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不同精粗比底物下瘤胃真菌和纤维降解细菌共

培养发酵特性及菌群变化

孙云章，毛胜勇，姚 文，朱伟云"

（南京农业大学消化道微生物研究室 南京 $+%%,2）

摘 要：采用体外厌氧共培养技术，研究了瘤胃真菌和纤维降解细菌在不同精粗比（F 组为全粗料，G 组 #H-，I 组 2H
2，J 组 -H#，6 组为全精料）底物下菌群变化及其共培养发酵特性。结果表明：与 %: 相比，发酵至 $!: 时 G 组和 I 组

的厌氧真菌数量有较大幅度的上升，F 组和 J 组则有所下降，6 组未检测到真菌生长；纤维降解细菌随精粗比的增

加呈上升趋势。发酵至 !0: 时，各组均未检测到真菌生长；从 F 组到 I 组细菌数量呈上升趋势，此后急剧下降。

JKK6 结果表明，F、G 和 I 组（精粗比低于 2H2）的 JKK6 图谱相似，有 ++ 条共有条带，但是当精粗比上升到 -：# 时，

条带数目显著下降。随精料比例的增加，整个发酵期共培养系统中 LM 值显著下降（! N %O%2）。整个发酵期间，共

培养系统发酵产生的 P3F 主要为乙酸，丙酸和丁酸的量较少，乙酸与丙酸比值从 F 组到 I 组呈下降趋势，此后呈上

升趋势。随精料比例的上升，发酵 !0: 时总挥发性脂肪酸浓度从 F 组到 I 组呈上升趋势，此后呈下降趋势。发酵

!0: 的羧甲基纤维素酶活和木聚糖酶活均以 F 组最高，而!1淀粉酶活从 F 组到 J 组逐渐增大，而 6 组最低，仅为 G、

I、J 组的 +Q! & +Q#。
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瘤胃厌氧真菌具有很强的植物细胞壁降解能

力，在粗饲料的降解过程中起着重要的作用，但瘤胃

中还存在多种高活性纤维降解细菌，如白色瘤胃球

菌（"#$%&’(’((#) *+,#)）、黄化瘤胃球菌（"#$%&’(’((#)
-+*./-*(%/&)）及 产 琥 珀 酸 丝 状 杆 菌（ 0%,1’,*(2’1
)#((%&’3/&/)）等，这些纤维降解细菌与真菌之间无疑

存在着直接的底物竞争关系。早期的研究表明，白

色瘤 胃 球 菌 和 黄 化 瘤 胃 球 菌 能 抑 制 厌 氧 真 菌

4/’(*++%$*)2%5 -1’&2*+%) 对玉米茎和纤维素的降解能

力［+，$］，最近 J*:?S8@< 等［#］通过体外共培养试验证实

瘤胃细菌能显著抑制瘤胃真菌的生长及其纤维降解

能力。与瘤胃细菌相比，厌氧真菌数量低、生长速度

慢，在瘤胃系统中处于劣势，但经过数百万年的进

化，真菌能在与细菌的激烈竞争中存活下来，无疑存

在其特有的存活机制。但是，以往有关瘤胃真菌与

纤维降解细菌互作研究所用的菌株均为单一菌株，

且底物或全为粗饲料，或为纯纤维素，难以真实反映

混合瘤胃真菌和纤维降解细菌的互作关系。在实际

生产中，动物日粮常以一定精粗比例配合而成，常用

范围为 ! H" 到 " H!，为追求效益，更高比例的精料也

常见于奶牛生产中。但是，在不同日粮精粗比下纤

维降解细菌和厌氧真菌菌群的变化关系不清楚。此

外，受传统微生物方法的限制，共培养系统中的菌群

变化不易准确反映。变性梯度凝胶电泳（J*)4@(S8)E
KS4T8*)@ K*/ 6/*B@S?L:?S*D8D，JKK6）技术利用 JUF 或

VUF 对微生物遗传特性进行表征，可直接再现微生

物群落遗传多样性和动态变化，因而越来越受到重

视。为此，本试验选择全粗料、全精料以及不同精粗

比的 日 粮 为 发 酵 底 物，采 用 体 外 共 培 养 法 结 合

JKK6 技术，研究了瘤胃真菌与纤维降解细菌在不

同精粗比底物下菌群变化及共培养发酵特性，旨在

探讨瘤胃真菌与纤维降解细菌的互作关系。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：混合瘤胃厌氧真菌和混合纤维降解细

菌的分离与纯化分别参照朱伟云［!］和 ’4SW8D 等［2］的

方法。

!"!"# 试 剂 和 仪 器：羧 甲 基 纤 维 素、木 聚 糖

（R8E74），可溶性淀粉（广东汕头西陇化工厂），引物

（X)W8@S?E*)），6*7 JUF 聚合酶（YS?7*E4 试剂盒）。气

相色谱仪（日本岛津），珠磨仪（Z8)81G*4T1[*4@*S10，



!"#$%&’），()* 仪（+,，!"#-&./0），1’#2& 1334 系统、

3$5677 型扫描仪（!"#5*02）。

!"# 试验设计

试验设 8 个处理（9、!、)、1、4），其底物精粗比

分别为全粗料、: ; <、8 ; 8、< ; :、全精料。每个处理 :
个重复，每个重复的底物均为 ,=，由精料（玉米粉）

和粗料（稻草片段，约 7>8--）组成。培养基按朱伟

云等［?］的方法配制，各处理接种 ,7-@ 已生长 ?6A 的

瘤胃真菌培养液和 8-@ 经 ,7 倍稀释的纤维降解细

菌培养液（稀释后细菌数量为 ,>8 B ,76 )CDE-@）。

对照组注入 ,8-@ 无菌厌氧的蒸馏水。所有处理和

对照 在 :FG 下 静 止 培 养 ?6A。发 酵 至 7A、H?A 和

?6A，对各培养瓶中厌氧真菌计数，同时，从各培养瓶

中分别取出培养液 ,7-@，立即测定 %I 值，剩余样品

J H7G冻存备用。

!"$ 指标测定

厌氧真菌计数采用 K(L 法［M］，瘤胃细菌的计数

采用 INO=0.& 滚管计数法［<］，挥发性脂肪酸的测定采

用气相色谱法［6］。羧甲基纤维素酶、木聚糖酶活力

的测定参照 @#P& 等［F］的方法，!5淀粉酶活力的测定

参照 K#NO.Q#/. 和 9RA&/［,7］的方法。

!"% &’’(
取 8-@ 发酵液 ,7777/E-"O 离心 ,7-"O，收集沉

淀。!&025S&0.&/ 法提取 1L9，()* 及 1334 参照朱

伟云 等［,,］和 姚 文 等［,H］的 方 法。电 泳 采 用 1’#2&
1334 系统，电泳缓冲液为 7>8 B +94，电泳温度为

M7G，首先在 H77T 电压下电泳 ,7-"O，随后在 68T 的

固定电压下电泳 ,HA。电泳结束后进行硝酸银染

色，1334 凝胶以 3$5677 型扫描仪扫描。

!") 数据处理

试验数据经 4U’&V H777 初步整理后，利用 $($$
（,,>8）单因子多重比较中 1NO’0O 法进行统计分析，

各时间点数据用该处理中 : 个重复以平均值 W 标准

差（!! W $4）表示。

# 结果和分析

#"! 不同精粗比底物下共培养系统中瘤胃真菌和

细菌数量的变化

由表 , 可知，与 7A 相比，发酵 H?A 时 !、) 两组

的瘤胃真菌数量有较大幅度的增加，其中 ! 组增加

的幅度最大，为 7A 的 ,7 倍，9 组和 1 组的真菌数量

减少，而 4 组则检测不到真菌；纤维降解细菌随底

物精料的增加呈上升趋势。发酵至 ?6A 时各组均检

测不到真菌；从 9 组到 ) 组纤维降解细菌数量呈上

升趋势，此后呈递减趋势。

表 ! 不同精粗比底物下共培养系统中真菌数量（*+,-./）

和细菌数量（0+,-./）的变化

+0SV& , 4QQ&’. #Q 2"QQ&/&O. RNSR./0.&R #O QNO=0V 0O2 S0’.&/"0V

%#%NV0."#O 2&OR".X "O ’#5’NV.N/&R

3/#N%
CNO=0V %#%NV0."#O 2&OR".X !0’.&/"0V %#%NV0."#O 2&OR".X
7A H?A ?6A 7A H?A ?6A

9 ?8 ,8 7 ,>8 B ,76 ,>, B ,7F H>8 B ,76

! ?8 ?87 7 ,>8 B ,76 :>? B ,7F M>, B ,7F

) ?8 ,87 7 ,>8 B ,76 M>8 B ,7F M>6 B ,7F

1 ?8 ,8 7 ,>8 B ,76 :>H B ,7,7 :>, B ,76

4 ?8 7 7 ,>8 B ,76 ,>: B ,7,7 H>H B ,76

10.0 #Q QNO=0V %#%NV0."#O 2&OR".X Q/#- .A/&&5.NS& K(L .0SV&Y

#"# 不同精粗比底物下共培养系统中瘤胃纤维降

解细菌菌群的变化

图 ! 不同精粗比底物下共培养系统中纤维降解细菌菌

群变化的 &’’( 图谱

C"=Y, 1334 %/#Q"V& #Q ’&VVNV#VX."’ S0’.&/"0 ’#--NO".X "O ’#5’NV.N/&R 0.

2"QQ&/&O. ’#O’&O./0.& .# ’/N2& RNSR./0.&RY

图 , 为不同精粗比底物下发酵 H?A 和 ?6A 共培

养系统中纤维降解细菌菌群变化的 1334 图谱。发

酵全期各样品之间有 M 条共有条带，提示部分纤维

降解细菌能在不同精粗比底物的共培养系统中存

在。但是，发酵全期 9、!、) : 组均有 ,, 条优势条

带，而发酵 H?A 时 1 组和 4 组分别有 F 条和 < 条优

势条带，发酵 ?6A 时 1 组和 4 组分别有 < 条和 M 条

优势条带。此外，: 条优势条带仅见于发酵 H?A 和

?6A 的 9、! 和 ) 组，1 组和 4 组未见此条带；另外 :
条优势条带存在于发酵 H?A 的 9、!、) 和 1 组，发酵

?6A 时仅存在于 9、! 和 ) 组。提示底物的精粗比低

于 8 ;8 时，共培养系统中纤维降解细菌种类多且相

:H?孙云章等：不同精粗比底物下瘤胃真菌和纤维降解细菌共培养发酵特性及菌群变化 Y E微生物学报（H77M）?M（:）



似，但是当精粗比上升到 ! "# 时，共培养系统中的细

菌种类明显下降。

!"# 不同精粗比底物对共培养系统中 $% 值和产

气量的影响

由表 $ 可知，随着精料比例的上升，整个发酵期

%& 值显著下降（! ’ ()(*），其中，+ 组和 , 组发酵全

期的 %& 值均低于 -)(。随精料比例的增加，发酵前

期（(. / $0.）累计产气量显著增加（! ’ ()(*）；发酵

后期（$0. / 01.）各组累计产气量如下：2 组 3 4 组

3 + 组 3 5 组 3 , 组。

表 ! 不同精粗比底物对共培养系统中 $% 值和产气量（&’）的影响

6789: $ ,;;:<= >; ?@;;:A:B= CD8C=A7=:C >; %& E79D: 7B? F7C %A>?D<=@>B 8G <>H<D9=DA:C

IA>D%
%& J79D: I7C %A>?D<=@>B

$0. 01. (. / $0. $0. / 01.
5 -)** K ()(#7 -)*( K ()(07 -0)00 K #)(!: $*)$# K $)-!<

2 -)$1 K ()(L8 -)$1 K ()($8 M#)$$ K ()#$? ##)$$ K $)-!7

4 -)(M K ()(L< -)L- K ()(0< L$0)(* K L)0$< #$)$1 K ()!L7

+ *)-1 K ()(L? *)-- K ()(#? L00)#1 K #)-(8 $M)(# K L)$18

, 0)!! K ()LL: 0)-* K ()(0: L-L)-$ K L)LM7 M)L1 K ()M$?

7，8，<，?，:：E79D:C @B =.: C7N: A>O O@=. ?@;;:A:B= CD%:AC<A@%=C ?@;;:A C@FB@;@<7B=9G（! ’ ()(*）P 6.: C7N: 7C ;>99>OCP

!"( 不同精粗比底物对共培养系统中 )*+ 的影响

由表 # 可知，整个发酵期间，共培养系统发酵产

生的 JQ5 主要为乙酸，丙酸和丁酸的量较少，乙酸

与丙酸比值从 5 组到 4 组呈下降趋势，此后呈上升

趋势。发酵 $0. 时，各组总挥发性脂肪酸浓度无显

著差异，乙酸占总挥发性脂肪酸（6JQ5）的比例差异

不显著，丙酸和丁酸占 6JQ5 的比例从 5 组到 4 组

呈上升趋势，此后呈递减趋势。发酵 01. 时，随精料

比例的上升，总挥发性脂肪酸浓度从 5 组到 4 组呈

上升趋势，此后呈下降趋势。乙酸比例从 5 组到 4
组呈下降趋势，此后呈上升趋势，丙酸比例从 5 组

到 4 组呈上升趋势，此后呈下降趋势。

表 # 不同精粗比底物对共培养系统中 )*+ 的影响

6789: # ,;;:<= >; ?@;;:A:B= CD8C=A7=:C >B =>=79 JQ5 <>B<:B=A7=@>B 7B? %A>;@9: @B <>H<D9=DA:C
6@N: IA>D% 6>=79 JQ5（NN>9RS） 5<:=7=:（T） UA>%@>B7=:（T） 2D=GA7=:（T） 5<:=7=:RUA>%@>B7=:

5 L0)1* K L)*0 M()L1 K L)(-8 *)L* K ()**8 *)L1 K ()!$8 LM)*- K $)$$8

2 L#)(( K L)M# 1-)$- K ()ML< !)M! K ()!L7 -)1! K ()#M7 L$)-L K L)L!<

$0. 4 L$)-( K ()M0 1!)0* K L)(!< -)0* K L)$*78 -)M$ K ()!#7 L*)11 K $)MM8<

+ L#)$0 K ()L1 M()L# K L)#-8 0)1! K ()MM8< *)0M K ()-L8 $L)(0 K #)1$8

, L$)*! K ()MM M$)$# K ()LM7 #)#1 K ()*#< #)-$ K ()#(< #()(- K 0)#(7

5 L-)LL K L)017 1$)!L K $)-18 L$)-M K $)0L8 -)10 K ()M1 1)L( K L)!#<

2 L-)00 K $)LL7 1$)#1 K $)0#8 L#)$- K #)(L8 -)!0 K ()#* !)!1 K L)-$<

01. 4 L!)$0 K L)!$7 !!)0! K ()#$< $()1M K *)#(7 -)0M K L)L0 *)(( K L)$1<

+ L0)#L K $)#-78 1!)LL K L)#078 -)0$ K L)LM< !)#L K ()*# L*)M# K $)ML8

, LL)1# K ()*L8 1M)LL K L)#07 0)*! K ()0-< -)10 K ()!! $$)(# K $)L17

!", 不同精粗比底物对共培养系统中酶活的影响

由表 0 可知，发酵 01. 时，5 组羧甲基纤维素酶

活显著高于其余 0 组（! ’ ()(*），且 0 组之间差异不

显著。木聚糖酶活则随底物精料比例的上升显著下

降（! ’ ()(*）。!H淀粉酶活从 5 组到 + 组呈上升趋

势，4 组和 + 组显著高于其余各组（! ’ ()(*）。, 组

酶活最低，仅为 2、4、+ 组的 LR0 / R#，但与 5 组差异

不显著。

表 ( 不同精粗比底物对共培养系统中 (-. 酶活（/0&’）的影响

6789: 0 ,BVGN: 7<=@E@=G >; 01. ;:AN:B=7=@>B 8G <>H<D9=DA:C
IA>D% 4W47C: XG97B7C: !H7NG97C:
5 ()(1* K ()((#7 *)*! K ()LM7 $)M# K ()$(<

2 ()(!0 K ()((L8 #)1L K ()($8 -)!( K ()0!8

4 ()(!! K ()((#8 $)M! K ()(1< !)M0 K ()(L7

+ ()(!- K ()((L8 $)01 K ()(-#? 1)#- K ()!#7

, ()(!- K ()((L8 $)L1 K ()L*: $)$# K ()$L<

YB: DB@= >; 4W47C: >A ZG97B7C: 7<=@E@=G O7C ?:;@B:? 7C =.: 7N>DB= >; :BVGN: =.7= %A>?D<:? L"N>9 >; F9D<>C: %:A N@BD=: %:A NS >; CD%:AB7=7B=) YB: DB@= >;
!H7NG97C: 7<=@E@=G O7C ?:;@B:? 7C =.: 7N>DB= >; :BVGN: =.7= %A>?D<:? A:?D<@BF CDF7A :[D@E79:B= => L"N>9 >; F9D<>C: %:A N@BD=: %:A NS >; CD%:AB7=7B= P

0$0 \]^ _DBHV.7BF "# $% P R&’#$ ()’*+,)+%+-)’$ .)/)’$（$((-）0-（#）



! 讨论

瘤胃中纤维降解细菌和厌氧真菌是降解饲料粗

纤维的主要瘤胃微生物，其发酵产生大量的乙酸、琥

珀酸和氢气，只有少量丙酸，而瘤胃中其他微生物利

用琥珀酸和氢气进而产生大量的丙酸、甲烷等。本

试验共培养系统中只有厌氧真菌和瘤胃纤维降解细

菌，利用该系统是为了探讨这些主要纤维降解菌对

粗纤维的发酵特性。因此，本研究发酵系统产生大

量的乙酸，乙酸与丙酸比值是几倍于瘤胃中整体发

酵产生的比值。本研究表明，底物的精粗比对共培

养系统中真菌和纤维降解细菌数量均有很大的影

响。发酵至 !"# 时，$ 组和 % 组（底物精粗比分别为

& ’( 和 ) ’ )）瘤胃真菌和细菌数量与 *# 相比均有较

大幅度的提高，提示适当的精粗比有利于瘤胃真菌

和纤维降解细菌在发酵前期建立起相对稳定的共培

养体系。但是，随着精料比例的增大，真菌数量逐渐

降低直到消失，细菌数量逐渐上升，同时系统的产气

量显著增加。提示瘤胃纤维降解细菌能利用精料迅

速生长，导致共培养系统中 +, 值急剧下降，加之试

验初期真菌数量较低（")-./012），且具有较长的生

长滞后期［3&］，因此尚未大量繁殖的真菌的生长受到

抑制。

%4567889:;5 等［3"］体外连续培养试验表明，高精料

底物（精粗比 < ’3）发酵时总挥发性脂肪酸（-=.>）浓

度高于低精料日粮（精粗料比 " ’ ?）发酵的 -=.> 浓

度。本试验结果表明，底物从全粗料到精粗比为 ) ’
) 时，发酵 "@# 的 -=.> 浓度随精料比例的增加呈上

升趋势，但精粗比达到 ( ’ & 时 -=.> 浓度开始下降。

可能是因为精料比达到 ( ’ & 时，共培养系统的微生

物迅 速 发 酵 导 致 +, 值 迅 速 下 降 到 )A?@，而 据

BC55988 等［3)］报道，当 +, 值低于 ?A* 时，瘤胃球菌和

产琥珀酸丝状杆菌等主要的纤维降解细菌的生长会

受到抑制。本试验 DEEF 和滚管计数结果也表明，

精粗比达到 ( ’ & 时，共培养系统中的纤维降解细菌

种类和数量均显著下降，这可能是导致 -=.> 产量

下降的主要原因。

BC55988［3?］报道，+, 值对体外发酵系统中乙酸与

丙酸比值有很大的影响，+, 值从 ?A) 下降到 )A&
时，乙酸与丙酸比值显著降低，但 +, 值低于 )A& 时，

乙酸与丙酸比值显著上升。本研究表明，底物从全

粗料到精粗比为 ) ’) 时，发酵 "@# 时的 +, 值维持在

?A*< 以上，随精料比例的增加，丙酸比例呈上升趋

势，乙酸与丙酸比值呈下降趋势。但是，当精粗比达

到 ( ’& 时，+, 值下降到 )A??，丙酸比例显著下降，乙

酸与丙酸比值显著上升，这可能是由于共培养系统

中丙酸产生菌比乙酸产生菌对低 +, 值更敏感［3?］。

本研究酶活分析表明，全粗料组的羧甲基纤维

素酶和木聚糖酶活最高，提示纤维含量丰富的底物

可诱导共培养系统中纤维降解酶的产生。!G淀粉酶

活随着精料比例的增加显著上升，提示精料能诱导

共培养系统中!G淀粉酶的产生［3*］。但以玉米（全精

料）作为唯一底物时!G淀粉酶活却显著降低，此时共

培养系统中的 +, 值降到 )A* 以下，可能抑制了产!G
淀粉酶的菌的生长。

在实际生产中，高精料日粮条件下，反刍动物瘤

胃内发酵迅猛，+, 可迅速下降，当低于 )A) 时可引

起瘤胃酸中毒，进而严重影响动物瘤胃的正常发酵

功能，而饲料中添加缓冲剂、苹果酸或延胡索酸盐可

维持 +, 值、防止酸中毒发生［3(］。本研究也表明高

精料引起了 +, 值的急剧下降，同时表明精粗比过

高抑制纤维降解菌和厌氧真菌数量生长。近来研究

表明，饲料中添加源自瘤胃的厌氧真菌制剂可促进

瘤胃发酵以及氮的利用率［3@，3<］。因此，在高精料条

件下，在调节 +, 值的同时，在饲料中大量添加源自

瘤胃的厌氧真菌也可能可以减轻酸中毒甚至使动物

瘤胃恢复正常功能。毛胜勇等（!**!）研究表明，去

除厌氧真菌的山羊瘤胃重新引入厌氧真菌可使瘤胃

恢复正常的发酵功能［!*］。因此，瘤胃厌氧真菌也可

能具有进一步研究和开发的前景。但是，这方面还

需大量的深入的研究。
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