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　　摘要：为探索沐川乌骨鸡肠道微生物多样性，采用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序平台对１０羽沐川乌骨鸡的空肠内容物样本
中微生物的１６ＳｒＤＮＡ－Ｖ４变异区进行测序，利用 ＵＰＡＲＳＥ等软件分析和统计样品中的操作分类单元（ＯＴＵｓ）数量，
并进行物种注释及丰度分析，揭示样品的物种构成。结果表明，共获得６６７４６６条 ｔａｇｓ，在９７％相似水平上进行 ＯＴＵ
分类，被归类于３１５４个ＯＴＵｓ，且由稀释曲线可知此次测序结果较全面地覆盖了沐川乌骨黑鸡空肠微生物群落。门
水平上，占优势的门主要有厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），但这３种优势
菌门在不同样品中所占比例均有所差异。在属水平上，在 １０个样品中所占比例均大于 １％的菌属有乳杆菌属
（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）和Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ菌属。
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　　在动物的身体部位中，胃肠道中定殖着数量庞
大、种类繁多的微生物，这类复杂的微生物群落被

称为肠道微生物［１］。肠道微生物菌群在宿主营养、

发育、免疫及代谢等过程中起着重要作用［２－３］。近

年来，肠道微生物多样性成为很多学者的研究热

点，肠道微生物多样性的研究方法较多，早期主要

采用传统的纯培养方法［４］，但是肠道中有很多厌氧

型细菌，传统纯培养方法无法分离培养。随着科学

技术的发展，末端限制性片段长度多样性分析、变

性梯度凝胶电泳、温度梯度凝胶电泳等技术广泛运

用于肠道微生物的分析中，这些方法虽能检测一些

厌氧型微生物，但这些研究技术获得的信息覆盖量

仍不能充分反映出肠道微生物的多样性。Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＭｉＳｅｑ技术因其方便、快速、准确率高和信息覆盖量
大等优点，被广泛应用于兔［５］、人［６］、蜜蜂［７］等的肠

道微生物研究中。林奕岑等［８］、徐帅等［９］采用

ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ技术分别对普通鸡的盲肠和回肠的

微生物多样性进行分析，但对沐川乌骨黑鸡肠道微

生物分析尚未见报道。沐川乌骨黑鸡是四川省乐

山市的优良地方品种资源，在沐川县具有悠久的种

源历史，属药肉兼用型品种，因其全身乌黑而得

名［１０］，其生产性能及健康程度与复杂的肠道微生物

组成密切相关。本研究利用 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序平
台分析了沐川乌骨黑鸡空肠微生物多样性，旨在为

相关研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
试验采用１日龄健康的沐川乌骨黑母鸡，购于

四川省乐山市沐川县黑凤凰乌骨鸡业有限公司，采

用相同的饲养和管理方式。

１．２　试验方法
１．２．１　样品采集　于３０日龄时，随机选取１０羽健
康个体，无菌操作采集每羽沐川乌骨黑鸡的空肠内

容物，依次编号Ｋ１～Ｋ１０，并快速置于液氮罐中，带
回实验室放入－８０℃冰箱保存。
１．２．２　总ＤＮＡ提取　采用ＳＤＳ方法提取空肠内容
物样本基因组 ＤＮＡ，利用１％琼脂糖凝胶电泳检测
ＤＮＡ的纯度和浓度，采用无菌水稀释至１ｎｇ／μＬ。
１．２．３　基因文库构建及上机测序　以稀释后的样
品基因组 ＤＮＡ为模板，使用１６ＳｒＲＮＡ－Ｖ４区特异
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性引物 ５１５Ｆ（５′－ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ－
３′）和８０６Ｒ（５′－ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ－３′）
进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物采用 ２％琼脂糖凝胶进
行电泳检测后，切下目标条带，用 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司ＧｅｎｅＪＥＴ胶回收试剂盒进行回收。
　　使用建库试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ公司的 ＩｏｎＰｌｕｓ
ＦｒａｇｍｅｎｔＬｉｂｒａｒｙＫｉｔ４８ｒｘｎｓ建库试剂盒）进行文库
的构建，构建好的文库经过定量、检测合格后，使用

Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ的ＩｏｎＳ５ＴＭＸＬ进行上机测序。测序工
作在诺禾致源生物信息有限公司完成。

１．３　生物信息学分析
测序完成后，原始数据使用 Ｃｕｔａｄａｐｔ对低质量

部分进行剪切［１１］，再根据 Ｂａｒｃｏｄｅ从得到的 ｒｅａｄｓ
中拆分出各样品数据，截去 Ｂａｒｃｏｄｅ和引物序列得
到的原始 数 据 （ｒａｗ ｒｅａｄｓ）后，利 用 ＵＣＨＩＭＥ
Ａｌｇｏｒｉｔｈｍ软件去除嵌合序列［１２］，得到有效数据

（ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ）。利用Ｕｐａｒｓｅ软件对所有样品的全部
ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ按 ９７％的相似性进行操作分类单元
（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ，简称 ＯＴＵ）聚类。并对
用Ｍｏｔｈｕｒ方法与ＳＩＬＶＡ的ＳＳＵｒＲＮＡ数据库进行物
种注释分析［１３－１４］。采用 Ｑｉｉｍｅ软件计算每个样品
的Ａｌｐｈａ多样性。

２　结果与分析

２．１　各样品序列及ＯＴＵｓ信息
本试验基于ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序平台对１０羽沐

川乌骨黑鸡的空肠内容物菌群 Ｖ４区进行了测序，
一共获得６６７４６６条 ｔａｇｓ，在９７％的相似水平上进
行ＯＴＵ分类，被归类于３１５４个 ＯＴＵｓ。其中，ｔａｇｓ

数量最高的是样品 Ｋ３，为８６２６１条；ｔａｇｓ数量最低
的是样品Ｋ９，为４７６７９条。
２．２　Ａｌｐｈａ多样性分析

采用Ａｌｐｈａ多样性指数分析样品内的微生物群
落的丰富度和多样性。从样品稀释曲线（图 １）可
知，随着测试深度的不断加深，稀释曲线逐渐趋于

平坦，说明测序数据量渐进合理，１０个样本的覆盖
率（ｇｏｏｄｓｃｏｖｅｒａｇｅ）均达到了９９．０％以上，表明更多
的数据量仅会产生少量新 ＯＴＵｓ，１６ＳｒＲＮＡ基因测
序深度足以反映样品的微生物多样性。

　　采用 Ｃｈａｏ１、ＡＣＥ、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ等指数表
示，样品中微生物群落的 Ａｌｐｈａ多样性。Ｃｈａｏ１或
ＡＣＥ指数越大，表明样品群落丰富度越高；Ｓｈａｎｎｏｎ
指数越高，表明群落物种多样性越高；Ｓｉｍｐｓｏｎ指数越
高，表示其群落均匀度越高。由表１可知，样品Ｋ２物
种丰富度相对较高，样品Ｋ４物种多样性相对较高。

表１　样本的多样性指数统计结果

样本名
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｓｐｅｃｉｅｓ Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 Ｃｈａｏ１指数 ＡＣＥ指数 覆盖率

Ｋ１ １０４４ ７．２３０ ０．９８１ １２５６．３６８ １３０４．６９ ０．９９３

Ｋ２ １６２６ ７．９６７ ０．９８１ １７５９．８３３ １７３３．３８１ ０．９９４

Ｋ３ １４２８ ７．３４４ ０．９７５ １６５１．００９ １６５２．８８５ ０．９９２

Ｋ４ １３４５ ８．１９８ ０．９８７ １４２２．７９７ １４０４．２８７ ０．９９６

Ｋ５ １２９３ ７．９４１ ０．９８８ １３９６．６２０ １３８１．０３６ ０．９９６

Ｋ６ １０３８ ６．９９２ ０．９７３ １１１２．５１９ １０９５．３６６ ０．９９７

Ｋ７ １０３４ ７．０９４ ０．９７４ １１８７．５９２ １２０２．３５８ ０．９９４

Ｋ８ １３０１ ７．８６３ ０．９８０ １３９９．０２６ １３７２．８４３ ０．９９６

Ｋ９ １２５５ ７．９５３ ０．９８７ １３２４．６３８ １３２８．７６３ ０．９９６

Ｋ１０ １０５８ ７．４５５ ０．９８１ １１１２．００６ １１３１．５１８ ０．９９６
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３．３　物种注释
根据物种注释结果，选取每个样品在门水平上

最大丰度排名前１０的物种和在属水平上最大丰度
排名前３０的物种，生成物种相对丰度柱形累加图，
以便直观查看各样品在门和属分类水平上相对丰

度较高的物种及其比例。由图２和图３可知，１０个
样品共获得４５个菌门，５５９个菌属。
　　门水平上，占优势的门主要有厚壁菌门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），这３个菌门总比例在每个样品中

均在８４％以上，但这３个优势菌门在不同样品中所
占比例有所差异。厚壁菌门在１０个样品中所占比
例均最高，均高于３５％，其中Ｋ７样品中高达７９％。
　　在属水平上，共获得５５９个菌属，其中５６个属
尚未被注释出具体的菌属名。在１０个样品中所占
比例均大于１％的菌属有乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）和
Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ菌属。不同菌属在不同样品中所占比例
差异较大，其中，样品 Ｋ１和 Ｋ６与其他样品差异最
为明显。

３．４　聚类分析
为研究不同样品间的相似性，基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ

Ｕｎｉｆｒａｃ距离采用非加权组平均法（ＵＰＧＭＡ）对样品
进行聚类分析。由图４可知，Ｋ１和 Ｋ６这２个样品
的菌群与其他样品组成差异较大。

３　讨论

传统的分离培养方法仅限于分离能在培养基

上生长的微生物，而通过该方法鉴定的微生物仅占

所研究样品中所有微生物物种的 １％ ～１０％［１５］。

因此，传统的分离培养技术分析所得到的结果并不

能反映所研究样品中微生物的多样性。近年来，

ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序技术广泛应用于各种动物肠道
微生物多样性的研究，该技术可在短时间内获得大

量数据，而且检测数据完整性好［１６］。

本研究采用 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序技术对沐川乌
骨黑鸡空肠微生物菌群进行分析，样品稀释曲线分

析表明，１０个样本的覆盖率均达到９９．０％，说明此
次测序数据比较全面，能够比较全面地反映１０个研
究对象的空肠微生物组成情况。但１０羽沐川乌骨
黑鸡即使在相同的饲养和管理方式下，其空肠微生

物的种类和数量也不完全相同，这可能与每个检测
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个体的宿主属性（如身体情况、饮食习惯、自身激素

水平等）有关［２］。

有关肠道微生物的研究均表明，厚壁菌门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为相对丰度最高的菌门［８－９，１７］，本

研究结果与之一致。Ｔｏｒｏｋ等进行了肉鸡饲喂试
验，结果表明厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门与肉鸡

生产性能相关［１８］。厚壁菌门在健康的火鸡［１９］、肉

鸡［９］、蛋鸡［１７］的肠道中也是含量最多的菌群，厚壁

菌门与粗饲料的消化吸收有关，对宿主体内的物质

和能量代谢有重要作用。拟杆菌菌群发酵产物有

醋酸盐，可以刺激宿主黏液相关基因的表达，促进

肠道黏液的产生［２０］。

在物种注释结果中属水平上有５６个属尚未被
注释出具体的菌属名，这表明有关鸡肠道微生物在

属水平上的研究还不够深入。肠道微生物是一个

十分复杂的系统，即使同一批在相同的饲养和管理

下的鸡群，不同菌属在不同个体肠道中所占比例差

异也较大，每种菌属在宿主的新陈代谢过程中均发

挥着不同作用。随着高通量测序的广泛应用，对肠

道微生物的研究不断深入，肠道微生物的功能研究

将成为热点，筛选出可提高宿主生产性能的有益微

生物，对提高养殖经济效益具有重要意义。
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乌鳖黑色素提取工艺及其结构性状

陈逍遥，赵琼瑜，彭振辉，宋　伟
（浙江万里学院生物与环境学院，浙江宁波３１５１００）

　　摘要：以乌鳖肌肉为原料，采用“脱脂—酶解—酸解”三步法提取乌鳖黑色素，研究脱除蛋白、分离纯化乌鳖黑色
素的工艺条件，通过扫描电镜对乌鳖黑色素纯化效果进行观察，并用傅里叶红外光谱仪对其结构进行分析。最佳脱脂

工艺为：乙醇回流脱脂８次，料液比１ｇ∶６０ｍＬ，脱脂率为９８．９９％。脱脂后用木瓜蛋白酶进行酶解，其最佳工艺为：酶
底比为１ｍｇ∶２ｇ、酶解温度６０℃、酶解时间５ｈ、料液比１ｇ∶２５ｍＬ、酶解ｐＨ值５．０，蛋白质脱除率最高；酸纯化的最
优工艺为：盐酸浓度６ｍｏｌ／Ｌ、料液比１ｇ∶１５ｍＬ、时间４ｈ、温度１００℃，蛋白质脱除率最高。在“脱脂—酶解—酸解”
条件下总杂质脱除率高达９８．９１％。通过扫描电镜可见纯化黑色素为均匀的椭圆形颗粒，颗粒表面光滑清晰，同时结
合傅里叶红外光谱具有非常典型的吲哚结构，提取的乌鳖黑色素纯度高、结构完整，可用于降解和结构研究。
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　　清溪乌鳖（Ｐｅｌｏｄｉｓｃｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ，简称乌鳖）是从中
华鳖的体色变异个体经过扩繁得到的新品种［１］，是

浙江省特有地方品种，其典型形态特征是全身体色

乌黑，富含黑色素，具有很高的食用价值和药用价

值［２］。黑色素是目前所知唯一能保护生物体免受

辐射伤害的天然内源性生物聚合体［３］，具有很强的

生理活性，能够有效地消除自由基［４－５］，对人体具有

提高机体免疫力［６］、防止衰老［７－８］、抑制病毒［９］等

功能，因此黑色素被广泛应用于医药、食品和保健

品等领域。

目前，天然黑色素的开发研究主要集中在植物

和真菌类材料，包括黑米［１０］、山杏［１１］、黑木耳［１２］、

灵芝等［１３］，主要采用超声波辅助提取法。动物中黑

色素与蛋白质紧密相连、不易分离，要获得比较纯
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