
第53卷 第4期

2025年7月

河南师范大学学报(自然科学版)
JournalofHenanNormalUniversity(NaturalScienceEdition)

 Vol.53 No.4
 Jul.2025

基于高通量测序技术分析中国荷斯坦奶牛
瘤胃纤毛虫的物种多样性

何金英1,徐勤辉1,王宇嘉1,江奕希1,黄一菲1,李曼1,熊杰2,冯金梅1

(1.江汉大学医学部 病原生物学教研室,武汉430056;2.中国科学院 水生生物

研究所;淡水生态与生物技术国家重点实验室,武汉430072)

  摘 要:瘤胃纤毛虫是反刍动物瘤胃微生态系统的重要组成部分,在调控瘤胃微环境及参与其宿主动物的

生理功能等方面具有重要作用.然而,家养反刍动物瘤胃中的瘤胃纤毛虫物种多样性及不同动物个体间瘤胃纤毛虫

群落结构的差异仍不清楚.采用基于18SrRNA基因的高通量测序技术,解析了中国荷斯坦奶牛瘤胃内纤毛虫的物

种多样性和宿主不同个体间的差异.选取3头成年健康中国荷斯坦奶牛共采集了9个瘤胃液样品,提取样品总

DNA后,采用瘤胃纤毛虫18SrRNA基因V5~V8区特异性引物进行扩增,扩增产物使用IonS5TM XL平台测序.
去除低质量序列和嵌合体后,共获得721250条高质量有效序列,基于97%的序列一致性聚类获得38个操作分类

单元(operationaltaxonomicunits,OTU).不同个体样品间在α多样性Chao1、ACE、Shannon和Simpson指数上,差

异不显著.OTUs的物种分布属于纤毛门裂口纲毛口亚纲.在属水平分类上,它们主要分布于10个已知的瘤胃纤毛

虫的属,其中内毛属是相对丰度最高的属,同时还检测到一些未被分类和鉴定的瘤胃纤毛虫.同一牧场同一饲喂条

件下的不同个体之间,瘤胃纤毛虫的物种多样性没有显著差异,但不同个体之间在均匀度上存在一定的差异.研究

结果将为瘤胃纤毛虫的高通量测序分析和综合分类学研究提供参考.
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反刍动物瘤胃内定居有大量的瘤胃微生物,包括细菌、古菌、真菌、原生动物和病毒等,其中的原生动物

主要是瘤胃纤毛虫.瘤胃纤毛虫广泛存在于家养反刍动物牛和羊的瘤胃中,其密度可达105~106mL-1瘤胃

液,占瘤胃内微生物总生物量的50%[1-2].瘤胃纤毛虫在稳定瘤胃内环境、降解植物纤维素、调控瘤胃微生物

组成和与瘤胃原核生物互作产甲烷等方面发挥着重要作用[3-6].
瘤胃纤毛虫的种类繁多,宿主瘤胃内瘤胃纤毛虫的物种组成和物种数目根据宿主的种类、饲喂条件、日

粮组成和昼夜变化等发生变化[7-9].目前已报道多种不同宿主的瘤胃纤毛虫类群超过42个属多达250余种

形态种(morphospecies)[10-11].长期以来,光学显微镜下的形态观察鉴定被广泛认为是研究瘤胃纤毛虫物种

多样性和密度的金标准[11-12].然而,光学显微镜下的形态观察鉴定瘤胃纤毛虫不仅繁琐耗时,而且对分类学

专业知识具有很强的依赖性,同时可能由于瘤胃纤毛虫的多种形态种以及一些瘤胃纤毛虫物种在采样和处

理过程中易发生裂解等原因而导致错估瘤胃纤毛虫的类群和丰度.
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随着分子生物学研究技术的进展,分子生物学研究方法在描述自然种群中微生物群落多样性方面的应

用逐渐增多[13-15].高通量测序(high-throughputsequencing,HTS)技术是一种快速发展的不依赖于培养而

可全面反映未培养样品中微生物的多样性和组成特点的分子生物学技术,与传统的测序技术相比,HTS技

术具有更高的测序速度、更低的碱基成本和更高的准确性优势[16-17].近年来,HTS技术被广泛应用于揭示

瘤胃微生态系统中原核微生物的组成和群落多样性[18-24].此外,利用HTS技术还揭示了不同反刍动物个体

间瘤胃内细菌群落的差异性[25].虽然末端限制性片段长度多态性(T-RFLP)、变性梯度凝胶电泳(DGGE)、实
时聚合酶链反应(qPCR)和18SrRNA基因焦磷酸测序等多种分子生物学方法也被用于研究瘤胃微生态系

统中真核微生物瘤胃纤毛虫的物种多样性[26-30],但尚缺乏采用高通量测序技术全面揭示家养反刍动物瘤胃

微生态系统中瘤胃真核微生物瘤胃纤毛虫的物种多样性和宿主个体间差异性的研究报道.
中国荷斯坦奶牛是世界上产奶量最高、饲养数量最多的奶牛品种,作为优质奶源在我国也具有广阔的市

场前景.本研究采用高通量的18SrRNA基因扩增子测序技术,研究了常见家养反刍动物中国荷斯坦奶牛瘤

胃微生态系统中瘤胃纤毛虫的物种多样性及其在宿主个体间的差异性.在中国荷斯坦奶牛瘤胃中共鉴定到

38个OTU,主要分布于10个瘤胃纤毛虫的已知属,其中内毛属是相对丰度最高的属.饲喂条件相同的中国

荷斯坦奶牛的不同宿主个体间,瘤胃纤毛虫物种的丰富度和群落结构没有显著差异,但物种均匀度略有差

异.该研究工作将为瘤胃纤毛虫的高通量测序分析和综合分类学研究提供参考.

1 材料与方法

1.1 样品的采集和固定

本研究所进行的瘤胃液采集实验经江汉大学学术伦理审查委员会审查(编号:JHDXLL2020-002),符合

相关法律法规以及相关伦理原则.在武汉市江夏区某农场,选用3头年龄在3~5岁之间、平均质量为(558±
14.6)kg的健康三胎泌乳中期的中国荷斯坦奶牛,分别标记为AC1、AC2和AC3,进行瘤胃液样品采集.这
些奶牛的饲喂方式和瘤胃液样品的采集方法[7]与文献[31]一致.每头奶牛采集3份瘤胃液样品,分别标记为

AC1.1、AC1.2、AC1.3、AC2.1、AC2.2、AC2.3、AC3.1、AC3.2和 AC3.3.采集的瘤胃液样品立即存放在干冰

中,运送到实验室后保存在-80℃,备用于后续瘤胃微生物基因组DNA的提取.
1.2 DNA提取、18SrRNA基因扩增和高通量测序

使用QIAampDNAStoolMiniKit(Qiagen)试剂盒提取瘤胃微生物基因组的DNA,具体操作方法参照

试剂盒说明书进行.采用紫外可见分光光度计(NanoDrop-ND1000)和质量分数1%琼脂糖凝胶电泳检测提

取DNA的纯度和浓度,提取质量合格的DNA使用无菌水稀释至1ng/μL,送至北京诺禾致源科技股份有

限公司扩增纤毛虫18SrRNA基因的 V5至 V8可变区(约500bp).参照前人报道[32],瘤胃纤毛虫18S
rRNA 基 因 特 异 性 引 物 RP841F(5'-GACTAGGGATTGGARTGG-3')和 Reg1302R(5'-AATTG-
CAAAGATCTATCCC-3')用于扩增纤毛虫18SrRNA基因的 V5至 V8可变区,预期扩增产物大小约为

500bp[27].PCR反应在30μL反应体系中进行,包括15μLPhusion􀆿 High-FidelityPCRMasterMix(New
EnglandBiolabs)、0.2μmol/L的正向和反向引物、10ng模板DNA和剩余体积的无酶无菌水.PCR反应条

件为:98℃预变性1min,98℃变性30s,50℃退火30s,72℃延伸30s,最后72℃延伸5min.PCR产物采

用质量分数2%琼脂糖凝胶电泳进行检测,使用GeneJETTMGelExtractionKit(ThermoScientific)纯化扩

增产物.按照IonPlusFragmentLibraryKit48rxns(ThermoScientific)的说明书生成测序文库,使用

Qubit@2.0Fluorometer(ThermoScientific)评估文库质量.最后,采用IonS5TMXL平台对质量合格文库进

行400~600bp读长的单端测序.
1.3 数据分析

测序获得的Fastq格式的原始数据(rawdata)采用Cutadapt[33]过滤去除低质量序列和使用 UCHIME
算法[34]去除嵌合体序列,得到有效数据(cleandata)用于后续分析.使用Uparse(v7.0.1001)软件[35]进行序列

比对分析,按97%的序列相似性进行归并和OTU划分.OTU的丰度信息采用与序列最少的样品相对应的

序列数目为标准进行均一化.每个OTU中丰度最高的序列被选取作为该OTU的代表序列,根据每个OTU
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在每个样本中的序列数目,构建OTU在每个样本中丰度的矩阵文件.获得的OTU分别与PR2 数据库(the
protistribosomalreferencedatabase,原 生 动 物 核 糖 体 参 考 数 据 库)(v4.12.0)[36]和 SILVA 数 据 库

(SSURefNR99138)[37]进行比对,对OTU代表序列进行物种分类.比较参考上述两个公共数据库对OTU的

分类结果,采用注释序列较多的参考数据库的结果用于后续分析.
采用QIIME(quantitativeinsightsintomicrobialecology)软件(v1.9.1)[38]进行了α多样性和β多样性

分析,并利用R软件(v2.15.3)进行结果展示.α多样性分析计算了 Observedspecies、Chao1、abundance-
basedcoverageestimator(ACE)、goods_coverage、Shannon和Simpson等指数.β多样性分析采用QIIME软

件(v1.9.1)计算了加权和非加权UniFrac指数.在R软件(v2.15.3)中,使用WGCNA包、stat包和ggplot2包

进行主坐标分析(PCoA),并使用相似性分析(ANOSIM)[39]检验个体之间的差异显著性.
1.4 瘤胃纤毛虫的显微观察和计数

AC1、AC2和AC33头牛的瘤胃液样品用甲基绿-福尔马林溶液固定后,在光学显微镜(美国NEXCOPE
NE610)下观察和计数各样品中瘤胃纤毛虫的种属组成,具体的固定方法和瘤胃纤毛虫种属组成计数的方法

与前期研究一致[7].

2 结 果

2.1 测序深度、覆盖率和生物信息学分析总结

本研究从3头中国荷斯坦奶牛的9个样品中共获得了721264条原始序列.经过质量过滤后,获得了

721250条有效序列,序列平均长度为(476.7±0.47)bp.基于序列一致性为97%的原则对所有有效序列进行

OTU聚类,共获得38个 OTU,每个样品的 OTU数量平均为32个,其中样品 AC2.3和 AC3.2包含的

OTU数最少为30个,样品AC2.1包含的OTU数最多为36个(图1).

比较参考PR2 数据库和SILVA数据库的OTU的分类结果,我们发现,参考两个不同的公共数据库分

配给界(Kingdom)、门(Phylum)、纲(Class)、目(Order)分类阶元的序列数量几乎相同;然而,在科,尤其是

在属(Genus)和种(Species)分类阶元时,参考SILVA数据库比参考PR2 数据库注释了更多的序列(图2).因
此,本研究后续分析中采用参考SILVA数据库的注释结果进行OTU的分类.AC1、AC2和AC33头奶牛的

样品共享34个OTUs.与此同时,AC2个体样品具有4个独特的OTUs.稀释曲线呈现了OTUs中序列的数

目与瘤胃纤毛虫物种丰富度之间的关系,在本研究的测序深度下,每个样品的稀释曲线都从起始的陡峭的斜

率到最终均趋于平缓,表明本研究的测序深度足以识别每个样品中的微生物.
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2.2 多样性分析

表1总结了反映每个样品中瘤胃纤毛虫丰富度和均匀度的α多样性的度量指数.每个样品的goods_

coverage均为100%,表明9个不同样品的测序深度都是准确且可比较的,测序覆盖度均已饱和.Observed
species、Chao1、ACE和goods_coverage指数被用来评估瘤胃纤毛虫物种的丰富度,Simpson和Shannon指

数被用来评估瘤胃纤毛虫物种的均匀度.表2和表3展示了3个个体样品的α多样性指数及比较分析结果,

Observedspecies、Chao1、ACE和goodscoverage指数在3个个体之间没有显著差异,表明不同个体宿主的

瘤胃纤毛虫物种的丰富度没有显著差异.AC1和AC2之间的Simpson和Shannon指数没有显著差异,表明

它们之间的物种均匀度没有显著差异;AC1和 AC2的Simpson和Shannon指数显著高于 AC3对应的指

数,表明AC1和AC2个体间的不同OTUs比AC3个体的OTUs分布更均匀.
表1 每个样品的α多样性指数

Tab.1 Summaryofalphadiversityindexesofeachsample

Individual Observedspecies Chao1 ACE Good'scoverage Shannon Simpson

AC1.1 32 32 32.000 100% 3.879 0.910

AC1.2 34 34 35.033 100% 3.845 0.909

AC1.3 34 34 34.000 100% 3.906 0.914

AC2.1 36 36 36.000 100% 3.821 0.906

AC2.2 32 32 32.000 100% 3.961 0.920

AC2.3 30 30 30.521 100% 3.583 0.886

AC3.1 31 31 31.544 100% 3.208 0.809

AC3.2 30 31 34.083 100% 2.710 0.699

AC3.3 30 31 34.083 100% 2.910 0.749

  为比较不同个体间瘤胃纤毛虫群落结构的差异性,基于加权和未加权的 UniFrac距离矩阵进行了

PCoA和ANOSIM相似性分析.PCoA结果显示,3个个体的9个样本的数据没有显著差异,来自不同个体

的样本聚集在一起(附录图S1).ANOSIM 相似性分析结果(表4)表明,AC1、AC2和AC3个体之间的瘤胃
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纤毛虫群落结构没有显著差异.这些结果表明,相同饲喂条件下圈养在同一牧场的奶牛不同个体样品间的瘤

胃纤毛虫的群落结构无显著性差异.
表2 3个个体样品的α多样性指数

Tab.2 Summaryofalphadiversityindexesofeachindividual

Individual Observedspecies Chao1 ACE Good'scoverage Shannon Simpson

AC1 33 33.333 33.678 100% 3.877 0.911

AC2 32 32.667 32.840 100% 3.788 0.904

AC3 30 31.000 32.237 100% 2.943 0.752

表3 3个个体样品的α多样性指数比较

Tab.3 Comparisonsofalphadiversityindexesofdifferentindividuals

Individuals
P-value

Observedspecies Chao1 ACE Good'scoverage Shannon Simpson

AC2-AC1 0.49 0.43 0.71 NT 0.51 0.51

AC3-AC1 0.06 0.10 0.85 NT 0.01 0.01

AC3-AC2 0.17 0.31 0.85 NT 0.03 0.03

  注:P<0.05表示显著差异,NT代表不同个体之间的相同值.

表4 中国荷斯坦奶牛不同宿主个体瘤胃纤毛虫结构的相似性分析

Tab.4 ANOSIMforrumenciliatestructuresindifferenthostindividualofChineseHolsteindairycows

Individual
AC1

R P

AC2

R P

AC3

R P

AC1 - - 0.741 0.1 1.000 0.1

AC2 0.741 0.1 - - 1.000 0.1

AC3 1.000 0.1 1.000 0.1 - -

  注:P<0.05表示显著差异,“-”表示无数据.

2.3 瘤胃纤毛虫群落结构

图3展示了基于高通量测序技术分析的瘤胃纤毛虫群落在属和种分类水平的组成和结构(图3(a)和图

3(b))以及采用光学显微镜观察鉴定的瘤胃纤毛虫属水平的丰度分布(图3(c)).在属分类水平,所有样品中

共鉴定出10个已知属,各样品中瘤胃纤毛虫属水平的群落组成见图3(a),其中内毛属(Entodinium)的相对

丰度最高,占30.55%,头毛属(Ophryoscolex)、双毛属(Diplodinium)、多甲属(Polyplastron)和单甲属

(Eremoplastron)的相对丰度分别为29.34%、11.67%、9.33%和8.85%,其他5个属厚毛属(Dasytricha)、后
毛属(Metadinium)、等毛属(Isotricha)、双甲属(Diploplastron)和Blepharocorys,它们的相对丰度均小于

5%.此外,还有未分类的其他属.在3个不同个体样品中,AC1和AC2个体中最主要的属是内毛属,其次是

头毛属;而在AC3个体中,头毛属是最主要的属,其次是内毛属(图3(a)).在种水平,仅注释到7个已知的物

种(图3(b)),表明在SILVA数据库中仍有大量瘤胃纤毛虫的18SrDNA序列未知.采用光学显微镜观察鉴

定计数3个个体样品中瘤胃纤毛虫各属的组成,结果AC1、AC2和AC3个体样品中分别鉴定到9个、12个

和10个属的瘤胃纤毛虫,显微镜观察鉴定到的12个属包括了基于高通量测序分析鉴定的9个属,显微镜观

察中发现但在高通量测序分析中未鉴定到的3个属为低丰度的真双毛属(Eudiplodinium)、硬甲属(Ostrco-
dinium)和前毛属(Epidinium).采用两种不同的研究方法均发现内毛属是中国荷斯坦奶牛瘤胃内丰度最高

的属(图3(c)).以上结果表明采用高通量测序方法和光学显微镜观察法均能较好的鉴定出样品中常见的瘤

胃纤毛虫物种,但对于丰度较低的物种,高通量测序方法可能会产生假阴性.

3 讨 论

瘤胃纤毛虫是反刍动物瘤胃中最主要的真核微生物原生动物.由于瘤胃纤毛虫难以被分离和体外维持
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培养[40],导致收集瘤胃纤毛虫物种信

息十分困难.随着分子生物学技术的

快速发展,18SrRNA基因已成为从

环境样品中检测未培养真核生物的

重要标记基因.本研究中,我们采用不

依赖于培养的高通量的18SrRNA
基因扩增子测序技术,分析了中国荷

斯坦奶牛瘤胃纤毛虫物种的多样性

和宿主不同个体间瘤胃纤毛虫物种

的差异.
采用高通量测序技术,在3头牛

的9个样品中,共检测到38个瘤胃

纤毛虫的OTUs,其中有34个OTUs
在3个个体样品中共享,远远少于以

前[19,24]在反刍动物瘤胃中使用16S
rRNA基因扩增子测序鉴定到的瘤胃

细菌OTUs的数量[25].本研究中瘤胃

纤毛虫群落的α多样性指数,包括

Chao1、ACE、Shannon 和 Observed
species等指数,也远远低于以前报道

的瘤胃细菌群落对应的指数[18,24].所
有这些结果表明,在使用高通量测序

方法时,瘤胃细菌的多样性和丰度也

明显高于反刍动物瘤胃中的瘤胃纤

毛虫的多样性和丰度.相比较于前期

基于分子生物学方法研究的瘤胃纤

毛虫物种多样性的结果,本研究使用

高通量测序技术获得的瘤胃纤毛虫

的OTUs数量远远高于以传统测序

方法 报 道 的 牛 瘤 胃 纤 毛 虫 的 数

量[29-30],表明传统的测序方法可能低估了瘤胃纤毛虫的多样性.此外,本研究中奶牛瘤胃纤毛虫物种的

Shannon指数明显高于使用T-RELP方法研究的牛瘤胃纤毛虫物种的Shannon指数[26],表明高通量测序分

析明显优于T-RELP方法来揭示瘤胃纤毛虫物种多样性的全貌.
采用高通量测序技术在3个个体样品中共检测到10个属的瘤胃纤毛虫,同时还发现了一些未知属,表

明在中国荷斯坦奶牛的瘤胃中可能还存在一些未知的瘤胃纤毛虫,或者有些瘤胃纤毛虫的18SrDNA序列

尚未收录在SILVA数据库中.前人研究采用光学显微镜观察鉴定,在中国陕西的5头荷斯坦奶牛宿主中鉴

定到6~11个属的瘤胃纤毛虫[41],在加拿大的4头荷斯坦奶牛宿主中鉴定到5个属的瘤胃纤毛虫[42],在日

本的125头荷斯坦奶牛中共鉴定到15个属的瘤胃纤毛虫[43],但其中的Oligoisotricha、Eodinium 和Micro-
cetus属目前已认为是非有效属[11],因此,前人报道的荷斯坦奶牛宿主个体瘤胃内纤毛虫的属分布为5~
12个不等.本研究高通量测序获得的3个荷斯坦奶牛宿主瘤胃内的十属纤毛虫除Blepharocorys外,其他

9属都包含在前人报道的属中,表明高通量测序技术能够快速鉴定样品中瘤胃纤毛虫的物种多样性.
此外,本研究通过光学显微镜观察鉴定,在3个个体的混合样品中共鉴定到12个属的瘤胃纤毛虫(图

3(c)).比较高通量测序方法和光学显微镜观察方法检测到的瘤胃纤毛虫属的差异,发现真双毛属(Eudiplo-
dinium)、硬甲属(Ostrcodinium)和前毛属(Epidinium)的代表物种在显微观察中被观察到,但在参考SIL-
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VA数据库的高通量测序数据分析的OTUs中未被注释到(图3(a)和图3(c)).然而,比较高通量测序数据

参考SILVA数据库和参考PR2 数据库的OTUs的分类结果,发现OTU11在参考PR2 数据库时被分类为

真双毛属,但在参考SILVA数据库时被分类为后毛属(附录表S1).类似地,OTU4、OTU27和OTU31在参

考PR2 数据库时被分类为硬甲属,但在参考SILVA数据库时被分类为多甲属(附录表S1).因此,光学显微

镜观察到但未被高通量测序分析检测到的不一致的属可能是由于SILVA数据库中已有瘤胃纤毛虫序列的

不准确的分类注释导致的.已有研究发现内毛属是中国黄牛和韩国奶牛瘤胃中最优势的原生动物[29-30].不同

饲养条件下,牛瘤胃中内毛属纤毛虫的比例为60%至97.3%[29].本研究中,我们采用高通量测序分析和光学

显微镜观察两种不同的研究方法都发现内毛属是中国荷斯坦奶牛瘤胃中最优势的类群.然而,在高通量测序

分析中内毛属的相对丰度为30.55%,而显微观察中内毛属的丰度高达约90%.同一瘤胃液样品,当采用不同

的研究方法时,其中内毛属的丰度差异明显,这可能是PCR扩增偏好于特定种类瘤胃纤毛虫或不同种类瘤

胃纤毛虫的rRNA基因拷贝数变异的结果,与前人报道的结果相一致[27].此外,高通量测序数据参考PR2 数

据库和SILVA数据库注释时,许多序列未被分类(图2),还有一些序列被分类为“其他”属,表明当前公共数

据库中收录的有限的瘤胃纤毛虫18SrRNA基因序列,也可能导致光学显微镜观察和基于18SrRNA基因

分析的瘤胃纤毛虫种类不一致性.此外,一些OTUs分别参考PR2 数据库和SILVA数据库时的分类命名不

一致(附录表S1),表明在使用高通量测序分析方法分析反刍动物瘤胃中的瘤胃纤毛虫物种多样性和不同个

体间的变异性时,公共数据库中瘤胃纤毛虫18SrRNA基因序列的准确分类命名至关重要.因此,开发一种

可靠的高通量测序方法来代替传统的光学显微镜观察以解读反刍动物瘤胃内瘤胃纤毛虫物种多样性目前具

有挑战性,进一步补充和准确注释18SrRNA基因参考数据库中的瘤胃纤毛虫18SrRNA基因序列是必

需的.
采用高通量测序技术,前人研究报道[19]在相同饲料条件下喂养的奶牛或同一农场饲养的家养牦牛的瘤

胃细菌群落可能存在显著差异[25].为了解析同一农场相同饲喂条件下中国荷斯坦奶牛不同个体样品的瘤胃

纤毛虫的多样性和个体间的差异,我们比较了3个不同个体瘤胃液样品的瘤胃纤毛虫群落的α多样性指数,
结果发现不同个体样品间瘤胃纤毛虫物种的丰富度没有显著差异,AC1和AC2个体之间瘤胃纤毛虫物种

的均匀度也没有差异,但AC1或AC2个体与AC3个体之间瘤胃纤毛虫物种的均匀度略有差异.此外,PCoA
和ANOSIM相似性分析结果显示,3个个体样品的瘤胃纤毛虫的群落结构没有显著差异.因此,考虑到不同

个体之间的均匀度差异较小,进一步研究可能需要使用更多的来自同一农场相同饲喂条件下不同个体的样

本,以全面评估中国荷斯坦奶牛个体间瘤胃纤毛虫的变异性.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2024.06.13.0001).
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High-throughputsequencingdecipheringdiversityandindividual
variabilityofrumenciliateprotozoainChineseHolsteindairycows

HeJinying1,XuQinhui1,WangYujia1,JiangYixi1,HuangYifei1,LiMan1,XiongJie2,FengJinmei1

(1.DepartmentofPathogenicBiology,SchoolofMedicine,JianghanUniversity,Wuhan430056,China;2.InstituteofHydrobiology;

StateKeyLaboratoryofFreshwaterEcologyandBiotechnology,ChineseAcademyofSciences,Wuhan430072,China)

  Abstract:Rumenciliates,thedominantprotozoainrumen,areintegralpartoftherumeneco-systemandimportantto
therumenecosystemandtheirhostanimalphysiology.However,thefullspectrumofrumenciliatecommunitydiversityand
individualvariabilityindomesticatedruminantrumenisstillelusive.Here,using18SrRNAgenehigh-throughputsequencing
technique,wedecipheredtherumenciliatecommunitydiversityandindividualvariabilityinChineseHolsteindairycowrumen.
Thespecialprimersetoftheciliate18SrRNAgenewereused.Atotalof721250high-qualityeffectivesequenceswereobtained
aftersequencefilteringandchimeraremoval,and38operationaltaxonomicunits(OTUs)wereobtainedat97%sequenceiden-
tity.Thedifferencesinalphadiversityindices,includingChao1,ACE,Shannon,andSimpsonindices,amongsamplesfrom
differentindividualswerenotstatisticallysignificant.TaxonomyassignmentsrevealedthattheidentifiedOTUswereassigned
totheLitostomateaclassTrichostomatiasubclass.Atthegenuslevel,tengenerawereassigned,ofwhichEntodiniumisthe
mostpredominantone,andafewunclassifiedandunidentifiedrumenciliateswerealsodetected.Nosignificantdifferentofru-
menciliatecommunitydiversityamongdifferentindividualsfedonthesamedietonthesamefarm,whilelittleevennessdiffer-
encewasfoundbetweendifferentindividuals.Thisworkwouldprovideareferencebasisforfurtherstudyonmetagenomeana-
lysesandintegratedtaxonomyofrumenciliatesinthefuture.

Keywords:rumenciliates;protozoa;diversity;18SrRNAgenesequencing;taxonomy
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  附 录

表S1 参考PR2 数据库和SILVA数据库分类注释不一致的OTUs
Tab.S1 OTUswithinconsistenttaxonomicalassignmentswhenreferringtoPR2databaseandSILVAdatabase

OUT编号 参考PR2 数据库的物种分类 参考SILVA数据库的物种分类

OTU_11

 

 

k_Eukaryota;p_Alveolata;c_Litostomatea;o_Trichostomatia;

f_Ophryoscolecidae;g_Eudiplodinium;

s_Eudiplodinium_maggii

k_Eukaryota;p_Ciliophora;c_Litostomatea;

o_unidentified_Litostomatea;

f_unidentified_Litostomatea;g_Metadinium;s_?

OTU_4

 

 

k_Eukaryota;p_Alveolata;c_Litostomatea;o_Trichostomatia;

f_Ophryoscolecidae;g_Ostracodinium;

s_Ostracodinium_gracile

k_Eukaryota;p_Ciliophora;c_Litostomatea;

o_unidentified_Litostomatea;

f_unidentified_Litostomatea;g_Polyplastron;s_?

OTU_27

 

 

k_Eukaryota;p_Alveolata;c_Litostomatea;

o_Trichostomatia;f_Ophryoscolecidae;

g_Ostracodinium;s_Ostracodinium_dentatum

k_Eukaryota;p_Ciliophora;c_Litostomatea;

o_unidentified_Litostomatea;

f_unidentified_Litostomatea;g_Polyplastron;s_?

OTU_31

 

 

k_Eukaryota;p_Alveolata;c_Litostomatea;

o_Trichostomatia;f_Ophryoscolecidae;

g_Ostracodinium;s_Ostracodinium_dentatum

k_Eukaryota;p_Ciliophora;c_Litostomatea;

o_unidentified_Litostomatea;

f_unidentified_Litostomatea;g_Polyplastron;s_?

  注:k_、p_、c_、o_、f_、g_、s_后面分别是界、门、纲、目、科、属、种分类阶元的分类信息,s_? 代表种名未知.


