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瘤胃微生物蛋白质（MCP）是反刍动物小肠氨基

酸的主要来源。如何充分利用反刍动物营养生理特

点，使得 MCP高效合成是有效调控反刍动物蛋白质

营养、节约蛋白质饲料、缓解蛋白质资源短缺的重要

途径之一。瘤胃微生物的生长容易受到日粮等因素

影响，利用日粮对MCP合成的调控也有较多报道[1]。

但有关日粮对微生物群体结构影响的研究却较少，

尤其是对细菌和原虫区系内部类群变化的深入研究

更为鲜见。因此，本研究拟选用羽毛粉、玉米蛋白

粉、豆粕和鱼粉等进行动物试验，并结合分子克隆测

序及DNA指纹等技术，旨在研究蛋白质源影响微生

物类群结构的规律与机制，为瘤胃微生态、宿主氨基

酸营养等的研究与调控提供基础资料。
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1.1 试验动物与日粮 4只1.2岁、体重相近（26.2±

1.6kg）的瘤胃瘘管徐淮山羊羯羊分单舍饲养、自由饮

水。分别饲喂含羽毛粉（A）、玉米蛋白粉（B）、豆粕（C）

和鱼粉（D）等的日粮（表 1），参照美国 NRC（1981）的

山羊营养需要推荐量，能量供给量为维持需要的
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以4只瘘管山羊为试验动物，采用 4×4拉丁方设计，使用克隆测序、遗传指纹以及细胞显微计数等技

术，研究以羽毛粉（A）、玉米蛋白粉（B）、豆粕（C）和鱼粉（D）4种蛋白补充料分别配合的混合日粮对瘤胃细菌和原

虫群体结构的影响。结果表明：细菌的
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、UnculturedT33H60F48、

UnculturedGRANT42及1个尚不能定性的类群在组间存在显著差异（
3

<0.05）；原虫的内毛虫、前毛虫、头毛虫、

等毛虫4个类群在处理间差异显著（
3

<0.05）。综上可见，蛋白质源对瘤胃细菌和原虫类群结构有显著影响。
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1.3倍，每日08:00和20:00等量饲喂。

1.2 试验设计与样品采集 按 4×4拉丁方的设计

进行试验，共 4个周期，每期预试期为 14d、正试期

12d。每期正试期的第 4天在 08:00、10:00、12:00、

14:00、16:00、18:00、20:00时各采瘤胃液 10mL以测

试瘤胃环境参数；第 5~12天每天采 1次瘤胃液约

100mL，8d的取样时间依次为 08:00、11:00、14:00、

17:00、20:00、23:00、02:00、05:00，把每期每只羊 8d

的样品充分混合后于 -20℃保存，用于微生物结构

分析。

1.3 DNA的提取与细菌克隆测序分析

1.3.1 DNA的提取 参考Zhou等[2]的方法进行。756

型紫外分析仪（天津普瑞斯）测定所提取 DNA浓度

和纯度，0.7%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA质量与片

段大小。

1.3.2 细菌克隆测序分析 以豆粕组微生物的

DNA为模板，用细菌 16SrDNA兼并引物进行 PCR

扩增[3]，1.2%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物大小。用

GelExtraction试剂盒（SangonComp.）从琼脂糖凝胶

中回收、纯化约 1000bp的 PCR产物，将之与 pMD

18-T载体连接，并转化到感受态大肠杆菌 DH5
!

中，再经氨苄青霉素抗性平板
!

互补筛选阳性克

隆，富集后碱裂解法提取质粒，用原引物 PCR鉴定

插入子正确后交由 SangonComp.测序。将所测得的

序列用 NCBI上的 Vecscreen去除质粒污染、用

BLAST与 GenBank序 列 进 行 相 似 性 比 对 、用

MEGA3.1软件以邻接法进行聚类分析。

1.4 微生物多样性分析

1.4.1 聚合酶链式反应（PCR） 分别以细菌 16S

rDNAV6-8引物[4]、原虫 rDNA的 ITS1引物[5]进行

PCR扩增（表2）。1.2%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产

物质量与片段大小。

1.4.2 SSCP检测与图谱分析 SSCP检测参照

Schmalenberger等方法[6]进行，图谱分析参照 Carriqo

等[7]进行。将图谱数字化，给其中每个清晰可辨的条

带命名，并计算不同泳道（底物）间 Jaccard相似性指

数（Cj）。Cj=j/（a+b+j）。式中，j为两泳道共有条带数；

a、b为两泳道各自条特有的带数。

1.4.3 细菌凝胶图谱条带的定性和相对定量分析

用细菌V6-8引物同时做样品DNA和上述测序克

隆株的PCR-SSCP条带匹配分析（即样品和上述 14

个测序克隆株同时做 PCR，并将其 PCR产物同时做

SSCP检测），将样品 SSCP指纹中与某克隆子具有相

同迁移率的条带定为该克隆子菌，并用 BandScan

4.30分析条带灰度值和计算该条带百分比。逐一对

样品中清晰可辨条带定性与相对定量，以确定细菌

SSCP图谱中各样品的组带所代表的细菌和其相对

比例。

1.5 瘤胃原虫计数 以MFS染液（NaCl8g，甲基绿

0.6g，福尔马林溶液 100mL，定容至 1000mL）染

色，用血球计数板在显微镜（奥林巴斯 CKX41，日

本）下计数（100×）和分类计数（400×）。原虫个数/mL=

N/4×D×16×10×1000=N×D×4×104。式中，N

为计数的4个中方格的原虫总数；D为稀释倍数。

1.6 瘤胃 pH、氨氮浓度和微生物蛋白测定 用

pHS-3C型 pH计于各取样时点立时测定 pH，采用
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的更亮。原虫SSCP图谱中共有20条清晰可辨的条

带，A、B、C和D各组分别为 13、12、12和 12条。A、

B和 C组指纹特征为第 7、13条带，但 D组为第 1、

4、5条带。另外，A和B组的第13条带较C组更亮。

表4显示，细菌和原虫组间相似指数存在不同程度

的差异。总体看来，细菌和原虫群体结构日粮蛋白

源影响显著。

2.3 对细菌群体结构的影响 样品 DNA和测序克

隆的 SSCP条带匹配分析表明，所测克隆的序列基

本覆盖了样品图谱的优势条带，可为图谱中条带所

代表的菌种定性。另外，克隆3和6的迁徙率相同，

也反映了SSCP在分离等长而序列不同的 DNA片段

有一定的局限性。由表5可见，除第1条所代表的未

知种类菌群、UnculturedThompsons46和 Uncultured

Thompsons14等类群外，其他类群组间都存在显著或

极限著差异。第1条带代表的未知菌，以及
!" #$%&''

()*+*

、
!,-

和 UnculturedThompsons46等类群变异

较小（CV<14.53%），以
!%./#0$'1 21/314'.

M6/1的 CV

最大为 32.91%。尽管各组菌群组成有明显的差异，

但
!5 #$%&''

和
!62417/213'/8.

等瘤胃球菌属菌在各
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冯宗慈等[8]的比色法测定氨氮浓度、王梦芝等[5]的方法

分离原虫和细菌、凯氏定氮法测定原虫及细菌蛋白。

1.7 统计分析 采用 Excel整理数据和作图、SPSS

v11.5的 One-Way-ANOVA进行方差分析和 LSD多

重比较。

" , -

2.1 细菌克隆测序与归组分析 所提取的微生物

DNA的OD260/OD280在 1.68~1.91之间，0.7%琼脂糖凝

胶电泳检测表明提取的 DNA片段在 20kb以上。

1.2%琼脂糖凝胶电泳检测细菌 16SrDNA全序列

PCR产物约为 1kb左右的片段，经克隆测序获得有

效序列 14个（XHGR1-XHGR14），并已获 GenBank

登陆号：EU595379-EU595392。综合邻接聚类、Blast

以及序列相似性分析结果，以相似性 90%以上为界

（不包括 90%）将克隆子明确分为 8组（表 3），以便

下一步分析各组细菌在处理间的变化情况。

2.2 微生物多样性分析 图 1表明，细菌 V6-8和

原虫 ITS1区段的 PCR产物分别约为预期的 400bp

和200bp左右的片段。

. # /01' $%& 21

图 2可见，细菌 SSCP图谱中共有 18条清晰可

辨的条带，A、B、C和 D各组分别为 11、13、13和 12

条；A和 D组的特征条带为第 1、5、16条带，而 B组

为第 2条带，C组为第 7、17条带；D组中的第 16条

带相对在 A组较亮，而 C组中的第 18条带比 B组
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组菌群中所占比例都相对较高（31.03%~36.35%）。

2.4 对原虫群体结构的影响 表6表明，除双毛亚

科原虫外其他各类群在组间都有显著差异。内毛属以

A组最高；C组的前毛属和头毛属都在4组中最低；B

组的等毛科显著高于A、C组，与D组无显著差异。尽

管各组原虫类群有明显的差异，但内毛属原虫在各组

所占比例都相对较高（73.68%~75.87%）。

& 1 2

3.1 对细菌群体的影响 孙云章[9]克隆测序及DGGE

分析表明，高精料时牛链球菌和普雷沃氏菌为瘤胃

优势群体，分别占总克隆数的 63.4%和 16.8%，表明

瘤胃细菌的类群结构与日粮密切相关。本研究也发

现，部分细菌类群如
!" #$%&'#%()'*+

等在日粮处理间

变化显著；而另一部分类群如 UnculturedT33H60F48

等则相对稳定，与前人的研究较的一致。纤维降解

菌及其酶活性对纤维素有一定依赖性，对 pH也相

对敏感，易受到影响。本研究羽毛粉组的
!" #$%&'#%!

()'*+

类群比例高于其他组，可能与该组 pH较高有

关；同时该组
!,+'-./)% #%'(%$)+

类群也显著高于其他

组，可能由于该菌为乙酸利用菌，与纤维降解菌有交

互饲喂关系，而相应性提高所致。淀粉降解菌
!"

-/,0))

类群比例在 pH较低的鱼粉组最高，可能与其

对高精料、低pH的耐受性有关。另外，
!" -/,0))

、
!12

和 UnculturedThompsons46类群的变异较小，可能与

它们是常在的主要功能菌有关，如
!"-/,0))

即是一

类常见的瘤胃淀粉降解菌；但同样为常在的主要功
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号与
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号克隆迁徙率相同。数据肩标（
I

）指前面积数值为方差分析的
I

值。同行数据肩标相邻字母表示差异显著（
6 V $%$*

），相隔字母表示差

异极显著（
6 V $%$.

）。下表同
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能菌的
!" #$%&'#%()'*+

的变异度却较大，可能与其易

受到pH等多因素影响有关。而
!,+'-./)% #%'(%$)+

的

CV最大，可能是该菌与其他菌的交互饲喂关系，使

其易受代谢物及pH等因素的影响所致。

3.2 对原虫群体的影响 瘤胃原虫具有较大的条

件依赖性和环境适应性，研究发现舍饲期到放牧期

山羊瘤胃内毛虫占原虫总数由 95%降至 83%，而密

毛虫比例却有所提高。Hristov等[10]报道中等精料水

平转为高精料水平时，
0*1,2)*).3

从 89%上升到

91%，中等精料水平存在的其他种属却未能检出。本

研究也发现部分种属原虫组间差异显著。其中鱼粉

组的
4+,1))(5%

比例高于羽毛粉组，可能是由于该属

原虫以降解可溶性蛋白为主，并可被可溶性蛋白刺

激生长，而据 CNCPS体系对饲料蛋白质的划分，鱼

粉所含的在零时间点可迅速溶解的组分 A即较高

所致。
6*1,2)*).3

在瘤胃蛋白降解中起主要作用，其

67(%.2%1.3

和
6"+)38$'9

有较高的 deaminase活性。

本研究中鱼粉组氨氮浓度比豆粕组低，其
6*1,2)*).3

比例低于后者可能就是原因之一；另外
4+,1))(5%

属

原虫可降低氨氮浓度，该组中该属比例高也是其氨

氮浓度低的原因之一。但 Ivan等[11]研究表明，
6*1,!

2)*).3

使青贮玉米氨氮浓度增加，却没有使豆科牧

草有显著变化，所以原虫对不同的蛋白质底物的作

用不同。本研究中羽毛粉和玉米蛋白粉两种抗性蛋

白情况也有所不同，前者
6*1,2)*).3

比例同样也高

于后者，但其氨氮浓度却低于后者，这可能是与其底

物蛋白质的特异性有关（本研究中所选用的蛋白质

饲料其结构与降解性能差异都较大）。这也正说明

了微生物与底物间互作所导致的其类群变化和瘤胃

N代谢的复杂性，而对此尚需进一步开展试验进行

研究。

4组原虫的 SSCP指纹图谱特征及组间相似性

程度有广泛不同，与细胞计数的结果一致地表明原

虫群体受到了蛋白质源的影响。但本试验并未对其

图谱的条带做类似细菌的克隆测序与扫描分析，仅

是通过细胞形态分类计数检测其群体结构组成。与

遗传指纹相比，形态分类凸显了2个弊端：其一是主

观性较强；其二是所分辨的种类较少（细胞计数的 5

个属＆SSCP的20个条带）。因此，下一步应对其指

纹图谱进行深入的遗传分析以求建立更为简单、客

观而又有效的研究瘤胃原虫的群体结构特征的分子

方法。

3.3 原虫与细菌的互作 瘤胃原虫与细菌间形成

了捕食者与猎物的捕食关系，使得它们之间相互依

存和制约，表现为群体数量的消长变化。部分研究

也表明，原虫的部分或完全驱除可使细菌增加甚至

2倍的量。Nhan等[12]报道细菌密度有伴随原虫密度

下降而提高的趋势。本研究中豆粕组原虫蛋白量比

鱼粉组低，而细菌蛋白量比鱼粉组高，原虫与细菌群

体量的消长除了日粮特性的影响外，可能还与其类

群间功能或营养上的互作有一定的关系。如
6*1,!

2)*),3,/85)2

利用乳酸可防止 pH的下降，而利于纤

维素降解菌的生长，而
:,$,1/)(5

则产生乳酸，不利

于纤维素菌发酵。Ghorban等[13]报道
6*1,2)*).3

的显

著增加伴随着部分种类细菌如
;1/" -,&)+

、
<3=$,$=1)(

-%(1'/)%

等的显著下降。在本研究中羽毛粉组的内毛

虫最高，该组
!" #$%&'#%()'*+

类群也显著高于其他 3

组，可能与他们营养生理上的协作有一定的关联。

瘤胃微生物类群组成较为复杂，各种日粮条件下其

类群间的互作关系更是复杂多变，这在一定程度上

影响了对瘤胃微生态营养的有效调控。因而进一步

探讨和掌握瘤胃微生物类群间的互作关系和其群体
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EffectsofDietaryProteinSourcesonBacterialandProtozoalCommunityStructureinGoatRumen

!"#$ %&'()*+,- ./01 2,3')*+34- 567 8,'(- 9:1$ .+;)+4'(-87 5,)+;3,- !<1$ /4'()=4'(

>

?@4AA&(& 4B <',C3A .D,&'D& 3'E F&D+'4A4(G- 83'(*+4; 7',H&=I,JG- 23'(I; 83'(*+4; KKLMMN- @+,'3O

Abstract:!
F+& 4PQ&DJ,H&I 4B J+,I R3R&= S&=& J4 ,'H&IJ,(3J& J+& &BB&DJ 4B R=4J&,' I4;=D&I 4' =;C&' C,D=4P,3A R4R;A3J,4'-

,'DA;E,'( P3DJ&=,3 3'E R=4J4*43T U4;= (43JI B,JJ&E S,J+ =;C&' D3'';A3I- S&=& ;I&E ,' 3 V!V 53J,' IW;3=& E&I,('T <'E

B4=C;A3 E,&JI S&=& E,H,E&E ,'J4 V (=4;RI 3DD4=E,'( J4 J+&,= ',J=4(&' I4;=D&I- S+,D+ S3I B&3J+&= C&3A ?<O- D4=' (A;J&' C&3A

?XO- I4GP&3' C&3A ?YO- 3'E B,I+ C&3A ?9O - =&IR&DJ,H&AGT F+& DA4','( 3'E I&W;&'D& 3'3AGI,I- ..YZ B,'(&=R=,'J- 3'E D&AA)

D4;'J,'( J&D+',W;&I S&=& 3RRA,&E ,' J+,I IJ;EGT F+& =&I;AJI I+4S&E J+3J I,(',B,D3'J E,BB&=&'D&I S&=& B4;'E ,' I&H&=3A [,'EI

4B P3DJ&=,3- I;D+ 3I !"#$%&'#%()'*+, !"-./0)), !12, !/+'-3.)% #%'(%$)+- 7'D;AJ;=&E F\\/]MUV^- 7'D;AJ;=&E $_<1FVK-

3'E 3' ;'['4S' (=4;R- 3'E 3AI4- J+&=& S&=& C3=[&E E,BB&=&'D&I ,' V R=4J4*43A (&';I&I- I;D+ 3I 4*5/6)*)307 48)6)*)30-

98:.;/+(/$'<,

and!
=+/5.)(:)6%'- 3C4'( R=4J&,' I4;=D&IT 6' D4'DA;I,4'- J+& R=4J&,' I4;=D&I +3E ,CR4=J3'J &BB&DJI 4'

=;C,'3A P3DJ&=,3A 3'E R=4J4*43A D4CC;',JG IJ=;DJ;=&T

Keywords:!
R=4J&,' I4;=D&I` =;C&'` P3DJ&=,3` R=4J4*43` D4CC;',JG IJ=;DJ;=&` (43J

结构的变化规律，可为更好地调控瘤胃发酵和微生

物蛋白合成提供必要的科学依据。

! " #

蛋白质源对瘤胃微生物类群有显著影响，细菌

的
!"#$%&'#%()'*+

、
!"-./0))

、
! >2

、
!/+'-3.)% #%'(%$)+

、

UnculturedT33H60F48、UnculturedGRANT42及 1个

尚不能定性的类群在蛋白质处理间差异显著；原虫

的内毛虫、前毛虫、头毛虫、等毛虫在处理间有显著

差异。
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