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摘要 选取868只280日龄产蛋率相近海兰褐蛋鸡,随机分为高温组(33℃)、益生菌组(枯草芽胞杆

菌+33℃)、室温组(26℃),试验期为20d,研究益生枯草芽胞杆菌 HDRaBS1缓解动物热应激的可行性及其机

制。结果发现,与高温组相比,益生菌组在全期产蛋率、平均日采食量、平均蛋质量方面分别提高了2.60%(P<
0.05)、2.91%(P>0.05)和0.96%(P>0.05),但没有达到室温组水平,且在腹泻率、蛋破损率方面均有降低;血
清内毒素、IL-1水平分别降低了37.41%(P>0.05)和20.98%(P<0.05),IL-10含量提高了41.05%(P>
0.05);益生菌显著上调盲肠紧密连接基因occludin、ZO-1和JAM-A mRNA的表达(P<0.05),上调肠黏膜修

复基因EGFmRNA的表达(P<0.05),显著提高肠绒毛高度,而隐窝深度之间无显著差异(P>0.05)。因此,添
加枯草芽胞杆菌 HDRaBS1能有效缓解蛋鸡热应激症状。
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  高温环境是影响动物生产的重要因素,易导致

动物热应激反应,生产性能下降甚至热休克死亡,给
畜禽生产业造成巨大的经济损失。消除和缓解动物

热应激已成为国内外普遍关注的问题。蛋鸡体温

高、皮肤无汗腺、羽毛丰厚,产蛋量高、产热较多[1-2],
是遭受热应激最敏感的群体。益生菌因其具有调节

肠道菌群平衡、改善肠道通透性及增强肠道屏障,从
而提高动物生产性能的功能,因而已成为缓解动物

热应激最具潜力的生物制剂之一[3]。本研究以蛋鸡

热应激为出发点,探讨枯草芽胞杆菌 HDRaBS1缓

解蛋鸡热应激的可行性及其机制,以期为新型抗应

激生物制剂的开发奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 益生菌制剂

枯草芽胞杆菌 HDRaBS1(有效活菌数100亿

cfu/g,专利申请号:201410340289.1),由武汉华大

瑞尔科技有限公司馈赠。
1.2 试验动物和日粮

868只280日龄健康海兰褐商品蛋鸡,湖北武

汉市新洲区张店养鸡场提供,试验分组前调整鸡群

产蛋率相近(约80%)。所有蛋鸡均饲喂自配的玉

米-豆粕基础日粮。
1.3 试剂盒

鸡 血 清 内 毒 素 (endotoxin)、白 细 胞 介 素

1(IL-1)和白细胞介素10(IL-10)检测试剂盒,均为

上海博古生物科技有限公司产品;PrimeScript反

转录试剂盒和荧光染料SYBR,均购自大连宝生物

工程有限公司。
1.4 试验分组和饲养管理

试验选用868只280日龄健康海兰褐商品蛋

鸡,随机分成高温组405只、益生菌组413只(添加

600g枯草芽胞杆菌菌粉/1000kg)和室温组50
只,每组3个重复,均饲喂玉米-豆粕基础日粮。其

中高温组和益生菌组的蛋鸡所处环境遭受高温应

激,温度控制为33℃;而室温组的蛋鸡所处温度控

制26℃。饲喂时间为蛋鸡产蛋阶段,具体从280日

龄开始到300日龄结束,试验期为20d。试验期间

鸡群均 自 由 采 食 和 饮 水,每 天 保 持 16h 光 照

(05:00-21:00),喂料2次(08:30,17:00)。
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1.5 生产性能指标测定

生产性能指标包括产蛋率、平均日采食量、平均

蛋质量、料蛋比、腹泻率、破损率和死亡率。产蛋率、
破损率和平均蛋质量:定点在16:00对试验各组收

蛋计数并称质量,计算产蛋率、破损率和平均蛋质

量。平均日采食量:记录每天饲料实际消耗量,计算

平均日采食量。料蛋比(即饲料转化率):平均日采

食量/平均蛋质量。腹泻率:腹泻的评判标准[4],

①不成形、液体,稀水样判为腹泻;②成形、软粪判为

正常。于试验20d时,定时观察,并统计鸡群腹泻

个体,则腹泻率(%)= 某组腹泻鸡数/某组总鸡

数×100%,死亡率(%)=试验期内某组死亡鸡数/
试验期内某组鸡群总数×100%。
1.6 血液指标测定

血液指标包括内毒素、促炎症因子IL-1和抗炎

症因子IL-10。饲喂试验结束后(试验的20d),分
别从高温组、益生菌组、室温组随机取9只鸡(即

3只/重复),分别采集血液样品,将每个重复的3个

样品混为一样,共计3份血液样品。采用翅下采血

的方法,每只鸡采集约3~4mL,迅速装于真空促凝

管中,倾斜静置于37℃恒温箱1h后,4℃放置2h,

4℃3000r/min离心15min,移液器吸取血清分

装,参照相应试剂盒说明书对内毒素和细胞因子等

指标进行测定。

1.7 肠道屏障功能测定

1)物理屏障。由肠上皮细胞之间的紧密连接蛋

白基 因 occludin、ZO-1 和 JAM-A 组 成。试 验

20d,分别从高温组、益生菌组、室温组随机取9只

鸡(即每个重复3只),分别采集盲肠组织样品,将每

个重复的3个样品混合,共计3份样品。采用颈静

脉放血的方法将鸡处死,立即打开腹腔,迅速找到盲

肠,并从距离回盲交界处3cm左右的盲肠处剪取组

织约0.1g左右(每只鸡采样的相对位置保持一

致),浸入预先准备的sampleprotector(防止RNA
的降解)中,液氮研磨组织,吸取1mLTRIzol试剂

充分裂解提取RNA。将提取的RNA用NanoDrop
2000测定浓度和纯度均符合要求,进行反转录成

cDNA,按照 PrimeScriptTM RTreagentKitwith
gDNAEraser说 明 书 完 成。以 cDNA 为 模 板,

GAPDH为内参,利用荧光定量PCR检测occlu-
din、ZO-1和JAM-A mRNA的表达量。荧光定量

PCR的反应参数:95℃预变性30s;95℃变性20s,

60℃20s,72℃10s,40个循环,溶解曲线均从

65℃逐步升到95℃。反应体系成分按照SYBR
染料说明书的推荐量添加,最终体积控制在20

μL。所得试验数据均按2-△△Ct方法计算[5]。引物

设计均采用定量专用软件PrimerExpress完成,具
体引物参数见表1。

表1 荧光定量PCR引物

Table1 PrimersforfluorescentquantitativePCR

基因 Gene 登录号 AccessionNo. 引物序列 (5′-3′)Primersequences(5′-3′) 片段大小/bpProductsize

GAPDH NM_204305.1
F:GGAAAGTCATCCCTGAGCTGAAT
R:GGCAGGTCAGGTCAACAACA

90

occludin NM_205128.1
F:ATCGCCTCCATCGTCTACATC
R:GCTGCACATGGCCAACAAG

90

ZO-1 XM_413773.4
F:TGGGCCTCACGGACTAAAAT
R:GTTTGCTCCAACAAGATAGTTTGG

118

JAM-A EF_102433.1
F:GAAAACCAACCCGTGGACAT
R:GGAAGAGCCCTTCTGGAACTT

90

EGF NM_001001292.1
F:GCCTGATAGGAAAACATGTCATG
R:ACAAAAGCAAACAGGCCCTTT

103

  2)机械屏障方面。主要观察盲肠形态结构并统

计绒毛长度与隐窝深度,分析上皮生长因子EFG的

基因表达情况。采集上述处死鸡的盲肠中段组织约

1cm2(每只鸡采样的相对位置保持一致),置于含甲

醛为4%的福尔马林溶液中固定,经修整、冲洗、脱
水、透蜡、包埋和切片(厚度为4μm)等处理步骤后,
进行常规 HE染色。使用日本 NikonDS-Fi1生物

光学显微镜并结合NIS-Elements高清晰度彩色图

文分析系统进行观察、取图和拍照,从每张组织切片

测定10根完整绒毛的绒毛高度(VH)和隐窝深度

(CD),选择5张切片计算每个组织的平均值。
检测盲肠组织中EFGmRNA的水平,处理方

法同上述1)步骤一致,其引物参数见表1。
1.8 数据分析

试验数据用Excel2003软件初步处理后,再用

SPSS18.0软 件 进 行 统 计 分 析。利 用 Oneway
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ANOVA、LSD进行差异显著性检验和多重比较,试
验结果以平均值±标准差(Mean±SD)表示。柱状

图均采用GraphPadPrism5软件绘制完成。

2 结果与分析

2.1 枯草芽胞杆菌对热应激蛋鸡生产性能的影响

蛋鸡产蛋率、平均日采食量、平均蛋质量和料蛋

比结果(表2)表明,与高温组相比,益生菌组在产蛋

率、日采食量和平均蛋质量方面分别提高了2.60%

(P<0.05)、2.91%(P>0.05)和0.96%(P>
0.05),但均没有达到室温组水平;料蛋比方面,各组

之间差异不显著(P>0.05)。
腹泻防 治 效 果、鸡 蛋 破 损 率 和 死 亡 率 结 果

(表2)显示,与高温组相比,益生菌组的腹泻率降低

了36.70%,基本达到室温组的水平;鸡蛋破损率方

面,益生菌组<室温组<高温组;死亡率方面,室温

组<益生菌组<高温组。由此可见,日粮中添加枯

草芽胞杆菌能有效改善热应激蛋鸡的生产性能。
表2 枯草芽胞杆菌对热应激蛋鸡生长性能的影响

Table2 EffectsofBacillussubtilisongrowthperformanceofheatstress-inducedlayinghens

项目

Items
高温组

Hightemperaturegroup
益生菌组

Probioticsgroup
室温组

Roomtemperaturegroup
产蛋率/%Eggproductionrate 80.70±0.03a 82.80±0.03b 85.96±0.05c
平均日采食量/gAveragedailyfeedintake 88.10±6.25a 90.66±9.49a 102.00±1.51b
平均蛋质量/gAverageeggweight 52.18±2.62a 52.68±1.15a 58.01±1.31b
料蛋比/%Feed-eggratio 2.09±0.17 2.07±0.23 2.05±0.14
腹泻率/% Diarrhoearate 63.02(242/384) 39.89(158/396) 34.37(11/32)
鸡蛋破损率/%Brokeneggratio 0.40 0.25 0.30
死亡率/% Mortality 2.30 1.30 0.00
 注:同行数据标不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。下同。Note:Inthesamerow,thevalueswithdifferentsmalllettersindicate

significantdifference(P<0.05).Thesameasbelow.

2.2 枯草芽胞杆菌对热应激蛋鸡血液指标的影响

从表3中得知,与高温组相比,益生菌组和室温

组血清中内毒素水平分别降低37.41%(P>0.05)
和58.50%(P<0.05);IL-1水平分别降低20.98%
(P<0.05)和32.66%(P<0.05);IL-10水平分别

升高41.05%(P>0.05)和312.96%(P<0.05)。
结果表明,枯草芽胞杆菌可降低血清中内毒素和促

炎症因子IL-1含量,升高抗炎症因子IL-10含量,

从而能有效改善导致蛋鸡热应激的核心因子。
2.3 枯草芽胞杆菌对热应激蛋鸡肠道屏障的影响

物理屏障方面:图1显示,与高温组相比,饲喂

该枯草芽胞杆菌能显著提高盲肠组织中occludin
和ZO-1mRNA表达水平,其中ZO-1的改变已显

著超过室温组水平,但对JAM-A 的表达无影响。
综上所述,该枯草芽胞杆菌能显著增强热应激蛋鸡

的肠道物理屏障。

表3 枯草芽胞杆菌对热应激蛋鸡血液指标的影响

Table3 EffectsofBacillussubtilisonbloodindicesofheatstress-inducedlayinghens

项目

Items
高温组

Hightemperaturegroup
益生菌组

Probioticsgroup
室温组

Roomtemperaturegroup
内毒素/(EU/mL)Endotoxin 1.47±0.24a 0.92±0.23ab 0.61±0.10b
白细胞介素1/(pg/mL)IL-1 190.07±12.28a 150.19±12.99b 128.00±8.00b

白细胞介素10/(pg/mL)IL-10 3.24±1.15a 4.57±2.04a 13.38±3.95b

图1 枯草芽胞杆菌对热应激蛋鸡盲肠紧密连接蛋白基因mRNA表达水平影响

Fig.1 EffectsofBacillussubtilisonmRNAexpressinglevelsofcecaltightjunctionofheatstress-inducedlayinghens
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  机械屏障方面:高温组的肠道绒毛结构损伤较

严重,绒毛顶端细胞脱落,发生严重的断裂而导致固

有层裸露的现象(图2A中箭头标示);饲喂枯草芽

胞杆菌的蛋鸡肠绒毛结构则相对较好,没有出现损

伤和脱落的情况(图2B);而室温下的蛋鸡肠道绒毛

结构完整,走势平直、没有破损(由图2C所示,箭头

标注位置)。从表4中得出,与高温组相比,益生菌

组和室温组均显著提高了盲肠绒毛高度和VH/CD
(P<0.05),但各组处理对隐窝深度无显著影响

(P>0.05)。
进一步检测该益生菌对肠黏膜修复基因EGF

mRNA的表达情况,结果显示益生菌组能显著上调

盲肠 组 织 中 EGF mRNA 的 表 达 量(P<0.05,
图3)。综上所述,添加该枯草芽胞杆菌能显著改善

图2 枯草芽胞杆菌对热应激蛋鸡盲肠形态结构的影响

Fig.2 EffectsofBacillussubtilisonthececalmorphologicalstructureofheatstress-inducedlayinghens

表4 枯草芽胞杆菌对热应激蛋鸡盲肠绒毛形态的影响

Table4 EffectsofBacillussubtilisonthececalmorphologyofheatstress-inducedlayinghens

项目

Items
高温组

Hightemperaturegroup
益生菌组

Probioticsgroup
室温组

Roomtemperaturegroup

绒毛高度/μmVillusheight 115.34±14.44a 133.61±19.45b 135.62±13.94b

隐窝深度/μmCryptdepth 69.00±5.17 68.57±7.91 64.35±7.40

绒毛高度/隐窝深度 VH/CD 1.67±0.11a 1.95±0.17b 2.12±0.17c

图3 枯草芽胞杆菌对热应激蛋鸡盲肠

基因EGFmRNA表达水平的影响

Fig.3 EffectsofBacillussubtilisonmRNAexpressing
levelsofcecalEGFofheatstress-inducedlayinghens

热应激蛋鸡的肠道机械屏障。

3 讨 论

与哺乳动物相比,鸡消化道较短,成年鸡的消化

道长约1.5m,其中大肠仅有3~4cm长。但与哺

乳动物不同的是,鸡有成对的盲肠,是微生物活动的

最大“器官”,长约3~5cm[6]。盲肠是鸡的重要“器

官”,关于益生菌对盲肠肠道菌群影响的相关机制研

究已较为深入[7],但从盲肠方面开展益生菌缓解鸡

热应激效果的研究却是一片空白。本文针对蛋鸡盲

肠,从肠道屏障功能、血液内毒素和细胞因子变化等

方面对枯草芽胞杆菌HDRaBS1缓解蛋鸡热应激机

制进行了深入的研究,为今后相关研究提供了理论

参考。
研究表明,蛋鸡在环境温度21~30℃时每升高

1℃,其采食量下降约1.5%;在32~38℃温度范围

内每上升1℃,采食量下降更多(约4.6%)[8],其中

超过32℃是鸡生理功能趋于紊乱的温度范围,将产

生各种非特异性应答反应(如发汗和急促喘息等),
可认为其已遭受热应激。热应激对蛋鸡的负面影响

已有研究,它能使蛋鸡体温升高、产蛋率和采食量降

低[9],这与本文的研究结果一致(高温组 VS室温

组)。然而日粮中添加枯草芽胞杆菌能有效改善热

应激蛋鸡的生产性能。但是益生菌为什么能很好地

缓解热应激依然是人们关注的重点。
热应激能够损伤肠道屏障,使大量的内毒素侵
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入肠道黏膜下层,是导致一系列有害症状的核心因

素[10]。有学者详细指出,大量的内毒素穿过肠道屏

障入侵血液,作用于产致热原细胞(主要是单核-巨
噬细胞),释放出具有危害性的促炎症因子,从而造

成机体热应激反应[11]。促炎症因子IL-1作用于机

体下丘脑的体温调节中枢,促使体温升高发热;IL-
10是一种抗炎症因子,其含量的升高能降低炎症级

联反应[12]。而在本研究中,该枯草芽胞杆菌确有显

著降低IL-1和内毒素、升高IL-10的趋势,但是益

生菌是否形成肠道屏障来保护蛋鸡免受内毒素和炎

症因子的危害还需要进一步证实。
热应激易破坏肠黏膜的完整性和形态结构[13],

导致机体营养吸收障碍进而导致生产性能低下[14],
而本研究中发现益生菌能显著改善因热应激损伤的

绒毛结构。上皮生长因子(epidermalgrowthfac-
tor,EGF),主要对肠黏膜的修复和再生有着重要作

用,因此,益生菌促进肠绒毛结构的发育可作为机械

屏障阻止毒素的入侵可能与EGF 基因表达量的升

高有关。紧密连接蛋白基因主要由occludin、ZO-1
和JAM-A 组成,其表达量的降低会增大细胞间隙

的通透性。本研究发现热应激降低了盲肠组织中

occludin、ZO-1和JAM-A 基因 mRNA的表达量,
这可能因为应激时机体中ROS自由基增多,通过一

系列调控介导钙蛋白酶,最终导致紧密连接蛋白表

达的降低[15]。然而益生菌的饲喂能上调这些基因

的表达,具有巩固紧密连接蛋白结构重建的功能,这
与Zhou等[16]的研究结果一致。

综 上 所 述,日 粮 中 添 加 该 枯 草 芽 胞 杆 菌

HDRaBS1能修复肠黏膜、上调紧密连接蛋白的表

达,多层次地增强热应激蛋鸡的肠道屏障功能,阻止

机体内毒素入侵血液,从而降低促炎症因子IL-1、
升高抗炎症因子IL-10含量,从根本上缓解蛋鸡热

应激症状。
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EffectsofBacillussubtilisHDRaBS1onalleviating
heatstressoflayinghens
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Abstract EighthundredsixtyeightHy-LineBrownlayinghensabout280doldwithsimilaregg
productionrate,wererandomlydividedintohightemperaturegroup(33℃),probioticsgroup(Bacillus
subtilis+33℃)androomtemperaturegroup(26℃).Theexperimentwasconductedfor20dtoinvesti-
gatethefeasibilityandmechanismofB.subtilisHDRaBS1onalleviatinganimalheatstress.Theresults
showedthattheeggproductionrate,averagedailyfeedintakeandaverageeggweightoftheprobiotics
groupincreasedby2.60% (P<0.05),2.91% (P>0.05)and0.96% (P>0.05),respectively,compared
withthehightemperaturegroup,butwerelessthanthoseoftheroomtemperaturegroup.Inaddition,

thediarrhearateandbrokeneggratiooftheprobioticsgroupwerereduced,serumendotoxinandIL-
1werereducedby37.41% (P>0.05)and20.98% (P<0.05),whileIL-10expressionwasincreasedby
41.05% (P>0.05)thanthoseofthehightemperaturegroup.Moreover,intheprobioticsgroup,the
mRNAexpressionofmanygenesinthececum,includingthetightjunctionoccludin,ZO-1andJAM-A,

andthemucosarepairgeneofEGFweresignificantlyup-regulated(P<0.05),intestinalvillusheight
(P<0.05)wasimproved,whilenopronouncedvariationofthecryptdepthwasobserved(P>0.05).
Therefore,addingB.subtilisHDRaBS1couldeffectivelyalleviatethesymptomsofheatstress-induced
layinghens.

Keywords Bacillussubtilis;heatstress;layinghen;endotoxin;cecum;growthperformance;in-
terleukin
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