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不同栖息环境对黑叶猴肠道微生物群落结构特征及功
能的影响
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摘要：黑叶猴（Ｔｒａｃｈｙｐｉｔｈｅｃｕｓ ｆｒａｎｃｏｉｓｉ）属于我国一级重点保护野生动物，是世界上珍贵稀有灵长类动物之一。 肠道微生物是动

物机体内最重要的“微生物器官”，参与机体营养吸收、代谢调节及免疫功能，在维持生物体健康和适应性进化等方面均发挥至

关重要的作用。 探究不同栖息环境下黑叶猴肠道微生物群落结构特征及其在宿主能量代谢、营养平衡、食物消化等功能作用，
对其种群保育具有重要的意义。 但鲜少有研究聚焦于不同栖息环境特别是在圈养条件下黑叶猴由于食物的变化，从而引起的

肠道微生物结构和功能改变及所产生的影响，这些目前尚不清楚。 利用宏基因组测序技术比较分析了分别来自野外环境

（５ 只）和圈养环境（４ 只）下的黑叶猴个体肠道微生物群落物种组成结构及功能差异。 结果表明：在物种组成上，黑叶猴肠道内

核心微生物群主要为厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），野生黑叶猴独有的微生物群落数量大于圈养组，不同栖

息环境下的黑叶猴肠道微生物群物种组成结构具有一定的相似性及差异性。 Ａｌｐｈａ 多样性指数显示野外环境与圈养环境中的

黑叶猴肠道微生物群落多样性和均匀度无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。 利用独立性检验发现，野外环境与圈养环境中的黑叶猴肠道

微生物中出现极显著差异的为甲烷菌门（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）（Ｐ＜０．０１）。 在功能作用上，黑叶猴肠道微生物群落大部分基因与新

陈代谢及基因与遗传信息处理相关，且野外环境与圈养环境黑叶猴中在氨基酰基 ＴＲＮＡ 生物合成、嘧啶代谢、丙酸代谢等相关

途径中存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。 瘤胃球菌属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）、布劳特氏菌属（Ｂｌａｕｔｉａ）通过调节 ＦＯＸ２ 基因的表达提升了黑叶

猴在圈养环境下生成乙酰基辅酶 Ａ 的能力。 研究揭示了贵州省野外环境和圈养环境对黑叶猴肠道微生物群落特征及功能的

影响，有助于科学评估野外黑叶猴种群生理健康状况，并为这一珍稀物种的野外种群保护及圈养种群繁育提供肠道微生物学方

面的理论依据。
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（Ｐ＜０．０１）． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙ， ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ Ｔ． ｆｒａｎｃｏｉｓｉ ｗａｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｃａｐｔｉｖｅ Ｔ． ｆｒａｎｃｏｉｓｉ ｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｙｌ ＴＲＮＡ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙｓ （Ｐ＜０．０５）． Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ａｎｄ Ｂｌａｕｔｉａ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｔ． ｆｒａｎｃｏｉｓｉ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ Ａｃｅｔｙｌ⁃ＣｏＡ ｉｎ ｃａｐｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＦＯＸ２ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｎｉｔｉａｌｌｙ
ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｃａｐｔｉｖｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ Ｔ． ｆｒａｎｃｏｉｓｉ ｉｎ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｈｅｌｐｆｕｌ ｆｏｒ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｈｅａｌｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｌａｎｇｕｒ ｍｏｎｋｅｙｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｉｓ ｒａｒｅ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｐｔｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｂｒｅｅｄｉｎｇ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｔｒａｃｈｙｐｉｔｈｅｃｕｓ ｆｒａｎｃｏｉｓｉ； ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ； ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ； ｄｉｅｔａｒｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ； ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

肠道微生物是动物机体内最重要的“微生物器官”，参与机体营养吸收、代谢调节及免疫功能，在维持生

物体健康和适应性进化等方面均发挥至关重要的作用［１—３］。 动物的肠道菌群结构的形成受到食物构成［４—５］、
栖息环境、季节变化［６—７］、种群遗传［８］、年龄、性别等因素影响。 高多样性的微生物群能促进肠道微生物群生

态系统的稳定性，并提高宿主的饮食发酵率［９］。 多样化的肠道微生物可以促进宿主的整体健康和营养代谢

功能，调节免疫功能和繁殖行为等［１０—１１］。 研究表明，在人工辅助投食的条件下，滇金丝猴的肠道菌群丰富度、
均匀度及谱系多样性均高于野外环境［１２］。 圈养环境下的白臀叶猴肠道微生物中的普氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）和拟

杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）相对丰度亦高于野外种群［１３］。 饮食不仅导致动物肠道微生物结构组成变化，同时也会影

响动物肠道微生物代谢物及肠道中的化学反应，如短链脂肪酸主要是通过厌氧微生物发酵不可消化的碳水化

合物（如纤维素）而产生的，大量摄入特定宏量营养素（如纤维）的减少，或持续较长时间的减少，可能导致关

键微生物类群的丧失［１４—１６］。 然而，不同栖息环境特别是在圈养条件下黑叶猴由于食物的变化所引起的肠道

微生物结构和功能改变及所产生的影响等目前尚不清楚。
黑叶猴（Ｔｒａｃｈｙｐｉｔｈｅｃｕｓ ｆｒａｎｃｏｉｓｉ），属于灵长目（Ｐｒｉｍａｔｅｓ），猴科（Ｃｅｒｃｏｐｉｔｈｅｃｉｄａｅ），疣猴亚科（Ｃｏｌｏｂｉｎａｅ），

乌叶猴属（Ｔｒａｃｈｙｐｉｔｈｅｃｕｓ），主要分布于越南北部和中国的广西、贵州、重庆等地的山地岩溶地区，属于我国一
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级重点保护野生动物，是世界上珍贵稀有灵长类动物之一［１７］。 为了探究野外环境和圈养环境下黑叶猴肠道

微生物群落特征的差异及其功能变化，本研究在贵州麻阳河国家级自然保护区和贵州森林野生动物园，采用

宏基因组测序手段探究野生和圈养黑叶猴的肠道微生物群组成结构、微生物群落多样性及功能差异，从而为

野外黑叶猴的种群保护及圈养种群的繁育提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 研究对象来源及粪便样品采集

野生黑叶猴粪便样品来自贵州麻阳河国家级自然保护区，该保护区位于贵州省沿河土家族自治县与务川

仡佬族苗族自治县交界处（１０８°３′５８″—１０８°１９′４５″Ｅ，２８° ３７′３０″—２８° ５４′２０″Ｅ），总面积 ３１１．１３ ｋｍ２ ［１８］。 ２０２２
年 ５—７ 月，在 １２０ ｄ 采样期内，共设置了 １９ 条野外调查样带，收集来自不同的社会群体的野生黑叶猴粪便样

品，并将收集到的新鲜粪样保存于－８０℃，待实验室分析。 本次研究共采集追踪到的 ５ 只野生黑叶猴（Ｗ１，
Ｗ２， Ｗ３， Ｗ４， Ｗ５）个体粪便。

圈养黑叶猴粪便样品来自于贵州森林野生动物园。 该野生动物园位于贵州省修文县境内。 粪样采集过

程中，黑叶猴晚上被关在不同的笼子里，每天早上排便后立即收集粪便并保存在－８０℃，待实验室分析。 本次

研究共收集了 ４ 只圈养黑叶猴（Ｃ１， Ｃ２， Ｃ３， Ｃ４）个体的粪便。
１．２　 肠道微生物宏基因组测序

使用 ＯＭＥＧＡ Ｍａｇ Ｂｉｎｄ 土壤 ＤＮＡ 试剂盒（Ｍ５６３５⁃０２）（ＯＭＥＧＡ Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ，Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ，ＵＳＡ）提取粪便中总

微生物基因组 ＤＮＡ 样本，使用 ＱｕｂｉｔＴＭ ４ 荧光计（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）和 １％琼脂糖凝胶电泳测量提取的 ＤＮＡ 的数

量和质量。 合格 ＤＮＡ 样品用 Ｃｏｖａｒｉｓ 超声波破碎仪随机打断成长度约为 ３５０ ｂｐ 的片段，使用 ＮＥＢ Ｎｅｘｔ
ＵｌｔｒａＴＭ ＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ（ＮＥＢ， ＵＳＡ） 构建文库。 使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 对文库的 ｉｎｓｅｒｔ ｓｉｚｅ 进行

检测，并使用实时 ＰＣＲ 对文库浓度进行定量分析。 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ⁃Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 高通量测序平台对 ＤＮＡ 文库

进行测序。 使用 Ｋｎｅａｄｄａｔａ 软件对 Ｒａｗ 测序数据进行预处理。 去除原始数据中接头序列和低质量的序列，去
除最终长度小于 ５０ｂｐ 的序列，过滤来自宿主的序列，获取用于后续分析的有效序列。 最后通过 ＦａｓｔＱＣ 检测

质量控制的合理性和效果。 物种注释使用 Ｋｒａｋｅｎ２ 和自建的微生物核酸数据库比对来计算样本中所含有物

种的序列数，再用 Ｂｒａｃｋｅｎ 来对样本中物种的实际相对丰度进行预测。 基于 ｒｅａｄｓ 功能注释使用 ＨＵＭＡｎＮ２
软件，将质控和去宿主之后的序列与蛋白质数据库（ＵｎｉＲｅｆ９０）进行比对（基于 ＤＩＡＭＯＮＤ），根据 ＵｎｉＲｅｆ９０ ＩＤ
和各个数据库的对应关系。 得到各个功能数据库的注释信息和相对丰度表。
１．３　 数据分析

获取各样本在门、属、物种分类水平上的组成和丰度分布表，对各样本中的优势物种在不同分类水平下进

行统计。 使用韦恩图来进行群落分析表征野生及圈养黑叶猴独有及共有的物种的个数。 使用 Ａｌｐｈａ 多样性

表征野生及圈养黑叶猴肠道微生物群多样性指数。 使用了 ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅＳｅｑ 方法对样本组的门、属、种水平分

类单元进行两两比较获得具有显著丰度差异的物种。 使用热图（Ｈｅａｔｍａｐ）聚类并依据聚类结果对野生及圈

养黑叶猴肠道微生物群差异物种分别排序。 通过随机森林（Ｒａｎｄｏｍ Ｆｏｒｅｓｔｓ）分析挑取丰度分布在不同组间存

在显著差异的功能。 使用 ＬＥｆＳｅ （ＬＤＡ Ｅｆｆｅｃｔ Ｓｉｚｅ）分析对黑叶猴基因功能进行差异分析，同时使用 ＬＤＡ 值分

布柱状图找出组间之间差异物种，即标志物种（ｂｉｏｍａｒｋｅｒ）。 使用相关性分析探究肠道微生物与差异功能基

因之间的互作关系，并运用交互桑基图可视化分析。

２　 结果与分析

２．１　 黑叶猴肠道微生物物种组成

黑叶猴宏基因组测序共获得 ２０６８４５７９３ 条原始 ｒｅａｄｓ。 质量控制并剔除宿主序列后经过基因预测和去冗

余，共获得 ６６６４０５４ 个微生物群非冗余基因数据。 在门水平上（图 １），野生黑叶猴肠道微生物中厚壁菌门 Ａ
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（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ Ａ，（６２．７４±１１．８７）％）和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ，（２４．０３±１６．２４）％）为肠道优势菌门，其次为放线菌

图 １　 黑叶猴肠道微生物群不同分类水平的物种组成

Ｆｉｇ．１　 Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｏｆ Ｔｒａｃｈｙｐｉｔｈｅｃｕｓ Ｆｒａｎｃｏｉｓｉ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｌｅｖｅｌｓ

Ｗ１—Ｗ５ 分别代表 ５ 只野生个体；Ｃ１—Ｃ４ 分别代表 ４ 只圈养个体；Ｗ：野生组；Ｃ：圈养组

门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ，（４．５１±８．０６）％）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，（３．２５±３．９６）％）和变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ，（２．
５１± ３． ２３）％）；圈养黑叶猴肠道微生物中厚壁菌门 Ａ （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ Ａ， （ ６３． ５８ ± １９． ３９）％） 和拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ，（２３．１３ ± １７． ７８）％） 为优势菌门，其次为厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ， （ ６． ４０ ± ３． ７５）％）、疣微菌门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ，（２．０８±３．７３）％）和 螺旋体门（Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｏｔａ，（１．１９±０．５６）％）。 在属水平上（图 １），野生黑
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叶猴肠道微生物平均相对丰度前 ５ 的分别为 Ｆａｅｃｏｕｓｉａ、普氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）、布劳特氏菌属 Ａ（Ｂｌａｕｔｉａ Ａ）和
Ｐｈｏｃａｅｉｃｏｌａ；圈养黑叶猴肠道微生物平均相对丰度前 ５ 的分别为 Ｆａｅｃｏｕｓｉａ、普氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）、拟杆菌属

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、ＣＡＧ⁃８３ 和 ＣＡＧ⁃８７３。 在种水平上（图 １），野生黑叶猴肠道微生物平均相对丰度前 ５ 的分别是

Ｂｌａｕｔｉａ Ａ ｆａｅｃｉｓ、 Ｆａｅｃｏｕｓｉａ ｓｐ９００５５３８０５、 Ｆｉｒｍ⁃ １０ ｓｐ００４５５２５１５、 ＫＬＥ１６１５ ｓｐ９０００６６９８５ 和 Ｌｉｍｉｐｌａｓｍａ
ｓｐ００４５５６５４５；圈养黑叶猴肠道微生物平均相对丰度前 ５ 的分别为 Ｆａｅｃｏｕｓｉａ ｓｐ００２４９３９６５、 ＣＡＧ⁃ ８７３
ｓｐ０１７６２１０５５、Ｓｃａｔｏｓｏｍａ ｓｐ０１７６２６１３５、ＲＵＧ５７２ ｓｐ９００５４７９４５ 和 Ｆａｅｃｏｕｓｉａ ｓｐ９００５４４９４５。 通过绘制韦恩图（图 １）
分析野生组和圈养组组间独有和共有物种的组成情况。 研究结果表明野生黑叶猴独有的微生物群落数量大

于圈养组，野生和圈养黑叶猴肠道微生物群物种组成结构具有一定的相似性及差异性。

图 ２　 黑叶猴野生组和圈养组间肠道微生物 Ａｌｐｈａ 多样性指数箱线图

Ｆｉｇ．２　 Ｂｏｘｐｌｏｔ ｏｆ Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｃａｐｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ｔｒａｃｈｙｐｉｔｈｅｃｕｓ ｆｒａｎｃｏｉｓｉ

箱的上下端线：上下四分位数 （ＩＱＲ），最上端为 Ｑ３（位于 ７５％的数据点），最下端为 Ｑ１（位于 ２５％的数据点）；中位线：中位数；上下边缘：最

大值（Ｑ３＋１．５ＩＱＲ）和最小值（Ｑ１－１．５ＩＱＲ）；上下边缘的外部的点：异常值，超出正常范围的数据点

２．２　 黑叶猴肠道微生物物种多样性差异分析

选取 Ｃｈａｏ１、Ｇｏｏｄｓ⁃ｃｏｖｅｒａｇｅ 、Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ｐｉｅｌｏｕ⁃ｅ 、Ｓｈａｎｎｏｎ 和观测物种数 ６ 个指数来分析野生和圈养黑叶

猴肠道微生物的多样性和均匀度（图 ２）。 每组样品的 Ｇｏｏｄｓ⁃ｃｏｖｅｒｇｅ 指数均达 ０．９９ 以上，表明检测结果可靠。
对比野生和圈养黑叶猴肠道微生物群的多样性指数发现，黑叶猴肠道菌群物种丰富度指数（Ｃｈａｏ１）野生组大

于圈养组（Ｐ＝ ０．８１）；微生物覆盖指数（Ｇｏｏｄｓ⁃ｃｏｖｅｒａｇｅ）野生组大于圈养组（Ｐ ＝ ０．４６）；Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数圈养组大

于野生组，（Ｐ＝ ０．４６）；物种均匀度指数（Ｐｉｅｌｏｕ⁃ｅ）圈养组大于野生组（Ｐ＝ ０．３３）；物种多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ）圈
养组大于野生组（Ｐ＝ ０．３３）。 野生黑叶猴肠道微生物 Ｃｈａｏ１ 和 Ｇｏｏｄｓ⁃ｃｏｖｅｒａｇｅ 均高于圈养黑叶猴，以上结果说

明野生黑叶猴肠道微生物群落丰富度高于圈养黑叶猴， Ｐｉｅｌｏｕ 指数表明圈养黑叶猴肠道微生物均匀度高于
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野生黑叶猴。 Ａｌｐｈａ 多样性指数显示野生及圈养黑叶猴肠道微生物群落多样性和均匀度没有显著性差异（Ｐ＞
０．０５）。
２．３　 黑叶猴肠道微生物聚类差异比较分析

通过 ＰＣｏＡ 分析（图 ３）发现野生和圈养黑叶猴肠道微生物组间形成分离（主成分的贡献值分别为 ２０．６％
和 １８．７％）。 利用独立性检验可知，在门水平上（图 ３），圈养与野生黑叶猴丰度排名前十的肠道微生物群落组

图 ３　 野生及圈养黑叶猴肠道微生物物种及组间差异

Ｆｉｇ．３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｃａｐｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ｔｒａｃｈｙｐｉｔｈｅｃｕｓ ｆｒａｎｃｏｉｓｉ

ｌｇ（ＲＣ＋１）：丰度单位转换对数值

成中甲烷菌门（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）在野生和圈养组间具有极显著差异（Ｐ＜０．０１）。 在属水平上（图 ３），圈养与

野生黑叶猴丰度排名前十的肠道微生物群落组成中 ＣＡＧ⁃８３ 具有显著差异（Ｐ＜０．０５）。 在物种水平上，圈养与
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野生黑叶猴丰度排名前十的肠道微生物群落组成中 ＣＡＧ⁃８７３ ｓｐ０１７６２１０５５ 和 Ｆａｅｃｏｕｓｉａ ｓｐ９００５４４９４５ 在两组中

均有极显著统计学差异（Ｐ＜０．０１）；Ｆａｅｃｏｕｓｉａ ｓｐ００２４９３９６５ 在两组中均有显著差异（Ｐ＜０．０５）。 黑叶猴肠道微

生物物种差异热图显示了在种水平上差异最显著的排名前 １０ 的物种及聚类（图 ３）。

图 ４　 黑叶猴肠道微生物功能及组间差异

Ｆｉｇ．４　 Ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｇｒｏｕｐ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｔｒａｃｈｙｐｉｔｈｅｃｕｓ ｆｒａｎｃｏｉｓｉ

ＬＤＡ：线性判别分析；ｌｇ（ＬＤＡ）： ＬＤＡ 分析对数得分值；Ｌ２：功能水平 ２；Ｌ３：功能水平 ３

２．４　 黑叶猴肠道微生物群功能组成分析

ＫＥＧＧ 功能注释分析显示黑叶猴肠道微生物功能基因富集到的一级代谢途径划分为 ６ 类，包括新陈代谢

（Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，７２％）、遗传信息处理（Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，１４％）、细胞过程（Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ，６％）、人类疾病

（Ｈｕｍａｎ Ｄｉｓｅａｓｅｓ，４％）、环境信息处理（Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，３％）、生物体系统（Ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ Ｓｙｓｔｅｍ，１％）。
黑叶猴肠道微生物注释到的大部分基因与新陈代谢相关，其次是与基因与遗传信息处理和基因与细胞过程相
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关（图 ４）。 随机森林分析显示野生与圈养黑叶猴排名前 ５ 的存在显著差异的 ＫＥＧＧ 二级代谢途径为翻译

（Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）、癌症 （ Ｃａｎｃｅｒ）、核苷酸代谢 （ Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、耐药性 （ Ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ） 与消化系统

（Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍ）（图 ４）。 基于 ＬＥｆＳｅ（ＬＤＡ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ）分析发现野生与圈养黑叶猴组间功能基因差异显著

（图 ４），从 ＬＤＡ 值分布柱状图来看，圈养黑叶猴的标志代谢通路为翻译（Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）、氨基酰基 ＴＲＮＡ 生物合

成（Ａｍｉｎｏａｃｙｌ ＴＲＮＡ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、光合生物中的碳固定（Ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ）、嘧啶代谢

（Ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）和核苷酸代谢（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）。 野生黑叶猴在细胞运动（Ｃｅｌｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ）、细菌

趋化性（Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｈｅｍｏｔａｘｉｓ）、胰岛素信号通路（ Ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、丙酸代谢（Ｐｒｏｐａｎｏａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）
代谢途径中显著富集，为野生黑叶猴的标志代谢通路（图 ４）。 有多条代谢通路与黑叶猴能量代谢相关，其中

野生黑叶猴在短链脂肪酸丙酸合成的途径中功能基因显著富集，表明由于圈养黑叶猴食物组成的改变影响了

其肠道微生物功能的变化。
２．５　 黑叶猴肠道微生物功能基因的差异分析

野生与圈养黑叶猴肠道微生物功能中与能量代谢相关的丙酸代谢途径（Ｐａｔｈ：ｍａｐ００６４０）属于新陈代谢

中碳水化合物代谢途径。 包含丙二酸半醛途径（Ｍ０００１３），由丙酰基辅酶 Ａ 生成乙酰基辅酶 Ａ（Ａｃｅｔｙｌ⁃ＣｏＡ）；
以及丙酰基辅酶 Ａ 代谢（Ｍ００７４１），由丙酰基辅酶 Ａ 生成琥珀酰辅酶 Ａ（Ｓｕｃｃｉｎｙｌ⁃ＣｏＡ）（图 ５）。 丙酸代谢途径

属于短链脂肪酸代谢途径，与相关的代谢通路如糖酵解糖异生、柠檬酸循环（ＴＣＡ 循环）、甘氨酸、丝氨酸和苏

氨酸代谢、泛酸和辅酶 Ａ 生物合成等密切相关行使重要生物学功能。 对丙酸代谢途径的 ＫＯ 基因进行模块筛

选后发现相关功能基因在野生和圈养黑叶猴中显著富集。 在 Ｍ０００１３ 模块中 Ｋ００２４８（ＡＣＡＤＳ）、Ｋ００２３２
（ＡＣＯＸ１）、Ｋ１４７２９（ＦＯＸ２）、Ｋ００１４０（ｍｍｓＡ）基因显著富集，其中 ＦＯＸ２ 基因在野生及圈养的黑叶猴中差异显

著（Ｐ＜０．０５），在圈养黑叶猴中 ＦＯＸ２ 基因显著上调。 在 Ｍ００７４１ 模块中 Ｋ０１９６５（ＰＣＣＡ）、Ｋ０１９６６（ＰＣＣＢ）、
Ｋ１１２６３（ｂｃｃＡ）、Ｋ１８４７２（ａｃｃＤ６）、Ｋ１９３１２（ｐｃｃＢ）、Ｋ０１９６４、Ｋ１５０３６、Ｋ１５０３７、Ｋ０５６０６（ＭＣＥＥ）、Ｋ０１８４７（ＭＵＴ）、
Ｋ０１８４８（ｍｃｍＡ１）、Ｋ０１８４９（ｍｃｍＡ２）基因显著富集。 其中 ｍｃｍＡ１、ｐｃｃＢ 基因在野生及圈养的黑叶猴中差异显

著（Ｐ＜０．０５）（图 ５），ｍｃｍＡ１ 基因在圈养黑叶猴中显著上调，ｐｃｃＢ 基因在野生黑叶猴中显著上调。 交互桑基

图表明属水平上丰度最高的微生物与差异基因之间的相关性（图 ５）。 其中瘤胃球菌属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）、布劳

特氏菌属（Ｂｌａｕｔｉａ）与 ＦＯＸ２ 相关性较强，布劳特氏菌属（Ｂｌａｕｔｉａ）、瘤胃球菌属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）通过调节 ＦＯＸ２
基因的表达来增加黑叶猴在圈养环境下生成乙酰基辅酶 Ａ（Ａｃｅｔｙｌ⁃ＣｏＡ）的能力。 罗氏菌属（Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ）与

ｐｃｃＢ 相关性较强。 另枝菌属（Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ）、罗氏菌属（Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ）与 ｍｃｍＡ１ 相关性较强，肠道微生物通过调节

ｐｃｃＢ、ｍｃｍＡ１ 基因的表达来影响黑叶猴生成琥珀酰辅酶 Ａ（Ｓｕｃｃｉｎｙｌ⁃ＣｏＡ）的能力。 经生物学和统计相关分析

验证，网络图揭示了肠道微生物群和功能基因之间的许多密切联系。

３　 讨论

通过粪便宏基因组数据揭示野外与圈养环境和饮食条件下黑叶猴肠道微生物群组成结构和功能的差异。
结果表明，黑叶猴肠道微生物的结构组成、多样性和功能随着野外环境和圈养环境，以及饮食的不同而发生变

化。 动物的饮食结构是影响其肠道微生物群组成的关键因素［１９—２０］，相似的饮食会驱动动物的肠道微生物群

组成的趋同［２１］。 通过本研究发现，野生组和圈养组的主要优势菌群都是厚壁菌门和拟杆菌门，这与段春慧

等［２２］对黑叶猴肠道微生物的多样性的研究结果相似，说明在不同环境下黑叶猴肠道中的优势菌群主要为厚

壁菌门和拟杆菌门。 厚壁菌门可以分解食物中的纤维素，并将纤维素降解为宿主的挥发性脂肪酸，还能调节

体内的免疫反应，抑制机会性病原体入侵，并预防肠道炎症［２３］。 拟杆菌门的主要功能是帮助宿主降解碳水化

合物、蛋白质和其他物质，从而提高宿主的营养利用率［２４］。 研究发现，腾冲红花油茶、茶树及普通油茶可以造

成茶籽象幼虫发育及肠道微生物结构差异，植物中营养物质变化引起变形菌门（Ｐｒｏｔｅｃｏｂａｃｔｅｒｉａ）相对丰度减

少， 厚 壁 菌 门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ） 相 对 丰 度 增 加［２５］。 因 此， 不 同 食 物 中 的 营 养 物 质 主 成

分及丰度的变化会引起动物肠道微生物群结构的差异。野生黑叶猴肠道微生物中的普氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）的
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图 ５　 野生及圈养黑叶猴肠道微生物功能基因差异

Ｆｉｇ．５　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｃａｐｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ｔｒａｃｈｙｐｉｔｈｅｃｕｓ ｆｒａｎｃｏｉｓｉ

∗：Ｐ＜０．０５
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平均相对丰度高于圈养黑叶猴。 普氏菌属可以降解食物中的半纤维素、果胶和更简单的碳水化合物，例如水

果和低复杂性纤维资源中的碳水化合物［２６—２７］。 食物资源中营养成分的变化会影响宿主肠道微生物物种结构

的组成［２８］，例如，在以嫩叶为主要食物的春季里，与碳水化合物和单糖消化相关的普氏菌属的丰度会增加，这
种转变有助于宿主应对能量和营养摄入的季节性波动［７］，表明肠道菌群在黑叶猴的营养消化吸收方面起到

重要作用。 布劳特氏菌属（Ｂｌａｕｔｉａ）是一种广泛存在于哺乳动物肠道和粪便内的厌氧微生物，Ｂｌａｕｔｉａ 的相关

研究表明其相对丰度变化与炎症及代谢性疾病的改善密切相关［２９］，本研究中圈养黑叶猴的 Ｂｌａｕｔｉａ 丰度大于

野生黑叶猴，圈养环境的变化可能会对动物相关疾病及健康状况产生影响。 野外环境和圈养环境的黑叶猴肠

道微生物中甲烷菌门丰度的差异极其显著（Ｐ＜０．０１），甲烷菌可以将纤维素消化成能被动物吸收的物质，这与

灵长类动物适应食物种类及其摄取营养有关，说明了动物进化过程中，肠道微生物组成结构与动物食性和生

活环境密切相关。
Ａｌｐｈａ 多样性指数显示野外环境和圈养环境的黑叶猴肠道微生物群落多样性和均匀度没有显著性差异，

野生黑叶猴的肠道微生物丰富度指数大于圈养黑叶猴，野生黑叶猴的肠道微生物多样性度指数小于圈养黑叶

猴。 有研究发现，野生动物由于自然捕食而有较高的食物多样性，因而比圈养动物具有更高的肠道菌群多样

性［３０—３３］。 野生黑叶猴的肠道微生物群落丰富度略高于圈养组，圈养组肠道微生物均匀度略高于野生组，与李

扬的研究结果相似［３４］。 这可能是由于雨季期间，野生黑叶猴采食更多的嫩叶和水果，且圈养黑叶猴的食物充

足，除饲喂黑叶猴常见的野生环境中取食植物外，还添加了蛋白质及果糖含量丰富的食物。
黑叶猴肠道微生物群落功能在 ＫＥＧＧ 中注释到的大部分基因与新陈代谢及基因与遗传信息处理相关。

除此之外，野生与圈养黑叶猴肠道微生物群落在功能上存在一定的差异性，野生黑叶猴功能基因在丙酸代谢

途径中显著富集并与圈养黑叶猴形成显著差异。 肠道微生物群的结构组成是宿主与其环境之间强烈选择和

共同进化的结果。 饮食不仅导致动物肠道微生物组成、代谢物和短链脂肪酸的变化，同时也会影响动物肠道

微生物代谢物及肠道中的化学反应［１４—１６］。 肠道微生物产生许多代谢产物短链脂肪酸（ＳＣＦＡｓ），对维持肠道

微环境的动态平衡至关重要［３５］。 短链脂肪酸主要是微生物发酵纤维素类物种而产生的，圈养的饮食与环境

可能导致关键微生物类群的丧失及肠道微生物功能的改变。 梭状芽孢杆菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）在圈养及野生黑叶

猴中形成显著差异，Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ 可帮助黑叶猴分解树叶中的纤维素及降解树叶中的结构性碳水化合物，瘤胃

球菌属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）等也与动物的食性和代谢存在一定的关系［３６］。 表明肠道菌群在黑叶猴的营养消化吸

收方面起到重要作用，与段春慧等研究结果一致［２２］。 说明圈养环境会影响短链脂肪酸形成，从而影响宿主能

量代谢的方式。 本研究通过宏基因组测序对不同环境下黑叶猴肠道微生物进行了比较分析，发现其肠道微生

物群与环境存在密切联系，对于了解灵长类动物肠道微生物群的组成及其功能具有重要意义。

４　 结论

本研究探究不同栖息环境和饮食条件下黑叶猴肠道微生物群落特征，发现野生及圈养黑叶猴肠道微生物

群落在物种水平上优势微生物群组成相似，均为厚壁菌门和拟杆菌门，出现极显著差异的为甲烷菌门

（Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）。 野生及圈养黑叶猴肠道微生物群落多样性无显著性差异，瘤胃球菌属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）、
布劳特氏菌属（Ｂｌａｕｔｉａ）通过调节 ＦＯＸ２ 基因的表达来增加黑叶猴在圈养环境下丙酸代谢的能力。 体现了肠

道微生物群在适应饮食和环境变化中，其对于宿主的生理生化过程中发挥的重要作用。 研究成果将为野生黑

叶猴的野外种群的科学保护提供理论基础，为探索濒危非人类灵长类动物对环境变化的生理适应性机制等问

题提供了新方法，推动濒危非人灵长类动物保护生理学和保护生态学理论的发展。
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