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宏基因组测序技术评估藏灵菇微生物
组成与益生功能的研究与应用
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摘   要：[目的]藏灵菇（TKGs）作为我国西藏地区一种历史悠久的传统发酵制品，在民间饮食文化中占据

独特地位。本研究旨在利用宏基因组测序技术，剖析TKGs的微生物组成与益生功能，为其开发利用提供

依据。[方法]本研究从西藏林芝采集TKGs样本，经培养、DNA提取后，借助高通量测序构建宏基因组文

库，并运用多种数据库开展生物信息学分析。[结果]本次测序数据质量高、组装效果佳。微生物以细菌为

主，乳杆菌类群占主导，其中产马乳酒乳杆菌（Lactobacillus kefiranofaciens）占比54%，还有少量病毒、

真核生物和古菌。病毒中乳杆菌噬菌体Llun1（Lactobacillus phage Llun1）占5%，真菌中小哈萨克斯坦酵母

（Kazachstania exigua）占68%。功能基因注释表明，该菌株代谢活跃，如碳水化合物代谢通路基因为1477；

环境信息处理能力强，膜转运和信号转导通路基因分别为934和503。同时，其细菌感染性疾病相关基因为12

占比较低，但有一定抗微生物药物耐药性基因为265。CAZy和eggNOG数据库注释发现，该菌株碳水化合物

代谢能力突出，整体代谢活跃。[结论]宏基因组测序揭示了TKGs的微生物组成与益生功能，本研究不仅强调

了TKGs作为一种天然益生菌源的潜在价值，也为开发利用其益生功能提供科学依据。
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0 引言

藏灵菇（Tibetan Kefir Grains，TKGs）是独特

而复杂的蛋白质-脂质-多糖基质和多种微生物混合

物，作为一种历史悠久的传统发酵制品，在我国民

间饮食文化中占据独特地位。研究证明，TKGs及其

产物具有降胆固醇、抗氧化、调节肠道菌群以及缓

解情绪等多种益生功能[1～3]。TKGs发酵质量在很大

程度上取决于其微生物组成，尽管TKGs的益生作用

已得到一定认知，但目前对其内部微生物的详细构

成以及具体益生功能的理解仍存在诸多不足。在传

统微生物研究中，对于无法在体外培养的微生物物

种，存在一定的研究局限性，这限制了TKGs中微生

物多样性的全面和精准识别与分析，尤其是对于复

杂多样的微生物种类[4，5]。因此，目前对TKGs中

不同益生菌之间的协同作用机制，以及它们如何

在人体内发挥独特益生功效的认识仍处于相对浅

显的层面。

宏基因组测序技术的出现，为TKGs微生物种类

构成的深入研究带来了新机遇。该技术不仅无需对

菌体内的微生物进行分离培养，就能直接测序分析

全部微生物基因组，还可以从功能基因角度全面、

深入地揭示TKGs复杂微生物群落的组成和益生功

能[6，7]。本研究采用宏基因组测序技术，对1 株取自

于西藏林芝地区的TKGs菌株展开深度的微生物组成

和功能基因特性分析，揭示该株TKGs的微生物多样

性及益生功能，为后续该株TKGs单一菌株分离及其

在食品、医药等领域的开发利用提供坚实的科学依

据，扩展TKGs资源的合理开发与应用。

1 材料与方法

1.1 样品采集与处理

从西藏林芝地区藏民家中采集TKGs样品。将

其置于纯牛奶中浸泡，并转移至实验室，静置在

25 ℃、需氧条件下发酵培养，待其发酵乳产生酸味

气体、液体状态微凝固后，取部分TKGs菌粒按上述

发酵条件进行多次活化，获得足量TKGs菌粒，低

温条件运输至杭州联川生物技术股份有限公司（简

称“联川生物”）进行下一步核酸提取和宏基因组

测序。核酸提取前需充分混匀，方可进行微生物总

DNA提取。

1.2 宏基因组测序

试剂盒提取的微生物总DNA，经质控评估合格

后，利用联川生物HiSeq4000平台进行高通量测序

（鸟枪法测序），构建TKGs宏基因组文库。步骤主

要包括基因组DNA超声打断、DNA片段末端修复、

加A碱基至DNA片段的3’末端、加测序接头、片段

选择、PCR扩增、文库质检、上机测序。

1.3 生物信息学分析

数据过滤与组装：预处理数据后，对测序数据

进行质量过滤和序列组装，将组装好的Contigs进行

CDS预测，随后根据预测结果进行过滤和去冗余；

计算相应丰度；过滤低丰度表达后获得Unigenes；物

种注释：使用NR_mate库对组装的Unigenes进行物

种分类注释；功能预测：通过KEGG PATHWAY数

据库进行基因功能注释，预测微生物的代谢途径和

益生功能，以上分析在联川生物云平台（https：//

www.omicstudio.cn/analysis）上完成。

2 结果

2.1 宏基因组测序及组装结果

获 得 大 量 清 洁 数 据 后 ， 组 装 得 到 原 始 数 据

（Raw Data），其中Read 44584976、Base 6.69G，

预处理后得到有效数据（Valid Data），其中，

Read 43427098、Base 6.51G有效数据占原始数据

的97.40%。有效数据中数据质量≥Q20的占比为

99.79%，数据质量≥Q30的占比为98.62%，有效数据

中数据GC含量值为38.50%。

随后进行TKGs宏基因组装，通常组装结果的
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优劣取决于组装后Contig数目，数目越少、N50越

大、组装总长度越长，组装片段越完整，组装效果

越好。本次TKGs宏基因组装后Contig数目为3 911、

N50为37 809、最终获得23 980 123条unigenes，证

明该组装片段完成度较高、组装的连续性较好。对

其进行CDS预测，获得unigenes中基因的总长度为

21.05 Mbp，平均长度为821.22 bp，预测unigenes中

基因的整体GC含量值为44.14%。

2.2 微生物组成分析

利用DIAMOND软件将Unigenes与NR_meta库

进行比对，并对结果进行物种分类。通过MEGAN

软件结合NCBI物种分类系统，将物种分类信息与

unigenes的丰度信息结合，可得到各个分类等级的

丰度信息和序列各个分类等级的具体物种注释信息

（图1）。使用Krona软件展示的样本物种组成以细

菌为主，尤其是乳杆菌相关类群占主导地位，其中

乳杆菌（Lactobacillus）占比突出。同时，样本中还

包含少量病毒（0.9%）、真核生物（0.03%）和古菌

（0.001%），以及其他门类和属的细菌。

2.2.1 主要物种及占比

开菲尔乳杆菌（Lactobacillus kefiranofaciens）

占比54%，是绝对优势物种；而未分类假单胞菌

门（Pseudomonadota ）占比11%；开菲尔慢乳杆菌

（Lentilactobacillus kefiri）占比6%；类开菲尔慢乳

杆菌（Lentilactobacillus parakefiri）占比3%；未分类 

Lentilactobacillus（慢乳杆菌属未分类种）占比2%。

2.2.2 其他物种及占比

瑞士乳杆菌（Lactobac i l lu s  he lve t i cu s 瑞士

乳 杆 菌 ） 占 比 3 % ； 未 分 类 乳 杆 菌 属 未 分 类 种

（Lactobacillus）占比3%；东方醋杆菌（Acetobacter 

orientalis）占比5%；链球菌科（Streptococcaceae）占

比1% 。

2.2.3 病毒和真菌物种及占比

（1）主要病毒占比总病毒结果：乳杆菌噬菌体

Llun1（Lactobacillus phage Llun1）占比5%；霍乱弧

菌噬菌体vB_VpaM_IME15（Vibrio phage vB_VpaM_

IME15）占比4%；乳杆菌噬菌体P108（Lactobacillus 

phage P108）占比3%（图2）。

（2）主要真菌占比总真菌结果：小哈萨克斯

坦酵母（Kazachstania exigua ）占比68%，是真菌

图 1 TKGs 物种注释结果可视化展示

图 2 TKGs 病毒注释结果可视化展示

图 3 TKGs 真菌注释结果可视化展示
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组成的绝对优势物种；酿酒酵母（Saccharomyces 

c e r e v i s i a e ） 占 比 5 % ； 马 克 斯 克 鲁 维 酵 母

（Kluyveromyces marxianus）占比2%（图3）。

2.3 KEGG PATHWAY 数据库注释

KEGG PATHWAY数据库常用于序列的注

释。利用DIAMOND软件将Unigene s与KEGG 

PATHWAY数据库的蛋白序列进行比对，取分值最

高的KEGG比对结果序列的注释作为该Unigenes序

列的注释。结合KEGG PATHWAY数据库的层次结

构，得出KEGG PATHWAY各个层级或水平的信息

（图4）。

2.3.1 代谢相关通路

本研究中TKGs在代谢相关通路方面基因占比普

遍较高，显示样本代谢活动较活跃。其中，全局和

概述图谱（Global and Overview Maps）通路的基因高

达4 398 条unigenes，在所有通路类别中位居首位；

碳水化合物代谢（Carbohydrate Metabolism）通路的

基因为1 477 条unigenes；氨基酸代谢（Amino Acid 

Metabolism）通路的基因为1 236 条unigenes；此外，

辅因子和维生素代谢（Metabolism of Cofactors and 

Vitamins）通路的基因为902 条unigenes；脂质代谢

（Lipid Metabolism）通路的基因为408 条unigenes；

核苷酸代谢（Nucleotide Metabolism）通路的基因为

630 条unigenes。

2.3.2 环境信息处理相关通路

在环境信息处理方面，膜转运（Membrane 

Transport）和 信号转导（Signal Transduction）通路

的基因分别为934 条和503 条unigenes，数值较高，

证明样本细胞在与外界进行物质交换以及感知和传

递外界信号方面的功能较突出。

2.3.3 人类疾病相关通路

在 人 类 疾 病 相 关 通 路 中 ， 细 菌 感 染 性 疾 病

（Bacterial Infectious Disease）通路的基因仅为12 条

unigenes，相对很低，这暗示样本中与细菌感染直

接相关的基因表达较少；而抗微生物药物耐药性

（Antimicrobial Drug Resistance）通路的基因为265 

条unigenes，证明样本中的微生物可能具备一定抗药

能力。

2.3.4 细胞过程相关通路

在细胞过程相关通路中，原核生物的细胞群体

（Cellular Community-prokaryotes）通路的基因为

376 条unigenes，表示样本中可能存在丰富的原核

生物群体；细胞运动（Cell Motility）通路的基因为

97 条unigenes；细胞生长与死亡（Cell Growth and 

Death）通路的基因仅为2 条unigenes，占比较低。

2.3.5 遗传信息处理相关通路

在遗传信息处理方面，翻译（Translation）通

路的基因为608 条unigenes，证明样本中蛋白质合

成过程较活跃，可能在合成大量的结构蛋白、酶或

其他功能性蛋白质；复制与修复（Replication and 

Repair）通路的基因为480 条unigenes，证明样本细

胞可能处于DNA复制活跃期；折叠、分类与降解

（Folding，Sorting and Degradation）通路的基因为

304 条unigenes，反映细胞对蛋白质质量控制的需

求，确保合成蛋白质能正确折叠、定位和降解；转

录（Transcription）通路的基因为42 条unigenes，相

对较低。

2.4 CAZy 数据库注释

本研究通过CAZy数据库分析TKGs中碳水化合

物活性酶（CAZymes）的基因组、结构和生化信息

等。利用DIAMOND软件将unigenes与CAZy数据库

的蛋白序列进行比对，取分值最高的CAZy比对结果

图 4 TKGs KEGG PATHWAY 数据库注释分类统计信息
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序列的注释作为该unigenes序列的注释。

糖苷水解酶（GH）家族：unigenes数量接近

2 000 条，是所有家族中数量最多的，证明TKGs具

有较强的碳水化合物降解能力，在分解环境中的多

糖类物质方面表现活跃；糖基转移酶（GT）家族：

Unigenes数量接近2 000 条，与GH家族数量相当，证

明TKGs在糖类物质合成与修饰方面的活动频繁，在

构建细胞表面糖结构或合成储能多糖等过程中较活

跃；碳水化合物结合模块（CBM）家族：unigenes数

量约500 条，证明TKGs具备对碳水化合物的识别和

结合能力，有助于更高效进行碳水化合物代谢相关

过程；碳水化合物酯酶（CE）家族：unigenes数量介

于200～500 条之间，可催化碳水化合物酯类水解，

参与碳水化合物修饰和代谢，体现TKGs在处理碳水

化合物酯类物质方面有一定基因基础，可参与碳水

化合物的精细代谢调控；辅助活动（AA）家族酶参

与多种与碳水化合物代谢相关的氧化还原等辅助反

应：数量较少，在100条以下，证明这些辅助反应

在TKGs整体碳水化合物代谢中占比较小；多糖裂

解酶（PL）家族酶催化多糖的非水解性裂解反应：

数量是所有家族中最少，几乎接近0，其极低的数

量证明TKGs在通过裂解方式进行多糖代谢的能力

很弱（图5）。

2.5 eggNOG 数据库注释

eggNOG是直系同源基因数据库，可整合多个

物种的蛋白质序列信息，并对其进行功能注释和分

类。通过eggNOG可对宏基因组中的基因进行功能预

测和分类，了解基因在不同生物过程和代谢途径中

的作用（图6）。

本研究中，功能未知（S）基因数量最多，超

过6 000 条unigenes，表明TKGs中有大量基因的功

能尚未明确，有待进一步研究和注释；翻译、核

糖体结构与生物发生（J）相关基因数量约2 500 条

unigenes，反映TKGs在蛋白质合成相关过程中较活

跃；氨基酸转运与代谢（E）相关基因数量约2 200 

条unigenes，证明TKGs对氨基酸的转运和代谢有较

高需求；碳水化合物转运与代谢（G）相关基因数

量约2 000 条unigenes，显示TKGs在碳水化合物的

摄取、转运和代谢方面具有一定的基因表达基础，

证明TKGs对能量获取的需求较高；转录（K）相关

基因数量约1 800 条unigenes，意味着TKGs中有较

多基因参与遗传信息从DNA到RNA的转录过程；

复制、重组与修复（L）相关基因数量约1 600 条

unigenes，显示TKGs维持基因组的稳定性和遗传信

息的准确传递；辅酶转运与代谢（H）、脂质转运与

代谢（I）等其他功能相关基因数量为1 000～1 500

条unigenes，它们分别参与辅酶、脂质等物质的转运

和代谢过程，对维持细胞正常生理功能不可或缺；

RNA加工与修饰（A）、染色质结构与动态变化

（B）等功能相关基因数量较少，在1 000 条unigenes

以下，说明这些功能在样本中的活跃程度相对较

低，TKGs体系相对稳定。

3 讨论

本研究借助宏基因组测序技术，深度剖析一株

TKGs的微生物组成及益生功能。从微生物组成来

图 5 TKGs CAZy 数据库注释分类统计信息

图 6 TKGs eggNOG 数据库注释分类统计信息
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看，TKGs中细菌占主导地位，其中乳杆菌相关类群

尤为突出，Lactobacillus kefiranofaciens占比高达54%。

乳杆菌作为益生菌的典型代表，能调节肠道菌群平

衡，抑制有害菌生长，增强肠道屏障功能[8，9]，这与

TKGs改善消化功能的益生特性高度契合[10]。少量

病毒、真核生物和古菌虽占比微小，但它们在微生

物群落的生态平衡中可能发挥着不可忽视的作用。

例如，噬菌体（如Lactobacillus phage Llun1等）可通

过感染细菌，调控细菌种群数量和基因水平转移，

影响微生物群落的结构和功能[11]。在功能基因注释

方面，本研究参照Zeng等[12]研究方法，选用KEGG 

PATHWAY、CAZy、eggNOG 3 个主流据库对

TKGs进行全面分析。

KEGG PATHWAY分析揭示TKGs在代谢活动中

极为活跃。代谢相关通路中，Global and Overview 

Maps通路基因数量极高（4 398 条unigenes），这表

明TKGs的微生物群落参与广泛且复杂的代谢过程。

其中，碳水化合物代谢（1 477 条unigenes）和氨基

酸代谢（1 236 条unigenes）通路基因占比较大，说

明其具备高效利用碳水化合物和氨基酸的能力。这

不仅为微生物自身生长提供能量和物质基础，还

可能产生有益代谢产物（如短链脂肪酸、维生素

等），对人体健康产生积极影响。在环境信息处理

方面，膜转运（934 条unigenes）和信号转导（503 

条unigenes）通路基因占比高，反映微生物细胞能够

积极与外界环境进行物质交换和信息传递，以适应

环境变化，维持自身稳态。

CAZy数据库注释结果显示，GH家族和GT家族

unigenes数量接近2 000 条，表明TKGs在碳水化合物

降解与合成修饰方面能力强劲，这有助于其在发酵

过程中分解复杂多糖，同时构建和修饰细胞表面糖

结构，参与细胞识别、免疫调节等生理过程。CBM

家族约500 条unigenes，体现对碳水化合物的识别和

结合能力，可辅助碳水化合物代谢。而AA家族和PL

家族数量较少，说明相关辅助反应和多糖裂解代谢

在整体碳水化合物代谢中相对次要。

eggNOG数据库注释中，大量基因丰度参与翻

译、氨基酸转运与代谢等功能类别，进一步辅助证

明TKGs微生物群落的代谢活跃程度较高。而功能未

知基因数量最多（超过6 000 条），这既是挑战也

是机遇。一方面，大量未知功能基因限制了对TKGs

微生物功能的全面理解；另一方面，也为后续挖掘

TKGs新的生物活性和功能提供了研究方向[13，14]。

4 展望

TKGs起源于白种索山脉，是我国西藏地区特有

的一种开菲尔发酵菌[15]，本研究结果展示了TKGs与

开菲尔发酵菌相似，都是一类由乳杆菌、酵母菌和

醋酸菌组成的共生微生物混合物。在发酵过程中会

产生酒精、乳酸、胞外多糖、生物活性肽、抗生素

和大量细菌素[16]。研究表明，开菲尔发酵菌发酵产

物具有抗菌、刺激免疫系统、抗氧化、抗高血压、

抗癌、降胆固醇和降糖的益生作用[17～19]。本研究通过

宏基因组测序技术，全面解析一株TKGs的微生物组

成和益生功能。相较于其他研究微生物物种鉴定和组

成的方法（如依赖培养的方法和非培养的方法，包括

变性梯度凝胶电泳和16S rRNA测序等），运用该技术

分析的优势在于其能够全面、无偏见地揭示微生物群

落的多样性和功能特性，为深入理解TKGs的益生机

制及开发利用其益生菌资源提供了重要依据。

基于本研究结果，未来工作可进一步探索TKGs

中特定益生菌菌株的益生机制，通过体内外试验验

证其益生功能[8，20]。此外，可以研究不同发酵条件下

微生物群落的变化，优化TKGs的发酵工艺，以提高

其益生菌含量和益生功能[21，22]。同时，利用宏基因

组测序技术、代谢组学分析以及蛋白组学[23]，多组

学联合分析深入揭示TKGs中微生物发酵过程中的代

谢途径和相互作用，有助于在传统饮食中开发更多

具有特定健康功能的发酵乳制品，为其在预防和治

疗慢性代谢疾病方面的应用提供更广阔的前景。 C
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Abstract：[Objective]Tibetan kefir grains（TKGs），as a traditional fermented product with a long history in 

Tibet，China，hold a unique position in folk dietary culture.The aim of this study was to utilize metagenomic 

sequencing technology to analyze the microbial composition and probiotic functions of TKGs，providing a basis 

for their development and utilization.[Method]TKGs samples were collected from Linzhi，Tibet. After cultivation 

and DNA extraction，a metagenomic library was constructed by high-throughput sequencing，and bioinformatics 

analyses were performed using multiple databases.[Result]The sequencing data had high quality and the assembly 

was successful. Bacteria were the dominant microorganisms in TKGs，with the Lactobacillus group being 

predominant. Lactobacillus kefiranofaciens accounted for 54% of the total microorganisms，and there were also a 

small amounts of viruses，eukaryotes and archaea. Lactobacillus phage Llun1 accounted for 5% of the viruses，and 

Kazachstania exigua accounted for 68% of the fungi. Functional gene annotation revealed that the microbial strains 

exhibited vigorous metabolic activity，with 1477 genes related to carbohydrate metabolism pathways.The strains 

also demonstrated strong capabilities in environmental information processing，with 934 genes associated with 

membrane transport and 503 genes related to signal transduction pathways. While the proportion of genes related 

to bacterial infectious diseases was relatively low at 12，there were 265 genes associated with antimicrobial drug 

resistance.Annotations from the CAZy and eggNOG databases revealed that the strain had outstanding carbohydrate 

metabolism capabilities and overall high metabolic activity.[Conclusion]Metagenomic sequencing had revealed 

the microbial composition and probiotic functions of TKGs.This study not only emphasized the potential value of 

TKGs as a natural source of probiotics but also provided a scientific basis for the development and utilization of their 

probiotic functions.

Keywords：Tibetan kefir grains（TKGs）；metagenomic sequencing；microbial composition；probiotic function
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