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人类微生物菌群基因组的研究
方法（II）

鸟枪法测序对微生物进行分类

相比之下,人类病毒和噬菌体的基因组特征的识别鉴定是研究的热点,称为virome。这项工作

主要是基于鸟枪测序,尽管在病毒检测也使用寡核苷酸微阵列法。从鸟枪法的片段中检测到病毒

序列的数据,病毒基因的无需DNA抽提即可扩增。 Virome的鸟枪测序分析微生物群落(稍后讨论)

导致人类病毒的识别,以及检测已知病毒的健康受试者和原因不明的疾病。同样的,细菌噬菌体的

发现根据个体差异或疾病状态，表现出高度多样化。 

基因测序和功能的推断

宏基因组鸟枪法可以从中抽取到菌群基因内容的样本,这对于菌群功能的确定和特定组成菌

的识别有重要意义。对较小基因组成分样本的深度测序,如MetaHIT和HMP项目, 可以促进特定

基础理论



菌群中基因的识别。通过序列的读取,或先

组装成重叠群,可以与数据库中的序列数据

进行比对，如美国国立卫生研究院的基因库

GenBank，来确定哪些基因是存在。从宏基

因组数据中通过从头测序的方法预测基因也

是可能的,为序列功能的推断提供方向，即使

序列数据库中没有找到匹配。最后,通过已

知生物及其基因序列，通过对齐读取序列或

参考基因组重叠群确定其功能。这些方法使

得宏基因组序列数据可以转换成基因序列目

录，可以进一步分析。

这些基因目录可以与数据库进行比对，

如京都基因和基因组的百科全书(KEGG),根

据基因的代谢途径和过程进行分类。这种分析

提供了途径,列表识别哪些通路基因在社区和

量化基因和通路的丰度。此基因目录与代谢数

据库相比较,如碳水化合物活性酶数据库也很

有用。菌群的碳水化合物降解能力在不同的个

体不同的功能,这意味着现有微生物和代谢途

径下，菌群的碳水化合物代谢谱可以确定。

除了途径分析, 菌群中基因功能和丰富

度的确定可以使用类似的方法,例如抗药基因

或毒性因子,并能揭示出个体的病原体和抗生

素治疗的后果。功能分析是研究的重点,菌群

功能比菌种分类更重要。

运用的计算工具和策略

宏基因组测序的数据是测序和分析信

息的丰富来源。数据分析工作流程有三个阶

段：第一阶段,主要取决于应用程序对数据

的处理和过滤。16s rRNA基因测序分析的

质量非常重要这样才不会出现错误。首先处

理阅读质量, 由于有嵌合现象(由不同的16s 

rRNA基因组成的阅读框), 并需要消除低质

量碱基对和相关基因后读取其长度。鸟枪法

序列测序的数据包括重复阅读框,以及通过计

算消除被人类的序列所污染的序列。对于病

毒组的分析人类和细菌序列的消除是重要的

一步 (图1)。



图1  微生物组分析所需数据和工作分析流程。

微生物菌群样本中提取DNA、RNA和蛋白质,获得原数据和菌株。DNA可以对蛋白质组数据进行补充以及转录组分析。

在初步分析中,使用鸟枪法获取DNA序列，比对参考基因组以确定变异和菌群遗传学特性, 通过邻接片段的组装进行基因

段预测，或与数据库相比对。另外,有针对性的测序如以16s rRNA基因测序对菌群组成进行分析,在数据库中进行比对后

创建不同种属的类群和丰富度,或用软件程序分析菌群创建菌种的丰度。衍生的数据用于接下来分析生态指标或竞争性或

共生性分析。此外,鸟枪法克隆基因后与参考基因组或者数据库中的基因进行比对可以用来构建途径和菌群重构。这些分

析方法的综合应用将有助于理解不同菌群间和个体内部的差异。



读取处理后的阅读框后,第二阶段包括生

成各种衍生数据集。16s rRNA基因分析,其

类群和丰度是通过与16s rRNA序列数据库进

行比对或通过使用软件包来读取操作分类单

位（OUTs）。比较鸟枪读取基因数据库可以

通过基因库或者KEGG库,使用局部比对搜索

工具(BLAST),来生成一列相似基因和基因的

匹配度。与每个参考基因组对齐，读取其覆

盖的广度和深度。每一个数据集都可以收集

到更多的生物信息并通过进一步分析补充。

不是所有阅读框都可以匹配到数据库,因为不

是所有的基因都有测序的参考基因组。此外,

可能匹配的基因功能可能尚未阐明。这些来

历不明的序列可以是相当大的部分,并且这部

分数据的分析和结论的影响还不清楚。

第三阶段的分析使用这些数据形成系统

发育树或者其他相似的结构图来标识丰富曲

线,生物多样性和其他生态和群落结构的统计

描述符(图1)。从BLAST中构建代谢途径来确

定菌群的功能。通过与参考基因组比对确定

变异和种群遗传学来进一步分析菌群组成和

功能。计算分析也可以用来确定哪些菌种属

于共生或竞争关系,还是遵循纵向时间序列的

群落结构动态。

这些分析带来巨大的计算挑战。在蛋白

质水平比较基因数据库要求很特别，因为要

求鸟枪序列必须被翻译成多肽所翻译出的所

有六个阅读框架,并在蛋白质水平与基因数据

库进行比对。使用这种传统的BLAST在大型

数据集的对比,比如HMP,可能需要几十年,所

以使用超级计算机，或者加速BLAST程序或

二者共同使用。宏基因组分析中测序和数据

产生并不是限制因素，瓶颈是缺乏有效的软

件和足够大的计算机集群。大型数据集和计

算资源的管理与云计算服务是一个可行的选

择，得到了更多的关注。

未来的发展方向和面临的挑战

宏基因组研究已经解决了许多问题,但

随着技术的发展,又出现了新的问题。现有的

方法越来越复杂而且测序技术也长足发展。

Illumina公司平台的仪器更适合测序短的基因

组序列,拥有更快的运行速度和长的阅读框,

为宏基因组的应用提供更大的灵活性。长阅

读PacBio平台有助于区分读取来自不同生物

的序列。Oxford Nanopore的技术可以长时

间读取序列并缩短可变系统的运行时间,因此

适合微生物的应用程序。减少鸟枪测序所需

的DNA使得在较小的解剖区域的菌群检测成

为可能,如胃肠道内。短运行时工具和样本量

的减少加速微生物分析引入临床中, 更加快

速分析患者样本,并处理数量有限的材料，从

而达到研究人与微生物关系的目的，应用于

临床中治疗和预防的工具。 

使用鸟枪法的主要限制是没有大量的可

培养生物,更不用说是测序。这些生物数据库

的数据不具备代表性。菌群的鸟枪法数据拼接

为新的基因组时,由于生物丰度较低,基因序列



重叠群一般较小，并且拼接一个复杂的混合物

是很有难度的。PacBio的阅读长度和Oxford 

Nanopore工具对宏基因组的拼接等有所帮

助。对不可培养组织相关参考基因组目录的扩

展是现在研究的热点。在高通量模式下,使用

细胞归类的方法分离生物,使用单细胞DNA测

序和拼接技术,产生新的基因序列,使得鸟枪法

宏基因组分析菌群的方法更完整。

与基因组数据相关的一个问题是,它并没

有解决机体是否活着或者死于宿主防御或抗

生素治疗。然而,数据可以与转录组分析,或

蛋白质组和代谢组数据来完善,分析基因表达

和代谢的数据，特别是来自活细胞的。

人类遗传学和基因组学的同步发展为

宿主与微生物表型基因型的研究提供机会。

微生物组特征和相关的宿主基因型正在研究

中。宿主与微生物研究进展也来自免疫学和

人类与微生物的研究的结合。此外,统计方法

在微生物研究的应用也为试验设计和分析提

供了支持。

注：上述内容参考自：“Ge n om i c 

approaches to studying the human 

microbiota”



益生菌微生物——鉴定、代谢
和对家禽生理的影响

研究进展



益生菌的分离和筛选是根据特定的

菌种生理特性、在消化道中的耐受性、肠

道内增殖能力、对免疫系统的作用、抗菌

因子和定殖能力、对于加工的抵抗性以及

其功效和安全性做为标准来进行筛选决定

的，尤其是乳杆菌和双歧杆菌。

尽管将通过体外方法获得的结果应用

在体内存在困难，菌株的初步筛选仍为益

生菌筛选的第一步。不同的菌株显示不同的菌种特征，其中一些表现出强烈的拮抗活性，其他具

备优势的技术特点（如便于生产或热加工），还有一些安全性较高（如抗菌药物敏感性）。

复杂的肠道环境可能需要引入混合菌株才能达到益生效果。体外实验表明，益生菌具有病

原体排除能力。例如，在欧盟的C-EX项目中，各种肠道细菌（特别侧重于乳酸菌和双歧杆菌）

从不同的鸡的胃肠道来源分离并检测其抗菌活性、粘附性、发酵特性以及抗生素敏感性模式。如

Giemsa染色和琼脂板试验所表明的，粘附于Caco-2细胞的能力在被测试菌株中有很大的不同，

并发现是高度菌株特异性。有效的菌株具备家禽病原体抗性方面特性后，再就进一步的选择标

准，包括生长和发酵性能、PH降低、生物安全（如缺乏致病因素、药物敏感性、以及缺乏临床相

关的抗生素的质粒联抗性）来进行评估(Klose et al., 2006).

注：以上内容参考自“World's Poultry Science Journal, 2013



猪全价料产品设计定位与技术营销策略

广东旺大集团研发中心副总监。动物营养学博士。毕业后在西北农林科技大学任教，先后供

职于湖南正虹集团，江西正邦集团，陕西石羊集团等企业。从业十多年来，一直工作于猪营养与

生产的第一线，对猪产业发展有独到的见解。现在主要从事猪的前期营养研究与技术推广工作。

本次论坛中孟博士与技术人员就养猪生产的效益分析、猪全价料产品设计定位整体思路、猪全价

料产品阶段设计技术方案等问题展开深入的探讨。

在西北有句话说“家有万贯，带毛的不算”，真实反映养猪盈利的不确定性，实际在养猪生

产效益存在一个金三角，效益围绕3块开展，分别是生殖道、呼吸道和消化道，其中生殖道的健

康与成活率、产子率相关；呼吸道与仔猪的成活率相关；消化道的健康关系到猪能否长的好，只

有这三块健康好了猪场才能最终赚到钱。种猪的种质资源是重要的元素。在营养成本上比普通种

猪料在种猪经营成绩中占四成，管理人员占六成。前期料首先解决适应性问题，第二块是抵抗力

的问题，从而为后期体重的增长打下坚实的基础。

2006年在猪高热病高发时期，湖南某猪场由于在全期猪料中添加入植物提取物，没有发生疾

病的爆发，由此可见长期保健，非抗生素的使用提高动物免疫力。再例如，猪的拉稀这一常见问

题需要综合性处理方式，猪的腹泻有营养性、环境性、病毒性等类型，这是营养师要针对实际情

孟德连 博士

专家论坛



况来判断。所以如何做系统化营养，接下来

进行分析：

1、健康猪群

最好的抗病力来自猪群的健康。饲料配

方中要求无违规、违禁、超标成分的使用，

抗应激效果明显并且无二次污染。

2、系统化连续设计

所谓系统的连续性就是将健康动物交

给下一环节。产品组合更显实力，每个产品

盈利点不同。在产品设计时按照猪的生理规

律，阶段饲养，精确饲喂。分析客户的产品

结构看是否符合规律，当其前期料量大时这

种企业可能在后期料中可以通过技术手段使

其所需产品量有所突破，让客户赚到钱从而

保证客户的稳定性。

3、典型的瘦肉型猪特征是有坚实

的脊背、明显双肌臀；胴体品质

以预混料和浓缩料为主的企业都存在肉质

品质的问题，例如之前出现的黄膘肉问题。现

在主要解决滴水损失的问题，特别是南方预混

料企业，这需要一个综合性的解决方案。

4、关注客户利益，尽可能客户利

益最大化，适用的市场需要

分析强势企业的强势产品，掌握其弱点

进行产品设计企业盈利模式与产品体系的有

效结合，找到适合于本企业的盈利模式。未

来猪全价料的方向以直销为主，而非经过经

销商，当猪出现问题一般投诉首先是料的问

题，而从技术上讲，是饲养管理，80%与料

无关。以种猪料为例，实际存在两张皮的现

象，即，大料基本上使用的是规模化猪场的

水平，核心料则是商品料的水平，最终造成

种猪的淘汰问题。所以做产品应是系统连续

性。一般产品模式主要有以下几种：

1、高档育肥猪系列主要目标市场是规模

化猪场，大中型育肥猪场，将投入产出比作

为核心利益，而非价格。

2、高档种猪系列主要目标是品种猪、

规模化猪场系列，高效益需要高投入，高投

入需要明确效益。产品的基本内涵包括多，

快，好，省（即仔猪多，速度快，稳定性

好，全程耗料省）

3、通用产品系列的主要目标市场为通用

市场竞争，老市场的维护。满足主流产品的



市场特征，使之更具稳定性，上量产品。

我在产品设计的时候关注适口性和采

食量问题，即产品设计的重点，因为一般只

要正常顺利的吃下去，猪就能长。一般猪料

3140-3150就够了（以采食量计），料的成

本大约是2950-3000，一吨料省的纯利润为

40-50元，从中拿10元解决采食量和适口性的

问题并不难，当然是在抗拉稀的条件下。下

面我就以猪料适口性为例，总结提升质量的

关键控制点：

1. 降低饲料原料和成品中的粗灰分含量

（越低越好，小猪大猪料灰分约5.5，种猪料

的在6.0-6.5之间）；

2. 合理控制饲料中的粗纤维，提供适量

的膳食纤维；

3. 控制杂粕质量，减少抗营养因子和霉

菌毒素，尽可能做些前处理；

4. 注意粗脂肪含量，合理的理想脂肪

酸模型（不饱和：饱和脂肪酸 > 2.5：1；

Omega 6：Omega3 < 5：1）；

5. 减少饲料原料中的抗性淀粉含量；

6. 不同阶段理想氨基酸模型应用；

7. 净能体系应用和可利用能量与氨基酸

之间的平衡；

8. 降低日粮钙的水平（0.5-0.7%），

使用有机钙（甲酸钙或乳酸钙），降低饲料

系酸力；

9. 选用优质磷源（使用磷酸二氢钙或二

氢钾等）；

10.合理的食盐水平增加对味道的敏感性

（水平不能太低）； 

11.注意微量元素的氧化，尤其是亚铁盐

的氧化；

12.提高维生素尤其是功能性维生素的添

加量；

13.胆碱、维生素A、E、C和类葫芦素及

HYD等的合理水平；

14.合理的复合酶制剂选用和耐温性与存

留率提高；

15.筛选优异的酸化剂和抗生素替代产品；

16.减少抗生素的使用量；

17.控制鱼粉和血浆蛋白等动物副产品质

量（如IGG和VBN、酸价等）；

18.控制容易氧化变质的原料（鱼油、全

脂米糠、DDGS、全脂大豆等）；

19.减少陈化粮的使用;

20.减少原料的变异,提高稳定性,核准营

养成分; 

21.提高粉碎细度(平均颗粒度和颗粒度

分布);

22.延长调制时间和质量;

23.使用好的颗粒饲料(注意大小);

24.采用膨化原料和成品膨化技术(注意

温度和熟化度);

25.控制饲料的水分(14%以上水分会降

低适口性)的控制主要与蒸汽的饱和度，冷凝

水的排放和喂料速度相关联;

26.颗粒饲料的硬度会降低适口性，原料

选择和环膜的压力比相关5.5-6.0，加入小麦

后4.5-5，教槽保育料中由于加入乳清粉大概

4.5左右;

27.注意颗粒的含粉率,提高颗粒耐久度;



28.添加好的油脂和乳化剂;

29.减少混合机中油脂添加,采用后喷涂

技术;

30. 不要添加劣质诱食剂; 

19.不要过量使用甜味剂;

32. 谷物粉碎细度提高,玉米每降低100

微米,增重提高1.3%;

33.使用短链脂肪酸(如包膜丁酸钠)可以

改善肠道健康,增加诱食效果,提供肠道动能;

34.添加谷氨酰胺等改善肠道绒毛和吸收;

35.添加好的益生素或益生源(MOS,糖

蜜等); 

36.注意抗生素的剂型和拮抗; 

以上四点是在动物肠道中综合发挥作用

的，他们需要提高营养的消化利用率，提高

肠道营养，还要维护肠道的健康。关于芽孢

杆菌，市场上产品很乱，如何评估，我的观

点是首先要搞清楚产品中芽孢的状态，包装

上标识的含量可能没有意义。第二，芽孢在

肠道中的作用位点是否清楚。猪料尤其是颗

粒料，休眠的能被激活的才是有用的。

37.控制饲料原料和成品的霉菌毒素(如

黄曲霉毒素/T2/呕吐毒素/麦角毒素等);

38.注意调制温度(70-75度乳仔猪料);

39.降低制粒温度(60-65度乳仔猪料)和

提高中大猪的制粒温度(80-85度以上);

40.专业的生产设备和喷涂技术的应用. 

接下来，简要介绍下各种料的技术要

点，以规模化种猪场为销售对象的教槽保育料

的可以用几个数据来量化目标来进行分析：

1、从教槽开始，到断奶，能吃多少教槽

料？600g-1000g。

2、断奶后前三天的总体采食量线？500g。

3、断奶后前10天的采食量与生长性能评

估，中档产品总体平均采食量350g。

实现目标的技术措施通过适口性与采食

量、抗拉稀、生长速度和皮毛来解决。料中

使用的抗生素不要太多，我们使用的一般是

吉他霉素等，其他辅助型的产品有微生态、

酶制剂和中草药。



以专业猪场、育肥猪场、散养户的保育

料下痢是断奶后仔猪的主要问题，皮红毛亮是

健康和营养状况良好的表现。实现保持体质健

康，抵御病毒侵袭是第一要求；防止细菌侵

袭，控制营养及细菌性下痢为第二要求；最大

采食量设计，防止应激为第三要求。所以要清

楚猪拉稀的原因。

小猪料基本不拉稀就好，但保育料对生

长是有要求，一般要求60天45斤，70天要55

斤以上，所以我认为是比较难做的，因为技

术要点主要是适口性及采食量、生产性能 ，

抗痢能力 ，抗逆能力 ，皮红毛亮和价格。

11-12Kg的小猪，养20天后，规模化3-5%的

淘汰率，主要是缺硒。

腹泻主要有以下三种：营养性腹泻、病

理性腹泻和环境性腹泻。营养性腹泻主要是

配方设计与原料选用问题，主要包括: 抗原

性物质，蛋白质过敏，内源消化酶不足等。

病理性腹泻是细菌，病毒，寄生虫等引起。

环境性腹泻与冷、热、应激等因素相关。仔

猪营养型腹泻可以通过加螯合剂，加蛋白酶

来解决；对于引起肠壁炎症的用谷氨酰胺，

教槽保育配方中加入1Kg谷氨酰胺在加入小麦

水解蛋白配合使用效果很好。

以规模猪场型直销用户、网络型经销商

用户的育肥期猪料产品设计以适口性、生长

速度、体形和肉品质为目标。

规模猪场型直销用户、网络型经销商用

户的母猪饲料产品设计的目标有发情与产健康

仔数问题、便秘问题、奶水问题、裂蹄问题。

饲料尤其是全价料企业不仅需要对经销

商了解，还需要对经销商下面的基础客户进

行掌握：客户在哪里，猪场多大规模，用多

少料。深挖井。

综上所述，饲料企业中技术、营销和

质量控制应该是一个整体，而不是技术的妥

协。高效型猪料的主导市场策略是全面营养

解决方案和全面健康管理方案。首先要有高

效保健型种猪料，高价值和功能性的教槽料

和断奶料和生长前期料，安全高效后期配合

料套餐模式的综合体现。






