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摘要： 旨在解析绵羊感染性呼吸系统疾病的病原微生物， 探讨绵羊品种与微生物同源基因组表达的关系， 为绵羊抗病育种及高效生产奠定基础。
选取同一饲养环境下 １８０ 日龄的澳杜湖三元杂交羊 ３６ 只和多浪羊 ２５ 只， 采集其肺组织样品共 ６１ 份， 采用宏基因组学技术分析肺组织微生物群落

组成， 结合 ＰＣＲ 扩增技术鉴定主要病原微生物， 同时检测促炎细胞因子表达情况， 分析不同品种绵羊微生物同源基因组表达差异。 结果： 共鉴

定出 １３ 种绵羊肺组织关键呼吸系统微生物； ＰＣＲ 扩增结果证实， 绵羊肺腺瘤病毒是该群体绵羊肺组织的主要病原微生物； 同源基因组表达分析

表明， 澳杜湖三元杂交羊微生物同源基因组能量主要用于 ＲＮＡ 加工和修饰， 多浪羊微生物同源基因组能量主要用于碳水化合物、 次生代谢物的

运输与代谢及防御机制； 促炎细胞因子检测结果显示， ２ 个品种绵羊在基因表达和能量分配上存在明显差异。 相关性分析表明， 绵羊品种与肺组

织微生物功能表达之间存在高度的相关性。 结论： 绵羊肺腺瘤病毒是该群体绵羊感染性呼吸系统疾病的主要致病微生物， 澳杜湖三元杂交羊与多

浪羊的微生物同源基因组表达存在品种特异性， 绵羊品种与肺组织微生物功能表达密切相关。

关键词： 绵羊； 肺组织微生物； 宏基因组； 呼吸系统疾病
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　 　 现代家畜生理病理学研究发现， 传染病原体的毒

力可经由多物种间的协同作用进行调节［１－２］。 因此，
对于疾病复合体的研究， 一个重要的发现是宿主与寄

居于宿主体内或周围众多其他微生物及病原体之间的

相互作用［３－４］。
近年来， 诸多研究致力于应用先进的微生物组测

序技术于动物疾病的诊断， 尤其关注呼吸系统相关疾

病［５］。 血清学检测与 ＰＣＲ 鉴定等靶向方法依赖预设

候选病原体， 难以应对多病原混合感染及新发病原体

的检测需求， 导致诊断灵敏度受限且易漏诊［６］。 宏

基因组测序技术依托无偏倚性核酸捕获策略， 可全面

获取样本中全部微生物遗传信息， 突破传统检测依赖

已知病原预设的技术局限， 实现细菌、 病毒、 真菌、
寄生虫及病原体的同步、 广谱鉴定［７］。 无需预设目

标微生物。 传统诊断耗时长， 而宏基因组可在单次检

测中提供全面病原体信息， 加速治疗。
宏基因组测序技术在解析由细菌、 病毒、 真菌及

寄生虫等多元病原体构成的复杂互作网络及其致病机

制方面展现出显著的应用潜力［８］。 本研究创新性地

运用该技术， 首次对新疆地方绵羊品种与多元杂交品

种的肺部微生物功能差异进行了深度对比解析， 系统

表征其群落装配规律， 并对不同品种绵羊肺组织基因

功能表达情况进行研究。 研究旨在深化对自然状态下

绵羊肺组织微生物群落构成的认识， 并为绵羊肺组织

基因功能结构的研究提供科学依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样本来源

本研究以来自新疆阿克苏地区某发生绵羊呼吸道

传染病的羊场同一饲养环境条件下的 １８０ 日龄 ３６ 只

澳杜湖三元杂交羊 （澳杜湖羊） 和 ２５ 只多浪羊为研

究对象， 该群体主要出现咳嗽、 呼吸困难、 浆液性鼻

液分泌增多等临床症状， 初步判断病因为呼吸道病原

微生物感染。 采集肺组织样品， 进行宏基因组测序，
测序数据量 １２ Ｇｂ。
１􀆰 ２　 主要试剂

土壤 ＤＮＡ 试剂盒购自玛根生物科技 （广州） 有

限公司； ＶＡＨＴＳＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ ｆｏｒ
Ｉｌｌｕｍｉｎａ® Ｖ３ 文库构建试剂盒购自南京诺唯赞生物科

技有限公司； ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ 核酸纯化试剂盒购自贝克

曼库尔特生命科学事业部； ＱｕｂｉｔＴＭ ｄｓＤＮＡ 定量试剂

盒购自赛默飞世尔科技公司； Ａｇｉｌｅｎｔ ＤＮＡ １０００ 试剂

盒购自安捷伦科技 （中国） 有限公司。
１􀆰 ３　 宏基因组文库的制备和测序

从病变与正常组织交界处取肺组织， 于液氮中保

存。 对 ３６ 只澳杜湖羊和 ２５ 只多浪羊的肺组织样本进

行宏基因组测序。 具体流程如下： 使用 ＤＮＡ 抽提试

剂盒提取肺组织基因组 ＤＮＡ， 并通过琼脂糖凝胶电

泳仪 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 测定 ＤＮＡ 浓度。 在 Ｃｏｖａｒｉｓ 管中

对 ＤＮＡ 样品进行超声片段化处理， 并以 Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ
ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 进行纯化。 利用 ＴｒｕＳｅｑ Ｎａｎｏ ＤＮＡ
ＬＴ Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 构建测序文库， 由上海欧易

生物医学科技有限公司完成建库测序。
１􀆰 ４　 宏基因组数据分析方法

采用 Ｆａｓｔｐ （版本 ０􀆰 ２３􀆰 ４） 对测序数据执行质量

控制程序， 随后通过 ＫｎｅａｄＤａｔａ （版本 ０􀆰 １２􀆰 ０） 流程

整合 Ｂｏｗｔｉｅ２ （版本 ２􀆰 ５􀆰 １） 工具， 与绵羊参考基因

组 （Ｇｅｎｏｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ＡＲＳ－ＵＩ＿Ｒａｍｂ＿ｖ２􀆰 ０） 进行比

对分析， 以排除测序数据中的宿主基因组序列［９－１１］。
进一步使用 Ｂｅｄｔｏｏｌｓ （版本 ２􀆰 ３１􀆰 ０） 将 ｂａｍ 格式文件

转换为其他分析软件兼容的 ｆａｓｔｑ 格式。 采用 Ｋｒａｋｅｎ２
（版本 １􀆰 １􀆰 １） 对数据进行基于读段的物种分类注释。
针对与绵羊呼吸道相关的病原微生物， 在物种水平上

执行了相对丰度差异分析。 采用 Ｒ４􀆰 ３􀆰 １ 软件执行 ｔ
检验， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 作为判定差异显著性的标准。 当

０􀆰 ０５≤Ｐ＜０􀆰 １０ 时， 差异被认为具有显著性趋势。 为

了深入探究感染绵羊肺组织基因功能结构， 利用

ｅｇｇＮＯＧ数据库对微生物基因进行了功能注释。 首先，
应用 Ｍｅｇａｈｉｔ （版本 １􀆰 ２􀆰 ９） 软件对 ｆａｓｔｑ 文件进行无

参考基因组的组装， 随后依据组装后最大组装长度、
所有 ｃｏｎｔｉｇ 的总长度、 组装基因组的 ＧＣ 含量以及

Ｎ５０、 Ｎ９０ 等参数综合评估组装质量。 利用 Ｐｒｏｄｉｇａｌ
（版本 ２􀆰 ６􀆰 ３ ） 对 组 装 好 的 基 因 组 进 行 基 因 预

测［１２－１３］。 为降低数据复杂度并提升分析的精确性，
采用 ＣＤ－ｈｉｔ （版本 ４􀆰 ８􀆰 １） 软件对预测基因组数据执

行去重处理［１４－１５］。 在去重过程中， 当 ２ 个基因序列

的相似度达到或超过 ９５％， 且较短序列至少覆盖较

长序列的 ９０％时， 这些基因被视为冗余， 并在后续

分析中予以剔除。 利用 Ｓａｌｍｏｎ （版本 ０􀆰 １４􀆰 １） 软件

对预测基因进行定量分析， 首先基于非冗余基因集构

建索引， 然后将该索引与 ｆａｓｔｑ 文件进行比对［１６］。 比

对完成后， 合并各文件的分析结果， 最终获得所有基
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因的每百万转录本的转录本数。
１􀆰 ５　 ＰＣＲ 鉴定

依据 ＧｅｎＢａｎｋ 中绵羊肺腺瘤病毒 （ ＪＳＲＶ） （登
录号： ＮＣ００１４９４） ＧＡＧ 基因序列， 设计并合成 ＰＣＲ
引物： ＧＡＧ －Ｒ （５′ － ＣＡＣＧＣＡＴＡＧＴＣＧＴＣＡＧＴＴＧＴＴ －
３′） 和 ＧＡＧ－Ｆ （５′－ＡＴＡＣＴＧＴＡＴＡＧＧＡＧＧＴＧＧＣＡＣ－
３′）。 取病变与健康组织交界处肺组织， 使用血液 ／细
胞 ／组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 （ＤＰ３０４） 提取基因

组 ＤＮＡ， 并参照文献 ［１７］ 的 ＰＣＲ 体系和扩增程序

进行扩增。
１􀆰 ６　 肺组织促炎性细胞因子检测

取发病绵羊肺组织， 使用 Ｇｅｎｅｆｉｓｔ 总 ＲＮＡ 提取

试剂盒 （ＧＦ２５０１） 提取基因组 ＲＮＡ， 合成的 ｃＤＮＡ
样品进行实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 测定。 本

试验所用的引物参照文献 ［１８］， 并委托生工生物工

程 （上海） 股份有限公司合成引物。 引物详见表 １。
ＰＣＲ 反应体系 （２０ μＬ）： Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ

ｑＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬ， 正 向 引 物 ０􀆰 ６ μＬ， 反 向 引 物

０􀆰 ６ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ８ μＬ， ｃＤＮＡ ２ μＬ。
ＰＣＲ 反应条件： ９５ ℃ 预变性 ３０ ｍｉｎ； ９５ ℃

１０ ｓ， ６０ ℃ １０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环； ９５℃ １５ ｓ，
６０ ℃ １ ｍｉｎ， ９５℃ １５ ｓ。

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

基因 引物序列 （５′→３′） 退火温度 ／ ℃ 产物长度 ／ ｂｐ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ： ＧＣＧＡＴＡＣＴＣＡＣＴＣＴＴＣＴＡＣＴＴＴＣＧＡ

Ｒ： ＴＣＧＴＡＣＣＡＧＧＡＡＡＴＧＡＧＣＴＴＧＡＣ
６０ ８２

ＩＬ－１β
Ｆ： ＴＣＣＡＣＣＴＣＣＴＣＴＣＡＣＡＧＧＡＡＡ

Ｒ： ＴＡＣＣＣＡＡＧＧＣＣＡＣＡＧＧＡＡＴＣＴ
６０ ９９

ＴＮＦ－α
Ｆ： ＧＣＡＣＴＴＣＧＧＧＧＴＡＡＴＣＧＧＣ

Ｒ： ＧＣＣＴＴＧＡＧＧＧＣＡＴＴＧＧＣＡＴ
６１ １９２

２　 结果与分析

２􀆰 １　 宏基因组测序分析

２􀆰 １􀆰 １　 绵羊肺组织微生物组成

通过宏基因组分析绵羊肺部病变区域的主要微生

物组成。 丰度前 ５ 的依次为 γ－变形菌纲 （Ｇａｍｍａｐｒｏ⁃
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） １７􀆰 ５％， 芽胞杆菌纲 （ Ｂａｃｉｌｌｉ） １２􀆰 ８％，

放线菌纲 （ Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ） １０％， 黄杆菌纲 （ Ｆｌａ⁃
ｖｏｂａｃｔｅｒｉｉａ） ８􀆰 ８％， 和 α－变形菌纲 （Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃ⁃
ｔｅｒｉａ） ７􀆰 ７％， 而担子菌门 （Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ） 和螺旋体

纲 （Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｉａ） 相对丰度最低 （１􀆰 １％） （图 １Ａ）。
澳杜湖羊和多浪羊肺组织微生物组成具有高度相似性

（图 １Ｂ）。

Ａ． 纲水平上的分布比例； Ｂ． 微生物数量比较。

图 １　 绵羊肺组织中微生物群落的分布情况
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２􀆰 １􀆰 ２　 种水平的肺组织致病微生物

从 ２ 种绵羊肺组织中共鉴定到 １３ 种主要病原。
丰度排名前 ３ 的致病菌为肺炎克雷伯菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ）、 多 杀 性 巴 氏 杆 菌 （ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ
ｍｕｌｔｏｃｉｄａ） 和溶血性曼氏杆菌 （Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａ ｈａｅｍｏｌｙｔ⁃

ｉｃａ） （图 ２Ａ）； 主要病毒包括 ＪＳＲＶ、 绵羊地方性鼻

肿瘤病毒 （ｏｖｉｎｅ ｅｎｚｏｏｔｉｃ ｎａｓａｌ ｔｕｍｏｒ ｖｉｒｕｓ） 和山羊地

方性鼻肿瘤病毒 （ｅｎｚｏｏｔｉｃ ｎａｓａｌ ｔｕｍｏｕｒ ｖｉｒｕｓ ｏｆ ｇｏａｔｓ）
（图 ２Ｂ）。 绵羊肺腺瘤病毒的丰度显著高于其他病原。

Ａ． 致病菌； Ｂ． 病毒。

图 ２　 感染绵羊肺组织主要致病微生物丰度热图

２􀆰 １􀆰 ３　 肺组织直系同源基因组表达情况

对绵羊肺组织成功注释了 ３ １７０ 个基因， 并对每

个基因所属的直系同源基因组进行了分类， 共分为

２２ 个类别。 各直系同源基因组功能分配如图 ３ 所示，
功能未知 ４１％， 信号转导机制 ２０􀆰 ６％， 细胞内运输、
分泌与囊泡运输 １０􀆰 ７％， 转录 １０􀆰 １％， 辅酶运输和

代谢 ６􀆰 ９％。 进一步对比 ２ 个品种发现， 澳杜湖羊将

更多能量用于 ＲＮＡ 加工和修饰， 而多浪羊在碳水化

合物和次生代谢物的运输和代谢上更为活跃， 并将更

多能量用于防御机制 （图 ４）。
２􀆰 ２　 肺组织 ＪＳＲＶ 感染的 ＰＣＲ 鉴定

利用所设计的 ＧＡＧ 基因特异性引物， 从感染绵

羊肺组织提取的基因组 ＤＮＡ 中扩增到约 １ ８４３ ｂｐ 条

带， 与预期大小一致， 阴性对照无扩增条带 （图 ５）。
２􀆰 ３　 肺组织促炎细胞因子检测

用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 对感染绵羊肺组织进行促炎细胞因

子的检测， 结果显示 （图 ６）， ＩＬ － １β 和 ＴＮＦ － α
ｍＲＮＡ 表达水平在澳杜湖羊与多浪羊绵羊肺组织中均

无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

Ｂ． 染色质结构和动态； Ｃ． 能量产生和转换； Ｄ． 细胞周期控制，
细胞分裂， 染色体分裂； Ｅ． 氨基酸运输和代谢； Ｆ． 核苷酸运输和代

谢； Ｈ． 辅酶运输和代谢； Ｊ． 翻译， 核糖体结构和生物合成； Ｋ． 转录；
Ｌ． 复制， 重组和修复； Ｏ． 翻译后修饰， 蛋白质周转， 分子伴侣； Ｐ．
无机离子运输和代谢； Ｓ． 功能未知； Ｔ． 信号转导机制； Ｕ． 细胞内运

输， 分泌和囊泡运输； Ｗ． 胞外结构； Ｚ． 细胞骨架。

图 ３　 绵羊肺组织中直系同源基因组相对丰度表达情况
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图 ４　 澳杜湖羊和多浪羊肺组织中直系同源基因组相对丰度表达情况差异比较

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ２０００； １􀆰 无模板对照； ２～２４􀆰 肺组织提取目的基因 ＰＣＲ 产物。

图 ５　 澳杜湖羊 （Ａ） 和多浪羊 （Ｂ） ＧＡＧ 基因 ＰＣＲ 扩增

图 ６　 肺组织促炎细胞因子 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测

３　 讨论

随着集约化养殖的推广， 绵羊呼吸系统疾病的发

病率显著上升， 且病原种类呈现多样化趋势［１９］。 目

前， 关于绵羊肺部微生物群的宏基因组测序研究较

少。 本研究系统分析了澳杜湖三元杂交羊和多浪羊的

肺部微生物群落及基因功能结构， 以增进对绵羊呼吸

道微生物群的理解， 并为相关基因功能研究提供

参考。
随着养羊业的发展， 抗病育种已经成为研究热

点。 我国地方绵羊品种资源丰富， 高抗病力是其重要

特性之一。 研究发现， 不同品种的绵羊对疾病的抗性
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机制不同［２０］。 多浪羊是新疆地区的著名本土品种，
具有全年发情并且对各种疾病的强烈抵抗力的特

性［２１］。 而施会彬等［２２］研究发现澳杜湖羊具有良好的

改良效果和明显的杂种优势， 具有较强的抗病力和适

应性。 对地方绵羊品种和多元杂交品种的抗病机理进

行研究， 可以为绵羊抗病性能的遗传改良提供基础，
进而提高绵羊的生产力。

研究揭示， 变形菌门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、 厚壁菌

门 （Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） 以及拟杆菌门 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） 是绵

羊肺组织中的主要菌群， 这一结果与先前在人类及其

他动物中的研究发现相一致［２３－２５］。 然而， 这些菌群

的丰度会随着肺部损伤程度的不同而有所差异［２６］。
Ｍｉａｏ 等［２７］的研究表明， 在健康与患病的肺组织中均

能检测到通常分布于瘤胃的常见细菌。 本研究亦观察

到， 一些通常存在于瘤胃环境中的菌种出现在肺部，
这可能与反刍动物的反刍行为使得瘤胃菌群更易迁移

到肺部有关［２８］。
对肺组织主要病原的分析揭示， 澳杜湖羊与多浪

羊在微生物多样性及丰度方面不存在显著统计学差

异。 这一结果可能归因于 ２ 种品种羊在相同的饲养环

境下的共同暴露， 这与 Ｏ􀆳Ｄｗｙｅｒ 等［２９］ 研究一致。 研

究发现， 尽管该群体的感染水平一致， 但其病变程度

存在显著差异。 鉴于所有个体均处于相同的饲养环

境， 推测个体间免疫调控的差异可能是导致病变程度

不同的主要因素。 Ｃｈａｒｐｅｎｔｉｅｒ 等［３０］ 的研究亦指出，
宿主的免疫状态对病原感染的最终结果具有显著影

响， 这一发现与 Ｎａｒａｙａｎａｎ 等［３１］关于病毒感染与宿主

先天免疫关系的研究结论相吻合。
研究利用宏基因组鉴定出 １３ 种关键肺组织病原

微生物， 陈璐瑶等［３２］ 利用宏基因组从桃红岭梅花鹿

粪便样品中共检测出潜在病原 ３４ 属 ６３ 种， 其中肺炎

克雷伯菌和多杀性巴氏杆菌在本研究中同样检测到，
说明这 ２ 种病原微生物可感染多种动物。 根据物种注

释丰度分析结果， 绵羊肺腺瘤病毒被鉴定为该群绵羊

的主要致病因子。 由于受感染绵羊体内缺乏绵羊肺腺

瘤病毒特异性抗体， 因此无法使用血清学检测感

染［３３］。 与核酸探针杂交技术相比， ＰＣＲ 技术特异性

和重复性较好且操作简单， 便于该病的早期快速诊

断［３４］。 本研究参考骆丹等［１７］ 建立的绵羊肺腺瘤病毒

ＰＣＲ 检测方法， 对宏基因组测序结果进一步验证，
成功扩增出目标条带。 宏基因组测序技术在动物疫病

监测与疑难病原体快速鉴定领域展现出显著优势， 为

疾病诊断及流行病学调查提供了有力的技术支撑［３５］。
准确鉴定直系同源序列对于蛋白质功能的推断至

关重要［３６］。 依据分析结果， 肺部微生物在信号传导、
物质运输、 转录等过程中显示出显著的能量消耗； 澳

杜湖羊对 ＲＮＡ 加工与修饰的高能量投入可能反映其

对基因表达精准调控的需求。 澳杜湖羊作为杂交品种

可能存在杂种优势， 但同时也可能面临基因表达不稳

定的问题。 需通过表观遗传调控或 ＲＮＡ 修饰优化蛋

白质合成效率， 从而稳定基因表达， 以适应快速生长

或应对复杂病原压力［３７］。 多浪羊在碳水化合物代谢

及次生代谢物运输上的高表达， 推测其肺微生物组可

能通过发酵代谢为宿主提供能量或免疫调节分子［３８］。
高表达的防御机制可能是由于在病原体压力的选择作

用下， 绵羊通过表观遗传记忆与微生物组的共同进

化， 形成了预存防御表型。
促炎细胞因子检测结果表明， 在澳杜湖羊和多浪

羊体内， 促炎细胞因子的水平均有所升高， 免疫应答

上表现出相似的适应性。 依据同源基因组表达分析，
推测澳杜湖羊通过细胞内运输、 分泌作用、 囊泡运输

以及信号转导途径对病原体进行抵抗。 而多浪羊则通

过增强与防御机制相关的基因功能， 提升了其对病原

体的抗性。

４　 结论

本研究通过对绵羊呼吸系统疾病样本的肺组织进

行深入分析， 成功鉴定出 １３ 种关键的呼吸道病原微

生物； 通过对比分析澳杜湖羊与多浪羊肺组织中微生

物同源基因组的表达情况， 为抗病育种提供了参考，
即： 澳杜湖羊的 ＲＮＡ 加工优势可导向基因治疗靶点

的开发， 而多浪羊的防御强化特征则具备抗病材料选

育的价值。
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