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摘　 要： 本试验旨在研究饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛瘤胃发酵与微生物区系、甲烷排

放及肝脏碳代谢相关基因表达的影响。 选取 ４４ 头体重相近、健康的育肥荷斯坦公牛，随机分为

４ 组，每组 １１ 头，各组平均体重差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 Ⅰ（对照）、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ组公牛分别饲喂含

有 ０、５％、１０％和 １５％全棉籽的饲粮。 各组饲粮能量和粗蛋白质水平基本相同。 试验期为 ９０ ｄ。
结果表明：１）在瘤胃发酵参数中，与Ⅰ组相比，Ⅳ组的氨态氮、微生物蛋白浓度以及乙酸和丙酸

比例分别提高了 ３１． ３４％、４０． ００％、２． ２６％和 １５． ２０％ （Ｐ ＜ ０． ０５），丁酸比例降低了 ４． ４６％ （Ｐ ＜
０．０５），乙酸 ／ 丙酸和 ｐＨ 无显著变化（Ｐ＞０．０５）。 ２）从瘤胃细菌属水平的相对丰度分析，Ⅳ组中

普雷沃氏菌属－１、密螺旋体属－２ 的相对丰度极显著高于Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组（Ｐ＜０．０１）；Ⅳ组的琥珀酸

弧菌科 ＵＣＧ⁃００２ 的相对丰度显著高于Ⅰ组（Ｐ＜０． ０５）；理研菌科 ＲＣ９ 肠道群、普雷沃氏菌科

ＵＣＧ００３、瘤胃杆菌属、疣微菌科 ＮＫ４Ａ２１４ 群、纤维杆菌属、未识别的叶绿体和拟杆菌属的相对

丰度各组间的差异均不显著（Ｐ＞０．０５）。 ３）从瘤胃产甲烷古菌属水平的相对丰度分析，Ⅳ组甲

烷短杆菌属、甲烷丝状菌属的相对丰度均为 ４ 组中最低，并显著低于Ⅰ组（Ｐ＜０．０５）；Ⅲ组 Ａｂ⁃
ｓｃｏｎｄｉｔａｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿ＳＲ１ 的相对丰度最高，显著高于Ⅰ组（Ｐ＜０．０５）；甲烷球形菌属、甲烷

微球菌属、甲烷螺菌属的相对丰度各组间均未表现出显著差异（Ｐ＞０．０５）。 ４）饲粮中添加不同

比例的全棉籽均降低了育肥荷斯坦公牛的甲烷排放量，其中Ⅳ组的甲烷排放量比Ⅰ组降低了

２２．６８％（Ｐ＜０．０５）。 ５）相关分析发现，育肥荷斯坦公牛的平均日增重与甲烷排放量呈显著负相

关（Ｐ＜０．０５），甲烷短杆菌、甲烷丝状菌和琥珀酸弧菌科菌群的相对丰度与甲烷排放量呈显著或

极显著正相关（Ｐ＜０．０５ 或 Ｐ＜０．０１）。 ６）饲粮中添加 １５％的全棉籽后，育肥荷斯坦公牛肝脏中甲

基丙二酸单酰辅酶 Ａ 变位酶（ＭＵＴ）、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（ＰＥＰＣＫ）和葡萄糖－６－磷酸酶

（Ｇ６Ｐ）的 ｍＲＮＡ 表达量均呈上调趋势，其中 ＭＵＴ 的 ｍＲＮＡ 表达量极显著高于Ⅰ组（Ｐ＜０．０１），
ＰＥＰＣＫ 的 ｍＲＮＡ 表达量显著高于Ⅰ组（Ｐ＜０．０５）。 综上所述，在本试验条件下，饲粮中添加

１５％的全棉籽可有效调控荷斯坦公牛瘤胃发酵及微生物区系，显著降低甲烷排放量以及上调肝

脏中碳代谢相关基因的表达。
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　 　 随着社会经济的快速发展和国民收入水平的

提高，牛肉的需求量呈快速增长态势［１－３］ 。 在牛肉

市场的带动下肉牛养殖规模化比例不断增长，由
此带来的环境问题日趋显现，不仅包括粪污处理

问题，还有如二氧化碳、甲烷等温室气体浓度的增

加所导致的温室效应［４－５］ 。 ２００９ 年丹麦哥本哈根

世界气候大会明确提出了温室效应引起的气候恶

化已成为 ２１ 世纪全球面临的最严重挑战之一，如
何减少温室气体的排放，共同保护我们赖以生存

的家园是当今全世界的共同课题［６］ 。 甲烷是大气

中温室气体的重要组成部分，所占比例仅次于水

蒸气和二氧化碳，其全球变暖的潜力是二氧化碳

的 ２５ 倍，严重破坏了大气臭氧层［７］ 。 牛、羊等反

刍动物产生的甲烷约占大气中甲烷排放总量的

１５％，其中肉牛甲烷排放量占到所有牛总排放量的

６４％ ［８－１０］ 。 除了环境问题，甲烷的产生也会伴随着

饲料能量的浪费（２％ ～ １５％）。 因此，减少反刍动

物的甲烷排放对保护环境和提高饲料能量利用率

具有双重意义［１１－１２］ 。
　 　 影响反刍动物甲烷排放的因素很多，包括饲

粮精粗比、油类、脂肪酸、卤族化合物等［１３］ 。 在实

际生产中，除了离子载体外并没有其他有效的甲

烷抑制剂可供利用，然而出于食品安全方面的考

虑，抗生素在动物营养中的应用日益受到限制，利
用饲喂策略和生物措施抑制甲烷生成引起了人们

的广泛关注［１２］ 。 研究表明，饲粮中添加脂类物质

可以有效抑制甲烷的产生［１４－１６］ 。 我国作为棉花种

植大国之一，２０１６ 年棉花产量为 ５３４．３ 万 ｔ，全棉

籽产量约为 ３４７．３ 万 ｔ。 由于全棉籽中含有 １６．４％
的脂肪，其中不饱和脂肪酸占 ７０％。 因此全棉籽

具有降低甲烷排放的潜力。 Ｇｒａｉｎｇｅｒ 等［１７］ 研究发

现，用含全棉籽饲粮饲喂奶牛 １２ 周以后，减少了

奶牛甲烷气体的排放。 而王平［１８］ 、荆元强［１９］ 和刘

建雷等［２０］只研究了含全棉籽饲粮对肉牛和绵羊瘤

胃发酵相关指标的影响，没有探讨对甲烷排放的

影响，且研究结果不尽一致。 国内外关于全棉籽

对肉牛甲烷排放、瘤胃微生物区系及碳代谢相关

基因表达方面的研究还未见报道，有待进一步研

究。 本课题组前期研究了全棉籽饲粮对荷斯坦公

牛育肥性能、血液生化指标和养分消化率的影

响［２１］ ，本试验将进一步研究饲粮中添加不同比例

全棉籽对荷斯坦公牛瘤胃发酵与微生物区系、甲
烷排放及肝脏碳代谢相关基因表达的影响，探讨

全棉籽影响荷斯坦公牛生长和甲烷生成的机理。

１　 材料与方法
１．１　 试验时间与地点

　 　 试验于 ２０１６ 年 １２ 月至 ２０１７ 年 ３ 月在保定市

满城县宏达牧业有限公司进行。
１．２　 试验材料

　 　 试验用全棉籽购于新疆喀什，其粗蛋白质含

量为 ２３．３９％，粗脂肪含量为 １６．４０％，中性洗涤纤

维含量为 ５４．８９％，酸性洗涤纤维含量为 ３９．８４％，
钙含量为 ０．２６％，磷含量为 ０．６３％，游离棉酚含量

为 ０．０４％ ～ ０．０５％。
１．３　 试验动物与试验设计

　 　 试验采用单因素完全随机区组设计，将 ４４ 头

健康、膘情正常、体重［（２８６±５２） ｋｇ］相近的荷斯

坦公牛，随机分为 ４ 组，每组 １１ 头，采用散栏饲

养。 Ⅰ（对照组）、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ组公牛分别饲喂含有

０、５％、１０％和 １５％全棉籽的饲粮，各组饲粮能量和

粗蛋白质水平基本相同，其组成及营养水平见

表 １。 预试期 ７ ｄ，预试期结束后再进行 １ 次空腹

称重，适当调整试验牛，做到各组牛的平均体重差

异不显著（Ｐ＞０．０５），并以此作为正式试验的初始

体重，正试期 ９０ ｄ。
１．４　 饲养管理

　 　 试验牛采用全混合日粮（ＴＭＲ）饲喂，按组散

栏饲养，牛只自由活动。 试验期内每日饲喂 ２ 次

（０７：００ 和 １８：００），自由饮水。 牛舍每天清扫、清
粪，每半月消毒 １ 次，保持牛舍内外的干燥和

卫生。
１．５　 六氟化硫（ＳＦ６）渗透管及牛轭的制备［２２］

１．５．１　 ＳＦ６ 渗透管的制作

　 　 １）制备材料包括液氮罐、扳子、冰袋、ＳＦ６ 气

体、渗透管体、管帽、钢网、黑色密封垫、聚四氟乙

烯膜等。 在饲养试验前 ３ 个月开始，制备完成 ６６
个渗透管，渗透管由管体、螺帽、圆形钢网、Ｏ 型密

封垫、聚四氟乙烯膜构成。
　 　 ２）将组装好的 ６６ 个渗透管放入液氮中，待管

体温度与液氮温度一样时，取出并向渗透管中迅

速充入 ＳＦ６ 气体，当管壁结晶不再增多时，迅速将

管帽封闭严实。 并且将充入气体的渗透管放置室

温后称重，气体重量大于 １ ｇ，即为合格的 ＳＦ６ 渗

透管。
　 　 ３）将合格的 ＳＦ６ 渗透管投放到已准备好的恒
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温水 浴 槽 中， 温 度 设 定 值 为 ３９ ℃ ， 并 通 入

４０ ｍＬ ／ ｍｉｎ流量的氮气。
　 　 ４）按时称量并仔细记录好渗透管的重量，一

般隔 ３ ｄ 称量 １ 次。
　 　 ５）将最终选定的 １２ 个渗透管（Ｐ１ ～ Ｐ１２）数据

做线性回归分析（图 １）。

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

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
玉米 Ｃｏｒｎ １７．１５ １７．２５ １４．５５ １５．６０
蒸汽压片玉米 Ｓｔｅａｍ⁃ｆｌａｋｅｄ ｃｏｒｎ １９．３０ １６．７０ １６．５０ １３．７５
棉籽粕 Ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ ｍｅａｌ １０．７０ ８．６０ ６．７０ ５．６０
全棉籽 Ｗｈｏｌｅ ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ ５．００ １０．００ １５．００
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ １．４７ １．４７ １．４７ １．５７
玉米干酒糟及其可溶物 Ｃｏｒｎ ＤＤＧＳ ２．００ ２．００ ２．００
小苏打 ＮａＨＣＯ３ ０．８３ ０．８３ ０．８３ ０．８３
预混料 Ｐｒｅｍｉｘ１） ３．１５ ３．１５ ３．１５ ３．１５
全株玉米青贮 Ｗｈｏｌｅ ｃｏｒｎ ｓｉｌａｇｅ ３５．００ ３５．００ ３５．００ ３５．００
谷草 Ｍｉｌｌｅｔ ｓｔｒａｗ １０．４０ １０．００ ９．８０ ９．５０
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００ １００．００ １００．００ １００．００
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ２）

综合净能 ＮＥｍｆ ／ （ＭＪ ／ ｋｇ） ６．３２ ６．３２ ６．３２ ６．３２
粗蛋白质 ＣＰ １２．５４ １２．５３ １２．５７ １２．５６
中性洗涤纤维 ＮＤＦ ３３．１６ ３４．６１ ３６．０５ ３７．３３
酸性洗涤纤维 ＡＤＦ １７．９５ １９．３０ ２０．７０ ２２．０７
钙 Ｃａ ０．７４ ０．７４ ０．７４ ０．７５
磷 Ｐ ０．４１ ０．４２ ０．４２ ０．４２

　 　 １）预混料为每千克饲粮干物质提供 Ｔｈｅ ｐｒｅｍｉｘ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｐｅｒ ｋｇ ｄｒｙ ｍａｔｔｅｒ ｏｆ ｄｉｅｔｓ：ＶＡ ３ ４００ ＩＵ，ＶＤ３

１ ２７０ ＩＵ，ＶＥ ４０ ＩＵ，Ｄ－生物素 Ｄ⁃ｂｉｏｔｉｎ ３ ｍｇ，烟酰胺 ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ６００ ｍｇ，β－胡萝卜素 β⁃ｃａｒｏｔｅｎｅ ３０ ｍｇ，Ｍｇ １ １００ ｍｇ，Ｃｕ
１０ ｍｇ，Ｍｎ ４０ ｍｇ，Ｚｎ ３０ ｍｇ，Ｃｏ ０．２ ｍｇ，Ｉ ０．５ ｍｇ，Ｓｅ ０．３ ｍｇ。
　 　 ２）综合净能根据我国《肉牛饲养标准》 （ＮＹ ／ Ｔ ８１５—２００４）计算得出，其余为实测值。 ＮＥｍｆ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ
ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｆｅｅｄｉｎｇ Ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ Ｂｅｅｆ Ｃａｔｔｌｅ （ＮＹ ／ Ｔ ８１５—２００４）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅｓ．

图 １　 ＳＦ６ 渗透管重量与 ＳＦ６ 渗透管制成天数的关系

Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｍａｄｅ ｄａｙｓ ｏｆ ＳＦ６ ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ ｔｕｂｅ
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１．５．２　 ＳＦ６ 渗透管的选择

　 　 选择充入 ＳＦ６ 较多的以及释放速率稳定的

ＳＦ６ 渗透管，一般来说，当渗透管中 ＳＦ６ 气体的剩

余量低于 １７０ ｍｇ 时，释放速率将不再稳定。 试验

结束时管中剩余气体的量的计算方法如下：
试验结束时剩余的 ＳＦ６ 重量（ｍｇ）＝ 渗透管投放时

剩余的 ＳＦ６ 重量（ｍｇ）－ＳＦ６ 的渗透速率（ｍｇ ／ ｄ）×
渗透管投放天数（ｄ）。

　 　 根据对 ＳＦ６ 渗透管的选择规定，选出 １２ 个合

格的 ＳＦ６ 渗透管备用，每个 ＳＦ６ 渗透管的渗透速率

均大于 ３．０ ｍｇ ／ ｄ，表 ２ 为最终选出的 １２ 个 ＳＦ６ 渗

透管的数据。 线性模型见表 ３。

表 ２　 所选择的 ＳＦ６ 渗透管的相关数据

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｅｄ ｄａｔａ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ＳＦ６ ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ ｔｕｂｅｓ ｇ

渗透管号

Ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ ｔｕｂｅ
ｎｕｍｂｅｒ

空渗透管重量

Ｅｍｐｔｙ ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ
ｔｕｂｅ ｗｅｉｇｈｔ

装入 ＳＦ６ 后管重量

Ｔｕｂｅ ｗｅｉｇｈｔ ａｆｔｅｒ
ｌｏａｄｉｎｇ ＳＦ６

装入的 ＳＦ６ 重量

Ｌｏａｄｅｄ ＳＦ６

ｗｅｉｇｈｔ

投放时剩余的 ＳＦ６ 重量

ＳＦ６ ｗｅｉｇｈｔ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ａｔ

ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｄｅｌｉｖｅｒｙ

Ｐ１ ４６．５６４ ０ ４７．９７２ １ １．４０７ ２ １．１８９ ３
Ｐ２ ４６．８２３ ９ ４８．０５８ ８ １．２３４ ９ ０．９３１ ４
Ｐ３ ４７．２３３ ４ ４８．５１４ ７ １．２８１ ３ １．０４３ ０
Ｐ４ ４７．００９ ６ ４８．１４６ ２ １．１３６ ６ ０．８４４ １
Ｐ５ ４６．８０４ ９ ４７．９０５ ５ １．１００ ６ ０．８３５ １
Ｐ６ ４７．０６１ ４ ４８．２０３ ６ １．１４２ ２ ０．８７０ ７
Ｐ７ ４７．１８ １５ ４８．３８４ ２ １．２０２ ７ ０．９１６ ３
Ｐ８ ４７．５６０ ９ ４８．８０８ ２ １．２４７ ３ ０．９７５ ３
Ｐ９ ４６．８６４ ５ ４７．９６４ ５ １．１００ ０ ０．８４６ ３
Ｐ１０ ４６．８４６ ０ ４８．０５１ ５ １．２０５ ５ ０．９２８ ８
Ｐ１１ ４７．０２２ ６ ４８．１１０ １ １．０８７ ５ ０．８５０ ３
Ｐ１２ ４５．４５３ ５ ４６．４８４ ９ １．０３１ ４ ０．７８２ ４

表 ３　 ＳＦ６ 渗透管渗透速率模型

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＳＦ６ ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ ｔｕｂｅｓ

渗透管号

Ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ ｔｕｂｅ
ｎｕｍｂｅｒ

回归方程

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ
决定系数

Ｒ２

渗透速率

Ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ／ （ｍｇ ／ ｄ）

Ｐ１ ｙ＝ －０．００３ ４ｘ＋４７．９９８ ０．９９９ ９ ３．５
Ｐ２ ｙ＝ －０．００４ ２ｘ＋４８．０５３ ０．９９９ ８ ４．１
Ｐ３ ｙ＝ －０．００３ ３ｘ＋４８．５１２ ０．９９９ ９ ３．３
Ｐ４ ｙ＝ －０．００４ ０ｘ＋４８．１４０ ０．９９９ ８ ４．０
Ｐ５ ｙ＝ －０．００３ ７ｘ＋４７．９０１ ０．９９９ ９ ３．７
Ｐ６ ｙ＝ －０．００３ ８ｘ＋４８．２００ ０．９９９ ７ ３．７
Ｐ７ ｙ＝ －０．００４ ０ｘ＋４８．３８２ ０．９９９ ９ ４．０
Ｐ８ ｙ＝ －０．００３ ８ｘ＋４８．８０２ ０．９９９ ９ ３．７
Ｐ９ ｙ＝ －０．００３ ６ｘ＋４７．９６３ ０．９９９ ８ ３．５
Ｐ１０ ｙ＝ －０．００３ ８ｘ＋４８．０４６ ０．９９９ ９ ３．８
Ｐ１１ ｙ＝ －０．００３ ３ｘ＋４８．１０８ ０．９９９ ９ ３．３
Ｐ１２ ｙ＝ －０．００３ ５ｘ＋４６．４８３ ０．９９９ ９ ３．５

４０７２



６ 期 王勇胜等：饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛瘤胃发酵与微生物区系、甲烷排放及……

１．５．３　 牛轭及采气装置制作

　 　 牛轭主要是由三型聚丙烯管（ＰＰＲ）管根据牛

的大小，经过截取、热熔机链接等程序制作而成。
牛轭 制 作 好 后 将 提 前 准 备 好 的 二 通 阀 （ Ｂ －
１４ＤＫＭ４－Ｓ４－Ａ）拧到牛轭上，最后检测其是否合

格。 采气装置主要由聚四氟乙烯 （ ＰＴＦＥ） 粗管

（ＰＦＲ－Ｔ４ － ０４７ － １００）、快插插套 （ ＳＳ －ＱＣ４ －Ｂ －
４００）、快插插头 （ ＳＳ －ＱＣ４ － Ｓ － ２００）、四氟乙烯

（ＰＴＦＥ）细管（ＰＦＲ－Ｔ２－０３０－１００）、接头（Ｂ－２００－
６－１）、毛细不锈钢管［美国 Ｖｉｃｉ 公司，外径１ ／ １６ ｉｎ
（１ ｉｎ ＝ ２．５４ ｃｍ），内径 １ ／ ２００ ｉｎ］以及过滤器（Ｂ－
２Ｆ－１５）顺次连接制成，制成后再将采气装置固定

到公牛的笼头（笼头是指套在牛头上的用来系缰

绳挂嚼子的用具，用绳子做成）上。 以上部件中牛

轭和笼头为本实验室制作，其他部件购于美国

Ｓｗａｇｅｌｏｋ 公司。
１．６　 样品的采集与处理

１．６．１　 瘤胃液的采集与处理

　 　 在试验结束前 １ 周，每组选取 ５ 头牛，在晨饲

２．０ ｈ 后，将瘤胃管的一端伸入到牛的瘤胃中进行

瘤胃液的采集，每头牛约抽取 １５０．０ ｍＬ，并马上用

４ 层无菌粗纱布过滤后收集滤液，分装于 １０ ｍＬ 的

离心管中，用于测定瘤胃液中各项指标，包括 ｐＨ，
氨态氮（ＮＨ３⁃Ｎ）、微生物蛋白（ＭＣＰ）、挥发性脂肪

酸（ＶＦＡ）浓度及微生物区系。 瘤胃液 ｐＨ 现场立

即用酸度计测定，测定瘤胃微生物区系的瘤胃液
－８０ ℃保存，其他瘤胃液置于－２０ ℃保存（在用于

测定 ＮＨ３⁃Ｎ 浓度的瘤胃液中加入 ０．１ ｍＬ ６ ｍｏｌ ／ Ｌ
的盐酸进行固氮）。
１．６．２　 气体的采集与处理

　 　 试验采用 ＳＦ６ 示踪气体色谱法测定反刍动物

甲烷排放量［２３］ 。 于试验结束前 ２０ 天，每组选出 ３
头生长发育正常、食欲良好、健康的荷斯坦公牛，
将已知渗透速率的 ＳＦ６ 渗透管投放进牛的瘤胃

中，在试验结束前 ３ 天进行气体采样，记录好每天

采样的开始时间和结束时间，要经常检查设备是

否完好无损，确保气体的纯度，收集 ２４ ｈ 以后及时

更换牛轭。 同时，每天收集 １ 管牛舍周围的气体，
用于校正甲烷和 ＳＦ６ 的浓度。
１．６．３　 肝脏的采集与处理

　 　 在试验结束时，每组选取 ４ 头牛，采用活体肝

脏取样器（武汉市科立博器材有限公司产品）采集

肝脏样品。 在荷斯坦公牛的右侧倒数第 ２ ～ ３ 肋

间，肩关节至骼结节中间位置连线的交叉点上，用
活体肝脏取样器采取肝组织数次，共采集 ４ ｇ 左

右，取出后用生理盐水冲洗干净，将其用无菌剪刀

分成 ２ 份，一部分置于 ０．５ ｍＬ 离心管中加入 ＲＮＡ
保存液，另一部分用锡箔纸包好后分装于已标记

好的纱布袋中，并立刻放入液氮冻存，随后在

－８０ ℃超低温冰箱中保存。
１．７　 测定的指标及方法

１．７．１　 营养成分含量的测定

　 　 全棉籽和饲粮中粗脂肪、钙和磷含量分别按

照国家标准 ＧＢ ／ Ｔ ６４３３—２００６［２４］ 、ＧＢ ／ Ｔ ６４３６—
２００２［２５］ 、ＧＢ ／ Ｔ ６４３７—２００２［２６］ 中方法进行测定；
中性洗涤纤维和酸性洗涤纤维含量分别按照国家

标准 ＧＢ ／ Ｔ ２０８０６—２００６［２７］和农业行业标准ＮＹ ／ Ｔ
１４５９—２００７［２８］中方法，使用全自动纤维仪（ＡＮＫ⁃
ＯＭ⁃Ａ２０００ｉ，美国）进行测定；粗蛋白质含量按照

国家标准 ＧＢ ／ Ｔ ６４３２—１９９４［２９］ 中方法，使用全自

动凯氏定氮仪（ＦＯＳＳ－８４００，丹麦）进行测定。
１．７．２　 瘤胃发酵参数的测定

　 　 瘤胃液 ｐＨ 用 ＵＢ－７ 型精密仪测定；采用靛酚

蓝比色技术［３０］测定瘤胃液 ＮＨ３⁃Ｎ 浓度；采用差速

离心法和凯氏定氮法［３１］测定瘤胃液 ＭＣＰ 浓度；利
用 Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ａ 气相色谱检测仪，采用外标分析

法［３２］测定瘤胃液 ＶＦＡ 浓度。
１．７．３　 瘤胃微生物区系的测定

　 　 分别对细菌 １６Ｓ Ｖ４ 区和古菌的 １８Ｓ Ｖ４ 区进

行高通量测序，由北京诺禾致源科技有限公司完

成。 对测序得到的原始数据进行拼接、过滤后即

为有效数据（ ｃｌｅａｎ ｄａｔａ），然后对有效数据进行操

作分类单元（ＯＴＵ）聚类和物种分类分析［３３］ 。 对

ＯＴＵ 进行丰度和 α 多样性等分析，得到样品内物

种丰富度和均匀度信息、不同样品或分组间的共

同和特有 ＯＴＵ 信息等。
　 　 １） ＯＴＵ 分析：利用 Ｕｐａｒｓｅ 软件 （Ｕｐａｒｓｅ ｖ７．
０．１００１） 对所有样品的全部 Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ Ｔａｇｓ 进行

聚类［３４］ 。
　 　 ２）样品复杂度分析（ α 多样性）：使用 Ｑｉｉｍｅ
软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ １．７．０）计算 α 多样性指数。
　 　 ３）多样品比较分析（ β 多样性）：用 Ｑｉｉｍｅ 软

件（Ｖｅｒｓｉｏｎ １．７．０）计算 Ｕｎｉｆｒａｃ 距离。 使用 Ｒ 软件

（Ｖｅｒｓｉｏｎ ２．１５．３）绘制主坐标分析（ＰＣｏＡ）图。
１．７．４　 气体样品的分析

　 　 ＣＨ４ 浓度使用美国安捷伦 ７８９０Ａ 气相色谱仪

５０７２



　
动　 物　 营　 养　 学　 报 ３１ 卷

采用单点校样法进行测定。 所需材料：密封气体

进样针（美国安捷伦）、１ Ｌ 气袋（大连化工设计

院）、高纯氢气（ ９９． ９９％）、高纯氮气（ ９９． ９９９％）、
甲烷标准气（３６．９ ｍｇ ／ Ｌ）。 分析条件：检测器为氢

火焰离子化检测器（ ＦＩＤ），色谱柱为安捷伦 ＧＳ⁃
ＧａｓＰｒｏ 柱，气化室温度 ２００ ℃ ，柱温 ６０ ℃ ，检测器

温度 ２２０ ℃ ，高纯氮气压力 ６８．９５ ｋＰａ，氢气流速

３０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 空 气 流 速 ４００ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 尾 吹

２５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，分流比为 ２０∶１，保留时间 １．３３ ｍｉｎ，手
动进样 １ ｍＬ。
　 　 ＳＦ６ 浓度使用美国安捷伦 ７８９０Ａ 气相色谱仪

采用单点校样法进行测定。 所需材料：密封气体

进样针、１ Ｌ 气袋、高纯氢气（９９．９９％）、高纯氮气

（９９．９９９％）、ＳＦ６ 标准气（１００ ｍｇ ／ Ｌ）。 分析条件：
检测器为电子捕获检测器（ＥＣＤ），色谱柱为安捷

伦 ＧＳ⁃ＧａｓＰｒｏ 柱，气化室温度 ２００ ℃ ，柱温 ２５ ℃ ，
检测器温度 ２５０ ℃ ，高纯氮气压力 ３４．４７５ ｋＰａ，分
流比为 ２０∶１，尾吹 ２５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，保留时间 ２．７７ ｍｉｎ，
手动进样 １ ｍＬ。

１．７．５　 肝脏中碳代谢相关基因表达的测定

　 　 １） 样品总 ＲＮＡ 的提取与完整性检测。 取

５０ ～ １００ ｍｇ 肝脏样品，按照 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒（Ａｍｂｉ⁃
ｏｎ，美国）说明书提取肝脏组织中的总 ＲＮＡ，取少

量总 ＲＮＡ 与染色剂溴化乙锭（ＥＢ） （Ｔｈｅｒｍｏ，美
国）混合，用 １．２％琼脂糖凝胶进行电泳，电泳结束

后将其放入凝胶成像系统（ＳＩＭ，美国）内，观察条

带是否完整清晰。
　 　 ２）反转录。 本利用 ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ 反转录试剂盒

（Ｑｉａｇｅｎ，德国）对总 ＲＮＡ 进行反转录。 将合成的

ｃＤＮＡ 放入－２０ ℃冰箱中储存待测。
　 　 ３）荧光定量 ＰＣＲ。 本试验所用引物均根据

ＮＣＢＩ 中已报道的牛基因序列［３５］ 进行设计，由上

海生工生物技术有限公司代为合成，详见表 ４，以
β－肌动蛋白（ β⁃ａｃｔｉｎ）作为内参基因。 荧光定量

ＰＣＲ 反应体系（２０ μＬ）如下： ｉＱＴＭ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｓｕｐｅｒｍｉｘ １０ μＬ，上游引物 ２ μＬ，下游引物 ２ μＬ，
ｃＤＮＡ ５ μＬ，无核酸酶水 １ μＬ。 反应程序为：
９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １５ ｓ；６０ ℃ ，１５ ｓ 退

火；７２ ℃ ，２０ ｓ 延伸，４０ 个循环。

表 ４　 引物序列

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

（５′—３′）

扩增产物大小
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ／ ｂｐ

葡萄糖－６－磷酸酶 Ｇ６Ｐ ＮＭ＿００１０７６１２４ Ｆ：ＧＣＣＡＡＣＣＴＡＣＡＧＡＴＴＴＣＧＧＴＧ
Ｒ：ＣＡＡＴＧＣＣＴＧＡＣＡＡＧＡＣＴＣＣＡＧ １４０

磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶 ＰＥＰＣＫ ＮＭ＿１７４７３７ Ｆ：ＡＴＧＡＣＡＡＣＴＧＣＴＧＧＴＴＧＧＣＴ
Ｒ：ＧＣＴＧＡＣＴＧＡＧＧＣＣＧＴＴＴＴＴＧ １２３

甲基丙二酸单酰辅酶 Ａ 变位酶 ＭＵＴ ＮＭ＿１７３９３９２ Ｆ：ＧＧＧＡＴＴＣＣＣＡＡＡＧＴＧＧＣＴＧＡ
Ｒ：ＴＣＴＴＣＧＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＴＣＴＴ １７７

１．８　 数据统计分析

　 　 应用 ＳＰＳＳ １９．０ 统计软件的 ＡＮＯＶＡ 程序进

行方差分析，差异显著时用 Ｄｕｎｃａｎ 氏法进行组间

的多重比较，试验数据用平均值±标准差表示。

２　 结果与分析
２．１　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛瘤胃

发酵参数的影响

　 　 由表 ５ 可以看出，各组瘤胃液 ｐＨ 没有显著差

异（Ｐ＞０．０５），均在正常范围；Ⅳ组的瘤胃液ＮＨ３⁃Ｎ

浓度比Ⅰ组提高了 ３１．３４％（Ｐ＜０．０５）；Ⅲ和Ⅳ组的

ＭＣＰ 浓度分别比Ⅰ组提高了 ４５．４５％（Ｐ＜０．０５）和
４０．００％（Ｐ＜０．０５）。 随着饲粮中全棉籽比例的增

加，ＶＦＡ 中乙酸和丙酸的比例均有上升趋势，且Ⅳ
组的乙酸和丙酸比例分别比Ⅰ组提高了 ２． ２６％
（Ｐ＜０．０５）和 １５．２０％（Ｐ＜０．０５）；Ⅳ组丁酸比例比

Ⅰ组降低了 ４．４６％（Ｐ＜０．０５）；乙酸 ／丙酸随饲粮中

全棉籽比例的增加而呈下降趋势，但各组间差异

不显著（Ｐ＞０．０５）。

６０７２
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表 ５　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛瘤胃发酵参数的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ｗｈｏｌｅ ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｒｕｍｅｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｆａｔｔｅｎｉｎｇ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｂｕｌｌｓ

项目
Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
ＳＥＭ Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

ｐＨ ６．７３ ６．８３ ６．６７ ６．８０ ０．１９ ０．４２８
氨态氮 ＮＨ３ ⁃Ｎ ／ （ｍｇ ／ ｄＬ） ９．３５ｂ １０．４９ａｂ １０．５０ａｂ １２．２８ａ １．２６ ０．０２３
微生物蛋白 ＭＣＰ ／ （ｍｇ ／ ｍＬ） ０．５５ｂ ０．６２ａｂ ０．８０ａ ０．７７ａ ０．０８ ０．０２４
总挥发性脂肪酸 Ｔｏｔａｌ ＶＦＡ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ９６．６５ｂ ９７．８８ｂ １０４．０３ａｂ １０６．６０ａ ２．５５ ０．０１６
挥发性脂肪酸中各组分比例 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ＶＦＡ ／ ％
乙酸 Ａｃｅｔａｔｅ （Ａ） ６５．５４ｂ ６７．３８ａｂ ６６．４９ａｂ ６７．８０ａ ３．８９ ０．０２９
丙酸 Ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ （Ｐ） ２０．４６ｂ ２０．７９ｂ ２１．９１ｂ ３５．６６ａ １．６４ ０．０１２
丁酸 Ｂｕｔｙｒａｔｅ １１．９８ｂ １０．０３ａｂ ９．７９ａｂ ７．５２ａ １．０２ ０．０１４
乙酸 ／丙酸 Ａ ／ Ｐ ３．３２ ３．２６ ３．０８ ２．９８ ０．２３ ０．４２９
　 　 同行数据肩标不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），无字母或相同字母表
示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 下表同。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０１）， ａｎｄ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｒ ｎｏ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇ⁃
ｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

２．２　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛瘤胃

细菌相对丰度和群落多样性的影响

２．２．１　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛瘤胃

细菌相对丰度的影响

　 　 由表 ６ 可知，从属水平的相对丰度分析，普雷

沃氏菌属在瘤胃中占据绝对优势。 Ⅳ组的普雷沃

氏菌属－１、密螺旋体属－２ 的相对丰度极显著高于

其他组（Ｐ＜０．０１）；Ⅳ组的琥珀酸弧菌科 ＵＣＧ⁃００２
的相对丰度较Ⅰ和Ⅱ组显著升高（Ｐ＜０．０５）；理研

菌科 ＲＣ９ 肠道群、普雷沃氏菌科 ＵＣＧ００３、瘤胃杆

菌属、疣微菌科 ＮＫ４Ａ２１４ 群、纤维杆菌属、未识别

的叶绿体和拟杆菌属的相对丰度各组间的差异均

不显著（Ｐ＞０．０５）。

表 ６　 瘤胃细菌在属水平上的相对丰度

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ％

项目
Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
ＳＥＭ Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

普雷沃氏菌属－１ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ＿１ ３８．４８±４．２０Ｂｂ ３８．７９±１．８９Ｂｂ ４３．２６±３．７７Ｂｂ ５０．４４±２．５４Ａａ ２．６４ ０．００６
琥珀酸弧菌科
ＵＣＧ⁃００２ Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００２ ７．４８±０．９８ａ ８．２５±１．２０ａ ９．３８±０．３５ａｂ １０．６２±１．４７ｂ ０．８８ ０．０３４

理研菌科 ＲＣ９ 肠道群
Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ ２．１０±０．１７ ２．５５±０．２２ ３．０６±０．９２ ２．０２±０．８０ ０．５１ ０．１３１

普雷沃氏菌科
ＵＣＧ⁃００３ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００３ １．９６±０．１２ ２．１４±０．０４ ２．２５±０．３１ ２．３８±０．４１ ０．２１ ０．１４２

瘤胃杆菌属 Ｒｕｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ １．８８±０．０３ １．９６±０．１２ ２．０４±０．１６ ２．０４±０．２７ ０．１４ ０．０５４
疣微菌科 ＮＫ４Ａ２１４ 群
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ＮＫ４Ａ２１４＿ｇｒｏｕｐ １．８３±０．０７ ２．０２±０．２３ ２．０７±０．２９ １．７８±０．１３ ０．１６ ０．０７０

纤维杆菌属 Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ １．４２±０．５５ １．５３±０．２８ １．５０±０．２９ １．４９±０．１３ ０．２８ ０．０６１
密螺旋体属－２ Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ＿２ １．１１±０．２９Ｂｂ １．１６±０．２０Ｂｂ １．１６±０．１５Ｂｂ ２．２７±０．６８Ａａ ０．３２ ０．００１
未识别的叶绿体
Ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ０．６３±０．１４ ０．５４±０．１８ ０．４８±０．０２ ０．４４±０．１３ ０．１１ ０．０６１

拟杆菌属 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ０．０４±０．０１ ０．０３±０．００ ０．０３±０．０１ ０．０２±０．０１ ０．０１ ０．４０３

７０７２
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２．２．２　 饲粮中全棉籽比例对对育肥荷斯坦公牛

瘤胃细菌群落多样性的影响

２．２．２．１　 瘤胃细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 α 多样性

　 　 瘤胃细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 α 多样性指数见

表 ７。 反映物种丰富度的 ＡＣＥ 指数和 Ｃｈａｏ１ 指数

以及反映物种多样性的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数各组间差异

均未达到显著水平（Ｐ＞０． ０５）。 ４ 个组的覆盖率

（Ｇｏｏｄ’ ｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ）均大于 ９８％，表明瘤胃液的测

序量是合理的，可以较好地反映瘤胃液中细菌群

落种类和结构多样性。 物种观测数的范围是

１ ８２７．４０ ～ ２ ０１１．４０，表现为Ⅰ组＞Ⅱ组＞Ⅲ组＞Ⅳ
组，Ⅳ组显著少于Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ组（Ｐ＜０．０５）。

表 ７　 瘤胃细菌群落 α多样性指数

Ｔａｂｌｅ ７　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｒｕｍｅｎ

项目
Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
ＳＥＭ Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

ＡＣＥ 指数 ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ ２ ４４６．５３±１７４．８７ ２ ４４３．７３±１８２．５３ ２ ３１２．８３±１４１．４７ ２ ２３５．０４±１６３．２３ １０５．１５ ０．１６２
Ｃｈａｏ１ 指数 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ２ ４２２．５７±１３３．０１ ２ ４０８．６５±１４２．０６ ２ ３３２．０２±２１０．９１ ２ １９９．７７±１６８．５８ １０５．２５ ０．１７３
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ７．９１±０．２０ ７．９３±０．１６ ８．１４±０．２９ ８．２０±０．１８ ０．１４ ０．５７５

覆盖率
Ｇｏｏｄ’ ｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ ／ ％ ９８．９９±０．１６ ９８．８９±０．５４ ９９．０７±０．１５ ９９．０９±０．１４ ０．０１ ０．７１９

物种观测数
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ ２ ０１１．４０±１３６．２９ａ １ ９７６．２０±１０４．０１ａ １ ９３４．８０±８６．７７ａ １ ８２７．４０±１１５．９５ｂ ７０．９７ ０．０２０

２．２．２．２　 瘤胃细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 β 多样性

　 　 由图 ２ 可以看出，基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 距离

来进行 ＰＣｏＡ 的第一主成分 （ ＰＣ１） 的贡献率为

６１．６５％，第二主成分（ ＰＣ２）的贡献率为 １４． ９２％。
样品间距离反映了物种组成结构的相似度，样品

间距离越近，说明物种群落的相似度越高，反之，
则样品间群落差异越大。 由图 ２ 可知，同一组中

的样品间的物种群落结构相似度很高，各组瘤胃

细菌构成总体上可以分开。
２．３　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛瘤胃中

产甲烷古菌相对丰度和群落多样性的影响

２．３．１　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛瘤胃

中产甲烷古菌相对丰度的影响

　 　 由表 ８ 可知，从属水平的相对丰度分析，Ⅳ组

甲烷短杆菌属、甲烷丝状菌属的相对丰度均为最

低，分别为 ７８．９９％和 ０． ０３％，显著低于Ⅰ和Ⅱ组

（Ｐ＜０．０５）；Ａｂｓｃｏｎｄｉｔａｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿ＳＲ１ 的

相对丰度以Ⅲ组最高，为 ０． ０５％，显著高于Ⅰ组

（Ｐ＜０．０５）；甲烷球形菌属、甲烷微球菌属、甲烷螺

菌属的相对丰度各组间均未表现出显著差异（Ｐ＞
０．０５）。

图 ２　 基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 距离的 ＰＣｏＡ
Ｆｉｇ．２　 ＰＣｏＡ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｗｅｉｇｈｔ Ｕｎｉｆｒａｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ

２．３．２　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛瘤胃

中产甲烷古菌群落多样性的影响

　 　 由表 ９ 可知，ＡＣＥ 指数、物种观测数、Ｓｈａｎｎｏｎ
指数 ４ 组之间均没有显著差异（Ｐ＞０．０５），但随着

饲粮中全棉籽比例的增加均有下降的趋势。 Ⅲ、
Ⅳ组的 Ｃｈａｏ１ 指数比Ⅰ组降低了 ７．３４％和８．７６％，
差异显著（Ｐ＜０．０５），说明随着饲粮中全棉籽比例

８０７２
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的 增 加， 瘤 胃 中 产 甲 烷 古 菌 群 落 的 丰 富 度

逐 渐下降。各组的覆盖率均大于９９％ ，表明测序

深度较高，足够反映群落多样性和丰度。

表 ８　 瘤胃中产甲烷古菌在属水平上的相对丰度

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓ ｉｎ ｒｕｍｅｎ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ％

项目
Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
ＳＥＭ Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

甲烷短杆菌属 Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ ９３．３２±０．５８ａ ８９．９８±３．００ａ ８３．６１±９．８０ａｂ ７８．９９±２．１１ｂ ４．２９ ０．０４２
甲烷球形菌属 Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｈａｅｒａ ０．１０±０．０２ ０．０９±０．０２ ０．０７±０．０１ ０．０７±０．０１ ０．０１ ０．２１７
甲烷微球菌属 Ｍｅｔｈａｎｉｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ０．０８±０．０１ ０．０７±０．０１ ０．０６±０．０１ ０．０７±０．００ ０．０１ ０．３５８
甲烷丝状菌属 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ ０．０５±０．０１ａ ０．０５±０．０１ａ ０．０４±０．００ａｂ ０．０３±０．００ｂ ０．０１ ０．０３８
Ａｂｓｃｏｎｄｉｔａｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿ＳＲ１ ０．０４±０．０１ｂ ０．０４±０．０１ａｂ ０．０５±０．００ａ ０．０４±０．０１ａｂ ０．００ ０．０３０
甲烷螺菌属 Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ０．０３±０．０１ ０．０３±０．００ ０．０３±０．００ ０．０３±０．０１ ０．００ ０．７２１

表 ９　 瘤胃中产甲烷古菌群落 α多样性指数

Ｔａｂｌｅ ９　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｒｕｍｅｎ

项目
Ｉｔｅｍｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
ＳＥＭ Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

ＡＣＥ 指数 ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ ４６１．８１±１２３．９０ ３８３．７４±６１．３５ ３８２．３９±５７．５４ ３１５．７９±２４．７７ ６１．９７ ０．１８９
物种观测数 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ ４９６．３３±１１．３７ ４９４．３３±１８．０１ ４７５．６７±１７．５０ ４６１．３３±２３．０１ １４．６６ ０．１２８
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ４．０９±０．２６ ４．０１±０．２９ ３．８８±０．１２ ３．７０±０．１０ ０．１７ ０．３８３
Ｃｈａｏ１ 指数 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ５０７．０８±１７．２３ａ ４８８．０５±６．４３ａｂ ４６９．８６±１９．２４ｂ ４６２．６７±１７．６７ｂ １３．０４ ０．０３７
覆盖率 Ｇｏｏｄ’ ｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ ／ ％ ９９．８０±０．１０ ９９．９０±０．００ ９９．８７±０．０６ ９９．９０±０．００ ０．０５ ０．０６５

２．４　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛甲烷

排放量的影响

　 　 由表 １０ 可以看出，随着全棉籽比例的增加，

甲烷排放量逐渐降低，Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ组较Ⅰ组分别降

低了 ８． ７６％ （ Ｐ ＞ ０． ０５ ）、 １９． ４８％ （ Ｐ ＜ ０． ０５ ） 和

２２．６８％（Ｐ＜０．０５）。

表 １０　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛甲烷排放量的影响

Ｔａｂｌｅ １０　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ｗｈｏｌｅ ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｍｅｔｈａｎｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆａｔｔｅｎｉｎｇ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｂｕｌｌｓ Ｌ ／ ｄ

项目
Ｉｔｅｍ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
ＳＥＭ Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

甲烷排放量 Ｍｅｔｈａｎｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ２３７．５６±１１．７９ａ ２１６．７４±７．８１ａ １９１．２８±１４．７７ｂ １８３．６９±１６．１８ｂ １０．６５ ０．０３６

２．５　 甲烷排放量与育肥荷斯坦公牛平均日增重和

瘤胃主要甲烷生成菌相对丰度的相关性分析

　 　 由表 １１ 可以看出，育肥荷斯坦公牛的日增重

与甲烷排放量是呈显著负相关（Ｐ＜０．０５），甲烷短

杆菌属、甲烷丝状菌属的相对丰度与甲烷排放量

呈显著正相关（Ｐ＜０．０５），而琥珀酸弧菌科 ＵＣＧ⁃
００２ 的相对丰度与甲烷排放量呈极显著正相关

（Ｐ＜０．０１）。

２．６　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛肝脏中

碳代谢相关基因表达的影响

　 　 由表 １２ 可知，与Ⅰ组相比，饲粮中添加 １５％
的全 棉 籽 后 甲 基 丙 二 酸 单 酰 辅 酶 Ａ 变 位 酶

（ＭＵＴ）、葡萄糖－６－磷酸酶（Ｇ６Ｐ）和磷酸烯醇式

丙酮酸羧激酶（ＰＥＰＣＫ）的 ｍＲＮＡ 表达量均呈上

调趋势，其中 ＭＵＴ 的 ｍＲＮＡ 表达量极显著提高

（Ｐ＜０．０１），ＰＥＰＣＫ 的 ｍＲＮＡ 表达量显著提高（Ｐ＜
０．０５）。
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表 １１　 甲烷排放量与育肥荷斯坦公牛平均日增重和瘤胃主要甲烷生成菌相对丰度的相关性

Ｔａｂｌｅ １１　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｅｔｈａｎｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ＡＤＧ， ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｍａｊｏｒ
ｒｕｍｅｎ ｍｅｔｈａｎｅ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ ｆａｔｔｅｎｉｎｇ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｂｕｌｌｓ

项目

Ｉｔｅｍ
平均日增重

ＡＤＧ

相对丰度 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

甲烷短杆菌属

Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ
甲烷丝状菌属

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ
琥珀酸弧菌科 ＵＣＧ⁃００２

Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００２

甲烷排放量

Ｍｅｔｈａｎｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ
－０．５９２∗ ０．５９２∗ ０．６２２∗ ０．７５１∗∗

　 　 ∗表示显著相关（Ｐ＜０．０５）；∗∗表示极显著相关（Ｐ＜０．０１）。
　 　 ∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０５）； ∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０１） ．

表 １２　 育肥荷斯坦公牛肝脏中碳代谢相关基因的 ｍＲＮＡ 表达量

Ｔａｂｌｅ １２　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃａｒｂｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｆａｔｔｅｎｉｎｇ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｂｕｌｌｓ

项目 Ｉｔｅｍｓ Ⅰ组 Ｇｒｏｕｐ Ⅰ Ⅳ组 Ｇｒｏｕｐ Ⅳ ＳＥＭ Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

甲基丙二酸单酰辅酶 Ａ 变位酶 ＭＵＴ １．００Ａ １．４７±０．１１Ｂ ０．０７４ ０．００１
葡萄糖－６－磷酸酶 Ｇ６Ｐ １．００ １．１２±０．１１ ０．０８７ ０．２４４
磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶 ＰＥＰＣＫ １．００ａ １．２７±０．１３ｂ ０．０９５ ０．０３４

３　 讨　 论
３．１　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛瘤胃

发酵的影响

　 　 ｐＨ 对瘤胃内环境的变化最敏感，其过高或过

低都会影响瘤胃微生物的正常生长。 当 ｐＨ 在 ６ ～
７ 时，瘤胃发酵均可正常进行，而本试验的各组公

牛瘤胃液 ｐＨ 在此范围之中，因此，添加全棉籽不

会影响荷斯坦公牛瘤胃的正常发酵［３６］ 。 王平［１８］

在肉牛饲粮中添加 １３％和 ２５％的全棉籽，结果显

示对瘤胃液 ｐＨ 无显著影响，与本试验结果一致。
瘤胃微生物需要的氮源中有 １８％ ～ １００％ 是由

ＮＨ３⁃Ｎ 供给的［３７］ ，而且蛋白质在瘤胃消化程度对

ＮＨ３⁃Ｎ 的浓度影响很大。 当 ＮＨ３⁃Ｎ 浓度在 ５ ～
３０ ｍｇ ／ ｄＬ时，瘤胃微生物可以很好地生长，过高或

者过低都不利于其正常生长［３８］ 。 本试验中各组公

牛瘤胃液 ＮＨ３⁃Ｎ 浓度在 ９．３５ ～ １２．２８ ｍｇ ／ ｄＬ，属于

正常范围，并随着饲粮中全棉籽比例的增加而增

加，其可能是由于高比例的棉籽经过浸润逆呕，再
到口腔充分咀嚼，使反刍时间增加，在瘤胃内滞留

的时间延长，一部分氮源分解程度较高，产生的

ＮＨ３⁃Ｎ 也较多，导致 ＮＨ３⁃Ｎ 浓度升高，这与刘建

雷等［２０］的研究结果一致。 ＭＣＰ 是反刍动物最主

要的氮源供应者，其浓度的大小可以反映微生物

利用 ＮＨ３⁃Ｎ 的能力［３９］ 。 本试验中添加 １０％ 和

１５％全棉籽组的瘤胃液 ＭＣＰ 浓度显著高于对照

组，说明添加全棉籽更有利于 ＭＣＰ 的生成。
　 　 ＶＦＡ 作为饲粮中碳水化合物发酵最终的产

物，为反刍动物提供所需的能量［２８］ 。 瘤胃中乙酸、
丙酸和丁酸这 ３ 种酸占总 ＶＦＡ 的 ９５％ ［４０］ 。 本试

验中，添加 １５％全棉籽组的荷斯坦公牛瘤胃液中

乙酸和丙酸比例显著高于对照组。 由于全棉籽含

有较多的纤维，纤维分解菌的数量也随之增多，从
而提高了乙酸比例；而丙酸比例之所以提高可能

是由于添加全棉籽后增加了荷斯坦公牛的咀嚼时

间，促进了淀粉的释放［４１］ 。 而丙酸增多了会减少

瘤胃内氢气的量，从而降低瘤胃中甲烷的合成

量［３６］ 。 一般乙酸 ／丙酸的适宜范围是 ２．０ ～ ３．６［１９］ ，
本试验的乙酸 ／丙酸变化范围是 ２．９８ ～ ３．３２，在适

宜范围内，并且，随着饲粮中全棉籽比例的增加，
乙酸 ／丙酸有下降的趋势。
３．２　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛瘤胃

细菌群落结构的影响

　 　 α 多样性用于分析微生物群落内多样性［４２］ ，
通过单样本的 α 多样性分析，可以了解样本内的

微生物群落的丰富度和多样性。 菌群的丰度反映

了其适应特定环境并竞争其中可用营养物质的能

力，表明其对整个微生物组整体功能的重要性［４３］ 。
ＡＣＥ 指数、Ｃｈａｏ１ 指数的高低可反映样品群落内

菌群的丰富度，Ｓｈａｎｎｏｎ 指数的高低则可反映样品

０１７２
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群落内菌群的多样性 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数越高，菌群的多

样性越高。 本试验结果表明，添加 １５％全棉籽组

的物种观测数显著低于对照组，可能是与全棉籽

中含有大量的脂肪酸对菌群有一定的抑制作用

有关。
　 　 通过对荷斯坦公牛瘤胃细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

β 多样性分析可知，试验组与对照组呈现明显的聚

类现象，各组瘤胃微生物构成具有一定差异，说明

添加全棉籽对各组的物种结构组成是有影响的，
具体原因还需进一步研究。 从属水平的相对丰度

分析，普雷沃氏菌属－１ 为优势菌群，是瘤胃中数量

最多的一类细菌，在牦牛［４４］ 、肉牛［４５］ 上均得到相

似的结果。 普雷沃氏菌属拥有高活性的半纤维素

分解菌，并对植物非纤维多糖和蛋白质的降解至

关重要［４６－４７］ 。 其中Ⅳ组的普雷沃氏菌属－１、密螺

旋体属－２ 的相对丰度极显著高于Ⅰ组。 普雷沃氏

菌科中的普雷沃氏菌属是牛、羊等反刍动物瘤胃

和肠道中数量最多的微生物，重点在蛋白质、碳水

化合物的降解发酵及肽类物质的吸收中发挥效

应，可产生蛋白酶，促进瘤胃内蛋白质的降解，因
此，各试验组瘤胃液中 ＭＣＰ 浓度比对照组都有所

提高可能与普雷沃氏菌有关。 而且，普雷沃氏菌

的发酵产物主要是乙酸、琥珀酸和丙酸，其中琥珀

酸在瘤胃中由微生物酶较快转化为丙酸，降低甲

烷排放量［４８］ 。 本试验中，随着普雷沃氏菌相对丰

度的提高，瘤胃 ＶＦＡ 中乙酸和丙酸的比例也增

加。 密螺旋体属是果胶利用菌，这类瘤胃细菌优

势菌群的存在是由于饲粮中含有大量纤维素和碳

水化合物。 Ⅳ组的琥珀酸弧菌相对丰度显著高于

Ⅰ组，而琥珀酸弧菌属中的溶糊精琥珀酸弧菌可

以发酵糊精，其发酵后主要产生乙酸与琥珀酸，可
抑制甲烷的生成。
３．３　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛瘤胃中

产甲烷古菌群落结构的影响

　 　 除嗜酸菌属（Ｐｉｃｒｏｐｈｉｌｕｓ）外，己知的瘤胃古菌

均为产甲烷古菌，隶属于广古菌门 （ Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅ⁃
ｏｔａ），其中大部分为氢营养型，利用细菌发酵产生

的二氧化碳和氢气生成甲烷气体。 有研究表明，
在瘤胃中，甲烷短杆菌属和甲烷微菌属为最优势

的菌群［４９－５１］ 。 饲粮类型决定了反刍动物瘤胃微生

物优势菌群的类型和数量［５２］ ，可能的机制是改变

了瘤胃的发酵类型和瘤胃液的 ｐＨ 等［５３］ ，进而改

变了瘤胃微生物菌群的多样性及数量［５４］ 。 Ｈｒｉｓｔｏｖ

等［５５］研究表明，饲喂月桂酸的奶牛瘤胃液中，甲烷

短杆菌属占总瘤胃古菌的 ７０％，而当其饲喂肉蔻

酸及硬脂酸时，瘤胃液中此菌群的比例更是达到

９２％。 从本试验结果可以看出，甲烷短杆菌的相对

丰度最高可达 ９３．３２％。 随着饲粮中全棉籽的增

加，甲烷短杆菌的相对丰度显著降低，可能的原因

一是由于全棉籽存在棉籽壳，避免了瘤胃微生物

对脂肪的氢化作用，降低了瘤胃发酵，提高了胃肠

道消化吸收的比例；二是随着饲粮中全棉籽比例

的增加，棉酚含量也增加，对微生物的直接毒害作

用也可能有所提高。 Ｗａｎｇ 等［５６］ 研究显示，甲烷

短杆菌的相对丰度与甲烷排放量呈正相关，因此

甲烷短杆菌的相对丰度降低，甲烷排放量也会相

应减少，与本试验结果一致。 本试验结果还得出，
Ⅳ组的 Ｃｈａｏ１ 指数显著低于Ⅰ组，说明全棉籽中

的棉酚对菌群有一定的毒害作用，降低了菌群的

丰富度，具体原因需进一步研究。
３．４　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛甲烷

排放的影响

　 　 反刍动物排放的甲烷是重要温室气体之一，
对环境危害较大，减少反刍动物甲烷排放既能减

缓全球变暖趋势，也能减少饲料能量的浪费。 据

前人研究表明，降低瘤胃中甲烷的排放量主要有 ２
个途径：一是减少氢的产生量以及降低产甲烷菌

的数量；二是通过营养调控反刍动物瘤胃发酵，使
其产生更多的丙酸，进而竞争甲烷合成的前体物

质氢气和二氧化碳，从而降低甲烷的生成［４１］ 。
　 　 目前国内外针对降低反刍动物甲烷排放的方

法有很多，例如通过改变饲粮组成比例、植物提取

物添加剂、脂类添加剂等。 王平［１８］研究表明，饲喂

全棉籽具有提高瘤胃丙酸浓度的趋势，而且乙酸 ／
丙酸显著降低。 Ｇｒａｉｎｇｅｒ 等［１７］ 研究表明，给泌乳

牛每日补饲 ２．６１ ｋｇ 的全棉籽，饲养到 １２ 周时甲

烷生成量减少了 ２３％。 这与本试验采用荷斯坦公

牛所得的结果一致，其主要的原因可能就是由于

全棉籽含有大量的脂肪酸以及在瘤胃内的氢化作

用，促进了丙酸的合成，从而降低了甲烷生成量。
３．５　 饲粮中全棉籽比例对育肥荷斯坦公牛肝脏中

碳代谢相关基因表达的影响

　 　 多数哺乳动物组织中发现有甲基丙二酰辅酶

Ａ 变位酶存在，并以反刍动物的肾脏和肝脏中最

为丰富。 甲基丙二酰辅酶 Ａ 变位酶主要催化从三

羧酸循环中间物生成丙酸的反应，对丙酸流向、糖
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异生代谢有着重要的意义。 本试验结果表明，饲
喂全棉籽极显著提高了 ＭＵＴ ｍＲＮＡ 的表达量，有
利于丙酸的合成，从而降低甲烷的排放。
　 　 ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐ 是肝脏细胞内参加糖异生过

程中起到很重要作用的酶［５７］ ，其活性的上升和下

降可引起糖异生的增加和减少，从而导致血糖水

平升高和降低［５８］ 。 对于反刍动物来说，可以将摄

入的纤维通过微生物发酵生成乙酸、丙酸、丁酸，
其中丙酸经糖异生途径生成葡萄糖［５９］ 。 本试验研

究表明，随着全棉籽比例的增加，其糖异生关键酶

ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐ 的 ｍＲＮＡ 表达量增加，说明添加

全棉籽可以促进糖异生的进行，提高丙酸的利用

率，从而利用更多瘤胃内的氢气，甲烷菌可利用氢

气减少导致甲烷生成量降低。

４　 结　 论
　 　 在本试验条件下，饲粮中添加 １５％的全棉籽

可有效调控育肥荷斯坦公牛瘤胃发酵及微生物区

系，显著降低甲烷排放量以及上调肝脏中碳代谢

相关基因的表达。
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ｅｔ ａｌ． Ｂｒａｎｃｈｅｄ⁃ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｒｅ⁃
ｄｕｃｅｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｐｒｏｌｏｎｇｓ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈ ａｄｖａｎｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，２０１３，８
（７）：ｅ７０３０９．

［５８］ 　 ＬＯＣＨＨＥＡＤ Ｐ Ａ，ＳＡＬＴ Ｉ Ｐ，ＷＡＬＫＥＲ Ｋ Ｓ，ｅｔ ａｌ．５⁃
ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ⁃４⁃ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ ｒｉｂｏｓｉｄｅ ｍｉｍｉｃｓ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ２ ｋｅｙ ｇｌｕ⁃
ｃｏｎｅｏｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅｓ ＰＥＰＣＫ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
［ Ｊ］ ．Ｄｉａｂｅｔｅｓ，２０００，４９（６）：８９６－９０３．

［５９］ 　 郭冬生，彭小兰，黄春红，等．反刍动物葡萄糖代谢与

营养调控［ Ｊ］ ．中国奶牛，２０１１（４）：１６－１９．

∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒｓ： ＣＡＯ Ｙｕｆｅｎｇ， ｐｒｏｆｅｓｓｏｒ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｙｆ２７８＠１２６．ｃｏｍ； ＬＩ Ｑｉｕｆｅｎｇ， ｐｒｏｆｅｓｓｏｒ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｑｆ５８２＠１２６．ｃｏｍ

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄｉｅｔａｒｙ Ｗｈｏｌｅ Ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ Ｒａｔｉｏ ｏｎ Ｒｕｍｅｎ Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ
Ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ， Ｍｅｔｈａｎｅ Ｅｍｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ Ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ

Ｃａｒｂｏｎ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ Ｌｉｖｅｒ ｏｆ Ｆａｔｔｅｎｉｎｇ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ Ｂｕｌｌｓ
ＷＡＮＧ Ｙｏｎｇｓｈｅｎｇ１ 　 ＬＩ Ｙａｎ２ 　 ＣＡＯ Ｙｕｆｅｎｇ１∗ 　 ＬＩ Ｑｉｕｆｅｎｇ１∗ 　

ＢＯ Ｗｅｎｘｉ３ 　 ＧＡＯ Ｙａｎｘｉａ１ 　 ＬＩ Ｊｉａｎｇｕｏ１

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｈｅｂｅｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂａｏｄｉｎｇ ０７１００１， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ
Ａｎｉｍａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｅｂｅｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｂａｏｄｉｎｇ ０７１００１， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｆｕｃｈｅｎｇ

Ｗｕｆｅｎｇ Ｆｏｏｄ Ｃｏ．， Ｌｔｄ．， Ｓａｎｈｅ ０６５２００， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ｗｈｏｌｅ ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｒｕｍｅｎ ｆｅｒｍｅｎｔａ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ， ｍｅｔｈａｎｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃａｒｂｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｆａｔｔｅ⁃
ｎｉｎｇ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｂｕｌｌｓ． Ｆｏｒｔｙ⁃ｆｏｕｒ ｆａｔｔｅｎｉｎｇ ｈｅａｌｔｈｙ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｂｕｌｌｓ ｗｉｔｈ ｓｉｍｉｌａｒ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ １１ ｈｅａｄｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ａｖｅｒａｇｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｍｏｎｇ
ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ＞０．０５） ． Ｔｈｅ ｂｕｌｌｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ⅰ （ｃｏｎｔｒｏｌ）， Ⅱ， Ⅲ， ａｎｄ Ⅳ ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｄｉｅｔｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ０， ５％， １０％，
ａｎｄ １５％ ｗｈｏｌｅ ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｄｉｅｔａｒｙ ｅｎｅｒｇｙ ａｎｄ ｃｒｕｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｂａｓｉ⁃
ｃａｌｌｙ ｔｈｅ ｓａｍｅ． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｅｒｉｏｄ ｌａｓｔｅｄ ｆｏｒ ９０ ｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： １） ｉｎ ｔｈｅ ｒｕｍｅｎ ｆｅｒ⁃
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ⅰ， ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐｒｏｐａｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ⅳ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ３１．３４％， ４０．００％， ２．２６％
ａｎｄ １５．２０％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ４．４６％ （Ｐ＜０．０５），
ｂｕｔ ｔｈｅ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ／ ｐｒｏｐａｎｏｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐＨ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ （Ｐ＞０．０５） ． ２） Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ＿１ ａｎｄ Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ＿２
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ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ⅳ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ⅰ， Ⅱ ａｎｄ Ⅲ （Ｐ＜０．０１）； ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａ⁃
ｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００２ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ⅳ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ⅰ （Ｐ＜
０．０５）； ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ， Ｐｒｅ⁃
ｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００３， Ｒｕｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ， Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ＮＫ４Ａ２１４＿ｇｒｏｕｐ， Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ， Ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿Ｃｈｌｏ⁃
ｒｏｐｌａｓｔ ａｎｄ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ （Ｐ＞０．０５） ． ３） Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓ ａｔ
ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ ａｎｄ Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ⅳ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｉｎ ４
ｇｒｏｕｐｓ， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ⅰ （Ｐ＜０．０５）； ｇｒｏｕｐ Ⅲ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ
ｏｆ Ａｂｓｃｏｎｄｉｔａｂａｃｔｅｒｉａ＿ｕｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ＿ＳＲ１， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ⅰ （Ｐ＜０．０５）； ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ
ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｈａｅｒａ， Ｍｅｔｈａｎｉｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ａｎｄ Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉ⁃
ｒｉｌｌｕｍ （Ｐ＞０．０５） ． ４） Ｄｉｅｔａｒｙ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ ａｌｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｍｅｔｈａｎｅ
ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆａｔｔｅｎｉｎｇ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｂｕｌｌｓ， ａｎｄ ｍｅｔｈａｎｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ⅳ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ２２．６８％ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ⅰ （Ｐ＜０．０５） ． ５） Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｄａｉｌｙ ｗｅｉｇｈｔ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈａｎｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ， Ｍｅｔｈａｎｏ⁃
ｓａｅｔａ ａｎｄ Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００２ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｏｒ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈ⁃
ａｎｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０．０５ ｏｒ Ｐ＜０．０１） ． ６） Ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｎｇ １５％ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｄｉｅｔ， ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌｍａｌｏｎｙｌ ｃｏｅｎｚｙｍｅ ａｍｕｔａｓｅ （ＭＵＴ）， ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ （ＰＥＰＣＫ）
ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ （Ｇ６Ｐ） ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｈａｄ ｕｐｗａｒｄ ｔｒｅｎｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ＭＵＴ ａｎｄ ＰＥＰＣＫ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖ⁃
ｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｏｒ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ⅰ （Ｐ＜０．０５ ｏｒ Ｐ＜０．０１） ． Ｔｏ ｓｕｍ ｕｐ，
ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ａｄｄｉｎｇ １５％ ｗｈｏｌｅ ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｄｉｅｔ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ
ｒｕｍｅｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ ｏｆ ｆａｔｔｅｎｉｎｇ Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｂｕｌｌｓ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｍｅｔｈａｎｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉ⁃
ｔｉｏｎ， ２０１９， ３１（６）：２７０１⁃２７１５］

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｒｕｍｅｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ； ｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ； ｍｅｔｈａｎｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ； ｃａｒｂｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ； ｗｈｏｌｅ ｃｏｔ⁃
ｔｏｎｓｅｅｄ； Ｈｏｌｓｔｅｉｎ ｂｕｌｌｓ

（责任编辑　 菅景颖）
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