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不同氮利用率山羊瘤胃细菌结构与组成的差异
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摘　 要： 本试验旨在研究不同氮利用率山羊瘤胃细菌结构与组成的差异。 以 ３０ 只山羊作为试

验动物，通过代谢试验，筛选出高氮利用率组（ＨＮＵ 组）和低氮利用率组（ＬＮＵ 组）的山羊个体。
屠宰采集 ＨＮＵ 组、ＬＮＵ 组每只山羊瘤胃内容物，用高通量测序技术分析比较组间瘤胃细菌结

构与组成的差异性，并用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对 ７ 种蛋白质分解菌进行定量分析和比较。 结

果表明：１）３０ 只山羊对饲料氮利用率存在明显的个体差异，ＨＮＵ 组和 ＬＮＵ 组的平均氮利用率

分别为（５６．６８±５．５４）％和（３４．２５±４．２１）％，组间差异极显著（Ｐ＜０．０１）。 ２）ＨＮＵ 组和 ＬＮＵ 组瘤

胃微生物的结构在属水平上有明显差异，ＨＮＵ 组普雷沃氏菌属 １（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ １）、解琥珀酸菌属

（Ｓｕｃｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍ）、ｐ⁃１０８８⁃ａ５＿ｇｕｔ＿ ｇｒｏｕｐ 的相对丰度显著低于 ＬＮＵ 组 （ Ｐ ＜ ０． ０５），毛螺菌科

ＸＰＢ＿１０１４肠道群（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＸＰＢ＿１０１４＿ｇｒｏｕｐ）、瘤胃球菌属 １（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ １）、瘤胃球

菌科 ＵＣＧ＿００４（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿００４）、瘤胃杆菌属（Ｒｕｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ）、Ｆａｍｉｌｙ＿ⅩⅢ＿ＵＣＧ＿
００２、厌氧支原体属（Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａ）的相对丰度显著高于 ＬＮＵ 组（Ｐ＜０．０５）。 ３）相关分析显示宿

主氮利 用 率 与 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ １、Ｒｕｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ、Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａ 的 相 对 丰 度 呈 显 著 正 相 关 （ Ｐ ＜
０．０５）。 ４）ＨＮＵ 组中溶纤维丁酸弧菌 （ Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ ＿ ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ）、产琥珀酸丝状杆菌属 （ Ｆｉ⁃
ｂｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｓ）和瘤胃球菌属＿ｓｐ．＿ＨＵＮ００７（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｓｐ．＿ＨＵＮ００７）数量显著高于

ＬＮＵ 组（Ｐ＜０．０５），而栖息瘤胃普雷沃氏菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ）、牛链球菌（ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｂｏ⁃
ｖｉｓ）、溶糊精琥珀酸弧菌（ Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ ｄｅｘｔｒｉｎｉｓｏｌｖｅｎｓ） 和黄色瘤胃球菌（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ｆｌａｖｅｆａ⁃
ｃｉｅｎｓ）数量在 ２ 组间没有显著差异（Ｐ＞０．０５）。 综上所述，不同氮利用率山羊瘤胃细菌的结构与

组成存在显著差异。
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　 　 畜牧业的发展在提高人们生活质量的同时也

带来了严重的环境污染。 由于畜禽对饲料氮的利

用率较低，动物生产中粪氮、尿氮的大量排放造成

的环境污染尤其严重。 相对于单胃动物，反刍动

物对饲料中氮的利用率更低［１］ 。 要治理动物生产

造成的氮污染，最理想的途径就是提高动物对饲

料氮的利用率，从源头上减少粪氮、尿氮的排放

量。 Ｈａｒｒｉｓｏｎ 等［２］和 Ｃａｌｓａｍｉｇｌｉａ 等［３］研究表明，在

不同的试验条件下，反刍动物的饲料氮利用率变

异范围很大，这说明其还有很大的提高空间。 虽

然前人做了很多努力，但截至目前，反刍动物对饲

粮氮的利用率整体并没有显著提高［４－５］ ，这说明人

们并没有全面认识和掌握影响反刍动物氮代谢的

关键因素。 因此，本试验通过对比氮利用率不同

的山羊瘤胃细菌结构与组成的差异性，研究了瘤

胃细菌与反刍动物氮利用率的关系，以期促进人
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们对影响反刍动物氮利用率因素的进一步认识，
为以后通过调控瘤胃微生物来提高动物氮利用率

奠定理论基础。

１　 材料与方法
１．１　 试验动物与饲粮

　 　 试验动物为 ３０ 只 １０ 月龄左右、平均体重为

（２４．４７±０．３８） ｋｇ 的雌性努比亚黑山羊。 试验期

间所有羊只单笼饲养，自由饮水，饲粮参照我国

《肉羊饲养标准》（ＮＹ ／ Ｔ ８１６—２００４）（体重 ２５ ｋｇ，
日增重 ０．１０ ｋｇ）进行配制，饲粮组成及营养水平

见表 １。 每日饲喂前将精料和粗料按比例称量，并
混合均匀。 每日 ０７：３０、１３：３０ 和 １８：３０ 分别饲喂

１ 次，每日饲喂量以山羊活体重的 ４％供给［６］ 。 每

天对每只羊的饲喂量、食入量和剩料量进行详细

记录。

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

ｔｈｅ ｄｉｅｔ （ＤＭ ｂａｓｉｓ） ％

项目

Ｉｔｅｍｓ
含量

Ｃｏｎｔｅｎｔ

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
玉米 Ｃｏｒｎ ３８．４７
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ４．５０
小苏打 ＮａＨＣＯ３ ０．４５
食盐 ＮａＣｌ ０．４５
碳酸钙 ＣａＣＯ３ ０．０８
磷酸氢钙 ＣａＨＰＯ４ ０．６０
预混料 Ｐｒｅｍｉｘ１） ０．４５
苜蓿草粉 Ａｌｆａｌｆａ ｍｅａｌ ２０．００
羊草 Ｌｅｙｍｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ３５．００
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ２）

代谢能 ＭＥ ／ （ＭＪ ／ ｋｇ） ９．３４
粗蛋白质 ＣＰ ９．７１
钙 Ｃａ ０．５２
磷 Ｐ ０．３３
酸性洗涤纤维 ＡＤＦ ２４．０７
中性洗涤纤维 ＮＤＦ ３６．１１

　 　 １）预混料为每千克饲粮提供 Ｐｒｅｍｉｘ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｈｅ ｆｏｌ⁃
ｌｏｗｉｎｇ ｐｅｒ ｋｇ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｅｔ： Ｆｅ （ ａｓ ｆｅｒｒｏｕｓ ｓｕｌｆａｔｅ） ４０ ｍｇ，Ｃｕ
（ａｓ ｃｏｐｐｅｒ ｓｕｌｆａｔｅ） １０ ｍｇ，Ｚｎ （ ａｓ ｚｉｎｃ ｓｕｌｆａｔｅ） ７０ ｍｇ，Ｍｎ
（ ａｓ ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｓｕｌｆａｔｅ） ４０ ｍｇ，ＶＡ ２ ９３７ ＩＵ，ＶＤ ３４３ ＩＵ，ＶＥ
３０ ＩＵ。
　 　 ２）代谢能为计算值，其余为实测值。 ＭＥ ｗａｓ ａ ｃａｌｃｕｌａｔ⁃
ｅｄ ｖａｌｕｅ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅｓ．

１．２　 试验设计与样品采集

　 　 试验由 ３０ ｄ 预试期和 ６ ｄ 代谢试验期组成。
代谢试验的第 １ 天晨饲前，对所有试验羊进行称

重，代谢试验期间收集每只羊排泄的全部粪尿，试
验结束后将 ６ ｄ 粪尿样品均匀混合。 代谢试验结

束后的次日晨饲前对羊只进行颈静脉采血，抗凝

处理后制备血浆，－２０ ℃保存备用。 随后将山羊

迅速屠宰，分离出瘤胃，测定瘤胃内容物 ｐＨ 后，迅
速用无菌容器采集每只山羊适量的瘤胃内容物，
一部分于－８０ ℃保存，用于测定细菌结构与组成；
另一部分经 ４ 层纱布过滤，将滤液置于无菌的离

心管中，放入液氮中暂时保存，取样结束后将其转

移到－８０ ℃冰箱中保存，用于瘤胃发酵指标的测

定。 根据采食量，饲粮、粪便和尿液样品中的氮含

量计算每只山羊对饲料的氮利用率［７］ ，计算公式

如下：
氮利用率（％）＝ １００×（食入的饲粮氮－

粪氮－尿氮） ／食入的饲粮氮。
　 　 然后统计 ３０ 只山羊对饲料氮利用率的平均

值和标准差，参照 Ｒａｍｏｓ 等［８］的方法，将氮利用率

大于平均值＋０．５ 倍标准差的山羊个体作为高氮利

用率组（ＨＮＵ 组），氮利用率小于平均值－０．５ 倍标

准差的个体作为低氮利用率组 （ ＬＮＵ 组），并对

ＨＮＵ 组和 ＬＮＵ 组的样品进行分析检测。
１．３　 样品分析

　 　 采用 Ｒｏｃｈｅ Ｃｏｂａｓ－８０００ｃ７０２ 型自动生化分析

仪测定血浆样品总蛋白（ ＰＴ）、白蛋白（ＡＬＢ）、尿
素（ＵＲ）、总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）、高密度

脂蛋白胆固醇 （ＨＤＬ⁃Ｃ）、低密度脂蛋白胆固醇

（ＬＤＬ⁃Ｃ）含量及谷丙转氨酶（ＧＰＴ）、谷草转氨酶

（ＧＯＴ）活性。
　 　 粪便样品中干物质（ＤＭ）、粗灰分（Ａｓｈ）、粗
蛋白质（ＣＰ）、中性洗涤纤维（ＮＤＦ）、酸性洗涤纤

维（ＡＤＦ）、钙（Ｃａ）、磷（ Ｐ）和粗脂肪（ＥＥ）含量的

测定参照张丽英［９］ 的方法进行。 尿液中 ＣＰ 含量

的测定参照粪便样品的测定方法。
　 　 瘤胃液中氨态氮 （ＮＨ３⁃Ｎ）、微生物蛋白质

（ＭＣＰ）和挥发性脂肪酸（ＶＦＡｓ）含量的测定：从
－８０ ℃冰箱中取出 ５０ ｍＬ 瘤胃液滤液样品，在冰

上进行解冻，然后 ４ ℃离心（１２ ０００×ｇ）１０ ｍｉｎ，取
上清液。 采用碱性次氯酸钠 －苯酚比色法测定

ＮＨ３⁃Ｎ 含量［１０］ ，采用考马斯亮蓝法测定 ＭＣＰ 含

量［１１］ ，采用气相色谱仪（Ｖａｒｉａｎ ＣＰ－３ ８００，美国）

２５６３
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测定 ＶＦＡｓ（乙酸、丙酸和丁酸）含量［１２］ 。
１．４　 细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序

　 　 瘤胃内容物样品放置于冰上解冻后，用无菌

的磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）反复冲洗内容物于纱布

上，通过漏斗将冲洗液引入新的无菌离心管中，将
得到的冲洗液 ４ ℃离心（１０ ０００×ｇ）１０ ｍｉｎ，收集沉

淀，用 ＴＩＡＮａｍｐ Ｂａｃｔｅｒｉａ ＤＮＡ Ｋｉ［天根生化科技

（北京）有限公司］提取瘤胃微生物总 ＤＮＡ，具体

步骤参照试剂盒说明书进行。 用带有 ｂａｒｃｏｄｅ 的

细菌通用引物 ５１５Ｆ 和 ８０６Ｒ［１３］ ，以获得的 ＤＮＡ 为

模板，对细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的 Ｖ４ 高变区进行 ＰＣＲ 扩

增，扩增得到的产物用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ’ ｓ ＨｉＳｅｑ ３００ＰＥ 平

台进行高通量测序。
　 　 针对高通量测序所获得的片段，经纯化、质
控，筛选掉那些低质量的序列，比如平均碱基质量

值小于 Ｑ２５、未知碱基数大于 ６、长度小于 ２００ ｂｐ
和大于 ５００ ｂｐ 的序列，然后调用 Ｕｓｅａｒｃｈ Ｖ７．０ 去

除嵌合体［１４］ ；得到高质量的片段后，在序列相似度

大于 ９７％的基础上，用 Ｕｃｌｕｓｔ 方法和 Ｆｕｒｔｈｅｓｔ 聚类

算法聚类为操作分类单元（ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ
ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵ），然后在每个 ＯＴＵ 的序列中选取相对

丰度最高的序列作为该 ＯＴＵ 的代表序列；将代表

序 列 与 ＳＩＬＶＡ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ａｒｂ⁃ｓｉｌｖａ． ｄｅ ／ ） 的

ＳＳＵｒＲＮＡ 数据库中的参考序列进行比对［１５－１６］ ，最
终生成 ＯＴＵ 物种注释表和各分类水平的物种相

对丰度表。 在上述数据分析的同时，使用 ＱＩＩＭＥ
Ｖ１．８．０ 软件计算 ａｌｐｈａ 多样性指数；用 ＱＩＩＭＥ Ｖ
１．８．０软件计算样品间的 Ｕｎｉｆｒａｃ 距离，并利用 Ｒ 软

件绘制样品间的主坐标分析（ＰＣｏＡ）图。

１．５　 瘤胃中蛋白质分解菌的实时荧光定量（ ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ）ＰＣＲ 分析

　 　 用 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣＦＸ９６）对瘤胃内

容物样品中产琥珀酸丝状杆菌（Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｕｃｃｉ⁃
ｎｏｇｅｎｅｓ）、溶纤维丁酸弧菌 （ Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ ｆｉｂｒｉｓｏｌ⁃
ｖｅｎｓ）、栖瘤胃普雷沃氏菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ）、
溶糊精琥珀酸弧菌（Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ ｄｅｘｔｒｉｎｏｓｏｌｖｅｎｓ）、
黄色瘤胃球菌（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ｆｌａｖｅｆａｃｉｅｎｓ）、牛链球

菌（ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｂｏｖｉｓ ） 和 瘤 胃 球 菌 属 ＿ ｓｐ． ＿
ＨＵＮ００７（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｓｐ．＿ＨＵＮ００７）７ 个与蛋白

质降解相关的细菌进行定量分析。 ＰＣＲ 的反应体

系为 ２５．０ μＬ（表 ２）。 参照 Ｓｔｕｂｎｅｒ［１７］ 的方法，用
含有目的片段的质粒作为标准质粒，绘制标准曲

线。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物见表 ３。

表 ２　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应体系

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ μＬ

试剂

Ｒｅａｇｅｎｔｓ
加样体积

Ｓａｍｐｌｅ ｖｏｌｕｍｅ

ＳｓｏＦａｓｔＴＭ Ｅｖａ Ｇｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ １２．５
上游引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ １．０
下游引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ １．０
ＤＮＡ 模板 ＤＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅ ５．０
双蒸水 ｄｄＨ２Ｏ ５．５
合计 Ｔｏｔａｌ ２５．０

　 　 ＰＣＲ 扩增程序：９８ ℃预变性 ３０ ｓ，１ 个循环；
９５ ℃变性 ５ ｓ，５８ ℃退火 ５ ｓ，７２ ℃延伸 ５ ｓ，４０ 个

循环；１ ｓｔｅｐ 熔解曲线信号采集。 荧光数据采集在

延伸结束时进行。

表 ３　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

项目
Ｉｔｅｍｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

瘤胃球菌属＿ｓｐ．＿ＨＵＮ００７
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｓｐ．＿ＨＵＮ００７

上游：ＡＧＧＣＧＧＧＡＣＴＧＴＡＡＧＴＣＡＧＡ
下游：ＡＣＧＣＡＴＴＴＣＡＣＣＧＣＴＡＣＡＣＴ ∗

产琥珀酸丝状杆菌
Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ

上游：ＧＧＣＧＧＧＡＴＴＧＡＡＴＧＴＡＣＣＴＴＧＡＧＡ
下游：ＴＣＣＧＣＣＴＧＣＣＣＣＴＧＡＡＣＴＡＴＣ ∗

溶纤维丁酸弧菌
Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ

上游：ＴＡＡＣＡＴＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣ
下游：ＣＧＴＴＡＣＴＣＡＣＣＣＣＣＣＣＣＧＴＣＣＧＣ ［１８］

栖瘤胃普雷沃氏菌
Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ

上游：ＧＡＡＡＧＴＣＧＧＡＴＴＡＴＧＣＴＣＴＡＴＧＴＴＧ
下游：ＣＡＴＣＣＴＡＴＡＧＣＧＧＴＡＡＡＣＣＴＴＴＧＧ ［１９］

溶糊精琥珀酸弧菌
Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ ｄｅｘｔｒｉｎｏｓｏｌｖｅｎｓ

上游：ＴＡＧＧＡＧＣＴＴＧＴＣＧＡＴＡＧＴＡＴＧＧ
下游：ＣＴＣＡＣＴＡＴＧＴＣＡＡＧＧＴＣＡＧＧＴＡＡＧＧ ［１９］
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续表 ３

项目
Ｉｔｅｍｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

黄色瘤胃球菌
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ｆｌａｖｅｆａｃｉｅｎｓ

上游：ＣＧＡＡＣＧＧＡＧＡＴＡＡＴＴＴＧＡＧＴＴＴＡＣＴＴＡＧＧ
下游：ＣＧＧＴＣＴＣＴＧＴＡＴＧＴＴＡＴＧＡＧＧＴＡＴＴＡＣＣ ［１９］

牛链球菌
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｂｏｖｉｓ

上游：ＴＴＣＣＴＡＧＡＧＡＴＡＧＧＡＡＧＴＴＴＣＴＴＣＧＧ
下游：ＡＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＴＡＡＣＡＡＴＡＧＧＧＧＴ ［２０］

　 　 ∗：参考本试验高通量测序所获得的相应序列自行设计 Ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ。

１．６　 数据统计与分析

　 　 数据用 ＳＰＳＳ １９．０ 中两样本非参数检验进行

组间差异显著性检验。 Ｐ＜０． ０５ 为差异显著，Ｐ＜
０．０１为差异极显著。 用 ＳＰＳＳ １９．０ 中的 Ｓｐｅａｒｍａｎ
等级相关（ Ｓｐｅａｒｍａｎ ｒａｎｋ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ）对山羊的氮

利用率与组间有显著差异微生物的相对丰度进行

相关性分析，Ｐ＜０．０５ 表示两者存在显著相关关系。

２　 结果与分析
２．１　 氮利用率

　 　 ３０ 只试验羊对饲料的氮利用率平均值为

（４５．６２±９．８９）％，变异范围为 ２０．７１％ ～ ６７．４７％，变
异系数（ＣＶ）为 ２６．８１％。 用“试验设计”中所描述

的分组方法，从群体中共挑选出 ＨＮＵ 组山羊 ８
只，ＬＮＵ 组山羊 ７ 只，由表 ４ 可知，２ 组饲料氮利

用率分别为（５６．６８±５．５４）％和（３４．２５±４．２１）％，经
显著性检验，组间差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
２．２　 饲粮营养物质表观消化率差异

　 　 由表 ５ 可知，ＨＮＵ 组和 ＬＮＵ 组之间饲粮

ＤＭ、Ａｓｈ、ＯＭ、ＥＥ、ＡＤＦ 和 ＮＤＦ 的表观消化率差

异均不显著（Ｐ＞０．０５）。 ＨＮＵ 组饲粮 ＣＰ 的表观消

化率显著高于 ＬＮＵ 组（Ｐ＜０．０５）。

表 ４　 ＨＮＵ 组和 ＬＮＵ 组山羊的氮利用率

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｏａｔｓ ｉｎ ＨＮＵ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＬＮＵ ｇｒｏｕｐ

项目
Ｉｔｅｍｓ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

摄入氮
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎｔａｋｅ ／

（ｋｇ ／ ｄ）

粪氮
Ｆｅｃａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／

（ｋｇ ／ ｄ）

尿氮
Ｕｒｉｎａｒｙ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／

（ｋｇ ／ ｄ）

氮利用率
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ／ ％

高氮利用率组
ＨＮＵ ｇｒｏｕｐ

Ｒ１ ０．３２１ ６ ０．０９７ ６ ０．０５８ ６ ５１．４２
Ｒ２ ０．４７６ ４ ０．１４９ ５ ０．０７７ ０ ５２．４６
Ｒ３ ０．５８４ ２ ０．２１５ ２ ０．０６２ ０ ５２．５６
Ｒ４ ０．３１８ ６ ０．０８４ ８ ０．０６４ ０ ５３．２９
Ｒ５ ０．４３０ ９ ０．１１８ ４ ０．０８１ ９ ５３．５３
Ｒ６ ０．４２３ ４ ０．１３４ ６ ０．０３２ ５ ６０．５５
Ｒ７ ０．３８６ ０ ０．１１４ ４ ０．０２７ ８ ６２．１８
Ｒ８ ０．３６０ ５ ０．０７９ ４ ０．０３７ ８ ６７．４７

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ５６．６８±５．５４

低氮利用率组
ＬＮＵ ｇｒｏｕｐ

Ｒ１ ０．５３０ ８ ０．１６２ ９ ０．２２４ ７ ３９．６３
Ｒ２ ０．４８５ ３ ０．１８９ ６ ０．１５３ ９ ３９．１５
Ｒ３ ０．４２８ ９ ０．１７４ １ ０．１０８ ７ ３７．７２
Ｒ４ ０．４２０ ９ ０．１４４ ６ ０．１２７ ２ ３７．１７
Ｒ５ ０．４２５ ４ ０．１６０ １ ０．１０７ ２ ２９．２４
Ｒ６ ０．５２５ ８ ０．１６２ ６ ０．１６４ ８ ２６．９７
Ｒ７ ０．５２５ ８ ０．１６８ ２ ０．１５１ ８ ２０．７１

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ３４．２５±４．２１
　 　 摄入氮、粪氮和尿氮是 ６ ｄ 代谢试验数据的平均值。
　 　 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎｔａｋｅ， ｆｅｃａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｕｒｉｎａｒｙ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｒｅ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｓｉｘ ｄａｙｓ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｔｅｓｔ ｄａｔａ．
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表 ５　 饲粮营养物质表观消化率差异

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ａｐｐａｒｅｎｔ ｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｄｉｅｔｓ ％

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

ＬＮＵ （ｎ＝ ７） ＨＮＵ （ｎ＝ ８）

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

干物质 ＤＭ ７１．５９±４．００ ７１．２２±３．４２ ０．８５２
粗灰分 Ａｓｈ ５５．５４±７．１２ ５５．９８±５．３１ ０．８９５
粗蛋白质 ＣＰ ６３．３８±５．６１ ７０．３９±４．３５ ０．０１７
粗脂肪 ＥＥ ６８．４９±６．８４ ６７．５８±３．８９ ０．７６３
中性洗涤纤维 ＮＤＦ ６３．１２±６．１７ ６３．３１±４．５２ ０．９４９
酸性洗涤纤维 ＡＤＦ ５１．４２±８．８０ ４８．０９±９．６９ ０．４９７

２．３　 血浆生化指标差异

　 　 由表 ６ 可知，ＨＮＵ 组的血浆 ＨＤＬ⁃Ｃ 含量显著

高于 ＬＮＵ 组（Ｐ＜０．０５）；ＨＮＵ 组和 ＬＮＵ 组之间血

浆 ＴＰ、 ＡＬＢ、 ＵＲ、 ＴＣ、 ＴＧ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 含 量 及 ＧＰＴ、
ＧＯＴ 活性差异均不显著（Ｐ＞０．０５）。

表 ６　 血浆生化指标差异

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

ＬＮＵ （ｎ＝ ７） ＨＮＵ （ｎ＝ ８）

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

总蛋白 ＴＰ ／ （ｇ ／ Ｌ） ７１．３０±５．５１ ７４．４８±２．５２ ０．１６５
白蛋白 ＡＬＢ ／ （ｇ ／ Ｌ） ３０．８６±３．４２ ３０．４３±１．４８ ０．７５０
谷丙转氨酶 ＧＰＴ ／ （Ｕ ／ Ｌ） ２２．８０±３．５３ １８．７４±５．１６ ０．１０３
谷草转氨酶 ＧＯＴ ／ （Ｕ ／ Ｌ） ６８．７７±８．１０ ６５．０６±１４．１２ ０．５５２
尿素 ＵＲ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ５．５４±１．０４ ５．０７±０．７８ ０．３３８
总胆固醇 ＴＣ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １．７８±０．３８ ２．１１±０．３７ ０．１１２
甘油三酯 ＴＧ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ０．３５±０．１９ ０．２５±０．１４ ０．２２５
高密度脂蛋白胆固醇 ＨＤＬ⁃Ｃ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １．２１±０．１２ １．４３±０．２２ ０．０３４
低密度脂蛋白胆固醇 ＬＤＬ⁃Ｃ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ０．５９±０．２７ ０．７２±０．１８ ０．２９２

２．４　 瘤胃发酵指标差异

　 　 由表 ７ 可知，ＨＮＵ 组的瘤胃液 ｐＨ 显著高于

ＬＮＵ 组（Ｐ＜０．０５），ＨＮＵ 组的瘤胃液 ＭＣＰ 含量极

显著高于 ＬＮＵ 组 （ Ｐ ＜ ０． ０１），ＨＮＵ 组的瘤胃液

ＮＨ３⁃Ｎ 含量极显著低于 ＬＮＵ 组（Ｐ＜０．０１），ＨＮＵ
组的瘤胃液丙酸含量显著低于 ＬＮＵ 组（Ｐ＜０．０５）；
ＨＮＵ 组的瘤胃液乙酸、丁酸含量和乙酸 ／丙酸均低

于 ＬＮＵ 组，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表 ７　 瘤胃发酵指标差异

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘｅｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

ＬＮＵ （ｎ＝ ７） ＨＮＵ （ｎ＝ ８）

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

ｐＨ ６．１３±０．２２ ６．４１±０．２４ ０．０３４
氨态氮 ＮＨ３ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｄＬ） ２０．８９±４．１０ ４．１０±１．８１ ＜０．００１
微生物蛋白质 ＭＣＰ ／ （ｍｇ ／ ｄＬ） １７．８９±１．２１ ２０．１１±０．７３ ＜０．００１
乙酸 Ａｃｅｔａｔｅ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ３０．４０±３．６６ ２６．５９±８．８０ ０．２７５
丙酸 Ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １０．８７±１．０２ ９．０５±３．１９ ０．０１６
丁酸 Ｂｕｔｙｒａｔｅ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ８．１６±１．６８ ７．８０±２．２４ ０．９６０
乙酸 ／丙酸 Ａｃｅｔａｔｅ ／ ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ２．８２±０．４４ ２．７４±０．８６ ０．２０３
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２．５　 微生物结构与组成的差异分析

２．５．１　 有效序列和 ＯＴＵｓ 分布

　 　 本次测序，从 １５ 个瘤胃样品中共检测到

１ １ ８ ０ １ ９ ８ 条 高 质 量 的 序 列 ， 平 均 每 个 样 品

（７８ ６７９．８７±５ ５４８．２７）条；经＞９７％相似性聚类后，
共得到 ２５ ３５６ 个 ＯＴＵ，所有样本共享的 ＯＴＵ 有

７００ 个（图 １）。

　 　 ＬＮＵ：低氮利用率组 ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ；ＨＮＵ：高氮利用率组 ｈｉｇｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ；Ｒ１～ Ｒ８：样品编号

ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ。 下图同。 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 １５ 只山羊瘤胃获得的总有效序列数和总 ＯＴＵｓ 数
Ｆｉｇ．１　 Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＯＴＵｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｒｕｍｅｎ ｏｆ １５ ｇｏａｔｓ

２．５．２　 Ａｌｐｈａ 多样性分析

　 　 随机抽取一定测序量的数据，并对这些序列

聚类得到的 ＯＴＵｓ 数目进行统计，然后以 ２ 组山羊

抽取的序列数与对应的物种数构建稀释曲线。 从

图 ２ 的稀释曲线可以看出，每条稀释曲线均趋于

平缓，最终达到了平台期，说明本研究所采集的瘤

胃内容物样本均能够覆盖绝大多数的菌群种类。

图 ２　 各样品的稀释曲线

Ｆｉｇ．２　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ

　 　 观察到的物种指数（ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎｄｅｘ）、
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数、ＡＣＥ 指

数、覆盖率、ＰＤ ｗｈｏｌｅ ｔｒｅｅ 指数等 ａｌｐｈａ 多样性指

数的计算结果见表 ８。 虽然 ＨＮＵ 组的观察到的物

种指数、Ｃｈａｏ１ 指数、ＡＣＥ 指数、ＰＤ ｗｈｏｌｅ ｔｒｅｅ 指

数有低于 ＬＮＵ 组的趋势，但 ２ 组之间各 α 多样性

指数差异均不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．５．３　 β 多样性分析

　 　 根据样品间的非加权遗传距离（Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ
ｕｎｉｆｒａｃ⁃ｄｉｓｔａｎｃｅ），用主坐标分析对样品的相似性进

行分析，结果如图 ３ 所示。 图中 ２ 点间距离值越小

代表样品间微生物群落的相似度就越高，距离值

越大则代表相似度就越低。 从图中可以看出，
ＨＮＵ 组样品聚集度高，而 ＬＮＵ 组样品则较为

分散。
　 　 从图 ４ 各组的 ＡＮＯＳＩＭ 统计分析图可以看

出，Ｒ ＝ ０． １４７ ＞ ０，说明组间差异大于组内； Ｐ ＝
０．０１５＜０．０５，说明组间有显著差异。
２．５．４　 菌群的结构与组成

　 　 本次测序，从 １５ 个瘤胃样品中共检测到了 ２３
个菌门。 拟杆菌门和厚壁菌门占整个瘤胃微生物

的 ９０％左右，其中拟杆菌门 （ＨＮＵ 组平均值为
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６１．３７％，ＬＮＵ 组平均值为 ５９．９１％）的相对丰度最

高，厚壁菌门位居第二（ＨＮＵ 组平均值为３２．１１％，
ＬＮＵ 组平均值为 ３０．７５％）（图 ５）。 在属水平上共

注释到了 ２３９ 个菌属，相对丰度最高的属为普雷

沃菌属 １（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ １） （ＨＮＵ 组 １２．０２％，ＬＮＵ 组

１７．６３％），其次为理研菌科 ＲＣ９ 肠道群（Ｒｉｋｅｎｅｌ⁃
ｌａｃｅａｅ ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ） （ＨＮＵ 组 １１．７１％，ＬＮＵ 组

１０．１６％），约 ３８％的序列为未知序列，未能得到注

释。 ＬＮＵ 组中 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ １ 和解琥珀酸菌属（ Ｓｕｃ⁃
ｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍ）的相对丰度显著高于 ＨＮＵ 组 （ Ｐ ＜
０．０５），而瘤胃球菌属 １（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ １）、毛螺菌

科 ＸＰＢ＿１０１４ 肠道群（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＸＰＢ＿１０１４＿
ｇｒｏｕｐ）、瘤胃球菌科 ＵＣＧ＿００４ （ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ
ＵＣＧ＿００４）和瘤胃杆菌属（Ｒｕｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ）的相对

丰度则显著低于 ＨＮＵ 组（Ｐ＜０．０５）；另外，还有一

些相对丰度比较低的微生物在组间也存在显著差

异（Ｐ＜０．０５），具体见表 ９。 对这些组间有显著差

异的微生物，用其相对丰度与山羊的氮利用率做

相关性分析，结果发现，有 ３ 个纲：梭菌纲（Ｃｌｏｓ⁃
ｔｒｉｄｉａ）、甲烷微菌纲（Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、未鉴定拟

杆菌门 （ ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）；２ 个目：梭菌目

（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ）、甲烷八叠球菌目（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ⁃
ｌｅｓ）；３ 个科：拟杆菌科 Ｓ２４⁃７（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ Ｓ２４⁃７＿
ｇｒｏｕｐ）、瘤胃球菌科（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、酸杆菌科

（Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）； ７ 个 属： Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ １、
Ｒｕｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ、Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ＵＣＧ＿００４、厌氧支

原体属 （ Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａ）、 Ｓｕｃｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍ、Ｐｏｓｓｉｂｌｅ
ｇｅｎｕｓ＿Ｓｋ０１８、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＸＰＢ＿１０１４ ＿ ｇｒｏｕｐ）
与宿主氮利用率存在显著相关关系（Ｐ＜０．０５）。

表 ８　 各组的 ａｌｐｈａ 多样性指数

Ｔａｂｌｅ ８　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

ａｌｐｈａ 多样性指数

Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

ＬＮＵ （ｎ＝ ７） ＨＮＵ （ｎ＝ ８）

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

观察到的物种指数 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎｄｅｘ １ ５５７．４２±１８７．６２ １ ５０７．７５±７７．００ ０．５０３
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ７．６０±０．３８ ７．６９±０．３７ ０．６４６
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ０．９８±０．０２ ０．９８±０．０１ ０．８１３
Ｃｈａｏ１ 指数 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ １ ７０８．９４±２１４．８６ １ ６４１．５０±９３．２６ ０．４３４
ＡＣＥ 指数 ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ １ ７１２．５６±２１７．１８ １ ６４８．１８±８７．１９ ０．４５３
覆盖率 Ｇｏｏｄ’ ｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ ／ ％ ０．９９６ ２８±０．０００ ７５ ０．９９６ ５０±０．０００ ５３ ０．５３３
ＰＤ ｗｈｏｌｅ ｔｒｅｅ 指数 ＰＤ ｗｈｏｌｅ ｔｒｅｅ ｉｎｄｅｘ ９６．４８±７．８４ ９４．８７±４．１０ ０．６２１

图 ３　 主坐标分析图

Ｆｉｇ．３　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｌｏｔ

图 ４　 各组的 ＡＮＯＳＩＭ 统计分析图

Ｆｉｇ．４　 ＡＮＯＳＩＭ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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表 ９　 相对丰度在组间有显著差异的菌群分布及其与宿主氮利用率的相关性

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ
ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｈｏｓｔ

项目
Ｉｔｅｍｓ

相对丰度 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ／ ％

ＬＮＵ （ｎ＝ ７） ＨＮＵ （ｎ＝ ８） Ｐ 值
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

（Ｒ２）

纲
Ｃｌａｓｓ

梭菌 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ ２０．３６±２．２７ ２６．５０±４．８７ ０．００９ ０．６１４∗

Ｎｅｇａｔｉｖｉｃｕｔｅｓ ７．６０±４．３８ ３．３１±１．９７ ０．０２６ －０．４５７

目
Ｏｒｄｅｒ

梭菌目 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ ２０．３１±２．２７ ２６．４２±４．８４ ０．００９ ０．６００∗

月形单胞菌目 Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｄａｌｅｓ ７．６０±４．３８ ３．３１±１．９７ ０．０２６ －０．４５７
厌氧支原体目 Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａｔａｌｅｓ ０．０５±０．０１ ０．０７±０．０２ ０．０２０ ０．５１７

科
Ｆａｍｉｌｙ

拟杆菌科 Ｓ２４⁃７ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ Ｓ２４⁃７＿ｇｒｏｕｐ ７．８９±２．６５ １６．９０±５．６８ ０．００２ ０．６５０
瘤胃球菌科 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ７．８２±０．５７ ９．２９±１．００ ０．００４ ０．５３６
酸杆菌科 Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ５．６１±３．７７ １．７０±１．０１ ０．０１４ －０．５５０

厌氧支原体科 Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａｔａｃｅａｅ ０．０５±０．０１ ０．０７±０．０２ ０．０２０ ０．５１７

属
Ｇｅｎｕｓ

普雷沃氏菌属 １ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ １ １７．６３±５．０４ １２．０２±４．７５ ０．０４５ －０．２７９
解琥珀酸菌属 Ｓｕｃｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍ ５．５７±３．６７ １．７０±１．０１ ０．０１３ －０．５５０
瘤胃球菌属 １ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ １ ０．８６±０．２５ １．２６±０．３１ ０．０１８ ０．６２１∗

ｐ⁃１０８８⁃ａ５＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ ０．６１±０．４３ ０．２４±０．１８ ０．０４４ －０．２８９
毛螺菌科 ＸＰＢ＿１０１４ 肠道群

Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＸＰＢ＿１０１４＿ｇｒｏｕｐ ０．２４±０．０７ ０．４１±０．１４ ０．０１４ ０．４９６

瘤胃球菌科 ＵＣＧ＿００４
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ＵＣＧ＿００４ ０．１４±０．０５ ０．２２±０．０５ ０．００５ ０．５０６

瘤胃杆菌属 Ｒｕｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ ０．０７±０．０８ ０．２２±０．１３ ０．０２４ ０．５３６∗

Ｆａｍｉｌｙ＿ⅩⅢ＿ＵＣＧ＿００２ ０．０６±０．０３ ０．１１±０．０４ ０．０２９ －０．１４０
厌氧支原体属 Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａ ０．０５±０．０１ ０．０７±０．０２ ０．０２０ ０．５１７∗

Ｐｏｓｓｉｂｌｅ＿ｇｅｎｕｓ＿Ｓｋ０１８ ０．０２±０．０１ ０．０３±０．０１ ０．０４５ ０．４７６
　 　 ∗代表 Ｒ 值显著相关（Ｐ＜０．０５）。
　 　 ∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ Ｒ ｖａｌｕｅ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ （Ｐ＜０．０５） ．

图 ５　 各样品在门水平上的微生物组成

Ｆｉｇ．５　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ
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２．５．５　 核心菌属分析

　 　 对 １５ 个样品间的核心共享菌属进行分析，并
将相对丰度位于前 ３５ 位的共享属用热图进行展

示（图 ６）。 图中，Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ １、Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ ＲＣ９＿
ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ 属于拟杆菌门，琥珀酸弧菌科 ＵＣＧ＿００２

（Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ ＵＣＧ＿００２）属于变形菌门，其
他的共享属均来源于厚壁菌门。 由热图上的颜色

可以看出，Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ １ 是瘤胃中相对丰度最高的

共享菌。

图 ６　 各样品中共享菌群在属水平上的聚类热图

Ｆｉｇ．６　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｓｈａｒｅｄ⁃ｇｅｎｕｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ

２．５．６　 蛋白质分解菌的组间差异分析

　 　 根据以往的报道，本试验挑选了 ７ 种与蛋白

质降解相关的瘤胃细菌进行 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析。
结果如表 １０ 所示，ＨＮＵ 组中 Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ ｆｉｂｒｉｓｏｌ⁃
ｖｅｎｓ 数 量 极 显 著 高 于 ＬＮＵ 组 （ Ｐ ＜ ０． ０１ ）， Ｆｉ⁃
ｂｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ 和 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ＿ ｓｐ． ＿
ＨＵＮ００７ 数量显著高于 ＬＮＵ 组（Ｐ＜０．０５）；而 Ｐｒｅ⁃
ｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ、Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ ｄｅｘｔｒｉｎｏｓｏｌｖｅｎｓ、Ｒｕ⁃
ｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ｆｌａｖｅｆａｃｉｅｎｓ 和 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｂｏｖｉｓ 数量

在 ２ 组间没有显著差异（Ｐ＞０．０５）。

３　 讨　 论
　 　 对于反刍动物来说，瘤胃发酵指标是机体消

化代谢正常与否的直接反映。 高效的瘤胃发酵有

利于 ＭＣＰ 的合成，为宿主增加瘤胃后消化道可吸

收蛋白质的比例，最终影响饲粮中氮的利用率［２１］ 。
瘤胃内 ＮＨ３⁃Ｎ 是饲粮中蛋白质和非蛋白氮分解的

终产物，同时又是瘤胃微生物合成 ＭＣＰ 的原料。
瘤胃 ＮＨ３⁃Ｎ 含量过高，超过了微生物对其的利用

能力时，就会经瘤胃壁吸收进入肝脏合成尿素，并
随尿液排出，由此而造成氮的浪费。 瘤胃内ＮＨ３⁃Ｎ
的含量主要受饲粮中含氮物降解产氨速度和瘤胃
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微生物摄取氨合成 ＭＣＰ 速度的影响。 本试验中，
ＨＮＵ 组和 ＬＮＵ 组的饲粮氮含量和氮的降解特性

完全一样，但 ＨＮＵ 组 ＮＨ３⁃Ｎ 含量却极显著低于

ＬＮＵ 组，这说明 ＨＮＵ 组微生物降解饲粮中氮产生

氨的速度可能显著低于 ＬＮＵ 组，或者是微生物利

用氨氮合成 ＭＣＰ 的速度显著高于 ＬＮＵ 组，总之

降低瘤胃 ＮＨ３⁃Ｎ 含量会降低饲料氮的浪费。 这也

许正是 ＨＮＵ 组饲粮氮利用率显著高于 ＬＮＵ 组的

一个重要原因。 另外本试验在饲粮一致且没有添

加任何添加剂的情况下，发现氮利用率不同的山

羊其瘤胃 ｐＨ 及丙酸及 ＮＨ３⁃Ｎ 和 ＭＣＰ 含量在组

间存在显著差异，这可能与组间氮利用率存在差

异有很大关系。 瘤胃中 ｐＨ 相对比较稳定，过高或

过低都将影响瘤胃微生物的正常生长，从而影响

瘤胃的发酵。 一般情况下，瘤胃 ｐＨ 的正常范围为

６．０ ～ ７．０，本试验中，ＬＮＵ 组 ｐＨ 的平均值为 ６．１３±
０．２２，ＨＮＵ 组 ｐＨ 的平均值为 ６．４１±０．２４，所有山

羊的瘤胃 ｐＨ 均保持在正常范围之内。 但是，ＨＮＵ
组的 ｐＨ 却显著高于 ＬＮＵ 组，这很可能是由于 ＨＮＵ
组中丙酸含量低于 ＬＮＵ 组引起的，原因很可能跟瘤

胃中某种瘤胃微生物有关，如 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｓｐ． ＿
ＨＵＮ００７、Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ 等。

表 １０　 与蛋白质降解相关的 ７ 种瘤胃细菌的丰度

Ｔａｂｌｅ １０　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ７ ｒｕｍｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｌｇ（拷贝数 ／ ｍＬ）

项目

Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

ＬＮＵ （ｎ＝ ７） ＨＮＵ （ｎ＝ ８）

Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

溶纤维丁酸弧菌 Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ＿ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ ４．３×１０７±２．１×１０７ ２．６×１０８±１．３×１０８ ０．００２
产琥珀酸丝状杆菌 Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ １．４×１０５±１．２×１０５ １．２×１０６±１．１×１０６ ０．０２７
栖瘤胃普雷沃氏菌 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ ８．０×１０６±１．２×１０７ ２．１×１０７±１．４×１０７ ０．０６３
黄色瘤胃球菌＿ｓｐ．ＨＵＮ００７ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｓｐ．＿ＨＵＮ００７ ２．２×１０６±１．６×１０６ １．８×１０７±１．３×１０７ ０．０１４
牛链球菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｂｏｖｉｓ ２．１×１０４±３．４×１０４ ４．７×１０４±４．０×１０４ ０．１８７
溶糊精琥珀酸弧菌 Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ ｄｅｘｔｒｉｎｉｓｏｌｖｅｎｓ ３．５×１０５±４．３×１０５ １．９×１０６±３．９×１０６ ０．３２７
黄色瘤胃球菌 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ｆｌａｖｅｆａｃｉｅｎｓ １．２×１０５±１．７×１０５ ２．６×１０５±２．４×１０５ ０．２２６

　 　 血液成分与各种营养素的营养状况密切相

关，且血液样本容易得到，通过测定和分析血液中

相关生理生化指标，可以快速检验动物的营养状

况并做出评价。 血液尿素氮（ＵＮ）含量被用来估

测反刍动物饲料蛋白质生物学价值，它的含量反

映着反刍动物消耗氮的程度，即其含量可反映动

物蛋白质代谢状况，并可作为蛋白质沉积的一个

指标。 ＵＮ 是肝脏尿素生成量、内源 ＵＮ 周转量和

尿中排出量相平衡的动态结果，与蛋白质采食量、
瘤胃 ＮＨ３⁃Ｎ 含量关系密切。 如果瘤胃 ＮＨ３⁃Ｎ 含

量低于其适宜的范围，则血液 ＵＲ 库中的 ＵＮ 就被

运到瘤胃转化为 ＮＨ３⁃Ｎ，以使瘤胃 ＮＨ３⁃Ｎ 含量保

持相对稳定［２２］ 。 本试验中，ＵＲ 含量在 ＨＮＵ 组和

ＬＮＵ 组之间无显著差异，而瘤胃 ＮＨ３⁃Ｎ 和 ＭＣＰ
的含量在 ２ 组间差异极显著，出现这种差异的原

因可能是瘤胃内蛋白质利用菌群的差异造成的。
　 　 本次试验所用的 ３０ 只山羊年龄、性别、遗传

背景和饲养管理都一致，但它们对饲粮中氮的利

用效率却在 ２０．７１％ ～ ６７．４７％之间高度变异。 以

往在生产和科研活动中，人们也许曾经注意到了

这种现象，但本文是第 １ 篇有关反刍动物饲料氮

利用率个体差异的正式研究报道。 在本文之前，
虽然还未见反刍动物氮利用效率个体差异的报

道，但以往的研究表明，反刍动物饲料利用效率的

个体差异性是普遍存在的现象［２３－２４］ 。 氮利用率是

饲料利用率的一个重要组成部分，因此反刍动物

氮利用率的个体差异性也许也是一种普遍存在的

现象。 以往的研究表明，影响动物对氮利用率的

主要因素包括品种、饲粮、年龄等［２５－２６］ ，本文首次

研究了瘤胃微生物的结构与组成对宿主氮利用率

的影响。
　 　 饲粮中的含氮物被动物采食以后，首先在瘤

胃中被微生物分解并转化为 ＭＣＰ，然后 ＭＣＰ 与饲

粮中的未降解蛋白质一起进入小肠再被宿主消化

吸收［２７］ ，有研究表明，进入宿主小肠的蛋白质

７０％左右为 ＭＣＰ，因此瘤胃微生物在反刍动物饲

粮蛋白质的消化过程中发挥着重要作用［２８］ 。 本研

究发现，瘤胃内与宿主氮利用率显著相关的微生

物不仅数量众多，而且有些微生物的相对丰度也

较高，如 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ １ （ ＬＮＵ 组 １７． ６３％，ＨＮＵ 组
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１２．０２％）。 本研究中 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ １ 是所有样品的瘤

胃共享属，也是相对丰度最高的属，这与以往的研

究结果一致［２９－３０］ 。 ＨＮＵ 组 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ １ 的相对丰

度显著低于 ＬＮＵ 组。 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ １ 下包含有许多

细菌种，其中研究较为透彻的有布氏普雷沃氏菌、
短普雷沃氏菌和 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ，他们作用的

底物包括半纤维素、果胶、淀粉和蛋白质等［３１］ ，但
各自的侧重点不同。 短普雷沃氏菌的发酵底物主

要为葡萄糖、乳糖和纤维二糖等［３２］ ；淀粉、木聚糖

等营养物质均能够被布氏普雷沃氏菌和 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ
ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ 所利用［３３］ ；只有 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ 被

认为具有分解蛋白质的功能，但是本研究通过 ｒｅ⁃
ａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析发现，Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｒｕｍｉｎｉｃｏｌａ 的相

对丰度在组间未见显著差异。 因此，本试验中造

成 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ １ 组间显著差异的原因尚不清楚，仍
需进一步研究。
　 　 本研究结果表明，瘤胃中在属水平上，Ｒｕｍｉ⁃
ｎｏｃｏｃｃｕｓ １ 和 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿００４ 的相对

丰度，在种水平上 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｓｐ． ＿ＨＵＮ００７ 的

相对丰度，ＨＮＵ 组都显著高于 ＬＮＵ 组。 Ｒｕｍｉｎｏ⁃
ｃｏｃｃｕｓ ｆｌａｖｅｆａｃｉｅｎｓ（也属于 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）在组

间的差异虽然不显著，但在数值上，ＨＮＵ 组仍大于

ＬＮＵ 组。 以往许多研究表明，Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ 的

很多微生物都是典型的纤维降解菌，而大部分的

纤维降解菌都具有一定的蛋白质降解能力［３４］ 。 因

此，提高这些微生物在瘤胃中的丰度能促进宿主

对氮的消化和利用。 具有降解蛋白质功能的纤维

分解菌还有 Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ、Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ
ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ 等［３５］ 。 本研究对它们也进行了定量分

析，结果显示它们在 ＨＮＵ 组的相对丰度也都高于

ＬＮＵ 组。 但并不是所有与纤维降解有关的微生物

都能促进宿主对氮的利用。 如 Ｓｕｃｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍ，它
能将瘤胃内纤维分解产生的琥珀酸降解为丙酸从

而促进 Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ 对纤维的分解，然
而本研究发现 ＬＮＵ 组的 Ｓｕｃｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍ 相对丰

度显著高于 ＨＮＵ 组。 出现这种结果说明 ＬＮＵ 组

可能产生了更多的琥珀酸，也说明促进纤维降解

并不一定能促进宿主对氮的利用。 瘤胃中的 Ｓｕｃ⁃
ｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ ｄｅｘｔｒｉｎｏｓｏｌｖｅｎｓ、 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｂｏｖｉｓ 等也

被认为与蛋白质的降解有关［１８－１９］ ，但本研究并未

检测到它们在 ＨＮＵ 组和 ＬＮＵ 组间的差异，结合

本课题组以往的研究结果，普雷沃氏菌科（Ｐｒｅｖｏ⁃
ｔｅｌｌａｃｅａｅ） ＿ＵＣＧ＿００１ 和 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿００３

的相对丰度随饲粮 ＮＤＦ 水平增加而升高的变化规

律，说明这 ２ 种菌具有纤维降解能力［３６］ ，而以往体

外培养的试验表明，它们具有消化蛋白质和氨基

酸的活性，没有直接降解纤维的能力，但与纤维降

解菌共培养时却能间接地促进纤维的降解［３７］ 。 我

们推测，细菌在体外分离培养的试验结果与实际

瘤胃环境中发挥的作用可能不一致，这可能就是

导致没有检测到它们在 ＨＮＵ 组和 ＬＮＵ 组间的差

异的原因。

４　 结　 论
　 　 山羊对饲料中氮的利用效率存在明显的个体

差异，这种差异与瘤胃微生物结构与组成的差异

有关。 瘤胃中存在多种与宿主氮利用率显著相关

的微 生 物， 宿 主 氮 利 用 率 越 高， 瘤 胃 中 的 Ｆｉ⁃
ｂｒｏｂａｃｔｅｒ ＿ ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ、 Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ ＿ ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ、
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｓｐ．＿ＨＵＮ００７ 等菌数量越多。
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