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益生菌 .$"#()$"&**/0 $12*(3(’/0 !"对仔猪后肠菌群的影响

苏 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：结合 G0HI(JJ7（()?8C<-9?K K-8L9)?C K)4 )4)*C-BM;B-)F9F，变性梯度凝胶电泳）和 %"N -(OP序列分析技术，研究
添加益生菌 !"#$%&"#’(()* "+,(%-%.)* N%后仔猪从 .至 /2日龄（断奶后两周）后肠菌群的变化。"窝新生仔猪被随机分
成两组：对照组和处理组，处理组仔猪于 .、&和 %%日龄口服 ! D "+,(%-%.)* N%菌液（活菌数 2 Q %$& 0RSI+T）。分别于
.、%!、#%、#!和 /2日龄，每窝随机屠宰一头仔猪，收集肠道样品。比较不同日龄仔猪后肠菌群 (JJ7图谱表明，断奶
后图谱中多数高 J0含量细菌条带消失，至断奶后两周又逐渐出现。序列分析显示，这些高 J0含量细菌主要为乳
酸杆菌。统计分析表明，仔猪口服益生菌 N%对其盲肠和结肠菌群的多样性指数无显著影响。通过比较处理组和
对照组图谱发现，处理组 %!日龄出现一特异条带，与其匹配的序列的最相似已知菌为 /(%*$.’0’)+ 0’*1%.’#)+，相似性
为 &2U；而 /2日龄对照组有一特异优势条带，该条带被鉴定为猪链球菌（2$.31$%#%##)* *)’*），相似性为 &&U。
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正常哺乳动物后肠栖息着大量的微生物，这些

微生物及其代谢产物在营养、免疫等方面对宿主起

着有益作用［%］。近年来，关于动物肠道微生态的研

究日益受到人们重视，一方面，人们试图从肠道微生

态角度寻求作为动物促生长剂———抗生素的替代

品；另一方面，动物肠道被认为是人肠道研究理想的

模型。益生素是一类通过改善动物胃肠道微生物区

系平衡而促进动物健康和生长的活菌制剂［#］，目前

已被广泛用于生产中，但其应用效果的报道还很不

一致，这主要是因为人们对其作用机理的了解还不

完全［/］。随着分子生物学的迅速发展，无需进行细

菌培养的基于 %"N -(OP的 (JJ7和序列分析技术
已被引入动物胃肠道菌群区系的研究中［!，2］。已有

一些研究者应用 (OP指纹技术研究了口服益生菌
后仔猪粪便菌群的变化［"，.］，但粪便样品并不能完全

代表动物体内的真实情况［5］。

!"#$%&"#’(()* "+,(%-%.)* N%菌株由本研究室分离
自仔猪肠道，已有的研究表明其具有较好的体外益

生特性［&］和生产应用效果!。本试验利用 G0HI
(JJ7和序列分析技术研究益生菌 N% 对仔猪后肠
菌群的影响，探索新生仔猪肠道菌群发育过程中某些

与宿主健康有关的细菌及益生菌的部分作用机理。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 益生菌 N% 菌液：N% 菌株，! D "+,(%-%.)*，分
离自仔猪消化道。将活化后的 N%菌株接种至 WHN
液体培养基中，/.X下培养 %#; 后，培养液在 !X、
/$$$ Q K离心 %$+9?，弃上清，用无菌 %$U脱脂乳液
调整至原体积，该菌液 %$倍稀释后用于动物试验。
"#"#$ 主要试剂和仪器：4"5 酶、LO3G和 G0H产物
纯化试剂盒（上 海 申 能 博 彩）；MJ7W63 载 体
（G-B+)K8）；引物合成和序列测定（Y?Z9C-BK)?）；(0BL)
(JJ7系统、JN65$$ 灰度扫描仪和 WB4)*<48- P?84>FC
%V%#分析软件（ 19B6H8L）。
"#$ 实验设计
选取江苏某猪场产期相近、胎次相似、窝仔数在

5 ’ %%头的 "窝初生仔猪（杜 Q长 Q大），随机分成两
组：处理组（窝号 % [，# [，/ [）和对照组（窝号 ! [，2
[，" [），每窝为一个重复。于仔猪 .、&、%%日龄早晨
5：$$点，处理组分别给每头仔猪滴灌 %、#、/+T N%活
菌制剂（每毫升活菌数 2 Q %$&）；对照组分别给每头
仔猪滴灌 %、#、/+T %U脱脂乳液。试验期间，试验猪
不进行免疫，#%日龄断奶，断奶前不饲喂开食料，断奶



后日粮不含抗生素，其它按常规饲养管理。

!"# 样品采集
于仔猪 !、"#、$"、$#、%& 日龄时，处理组和对照

组每个重复随机屠宰一头仔猪，于冰面上以无菌方

式收集肠道样品，’ $()下保存。
!"$ 样品总 %&’的提取与 ()*反应
参照 *+,-,./01等［"(］的方法，先用珠磨法机械破

碎样品，而后用酚和氯仿2异戊醇提取其总 345。采
用一对细菌通用引物 6789:（&;<=>===>>>>=>=>
====>>>=>>>>=>>>>>=5=>>>>>>55=>=>55>
55==??5=<%;）和 @"#("A（ &;<=>>?>?>?5=55>5
===<%;）对细菌的 "8B A345 的 C8<C9 区片段进行
D=E扩增［""］。D=E反应产物用 "F$G琼脂糖凝胶电
泳检测。

!"+ %,,-及图谱分析
参照HIJK,A等［"$］的方法，对 D=E扩增产物进行

3>>L分析。3>>L用 9G聚丙烯酰胺凝胶（含丙酰
胺、二丙酰胺、尿素、甲酰胺和甘油），尿素浓度梯度

为 %9G M &"G。电泳采用 3N+/, 3>>L 系统，首先
在 $((C电压下预电泳 & M "(OP.，随后在 9&C的固定
电压下电泳 "$Q。电泳结束后，进行硝酸银染色［"%］，
凝胶显色定影后用 >B<9((灰度扫描仪扫描。3>>L
图谱用 H+1,NI10A 5.01JR- "F"$软件进行多样性分析。
一个由已知细菌克隆组成的参考样品所形成的

3>>L图谱作为位置校正的标准图谱，校正后每个
样品的图谱经软件转化后均能产生一条密度曲线，

根据密度曲线对不同样品的 3>>L谱带进行细菌区
系的 BQ0..+.<S,0T,A 多样性指数（BQ0..+. P./,U）分
析：! V ’!"# 1+W"#，"#：某一种菌（3>>L图谱中的
一条谱带）在整个样品中的优势概率，由公式 "# V
$# 2!’计算，$#：密度曲线上某一谱带的峰高，!’：所
有峰高的和［"#］。

!". 特殊条带的序列测定和分析
一对 细 菌 通 用 引 物 9:［ &;<=5=>>5?==5>

5>???>5?（=2?）（52=）?>>=?=5><%;］和 "&"(A［&;<
>?>55>=??5>>>（=2?）?5==??>??5=>5=??<%;］作
为 D=E引物用于引导细菌 "8B A345全序列的扩增。
扩增产物经 D=E 产物纯化试剂盒纯化后，插入
X>LH<?载体并转化入 % Y &’(# ZH"(7。以 ?!（&;<
5??5=>=5=5=??5?5>><%;） 和 BD8 （ &;<
5???5>>?>5=5=?5?5><%;）为引物进行 D=E 反应
以检测插入子的大小。插入子正确（约 "F8[\）的克
隆扩增其 "8B A345 的 C8<C9 区域并与原样品在
3>>L胶上进行比较，寻找匹配的条带。与原样品

有匹配条带的克隆送至 ].TP-A+W,. 公司测序。序列
的同源性通过互联网与 >,.^0.[ 进行比较（网址：
Q--X：22___Y .N\P Y .1OY .PQ Y W+T）。
!"/ 核苷酸序列的基因库登录号
本试验所测仔猪后肠细菌 "8B A345克隆序列

及 B"菌株 "8B A345序列均已被 >,.^0.[ 收录，登
录 号 分 别 为：3‘%"9987<3‘%"99!"，3‘%"99!%，
3‘%"99!&， 3‘$&8#(#， 3‘$%98(7， 3‘$%98""，
3‘#9(#$$， 3‘#9!$"#， 3‘#9!$"&， 3‘$%98"&，
3‘$%98"8及 3‘#9(#$"。
!"0 数据处理
数据经 LUN,1 初步处理后，采用 BDBB"(F( 统计

软件对同日龄处理和对照组数据进行 - 检验。

1 结果和分析

1"! 仔猪盲肠、结肠菌群多样性
由图 "可见，处理组和对照组仔猪盲肠菌群的

多样性指数随仔猪日龄变化不大，两组间无显著差

异（" a (F(&）；而仔猪结肠菌群的多样性指数在断
奶后 %/有下降趋势，至 %&日龄又恢复到断奶前水
平，处理组菌群的多样性指数在 "# 和 $" 日龄较对
照组有所提高，但差异不显著（" a (F(&）。

图 ! 仔猪盲肠（’）和结肠（2）菌群多样性指数
bPWY" 3PT,ARP-J P./,U +: \0N-,AP01 N+OOI.P-J +: QP./WI-R P. XPW1,-RY 5：

=,NIO；^：=+1+.Y

1"1 益生菌 3!在仔猪盲肠、结肠的存活
由图 $的 $"、$#和 %&日龄的 3>>L图谱显示，

断奶前（!、"#和 $"日龄，其中 !和 "#日龄图谱未在
图中显示），处理组和对照组仔猪盲肠和结肠样品的

$87 B6 c+.W )* +( Y 2,&*+ -#&.’/#’(’0#&+ 1#$#&+（$((8）#8（8）



!""#图谱中均存在与 $%菌株相同位置的条带，断
奶后 &’，该条带均消失，至 &( 日龄，处理组两头仔
猪样品图谱中该条带又逐渐出现。根据 !""#的原
理，相同位置的条带代表着相同的细菌。因此以上

结果说明，从 )日龄起 $%菌株就已经是仔猪后肠中
的优势菌，而仔猪口服 $%菌株具有有利于断奶后该
菌株在仔猪后肠中重新成为优势菌的趋势。

图 ! 仔猪后肠细菌 "##$图谱
*+,-. !""# /012+345 2016 789:40+8 12 ;+<’,=:5 +< /+,34:5- >;4 ’+5:0+7=:+1< 12 586/345 1< :;4 ,435 +5 5;1?4’ +< :;4 871@4 :8734-

A 5:8<’5 210 A80B40，$% 5:8<’5 210 /017+1:+9 5:08+< $%，A%C& 8<’ ADCE 5:8<’ 210 984983 586/345 +< 91<:013 8<’ :048:64<: ,01=/5

045/49:+@43F，G%C& 8<’ GDCE 5:8<’ 210 9131<+9 586/345 +< 91<:013 8<’ :048:64<: ,01=/5 045/49:+@43F- >;4 5864 85 21331?5-

!%& 高 #’含量菌群随日龄变化
通过比较 (个时间点的 !""#图谱发现，断奶

前、后图谱间有较大差异，由图 .方框!处可见，与
断奶前相比，断奶后 &’，仔猪后肠菌群 !""# 图谱
中高 "G含量细菌条带多数消失，至断奶后两周，一
些条带又逐渐出现。通过对样品细菌总 !HI 中
%E$ 0!HI进行克隆、测序并与 "4<J8<B中序列比对，
鉴定出这些消失的高 "G 含量菌主要为乳酸杆菌
（图 &和表 %）。并且，与 $%菌株条带在 !""#图谱
中有相同位置的条带被鉴定出也是 ! - "#$%&’&()*。

图 & !(日龄仔猪后肠高 #’含量菌 "##$图谱
*+,- & !""# /012+345 2016 ;+,; " K GL 789:40+8 12 ;+<’,=:5 +< /+,34:5

1< ! .%M J8<’5 <=6408:4’ ?+:; 8001?5 +< ,435 ?404 +’4<:+2+4’ 85 5;1?4’

+< :8734 %M A-A80B40 -

图 ) "##$图谱特殊条带鉴定
*+,- D N’4<:+2+98:+1< 12 5/49+2+9 78<’5 +< !""# /012+345- A-

A80B40 -

!%) 处理组和对照组 "##$图谱差异条带的鉴定
通过比较处理组和对照组 !""#图谱发现，%D

日龄时，图 DCI 方框!所标之条带为处理组仔猪
!""#图谱共有条带，而对照组没有出现；&( 日龄

&EO苏 勇等：益生菌 !"+,&-"+.%%)* "#$%&’&()* $%对仔猪后肠菌群的影响 - P微生物学报（.QQE）DE（E）



表 ! 高 "#含量细菌的鉴定
!"#$% & ’(%)*+,+-"*+.) ., /+0/ 1 2 3 4.$5 #"-*%6+" ., /+)(07*8 +) 9+0$%*8

:.; 3$.8%8* <).=) 89%-+%8 ,.7)(
+) */% 1%)>")< ("*"#"8% ?%)0*/（#9） @%A7%)-% "--%88+.) )74#%68 B%6-%)*"0% .,

8+4+$"6+*C
& !"#$%&"#’(()* +",’-"(’* &DEF GHI&JJKE LL5
F !"#$%&"#’(()* "./(%+%0)* &DE& GHMJKF&M LL5
I !"#$%&"#’(()* 1%2-*%-’’ &DIJ GHFIJN&N LL5
M !"#$%&"#’(()* "./(%+%0)* &DE& GHI&JJNL LL5
D !"#$%&"#’(()* 34(&0)4#5’’ 87#89; &DFF GHI&JJK& LJ5
N !"#$%&"#’(()* 6%-$’* &DF& GHI&JJKD LL5
K !"#$%&"#’(()* 34(&0)4#5’’ 87#89; &FLE GHMJEMFF LK5
J !"#$%&"#’(()* "./(%+%0)* &DE& GHI&JJKI LK5
L 7).’-%#%##)* %&4). &DE& GHFIJN&D LN5
&E !"#$%&"#’(()* 04)$40’ &DFD GHMJKF&D LL5

时，图 MO>方框!所标条带为对照组仔猪 G11P图
谱共有条带，而未在处理组出现。图中虽然还有其

它一些差异条带，但只有这两条条带是同组 I头仔
猪都出现或消失。克隆、测序分析表明，与 &M 日龄
处理组出现的条带相匹配最相似的菌属于

8(%*$0’3’). 3’*6%0’#).（GHFIJN&&），相似性为 LD5；而
与 ID日龄对照组的特异条带相匹配的最相似细菌
为 9$046$%#%##)* *)’*（GHFDNMEM），相似性为 LL5。

图 $ 白痢、腹泻与健康仔猪的菌群 %""&图谱比较
Q+0; D 3.49"6+8.) ., G11P 96.,+$%8 #%*=%%) /%"$*/C ")( (+"66/%"$

9+0$%*8;

’($ 白痢、腹泻仔猪的菌群变化
试验过程中，对照组有一头仔猪（F&(，I R）发生

白痢，一头仔猪（ID(，F R）发生腹泻，通过与同日龄
其它健康仔猪结肠菌群 G11P图谱对比，发现其结
肠菌群中某些优势条带消失，其中一个优势条带在

其它健康仔猪图谱中均存在（图 D箭头"所标），该
条带被鉴定为 8 ; ,(/#%(’#).（GHFIJNEL，LK5）。对
其图谱进行分析表明，菌群多样性指数分别是 &S&M
和 &SFK，明显低于同日龄健康仔猪的。

) 讨论
本试验主要目的是研究 ! ; "./(%+%0)* @& 对仔

猪后肠菌群的影响。一般认为，益生菌主要通过改

善动物胃肠道菌群区系平衡而对宿主发挥有益作

用，而菌群多样性指数是反映菌群区系平衡的一个

重要指标，通常该数值越高，菌群区系平衡就越难被

破坏。本研究中，仔猪 K日龄时，这一指标数值达到
&SIE左右，与国外研究结果相比该指数处于较高水
平［&M］，这说明在口服 @& 菌液前本试验中的仔猪后
肠菌群就处于较平衡的状态；本研究还发现腹泻和

白痢仔猪后肠菌群发生很大变化，这一指标也显著

下降，而腹泻、白痢的发生是质变过程，因此健康和

发病仔猪之间存在较大差异。口服 ! ; "./(%+%0)*
@&对仔猪后肠菌群多样性指数无显著影响可能与
上述原因有关，而国际上相关研究报道的结果也多

为不显著［&M T &N］。通过比较两组间的 G11P 图谱发
现，&M 日 龄，处 理 组 仔 猪 后 肠 出 现 一 与 8 ;
3’*6%0’#).最相似的细菌，梭菌是仔猪后肠的优势
菌，多数梭菌能代谢产生丁酸，对宿主后肠的健康起

有益作用［&K］。同时，本研究还从健康仔猪后肠中鉴

定出一优势菌———8 ; ,(/#%(’#).，该菌存在于所有
健康仔猪，而当仔猪发生腹泻、白痢时，该菌从优势

菌群中消失，因此提示该菌可能对宿主健康有益，但

是该菌是否与仔猪健康有关还有待进一步研究。ID
日龄，对照组仔猪后肠出现一优势菌———猪链球菌。

该菌是一种能够感染猪和人的致病菌，其中猪链球

菌血清 F型已成为我国当前人兽共患病一种重要的
新病原菌。FEED年，我国四川省发生猪链球菌感染
人事件，造成多人死亡，引起兽医界和医学界的高度

重视。本研究说明该菌正常存在于猪场，但是否是
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感染人类的 !型猪链球菌还有待进一步研究。
乳酸杆菌是仔猪肠道中的优势菌群［"#］，它们不

仅对维持宿主肠道功能和健康有益，而且还有抑制

潜在病原菌的作用［"$］。本研究利用 %&&’ 和序列
分析技术发现，哺乳阶段仔猪后肠中乳酸杆菌的种

类很多，但断奶后大多数种类消失，至断奶后两周还

未能恢复到断奶前的水平，这很有可能是仔猪断奶

后易发生腹泻的一个重要原因。一般认为，动物肠

道菌群发育不完善或菌群变化较剧烈时是添加益生

菌的最佳时间，本试验采用 (、$、""日龄给仔猪灌喂
益生菌 )"，一方面，考虑到此时仔猪肠道菌群发育
还不完善，易受外来因素影响，另外一方面，考虑到

在我国仔猪生产中多采用 (日龄添加开食料。根据
%&&’的原理，同种细菌在 %&&’ 图谱的相同位置
的条带，因此，%&&’指纹技术也可用于对目标菌株
的示踪［*，!+］。本研究发现，哺乳阶段 ! , "#$%&’&()*
)"菌株确实在仔猪肠道中自然存在，而断奶后该菌
在 %&&’图谱中消失，但 -.日龄时，处理组仔猪后
肠菌群图谱早于对照组重新出现该菌条带，这说明

虽然断奶后对照组和处理组仔猪后肠中该菌在总菌

群中的比例下降而未在 %&&’ 图谱中出现条带。
/01213456等［"+］研究表明，只有样品菌群中的较优势
菌才能在 %&&’图谱中出现条带，因此，处理组该菌
的数量可能明显高于对照组。

综上所述，断奶后，仔猪后肠菌群发生较大变

化，主要表现为高 &7含量细菌（主要为乳酸杆菌）
的消失；口服益生菌 ! , "#$%&’&()* )"对仔猪后肠菌
群区系多样性影响不明显，但促进了某些菌如 + ,
,-*.&(-/)#的增殖，而减少了猪链球菌的数量，但是
这些菌是否直接与仔猪健康相关还有待于进一步深

入的研究。
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美国标准生物品收藏中心（(S66）在中国设立总代理

从 233I年 [月起，北京中原公司正式成为美国标准生物品收藏中心（(S66）在中国大陆地区（包括澳门）独家代理，负责其
标准品的提供及用户帐户的管理。

(S66位于美国马里兰洲洛克菲勒，成立于 !425年，由美国 !R家生化、医学类行业协会组成的理事会负责管理，是一家全
球性、非营利生物标准品资源中心。(S66利用其获取、鉴定、保存及开发出的生物标准品，通过向全球发布而达到推动科学
研究的验证、应用及进步的目的。它向全世界的政府、科研机构及公司提供生物标准品、技术支持、教育计划方面的服务。

目前 (S66可以提供以下类别生物标准品：细胞株（D333种）；菌株（!5333种）；动植物病毒株（2533种）；原生动物 !233种
以及重组物质等。

(S66在中国总代理的设立，可以极大地方便国内用户使用 (S66生物标准品进行研究、开发。北京中原公司作为 (S66
在中国地区的总代理，负责用户账户的审批、建立及管理，为通过审核的用户提供有服务保障的 (S66标准品。
北京中原公司同时也是世界卫生组织下属生物标准品实验室 英国 KaW"6在中国地区的指定代理，近两年来负责*-)流

感病毒株在中国的发布工作。

(S66在中国总代理网站：EEEG 9.&%\7%&’018&G <%@
(S66网站：EEEG 8=<<G %>’
中国总代理联系电话：3!3 I2D5 5ID3
联系地址：北京海淀区花园路 WD号南楼 !3层
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