<84<213 F,4@9<4 =14@679-173.

相似性分析结果见图 %。共培养液在体外传代

培养过程中，厌氧真菌多样性降低，片段长度约为

&"’ J &K" )* 的厌氧真菌只在瘤胃内容物和共培养

液第二代中检测到，而在第四代、九代及十五代中没

有检测到（图 % 矩形框 #）。片段长度约为 &!& )* 的

厌氧真菌在瘤胃内容物中未能检测到，但在所有共

培养液中都能检测到，在第二代的共培养液中这个

条带比较淡，在第四代、第九代及第十五代的共培养

液中条带变深（矩形框 %）。片段约为 &!( J &(# )*
的厌氧真菌在瘤胃内容物及所有共培养液样品中都

能检测到，并且是共培养液中厌氧真菌的优势菌株

之一（矩形框 &）。片段约为 ’#& J ’#! )* 的厌氧真

菌在瘤胃内容物及大部分共培养液中检测到，只有

第二个重复的第九代与第十五代未能检测到（矩形

框 ’）。片段长度为 ’%" J ’&! )* 的厌氧真菌只能在

共培养液的第二代中检测到，而在瘤胃内容物及其

他共培养液中均未检测到（矩形框 "）。结果显示，

共培养液第二代中厌氧真菌种类较多但不稳定，一

些真菌在后来的传代过程中消失；共培养液第四代

至第十五代传代过程中，厌氧真菌种类比较稳定。

在传代过程中，每天测定共培养液中甲烷的产

量，计算共培养液每代甲烷产量的总和。共培养液

第二代、第四代、第九代及十五代的甲烷总产量分别

为 #KL’（ M #L#）=N，&!L(（ M ’LO）=N，’OLK（ M "L#）=N
和 &!L"（ M #L#）=N。

,-! 去除产甲烷菌后真菌多样性变化

共培养液经过 & 次传代后，除继续接种传代共

培养液外，另外接种 #$ =N 培养液于添加氯霉素的

!$" P67:17 B@17- 14 68 . Q!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（%$$(）’(（’）



!" #$ 液体培养基中生长，去除共培养液中的产甲

烷菌，得到厌氧真菌培养液（未检测到甲烷生成），厌

氧真菌培养液与共培养液同时传代培养。瘤胃接种

物，共培养液第二代与第九代及厌氧真菌培养液第

九代中厌氧真菌 %&’(% 分析结果见图 )。瘤胃接种

物与共培养液第二代中厌氧真菌复杂多样，至共培

养液第九代，所能检测到的厌氧真菌片段长度为

)*)+,-、)!-+.. 和 .-)+,, /0。而去除产甲烷菌的厌

氧真菌培养液第九代中则检测到四个片段，大小分

别为 .-,+*"、.1,+22、.)3+.2 和 .)*+.3 /0。对于第九

代培养液，共培养液中检测到的厌氧真菌种类在去

除甲烷菌的厌氧真菌培养液中没有检测到，而厌氧

真菌培养液中检测到的厌氧真菌种类则在共培养液

中未检测到。结果显示：共培养液与厌氧真菌培养

液第九代中检测到的厌氧真菌种类完全不同，有甲

烷菌存在时，共培养液中检测到的厌氧真菌 ’4(- 序

列较短，而没有甲烷菌存在时，厌氧真菌培养液中检

测到的厌氧真菌 ’4(- 序列较长。

! 讨论

自 -!3, 年，56078 首次发现瘤胃中带鞭毛的游

动孢子为严格厌氧的真菌后［*］，国内外学者相继从

草食 动 物 的 消 化 道 及 粪 样 中 分 离 出 多 种 厌 氧 真

菌［! 9 --］，共计 2 个属 -2 个种之多［-1］。目前，厌氧真

菌的鉴定主要依据游动孢子的超显微结构，也有研

究利用分子生物学方法对厌养真菌进行鉴定［1，.，!］。

但人们对草食动物消化道内厌氧真菌多样性的了解

还非常有限，已有报道多局限于通过体外培养技术

来反映瘤胃内厌氧真菌的多样性。由于很多真菌不

能在体外培养中生长［-)］，因此利用免培养分子生物

学手段如基因探针、:;;<、4;;<、&=$> 等方法研究

厌氧真菌多样性成为新的焦点。?@8 <AB@B 等利用变

性梯度凝胶电泳分析了土壤中真菌菌群的变化，并

比较了不同 -*( 6&C% 基因引物对样品中真菌的扩

增效果［-)］。DE68F#@8 等设计了两对扩增土壤样品

中真菌 -*( 6&C% 基因的引物，并利用 ((G> 分析了

土壤样品中真菌的多样性［-.］。然而 $7 等在利用

-*( 6&C% 基因分析厌氧真菌分类时发现，厌氧真菌

-*( 6&C% 基因相似性很高（ H !3I），不能有效区别

不同种类厌氧真菌［-,］。多数报道则是利用真菌 ’4(
序列长度多态性分析环境样品中真菌的多样性。

&@8J@6K 等利用真菌 ’4(- 与 ’4(1 序列长度多态性分

析了土壤样品中真菌的多样性［-2］，L@8MF6 等利用

’4(- 至 ’4(. 的长度多态性建立了真菌多样性分析

的 $NOP>G& 方 法［-3］。C7QREABE8 等 利 用 厌 氧 真 菌

’4(- 序 列 长 度 多 态 性 建 立 了 厌 氧 真 菌 :;;<，

(06F@KFS 电泳等多样性分析方法，但这些方法都不

能有效分离长度差异小于 - /0 的片段［,］。本文根

据厌氧真菌 ’4(- 序列长度多态性，结合能分离片段

长度小于 - /0 的毛细管电泳，建立了厌氧真菌多样

性分析方法。结果显示，该方法能快速有效地分离

不同长度的厌氧真菌 ’4(- 序列，并结合软件分析能

比较形象地反映不同样品真菌多样性，因此是研究

厌氧真菌多样性的一种较好的方法。

本研究利用 %&’(% 方法检测了来自于瘤胃内

容物的厌氧真菌与产甲烷菌共培养液中厌氧真菌的

多样性。研究表明，某些片段（图 1 矩形框 1 和 ,）在

瘤胃内容物样品中没有检测到，但在共培养液中检

测到了，这可能由于相应片段的厌氧真菌在瘤胃内

容物中所占的比例较小，没有达到 >G& 检测的极

限，因而未能扩增到相应的片段，但这些厌氧真菌在

共培养液中得到富集。第九代和第十五代的共培养

液第二个重复（!"1，-,"1）中未检测到片段长度约为

.-) T .-* /0 的厌氧真菌（图 1 矩形框 .），因此，这种

厌氧真菌可能在这两个共培养液（!"1，-,"1）的传代

过程中消失了，但该片段在共培养液第九代和第十

五代的另外两个重复（!"-，!")，-,"-，-,")）中检测

到，由此推断，这种厌氧真菌能在体外共培养液中生

长成为优势菌，而其在共培养液第九代和第十五代

（!"1，-,"1）中的消失是偶然的。<KU@6KB 等［-*］利用

厌氧真菌长度多态性研究了瘤胃内厌氧真菌对牧草

的定植过程，结果表明，真菌在 , #78 内附着于牧草

上，随着时间增加，附着于牧草上的真菌种类逐渐增

多，)" #78 内形成一个稳定的区系，直到 )" R 后，这

个稳定的区系也没有变化。

成艳芬等［-］在研究厌氧真菌与产甲烷菌共培养

液时指出，厌氧真菌降解底物为甲烷菌生长提供了

良好的基质，因此甲烷菌能在每三天传代一次的共

培养液中生长良好。本研究发现，产甲烷菌也反过

来影响了共培养液中的厌氧真菌，产甲烷菌存在与

不存在时，所检测到的厌氧真菌种类完全不同。本

研究中去除产甲烷菌的厌氧真菌培养液 %&’(% 分

析图谱与厌氧真菌菌株 VG,"-（VG,"1）相似，由此推

断，相似于 VG,"- 的厌氧真菌菌株可能是厌氧真菌

!",成艳芬等：%&’(% 方法研究产甲烷菌共存及去除条件下瘤胃真菌多样性变化 W X微生物学报（1""!）.!（.）



培养液中的优势菌，该培养液中存在的其他厌氧真

菌都不能检测到。在厌氧真菌与产甲烷菌共培养液

中，厌 氧 真 菌 !"#$! 分 析 图 谱 的 第 二 个 片 段 与

%&’() 菌株的 #*$) 片段比较接近，但它们之间还是

相差约 + 个碱基，不是同一个厌氧真菌。另外，在本

实验室拥有的近 +( 株厌氧真菌中，没有找到与共培

养液中的厌氧真菌（根据 !"#$! 图谱判断）相似的

菌株。我们曾试图利用厌氧滚管技术分离培养共培

养液中的厌氧真菌菌株，但所分离培养到的若干厌

氧真菌菌株，均相似于 %&’() 或 %&,()，并且这些菌

株在以稻草为基质的培养基中生长都能产生甲烷，

这说明传统的厌氧滚管技术并未能将共培养液中的

厌氧真菌与产甲烷菌分开；而共培养液中厌氧真菌

的 !"#$! 图谱上其他片段（’-’.,)、’/).00 和 0)’.,,
12）所代表的厌氧真菌菌株未能分离培养到。这些

片段所代表的厌氧真菌可能与产甲烷菌存在某种特

殊的相关关系，在没有产甲烷菌存在时这些厌氧真

菌也不能生长，或者这些厌氧真菌不能在琼脂糖滚

管中生长。总体来说，瘤胃厌氧真菌与产甲烷菌共

培养液中厌氧真菌的生长促进了产甲烷菌的生长，

并且产生未知生长因子促进某些未知产甲烷菌的生

长［)］，本研究室迄今为止的研究表明，这些未知产甲

烷菌在去除厌氧真菌后不能生长；而本研究结果则

显示产甲烷菌的存在丰富了共培养液中真菌的种

类，在去除产甲烷菌后，某些厌氧真菌也随之消失，

这些结果提示，瘤胃中的产甲烷菌与厌氧真菌可能

存在某种紧密的相互关系（如互营关系）或者瘤胃厌

氧真菌与产甲烷菌间的关系相似于瘤胃原虫与产甲

烷菌间的相互关系，即产甲烷菌紧密附着于厌氧真

菌的某些部位，这也能合理的解释滚管分离培养的

厌氧真菌菌株发酵产生甲烷，但瘤胃厌氧真菌与产

甲烷菌的相互关系还有待进一步研究。

综上所述，本研究建立了能较快速有效地分析

厌氧真菌多样性的 !"#$! 方法，但研究发现，去除

共培养体系中的甲烷菌可影响厌氧真菌菌群结构，

因此提示，瘤胃中产甲烷菌与厌氧真菌密切相关，但

是两者之间关系机制还有待进一步研究。
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