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摘　要：本文主要研究乙酸与丙酸比（乙／丙）对体外瘤胃液挥发性脂肪酸发酵模式及微生物群
体多样性的影响。试验以４头瘤胃瘘管山羊提供瘤胃液，设 ４个处理，培养底物乙／丙分别为
３０∶７０、５０∶５０、７０∶３０和１００∶０。测定培养液中挥发性脂肪酸的浓度的变化，并通过单链构象多态
性（ＳＳＣＰ）图谱检测细菌和原虫的群体多样性。结果表明：培养液乙酸浓度以１００∶０组最高，显
著高于其他３组（Ｐ＜０．０５），５０∶５０组最低；丙酸浓度以３０∶７０组最高，显著高于５０∶５０和７０∶３０
组（Ｐ＜０．０５）；丁酸的浓度３０∶７０组显著高于７０∶３０组（Ｐ＜０．０５）；各组培养液乙／丙均接近３∶１，
３０∶７０组显著低于７０∶３０和１００∶０组（Ｐ＜０．０５）。细菌 ＳＳＣＰ图谱显示，５０∶５０组条带数最多，
１００∶０组条带数最少；原虫的 ＳＳＣＰ图谱以１００∶０组条带数最多，３０∶７０组条带数最少。细菌、原
虫的 ＳＳＣＰ图谱皆以５０∶５０和７０∶３０组图谱间相似性指数为高。总之，乙／丙对培养液挥发性脂
肪酸模式、细菌或原虫的群体多样性都存在影响。
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　　瘤胃微生物在反刍动物消化生理中至关重
要。碳水化合物在反刍动物瘤胃中被微生物降解

为挥发性脂肪酸（ＶＦＡ），ＶＦＡ可提供机体可消化
能的７０％ ～８０％［１］。ＶＦＡ包括甲酸、乙酸、丙酸、
丁酸、异丁酸、戊酸、异戊酸和己酸等。乙酸、丙酸

和丁酸约占瘤胃发酵 ＶＦＡ总产量的９５％，也是机
体代谢最为重要的几种 ＶＦＡ。丁酸在瘤胃液中含
量相对较低（１０％左右），而且可由乙酸转化；乙酸
和丙酸是饲料在瘤胃内发酵产生的两大主要有机

酸，饲料的种类和微生物的区系不同，发酵产生乙

酸与丙酸比（乙／丙）也不同，如非结构性碳水化合
物在瘤胃中的发酵率很高，产生 ＶＦＡ总量也较
多，但乙／丙较低，而粗饲料则相反。因此，瘤胃液
乙／丙可反映饲料在瘤胃中的发酵模式；同时，
ＶＦＡ又为微生物发酵底物和合成微生物蛋白质
（ＭＣＰ）提供能量和碳架。鉴于微生物生长对底物

的选择性［１］，乙／丙也会影响微生物蛋白质的合成
以及不同区系瘤胃微生物（细菌、原虫等）的群体

结构，进而影响整个机体的消化与营养代谢［２］。

迄今为止，国内外尚未见通过体外培养研究乙／丙
影响瘤胃微生物 ＶＦＡ发酵模式以及原虫、细菌群
体多样性的报道。为此，本研究设置４种乙／丙进
行人工模拟瘤胃体外发酵试验，旨在研究瘤胃液

乙／丙对微生物发酵模式及群体多样性的影响，以
期为反刍动物瘤胃微生物营养代谢调控的研究提

供基础性资料。

１　材料与方法
１．１　供瘤胃液动物及瘤胃液的采集
　　试验在扬州大学实验农牧场进行。选用４只
健康、体重（３７．６±１．３）ｋｇ、安装有永久性瘤胃瘘
管的徐淮山羊羯羊作为瘤胃液供体。单圈饲养，
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以（玉米 ＋豆粕）∶羊草为３０∶７０作为饲粮，日给料
干物质质量为体重的２％，０８：００和２０：００分２次
等量饲喂，自由饮水。

　　通过瘤胃瘘管，利用自制真空负压装置，在晨
饲前从４头山羊瘤胃内各采约１５０ｍＬ瘤胃液，过
４层纱布，滤液装于预先通有 ＣＯ２并３９℃预热的
灭菌生理盐水瓶中，将所有瘤胃液混合均匀，３９℃
水浴保温送回实验室待用。

１．２　试验设计
　　试验按培养底物乙／丙不同分为４组，Ａ、Ｂ、Ｃ
和Ｄ组乙／丙分别为３０∶７０、５０∶５０、７０∶３０、１００∶０，各
组能量水平一致。

１．３　体外培养
　　培养底物配制方法如下：体外培养试验开始
前３０ｍｉｎ，按表１的体积取乙酸和丙酸溶于２０ｍＬ
水中，用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调 ｐＨ为７．０，再加人工唾
液盐（配制参考 Ｍｅｎｋｅ等［３］的方法）至 ８０ｍＬ为
乙酸、丙酸混合液，３９℃水浴待用。
　　三角瓶经紫外线灭菌３０ｍｉｎ后加入１ｇ酪蛋
白；再在各瓶中分别加入按不同比例混合好的乙

酸、丙酸混合液８０ｍＬ（预先通 ＣＯ２至饱和、３９℃
预热）；而后加入瘤胃液 ４０ｍＬ；塞好橡皮塞，通
ＣＯ２、３９℃、震荡（５０ｒ／ｍｉｎ）培养。每组各设３个
重复，另设１个不加底物的（仅含瘤胃液、人工唾
液盐）空白对照。体外培养方法参照 Ｍｅｎｋｅ等［３］

的方法进行。

表１　培养底物的组成及能量水平
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｅｎｅｒｇｙｌｅｖｅｌｓｏｆｃｕｌｔｕｒａｌｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

项目 Ｉｔｅｍｓ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

乙／丙 Ａｃｅｔａｔｅ／ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ ３０∶７０ ５０∶５０ ７０∶３０ １００∶０
原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
乙酸 Ａｃｅｔａｔｅ／ｍＬ ０．２８３ ０．５００ ０．７４４ １．１７４
丙酸 Ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ／ｍＬ ０．６６１ ０．５００ ０．３１９ ０．０００
酪蛋白 Ｃａｓｅｉｎ １．０００ １．０００ １．０００ １．０００
能量水平 Ｅｎｅｒｇｙｌｅｖｅｌｓ
能值 Ｅｎｅｒｇｙ／ｋＪ １７．８６ １７．８５ １７．８３ １７．８０
能氮比 Ｅｎｅｒｇｙ／ｎｉｔｒｏｇｅｎ／（ｇ／ＭＪ） ８．５１ ８．５２ ８．５３ ８．５４

１．４　样品采集
　　分别在培养后２、４、６、８、１０、１２、１６和２４ｈ各
采集 ２ｍＬ培养液，并 －２０℃冷冻保存，用于培养
液ＶＦＡ浓度的测定。培养结束后，取１０ｍＬ培养
液分装２个离心管，其中１管用于分离培养液的原
虫与细菌，分离后采用二苯胺显色法测定细菌、原

虫的 ＤＮＡ含量；另１管用于微生物 ＤＮＡ的提取，
提取得到的 ＤＮＡ进行群体多样性检测。
１．５　ＶＦＡ浓度测定
　　采用日本岛津 ＧＣ－１４Ｂ气相色谱仪按文献
［４］的方法进行测定。
　　色谱条件：毛细管柱 ＣＰＷＡＸ（３０ｍ ×
０．５３ｍｍ×１μｍ）；气化室 ２００℃，ＦＩＤ检测器
２００℃；柱温采用程序升温法，初温 １００℃，末温
１５０℃，升温速率 ３℃／ｍｉｎ，灵敏度为 １０，衰减为
２５；以巴豆酸为内标物。

　　培养液处理：培养液经１５０００×ｇ离心１０ｍｉｎ
后取上清液 １ｍＬ，加 ０．２ｍＬ２０％含 ６０ｍｍｏｌ／Ｌ
巴豆酸的偏磷酸，混匀后高速离心取上清液

０．４μＬ进样分析。
１．６　微生物分离及其 ＤＮＡ浓度测定
　　培养液微生物采用文献［５］的方法进行分离。
１）原虫：取培养液加等体积生理盐水３９℃水浴震
荡（１２５ｒ／ｍｉｎ）培养６０ｍｉｎ，并辅以搅拌；再经４层
纱布过滤，滤液离心（１５０×ｇ、１０ｍｉｎ），收集沉淀
为原虫，用生理盐水洗涤２次后用生理盐水悬浮，
－２０℃贮存待测。２）细菌：收集离心后的上清
液，再高速离心（１５０００×ｇ、１５ｍｉｎ），收集沉淀为
细菌，其余处理同原虫。

　　微生物 ＤＮＡ浓度测定采用二苯胺显色法、参
照赵亚华［６］的步骤。制备小牛胸腺 ＤＮＡ钠盐（上
海生工生物工程技术服务有限公司）标准溶液，绘

０３１２
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制以 ＤＮＡ浓度为横坐标、吸光度值为纵坐标的标
准曲线。取分离后的原虫或细菌样品，调整至线

性范围浓度后，２ｍＬ样品加 ４ｍＬ二苯胺试剂于
６０℃水浴中保温 １ｈ，使用 ７２２Ｎ型分光光度计
（上海精科）测定 ＯＤ５９５ｎｍ。计算公式：
ＤＮＡ浓度（ｍｇ／ｍＬ）＝根据标准曲线测得样品

ＤＮＡ浓度 ×稀释倍数 ×１０－３。
１．７　微生物遗传指纹分析
１．７．１　ＤＮＡ的提取
　　采用 Ｚｈｏｕ等［７］的冻融法提取细菌、原虫的

ＤＮＡ。采用７５６型紫外分析仪（天津普瑞斯）测定
所提取 ＤＮＡ的浓度和纯度，０．７％琼脂糖电泳检
测 ＤＮＡ片段大小。
１．７．２　ＰＣＲ
　　细菌用细菌 １６ＳｒＤＮＡ的 Ｖ３区兼并引物
Ｆ３３８与 Ｒ５１８进行 ＰＣＲ扩增［８］；原虫用纤毛虫

ｒＤＮＡ的 ＩＴＳ１区兼并引物 Ｆ１７３８与 Ｒ１９５１进行
ＰＣＲ扩增［９］，２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ扩增
产物大小，引物由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成。

表２　瘤胃微生物引物序列及参数
Ｔａｂｌｅ２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｏｆｒｕｍｅｎｍｉｃｒｏｂｅｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′
!

３′）
位置

Ｌｏｃａｔｉｏｎ
版本

Ｖｅｒｓｉｏｎ
产物大小

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ

细菌１６ＳｒＤＮＡＶ３
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ１６ＳｒＤＮＡＶ３

上游：ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ
下游：ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ

３３８
５１８

ＳＤＢ３３８ａＳ１７
ＳＤＢ５１８ｂＡ１７

１８１

原虫ｒＤＮＡＩＴＳ１
ＰｒｏｔｏｚｏａｌｒＤＮＡＩＴＳ１

上游：ＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧＴ
下游：ＡＣＴＴＣＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡ

１７３８
１９５１

ＳＤＰ１７３８ａＳ１８
ＳＤＰ１９５１ｂＡ１８

２１４

１．７．３　单链构象多态性（ＳＳＣＰ）检测与图谱分析
　　ＳＳＣＰ检测参考 Ｓｃｈｍａｌｅｎｂｅｒｇｅｒ等［１０］的方法，

图谱分析参照 Ｃａｒｒｉｑｏ等［１１］的方法。将 ＳＳＣＰ图
谱数字化，计算泳道（底物）间 Ｊａｃｃａｒｄ相似性指数
（Ｃｊ），公式为：

Ｃｊ＝ｊ／（ａ＋ｂ＋ｊ）。
　　式中：ｊ为２个泳道共有条带数；ａ和 ｂ为２个
泳道各自特有的带数。Ｃｊ反映了群落间物种组成
的相似性，本文中用 Ｃｊ代表２个泳道（样品）的组
带分布（即微生物群体结构）的相似程度。

１．８　统计分析
　　试验数据采用 Ｅｘｃｅｌ软件进行整理，用 ＳＰＳＳ
１６．０软件中的 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ过程进行分析和
Ｔｕｋｅｙ法进行多重比较。

２　结　果
２．１　底物乙／丙对培养液 ＶＦＡ浓度的影响
　　由表３可见，Ａ、Ｂ、Ｃ和 Ｄ组乙酸浓度平均值
分别为１２．０２、１１．４１、１３．７６和１７．８１ｍｍｏｌ／Ｌ。Ｄ
组乙酸浓度最高（Ｐ＜０．０５），显著高于其他３组。
其次为 Ｃ、Ａ组，Ｂ组最低。Ａ、Ｂ、Ｃ和 Ｄ组丙酸浓
度平均值分别为６．５０、４．３６、４．４０和５．６２ｍｍｏｌ／Ｌ，可

见 Ａ组丙酸浓度最高、Ｂ组最低（Ｐ＜０．０５）。Ａ、
Ｂ、Ｃ和 Ｄ组丁酸浓度平均值分别为 ３．３３、２．２６、
１．８８和２．１８ｍｍｏｌ／Ｌ，其中 Ａ和 Ｃ组间差异显著
（Ｐ＜０．０５）。
　　从动态变化来看，各种 ＶＦＡ浓度变化趋势相
似，随时间延长基本都呈上升趋势。Ｃ、Ｄ组中乙
酸浓度明显随培养时间延长而不断增加，而 Ａ、Ｂ
组则变化较为平缓，Ａ组在１６～２４ｈ阶段有所下
降。Ｂ组的丙酸浓度在培养后 ２ｈ时高于其他 ３
组，而后与其他组一样，基本呈现上升趋势；Ａ组
丙酸浓度除２ｈ外基本持续在较高水平变化，但在
１６～２４ｈ阶段也有所下降。丁酸浓度随培养时间
的变化规律和丙酸的变化趋势类似。

２．２　底物乙／丙对培养液该比例及原虫和细菌
ＤＮＡ浓度的影响
　　由表４可见，各组培养液乙／丙平均值在 ３∶１
左右，大致呈现出随底物乙／丙升高而升高的规
律，而且 Ａ组显著低于 Ｃ和 Ｄ组（Ｐ＜０．０５）。从
动态变化来看，培养液乙／丙随时间的波动变化较
为平缓。细菌 ＤＮＡ浓度以 Ｂ组最高、Ｃ和 Ｄ组次
之，Ａ组最低；原虫 ＤＮＡ浓度以 Ｂ组最高、Ａ组次
之，均显著高于 Ｃ和 Ｄ组（Ｐ＜０．０５）。
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表３　底物乙／丙对培养液ＶＦＡ浓度的影响
Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｃｅｔａｔｅｔｏｐｒｏｐｉｏｎａｔｅｒａｔｉｏｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ｖｏｌａｔｉｌｅｆａｔｔｙａｃｉｄｓｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ ｍｍｏｌ／Ｌ

项目

Ｉｔｅｍｓ
时间

Ｔｉｍｅ／ｈ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

乙酸

Ａｃｅｔａｔｅ

２ ５．８８±１．１１ ８．２５±２．１４ ７．６１±０．５５ ６．４０±０．３８
４ ７．１５±１．０６ ６．８９±０．６６ ８．４７±０．３８ ８．９３±０．０８
６ ９．９２±０．７１ １０．４６±２．５９ ８．５５±１．４８ １１．８７±０．６４
８ １２．００±１．６５ １１．３３±１．３３ １４．７０±４．２５ １５．７７±０．９２
１０ １３．６６±４．２８ １０．２７±２．８１ １３．８７±０．９４ １６．００±３．６４
１２ １７．５３±４．２８ １３．２６±２．４８ １７．３９±０．９３ ２０．８３±０．７０
１６ ２０．９８±０．５８ １８．２８±４．０１ １８．６４±０．３３ ２８．８９±２．１８
２４ １７．５１±３．６７ １９．５６±２．３０ ３０．７３±５．１５ ４７．２５±４．１１

平均值Ｍｅａｎ １２．０２±１．９８ｂ １１．４１±１．６６ｂ １３．７６±２．６８ｂ １７．８１±４．４６ａ

丙酸

Ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ

２ １．５４±０．２２ ４．１６±２．６７ １．９４±０．３０ １．８３±０．３５
４ １．８６±０．３４ １．７６±０．０７ １．８６±０．１９ ２．３６±０．２１
６ ３．１４±０．６９ ２．８０±０．９２ ２．３５±０．３８ ３．２２±０．２０
８ ５．７０±２．９３ ４．３６±１．０７ ４．４６±１．３８ ５．３２±０．５９
１０ ７．０８±１．７８ ２．８８±１．２６ ４．３１±０．１３ ５．２７±１．６９
１２ ９．５１±１．０８ ４．８４±１．７８ ５．７１±０．７７ ６．８７±０．８５
１６ １５．２３±１．８０ ７．６２±０．８６ ６．３６±０．１２ １０．６９±１．１６
２４ １２．８１±０．４５ ９．２７±０．１３ １０．８６±２．３８ １３．３１±１．８２

平均值Ｍｅａｎ ６．５０±１．６９ａ ４．３６±０．８７ｂ ４．４０±０．９９ｂ ５．６２±１．３６ａｂ

丁酸

Ｂｕｔｙｒａｔｅ

２ ０．９１±０．１２ ２．７８±１．７８ １．２５±０．２１ ０．９３±０．０１
４ １．１０±０．０５ １．０３±０．１０ １．０３±０．２１ １．１１±０．０７
６ １．８２±０．０２ １．５５±０．２２ １．３０±０．１５ １．３５±０．１６
８ ３．４１±０．８９ ２．３０±０．６８ １．８７±０．２６ ２．１０±０．２６
１０ ３．９４±０．２１ １．８８±０．４２ １．９３±０．０４ １．９７±０．５５
１２ ４．７７±１．５０ ２．８６±０．４２ ２．５２±０．１６ ２．６６±０．２３
１６ ７．４３±２．０９ ３．３７±０．１９ ２．６２±０．０７ ３．７２±０．２３
２４ ５．４５±０．８１ ３．４５±０．０２ ３．５２±０．５３ ４．９２±０．９８

平均值 Ｍｅａｎ ３．３３±０．７６ａ ２．２６±０．３４ａｂ １．８８±０．２９ｂ ２．１８±０．４６ａｂ

　　同行数据肩标相邻字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相间字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），相同或无字母肩标表示差异
不显著（Ｐ＞０．０５）。下表同。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈａｄｊａｃｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗｉｔｈａｌｔｅｒｎａｔｅｌｅｔｔｅｒｓｕ
ｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１），ｂｕｔｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｏｒｎｏｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞
０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

２．３　细菌和原虫 ＳＳＣＰ图谱分析
　　图１为瘤胃细菌、原虫区系的 ＳＳＣＰ图谱，图
谱上的条带反映了不同底物下培养液中的优势菌

群，条带的数量和位置的复杂性说明了菌群的多

样性。由细菌 ＳＳＣＰ图谱可见，Ｂ组条带数最多为
１６条，Ｄ组条带数最少为５条，Ａ、Ｂ、Ｃ和 Ｄ组都
有２条共有的优势条带 ａ和 ｂ；另外的２条优势带
ｃ和 ｄ为 Ｂ和 Ｃ组共有，而 Ａ和 Ｄ组没有。Ｊａｃ

ｃａｒｄ相似性指数表明，Ｂ和 Ｃ组的细菌图谱相似
性较高（０．５２），图谱中有１０条共有条带。
　　由原虫的 ＳＳＣＰ图谱可见，Ｄ组条带数最多为
１７条，Ａ组条带数最少为１０条。Ｂ和 Ｃ组分别为
１２、１１条，但 Ｂ和 Ｃ组条带灰度明显高于 Ｄ组。
Ａ、Ｂ、Ｃ和 Ｄ组共有 ２条优势条带 ｅ和 ｆ。原虫
ＳＳＣＰ指纹图谱也以 Ｂ和 Ｃ组间相似性指数较高
（０．５０）。
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１２期 尹召华等：乙酸与丙酸比对体外瘤胃液挥发性脂肪酸发酵模式和微生物群体多样性的影响

表４　底物乙／丙对培养液该比例和微生物ＤＮＡ浓度的影响
Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｃｅｔａｔｅｔｏｐｒｏｐｉｏｎａｔｅｒａｔｉｏｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｏｎｔｈｅｒａｔｉｏａｎｄｍｉｃｒｏｂｅｓＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ

项目

Ｉｔｅｍｓ
时间

Ｔｉｍｅ／ｈ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

乙／丙
Ａｃｅｔａｔｅ／ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ

２ ３．７９±０．１９ ２．８１±１．２９ ３．９７±０．３３ ３．５９±０．４８
４ ３．８６±０．１４ ３．９３±０．５２ ４．５９±０．２７ ３．８２±０．３７
６ ３．３７±０．９６ ３．８５±０．３５ ３．６３±０．０４ ３．６９±０．０３
８ ３．０６±１．８６ ２．６８±０．３５ ３．３２±０．０８ ２．９８±０．１６
１０ ２．０３±１．１６ ３．８８±０．７２ ３．２１±０．１２ ３．１４±０．３１
１２ １．８８±０．６７ ２．９５±０．５８ ３．０８±０．２５ ３．０９±０．４９
１６ １．４０±０．１３ ２．３７±０．２６ ２．９３±０．１１ ２．７１±０．０９
２４ １．３７±０．２４ ２．１１±０．２１ ２．８６±０．１５ ３．６６±０．８１

平均值 Ｍｅａｎ ２．５４±０．３３ｂ ３．０４±０．２３ａｂ ３．３２±０．２３ａ ３．２５±０．１５ａ

细菌ＤＮＡＢａｃｔｅｒｉａＤＮＡ／（ｎｇ／ｍＬ） ８．１０±０．７０ｃ １５．４０±１．７０ａ ９．８０±０．２０ｂ １１．００±１．４０ａｂ

原虫ＤＮＡＰｒｏｔｏｚｏａＤＮＡ／（ｎｇ／ｍＬ） ９．６０±１．３０ｂ ２５．４０±２．６０ａ ４．３０±０．４０ｃ ２．７０±０．４０ｃ

表５　瘤胃细菌、原虫的相似性指数矩阵
Ｔａｂｌｅ５　Ｔｈｅｍａｔｒｉｘｏｆｋｉｎｄｒｅｄｉｎｄｅｘｆｏｒｒｕｍｅｎｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｐｒｏｔｏｚｏａ

项目 Ｉｔｅｍｓ 组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ｂ组 ＧｒｏｕｐＢ Ｃ组 ＧｒｏｕｐＣ Ｄ组 ＧｒｏｕｐＤ

细菌 Ｂａｃｔｅｒｉａ
Ａ组 ＧｒｏｕｐＡ ０．３７ ０．４７ ０．３３
Ｂ组 ＧｒｏｕｐＢ ０．５２ ０．３９
Ｃ组 ＧｒｏｕｐＣ ０．４１

原虫 Ｐｒｏｔｏｚｏａ
Ａ组 ＧｒｏｕｐＡ ０．２５ ０．２９ ０．２７
Ｂ组 ＧｒｏｕｐＢ ０．５０ ０．４７
Ｃ组 ＧｒｏｕｐＣ ０．３３

３　讨　论
　　乙酸是反刍动物代谢所需能量的主要来源。
丙酸则是反刍动物重要的葡萄糖前体，丙酸型发

酵能为机体提供更多的能量，因而乙／丙影响能量
的利用率［１２］；同时，乙酸通过葡萄糖经磷酸戊糖途

径代谢和葡萄糖存在依赖关系。因此，通过调整

乙／丙可提高能量利用率。ＶＦＡ既是碳水化合物
在瘤胃的终产物，也是瘤胃微生物生长所需的重

要碳架和能量来源。乙酸和丙酸通过不同的代谢

途径提供瘤胃微生物生长所需要的营养物质和能

量，乙／丙不同，瘤胃微生物的群体结构也可能不
同，进而又导致发酵模式的不同，改变发酵产物

乙／丙。可见，底物与微生物间存在复杂的互作
关系。

　　本研究表明，培养液乙酸浓度以 １００∶０组最
高、丙酸浓度以３０∶７０组最高，这可能是由于１００∶０
组底物中乙酸浓度较高、而３０∶７０组底物中丙酸较
高，进而导致利用和代谢相应酸的某些种类微生

物增加，而使培养液中相应酸的比例较高所致。

而培养液乙酸和丙酸浓度皆以５０∶５０组最低，这可
能是由于该组微生物活性较高，生长繁殖较快对

底物的利用较多所致。这与本文所测定的细菌、

原虫 ＤＮＡ浓度在５０∶５０组最高相一致。另外，该
结果也与反映微生物多样性的图谱有一定的一致

性。例如５０∶５０组细菌 ＳＳＣＰ图谱条带数最多；
５０∶５０组原虫的条带数仅次于１００∶０组，而且该组
图谱中的条带灰度明显高于１００∶０组。这些结果
表明５０∶５０组细菌、原虫群体较为多样，而且群体量
也较大［１３］。进一步检测发现，细菌、原虫的 ＳＳＣＰ
图谱组间相似程度各有差异，但都以 ５０∶５０和
７０∶３０组图谱间相似性指数较高，表明了在一定的
比例范围内，底物接近则微生物的群体结构也相

近。以上结果说明底物对微生物有一定的影响，

可以通过底物或饲粮的改变来调控微生物的代

谢，进而调控机体消化代谢，与前人的研究有一定

的一致性［１４－１５］。例如 Ｔａｊｉｍａ等［１６］曾研究发现，

荷斯坦奶牛的饲粮从粗饲料突然转变为高精料情
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况下，瘤胃球菌消失，而乳酸利用菌成为优势菌

群；王梦芝等［９］报道的蛋白源不同微生物的种群

结构也不同。

图１　瘤胃细菌和原虫区系的ＳＳＣＰ分析
Ｆｉｇ．１　ＳＳＣＰａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｕｍｅｎ

ｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｐｒｏｔｏｚｏａ

　　动物采食饲料后，淀粉以及可溶性碳水化合
物在瘤胃中发酵产生 ＶＦＡ的速度较快，ＶＦＡ的浓
度增加。随着发酵的进行，瘤胃上皮对 ＶＦＡ吸收
的增加及向后部消化道流出速度的加快，引起瘤

胃中ＶＦＡ的浓度又开始下降。而与体内研究不同
的是，本批次培养为不连续培养，作为不连续发酵

装置，其产生的 ＶＦＡ不能够被瘤胃壁吸收和通过
后部消化道排出，因此随培养时间的延长，本试验

记录的 ＶＦＡ的产量逐渐升高。但在一定的范围
内，培养液具有一定的缓冲能力，不影响微生物的

正常发酵［１７］。而且除了 ＶＦＡ被吸收或排出，培养
液乙酸、丙酸的浓度也反映了发酵和微生物对

ＶＦＡ的利用情况，所以常常被用来进行机理研究。
至于乙／丙对瘤胃中微生物群体结构等影响还需
要进一步研究。

４　结　论
　　① 底物乙／丙为１００∶０时培养液乙酸浓度最
高，３０∶７０时丙酸浓度最高，５０∶５０时乙酸、丙酸浓
度均为最低。

　　② 细菌、原虫 ＳＳＣＰ图谱组间相似程度不同，
底物乙／丙为 ５０∶５０和 ７０∶３０时图谱间相似程度
最高。
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