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变性梯度凝胶电泳法研究断奶仔猪粪样细菌区系变化

朱伟云 姚 文 毛胜勇
（南京农业大学消化道微生物研究室 南京 #1$$20）

摘 要：利用 FGH 和 IJJ; 技术分析了 1# 头仔猪在断奶后其粪样细菌区系的变化。粪样细

菌 13K LI/* 的 &3 M &% 可变区经 FGH 扩增，扩增产物经 IJJ; 电泳后再进行相似性分析。结

果表明，仔猪断奶当天粪样 IJJ; 谱带少，同窝仔猪间图谱相似。断奶后，随着断奶时间的推

移，每头仔猪的 IJJ; 图谱带逐渐增多，变得复杂和多样，仔猪个体间 IJJ; 图谱差异逐渐增

大。仔猪是否同窝以及所采食日粮类型对 IJJ; 图谱没有明显影响。相似性分析还表明，日

粮中添加寡果糖的仔猪在断奶后第 1 周，其粪样微生物区系变化迅速，而后缓慢。
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仔猪肠道微生物区系随宿主日龄增加逐渐变得复杂多样，且形成一个相对动态平衡、

稳定的微生态系统，对宿主的生长和健康起着重要作用。但报道认为，自然界中很多微生

物不能用现有的培养方法进行分离和鉴定或是不能培养［1，#］，而且仔猪胃肠道中大部分微

生物的生长需要厌氧环境，因此人们对仔猪肠道及粪样微生物及其变化规律的了解甚少。

近年来，基于 13K LH/* 的分子生物学技术促进了微生态研究的发展，特别是被称为

I/* 指纹技术的变性梯度凝胶电泳法（I6B9.+L=B, JL9O=6B. J6( ;(6.L’P?’L6-=-，IJJ;）能有效

分析复杂微生物群落及其多样性且无须培养微生物，而越来越受到重视。IJJ; 基本原

理是长度相同而碱基组成不同的 I/* 序列在不同变性条件（如尿素浓度）下变性，在变性

梯度凝胶上特定位置形成泳带。该技术自从 122" 年被 Q+A>6L 等首次用于分析土壤环境

的微生物区系以来［"］，已迅速用于其它环境微生态和人肠道微生态的研究［!］。

K=<P-’B 等［0］分析了 IJJ; 技术在研究猪肠道微生物区系方面的应用条件，并比较了

断奶前仔猪、断奶后仔猪与肥育猪等不同个体的肠道和粪样细菌群体组成结构，但是该研

究忽视了这些猪之间本身存在的个体差异的影响。K=<P-’B 等［3］利用 FGHRIJJ; 技术分

析了断奶仔猪饲喂外源乳酸菌后第 10 天粪样细菌群体，并对其中一头仔猪的粪样进行了

FGHRIJJ; 跟踪研究。本研究采用 FGHRIJJ; 技术跟踪研究 1# 头仔猪断奶后两星期其

粪样中细菌区系的动态变化规律，同时在实验设计上采用了来自同窝仔猪饲喂同种饲料，

不同窝仔猪不同饲料的办法，以分析探讨仔猪个体对其粪样细菌群体变化的影响。



! 材料和方法

!"! 试验设计与粪样的收集、处理

来自 !、"、# $ 窝的 %& 头仔猪（$ ’ (）在 &%) 断奶后，分别饲喂下述 $ 类日粮：*）基本

日粮；+）基本日粮 , 果寡糖-甜菜汁；.）基本日粮 , 甜菜汁。在断奶第 %、/、0 和 %$ 天从

仔猪肛门处采集粪样，其中断奶当天（断奶第 % 天）的粪样是在饲喂日粮前采集的。样品

中添加甘油于 1 &23下冻存。在 45! 提取前，解冻样品，移去液相取约 $6 湿重的粪样，

移入 7289 冰冻的磷酸钾缓冲液中（:;0<2）混匀，取 %89 液体立即用于 45! 的提取。

!"# $%& 提取与 ’() 反应

参照 =>?@?A)*B 等［0］方法，先用珠磨法机械破碎粪样，后用酚和氯仿-异戊酯提取粪样

总 45!，随后对细菌的 %/C D45! 的 E/ F EG 区片段进行 H#I 反应。H#I 引物为带有 J#
夹子的 KL/GMJ# 和 9%(2%［G］，其中 J# 夹子为 7NM#J# ##J JJJ #J# J## ##J JJ# JJJ
J#J JJJ J#! #JJ JJJ J!! #J# J!! J!! ##O O!#。

图 ! 仔猪断奶时粪样细菌 $**+图谱

PQ6R% 4JJS TD>8 T*?.*B +*.@?DQ* >A )*U % >T V?*AQA6

9Q@@?D !：HQ6B?@W %、&、$、(；9Q@@?D "：HQ6B?@W 7、/、0、G；9Q@@?D

#：HQ6B?@W L、%2、%%、%&；8：8*DX?D R OY? W*8? *W T>BB>VWR

!", $**+ 与计算机分析

参照 Z[U\?D 等［$］方法，对细菌 %/C D45! 的 E/ F EG 可变区的扩增产物进行 4JJS 分

析。4JJS 用 G]聚丙烯酰胺凝胶（含丙酰胺、二丙酰胺、尿素、甲酰胺和甘油），其中尿素

浓度梯度为 $G] F (G]，并用凝胶结合板垫着凝胶。电泳采用 4 .>)? 4JJS 系统（"Q>M
I*)），电泳缓冲液为 (288>B-9 的 ODQWM乙醇（:;G<2），首先在 &22E 电压下预电泳 7 F %28QA，

随后在 G7 E 的固定电压下电泳 %/Y。电泳结束后，进行硝酸银染色［L］，凝胶显色定影后用

透明玻璃纸封好，在 /23干燥过夜。4JJS 凝胶采用分子分析家软件包（Z>B?.[B*D !A*M
BUW@，"Q>I*)）进行相似性分析，不同时间段相似值间进行 C@[)?A@ O 检验。

# 结果和分析

#"! 母猪对仔猪粪样细菌群体的影响

图 % 是仔猪断奶当天在饲喂日粮前的粪样细菌 4JJS 图谱，图谱上的泳带反映了粪

样中的优势菌群，泳带数量和位置的复杂性说明了菌群的多样性。同窝仔猪其 4JJS 图

谱具有很多相同泳带，且泳带数量相近。来自不同窝的仔猪，其 4JJS 图谱也有共同泳

带，但大多数泳带的位置不同及图谱总带数

有明显的差异。4JJS 图谱经相似性分析后

发现这 %& 头仔猪的 4JJS 图谱属于明显的

$ 组（图 &M*）。除样本 ( 和 L 外，同窝仔猪的

粪样 4JJS 谱则可归为一组，带谱间相似性

大于 02]，不同窝仔猪的 4JJS 分属不同

组，各组间相似性低于 /2]。这些结果表

明，当仔猪哺乳时，同窝仔猪之间具有相似

的优势细菌群。对于不同窝仔猪，虽然有些

细菌为所有仔猪共有，但是细菌菌群差异较

大，这说明母猪对其哺乳仔猪体内的优势菌

群有一定的影响。
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图 ! 仔猪粪样 "##$ 图谱的相似性分析

!"#$% &"’"()*"+",- .,+/,,0 1223 4*56"(,- 56 6),7)( -)’4(,-

!%! 断奶 &’ ( 时仔猪粪样细菌群体

与断奶当天相比，断奶第 89 天后，仔猪粪样 1223 带谱上泳带数量明显增多，带谱更

为复杂，如 8: 号仔猪，断奶当天可见 8; 条带，断奶后 89< 可见 %= 条带（图 9）。虽然 8% 头

仔猪的粪样中存在一些共同泳带，但是个体间大多数优势带在位置、灰度及数量上差异明

显，即使来自同一母猪的仔猪个体间也存在明显差异。虽然本研究采用同窝仔猪日粮相

图 ’ 仔猪断奶 &’( 时粪样 "##$ 图谱

!"#$9 1223 6*5’ 6),7)( .)7+,*") 50 <)> 89 56 /,)0"0#

同、不同窝不同日粮的设计，但是相似性分析

表明（图 %?.），在断奶第 8 天时所见（图 8）的

1223 带谱分组在断奶 89< 时（图 9）已消失，

仔猪窝之间没有明显的差异。个体间相似性

很低，例如，编号为 @、;、A、: 的同窝仔猪在断

奶第 8 天其相似性在 :BC 以上，但在断奶

89< 时相似性仅为 %BC D 9@C。这些结果表

明，断奶 89< 后仔猪体内已形成各自特征性

的菌群，母体来源和日粮对其粪样细菌群体

组成没有明显的影响。

!%’ 仔猪断奶后粪样细菌群体的变化规律

本研究通过对仔猪断奶后不同时期粪样 1223 分析，来监测仔猪断奶后细菌群体变

化过程。如 E 窝仔猪在图 F 显示，同窝仔猪在断奶不同时间的粪样在同一 1223 凝胶上

进行图谱分析都表明，仔猪在断奶当天的一些优势泳带在断奶第 ; 天时消失，很多泳带在

第 89 天时消失，另一方面，新的泳带在第 ;、A 或 89 天陆续出现。从总体看，随时间延长，

带的数量逐渐增多。相似性分析表明，在断奶后 89< 内，1223 图谱变化迅速，在断奶第 ;
D A 天样本 1223 间的相似值最高，这与预料的相同。G 窝与 H 窝仔猪的粪样 1223 图谱

在仔猪断奶第 8 周和在第 % 周的变化相似值上无显著的统计差异，表明其细菌群体变化

速度较稳定。但是对编号为 @、;、A 及 : 的 E 窝仔猪（图 @），在断奶当天仔猪粪样 1223 图

谱相似，与其它时间粪样的相似值低于 %BC，! 检验分析表明它们与其它组之间存在显著

@B@F 期 朱伟云等：变性梯度凝胶电泳法研究断奶仔猪粪样细菌区系变化



图 ! ! 头仔猪在断奶第 "、#、$、"% 天时粪样 &’’(
!"#$% &’’( )*+,"-./ +, ,0.10- /02)-./ 1+--.13.4

+5 406 7，8，9，7: +, ;.05"5#

图 ) 仔猪断奶第 "、#、$、"% 天时

粪样 &’’( 相似性

!"#$< &’’( )*+,"-. /"2"-0*"3"./ +, ,0.10- /02)-./

1+--.13.4 +5 406 7，8，9，7: +, ;.05"5#

差异，虽然从第 7 = 8 天的时间比第 8 = 7: 天的短，但是前两者的相似值比后两者间的显

著要低。这些结果说明，> 窝仔猪断奶后细菌群体在断奶第 7 周内急剧变化，而后缓慢，

这可能与其日粮中寡果糖有关。

% 讨论

?@AB&’’( 方法最大优点是无需平板培养分离，是近年来用于多种生态环境微生物

区系研究的最主要的分子生物学手段之一。C"2)/+5 等和 DEF 等率先把 ?@AB&’’( 技术应

用于猪肠道各部位和断奶仔猪粪样细菌群体的分析［<，7G］。本文采用该技术首次研究了仔

猪断奶后粪样细菌群体的变化规律，并结合相似性分析比较仔猪个体间细菌群体多样

性。研究结果说明，?@AB&’’( 在研究仔猪粪样微生物区系变化规律上是一种非常有效

的技术。

本研究对 7H 头仔猪从断奶第 7 天开始间隔采集粪样，跟踪分析粪样中细菌群体变

化。研究结果显示，所试的仔猪在断奶后其粪样中细菌群体均迅速变得复杂多样，而且相

似性分析也证实断奶当天和断奶后 7:4 时粪样细菌群体发生很大变化。这与 C"2)/+5
等［8］的结果不一致，其很可能的原因是在该研究中，粪样是在试验仔猪在断奶 94 后（即 HI
日龄）开始采集并进行分析的。虽然肠道及粪样中微生物区系因仔猪断奶可发生剧烈变

化，但是经过 94 的对饲料的适应可逐渐稳定下来。另外，该研究关于这一结果只是根据

对一头仔猪粪样的跟踪分析，因此该结果的代表性差。本研究结果还表明，每头仔猪，即

使是来自同窝的也具有各自独特的粪样细菌群体。这一结果与 C"2)/+5 等［8］关于猪以及

D+.3.540- 等［9］关于人粪样的 ?@ABJ’’( 研究报道相似，都说明宿主动物本身的影响。

近年来，寡果糖被普遍认为是一种可能通过调控仔猪肠道内微生物区系而起到促进

动物生长与保健作用的化学益生素，但其作用尚未清楚。本研究初步显示的 > 组仔猪在

8G< 微 生 物 学 报 %: 卷



断奶后其粪样细菌群体迅速发展而后相对缓慢的现象，可能与日粮中添加的寡果糖的作

用有关。由此可初步推测，促进仔猪肠道内微生物区系的迅速发展和建立可能是寡果糖

起益生作用的一个途径。但是，关于寡果糖作用机理的进一步研究需要大量的试验进行

探讨，本研究小组正在该方面进行深入的研究。
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《微生物学报》投稿要求

LQ 投稿范围：凡有关微生物学基础研究、应用基础研究及其高技术创新等领域的研究成果，包括普

通微生物学，工业、农业、医学和兽医微生物学，免疫学以及与微生物学有关的生物工程等方面的研究报

告、简报等，本刊均欢迎投稿。

DQ 应首次发表：所有来稿均应未在公开出版的刊物上发表过。要求论点明确、数据可靠、行文简练、

用词规范、图表清晰、结论合理。

BQ 介绍信：所有来稿要求一式两份。论文是否涉及保密、署名是否无误，请出示第一署名单位的介

绍信。若是与国外作者合写的论文，应出示国外作者同意以中文形式发表及署名顺序的信函说明。

FQ 作者联系方式：请在投稿时提供通讯作者或第一作者的 G".、14K 和 +764-. 地址。

EQ 审稿费：投稿时请随寄 LCC 元审稿费，可通过邮局汇来（务请在汇款单上注明汇款单位和稿件第

一作者，我们将开具正式发票）。

IQ 投稿及汇款地址：（LCCCHC）北京中关村 中国科学院微生物研究所内 《微生物学报》编辑部

欲知更详细的投稿要求请登陆我刊的网址：R$$,：SS9990 -60 4&0 &#SN’5!#4./

《微生物学报》综述文章投稿说明

近一时期，我刊一些综述类来稿存在一些问题，主要表现为：篇幅庞大，罗列文献，内容空泛，缺乏观

点。为使此栏目更加新颖并更具可读性，特提出几点说明，欢迎大家根据要求，踊跃投稿，并提出你们对

该栏目的建议和想法。

L0本刊主要刊登微型综述（T-#- !";-"9），来稿字数最好控制在 ECCC 字以内（不包括参考文献）。

D0综述的选题要有新意，对读者及同行确有一定的启发作用和参考价值。

B0参考文献应控制在 FC 篇以内，近 B 年发表的文献不少于 LC 篇。

F0应结合文献扼要评述国内外学者在本领域的研究进展，不要泛泛罗列文献，只述不评。

E0应结合自己的研究工作，就该研究领域存在的问题和解决的途径提出自己的观点。

I0欢迎投送“能够反映国际研究热点、对学科发展有指导意义”的述评类文章。
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