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摘要：猪不仅是重要的家畜，也是一种经典的模式动物，因其与人类具有较为相似的解

剖生理结构。对猪胃肠道微生物组成和功能的分析，有助于深入研究单胃动物消化道微

生物在宿主营养代谢、肠道健康、免疫防御、疾病发生等过程中的作用。胃肠道微生物

的种类和丰度根据其空间分布而存在较大差异，除内容物 (食糜) 外，胃肠道黏膜中也

存在大量特殊的微生物群体，因而在实际采样过程中，食糜和黏膜是两种重要的样本类

型。由于微生物广泛存在于各种环境，样品的采集流程和操作方式对肠道微生物相关的

实验结果有直接影响，这一问题在环境条件极为复杂的养殖场更为突出。因此，标准化

的样本采集流程和分析程序是保证实验的可靠性和重复性的必要条件。本文针对猪的胃

肠道内容物和黏膜样本，介绍了其无菌采集和基因组 DNA 提取的详细方法，同时简要

描述了微生物组成的分析方法。 

关键词：猪，食糜，黏膜，DNA 提取，微生物组成分析 

 

材料与试剂 

1. 各种型号 (10 μl, 200 μl, 1000 μl) 移液枪头 
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2. 离心管 (EP 管，1.5 ml/2 ml)  

3. 一次性无菌手套 

4. 灭菌药勺 

5. 75% 酒精棉球 

6. 灭菌载玻片 

7. 灭菌吸水滤纸 

8. PCR 用 8 联管 

9. Tris-HCl 

10. 95%和 70%乙醇 

11. RNA 酶 (天根生化科技有限公司) 

12. 细菌、古菌、真菌通用 PCR 引物 

13. Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific 公司) 

14. 琼脂糖 (西班牙 Biowest 公司) 

15. GeneJET 胶回收试剂盒 (Thermo Scientific 公司)  

16. Ion Plus Fragment Library Kit 48 rxns 建库试剂盒 (Thermofisher 公司)  

17. 苯酚-氯仿-异戊醇溶液 (体积比：25:24:1)  

18. CATB buffer (溶液配方)  

19. TE buffer (见溶液配方)  

20. 3 M 醋酸钠 (NaAc) 溶液 (见溶液配方)  

21. TAE 缓冲液 (见溶液配方)  

 

仪器设备 

1. 涡旋仪 

2. 离心机 (Thermo Scientific Sorvall Legend Micro 21R 微量离心机)  

3. PCR 仪 (Bio-rad T 100 梯度 PCR 仪)  

4. 恒温水浴锅 

5. 移液枪 

6. MP 研磨仪 (美国 MP Biomedicals FastPrep-24 5G)  

7. NanoDrop 2000 超微量分光光度计 (Thermo Scientific)  

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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8. Bio-rad ChemiDoc XRS 凝胶成像系统 

9. Dark reader 荧光投射切胶仪 

10. 制胶槽 

11. Thermofisher IonS5TMXL 测序平台 

 

实验步骤 

1. 猪胃肠道内容物采集 

1.1 在动物试验结束时，通过前腿肩胛骨以上的位置或者耳根后 3 cm 的位置注射

戊巴比妥钠 (59 mg/kg 体重) 麻醉并处死试验猪。 

1.2 固定：所有手术器械提前用 75%酒精浸泡消毒。猪处死后，首先切断肩胛骨内

侧和髋关节周围肌肉，将四肢向外侧摊开，仅以皮肤将四肢与躯干相连，以固

定尸体为仰卧位。 

1.3 开腹：从剑状软骨后方沿腹壁正中线由前向后至耻骨联合处切开腹壁，再从剑

状软骨沿左右两侧肋骨后缘切开至腰椎横突，使腹壁被分为大小相等的两楔形，

将其向两侧分开。 

1.4 分离肠道：将小肠移向左侧，以暴露直肠，在骨盆腔中单结扎。切断直肠，左

手握住直肠断端，右手持刀，从前往膈部方向割断肠系膜根部等各种联系，至

膈时，在胃贲门前端单结扎并剪断食管，取出全部胃肠道。再按胃、十二脂肠、

空肠、回肠、盲肠、结肠等不同肠段分别进行两端结扎并分离各段消化道。 

1.5 将分离好的各段消化道置于灭菌锡箔纸上，用灭菌医用剪刀将胃和各肠段中部

剪开一个小口，再用灭菌药勺挖取大约 2 g 内容物分装到已灭菌的 2 ml 冻存

管中，旋紧螺盖后迅速放入液氮或-80 °C 超低温冰箱中保存待用。 

2. 猪胃肠道黏膜采集 

2.1-2.4 同上述 1.1-1.4 步骤 

2.5 将分离好的各段消化道置于灭菌锡箔纸上，用灭菌医用剪刀将胃壁裁剪约 8 c

m2，十二指肠截取约 10 cm，其他各肠段截取约 20 cm，用无菌生理盐水将上

述组织内壁轻轻冲洗干净，至内壁没有肉眼可见的粘附内容物为止。之后，将

除胃以外的各肠段沿中线纵向剪开，再用灭菌载玻片轻柔刮取胃/肠内壁，载玻

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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片与组织的角度约为 45°，将刮下的黏膜分装到灭菌后的 2 ml EP 管中，迅速

放入液氮或-80 °C 超低温冰箱中保存待用。 

3. 食糜和黏膜基因组 DNA 的提取 

3.1 取出样品后，放置在冰上解冻。 

3.2 在灭菌后的 2 ml 螺口离心管中加入 300 mg 锆珠，称取约0.3 g 内容物/黏膜

加入管中，再加入 900 μl 70 °C 预热的 CTAB buffer，旋紧螺口，置于 MP 研

磨仪，选择 faeces/Mucosa 程序 (程序包含：beats 1 min，室温静置 1 min；

上述步骤重复 3 次)。 

3.3 将研磨后的螺口离心管置于恒温水浴锅中 70 °C 孵育 20 min，后取出，以 9,3

00 × g 离心 10 min。 

3.4 吸取上清 700-850 μl，加入 3-5 μl RNA 酶 (10 mg/ml)，37 °C 水浴孵育 15-

30 min。 

3.5 加入 700 μl 配制好的酚-氯仿-异戊醇溶液，使用涡旋仪震荡 40 s 以充分混匀。 

3.6 充分混匀后离心 (15,700 × g, 10 min, 4 °C)，取上清 600-750 μl 至新的 1.

5 ml EP 管中。 

3.7 加入 600 μl 酚-氯仿-异戊醇，震荡 40 s，充分混匀后离心 (15,700 × g, 10 

min, 4 °C)，取上清 500-600 μl 至新的 1.5 ml EP 管中。 

3.8 加入800 μl 95%的冰乙醇和3 M的醋酸钠溶液40 μl，放-20 °C冰箱中过夜。 

3.9 过夜后，取出离心 (15,700 × g, 20 min, 4 °C)，再弃上清，后加入 500 μl 7

0%的冰乙醇，轻轻弹起沉淀。 

3.10 离心 (15700 × g, 5 min，4 °C)，再弃上清，后倒置于干净吸水纸上自然干燥

2 h 左右，直至管内壁没有肉眼可见的水珠为止。 

3.11 加入 50-100 μl TE buffer，涡旋混匀 30 s，之后 70 °C 水浴孵育 5 min。 

3.12 用 NanoDrop 2000 测定 DNA 的浓度和纯度，并用 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测

DNA 的完整性，将制备好的 DNA 溶液保存于-80 °C 备用。 

4. 扩增子文库构建和序列分析 

4.1 模板 DNA 的制备：取适量 DNA 样品于离心管中，使用灭菌双蒸水稀释样品至

1 ng/μl，作为模板。 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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4.2 引物：使用带 Barcode 的通用引物扩增得到相应的 PCR 产物。其中，细菌的

扩增可采用针对 16S rRNA V3-V4 区的通用引物 343F-806R (5'-TACGGRAG

GCAGCAG-3'和 5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3') (Itoh et al., 2014)；古

菌的扩增可采用通用引物 341F-806R (5'-CCTAYGGGRBGCASCA G-3'和 5'-

GGACTACHVGGGTWTCAAT-3') (FRANK et al., 2013)；真菌的扩增可采用 I

TS rDNA 通用引物 ITS1-ITS4(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' 和 5'-TCC

TCCGCTTATTGATATGC -3') (White et al., 1990)。 

4.3 反应体系和扩增程序：使用 New England Biolabs 公司的 Phusion® High-

Fidelity PCR Master Mix with GC Buffer。使用高效和高保真的酶进行 PCR， 

确保扩增效率和准确性。PCR 反应体系 (30 μl) 包括：Phusion Master Mix (2×) 

15 μl、上下游引物 (2 μM) 各 3 μl、基因组 DNA (1 ng/μl) 10 μl、灭菌 双蒸水 

(2 μl)  

1) 细菌序列扩增反应程序 (Itoh et al., 2014)：94 °C 预变性 5 min；95 °C 30 

s、56 °C 30 s、68 °C 45 s 共 35 个循环；68 °C 延伸 5 min。 

2) 古菌序列扩增反应程序 (FRANK et al., 2013)：94 °C 预变性 3 min；94 °C 

30 s、50 °C 30 s、72 °C 30s 共 30 个循环；72 °C 延伸 5 min。 

3) 真菌序列扩增反应程序 (White et al., 1990)：94 °C 预变性 5 min；94 °C 

1 min、55 °C 1 min、72 °C 1.5 min 共 35 个循环；72 °C 延伸 10 min。 

使用 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测上述 PCR 产物，采用 NanoDrop 2000 测

定产物浓度。 

4.4 PCR 产物的混合、纯化：根据 PCR 产物浓度进行等质量混样，充分混匀后使

用 2%琼脂糖凝胶电泳 (1× TAE buffer) 对 PCR 产物进行浓缩，割胶回收目

标条带，采用 GeneJET 胶回收试剂盒 (Thermo Scientific) 对 PCR 产物进行

纯化。 

4.5 文库构建和测序：使用 Thermofisher 公司的 Ion Plus Fragment Library Kit 

48 rxns 建库试剂盒进行文库构建，构建好的文库经过 Qubit 定量和文库检测

合格后，使用 IonS5TMXL 测序平台单端测序 (Single-End) 法进行上机测序。 

4.6 信息分析流程：采用 Cutadapt 软件 (V1.9.1, http://cutadapt.readthedocs.io/e

n/stable/) (Bolger et al., 2014) 去除低质量、Barcode 和引物序列后得到原始

http://www.bio-protocol.org/e1010201
http://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/
http://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/
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数据 (Raw reads)。原始数据再进行质控过滤，得到有效数据 (Clean Data)。

以序列相似度 97%为标准，从原始数据到 OTU 表主要采用 UPARSE v10.0 

(Edgar, 2013) 软件对所有有效序列进行可操作分类单元 (Operational taxono

mic unit, OTU) 聚类分析。采用 UCHIME (Edgar et al., 2011) 检测并去除 P

CR 扩增过程产生的嵌合体，采用 Usearch_global 方法分析各 OTU 丰度。之

后，与参考数据库 (细菌和古菌可参考 Greengenes 或 SLIVA 数据库，真菌可

参考 UNITE 数据库) 进行比对，采用 QIIME 软件 (http://qiime.org/scripts/ass

ign_ taxonomy.html) 及 RDP Classifier 贝叶斯算法 (Version 2.2, http://sour

ceforge.net/projects/rdp-classifier/) 对每个 OTU 中的所有序列进行分析和注

释，在各分类水平统计样品的微生物群落组成。最后，在以上分析的基础上，

可以进行基于 OTUs 和物种组成的聚类分析。用 QIIME 软件计算样品的 α-多

样性指数 (Shannon 指数、覆盖率、OTU 数和 Chao1 指数) ，并基于 UniFra

c 距离分析样品的 β-多样性。用 R 软件 (Version 4.0.1) ade4、vegan、WGC

NA、ggplot2 等软件包进行 PCA，PCoA、NMDS、CCA 和 RAD 分析，挖掘物

种的组间差异，并结合环境因素 (如日粮结构、营养素、生产表型、健康表型、

微生物代谢产物浓度等) 进行关联分析，并对结果进行可视化。 

 

注意事项 

1. 在采集胃肠道内容物和黏膜的过程中，分离各段消化道时，锡箔纸下方须垫冰袋，

以保证采样过程的低温。 

2. 采集各肠段内容物或黏膜时，每头猪须尽量在同一位点进行取样，以最大程度降低

取样部位不同带来的误差，可用标尺对取样位点进行准确定位。 

3. 刮取肠道黏膜时力道尽量轻柔、均匀，不能刮破胃肠壁；一般对每头猪而言，肠黏

膜样品装至一支 2 ml 冻存管的 3/4 满即可，视具体情况酌量增、减。 

4. 无论采集内容物或黏膜样本，一次性手套、采集勺或载玻片均应“一猪一换”和“一部

位一换”，切不可混用造成样品污染。 

5. 采样过程注意无菌操作，采样人员需严格佩戴口罩；采样房间应提前用紫外灯照射

1 h；操作台应事先采用 75%酒精喷洒消毒。 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
http://qiime.org/scripts/assign_%20taxonomy.html
http://qiime.org/scripts/assign_%20taxonomy.html
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6. 在 DNA 提取过程中，如果样品研磨后非常黏稠，可吸取部分糊状物到新的锆珠管

中，再加入 700 μl CTAB buffer，混匀后 70 °C 孵育，再重复之前的步骤。 

7. 用于 PCR 扩增的所有试剂均应事先置于冰上融化，用完后及时放回-20 °C 冰箱保

存。 

8. 进行 PCR 扩增时为了保证数据的可靠性，需要设置阴性对照 (不加 DNA 模板，以

同体积的灭菌双蒸水替代) 和阳性对照 (如单一菌株的 DNA)。 

9. 在进行 PCR 扩增前，模板必须进行纯化，以及引物序列必须进行优化，以保证 P

CR 反应的专一性。 

10. 实验过程中所使用的各类耗材必须经过灭菌处理。 

 

溶液配方 

1. CTAB buffer 

CTAB (北京博奥拓达科技有限公司) 4 g, NaCl 16.364 g, 1 M 的 Tris-HCl 20 ml (pH 

8.0)，0.5 M的EDTA溶液8 ml，先用70 ml去离子水溶解，再定容至200 ml, 121 °C，

20 min 高压灭菌后，待用。 

2. TE buffer 

首先用 900 ml 的去离子水溶解 1.576 g 的 Tris-HCl；加 2 ml 0.5 M 的 EDTA (pH 

8.0)；调整 pH 至 7.6；用去离子水定容至 1.0 L, 121 °C，20 min 高压灭菌后， 待

用。 

3. TAE buffer 

3.1 50× TAE buffer 的配制 

称取 242 g 的 Tris、37.2 g 的 Na2EDTA·2H2O 至 1 L 螺口 (广口) 玻璃瓶， 加

入 800 ml 的去离子水，充分搅拌溶解，加入 57.1 ml 冰醋酸，上下颠倒 混匀。

加去离子水定容至 1.0 L，室温保存。 

3.2 1× TAE buffer 的制备 

使用时，用双蒸水将提前配制好的 50× TAE buffer 稀释为 1× TAE buffer。 例

如，使用 10 L 的带嘴塑料壶，倒入 200 ml 50× TAE，再用双蒸水定容至 10.0 

L，混匀备用。 

4. 3 M 的醋酸钠溶液 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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将 408.1 g 的 NaAc·3H2O 溶于 800 ml 去离子水中。用冰醋酸将 pH 调至 5.2 

后。加入去离子水定容至总体积为 1.0 L。121 °C, 20min 高压灭菌后，待用。 
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