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川南山地黄牛产于四川盆地南部边缘山区，性

情温顺，役力强，其体躯较小，体质紧凑结实，前驱开

阔，胸深，肩峰较高，背腰较宽。四肢较高，毛色以黄

色居多。放牧以天然牧草为主，补饲以当地主产的玉

米等青粗饲料为主，舍饲以当地皇竹草、象草、黑麦

草、农作物秸秆或其调制的青贮饲料、氨化饲料为

主。反刍动物瘤胃是一个复杂的生态系统，包含了多

种未知的微生物，按照 Woese等[1-2]的现代分类方法

瘤胃微生物分属细菌、古生菌（产甲烷菌）和真核生

物（真菌和原虫）3个域。瘤胃内的微生物数量巨大、

种类繁多，主要包括原虫（超过 25属，其数量为

104～106 个 /mL）、真菌（103～105 个真菌孢子 /mL，

6个属）、细菌（200种，活菌数高达 1 011 个 /mL）、

古生菌（5 个属，7 个种）和噬菌体（颗粒数可达

107～109 个 /mL）等，它们的共同作用是降解植物的

细胞壁。川南山地黄牛瘤胃内的微生物通过相互协

同作用，将饲料快速降解转化成动物所需的营养和

能源物质，瘤胃功能的健康与否直接决定本身的健

康，微生物对瘤胃的消化代谢十分重要。近年来，微

生物多样性的研究方法是一个相对热门的话题，准

确地分析测定微生物群体的类型和数量，对瘤胃消

化代谢体系作用机理相当重要。本文就川南山地黄

牛反刍动物瘤胃微生物多样性分析方法进行简述。

1 瘤胃微生物的传统研究法

1.1 亨氏滚管法

亨氏滚管法是最常用的厌氧培养方法，该技术

是应用于洋酒瘤胃厌氧微生物的一种厌氧培养技
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术，可用于微生物的分离和鉴定，也可用于活菌培

养计数。可以获得瘤胃微生物的特定生长因素、代

谢产物等信息，掌握瘤胃细菌及真菌的数量。通过

此培养技术可以研究瘤胃微生物的多样性，但是还

是存在局限性，反刍动物瘤胃微生物大多是厌氧

菌，在试验时保持绝对厌氧环境不容易做到，能纯

培养出的瘤胃微生物是有限的，而且工作量大，测

定结果与实际存在偏差。

1.2 最大或然数计数法

根据菌种特点采取最大或然数法（MPN法）用

于一些特殊功能菌的计数，将待测样品进行稀释，

稀释到少量的稀释液接种到新鲜培养基中没有或

极少出现生长繁殖[3]。MPN法对液相和固相中的真

菌均能可靠记数，对产生游动孢子少的厌氧真菌的

记数更适用，但不能对微生物进行分离研究，导致

结果过高地估计瘤胃菌群的数量。

2 瘤胃微生物的分子生物学研究法

2.1 变性梯度凝胶电泳（DGGE）

变性梯度凝胶电泳技术是不需要进行体外瘤

胃微生物培养，直接利用微生物样品中的 DNA或

RNA对微生物群体加以区别，快速、准确地鉴定微

生物种群的核酸变异检测的电泳技术[4]。容易鉴定

出传统方式难以培养的微生物种类，极少量微生物

样品经 PCR 扩增后，也可检测分离得出，结果稳

定、重复性好。可以利用 DGGE 技术以川南山地黄

牛与国外肉牛品种的瘤胃微生物群体的基因组

DNA为研究对象，来了解其瘤胃中各种微生物的多

样性。应用 DGGE 技术检测碱基突变时，需依赖于

测序技术。

2.2 温度梯度凝胶电泳（TGGE）

TGGE是一种 DNA 指纹图谱技术，常与 PCR

聚合酶链式反应的 DNA 扩增技术结合，基于 DNA

基因信息的现代分子生物学方法，利用不同分子在温

度改变下构象差别进行分离 [5]。利用 NDA 及 RNA

对微生物遗传特性进行表征，避免传统的菌种分

离，还可鉴定出无法利用传统方法分离出来的菌

种。TGGE可用于研究瘤胃微生物细菌群落或特殊

种群的遗传多样性，而无需作进一步的细菌个体特

征分析。当 GC 含量不同的碱基序列 DNA 双链解

链时需要不同的溶解温值，DNA 双链一旦解链，其

在凝胶中的电泳速度将会急剧下降，其迁移行为决

定于其分子大小和电荷。不同长度的 DNA片段能

够被区分开，但同样长度的 DNA片段在胶中的迁

移行为一样，因此不能被区分。当然，TGGE在用分

子生物学方法分析微生物群落结构组成时，有很多

偏差。不同细菌的基因组大小和核糖体 RNA拷贝

数不同；提取基因组总 DNA时细胞的裂解效率不

同；DNA提取和纯化时有偏差；PCR扩增过程中有

偏差。

2.3 宏基因组技术

采取 16 SrDNA 测序技术用来研究胃肠道细

菌的生态和进化问题，此分析法是将 PCR 扩增的

环境微生物样品总 DNA的 rRNA 片段(或其他标记

基因)克隆进合适的载体，构建克隆文库以分离不同

的序列，然后对分离的序列采用测序技术或

PCR/RFLP 进行定性分析。建立了一种可同时分析

细菌、古菌 16SrRNA 基因及原虫 18SrRNA 基因、

真菌核糖体间隔区基因的方法，避免对非目标 DNA

测序，分辨率较高。但因成本高，工作量大，分析时

间长，不适合对微生物群落结构变化进行动态跟踪

研究。

2.4 荧光原位杂交（FISH）

荧光原位杂交在微生物系统发育、微生物诊断

和环境微生物生态学研究中应用较多，生产中可用

于未克隆基因或遗传标记、染色体变异、基因突变、

基因拷贝数变化的检测。

FISH是将细胞原位杂交技术和荧光技术有机

结合而形成的新技术，基本原理用已知的标记单链

核酸为探针，按照碱基互补的原则，与待检材料中

未知的单链核酸进行异性结合，形成可被检测的杂

交双链核酸可用于已知基因或序列的染色体定位。

FISH技术关键是核酸探针的制备，微生物样品必须

先经过打碎、离心、清洗等处理步骤，使微生物细胞

与杂质分离、除去杂质、收集细胞 [6]，然后对收集的

样品进行固定和预处理，保证探针顺利进入与 DNA

或 RNA杂交。测定过程中能保持细胞形态完整，细

胞不被破坏，能真实反映反刍动物瘤胃环境下微生

物的形态结构及分布状态。此技术必须依赖寡聚核

苷酸探针的特异性，易出现假阳性和假阴性结果，

灵敏度低于 PCR技术，只能针对某一已知的特定菌

种，不适用于未知微生物菌种的鉴定。

2.5 末端限制性片段长度多态性（T-RFLP）

末端限制性片段长度多态性技术(T-RFLP)是以
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荧光标记引物 PCR为基础，根据末端限制性片段长

度区分出微生物群体组成的一种微生物群体图谱

法，可以定性与定量分析微生物群落。T-RFLP技术

以分子系统学原理为基础，综合运用了 PCR、限制性

酶切、荧光标记和 DNA序列分析等技术，通过对特

定核酸片段长度多态性的测定来分析微生物群落结

构和功能[7]。T-RFLP技术不需要培养的微生物群落，

恰好弥补了绝大多数瘤胃微生物不可培养缺点，具

有分析面广、分辨率高、重复性好、快速简便等优点。

T-RFLP 技术是将不同的细菌种群经一个特定引

物—酶组合处理后，可产生相同的末端限制性长度

片段，依赖于使用限制性内切酶来检测16S rRNA基

因的序列多态性，可能不只对应一个菌种，造成对群

落多样性的低估和对复杂群落多样性的低估。

2.6 基因芯片技术

基因芯片又称生物芯片，基因芯片技术是基于

核酸互补杂交原理研制的新一代的核酸杂交技术，

根据杂交信号进行定性与定量分析，具有高密度、平

行分析、双色测定和低背景值等特点，广泛应用于复

杂的微生物群落全面的和定量的研究。在微生物群

落与多样性研究中，多采用寡核苷酸芯片、群落基因

组芯片及宏基因芯片，可以了解微生物在环境中的

功能活动和对群落的特定功能进行定性。因为基因

芯片能够同时平行分析数万个基因，进行高通量筛

选与检测分析，解决了传统核酸印迹杂交技术操作

复杂、自动化程度低、检测目的分子数量少等不足。

3 结 语

川南山地黄牛是典型的地方牛品种，对四川、

重庆偏南部山区的气候条件和较粗放的饲养管理，

有良好的适应能力。在改善饲养管理的条件下，可

向役肉兼用型发展。要养好川南山地黄牛，必须要

先养好瘤胃微生物，对瘤胃微生物多样性分析显得

尤为重要，可以充分发挥其生长性能，生产中可以

根据需要选择瘤胃微生物的传统研究法、瘤胃微生

物的分子生物学研究法。
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