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摘要 研究益生性屎肠球菌 HDRsEf1株和抗生素对白羽肉雏鸡科宝500盲肠肠道菌群发育情况的影响。

采用荧光定量PCR检测方法,确定该株屎肠球菌能在雏鸡盲肠中定植后,选取180只新生1日龄白羽雏鸡科宝

500随机分成对照组、益生菌组和抗生素(金霉素)组,分别在7、14、21、28、35、42日龄无菌快速采集盲肠内容物,

用RT-PCR法检测盲肠中乳酸杆菌和大肠杆菌的数量,用DGGE技术检测盲肠肠道菌群的变化情况。结果显

示,益生菌的添加可以显著降低雏鸡21日龄盲肠大肠杆菌的数量,显著增加42日龄盲肠乳酸杆菌的数量。

DGGE结果显示,雏鸡盲肠菌群从7日龄到14日龄为一个过渡期,从14日龄到42日龄为相对稳定期。益生菌

和抗生素的添加可以促进肠道菌群在过渡期更有效地完成过渡,在稳定期维持更稳定的状态,而抗生素的添加

作用相反。
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  在畜牧业生产过程中,利用抗生素治疗和预防

疾病带来的种种弊端逐渐被人们所认识,2006年欧

盟决定禁止使用任何抗生素作为饲料添加剂。益生

菌作为一类能通过调控生物体微生态平衡进而有效

促进宿主健康生长的活微生物制剂,一直被认为是

抗生素的最佳替代者之一。关于对雏鸡肠道菌群的

研究已有较多[1-3],但是关于益生菌和抗生素对肉雏

鸡盲肠菌群发育规律的影响作用还鲜有报道。本研

究以屎肠球菌和金霉素为试验材料,通过对不同日

龄肉雏鸡盲肠内容物的16SrDNAV3区进行PCR-
DGGE指纹图谱比较分析,从不同角度研究益生菌

制剂的部分作用机制以及日粮中添加抗生素的可能

影响。

1 材料与方法

1.1 试验材料与试验动物

试验材料为华中农业大学农业微生物学重点

实验室专利菌株(专利号:ZL201110452087.2)屎肠

球菌HDRsEf1株,湖北华大瑞尔科技有限公司生

产,每克菌粉的活菌数≥30亿。
试验动物为1日龄健康白羽肉鸡科宝500,购

自湖北宜昌正大有限公司。
1.2 试验设计与样品采集

1)屎肠球菌定植动物试验。选用1日龄健康

白羽肉鸡80只随机分成对照组(玉米-豆粕基础日

粮)和益生组(添加300g屎肠球菌菌粉/1000kg),
每组分别在1、3、5、7、9、11日龄时颈静脉放血处死

5只雏鸡,在超净台内快速采集盲肠内容物并混合,
置4℃冰箱备用。

2)屎肠球菌和抗生素对雏鸡肠道菌群的影响

试验。试验选用1日龄新生白羽肉鸡180只,随机

分成对照组(玉米-豆粕基础日粮)、益生组(添加

300g屎肠球菌菌粉/1000kg)和抗生素组(添加50
mg金霉素/kg)。每组3个重复,每个重复20只

鸡。试验周期为42d,每组分别在7、14、21、28、35、

42日龄时颈静脉放血处死6只试验鸡,在超净台内
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快速采集盲肠内容物,将每个组的6只雏鸡内容物

混合,置4℃冰箱备用。
1.3 细菌总 DNA 的提取

参照文献[4],采用 QIAampDNAStoolMini
Kit,按照操作手册提取细菌总 DNA。用核酸浓度

测定仪测定总DNA浓度,置-20℃保存备用。
1.4 RT-PCR 法检测盲肠中屎肠球菌、大肠杆菌和

乳酸杆菌的数量

  实时荧光定量PCR所用的引物见表1。检测

屎肠球菌数量的荧光定量PCR反应条件:95℃预

变性30s;95℃变性5s,60℃延伸30s,40个循

环。检测大肠杆菌和乳酸杆菌数量的荧光定量

PCR反应条件:95℃预变性30s;95℃变性5s,

55℃退火20s,72℃延伸30s,40个循环。每次荧

光定量PCR循环结束后溶解曲线从65℃逐步升到

95℃。荧 光 定 量 PCR 体 系 的 最 终 体 积 控 制 在

20μL,反应试剂均按PremixExTaqTM 试剂说明

书的推荐量添加。

表1 RT-PCR引物序列和产物大小

Table1 PrimersandproductsizeofRT-PCR

引物

Primers
序列(5′-3′)

Primerssequence(5′-3′)
片段大小/bp
Productsize

参考文献

Reference

屎肠球菌 E.faecium
TCTGGAGAATGATGGGGAAAG
CACTTGGGACACCCGAAAA

104 本文 Thisstudy

大肠杆菌 E.coli
CCTACGGGAGGCAGCAGT
CGTTTACGGCGTGGACTAC

458 [5]

乳酸杆菌Lactobacilli
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCA
GCATTYCACCGCTACACATG

328 [6]

1.5 基因组特异性片段 V3 区的扩增

为了检测各组肠道菌群的变化情况,用引物

GC341f(5′-CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGG
GCGGGGGCACGGGGGGATTACCGCGGCTGC
TGG-3′)和 519r(5′-CCTACGGGAGGCAGCAG-
3′)扩增16SrRNA的V3区片段,扩增条件是94℃
预变性5min;94℃变性30s,55℃退火20s,72℃
延伸30s,35个循环;最后72℃延伸10min。PCR
反应体系(25μL):2×PCRmix12.5μL,上下游引

物(10pmol/L)各1μL,DNA模板2μL,ddH2O补

足至25μL。
1.6 基因组特异性片段 V3 区的变性梯度凝胶电泳

(DGGE)

  使用 Bio-RadDcode进行 DGGE 凝胶电泳。
变性剂梯度范围为38%~55%,100%的变性剂包

含7mol/L尿素和40% 去离子甲酰胺。电泳在恒

温60℃条件下1×TAE缓冲液中进行,先200V
预电泳10min,然后65V电压电泳16h。参照文

献[7]方法用硝酸银染色,对完成显色后的凝胶拍

照,再用相应软件对图谱进行分析。
1.7 数据分析

采用UPGMA进行聚类分析,以香农多样性指

数 H′表示菌群多样性的高低,SPSS18.0进行PCA
分析和显著性差异分析。

2 结果与分析

2.1 益生性屎肠球菌 HDRsEf1 株在雏鸡肠道菌群

定植的确定

  如图1所示,随着雏鸡日龄的增加,益生菌组中

雏鸡盲肠中的屎肠球菌的数量逐渐增加,到第5日

龄时基本达到稳定,而对照组的屎肠球菌的数量在

5日龄以后逐渐降低,说明该株屎肠球菌 HDRsEf1
可以在雏鸡盲肠内定植,并且在5日龄时就基本达

到稳定。

图1 雏鸡盲肠中屎肠球菌数量的检测

Fig.1 DetectionoftotalE.faeciumpopulations

inlittlebroilercecum

2.2 大肠杆菌和乳酸杆菌数量的检测

由表2可见,饲料中添加屎肠球菌 HDRsEF1
和抗生素可以显著减少21日龄时雏鸡盲肠中大肠

杆菌的数量(P<0.05),而在42日龄时益生菌组和

97
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抗生素组中的大肠杆菌的数量都有所下降,但差异

不明显。同时,饲料中添加屎肠球菌 HDRsEF1可

以显著增加雏鸡盲肠中乳酸杆菌的数量,在42日龄

时 益 生 菌 组 与 对 照 组 和 抗 生 素 相 比 差 异 显 著

(P<0.05),在21日龄时差异不显著。
2.3 DGGE 图谱的分析与处理

1)DGGE图谱的聚类分析结果。聚类分析结

果(图2)主要有2个分支,7日龄雏鸡盲肠微生物菌

群与其他日龄的距离较远,而从14日龄到42日龄

微生物菌群比较稳定,说明从7日龄到14日龄时微

生物菌群产生了明显的变化。

2)DGGE图谱的相似性和多样性分析结果。

通过比较各处理组雏鸡在7日龄和14日龄、14日

龄和21日龄、21日龄和28日龄、28日龄和35日龄

以及35日龄和42日龄的盲肠微生物菌群之间的相

似性,来评价肠道菌群的稳定程度,相似度越高则说

明肠道菌群的变化越小,稳定度越高。由表3可以

看出,除了7日龄与14日龄,益生菌组的其他相邻

日龄之间的相似度指数均高于对照组和抗生素组,
并且差异显著(P<0.05),说明在14日龄以后,益
生菌组的肠道菌群相对于另外2组维持在比较稳定

的状态。在3个处理组中,抗生素组在14到35日

龄时的相似性指数均低于对照组和抗生素组,说明

抗生素的添加会降低肠道菌群的稳定性。
表2 不同处理组肉鸡盲肠内容物中大肠杆菌和乳酸杆菌对数值的比较1)

Table2 ComparisonoftotalE.coliandLactobacillipopulationsinchickencecumcontentsbetweendifferentgroups

日龄

Age
细菌种类

Bacteriaspecies
对照组

Control
益生组

Probiotics
抗生素组

Antibiotics

21
大肠杆菌 E.coli 8.32±0.27b 7.44±0.33a 7.23±0.36a
乳酸杆菌Lactobacilli 7.53±0.13 8.05±0.19 7.41±0.28

42
大肠杆菌 E.coli 8.08±0.27 7.77±0.15 7.57±0.15
乳酸杆菌Lactobacilli 7.39±0.28b 8.35±0.13a 7.16±0.38b

 1)表中标不同小写字母表明差异显著(P<0.05)。Valueswithdifferentsmalllettersuperscriptsmeansignificantdifference(P<0.05).

C:对照组Control;P:益生菌组Probiotics;A:抗生素组 Antibiotics.

图2 不同日龄雏鸡盲肠微生物V3区DGGE图谱与聚类分析

Fig.2 DGGEDNAprofilesandUPGMAoftheV3regionofcecalbacterialflorainbroilersatthedifferentage
表3 各处理组在相邻周龄之间DGGE图谱的相似度指数1)

Table3 SimilarityindexofDGGEprofilesbetweenadjacentweekoftreatmentgroups

处理组

Treatmentgroup
相邻周龄的相似度Similarityindexbetweenadjacentweek

7~14 14~21 21~28 28~35 35~42
对照组Control 52.8±0.60b 71.2±0.66c 68.2±0.82b 62.4±2.12b 63.8±0.61b
益生组Probiotics 41.8±1.81a 73.9±0.73a 73.0±0.73a 66.6±0.71a 68.7±0.57a
抗生素组 Antibiotics 55.9±1.78b 66.8±1.00b 66.8±1.00b 61.9±1.52b 65.1±0.36b
 1)同列数据后标不同小写字母者差异显著(P<0.05)。Inthesamecolumn,valueswithdifferentsmalllettersuperscriptsmeansig-
nificantdifference(P<0.05).

  由图3可见,3个不同处理组的雏鸡盲肠微生

物菌群的多样性指数随日龄的增加均逐渐增大,各
组之间的差异不显著,说明益生菌和抗生素的添加

并不会影响肠道菌群的多样性指数。
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图3 盲肠微生物菌群的多样性分析

Fig.3 Thediversityanalysisofcecalbacterialflora

  3)DGGE图谱的主成分分析。对DGGE图谱

的主成分分析结果与聚类分析的结果一致,如图4
所示。7日龄样品与其他日龄样品的距离较远,位
于矩形方框的下部,说明7日龄盲肠菌群与其他日

龄的差异较大。而14、28日龄和35、42日龄分居矩

形方框上部的左右侧。

图4 DGGE图谱的主成分分析

Fig.4 PCAanalysisofDGGEprofiles

3 讨 论

3.1 屎肠球菌在雏鸡盲肠菌群的定植

益生菌在肠道内的粘附定植是其发挥生理作

用的前提和基础[8]。本文用 RT-PCR技术来检测

屎肠球菌 HDRsEf1在盲肠的定植情况,检测的结

果显示对照组在3日龄到7日龄时屎肠球菌的数量

大致相同,Lu等[9]利用分子生物学的方法研究发

现,在肉鸡3日龄和7日龄的盲肠菌群中检测到的

屎肠球菌拷贝数一样,与本研究对照组的检测结果

一致。而益生菌组中的屎肠球菌的数量随着饲喂时

间的增加而逐渐升高,在雏鸡5日龄时数量就基本

达到稳定,说明该屎肠球菌 HDRsEf1与雏鸡的盲

肠粘膜的粘附性好,可以在盲肠稳定存活。
3.2 益生性屎肠球菌和抗生素对雏鸡盲肠大肠杆

菌和乳酸杆菌数量的影响

  益生菌进入动物胃肠道后,可以通过产生抑菌

物质[10]或者产酸[11]来抑制某些潜在有害菌和对酸

性敏感的病原菌的生长,维持肠道菌群的平衡。本

研究利用不需培养计数的RT-PCR的分子生物学

方法定量检测了肠道细菌的数量,发现益生菌的添

加可以显著降低大肠杆菌的数量,增加乳酸杆菌的

数量。但是该方法相当于传统的细菌计数法,不但

省时省力,且能有效提高检测的灵敏度,实现快速定

量检测。通过比较益生菌组和抗生素组发现,日粮

中添加抗生素,在抑制大肠杆菌数量生长的同时也

抑制了乳酸杆菌的生长,而益生菌的添加则会促进

乳酸杆菌的生长,从这一点来看益生菌组的效果要

优于抗生素组。
3.3 PCR-DGGE 指纹图谱的分析

PCR-DGGE聚类分析的结果和主成分分析的

结果一致,益生性屎肠球菌和金霉素的添加并不会

影响雏鸡盲肠微生物菌群的正常发育。Lu等[9]研

究发现肉鸡在3~7日龄、14~28日龄及49日龄时

的盲肠肠道菌群结构有明显的差异。从本研究的聚

类分析和主成分分析结果可以看出,早期肉雏鸡盲

肠菌群在7日龄时与在14~42日龄时的差异较大,
说明早期雏鸡盲肠菌群从7日龄到14日龄为一个

过渡期,从14日龄到42日龄为一个相对稳定期,两
者研究结果基本一致。该结果提示,如果在肉雏鸡

7日龄之前饲喂有利于盲肠肠道菌群健康生长的益

生菌或某种物质,将有利于雏鸡盲肠菌群更有效地

达到稳定状态,能减少盲肠菌群在过渡时期给肉雏

鸡带来的各种应激反应。
通过 比 较 各 处 理 组 相 邻 周 龄 之 间 的 PCR-

DGGE指纹图谱的相似性指数可以看出,益生菌组

在7~14日龄时最低,而在之后均高于对照组和抗

生素组,说明在肉雏鸡盲肠微生物菌群的发育过程

中,益生菌的添加能更有效地促进肠道微生物菌群

进入到稳定状态并且维持稳定。而抗生素组的相似

性指数在过渡期7~14日龄要高于其他2组,在之

后的稳定期14~35日龄内要低于其他2组,说明抗

生素金霉素的添加并没有有效促进盲肠微生物菌群

进入稳定状态,反而抑制了微生物菌群进入和维持

稳态。
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EffectsofEnterococcusfaecium HDRsEf1ondevelopment
ofcecalbacterialflorainbroilers
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Abstract ThistrailwasconductedtoinvestigatetheeffectsofprobioticsE.faeciumandAureomy-
cinonthedevelopmentofcecalbacterialflorainbroilers.Onehundredandeightynewbornbroilerswere
randomlydividedintocontrol,probioticsandantibioticsgroups.Thedigestaincecalweresampledster-
ilelyandrapidlyfromthebroilersattheageof7,14,21,28,35and42drespectively.RT-PCRwasused
toquantifythenumberofEscherichiacoliandLactobacilli.DGGEwasusedtoestimatedthechangesof
cecalbacterialflora.TheresultsshowedthatadditionofprobioticscouldreducethenumberofE.coliat
theageof21dandincreasethenumberofLactobacilliattheageof42dsignificantly(P<0.05).The
DGGEprofilesshowedthatit'satransitionalperiodfrom7dto14d,andarelativelystableperiodfrom
14dto42dforthececalbacterialflora.However,comparedwiththeantibiotics,theadditionofprobiot-
icscouldhelpcecalbacterialfloratogetthroughthetransitionalperiodmoreefficientlyandkeepmore
steadyintherelativelystableperiod.
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