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!"# $%&’ 技术研究新生腹泻仔猪粪样细菌区系的多样性变化

姚 文，朱伟云"，毛胜勇
（南京农业大学消化道微生物研究室 南京 $#%%0&）

摘 要：用 P2QRSTT9 技术跟踪一窝 & 头新生腹泻仔猪自然康复、补饲、断奶过程中粪样细菌区系的演变，构建 / 头

仔猪 !$ 日龄粪样的 #"U +SBD 克隆库，分析匹配于 STT9 优势谱带 $/ 个克隆的 #"U +SBD 序列。结果表明，STT9 图

谱由简单（$ 日龄）到复杂（#% 日龄），再回复简单（#" 日龄）到复杂（断奶），最后趋于稳定。$、#" 日龄 STT9 图谱最

简单、相似，最优势谱带为大肠杆菌；#% 日龄（补饲后 / 天）图谱复杂，大肠杆菌存在但不是最优势谱带，补饲前后图

谱的相似性低，补饲导致了粪样细菌区系结构的显著变化；断奶前（$1 日龄）和后（/&、!$ 日龄）图谱复杂，优势谱带、

图谱相似性均趋向稳定。序列分析表明，$/ 个克隆中除 & 个与未知细菌最相似外，其余最相似菌分属于肠球菌

（!"#$%&’&’’()），链球菌（*#%$+#&’&’’()），梭菌（,-&)#%./.(0），消化链球菌（1$+#&)#%$+#&’&’’()）和乳酸杆菌（23’#&43’.--()）。
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仔猪肠道微生物区系随宿主日龄增加、日粮变更逐渐变

化，一个相对稳定、动态平衡的微生态系统，对宿主的生长和

健康意义重大。由于尚无适合所有肠道细菌生长的选择性

培养基，传统培养技术难于反映肠道微生物区系的全貌。迄

今已知的动物肠道微生物不到五分之一，对仔猪肠道微生物

区系组成和变化的了解更加薄弱。

变性梯度凝胶电泳法（S)M-H,+;MW T+-X;)MH T)6 96)JH+GOFG+)Y;Y，

STT9），因能有效分析复杂微生物群落及其多样性，而广泛

用于研究哺乳动物肠道微生物区系［# ’ /］。文献［! ’ "］报道利用

P2QRSTT9 技术研究了仔猪断奶前后粪样细菌区系变化以及

饲料成分的影响，发现断奶后第一周仔猪粪细菌区系变化迅

速，可发酵碳水化合物（(ZU 和甜菜渣）可选择性地促进特定

细菌的生长，加速断奶后仔猪粪细菌区系的稳定。

我国目前仔猪管理中多采用 1 日龄补饲开食料，$# 或 $7
日龄断奶的饲喂模式。这种早期补饲、早期断奶的模式可大

大提高母猪的利用效率，但也导致很多养殖场仔猪腹泻率居

高不下，生长停滞，甚至死亡，造成很大的经济损失。相对于

不补饲的仔猪腹泻多发生于断奶后 / ’ #%X，补饲的仔猪在补

饲后一周左右腹泻发生率很高。本研究旨在利用 P2QRSTT9
结合 #"U +SBD 序列分析技术，探讨补饲开食料对仔猪粪样

菌群变化及其对仔猪腹泻的影响。

! 材料和方法

!(! 材料

!(!(! 实验动物、动物管理模式和样品收集：选取南京某猪

场一窝大米杂交仔猪中的 & 头，初生 # 日龄时表现腹泻，常规

管理，1 日龄起补饲开食料（猪场常用的商品仔猪料），$7 日龄

断奶。分别于出生后 $、#%、#"、$1、/&、!$ 日龄，收集粪样待测。

!(!() 主要试剂和仪器：(-YHSBD UP@B [;H（V43@Z W)M)）；5-\
酶、OT9]45 载 体（P+G:)W-）；引 物 合 成（ @M^;H+GW)M）；V;-\,;J_
P2Q 产物纯化试剂盒（?)YH*,+W，HF) B)HF)+6-MXY）；序列分析试

剂盒（D:)+YF-:，>[）；P2Q 仪（3;G:)H+-，>[）；S2GX) 系统、TU4
7%% 校正型光密度仪和 ]G6)J,6-+ DM-6.YH #‘#$（3;G4Q-X）；a@4
2ZQ SBD Y)\,)MJ)+ !%%%a（a;2G+，>UD）。

!() 总 %&’ 的提取及 *+, 扩增

总 SBD 提取采用 (-YHSBD UP@B [;H 试剂盒。一对细菌通

用引物 >%0"7b4T2 和 a#!%#+［1］用于引导 #"U +SBD 第 " 至第 7
可变区的 P2Q 扩增反应［7］。

!(- %../ 和 %../ 凝胶的分析

参照 ],.c)+ 等［1］的方法。变性物：甲酰胺和尿素；梯度：

/%d ’ "%d；电泳条件：%‘&85D9 中，"%e2、7&f 电泳 #"F 以上。

应用 ]G6)J,6-+ DM-6.YH 对凝胶进行相似性分析［7］和多样性指

数分析（UF-MMGM @MX)8）［0］。

!(0 !"# $%&’ 全序列的克隆和序列分析

引物 7b 和 #&#%+ 用于扩增仔猪粪样细菌 #"U +SBD 全序

列［#%］。扩增产物纯化后，插入 OT9]45 载体并转化入大肠杆

菌（!)’5$%.’5.3 ’&-.）C]#%0。以 51 和 UP"［$］为引物进行 P2Q 反

应以检测插入子的大小。插入子正确（约 #‘"_*）的克隆与原

样品在 STT9 胶上进行比较，寻找匹配的条带。与原样品有

匹配条带的克隆的质粒纯化后用 51 序列分析试剂盒进行测



序 !"# 反应、电泳和自动测序并在此基础上进行人工校正。

序列的同源性通过互联网与 $%&’(&) 进行比较。

!"# 核苷酸序列的基因库登录号（$%%&’’()* *+,-&.）
本实验所测仔猪粪样细菌的 *+, -./0 半序列均已被

$%&’(&)收录，图 1 中 * 号仔猪优势带克隆登录号分别为：

2,3045（06+7*8*9），2,30*9（06+7*8*4），2,3091（06+7*8*1），

2,30:（06+7*8*;），2,30**（06+7*8*+），2,30*;（06+7*8*8），

2,3041（06+7*8*:），2,304;（06+7*8*5），2,30;（06+7*897）。

/ 结果和分析

/"! 仔猪粪样细菌组成随日龄增加和饲喂制度改变而变化

的趋势

; 头新生腹泻仔猪均来自同一窝，体况、摄食行为等均正

常。二日龄取样时仔猪黄色软粪可从肛门挤入无菌离心管；

*7 日龄时肛门周围无黄色粪便残迹，必须用无菌棉签插入肛

门沾取粪样；*+ 日龄时，9 号、; 号仔猪粪样黄软；98、4;、19 日

龄时，粪样正常。; 头仔猪粪样的 .$$< 图谱（图 *），共同表

现出了由简单到复杂，再回复简单到复杂，最后趋于稳定的

变化趋势。二日龄 ; 头仔猪的优势谱带一致，由该谱带产生

的克隆在 .$$< 凝胶上与构建克隆的载体菌 ! = "#$% >?*75 位

置相同（结果没有在此显示），因而可认为是大肠杆菌。*7 日

龄（饲喂开食料后的第 4 天）区系由超过 *7 条清晰可辨的谱

带组成，大肠杆菌依然存在但不是主要优势菌。*+ 日龄（饲

喂开食料后的第 5 天）图谱再次简单化，大肠杆菌再次成为

主要优势菌。断奶后（4;、19 日龄）图谱中的优势谱带趋向稳

定，与断奶前（98 日龄）优势谱带比较有一定的差异。

图 ! 仔猪粪细菌 !01 .23$ 的 40546 区扩增产物的 2778 图谱

@AB=* ’(CD%-A(E .$$< F-GHAE%I B%&%-(D%J H-GK L+ML: *+, -./0 H-(BK%&DI GH FABE%DI H%C(E I(KFE%I

.N：OP% (B% GH FABE%D；!N：OP% &QKR%- GH FABE%D；?：?(-)%- =

图 / 不同日龄间仔猪粪样 2778 图谱的相似性分析

@AB=9 ,AKAE(-ADS CG%HHACA%&D HG- H%C(E R(CD%-A(E .$$< F-GHAE%I GH FABE%DI

(D JAHH%-%&D (B%= .N：DP% (B% GH FABE%D =

图 9 为不同日龄仔猪粪样 .$$< 图谱的相似性。9 日龄

和 *+ 日龄的 .$$< 图谱最为相似，相似性为 8*= 5T。*7 日

龄与 9 日龄和 *+ 日龄的 .$$< 图谱差异很大，相似性仅为

91U8T和 *:U;T；*7 日龄与 98、4;、19 日龄的 .$$< 图谱间相

似性却相对较高，分别为 95U51T、4*U+1T和 11U4T。98 日

龄（断奶前）与 4;、19 日龄图谱相似性也较低，分别为 9+U9:T
和 45U9T，但高于开食前后图谱的相似性。4; 和 19 日龄

.$$< 图谱的相似性很高，为 +9U41T。

/"/ 细菌区系组成多样性的分析

图 9 仔猪粪细菌区系多样性的 1:;**)*5<&;=&.
指数分析

@AB=4 .AV%-IADS A&JAC%I GH FABE%D H%C(E R(CD%-A(E CGKKQ&ADS

相似性分析仅着眼于比较两个区系形成的 .$$< 图谱

中共有的谱带数目（细菌种类），多样性分析既比较区系中的

细菌种类（.$$< 谱带数目），又兼顾各种细菌的数量（.$$<
谱带密度），因而能更全面地反映细菌区系的全貌。如图 4
所示，9 日龄区系的多样性为 *U4: W 7U;;，相对简单；*7 日龄

时，多样性指数增至 9U*9 W 7U91；*+ 日龄时，多样性指数又迅

速降至 *U58 W 7U9+，说明开食料的添加对哺乳仔猪而言是很

大的应激，极易使本不稳定的微生物区系失去平衡；随后多

样性指数又回升至 98 日龄的 9U*5 W 7U95，4; 日龄的 9U97 W
7U*8 和 19 日龄的 9U*1 W 7U97，相对比较稳定，没有出现大的

波动，仔猪也未表现断奶腹泻症状。

*;*姚 文等：*+, -./0 技术研究新生腹泻仔猪粪样细菌区系的多样性变化 = X微生物学报（977+）1+（*）



!"# $%%& 图谱中优势条带的分子鉴定

为鉴定仔猪粪样细菌区系的组成，构建了 !、"、# 号仔猪

$" 日龄粪便样品的 !%& ’()* 克隆库，并对 "+ 个与原始样品

在 (,,- 图谱上有匹配带的克隆进行了 !%& ’()* 全序列分

析，所获序列与现有的基因库进行了比较。除 # 个克隆的最

相似菌为未培养细菌外，其余克隆的最相似菌分属于肠球菌

（!"#$%&’&’’()），链球菌（ *#%$+#&’&’’()），梭菌（,-&)#%./.(0），消化

链球菌（1$+#&)#%$+#&’&’’()）和乳酸杆菌（23’#&43’.--()）# 个属。

图 ’ ( 号仔猪粪细菌 ()* +$,- 序列的最相似菌与同源

()* +$,- 的 .)/.0 的对应关系

./01$ 23456/7/896/:5 :7 3:;/5956 <953= /5 (,,- >9664’5 :7 6?4 @% 6:

@A ’40/:5= :7 7489B =9;>B4= 7’:; >/0B46 !

# 讨论

胎猪胃肠道无菌，随着出生时母体阴道和出生后环境微

生物的入侵，胃肠道微生物区系逐步建立，往往首先检测到

的是大肠杆菌和链球菌［!"］，有些仔猪因而表现为新生腹泻

（黄痢或白痢），一般随着仔猪的哺乳会自动恢复，并在仔猪

肠道中建立起以乳酸菌为优势菌的微生物区系，这种微生物

区系在哺乳期间相对稳定［!+］。但是环境因素、日粮变更、运

输等因素均能诱发其变化，导致肠道中乳酸杆菌数目下降和

C:B/7:’;= 数目上升［!$］。由于传统微生物培养方法不能培养

所有的胃肠道厌氧细菌，对其变化的描述多局限于乳酸杆菌

和 C:B/7:’;=。
本研究利用 DCEF(,,- 技术跟踪研究了 # 头新生腹泻

仔猪从新生至断奶后两周粪样菌群的演变过程。二日龄 #
头仔猪的优势谱带单一，为大肠杆菌，这与已有的报道一

致［!"］；!G 日龄区系的复杂化、多样化主要来源于开食料，但

这种变化是暂时的。由于 H 日龄仔猪的胃肠道并不适应于

固体饲料，开食料有诱导仔猪腹泻的趋势，同时开食料来源

的细菌并不能全部在肠道内定植，只有那些能适应胃肠道环

境的细菌才能参与组成胃肠道正常的微生物区系。断奶也

引起了微生物区系的显著变化，但这种变化没有开食前后的

变化剧烈。提示开食料虽然导致了补饲后仔猪粪样细菌区

系多样性的迅速增加和快速下降，使仔猪表现出腹泻趋势，

但却使断奶前后仔猪粪样细菌区系多样性维持了相对的稳

定，有一定的缓解断奶腹泻的作用。+# 和 $" 日龄 (,,- 图

谱的相似性很高、多样性指数稳定，说明断奶后随着日龄的

增加，健康仔猪的微生物区系组成逐渐趋向稳定。

本研究结果表明大肠杆菌同样存在于健康仔猪的粪便

中，但不表现为优势菌，而是腹泻仔猪粪便中的优势菌，说明

大肠杆菌的过度繁殖、成为肠道中优势菌与腹泻的关系很

大。而 $" 日龄健康仔猪的粪样细菌区系，与通过培养技术

获得的健康成年猪粪便菌群组成相比，未检测到真杆菌属

（ !(43’#$%.(0 ）、拟 杆 菌 属（ 53’#$%&./$) ）和 普 雷 沃 菌 属

（1%$6&#$--3）［!#］，与 I:5=6956/5:J［#］构建自 "A 日龄断奶并饲喂了

!#3 "K#L.M& 和 #L甜菜渣仔猪的粪样细菌区系相比，未检

测到真杆菌属和瘤胃球菌属（7(0."&’&’’()）。说明宿主动物

的年龄、日粮组成对粪样细菌区系的组成均有很大的影响。

造成哺乳仔猪腹泻的因素是多方面的，本研究中我们主

要着眼于补饲和断奶引起的日粮变更对哺乳仔猪粪细菌区

系的作用，我们的结果显示早期补饲开食料可缓解断奶导致

的粪样细菌区系的迅速变化，但同时会增加仔猪哺乳期间粪

样细菌区系的不稳定性，从而易诱发哺乳仔猪的腹泻。因此

如何帮助哺乳仔猪尽快建立正常健康的肠道微生物区系对

防治其腹泻意义重大，这也是我们今后的主要研究内容。

致谢 本 文 在 完 成 过 程 中 得 到 了 荷 兰 瓦 赫 宁 根 大 学
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