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摘  要 

肠道菌群对宿主的健康具有重要影响。目前，相关研究多使用宏观尺度样品(毫米至厘米级)，而对于微

观尺度(<100 μm)下微生物群落的空间分布特征尚缺乏系统认知。本文以7只昆明小鼠为研究对象，使用

16S rRNA基因扩增子测序技术对378个结肠微颗粒样品(20~40 μm)和32个结肠块状样品进行了测序。

结果表明，昆明小鼠肠道菌群在物种和功能基因组成上具有明显的空间异质性，其中功能基因的异质性

显著小于物种组成的异质性。微颗粒所能容纳的物种和功能基因数显著低于块状样品，微颗粒间的物种

和功能基因组成的差异显著高于块状样品。基于块状样品和微颗粒样品构建的共现网络存在明显差异。

综上，本研究拓展了微米尺度下小鼠肠道微生物群落空间分布特征的认知，证明使用不同尺度样品推断

得到的种间关系存在明显差异。 
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Abstract 
The gut microbiota exerts significant impacts on host health. Current studies primarily utilize 
bulk samples (millimeter to centimeter), while systematic understanding of the spatial distribu-
tion characteristics of microbial communities at micrometer resolutions (<100 μm) remains lim-
ited. In this study, we analyzed 7 Kunming mice using 16S rRNA gene amplicon sequencing, in-
cluding 378 colonic micro-scale grains (20~40 μm) and 32 bulk samples. Distinct spatial hetero-
geneity in both taxonomic and functional gene composition of gut microbiota in Kunming mice 
were observed, with functional heterogeneity being significantly lower than taxonomic heteroge-
neity. Micro-scale grains accommodated significantly fewer species and functional genes com-
pared to bulk samples, while exhibiting significantly greater inter-grain variability in both taxo-
nomic and functional compositions. Co-occurrence networks constructed from bulk samples and 
micro-scale grains displayed marked topological differences. This study expands our understand-
ing of spatial distribution patterns in gut microbial communities at micrometer scale, and demon-
strates that interspecies relationships inferred from samples of different scales exhibit substan-
tial discrepancies. 
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1. 引言 

肠道菌群是宿主生理功能的参与者，其组成与空间分布特征对宿主的营养代谢、免疫调节及疾病发

生具有重要影响[1]-[3]。近年来，随着高通量测序技术的快速发展，尤其是宏基因组学方法的应用，人们

对肠道菌群的物种与功能组成已经有了深入的认知，并构建了一系列菌株和基因组数据库[4]-[6]。与此同

时，宏基因组学方法在揭示菌群空间异质性方面也存在一定的局限性，即宏基因组学方法会在菌群基因

组的提取过程中将样品均一化，从而丢失菌群的空间分布信息[7]。因此，目前人们在微观尺度上对于肠

道中细菌的空间分布认识相当有限。 
为了更好地了解微生物空间分布信息，近些年来，研究者开发了一系列的空间微生物组学技术(如

HiPR-FISH、SEER-FISH、SHM-seq 等)，这些方法使得人们对少数样品中微生物的生物地理学分布模式

有了一定的认知[8]-[10]。研究表明，微生物在样品中的分布是不均匀的，存在一定的空间结构[6]-[10]。
传统宏基因组学方法得到的微生物组成信息往往是样品中数以万计的子群落的平均信息[11]。微生物群

落的空间特异性不仅影响细菌间的代谢相互作用，还会对宿主的代谢和健康造成影响[1]-[3]。目前针对

微观尺度(<100 μm)下肠道菌群的空间分布的研究较少，人们对微观尺度下菌群的分布情况尚缺乏足够

的认知。 
本研究以 KM 小鼠作为研究对象，使用扩增子测序技术对 KM 鼠结肠微颗粒进行研究。结果表明，

KM 鼠结肠菌群在空间分布上具有显著的异质性，使用微颗粒样品得到的共现关系远与块状样品存在明

显区别。总而言之，本研究拓展了人们在微观尺度上对 KM 鼠肠道菌群空间分布的认知。 
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2. 材料与方法 

2.1. 实验动物 

选择 6 周龄的 SPF 级雌性昆明小鼠 7 只，购自济南朋悦实验动物繁育有限公司(许可证号：SCXK (鲁) 
2019 0003)。饲养期间饮用水为灭菌超纯水，使用实验鼠标准饲料喂养，自由采食，饲养周期为 6 周。本

项目已通过徐州市第一人民医院医学伦理委员会审核，审核资料见附件。 

2.2. 结肠样品的固定 

小鼠使用颈椎脱臼法处死后，结肠微颗粒的制备方法按照 Sheth 等人所描述的方法完成[7]。具体如

下：取小鼠肠道置于 Methacarn 溶液中固定 24 小时。将固定后的结肠裁剪成小于 3 mm 的片段。将含有

内容物的片段置于 PBS 溶液中浸泡 5 min，转移至含有 0.1%曲拉通 X-100 的 PBS 溶液中再浸泡 5 分钟，

用无菌纸吸干结肠表面的水分。将每个结肠片段放在 PCR 管中，加入凝胶溶液覆盖结肠表面。置于冰上

孵育 5 min，使用移液器移除过量的凝胶液，然后重新添加新的凝胶液，置于冰上孵育 2 小时。移除多余

的凝胶溶液后，放在 37℃培养箱中 4 个小时使其完成交联反应。用无菌剃刀剔除表面不含样品的凝胶基

质，使用 PBS 洗涤两次后使用 TET 缓冲液洗涤一次[7]。 

2.3. 微颗粒的制备与酶解 

将包埋后的小鼠结肠片段放入研磨管中，液氮冷冻 5 min，立即使用研磨仪研磨 20 秒。向研磨管中

加入 1 ml PBS 溶液，收集其中已破碎的凝胶颗粒。重复冷冻、破碎、收集，直至凝胶块完全破碎。13,000 
xg 离心 2 分钟，收集凝胶颗粒。向凝胶颗粒中加入 500 μL 裂解缓冲液，37℃孵育 1 h，再加入 500 μL 消

化缓冲液，65℃孵育 15 min；最后 95℃孵育 5 min 以使蛋白酶 K 丧失活性。13,000 xg 离心 2 min 收集凝

胶颗粒，并使用 TET 缓冲溶液洗涤 3 次[7]。 

2.4. 微颗粒的分选、PCR 扩增与测序 

为了去除颗粒中大颗粒，首先使用 40 μm 细胞筛过滤凝胶颗粒，收集滤液，重复该步骤 2 次以将大

颗粒去除干净。使用孔径为 20 μm 尼龙滤网(密理博)对滤液进行过滤，收集滤膜上的凝胶颗粒，重复该步

骤 2 次，所得即为粒径介于 20 μm~40 μm 之间的微颗粒[12]。将微颗粒分散于 PBS 缓冲液中，在超净台

中，借助于高清电子显微镜(GP-660V)，使用 2.5 μL 的移液枪对微颗粒进行分选，将分选出的微颗粒转移

至灭菌的 PCR 中，本次实验总共收集了 4 只小鼠 400 个微颗粒用于后续实验，空白对照为移液枪未吸取

微颗粒，其余操作与实验组相同[12]。 
使用引物对 515F：GTG YCA GCM GCC GCGGTA A 和 806R：GGA CTA CNVGGG TWT CTA AT

扩增细菌 16S rRNA 基因的 V4 区[13] [14]。PCR 扩增体系如下：0.5 μL 牛血清蛋白(20 mg/ml)，12.5 μL 2 
x Taq Plus Master Mix, 0.5 μL 515F (1 μM)，0.5 μL 806R (1 μM)，2.5 μL 样品，9 μL 无核酸酶水。扩增条

件如下：98℃ 2 分钟；25 循环(98℃ 10 秒，55℃ 30 秒，72℃ 40 秒)；72℃ 5 分钟；10℃保藏。扩增产

物使用 PCR 产物纯化试剂盒(CW2301M)进行纯化，凝胶电泳未在空白对照中观测到条带。接下来，为了

给扩增产物添加 Illumina 测序平台的接头，对纯化后的产物再一次进行了扩增，扩增条件如下 98℃ 30
秒；8 循环(98℃ 10 秒；55℃ 30 秒；72℃ 40 秒)；72℃ 5 分钟；10℃保藏。扩增完成之后，使用胶回

收试剂盒对扩增产物进行纯化，使用 Qubit 对纯化后产物进行定量，各个样品等量混合之后，使用 Illumina 
NovaSeq6,000 平台进行测序。 

2.5. 小鼠结肠样品 DNA 的提取、PCR 扩增与测序 

本实验中小鼠结肠除了一部分用于制备凝胶颗粒外，剩下部分用于微生物基因组 DNA 的提取。具体
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如下：于超净工作台中，使用剪刀轻轻剥离出肠道内容物，取 0.5 g 内容物，称之为块状样品。使用粪便

基因组 DNA 提取试剂盒(D2700, Solarbio)，按照说明书，对块状样品进行 DNA 的提取。块状样品的 PCR
扩增、文库的构建及测序与 2.4 节相同。 

2.6. 生物信息学分析 

在获得原始测序序列后，使用 Fastp (v 0.23.2)过滤掉低质量序列[15]。使用 Usearch (v 11.0.667)对序

列进行拼接，舍弃序列数低于 5000 的样品。通过降噪生成 ASVs，同时通过 Denovo 方法和基于参考数

据库(Silva_123)去除 ASVs 中的参考序列[16] [17]。香农指数、辛普森指数、Chao1 指数以及样品间 Bray-
Curtis 距离使用 R 软件(v 4.3.1)中的 vegan 包进行计算。置换多元方差分析(Permutational Multivariate Analysis 
of Variance, PERMANOVA)用于检测微生物群落之间差异。本研究中变异系数(Coefficient of Variation, CV)
被定义为某一分类单元在样品之间的标准差除以平均值[18]。在计算 ASVs 之间的共现关系时，为了避免

稀有 ASVs 所带来的偶然偏差，仅纳入至少在 10%的颗粒上相对丰度大于 0.1%的 ASVs 用于共线分析。

若两个 ASV 之间的斯皮尔曼系数小于−0.45 或者大于 0.45，且 q 值小于 0.05 (Benjamini-Hochberg)，则认

为这两个 ASVs 之间存在显著关联，使用 Gephi (v 0.9.2)绘制共现网络[19]。微生物群落功能基因的预测

使用 PICRUSt2 完成[20]。 

3. 结果与分析 

3.1. 微颗粒样品微生物多样性显著低于块状样品 

 
Figure 1. Rarefaction curves. The x-axis depicts the number of sequences, and the y-axis shows the ASVs number 
图 1. 稀释曲线。横轴代表序列数，纵轴代表 ASVs 数量 
 
本研究中，使用扩增子测序技术对小鼠结肠块状样品和微颗粒样品进行了研究。在过滤掉低质量序

列和去除序列数少于 5000 的样品之后，总共获得 9,074,371 条高质量序列，分属于 410 个样品，其中包

含块状样品 32 个(7 只小鼠)，微颗粒样品 378 个(4 只小鼠)。为了便于样品间的比较，我们对样品进行了

抽平处理，每个样品均包含 5016 条序列。稀疏曲线分析表明，随着序列数的增长，ASVs 的增长趋势逐

渐趋于平缓，表明当前序列数能够反映样品中微生物群落的组成(图 1)。经过降噪处理以及嵌合体的去除，

总共获得 1480 个 ASVs。在块状样品中发现 893 个 ASVs，在微颗粒样品中发现 1422 个 ASVs。在块状

样品发现的 893 个 ASVs 中，有 835 个 ASVs 在微颗粒样品中被发现，这 835 个 ASVs 在块状样品和微

颗粒样品中的相对丰度分别为 99.14% ± 1.76、97.61% ± 3.62，说明手工挑选的微颗粒样品具有代表性，
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能够反映小鼠结肠微生物群落组成。 
如图 2 所示，结肠微颗粒中所观测到的 ASV 数量、香农指数和 Chao1 指数显著低于块状样品(p < 

0.001, p < 0.001, p < 0.001, Wilcoxon Test) (图 2(A)~(C))，而辛普森指数显著高于块状样品，说明微颗粒样

品中微生物的丰度和多样性显著低于块状样品(p < 0.001, Wilcoxon Test) (图 2(D))。即，随着样品尺度的

减小，群落多样性也随之降低。 
 

 
Figure 2. Microbial diversity between micro-grains and bulk samples from mouse colon. (A) ASV count; (B) Shannon index; 
(C) Chao1 index; (D) Simpson index; (E) PCoA analysis based on Bray-Curtis distance at ASV level; B representing bulk 
samples, S micro-grains, and M1~M12 individual mice. *** represents p < 0.001 
图 2. 小鼠结肠微颗粒与块状样品微生物多样性比较。(A) ASV 数量；(B) 香农指数；(C) Chao1 指数；(D) 辛普森指

数；(E) ASV 水平基于 Bray-Curtis 距离的 PCoA 分析；其中 B 代表块状样品，S 代表微颗粒，M1~M12 代表不同小

鼠。***代表 p < 0.001 

3.2. 微颗粒间微生物群落组成存在异质性 

如图 3 所示，块状样品和微颗粒样品中厚壁菌门的含量最高，其平均相对丰度为 58.64%，接下来为

拟杆菌门(27.78%)、变形菌门(6.54%)和放线菌门(3.66%)。块状样品和微颗粒样品两者优势菌门一致，

同样证明了微颗粒样品的代表性，即能够反映小鼠结肠微生物群落组成情况。即便是在门水平，微生物

在颗粒间的分布也是不均一的。比如，以小鼠 9 M 为例，厚壁菌门在块状样品间的相对丰度介于 49.3%~ 
55.6%，而在微颗粒间的相对丰度介于 29.8%~83.8%。放线菌门在块状样品中的相对丰度介于 5.28%~ 
8.13%，在微颗粒间的相对丰度介于 0.02%~30.6%。图 4(A)分别计算了各个菌门在块状和微颗粒样品间

的变异系数，结果显示各个菌门在微颗粒间的变异系数(3.05 ± 3.04)显著高于块状样品(0.24 ± 0.37) (p < 
0.001, Paired Wilcoxon Test)。在 ASVs 水平上，微颗粒间微生物群落组成的变异更为明显，各个 ASVs 在
微颗粒间的变异系数(3.51 ± 2.88)同样显著大于块状样品(0.51 ± 0.60) (p < 0.001, Paired Wilcoxon Test)，
且变异数值较菌门水平更大(图 4(B))。值得注意的是，没有一个 ASV 存在于所有的微颗粒中，仅有 23
个 ASVs 在一半以上的颗粒中出现。PCoA 分析也发现，同一只小鼠结肠块状样品微生物群落组成较为

相近，而微颗粒样品则差异较大(图 2(E))。微颗粒样品间的 Bray-Curtis 距离值显著大于块状样品(p < 
0.001, Wilcoxon Test) (图 4(C))。因此，同一只小鼠块状样品在图中更为聚集，微颗粒样品的分布则较

为分散(图 2(E))。综上，所有结果均表明，相较于块状样品，微颗粒间的微生物群落组成差异大，即存

在异质性。 

https://doi.org/10.12677/amb.2025.142009


付瑞标 等 
 

 

DOI: 10.12677/amb.2025.142009 71 微生物前沿 
 

 
Figure 3. Microbial community composition at phylum level, with B denoting bulk samples and S micro-grains 
图 3. 门水平微生物群落组成；其中 B 代表块状样品，S 代表微颗粒 

3.3. 微颗粒间功能基因组成的异质性显著低于物种组成异质性 

通过 PICRUSt2，总共从 410 个样品中预测得到 6706 个功能基因。PCoA 分析显示，块状样品的功能

基因组成与微颗粒存在显著差异(PERMANOVA, R2 = 0.012, p = 0.004) (图 4(E))。微颗粒间功能基因的差

异显著大于块状样品(p < 0.001, Wilcoxon Test)。但是，样品间功能基因的异质性显著低于物种组成的异

质性(p < 0.001, Wilcoxon Test) (图 4(C)，图 4(D))。与微颗粒间不存在共有 ASVs 有所不同，这些微颗粒

间共存在 1845 个共有基因，其相对丰度为 94.13% ± 1.22。在块状样品中，平均每个样品含有 276 ± 8 个

代谢途径(KEGG Level 3)；而对于微颗粒样品，平均每个微颗粒含有 263 ± 9 个代谢途径(KEGG Level 3)。
假定块状样品上的微生物所含功能基因能完成所有肠道生态功能，虽然单个微颗粒中 ASVs 的数量仅有

块状样品的 29.87%，但却可以完成绝大部分生态功能(85.04%)。 
 

 
Figure 4. Intra-group variation comparison between micro-grains and bulk samples from mouse colon. (A) Coefficient of 
variation at phylum level; (B) Coefficient of variation at ASV level; (C) Inter-sample Bray-Curtis distances at the ASV level; 
(D) Inter-sample Bray-Curtis distances at the functional genes level; (E) PCoA analysis based on functional gene Bray-Curtis 
distances, with B denoting bulk samples, S micro-grains, and M1~M12 individual mice. *** represents p < 0.001 
图 4. 小鼠结肠微颗粒与块状样品组内差异性比较。(A) 门水平变异系数；(B) ASV 水平变异系数；(C) 样品间

ASVBray-Curtis 距离；(D) 样品间功能基因 Bray-Curtis 距离；(E) 基于功能基因 Bray-Curtis 距离的 PCoA 分析；其

中 B 代表块状样品，S 代表微颗粒，M1~M12 代表不同小鼠。***代表 p < 0.001 
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3.4. 微生物共现网络分析 

为了比较由块状样品和微颗粒样品构建微生物共现网络的异同，本节分别对 7 只小鼠结肠块状样品、

9 M、10 M、11 M、12 M 这 4 只小鼠的结肠微颗粒分别构建了共线网络。为了避免随机性的影响，仅选

择至少在 10%样品中相对丰度大于 0.1%的 ASVs 用于共现网络的绘制。结果如图 5 所示，块状样品得到

的共现网络是由 252 个节点、8011 条边所组成(图 5(A))，明显较由微颗粒样品绘制的共线关系网络复杂。

比如 10 M 微颗粒共现网络，仅由 26 个节点、16 条边所组成(图 5(B))；12 M 微颗粒的共现网络仅由 46
个节点、36 条边所组成(图 5(C))。除此之外，块状样品构建的共现网络和由微颗粒构建的共现网络仅有

少数共现关系共有。比如 10 M 微颗粒中的 16 个共现关系，仅有 5 个在块状样品中发现；12 M 微颗粒中

的 36 个共现关系，也仅有 5 个在块状样品中发现。基于块状样品构建的共现网络显示绝大部分共现关系

发生在厚壁菌门和拟杆菌门的 ASVs 之间，且同时存在正相关关系(43%)和负相关关系(57%)。而基于微

颗粒构建的共现网络则表明，绝大部分共现关系与拟杆菌门的 ASVs 相关，且只存在正相关关系。总而

言之，基于块状样品和微颗粒构建的共现关系网络具有明显的差异。 
 

 
Figure 5. Co-occurrence network analysis at ASV level of micro-grain and bulk samples from mouse colon. (A) Co-occurrence 
network of bulk samples; (B) Co-occurrence network of micro-grains from 10 M; (C) Co-occurrence network of micro-grains 
from 12 M, with red connectors denoting positive correlations, green connectors negative correlations, each node representing 
distinct ASVs, node colors corresponding to bacterial phyla, and node sizes reflecting the number of co-occurrence interactions 
图 5. ASV 水平小鼠结肠微颗粒与块状样品共现网络比较。(A) 块状样品的共现网络分析；(B) 小鼠 10 M 微颗粒共

现网络分析；(C) 小鼠 12 M 微颗粒共现网络分析；其中红色连线代表正相关关系，绿色连线代表负相关关系，每个

圆圈代表不同 ASV，圆圈的颜色代表不同菌门，圆圈的大小代表与其他 ASV 共现关系的数量 

4. 讨论 

随着测序技术尤其是宏基因组学技术的发展，人们对动植物以及各种自然环境下微生物群落的组成

和功能已经做了深入的研究，这些研究大部分是基于宏观尺度样品进行的。因此，目前人们对微观尺度

下的微生物的分布状态了解较少，仅有少数研究报道了土壤团聚体、活性污泥和人体肠道等环境中的微

生物微观尺度的分布状态，这些研究均表明自然环境状态下，微生物群落存在异质性[21]-[24]。本研究通
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过对 7 只小鼠的结肠块状样品和微颗粒样品进行了研究，结果表明，虽然厚壁菌门和拟杆菌门均为这两

种样品中的优势菌门，但是微颗粒间微生物群落组成的差异要显著高于块状样品，表明小肠肠道微生物

群落组成也存在一定的异质性。此外，由于微颗粒的体积远小于块状样品，其所能容纳的微生物数量变

少，这可能是微颗粒样品物种多样性和丰度均显著低于块状样品的原因。 
本研究发现，微颗粒上功能基因的异质性要显著低于物种组成的异质性，这反映出小鼠肠道存在功

能冗余这一现象。功能冗余这一现象在微生物群落中广泛存在，即具有特定功能微生物的多样性，以应

对环境变化带来的不确定性[25]。虽然该项结果是通过预测得到的，但是随着单细胞测序技术的发展，以

及其在肠道菌群研究上的应用，功能冗余这一现象会得到更为直接的实验证据[26]。 
微生物共现网络通常被用于描述微生物间的相互作用关系。一些研究表明，从宏观尺度样品得到的

微生物共现网络通常反映的是微生物群落对一些环境因子的响应，而并非真正的种间关系；相应地，微

观尺度微生物群落的研究往往会得到更加真实的种间关系[11]。本研究发现，虽然块状样品和微颗粒主要

物种组成相一致，但通过微颗粒得到的共现数量要远远少于通过块状样品得到的数量，并且仅有少数共

现关系在块状样品和微颗粒样品中同时发现。这表明在不同尺度上对相同的样品进行研究往往会得到不

同的共现关系，但究竟何种能够代表真正的种间关系，还需要后续通过实验进行深入地验证。 
总而言之，本研究使用扩增子测序技术对小鼠结肠微颗粒和块状样品进行了研究。结果表明，块状

样品和微颗粒中的微生物群落组成和功能基因组成具有显著差异。微颗粒中所能容纳的微生物数量和功

能基因数显著低于块状样品。微颗粒间的微生物群落组成差异和功能基因显著高于块状样品。基于块状

样品构建的共现网络共现关系多于微颗粒样品，且共现关系种类存在差异。本研究拓展了微观尺度下小

鼠肠道微生物群落组成、功能和分布状态的认知。 
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