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植物乳杆菌制剂对断奶仔猪肠道黏膜功能和
微生物菌群及短链脂肪酸的影响

李雪莉ꎬ虞徳夫ꎬ王超ꎬ丁立人ꎬ朱伟云ꎬ杭苏琴∗

(南京农业大学消化道微生物研究室ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本试验旨在研究植物乳杆菌制剂对苏淮断奶仔猪肠道黏膜营养素转运体、紧密连接蛋白相关基因表达量、微
生物菌群数量、短链脂肪酸及乳酸含量的影响ꎮ [方法]选取胎次和体质量(９.３４ ｋｇ)相近的 ２８ 日龄健康苏淮断奶仔猪 １４４
头ꎬ按饲喂日粮随机分为对照组(基础日粮)、抗生素组(基础日粮＋抗生素)、植物乳杆菌制剂组(基础日粮＋植物乳杆菌制

剂)ꎬ每组 ６ 个重复ꎬ每个重复 ８ 头仔猪ꎮ 预饲期 ３ ｄꎬ仔猪 ３２ 日龄开始试验ꎬ５９ 日龄试验结束时屠宰采样ꎮ 采集十二指肠、
空肠、回肠组织及黏膜样品分别用于黏膜营养素转运体和紧密连接蛋白相关基因表达量分析ꎻ分别收集盲肠和结肠食糜ꎬ
测定短链脂肪酸和乳酸含量ꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析微生物菌群数量ꎮ [结果]与对照组相比ꎬ植物乳杆菌制剂组可显著上调十二

指肠 ＰｅｐＴ１、空肠 ＳＧＬＴ￣１ 和 ＰｅｐＴ１ 以及回肠 ＳＧＬＴ￣１ 基因的相对表达量(Ｐ<０.０５)ꎬ与抗生素组相比ꎬ植物乳杆菌对各基因的

相对表达量均无显著影响(Ｐ>０.０５)ꎻ与对照组和抗生素组相比ꎬ植物乳杆菌制剂组可显著上调十二指肠 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、空肠和

回肠 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ￣１ 基因的相对表达量(Ｐ<０.０５)ꎬ而对十二指肠、空肠、回肠其他基因无明显影响(Ｐ>０.０５)ꎻ与对照组相

比ꎬ植物乳杆菌制剂组可显著增加盲肠丁酸、结肠丁酸和乳酸的含量(Ｐ<０.０５)ꎬ而对乙酸和丙酸无显著影响(Ｐ>０.０５)ꎻ显
著减少大肠杆菌数量(Ｐ<０.０５)ꎬ显著增加结肠乳酸杆菌和梭菌ⅩⅣａ群的数量(Ｐ<０.０５)ꎻ相较于抗生素组ꎬ植物乳杆菌制剂

可显著提高盲肠乳酸、结肠乳酸和丁酸含量以及盲肠和结肠中乳酸杆菌的数量(Ｐ<０.０５)ꎮ [结论]仔猪断奶时饲喂植物乳

杆菌制剂可调节肠道黏膜营养素转运体及紧密连接蛋白相关基因表达量ꎬ提高短链脂肪酸和乳酸含量ꎬ促进肠道有益菌如

乳酸杆菌、梭菌ⅩⅣａ群的增殖ꎬ减少病原菌如大肠杆菌数量ꎬ从而促进肠道健康ꎬ缓解断奶应激ꎮ
关键词:植物乳杆菌制剂ꎻ断奶仔猪ꎻ营养素转运体ꎻ紧密连接蛋白ꎻ短链脂肪酸ꎻ微生物菌群
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ] Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｉｍｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ｏｎ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓꎬｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｍｕｃｏｓａꎬｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎬｓｈｏｒｔ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｏｆ Ｓｕｈｕａｉ
ｗｅａｎｅｄ ｐｉｇｌｅｔｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １４４ Ｓｕｈｕａｉ ｗｅａｎｅｄ ｐｉｇｌｅｔｓ(９.３４ ｋｇ) ａｔ ａｇｅ ｏｆ ２８ ｄａｙｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ３ ｇｒｏｕｐｓꎬ
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ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｌ ｐｌａｎｔａｒｕｍ) . Ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ６ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ａｎｄ ８ ｐｉｇｌｅｔｓ ｐｅｒ ｒｅｐｌｉｃａｔｅ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｓｔａｒｔｅｄ ｏｎ ｄａｙ ３２ ａｎｄ
ｅｎｄｅｄ ｏｎ ｄａｙ ５９ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ. Ｏｎ ｄａｙ ５９ꎬｏｎｅ ｐｉｇｌｅｔ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｒｅｐｌｉｃａｔｅ ｗａｓ ｓｌａｕｇｈｔｅｒｅｄ ｆｏｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ. Ｏｎ ｔｈｅ ｄａｙ ｏｆ ｓｌａｕｇｈｔｅｒꎬｔｈｅ
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ｔｈｅ ｓｈｏｒｔ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｎｄ Ｃ ｃｌｕｓｔｅｒ ⅩⅣａ ａｎｄ
ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ Ｅ ｃｏｌｉ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍꎻｗｅａｎｅｄ ｐｉｇｌｅｔｓꎻ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎻ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｓｈｏｒｔ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ( ＳＣＦＡ)ꎻ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

近年来ꎬ抗生素滥用造成细菌耐药性、药物残留等问题日益严峻ꎬ寻找抗生素替代品已成为养殖业广

泛共识ꎮ 植物乳杆菌作为益生菌的主要代表菌株ꎬ受到广泛关注[１]ꎮ 研究表明ꎬ植物乳杆菌可提高仔猪

日增重和饲料转化率ꎬ抑制大肠杆菌等条件性致病菌的生长ꎬ降低腹泻率ꎻ可增加仔猪肠道紧密连接蛋白

的表达量ꎬ改善肠道屏障功能ꎻ能够促进断奶仔猪肠道有益菌增殖ꎬ调节菌群结构ꎬ维持机体健康[２]ꎮ 然

而ꎬ有报道指出ꎬ植物乳杆菌菌种不同其特性也不尽相同ꎬ相同菌种的不同菌株其作用也不完全相同[３]ꎮ
小肠黏膜细胞可参与营养物质的消化吸收、屏障保护及应激反应ꎬ是重要的功能细胞[４]ꎮ 钠葡萄糖

转运体 １( ｓｏｄｉｕｍ ｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ￣１ꎬＳＧＬＴ￣１)是单胃动物小肠黏膜上参与葡萄糖转运的主要载体ꎬ在肠道黏

膜细胞刷状缘上单糖与 ＳＧＬＴ￣１ 结合后ꎬ再通过 ＳＧＬＴ￣１ 转运进入细胞ꎬ在膜细胞 Ｎａ＋ ￣Ｋ＋ ￣ＡＴＰ 酶的作用下

完成葡萄糖的运输[５]ꎮ 寡肽转运载体 １(ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ １ꎬＰｅｐＴ１)是一种表达于小肠上皮细胞刷状

缘膜上ꎬ对 Ｈ＋依赖、低亲和力、高容量寡肽转运体ꎬＰｅｐＴ１ 基因多表达于消化道中ꎬ对寡肽的吸收起关键作

用[６]ꎮ 然而ꎬ植物乳杆菌对上述营养素转运体影响的研究还鲜见报道ꎮ
本项目组前期研究了植物乳杆菌制剂对断奶仔猪生长性能的影响ꎬ发现植物乳杆菌可显著增加断奶

仔猪平均日增重和日采食量ꎬ显著降低料重比和腹泻率[７]ꎬ然而ꎬ植物乳杆菌对断奶仔猪肠道功能及健康

的影响及提高生产性能的机制尚不清楚ꎮ 因此ꎬ我们在前期生产性能分析的基础上ꎬ从仔猪肠道黏膜屏障

功能基因与营养素转运体相关基因表达量、短链脂肪酸和乳酸浓度及菌群数量等方面ꎬ进一步探讨植物乳

杆菌制剂对断奶仔猪阶段肠道健康的影响ꎬ分析其提高生产性能的原因ꎬ以揭示植物乳杆菌制剂替代抗生

素缓解断奶应激可能的机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物和材料

试验于 ２０１５ 年 １０—１１ 月在江苏省淮安市淮阴种猪场进行ꎮ 试验用自制的植物乳杆菌制剂添加量为

２００ ｍｇｋｇ－１ꎬ有效活菌数 １×１０９ＣＦＵｇ－１ꎮ 试验所用抗生素为硫酸黏杆菌素和恩拉霉素ꎬ纯度均为 １０％(质
量分数)ꎬ添加量均为 ２００ ｍｇｋｇ－１ꎮ
１.２　 试验设计与日粮组成

选取体质量为(９.３４±０.３３)ｋｇ 的 ２８ 日龄苏淮断奶仔猪 １４４ 头ꎬ随机分为 ３ 组:基础日粮组ꎬ即对照组ꎻ
抗生素组ꎬ即基础日粮中添加 ２００ ｍｇｋｇ－１硫酸黏杆菌素和 ２００ ｍｇｋｇ－１恩拉霉素ꎻ植物乳杆菌制剂组ꎬ即
基础日粮添加 ２００ ｍｇｋｇ－１植物乳杆菌制剂ꎮ 每组 ６ 个重复ꎬ每个重复 ８ 头仔猪ꎮ 试验于仔猪 ３２ 日龄开

始ꎬ５９ 日龄结束ꎬ共 ２８ ｄꎮ 每组每个重复挑选 １ 头共 １８ 头仔猪屠宰ꎬ采集器官、组织、食糜等样品ꎮ 仔猪

断奶后的日粮组成及营养水平见表 １ꎮ 试验期间仔猪自由饮水、采食ꎮ 按照猪场常规免疫、消毒程序饲养

管理ꎮ
１.３　 测定指标与方法

１.３.１　 肠道黏膜功能相关基因的测定　 参照 Ｃｈｏｍｃｚｙｎｓｋｉ 等[８]的方法提取小肠组织总 ＲＮＡꎬ反转录体系

和反应程序严格按照试剂盒(ＴａＫａＲａ)说明书进行操作ꎬ所得 ｃＤＮＡ 模板保存于－２０ ℃备用ꎮ
以 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参基因ꎬ对相关基因进行实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)分析(ＡＢＩ 公司 ７３００ 实时荧光

定量 ＰＣＲ 仪)ꎬ反应体系和反应程序按照 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒(ＴａＫａＲａ)说明书进行操作ꎮ 引物序

列如表 ２ 所示ꎮ 每个样本重复测定 ３ 次ꎬ取 ＣＴ 的平均值ꎬ根据公式 ２－ΔΔＣＴ计算相关基因的相对表达量ꎮ

５０５
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表 １　 基础日粮组成及营养水平

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｓａｌ ｄｉｅ

原料组成 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ 含量 / ％ Ｃｏｎｔｅｎｔ 营养水平２ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ 含量 / ％ Ｃｏｎｔｅｎｔ
玉米 Ｃｏｒｎ ６５ 　 　 干物质 Ｄｒｙ ｍａｔｔｅｒ ８７.９０
麸皮 Ｗｈｅａｔ ｂｒａｎ ８ 　 　 粗蛋白 Ｃｒｕｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １７.９０
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ２０ 　 　 钙 Ｃａ ０.６３
鱼粉 Ｆｉｓｈ ｍｅａｌ ２ 　 　 磷 Ｐ ０.５０

预混料１ Ｐｒｅｍｉｘ ５ 　 　 可利用磷 Ａｖａｉｌａｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ０.２５
　 　 盐 Ｓａｌｔ ０.３８
　 　 粗纤维 Ｃｒｕｄｅ ｆｉｂｅｒ ２.４６
　 　 蛋氨酸＋胱氨酸 Ｍｅｔ＋Ｃｙｓ ０.６５
　 　 苏氨酸 Ｔｈｒ ０.６８

　 　 １)每千克预混料中含:维生素 Ａ １２０ ｋＩＵꎬ维生素 Ｄ３ １０ ｋＩＵꎬ维生素 Ｅ ４００ ＩＵꎬ维生素 Ｋ３ ４０ ｍｇꎬ维生素 Ｂ１ ５０ ｍｇꎬ维生素 Ｂ２ ５０ ｍｇꎬ维生
素 Ｂ６ ３０ ｍｇꎬ烟酸 ５００ ｍｇꎬ叶酸 １５ ｍｇꎬ泛酸 ２５０ ｍｇꎬ水分 １００ ｇꎬ氯化钠 ８０ ~ １３０ ｇꎬ氯化胆碱 ５ ０００ ｍｇꎬ铁 １ ５００ ｍｇꎬ铜 ９００ ｍｇꎬ
锰 ３００ ｍｇꎬ锌 １ ６００ ｍｇꎬ碘 ３.５ ｍｇꎬ硒 ２.５ ｍｇꎬ钙 １００~１８０ ｇꎬ总磷 ２０ ｇꎬ赖氨酸 ５.６ ｇꎻ２)营养水平为计算值ꎬ消化能为 １２.５４ ＭＪｋｇ－１ꎮ

１)Ｐｅｒ ｋｉｌｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｒｅｍｉｘ ｃｏｎｔａｉｎｓ:ｖｉｔａｍｉｎ Ａ １２０ ｋＩＵꎬｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ １０ ｋＩＵꎬｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ４００ ＩＵꎬｖｉｔａｍｉｎ Ｋ３ ４０ ｍｇꎬｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１ ５０ ｍｇꎬｖｉｔａｍｉｎ
Ｂ２ ５０ ｍｇꎬｖｉｔａｍｉｎ Ｂ６ ３０ ｍｇꎬｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｉｄ ５００ ｍｇꎬｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ １５ ｍｇꎬｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃ ａｃｉｄ ２５０ ｍｇꎬｗａｔｅｒ １００ ｇꎬＮａＣｌ ８０－１３０ ｍｇꎬｃｈｏｌｉｎｅ ｃｈｌｏｒｉｄｅ
５ ０００ ｍｇꎬＦｅ １ ５００ ｍｇꎬＣｕ ９００ ｍｇꎬＭｎ ３００ ｍｇꎬＺｎ １ ６００ ｍｇꎬＩ ３.５ ｍｇꎬＳｅ ２.５ ｍｇꎬＣａ １００－１８０ ｇꎬｔｏｔａｌ Ｐ ２０ ｇꎬｌｙｓｉｎｅ ５.６ ｇꎻ２)Ｎｕｔｉｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ
ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｖａｌｕｅｓꎬｄｉｇｅｓｔｉｂｌｅ ｅｎｅｒｇｙ ｗａｓ １２.５４ ＭＪｋｇ－１ꎮ

表 ２　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 测定肠道黏膜功能相关基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｇｅｎｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

基因名称
Ｇｅｎｅｓ ｎａｍｅ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

引物对序列(５′→３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

片段长度 / ｂｐ
Ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｉｚｅ

　 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ ＮＭ＿００１２４４５３９.１ ＧＣＣＣＴＡＣＴＴＴＧＣＴＧＣＴＣＣＴＧ / ＴＴＴＣＴＧＧＴＴＧＴＴＣＣＣＡＣＡＣＧ ６０ １４１
　 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＮＭ＿００１１６３６４７.２ ＣＡＧＴＧＧＣＴＴＴＧＧＴＧＧＣＴＡＴＧ / ＡＧＡＡＴＣＣＣＴＴＴＧＣＴＧＣＴＣＧＴ ６０ １０１
　 ＺＯ￣１ ＸＭ＿００５６５９８１１.１ ＡＧＣＣＡＴＣＣＡＣＴＣＣＴＧＣＣＴＡＴ / ＧＧＧＡＣＣＴＧＣＴＣＡＴＡＡＣＴＴＣＧ ６０ １３３
　 ＳＧＬＴ￣１ Ｍ３４０４４.１ ＴＣＡＴＣＡＴＣＧＴＣＣＴＧＧＴＣＧＴＣＴＣ / ＣＴＴＣＴＧＧＧＧＣＴＴＣＴＴＧＡＡＴＧＴＣ ６０ １４４
　 ＰｅｐＴ１ Ｕ１３１７３ ＴＣＣＡＣＣＧＣＣＡＴＣＴＡＣＣＡＴＡＣ / ＧＧＡＣＡＡＡＣＡＣＡＡＴＣＡＧＧＧＣＴ ６０ ４９９
　 ＡＱＰ１０ ＮＭ＿００１１２８４５４ ＴＧＴＣＴＧＣＴＴＴＣＴＧＴＧＣＣＴＣＴＧ / ＧＧＡＴＧＣＣＡＴＴＧＣＴＣＡＡＧＧＡＴＡＧＡＴＡＡ ６０ １５６
　 ＡＱＰ３ ＨＱ ８８８８６０.１ ＡＡＧＣＴＧＴＣＣＣＡＡＧＴＡＡＡＧＣＡＣＡＡ / ＧＣＣＣＴＡＣＴＴＣＣＴＧＴＴＴＣＡＣＣＡＣ ６０ ２５１
　 β￣ａｃｔｉｎ ＸＭ＿００３３５７９２８ ＡＴＧＣＴＴＣＴＡＧＡＣＧＧＡＣＴＧＣＧ / ＧＴＴＴＣＡＧＧＡＧＧＣＴＧＧＣＡＴＧＡ ６０ １０９

１.３.２　 肠道短链脂肪酸浓度测定　 样品预处理:称取食糜 ０.５ ｇ 于离心管中ꎬ加入 １.５ ｍＬ 双蒸水ꎬ混匀ꎬ取
１ ｍＬ 上清液于离心管中ꎮ 加入 ０.２ ｍＬ 偏巴酸混合溶液(０.６４６ ４ ｇ 巴豆酸溶于 ２５０ ｇＬ－１偏磷酸)ꎬ－２０ ℃
保存过夜ꎮ 待样品解冻后离心(１２ ０００ ｒｍｉｎ－１ꎬ１０ ｍｉｎ)ꎬ取 ０.５ μＬ 上清液ꎬ用进样针瞬时注入气相色谱仪

(ＧＣ－２０１４ꎬ日本岛津)ꎬ参照文献[９－１０]的方法测定ꎮ
１.３.３　 肠道微生物菌群数量分析　 于仔猪 ５９ 日龄ꎬ每组每个重复随机选择 １ 头仔猪屠宰ꎬ分离肠道ꎬ采集

盲肠、结肠食糜ꎬ于－２０ ℃保存ꎮ 采用珠磨 ＣＴＡＢ 法[１１]提取细菌总 ＤＮＡꎬＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００(ＴｈｅｒｍｏꎬＵＳＡ)检
测提取 ＤＮＡ 的纯度和浓度ꎬ将纯度和浓度合适的 ＤＮＡ 样品保存于－２０ ℃ꎬ用于微生物菌群 ｑＰＣＲ 分析ꎬ
利用各自代表性菌株的基因作为模板制作标准曲线ꎬ测定样品 ＤＮＡꎬ３ 个重复ꎬ计算平均值ꎬ具体方法参照

文献[１２]ꎮ 引物序列如表 ３ 所示ꎮ ｑＰＣＲ 反应体系和反应程序按照试剂盒(ＴａＫａＲａ)说明书操作ꎮ
表 ３　 ｑＰＣＲ 测定菌群相关基因的引物序列[１２]

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｇｅｎｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｑＰＣＲ

菌群
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ

引物对序列(５′→３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

片段长度 / ｂｐ
Ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｉｚｅ

总菌 Ｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ＧＴＧＳＴＧＣＡＹＧＧＹＹＧＴＣＧＴＣＡ / ＡＣＧＴＣＲＴＣＣＭＣＮＣＣＴＴＣＣＴＣ ６０ １２３
乳酸杆菌属 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ＡＧＣＡＧＴＡＧＧＧＡＡＴＣＴＴＣＣＡ / ＡＴＴＣＣＡＣＣＧＣＴＡＣＡＣＡＴＧ ６０ ３４５
大肠杆菌 Ｅ ｃｏｌｉ ＣＡＴＧＣＣＧＣＧＴＧＴＡＴＧＡＡＧＡＡ / ＣＧＧＧＴＡＡＣＧＴＣＡＡＴＧＡＧＣＡＡＡ ６０ ９６
梭菌Ⅳ群 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｃｌｕｓｔｅｒ Ⅳ ＧＣＡＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＡＧＴ / ＣＴＴＣＣＴＣＣＧＴＴＴＴＧＴＣＡＡ ６０ ２３９
梭菌ⅩⅣａ群 Ｃ ｃｌｕｓｔｅｒ ⅩⅣａ ＣＧＧＴＡＣＣＴＧＡＣＴＡＡＧＡＡＧＣ / ＡＧＴＴＴＹＡＴＴＣＴＴＧＣＧＡＡＣＧ ６０ ４４０

１.４　 统计分析

试验数据经 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 处理后ꎬ采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件中的单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)模型进行

分析ꎬＴｕｋｅｙ Ｓ￣Ｂ 测验比较差异显著性ꎮ

６０５
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２　 结果与分析

２.１　 植物乳杆菌制剂对断奶仔猪小肠黏膜转运通道相关基因相对表达量的影响

从表 ４ 可见:与对照组相比ꎬ植物乳杆菌制剂组可显著上调十二指肠 ＰｅｐＴ１、空肠 ＳＧＬＴ￣１ 和 ＰｅｐＴ１ 以

及回肠 ＳＧＬＴ￣１ 的相对表达量(Ｐ<０.０５)ꎻ与抗生素组相比ꎬ植物乳杆菌制剂对各基因的相对表达量均无显

著影响(Ｐ>０.０５)ꎮ
表 ４　 植物乳杆菌制剂对断奶仔猪小肠黏膜转运通道相关基因相对表达量的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｇｅｎｅｓ
ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ

项目
Ｉｔｅｍｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

抗生素组
Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｇｒｏｕｐ

植物乳杆菌组
Ｌ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ｇｒｏｕｐ

十二指肠 　 　 ＡＱＰ３ １.００±０.００ １.０１±０.００ １.００±０.００
Ｄｕｏｄｅｎｕｍ 　 　 ＡＱＰ１０ １.００±０.００ １.０２±０.０１ １.０１±０.００

　 　 ＳＧＬＴ￣１ １.００±０.００ １.０１±０.００ １.０１±０.００
　 　 ＰｅｐＴ１ １.００±０.００ｂ １.４２±０.０１ａ １.４４±０.０１ａ

空肠 　 　 ＡＱＰ３ １.００±０.０１ １.０２±０.００ １.０１±０.００
Ｊｅｊｕｎｕｍ 　 　 ＡＱＰ１０ １.００±０.００ １.００±０.００ １.０２±０.００

　 　 ＳＧＬＴ￣１ １.００±０.０１ｂ １.２９±０.００ａ １.１９±０.００ａ

　 　 ＰｅｐＴ１ １.００±０.０１ｂ １.４７±０.０１ａ １.５１±０.０１ａ

回肠 　 　 ＡＱＰ３ １.００±０.００ １.００±０.００ １.０１±０.００
Ｉｌｅｕｍ 　 　 ＡＱＰ１０ １.００±０.００ １.０１±０.００ １.０１±０.００

　 　 ＳＧＬＴ￣１ １.００±０.００ｂ １.１９±０.００ａ １.３０±０.００ａ

　 　 ＰｅｐＴ１ １.００±０.００ １.０３±０.００ １.０５±０.００
　 　 注:同行数据后不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.２　 植物乳杆菌制剂对断奶仔猪小肠黏膜紧密连接蛋白相关基因相对表达量的影响

从表 ５ 可见:与对照组和抗生素组相比ꎬ植物乳杆菌制剂组可显著上调十二指肠的 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因以及

空肠和回肠的 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ￣１ 基因的表达量(Ｐ<０.０５)ꎬ对十二指肠、空肠、回肠其他基因表达量无显著

影响(Ｐ>０.０５)ꎮ
表 ５　 植物乳杆菌制剂对断奶仔猪小肠黏膜紧密连接蛋白相关基因相对表达量的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ

项目

Ｉｔｅｍｓ
基因

Ｇｅｎｅｓ
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
抗生素组

Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｇｒｏｕｐ
植物乳杆菌组

Ｌ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ｇｒｏｕｐ
十二指肠 　 　 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ １.００±０.００ １.０１±０.００ １.０１±０.００
Ｄｕｏｄｅｎｕｍ 　 　 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ １.００±０.００ｂ １.０１±０.００ｂ １.２１±０.００ａ

　 　 ＺＯ￣１ １.００±０.００ １.０８±０.００ １.０７±０.１２
空肠 　 　 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ １.００±０.００ １.０１±０.００ １.０２±０.００

Ｊｅｊｕｎｕｍ 　 　 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ １.００±０.００ｂ １.０１±０.００ｂ １.２１±０.００ａ

　 　 ＺＯ￣１ １.００±０.００ｂ １.００±０.０１ｂ １.２０±０.０１ａ

回肠 　 　 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ １.００±０.００ １.００±０.００ １.０１±０.００
Ｉｌｅｕｍ 　 　 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ １.００±０.００ｂ １.０１±０.００ｂ １.２１±０.００ａ

　 　 ＺＯ￣１ １.００±０.００ｂ １.００±０.０１ｂ １.２０±０.００ａ

２.３　 植物乳杆菌制剂对断奶仔猪盲肠、结肠短链脂肪酸及乳酸含量的影响

从表 ６ 可见:在盲肠食糜中ꎬ相较于对照组ꎬ植物乳杆菌制剂组能够显著增加丁酸的含量(Ｐ<０.０５)ꎬ
但对乙酸、丙酸的含量影响不显著(Ｐ>０.０５)ꎻ在结肠食糜中ꎬ相较于对照组ꎬ植物乳杆菌制剂能够显著增

加丁酸和乳酸的含量ꎬ但对乙酸和丙酸影响不显著ꎻ相较于抗生素组ꎬ植物乳杆菌制剂能够显著增加盲肠

乳酸和结肠乳酸、丁酸的含量ꎮ
２.４　 植物乳杆菌制剂对断奶仔猪盲肠和结肠微生物菌群数量的影响

从表 ７ 可见:在盲肠中ꎬ与对照组相比ꎬ植物乳杆菌制剂可显著降低大肠杆菌属的数量(Ｐ<０.０５)ꎬ而
对总菌、乳酸杆菌属、梭菌Ⅳ群和梭菌ⅩⅣａ群的数量无显著影响(Ｐ>０.０５)ꎻ与抗生素组相比ꎬ植物乳杆菌

制剂可显著增加乳酸杆菌属的数量(Ｐ<０.０５)ꎬ对总菌及其他菌群无显著影响(Ｐ>０.０５)ꎮ 在结肠中ꎬ与对

７０５
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照组相比ꎬ植物乳杆菌制剂可显著增加乳酸杆菌属和梭菌ⅩⅣａ群的数量ꎬ显著降低大肠杆菌属的数量(Ｐ<
０.０５)ꎬ对总菌及其他菌群无显著影响ꎮ 与抗生素组相比ꎬ植物乳杆菌制剂可显著增加乳酸杆菌属和梭菌

ⅩⅣａ群的数量(Ｐ<０.０５)ꎬ但对总菌和其他菌群无显著影响ꎮ
表 ６　 植物乳杆菌制剂对仔猪盲肠、结肠短链脂肪酸及乳酸含量的影响

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｏｒｔ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ(ＳＣＦＡ)ＶＦＡ ａｎｄ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ
ｉｎ ｃｅｃｕｍ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ

项目
Ｉｔｅｍ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

抗生素组
Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｇｒｏｕｐ

植物乳杆菌组
Ｌ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ｇｒｏｕｐ

盲肠 Ｃｅｃｕｍ
　 乙酸含量 / (μｍｏｌｇ－１) Ａｃｅｔａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ８２.５５±７.８１ ７０.８７±５.５６ ９７.１３±７.２１
　 丙酸含量 / (μｍｏｌｇ－１) Ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ２１.１５±３.８１ ３６.０９±４.１０ ２９.５９±５.４６
　 丁酸含量 / (μｍｏｌｇ－１) Ｂｕｔｙｒａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ １２.５８±０.８９ｂ １３.４６±３.６０ａｂ ２２.６０±０.６３ａ

　 总短链脂肪酸含量 / (μｍｏｌｇ－１) Ｔｏｔａｌ ＳＣＦＡ ｃｏｎｔｅｎｔ １４６.２２±１０.７３ １２０.３９±５.９１ １６６.６１±９.８５
　 乳酸含量 / (ｍｍｏｌＬ－１) Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ １.２５±０.１２ａ ０.９０±０.０７ｂ １.７０±０.１１ａ

结肠 Ｃｏｌｏｎ
　 乙酸含量 / (μｍｏｌｇ－１) Ａｃｅｔａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ １１３.６９±１２.５０ ８６.８８±９.８０ １１９.９８±５.５７
　 丙酸含量 / (μｍｏｌｇ－１) Ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ３１.２５±４.３８ ２８.６３±１.６７ ３４.６８±０.０５
　 丁酸含量 / (μｍｏｌｇ－１) Ｂｕｔｙｒａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ １４.１０±１.８２ｂ １１.９２±０.８８ｂ １８.３５±０.１０ａ

　 总短链脂肪酸含量 / (μｍｏｌｇ－１) Ｔｏｔａｌ ＳＣＦＡ ｃｏｎｔｅｎｔ １６０.４２±４.８１ １５２.７７±１３.３１ １６７.７１±７.４８
　 乳酸含量 / (ｍｍｏｌＬ－１) Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ １.６９±０.１４ｂ ０.９０±０.０５ｃ ２.０２±０.２２ａ

表 ７　 植物乳杆菌制剂对断奶仔猪盲肠和结肠微生物菌群的影响

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｃｕｍ ａｎｄ
ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｐｉｇｌｅｔｓ ｌｇ[ｃ / (ｃｏｐｉｅｓｇ－１)]

项目
Ｉｔｅｍ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

抗生素组
Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｇｒｏｕｐ

植物乳杆菌组
Ｌ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ｇｒｏｕｐ

　 盲肠 Ｃｅｃｕｍ
　 　 总菌 Ｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ９.９２±０.０２ ９.８１±０.０４ ９.９０±０.０５
　 　 乳酸杆菌属 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ６.８２±０.０２ａ ６.５９±０.０２ｂ ６.９１±０.０３ａ

　 　 大肠杆菌 Ｅ ｃｏｌｉ ７.１６±０.０１ａ ７.１１±０.００ｂ ７.０９±０.０１ｂ

　 　 梭菌Ⅳ群 Ｃ ｃｌｕｓｔｅｒ Ⅳ ８.２２±０.０１ ８.２１±０.０２ ８.２４±０.０２
　 　 梭菌ⅩⅣａ群 Ｃ ｃｌｕｓｔｅｒ ⅩⅣａ ８.１７±０.０２ ８.２０±０.０２ ８.２３±０.０２
　 结肠 Ｃｏｌｏｎ
　 　 总菌 Ｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ９.８６±０.０１ ９.８４±０.０４ ９.９０±０.０１
　 　 乳酸杆菌属 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ７.６５±０.０５ｂ ７.４８±０.０３ｂ ７.９８±０.０６ａ

　 　 大肠杆菌 Ｅ ｃｏｌｉ ７.１７±０.０２ａ ７.１１±０.０１ｂ ７.１２±０.００ｂ

　 　 梭菌 Ⅳ群 Ｃ ｃｌｕｓｔｅｒ Ⅳ ８.２３±０.０２ ８.２３±０.０１ ８.２５±０.００
　 　 梭菌ⅩⅣａ群 Ｃ ｃｌｕｓｔｅｒ ⅩⅣａ ８.１８±０.０１ｂ ８.１７±０.０１ｂ ８.２３±０.０１ａ

３　 讨论

３.１　 植物乳杆菌制剂对断奶仔猪小肠黏膜转运通道相关基因表达量的影响

有研究表明ꎬ在生长育肥猪日粮中添加乳酸菌可提高小肠中 ＳＧＬＴ￣１ 基因的相对表达量[１３]ꎬ显著上调

猪十二指肠和空肠 ＰｅｐＴ１ 基因的相对表达量[１４]ꎮ 本研究结果显示ꎬ断奶仔猪日粮中添加植物乳杆菌制剂

可显著上调空肠和回肠 ＳＧＬＴ￣１ 基因的相对表达量及十二指肠、空肠 ＰｅｐＴ１ 基因的相对表达量ꎬ对水通道

转运载体 ＡＰＱ３ 和 ＡＰＱ１０ 基因相对表达量无显著影响ꎮ 这说明植物乳杆菌制剂在一定程度上上调小肠营

养素转运体相关基因的表达ꎬ而小肠营养素转运体相关基因表达量的上升与营养素吸收量的增加紧密相

关[１５]ꎮ 植物乳杆菌能够显著提高绒毛高度ꎬ促进杯状细胞的增殖和黏蛋白分泌ꎬ加速受损伤的小肠上皮

细胞修复[１６]ꎮ 结合本项目组李雪莉等[７]之前的研究ꎬ植物乳杆菌制剂能够显著提高绒毛高度与隐窝深度

的比值ꎬ增加小肠对营养素的吸收面积ꎬ又通过提高上皮细胞营养素转运体相关基因的表达ꎬ进一步促进

小肠对营养素的吸收ꎬ进而显著提高仔猪平均日增重、平均日采食量ꎬ显著降低料重比和腹泻率ꎮ
３.２　 植物乳杆菌制剂对断奶仔猪小肠黏膜紧密连接蛋白基因表达量的影响

紧密连接蛋白( ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎꎬＴＪ)主要由 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ￣１ 几部分组成ꎬ是肠道上皮细胞选

择性通透的结构基础[１７]ꎮ 据报道ꎬ植物乳杆菌 ＭＢ４５２ 可上调紧密连接相关基因 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和细胞骨架基

因的表达量[１８]ꎮ 本研究结果显示ꎬ断奶仔猪日粮中添加植物乳杆菌制剂ꎬ可显著上调十二指肠、空肠、回
肠 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 基因及空肠和回肠 ＺＯ￣１ 基因的表达量ꎮ 有研究表明ꎬ上皮细胞紧密连接蛋白的基因表达与肠
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道细菌的代谢产物有关[１９]ꎮ 因此ꎬ植物乳杆菌制剂可能通过益生菌在体内产生代谢产物或改变肠道微生

态环境ꎬ上调肠上皮紧密连接蛋白表达ꎬ降低肠道通透性ꎬ减少腹泻发生ꎮ 此外ꎬ抗生素组紧密连接蛋白相

关基因表达显著低于植物乳杆菌制剂组ꎬ这可能与抗生素改变肠道通透性有关[２０]ꎮ
３.３　 植物乳杆菌制剂对断奶仔猪盲肠、结肠短链脂肪酸和乳酸含量的影响

益生菌可通过多种途径抑制肠道病原菌[２１]ꎬ其中乳酸菌能够产生大量乳酸和短链脂肪酸等[２２]ꎬ降低

ｐＨ 值ꎬ维护肠道健康ꎮ 本研究结果显示ꎬ断奶仔猪日粮中添加植物乳杆菌制剂可显著增加结肠中乳酸的

含量以及盲肠和结肠中丁酸的含量ꎮ 其原因可能是植物乳杆菌促进了肠道中乳酸菌的增殖[２３]ꎬ导致结肠

中乳酸含量显著增加ꎬ且为丁酸产生菌提供了底物来源[２４]ꎬ从而促进丁酸含量的增加ꎮ 此外ꎬ丁酸是结肠

上皮细胞的主要能量来源ꎬ能够调节上皮细胞和免疫细胞的生长和凋亡ꎬ并能抑制结肠炎症及癌变的发

生ꎬ可促进多种物质分泌ꎬ从而增强结肠上皮细胞防御能力ꎬ改善肠道黏膜形态结构ꎬ促进肠道健康[１６]ꎮ
而抗生素组中短链脂肪酸和乳酸浓度普遍低于植物乳杆菌制剂组ꎬ尤其是盲肠和结肠中的乳酸浓度

以及结肠中丁酸浓度显著低于植物乳杆菌组ꎬ其原因可能是抗生素抑制了肠道内产短链脂肪酸菌和乳酸

菌的增殖ꎬ从而使短链脂肪酸和乳酸的含量下降[２５]

３.４　 植物乳杆菌制剂对断奶仔猪盲肠、结肠微生物菌群数量的影响

仔猪断奶后ꎬ肠道菌群发生显著变化ꎬ某些致病菌如大肠杆菌比例上升ꎬ乳酸菌等有益菌比例下

降[２６]ꎮ 当在断奶仔猪日粮中添加一定量的乳酸杆菌时ꎬ盲肠和结肠中乳酸杆菌数量显著升高ꎬ而大肠杆

菌和沙门氏杆菌数量显著降低[２７]ꎮ 同样地ꎬ我们在断奶仔猪日粮中添加植物乳杆菌制剂可显著增加结肠

中乳酸杆菌和梭菌ⅩⅣａ群数量ꎬ降低盲肠和结肠中大肠杆菌数量ꎮ 其作用机制一方面可能是益生菌菌株

通过竞争营养物质与肠道黏附位点及产生抗菌物质等方式从而抑制病原菌的定殖和生长ꎬ维持肠道健

康[２１]ꎻ另一方面可能是促进了动物肠道内丁酸产生菌梭菌ⅩⅣａ群增殖ꎬ从而提高丁酸等短链脂肪酸含量ꎬ
因梭菌ⅩⅣａ群具有黏附黏蛋白的活性ꎬ可减少肠道内致病菌对黏蛋白的利用[２８]ꎮ

总之ꎬ断奶仔猪饲喂植物乳杆菌制剂ꎬ可上调小肠转运通道相关基因(ＳＧＬＴ￣１ 和 ＰｅｐＴ１)及紧密连接

蛋白相关基因(Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ￣１)的相对表达量ꎬ提高盲肠与结肠丁酸和乳酸的含量ꎬ促进乳酸杆菌和梭

菌ⅩⅣａ群的增殖ꎬ降低大肠杆菌的数量ꎬ改善肠道健康ꎮ
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