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摘 要：子宫内膜炎是一种常见的母牛繁殖疾病，为探究子宫菌群移植对患有子宫内膜炎母牛子宫环境的影

响，本研究选择 8 头健康母牛，在产后 30 d 收集子宫灌洗液，将其灌注到 8 头患有子宫内膜炎的母牛子宫中

进行治疗。与未接受菌群移植的 8 头患病牛相比，子宫菌群移植治疗提高了母牛的妊娠率。将健康（8 头）、

患病（8 头）与移植组（8 头）牛子宫液开展 16S rRNA 测序与代谢组学检测，结果显示：Proteobacteria
是健康母牛子宫中的主要菌门，Enterococcus_H、Phocaeicola_A、Faecousia 和 Klebsiella 是具有潜在治疗

作用的关键菌。同时，筛选出 Lauramine oxide（月桂基二甲基氧化胺）、Triptophenolide（雷酚内酯）、

Gentisic acid（龙胆酸）和 Phloroglucinaldehyde（间苯三酚甲醛）等具有潜在治疗作用的关键代谢物；通过

Spearman 相关性分析发现 Thauera_A、Metamycoplasma、Salinarimonas、Clostridium_T、Enterococcus_H、

Turicibacter、Faecousia、Staphylococcus 与 关 键 代 谢 物 呈 正 相 关，Fusobacterium_C、Porphyromonas_A、

Bacteroides_H 与关键代谢物呈负相关。由以上可知，子宫菌群移植治疗母牛子宫内膜炎具有一定效果，并改

变了子宫菌群结构与代谢环境。
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子宫内膜炎是一种常见的繁殖疾病，严重影响母牛

繁殖性能，降低妊娠率，给牛场造成较大的经济损失 [1-2]。

据报道，子宫内膜炎会导致每头母牛产生 513 美元的经

济损失 [3]，该病容易在产后发生 [4]。大肠杆菌、金黄色

葡萄球菌、化脓杆菌等会引起母牛子宫感染 [5]。母牛子

宫内膜炎的传统处理方法是抗生素治疗，但抗生素副作

用较大，易产生耐药性 [6]。寻找替代抗生素的治疗方法

是当前的研究热点，微量元素硒 [7]、中药提取物 [8] 和

益生菌 [9] 等方面研究已经取得一定治疗效果。

微生物群落作为一个异质生态系统（Heterogeneous 

Ecosystem），可通过分泌一些关键物质以维持机体的

平衡与健康 [10]。在母牛子宫中，微生物的相互作用维持

了生殖健康 [11]，同时抵御了外来病原微生物的入侵 [12]。

因此，子宫菌群环境稳态被破坏将增大患病风险。菌群

移植是将健康动物体内的菌群移植到患病动物体内以实

现治疗作用 [13]，具有效果好、副作用小等优点。目前，

这种方法主要应用于肠道菌群移植。粪菌移植（Fecal 

Microbiota Transplantation， FMT）可以治疗消化道炎

症、代谢紊乱，甚至是肿瘤 [14]，作用机理是通过调节

机体的免疫系统治疗疾病 [15]。在子宫内膜炎领域，阴

道菌群移植 [16] 与 FMT 治疗 [17] 已被证明具有治疗作用。

然而，目前对于子宫菌群移植（Uterine Microbiota 

Transplantation，UMT）的研究相对较少，缺乏在母牛

子宫内膜炎治疗上的应用案例。因此，本研究将健康母

牛子宫菌群移植到患有子宫内膜炎的母牛子宫中，利

用 16S rRNA 和代谢组学技术，挖掘 UMT 治疗后母牛

子宫菌群与代谢产物的变化，为牛子宫内膜炎治疗提

供新途径。
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1 材料与方法

1.1 实验动物    本研究在吉林省东丰县某牛场挑选一批

产后 30 d 饲养条件一致、年龄相同的成年海福特母牛

作为试验动物。其中 8 头健康母牛作为对照组（Control

组，C 组），8 头患有子宫内膜炎的母牛作为模型组

（Model 组，M 组）。先用 PBS 缓冲溶液冲洗 C 组与

M 组母牛的子宫，收集灌洗液。再将一部分 C 组的灌

洗液（50 mL）注入到 M 组的患病母牛子宫内，治疗 1

周后，收集接受治疗的 8 头母牛的子宫灌洗液，作为菌

群移植组（Transplantation 组，T 组）。另选取 8 头患

有子宫内膜炎的母牛与 T 组母牛做对比，验证治疗效果。

所有母牛经兽医直肠检查判断子宫状态，并于处理 2 个

月后进行人工授精，再于 2 个月后统计妊娠率。此外，

试验所用样品均经过液氮速冻后保存于 -80℃冰箱中以

便后续测序使用。

1.2 DNA提取与16S rRNA测序    使用OMEGA Soil DNA 

Kit  D5635-02 （Omega Bio-Tek，Norcross，GA，

USA）试剂盒对样品中的微生物进行核酸提取。对于提

取的 DNA，采用 0.8% 琼脂糖凝胶电泳进行分子大小

判断，并利用 Nanodrop 对 DNA 进行定量。使用引物

338F（5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3'），806R（5'-

GGACTACHVGGGTWTCTAAT- 3'）对 细 菌 16S rRNA 

V3-V4 区进行扩增。并对扩增结果进行 2% 琼脂糖凝

胶电泳，切取目的片段然后用 Axygen 凝胶回收试剂盒

回收目的片段。随后利用 Illumina 公司的 TruSeq Nano 

DNA LT Library Prep Kit进行建库，取1 μL文库在Agilent 

Bioanalyzer 机器上用 Agilent High Sensitivity DNA Kit

对文库做 2100 质检，合格的文库在 Illumina NovaSeq

仪器上进行测序。

1.3 代谢组学检测    取 100 μL 样品与 400 μL 提取液

（MeOH:ACN，1:1 （v/v）），漩涡震荡混匀 30 s，然

后在 4℃水浴下超声波处理 10 min。-40℃孵育使蛋白质

沉淀。4℃条件下，以 12 000 r/min（RCF=13800 ×g，

R=8.6 cm）离心 15 min，收集上清于进样瓶中检测，

同时另取等量上清混合成 QC 样品检测。本研究使用

Vanquish （Thermo Fisher Scientific）超高效液相色谱仪，

并 通 过 Waters ACQUITY UPLC BEH Amide （2.1 mm×

50 mm，1.7 μm）液相色谱柱对目标化合物进行色谱分

离。使用 Orbitrap Exploris 120 质谱仪在软件（Xcalibur, 

版本 4.4，Thermo）控制下进行二级质谱数据采集。

1.4 统计分析    对于 16S rRNA 测序结果，使用 QIIME2 

2022.11 软件，对微生物组生物学信息进行分析。原始

序列数据使用 demux 解码处理，cutadapt 进行引物切

除，然后使用 DADA2 对序列进行质量过滤、去噪、

拼接和嵌合体去除等数据处理。对上述获得的序列按 

100% 的序列相似度进行归并，得到 ASVs 数据。采用

Greengenes 数据库，将 ASV 特征序列与数据库中的参

考序列相比对，获取每个 ASV 所对应的分类学信息。

对于代谢组学结果，使用 ProteoWizard 将原始数据转

换为 mzXML 格式，在 R studio 上进行代谢物鉴定分

析。16S rRNA 测序结果中的 Alpha 多样性、Beta 多样

性、物种组成成分分析、LefSe 分析以及韦恩图使用软

件 QIIME2（2022.11）和 R studio（v3.2.0）完成制作。

代谢组学中的火山图、KEGG 富集分析、热图以及相关

性分析均使用 R studio 完成制作。

2 结  果

2.1 UMT 对母牛子宫内膜炎的治疗效果    兽医直肠检

查发现，与 M 组母牛相比，T 组母牛子宫体积、弹性

恢复正常，肿胀程度较轻。通过观察子宫灌洗液，发现

T 组母牛子宫内膜充血得到缓解（图 1A）。人工授精

配种 2 个月后 T 组的 8 头牛中有 5 头妊娠，另 8 头患病

母牛只有 1 头成功受孕。UMT 缓解炎症，提高了患病

母牛的妊娠率（图 1B）。

2.2 UMT 对患有子宫内膜炎母牛的子宫菌群结构的影响    

为探究 UMT 治疗母牛子宫内膜炎背后的机制，本研究

利用 16S rRNA 测序对 3 组样品进行检测。剔除两个不

合理的离群样本后，对 6 头牛的数据进行分析。结果发

现，在 18 个样本中，总共获得了 1 257 621 个 reads，

每个样本平均 69 868 个。C 组检测出 395 个 ASV，M

组 检 测 出 1 575 个 ASV，T 组 检 测 出 3 796 个 ASV。

其中，C 组与 M 组共有的 ASV 为 10 个，M 组与 T 组

共 有 的 ASV 为 11 个，C 组 与 T 组 共 有 的 ASV 为 72

个，3 组 共 有 的 ASV 为 8 个（ 图 2A）。NMDS 分 析

展现了 Beta 多样性，结果发现组内样本聚集组间相距

远，说明不同组之间的菌群结构具有显著性差异（图

2B）。Alpha 多样性分析表明，T 组的 Chao1 richness 

estimator、Observed species 和 Faith's PD 指 数 均 显 著

高于 C 组与 M 组，同时 T 组的 Shannon 指数显著高于
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C 组（图 2C-H），T 组菌群具有更高的多样性和丰富度。

以上结果显示，UMT 治疗能够显著改善患有子宫内膜

炎母牛的子宫菌群结构。 

2.3 UMT 对患有子宫内膜炎母牛子宫菌群的影响    为

进一步探究 UMT 对子宫菌群结构的影响，本研究对

不同组的物种丰度进行分析。结果表明，在门水平，

Proteobacteria（35.17%）、 Fusobacteriota（18.23%）、

Firmicutes_A（14.94%）、Bacteroidota（14.85%） 和

Firmicutes_D （11.26%）是 3 组中的主要菌门。其中

Proteobacteria 在 C 组（42.70%）和在 T 组（60.68%）

的 丰 度 高 于 在 M 组（2.14%）。 而 Fusobacteriota 在

M 组（33.65%）中的丰度高于 C 组（17.02%）和 T 组

（4.01%）（图 3A）。在属水平，3 组中主要菌属有

Klebsiella （21.06%）、Fusobacterium_C （17.04%）、

Metamycoplasma（8.76%）、Thauera_A （8.12%） 和

Prevotella  （5.55%）。其中，Klebsiella 的丰度在 C 组

（10.31%）和 T 组（51.66%）中高于 M 组（1.22%）。

而 Fusobacterium_C 在 M 组（30.23%）中丰度高于 C

组（17.02%） 和 T 组（3.85%）（ 图 3B）。LefSe 分

析（log10LDA>3， P<0.05）结果表明 C 组中的关键菌

有 Thauera_A，Metamycoplasma，Salinarimonas，Clos

tridium_T、Enterococcus_H、Turicibacter、Streptococcus 

和 Staphylococcus；M 组中的关键菌有 Fusobacterium_

C、S5_A14a、Porphyromonas_A、Bacteroides_H 和 Hist

ophilus；T 组中的关键菌有 Klebsiella、Phocaeicola_A、

Faecousia 和 CAG_41（图 3C、D）。

2.4 UMT 对患有子宫内膜炎母牛子宫代谢环境的影响    

本研究对不同处理组的子宫灌洗液进行代谢组分析，并

同样剔除了 2 个离群样本。主成分分析结果表明组间

聚类良好，C 组与 T 组大部分重合并与 M 组相距较远

A：不同组子宫灌洗液；B：治疗后妊娠率统计。

图 1  UMT 治疗效果
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C D E

F G H

 A：不同组 ASVs 韦恩图；B：NMDS 分析；C~H：Chao1 richness estimator、Shannon、Simpson、Observed species、Faith's PD、Pielou's evenness 指数统计图。

图 2 UMT 处理后患病母牛子宫菌群变化
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LefSe analysis 
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（图 4A）。与 C 组相比，M 组有 537 种代谢物上调，

76 种代谢物下调。与 M 组相比，T 组有 69 种代谢物

上调，575 种代谢物下调。而与 C 组相比，T 组仅有

9 种代谢物上调，26 种代谢物下调（图 4B-D）。这说

明 C 组与 T 组母牛子宫代谢环境较为相似，二者与 M

组差异较大。通过 KEGG 富集分析发现，C 组与 M 组

之间和 M 组与 T 组之间相比均富集到炎症相关通路，

包 括 Arachidonic acid metabolism，Oxytocin signaling 

pathway、Necroptosis、Cholesterol metabolism 等（图

4E、F）。C 组 与 T 组 相 比 显 著 富 集 到 Autophagy、

Pyrimidine metabolism、GPI-anchor biosynthesis 等 通

路（图 4G）。

2.5 UMT 关键代谢物与关键菌之间的关系    为了进一步

探究哪些代谢物在 UMT 治疗过程中发挥了作用，本研

A：门水平物种组成成分图；B：LefSe 分析 LDA 条形图；C：属水平物质组成成分图；D：LefSe 分析进化分枝图。

图 3 UMT 对患病母牛子宫菌群对影响
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究总结了在 C 组和 T 组中丰度显著高于 M 组的 TOP10

代谢物（图 5 A），包括 Lauramine oxide（月桂基二甲

基氧化胺）、 Tetradecyl sulfate sodium（十四烷基硫酸

钠）、Docebenone（多西苯醌）、Arachidonic sulfonic 

acid（花生四烯酸）、Triptophenolide（雷酚内酯）、

Laurylsulfuric acid（十二烷基硫酸）、Gentisic acid（龙

胆酸）、2,3-Dihydroxybenzoic acid（2,3- 二羟基苯甲

酸）、2,6-Dihydroxybenzoic acid（2,6- 二羟基苯甲酸）

和 Phloroglucinaldehyde（间苯三酚甲醛）。此外，本

研究将上述关键代谢物与关键菌进行了 Spearman 相

关 性 分 析（ 图 5 B）， 结 果 表 明， 上 述 代 谢 物 与

Thauera_A、Metamycoplasma、Salinarimonas、Clostr

idium_T、Enterococcus_H、Turicibacter、Faecousia、

Staphylococcu s 呈显著正相关，与 Fusobacterium_C、

Porphyromonas_A、Bacteroides_H 呈显著负相关。

3 讨  论

子宫内膜炎严重损害母牛繁殖性能，显著降低妊

娠率 [18-19]。有研究表明，胚胎移植前为子宫注入益生菌

可以显著提高妊娠率 [20]。同时，相比患病母牛，健康

母牛子宫中有着更多的益生菌 [21]。本研究将健康母牛

的子宫灌洗液移植到患病母牛子宫中，提高了患病母牛

的妊娠率。此外，子宫内膜充血也是母牛子宫内膜炎的

典型症状之一 [22]，通过观察不同组的子宫灌洗液，发

现在 UMT 治疗后，充血程度得以缓解。这些可以说明

UMT 的治疗作用。

本研究对 UMT 治疗前后的母牛子宫灌洗液进行

16S rRNA 测序分析，结果发现，UMT 治疗后，Chao1 

r ichness  es t imator、Shannon、Observed species、

Faith's PD 指数显著上升，母牛子宫菌群的多样性与丰

富度显著提高。研究表明，菌群移植可以使原有的菌群

 A：主成分分析；B：火山图（C 组 vs M 组）；C：火山图（M 组 vs T 组）；D：火山图（C 组 vs T 组）；E：KEGG 富集分析（C 组 vs M 组）；F：KEGG 富集分析（M 组 

vs T 组 ）；G：KEGG 富集分析（C 组 vs T 组 ）。

图 4 代谢组学结果
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A：关键代谢物聚类热图；B：关键菌与关键代谢物相关性分析热图。

图 5 关键代谢物与相关性分析
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结构变得更复杂 [23-24]。在牦牛上的研究表明 [25]，菌群移

植后 Alpha 多样性相关指数升高，这与本研究结果一致。

越复杂的菌群环境可以使机体的免疫系统更加活跃 [26]。

Lee[27] 研究表明某些特定的菌可以促进机体分泌免疫因

子，发挥抗炎作用。因此，可以推断子宫菌群多样性与

丰富度增加可能是 UMT 治疗发挥作用的原因之一。在

门水平，C 组和 T 组中 Proteobacteria 丰度高于 M 组。

这与猪上的研究一致 [28]，该研究发现 Proteobacteria 是

健康母猪子宫中的优势菌门。但许多牛子宫内膜炎的致

病菌也属于 Proteobacteria[29]，例如 Escherichia coli 和

Salmonella [30-31]。但该菌门的成员众多，其中也可能包

含大量有益菌，还有待进一步挖掘。有研究表明 [32]，

患有子宫内膜炎的母牛子宫中 Fusobacteriota 丰度升高，

这与本研究结果一致。在属水平，Klebsiella 在 C 组和

T 组中的丰度高于 M 组，这与 Virendra 在母马上的研

究相反 [33]，该研究发现 Klebsiella 在患病母马子宫中

丰度较高。目前，Klebsiella 对子宫内膜炎作用的相关

研究还比较少 [34]，而且在 Virendra 的研究中 Klebsiella

并不是子宫中的主要菌属 [33]。牛与马的物种差异也比

较大，所以该菌属在母牛子宫内膜炎上的作用还有待研

究。而 Fusobacterium_C 已经有大量文献报道了其与子

宫内膜炎的关系，在多种患病动物子宫内都发现高丰度

的 Fusobacterium_C [35-36]，这与本研究结果一致，说明

该菌属可能是导致牛子宫内膜炎的关键致病菌。此外，

本研究通过 LefSe 分析得到了不同组中的关键差异菌。

C 组中的 Enterococcus_H 在很多报道中被认为是益生

菌，对病原微生物有一定抑制作用 [37-38]。M 组中的关

键菌包括 Fusobacterium_C，还有 Porphyromonas_A、

Bacteroides_H、和 Histophilus，已有研究证明这些菌与

子宫内膜炎之间的关系 [39-40]。T 组中除了 Klebsiella，还

有 Phocaeicola_A 和 Faecousia，这 2 种菌的相关报道

较少。综上，本研究根据 16S rRNA 测序挖掘了可能在

UMT 治疗中发挥作用的关键菌。

为了进一步探究 UMT 治疗的作用机制，本研究利

用代谢组学检测探究了 UMT 治疗前后子宫代谢产物的

变化。已有研究表明 [21,41]，子宫内膜炎会影响健康牛子

宫的代谢环境。本研究也有相同的发现，患病母牛子宫

代谢环境与健康母牛差异很大，UMT 治疗后使其恢复

至与健康牛相似的水平。根据表达模式，筛选出 10 种

在 C 组中高表达，M 组中低表达，T 组中高表达的代谢

物。其中，Lauramine oxide（月桂基二甲基氧化胺）是

一种表面活性物质，具有抗菌作用 [42]。Triptophenolide

（雷酚内酯）具有抗炎抗氧化作用 [43-44]。Gentisic acid

（龙胆酸）被证明具有抗菌活性，并可以调节免疫相关

通路 [45]。Phloroglucinaldehyde（间苯三酚甲醛）也被

证明具有抗菌活性 [46]。本研究将上述关键菌与这些关

键代谢物进行了 Spearman 相关性分析，结果表明 C 组

与 T 组中的关键菌与这些代谢物呈显著正相关，M 组

中的关键菌与代谢物呈显著负相关。此外，KEGG 富

集 分 析 显 著 富 集 到 的 Arachidonic acid metabolism、

Oxytocin signaling pathway、Necroptosis 和 Cholesterol 

metabolism pathways 4 个通路，已有研究表明它们与牛

子宫内膜炎密切相关 [47-50]。这些可能是 UMT 治疗发挥

作用的关键途径。

4 结  论

本 实 验 结 果 显 示，UMT 治 疗 母 牛 子 宫 内 膜 炎

具有一定效果，并改变子宫菌群结构与代谢环境。

Enterococcus_H、Phocaeicola_A、Faecousia 和 Klebsiella

是 UMT 治 疗 过 程 中 的 关 键 菌。Lauramine oxide（ 月

桂基二甲基氧化胺）、Triptophenolide（雷酚内酯）、

Gentisic acid（龙胆酸）和 Phloroglucinaldehyde（间苯

三酚甲醛）等代谢物是 UMT 治疗过程中起到关键作用

的代谢物。
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