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摘要:【目的】研究腹泻犊牛直肠细菌多样性，以及与健康犊牛直肠细菌多样性的差异。【方法】通过建立直
肠菌群 16S rRNA 基因克隆文库，分别用限制性内切酶 MspⅠ和 HhaⅠ对阳性克隆的 PCR 产物进行限制性酶
切片段长度多态性(RFLP)分析，通过测定 16S rRNA 基因序列，绘制系统发育树，确定犊牛直肠菌群的组成。
【结果】腹泻组克隆阳性率达 98. 75% (474 /480)，优势菌群以乳杆菌属(14% )、肠球菌属(10% )和埃希菌属
(8% )等需氧和兼性厌氧菌为主，健康组克隆阳性率达 96. 45% (488 /506)，优势菌群以梭菌属(13% )、双歧
杆菌属(8% )和巨型球菌属(5% )等专性厌氧菌为主。【结论】2 周龄犊牛直肠菌群复杂多样，并且具有自己
的独特性菌群，且腹泻时乳杆菌属、肠球菌属、埃希氏菌属等显著增加。
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犊牛腹泻的高发病率和高死亡率给整个规模化

养牛产业带来了巨大的经济损失，有报道称，超过

50%的初生犊牛的死亡都是由腹泻引起的［1］。目
前，国内关于犊牛腹泻的研究多集中于某个血清型

病原菌的流行病学的调查研究或是针对病例爆发的

病原菌的分离鉴定以及治疗方面的研究
［2］，而对腹

泻发生时肠道微生物的多样性及其变化的研究报道

很少。瘤胃是反刍动物营养代谢中最重要的环
节
［3］，也是研究微生物多样性的热点

［4］。然而犊牛
瘤胃尚未发育完全，故其肠道微生物菌群在宿主健

康和营养中的作用相当重要和显著。开展关于犊牛
肠道微生物多样性研究，不仅可以比较全面地了解

肠道微生物菌群，促进肠道微生物资源的开发和利

用，而且还能为初生犊牛动物营养研究以及犊牛腹

泻的发生提供实验依据，为更好的预防和控制犊牛

腹泻有着重要的意义。
由于目前能进行培养的细菌仅有 1% － 10%，

远远不能满足微生态生物学的研究需要
［5］。分子

生物学技术的发展使得人们对环境微生物的组成、
分布、丰度和动态等的研究更直接、更深入。16S
rRNA 基因是原核生物进化的标尺［6］，当前 16S
rRNA 基因文库方法被广泛应用于各种环境的细菌
菌群分析中。
本研究利用 16S rRNA 基因文库方法和限制

性片段长度多态性技术(RFLP，Restricted Fragment
Length Polymorphisms)分析 2 周龄荷斯坦犊牛直肠
中主要菌群的组成，比较分析犊牛肠道优势菌群

是否有独特性，同时比较腹泻犊牛与健康犊牛菌

群组成间的区别，为预防和控制犊牛腹泻提供理

论依据。
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1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物:选取同一饲养管理条件下，2 周
龄荷斯坦奶犊牛，腹泻症状明显的犊牛 4 头，健康犊
牛 4 头(包括一头 7 日龄犊牛)。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:PCR 引物购自北京华大基
因公司;限制性内切酶 Msp I、Hha I 和 pMD18-T 载
体均购自 TaKaRa 公司;琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂
盒购于天根生化科技 (北京) 有限公司; E． coli
DH5α 由本实验室保存。
1. 2 采样
无菌采取直肠粪便于无菌器皿中，置于 － 80℃

冷冻备用。
1. 3 样品总 DNA 的提取和 16S rRNA 基因的扩增
参照吴高峰

［7］
的方法提取样品总 DNA。用细

菌 16S rRNA 基因通用引物［8］ ( F27: 5'-AGAGTT
TGATCCTGGCTCAG-3'，R1492:5'-TAC GGYTACCTT
GTTACGACTT-3')进行细菌 16S rRNA 基因的 PCR
扩增。25 μL反应体系如下: 10 × Buffer 2. 5 μL，
dNTP(2. 5 mmol /L) 2 μL，引物 F27 (10 μmol /L) 和
R1492(10 μmol /L)各1 μL，模板 DNA 1 μL，rTaq 酶
0. 3 μL，加水补足25 μL。PCR 反应程序如下:94℃
4 min;94℃ 30 s，56℃ 45 s，72℃ 2 min，28 个循环;
72℃延伸7 min。
1. 4 克隆文库的构建［9］

按照北京天根 DNA 胶回收试剂盒说明将 PCR
扩增的目的条带割胶回收纯化。纯化后的 PCR 产
物通过 T4 DNA 连接酶与 pMD18-T 载体连接，转化
E． coli DH5α 感受态细胞，通过 Amp 抗性筛选克
隆，分别建立 8 头犊牛的 l6S rRNA 基因克隆文库。
1. 5 克隆文库的检验及 RFLP 分析
对文库中的克隆用引物 M13-47 和 RV-M［10］进

行菌体 PC R，以检测插入子的正确性。菌落 PCR
产物用限制性内切酶 Msp I 和 Hha I 分别进行单酶
切，37℃酶切3 h。酶切产物用 3. 0%的琼脂糖凝胶
电泳检测，电压110 V，电泳时间为1 h。相同带型归
为一类，每一个带型作为一个分类操作单元(OTU，
Operational Taxonomic Unit)［11］。使用软件 SPADE(
Species Prediction And Diversity Estimation) 进行细
菌多样性指数分析。将 RFLP 图谱中优势代表克隆

送华大基因(北京)测其 16S rRNA 基因全长序列。
1. 6 系统发育分析
将测序序列通过 BLAST ( http: / / blast． ncbi．

nlm． nih． gov /Blast． cgi)找到 GenBank 数据库中与之
相近的已知序列并下载，使用 ClustalX 1. 83 软件进
行多序列比对后，在 MEGA4. 0 软件中，用 Neighbor-
Joining 方法［12］选择 Bootstrap 为 1000 个重复，构建
系统发育树进行分析。
本研究所得的 16S rRNA 基因序列在 GenBank

中的索引号为:JQ083405- JQ083429。

2 结果

2. 1 16S rRNA 基因的 PCR 扩增
8 个样品总 DNA 通过通用引物( F27，R1492)

进行扩增，在预计 1500 bp 处成功扩增 16S rRNA 基
因片段，且无杂带(图 1)。

图 1 细菌 16S rRNA 基因扩增电泳检测结果
Fig． 1 Agarose gel electrophoresis of PCR amplified 16S rRNA

using primers F27 and R1492． M: DNA marker DL2000; 1 － 4:

Diarrhoea sample; 5 － 8: Health sample．

2. 2 克隆文库的构建
纯化后的 PCR 产物通过 T4 DNA 连接酶与

pMD18-T 载体连接，转化 E． coli DH5α 感受态细
胞。Amp 抗性筛选克隆构建 16S rRNA 基因克隆文
库，应用 M13-47 和 RV-M 引物进行菌落 PCR，扩增
克隆子的插入序列，排除假阳性克隆，腹泻样品 480
个克隆得到 474 个阳性克隆，健康样品 506 个克隆
得到 488 个阳性克隆(其中 7 日龄健康犊牛 120 个
克隆得到 114 个阳性克隆)。
2. 3 克隆文库的检验及样品多样性指数分析
用 Msp I 和 Hha I 酶切菌落 PCR 产物，琼脂糖

凝胶电泳，得到酶切图谱(图 2)。通过比较酶切图
谱统计出，腹泻组 474 个阳性克隆酶切共获得 91 种
OTUs( 各个样品文库分别获得 41、39、33、38 种
OTUs);健康组 488 个阳性克隆共获得 143 种 OTUs
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(7 日龄样品获得 31 种 OTUs，2 周龄样品分别获得
44、50、63 种 OTUs)。由 OTU 所含克隆分布情况
(表 1)可以看出，腹泻组 91 种 OTUs 中，有 45 种
OTUs 仅含 1 个克隆，低于健康组的 76 种，腹泻组含

25 个克隆以上的 OTUs 有 4 种，多于健康组的 1 种。
选取其中占优势比例(所含克隆百分比 ＞ 2%，即克
隆数 9 个以上)的 OTU 的代表性克隆送往华大基因
测序。

图 2 克隆子插入片段的酶切电泳图
Fig． 2 Agarose gel electrophoresis of insert segment of clones． 1 － 8: digest by Hha I． 9 － 16: digest by Msp I; M:

DNA marker DL2000．

表 1 OTU 所含克隆分布情况
Table 1 Distribution of OTU within samples

Number of clones
per OTU

Number of OTUs
Diarrhoea Health

Number of
clones per OTU

Number of OTUs
Diarrhoea Health

1 45 76 17 0 1
2 － 8 32 52 19 1 0
9 1 2 22 1 0
10 1 2 23 0 2
11 0 3 25 1 0
12 3 0 32 1 0
13 2 1 40 1 1
14 0 2 54 1 0
16 1 1

使用软件 SPADE 进行细菌多样性指数分析(表
2)。构建的腹泻样品文库库容( C) 为 90. 50%，健
康组为 84. 43%，说明文库库容量足够，可以反映犊
牛直肠微生物多样性。在 95%的可置信区间，腹泻
组和健康组的物种丰富度(Species Richness)分别为

206. 4，386. 8; 香 农 指 数 ( Shanno Index ) 分 别 为
3. 902，4. 572;辛普森指数( Simpson Index) 分别为
0. 03994，0. 02250。由结果可以得出，腹泻样品的物
种丰富度低于健康组，香农指数和辛普森指数也显

示出腹泻组的细菌多样性低于健康组。

表 2 腹泻和健康样品中细菌多样性指数比较
Table 2 Comparison of diversity index of diarrhea and health sample

Sample No． of OTUs
Species Richness Shanno Index Simpson Index

ACE-1 95% CIs Chao＆Shen 95% CIs MLE 95% CIs
Diarrhoea 91 206. 4 (143. 5，344. 5) 3. 902 (3. 661，4. 143) 0. 03994 (0. 02695，0. 05293)
Health 143 386. 8 (275. 6，591. 2) 4. 572 (4. 352，4. 792) 0. 02250 (0. 01500，0. 03000)

2. 4 序列分析
腹泻组和健康组代表性克隆序列同 GenBank

中已知序列进行比对，共同构建系统发育树(图 3)。
可以看出腹泻组主要分属乳杆菌属、肠球菌属、埃希

菌属、弧菌属和大量的不可培养菌，共占到总克隆数
的 61%，其中乳杆菌属占到克隆总数的 14%，是腹
泻犊牛直肠环境的优势菌;肠球菌属、埃希菌属和弧
菌属分别占到了总克隆数的 10%、8% 和 5%，属于
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图 3 优势克隆序列与已知序列以 16S rRNA 基因为基础构建的系统发育树
Fig． 3 The phylogenetic tree constructed by the Neighbor-Joining method based on the 16S rRNA gene sequences． Blue，the

diarrhoea clones; Red， the health clones． The numbers in parentheses represent the sequences accession number in

GenBank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap support，based on a neighbor-joining

analysis of 1000 resampled data sets． Bar，2% sequence divergence． Aquifex pyrophilus( green) is an outgroup．
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较优菌群。还有一大部分不可培养菌，它们占到了

总克隆数的 20% 以上。而健康组主要分属于梭菌

属、双歧杆菌属、拟杆菌属、乳杆菌属、普氏菌属、真

杆菌属、埃希菌属、巨型球菌属和一些未知的不可培

养菌，共占到总克隆数的 46%。其中梭菌属占到克

隆总数的 13%，是健康犊牛直肠环境的优势菌。双

歧杆菌属、巨形球菌属分别占到了总克隆数的 8%

和 5%，属于较优势菌群，还有一部分不可培养菌占

到克隆总数的 8%。

3 讨论

本研究分别构建了新疆地区腹泻和健康荷斯坦

犊牛直肠粪便样品中细菌的 16S rRNA 基因文库，

分析了文库中克隆的酶切分型以及代表克隆的 16S

rRNA 基因全序列。结果显示，当犊牛发生腹泻时，

直肠菌群种类和数量发生了显著变化，腹泻组(474

个克隆分属 91 个 OTUs)远远没有健康组(488 个克

隆分属 143 个 OTUs)的菌群丰富多样，腹泻组高达

20%的细菌是不可培养的，远远高于健康组的 8%，

同时，腹泻组的优势菌主要分属乳杆菌属(14% )、

肠球菌属(10% )、埃希菌属(8% )、弧菌属(5% )，直

肠内可引起犊牛腹泻的大肠杆菌数量的显著增加，

以及可导致动物发生剧烈腹泻的弧菌等需氧、兼性

厌氧菌成为优势菌，打破了原本肠道正常菌群以双

歧杆菌、梭菌、巨型球菌等专性厌氧菌为优势菌群的

平衡状态，最终导致犊牛发生腹泻。本研究结果表

明，犊牛腹泻与肠道内专性厌氧菌种类数量的减少

以及需氧、兼性厌氧菌种类数量的增加有关，且犊牛

腹泻时，直肠菌群有 20%为目前还未获得培养的细

菌。

本研究中 2 周龄健康犊牛肠道菌群以梭菌、双

歧杆菌和埃氏巨型球菌为主，与成年牛和其他幼龄

动物相比，具有独特性。健康成年牛肠道正常优势

菌群为拟杆菌和螺菌
［13］;哺乳羔羊粪内以类杆菌、

乳杆菌为最优势菌群
［14］;哺乳仔猪肠道正常菌群多

以乳杆菌和链球菌为主
［7，15］;哺乳家兔肠道主要菌

群为消化球菌、双歧杆菌、乳杆菌［16］。Zcy011 序列

与来 源 于 牛、羊 瘤 胃 的 菌 株 埃 氏 巨 型 球 菌

(DQ146765)同源性高达 99%，属于同一类细菌，该

菌为牛、羊瘤胃内分解乳酸产丙酸，防止乳酸积累造

成酸中毒的优势细菌
［17］，而瘤胃从犊牛出生第三周

(21 天)才开始发育，因此推测埃氏巨型球菌在犊牛

瘤胃尚未开始发育时在肠道中发挥着分解乳酸的

作用。

健康犊牛不同周龄直肠菌群多样性也不同，7

日龄犊牛的其文库酶切类型为 31 种，明显少于 2 周

龄犊牛的 52 种，1 周龄犊牛多样性不丰富且均匀度

偏低，菌群优势度偏高，奇异度较大，测序结果以梭

菌属、双歧杆菌属、巨型球菌属为主，占到文库 65%

比例，而 2 周龄犊牛以乳杆菌属、拟杆菌属、梭菌属、

双歧杆菌属、真杆菌属、埃希菌属、普氏菌属、巨型球

菌属为主，占到文库 43%比例。提示犊牛从出生到

2 周龄期间直肠菌群一直在不断地发生着动态变

化，细菌总数量在增加，优势菌群种类在增加的同

时，数量在直肠环境中所占比例有所下降，犊牛直肠

优势菌群以专性厌氧菌为主。因为 1 周龄健康犊牛

样本偏少，结论有待进一步验证。

本研究与何邵阳等
［18］
采用稀释滴种法对腹泻

犊牛直肠正常菌群的变化的报道相似，但也有差异。

相似处在于何邵阳报道犊牛腹泻时，直肠中大肠杆

菌数量明显增加，双歧杆菌数量明显减少，这与本文

结果一致。差异性在于其报道腹泻时乳杆菌数量低

于健康样，而本文腹泻样中乳杆菌为优势菌，发生了

变化，推测造成该结果有差异的原因与直肠肠道环

境 pH 值的变化和埃氏巨型球菌数量的减少有关。

埃氏巨型球菌数量的减少，导致直肠内乳酸的分解

效率降低，造成乳酸的积累，从而直肠内形成弱酸性

环境，这有利于乳杆菌的大量生长繁殖，最终乳杆菌

成为优势菌。

本研究结果表明，将 RFLP 和 16S rRNA 基因文

库方法结合，用于研究犊牛直肠细菌的多样性和组

成的变化非常有效，它能够直观反映直肠细菌种类

的变化，进一步将其与其他研究方法一起应用，能更

好地揭示直肠菌群的功能。
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Analysis of microbial diversity in rectum of calf in large-
scale cattle farm
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Abstract:［Objective］ To analyze the diversity of bacterial community in rectum of diarrheic calves，and differences with
health calves． ［Methods］16S rRNA clone libraries were constructed，positive clones were digested by Msp I and Hha I
for restriction fragment length polymorphism (RFLP)，and then a phylogenetic tree was depicted based on the 16S rRNA
sequencing，to confirm the compose of microbe in the diarrheic calf rectum． ［Results］ The positive rate of clone was
98. 75% (474 /480) in diarrheic calves，the dominant bacteria included Lactobacillus (14% )，Enterococcus (10% ) and
Escherichia (8% ) ． The positive rate of clone was 96. 45% (488 /506) in health samples，the dominant bacteria included
Clostridium (13% )，Bifidobacterium (8% )，Megasphaera (5% ) ． ［Conclusion］ Complexity and diversity of bacterial
community in rectum in 2 weeks old calves had their own features，and significant increase of Lactobacillus，Enterococcus
and Escherichia was found in diarrhea calves．
Keywords: calf rectum，microbial diversity，RFLP，16S rRNA sequence
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《微生物学报》综述文章投稿最新要求
2011 年 12 月，第 3 次修订

为了避免篇幅庞大、罗列文献、内容空泛、缺乏观点，力求内容更加新颖、并更具可读性，自 2003 年本刊对综述类投稿提出

了具体的要求，先后又作了两次修订。

1. 篇幅:主要刊登微型综述(mini review)，来稿字数最好控制在 5000 字以内(不包括参考文献)。

2. 新意:选题要有新意，对读者及同行确有一定的启发作用和参考价值。

3. 述和评:结合文献扼要评述国内外学者在本领域的研究进展，不要泛泛罗列文献，只述不评。

4. 结合工作:结合自己的研究工作，就该研究领域存在的问题和解决的途径提出自己的观点。

5. 参考文献:控制在 40 篇以内，近 3 年发表的文献不少于 10 篇。

6. 作者:(1)数量不多于 3 人;(2)提供一份背景材料，内容包括:第一作者科研简介、责任作者(即通讯作者)科研简介、

本课题组对相关工作情况的介绍(附已发文章)。

欢迎投送“能够反映国际研究热点、对学科发展有指导意义”的述评类文章。
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