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摘　要：病毒（ｖｉｒｕｓ）存在于各种动物胃肠道中，反刍动物瘤胃也不例外。瘤胃是一个复杂且多样的微生态系统，

包括细菌、真菌、原虫、古生菌和病毒等多种微生物。目前，多组学技术和生物信息学分析手段被广泛用于瘤胃细

菌群落的研究。有研究表明，饲粮、环境及宿主基因型会对瘤胃细菌多样性和菌群结构产生影响；瘤胃细菌也会反

过来影响宿主机体代谢、生长发育和健康状况。与瘤胃细菌相比，瘤胃病毒受到的关注相对较少。随着分子生物

学技术的发展，高通量测序技术为病毒组学的研究提供了必要的支持。研究者们将宏基因组学运用于瘤胃病毒，

在瘤胃液中发现了许多新型病毒，极大地丰富了人们对瘤胃病毒多样性的认知。本文从瘤胃噬菌体概念出发，重

点阐述了瘤胃病毒ＤＮＡ提取、测序及生物信息学分析手段，并结合其他环境病毒的研究方法进行探讨，最后对瘤

胃病毒宏基因组研究的应用前景进行了总结。

关键词：瘤胃；病毒；噬菌体；宏基因组；高通量测序

中图分类号：Ｓ８５２．６５　　　　　文献标志码：Ａ　　　　文章编号：０３６６－６９６４（２０２２）０１－００２０－１２

收稿日期：２０２１－０６－０２

基金项目：国家自然科学基金（Ｕ２０Ａ２０５７；３１７７２６３２）；国家重点研发计划（２０１８ＹＦＤ０５０１９０３；２０１７ＹＦＤ０５００５００）；兰州大学“双一流”建设人才

项目（５６１１２０２１３）

作者简介：吴祎程（１９９７－），女，湖北武汉人，硕士生，主要从事瘤胃环境病毒提取及功能研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｕyｉｃｈｅｎｇ１９＠ｍａｉｌｓ．ｕｃａｓ．ａｃ．ｃｎ，Ｔｅｌ：

０７３１－８４６１５２０４

＊通信作者：周传社，主要从事反刍家畜蛋白质营养调控与农牧复合生态系统研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｃｓ＠ｉｓａ．ａｃ．ｃｎ；冉　涛，主要从事传统动物营养

学、分子营养学及胃肠道微生物组学研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｒａｎｔ＠ｌｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ｒｕｍｅｎ　Ｂａｃｔｅｒｉoｐｈａｇｅ　ｉｎ　Ｒｕｍｉｎａｎｔｓ：Ｍｅｔａｇｅｎoｍｅ
Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｍｅｔｈoｄｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐｒoｇｒｅｓｓ

ＷＵ　Ｙｉｃｈｅｎｇ１，２，ＲＡＮ　Ｔａｏ３＊，ＺＨＯＵ　Ｃｈｕａｎｓｈｅ１，２＊，ＴＡＮ　Ｚｈｉｌｉａｎｇ１，２

（１.Ｋｅy　Ｌａｂｏｒａｔｏｒy　ｆｏｒ　Ａｇｒｏ－Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ　ｉｎ　Ｓｕｂｔｒｏｐｉｃａｌ　Ｒｅｇｉｏｎ，Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒy　ｆｏｒ　Ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　ａｎd　Ｗａｓｔｅ　Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ　ａｎd

Ｐｏｕｌｔｒy　Ｐｒｏdｕｃｔｉｏｎ，Ｈｕｎａｎ　Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ　Ｋｅy　Ｌａｂｏｒａｔｏｒy　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ　Ｐｈyｓｉｏｌｏｇy　ａｎd
Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　Ｐｒｏｃｅｓｓ，Ｓｏｕｔｈ　Ｃｅｎｔｒａｌ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｓｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ　ａｎd　Ｆｅｅd
Ｓｃｉｅｎｃｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｍｉｎｉｓｔｒy　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｓｕｂｔｒｏｐｉｃａｌ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ａｃａdｅｍy　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１０１２５，Ｃｈｉｎａ；２.Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔy　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｃａdｅｍy　ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００４９，Ｃｈｉｎａ；３.Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｐａｓｔｏｒａｌ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎd

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇy，Ｌａｎｚｈｏｕ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔy，Ｌａｎｚｈｏｕ７３００２０，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｖｉｒｕｓｅｓ　ａｒｅ　ｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｔｒａｃｔｓ　ｏｆ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｔyｐｅｓ　ｏｆ　ａｎｉｍａｌｓ，ｉｎｃｌｕ－
ｄｉｎｇ　ｔｈｅ　ｒｕｍｅｎ　ｏｆ　ｒｕｍｉｎａｎｔｓ．Ｔｈｅ　ｒｕｍｅｎ　ｉｓ　ａ　ｄｅｎｓｅ　ａｎｄ　ｔａｘｏｎｏｍｉｃａｌｌy　ｄｉｖｅｒｓｅ　ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ　ｏｆ　ｂａｃ－
ｔｅｒｉａ，ｆｕｎｇｉ，ｐｒｏｔｏｚｏａ，ａｒｃｈａｅａ　ａｎｄ　ｖｉｒｕｓ．Ｎｏｗａｄａyｓ，ｍｏｓｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ　ｂy　ｍｕｌｔｉ－ｏｍｉｃｓ　ａｎｄ



　１期 吴祎程等：反刍动物瘤胃噬菌体的宏基因组学研究方法及进展

ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ｈａｖｅ　ｆｏｃｕｓｅｄ　ｏｎ　ｒｕｍｅｎ　ｂａｃｔｅｒｉａ．Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｈａｖｅ　ｓｈｏｗｎ　ｔｈａｔ　ｄｉｅｔ，ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ　ａｎｄ
ｈｏｓｔ　ｇｅｎｏｔyｐｅ　ｈａｖｅ　ｇｒｅａｔ　ｉｍｐａｃｔ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｄｉｖｅｒｓｉｔy　ａｎｄ　ｃｏｍｍｕｎｉｔy　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｒｕｍｅｎ　ｂａｃｔｅｒｉａ；

ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｒｕｍｅｎ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｌｓｏ　ａｆｆｅｃｔ　ｔｈｅ　ｈｏｓｔ’ｓ　ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ｇｒｏｗｔｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ａｎｄ　ｈｅａｌｔｈ
ｓｔａｔｕｓ　ｉｎ　ｔｕｒｎ．Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｒｕｍｅｎ　ｂａｃｔｅｒｉａ，ｒｕｍｅｎ　ｐｈａｇｅｓ　ｈａｖｅ　ｒｅｃｅｉｖｅｄ　ｒｅｌａｔｉｖｅｌy　ｆｅｗｅｒ　ａｔｔｅｎ－
ｔｉｏｎ．Ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇy　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇy，ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｈａｓ
ｐａｖｅｄ　ｗａy　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓｔｕｄy　ｏｆ　ｖｉｒｏｍｅ．Ｍａｎy　ｎｏｖｅｌ　ｖｉｒｕｓｅｓ　ｉｎ　ｒｕｍｅｎ　ｈａｖｅ　ｂｅｅｎ　ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ　ｂy　ｖｉｒａｌ
ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ，ｗｈｉｃｈ　ｌａｒｇｅｌy　ｅｎｒｉｃｈｅｓ　ｔｈｅ　ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｉｖｅｒｓｉｔy　ｏｆ　ｒｕｍｅｎ　ｖｉｒｕｓｅｓ．Ｓｔａｒｔｉｎｇ　ｆｒｏｍ
ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｐｔ　ｏｆ　ｒｕｍｅｎ　ｐｈａｇｅ，ｔｈｉｓ　ｒｅｖｉｅｗ　ｆｏｃｕｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｎａｌyｔｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ　ｖｉｒｕｓ　ＤＮＡ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ａｎｄ　ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．Ｔｈｅｎ　ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ　ｔｈｅ　ｖｉｒｏｍｅ　ａｎａｌyｔｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｂｏｔｈ　ｉｎ
ｔｈｅ　ｒｕｍｅｎ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｅｃｏｓyｓｔｅｍｓ，ａｎｄ　ｆｉｎａｌｌy　ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ　ｔｈｅ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ　ｏｆ　ｒｕｍｅｎ　ｖｉｒ－
ｏｍｅ　ｒｅｓｅａｒｃｈ．
Ｋｅｙ　ｗoｒｄｓ：ｒｕｍｅｎ；ｖｉｒｕｓ；ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ；ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ；ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
＊Ｃoｒｒｅｓｐoｎｄｉｎｇ　ａｕｔｈoｒｓ：ＺＨＯＵ　Ｃｈｕａｎｓｈｅ，Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｃｓ＠ｉｓａ．ａｃ．ｃｎ；ＲＡＮ　Ｔａｏ，Ｅ－ｍａｉｌ：ｒａｎｔ＠
ｌｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　病毒（ｖｉｒｕｓ）广泛存在于地球各种环境中，是地
球上分布最广、数量最为巨大的生命实体［１］。研究
发现，大部分病毒能特异性侵染细菌，这些病毒被称
作噬菌体（ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ或ｐｈａｇｅ）［２－３］。在噬菌体
被发现后不久，研究人员便证实了反刍动物瘤胃内
也存在噬菌体［４－５］。长期以来，尽管研究人员意识到
病毒可能在反刍动物瘤胃微生态系统中发挥着重要
作用，但受限于技术手段和瘤胃环境的复杂性，瘤胃
环境中噬菌体研究进展相对缓慢［６］。目前，对瘤胃
噬菌体的认知多来自于传统的培养、显微镜观察和
单一噬菌体的基因组学研究［７－８］，对其在瘤胃微生态
系统层面的认识仍十分匮乏且片面，以致至今对其
在瘤胃微生态系统中的组成和功能仍知之甚少。近
年来，随着宏基因组学技术的发展，极大地推动了海
洋生态环境中病毒生态学研究的发展，并取得了引
人注目的成绩［９］。宏基因组学也被逐步运用于胃肠
道病毒组（ｖｉｒｏｍｅ）的研究，同时刷新了研究人员对
胃肠道噬菌体的复杂性和多样性的认知［１０］。Ｍａｎ－
ｒｉｑｕｅ等［１１］首次利用病毒宏基因组学技术发现肠道
中８１％～９３％的噬菌体为新型噬菌体，由于病毒缺
乏合适的标记基因和分析基准，它们无法被归类或
找到对应宿主。瘤胃微生态环境复杂，瘤胃作为一
个巨大的基因资源库，具有巨大的新病毒发掘空间，
病毒宏基因组学技术与传统技术的联用在这一方面
具有独特优势，进而推动瘤胃噬菌体相关研究。

本文主要聚焦反刍动物瘤胃生态系统中的噬菌
体群落，并讨论瘤胃噬菌体研究方法及现状，及从其
他生境中的噬菌体研究所得到的启发。本文还展望

了病毒宏基因组学在瘤胃环境中的应用前景，以期
为后续瘤胃噬菌体组研究提供科学参考。

１　瘤胃噬菌体概述
反刍家畜瘤胃内栖息着数以万亿计的微生

物［１２－１５］（图１），包括细菌、真菌、原虫、古生菌和病
毒，其中病毒的数量（＞１０８～１０９　ｐｆｕ·ｍＬ－１）仅次
于细 菌，且 主 要 为 噬 菌 体 （ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ 或

ｐｈａｇｅ）［１６］。瘤胃内的噬菌体具有不同形态，现有研
究表明，反刍动物瘤胃中，有尾噬菌体目（Ｃａｕｄｏｖｉ－
ｒａｌｅｓ）普遍存在，包括肌尾噬菌体科（Ｍyｏｖｉｒｉｄａｅ）、
长尾噬菌体科（Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ）、短尾噬菌体科（Ｐｏｄｐ－
ｖｉｒｉｄａｅ）占主导地位［１７－１８］，以及最近被鉴定出来的阿
克曼噬菌体科（Ａｃｋｅｒｍａｎｎｖｉｒｉｄａｅ）和赫雷尔噬菌体
科（Ｈｅｒｅｌｌｅｖｉｒｉｄａｅ）［１９］。其实，早在２０世纪６０年
代，“瘤胃噬菌体”一词就已进入人们视野，但对其在
瘤胃微生态系统中的功能知之甚少，直到２０世纪

８０年代末，研究人员才开始对其进行探索［２０］。随
着测序技术的发展，宏病毒组学技术日臻完善，借助
该技术手段能够更好地探索噬菌体这个“暗物质”。
已有研究表明，噬菌体在塑造瘤胃菌群结构、维持微
生物多样性和调节宿主菌代谢等方面发挥着重要作
用［２１－２２］。对反刍动物瘤胃噬菌体多样性的研究表
明，噬菌体可能是通过裂解宿主细菌从而影响瘤胃
细菌种群动态变化［７，２３－２４］。Ａｎｄｅｒｓｏｎ等［２３］通过营
养调控试验首次报道了饲粮变化对反刍动物瘤胃噬
菌体群落的影响，并表明，噬菌体可通过其编码的辅
助代谢基因（ａｕｘｉｌｉａｒy　ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｇｅｎｅｓ，ＡＭＧｓ），经
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过裂解宿主细菌、产能、复制和微生物代谢的重新编
程等一系列过程来影响瘤胃微生态系统［１７，２１，２３］，而
其中宿主菌代谢与反刍动物饲料转化效率密切相
关。众所周知，瘤胃微生物群体结构的稳定性和多

样性对于反刍家畜的健康、营养、免疫和生存至关重
要，因此，需要重视瘤胃噬菌体在整个瘤胃微生态系
统中的地位、功能及作用。

图１　瘤胃微生物群的主要分类及丰度［１２－１５］

Ｆｉｇ．１　Ｍａｉｎ　ｔａｘoｎoｍｉｃ　ｇｒoｕｐｓ　oｆ　ｔｈｅ　ｒｕｍｅｎ　ｍｉｃｒoｂｉoｍｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｄoｍａｉｎ　ｌｅｖｅｌ［１２－１５］

２　瘤胃噬菌体研究方法
研究噬菌体的传统方法是显微镜观察和体外分

离培养，但在实验室环境中培养的宿主菌数量有限；
噬菌体还具有形态小、遗传进化快等特点，缺乏细菌
所拥有的相对保守的系统发育标记，如１６ＳｒＲＮＡ
基因；且感染不同宿主细菌的噬菌体具有高度特异
性，不同噬菌体序列的重叠群非常小［１１，２５－２６］。在瘤
胃噬菌体的早期研究中，利用透射电子显微镜
（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ　ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）技术，研
究人员发现，瘤胃液中存在着形态各异、高度多样化
的噬菌体种群，并猜测其可能影响瘤胃内细菌的种
群［２７］。后来，随着ＤＮＡ分析技术、脉冲场凝胶电泳
技术（ｐｕｌｓｅｄ　ｆｉｅｌｄ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）和微
生物分离鉴定技术的发展，研究人员证实，反刍动物
瘤胃液中存在大量溶菌性噬菌体［７］，并陆续分离鉴
定了 多 种，包 括 以 坏 死 梭 杆 菌 （Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｎｅｃｒｏｐｈｏｒｕｍ）［２８］、白色瘤胃球菌（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ　ａｌ－
ｂｕｓ）［２９］、溶纤维丁酸弧菌（Ｂｕｔyｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｂｒｉｓｏｌ－
ｖｅｎｓ）［３０］和瘤胃拟杆菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ）［３１］

等作为宿主菌的噬菌体。ＴＥＭ 技术也随之被广泛
用于新型噬菌体分离株的形态学表征［２５，３２］。如今，

宏基因组学测序技术和生物信息学的快速发展，使
研究人员能更深入地了解病毒群落的结构和功能。
宏基因组学（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ）手段是以某一特定环境
样本中的微生物群体基因组为研究对象，以功能基
因筛选和序列测定分析为研究手段，以微生物多样
性、种群结构、进化关系、功能活性、相互作用以及其
与环境间的关系为研究目的的一种新的微生物研究
方法［３３］。而宏病毒组学（ｖｉｒａｌ　ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ）则是
结合病毒自身特点，将宏基因组学方法应用于病毒
学领域［３４］。

瘤胃噬菌体宏基因组学研究，主要由病毒样颗
粒（ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＶＬＰｓ）浓缩液制备与生物
信息学分析两部分组成（图２）。具体步骤包括：

１）瘤胃样本采集，经过滤、消化以及高速离心等技
术，去除细菌等其他潜在宿主；２）对样品进行富集、
纯化，得到病毒浓缩液；３）根据病毒核酸类型，选择
合适的病毒核酸提取试剂盒或手工提取的方式获取
病毒核酸，构建病毒基因组文库，并通过高通量测序
技术进行宏病毒组测序；４）对测序所得原始数据进
行质控，基于重叠区（ｏｖｅｒｌａｐ）将高质量测序读段
（ｒｅａｄｓ）拼接为重叠群（ｃｏｎｔｉｇｓ）；５）通过病毒序列鉴
定软件在重叠群中鉴别、筛选病毒序列，从而了解该
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环境中病毒构成；６）对病毒基因组开放阅读框
（ｏｐｅｎ　ｒｅａｄｉｎｇ　ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）进行预测，再通过注释

工具将 ＯＲＦ与多个数据库（ＫＥＧＧ、ＣＯＧ、ＣＡＺy、

ＣＡＲＤ等）比对进行功能基因注释。

图２　瘤胃病毒组分析流程图
Ｆｉｇ．２　Ｆｌoｗｃｈａｒｔｓ　oｆ　ｒｕｍｅｎ　ｖｉｒoｍｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ

２．１　样品前处理及噬菌体核酸提取
瘤胃噬菌体即为那些以瘤胃细菌为宿主菌的噬

菌体，或是那些存在于反刍动物瘤胃体内的噬菌
体［３１］。由于采样后，细菌和噬菌体仍然彼此接触，
噬菌体的侵染作用仍持续存在，长时间孵育会影响
噬菌体与微生物比例［３５］。因此，样品采集后要立即
超低温冻存或立即对样品进行处理，将病毒样颗粒
从样品中分离并纯化，用于病毒遗传物质提取。现
有的提取瘤胃噬菌体核酸的方法大多参考人或小鼠
肠道噬菌体及土壤噬菌体分离方法［１７，２３，３１］，截至目
前，仅有一篇文献以山羊和绵羊瘤胃液作为瘤胃噬菌
体来源，建立了瘤胃噬菌体富集及ＤＮＡ提取方法（包
括过滤、离心、沉淀及核酸提取一系列过程）［１８］。

瘤胃环境异常复杂且微生物多样性高，瘤胃样
品中噬菌体的分离质量直接关系到病毒宏基因组数
据的质量。Ｈｕｎｇａｔｅ［３６］研究表明，大约７５％的瘤胃
细菌紧密附着在饲料颗粒上，以细菌为宿主的噬菌
体也会附着在饲料上，因此，研究瘤胃噬菌体时，需
同时采集固相和液相样品，以便充分囊括瘤胃内的
所有噬菌体。在从样品中分离噬菌体时，常利用噬
菌体与其他微生物颗粒大小不同这一特征，借助微
孔滤膜、离心等方式来实现噬菌体与其他微生物的
分离。但是，实际操作中噬菌体样极易混入细菌、真

菌等微生物，尤其是那些与噬菌体颗粒大小相近的
微生物，使得提取的病毒宏基因组中常混有细菌、真
菌等其他微生物的核酸［３７］。于是，在制备噬菌体粗
制样时，微孔滤膜、化学试剂等的选择对去除细菌等
其他微生物的污染和保证噬菌体群体的代表性具有
重要影响，进而对后续病毒核酸纯度、基因功能注释
的准确性产生影响。Ｃｏｎｃｅｉçāｏ－Ｎｅｔｏ等［３８］研究发
现，常见代表性病毒的大小由１７到１　０００ｎｍ不等，
其中，常见噬菌体的大小为１２５ｎｍ左右。胃肠道
病毒颗粒中绝大部分是噬菌体，为了避免细菌的污
染，在研究胃肠道噬菌体组时，常选择孔径为０．２２
或０．４５μｍ的微孔滤膜，当样本环境复杂时，为避免
遗漏巨型病毒信息，常选择０．４５μｍ的微孔滤膜，但
为了更有效地防止噬菌体宿主菌污染，０．２２μｍ的微
孔滤膜仍被广泛结合使用［３９］。Ｆｒｉｅｄｅｒｓｄｏｒｆｆ等［３０］

选择０．４５和０．２２μｍ两种孔径的微孔滤膜依次过
滤瘤胃液样品，最终分离得到５种瘤胃溶菌性噬菌
体，并对其进行了全基因组学测序。同样，Ｎａｍｏｎyｏ
等［１８］在建立瘤胃病毒ＤＮＡ提取方法时也选用了

０．４５和０．２２μｍ两种孔径的微孔滤膜依次进行过
滤。而Ｋｌｉｅｖｅ等［３１］只选择了孔径为０．４５μｍ的微
孔滤膜对瘤胃相关样本进行过滤。虽然现有文献表
明暂未鉴定出巨型瘤胃噬菌体，但并不排除技术手
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段造成的误差，为了更全面地研究瘤胃环境噬菌体
群落，研究人员仍需根据研究目的谨慎选择微孔滤
膜的孔径。

在获得含噬菌体的粗制样后，常利用聚乙二
醇（ｐｏｌyｅｔｈyｌｅｎｅ　ｇｌyｃｏｌ，ＰＥＧ）配合不同浓度的ＮａＣｌ
来沉淀噬菌体颗粒以实现噬菌体的浓缩。较为常
用的ＰＥＧ和ＮａＣｌ用量为２５％ ＰＥＧ６０００（ｗ／ｖ）和

１．０ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ［１８］；１０％ＰＥＧ８０００和０．５ｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ［３１］及２０％ＰＥＧ６０００和２５ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ［３０］。添
加ＰＥＧ后，常需在低温下（４℃）孵育过夜，以使噬菌体
充分沉淀，经过高速离心（１３　０００×ｇ，３０ｍｉｎ，

４℃；１２　０００×ｇ，３０ ｍｉｎ，４ ℃ 或 ５２　３５０×ｇ，

１０ｍｉｎ，４℃）后，倒掉上清液，获得的沉淀即为噬菌
体样品。根据试验需求，该样品可以直接用于后续
试验，也可经超速离心进一步纯化后用于后续试验。
较为常用的是氯化铯（ＣｓＣｌ）密度梯度离心等，此法
可对特定密度范围内的噬菌体进行纯化，并根据密
度将ＶＬＰｓ分层。Ｃａｒｒｏｌｌ－Ｐｏｒｔｉｌｌｏ等［４０］的测序结果
表明，用氯化铯密度梯度离心法富集的 ＶＬＰｓ样品
宿主细菌核酸去除率比未经富集的高，但氯化铯密
度梯度离心法在富集样品时，对不同密度的噬菌体
有明显的偏好性。Ｃｏｒｄｏｖａ等［４１］也表明，某些噬菌
体会由于氯化铯产生的渗透压胁迫（ｏｓｍｏｔｉｃ　ｓｈｏｃｋ）
而导致噬菌体核酸丢失，因此，研究人员会选择性采
用氯化铯密度梯度离心法。

与瘤胃微生物组研究类似，病毒组研究也需先
从分离得到的样本中提取遗传物质。鉴于ＤＮＡ病
毒在瘤胃环境中的优势地位，目前，对于瘤胃噬菌体
的研究主要集中于ＤＮＡ病毒的核酸提取［２０］。噬菌
体核酸提取主要有两种方式：第一种是试剂盒法，如

Ｒｏｃｈｅ　ｈｉｇｈ　ｐｕｒｅ　ｖｉｒａｌ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｌａｒｇｅ　ｖｏｌｕｍｅ　ｋｉｔ
（Ｒｏｃｈｅ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）［１８］、ＱＩＡａｍｐ　Ｕｌｔｒａ　Ｓｅｎｓ　Ｖｉ－
ｒｕｓ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）［２３］和 Ｆａｓｔ　ＤＮＡＴＭ　Ｓｐｉｎ　Ｋｉｔ　ｆｏｒ
Ｓｏｉｌ （ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ， Ｓｏｌｏｎ， ＯＨ， Ｕｎｉｔｅｄ
Ｓｔａｔｅｓ）［３１］等，这类试剂盒可用于ＤＮＡ病毒核酸的
提取，试剂盒具有操作方便、提取纯度高且不需要直
接接触有害化学试剂等优点；第二种是传统的苯酚－
氯仿提取法，利用核酸、蛋白质等杂质在水相和有机
相中溶解性不同而重新分配的性质来实现核酸提
取，该方法价格低廉，但耗时长且提取浓度低，常需
进一步纯化后才能达到测序要求［４２］。试验中，若遇
提取的噬菌体ＤＮＡ浓度过低而不能满足测序要求
的情况，可利用多重置换扩增（ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｄｉｓｐｌａｃｅ－

ｍｅｎｔ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＤＡ）对核酸进行扩增，得到
的ＤＮＡ可用于构建基因文库或高通量测序［４３］，但
扩增技术所得到的产物可能存在偏好性，还是建议提
高原始噬菌体样品富集量以保证结果的准确性［３］。

２．２　高通量测序与病毒序列鉴定
高通量测序技术（ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，

ＨＴＳ）是对传统Ｓａｎｇｅｒ测序技术革命性的变革，可
对数百万个ＤＮＡ分子进行同时测序，并可深入地
对一个物种的基因组和转录组进行整体分析，因此，
也称其为下一代测序技术 （ｎｅｘｔ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｓｅｑｕｅｎ－
ｃｉｎｇ，ＮＧＳ）［４４］。ＨＴＳ具有通量高、速度快、成本低
等优点，已广泛应用于宏病毒组学的研究中。近年
来，牛津纳米孔技术（Ｏｘｆｏｒｄ　ｎａｎｏｐｏｒｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇy，

ＯＮＴ）作为新兴的单分子实时测序技术（ｓｉｎｇｌｅ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇy，ＳＭＲＴ）
之一，具有快速制备文库，超长读取和实时数据采集
等优势［４５］。该技术的核心是蛋白质纳米孔，通过产
生覆盖单个病毒颗粒内所有突变的基因组长度读数
来获得病毒基因组。在此基础上，中国科学院微生
物研究所王军研究员团队开发了一种新的工作流程
（包括病毒颗粒富集、核酸的逆转录和扩增以及生物
信息学分析），并首次使用ＯＮＴ　ＰｒｏｍｅｔｈｌＯＮ平台对
人类病毒组进行表征［４６］。相较于传统的二代测序，

ＯＮＴ具有读长长的优点，因此，无需进行ＰＣＲ扩增，
便可以在更短时间内、更准确地从样品中生成数据。

高通量测序后首先要对原始数据进行质量控制
和过滤，去除宿主核酸，再进行序列的拼接，并运用
专业软件来鉴定病毒序列，确定该序列的生物群落
来源，筛选出有用的基因信息。对噬菌体基因组进
行组装时，一般挑选１　０００ｂｐ以上组装序列，再应
用一系列软件对病毒ｃｏｎｔｉｇ进行鉴定。表１列出了
常用于噬菌体鉴定的生物信息学分析工具。

从同时包含噬菌体及其宿主的混合基因组数据
集中准确识别噬菌体，是分析样品中噬菌体组成的
关键步骤。目前，有非常多基于序列或基于重叠群
对病毒进行鉴定的生物信息学分析软件。ＶｉｒＳｏｒｔｅｒ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ／ｓｉｍｒｏｕｘ／ＶｉｒＳｏｒｔｅｒ）可利用概
率模型和大量病毒数据最大限度地检测新病毒，虽
然该工具在很大程度上依赖对已有病毒基因组的相
似性搜索，但它有一个显著优势，即可手动管理病毒
参考基因组数据库，并补充了以海水、人体肠道、肺部
组织 及 唾 液 样 本 为 来 源 的 宏 病 毒 组 序 列［４７］。

２　０１７年，Ｒｅｎ等［４８］开发的ＶｉｒＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．
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表１　病毒鉴定工具

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔooｌｓ　ｆoｒ　ｔｈｅ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉoｎ　oｆ　ｖｉｒｕｓｅｓ

分析工具

Ｓｏｆｔｗａｒｅ

特点

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

发表杂志

Ｊｏｕｒｎａｌ

发表年份

Ｙｅａｒ

被引量

Ｃｉｔａｔｉｏｎ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＶｉｒＳｏｒｔｅｒ 可手动管理病毒参考基因组数据库 ＰｅｅｒＪ　 ２０１５　 ３２５ ［４７］

ＶｉｒＦｉｎｄｅｒ 对于大小＜１　０００ｂｐ的病毒

ｃｏｎｔｉｇ鉴定效果较好
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ　 ２０１７　 １２０ ［４８］

ＭＡＲＶＥＬ 可对Ｃａｕｄｏｖｉｒａｌｅｓ目ｄｓＤＮＡ
病毒有效注释

Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　 ２０１８　 ３５ ［４９］

ＶｉｒＭｉｎｅｒ 可预测噬菌体－宿主相互作用 Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ　 ２０１９　 １６ ［５０］

ＶＩＢＲＡＮＴ 可预测到其他分析工具

无法预测到的ｐｒｏｐｈａｇｅ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ　 ２０２０　 １４ ［５１］

ＶｉｒＳｏｒｔｅｒ２ 能一定程度地减少真核基因组

和质粒的错误识别
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ　 ２０２１　 ０ ［５２］

ｃｏｍ／ｊｅｓｓｉｅｒｅｎ／ＶｉｒＦｉｎｄｅｒ）是通过利用细菌和病毒
在Ｋ－ｍｅｒ上的差异，将病毒从宏基因组数据集中识
别出来，与ＶｉｒＳｏｒｔｅｒ相比，它能鉴定出更多潜在病
毒，尤其是大小在１　０００ｂｐ以下的病毒ｃｏｎｔｉｇ。但

ＶｉｒＳｏｒｔｅｒ和ＶｉｒＦｉｎｄｅｒ进行噬菌体分析的功能仍
相对有限，在鉴定噬菌体重叠群后，无法预测噬菌体
与宿主间的相互作用。ＭＡＲＶＥＬ（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．
ｃｏｍ／ＬａｂｏｒａｔｏｒｉｏＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃａ／ＭＡＲＶＥＬ ） 是

２０１８年由Ａｍｇａｒｔｅｎ等［４９］开发的工具，以其对Ｃａｕ－
ｄｏｖｉｒａｌｅｓ目ｄｓＤＮＡ病毒的有效注释能力而为人所
知，但该工具鉴定 ＲＮＡ 病毒的错报率非常高。

２０１９ 年开发的 ＶｉｒＭｉｎｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ／

ＴｉｎｇｔＺＨＥＮＧ／ＶｉｒＭｉｎｅｒ）则针对噬菌体分析功能
做出了改进，可通过预测模型从宏基因组数据集中
预测噬菌体重叠群并进行下游分析，包括功能基因
注释及噬菌体与宿主间关系预测等［５０］。ＶＩＢＲＡＮＴ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ／ＡｎａｎｔｈａｒａｍａｎＬａｂ／ＶＩ－
ＢＲＡＮＴ），是２０２０年开发的利用迭代注释进行病
毒识别的工具，它能高效识别以细菌为宿主的多种
病毒（包括ｄｓＤＮＡ、ｓｓＤＮＡ、ｄｓＲＮＡ 和ｓｓＲＮＡ 病
毒），并从宿主序列中提取前病毒区域，从而预测到
其他分析工具无法预测到的前病毒（ｐｒｏｐｈａｇｅ），且
能解析环境中不同病毒之间新陈代谢的能力［５１］。

２０２１年，Ｇｕｏ等［５２］改进并发布了 ＶｉｒＳｏｒｔｅｒ２（ｈｔ－
ｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ／ｊｉａｒｏｎｇ／ＶｉｒＳｏｒｔｅｒ２），但 Ｖｉｒ－
Ｓｏｒｔｅｒ仍是最被广泛使用的工具。现有的每种工具
都有其局限性，应根据实际需求选择使用或联合使

用不同的软件。

２．３　病毒功能基因注释
使用ＢＬＡＳＴ软件进行基因预测，并将获得的

非冗余基因组与ＲｅｆＳｅｑ病毒数据库的参考序列进
行比对，获取该基因的功能信息［５３］。通过对病毒功
能基因注释，能够对深入认识病毒个体生命过程提
供理论基础，还有助于了解病毒群落的生态过程及
与宿主群落的互作网络，从而阐释病毒与宿主间复
杂的相互作用机制。

京都基因与基因组百科全书（Ｋyｏｔｏ　ｅｎｃyｃｌｏｐｅ－
ｄｉａ　ｏｆ　ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）是一个系统分析
基因功能的知识库，ＫＥＧＧ具有强大的图形功能，
可利用图形来介绍众多代谢途径（包括各种代谢通
路、合成通路、膜转运、信号传递、细胞周期以及疾病
相关通路等）以及各个途径间的关系，这样可以直观
地反映基因与相关代谢的关系［５４］。蛋白质直系同
源簇（ｃｌｕｓｔｅｒｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ　ｇｒｏｕｐｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ，

ＣＯＧ）数据库，可将不同物种中的直系同源基因进
行聚类，通过在不同物种中建立相关同源蛋白簇来
预知位置蛋白质的功能，同时也为分子系统发育分
析提供数据基础。２０１５年，Ｇａｌｐｅｒｉｎ等［５５］基于完整
噬菌体基因组中的编码蛋白系统进化关系构建了

ＰＯＧ（ｐｈａｇｅ　ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ　ｇｒｏｕｐｓ）数据库，可在双链

ＤＮＡ噬菌体的全基因组序列中鉴定出保守的直系
同源簇。Ｐｆａｍ数据库是蛋白质家族的数据库，根据
多序列比对结果和隐马尔可夫模型（ｈｉｄｄｅｎ　ｍａｒｋｏｖ
ｍｏｄｅｌ，ＨＭＭｓ），可查询蛋白质家族或蛋白结构域
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的注释、结构及多序列比对信息，被广泛用于基因功
能注释［５６］。抗生素的滥用对畜牧业造成了深远影
响，虽然抗生素对病毒并无直接作用，但有研究发
现，瘤胃噬菌体携带抗生素耐药性基因［２３］，因此，对
病毒功能基因序列进行耐药性检测就显得尤为重
要。抗生素综合研究数据库（ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　ａｎｔｉｂｉ－
ｏｔｉｃ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｄａｔａｂａｓｅ，ＣＡＲＤ）可在细菌耐药性
的分子基础上，提供参考 ＤＮＡ和蛋白质序列、检测
模型和生物信息学工具，通过与该数据库进行比对，
可用于关联抗生素模块及其目标、抗性机制、基因变
异等信息与耐药基因相关的注释信息［５７］。

３　瘤胃噬菌体基因组研究趋势及进展
借助 Ｗｅｂ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ核心合集以“ｒｕｍｅｎ　ｂａｃｔｅ－

ｒｉｏｐｈａｇｅ”、“ｒｕｍｅｎ　ｐｈａｇｅ”或“ｒｕｍｅｎ　ｖｉｒｕｓ”为关键
词进行检索，２０００—２０２１年时间段内共有１０８篇相
关文献，且发文量呈现整体上升趋势（图３ａ），２０２１年
发表的５篇文献并未在图中标明。其中，美国、澳大
利亚、印度、新西兰和加拿大的发文量分别为

３３．６６％、１５．３９％、９．６２％、８．６５％和７．６９％，而我
国在瘤胃噬菌体这一领域的研究严重滞后。所发表
的关于瘤胃噬菌体的文章中，基于宏基因组学的文
献仅有７篇［１７－１８，２１，２３－２４，５８－５９］，涉及研究动物包括水
牛、奶牛、绵羊、山羊和麋鹿，且很少涉及瘤胃噬菌体
群落动态变化规律及瘤胃噬菌体在整个瘤胃微生态
系统中的作用。随后，利用ＶＯＳｖｉｅｗｅｒ进行关键词
密度聚类，并进行可视化分析［６０］（图３ｂ），图中结点
越接近黄色，表示此为研究热点，可发现瘤胃环境病
毒研究热点为噬菌体及宏基因组层面。而以“ｇｕｔ
ｐｈａｇｅ”或“ｇｕｔ　ｖｉｒｕｓ”作为关键词检索，在２０００—

２０２１年时间段内共有４　４４９篇相关文献，这说明，瘤
胃噬菌体是一个极具发掘空间的研究领域。

对病毒进行全基因组测序（ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｇｅｎｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ），又叫单病毒基因组学（ｓｉｎｇｌｅ－ｖｉｒｕｓ　ｇｅ－
ｎｏｍｉｃｓ，ＳＶＧ），可获得特定病毒（噬菌体）的全部核
酸序列。ＳＶＧ即以纯培养的病毒为研究对象，进行
核酸提取、文库构建并对单个病毒进行全基因组测
序，ＳＶＧ从头组装可以规避病毒遗传物质多样性的
问题，从而构建更完整的病毒基因组，以获得更全面
的病毒数据库的信息［６１］。目前，仅有两篇基于

ＳＶＧ来研究瘤胃噬菌体的文章，表２综述了噬菌体
及其宿主信息。

Ｆｒｉｅｄｅｒｓｄｏｒｆｆ等［３０］以瘤胃拟杆菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ

ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ）、白色瘤胃球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｂｏｖｉｓ）及
瘤胃链球菌（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ　ａｌｂｕｓ）为宿主，采用双层
平板法（ｐｌａｑｕｅ　ａｓｓａy）从瘤胃相关样品（废水、牛粪
及瘤胃液）中分离出５株烈性噬菌体，这是首次对瘤
胃环境中以特定细菌为宿主的噬菌体的基因组研
究。随后对这５株噬菌体进行全基因组测序，并通
过 Ｇｌｉｍｍｅｒ和Ｐｒｏｄｉｇａｌ在线工具对噬菌体全基因
组序列进行潜在编码序列（ｃｏｄｉｎｇ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ）
预测和功能注释。发现在φＢｒｂ０１和φＢｒｂ０２基因
组中，ＣＤＳ可分为ＤＮＡ复制转录（ＤＮＡ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）、ＤＮＡ 包装（ＤＮＡ　ｐａｃｋａｇｉｎｇ）及
宿主裂解（Ｈｏｓｔ　ｌyｓｉｓ）３个功能组。溶纤维丁酸弧
菌（Ｂｕｔyｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ）是瘤胃内的一种优势
菌，对纤维降解和蛋白质分解等有重要作用。

Ｆｒｉｅｄｅｒｓｄｏｒｆｆ等［３０］以其为宿主，从瘤胃液及粪便中
分离了５株噬菌体，并进行全基因组测序和利用

Ｇｌｉｍｍｅｒ和ＧｅｎｅＭａｒｋＳ在线工具进行功能注释。
结果显示，在科水平上，瘤胃噬菌体以有尾噬菌体为
主，其中长尾噬菌体科占主导地位，与前人研究结果
一致［１７－１８］。Ｃｅｒｉdｗｅｎ属噬菌体基因组中与其他噬
菌体基因组同源的ＯＲＦ中，其中２０个与Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉ－
ｄａｅ科噬菌体有同源性，１个与Ｐｏｄｏｖｉｒｉｄａｅ科噬菌
体有同源性。另外，用ＰＨＡＣＴＳ软件对噬菌体生
活史进行预测发现，这１０株噬菌体中仅有Ａｒａｗｎ
和Ｉdｒｉｓ属噬菌体基因组中存在编码整合酶的基
因，表明这两株噬菌体可能为溶源性噬菌体（ｌyｓｏ－
ｇｅｎｉｃ　ｐｈａｇｅ），其他８株噬菌体为溶菌性噬菌体（ｌyｔｉｃ
ｐｈａｇｅ）。值得注意的一点是，从瘤胃液中分离出的

Ｂｏ－Ｆｉｎｎ噬菌体与从牛粪便中分离出的Ａｒｉａｎ噬菌
体基因组序列相似性可达９８．６％，它们属于同种噬
菌体。

４　不同生境噬菌体研究进展
自２００２年美国学者Ｂｒｅｉｔｂａｒｔ等［６２］首次对海洋

病毒群（ｖｉｒｏｍｅ）进行宏基因组测序，到２０２０年，全
球范围内的研究已报道了近２０万个病毒种群［６３］。
目前，噬菌体的研究已然成为研究不同生境内微生
物群落结构和功能的焦点，如哺乳动物肠道噬菌体
与机体健康和疾病发生已受到广泛关注。关于不同
生境噬菌体（如人体肠道、土壤等）的研究已证实，噬
菌体是导致环境中宿主细菌死亡的主要原因［６４］，且
噬菌体可作为水平转移基因（ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ　ｇｅｎｅ　ｔｒａｎｓ－
ｆｅｒ，ＨＧＴ）的重要载体，与宿主菌进行遗传物质的
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图３　瘤胃噬菌体领域年发表论文数量（ａ）及关键词密度图谱（ｂ）
Ｆｉｇ．３　Ｎｕｍｂｅｒ　oｆ　ｐｕｂｌｉｃａｔｉoｎｓ（ａ）ａｎｄ　ｋｅｙｗoｒｄ　ｄｅｎｄｉｔｙ　ｎｅｔｗoｒｋ　ｍａｐ（ｂ）ｉｎ　ｔｈｅ　ｆｉｅｌｄ　oｆ　ｒｕｍｅｎ　ｖｉｒｕｓ（ｂａｃｔｅｒｉoｐｈａｇｅ）

交换，进而调节细菌的进化和多样性；值得注意的
是，ＨＧＴ也是导致抗生素抗性基因（ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ　ｒｅ－
ｓｉｓｔａｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ，ＡＲＧｓ）扩散的重要因素［６５］。鉴于
瘤胃内噬菌体研究相对滞后的现状，可以适度借鉴
其他环境样本中的噬菌体研究方法并用于瘤胃噬菌
体研究。

许多环境噬菌体的研究得益于微生物多组学方
法联用［６６－６７］，取得了喜人的成果。例如，Ｅｍｅｒｓｏｎ
等［６６］利用宏基因组和宏转录组揭示了气候变化中
噬菌体对复杂碳降解的潜能。此外，Ｂｒｕｍ等［６７］结
合蛋白质组学和宏基因组学，从海洋环境中鉴定出
多样性极高的病毒衣壳蛋白。类似的，蛋白质组学

这一新兴领域在瘤胃微生态系统中的研究表明，瘤
胃噬菌体介导的细胞裂解会释放微生物胞内酶，包
括那些参与碳水化合物分解的微生物酶，这些酶的
释放会促进瘤胃内饲料的降解［５９］。

除了以上能通过组学技术挖掘出的数据外，病
毒宏基因组测序结果中大部分序列为未知序列，为
了充分利用这些未知数据，Ｂｒｕｍ等［６７］通过对预测
的蛋白质序列进行全长相似性聚类，揭示了七大洋
海洋样本中存在一个核心病毒基因集，这样可以从
未知序列中得到另一种“已知”结果。Ｓｗａｉｎ等［２２］

考虑到瘤胃病毒在不同个体间存在的差异，运用
类 似方法发现了核心瘤胃病毒基因集。此外，
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表２　已报道的获得全基因组信息的瘤胃噬菌体

Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｕｍｅｎ　ｐｈａｇｅｓ　ｗｉｔｈ　ｇｅｎoｍｅ－ｗｉｄｅ　ｉｎｆoｒｍａｔｉoｎ　ｒｅｐoｒｔｅｄ

噬菌体名 科水平分类 基因组大小／ｋｂ 预测宿主菌 总ＯＲＦｓ／个

Ｐｈａｇｅ　 Ｆａｍｉｌy　 Ｇｅｎｏｍｅ　ｌｅｎｇｔｈ　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ　ｈｏｓｔ　 Ｔｏｔａｌ　ＯＲＦｓ

φＢｒｂ０１ Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ　 ３３．９１±２．４１　 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ　 ４６

φＢｒｂ０２ Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ　 ３３．０２±１．１６　 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ　ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ　 ４８

φＲａ０２ Ｐｏｄｏｖｉｒｉｄａｅ　 １２．８０　 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ　ａｌｂｕｓ　 １６

φＲａ０４ Ｐｏｄｏｖｉｒｉｄａｅ　 １４．００　 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ　ａｌｂｕｓ　 １５

φＳｂ０１ Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ　 ３０．９０±４．４　 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｂｏｖｉｓ　 ４６

Ａｒａｗｎ　 Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ　 ３１．１２　 Ｂｕｔyｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｓｏｌｖｅｎｓ　 ５０

Ａｒｉａｎ　 Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ　 ３３．５０　 Ｂｕｔyｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｓｏｌｖｅｎｓ　 ５４

Ｂｏ－Ｆｉｎｎ　 Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ　 ３３．２３　 Ｂｕｔyｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｓｏｌｖｅｎｓ　 ５１

Ｃｅｒｉｄｗｅｎ　 Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ　 ３９．７５　 Ｂｕｔyｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｓｏｌｖｅｎｓ　 ７３

Ｉｄｒｉｓ　 Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ　 ３１．１３　 Ｂｕｔyｒｉｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｓｏｌｖｅｎｓ　 ５５

Ａｌｌｅｎ等［６８］研究海洋微生物群落时采用了一种基于
噬菌体基因组标签的方法（ｐｈａｇｅ　ｇｅｎｏｍｅ　ｓｉｇｎａ－
ｔｕｒｅ－ｂａｓｅｄ　ｒｅｃｏｖｅｒy，ＰＧＳＲ），从宏基因组中提取噬
菌体序列，并结合病毒／细菌比（ｖｉｒｕｓ－ｔｏ－ｂａｃｔｅｒｉａ
ｒａｔｉｏ，ＶＢＲ）来评估病毒对细菌群落的影响，该方法
有助于研究人员了解噬菌体在塑造整个海洋微生物
群落结构中的作用。但目前未见此法运用于瘤胃噬
菌体研究。

值得注意的是，不同生态环境中研究方法的适
用性有限。即使两个生态系统具有非常相似的病毒
群落结构，他们潜在的微生态关系也不尽相同。比
如，极地水体环境噬菌体和胃肠道环境噬菌体中，溶
源性噬菌体较溶菌性噬菌体在数量上占有优
势［６９－７１］。但极地海洋生态系统中，随着细菌丰度增
加，溶源性噬菌体会从溶源循环（ｌyｓｏｇｅｎｉｃ　ｃyｃｌｅ）转
变为溶菌循环（ｌyｔｉｃ　ｃyｃｌｅ）［６９］；而在肠道中，宿主菌
丰度增加时，溶源性噬菌体会持续占领主导地
位［７０－７１］。因此，在将不同生境中噬菌体研究方法及
生物学概念外推到瘤胃环境时仍需谨慎。

５　瘤胃宏病毒组的前景与展望
随着宏基因组学和生物信息学的发展，研究人

员可以不再需要体外分离培养噬菌体，就能获得一
些分散、丰度低的病毒的结构和功能信息，也逐步增
进对瘤胃内噬菌体的多样性及潜在功能的认知。但
是，现阶段学术界对瘤胃噬菌体及其功能基因的科
学认知仍然十分有限，笔者结合自身体会，认为今后

此领域的研究应主要聚焦在以下几个方面：

５．１　宏基因组学研究中，瘤胃噬菌体样品制备时主
要通过微孔滤膜过滤的方式进行纯化富集，因此，难
免会因为滤膜孔径选择过小而造成颗粒较大的噬菌
体的遗传信息的遗漏。现阶段瘤胃噬菌体的提取、

宏病毒组分析等缺乏统一技术规范，建立成熟的噬
菌体分离纯化实验室标准化操作流程以及针对巨型
噬菌体的优化提取和富集技术是当务之急。

５．２　目前的研究主要聚焦在瘤胃ＤＮＡ病毒，对于

ＲＮＡ病毒的研究较少。未来要利用多组学手段（如
宏基因组、宏蛋白组、宏转录组和宏代谢组等）结合
生物信息学技术，同步关注瘤胃ＲＮＡ病毒的基因
功能，尽可能获得全面的噬菌体信息，这有助于探明
瘤胃整体病毒的生态功能和作用机制。

５．３　鉴于噬菌体种群在个体间差异显著且噬菌体
种群存在于反刍动物整个消化道，需进一步研究不
同生理阶段、胃肠道不同部位噬菌体群落对微生物
群落的影响。

５．４　尽管病毒宏基因组学为研究人员提供了一种
不需分离培养即可了解环境中全部病毒基因组信息
的方法，但仍需要以瘤胃优势菌群为宿主菌，对噬菌
体进行分离培养，这将有助于全面了解噬菌体的生
物学特性以及它们在维持瘤胃动态平衡中的作用。

５．５　关于瘤胃病毒的研究在国内处于亟待开发的
阶段，瘤胃是一个复杂、多变的微生态系统，蕴藏着
丰富的基因资源，有大量新病毒等待研究人员去挖
掘。故需要大力发展全基因组扩增技术和测序技

８２
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术，不断完善动物胃肠道病毒资源库，丰富瘤胃噬菌
体基因组数据库，揭示噬菌体塑造瘤胃细菌群体结
构的机制。

５．６　我国于２０２０年开始对饲料全面禁抗，鉴于瘤
胃噬菌体对瘤胃微生物的裂解作用及对瘤胃营养物
质循环的影响，噬菌体制剂作为抗生素替代品将成
为畜牧界的重大课题。
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