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新西兰兔发情与结肠微生物关联性研究
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摘要： 旨在探究与新西兰白兔发情相关的雌二醇 （Ｅ２） 激素和肠道微生物的关系。 通过外阴发情鉴定选择间情期 （ＵＮ 组） 和发情期 （ＥＳ 组）
的母兔， 使用酶联免疫吸附测定 （ＥＬＩＳＡ） 检测血浆 Ｅ２ 激素水平， 宏基因组学方法测定结肠微生物组成和功能， 并分析与发情状态的关联性。
结果： 通过宏基因组测序对样本进行物种注释和功能分析发现， 新西兰白兔 ＵＮ 组结肠微生物的丰度显著高于 ＥＳ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中 α－变形菌

纲 （Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 是 ＥＳ 组代表菌种， 假黄解菌属 （Ｐｓｅｕｄｏｆｌａｖｏｎｉｆｒａｃｔｏｒ） 和鼠乙酸杆菌 （Ａｃｅｔａｔｉｆａｃｔｏｒ ｍｕｒｉｓ） 是 ＵＮ 组代表菌； 京都基因与

基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 功能差异分析发现， 与氨基酸代谢、 碳水化合物代谢等相关的微生物丰度在 ＵＮ 组较高， 而聚糖的生物合成和代谢、
细胞生长与死亡和信号转导相对丰度在 ＥＳ 组中较高； 通过碳水化合物活性酶 （ＣＡＺｙ） 差异分析发现糖苷水解酶 ＵＮ 组显著富集 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 多

糖裂解酶、 糖酯酶、 氧化还原酶在 ＥＳ 组显著富集 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 相关性分析显示结肠微生物组成和功能与发情状态和血浆 Ｅ２水平显著相关 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 综上所述， 本试验结果初步表明结肠微生物组成在母兔不同发情状态时存在显著差异， 为新西兰白兔发情机制研究提供方向。
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　 　 发情作为动物繁殖周期的初始阶段之一， 对母兔

妊娠率具有直接影响［１］。 研究母兔发情机制可优化

兔场养殖模式， 提高母兔繁殖力与利用率［２］。 发情

是机体的正常生理过程， 需要机体多系统调节配合。
肠道菌群数量庞大， 结构复杂， 被越来越多的研究人

员认为是影响机体发情的潜在因素［３］。 因此对新西

兰白兔肠道微生物与发情关联的研究具有重要意义。
研究表明， 雌性不同生殖生理阶段肠道微生物的

组成会发生改变。 大白猪×荷兰长白猪后代母猪粪便

中梭菌属、 脱硫弧菌属和普氏菌属的丰度随着妊娠的

进程而增加， 在断奶时则减少［４］； 高繁殖力的梅山

母猪肠道微生物多样性高于低繁殖力梅山母猪［５］；
断奶后正常发情的母猪肠道富含乳酸菌和拟杆菌， 而

断奶后不发情的母猪链球菌属、 梭菌属等相对丰度更

高［６］。 发情期湖羊直肠内容物中厚壁菌门相对丰度

显著低于发情前， 而拟杆菌门占比则在发情期时显著

升高［７］。 Ｗｕ 等［８］研究西门塔尔奶牛同期发情处理过

程中肠道菌群的变化， 认为雌二醇 （Ｅ２） 可能介导

肠道微生物 α 多样性指数、 β 多样性指数和生物标志

物等的变化。 李智鹏［９］ 研究发现， 自然发情与人工

诱导发情方式对滇南小耳猪肠道微生物具有显著影

响。 以上研究结果揭示发情周期的变化可能影响肠道

菌群的组成。
同时， 肠道微生物也可反作用于动物体， 影响其

发情状态。 唐义梅［１０］ 将初情期更早的梅山猪粪便移

植给长白×大白后代母猪， 导致受体的初情期提前，
且发情周期中雌激素浓度升高。 接受健康大鼠的乳酸

菌和粪便细菌移植能够使绝大多数多囊卵巢综合征大

鼠的卵巢形态逐渐正常化［１１］。 研究表明， 肠道菌群

可能通过编码多种类固醇酶来调节局部和全身的性类

固醇激素水平［１２］。 Ｋｗａ 等［１３］ 研究发现肠道细菌衍生

的 β－葡萄糖醛酸酶 （β－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ， ＧＵＳ）， β－葡
萄糖苷酶和羟基类固醇脱氢酶 （ ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄ ｄｅｈｙ⁃
ｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＨＳＤ）， 可将共轭雌激素转化为游离态，
从而促进雌激素被重新吸收到肠肝循环中。 这些研究

表明， 肠道微生物影响了宿主的生殖生理。
为了探究家兔发情与肠道微生物之间的关联， 本

研究采集发情期和间情期的新西兰白兔结肠内容物进

行宏基因组测序， 并检测血浆 Ｅ２水平及外阴发情鉴

定相关数据， 对肠道微生物及相关数据进行联合分

析， 为后续研究家兔发情调控提供新的参考依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验样本采集

选择福建省春龙农牧科技有限公司提供的健康、
体重 （１􀆰 ７５±０􀆰 ２５） ｋｇ 的成年 （１３０ ～ １３５ 日龄） 未

经产新西兰白兔作为研究对象。 在光照 １６ ｈ， （２４±
２）℃条件下， 每日 ０８： ００ 与 １６： ００ 观察新西兰白兔

外阴色泽、 肿胀度及接受爬跨反应， 连续记录 ２ 个完

整发情周期 （周期长度 ８ ～ １５ ｄ）。 依据末次周期表

现， 于间情期 （１～６ ｄ） 选取外阴苍白、 无肿胀母兔

４ 只， 设为 ＵＮ 组； 于发情期 （７ ～ １１ ｄ） 选取外阴

大、 红、 轻度水肿母兔 ５ 只， 设为 ＥＳ 组。 使用负压

抗凝采血管进行耳缘静脉采血， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心， 获得血浆， －２０ ℃保存， 用于后续血浆 Ｅ２水平

检测。 使用过量异氟烷麻醉至家兔呼吸、 心跳完全停

滞， 角膜反射消失。 立即沿腹白线切开， 避免刺破肠

道， 取中段结肠， 使用一次性无菌勺采集兔结肠内容

物转移至 ２ ｍＬ 无菌冻存管， 液氮速冻后 －８０ ℃ 保

存， 用于后续宏基因组测序。
１􀆰 ２　 Ｅ２激素水平检测

严格按照 ＱｕｉｃＫｅｙ Ｐｒｏ －兔 Ｅ２ （ＥＬＩＳＡ） 试剂盒

（ＪＬ２６３５６， 检测范围： １５􀆰 ６３～１ ０００ ｐｇ ／ ｍＬ， 灵敏度：
５􀆰 ６５ ｐｇ ／ ｍＬ， 武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司）
说明操作检测 ＵＮ 组和 ＥＳ 组 Ｅ２水平。
１􀆰 ３　 宏基因组学

使用天根生化科技 （北京） 有限公司 ＤＰ７０５ 试

剂盒提取结肠内容物样本 ＤＮＡ， 并进行浓度和完整

性检测， 合格的微生物 ＤＮＡ 样本用于后续测序。 使

用 ＶＡＨＴＳ® Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ ｆｏｒ
ＩＩＩｕｍｉｎａ ＮＤ６１７ 试剂盒将合格样本 ＤＮＡ 打断并建立

测序文库， 文库质检合格后用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序仪进行测

序。 使用 Ｆａｓｔｐ［１４］软件， 进行接头和低质量序列的过

滤， 然后利用 Ｂｏｗｔｉｅ２［１５］ 软件同宿主基因组序列

（Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ＿ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ． ＵＭ ＮＺＷ １􀆰 ０） 进行比对， 去

除宿主污染， 得到有效序列 （ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ）。 使用软

件 ＭＥＧＡＨＩＴ［１６］进行宏基因组组装、 过滤。 采用质量

评估工具 ＱＵＡＳＴ［１７］去除冗余基因集。 比对到非冗余

蛋白数据库 （ＮＲ） 的物种信息， 得到样品的物种组

成和相对丰度信息。 使用线性判别分析效应大小

（ＬＥｆＳｅ） 获得不同组间具有统计学差异的标志微生

物。 分别使用京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ）
和碳水化合物活性酶 （ＣＡＺｙ） ［１８］ 数据库对基因功能

进行注释和功能富集分析， 利用宏基因组图谱统计分

析 ＳＴＡＭＰ 软件［１９］进行差异分析与结果展示。
１􀆰 ４　 数据统计与分析

使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２２ 绘制 ＥＬＩＳＡ 标准曲线， 并计算

血浆 Ｅ２浓度， 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 通过 Ｗｅｌｃｈ􀆳ｓ ｔ－
ｔｅｓｔ 对数据进行差异性检验并绘图， 数据表示为 “平
均数±标准误”。 使用 ＬＥｆＳｅ 分析［２０］ 筛选组间差异菌

群。 通过 ＳＴＡＭＰ 软件， 使用 Ｗｅｌｃｈ􀆳ｓ ｔ－ｔｅｓｔ 方法， 设

置 ９５％置信区间， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为标准进行菌群功能差
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异分析。 相关性分析使用 Ｓｐｅａｒｍａｎ［２１］ 相关检验， 筛

选相关系数 ｜ ｒ ｜ ＞０􀆰 ５， Ｐ＜０􀆰 ０５ 的数据组。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 母兔发情状态鉴定

如图 １Ａ 所示， ＵＮ 组母兔外阴呈现白色， ＥＳ 组

母兔外阴呈现红肿、 湿润状态。 为了进一步确认母兔

的发情状态， 通过 ＥＬＩＳＡ 测定母兔血浆 Ｅ２浓度。 如

图 １Ｂ 所示， ＥＳ 组血浆 Ｅ２水平显著高于 ＵＮ 组母兔

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 结合外阴部黏膜状态， 表明 ＥＳ 组母兔处

于发情盛期。

Ａ． 不同发情阶段外阴部黏膜特征； Ｂ． 血浆 Ｅ２浓度。 ∗∗表示差

异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 １　 母兔发情状态鉴定

２􀆰 ２　 结肠微生物群落 α多样性分析

如表 １ 所示， 在种分类水平上使用 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数

分析样本物种多样性， Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数分析样本物种优

势度， 使用 Ｃｈａｏ１ 指数和 Ａｃｅ 指数来衡量样本物种丰

富度。 结果可见， ＵＮ 组 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数显著高于 ＥＳ 组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｓｉｍｐｓｏｎ、 Ｃｈａｏ１ 和 Ａｃｅ 指数组间无显著

差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

表 １　 微生物 α多样性分析

指数 ＵＮ 组 ＥＳ 组

Ｓｈａｎｎｏｎ ６􀆰 ４９±０􀆰 ０４∗ ６􀆰 ３８±０􀆰 ０８

Ｓｉｍｐｓｏｎ ０􀆰 ９９０ ０±０􀆰 ０００ ７ ０􀆰 ９９０ ０±０􀆰 ０００ ７

Ａｃｅ １１ １４４􀆰 ４５±２６２􀆰 １２ １０ ９８４􀆰 ６１±５８４􀆰 ２１

Ｃｈａｏ１ １１ １２９􀆰 ３８±２６１􀆰 ９６ １０ ９６９􀆰 ８０±５８３􀆰 ３１

　 　 注： ∗表示组间差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ３　 结肠微生物分类组成分析

结肠微生物的门、 属和种水平丰度分析对非冗余

基因进行物种注释后共获得 ２０ ５２０ 个物种注释， 分

别属于 ６ 界， １９８ 门， ７６８ 科， ３ ３２３ 属。 通过对不同

分类水平上新西兰白兔结肠内容物微生物组成及占比

分析发现， 界水平上， 新西兰白兔结肠内容物中微生

物可分为细菌、 真核生物、 原生生物、 真菌、 古生菌

和病毒。 门水平上， 微生物丰度排名前 １０ 的为厚壁

菌门 （Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、 拟杆菌门 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、 软壁

菌门 （Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ）、 变形菌门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、 疣

微菌门 （Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、 放线菌门 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅ⁃
ｒｉａ）、 候选糖细菌门 （ Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ ＿Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ）、
广 古 菌 门 （ Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ ）、 候 选 黑 细 菌 门

（Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｍｅｌａｉｎａｂａｃｔｅｒｉａ） 和尾噬菌体门 （Ｕｒｏｖｉｒｉ⁃
ｃｏｔａ） （图 ２）。 属水平上， 微生物丰度排名前 １０ 的为

梭菌属 （Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、 瘤胃球菌属 （Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）、
拟杆菌属 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、 支原体属 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ）、
真细菌属 （Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、 阿克曼菌 （Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、
普雷沃氏菌属 （Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）、 另枝菌属 （ Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ）、
颤螺菌属 （Ｏｓｃｉｌｌｉｂａｃｔｅｒ） 和假黄解菌属 （Ｐｓｅｕｄｏｆｌａ⁃
ｖｏｎｉｆｒａｃｔｏｒ） （图 ３）。
２􀆰 ４　 微生物 ＬＥｆＳｅ 检验分析

为了揭示结肠微生物的组成差异， 利用 ＬＥｆＳｅ 检

验 （Ｐ＜０􀆰 ０５， ＬＤＡ＞３􀆰 ５） 在微生物各分类水平上对

ＵＮ 和 ＥＳ 组丰富度进行差异分析， 通过 ＬＤＡ 值分布

柱状图显示其丰富度差异， 通过物种进化树显示微生

物的分类关系。 如图 ４ 所示， 二者在门水平上没有差

异； 在纲水平上， α－变形菌纲 （Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）
在 ＥＳ 组显著富集； 属水平上， 乙酸杆菌属 （Ａｃｅｔａｔｉ⁃
ｆａｃｔｏｒ） 和假黄解菌属在 ＵＮ 组显著富集； 种水平上，
鼠乙酸杆菌 （Ａｃｅｔａｔｉｆａｃｔｏｒ ｍｕｒｉｓ） 在 ＵＮ 组显著富集。
２􀆰 ５　 结肠微生物功能注释及差异分析

分析不同时期微生物群落的丰度差异， 并进行

ＫＥＧＧ 富集分析， 共发现 ４１ 个差异通路， 此处选择

排名前 ７ 的 ＫＥＧＧ 差异通路进行展示。 如图 ５ 所示，
ＥＳ 组中乙苯降解 （ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）、 糠醛降

解 （ ｆｕｒｆｕｒａｌ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ）、 氰 基 氨 基 酸 代 谢

（ｃｙａｎａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） 等通路显著富集 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； ＵＮ 组中苯丙烷生物合成 （ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ） 和万古霉素类抗生素生物合成 （ｂｉｏｓｙｎ⁃
ｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ） 显著增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。
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图 ２　 门水平微生物相对丰度分析

图 ３　 属水平微生物相对丰度分析

Ａ． ＬＥｆＳｅ 检验进化分支图； Ｂ． ＬＤＡ 值分布柱状图。

图 ４　 结肠微生物的组成差异分析
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图 ５　 不同发情期微生物 ＫＥＧＧ 差异通路 （排名前 ７）

２􀆰 ６　 微生物群 ＣＡＺｙ 差异分析

使用 ＳＴＡＭＰ 软件分析不同发情阶段 ＣＡＺｙ 的丰

度差异， 得到 ２２ 个差异显著的 ＣＡＺｙ。 如图 ６ 所示，
其中糖苷水解酶 （ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ， ＧＨｓ） 类有 ９
个， 分别是 ＧＨ２５、 ＧＨ３３、 ＧＨ７３、 ＧＨ７９、 ＧＨ１１２、
ＧＨ１２５、 ＧＨ１２７、 ＧＨ１３９ 和 ＧＨ１４３， 在 ＵＮ 组中的丰

度均显著高于 ＥＳ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 多糖裂解酶 （ｐｏｌｙ⁃
ｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｌｙａｓｅｓ， ＰＬｓ） 类中差异显著的有 ５ 个， 包

括 ＰＬ２、 ＰＬ４、 ＰＬ１５、 ＰＬ３３ 和 ＰＬ９， 其中 ＰＬ４ 在 ＥＳ
组中的丰度显著高于 ＵＮ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其余 ４ 个则

在 ＵＮ 组中丰度更高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 碳水化合物结合结

构域 （ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ－ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｕｌｅｓ， ＣＢＭｓ） 类中差

异显著的有 ６ 个， 分别是 ＣＢＭ１、 ＣＢＭ２、 ＣＢＭ６、
ＣＢＭ１３、 ＣＢＭ６２ 和 ＣＢＭ８９， 除 ＣＢＭ２ 外其余 ５ 个

ＣＢＭｓ 均在 ＥＳ 组中显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 糖酯酶

（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｅｓｔｅｒａｓｅｓ， ＣＥｓ） 类， 氧化还原酶 （ａｕｘ⁃
ｉｌｉａｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ， ＡＡｓ） 类和糖基转移酶 （ ｇｌｙｃｏｓｙｌ⁃
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ， ＧＴｓ） 类中的 ＣＥ１５、 ＡＡ９ 和 ＧＴ４ 在 ＥＳ
组中的丰度显著高于 ＵＮ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ６　 微生物群 ＣＡＺｙ 差异分析

２􀆰 ７　 发情与结肠微生物的相关性分析

２􀆰 ７􀆰 １　 血浆 Ｅ２水平和发情状态与微生物相关性分析

为了进一步了解肠道微生物与发情之间的关系，
利用两组的肠道差异微生物数据及血浆 Ｅ２水平和发

情状态基于 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关检验进行关联分析， 评估

肠道微生物变化对宿主发情的贡献。 结果如图 ７ 所

示， 在 ＥＳ 组显著富集的 α－变形菌纲 （ ｒ ＝ ０􀆰 ７５） 与

Ｅ２ （ ｒ ＝ ０􀆰 ８７） 和发情状态呈现显著正相关 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 富集在 ＵＮ 组的乙酸杆菌属 （ ｒ ＝ －０􀆰 ７７）、 假

黄解菌属 （ ｒ＝ －０􀆰 ８７） 和鼠乙酸杆菌 （ ｒ ＝ －０􀆰 ７７） 与

发情状态表现为显著负相关 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但与 Ｅ２无

显著相关性。
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∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。 下同。

图 ７　 血浆 Ｅ２水平和发情状态与微生物的相关性聚类热图分析

２􀆰 ７􀆰 ２　 血浆 Ｅ２水平和发情状态与 ＫＥＧＧ 通路相关性

分析

为了评估肠道微生物功能与发情之间的关系， 使

用 ＳＴＡＭＰ 分析筛选得到的 ＫＥＧＧ 差异通路与 Ｅ２和发

情状态基于 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关检验， 分析肠道微生物功

能对宿主发情的贡献。 结果如图 ８ 所示， 血浆 Ｅ２与

乙苯降解 （ ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｅｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ， ｋｏ００６４２） （ ｒ ＝
０􀆰 ８）， 细胞周期 （ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ， ｋｏ０４１１０） （ ｒ ＝ ０􀆰 ７６），
磷 脂 酶 Ｄ 信 号 通 路 （ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ， ｋｏ０４０７２） （ ｒ ＝ ０􀆰 ７） 呈现显著正相关 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与细胞周期－酵母（ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ－ｙｅａｓｔ，ｋｏ０４１１１）
（ ｒ ＝ ０􀆰 ８６）和细胞衰老（ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ，ｋｏ０４２１８）
（ ｒ＝ ０􀆰 ８６） 呈极显著正相关 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与糠醛降解

（ｆｕｒｆｕｒａｌ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ， ｋｏ００３６５） （ ｒ ＝ －０􀆰 ７１）， 氰胺酸

代谢 （ ｃｙａｎｏａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｋｏ００４６０ ） （ ｒ ＝
－０􀆰 ７１） 和次生代谢 （ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ９９９８８）

（ ｒ＝ －０􀆰 ７３） 呈现显著负相关 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与各种次

生代谢物的生物合成－３ （ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｅｃ⁃
ｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ － ｐａｒｔ ３， ｋｏ００９９７） （ ｒ＝ －０􀆰 ８５， Ｐ＜
０􀆰 ０１） 呈极显著负相关。 与发情状态显著相关的

ＫＥＧＧ 通路数量大于血浆 Ｅ２， 且相关通路具有重合，
其中 ｋｏ０４０７２ （ ｒ＝ ０􀆰 ７７）， ｋｏ０４２１８ （ ｒ ＝ ０􀆰 ７７）， 糖胺

聚糖生物合成－硫酸肝素 ／肝素 （ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ ｂｉ⁃
ｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ － ｈｅｐａｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ／ ｈｅｐａｒｉｎ， ｋｏ００５３４ ） （ ｒ ＝
０􀆰 ７７）， 轴突再生 （ ａｘｏｎ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ， ｋｏ０４３６１） （ ｒ ＝
０􀆰 ６９）， ｋｏ０５１３５（ ｒ＝ ０􀆰 ６９）和抗利尿激素调节水的再

吸 收 （ ｖａｓｏｐｒｅｓｓｉｎ － ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｗａｔｅｒ ｒｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ，
ｋｏ０４９６２）（ ｒ ＝ ０􀆰 ６９） 与发情状态呈显著正相关 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； ｋｏ００６４２ （ ｒ ＝ ０􀆰 ８６）， ｋｏ０４１１０ （ ｒ ＝ ０􀆰 ８６），
ｋｏ０４１１１ （ ｒ ＝ ０􀆰 ８６）， 磷脂酰肌醇信号系统 （ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏ⁃ｓｉｔｏｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ， ｋｏ０４０７０）（ ｒ＝ ０􀆰 ８６），
ｋｏ０５１３３ （ ｒ＝ ０􀆰 ８６） 和 ｋｏ０５１６０ （ ｒ ＝ ０􀆰 ８６） 与发情状

态呈 极 显 著 正 相 关 （ Ｐ＜ ０􀆰 ０１ ）； ｋｏ００４６０ （ ｒ ＝
－０􀆰 ７７）， 碳青霉烯生物合成（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，
ｋｏ００３３２） （ ｒ＝ －０􀆰 ７７）， 苯甲酸降解 （Ｂｅｎｚｏａｔｅ ｄｅｇｒａ⁃
ｄａｔｉｏｎ， ｋｏ００３６２） （ ｒ ＝ －０􀆰 ７７）， 氨基酸代谢 （ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ９９９８５） （ ｒ＝ －０􀆰 ６９）， 黄酮和黄酮醇

的 生 物 合 成 （ ｆｌａｖｏｎｅ ａｎｄ ｆｌａｖｏｎｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，
ｋｏ００９４４） （ ｒ＝ －０􀆰 ６９） 和 ＡＢＣ 转运蛋白 （ＡＢＣ ｔｒａｎｓ⁃
ｐｏｒｔｅｒｓ， ｋｏ０２０１０） （ ｒ ＝ －０􀆰 ６９） 与发情状态呈现显著

负相关 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ｋｏ００９９７ （ ｒ ＝ －０􀆰 ８６）， 万古霉素

类抗生素 的 生 物 合 成 （ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ
ｇｒｏｕｐ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ， ｋｏ０１０５５） （ ｒ＝ －０􀆰 ８６）， 苯丙烷生物

合成 （ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ｋｏ００９４０ ） （ ｒ ＝
－０􀆰 ８６）， ９９９８８ （ ｒ ＝ －０􀆰 ８６） 和 ｋｏ００３６５ （ ｒ ＝ －０􀆰 ８６）
与发情状态呈极显著负相关 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ８　 血浆 Ｅ２水平和发情状态与 ＫＥＧＧ 通路的相关性聚类热图分析

２􀆰 ７􀆰 ３　 血浆 Ｅ２水平和发情状态与 ＣＡＺｙ 相关性分析

为了评估肠道微生物 ＣＡＺｙ 与发情之间的关系，
使用 ＳＴＡＭＰ 分析筛选得到的差异 ＣＡＺｙ 与 Ｅ２和发情

状态基于 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关检验， 进行关联分析， 分析

肠道微生物 ＣＡＺｙ 对宿主发情的贡献。 结果如图 ９ 所

示， Ｅ２与 ＡＡ９ （ ｒ＝ ０􀆰 ８） 和 ＣＢＭ１ （ ｒ ＝ ０􀆰 ８） 呈现显
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著正相关 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＣＢＭ８９ （ ｒ＝ ０􀆰 ８３）呈极显著

正相关 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与 ＧＨ１４３ （ ｒ ＝ － ０􀆰 ７８）、 ＧＨ７３
（ ｒ＝ － ０􀆰 ７６）、 ＧＨ３３ （ ｒ ＝ － ０􀆰 ７５） 和 ＧＨ１３９ （ ｒ ＝
－０􀆰 ７５） 呈现显著负相关 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＧＨ１２７ （ ｒ ＝
－０􀆰 ８３） 和 ＰＬ２ （ ｒ ＝ －０􀆰 ８６） 呈极显著负相关 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 发情状态与 ＡＡ９ （ ｒ ＝ ０􀆰 ７７）、 ＣＢＭ１ （ ｒ ＝
０􀆰 ７７）、 ＣＢＭ１３ （ ｒ ＝ ０􀆰 ６９）、 ＣＢＭ６２ （ ｒ ＝ ０􀆰 ６９） 和

ＣＥ１５ （ ｒ ＝ ０􀆰 ６９） 呈现显著正相关 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与

ＰＬ４ （ ｒ＝ ０􀆰 ８６） 和 ＣＢＭ８９ （ ｒ ＝ ０􀆰 ８６） 呈极显著正相

关 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与 ＧＨ７３ （ ｒ ＝ － ０􀆰 ７７）、 ＰＬ３３ （ ｒ ＝
－０􀆰 ７７）、 ＰＬ１５ （ ｒ ＝ － ０􀆰 ７７） 和 ＧＨ１３９ （ ｒ ＝ － ０􀆰 ６９）
呈现显著负相关 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＧＨ１２７ （ ｒ＝ －０􀆰 ８６）、
ＰＬ２ （ ｒ＝ － ０􀆰 ８６）、 ＧＨ３３ （ ｒ ＝ －０􀆰 ８６）、 ＧＨ１１２ （ ｒ ＝
－０􀆰 ８６） 呈极显著负相关 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｅ２和发情状

态相关的 ＣＡＺｙ 有区别， 如 ＰＬ４、 ＣＢＭ６２、 ＣＢＭ１３ 和

ＣＥ１５ 与发情状态表现显著正相关， 与 Ｅ２ 无显著相

关； 而 ＧＨ１４３ 则与 Ｅ２呈显著负相关， 与发情状态无

显著相关。

图 ９　 血浆 Ｅ２水平和发情状态与 ＣＡＺｙ 的相关性聚类热图分析

３　 讨论

胃肠道内容物携带大量微生物， 可反映肠道微生

物状态和机体生理代谢现状［２２］。 传统微生物的研究

方法无法全面分析复杂庞大且未知的肠道微生物群。
宏基因组测序通过高通量测序技术对微生物群落中的

ＤＮＡ 进行测序， 计算基因丰度并注释物种和功能，
揭示微生物群落的多样性和作用［２３－２４］。 本研究中，
ＵＮ 组微生物多样性显著高于 ＥＳ 组， 两组微生物的

主要组成均为厚壁菌门、 拟杆菌门、 软壁菌门和变形

菌门。 ＬＥｆＳｅ 分析进一步发现， α－变形菌纲在 ＥＳ 组

显著富集， 而假黄解菌属和鼠乙酸杆菌在 ＵＮ 组显著

富集。
α－变形菌纲是变形菌门的一个分类， 变异性极

大， 可耐受低营养食物， 也可引起生物疾病［２５］。 靳

荣帅［２６］研究发现， 母兔发情期开始后， 采食时间逐

渐降低， 在发情盛期时达到最低。 因此， 推测本试验

ＥＳ 组 α－变形菌纲的富集可能是因为发情期开始后母

兔采食量降低而导致的。
ＵＮ 组富集的假黄解菌属和鼠乙酸杆菌均被认为

会影响肥胖及其他并发症的发展进程。 假黄解菌属是

厚壁菌门、 瘤胃球菌科的一个属， 现有研究表明其与

能量代谢和胰岛素敏感性有关。 李辞霞［２７］ 发现生酮

饮食会增加小鼠体内假黄解菌属丰度， 生酮饮食采用

极低碳水化合物摄入模式模拟饥饿环境， 使机体主要

依靠脂肪代谢产生酮体供能， 说明假黄解菌属的主要

代谢物可能是脂肪。 鼠乙酸杆菌则是一种在肥胖小鼠

肠道中发现的细菌［２８］。 对肥胖小鼠使用降胆固醇药

物， 可显著降低血糖和体脂， 推测可能是由于小鼠肠

道内鼠乙酸杆菌和肠鼠杆菌属 （Ｍｕｒｉｂａｃｕｌｕｍ） 的增

加导致的［２９］。 富集分析结果显示， ＵＮ 组中糖苷水解

酶分类的丰度显著升高， 在 ＵＮ 组中显著富集的

ＫＥＧＧ 通路也多为氨基酸代谢、 碳水化合物代谢和其

他次生代谢物的生物合成等， 与微生物变化相对应。
综上， 可推测 ＵＮ 组假黄解菌属和鼠乙酸杆菌的高丰

度会使母兔脂肪和糖代谢水平增加。
通过血浆 Ｅ２水平和发情状态与 ＫＥＧＧ 通路进行

相关性分析， 在 ＫＥＧＧ 通路中， 磷脂酶 Ｄ （ＰＬＤ） 信

号通路在 ＥＳ 组显著上调。 ＰＬＤ 信号通路是细胞内的

一种次级信号传递系统， 参与调控多种生物学过程。
肠道微生物可通过激活 ＰＬＤ 信号通路调控宿主的代

谢和免疫反应。 Ｃｈｅｎ 等［３０］ 发现， 食物摄入诱导的肠

道 Ｎ－酰基磷脂酰乙醇胺 （ＮＡＰＥ） 需要通过 ＰＬＤ 的

作用转化为 Ｎ－酰基乙醇酰胺才能发挥降低体重的作

用。 因此， ＰＬＤ 信号通路在 ＥＳ 组中上调可能引起母

兔食欲降低， 以及防止肥胖及多囊卵巢综合征的发病

率， 从而促进母兔发情。
微生物相关性分析结果显示， α－变形菌纲与 Ｅ２

和发情状态均呈现显著正相关。 Ｋｉｓｉｅｌａ 等［３１］ 研究发

现， ＨＳＤ 属于短链脱氢酶或醛酮还原酶超家族， 是
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参与类固醇激素代谢的重要酶， 而放线菌门、 变形菌

门和厚壁菌门等构成正常人类胃肠道环境的菌群大量

表达 ＨＳＤ， α－变形菌纲在 ＥＳ 组的上调可能是因为

Ｅ２上升诱导的， 与本研究结果趋势相同。 ＥＳ 组上调

的 ＫＥＧＧ 通路均与发情状态显著正相关， 说明影响

发情期肠道微生物变化的因素包括但不仅限于 Ｅ２水

平， 可能还包括其他因素。
微生物 ＧＵＳ 是由 ｕｉｄＡ 基因编码的一个结构和功

能广泛的酶群， 属于糖苷水解酶家族 ２ （ ＧＨ２）。
ＧＵＳ 是微生物调节机体 Ｅ２水平的重要物质， 且在 Ｅ２

介导的疾病中起重要调节作用， 是宿主－肠道微生物

群相互作用的重要媒介［３２］。 研究表明 ＧＵＳ 参与雌激

素代谢， 而粪便中 ＧＵＳ 活性与粪中总 Ｅ２相关［３２－３５］。
本试验未发现 ＧＵＳ 酶在两组间的差异， 可能是因为

雌激素对肠道微生物群中 ＧＵＳ 的抑制作用［３６］。 ＥＳ 组

与 ＵＮ 组血浆 Ｅ２水平的差异与其他 ＣＡＺｙ 糖苷水解酶

家族呈显著负相关， 可能为雌激素代谢调控的研究提

供了新的酶群信息。 同时血浆 Ｅ２水平明确了两组试

验兔的生理状态， 这可能是因为完全发情母兔的血浆

Ｅ２主要是由卵巢卵泡发育产生的。

４　 结论

本研究对不同发情状态的母兔进行了结肠微生物

宏基因组学及血浆 Ｅ２水平分析。 研究结果揭示， 在

不同发情状态时， 新西兰白兔肠道微生物组成、 功能

及其代谢物发生了改变。 ＥＳ 组结肠微生物丰富度显

著降低， α－变形菌纲是发情母兔的肠道代表性微生

物， ＵＮ 组母兔的肠道代表性微生物为假黄解菌属和

鼠乙酸杆菌。 ＥＳ 组母兔肠道微生物的功能基因主要

与糖的生物合成和代谢、 细胞生长与死亡和信号转导

等通路有关， ＵＮ 组母兔肠道微生物的功能基因主要

与氨基酸代谢、 碳水化合物代谢和其他次生代谢物的

生物合成等通路相关。 研究结果为进一步揭示肠道微

生物和宿主生殖生理的互作机制提供了新的依据。
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