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摘要:通过分析热应激环境下蛋鸡肠道菌群结构的变化,旨在揭示热应激对肠道微生态环境的影响机理,为探索炎热环境下家

禽肠道菌群定植规律提供理论依据。 试验选择 16 周龄济宁百日鸡 96 只,随机分成对照组[(24依1) 益,玉]和热应激[(38依1)
益]组,分别在 2 个人工环境气候舱中饲养,各组设 6 个重复,每个重复 8 只,试验持续 14 d。 采用 16S rDNA 的变性梯度凝胶电

泳(Denatured gradient gel electrophoresis, PCR鄄DGGE)技术和实时荧光定量(Real鄄time quantitative RT鄄PCR) 以及多变量统计

(Principal Components Analysis,PCA)分析等手段,分析热应激 2d(域)、7d(芋)和 14 d(郁)时,对十二指肠、空肠及回肠内容物

菌群多样性以及菌群数量变化。 PCA 分析结果显示,热应激暴露过程中十二指肠部位菌群组成与对照组保持相似的趋势,但
热应激 2 d 时空肠部位菌群组成有分开趋势;到 7 d 时空肠与回肠部位菌群组成分开明显,而 14 d 时菌群组成具有明显差异;
热应激 7、14 d 时空肠和回肠部位末检测到敏感乳杆菌(Lactobacillus agilis),回肠部位也末检测到约氏乳杆菌(Lactobacillus
johnsonii)、不可培养细菌(Uncultured bacterium)等芽孢杆菌纲,而热应激不同时间段空肠和回肠部位可检测到不可培养细菌

(Uncultured Escherichia sp)、溃疡拟杆菌 (Bacteroides helcogenes)、卵形拟杆菌 (Bacteroides ovatus) 和索氏志贺氏菌 ( Shigella
sonnei) 等拟杆菌纲和 酌鄄变形菌纲;其中约氏乳杆菌、敏感乳杆菌数量变化在空肠部位减少最明显(P<0.05),空肠和回肠卵形拟

杆菌、不可培养的拟杆菌数量明显上升(P<0.05)。 热应激环境下蛋鸡空肠、回肠部位菌群多样性较为丰富,其抑制乳杆菌属、
不可培养细菌的增殖,促进卵形拟杆菌的繁殖,而促进卵形拟杆菌的繁殖,导致消化道菌群平衡的破坏。
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Abstract: Structural changes in the intestinal microbial flora of laying hens were analyzed to determine the influence of heat
stress on the intestinal microbial environment and explore microbial colonization of the poultry intestinal tract in the hot
environment. Ninety鄄six 16鄄week鄄old Jining Bairi chickens were randomly allotted into control group 玉 (24依1)益 or the
heat stress (38依1)益 group. Each group was divided into six replicate subgroups, each consisting of eight individuals. The
duration of the experiment was 14 days. Denaturing gradient gel electrophoresis combined with multivariate statistical
analysis and real鄄time quantitative analysis of the 16S rDNA were used to analyze the diversity of the microflora in the
duodenum, jejunum, and ileum. Changes in the abundance of the microflora were also studied. The effect was examined at
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2 days (group 域), 7 days (group 芋), and 14 days (group 郁) of heat exposure. PCA was carried out and the results
showed that the composition of the microflora in parts of the duodenum remained similar between the heat鄄stressed and
control groups, but that the microbial composition of the jejunum area varied between the heat鄄stressed and control animals
after 2 days. At 7 days, significant differences were found in the composition of the microflora in the jejunum and ileum
compared with that at 2 days and at 14 days. The influence of heat stress on the bacterial composition in each part of the
intestinal tract was most pronounced at the 7鄄day time point. Bacilli, Lactobacillus agilis in the jejunum and ileum, and
Lactobacillus johnsonii and other uncultured bacteria in the ileum, were not detected at the 7鄄 or 14鄄day time points, while
Bacteroidetes and 酌鄄Proteobacteria, uncultured Escherichia sp, Bacteroides helcogenes, Bacteroides ovatus, and Shigella
sonnei, were detected in the jejunum and ileum at different time points. Decreases in the overall abundance of L. johnsonii
and L. agilis were most obvious in the jejunum (P<0.05), while the abundance of B. ovatus and uncultured Escherichia sp.
in the jejunum and ileum was obviously increased (P<0.05). The number of bacterial cells of each of the various strains
ranged between 1.76—6.58 lg CFU / g. The results indicated that the proliferation of lactobacilli and uncultured bacteria in
the jejunum and ileum of laying hens was inhibited under heat stress, while the growth of B. ovatus in the jejunum and
ileum was promoted, resulting in disruption of the digestive tract microflora balance. The intestinal microflora of laying hens
under heat stress is relatively abundant, and the diversity of the flora in the jejunum and ileum showed distinct patterns with
increasing heat stress exposure time. The effect of heat stress on jejunal microbial flora was most pronounced, followed by
the ileum and the duodenum. The types of lactobacilli in the jejunum and ileum were significantly different at the different
time points. The effects of thermal stress were detected in the duodenum and jejunum, particularly in reference to four kinds
of pathogenic bacteria. The results suggest that heat stress can inhibit Lactobacillus species and promote the proliferation of
oval Bacteroidetes, thereby disrupting the balance of the digestive tract microflora.
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正常菌群作为机体的重要组成部分,参与了家禽的生长、发育、消化、吸收、营养、免疫、生物拮抗及其各种

功能和结构的发生、发展及衰退的全过程[1鄄2]。 环境温度是影响家禽生产性能的重要因素,在高温时机体热

平衡失调引起热应激。 此时,宿主与菌群动态的微生态平衡遭到破坏,正常菌群会发生变化,导致生产性能下

降,严重时甚至因抵抗力下降而大批死亡,造成巨大的经济损失。 当环境温度超过 28 益时,可导致鸡十二指

肠、空肠、回肠绒毛顶端轻微破裂、肠绒毛局部区域水肿、断裂和成片绒毛严重缺失[3];应激会降低家畜的肠

道绒毛高度,增加隐窝深度,而肠绒毛高度降低及表面积的减少会导致肠道吸收功能的减弱,肠道微生物区系

的稳态失衡[4]。 近几年,关于肠道菌群研究颇受关注,并证实肠道菌群与宿主免疫[5]、物质代谢[6] 紧密相关,
但是对于热应激环境下宿主肠道优势菌以及导致疾病或与疾病相关的微生物如何变化的了解还远远不足。
另外,采用传统和基于 16S rRNA 的变性梯度凝胶电泳(PCR鄄DGGE)技术等方法研究家禽肠道微生物菌群多

样性的报道较多[7鄄8],但由于 PCR鄄DGGE 方法的局限性[9],必须结合其它方法来弥补只能菌群定性的缺陷。
已有报道实时荧光定量 PCR 可以检测肠道内容物以及粪便中低至 101—102拷贝数的细菌的 16S rRNA[10鄄11],
为菌落多样性的进一步分析提供技术支撑。 热应激对家禽肠道微生态环境的影响非常复杂,本研究通过对热

应激环境下肠道微生物群落结构以及菌株数量差异的分析,阐明肠道微生物多样性特征,探讨热应激造成的

蛋鸡小肠不同部位对微生物群落分布的影响,为探索热应激对肠道菌群定植规律和构建丰富菌种资源提供理

论依据。

1摇 材料与方法

1.1摇 实验动物的处理

选择体质健康、体重相近的 16 周龄济宁百日鸡 96 只,随机分配在 2 个人工环境气候舱,每个气候舱设 6
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个重复,每个重复 8 只。 其中对照组[(24依1) 益]采样时间为 0 d,记为玉组;高温组[(38依1) 益]采样时间为

2、7 和 14 d,分别记为域、芋、郁组,试验持续 14 d。 试验期间自由饮水,舱内除温度外,其他各环境因素(饲料

原料组成、饲养条件)保持一致,相对湿度 55%,光照 16 h,强度 10 lx,舱内持续均匀通风。 研究期间所有试验

鸡饲喂相同玉米鄄豆粕型日粮,日粮参照中国鸡饲养标准(NY / T33—2004)配制,并在饲喂前进行灭菌处理。
1.2摇 样品的收集与处理

在随机从各处理组的每重复中取 5 只鸡进行剖杀,分别在无菌状态下采集十二指肠、空肠及回肠的内容

物为样本,并将该 5 只鸡肠内容物均匀混合,然后按 0.2 g /管分装到 2 mL 离心管,置-20 益保存,用于分析肠

道菌群多样性。
1.3摇 肠道微生物菌群多样性分析

1.3.1摇 细菌总 DNA 的提取

参照文献[12],采用 QIAamp 襃 DNA Stool MiniKit,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,-20 益保存备用。
1.3.2摇 基因组总 DNA 16S rDNA V3区特异性扩增片段

参照文献[13],PCR 反应体系(50 滋L): 10伊缓冲液 5 滋L (含 15 mmol / L MgCl2),dNTP(10 mmol / 滋L) 4
滋L,引物(357f鄄GC、517r; 10 滋mol / 滋L) 1 滋L,模板 DNA1.0 滋L,TaqDNA 聚合酶(5 U / 滋L) 0.5 滋L,用 ddH2O 补

足 50 滋L。 同时设置不添加模板的阴性对照。 PCR 扩增条件为 94 益预变性 4 min;94 益变性 30 s,58 益退火

30 s,72 益延伸 2 min,30 个循环,最后 72 益延伸 10 min。 PCR 产物用 1.0%(质量分数)琼脂糖凝胶电泳检测

片段大小和浓度。 根据大肠杆菌 16S rDNA V3 区片段设计合成,上游引物为: 357f鄄GC ( 5忆鄄CGCCCGC鄄
CGCGCGCGGCGG鄄GCGGGGCGGG GGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG鄄 3忆)、 357f ( 5忆鄄CCTACGGGAG鄄
GCAGCAG鄄3忆)和下游引物 517r(5忆鄄ATTACCGCGGCTGCTGG鄄3忆)。
1.3.3摇 DGGE 多态性分析

利用已获得 DNA 16S rDNA V3区扩增片段产物,用相应的微卫星引物和 PCR 扩增条件进行 PCR 扩增。

PCR 产物用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测片段大小和浓度。 参照文献[14],使用 Bio鄄Rad Dcode 进行 DGGE 凝胶

电泳。 用 8%(质量分数)的聚丙烯酰胺胶进行分离,变性剂梯度范围为 20%—60%(100%的变性剂包含 7
mol / L 尿素和 40%去离子甲酰胺)。 电泳在恒温 60 益下 1伊TAE 缓冲液中进行,电压 150 V,时间 12 h。 电泳

结束后进行 SYBR green I(100伊稀释倍)染色,用 UVI 成像系统检测照相。 电泳得到的图谱照片用 Quantity
One 软件(Bio鄄Rad, USA)进行条带识别,使用分析软件 BioNumerics 3.0(Applied Maths, Sint鄄Martens鄄Latem,
Belgium)对 PCR鄄DGGE 指纹图谱进行条带计数,应用主成分分析(PCA)法对数字化的 PCR鄄DGGE 图谱进行

分析,用 UPGMA(unweighted pair group mean average)进行聚类分析。
1.3.4摇 割胶回收差异条带和共性条带、纯化与载体的连接、测序

将 DGGE 图谱上的差异条带和共性条带分别回收,从凝胶上小心切下 DGGE 条带,放入 1.5 mL 灭菌离心

管中,加入 10 滋L 灭菌蒸馏水,在暗处 4 益中放置 12 h。 用相应的微卫星引物(357f 和 517r)进行二次 PCR 扩

增。 PCR 产物用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测片段大小和浓度。 用无菌手术刀将琼脂糖凝胶电泳割胶回收。 回

收产物用 Wizard PCR Prep DNA Purification System 进行纯化,纯化产物采用 DynaExpressTA PCR Cloning Kit
(TaKaRa)构建克隆文库,用 QIAamp 襃 DNA Stool MiniKit 抽提质粒,经 PCR 和电泳验证克隆片段的正确性。
将筛选后的细菌 DNA 应用 PCR 的 ByeDye25 法全域增幅。 PCR 产物经处理后在 310 型 DNA 测序仪测序。
所得结果利用 GenBank (http: / / www.ncbi.nlm.nih.gov)数据库进行序列同源性比对,并将所得序列提交 RDP
数据库鉴定种属,计算各类群所占的比例[15]。
1.4摇 实时荧光定量 PCR(RT鄄PCR)反应

1.4.1摇 乳酸杆菌、双歧杆菌、拟杆菌和大肠杆菌的特异性引物

分别参照 Denman[16鄄19]等方法,其上、下游序列见表 1,引物对由上海生工生物工程技术服务有限公司合
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成。 参照 Taverniers[20鄄21]等方法制备 RT鄄PCR 所检测菌的标准模板,采用能作为特异性引物模板的 DNA 序列

与克隆载体相连,获得重组质粒,以重组质粒模拟菌群基因组 DNA 作为标准品。 RT鄄PCR 反应体系为 20 滋L:
SYBR Green QPCR Mix(TOYOBO)10 滋L,上、下游引物各 0.4 滋L,DNA 模板 5 滋L,加水至 20 滋L。 所有荧光定

量 PCR 反应在 ABI 7500real鄄time PCR system鄄(ABI)上进行,其 PCR 反应程序见表 2。

表 1摇 乳酸杆菌、双歧杆菌、拟杆菌和大肠杆菌特异性引物

Table 1摇 The specific primer for Lactobacillus, Bifidbacterium and E.coil

基因
Gene

引物序列(5忆鄄3忆)
Sequence of Primers (sense / antisense)

产物大小 / bp
Length

乳酸杆菌 Lactobacillus 5忆鄄GGAAACAGRTGCTAATACCG鄄3忆 5忆鄄CACCGCTACACATGGAG鄄3忆 347

双歧杆菌 Bifidobacterium 5忆鄄GGGTGGTAATGCCGGATG鄄3忆 5忆鄄CCACCGTTACACCGGGAA鄄3忆 511

拟杆菌 Bacteroides 5忆鄄GAAGGTCCCCCACATTG鄄3忆 5忆鄄CAATCGGAGTTCTTCGTG鄄3忆 425

大肠杆菌 Clostridum 5忆鄄AAAGGRAGATTAATACCGCATAA鄄3忆 5忆鄄TTCTTCCTAATCTCTACGCA鄄3忆 96

表 2摇 PCR 反应程序

Table 2摇 PCR reaction program

基因
Gene

预变性
Initial denaturation

变性
Denaturation

退火
Annealing

延伸
Extension

循环
Cycle

最后延伸
Last extension

乳酸杆菌 Lactobacillus 94 益, 4 min 94 益, 45 s 64 益45 s 72 益, 1 min 35 72 益, 5 min

拟杆菌 Bacteroides 94 益, 4 min 94 益45 s 62 益45 s 72 益, 45 s 35 72 益, 5 min

双歧杆菌 Bifidobacterium 94 益, 4 min 94 益45 s 59 益45 s 72 益, 45 s 35 72 益, 5 min

大肠杆菌 Clostridum 95 益, 3 min 94 益, 45 s 57 益, 45 s 72 益, 2 min 35 72 益, 3 min

1.4.2摇 实时荧光定量 PCR
提取阳性克隆质粒,利用紫外分光光度仪测定质粒浓度,将此定量模板倍比稀释得到 7 个不同浓度的标

准模板,采用优化好的 PCR 条件进行荧光定量 PCR,以 Ct 值为纵坐标,以稀释倍数的对数为横坐标,建立相

对定量标准曲线。
1.5摇 数据统计分析

RT鄄PCR 检测数据采用 SPSS13.0 中的单因素方差分析(ONE鄄WAY ANOVA)进行统计分析,数据以平均

值依标准差(Mean 依 SD)表示,n= 5,均值采用 Duncan 法进行多重比较。

2摇 结果

2.1摇 热应激对蛋鸡肠道内容物中特定菌群的影响

从图 1 指纹图谱中可以看出,尽管高温暴露时间不同,但还存在一些共性条带;肠道同一部位内指纹图谱

的平均条带数差异不显著(P>0.05),但肠道不同部位间指纹图谱的平均条带数差异显著(P<0.05)。 空肠内

容物中细菌种类最丰富,条带数最多,分别为 15、16、12 和 14;其次是十二指肠,条带数分别为 12、10、12 和

13;而回肠细菌种类比较少,条带数分别为 9、11、12 和 13(图 1鄄A),对于 PCR鄄DGGE 方法而言,不同细菌的条

带分得越明显,条带数越多,越能够反映细菌菌群的多样性。 以凝胶图谱中相应位置是否出现条带作为依据,
对各肠段的微生物多样性进行聚类分析的结果见图 1鄄B)。 热应激 2、7 和 14 d 时,空肠部位细菌间相似性最

小,相似度分别为 46.30%、36.52%和 32.64%;其次是对回肠细菌的影响,相似度分别为 57.34%、34.63%和 39.
34%;对十二指肠部位细菌间相似性最高,相似度分别为 84.17%、68.52%和 72.38%。 各肠段间分析结果表

明,空肠与回肠部位相似度 23.17%,空肠与十二指肠部位相似度 28.59%,热应激 2 d 比 7、14 d 时各肠段间相

似度较小,说明热应激 7、14 d 时对肠道各部位细菌组成的影响较为明显。
对照组与热应激组 16S rDNA V3 区 PCR鄄DGGE 图谱的 PCA 分析结果见图 2。 PCA 分析结果显示,热应

激 2 d 时,十二指肠部位菌群组成与对照组相似,而空肠部位菌群组成有分开趋势;热应激 7 d 时,十二指肠部
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图 1摇 不同肠段微生物细菌 16S rDNA V3 区基因共性、特异性 PCR鄄DGGE 指纹图谱(A)与聚类分析(B)
Fig.1摇 Common character and Specificity PCR鄄DGGE DNA fingerprint of the V3 region of 16S rDNA gene (A) of bacteria in microbial
different bowel (B)

图 2摇 热应激第 2 天、7 天与 14 天时不同肠段微生物细菌 16S rDNA 基因 V3 区 PCR鄄DGGE 指纹图谱的 PCA 分析

Fig.2摇 Heat stress when the V3 region of 16S rRNA gene PCR鄄DGGE fingerprin of different intestinal segments microbial bacterial at the 2
day,7 day and 14 day of analysis of the PCA score plots

位菌群组成与对照组略有相似,空肠与回肠部位菌群组成分开明显;至热应激 14 d 时,十二指肠部位菌群组

成继续保持与对照组相似的趋势,但是空肠与回肠部位菌群组成具有明显差异(图 2)。
2.2摇 蛋鸡肠道内容物中各细菌菌群的物种多样性分析

图 1 中箭头所指的指纹图谱中分别割胶回收测序结果见表 3。 13 个共性、特异性条带均成功回收、克隆

和测序。 测序结果可见,热应激 7、14 d 时空肠和回肠部位末检测到敏感乳杆菌(Lactobacillus agilis、9 条带),
回肠部位也末检测到约氏乳杆菌(Lactobacillus johnsonii、1 条带)、不可培养细菌(Uncultured bacterium、10 条

带)和不可培养的拟杆菌属(Uncultured Bacteroidales bacterium、12 条带);另外,热应激不同时间段与对照组比

较可检测到不可培养细菌(Uncultured Escherichia sp、4 条带)、溃疡拟杆菌(Bacteroides helcogenes、5 条带)、卵
形拟杆菌(Bacteroides ovatus、7 条带)、索氏志贺氏菌 ( Shigella sonnei、8 条带)。 在 13 个测序结果中,与
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GenBank 数据库中微生物的同源性绝大多数都大于 98%,有的同源性甚至达到 100%。 但条带 5、7、11 和 12
与数据库中与之亲缘关系最近的已鉴定的微生物的同源性仅为 92、90、94、90%。 13 条序列分布于厚壁菌门

(Firmicutes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、变形菌门(Proteobacteria)以及没有注册的菌(Unclassified鄄bacteria),其
中 4 条序列与未培养细菌的 DNA 序列具有高度相似性,说明热应激环境下肠道微生物菌株丰富,且存在未被

认知的类群。 DGGE 图谱中热应激环境下末检测到菌属主要集中于芽孢杆菌纲的乳酸杆菌属,而繁衍微生物

主要集中于拟杆菌纲拟杆菌属、酌鄄变形菌纲索氏志贺氏菌属。

表 3摇 PCR鄄DGGE 共性条带和特异性条带的基因片段序列的比对结果

Table 3摇 Comparison of genomic sequences in common bands and special bands by sequencing and BLAST analysis

条带
Band

同源微生物(GenBank 登记号)
Homologous microbes
(Registration no.GenBank)

相似率 / %
Similarity

细菌所属纲 / %
Bacteria belonging to class

细菌所属门 / %
Bacteria belonging to door

1 Lactobacillus johnsonii (HQ384294) 99 芽孢杆菌 Bacillus(12.1) 厚壁菌 Firmicutes(48.5)

2 Clostridium sartagoforme (FJ384380) 100 芽孢杆菌 Bacillus(14.6)

3 Lactobacillus gasseri (GU417927) 95 芽孢杆菌 Bacillus(10.8)

4 Uncultured Escherichia sp (DQ856885) 98 酌鄄变形菌 酌鄄proteobacteria(3.5) 变形菌 Proteobacteria(3.5)

5 Bacteroides helcogenes (AB510707) 92 拟杆菌 Bacteroides(9.4) 拟杆菌 Bacteroidetes(28.1)

6 Uncultured bacterium (HQ320782) 98 Unclassified鄄bacteria(5.1)

7 Bacteroides ovatus (AB510705) 91 拟杆菌 Bacteroides(7.4) 拟杆菌 Bacteroidetes

8 Shigella sonnei (HQ407271) 100 酌鄄变形菌 酌鄄proteobacteria(9.6) 变形菌 Proteobacteria(9.6)

9 Lactobacillus agilis (AB300519) 98 芽孢杆菌 Bacillus(8.2) 厚壁菌 Firmicutes

10 Uncultured bacterium (HQ321794) 95 Unclassified鄄bacteria(2.8)

11 Lactobacillus delbrueckii (EF015468) 94 芽孢杆菌 Bacillus(2.7) 厚壁菌 Firmicutes

12 Uncultured Bacteroidalesbacterium(HM079683) 90 拟杆菌 Bacteroides(11.3) 拟杆菌 Bacteroidetes

13 Uncultured bacterium (GU171201) 100 Unclassified鄄bacteria(1.8)

2.3摇 热应激对蛋鸡不同肠道部位各菌株数量的影响

用 RT鄄PCR 方法检测热应激环境下十二指肠、空肠和回肠的微生物菌群结果见表 4。 从表 4 可以看出,十
二指肠和空肠部位的约氏乳杆菌、不可培养细菌(条带 13)在不同热应激时段与对照组比较均显著下降。 其

中,热应激 14 d 时下降最为明显(P<0.05);约氏乳杆菌在十二指肠部位与空肠部位比较下降幅度较为明显,
而不可培养细菌在空肠部位与十二指肠部位比较显著下降(P<0.05)。 卵形拟杆菌在各肠段部位不同热应激

时段与对照组比较均显著上升(P<0.05);其中回肠部位热应激 2 d 时上升最为明显,其次为空肠、十二指肠。
另外,不可培养的拟杆菌(条带 12)和不可培养细菌(条带 13)分别在空肠和回肠部位不同热应激时段与对照

组比较均显著上升(P<0.05),其中回肠部位热应激 2 d 时上升幅度明显 (P<0.05)。 本试验中每 1 g 肠道内

容物中各菌株的对数值均在 1.76—6.58 lg CFU / g 之间。

3 摇 讨论

3.1摇 热应激对肠道菌群定植规律的影响

动物处于健康状态时,肠道微生物种类和数量相对平衡,但是此平衡失调会导致一系列负面后果。 已有

报道,饲粮、日龄和环境因素均可影响肠道菌群[22鄄24]。 日龄因素在早期对肠道菌群影响较大,到成熟期菌群

趋向稳定,而成熟后饲料和饲养环境成为主要的影响因素[25]。 家禽小肠微生物菌群大概是在 2 周内建立起

来的,40 d 内其微生物主要是粪链球菌和大肠杆菌类,随后乳酸杆菌成为优势菌。 盲肠微生物菌群的构建要

滞后于小肠,大概在 6—7 周[22]。 本试验选择性成熟期的 16 周龄鸡群,其肠道拥有相对稳定的微生物菌群。
肠道微生物菌群组成还受到饲料原料、饲粮营养水平(脂肪、蛋白质和碳水化合物)、饲粮物理结构(颗粒大小

和加工技术)、外源饲用酶类以及饲用抗生素和抗球虫药用的影响[26]。 14 d 试验期内为避免饲料因素影响肠
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道菌群结构,饲喂原料组成相同并经过灭菌的饲料,通过饲料微生物与肠道菌群基因组总 DNA 16S rDNA V3

区扩增片段变性梯度凝胶电泳比较分析结果表明,不同肠段、不同日龄鸡群小肠微生物菌群,并末受到空腹前

饲喂灭菌饲粮因素的影响。

表 4摇 Real time鄄PCR 方法检测蛋鸡不同肠道部位各菌数量变化(lg CFU / g)

Table 4摇 The bacteria number quantity change different intestinal parts detection of layers hen by real time鄄PCR

肠段
Intestinal
segment

处理组
Treat
group

条带 Band

1 7 8 9 10 12 13

十二指肠 玉 5.76依0.03 b 2.12依0.01 h 3.68依0.06 c

Duodenum 域 4.23依0.05 d 2.34依0.04 f 3.24依0.03 d

芋 3.59依0.01 e 2.23依0.06 h 2.48依0.05 f

郁 2.14依0.06 f 2.65依0.02 e 2.20依0.01 h

空肠 Jejunum 玉 6.27依0.03 a 2.56依0.04 e 2.31依0.03 c 5.53依0.02 b 3.67依0.02 b 2.75依0.02 e 4.82依0.03 b

域 5.43依0.04 b 4.23依0.08 c 3.87依0.02 a 2.33依0.01 d 3.87依0.07 b 3.26依0.01 c 2.84依0.05 e

芋 5.11依0.02 c 3.67依0.03 d 3.12依0.06 b 2.79依0.01 c 3.98依0.06 b 2.32依0.08 h

郁 3.83依0.07 e 4.21依0.06 c 1.76依0.04 d 5.04依0.06 a 4.87依0.08 a 2.05依0.04 l

回肠 Ileum 玉 2.01依0.02 l 5.86依0.03 a 2.80依0.03 e 1.89依0.01 m

域 5.78依0.03 b 5.32依0.04 c 2.95依0.04 d 3.60依0.01 c

芋 6.58依0.02 a 4.68依0.05 b

郁 5.82依0.01 b 5.07依0.03 a

摇 摇 同行数据不同字母表示差异显著(P<0.05),相同字母表示差异不显著(P>0.05); n= 5

V.B.Ahir 等[27] 报道,在温热而潮湿的环境中,用分子生物学技术分析肉鸡部分肠道微生物区系变化,随
着鸡的热应激处理时间的推移,微生物菌群由简单变为复杂。 环境条件发生变化 (热应激、免疫应激

等) [28鄄29],可引起动物肠道内菌群结构的变化,从而引起消化道菌群紊乱。 菌群相似度是测量群落间或样方

间相似程度的指标,其相似度的高低间接地说明共性菌群以外的菌群情况[7]。 本试验肠道内容物细菌菌群

相似度分析表明,空肠部位细菌间相似性最小,而十二指肠部位相似性最高,并且热应激 2 d 比 7、14 d 时各肠

段间相似度小。 说明热应激 7、14 d 时空肠、回肠部位共性菌群以外的菌群较为丰富。
热应激 7、14 d 时空肠和回肠部位末检测到两种乳杆菌属和两种不可培养菌属,其中两种乳杆菌属于优

势菌,作为一种有益菌是厚壁菌门中最大的菌属,能调节肠道黏膜细胞因子的产生数量,在肠道中可附着于肠

道上皮细胞形成稳定的菌落,并能抑制病原菌的滋生,产生抗菌物质等;乳杆菌可以改善鸡肠道微生物区系,
提高有益菌数量,与肠道病原菌竞争定植位点,平衡肠道微生态区系[30鄄31]。 而本研究结果表明,热应激 7 d 时

肠道中优势菌的丢失,可影响优势菌与致病菌的平衡,促进有害微生物对肠道的刺激作用。
热应激不同时间段在十二指肠和空肠部位检测到四种致病菌,主要集中在 酌鄄变形菌纲和拟杆菌纲。 酌鄄变

形菌纲是变形菌门中的优势亚群,本研究测序比对结果表明,酌鄄变形菌纲主要包括志贺氏菌属(Shigella)、卵
形拟杆菌(Bacteroides ovatus)和不可培养埃希氏菌属(Escherichia)三类细菌。 志贺氏菌是常见的病原菌,能够

引发家禽的细菌性痢疾,主要表现为肠道黏膜结构的水肿、溃疡及炎症[32];而卵形拟杆菌在热应激环境下局

部组织供血障碍造成局部厌氧微环境,有助于厌氧菌生长繁殖,导致肠道感染。 大肠埃希氏菌可引起不同类

型的原发性或继发性鸡大肠埃希氏菌病,该病发病率高,死亡率也高,目前该病已成为危害我国养鸡业发展的

最重要的细菌性传染病之一[33]。 由此可见,热应激环境对肠道菌群的结构变化,易成为其它疾病的并发症或

继发病的主要根源。 而不可培养菌属是否属于优势菌需要进一步验证。
3.2摇 热应激对蛋鸡不同肠道部位各菌株数量的影响

Deng 等[34]的研究结果表明,热应激会导致家禽肠道黏膜结构的变化,降低肠道黏膜免疫水平,在每千克

饲粮中添加 1伊107活菌单位的地衣芽孢杆菌可以明显改善热应激条件下肠道的黏膜结构,这就间接说明热应
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激环境下肠道有益菌的平衡遭到破坏,而补充外源有益菌可改善热应激导致的肠道微生态环境;动物肠道内

存在大量细菌,它们与机体紧密结合形成肠内生态平衡,肠道菌群自身及肠道菌群与机体之间始终存在着动

态平衡,这种平衡的维持对于机体健康是必需的。 正常菌通过竞争性排斥和提高机体免疫力减少病原微生物

在机体内的定植,但是同一个体的不同阶段甚至在同一阶段不同的环境中,肠道菌群结构会有变化[35]。 本试

验用 RT鄄PCR 技术检测蛋鸡不同肠道部位在热应激环境下各种菌株数量,结果表明,热应激环境下十二指肠

和空肠的约氏乳杆菌数量明显下降,而空肠的敏感乳杆菌也下降较为明显。 Jin[36]等发现,分离得到的乳酸杆

菌仅仅 26%能够中等强度或者比较强地黏附在肉鸡上皮细胞,而随着热应激时间的延长,消化道的黏膜结构

变化,有益菌的定植受到影响,尤其是致病菌会大量繁殖,而造成营养物质消化率显著下降[37]。 本研究中空

肠和回肠卵形拟杆菌数量明显上升;另外,不可培养细菌(条带 13)数量在十二指肠和空肠部位均减少,而回

肠部位明显上升,也证实了持续的热应激环境为致病性细菌繁殖提供有利条件,但是,这些菌种平衡变化是否

与肠道黏膜结构变化直接有关,需要进一步研究。

4摇 结论

(1) 空肠部位热应激对空肠的微生物菌群影响最为明显,对回肠和十二指肠微生物菌群的影响次之。
(2) 部位的热应激环境下肠道微生物菌株丰富,且抑制了空肠部位乳杆菌属、不可培养细菌的增殖,促进

了空肠和回肠部位卵形拟杆菌、不可培养细菌的繁殖,这些致病菌导致蛋鸡消化道菌群平衡的破坏。
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