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摘   要：【目的】本文旨在研究生长猪在 24 h 内结肠乳酸菌的多样性变化、丰富度变化与节律

性变化。【方法】选取 6 头装有结肠瘘管的“杜×长×大”三元杂交生长猪，于清晨 6:00 开始，每

隔 3 h 连续采集一天内生长猪的结肠食糜，提取 DNA，用乳酸菌特异性引物进行高通量测序，

在属和种水平上分析结肠乳酸菌菌群丰度与节律性变化。【结果】生长猪结肠乳酸菌在 24 h 内

Chao1 和 Simpson 指数发生显著性变化(P<0.05)；属水平上 Lactobacillus 相对丰度最高，一天内

在 6:00 时相对丰度最低，为 94.15%，18:00 时相对丰度最高，为 97.46%；种水平上 Lactobacillus 
johnsonii 相对丰度最高，一天内在 3:00 时相对丰度最低，为 47.66%，18:00 时相对丰度最高，

为 71.59%，Lactobacillus reuteri 丰度次之。生长猪结肠乳酸菌中 46 个核心 OTU 具有节律性，

均为 Lactobacillus；而在种水平上 Lactobacillus gasseri、Lactobacillus johnsonii、Lactobacillus sp. 
KC45a 和 Lactobacillus reuteri 显现出节律性(P<0.05)。【结论】生长猪结肠乳酸菌在 24 h 内多样

性发生显著性变化，在种水平上显现出节律性，丰富了我们对猪肠道微生物昼夜节律的了解。 

关键词：高通量测序；生长猪；乳酸菌；昼夜节律  
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Circadian rhythm of lactic acid bacteria in colon of growing 
pigs 
FENG Lufen, WANG Hongyu, SU Yong*, ZHU Weiyun 
National Center for International Research on Animal Gut Nutrition, Jiangsu Key Laboratory of Gastrointestinal 
Nutrition and Animal Health, College of Animal Science and Technology, Nanjing Agricultural University,  
Nanjing 210095, Jiangsu, China 

Abstract: [Objective] The present study aims to investigate the richness, diversity, and rhythm of 
lactic acid bacteria in the colon of growing pigs within 24 h. [Methods] The colonic contents from    
6 growing pigs with colon fistula were collected every 3 h within 24 h starting from 6:00. The DNA of 
colonic bacteria was extracted for PCR which was performed with the primers specific to lactic acid 
bacteria. The abundance and rhythm of intestinal lactic acid bacteria at genus and species levels were 
analyzed via high-throughput sequencing. [Results] The Chao1 and Simpson indexes of intestinal lactic 
acid bacteria in growing pigs changed significantly within 24 h (P<0.05). Lactobacillus was the 
dominant genus in total lactic acid bacteria, with the lowest relative abundance of 94.15% at 6:00 and 
the highest relative abundance of 97.46% at 18:00. Lactobacillus johnsonii was the most dominant 
species with the lowest relative abundance of 47.66% at 3:00 and the highest relative abundance of 
71.59% at 18:00. Lactobacillus reuteri took the second place in the relative abundance at the species 
level. Forty-six core OTUs of the lactic acid bacteria in the colon of growing pigs showed circadian 
rhythm, all of which belonged to Lactobacillus. At the species level, Lactobacillus gasseri, 
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus sp. KC45a and Lactobacillus reuteri showed circadian rhythm 
(P<0.05). [Conclusion] The richness and diversity of lactic acid bacteria in the colon of growing pigs 
changed significantly within 24 h, showing circadian rhythm at the species level. This study enriches 
our understanding on the circadian rhythm of intestinal microbiota in pigs. 

Keywords: high-throughput sequencing; growing pigs; lactic acid bacteria; circadian rhythm 
 

昼夜节律是在 24 h 内生物体细胞、组织包

括行为等发生的周期性变动，它受到光照、日

粮组成、饲喂频率等许多因素的影响，也会对

肠道微生物的相对丰度和绝对丰度、宿主的代

谢免疫等产生影响，对宿主的生长发育与健康

有着重要的意义[1]。动物肠道菌群在动物的消

化吸收、免疫代谢等方面发挥重要作用，它与

宿主相互作用，共同维持稳态与健康生长[2]。

肠道菌群的结构、丰度及其代谢产物虽与光照

无直接联系，但也受昼夜更替的影响，表现出

节律性震荡[3]。有研究显示，小鼠肠道菌群中

属于拟杆菌门、厚壁菌门、变形菌门的一些菌

属会发生昼夜震荡[4]。Zarrinpar 等[5]的研究也显

示，自由进食小鼠肠道菌群中约 17%的 OTU 显

现昼夜节律，拟杆菌门、厚壁菌门、疣微菌门

中的许多菌属都显现出周期性波动。目前有关

昼夜节律的研究主要集中在小鼠中，仅有少量

关于猪的报道。猪血浆与肝脏中的短链脂肪酸、

外周血免疫细胞数量、肠黏膜中编码转运蛋白

基因的 mRNA 表达均表现出昼夜节律[6‒7]。Yin
等[8]发现，猪的肠道微生物具有显著的节律性，

并且外源性褪黑素能够缓解脂肪代谢紊乱，调
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节肠道微生物的节律性。乳酸菌是一类能够产

生乳酸、广泛分布于动物肠道内的益生菌。它

可以调节肠道微生物的多样性和丰度，抑制有

害微生物生长，维持肠道屏障完整性，减少炎

症的发生，促进机体免疫功能提高 [9‒12]。作为

肠道的核心菌群，一些肠道菌群节律性研究也

涉及到乳酸菌，如 Thaiss 等[13]的研究发现，小

鼠粪便中罗伊氏乳杆菌和一些乳酸杆菌目的菌

种表现出昼夜节律。Wang 等[14]发现高脂饲喂

的小鼠肠道中的乳酸杆菌属显现出节律性。但

目前对乳酸菌节律性变化的研究尚不完整，未

有针对猪肠道乳酸菌节律性的系统性研究。本

研究对生长猪结肠乳酸菌 24 h 内多样性、结构

性与节律性的变化进行分析，旨在系统研究生长

猪结肠乳酸菌特别是乳酸杆菌与昼夜节律的关

系，有助于增加对生长猪结肠乳酸菌群的认知，

促进乳酸菌特别是乳酸杆菌在猪生产中的应用。 

1  材料与方法 
1.1  样品采集 

选取 6 头装有结肠瘘管的“杜×长×大”三元

杂 交 生 长 猪 ， 根 据 美 国 国 家 研 究 委 员 会

(National Research Council，NRC)营养标准配置

玉米-豆粕性基础日粮(表 1)，试验猪自由采食

与饮水，严格按照猪场的饲喂管理方式饲养。

于清晨 6 点开始，每隔 3 h 连续采集一天内的

结肠食糜，将不同时间点采集的结肠食糜冷冻

保存于‒20 °C 冰箱，以待后续试验。 

1.2  DNA 提取 
样品解冻后取 0.3 g加入 2 mL无菌离心管，

加入 1.2 mL PBS 溶液，涡旋振荡，12 000×g 离

心 5 min，去除上清液。样品清洗 3 次后加入

900 μL CTAB 缓冲液，充分振荡混匀，转移至无

菌锆珠管，采用珠磨式组织研磨器(Beadbeater，
Biospec)破碎样品。70 °C 培养 20 min 后 

表 1  日粮营养组成和营养水平 
Table 1  Nutrient composition and nutrient level of 
experimental diets for growing pigs 
Ingredient Percentage/% 
Corn 70.00 
Soybean meal 18.00 
Wheat bran 6.50 
Soybean oil 1.90 
Lysine 0.69 
Methionine 0.24 
Threonine 0.30 
Tryptophan 0.07 
Calcium hydrogen phosphate 0.45 
Stone powder 0.50 
Sodium chloride 0.30 
Multivitamins1 0.03 
Minerals2 0.20 
Choline chloride (50%) 0.12 
Zeolite powder 0.60 
Antioxidant 0.05 
Antifungal agent 0.05 
Total 100.00 
Nutrients3  
Digestible energy/(MJ/kg) 14.60 
Crude protein 16.00 
Lysine 1.23 
Methionine+cystine 0.70 
Threonine 0.79 
Tryptophan 0.22 
1: multivitamin content per kilogram of diet: vitamin A:    
11 000 IU; vitamin E: 16 IU; vitamin B1: 0.6 mg; vitamin B2: 
0.6 mg; vitamin D3: 1 000 IU; vitamin B5: 6 mg; vitamin B3: 
10 mg; vitamin K: 1 mg; vitamin B12: 0.03 mg; vitamin B9: 
0.8 mg; vitamin B6: 1.5 mg. 2: mineral content per kilogram 
of diet: iron: 165 mg; zinc: 165 mg; copper: 16.5 mg; 
manganese: 30 mg; iodine: 0.25 mg. 3: nutrient values were 
calculated from Tables of Feed Composition and Nutritive 
Values in China (twenty-nine edition, 2018). 
 
10 000 r/min 离心 10 min，取上清，加 3 μL RNA
酶，37 °C 培养 30 min。加入等体积的酚和氯仿/ 
异戊醇，混匀后 4 °C、13 000 r/min 离心 10 min，
取上清，重复 3 次提取 DNA[15]。通过核酸蛋白

检测仪 Nano-Drop 2100 (Thermo Scientific)检测

DNA 的浓度和纯度。 
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1.3  PCR 扩增纯化与测序 
使用 FastPfu DNA 聚合酶和乳酸菌特异性

引物(Lac1：5′-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3′
和 Lac2：5′-ATTYCACCGCTACACATG-3′)进行

PCR 扩增[16]。反应体系为 20 μL，反应条件如

下：95 °C 5 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 
45 s，35 个循环；72 °C 10 min。用 2%的琼脂

糖凝胶电泳对 PCR 产物进行检测和纯化，在

Illumina HiSeq 平台进行测序。 

1.4  生物信息分析 
运用 QIIME (1.17)软件对原始数据进行整

理过滤处理。删除长度小于 150 bp、碱基模糊

或错配、单独碱基重复 6 个以上的序列，以 97%
的序列相似度为阈值，用 UPARSE (version 7.1，
http://drive5.com/uparse/)对筛选序列进行 OTU 
(operational taxonomic unit)聚类分析。采用

QIIME 平 台 (V1.9.0 ， http://qiime.org/scripts/ 
assign_taxonomy.html)和 RDP Classifier (version 
2.2 ， http://sourceforge.net/projects/rdp-classifier/)
算 法 ， 对 比 数 据 库 Silva (Release132 ，

http://www.arb- silva.de)和 RDP (Release 11.5，
http://rdp.cme.msu. edu)，以 70%为置信度阈值进

行物种注释。绘制稀释曲线图，计算 Chao1、
Shannon、Simpson 指数以评估生长猪在 24 h 内

结肠乳酸菌的菌群多样性与丰富度变化，对不

同时间点 OTU 水平进行主坐标分析，统计 OTU
在属和种分类水平上的组成与丰度变化，分析

24 h 内乳酸菌中乳酸杆菌在种分类水平上的组

成与丰度变化。 

1.5  数据处理与统计分析 
通过 R 3.5.3 的 JTK_CYCLE 程序对 OTU、

乳酸菌菌属与菌种进行节律性分析 [17]，用

Bonferroni 法校正 P 值。测序所得数据经 Excel 
2016 整理后，通过 SPSS STATISTICS 20 软件

进行单因素方差分析(one-way ANOVA)，比较不

同时间点猪结肠乳酸菌丰富度和多样性。用

GraphPad Prism 9.0 绘制乳酸菌多样性和丰度

图，显著水平置于 0.05。 

2  结果与分析 
2.1  生长猪结肠乳酸菌的多样性 

测序共获得 2 522 562 条有效序列，平均长

度 307.97 bp。单个样本中的最小读数为 18 893，
最大读数为 59 956，样本中的平均读数为 46 714。
如图 1 所示，不同时间点的生长猪结肠乳酸菌

稀释曲线不同，最终趋于平缓。3:00 时稀释曲线

最高，猪结肠乳酸菌的丰富度最高；18:00 时稀

释曲线最低，结肠乳酸菌的丰富度最低。不同时

间点(图 2A)和不同生长猪个体(图 2B)样品的

PCoA 分析显示，各样品散点图没有明显分开，

没有显著性差异。图 3 通过 Chao1、Shannon、
Simpson 分析了结肠乳酸菌的多样性与丰富

度，结果显示 24 h 内生长猪结肠乳酸菌的

Chao1 和 Simpson 发生了显著性变化(P<0.05)。 
 

 
 
图 1  生长猪结肠乳酸菌稀释曲线 
Figure 1  Rarefaction curves comparing the 
number of reads in lactic acid bacteria in colon of 
growing pigs. 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

4498 Feng Lufen et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(11) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

 
 
图 2  不同时间点(A)和不同生长猪个体(B)结肠乳酸菌 PCoA 图 
Figure 2  Principal coordinate analysis (PCoA) analysis of lactic acid bacterial diversity of different time (A) 
and each pig (B) in colon of growing pigs. 
 

 
 
图 3  生长猪结肠乳酸菌多样性指数 Chao1 (A)、Shannon (B)和 Simpson (C) 
Figure 3  The richness and diversity of lactic acid bacteria in colon of growing pigs Chao1 (A), Shannon (B) 
and Simpson (C). *: 0.01≤P<0.05; **: P<0.01. 
 
2.2  生长猪结肠乳酸菌在属水平上的节律性 

测序结果显示 ( 图 4) ，结肠乳酸菌中

Lactobacillus 丰度最高，在 6:00 时丰度最低，

为 94.15%；在 18:00 时丰度最高，为 97.46%。

Lactococcus 为丰度第二的菌属，6:00 时丰度最

高，为 5.78%；18:00 时丰度最低，为 2.47%。

其他菌属相对丰度较低，均在 0.15%以下。图 5
分析了生长猪结肠乳酸菌在属水平上的昼夜震

荡，各菌属均没有显现出节律性。 

2.3  生长猪结肠乳酸菌 OTU 的节律性 
结肠乳酸菌的高通量测序共检测出 378 个

OTU，将样品中出现频率高于 66%的 OTU 记为

核心 OTU，筛选出 189 个核心 OTU，图 6 为生

长猪结肠乳酸菌中核心 OTU 昼夜振荡的分析。

其中有 46 个 OTU 具有节律性，这 46 个 OTU 均

为 Lactobacillus，包括 19 个 Lactobacillus reuteri、
13 个 Lactobacillus johnsonii、10 个 Lactobacillus 
agilis、2 个 Lactococcus lactis、1 个 Lactobacillus 
gasseri 和 1 个 Lactobacillus sp. KC45a。 

2.4  生长猪结肠乳酸杆菌在种水平上的节

律性 
Lactobacillus 为明显的优势菌属，分析生 
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图 4  生长猪结肠乳酸菌在属水平上的 24 h 丰度变化 
Figure 4  Changes in the abundance of lactic acid bacteria at the genus level in colon of growing pigs within 
24 hours. 
 

 
 
图 5  生长猪结肠乳酸菌在属水平上的昼夜振荡 
Figure 5  Circadian oscillation of lactic acid bacteria 
at the genus level in colon of growing pigs. 

 
长猪结肠中 Lactobacillus在种水平上的 24 h 内

丰度变化。如图 7 所示，丰度最高的菌种为

Lactobacillus johnsonii，丰度第二的菌种为

Lactobacillus reuteri。图 8 表示生长猪结肠乳酸

杆 菌 相 对 丰 度 的 昼 夜 振 荡 ， 结 果 显 示

Lactobacillus gasseri、Lactobacillus johnsonii、
Lactobacillus sp. KC45a 和 Lactobacillus reuteri
这 4 种乳酸杆菌具有节律性。Lactobacillus 
johnsonii 的振幅最大，Lactobacillus gasseri 的 

 
 
图 6  生长猪结肠乳酸菌核心 OTU 的昼夜振荡 
Figure 6  Circadian oscillation of lactic acid bacteria 
core OTU in colon of growing pigs. 
 
振幅最小。Lactobacillus johnsonii 在 18:00 时相

对丰度为 71.59%，达到峰值；在 3:00 时相对丰

度为 47.66%，降为最低。Lactobacillus sp. KC45a
同样在 18:00 时达到峰值，相对丰度为 0.59%；

在 6:00 时相对丰度为 0.18%，降到最低。

Lactobacillus reuteri 和 Lactobacillus gasseri 的
昼夜波动则相反，在 18:00 时丰度最低，分别

为 13.23%和 0.08%。它们的峰值分别在 6:00 和

9:00 (图 9)。 
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图 7  生长猪结肠乳酸杆菌在种水平上的 24 h 丰度变化 
Figure 7  Changes in the abundance of Lactobacillus at the species level in colon of growing pigs within  
24 hours. 
 

 
 
图 8  生长猪结肠乳酸杆菌相对丰度的昼夜振荡 
Figure 8  Circadian oscillation of Lactobacillus at the species level in colon of growing pigs. 
 

3  讨论 
乳酸菌能够诱导肠道最佳微生物群的形

成、改善胃肠道环境、抵御病原体入侵、提高

免疫力，作为猪生长阶段的核心微生物群对生

长猪的健康发挥着重要作用[18‒19]。随着对肠道

乳酸菌认知的不断加强，人们越发重视乳酸菌

在实际生产中的应用，利用乳酸菌的特性不断 

改善日粮，调节仔猪肠道微生物群，提高猪的

生产性能[20]。与通常的总菌群高通量测序不同，

本研究采用了乳酸菌特异性引物进行高通量测

序[16]，专注研究乳酸菌在生长猪肠道中的多样

性与丰富度变化。Thaiss 等[21]研究肠道微生物

在 48 h 内的昼夜震荡，2 个暗光循环中肠道黏

膜黏附微生物波动幅度相近，以 24 h 为周期显

现出节律性；对 48 h 内样品的宏转录组分析也 
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图 9  节律性乳酸杆菌的丰度变化 
Figure 9  Changes in the abundance of rhythmic Lactobacillus. Data are presented as mean±SEM (n=6). 
 
揭示了肠道微生物在组成和功能上的昼夜节   
律[13]。Zarrinpar 等[5]采集了 24 h 内的样品对小

鼠肠道微生物的节律进行分析，研究结果显示，

正常饲喂小鼠肠道中 Prevotella 具有节律性，限

制蛋氨酸组、高脂饲喂小鼠、限制蛋氨酸的高

脂饲喂小鼠肠道中 Lactobacillus 具有节律性。

Wang 等[14]同样分析了 24 h 内小鼠肠道微生物，

发现正常饲喂小鼠肠道 Lactobacillus 具有节律

性，该组几乎检测不到 Lactococcus；而高脂饲

喂小鼠肠道 Lactobacillus 和 Lactococcus 种类较

多，且 Lactococcus 显现节律性。理论上 48 h
的样本可以更好地研究节律，但目前生物信息

学的发展使 24 h 昼夜节律分析成为可能，人们

可从更有限的数据中分析菌群昼夜节律[22]。本

研究采集 24 h 内结肠食糜，测序结果显示，生

长猪结肠乳酸菌在 24 h 内 Chao1 和 Simpson 均

发生显著性变化；优势菌属为 Lactobacillus，

24 h 内丰度一直保持在 94%以上；Lactobacillus

中的优势菌种为 Lactobacillus johnsonii，丰度

几 乎 一 直 保 持 在 50% 以 上 。 Lactobacillus 

johnsonii 能够合成大量肉桂酰酯酶，增强酯化

植物多酚的生物活性，改善细胞膜运输，有助

于胃肠道环境的变化，降低胃肠道炎症的发生，

增强免疫[23]。有研究表明，Lactobacillus johnsonii

有助于抑制仔猪腹泻并提高日增重，增加肠道厌

氧菌的丰度 [24] 。在生长猪肠道乳酸菌中，

Lactobacillus johnsonii 维持菌群稳态，促进生长。 
动物肠道微生物的丰度会随时间变化而产

生振荡，一天内不同时间点的肠道微生物组成

可能具有显著性差异。本研究分析了一天内不
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同时间点的结肠乳酸菌，结果显示乳酸菌的丰

度发生震荡，不同菌种丰度的峰值与低谷期有

所差异。18:00 时，Lactobacillus johnsonii 和

Lactobacillus sp. KC45a 丰度达到当天峰值，

Lactobacillus reuteri 、 Lactobacillus agilis 和

Lactobacillus gasseri 丰度为当天最低。0:00 时

Lactobacillus agilis 和 Lactobacillus salivarius 达

到峰值，3:00 时 Lactobacillus fermentum 丰度达

到峰值。猪肠道微生物的相关研究中，往往采

集任一时间点的粪样或肠道内容物进行分析，

代表当日肠道微生物的组成。本研究证明了猪

肠道微生物在一天内发生变化，仅某个时间点

并不能完全代表当日状态。试验采样时间一般

定为早上采食前 6:00，而 Lactobacillus reuteri

在该时间点的丰度为一天最高，Lactobacillus 

salivarius 和 Lactobacillus sp. KC45a 的丰度为

一天最低，其他菌种的丰度也处于波动中。用

该时间点采集的样品来分析肠道微生物并不完

全准确，可能会造成一定的误差。动物肠道菌

群处于动态变化，将采样时间设定为每日同一

时间点可降低昼夜节律带来的影响；在进食前

的时间点进行采样可减少饮食带来的影响；依

据节律性研究，选择肠道菌群丰度变化较平缓

的时间点进行采样可以降低误差。 
先前有许多对小鼠与人类肠道微生物的节

律研究，表明了肠道微生物存在节律性，并且

微生物能够反过来驱动宿主的节律变化[25]。肠

道会随着昼夜节律分泌褪黑素等激素，诱导肠道

微生物释放功能性细胞因子和趋化因子，肠道微

生物也能反过来促进肠道细胞释放激素，微生物

组成与功能的昼夜波动与宿主行为的昼夜波动

相联系，共同维持生物节律[26]。肠道微生物的

多样性与组成很大程度上取决于宿主饮食[27]，

日粮组成与摄食时间的变化可能主导着肠道微

生物与代谢产物的昼夜震荡 [3]。有研究证实褪

黑素能够影响肠道微生物的节律性，昼夜更替会

引起激素和肠道上皮细胞的变化，这也会导致肠

道微生物发生振荡[28]。昼夜节律会影响免疫系统

节律，这也可能引起肠道微生物节律的变化[29]。

本 研 究 中 生 长 猪 结 肠 乳 酸 菌 Lactobacillus 

gasseri、Lactobacillus johnsonii、Lactobacillus sp. 
KC45a 和 Lactobacillus reuteri 显现出节律性变

化，这与昼夜环境变化和动物的摄食等生理行

为均有一定关联。Lactobacillus johnsonii 不仅

是丰度最高的菌种，还是振幅最大、节律性最

为显著的菌种。Lactobacillus reuteri 是丰度第二

的菌属，它具有抗炎能力，能够抑制 PGE1、
PGE2 和 COXs 蛋白的产生，增加 IL-11、BMP4、

LEFTY2 等抗炎因子的表达 [30]。Lactobacillus 

reuteri 的节律性振荡可能有助于生长猪机体免

疫，它能抑制沙门氏菌[30]和大肠杆菌[31]等有害

菌的定殖，在宿主免疫中发挥着重要的作用。

Lactobacillus gasseri 同样有助于宿主免疫调节[32]，

它能够减轻脂多糖诱导的炎症反应，通过 Toll 样
受体和 NOD2 介导的 PI3K/Akt 信号通路发挥免

疫调节作用[33]。Hu 等[34]研究发现 Lactobacillus 

gasseri 可以显著增加猪肠道上皮细胞中 UQCRC2
和 TCIRG1 的表达，增加肠道上皮细胞能量的

产生。本研究中显现出节律性的肠道乳酸菌均

属于 Lactobacillus，它们共同调节生长猪肠道

稳态，促进免疫，抑制炎症发生。本研究表明

了生长猪结肠乳酸菌具有节律性，昼夜活动能

够调节结肠乳酸菌丰度和多样性的变化，但是

对于结肠乳酸菌节律的作用机制尚不了解，还

有许多节律问题需进一步地探索。对猪结肠乳

酸菌节律性的研究可以为饮食的调节与免疫治

疗提供依据，为进一步探究肠道微生物节律性

变化的原理以及节律性的生产应用做出铺垫。 
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4  结论 
生长猪结肠乳酸菌在 24 h 内发生昼夜振

荡，多样性发生显著性变化，在种水平上

Lactobacillus gasseri、Lactobacillus johnsonii、
Lactobacillus sp. KC45a 和 Lactobacillus reuteri
的丰度显现出节律性。 
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