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　　摘要：运用ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术研究新疆驴盲肠、腹结肠、背结肠中固相食糜细菌组成多样性。选用３头成年、健康
新疆驴，自由采食９０％稻草＋１０％精料混合日粮，舍饲３０ｄ后屠宰、分段取样备用。经过微生物基因组提取、目标片
段扩增、变性梯度凝胶电泳、图像分析和数据处理，结果表明，不同肠道固相食糜细菌条带组成上有相似区域，也有各

自的特异条带，而同一肠道段的个体样本间的细菌条带具有较高相似性，且盲肠固相食糜细菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指
数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数最大，与腹结肠差异不显著，但都分别显著高于背结肠。新疆驴盲肠固相食糜细菌多样性最为丰富，
腹结肠次之，背结肠相对最弱。
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　　驴属于单胃草食动物，与猪禽等单胃动物不同，具有发达
的盲肠和结肠，这是驴重要的消化器官。肠道内长期寄居着

种类丰富、数量庞大的微生物，彼此间协同作用发酵、降解消

化道食糜，产生挥发性脂肪酸，为宿主提供养分。有关研究结

果表明，驴对稻草、麦秸、玉米秸秆日粮中的中性洗涤纤维

（ＮＤＦ）消化率为４０％～５０％，与牛羊等反刍动物对这３种秸
秆日粮的ＮＤＦ消化能力相当，说明驴的盲肠、结肠的肠道微
生物对秸秆粗饲料有较强的降解能力［１］，其功能类似于反刍

动物的瘤胃。反刍动物的瘤胃微生物主要黏附在饲料颗粒

上、存在于瘤胃液中和附着于瘤胃内壁上［２］，且瘤胃固相食

糜中的微生物数量高于液相，是瘤胃中的主要功能微生

物［３－５］。瘤胃微生物的多样性受饲料组成［６］、宿主遗传背

景［７］和环境等因素影响［８］；反刍动物的瘤胃、网胃、瓣胃和皱

胃４个胃室中菌群多样性也不一样，呈现先高后低再升高的
趋势［９］。驴的盲肠、腹结肠、背结肠是日粮中纤维素、半纤维

素等结构性碳水化合物降解的重要场所，不同消化部位的固

相食糜细菌多样性如何变化是本研究的切入点。

１　材料与方法

１．１　试验动物、时间及地点
试验于２０１７年６月５日至７月５日在塔里木大学动物

科学学院试验养殖基地进行。试验选用３头成年、健康、３～４
岁新疆驴，舍饲喂以含有９０％粉碎稻草和１０％精料（７０％玉
米粉＋３０％棉粕）的混合日粮，自由采食、饮水，饲养３０ｄ。
１．２　样品处理

饲养结束后，屠宰前１ｄ晚上禁食、供水，屠宰前先用钝
器打击头部致晕，立即颈动脉放血、开膛、暴露内脏；找到“逗

号”状盲肠，随后向后继续找到膨大腹结肠、膨大背结肠，用

绳子扎紧各段间狭小接口，水平放置，从各肠道段中部取样；

分别采集盲肠、腹结肠、背结肠食糜，并用４层灭菌纱布过滤，
将过滤后的固相食糜迅速收集于数个２ｍＬ灭菌指形管中，立
即投入液氮罐于实验室，分类保存于－８０℃冰箱备用。
１．３　食糜微生物总ＤＮＡ提取

参照Ｋａｎｇ等［１０］和Ｌａｕｒｅ等［１１］的方法洗脱固相食糜上附

着的微生物，用天根生物技术有限公司微生物基因组ＤＮＡ提
取试剂盒（ＤＰ３２８）提取微生物基因组总 ＤＮＡ，具体步骤按说
明书操作。

１．４　目标片段扩增及检测
试验采用细菌１６ＳｒＤＮＡ的 Ｖ３区通用引物对目标片段

进行扩增，上游引物ＨＤＡ１－ＧＣ序列为：５′－ＣＧＣＣＣＧＧＧＧＣＧ
ＣＧＣＣＣＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧ
ＡＧＧＣＡＧＣＡＧＴ－３′，下游引物ＨＤＡ２序列为：５′－ＧＴＡＴＴＡＣＣＧ
ＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧＣＡＣ－３′。以上引物由上海生工生物技术有限
公司合成，可扩增长约２００ｂｐ的目标片段。
　　ＰＣＲ反应条件如下：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，
５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，共３０个循环。ＰＣＲ产物由
１．０％ 琼脂糖凝胶电泳检测。
１．５　变性梯度凝胶电泳

试验中ＤＧＧＥ采用１０％聚丙烯酰胺凝胶，丙烯酰胺和甲
叉双丙烯酰胺比例为 ３７．５∶１，变性剂浓度梯度为 ４５％ ～
６０％。电泳采用 ＤｃｏｄｅＤＧＧＥ系统（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，美国），在
０．５×ＴＡＥ缓冲液中、６０℃恒温下进行，２００Ｖ预电泳１０ｍｉｎ，
８５Ｖ电泳１６ｈ。电泳结束后，用０．５μｇ／ｍＬ的 ＥＢ溶液染色
３０ｍｉｎ，用凝胶成像系统（ＧｅｌＤＯＣＴＭＸＲ＋，Ｂｉｏ－Ｒａｄ美国）检
测、拍照。

１．６　图谱处理与数据分析
用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６２软件对 ＤＧＧＥ图谱进行分析，将各

泳道条带光密度值计算、输出用于计算 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数和
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Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数［１２－１３］，采用 ＳＡＳ８．０软件对细菌多样
性指数进行Ｄｕｎｃａｎｓ检验和统计分析，Ｐ＜０．０５表示差异显
著，Ｐ＜０．０１表示差异极显著。用 ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０Ｓ对图谱条
带聚类分析。

Ｄ＝１－∑
ｓ

ｉ＝１
Ｐ２ｉ；

Ｈ′＝－∑
ｓ

ｉ＝１
ＰｉｌｎＰｉ。

式中：Ｐｉ为某样品中某１条带光密度值占该样品中总光密度
值的比率，Ｄ为Ｓｉｍｐｓｏｎ指数，Ｈ′为Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数。

２　结果与分析

２．１　新疆驴盲肠、腹结肠、背结肠固相食糜微生物总ＤＮＡ
新疆驴不同段肠道固相食糜微生物总 ＤＮＡ提取结果见

图１。由图１可见，盲肠、腹结肠、背结肠各代表样品分别在
１～９泳道均有明亮条带，与 ｍａｒｋｅｒ相比，条带大小在２．３ｋｕ
左右，有稍许拖尾，比较完整，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值为１．７１，可以
用作后续ＰＣＲ模板。

２．２　新疆驴盲肠、腹结肠、背结肠固相食糜细菌１６ＳｒＤＮＡ
Ｖ３区ＰＣＲ扩增产物

以新疆驴盲肠、腹结肠、背结肠固相食糜微生物总 ＤＮＡ
为模板，细菌 １６ＳｒＤＮＡＶ３区通用引物进行 ＰＣＲ扩增，经
１．０％ 琼脂糖凝胶电泳、染色、拍照，结果表明，不同肠道固相
食糜各样本均获得整齐、明亮的目标 ＰＣＲ产物，大小为
２００ｂｐ（图２），符合引物扩增预期产物结果，可以用于后续变
性梯度凝胶电泳。

２．３　新疆驴盲肠、腹结肠、背结肠固相食糜细菌１６ＳｒＤＮＡ
Ｖ３区ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹图谱
　　新疆驴盲肠、腹结肠、背结肠固相食糜细菌Ｖ３区ＰＣＲ扩
增产物经４５％～６０％变性梯度凝胶电泳、染色、照相，结果表

明，各肠道段各样本在各自泳道均出现丰富、明亮、清晰条带，

同一肠道段样本间有大量相似条带，不同肠道间既有部分相

似条带，也有所属肠道段的特异条带（图３）。

２．４　新疆驴盲肠、腹结肠、背结肠固相食糜细菌 ＤＧＧＥ指纹
图谱聚类分析

新疆驴盲肠、腹结肠、背结肠固相食糜细菌 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ
图谱聚类分析结果见图４。各段肠道固相食糜细菌条带都以
高于０．９３的相似性分别聚合成盲肠（１、２、３）、腹结肠（４、５、
６）和背结肠（７、８、９）三大类群，腹结肠和背结肠又以０．６７左
右的相似性聚合成大结肠类群，最后再以０．５６相似性和盲肠
细菌条带聚合成一大簇。

２．５　新疆驴盲肠、腹结肠、背结肠固相食糜细菌多样性指数
分析

新疆驴盲肠、腹结肠、背结肠固相食糜细菌ＰＣＲ－ＤＧＧＥ
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凝胶图片经ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对各泳道条带光密度值输出、
多样性指数计算和 ＳＰＳＳ统计分析后，结果（表１）显示，新疆
驴盲肠固相食糜细菌的 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指
数均为最大，分别为３．２０９和０．９４７，与腹结肠差异不显著，
但均分别极显著高于背结肠（Ｐ＜０．０１）。

表１　新疆驴盲肠、腹结肠、背结肠固相食糜细菌多样性指数分析

项目 盲肠 腹结肠 背结肠 Ｓ．Ｅ．Ｍ． Ｐ值
Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数 ３．２０９ａＡ ３．１６８ａＡ ２．９５０ｂＢ ０．０６６ ０．００９
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 ０．９４７ａＡ ０．９２７ａＡ ０．９１５ｂＢ ０．００７ ０．００７

　　注：同行小写、大写字母不同分别表示差异显著（Ｐ＜０．０５）和极
显著（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论与结论

反刍动物瘤胃微生物的存在方式，主要以黏附固相饲料

颗粒、游离于瘤胃液中和附着于瘤胃内壁上，其中固相食糜黏

附微生物占瘤胃微生物总数的５０％～７０％［１４］，以大量纤维降

解菌为主，纤维素降解也是瘤胃代谢的限速步骤［１５］。通过

表１细菌多样性指数来看，盲肠固相食糜的Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ
和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数值都是最大，分别为３．２０９和０．９５７，与腹结
肠的３．１６８和０．９２７相比差异不显著，但都分别极显著高于
背结肠的２．９５０和０．９１５（Ｐ＜０．０１）。也就是说，盲肠固相食
糜上附着的细菌种类更加丰富，腹结肠次之，背结肠相对最

弱；瘤胃微生物在降解日粮过程中，主要包括附着和酶解２个
过程，其中附着过程是瘤胃微生物降解日粮的前提［１６－１７］，靠

附着微生物间协同作用降解食糜；推测盲肠在对固相食糜颗

粒降解的作用要强于腹结肠，强于背结肠；可能一方面盲肠是

驴大肠微生物发酵降解食糜重要的起始段，胃、小肠等消化液

消化后，食糜中不易被消化或逃脱的易消化养分首先来到盲

肠进行微生物降解，食糜中的养分组成和含量有利于盲肠微

生物的生长繁殖，使其食糜附着细菌多样性更好；另一方面，

随着盲肠、腹结肠和背结肠微生物对食糜的逐级降解，食糜中

易被利用和能被利用的养分也越来越少，也导致了固相食糜

上附着的细菌多样性逐渐降低。

从新疆驴盲肠、腹结肠和背结肠固相食糜指纹图谱（图

３）可以看出，在相同试验条件下，不同消化道段都获得了较
丰富的细菌条带，有共同、特异和很亮的优势细菌条带，但试

验中均未回收、克隆和测序，无法获知其分类信息；从聚类信

息（图４）上看，各不同肠道处理内的细菌条带组成都有０．９
以上的相似系数，而驴的不同肠道处理间只有０．５６的相似系
数。本试验中，我们对新疆驴盲肠、腹结肠、背结肠固相食糜

附着细菌多样性有了初步认识，这些不同消化道微生物差异

表现在微生物什么分类水平上，是什么原因造成的仍需进一

步研究和探讨。

新疆驴的相同肠道段固相食糜细菌组成具有较高的相似

性，不同肠道段间细菌组成有所差异；盲肠固相食糜的细菌多

样性最为丰富，腹结肠次之，背结肠相对最弱。
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