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① 生长育肥猪胃肠道正常厌氧菌群的数量和分区①

高 巍②　孟庆翔
(中国农业大学动物科技学院)

摘　要　采用厌氧微生物学方法, 对 2 头育肥猪的胃、小肠、盲肠、结肠和直肠的固相、液相和粘膜中的总厌氧

菌、淀粉分解菌、纤维分解菌和蛋白分解菌的数量分布和比例进行了研究。结果表明, 上述总厌氧菌和 3 种功能

菌群的数量在胃和小肠区段固相内容物中占绝对优势, 而在盲肠、结肠和直肠内容物中以液相菌群占绝对优

势。在胃和小肠区段, 固相、液相内容物中 3 种功能菌群的数量间无明显差异, 但在盲肠、结肠和直肠段, 固、液

相内容物中淀粉分解菌和蛋白分解菌为优势菌群。在各区段胃肠道粘膜中, 胃和小肠的 3 种菌群的数量相对较

低。盲肠粘膜中主要菌群数量分布为蛋白分解菌> 淀粉分解菌> 纤维分解菌 (P < 0. 01) ; 而结肠和直肠粘膜中

以淀粉分解菌占绝对优势。
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Abstract　A study w as conducted to determ ine the num ber of to ta l anaerob ic, am ylo lyt ic,

cellu lo lyt ic and p ro teo lyt ic bacteria associa ted w ith so lid, liqu id and m ucou s phases of

variou s segm en ts (gast ric, sm all2in test ine, cecum , co lon and rectum ) and the ra t io of the

bacteria d ist ribu ted in the so lid and liqu id phases a long the length of the sw ine

gastro in test ina l t ract. T he bacteria l popu la t ion w as p redom inan t ly p resen t in so lid phases of

gastric and sm all in test ines, w hereas the popu la t ion p resen t in liqu id phases of the h indgu t

rep resen ted a p rincipal bacteria l group. Among the th ree m ajo r funct ional bacteria l group s,

the num ber of the bacteria in the so lid and liqu id phase of gastric and sm all in test ines w as

sim ilar; how ever, am ylo lyt ic and p ro teo lyt ic bacteria in the so lid and liqu id phases of the

h indgu t w ere the p redom inan t m icrob ia l group s. In m ucu s layers of the gastric and sm all

in test ines, the bacteria l popu la t ion s w ere fa irly low. D ist ribu t ion of the th ree bacteria l

group s in the cecum m ucu s w as: p ro telyt ic > am ylo lyt ic > cellu lo lyt ic (P < 0. 01). T he

am ylo lyt ic bacteria in the m ucu s layers of co lon and rectum w ere the p rincipal group s. O u r

resu lts suggested that bacteria d ist ribu ted along the variou s segm en ts of sw ine

gastro in test ina l t ract and the dist ribu t ion w as characterized w ith the compartm en t in so lid

and liqu id phases.
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动物胃肠道正常微生物区系在动物营养、健康、防病、免疫等方面发挥着重要作用。猪胃肠

道中生存着大量的种类繁多的微生物, 大肠每克内容物中微生物的数量可超过 1010数量级, 且

绝大多数为严格厌氧菌[1 ]。猪胃肠道微生物区系组成和功能的研究为研究微生物发酵、猪下痢

的病原菌、抗生素的促生长机制、抗生素替代物和活菌制剂的开发等提供理论依据和试验根

据。但目前在猪的消化道微生物区系组成和生理功能方面的研究较少。

在瘤胃微生物研究中, Cheng 和Co sterton [2 ]按照栖居于不同“生态位点”的特性, 将瘤胃

微生物划分为 3 大群落, 即液相 (瘤胃内液体中的细菌) , 固相 (以食糜颗粒或深入食物颗粒内

部为栖居点的微生物) , 粘膜相 (粘附于瘤胃上皮细胞表面的微生物)。此 3 类菌群在稳定瘤胃

内环境和饲料消化分解过程中发挥重要作用。我们将此概念移植到猪的消化道微生物的研究

中, 旨在了解猪消化道不同区段 (胃, 小肠, 盲肠, 结肠和直肠)各相中的总厌氧菌及 3 种主要菌

群 (纤维分解菌、淀粉分解菌和蛋白分解菌)的数量和分布, 为进一步深入研究提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　动物及采样

1. 1. 1　动物　本试验所用的育肥猪 (体重 90～ 100 kg) 为长白×大白杂交猪。每日饲喂粗蛋

白 (CP) 14% 消化能 (D E) 12. 6 M Jõkg - 1玉米2豆粕型日粮 2 次, 日粮中不添加抗生素。采食量

(以干物质为基础)为体重的 2. 5%。随机挑选 2 头健康猪屠宰。剖开腹腔后迅速分离胃、小肠

(空肠段)、盲肠、大结肠 (肠襻中部)和直肠。小肠, 大结肠和直肠段各取 25 cm 左右, 保证有 5

～ 10 g 食糜。肠管两端用线绳结扎以保持厌氧环境。自结扎外端剪断, 所取各段分装封口塑料

袋中并排气封口, 立即放入- 86℃超低温冰箱 (Fo rm a Scien t if ic, M odel 717) 冷冻保存。所有

样品冷冻保存的时间不超过 30 d。

1. 1. 2　采样　将冷冻的肠段用自来水冲淋解冻。测定各区段食糜的干物质含量和pH (数字

pH 计,O rion R esearch model SA 230)。在超净台中用 2 层无菌纱布过滤食糜, 滤液 (液相)置

于加玻璃珠的三角瓶中。称取一定量过滤后的食糜 (固相)于三角瓶中, 用PBS 作 10- 1稀释。结

肠和直肠段的内容物较粘稠, 需称重后加入一定量的 PBS 稀释后再过滤。同时测定过滤后食

糜的干物质含量。剖开肠管, 用 PBS 冲洗肠管内壁至无肉眼可见的食糜颗粒为止。用载玻片刮

取一定量的肠粘膜于三角瓶中, 用PBS 作 10- 1稀释。测量刮取粘膜的肠内壁面积。三角瓶经振

荡并通入CO 2 气体 20 m in 后, 分别用 1 mL 卡介苗注射器取 1 mL 液体注入盛有 9 mL 厌氧

稀释液的具塞试管中, 并逐级稀释至 10- 10。各管加样后用微型旋涡混合仪振荡 30 次。

1. 2　接种与培养

1. 2. 1　厌氧稀释液及培养基的制作　厌氧稀释液的配方及制作按B ryan t 和Bu rkey [3 ]方法。

总厌氧菌、纤维分解菌、淀粉分解菌和蛋白分解菌培养基的制作及配方见H ungate [4 ]。刃天青

作为培养基的厌氧指示剂。纤维分解菌培养基中所用的滤纸粉为滤纸 (N o. 2, 新华造纸厂) 烘

干剪碎并用球磨机 (SO 2B 球磨机, 海宁新华机械厂, 36 rõm in - 1)球磨 72 h。厌氧稀释管和培养

基 121℃15 m in 灭菌。在厌氧培养箱 (Fo rm a Scien t if ic, M odel 1025, V N 2∶V CO 2∶V H 2= 75∶

15∶10)中倒平皿, 每个平皿倒培养基约 15 mL。所用培养皿为干热灭菌 (180℃, 3～ 4 h)。

1. 2. 2　接种与培养　在厌氧培养箱中进行接种及培养。接种梯度为 10- 3～ 10- 10。一个平皿滴

种 2 个稀释度。每个稀释度重复 5 滴, 每滴 25 ΛL。各相依次由高稀释度到低稀释度滴种。培
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养箱中 38℃培养 5 d, 纤维分解菌培养 7 d。

1. 2. 3　细菌计数　选菌落生长疏密适当的稀释度计菌数, 求出 5 滴样品菌落形成单位 (cfu)

平均值, 各相细菌的菌落形成单位 (cfu) = 菌落数均值×40×稀释倍数。

1. 3　统计分析

所有试验数据均利用ANOVA 方法进行方差分析及 T 检验[5 ]。

2　结果

2. 1　猪胃肠道内容物干物质含量及 pH (表 1)

表 1　猪胃肠道内容物干物质及 pH ①

猪胃肠道区段 干物质　w ö% pH

胃② 25. 35±0. 15 4. 48

小肠 11. 32±0. 27 6. 18±0. 11

盲肠 14. 89±1. 27 6. 99±0. 03

结肠 25. 59±0. 22 7. 79±0. 03

直肠 26. 80±0. 68 7. 98±0. 02

　①表中所列数值为平均值±标准误;

　②为第一头猪的结果, 第二头猪的胃出现局部溃疡灶, 故未测定。

2. 2　猪胃肠道不同区段固相主要菌群的数量变化 (表 2)

表 2　猪胃肠道不同区段固相主要菌群的数量①
107 cfuõg- 1 (DW )

菌　群 胃② 小肠 盲肠 结肠③ 直肠

总厌氧菌　 3. 72±0. 28 a④ 28. 70±8. 15 a 150. 20±48. 87 a 18. 18±3. 93 a 71. 8±10. 00 a

淀粉分解菌 4. 39±0. 41 a 4. 89±0. 74 b 192. 64±36. 54 a 5. 43 (r)±0. 56 b393. 9±44. 50 b

纤维分解菌 6. 19±0. 28 b 6. 10±0. 59 b 12. 98±0. 79 b 0. 56±0. 081 c 159. 0±17. 30 c

蛋白分解菌 4. 45±0. 69 a 5. 06±0. 47 b 35. 83±8. 77 b 28. 12±2. 55 d 318. 4±17. 20 d

　①, ②同表 1;

　③结肠内容物固相淀粉分解菌的数量为 (5. 43×1010 cfuõg- 1 (DW ) ;

　④表中同列数值有不同字母的为差异显著 (P < 0. 01)。

猪胃肠道不同区段内容物固相的总厌氧菌及 3 种主要菌群的数量分布是不同的。总厌氧

菌群在盲肠内容物固相最高, 达 (150. 20×107) cfuõg - 1 (DW ) , 依次为直肠、结肠、胃、小肠。胃

内容物固相中存在一定数量的细菌, 且纤维分解菌的数量显著高于其他 2 种菌群 (P < 0. 01)。

小肠内容物固相中虽然存在少量细菌, 但 3 种主要菌群间差异不显著 (P > 0. 10)。淀粉分解菌

是盲肠内容物固相中的优势菌群, 其数量明显高于纤维分解菌和蛋白分解菌 (P < 0. 01)。纤维

和蛋白分解菌间差异不显著。结肠和直肠内容物固相中 3 种主要菌群的数量分布为: 淀粉分解

菌> 蛋白分解菌> 纤维分解菌 (P < 0. 01)。
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2. 3　猪胃肠道不同区段液相主要菌群的数量分布 (表 3)

表 3　猪胃肠道不同区段液相主要菌群的数量①
cfuõmL - 1

菌　群 胃② (×103) 小肠 (×104) 盲肠 (×107) 结肠 (×109) 直肠 (×1010)

总厌氧菌 12. 40±7. 12 a 9. 84±5. 11 a 2. 69±0. 91 a 6. 83±2. 16 a 19. 32±4. 32 a

淀粉分解菌 4. 88±0. 59 b④ 1. 20±0. 85 b 612. 0±94. 67 b 241. 0±38. 60 b 15. 22±3. 93 a

纤维分解菌 37. 44±20. 90 c 2. 00±0. 89 b 7. 52±1. 91 a 14. 54 (r)±5. 10 c 3. 25±0. 38 b

蛋白分解菌 48. 80±38. 54 d 0. 80±0. 53 b 6. 00±1. 17 a 955. 84±355. 89 d 12. 40±4. 00 ab

　①, ②, ④同表 2;

　③结肠内容物液相纤维分解菌的数量为 (14. 54×106) cfuõmL - 1。

总厌氧菌数在直肠液相中的数量最高, 达 (19. 32×1010) cfuõmL - 1, 依次为结肠、盲肠、小

肠和胃。3 种菌群在胃液中的数量分布为: 蛋白分解菌> 淀粉分解菌> 纤维分解菌 (P < 0. 01)。

小肠液中 3 种菌群的数量很低且差异不显著。盲肠液相菌的数量分布与固相相似, 淀粉分解菌

的数量最多。结肠内容物液相菌群的数量分布为: 蛋白分解菌> 淀粉分解菌> 纤维分解菌。而

直肠内容物液相中淀粉分解菌和蛋白分解菌的数量明显高于纤维分解菌 (P < 0. 01)。

2. 4　猪胃肠道不同区段主要菌群在固相、液相中的分布比例(图 1)

图 1　猪胃肠道不同区段主要菌群在固相、液相中的分布比例
1 总厌氧菌, 2 淀粉分解菌, 3 纤维分解菌, 4 蛋白分解菌

总厌氧菌及 3 种主要菌群分别在固相、液相中的分布比例关系有较一致的规律: 胃和小

肠中固相菌所占的比例占绝对优势, 说明胃和小肠中固相菌群起主要作用。盲肠、结肠和直肠

以液相菌的比例占绝对优势。

2. 5　猪胃肠道不同区段主要菌群在粘膜中的分布数量(表 4)

表 4　猪胃肠道不同区段主要菌群在粘膜中的分布数量①
cfuõcm - 2

菌群 胃② (×105) 小肠 (×103) 盲肠 (×103) 结肠 (×103) 直肠 (×105)

总厌氧菌　 4. 36±0. 79 ab④ 2. 55±0. 54 a 4. 07±0. 52 a 6. 31±0. 80 b 6. 03±1. 66 a

淀粉分解菌 4. 16±0. 27 ab 4. 20±0. 82 ab 260. 38±98. 45 b 2. 07 c±0. 21 a 481. 47±189. 7 b

纤维分解菌 5. 82±0. 62 a 1. 48±0. 66 a 10. 48±1. 50 c 3. 26±0. 54 b 1. 85±0. 20 a

蛋白分解菌 2. 89±1. 25 b 6. 20±1. 70 b 2720. 11±933. 90 d 134. 3±39. 80 c 1. 50±0. 39 a

　①, ②, ④同表 2;

　③结肠粘膜的淀粉分解菌分布数量为 (2. 07×109) cfuõcm - 2。
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粘膜中总厌氧菌的数量分布为: 直肠> 胃> 结肠> 盲肠> 小肠。胃粘膜中淀粉分解菌和纤

维分解菌的数量显著高于蛋白分解菌 (P < 0. 01)。小肠粘膜 3 种主要菌群数量分布为: 蛋白分

解菌> 淀粉分解菌> 纤维分解菌。盲肠粘膜上分布着较高数量的蛋白分解菌和淀粉分解菌; 结

肠和直肠粘膜微生物区系中蛋白分解菌和淀粉分解菌的数量分别高于其它 2 种菌群 (P <

0. 01)。至于粘膜菌群在猪胃肠道内饲料消化中所起的作用、和宿主的关系及与固相、液相菌群

有无协同作用等还需进一步研究。

3　讨论

有关生长育肥猪胃肠道微生物方面的研究较少。一般认为, 单胃动物胃肠道中的微生物主

要存在于消化道后段。本试验结果也表明, 生长育肥猪胃肠道后段, 如盲肠、结肠和直肠是微生

物聚集的主要区段。尽管胃和小肠内酸度较高, 但仍有大量微生物活动, 特别是在固相内容物

内, 它们可能也直接参与动物对养分如碳水化合物、蛋白质等的消化过程。

Cheng 与Co sterton [2 ]发现反刍动物瘤胃微生物存在于固相、液相和粘膜中, 且存在于不

同“相”中的微生物具有不同的生物学功能。在本研究中发现, 猪胃肠道中的微生物同样具有分

区性 (compartm en t) , 且不同微生物在不同区段和不同“相”中的分布比例不同。胃内容物固相

中以纤维分解菌为优势菌群, 液相中蛋白分解菌的数量显著高于纤维分解菌, 而粘膜中以纤维

分解菌和蛋白分解菌占优势。胃内容物中高比例的固相菌群数量, 可能是与微生物为了躲避胃

液的酸性环境有关。淀粉分解菌为猪后肠微生物区系的优势菌群, 其次是蛋白分解菌群, 此区

系特征可能和试验猪的日粮有关。由于试验猪饲喂的是常规玉米2豆粕型日粮, 日粮中含有大

量的淀粉, 在胃和小肠中未被消化或消化不完全的淀粉在猪后肠由细菌发酵产生挥发性脂肪

酸 (V FA ) , 为猪提供部分能量需要。猪后肠中存在相当数量的纤维分解菌, 其数量呈现从盲肠

到直肠呈逐渐增加的趋势。本试验还发现, 盲肠内容物固相、液相和粘膜中存在大量纤维分解

菌, 表明盲肠是日粮纤维发酵生成挥发性脂肪酸的主要场所。V arel[6 ]报道, 猪后肠微生物发酵

产生的V FA 可为宿主提供能量需要的 5%～ 30%。对母猪来说可能更多, 因为在给母猪饲喂

96% 甚至 100% 苜蓿草粉的情况下仍能维持正常繁殖性能。Yen 等[7 ]试验证实生长猪后肠发

酵产生的V FA 可为其提供能量需要的 23. 8%。虽然直肠中纤维分解菌的数量也较高, 但由于

肠道内容物在该段停留的时间短, 推测纤维分解菌的纤维降解作用对宿主的意义不大。目前关

于猪胃肠道微生物区系中淀粉分解菌和蛋白分解菌的数量分布及生理功能的研究的文献报道

很少。本研究发现, 饲喂玉米2豆粕型日粮的育肥猪胃肠道内容物固相、液相及粘膜中均分布着

数量不等的淀粉分解菌和蛋白分解菌, 并且是 3 种生理菌群的优势菌群, 推测此微生物可能参

与动物对饲料淀粉和蛋白质等养分的消化与吸收等重要生理过程。

Salan it ro 等[8 ]对 2 头猪的盲肠内容物中和盲肠粘膜菌群的数量进行了比较。结果发现, 盲
肠内容物和粘膜总厌氧菌的数量平均为 (203×109)õg- 1 (DW ) 和 (30. 5×106)õcm - 2, 并且, 盲

肠粘膜菌群中存在极少量的好氧菌。本试验与其结果相似, 盲肠内容物固相、粘膜的总厌氧菌

数平均分别为 (1. 50×109)õg- 1 (DW )和 (4. 07×103)õcm - 2。

4　结论

本试验证明, 育肥猪胃肠道正常厌氧菌群在不同区段的数量分布和比例是不相同的。在猪
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后肠段, 固相、液相内容物和粘膜中均寄居着大量的细菌。与反刍动物瘤胃中细菌分区现象相

似, 猪胃肠道细菌也存在明显的分区现象。
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