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饲粮中不同水平单宁对绵羊瘤胃细菌、产甲烷菌
数量和古菌多样性的影响
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摘　 要： 本试验旨在研究饲粮中不同水平单宁对绵羊瘤胃细菌、产甲烷菌数量和古菌多样性的

影响。 试验选取 ４５ ｋｇ 左右、体况良好的绵羊 １５ 只，随机分为 ３ 组，分别为Ⅰ组（对照组，不含单

宁）、Ⅱ组（含 ２％单宁）和Ⅲ组（含 ４％单宁），每组 ５ 只羊。 预试期 １４ ｄ，正试期 ６０ ｄ。 于正试期

晨饲后 ６ ｈ 使用瘤胃液口腔采样器采集瘤胃液，提取微生物 ＤＮＡ，用实时荧光定量检测瘤胃细

菌和产甲烷菌数量，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 平台测定瘤胃古菌的多样性。 结果表明：１）Ⅱ组

和Ⅲ组总细菌、白色瘤胃球菌、溶纤维丁酸弧菌、产琥珀酸丝状杆菌数量显著低于Ⅰ组（Ｐ＜
０．０５）；Ⅱ组黄色瘤胃球菌数量显著低于Ⅰ组（Ｐ＜０．０５）；Ⅲ组产甲烷菌和甲烷短杆菌数量显著低

于Ⅰ组（Ｐ＜０．０５）。 ２）Ⅱ组和Ⅲ组 Ａｃｅ 指数显著低于Ⅰ组（Ｐ＜０．０５）；Ⅲ组香农指数显著低于Ⅰ
组（Ｐ＜０．０５）；Ⅲ组辛普森指数显著高于Ⅰ组和Ⅱ组（Ｐ＜０．０５），而Ⅱ组辛普森指数显著高于Ⅰ组

（Ｐ＜０．０５）。 综上得出，饲粮中含 ２％和 ４％的单宁降低了绵羊瘤胃中总细菌和产甲烷菌的数量，
也降低了绵羊瘤胃古菌菌群丰度和多样性。
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　 　 内蒙古自治区是畜牧业大省，绵羊和山羊存

栏数均居于全国前列。 近年来由于过度放牧造成

了严重的土地荒漠化。 草食动物的饲养方式也由

之前的放牧逐渐转变为舍饲或半舍饲，这使草食

动物养殖对粗饲料的需求量逐渐增加。 我国北方

地区的灌木植被较丰富，有开发为粗饲料的潜力。
柠条作为一种灌木类植物在内蒙古自治区分布广

泛，且营养价值较高。 营养期的柠条营养价值高

于 ３ 级苜蓿草粉，其粗蛋白质、粗脂肪和矿物元素

含量较丰富，而且氨基酸组成较为平衡，是优良的

非常规饲料资源之一［１］ 。 近年来，国内外研究人

员对开发柠条作为新型饲料资源的可行性开展了

相关的研究。 柠条中富含单宁，单宁是植物饲料

的抗营养因子，也是将柠条开发为饲料资源的限

制性因素。 单宁作为植物进化过程中由碳水化合

物衍生出来的一种自我保护性物质，是植物与环

境相互作用的产物［２］ 。 单宁按结构可分为水解单

宁和缩合单宁两大类［３］ 。 单宁在瘤胃中与消化酶

和蛋白质结合形成沉淀，极大地降低了粗蛋白质

和纤维素在瘤胃中的降解率，减少了氮和甲烷的

排放量，增加了过瘤胃蛋白质含量，从而提高了氮

的利用效率［４］ 。 前人研究指出，单宁会改变瘤胃

发酵模式和微生物区系，也有减少反刍动物甲烷

排放的作用［５－６］ 。 周奕毅［７］研究指出，含单宁的茶

皂素通过改变湖羊瘤胃产甲烷菌数量而显著降低

甲烷产量。 产甲烷菌是专性厌氧菌，属于古菌域，
广域古菌界，宽广古生菌门，主要有氢营养型、甲
基营养型和乙酸营养型 ３ 种营养类型。 产甲烷菌



６ 期 丽　 丽等：饲粮中不同水平单宁对绵羊瘤胃细菌、产甲烷菌数量和古菌多样性的影响

可利用二氧化碳、甲酸、乙酸、甲胺和次甲胺等通

过一系列复杂的化学过程合成甲烷［８］ 。 甲烷的生

成既加剧温室效应，又造成能量损失。 一般来说，
以甲烷气体形式损失的能量占饲料总能量的 ７％ ～
１０％，反刍动物消化过程中约有 ２％的可消化能转

变成甲烷和热能被消耗［９］ 。 王卫云［１０］ 研究发现，
体外培养条件下添加单宁会抑制瘤胃纤维降解细

菌的生长，这种抑制作用随单宁浓度增加而增强。
Ｚｈｏｕ 等［１１］用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 高通量测序技术分析了单

宁酸对肉牛瘤胃细菌多样性的影响，结果表明添

加单宁酸对肉牛瘤胃细菌的相对丰度无显著影

响，但增加了细菌群落的多样性。 目前，国内外关

于单宁对瘤胃微生物区系影响的研究多是在饲粮

中添加单宁酸开展的，而不同来源的单宁其组成

可能有较大差异，对瘤胃微生物区系的影响可能

不尽相同。 而细菌数量和古菌群落结构与反刍动

物瘤胃内甲烷的生成密切相关。 因此，本研究以

柠条作为单宁来源研究饲粮中不同水平单宁对瘤

胃细菌、产甲烷菌数量和古菌多样性的影响，旨在

为柠条这一非常规饲料资源开发利用和减少反刍

动物生产中温室气体的排放提供科学依据。

１　 材料与方法
１．１　 试验设计

　 　 本试验采用单因素完全随机试验设计，试验

动物按照维持需要的 １．２ 倍饲养，按照《动物营养

参数与饲养标准》 ［１２］ 配制饲粮，根据饲粮单宁水

平分为 ３ 组，分别为Ⅰ组（对照组，不含单宁）、Ⅱ
组（含 ２％单宁） 和Ⅲ组 （含 ４％ 单宁）。 预试期

１４ ｄ，正试期 ６０ ｄ。
　 　 饲粮中的单宁由柠条提供，选用结荚期的柠

条，根据实测的柠条中缩合单宁含量确定Ⅱ组和

Ⅲ组饲粮中柠条的用量，３ 组饲粮按照等能等氮原

则配制，加工成全混合颗粒。 柠条的营养成分和

缩合单宁含量见王敬尧［１３］ 。 试验饲粮组成及营养

水平见表 １。

表 １　 试验饲粮组成及营养水平（干物质基础）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｉｅｔｓ（ＤＭ ｂａｓｉｓ） ％

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
玉米 Ｃｏｒｎ １２．８５ ２１．３５ ３１．３５
小麦麸 Ｗｈｅａｔ ｂｒａｎ １８．００ １３．００
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ６．００ ３．００ ６．００
羊草 Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｌｄｒｙｅ ４５．００ １５．００ ４．００
苜蓿 Ａｌｆａｌｆａ １５．００ ２５．００ １６．００
柠条 Ｃａｒａｇａｎａ ２０．００ ４０．００
石粉 Ｌｉｍｅｓｔｏｎｅ ０．５０
磷酸氢钙 ＣａＨＰＯ４ １．００ １．００ １．００
食盐 ＮａＣｌ ０．６５ ０．６５ ０．６５
预混料 Ｐｒｅｍｉｘ１） １．００ １．００ １．００
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００ １００．００ １００．００
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ２）

代谢能 ＭＥ ／ （ＭＪ ／ ｋｇ） ８．５０ ８．４２ ８．３４
粗蛋白质 ＣＰ １０．６７ １０．７１ １０．７５
中性洗涤纤维 ＮＤＦ ４０．３６ ４２．２７ ４４．０５
非结构性碳水化合物 ＮＳＣ ４６．８３ ４４．９７ ４２．６２
钙 Ｃａ ０．７９ ０．８４ ０．７８
磷 Ｐ ０．５３ ０．４７ ０．５６
淀粉 Ｓｔａｒｃｈ ２．５８ ２．２３ ２．４６

　 　 １）预混料为每千克饲粮提供 Ｔｈｅ ｐｒｅｍｉｘ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｐｅｒ ｋｇ ｏｆ ｄｉｅｔｓ：Ｓｅ ０．３０ ｍｇ，Ｃｕ ２５．００ ｍｇ，Ｆｅ ５５．００ ｍｇ，Ｉ
５．１０ ｍｇ，Ｍｎ ２５．００ ｍｇ，Ｓ ６０．００ ｍｇ，Ｚｎ １１６．００ ｍｇ，ＶＡ １８ ０００ ＩＵ，ＶＤ ３ ０００ ＩＵ，ＶＥ ５７６ ＩＵ。
　 　 ２）代谢能为计算值，其余为实测值。 ＭＥ ｗａｓ ａ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｖａｌｕｅ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅｓ．

３２７２
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１．２　 试验动物及饲养管理

　 　 选择体况良好、１ ～ １．５ 周岁、体重 ４５ ｋｇ 左右

的杜蒙杂交羯羊 １５ 只，随机分为 ３ 组，每组 ５ 只。
试验动物单笼饲养，自由饮水，统一驱虫。 每天

０９：００ 和 １７：００ 各饲喂 １ 次。
１．３　 样本采集

　 　 在正式试验期的第 １ 天晨饲后 ６ ｈ 使用口腔

采样器采集瘤胃液，经 ４ 层纱布过滤，分装于冻存

管内液氮速冻后于－８０ ℃保存。

１．４　 瘤胃细菌和产甲烷菌数量的测定

１．４．１　 微生物基因组 ＤＮＡ 的提取

　 　 瘤胃液基因组总 ＤＮＡ 的提取参照李子健［１４］

的十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法。 １．５％的凝

胶电泳检测 ＤＮＡ 的完整性，使用酶标仪测定粗提

ＤＮＡ 的浓度和纯度。
１．４．２　 目的基因的扩增

　 　 引物委托北京六合华大基因科技有限公司合

成，引物信息见表 ２。

表 ２　 瘤胃细菌和产甲烷菌 ＰＣＲ 扩增引物

Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｒｕｍｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ Ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′—３′）

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

扩增长度
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

总细菌
Ｇｅｎｅｒａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ

Ｆ：ＣＧＧＣＡＡＣＧＡＧＣＧＣＡＡＣＣＣ
Ｒ：ＣＣＡＴＴＧＴＡＧＣＡＣＧＴＧＴＧＴＡＧＣＣ ６０ １３０

白色瘤胃球菌
Ｒ．ａｌｂｕｓ

Ｆ：ＣＣＣＴＡＡＡＡＧＣＡＧＴＣＴＴＡＧＴＴＣＧ
Ｒ：ＣＣＴＣＣＴＴＧＣＧＧＴＴＡＧＡＡＣＡ ５４ １７５

黄色瘤胃球菌
Ｒ．ｆｌａｖｅｆａｃｉｅｎｓ

Ｆ：ＡＴＴＧＴＣＣＣＡＧＴＴＣＡＧＡＴＴＧＣ
Ｒ：ＧＧＣＧＴＣＣＴＣＡＴＴＧＣＴＧＴＴＡＧ ５７ １７３

产琥珀酸丝状杆菌
Ｆ．ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ

Ｆ：ＧＴＴＣＧＧＡＡＴＴＡＣＴＧＧＧＣＧＴＡＡＡ
Ｒ：ＣＧＣＣＴＧＣＣＣＣＴＧＡＡＣＴＡＴＣ ５６ １２１

溶纤维丁酸弧菌
Ｂ．ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ

Ｆ：ＧＣＣＴＣＡＧＣＧＴＣＡＧＴＡＡＴＣＧ
Ｒ： ＧＧＡＧＣＧＴＡＧＧＣＧＧＴＴＴＴＡＣ ６０ １２１

产甲烷菌
Ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓ

Ｆ：ＣＣＧＧＡＧＡＴＧＧＡＡＣＣＴＧＡＧＡＣ
Ｒ：ＣＧＧＴＣＴＴＧＣＣＣＡＧＣＴＣＴＴＡＴＴＣ ６０ １２９

甲烷短杆菌
Ｍｅｔｈａｎｅｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ

Ｆ：ＣＣＴＣＣＧＣＡＡＴＧＴＧＡＧＡＡＡＴＣＧＣ
Ｒ：ＴＣＷＣＣＡＧＣＡＡＴＴＣＣＣＡＣＣＡＧＴＴ ６０ １３０

　 　 ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬ，分别为 ＤＮＡ 模板

２ μＬ，上、下游引物各 １ μＬ，ＤＮＡ 连接酶 １２．５ μＬ，
无酶水 ８． ５ μＬ。 反应参数：９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ，
９５ ℃变性 ３０ ｓ，退火温度根据菌种设定 ４０ ｓ，７２ ℃
延伸 ４０ ｓ，４０ 个循环，７２ ℃ ５ ｍｉｎ，４ ℃保温。 扩增

产物用 １．５％的琼脂糖凝胶检测，使用胶回收试剂

盒回收目的片段。
１．４．３　 ＰＣＲ 产物的克隆

　 　 培养基的制备、载体的连接、阳性质粒转化及

蓝白斑筛选方法参见李子健［１４］ ，阳性菌落测序委

托北京六合华大基因科技有限公司，测序结果在

ＮＣＢＩ 上进行比对，相似度均达到 ９５％以上，质粒

提取试剂盒提取质粒，制作标准曲线。 提取的质

粒用酶标仪测定浓度和纯度，利用下列公式计算

拷贝数。

质粒拷贝数浓度（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）＝ ｛６．０２×
１０２３（ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｏｌ）×ＤＮＡ（ｎｇ ／ μＬ）×１０－９ ／
ＤＮＡｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）×６６０［ｇ ／ （ｍｏｌ·ｂｐ）］｝。

　 　 绝 对 定 量 前 将 样 品 浓 度 统 一 稀 释 到

１００ ｎｇ ／ μＬ，每个反应体系中加入同 Ｐｒｉｅｍｉｘ Ｔａｑ
相同量的荧光染料 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅱ。 将待测样品

的 Ｃｔ 值代入相应的标准曲线得到拷贝数，计算公

式如下：

拷贝数 ＝ＭＱ×Ｃ×ＶＤ
Ｓ×Ｖ

。

　 　 式中：ＭＱ 为根据标准曲线计算得到的拷贝

数；Ｃ 为样品基因组 ＤＮＡ 浓度（ｎｇ ／ μＬ）；ＶＤ 为熔

解基因组 ＤＮＡ 时所用去离子水的体积（μＬ）；Ｓ 为

ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应中所用 ＤＮＡ 的量（ ｎｇ）；Ｖ 为提取样

本基因组 ＤＮＡ 时瘤胃液的用量（ｍＬ）。

４２７２



６ 期 丽　 丽等：饲粮中不同水平单宁对绵羊瘤胃细菌、产甲烷菌数量和古菌多样性的影响

１．５　 瘤胃古菌多样性的测定

１．５．１　 ＤＮＡ 提取和 ＰＣＲ 扩增

　 　 ＤＮＡ 提取和 ＰＣＲ 扩增方法同 １．４，引物信息

见表 ３。
１．５．２　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 平台测序

　 　 测序工作委托上海美吉生物医药科技有限公

司进行，利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｍｉｓｅｑ ＰＥ ３００ 平台进

行测序。
１．６　 数据统计与分析

　 　 数据经 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 整理，运用 ＳＡＳ ９．０ 软件的

ＡＮＯＶＡ 过程进行单因素方差分析，多重比较检验

采用 Ｄｕｎｃａｎ 氏法，结果表示为平均值 ±标准差。
以 Ｐ＜０．０５ 作为差异显著性判断标准。

表 ３　 测序分析采用的引物信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ

项目

Ｉｔｅｍ
上游引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （５′—３′）
下游引物

Ｄｏｗｎｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （５′—３′）

扩增长度

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

古菌 Ａｒｃｈａｅａ ＴＧＹＣＡＧＣＣＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ ＹＣＣＧＧＣＧＴＴＧＡＶＴＣＣＡＡＴＴ ４６８ ５５

２　 结　 果
２．１ 　 饲粮中不同水平单宁对绵羊瘤胃细菌和

产甲烷菌数量的影响

　 　 从表 ４ 可以看出，Ⅱ组和Ⅲ组的总细菌、白色

瘤胃球菌、溶纤维丁酸弧菌、产琥珀酸丝状杆菌数

量显著低于Ⅰ组（Ｐ＜０．０５），Ⅱ组和Ⅲ组间无显著

差异（Ｐ＞０．０５）。 Ⅱ组黄色瘤胃球菌数量显著低于

Ⅰ组（Ｐ＜０．０５），Ⅰ组与Ⅲ组、Ⅱ组与Ⅲ组间无显著

差异（Ｐ＞０．０５）。 Ⅲ组产甲烷菌和甲烷短杆菌数量

显著低于Ⅰ组（Ｐ＜０．０５），Ⅰ组与Ⅱ组、Ⅱ组与Ⅲ组

间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

表 ４　 饲粮中不同水平单宁对绵羊瘤胃细菌和产甲烷菌数量的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔａｎｎｉｎ ｉｎ ｄｉｅｔｓ ｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ
Ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓ ｉｎ ｓｈｅｅｐ ｌｇ１６Ｓ ｒＤＮＡ 拷贝数

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

总细菌 Ｇｅｎｅｒａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ １３．１２±０．２１ａ １２．４２±０．３４ｂ １２．００±０．５６ｂ ０．００４ ８
白色瘤胃球菌 Ｒ．ａｌｂｕｓ ７．９９±０．２０ａ ７．３９±０．５４ｂ ７．２２±０．１９ｂ ０．０００ ９
黄色瘤胃球菌 Ｒ．ｆｌａｖｅｆａｃｉｅｎｓ ９．４１±０．４９ａ ８．８０±０．２９ｂ ９．１５±０．４９ａｂ ０．００３ ３
溶纤维丁酸弧菌 Ｂ．ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ ９．０４±０．１７ａ ８．６１±０．３２ｂ ８．４０±０．３１ｂ ０．０１６ ０
产琥珀酸丝状杆菌 Ｆ．ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ ９．９６±０．３０ａ ９．１１±０．３８ｂ ９．２０±０．４７ｂ ０．００２ ７
产甲烷菌 Ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓ ８．５２±０．６１ａ ７．８８±０．１８ａｂ ７．５３±０．４４ｂ ０．００５ １
甲烷短杆菌 Ｍｅｔｈａｎｅｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ８．９１±０．８０ａ ８．５８±０．３５ａｂ ７．９９±０．２７ｂ ０．００４ ０

　 　 同行数据肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相同或无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 下表同。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｒ
ｎｏ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

２．２ 　 饲粮中不同水平单宁对绵羊瘤胃古菌

多样性的影响

２．２．１　 饲粮中不同水平单宁对绵羊瘤胃古菌 α
多样性的影响

　 　 测序数据按最小样本序列进行抽平，经过质

量控制后各组瘤胃古菌的多样性指数见表 ５。 本

试验各组测序覆盖度均达到了 ０．９９，满足后续分

析要求。 从 １５ 个样本中共得到 ７０３ ９９６ 高质量的

古菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列，每个样本的平均 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ 数 目 为 ４６ ９３３， 各 组 间 无 显 著 差 异 （ Ｐ ＞
０．０５）。 平均分类操作单元（ＯＴＵ）数目为 １９，各
组间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。 Ⅲ组香农指数显著低

５２７２
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于Ⅰ组（Ｐ＜０．０５），Ⅰ组与Ⅱ组、Ⅱ组与Ⅲ组间无显

著差异（Ｐ＞０．０５）、Ⅰ组辛普森指数显著低于Ⅱ组

和Ⅲ组（Ｐ＜０．０５），其中Ⅱ组又显著低于Ⅲ组（Ｐ＜

０．０５）。 Ⅱ组和Ⅲ组 Ａｃｅ 指数显著低于Ⅰ组（Ｐ＜
０．０５），Ⅱ组和Ⅲ组间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。 各组

间 Ｃｈａｏ１ 指数无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

表 ５　 瘤胃古菌高通量测序质量控制与样品多样性指数

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｒｕｍｉｎａｌ ａｒｃｈｅａｅ

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 数目 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ ｎｕｍｂｅｒ ４８ １０９±３４１ ３ ４７ ３８３±２９３ ３ ４５ ３０８±５６０ ６ ０．９２９ ２
分类操作单元数目 ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ ２０．８０±３．４３ １９．４０±３．０９ １９．４０±１．４１ ０．８６７ ８
香农指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ０．９３±０．１３ａ ０．８３±０．１９ａｂ ０．６１±０．１８ｂ ０．０１３ ０
辛普森指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ０．４５±０．１０ｃ ０．５６±０．１１ｂ ０．７１±１．７８ａ ０．０１５ ２
Ａｃｅ 指数 Ａｃｅ ｉｎｄｅｘ ２６．８０±１．９３ａ ２０．１７±１．３７ｂ １８．０８±１．５３ｂ ０．０３３ ６
Ｃｈａｏ１ 指数 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ２２．６０±４．６０ ２１．０４±４．４０ ２１．４７±４．１０ ０．９１６ ２
覆盖度 Ｃｏｖｅｒａｇｅ ０．９９ ０．９９ ０．９９

２．２．２　 饲粮中不同水平单宁对绵羊瘤胃古菌 β
多样性的影响

２．２．２． １ 　 瘤胃古菌门、科、属水平上的物种组成

分析

　 　 各组间瘤胃古菌在门水平上的群落组成无显

著差异（Ｐ＞０．０５） （表 ６），各组优势菌门均为广古

菌门，其比例均在 ９８％以上。 在门水平上未分类

的菌门丰度有随单宁水平的增加而下降的趋势。
各组间瘤胃古菌在科水平上的组成无显著差异

（Ｐ＞０．０５），各组的优势菌科均为甲烷杆菌科。 在

科水平上热变形菌科和未分类的菌科丰度均有随

单宁水平的增加而下降的趋势。

表 ６　 瘤胃古菌在门、科水平上的物种比例（占总古菌比例大于 １％）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｒｕｍｉｎａｌ ａｒｃｈｅａ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ａｎｄ ｆａｍｉｌｙ ｌｅｖｅｌ （ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １％ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｒｃｈｅａ） ％

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

门

Ｐｈｙｌｕｍ
广古菌门 Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ ９８．９１±３．２３ ９８．９５±３．５３ ９９．０１±３．３３ ０．５５１ ６

未分类 Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ １．０９±０．１３ １．０５±０．３５ ０．８９±０．１１ ０．５１２ ６

科

Ｆａｍｉｌｙ

甲烷杆菌科 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ ９８．１４±３．１２ ９８．３０±３．５６ ９８．４０±３．２６ ０．６６３ ０
热变形菌科 Ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａｔａｌｅｓ＿Ｉｎｃｅｒｔａｅ＿Ｓｅｄｉｓ ０．７６±０．１５ ０．６５±０．１１ ０．６０±０．１１ ０．５２６ ３

未分类 Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ １．０９±０．１３ １．０５±０．１６ ０．０９±０．１３ ０．５１２ ６

　 　 在属水平上各样本中均为甲烷短杆菌属所占

比例最高（图 １）。 由图 １ 可知，在属水平上各组中

未分类的菌属所占比例较高，Ⅰ组和Ⅲ组甲烷杆

菌在纲以下未进行分类的菌属所占比例比Ⅱ
组高。
２．２．２．２　 瘤胃古菌菌群落组成主成分分析

　 　 图 ２ 为样本的 ＯＴＵ 水平偏最小二乘法判别分

析（ＰＬＳ⁃ＤＡ），样本点的空间距离代表样本间的距

离。 主成分 ＣＯＭＰ１ 和 ＣＯＭＰ２ 在样本差异性贡献率

上分别为 １１．０６％和 １２．０５％。 且各组均被 ＣＯＭＰ１ 和

ＣＯＭＰ２ 所分开，各组样本不具有相似性。

３　 讨　 论
３．１　 单宁对绵羊瘤胃细菌数量和甲烷生成的影响

　 　 反刍动物瘤胃微生物群落是一个复杂的整

体，瘤胃中饲粮的降解是在细菌、真菌、古菌、原虫

等微生物互相“协作”下完成的。 饲粮中添加单宁

会改变绵羊瘤胃中某些菌群数量。 Ｔａｎａ 等［１５］ 研

究表明，缩合单宁能够显著降低产甲烷菌数量。
张梅梅［１６］研究发现，饲粮中添加 ２％和 ６％的单宁

降低了瘤胃总细菌、产琥珀酸丝状杆菌、黄色瘤胃

球菌和产甲烷菌的数量。 赵薇等［１７］ 研究发现，在
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延边黄牛基础饲粮中添加 ３％不同相对分子质量

的缩合单宁，溶纤维丁酸弧菌和甲烷菌数量显著

降低，细菌数量呈下降趋势。 汪海峰［１８］指出，缩合

单宁可以改变微生物细胞形态结构。 本研究得

出，饲粮中添加 ２％和 ４％单宁显著降低了绵羊瘤

胃中总细菌、白色瘤胃球菌、溶纤维丁酸弧菌、产
琥珀酸丝状杆菌数量。 饲粮中添加 ２％单宁显著

降低了黄色瘤胃球菌数量，而添加 ４％单宁组黄色

瘤胃球菌数量也有下降趋势。 饲粮中添加 ４％单

宁显著降低了绵羊瘤胃中产甲烷菌和甲烷短杆菌

数量，而 ２％单宁组产甲烷菌和甲烷短杆菌数量也

有下降趋势。 本试验结果与上述研究结果一致，
其原因可能是单宁改变了瘤胃细菌和产甲烷菌细

胞的形态结构，使细胞壁塌陷、褶皱［１０］ 。 单宁对细

菌细胞膜的破坏以及结合蛋白质的能力也是导致

瘤胃细菌数量发生改变的主要因素之一。

图 １　 瘤胃古菌属水平上的群落组成

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒｕｍｉｎａｌ ａｒｃｈｅａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

图 ２　 瘤胃古菌 ＯＴＵ 水平 ＰＬＳ⁃ＤＡ
Ｆｉｇ．２　 ＰＬＳ⁃ＤＡ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ａｒｃｈａｅａ ａｔ ＯＴＵ ｌｅｖｅｌ

　 　 古菌作为瘤胃微生物不可或缺的一部分，其
作用不可忽视。 产甲烷菌属于古菌，甲烷是产甲

烷菌代谢的最终产物，瘤胃内的产甲烷菌通过共

生、黏附和伴生模式，分别从原虫、细菌和真菌中

摄取氢，保证氢营养型甲烷生成途径的顺利进行。
抑杀原虫和产氢细菌、竞争性结合氢和阻断氢生

成甲烷［１９］ 。 甲烷是重要的温室气体，也是新的清

洁能源。 反刍动物甲烷排放会导致能量的损失，
也会加重温室效应。 前人研究指出，反刍动物饲

粮中添加缩合单宁会减少甲烷的排放［２０］ 。 Ｗａｇ⁃
ｈｏｒｎ 等［２１］研究表明，饲粮中添加含单宁的豆科牧

草可以减少绵羊甲烷排放量。 Ａｎｉｍｕｔ 等［２２］ 研究

表明，在山羊饲粮中添加含缩合单宁的胡枝子会

减少甲烷的排放。 本课题组前期研究表明，柠条

来源的单宁可以降低绵羊甲烷排放［１３］ 。 本研究得

出，饲粮中添加 ４％单宁可以显著降低产甲烷菌和

甲烷短杆菌数量，饲粮中添加 ２％单宁也有降低产

甲烷菌和甲烷短杆菌数量的趋势。 这与上述研究

结果相一致，其原因是因为单宁通过减少绵羊瘤

胃中产甲烷菌数量而降低甲烷排放量。
３．２ 　 饲粮中不同水平单宁对绵羊瘤胃古菌

多样性的影响

　 　 瘤胃古菌作为瘤胃内微生物的一部分，对反

刍动物能量代谢有着积极的作用。 瘤胃古菌的多

样性与反刍动物甲烷的排放量密切相关。 辛普森

指数和香农指数表征微生物群落多样性，群落多

样性与辛普森指数呈负相关，与香农指数呈正相

关。 Ａｃｅ 指数和 Ｃｈａｏ１ 指数表征微生物群落丰度，
群落丰度与 Ａｃｅ 指数和 Ｃｈａｏ１ 指数均呈正相关。
Ｆｒａｎｚｏｌｉｎ 等［２３］研究了水牛瘤胃中甲烷菌多样性，
得出甲烷短杆菌属为水牛瘤胃甲烷菌的优势菌

属。 Ｓｔ⁃Ｐｉｅｒｒｅ 等［２４］发现反刍动物瘤胃甲烷菌以甲

烷短杆菌属为主，其次是甲烷球菌属和热源体属。
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Ｃｈｅｎｇ 等［２５］对山羊瘤胃产甲烷菌进行了多样性分

析，得出甲烷杆菌属为山羊瘤胃中主要的产甲烷

菌。 本研究得出，绵羊瘤胃古菌共分为 ６ 个属，各
组中占比最高的均为甲烷短杆菌属，这与以上研

究结果一致。 林波等［２６］ 研究指出，水牛瘤胃甲烷

菌在属水平上的组成不会随着饲粮精粗比的变化

而发生改变。 Ｓａｍｉｎａｔｈａｎ 等［２７］ 研究表明，缩合单

宁分子量的增加会显著降低黑头黄源肉牛瘤胃产

甲烷菌多样性。 Ｚｈａｏ 等［２８］ 研究表明，外界环境和

饲粮组成的变化并不会影响反刍动物瘤胃内甲烷

菌各水平上的组成。 本研究得出，饲粮中添加单

宁提高了绵羊瘤胃古菌辛普森指数，降低了香农

指数和 Ａｃｅ 指数，表明单宁降低了瘤胃古菌的群

落多样性和菌群丰度。 这与本试验得出的 ２％和

４％单宁组产甲烷菌菌群数量低于对照组的结果一

致。 结合本课题组前期研究发现的 ２％和 ４％单宁

组绵羊单位干物质采食量甲烷的排放量低于对照

组的结果［１３］ ，分析得出单宁可能通过改变瘤胃古

菌的群落结构影响产甲烷菌代谢路径减少瘤胃发

酵过程中甲烷的生成，其机制还有待进一步研究。

４　 结　 论
　 　 饲粮中含 ２％和 ４％柠条来源的单宁减少了绵

羊瘤胃细菌和产甲烷菌数量，降低了瘤胃古菌多

样性和菌群丰度。
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