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不同精粗比饲粮条件下奶牛瘤胃细菌
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摘　 要： 本研究旨在揭示不同精粗比饲粮条件下奶牛瘤胃细菌菌群结构的变化。 选择 ２４ 头健

康、体重相近、胎次相同、产后 ３ 周左右的中国荷斯坦奶牛，随机分为 ２ 组（每组 １２ 头），分别饲

喂高精粗比饲粮（６０ ∶４０，ＨＣ 组） 和低精粗比饲粮（ ４０ ∶ ６０，ＬＣ 组），试验期为 ４５ ｄ。 运用 １６Ｓ
ｒＤＮＡ高通量测序技术对奶牛瘤胃细菌菌群结构变化进行分析。 结果表明：１）ＨＣ 组奶牛瘤胃液

丙酸比例极显著高于 ＬＣ 组（Ｐ＜０．０１），乙酸 ／ 丙酸极显著低于 ＬＣ 组（Ｐ＜０．０１）。 ２）ＨＣ 组奶牛瘤

胃细菌操作分类单元数量极显著低于 ＬＣ 组（Ｐ＜０．０１）。 ３）ＬＣ 组的 Ａｃｅ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数显著

高于 ＨＣ 组（Ｐ＜０．０５），Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数极显著高于 ＨＣ 组（Ｐ＜０．０１）。 ４）ＬＣ 组奶牛

瘤胃中拟杆菌门、厚壁菌门、纤维杆菌门、疣微菌门、ＳＲ１、软壁菌门、ＴＭ７、黏胶球形菌门、迷踪菌

门丰度极显著高于 ＨＣ 组（Ｐ＜０．０１），ＨＣ 组奶牛瘤胃中变形菌门、螺旋菌门丰度极显著高于 ＬＣ
组（Ｐ＜０．０１）。 ５）ＬＣ 组奶牛瘤胃中纤维杆菌属、瘤胃球菌属、琥珀酸菌属、甲烷短杆菌属、ＢＦ３１１
丰度极显著高于 ＨＣ 组（Ｐ＜０．０１），丁酸弧菌属丰度显著高于 ＨＣ 组（Ｐ＜０．０５）；ＨＣ 组奶牛瘤胃

中密螺旋菌属、粪球菌属、Ｓｈｕｔｔｌｅｗｏｒｔｈｉａ 丰度极显著高于 ＬＣ 组（Ｐ＜０．０１），ｖａｄｉｎＣＡ１１ 丰度显著

高于 ＬＣ 组（Ｐ＜０．０５）。 由此可见，饲粮精粗比显著影响了奶牛瘤胃中细菌总数和多样性。 高精

粗比饲粮条件下，瘤胃中纤维降解菌的生长受到抑制，促进了瘤胃中产酸菌的增殖，从而改变了

瘤胃发酵模式。
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　 　 奶牛瘤胃是一个复杂的微生态系统，里面栖

息着厌氧真菌、细菌和原虫，这些复杂的微生物之

间通过相互作用、相互协调共同完成对饲料的降

解与发酵，除此之外，这些菌群还能够在免疫反应

和整体的健康水平方面发挥着重要的调节作

用［１］ 。 据有关报道，瘤胃中这 ３ 种主要的微生物

还存在数量上的差异，其中真菌的数量低于细菌

和原生动物（包括原虫在内），数量最多的是细菌，
因此细菌在瘤胃中发挥着主要的作用［２－４］ 。 大量

研究表明，瘤胃微生物的多样性及组成结构处于

一个动态的平衡中，这种动态的变化主要受饲粮

结构的影响［５－６］ 。 当饲喂高精料饲粮时，瘤胃中降

解淀粉和产酸菌属会显著增加，提高饲粮中淀粉

的降 解 速 率， 生 成 大 量 乳 酸 和 挥 发 性 脂 肪 酸

（ＶＦＡ），导致瘤胃 ｐＨ 下降，长期低 ｐＨ 会导致奶

牛患亚急性瘤胃酸中毒的概率增加［７］ ，改变奶牛

瘤胃微生态，影响瘤胃发酵功能，降低奶牛对饲粮

的利用和转化，降低生产性能［８］ 。 饲粮能够改变

瘤胃微生物区系，使得瘤胃发酵模式发生改变，进
而影响奶牛生产性能与健康。 因此，本研究旨在
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通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序的方法，研究不同精粗

比饲粮条件下奶牛瘤胃细菌多样性及菌群结构的

差异。

１　 材料与方法
１．１　 试验动物与设计

　 　 试验采用单因子完全随机试验设计，将 ２４ 头

体重相近，健康状态良好、胎次相同、产后 ３ 周左

右的中国荷斯坦奶牛随机分为 ２ 组（每组 １２ 头），
分别饲喂高精粗比饲粮（６０ ∶４０，ＨＣ 组）和低精粗

比饲粮（４０∶６０，ＬＣ 组），试验期为 ４５ ｄ。 根据 ＮＲＣ
（２００１）奶牛饲养标准配制饲粮，饲粮组成及营养

水平见表 １，采用 ＡＯＡＣ（１９９０） ［９］ 的方法测定粗

蛋白质含量，采用 Ｖａｎ Ｓｏｅｓｔ 等［１０］的方法测定中性

洗涤纤维含量，采用乙二胺四乙酸络合快速滴定

法（ＧＢ ／ Ｔ ６４３６—２００２）测定钙含量，采用钼黄显

色光度法（ＧＢ ／ Ｔ ６４３７—２００２）测定磷含量。 采用

全混合日粮（ＴＭＲ）饲喂方式，自由饮水。
１．２　 试验样品采集与处理

　 　 晨饲后 ２ ｈ，通过奶牛的口腔采集瘤胃液，４ 层

纱布过滤并分装至 ５ ｍＬ 离心管中，置于－８０ ℃冻

存备用。 瘤胃液氨态氮含量的测定参考冯宗慈

等［１１］的方法，瘤胃液 ＶＦＡ 含量的测定采用曹庆云

等［１２］的方法。 将过滤后的瘤胃液以 １０ ０００×ｇ 离

心 １０ ｍｉｎ；取离心后的瘤胃液 １ ｍＬ，加入现配

２５％的偏磷酸溶液 ２００ μＬ，再以 １０ ０００ ×ｇ 离心

１０ ｍｉｎ，然后使用气相色谱仪（ＧＣ－２０２０，武汉恒

信世纪科技）测定瘤胃液 ＶＦＡ 含量。
１．３　 试验样品的 ＤＮＡ 提取

　 　 利用 ＡｘｙＰｒｅｐ Ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｍｉｎｉ⁃
ｐｒｅｐ Ｋｉｔ 试剂盒（南京建成生物工程研究所）提取

试验样品 ＤＮＡ。
１．４　 ＰＣＲ 扩增引物

　 　 细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列的 Ｖ３＋Ｖ４ 区引物序列如

下：上游引物 ３４１Ｆ，５′－ＣＣＴＡＹＧＧＧＲＢＧＣＡＳＣＡＧ－
３′；下游引物 ８０６Ｒ，５′－ＧＧＡＣＴＡＣＮＮＧＧＧＴＡＴＣＴＡ⁃
ＡＴ－３′。
１．５　 测序

　 　 用带有条形码（ ｂａｒｃｏｄｅ）的特异引物扩增 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 序列的 Ｖ３＋Ｖ４ 区，将扩增的 ＰＣＲ 产物切胶

回收，用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ荧光计进行定量，将纯化的扩

增产物进行等量混合，连接测序接头，用 ＰＣＲ Ｆｒｅｅ 进

行构建文库，最终在 Ｉｌｌｕｍｉａ ＰＥ２５０ 上机测序。

表 １　 饲粮组成及营养水平（干物质基础）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ

ｄｉｅｔｓ （ＤＭ ｂａｓｉｓ） ％

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

ＬＣ ＨＣ

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
精料补充料 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ１） ２２．５００ ２３．３００
压片玉米 Ｔａｂｌｅｔ ｃｏｒｎ １３．８４０ ２６．５５０
甜菜颗粒 Ｂｅｅｔ ｇｒａｎｕｌｅｓ ２．０００ ４．５００
啤酒糟 Ｂｅｅｒ ｓｌａｃｋ １．５３０ ５．０００
苜蓿青贮 Ａｌｆａｌｆａ ｓｉｌａｇｅ ４．１２０ ２．０００
苜蓿干草 Ａｌｆａｌｆａ ｈａｙ １０．３２０ ３．０２０
全株玉米青贮 Ｗｈｏｌｅ ｃｏｒｎ ｓｉｌａｇｅ ４５．０６０ ３５．０００
脂肪酸钙 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃａｌｃｉｕｍ ０．０９０ ０．０９０
棕榈脂肪粉 Ｐａｌｍ ｆａｔ ｐｏｗｄｅｒ ０．１８０ ０．１８０
小苏打 ＮａＨＣＯ３ ０．１６６ ０．１６６
百霉清 Ｍｙｃｏｆｉｘ ｐｌｕｓ２） ０．０１４ ０．０１４
益康 ＸＰ Ｙｉｋａｎｇ ＸＰ３） ０．１３５ ０．１３５
尿素 Ｕｒｅａ ０．０４５ ０．０４５
合计 Ｔｏｔａｌ １００．０００ １００．０００
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ４）

粗蛋白质 ＣＰ １７．４２ １７．５０
产奶净能 ＮＥＬ ／ （ＭＪ ／ ｋｇ） ５．９４ ６．４８
钙 Ｃａ ０．７６ ０．７１
磷 Ｐ ０．４０ ０．４４
中性洗涤纤维 ＮＤＦ ３５．６５ ３１．２０

　 　 １）精料补充料主要原料：豆粕、棉籽粕、石粉、氯化钠、
维生素 Ａ、维生素 Ｄ３、硫酸铜、硫酸锰、硫酸锌。 产品主要

成分保证值：粗蛋白质≥２０％，赖氨酸≥０． ３％，钙 ０． ５％ ～
２．０％，总磷≥０．３％，氯化钠 ０．５％ ～ ２．０％，粗纤维≤１５％，粗
灰分≤１５％，水分≤１４％。 Ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ：ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ， ｓｔｏｎｅ ｐｏｗｄｅｒ， ＮａＣｌ， ＶＡ， ＶＤ３，
ＣｕＳＯ４， ＭｎＳＯ４， ＺｎＳＯ４ ． Ｇｕａｒａｎｔｅｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｃｏｍｐｏ⁃
ｎｅｎｔｓ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔ： ＣＰ ≥ ２０％， Ｌｙｓ ≥ ０．３％， Ｃａ ０． ５％ ｔｏ
２．０％， ＴＰ≥０．３％， ＮａＣｌ ０．５％ ｔｏ ２．０％， ＣＦ≤１５％， ａｓｈ≤
１５％， ｍｏｉｓｔｕｒｅ≤１４％．
　 　 ２）百霉清为霉菌毒素脱毒剂，主要由菊苣、海藻酸钠、
硅藻土、黏土组成。 Ｍｙｃｏｆｉｘ ｐｌｕｓ ｗａｓ ａ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ ａｇｅｎｔ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ ｃｈｉｃｏｒｙ， ｓｏｄｉｕｍ
ａｌｇｉｎａｔｅ， ｄｉａｔｏｍｉｔｅ ａｎｄ ｃｌａｙ．
　 　 ２）益康 ＸＰ 为酵母培养物产品，主要成分为酵母培养

物。 Ｙｉｋａｎｇ ＸＰ ｗａｓ ａ ｙｅａｓｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｏｄｕｃｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｉｎ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｗａｓ ｙｅａｓｔ ｃｕｌｔｕｒｅ．
　 　 ４）产奶净能为计算值，其他营养水平为实测值。 ＮＥＬ

ｗａｓ ａ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｖａｌｕｅ， ｗｈｉｌｅ ｏｔｈｅｒ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓ⁃
ｕｒｅｄ ｖａｌｕｅｓ．

２４５５
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１．６　 序列分析

　 　 样品经 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序得到的 ＰＥ ｒｅａｄｓ 通过

Ｏｖｅｒｌａｐ 关系进行拼接得到 Ｔａｇｓ 序列，为了更好地

获得样品物种的多样性信息，首先对序列进行质

控和过滤，将得到的平均优质序列按照＞０．９７％的

相似度计算操作分类单元 （ＯＴＵ） 数量，然后对

ＯＴＵ 聚类、物种分类学、多样性指数、群落结构进

行统计分析。
１．７　 数据处理

　 　 对组间的 ＯＴＵ 数量、ａｌｐｈａ 多样性指标及 Ｒａｗ
Ｔａｇｓ、Ｃｌｅａｎ Ｔａｇｓ 数量先用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 进行数据预

处理，然后利用 ＳＡＳ ８．２ 中完全随机的方差分析，

并采用 ＬＳＤ 法进行差异显著性比较，Ｐ＜０．０５ 为差

异显著，Ｐ＜０．０１ 为差异极显著，０．０５≤Ｐ＜０．１０ 为

趋势显著。

２　 结果与分析
２．１　 不同精粗比饲粮对奶牛瘤胃发酵参数的影响

　 　 由表 ２ 可知，２ 组奶牛瘤胃液总挥发性脂肪酸

（ＴＶＦＡ）含量、乙酸比例均差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
ＨＣ 组奶牛瘤胃液丙酸比例极显著高于 ＬＣ 组（Ｐ＜
０．０１），乙酸 ／丙酸极显著低于 ＬＣ 组（Ｐ＜０． ０１）。
与 ＬＣ 组相比，ＨＣ 组奶牛瘤胃液氨态氮含量有增

加的趋势（Ｐ ＝ ０．０５２）。

表 ２　 不同精粗比饲粮对奶牛瘤胃发酵参数的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ ｔｏ ｒｏｕｇｈａｇｅ ｒａｔｉｏ ｄｉｅｔｓ ｏｎ ｒｕｍｅｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

ＬＣ ＨＣ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

总挥发性脂肪酸 ＴＶＦＡ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ７１．０７±５．１９ ７１．３８±６．３１ ０．８９８
乙酸 Ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ／ ％ ７９．７３±０．８５ ７３．７７±０．９４ ０．０８３
丙酸 Ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ ／ ％ ９．３７±１．２２Ａ １５．３５±１．５３Ｂ ０．００４
丁酸 Ｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ／ ％ １０．８５±０．８４ １０．５２±０．７２ ０．９４３
乙酸 ／丙酸 Ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ／ ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ ８．６８±１．３５Ｂ ４．９１±０．９９Ａ ０．００８
氨态氮 ＮＨ３ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｄＬ） １１．１６±１．５３ １８．９９±２．１２ ０．０５２

　 　 同行数据肩标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），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）， ａｎｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐ⁃
ｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０１）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｎｏ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞
０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

２．２　 瘤胃细菌 ＯＴＵ 聚类

　 　 利用 Ｍｏｔｈｕｒ ｖ．１．３４．０ 计算 ０．０３ 距离下（９７％
的相似度）的 ＯＴＵ 数量，由表 ３ 可知，ＨＣ 组奶牛

瘤胃细菌 ＯＵＴ 数量极显著低于 ＬＣ 组（Ｐ＜０．０１）。

表 ３　 瘤胃细菌 ＯＴＵ 数量

Ｔａｂｌｅ ３　 ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｂａｃｔｅｒｉａ

项目

Ｉｔｅｍ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

ＨＣ ＬＣ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

ＯＴＵ 数量 ＯＴＵ ｎｕｍｂｅｒ ７ ７１０±９４７Ａ ９ ４７６±５４３Ｂ ０．００１

２．３　 瘤胃细菌菌群多样性的变化

２．３．１　 ａｌｐｈａ 多样性分析

　 　 Ａｃｅ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数代表菌群丰富度，指数

越大表明物种总数越多；Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指

数代表菌群多样性，指数越大表明物种多样性越

高，各物种分配越均匀，而 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数代表不同

物种的概率，概率越接近于 １，表明物种多样性越

高。 由表 ４ 可知，ＬＣ 组的 Ａｃｅ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数显

著高于 ＨＣ 组 （ Ｐ ＜ ０． ０５），Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数极显著高于 ＨＣ 组（Ｐ＜０．０１）。

３４５５



　
动　 物　 营　 养　 学　 报 ３１ 卷

表 ４　 ａｌｐｈａ 多样性指数

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ａｌｐｈａ

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

ＨＣ ＬＣ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

Ａｃｅ 指数 Ａｃｅ ｉｎｄｅｘ ３７ ８３１．６８±６ １１１．３５ａ ４４ ４１０．２２±５ ５４４．３６ｂ ０．０２
Ｃｈａｏ１ 指数 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ３８ ９９４．９２±７ ０５４．５８ａ ４６ ５２４．７６±４ ８１６．８４ｂ ０．０１
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ８．３６±０．７２Ａ １０．８０±０．１３Ｂ ＜０．０１
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ０．８９±０．０４Ａ １．００±０．０１Ｂ ＜０．０１

２．３．２　 ｂｅｔａ 多样性分析

　 　 主坐标分析（ＰＣｏＡ）是通过考虑进化关系，将
进化结构中聚类相近的物种结合在一起，反映的

是样品间的差异，选取贡献率最大的第一主成分

和第二主成分进行作图展示，群落结构相似度高

的样品倾向于聚集在一起，群落差异很大的样品

则会距离较远。 由图 １ 可知，在第一主成分（贡献

率为 ８５．９％）时，ＨＣ 组和 ＬＣ 组之间分布距离较

远，组间的细菌多样性差异较大，ＨＣ 组奶牛瘤胃

样品细菌群落差异要小于 ＬＣ 组。

图 １　 细菌区系 ＰＣｏＡ 图

Ｆｉｇ．１　 ＰＣｏＡ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｓｔｒｉｃｔ

２．４　 奶牛瘤胃细菌菌群结构的变化

２．４．１　 门水平

　 　 本研究结果共涉及 ３３ 种细菌门，表 ５ 仅列出

了丰度较高的 １６ 个门。 由表 ５ 可知，ＬＣ 组奶牛

瘤胃中拟杆菌门、厚壁菌门、纤维杆菌门、疣微菌

门、ＳＲ１、软壁菌门、ＴＭ７、黏胶球形菌门、迷踪菌门

丰度极显著高于 ＨＣ 组（Ｐ＜０．０１），ＨＣ 组奶牛瘤胃

中变形菌门、螺旋菌门丰度极显著高于 ＬＣ 组（Ｐ＜
０．０１）；与 ＬＣ 组相比，ＨＣ 组广古菌门丰度有降低

的趋势（Ｐ ＝ ０．０７）。

表 ５　 细菌门水平丰度

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ％

门水平

Ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

ＬＣ ＨＣ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

拟杆菌门 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ２３．１５Ｂ １８．２７Ａ ＜０．０１
厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ １１．８９Ｂ ８．３４Ａ ＜０．０１
纤维杆菌门 Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ ４．９５Ｂ ０．９３Ａ ＜０．０１
变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ２．１２Ａ １７．４９Ｂ ＜０．０１
广古菌门 Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ １．４８ １．０６ ０．０７
螺旋菌门 Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ ０．７３Ａ １．２５Ｂ ＜０．０１
疣微菌门 Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ ０．５７Ｂ ０．０５Ａ ＜０．０１
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续表 ５

门水平

Ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

ＬＣ ＨＣ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

ＳＲ１ ０．４４Ｂ ０．２３Ａ ＜０．０１
软壁菌门 Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ ０．４４Ｂ ０．２９Ａ ＜０．０１
蓝藻门 Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ０．３３ ０．２９ ０．２６
ＴＭ７ ０．２７Ｂ ０．１６Ａ ＜０．０１
黏胶球形菌门 Ｌｅｎｔｉｓｐｈａｅｒａｅ ０．１２Ｂ ０．０１Ａ ＜０．０１
放线菌门 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ０．１６ ０．１２ ０．５０
迷踪菌门 Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ ０．０８Ｂ ０．０３Ａ ＜０．０１

　 　 利用 Ｍｅｔａｓｔａｔｓ 分析比较 ２ 组之间菌门差异，
由图 ２ 可知，ＬＣ 组奶牛瘤胃中纤维杆菌门、厚壁

菌门和拟杆菌门丰度较 ＨＣ 组明显增加，而 ＨＣ 组

奶牛瘤胃中变形菌门丰度较 ＬＣ 组明显增加。

　 　 Ｈ１～ Ｈ１２ 代表 ＨＣ 组的 １２ 个样品，Ｌ１ ～ Ｌ１２ 代表 ＬＣ 组的 １２ 个样品。 下图同。 Ｈ１ ｔｏ Ｈ１２ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ １２ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ＨＣ
ｇｒｏｕｐ， Ｌ１ ｔｏ Ｌ１２ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ １２ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ＬＣ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．
　 　 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 拟杆菌门；Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ 广古菌门；Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒｅｓ 纤维杆菌门；Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 厚壁菌门；Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ 变形菌

门；Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ 螺旋菌门；Ｏｔｈｅｒｓ 其他。

图 ２　 细菌门水平堆叠图

Ｆｉｇ．２　 Ｓｔａｃｋ ｄｉａｇｒａｍ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

２．４．２　 属水平

　 　 本研究结果共涉及 ２０６ 个细菌属，表 ６ 仅列出

了丰度较高的 １６ 个属。 由表 ６ 可知，ＬＣ 组奶牛

瘤胃中纤维杆菌属、瘤胃球菌属、琥珀酸菌属、甲
烷短杆菌属、ＢＦ３１１ 丰度极显著高于 ＨＣ 组（Ｐ＜
０．０１ ） ，丁 酸 弧 菌 属 丰 度 显 著 高 于 ＨＣ组 （ Ｐ ＜

０．０５）；ＨＣ 组奶牛瘤胃中密螺旋菌属、粪球菌属、
Ｓｈｕｔｔｌｅｗｏｒｔｈｉａ 丰度极显著高于 ＬＣ 组（Ｐ＜０． ０１），
ｖａｄｉｎＣＡ１１ 丰度显著高于 ＬＣ 组（Ｐ＜０．０５）；与 ＬＣ
组相比，ＨＣ 组奶牛瘤胃中 Ｍｏｒｙｅｌｌａ 丰度有降低的

趋势（Ｐ ＝ ０．０８）。
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表 ６　 细菌属水平丰度

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ％

属水平

Ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

ＬＣ ＨＣ

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

普雷沃式菌属 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ２９．５１ ３０．０５ ０．０５
密螺旋体属 Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ １．２８Ａ ２．４７Ｂ ＜０．０１
纤维杆菌属 Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ ９．９０Ｂ １．８５Ａ ＜０．０１
ｖａｄｉｎＣＡ１１ ０．７３ａ １．６２ｂ ０．０１
瘤胃球菌属 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ４．０１Ｂ １．６０Ａ ＜０．０１
粪球菌属 Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ ０．５８Ａ １．１７Ｂ ＜０．０１
丁酸弧菌属 Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ ０．９７ｂ ０．７９ａ ０．０２
琥珀酸菌属 Ｓｕｃｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍ １．７５Ｂ ０．７８Ａ ＜０．０１
ＹＲＣ２２ ０．９７Ｂ ０．６６Ａ ＜０．０１
Ｓｈｕｔｔｌｅｗｏｒｔｈｉａ ０．１３Ａ ０．５３Ｂ ＜０．０１
甲烷短杆菌属 Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ ２．１８Ｂ ０．４８Ａ ＜０．０１
ＣＦ２３１ ０．８６Ｂ ０．４０Ａ ＜０．０１
ＢＦ３１１ １．４６Ｂ ０．３１Ａ ＜０．０１
ＲＦＮ２０ ０．６８ ０．２１ ０．５０
鞘氨醇单胞菌属 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ０．１８ ０．１１ ０．８２
Ｍｏｒｙｅｌｌａ ０．１８ ０．１１ ０．０８

　 　 由图 ３ 可知，ＬＣ 组奶牛瘤胃中与纤维降解有

关的纤维杆菌属、瘤胃球菌属和丁酸弧菌属丰度

均明显高于 ＨＣ 组，与产酸有关的密螺旋体属丰度

明显低于 ＨＣ 组。

　 　 Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ 纤维杆菌属；Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ 甲烷短杆菌属；Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ 普雷沃式菌属；Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ 瘤胃球菌属；Ｓｕｃ⁃
ｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍ 琥珀酸菌属；Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ 密螺旋体属；Ｏｔｈｅｒｓ 其他。

图 ３　 细菌属水平堆叠图

Ｆｉｇ．３　 Ｓｔａｃｋ ｄｉａｇｒａｍ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ
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３　 讨　 论
３．１　 不同精粗比饲粮对奶牛瘤胃发酵参数的影响

　 　 瘤胃 ＶＦＡ 含量与饲粮结构紧密相关。 张瑞阳

等［１３］通过研究高精料饲粮对奶牛瘤胃发酵的影响

发现，高精料饲粮能够显著提高丙酸、丁酸比例和

ＴＶＦＡ 含量，对乙酸比例影响不显著，但乙酸 ／丙酸

显著降低，瘤胃 ｐＨ 极显著降低。 Ｍｅｒｃｈｅｎ 等［１４］ 通

过研究高精料饲粮和低精料饲粮对羯羊瘤胃发酵

指标的影响发现，ＴＶＦＡ 含量不受饲粮结构的影

响，但饲喂高精料饲粮瘤胃中乙酸比例呈降低趋

势。 Ｇｉｇｅｒ⁃Ｒｅｖｅｒｄｉｎ 等［１５］ 通过研究饲粮中精料水

平提高对瘤胃发酵参数的影响，结果发现随着精

料水平的提高，瘤胃 ＴＶＦＡ 含量及丙酸、丁酸比例

极显著增加，而乙酸比例极显著降低。 本试验结

果表明，与 ＬＣ 组相比，ＨＣ 组的 ＴＶＦＡ 含量增加，
乙酸比例降低，但均无显著差异；ＨＣ 组的丙酸比

例极显著增加，但乙酸 ／丙酸极显著降低。 综上所

述，随着饲粮中精粗比的增加，奶牛瘤胃发酵模式

发生改变，以丙酸发酵为主，提高了丙酸比例，但
降低了乙酸比例。
　 　 氨态氮也是反映瘤胃发酵指标的重要参数。
Ｓｅｒｍｅｎｔ 等［１６］通过改变饲粮中精料比例来研究饲

粮结构改变对泌乳中期山羊瘤胃发酵指标的影

响，结果表明，随着精料比例的增加瘤胃中氨态氮

含量呈降低趋势。 但郭盼盼等［１７］通过研究不同精

粗比饲粮对延边黄牛瘤胃发酵的影响，结果发现

随着饲粮精粗比的增加，瘤胃中氨态氮含量极显

著增加。 本试验结果表明，ＨＣ 组和 ＬＣ 组瘤胃液

氨态氮含量无显著差异，但随着饲粮精粗比的增

加，奶牛瘤胃液氨态氮含量呈现增加趋势。 造成

这种不一致的原因可能是由于饲喂饲粮的不同，
导致的饲粮中蛋白质水平不同，造成氨态氮含量

存在一定的差异。
３．２ 　 不同精粗比饲粮对奶牛瘤胃细菌菌群

多样性的影响

　 　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序技术利用其在不同菌

种中序列的多样性来鉴定菌种的类别［１８］ ，奶牛瘤

胃内栖息着主要包括细菌、真菌和原生动物（原

虫）在内的微生物［１９］ 。 通过瘤胃内微生物协合作

用，将饲粮中营养物质降解并利用，以维持机体的

需要和进行各种生命活动［２０］ 。 Ｊｉ 等［２１］ 研究表明，
饲喂高精料组的羔羊较低精料组在瘤胃细菌总数

上显著降低。 Ｂｅｎｃｈａａｒ 等［２２］ 研究表明，随着奶牛

饲粮中精料水平的增加，瘤胃中细菌数量显著降

低。 刘玉洁［２３］报道，高精料组山羊瘤胃菌群多样

性指数较低精料组降低。 本研究表明，高精料饲

粮条件下，奶牛瘤胃中细菌总数以及多样性显著

降低，与上述研究结果一致。 这表明瘤胃菌群多

样性和总数改变的主要原因是由于大量精料在瘤

胃中快速降解发酵，使得瘤胃 ｐＨ 大幅度降低，改
变了瘤胃发酵模式，抑制了奶牛瘤胃中不耐酸的

纤维降解菌等生长繁殖，打破了瘤胃中微生物的

稳态平衡，导致奶牛瘤胃中微生物的多样性和总

数下降。
３．３　 不同精粗比饲粮对奶牛瘤胃细菌菌群结构的

影响

　 　 对于反刍动物瘤胃细菌多样性及结构特性，
大量研究表明瘤胃细菌主要分布在拟杆菌门和厚

壁菌门中，并且在瘤胃发酵过程中起着至关重要

的作用。 Ｋｏｎｇ 等［２４］ 通过研究饲喂不同粗饲料对

奶牛瘤胃细菌菌群的多样性及结构的影响发现，
厚壁菌门和拟杆菌门占整个细菌门水平的比例较

大，这与 Ｄｅ Ｏｌｉｖｅｉｒａ 等［２５］ 研究结果一致。 有研究

表明，草食家畜中拟杆菌门是碳水化合物降解的

主要菌门，并且与摄入的纤维物质有直接的联系，
因此瘤胃中拟杆菌门丰度的高低与纤维物质降解

密切相关［２６］ 。 本试验结果表明，ＨＣ 组瘤胃中拟

杆菌门丰度较 ＬＣ 组极显著降低，说明低精粗比饲

粮下的瘤胃内环境更有利于促进瘤胃中细菌菌群

对纤维物质的降解。 厚壁菌门是动物胃肠道促进

纤维分解的主要菌群，能够提高动物对纤维素的

降解［２７］ 。 本研究表明，ＨＣ 组瘤胃中厚壁菌门丰

度较 ＬＣ 组极显著降低，说明高精粗比饲粮降低了

奶牛对纤维素的降解率。 变形菌门作为肠道菌群

失调的微生态的标志，其丰度的大量增加可以间

接表明胃肠道微生态的平衡失调［２８］ 。 本试验结果

表明，饲粮精粗比影响了瘤胃细菌菌群的结构组

成，影响了瘤胃内环境稳态平衡。 研究表明，黏胶

球形菌门与纤维二糖的降解密切相关，其与纤维

杆菌门均是绵羊瘤胃中的优势菌门，能够促进瘤

胃对纤维物质的降解［２９－３０］ 。 本试验结果表明，ＬＣ
组瘤胃中纤维杆菌门和黏胶球形菌门丰度较 ＨＣ
组极显著增加，说明低精粗比饲粮显著提高了纤

维素的降解率。
　 　 在属水平上，普雷沃氏菌属是瘤胃中广泛存
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在和数量最多的一类细菌属［３１］ 。 普雷沃氏菌属是

瘤胃中的优势菌群［３２］ 。 本研究发现，２ 组之间瘤

胃中普雷沃氏菌属丰度差异不显著，在 ２ 组中的

丰度均最高。 普雷沃氏菌具高活性的半纤维素降

解功能，当与纤维降解菌共培养时，能够提高其对

植物性半纤维素（果胶和木聚糖）的利用率，从而

促进瘤胃中纤维物质的降解［３３］ ，普雷沃氏菌属还

对植物中非纤维性多糖和蛋白质降解也具有重要

作用［３４］ 。 本研究发现，ＨＣ 组奶牛瘤胃中普雷沃

氏菌属丰度较 ＬＣ 组高，但无显著差异。 瘤胃球菌

属、纤维杆菌属、丁酸弧菌属、琥珀酸菌属均有降

解纤维物质的能力［３５－３６］ 。 本研究表明，ＬＣ 组奶牛

瘤胃中与纤维降解有关的纤维杆菌属、瘤胃球菌

属和丁酸弧菌属丰度均显著或极显著高于 ＨＣ 组。
通过瘤胃发酵参数可以看出，ＬＣ 组奶牛瘤胃液乙

酸 ／丙酸显著高于 ＨＣ 组，说明饲粮精粗比改变了

瘤胃发酵类型，通过瘤胃液氨态氮含量进一步可

以看出瘤胃微生物合成也存在一定变化，发酵类

型的改变主要源于饲粮精粗比对瘤胃中普雷沃氏

菌属、纤维杆菌属、瘤胃球菌属和丁酸弧菌属等主

要瘤胃细菌丰度的影响。 甲烷短杆菌属是产生甲

烷的主要菌群，有研究表明，随着饲粮中精料水平

的增加，甲烷产量显著降低［３７－３９］ 。 本试验结果表

明，ＨＣ 组的瘤胃中甲烷短杆菌属丰度较 ＬＣ 组极

显著降低，与上述研究结果一致。

４　 小　 结
　 　 ① 饲粮精粗比显著影响了奶牛瘤胃中细菌总

数和多样性。
　 　 ② 高精粗比饲粮条件下，瘤胃中纤维降解菌

的生长受到抑制，促进了瘤胃中产酸菌的增殖，从
而改变了瘤胃发酵模式。
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