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加，从而提高猪对日粮蛋白质的消化率。小麦发芽后，导致籽

粒中淀粉酶活性明显增加，降落值下降，淀粉水解成糊精、糖，

淀粉黏度下降，可溶性戊聚糖大幅增加［８］，这有助于提高猪

对日粮中淀粉的消化率［９］，可能是本试验各处理组小麦型日

粮较对照组常规日粮能量消化率显著提高的主要因素。从动

物生产角度看，日粮中添加３０％发芽小麦，日粮能量、蛋白质
和钙消化率最高；从环境磷减排效果考虑，日粮以添加发芽

２０％小麦的磷素消化率最高，猪粪中磷含量最低。
常规日粮中有效磷不足，必需补充磷酸氢钙等外源磷素，

以满足猪生长中对磷素的需求。小麦经发芽处理后能够产生

足够的植酸酶活性，增加动物对天然磷素的利用效率，实现日

粮外源磷素的零添加，达到磷素减量化使用的目的。
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全放牧牦牛与舍饲牦牛瘤胃细菌多样性比较

曹连宾，崔占鸿，孙红梅，郝力壮，刘书杰
（青海大学畜牧兽医科学院／青海省畜牧兽医科学院／青海省高原放牧家畜营养与生态国家重点实验室培育基地／

青海省高原放牧家畜动物营养与饲料科学重点实验室，青海西宁８１００１６）

　　摘要：以青海省黄南藏族自治州河南蒙古族自治县全放牧牦牛和青海省畜牧兽医科学院舍饲牦牛瘤胃内容物为
样本，对牦牛瘤胃细菌多样性进行分析及比较。使用细菌通用引物进行瘤胃细菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列的扩增，以１６Ｓ
ｒＲＮＡ序列分析技术分析瘤胃细菌多样性，并构建１６ＳｒＲＮＡ基因克隆文库。结果表明，放牧牦牛与舍饲牦牛瘤胃细菌
都主要分为两大类：Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ类和Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ类。放牧牦牛瘤胃Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ类所占比例（７９．５２％）比舍饲牦牛瘤胃
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ类所占比例（６２．７９％）要高，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ类在瘤胃内所占比例放牧牦牛（１９．２７％）比舍饲牦牛（２５．５８％）
要低。放牧牦牛与舍饲牦牛瘤胃内纤维降解菌的差别不大，都为瘤胃内优势菌群，但舍饲牦牛瘤胃内比放牧牦牛瘤胃

内的蛋白降解菌和淀粉降解菌更丰富。

　　关键词：牦牛；放牧；舍饲；瘤胃细菌；１６ＳｒＲＮＡ基因序列
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　　青海作为中国牦牛第一大省，拥有丰富的牦牛资源，但放
牧草场属于高寒草甸类型，牧草返青期时间短，枯黄期时间

长，枯黄期牧草营养品质差难以消化利用，造成青海牦牛在冬

季掉膘严重的现象，这些情况严重制约了青海牦牛业的发展。

而牦牛舍饲情况下则能避免这一情况，但瘤胃细菌多样性受

日粮结构影响显著。Ａｎ等（２００５年）曾报道全放牧牦牛其瘤
胃细菌比之黄牛（补饲）的细菌丰富度要低［１］。但是全放牧

牦牛与舍饲牦牛瘤胃细菌多样性比较的研究至今尚未见

报道。

１　材料和方法

１．１　样品采集
青海省黄南藏族自治州河南蒙古族自治县牦牛屠宰厂３

头４岁牦牛瘤胃内容物；舍饲牦牛瘤胃内容物取自青海省畜
牧兽医科学院３头４岁舍饲牦牛瘤胃内容物。全放牧牦牛饲
料为天然牧草（四川嵩草、细果苔草、高山早熟禾），舍饲牦牛

饲料（精料 ∶粗料＝３∶７，粗料为燕麦青干草，精料原料为玉
米、大豆粕、菜籽粕、麸皮）。

１．２　试剂及培养基
１．２．１　试剂　引物由上海生工生物工程有限公司合成；
ＣＴＡＢ（十六烷基三甲基溴化铵），ＥＤＴＡ（乙二胺四乙酸），
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ＮａＣｌ，Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值为８．０），ＲＮａｓｅ，１ｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ（异丙
基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷），２０ｍｇ／μＬＸ－ｇａｌ（β－半乳糖苷
酶），１００ｍｇ／ｍＬ氨苄青霉素，琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒
（ＱＩＡＥＸⅡ ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ）购于 ＱＩＡＧＥＮ公司；ＰＭＤ１８－
ＴＶｅｃｔｏｒ购自ＴａＫａＲａ公司。
１．２．２　培养基　液体ＬＢ培养基：１．０％ 胰蛋白胨（ｔｒｙｐｔｏｎｅ），
０．５％ 酵母提取物（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ），１．０％ 氯化钠（ＮａＣｌ）。

固体ＬＢ培养基：１．０％ 胰蛋白胨（ｔｒｙｐｔｏｎｅ），０．５％ 酵母
提取物（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ），１．０％氯化钠（ＮａＣｌ），１．０％ 琼脂粉。
１．３　瘤胃微生物总ＤＮＡ提取方法

称取０．１５ｇ瘤胃内容物于研钵中，加入１．５ｍＬ１％ＣＴＡＢ
抽提液（１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ．ＨＣＩ，ｐＨ值为 ８．０；１００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ；１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠缓冲液，ｐＨ值为 ８．０；１．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ；１％ＣＴＡＢ），倒入液氮迅速研磨，始终保持研钵中存在液
氮，研磨７～８次至研钵内样品成白色粉末状，等其融化后倒
入２ｍＬ离心管内，加入１０ｍｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ２０μＬ和２５０μＬ
ＳＤＳ（１０％），６５℃水浴 ２ｈ（每隔 ２０ｍｉｎ颠倒混匀几次），
７０００ｇ，离心１０ｍｉｎ，取上清。避开上层漂浮物，取中层溶
液，加入等体积酚 ∶氯仿 ∶异戊醇（２５∶２４∶１）抽提，
１２０００ｇ、４℃离心５ｍｉｎ，取上层溶液，重复操作１次，至上清
不浑浊。然后用氯仿 ∶异戊醇（２４∶１）抽提１次，１２０００ｇ、
４℃ 离心 ５ｍｉｎ，取上清。加入 ０．６倍体积的异丙醇，沉淀
２ｈ，１２０００ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ，弃上清。用７５％的乙醇洗涤
沉淀，晾干，用５０μＬＴＥ（ｐＨ值为８．０，含１０ｍｇ／μＬＲＮａｓｅ）
溶解，３７℃水浴３０ｍｉｎ。
１．４　１６ＳｒＲＮＡ基因扩增

以瘤胃总 ＤＮＡ逐级稀释（稀释５、１０、２５、５０倍）作为模
板，使用ＰｒｅｍｉｘＴａｑ进行 ＰＣＲ扩增，反应体系为５０μＬ，模板
０．５μＬ，引物（１００μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．１μＬ，ＰｒｅｍｉｘＴａｑ２５μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ２５μＬ。引物为细菌通用引物：２７Ｆ５′－ＡＧＡＧＴＴＴ
ＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′和 １４９２Ｒ ５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴ
ＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。ＰＣＲ反应程序：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，
５５℃３０ｓ，７２℃ ９０ｓ，３０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。产物用１％
的琼脂糖凝胶电泳检测。

１．５　ＤＮＡ的纯化回收、克隆以及测序
选择１．５ｋｂ处条带最清晰的稀释倍数，使用琼脂糖凝胶

纯化回收试剂盒回收、纯化其ＰＣＲ产物。将纯化回收的目的
ＤＮＡ片段与 ＰＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ连接。连接体系：１μＬ载体，
５μＬｓｏｌｕｔｉｏｎ１，４μＬＤＮＡ样品，１６℃条件下３０ｍｉｎ。转化：
取感受态细胞，冰上融化感受态２ｍｉｎ，将１０μＬ上述连接体
系加入到感受态中，冰上放置３０ｍｉｎ，４２℃热激９０ｓ，冰上放
置３～５ｍｉｎ，加入５００～７００μＬ液体ＬＢ培养基，３７℃摇床培
养箱培养１ｈ。取ＡＭＰ（氨苄青霉素）抗性ＬＢ平板，提前涂布
４μＬ１ｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ和４０μＬ２０ｍｇ／μＬ的 Ｘ－ｇａｌ于平板
上，无菌操作台上晾干。取转化好的感受态，４０００ｇ离心
３ｍｉｎ，弃去部分上清液，留２００μＬ。用移液器将感受态细胞
吹打混匀，取１００μＬ涂布平板，３７℃恒温培养箱内过夜培
养。氨苄青霉素抗性和蓝白斑对阳性克隆进行初选，随机挑

取３００个白色单菌落于高频摇床上６～８ｈ氨苄青霉素抗性
培养，使用引物 Ｍ１３Ｆ（－４７）５′－ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴ
ＣＡＣＧＡＣ－３′和 Ｍ１３Ｒ（－４８）５′－ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡ

ＣＡＣＡＧＧＡ－３′进行假阳性检验，将验证后的阳性克隆菌液送
交上海生工生物工程股份有限公司进行测通，测序引物使用

Ｍ１３Ｆ（－４７）５′－ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ－３′和
Ｍ１３Ｒ（－４８）５′－ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡ－３′。
１．６　序列分析

使用ＭＥＧＡ６软件中的ＣｌｕｓｔａｌＷ程序对所有序列进行比
对，去掉序列前后的载体序列。Ｂｅｌｌｅｒｏｐｈｏｎ软件检验嵌合体
序列，去除可能的嵌合体序列［２］。使用 Ｍｏｔｈｕｒ软件划分序列
ＯＴＵ单位［３］，选取ＯＴＵ代表序列，分类学上相似性大于９７％
的序列可看做为同一个ＯＴＵ单位。使用 ＲＤＰ１１软件［４］中的

Ｃｌａｓｓｉｆｅｒ程序［５］对所有 ＯＴＵ代表序列进行分类。将 ＯＴＵ代
表序列在ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔ程序中搜索相似性最高已知序列以
及相似性最高的已知菌种序列［６］。将所有 ＯＴＵ代表序列用
ＭＥＧＡ６软件中的 ＣｌｕｓｔａｌＷ程序重新比对，建树采用邻接法
（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）［７］和Ｋｉｍｕｒａ双参数距离模型，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
设置为１０００［４］，以大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）作为外群［８］。

２　结果与分析

２．１　ＯＴＵ操作单元划分
青海省河南县放牧牦牛瘤胃细菌９７个序列划分为８３个

ＯＴＵｓ，青海省畜牧兽医科学院舍饲牦牛瘤胃细菌１１８个序列
划分为８６个ＯＴＵｓ。
２．２　ＲＤＰ分类

青海省河南县牦牛瘤胃细菌有６６个 ＯＴＵＳ属于厚壁菌
门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ），占总ＯＴＵＳ的７９．５２％。其中１个ＯＴＵＳ属于
未分类的 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ门；６１个 ＯＴＵＳ属于 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ纲（占总
ＯＴＵＳ的７３．４９％），除２２个ＯＴＵＳ分属未分类的 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ
目外，剩余的３９个 ＯＴＵＳ分属于 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ目的 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ
ｌｅｓ＿ＩｎｃｅｒｔａｅＳｅｄｉｓⅩⅢ科（２个 ＯＴＵＳ）、Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ科
（１８个ＯＴＵＳ）、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ科（１个ＯＴＵ）和Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ
科（１８个ＯＴＵＳ）；４个ＯＴＵＳ属于Ｎｅｇａｔｉｖｉｃｕｔｅｓ纲（占总ＯＴＵＳ
的４．８２％），分属于 Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｄａｌｅｓ目的 Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ
科（３个ＯＴＵＳ）和Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａｃｅａｅ科（１个ＯＴＵ）。青海省河南
县牦 牛 瘤 胃 细 菌 有 １６ 个 ＯＴＵＳ属 于 拟 杆 菌 门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），占总 ＯＴＵＳ的１９．２７％。其中２个 ＯＴＵＳ属
于未分类的 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ门；１４个 ＯＴＵＳ属于 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ纲
（占总ＯＴＵＳ的１６．８７％），这１４个ＯＴＵＳ中１３个ＯＴＵＳ属于
未分类的Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ目，剩余的１个ＯＴＵ属于Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ
目的Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ科。青海省河南县牦牛瘤胃细菌有１个ＯＴＵ
属于黏胶球形菌门（Ｌｅｎｔｉｓｐｈａｅｒａｅ），归类于Ｏｌｉｇｏｓｐｈａｅｒｉａ纲（占
总ＯＴＵＳ的１．２０％）的Ｏｌｉｇｏｓｐｈａｅｒａｌｅｓ目Ｏｌｉｇｏｓｐｈａｅｒａｃｅａｅ科。

青海省畜牧兽医科学院舍饲牦牛瘤胃细菌的８６个ＯＴＵｓ
有５４个ＯＴＵｓ（占总 ＯＴＵｓ的６２．７９％）属于 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ菌门，
其中４８个ＯＴＵｓ属于 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ菌纲，除６个 ＯＴＵ属于未分
类的 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ菌纲外，其余 ４２个 ＯＴＵｓ分属于 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ
目的 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ科（１８个 ＯＴＵｓ）、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科
（２１个 ＯＴＵｓ）和 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ＿ＩｎｃｅｒｔａｅＳｅｄｉｓⅩⅢ科（３个
ＯＴＵｓ），其中 ５个 ＯＴＵｓ属于 Ｎｅｇａｔｉｖｉｃｕｔｅｓ菌纲，分属于
Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｄａｌｅｓ目的Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａｃｅａｅ科（１个ＯＴＵ）和Ａｃｉｄａｍｉ
ｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ科（４个ＯＴＵｓ）；８６个 ＯＴＵｓ有２２个 ＯＴＵｓ（占总
ＯＴＵｓ的２５．５８％）属于Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ菌门，其中８个 ＯＴＵｓ不
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能确定分类，剩余的 １４个 ＯＴＵｓ分属于 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ目的
Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ科（８个 ＯＴＵｓ）和 Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ科（６个
ＯＴＵｓ）；８６个ＯＴＵｓ中剩余的１０个 ＯＴＵｓ有７个 ＯＴＵｓ（占总
ＯＴＵｓ的８．１４％）属于Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ菌门，１个ＯＴＵ属于Ｖｅｒ
ｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ菌门，１个ＯＴＵ属于Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅｓ菌门，还有１个
ＯＴＵ在细菌中不能确定其分类地位可能为尚未发现的新属。

ＲＤＰ分类结果中显示，青海省河南县放牧牦牛瘤胃 Ｆｉｒ
ｍｉｃｕｔｅｓ类所占比例（７９．５２％）比之舍饲牦牛瘤胃 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ
类所占比例（６２．７９％）要高，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ类在瘤胃内所占比
例放牧牦牛（１９．２７％）比之舍饲牦牛（２５．５８％）要低。舍饲
牦牛ＲＤＰ分类结果比之放牧牦牛要丰富。
２．３　１６ＳｒＲＮＡ基因序列系统进化分析
２．３．１　青海省河南县全放牧牦牛瘤胃细菌１６ＳｒＲＮＡ基因序
列系统进化树分析　８３个ＯＴＵｓ中有６个 ＯＴＵｓ与已培养细
菌的相似性≥９７％，占总ＯＴＵｓ的７．２３％；２０个ＯＴＵｓ与已培
养细菌的相似性在９０％～９６％之间，占总 ＯＴＵｓ的２４．１０％；
５７个 ＯＴＵｓ与已培养细菌的相似性大于 ９０％，占总 ＯＴＵｓ
的６８．６７％。

将８３个ＯＴＵｓ代表序列Ｂｌａｓｔ后，取相似性≥９７％的已知

序列（５３个序列）以及已培养瘤胃细菌序列（６个序列）与这
８３个ＯＴＵｓ代表序列以大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）为外群构
建系统发育进化树。由图１可以看出，系统发育进化树上把
所有序列分为 ３个部分：厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、黏胶球形菌门（Ｌｅｎｔｉｓｐｈａｅｒａｅ）。同时，８３个
ＯＴＵｓ中有６６个ＯＴＵｓ属于Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，其中１个ＯＴＵ（ＹＡＫ－
Ａ９１）与瘤胃解琥珀酸菌（Ｓｕｃｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍｒｕｍｉｎｉｓ）相似性
９７％，１个 ＯＴＵ（ＹＡＫ－Ａ３０）与瘤胃假丁酸弧菌（Ｐｓｅｕｄｏｂｕ
ｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏｒｕｍｉｎｉｓ）相似性９９％，２个ＯＴＵｓ（ＹＡＫ－Ａ３６、ＹＡＫ－
Ａ８０）与溶纤维丁酸弧菌（Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ）相似性
９８％～９９％，１个 ＯＴＵ（ＹＡＫ－Ａ２）与亨氏丁酸弧菌（Ｂｕ
ｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏｈｕｎｇａｔｅｉ）相似性９９％；８３个 ＯＴＵｓ中有１６个 ＯＴＵｓ
属于Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，其中１个ＯＴＵ（ＹＡＫ－Ａ９６）属于帕莱斯氏
血矛线虫（Ｈａｅｍｏｎｃｈｕｓｐｌａｃｅｉ）相似性９７％；８３个ＯＴＵｓ中有１
个ＯＴＵ属于Ｌｅｎｔｉｓｐｈａｅｒａｅ。

ＹＡＫ－Ａ８２序列属于Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ类，但是从图１系统发育
进化树上可以看出其并没有与 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ类的其他序列归在
一起，其进化距离较远。因此，ＹＡＫ－Ａ８２可能是目前尚未发
现的新的菌属。
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２．３．２　青海省舍饲牦牛瘤胃细菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列系统进
化树分析　８６个ＯＴＵｓ中有８个ＯＴＵｓ与已培养细菌的相似
性≥９７％，占总ＯＴＵｓ的９．３０％；３４个ＯＴＵｓ与已培养细菌的
相似性在 ９０％ ～９６％之间，占总 ＯＴＵｓ的 ３９．５３％；４４个

ＯＴＵｓ与已培养细菌的相似性＜９０％，占总ＯＴＵｓ的５１．１６％。
将８６个ＯＴＵｓ代表序列Ｂｌａｓｔ比对后，取相似性≥９７％的

已知序列（５４个序列）以及已培养瘤胃细菌序列（９个序列）
与这８６个ＯＴＵｓ代表序列以大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）为外
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群构建系统发育进化树，从系统发育关系分析上可以发现所

有序列主要分为２个部分：厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）。有１个序列归类到了Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ菌门。
ＹＡＫ３９、ＹＡＫ５８、ＹＡＫ７４、ＹＡＫ８０、ＹＡＫ８１、ＹＡＫ９３、ＹＡＫ１１１
在ＲＤＰ分类中归于Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ菌门，但从进化树上可以发
现，这７个序列并没有聚在一起，且进化距离较远，不能确定
这７个系列的分类地位。ＹＡＫ２１在 ＲＤＰ分类中归于 Ｆｉｒｍｉ
ｃｕｔｅｓ这一类，但从树图上发现，这一序列距离Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ其他
序列的进化距离较远，未归于Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ这一类。由图２系统
发育进化树可以看出８６个ＯＴＵｓ中有５４个ＯＴＵｓ属于Ｆｉｒｍｉ

ｃｕｔｅｓ，其中１个ＯＴＵ（ＹＡＫ１１２）与瘤胃假丁酸弧菌（Ｐｓｅｕｄｏｂｕ
ｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏｒｕｍｉｎｉｓ）相似性９９％，２个 ＯＴＵｓ（ＹＡＫ５９、ＹＡＫ７５）与
罗斯伯里氏菌（Ｒｏｓｅｂｕｒｉａｆａｅｃｉｓ）相似性９７％～９８％，１个ＯＴＵ
（ＹＡＫ７３）与蛋白溶解梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｐｒｏｔｅｏｃｌａｓｔｉｃｕｍ）相似性
９８％，１个ＯＴＵ（ＹＡＫ１１９）与溶纤维丁酸弧菌（Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏｆｉｂｒｉ
ｓｏｌｖｅｎｓ）相似性９７％，１个ＯＴＵ（ＹＡＫ５３）与黄色瘤胃球菌（Ｒｕ
ｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓｆｌａｖｅｆａｃｉｅｎｓ）相似性 ９８％，２个 ＯＴＵｓ（ＹＡＫ１０３、
ＹＡＫ１３３）与瘤胃解琥珀酸菌（Ｓｕｃｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍｒｕｍｉｎｉｓ）相似性
９７％～９８％，１个 ＯＴＵ（ＹＡＫ９１）与 Ａｎａｅｒｏｖｉｂｒｉｏｌｉｐｏｌｙｔｉｃｕｓ相似
性９７％；８６个ＯＴＵｓ中有２２个ＯＴＵｓ属于Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ。
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３　讨论

本研究发现全放牧牦牛（９７个序列共属于８３个 ＯＴＵｓ），
舍饲牦牛（１１８个序列共属于８６个ＯＹＵｓ）说明不管放牧牦牛
还是舍饲牦牛瘤胃微生物都非常丰富，比刘利等报道的广西

水牛瘤胃中的细菌多样性（７４个１６ＳｒＲＮＡ基因序列分属于
５１个ＯＴＵｓ分类单位）［９］和王远亮等报道的荷斯坦奶牛瘤胃
细菌多样性（４５个１６ＳｒＲＮＡ序列分属于２８个 ＯＴＵｓ分类单
位）［１０］更丰富多样。

　　由ＲＤＰ分类结果可以看出，放牧牦牛与舍饲牦牛瘤胃细
菌都主要分为２大类：Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ类和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ类。这与
Ｅｄｗａｒｄｓ等阐述的牛瘤胃细菌［１１］和Ｋｏｉｋｅ等阐述的羊瘤胃细
菌［１２］主要分为２大类ＬＧＣＧＰＢ类和 ＣＦＢ类结果相同。Ｙａｎｇ
等曾报道，荷斯坦奶牛、大额牛、水牛瘤胃细菌主要分为

ＬＧＣＧＰＢ和ＣＦＢ２大类［１３］。Ｍｏｎｉｃａ等也曾报道驯鹿瘤胃细菌
主要分为ＬＧＣＧＰＢ和 ＣＦＢ２大类［１４］。但青海省河南县放牧

牦牛瘤胃Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ类所占比例（７９．５２％）比舍饲牦牛瘤胃
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ类所占比例（６２．７９％）要高，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ类在瘤胃
内所占比例放牧牦牛（１９．２７％）比舍饲牦牛（２５．５８％）要低。
Ａｎ等曾报道的甘肃放牧牦牛（５４．８９％）比晋南舍饲黄牛
（１６．９７％）瘤胃内 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ类所占比例要高，而 Ｂａｃｔｅ

ｒｏｉｄｅｔｅｓ类所占比例晋南舍饲黄牛（３８．９９％）比甘肃放牧牦牛
（３４．７８％）要高［１］。本试验结果与这一观点相符。Ｆｅｒｎａｎｄｏ
等也曾报道反刍家畜在饲喂精料时，瘤胃内 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ类
占优势［１５］。同时，在ＲＤＰ分类上，舍饲牦牛（归类于４个菌
门）的分类结果比放牧牦牛（归类于３个菌门）更加丰富，Ａｎ
等曾报道由于舍饲黄牛的日粮成分比放牧牦牛日粮成分更为

复杂，使其瘤胃微生物更加复杂多样［１］。

　　溶纤维丁酸弧菌、白色瘤胃球菌、黄色瘤胃球菌、产琥珀
酸丝状杆菌是瘤胃内主要的纤维降解菌，而后三者又是公认

的瘤胃内纤维降解的优势菌群；同时溶纤维丁酸弧菌还与瘤

胃内蛋白质的降解有关系；瘤胃解琥珀酸菌可以将瘤胃内的

琥珀酸转化为丙酸，是瘤胃内的优势菌种［１５］；瘤胃假丁酸弧

菌、罗斯伯里氏菌的主要作用是发酵瘤胃各种碳水化合物，主

产物为丁酸［１６］；Ａｎａｅｒｏｖｉｂｒｉｏｌｉｐｏｌｙｔｉｃｕｓ菌是瘤胃内主要淀粉降
解菌之一［１７］；亨氏丁酸弧菌能进行少量的乳酸发酵，且是瘤

胃内生成乙酸的重要微生物之一［１８］；蛋白溶解梭菌有降解瘤

胃蛋白质的作用。由图１系统进化树上可以看出，放牧牦牛
瘤胃内共检测到６株已培养细菌分别为１株瘤胃解琥珀酸
菌、１株瘤胃假丁酸弧菌、２株溶纤维丁酸弧菌、１株亨氏丁酸
弧菌、１株帕莱斯氏血矛线虫；由图２可以看出，舍饲牦牛瘤
胃内９株已培养细菌分别为１株瘤胃假丁酸弧菌、２株罗斯
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伯里氏菌、１株蛋白溶解梭菌、１株溶纤维丁酸弧菌、１株黄色
瘤胃球菌、２株瘤胃解琥珀酸菌、１株 Ａｎａｅｒｏｖｉｂｒｉｏｌｉｐｏｌｙｔｉｃｕｓ。
由此可以发现放牧牦牛与舍饲牦牛瘤胃内都检测到了纤维降

解菌的存在，其差别不明显。但是舍饲牦牛瘤胃内检测到了

１株主要蛋白降解菌（蛋白溶解梭菌）和１株降解淀粉的细菌
（Ａｎａｅｒｏｖｉｂｒｉｏｌｉｐｏｌｙｔｉｃｕｓ），这２种细菌在放牧牦牛瘤胃内未检
测到。这是因为舍饲牦牛的日粮中添加有精料，而精料中蛋

白质和淀粉含量比之天然牧草要高，致使瘤胃内蛋白质降解

菌和淀粉降解菌的菌群数量增加。Ｃｏｅ等曾报道当给反刍家
畜饲喂精料时，其瘤胃内淀粉降解菌的数量和种类会增

加［１９－２１］。同时，舍饲牦牛瘤胃内检测到的产丁酸菌的种类（１
株瘤胃假丁酸弧菌、２株罗斯伯里氏菌）比放牧牦牛瘤胃内检
测到的产丁酸菌的种类（１株瘤胃假丁酸弧菌）要多。溶纤维
丁酸弧菌在舍饲牦牛瘤胃内（１株溶纤维丁酸弧菌）和放牧牦
牛瘤胃（２株溶纤维丁酸弧菌）内都有检测到且差别不明显，
这可能是因为溶纤维丁酸弧菌除了降解纤维素外，对于瘤胃

蛋白的降解也有作用有关，致使这２种条件下日粮的不同对
溶纤维丁酸弧菌的影响不大。

４　结论

放牧牦牛与舍饲牦牛瘤胃细菌都主要分为２大类：Ｆｉｒｍｉ
ｃｕｔｅｓ类和Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ类。放牧牦牛瘤胃 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ类所占
比例（７９．５２％）比舍饲牦牛瘤胃 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ类所占比例
（６２７９％）要高，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ类在瘤胃内所占比例放牧牦牛
（１９．２７％）比舍饲牦牛（２５．５８％）要低。放牧牦牛与舍饲牦
牛瘤胃内纤维降解菌的差别不大，都为瘤胃内优势菌群，但舍

饲牦牛瘤胃内比放牧牦牛瘤胃内的蛋白质降解菌和淀粉降解

菌更丰富。
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