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健康与腹泻仔猪粪样中挥发性脂肪酸和菌群区系的比较
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南京农业大学消化道微生物研究室，南京 210095

摘要:【目的】本试验通过对比健康与腹泻仔猪粪样挥发性脂肪酸(Volatile fatty acid，VFA) 以及菌群的差异，

初步探讨腹泻对仔猪后肠环境的影响。【方法】采集腹泻和健康仔猪粪样，气相色谱测定挥发性脂肪酸浓

度;提取粪样总细菌核酸，利用变性梯度凝胶电泳(Denaturing gradient gel electrophoresis，DGGE) 和 Real-time
PCR 技术定性、定量分析总细菌和梭菌Ⅳ菌群。【结果】与健康仔猪相比，腹泻仔猪粪样中乙酸含量有升高

的趋势，支链脂肪酸(Branched chain fatty acid，BCFA) 含量显著降低( p ＜ 0. 05) ，总 VFA、丙酸和丁酸含量有

降低的趋势，但差异均不显著;乙酸占总挥发酸比例显著升高( p ＜ 0. 05) ，而丙酸及 BCFA 占总挥发酸比例则

显著降低( p ＜ 0. 05) ，丁酸占总挥发酸比例有降低趋势。PCR-DGGE 指纹技术分析表明:腹泻发生后，仔猪

粪样中总细菌和梭菌Ⅳ菌群在 DGGE 图谱上并没有特异性的条带消失或出现，但相似性分析显示，腹泻仔

猪样品趋于归类于同一簇。Real-time PCR 定量分析显示:仔猪腹泻后，粪样中的总细菌和梭菌Ⅳ菌群的数

量显著下降( p ＜ 0. 05) ;而大肠杆菌和乳酸杆菌的数量变化不显著。【结论】与健康仔猪相比，腹泻仔猪粪样

挥发性脂肪酸组成发生改变，并且微生物区系中的一些菌群也发生变化。
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断奶仔猪腹泻是仔猪在断奶期间由多种因素引

起的腹泻症状的总称，给仔猪的饲养管理、生长发育

以及饲料转化率等带来很大的影响，目前已经成为

世界性的研究课题。仔猪在幼龄断奶期间，由于其

生理结构特点、肠道菌群、肠黏膜形态结构和功能易

发生改变，同时受到应激因素、环境病原体、环境改

变、理化因素等的影响，常常出现腹泻，并且造成菌

群失调。一些研究表明，仔猪在发生腹泻时，消化道

内的固有菌群优势地位会发生改变:如大肠杆菌由

正常时的第六位上跃为第一位，乳酸杆菌、双歧杆菌

和拟杆菌显著降低，而肠球菌、葡萄球菌、沙门氏菌、

酵母菌、需氧芽胞杆菌、真杆菌、消化球菌和小梭菌

均无显著差 异
［1 － 2］。这 些 研 究 主 要 是 基 于 培 养 手

段，然而，消化道中的大多数微生物是不可培养的，

因此，基于免培养的分子技术可以为我们提供更多

腹泻仔猪菌群变化的信息
［3］。

本研究通过分析健康与腹泻仔猪粪样中代谢产

物，以及 利 用 DGGE 和 Real-time PCR 分 子 技 术 定

性、定量比较健康与腹泻仔猪粪样中菌群差异，并且

特别 关 注 肠 道 主 要 丁 酸 产 生 菌 群—梭 菌Ⅳ群 的 差

异，探讨腹泻对于仔猪肠道菌群的影响，为仔猪腹泻

的防治及相关微生态制剂的应用提供科学依据，同
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时也为进一步探究丁酸产生菌群在维持动物健康方

面的潜在作用提供理论借鉴。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 主要试剂和仪器:偏磷酸巴豆酸混合液、Taq
酶、dNTP( 申 能 博 彩 )、SYBR Green Supermix ( 东 洋

纺 ) ; 气 相 色 谱 仪 ( GC-14 型，岛 津 )、PCR 仪

(Biometra)、DCode 系 统、GS-800 灰 度 扫 描 仪 ( Bio-
Rad )、ABI 7500 Real-time PCR 仪 ( Applied
Biosysterm)。
1. 1. 2 实验动物与样品采集:采样动物为江苏宜兴

某猪场 杜 × 长 × 大 保 育 仔 猪 ( 断 奶 后 两 周 左 右，21
日龄断奶) ，收集腹泻仔猪粪样，同时以同窝健康仔

猪粪样作为对照，腹泻与健康仔猪样品收集数各 20
个，样品 － 20℃ 冷冻保存，仔猪饲喂同类型饲料。
1. 2 粪样中 VFA 的测定

参照龙黎明等(2008) 的方法
［4］，采用毛细管气

相色谱(GC) 测定仔猪粪样中 VFA 浓 度，因 为 样 品

中的 VFA 主要由乙酸、丙 酸、丁 酸、异 丁 酸、戊 酸 和

异戊酸组成，因此，以六者之和作为总挥发性脂肪酸

(TVFA) 浓度，异 丁 酸 和 异 戊 酸 之 和 作 为 支 链 脂 肪

酸(BCFA)。
1. 3 粪样中总细菌 DNA 的提取

称取约 0. 1 g 解 冻 后 的 粪 样 样 品，加 到 灭 菌 后

的 eppendorf 管中，后加入 1. 5 mL 的 PBS 溶 液 ( pH
= 7) ，涡旋混合，12000 × g 离心 5 min，除去上清，参

照 Zoetendal 等 的 方 法
［5］，先 用 珠 磨 法 机 械 破 碎 样

品，而后用酚和氯仿 /异戊醇提取其总 DNA。

表 1 本研究所用引物序列

Table 1 List of primers used in this study
Target group Primer Sequence( 5'→ 3') Reference

Total bacteria U968 － GC
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGAA
CGCGAAGAACCTTAC

Nübel et al． (1996)

L1401 CGGTGTGTACAAGACCC Nübel et al． (1996)

Bact1369F CGGTGAATACGTTCYCGG Suzuki et al． 2000
Bact 1492R GGWTACCTTGTTACGACTT Suzuki et al． 2000

Lactobacillus Lab0677 CACCGCTACACATGGAG Heilig et al． (2002)

LAC1 AGCAGTAGGGAATCTTCCA Walter et al． (2000)

E． coli EcoliFimH2F GCCGGTGGCGCTTTATTT G Khafipour et al． 2009
EcoliFimH2R TCATCCCTGTTATAGTTGYYGGTCT Khafipour et al． 2009

Clostridium cluster Ⅳ Clept － F GCAGAAGCAGTGGAGT Matsuki et al． 2004
Clept － R CTTCCTCCGTTTTGTCAA Matsuki et al． 2004

CleptGC － R
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGC
TTCCTCCGTTTTGTCAA

Shen et al． 2006

1. 4 肠道总细菌 及 梭 菌Ⅳ菌 群 16S rRNA 基 因 片

段的扩增

本次 实 验 所 用 引 物 见 表 1，以 粪 样 中 总 细 菌

DNA 作为模板，分别利用带有 GC 夹子的细菌通用

引物 U968-GC 和 L1401［6］
和 梭 菌Ⅳ群 特 异 性 引 物

Clept-F 和 CleptGC-R［7］
对细菌和梭菌Ⅳ菌群的 16S

rRNA 基因 片 段 进 行 PCR 扩 增，PCR 产 物 经 1. 2%
(w / v) 琼脂糖凝胶电泳检测。
1. 5 DGGE 及图谱分析

参照 Muyzer 等 的 方 法
［8］，对 PCR 扩 增 产 物 进

行 DGGE 分析，DGGE 采用 8% 聚丙烯酰胺凝胶( 含

丙酰胺、二丙酰胺、尿素、甲酰胺和甘油) ，总细菌及

梭菌Ⅳ菌 群 分 析 尿 素 浓 度 梯 度 均 为 35% － 53%。

电泳采用 Dcode DGGE 系统:首先在 200V 电压下电

泳 10 min，随后在 85 V 的固定电压下电泳 12 h。电

泳结束后，聚丙烯酰胺凝胶进行硝酸银染色，凝胶显

色 定 影 后 采 用 GS-800 灰 度 扫 描 仪 扫 描。利 用

Molecular Analyst1. 12 软 件 对 DGGE 图 谱 进 行 相 似

性分析和多样性分析。
1. 6 Real-time PCR 定量分析

使用 ABI 7500 Real-time PCR 仪对粪样中总细

菌、梭菌Ⅳ群、大肠杆菌和乳酸杆菌进行定量分析。
PCR 总 反 应 体 系 为 20 μL: 10. 4 μL SYBR Green
Supermix，0. 4 μmol /L 的 上、下 游 引 物，2 μL 样 品

DNA 以 及 6. 8 μl 无 菌 水。分 别 以 Faecalibacterium
prausnitzii、大 肠 杆 菌 和 Lactobacillus sobrius 的 16S
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rRNA 基因作为模板制作相应定量的标准曲线。引

物 Bact1369F 和 Bact1492R 用于测定粪样中总细菌

16S rRNA 基因的 拷 贝 数
［9］，PCR 反 应 程 序 为:95℃

10 min，而后 95℃ 30 s，56℃ 1 min，40 个 循 环。引

物 Clept-F 和 Clept-R 用 于 测 定 梭 菌 Ⅳ 菌 群 16S
rRNA 基 因 拷 贝 数

［10］。 PCR 反 应 条 件 为: 94℃
5 min，而后 94℃ 20 s，50℃ 20 s，72℃ 30 s，40 个循

环。引物 EcoliFimH2F 和 EcoliFimH2R 用于测定粪

样中大肠杆菌 16S rRNA 基因的 拷 贝 数
［11］，PCR 反

应 程 序 为: 95℃ 10 min，而 后 95℃ 30 s 及 60℃
1 min 40 个循环。引物 Lab0677［12］

和 LAC1［13］
用于

测定粪样中乳酸杆菌 16S rRNA 基因的拷贝数，PCR
反应程序为:95℃ 3 min，而后 95℃ 30 s，60℃ 下退

火及延伸 1 min，40 个循环。
1. 7 数据分析

试验 取 得 的 数 据 经 Excel 2003 初 步 统 计 处 理

后，采用 SPSS13. 0 统计软件 t 检验对健康和腹泻仔

猪间样品进行显著性分析。

2 结果和分析

2. 1 粪样中挥发性脂肪酸的浓度变化

利用气相色谱对仔猪粪样中挥发性脂肪酸的浓

度分析显示 ( 图 1) :粪样中 VFA 主要以乙酸、丙 酸

和丁酸为主，其中乙酸浓度最高，丙酸其次，丁酸最

少。与健康仔猪相比，仔猪发生腹泻后，粪样中支链

挥发酸浓度显 著 降 低 ( p ＜ 0. 05) ，而 乙 酸 浓 度 有 升

高趋势，总 VFA、丙酸和丁酸浓度呈降低趋势，但差

异均不显著( p ＞ 0. 05)。
对 主 要 挥 发 性 脂 肪 酸 的 组 成 进 一 步 分 析 发 现

( 图 2) :与健康仔猪相比，腹泻仔猪粪样中乙酸占总

挥发酸的比例 显 著 升 高 ( p ＜ 0. 05) ，而 丙 酸 和 支 链

挥发性脂肪酸 占 总 挥 发 酸 的 比 例 则 显 著 降 低 ( p ＜
0. 05) ，丁酸占总挥发酸的比例也呈降低趋势。
2. 2 仔猪粪样中细菌的 DGGE 分析

对健康与 腹 泻 仔 猪 粪 样 细 菌 进 行 DGGE 分 析

表明( 图 3) :不同仔猪个体间的 DGGE 图谱中存在

很多共有条带，但未发现图谱上存在与仔猪建康或

腹泻的特异条带。DGGE 图谱 相 似 性 分 析 显 示 ( 图

3) :尽管 5 窝 仔 猪 粪 样 菌 群 间 存 在 较 大 的 个 体 差

异，腹泻后各窝仔猪间粪样菌群的相似性均呈现下

降趋势，并且除第 5 窝腹泻仔猪外，其它各窝腹泻仔

图 1 健康和腹泻仔猪粪样中 VFA 的含量

Fig． 1 The concentrations of VFA in the fecal samples of healthy

and diarrhoeal piglets． TVFA， total volatile fatty acid， BCFA，

branched chain fatty acid． * ，p ＜ 0. 05，the same as follows．

图 2 仔 猪 粪 样 中 乙 酸、丙 酸、丁 酸 和 支 链 脂 肪 酸 占 总

VFA 的比例

Fig． 2 The contribution of acetate， propionate， butyrate and

branched chain fatty acid to TVFA ( total volatile fatty acid) in the

fecal samples of healthy and diarrhoeal piglets． BCFA，branched

chain fatty acid．

猪样品归于同一簇，其菌群间有较高的相似性，指数

高于 85%。根据 DGGE 图谱计算多样性指数，结果

显示健康和 腹 泻 仔 猪 粪 样 菌 群 多 样 性 指 数 分 别 是

1. 33 和 1. 38，没有显著差异。
2. 3 仔猪粪样中总细菌、梭菌Ⅳ群、大肠杆菌和乳

酸杆菌的 Real-time PCR 定量分析

对仔猪粪样中总细菌、梭菌Ⅳ群、大肠杆菌和乳

酸杆菌的定量分析表明( 表 2) :与建康仔猪相比，腹

泻仔猪粪样中总细菌和梭菌Ⅳ菌群的数量显著下降

( p ＜ 0. 05) ，而 大 肠 杆 菌 和 乳 酸 杆 菌 的 数 量 没 有 显

著的差异。
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图 3 健康与腹泻仔猪粪样总细菌菌群 DGGE 图谱相似性分析

Fig． 3 Similarity analysis of DGGE profiles of bacterial community from the fecal samples of healthy

(H) and diarrhoeal (D) piglets． L1-L5，the number of litters，the same as follows．

表 2 健康与腹泻仔猪粪样中总细菌、梭菌Ⅳ群、

大肠杆菌和乳酸杆菌 Real-time PCR 分析

Table 2 Quantitative real-time PCR analysis of total bacteria，

Clostridium cluster Ⅳ，E coliand Lactobacilli in the fecal

samples of healthy and diarrhoeal piglets

［Log 10 (16S rRNA gene copies / g wet weight) ］

Species
Piglets
Health Diarrhoea

P value

Total bacteria 10. 21 ± 0. 35 9. 63 ± 0. 82 0. 038
Clostridium cluster Ⅳ 9. 00 ± 0. 33 8. 00 ± 1. 27 0. 019
E． coli 7. 75 ± 0. 87 8. 25 ± 0. 99 0. 237
Lactobacillus 9. 01 ± 1. 11 8. 81 ± 1. 56 0. 783

2. 4 仔猪粪样中梭菌Ⅳ菌群的 DGGE 分析

采用特异引物对建康和腹泻仔猪粪样梭菌Ⅳ菌

群进行 DGGE 分析，由图 4 可见，不同仔猪粪样图谱

中出现一些共有优势条带，但未发现 DGGE 图谱中

出现建康 或 腹 泻 仔 猪 的 特 异 条 带。对 DGGE 图 谱

相似性分析显示( 图 4) :和总细菌菌群类似，5 窝仔

猪粪样梭菌Ⅳ菌群间也存在较大的个体差异，并且

腹泻后各窝仔猪间粪样梭菌Ⅳ菌群的相似性均呈现

下降趋势。

3 讨论

一般 认 为，断 奶 仔 猪 发 生 腹 泻 并 非 病 原 菌 的

侵袭，主要 原 因 是 断 奶 后 仔 猪 自 身 生 理，营 养，环

境等因素综合变 化，使 得 肠 道 运 动 机 能 降 低、黏 膜

损伤，肠壁通透性 改 变，同 时 养 分 吸 收 能 力 下 降 造

成后肠 发 酵 底 物 增 多，最 终 导 致 腹 泻 的 发 生。本

研究显示，腹 泻 仔 猪 粪 样 中 VFA 的 变 化 主 要 表 现

为乙酸浓度及在总 VFA 比例的升高趋势，而 丙 酸、
丁酸和支链挥发酸浓度和占总 VFA 比例 的 下 降 趋

势。腹泻导 致 粪 样 中 乙 酸、丙 酸 和 丁 酸 浓 度 的 改

变，可能原因 是 尽 管 乙 酸 在 肠 道 VFA 中 的 浓 度 最

高，但仔猪肠道中 也 存 在 大 量 乙 酸 利 用 菌，当 肠 道

菌群变化时，可能 导 致 乙 酸 的 利 用 受 阻，乙 酸 的 积

累增多，而 乙 酸 转 变 为 丙 酸 和 丁 酸 的 量 降 低
［14］。

支链挥发 酸 是 肠 道 细 菌 降 解 支 链 氨 基 酸 的 产 物，

腹泻仔猪粪样中支 链 脂 肪 酸 浓 度 的 降 低 可 能 是 因

为仔猪摄入蛋白质 量 的 减 少 造 成 小 肠 未 降 解 进 入

后肠的蛋白质量的降低。
自 Simpson 等率 先 采 用 分 子 技 术 研 究 仔 猪 菌

群以来
［15］，仔猪断奶前、后的菌群变化已经得 到 系

统研究，主要表现 为 肠 道 总 菌 数 量 降 低，乳 酸 杆 菌

比例下降，潜在病 原 菌 比 例 上 升 等
［16 － 17］。但 是 关

于断奶后腹泻仔猪 肠 道 菌 群 区 系 变 化 的 系 统 研 究

并不多，基于培养 手 段 的 多 数 研 究 发 现，仔 猪 腹 泻

后粪样中总细菌、乳 酸 杆 菌 的 数 量 显 著 减 少，而 肠

杆菌数量 上 升
［1 － 2］。本 研 究 首 先 利 用 DGGE 技 术

比较了腹 泻 与 健 康 仔 猪 粪 样 菌 群，相 似 性 分 析 显

示出两者 菌 群 整 体 上 的 差 异，这 和 姚 文 等 的 研 究
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图 4 正常与腹泻仔猪粪样梭菌Ⅳ菌群 DGGE 图谱相似性分析

Fig． 4 Similarity analysis of DGGE profiles of Clostridium cluter Ⅳ bacterial community from fecal

samples between healthy (H) piglet and diarrhoeal (D) piglet．

结果一致
［18］。但 从 菌 群 多 样 性 指 数 看，腹 泻 与 健

康仔猪并 没 有 显 著 差 异，这 和 一 些 研 究 所 报 道 的

仔猪腹泻后肠 道 菌 群 多 样 性 下 降 不 一 致
［18 － 19］，其

原因可能 是 不 同 研 究 中 腹 泻 仔 猪 的 日 龄 不 同，并

且腹泻 的 原 因 也 不 一 致。本 研 究 中，断 奶 后 仔 猪

发生腹泻 可 能 主 要 是 肠 壁 通 透 性，大 肠 发 酵 底 物

等变化 引 起，这 些 因 素 均 能 影 响 菌 群 的 变 化。因

此可见，肠道菌群 并 不 是 腹 泻 的 直 接 原 因，但 是 通

过了解腹泻仔猪菌 群 的 变 化 有 助 于 我 们 通 过 对 菌

群调控来防治腹泻。
尽管本研 究 中 DGGE 分 析 并 没 有 发 现 健 康 与

腹泻仔猪 之 间 梭 菌Ⅳ菌 群 结 构 上 的 显 著 差 异，但

real-time PCR 定量分析显示仔猪腹泻后该类菌群在

粪样中的数量显著减少。研究表明，梭菌Ⅳ群是猪

肠道中的优势菌，其中大多数菌株能够代谢产生丁

酸，丁酸的产生除了产丁酸菌通过丙酮酸途径经过

丁酰 CoA 生成途径外，利用肠道中微生物的代谢产

物乙酸和乳酸生成也是丁酸产生的重要途径
［14，20］。

因此，腹泻仔猪粪样中的梭菌Ⅳ菌群数量的降低与

VFA 中乙酸浓度及比例的升高，丙酸和丁酸浓度和

比例的降低趋势相吻合。当前，梭菌Ⅳ群中的一些

菌株成为益生 菌 研 究 的 新 方 向，如 F． prausnitzii 在

人的肠道健康上的作用正被广泛关注
［21］，而在仔猪

方面这些菌的开发及对仔猪腹泻的防治作用还有待

进一步研究。
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Comparison of concentration of volatile fatty acid and
microbiota in faeces between healthy and diarrhoeal piglets
Yong Su，Fei Xie，Weiyun Zhu*

Laboratory of Gastrointestinal Microbiology，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China

Abstract:［Objective］To compare volatile fatty acid (VFA) concentration and microbiota in faeces between healthy and
diarrhoeal piglets． ［Methods］ Fecal samples from healthy and diarrhoeal piglets were collected． VFA concentration was
determined by GC analysis． Total bacterial DNA was extracted and used for molecular analysis of microbiota． ［Results］As
compared to healthy piglets，the concentration of acetate in feces of diarrhoeal piglets tended to increase，while branched
chain fatty acid ( BCFA) decreased significantly ( p ＜ 0. 05)，total VFA ( TVFA)，propionate and butyrate tended to
decrease． The ratio of acetate to TVFA in faeces of diarrhoeal piglets was significantly higher than that in healthy piglets (p
＜ 0. 05)，while the ratio of propionate and BFVA to TVFA decreased significantly after diarrhoea ( p ＜ 0. 05) ． DGGE
analysis of total bacterial community and Clostridium cluster Ⅳ group showed no significant changes in both bacterial
community were found in faeces of piglets after diarrhoea． Similarity analysis of DGGE profiles revealed that faecal samples
of diarrhoeal piglets tended to gather in the same cluster． Real-time PCR results showed that as compared to healthy piglets，
the 16S rRNA gene copies of total bacteria and Clostridium cluster Ⅳ decreased significantly in faeces of piglets after
Diarrhea(p ＜ 0. 05)，while there was no significant change in the numbers of E coli and Lactobacilli． ［Conclusion］VFA
composition in faeces of diarrhoeal piglets changed accompanying with the shift of microbiota as compared to healthy piglets．
Keywords: Diarrhoeal piglets，volatile fatty acid，Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)，Clostridium cluster Ⅳ
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