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摘 要:为揭示滇西南地区野猪肠道微生物组成以及三地不同地理环境对其肠道微生物的影响,研
究于2023年9~11月采集临沧、德宏、怒江三地野猪消化道组织,提取DNA后,利用16S

 

rDNA
 

V3~V4区扩增子进行测序和分析。结果表明,从野猪样本中共获得9
 

761条有效序列,聚类产生

8
 

218个操作分类单元(OTU),分属33个门和554个属,不同地区生活的野猪的粪便菌群结构和

功能有所不同。综上,三地野猪的肠道菌群有一定的共性,同时也存在明显的差异。说明不同生活

环境会导致野猪肠道微生物菌群差异,生活环境复杂会使得野猪肠道微生物群落更加丰富。
关键词:野猪;肠道微生物;滇西南
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  Abstract:To
 

reveal
 

the
 

composition
 

of
 

the
 

gut
 

microbiota
 

in
 

wild
 

boars
 

from
 

the
 

southwestern
 

region
 

of
 

Yunnan
 

and
 

explore
 

the
 

impact
 

of
 

different
 

geographical
 

environments
 

on
 

their
 

gut
 

microbiota,the
 

study
 

was
 

conducted
 

from
 

September
 

to
 

Novem-
ber

 

2023,collecting
 

gastrointestinal
 

tract
 

tissues
 

from
 

wild
 

boars
 

in
 

Lincang,Dehong,and
 

Nujiang.After
 

extracting
 

DNA,16S
 

rDNA
 

V3-V4
 

region
 

amplicon
 

sequencing
 

and
 

analysis
 

were
 

performed.The
 

results
 

showed
 

that
 

a
 

total
 

of
 

8
 

218
 

valid
 

se-

quences
 

were
 

obtained
 

from
 

the
 

wild
 

boar
 

samples,which
 

were
 

clustered
 

into
 

8
 

218
 

operational
 

taxonomic
 

units(OTUs),be-
longing

 

to
 

33
 

phyla
 

and
 

554
 

genera.The
 

Firmicutes
 

and
 

Bacteroidetes
 

were
 

the
 

dominant
 

phyla
 

in
 

all
 

samples.The
 

fecal
 

micro-
bial

 

community
 

structure
 

and
 

function
 

of
 

wild
 

boars
 

living
 

in
 

different
 

regions
 

differed.In
 

summary,the
 

gut
 

microbiota
 

of
 

wild
 

boars
 

from
 

the
 

three
 

regions
 

share
 

certain
 

commonalities,but
 

there
 

are
 

also
 

significant
 

differences.This
 

indicates
 

that
 

different
 

living
 

environments
 

can
 

lead
 

to
 

variations
 

in
 

the
 

gut
 

microbiota
 

of
 

wild
 

boars,and
 

a
 

more
 

complex
 

living
 

environment
 

can
 

result
 

in
 

a
 

richer
 

gut
 

microbial
 

community.
  Key

 

words:sus
 

scrofa;gut
 

microbiota;Yunnan
 

Southwest

  众多研究逐渐揭示,栖息于哺乳动物肠道内的

庞大微生物群体,其规模达到数万亿之巨,对宿主的

生理健康起着至关重要的作用,它有助于食物的消
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化过程,同时抑制有害细菌的繁殖,并且可以对免疫

系统起到平衡作用等诸多益处[1]。因为取材方便,

而且其中的微生物群落也能在某种程度上代表肠道

微生物,所以,粪便及解剖学标本是最好的研究对

象[2]。近年来,基于粪便样本的野生动物肠道菌群

的差异性研究在诸多野生哺乳动物中逐渐开展[3],
包括大熊猫(Ailuropoda

 

melanoleuca)[4]、梅花鹿



(Cervus
 

nippon)[5]、猕猴(Macaca
 

mulatta)[6]、岩
羊(Pseudois

 

nayaur)[7]等。通过采用高通量测序

技术,研究者们不仅揭示了野生动物消化道内微生

物的构成及其关键菌群,还对微生物的功能多样性

进行了剖析。随着探索的不断进展,分析动物的饮

食习惯变得尤为重要,这有助于揭示动物的营养摄

取策略及其在食物链中的位置,成为研究物种间竞

争与共生关系的必要途径,同时也为实施针对性的

保护和管理策略提供了科学依据[8-9]。通过对滇西

南山猪的食物组成及其与猎物的相互关系的研究,
可以为评估其栖息地,估算其容纳量,探讨其种间的

亲缘关系等提供依据。野猪属脊椎动物亚门、哺乳

纲(Mammalia)、偶蹄目(Artiodactyla)、猪科(Sui-
dae)、

 

猪属(Sus),是重要的资源兽类之一,体型似

家猪,曾是中国“三有”保护名录下动物,但因其破坏

力强且群落之间无明显生殖困难导致近年来数量激

增,对栖息地的人类生活区造成较大影响,被移除

“三有”名录。因此,该方案旨在利用前沿的高通量

测序手段,深入探究各地猪只肠道内微生物群落的

组成、多样性特征,并分析其在代谢功能方面表现出

的地区性区别,以期为中国猪只的研究、监测和生防

措施的开发提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 样本采集

三地野猪组织在德宏、怒江和临沧的林场采集,
共采集了5头成年野猪的个体样本,为防止周遭环

境对样本产生污染,采集后的样品立即在现场进行

解析处理,处理完成后迅速置入装有液氮的运输容

器内进行搬运,抵达实验室随即放置于-80
 

℃的冰

箱中保存。本研究中三地的野猪均为野外生存,不
存在人工饲养干预且无人工投喂。

1.2 DNA提取

采用特定于动物组织的 DNA 提取试剂套装

(如细菌型DNA快速提取套装)对基因组DNA进

行分离纯化,随后通过 Thermo
 

NanoDrop
 

One设

备对提取的DNA样本进行纯度与浓度的测定。

1.3 目标序列的扩增和测序

以提取的 DNA样本为模板,借助16S
 

rDNA
的V3~V4区域通用引物341F(序列为5'-AT-
GCGTAGCCGACCTGAGA-3')与 805R(序 列 为

5'-CGTCAGACTTTCGTCCATTGC-3')进行聚合

酶链式反应扩增,具体反应参照Du等[10]的微生物

检测方法。
 

依照纽英伦生物实验室(New
 

England
 

Biolabs,美国)出品的 NEBNext􀆿
 

UltraTM
 

Ⅱ
 

DNA
 

Library
 

Prep
 

Kit
 

for
 

Illumina􀆿 的标准建库步骤执

行操作。随后,利用Illumina
 

Nova
 

6000测序系统,
对所构建的扩增子文库开展PE250双端测序工作。

1.4 统计方法

经过UPARSE软件的聚类处理,对优化序列

执行OUT分类单元的聚类操作,随后对这些序列

的代表进行物种信息标注。通过与SILVA(16S)数
据库的对比分析,获取了物种的注释信息(置信度标

准设定为0.8)。在此过程中,淘汰了那些注释为叶

绿体或线粒体的序列,以及未能精确分类至界级别

的OTU和Tags。最终,我们获得了可用于分析的

各样本有效Tags序列总量及其 OTU分类学汇总

数据。依据微生物分类体系,对搜集的数据在域、
界、门、纲、目、科、属、种的分类层级上执行综合数据

分析。借助R编程语言工具,完成物种共有性与独

特性计数、菌群结构剖析以及物种丰富度的聚类处

理。利用OTU丰度矩阵,计算出多样性指标(包括

Chao1、Shannon、Simpson、ACE指数);同时,应用

R语言中的vegan包进行主坐标分析(PCoA)。利

用LEfse工具对各组样本间微生物物种的丰度差异

进行显著性检验,筛选出在各个分组中丰度存在显

著差异的物种。随后,通过 Wilcoxon秩和检验对每

两个样本组别间的差异进行具体比较。在此基础

上,采用线性判别分析以实现数据降维,并评估这些

具有显著差异的物种对于组间区分的重要性(即

LDA评分)。在此过程中,将LDA评分的阈值设定

为2.5,以此标准挑选出的物种即为各组的生物标

志物;通过对 KEGG数据库的深入分析,对微生物

的功能进行分类整理。采用PICRUSt工具对OTU
的丰度信息进行规范化处理,旨在减少16S

 

rRNA
基因在基因组中拷贝数量不一致所造成的偏差。接

着,实施OTU与 KEGG数据库的对应比对,收集

相应的KO编号、代谢途径数据及酶编码号,进而推

算出各功能群组的丰度指标,并形成不同样本在各

个分类级别上的丰度分布数据表,以供进一步的数

据分析之需。

2 结果与分析

2.1 共有与特有OTU统计分析

如图1所示,对从德宏、怒江、临沧获得的野猪

样本深度解读微生物分类学的立体架构,涵盖了从

OTU等级到属、科,直至门类别的细致探讨,目的

在于阐述微生物群落结构在不同分类等级中的分布

特性。在本项研究中,对3个不同地域的野猪肠道

微生物群进行了详细地剖析,共计发现8
 

218个
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OTU,这些 OTU 跨越33大门类,进一步划分为

554个属别。在对OTU级别进行精细研究的过程

中,发现3个采样区野猪肠道中存在307个共有

OTU,临沧地区样本特有1
 

287个OTU,怒江地区

样本特有1
 

946个 OTU,而德宏地区样本中则有

3
 

863个 OTU 是独有的;在微生物群落分类上,3
个地区的野猪肠道中存在16个共有的菌属。具体

来看,临沧地区的野猪拥有44个独特的菌属,德宏

地区的野猪有63个独特的菌属,而怒江地区的野猪

则含有54个独特的菌属。这一发现揭示了尽管生

存环境各异,野猪的肠道微生物群落仍保持着一定

程度的共性,同时各自也展现出独特的微生物组成。
通过稀释性曲线分析(图2),本次测序数据能够较

为准确地反映样本中肠道菌群的实际情况。

2.2 肠道微生物群落组成

从门水平上看(图3A),德宏野猪肠道微生物群

落中的4个优势菌门分别为Proteobacteria、
 

Bacte-
roidetes、Epsilonbacteraeota、Fusobacteria;临沧野

猪肠道微生物群落中的4个优势菌门分别为Firmi-
cutes、Proteobacteria、Bacteroidetes、Actinobacte-
ria。怒江野猪肠道微生物群落的4个优势菌门分

别为:Proteobacteria、Firmicutes、Bacteroidetes、Ac-
tinobacteria。从科水平上看(图3B),德宏肠道微生

物群落中的4个优势菌 科 分 别 为 Pseudoaltero-
monadaceae、Chitinophagaceae、Vibrionaceae、Fuso-

bacteriaceae;怒江野猪肠道微生物群落中的4个优

势菌科分别为 Veillonellaceae、Prevotellaceae、Ru-
minococcaceae、Lachnospiraceae;临沧野猪肠道微

生物群落中4个优势菌科为:Pseudoalteromona-
daceae、Lachnospiraceae、Veillonellaceae、Rumino-
coccaceae;从门水平看(图3A),三地野猪肠道微生

物群落中数量排名前4的菌门分别为在微生物分类

学的领域中,我们发现了厚壁菌门(Firmicutes)、拟
杆菌门(Bacteroidetes)、变形菌门(Proteobacteria)
以及柔壁菌门(Tenericutes)。进一步深入到科的

分类层面(图3B),在3个不同地点的野猪肠道微生

图1 三地野猪特有及共有OTU
Fig.1 Unique

 

and
 

shared
 

OTUs
 

of
 

wild
 

boars
from

 

three
 

locations

图2 三地样品OTU稀释性曲线

Fig.2 OTU
 

dilution
 

curves
 

of
 

samples
 

from
 

three
 

places
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图3 三地野猪肠道微生物组成门水平(A)和科水平(B)的含量

Fig.3 Gut
 

microbial
 

composition
 

of
 

wild
 

boars
 

in
 

three
 

places
 

at
 

the
 

phylum
 

level(A)
 

and
 

at
 

the
 

level
 

of
 

the
 

family(B)

图4 PCoA分析

Fig.4 PCoA
 

analysis
物群中,数量上占据前四位的菌科是:毛螺菌科

(Lachnospiraceae)、弧菌科(Vibrionaceae)、交替单胞

菌科(Pseudoalteromonadaceae)以及再次出现的弧菌

科(Vibrionaceae),占 比 分 别 为 34.30%、8.53%、

7.63%、5.61%。

2.3 肠道微生物群落Beta多样性分析

由图4可以明显看出,3个地区人工饲养的野

猪在肠道微生物群落的构成上存在显著的差异性。
而怒江地区的野猪样本,其肠道微生物的组成与其

他两地相比,虽然在交叉区域较多,但其所占的独立

区域也相对较大,这表明怒江地区野猪的肠道微生

物具有更高的多样性。

2.4 肠道标志物物种生物菌群差异分析

由图5可以看出,3个不同区域野猪体内的生

物标识物种丰富度及其所含有的种类差异。白色为

临沧种群、灰色为怒江种群、黑色为德宏种群。临沧

种群中莫拉菌科(f_Moraxellaceae,LDA=2.2797,

P=0.049)的差异贡献性最大,怒江种群中的琥珀

酸弧菌科(f_Succinivibrionaceae,LDA=2.1955,P
=0.030)的差异贡献性最大德宏种群中(f_Pseudo-
monadaceae,LDA=4.6008,P=0.030)的差异贡献

性最大。临沧野猪的肠道菌群差异物种多于德宏野

猪肠道菌群差异多余怒江野猪肠道菌群差异。

2.5 肠道微生物功能差异分析

通过样本对比分析,我们可以观察到3个不同

地区的野猪种群在肠道微生物功能方面存在着显著

的异质性,具体体现在 KEGG通路的第一层分类

上,详见图6。基因数据处理(genetic
 

information
 

processing)和新陈代谢(metabolism)差异最为明

显,新陈代谢水平德宏野猪群体高于临沧野猪群体,
细胞进程水平(cellular

 

processes)临沧野猪群体高

于怒江野猪群体。在KEGG通路水平2中(图7),
三地野猪有5条通路有显著差异,其中其他氨基酸

的代谢通路(metabolism
 

of
 

other
 

amino
 

acids)、氨
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图5 LDA差异物种分析(Log10)

Fig.5 LDA
 

differential
 

species
 

analysis
 

(Log10)

25 畜
 

牧
 

兽
 

医
 

杂
 

志     44卷



图6 KEGG通路聚类功能分析(L1)

Fig.6 KEGG
 

pathway
 

clustering
 

function
 

analysis
 

(L1)

图7 KEGG通路聚类功能分析(L2)

Fig.7 KEGG
 

pathway
 

clustering
 

function
 

analysis(L2)
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基酸代谢(amino
 

acid
 

metabolism)、辅因子和维生

素的代谢(metabolism
 

of
 

cofactors
 

and
 

vitamins)差
异最明显。

3 讨 论

3.1 三地野猪肠道微生物组成

该研究中,厚壁菌门(Firmicutes)、拟杆菌门

(Bacteroidetes)、变形菌门(Proteobacteria)及柔壁

菌门(Tenericutes)在三个地区的野猪肠道微生物

群中占据了主导地位,其数量居各菌门之首。首先,
在三地野猪的肠道微生物构成中,以厚壁菌门(Fir-
micutes)与拟杆菌门(Bacteroidetes)作为主导菌群,
这一发现与先前研究者对野猪肠道微生物多样性的

探究结论相吻合[11]厚壁菌门(Firmicutes)具备将食

物中的纤维素分解并转化为挥发性脂肪酸的能力,
而拟杆菌门(Bacteroidetes)则对宿主消化系统中的

粗纤维进行分解,同时肩负着分解有害物质的重要

代谢功能[12-13],因此,这两种卓越的肠道微生物群

落能显著促进野猪对高纤维素植物的有效消化、营
养物质的充分吸收,以及所需能量的获取,在猪肠道

微生物多样性中扮演着不可或缺的角色[14-17]。再

者,本项研究观察到在3个不同地区的野猪肠道微

生物群中普遍存在一种占比较高的细菌门———变形

菌门(Proteobacteria)。此细菌门为细菌域中规模

最为庞大的分类群,囊括了众多关键的细菌种类。
变形菌门的成员形态各异,且均属于革兰氏阴性菌,
此门类中还涵盖了许多具备固氮功能的细菌,它们

能够进行氮素的固定,进而通过调节肠道内氮素营

养的状况,对大肠菌群的代谢过程及群落组成产生

深远影响。

3.2 野猪肠道微生物群落的丰富度

本研究发现,怒江、德宏及临沧三地的野猪肠道

微生物种群丰富性均显著,特别是德宏地区野猪的

肠道微生物标志性物种多样性超过了其他两地。这

三个区域的野猪肠道微生物组成与多样性各不相

同,德宏野猪群生活区更加靠近人类居住区,摄入人

类种植农作物更多,食谱更为多样,所以肠道菌群更

为丰富。三个地区生物多样性的不同研究结果指

出,生存环境和食物资源的差异是决定野猪消化道

微生物种群结构的关键因素。另外,各野猪个体之

间消化道微生物种群亦展现出独特性,这种差异或

许与它们的基因特性、生命周期阶段、性别等生物学

属性密切相关
 

。

3.3 肠道微生物与野猪健康

毛螺菌科(Lachnospiraceae)是厚壁菌门下的一

个科,包含多个属,它们在哺乳动物的肠道中含量丰

富。那些隶属于厚壁菌门的微生物,在处理各类碳

水化合物方面扮演着重要角色,特别是在分解水果

与蔬菜中含有的果胶这一复杂的膳食纤维及益生元

上表现出较强的能力,它们发酵产生乙酸和丁酸,为
野猪提供能量的主要来源,由此可得野猪的食谱多

为水果蔬菜根茎果实类,此菌种肠道中的作用不仅

限于能量代谢,还包括对肠道健康和免疫功能的促

进与野猪的健康状态有着密切的联系。由此菌种含

量可推断宿主的消化道健康情况以及细菌感染

情况。
在部分野猪样品中发现变形菌门(Proteobacte-

ria),在细菌分类中占据重要地位的一大类群,其中

包含了不少知名的致病菌种,例如大肠杆菌、沙门氏

菌、霍乱弧菌和幽门螺杆菌等。若此类菌种在宿主

体内过度繁殖,则可能引起肠道不适,从而对肠道健

康造成威胁[18]。
三地样品中均发现Pseudoalteromona

 

daceae,
该细菌具有抗菌和抗病毒特性的不寻常溴化化合

物,因其多样的代谢能力而能够适应不同的生态环

境,它们拥有产生抗生素的能力,这或许能成为判断

野猪肠道健康的标准之一。
研究野猪消化系统内微生物所产生的代谢物

质,对这些生物维持其健康状况、生理机能及代谢平

衡起到了至关重要的作用。鉴于此,深入研究肠道

微生物的种群构成对于野猪的科学管控及采取生物

方法预防其造成损害显得尤为重要,并具有极高的

参考与实际应用价值。
由于野生猪对人类居住区域造成的损害严重并

且具备较高的攻击性,这导致本项研究所需的样本

收集工作极具挑战,样本量也因此受限。另外,针对

野猪消化系统内微生物群落的探究目前尚处于初级

阶段,且缺乏完善的检测技术。检测手段的多样性

亦可能导致对微生物类别的判定出现差异。鉴于

此,我们必须继续深入探索,以科学的方法全面了解

野生猪肠道微生物群落的构成、作用及其多样性,从
而为野生猪的生物控制技术打下坚实的理论基础。
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