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日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠屏障相关基因
表达、消化酶活性和微生物菌群的影响

刘静１ꎬ王钊１ꎬ于昊１ꎬ夏雨婷１ꎬ李鹏２ꎬ牛伟强２ꎬ万永杰１ꎬ茆达干１∗

(１.南京农业大学动物科技学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５ꎻ２.启东瑞鹏牧业有限公司ꎬ江苏 南通 ２２６０００)

摘要:[目的]本试验旨在研究日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠屏障相关基因表达、消化酶活性和微生物菌群的影响ꎮ [方法]
３０ 只 ４ 月龄体重相近[(２７±２.０)ｋｇ]的雄性湖羊分为 ２ 组ꎬ分别饲喂基础日粮(对照组ꎬＣＯＮ)和添加 ３０％蚕豆皮日粮(蚕豆

皮组ꎬＢＢＳ)ꎮ 预饲期 １０ ｄꎬ正式期 ５０ ｄꎮ 试验结束后采集空肠组织及食糜(ｎ＝ ５)ꎬ通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测黏膜屏障相关基因的

表达ꎬ生化试剂盒检测消化酶活性ꎬ高通量测序分析食糜微生物菌群ꎮ [结果]与对照组相比ꎬＢＢＳ 组空肠黏膜细胞连接基

因 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＭＵＣ￣２ 和 ＺＯ￣１ꎬ促炎因子 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０ 和 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 水平无显著变化(Ｐ>０.０５)ꎬ而 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 水

平显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ ２ 组空肠黏膜 α－淀粉酶、胰蛋白酶和脂肪酶活性无显著变化(Ｐ> ０. ０５)ꎮ ＢＢＳ 组食糜微生物

Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｃｈａｏ１ 和 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｏｔｕｓ 指数显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ门水平上ꎬＢＢＳ 组变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)相对丰度显著升高

(Ｐ<０.０５)ꎬ厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、髌骨细菌门(Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ)相对丰度和 Ｆ / Ｂ 值显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ属水平上ꎬＢＢＳ 组克

里斯滕森氏菌 Ｒ７ 菌群(Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿Ｒ￣７＿ｇｒｏｕｐ)、未分类厚壁菌属(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ)、糖单胞菌属(Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿
Ｓａｃｃｈａｒｉｍｏｎａｓ)、糖酵解菌属( Ｓａｃｃｈａｒｏｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ)、毛螺科 ＮＫ３Ａ２０ 菌群( Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＿ＮＫ３Ａ２０＿ｇｒｏｕｐ) 和聚乙酸菌属

(Ａｃｅｔｉｔｏｍａｃｕｌｕｍ)的相对丰度显著下降(Ｐ<０.０５)ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因组的 ＰＩＣＲＵＳｔ ２ 功能预测结果显示ꎬ空肠微生物差异菌群

主要富集在三羧酸循环、脂肪酸 β 氧化、原儿茶酸降解和 Ｌ－亮氨酸降解通路ꎮ [结论]日粮添加 ３０％蚕豆皮可降低空肠黏

膜炎症因子 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 表达量ꎬ改变空肠食糜微生物菌群多样性和相对丰度ꎬ调节肠道发酵环境ꎮ 研究结果为蚕豆皮在

养羊业发展中的应用提供参考ꎮ
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ｗｉｔｈ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐꎬｔｈｅ ｊｅｊｕｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｃｅｌｌ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ꎬＯｃｃｌｕｄｉｎꎬＭＵＣ￣２ ａｎｄ ＺＯ￣１ꎬｐｒｏ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＩＬ￣６ꎬＩＬ￣１０
ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＢＳ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ (Ｐ > ０. ０５)ꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ α￣ａｍｙｌａｓｅꎬｔｒｙｐｓｉｎ ａｎｄ ｌｉｐａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ(Ｐ>０.０５) . Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘꎬＣｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｏｔｕｓ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｔｈｅ ＢＢＳ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<
０.０５) . Ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌꎬｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ＢＢＳ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５)ꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
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[Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ３０％ ＢＢＳ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｅｔ ｃａｎ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｊｅｊｕｎｕｍ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌꎬｃｈａｎｇｅ ｔｈｅ ｊｅｊｕｎｕｍ ｃｈｙｍｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｌｏｒａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅꎬａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｉｌｌ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｓｋｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｈｅｅｐ ｉｎｄｕｓｔｒｙ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｓｋｉｎꎻＨｕ ｓｈｅｅｐꎻｊｅｊｕｎｕｍꎻｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎻｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻｍｉｃｒｏｆｌｏｒａ

肉羊产业是畜牧业的重要组成部分ꎬ但常规饲料资源短缺等问题阻碍了肉羊产业的发展ꎮ 开发非常

规饲料资源、丰富饲料种类是促进养羊业可持续发展的关键ꎮ 蚕豆是我国重要的粮食作物和饲料原料ꎬ然
而在长江以南等蚕豆主产区ꎬ其副产物蚕豆皮未得到充分利用ꎮ 蚕豆皮除常规营养成分外ꎬ含有果胶和多

巴等化学成分ꎬ并富含膳食纤维及原花青素等生物活性物质ꎮ 研究表明ꎬ在动物饲料中添加一定比例的蚕

豆皮膳食纤维ꎬ有利于促进肠道蠕动、吸收营养物质、提高动物生长性能ꎬ且蚕豆皮中的原花青素是其发挥

抗氧化活性作用的主要成分[１]ꎮ 豆皮可被肠道微生物利用ꎬ经肠道中的菌群发酵而发挥益生元作用ꎬ促
进有益菌的增殖ꎬ抑制有害菌的增殖ꎬ维持肠道微生态平衡[２]ꎮ

研究表明ꎬ空肠上皮细胞对调节营养物质的摄取和代谢发挥着重要作用ꎬ对微生物的定殖能立刻做出

反应[３]ꎬ其上皮细胞可利用膳食纤维经微生物发酵产生短链脂肪酸( ｓｈｏｒｔ￣ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓꎬＳＣＦＡ)为反刍

动物提供能量来源ꎬ并且调节肠道炎症反应[４]ꎮ 肠黏膜上皮细胞彼此相连ꎬ构成完整的生物屏障ꎬ细胞质

膜蛋白与接头蛋白形成的蛋白网状结构是紧密连接的重要部分[５]ꎬ具有调节肠道通透性的作用ꎮ 炎症细

胞因子影响肠黏膜紧密连接蛋白表达和分布[６]ꎮ 消化酶可促进食物中糖、脂肪和蛋白质的水解ꎬ这一过

程主要发生在十二指肠和空肠段ꎮ 肠道微生物结构主要受日粮组成的影响ꎬ还与外界应激和生殖激素等

密切相关[７]ꎮ
本课题组前期在等能等氮的基础上ꎬ分别在基础日粮中添加不同比例的蚕豆皮日粮饲喂湖羊ꎬ结果发

现日粮添加 ３０％蚕豆皮组湖羊的生长性能显著提高ꎮ 肠道是继瘤胃消化吸收后的主要营养物质吸收场

所ꎬ影响反刍动物生产性能等ꎮ 研究表明小肠对营养物质的消化吸收受到肠道屏障功能、消化酶活性及肠

道菌群结构等因素的影响[８]ꎮ 因此ꎬ本试验以湖羊空肠为对象ꎬ研究日粮添加 ３０％蚕豆皮对黏膜屏障相

关基因表达、消化酶活性和食糜微生物区系的影响ꎬ以探究改善湖羊生产性能的潜在机制ꎬ为蚕豆皮的开

发利用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物和试验日粮

选择体况良好、体重相近[(２７±２.０)ｋｇ]的 ４ 月龄雄性湖羊 ３０ 只ꎬ随机分为 ２ 组(ｎ ＝ １５)ꎬ每组 ３ 个重

复ꎬ每个重复 ５ 只羊ꎮ 对照组(ＣＯＮ)饲喂基础日粮ꎬ试验组(ＢＢＳ)饲喂添加 ３０％蚕豆皮的基础日粮ꎮ ２ 组

日粮组成和营养成分见表 １ꎮ
１.２　 试验设计与样品采集

预试期为 １０ ｄꎬ正式期 ５０ ｄꎮ 试验期间ꎬ每天 ０８:００ 和 １４:００ 各饲喂 １ 次ꎬ自由采食和饮水ꎮ 试验结

束ꎬ每组选择中位体重的 ５ 只羊屠宰(ｎ＝ ５)ꎬ宰前禁食 ２４ ｈ、禁水 ２ ｈꎬ颈动脉放血屠宰ꎮ 解剖后采集空肠

组织样品和食糜于冻存管中ꎬ干冰保存带回实验室－８０ ℃冷冻保存ꎬ用于后续肠黏膜屏障相关基因、消化

酶活性和食糜微生物测序试验ꎮ
１.３　 试验样品测定

１.３.１　 空肠黏膜屏障相关基因表达量　 应用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测空肠黏膜屏障相关基因 ｍＲＮＡ 相对表达量ꎬ
包括闭合蛋白 １ 基因(Ｃｌａｕｄｉｎ￣１)、闭锁蛋白基因(Ｏｃｃｌｕｄｉｎ)、黏蛋白 ２ 基因(ｍｕｃｏｐｒｏｔｅｉｎ￣２ꎬＭＵＣ￣２)、闭合

小环蛋白基因( ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ￣１ꎬＺＯ￣１)、白细胞介素 ６ 基因( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)、白细胞介素 １０ 基因

( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ꎬＩＬ￣１０)、白细胞介素 １β 基因( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１βꎬＩＬ￣１β)和肿瘤坏死因子 α 基因( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ￣ａｌｐｈａꎬＴＮＦ￣α)ꎮ 使用 ＲＮＡ 提取试剂盒(ＲＣ１１２ꎬ南京诺唯赞生物科技有限公司)提取组织总 ＲＮＡꎬ
反转录试剂盒(Ｒ３２３－０１ꎬ南京诺唯赞生物科技有限公司)获得 ｃＤＮＡꎬ定量试剂盒(Ｑ３１１－０１ꎬ南京诺唯赞

３４１
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生物科技有限公司)检测 ｍＲＮＡ 相对表达量ꎮ 所用引物由上海生工生物工程有限公司合成ꎬ序列如表 ２
所示ꎮ 对内参基因 β￣ａｃｔｉｎ 标准化后ꎬ通过 ２－ΔΔＣＴ方法计算基因相对表达水平ꎮ

表 １　 日粮组成及营养组成水平(风干基础)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｅｔ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌ(ａｉｒ￣ｄｒｙ ｂａｓｉｓ) ％

日粮组成 Ｄｉｅｔ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ＣＯＮ ＢＢＳ 营养组成 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ＣＯＮ ＢＢＳ

　 玉米 Ｃｏｒｎ ２４.９ ０.４ 　 消化能 Ｄｉｇｅｓｔｉｂｌｅ ｅｎｅｒｇｙ(ＤＥ) １２.５ １２.８

　 麸皮 Ｂｒａｎ ８.３ ３３.８ 　 干物质 Ｄｒｙ ｍａｔｔｅｒ(ＤＭ) ６２.０ ６０.０

　 豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ １５.０ １３.６ 　 粗蛋白 Ｃｒｕｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎ(ＣＰ) １４.０ １４.２

　 食盐 ＮａＣｌ ０.８ １.２ 　 粗灰分 Ｃｒｕｄｅ ａｓｈ １２.９ ９.８
　 小苏打 ＮａＨＣＯ３ １.５ ２.１ 　 粗脂肪 Ｅｔｈｅｒ ｅｘｔｒａｃｔ(ＥＥ) ８.８ １０.１

　 预混料 Ｐｒｅｍｉｘ ２.９ ２.４ 　 中性洗涤纤维 Ｎｅｕｔｒａｌ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ ｆｉｂｅｒ(ＮＤＦ) ５１.３ ５１.５

　 花生秧 Ｐｅａｎｕｔ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ５.０ ０.０ 　 酸性洗涤纤维 Ａｃｉｄ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ ｆｉｂｅｒ(ＡＤＦ) ３９.２ ２９.３

　 蚕豆皮 Ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｓｋｉｎ ０.０ ３０.０ 　 钙 Ｃａ ０.４ ０.４

　 豆渣 Ｏｋａｒａ ６.３ ３.９ 　 磷 Ｐ ０.６ ０.７

　 木薯粉 Ｃａｓｓａｖａ ｆｌｏｕｒ ２２.７ ０.０

　 青贮玉米秸 Ｓｉｌａｇｅ ｃｏｒｎ ｓｔａｌｋ １２.６ １２.６
　 　 注:１)ＣＯＮ:对照组ꎻＢＢＳ:蚕豆皮组ꎻ２)预混料为每千克饲料提供:锰 ０.５ ｇꎬ铁 ０.７ ｇꎬ锌 ０.５ ｇꎬ铜 ０.１ ｇꎬ维生素 Ａ ７ ０００ ＩＵꎬ维生素 Ｄ３ １ ０００

ＩＵꎬ维生素 Ｅ １００ ＩＵꎻ３)ＤＥ、ＣＰ、Ｃａ 和 Ｐ 为计算值ꎬＤＭ、粗灰分、ＥＥ、ＮＤＦ 和 ＡＤＦ 为测定值ꎻ４)消化能单位为 ＭＪ􀅰ｋｇ－１ꎮ
Ｎｏｔｅ:１)ＣＯＮ:Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢＢＳ:Ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｓｋｉｎ ｇｒｏｕｐꎻ２)Ｐｒｅｍｉｘｔｕｒｅｓ ｆｏｒ ｆｅｅｄ ｐｅｒ ｋｇ:Ｍｎ ０.５ ｇꎬＦｅ ０.７ ｇꎬＺｎ ０.５ ｇꎬＣｕ ０.１ ｇꎬｖｉｔａｍｉｎ Ａ ７ ０００ ＩＵꎬ

ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ １ ０００ ＩＵꎬｖｉｔａｍｉｎ Ｅ １００ ＩＵꎻ３)ＤＥꎬＣＰꎬＣａ ａｎｄ Ｐ ａｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｖａｌｕｅｓꎬｗｈｉｌｅ ＤＭꎬｃｒｕｄｅ ａｓｈꎬＥＥꎬＮＤＦ ａｎｄ ＡＤＦ ａｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ
ｖａｌｕｅｓꎻ４)Ｔｈｅ ｕｎｉｔ ｏｆ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｅｎｅｒｇｙ ｉｓ ＭＪ􀅰ｋｇ－１ .

表 ２　 目的基因引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

基因 Ｇｅｎｅｓ 登录号 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′) 产物长度 / ｂｐ Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ

　 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ ＮＭ＿００１１８５０１６.１ 　 Ｆ:ＴＴＣＡＴＣＣＴＧＧＣＧＴＴＴＣＴＧＧＧ
　 Ｒ:ＴＴＧＣＴＴＧＣＡＧＡＧＴＧＣＴＧＴＴＣ ２０８

　 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＸＭ＿００４０１６９０５.５ 　 Ｆ:ＣＴＣＧＧＣＡＧＧＡＣＡＧＧＡＡＣＡＡＡＡ
　 Ｒ:ＴＣＧＡＡＣＴＴＧＴＣＣＡＴＧＧＴＧＣＴ ６７

　 ＭＵＣ￣２ ＸＭ＿０４２２３７８２６.１ 　 Ｆ:ＣＡＣＣＡＣＣＣＴＴＣＣＡＧＧＣＴＣ
　 Ｒ:ＧＡＧＧＴＡＧＧＧＣＴＴＧＴＧＣＴＧＡＧ １０５

　 ＺＯ￣１ ＸＭ＿０４２２３５１７０.１ 　 Ｆ:ＣＣＡＧＡＣＡＣＴＣＴＣＣＡＣＡＧＣＡＧ
　 Ｒ:ＴＡＣＡＣＡＧＧＣＴＴＴＧＧＣＴＣＴＧＧ １９０

　 ＩＬ￣６ ＮＭ＿００１００９３９２.１ 　 Ｆ:ＡＡＴＣＴＧＧＧＴＴＣＡＡＴＣＡＧＧＣＧＡ
　 Ｒ:ＧＴＧＴＧＴＧＧＣＴＧＧＡＧＴＧＧＴＴＡ １９７

　 ＩＬ￣１０ ＮＭ＿００１００９３２７.１ 　 Ｆ:ＴＧＣＧＡＡＡＡＣＡＡＧＡＧＣＡＡＧＧＣ
　 Ｒ:ＡＣＡＣＣＣＣＴＣＴＣＴＴＧＧＡＧＣＡＴＡ ６８

　 ＩＬ￣１β ＮＭ＿００１００９４６５.２ 　 Ｆ:ＧＣＡＡＡＡＡＴＣＣＣＴＧＧＴＧＣＴＧＧ
　 Ｒ:ＴＧＣＡＧＡＡＣＡＣＣＡＣＴＴＣＴＣＧＧ ８９

　 ＴＮＦ￣α ＸＭ＿０１２１００４３７.４ 　 Ｆ:ＴＧＣＡＣＴＴＣＧＧＧＧＴＡＡＴＣＧＧ
　 Ｒ:ＣＧＣＴＧＡＴＧＴＴＧＧＣＴＡＣＡＡＣＧ １４１

　 β￣ａｃｔｉｎ ＮＭ＿００１００９７８４.３ 　 Ｆ:ＣＧＣＡＡＧＴＡＣＴＣＣＧＴＧＴＧＧＡＴ
　 Ｒ:ＴＡＡＣＧＣＡＧＣＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣ １４６

１.３.２　 空肠黏膜消化酶活性测定　 应用生化试剂盒(南京建成生物工程研究所)检测空肠黏膜胰蛋白酶

(Ａ０８０－２)、脂肪酶(Ａ０５４－２)和 α－淀粉酶(Ｃ０１６－１)的活性ꎬ具体方法参照说明书ꎮ
１.３.３　 空肠食糜微生物多样性测定　 从空肠食糜样品中提取微生物组样本总 ＤＮＡꎬ琼脂糖凝胶电泳检测

ＤＮＡ 提取质量和浓度ꎮ 参照 Ｌｏｇｕｅ 等[９]的方法设计引物序列并进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ产物经纯化和定量ꎬ扩增

子池用于测序ꎬ利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 测序仪进行测序ꎮ 测序原始数据经特定条件过滤筛选得到扩

增序列变体特征序列( ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｎｔꎬＡＳＶ)和 ＡＳＶ 丰度表ꎬ去除序列数为 １ 的 ＡＳＶꎬ利用

ＱＩＩＭＥ２ 软件统计微生物群落的 α 和 β 多样性ꎮ 多样性测定由杭州联川生物技术股份有限公司完成ꎮ
１.３.４　 生物信息学分析　 根据 ＡＳＶ 序列文件ꎬ采用 ＳＬＩＶＡ 数据库和 ＮＴ￣１６Ｓ 数据库进行物种注释ꎬ并根据

ＡＳＶ 丰度表对各物种在各样本中的丰度进行统计ꎮ 注释置信度阈值为 ０.７ꎮ 基于 ＰＩＣＲＵＳｔ ２ 功能预测结

果ꎬ得到来自 ＫＯ 等数据库功能注释结果ꎬ以展示丰度差异显著的功能ꎮ
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１.４　 数据统计与分析

采用 ＩＢＭ￣ＳＰＳＳ １９.０ 软件统计试验数据ꎬ结果以平均值±标准误(􀭰ｘ±ＳＥ)表示ꎮ 采用 ｔ 测验进行差异显

著性分析ꎬＰ<０.０５ 表示差异显著ꎬＰ<０.０１ 表示差异极显著ꎮ 基于微生物丰度信息ꎬ对各组之间的差异进

行分析ꎬ用 Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ ｔｅｓｔ 比较生物学重复 ２ 组样品差异ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠黏膜屏障相关基因表达的影响

由表 ３ 可知:日粮添加 ３０％蚕豆皮(ＢＢＳ)组湖羊空肠中编码细胞连接相关基因 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
ＭＵＣ￣２、ＺＯ￣１ ｍＲＮＡ 水平较对照组(ＣＯＮ)无显著变化(Ｐ>０.０５)ꎬ编码炎症因子相关基因 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０ 和

ＴＮＦ￣α 的 ｍＲＮＡ 水平较对照组无显著变化(Ｐ>０.０５)ꎬ但 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 水平在 ＢＢＳ 组中显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ
表 ３　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠屏障相关基因表达的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｓｋｉｎ(ＢＢＳ)ｏｎ ｊｅｊｕｎｕｍ ｂａｒｒｉｅｒ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

基因 Ｇｅｎｅ ＣＯＮ ＢＢＳ 基因 Ｇｅｎｅ ＣＯＮ ＢＢＳ

　 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ １.００±０.１３ ０.７５±０.０６ 　 ＩＬ￣６ １.００±０.０３ １.４８±０.２０

　 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ １.００±０.１３ １.２６±０.５８ 　 ＩＬ￣１０ １.００±０.１５ ０.８３±０.２０

　 ＭＵＣ￣２ １.００±０.２２ １.０８±０.２０ 　 ＩＬ￣１β １.００±０.１３ ０.５４±０.０６∗

　 ＺＯ￣１ １.００±０.２０ １.２９±０.２５ 　 ＴＮＦ￣α １.００±０.１２ ０.８２±０.２８
　 　 注:∗表示与对照组相比差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ:∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.２　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠黏膜消化酶活性的影响
表 ４　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠黏膜消化酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ＢＢＳ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｊｅｊｕｎｕｍ
ｍｕｃｏｓａ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ Ｕ􀅰ｍｇ－１

指标 Ｉｎｄｅｘ ＣＯＮ ＢＢＳ

α－淀粉酶活性 α￣ａｍｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ０.０６±０.００９ ０.０７±０.００４

脂肪酶活性 Ｌｉｐａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ８.４７±１.７６ １０.３６±２.５５

胰蛋白酶活性 Ｔｒｙｐｓｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ２.９２±０.３３ ２.７８±０.２１

　 　 由表 ４ 可知:日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠黏膜

α－淀粉酶、脂肪酶和胰蛋白酶的活性均无显著影响

(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.３　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠食糜微生物多样性

的影响

韦恩(Ｖｅｎｎ)图反映肠道内容物样品的操作分类

单元(ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔꎬＯＴＵ)数目ꎮ 每组各

检测 ４ 个样本(２ 组各有 １ 个样本菌群含量过少ꎬ均
未上机进行后续测序)ꎮ 由图 １ 可知:ＣＯＮ 组和 ＢＢＳ 组分别有 １ ４４５ 和 ５４９ 个特异 ＯＴＵꎬ其中 ４１７ 个为共

同 ＯＴＵꎮ 不同分组肠道菌群组成的 ＯＵＴ 指数存在显著差异ꎮ 空肠食糜细菌的主成分分析结果如图 ２ꎬ主
成分 １ 和 ２ 的贡献率分别为 ８７.０８％和 ５.７９％ꎮ 同一组别内样品间距离较近ꎬ不同组别样品间的距离也较

近ꎬ说明 ２ 组湖羊空肠食糜菌群结构相似ꎮ 由表 ５ 可知:ＣＯＮ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｃｈａｏ１ 和 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｏｔｕｓ 指数显

著高于 ＢＢＳ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ２ 组覆盖率均在 ９９％以上ꎮ

图 １　 食糜微生物韦恩图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｈｙｍｅ
图 ２　 主成分分析图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ(ＰＣＡ)ｄｉａｇｒａｍ
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表 ５　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠食糜微生物 α多样性的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ＢＢＳ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｊｅｊｕｎｕｍ ｃｈｙｍｅ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

指标 Ｉｎｄｅｘ ＣＯＮ ＢＢＳ

　 　 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ５.３４±０.７１ 　 ２.７０±０.４５∗

　 　 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ０.８３±０.０６ ０.５７±０.１０

　 　 Ｃｈａｏ１ 指数 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ６５７.６３±７４.４８ ３０８.６４±６０.９０∗

　 　 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｏｔｕｓ 指数 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｏｔｕｓ ｉｎｄｅｘ ６５６.５０±７４.７１ ３０７.７５±６０.５９∗

　 　 覆盖率 / ％ Ｇｏｏｄｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ ９９.９２±０.０１ ９９.９５±０.０１

２.４　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠食糜微生物菌群结构和功能的影响

２.４.１　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠食糜微生物菌群结构的影响　 有效序列不同分类水平的物种注释统

计结果如表 ６ꎬ以相对丰度≥１％为准ꎬ低于 １％的菌门归为其他ꎮ 由表 ６ 可知:ＣＯＮ 组的优势菌门为变形

菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)和放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)ꎬＢＢＳ 组的优势菌门除上述菌门之

外还有软壁菌门(Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ)ꎮ 相比对照组ꎬＢＢＳ 组变形菌门的相对丰度较显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ厚壁菌门

和髌骨细菌门的相对丰度显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ
表 ６　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠食糜细菌门水平丰度的影响

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ＢＢＳ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｊｅｊｕｎｕｍ ｃｈｙｍｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ％

门 Ｐｈｙｌｕｍ ＣＯＮ ＢＢＳ 门 Ｐｈｙｌｕｍ ＣＯＮ ＢＢＳ

变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ４２.９７±９.０８ ７７.０８±５.９２∗ 髌骨细菌门 Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ ３.７２±１.２５ ０.５０±０.３７∗

厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ３１.１６±６.５３ ５.９８±２.３６∗ 拟南芥门 Ｋｉｒｉｔｉｍａｔｉｅｌｌａｅｏｔａ ３.４５±３.１１ ０.０５±０.０３
放线菌门 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ １１.２７±５.２７ ７.９１±４.００ 拟杆菌门 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ０.８６±０.２２ １.０１±０.４９
软壁菌门 Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ ３.９７±３.８１ ６.２５±６.０４ 厚壁菌门 / 拟杆菌 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ / Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ３７.４６±２.２７ ６.６３±１.５０∗∗

　 　 注:∗∗表示与对照组相比差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ:∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０１) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

在属水平上ꎬ对相对丰度在前 ３０ 的菌属进行统计ꎬ其中相对丰度在 １％左右的有 １４ 个菌属ꎮ 如表 ７
所示:ＢＢＳ 组的克里斯滕森氏菌 Ｒ７ 菌群(Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿Ｒ￣７＿ｇｒｏｕｐ)、未分类厚壁菌属(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ＿
ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ)、糖单胞菌属(Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｓａｃｃｈａｒｉｍｏｎａｓ)、糖酵解菌属(Ｓａｃｃｈａｒｏｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ)、毛螺菌 ＮＫ３Ａ２０
菌群(Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ＮＫ３Ａ２０＿ｇｒｏｕｐ)和聚乙酸菌属(Ａｃｅｔｉｔｏｍａｃｕｌｕｍ)的相对丰度显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ

表 ７　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠食糜细菌属水平丰度的影响

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ＢＢＳ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｊｅｊｕｎｕｍ ｃｈｙｍｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ　 ％

菌属 Ｂａｃｔｅｒｉａ ｇｅｎｕｓ ＣＯＮ ＢＢＳ

伯克霍尔德菌－卡巴勒菌－帕拉伯克霍尔德菌 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ￣Ｃａｂａｌｌｅｒｏｎｉａ￣Ｐａｒａｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ３７.２０±８.４８ ５９.４１±１０.６５

卡多维亚氏菌属 Ａｅｒｉｓｃａｒｄｏｖｉａ １０.１１±５.２９ ７.１８±３.８２

代尔夫特菌属 Ｄｅｌｆｔｉａ ０.９４±０.６５ ９.１８±８.４２

解脲支原体 Ｕｒｅａｐｌａｓｍａ ３.８４±３.８３ ６.１７±６.０６

克里斯滕森菌科 Ｒ７ 群 Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿Ｒ￣７＿ｇｒｏｕｐ ４.７０±１.２７ ０.６４±０.３１∗

未分类厚壁菌属 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ４.４２±０.７５ ０.８８±０.４９∗∗

糖单胞菌属 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｓａｃｃｈａｒｉｍｏｎａｓ ３.７１±１.２４ ０.４９±０.３６∗

未分类 ＷＣＨＢ１４１ ＷＣＨＢ１４１＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ３.４５±３.１１ ０.０５±０.０３

糖酵解菌属 Ｓａｃｃｈａｒｏｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ ３.２１±０.９８ ０.２３±０.１８∗

瘤胃球菌 ＮＫ４Ａ２１４ 科 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ＮＫ４Ａ２１４＿ｇｒｏｕｐ ２.７４±１.４１ ０.５７±０.２０

未分类鞘脂单胞菌科 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ０.９５±０.２２ １.５９±０.２０

Ｆａｍｉｌｙ＿ＸＩＩＩ＿ＡＤ３０１１＿ｇｒｏｕｐ １.５６±０.４３ ０.４３±０.２８

毛螺菌科 ＮＫ３Ａ２０ 群 Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ＮＫ３Ａ２０＿ｇｒｏｕｐ １.４９±０.２７ ０.４６±０.２４∗

聚乙酸菌属 Ａｃｅｔｉｔｏｍａｃｕｌｕｍ １.３２±０.０８ ０.２５±０.１５∗∗

２.４.２　 菌群功能预测分析　 利用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 预测工具 ＰＩＣＲＵＳｔ ２ 软件对这 ２ 组样品的微生物进行功能预

测ꎬ参考 ＫＯ 数据库并对预测的功能类别进行注释ꎬ结果如图 ３ 所示ꎬ２ 组湖羊空肠细菌注释到的 ＫＯ 分析

隶属于 ３０ 个功能类别ꎬ丰度较高的功能预测为脂肪酸 β 氧化、原儿茶素降解Ⅱ、三羧酸循环Ⅴ、Ｌ－亮氨酸

降解Ⅰ、脂肪酸回收、三羧酸循环Ⅰꎬ且 ＢＢＳ 组显著高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ
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图 ３　 ＫＥＧＧ 功能注释

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＫＥＧＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｎｏｔｅ

３　 讨论

３.１　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠黏膜屏障相关基因表达量的影响

肠道屏障是机体一道重要的屏障ꎬ可以帮助机体抵御外界的有害物质ꎮ 环境的更换以及饲养管理的

转变ꎬ可能影响肠道功能ꎬ使肠道屏障受损ꎮ 紧密连接蛋白如 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ￣１ 等具有调节肠道通

透性的作用ꎬ蛋白表达上调时ꎬ可降低肠道通透性ꎬ防止细菌移位ꎬ增强肠道屏障功能[１０]ꎮ 分泌型黏蛋白

ＭＵＣ２ 是肠上皮细胞分泌的一种高分子质量糖蛋白ꎬ肠道黏膜屏障受损会导致 ＭＵＣ２ 表达量下调ꎮ 山羊

运输应激 ２ 和 ６ ｈ 后空肠 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ￣１ 基因表达量极显著上升[１１]ꎮ 日粮添加钼降低了小尾

寒羊空肠 Ｃｌａｕｄｉｎ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ￣１ 蛋白表达量[１２]ꎮ ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 是介导炎症反应的关键细胞

因子ꎬ三者会使肠黏膜紧密连接蛋白表达和分布发生变化ꎬ表达量升高引起肠道通透性增加ꎬ因此ꎬ降低这

些因子的含量可提高肠道屏障功能ꎮ 而 ＩＬ￣１０ 是由各种细胞分泌的重要抗炎细胞因子ꎬ可抑制 ＴＮＦ￣α 的

释放ꎬ对维持肠道免疫稳态至关重要[１３]ꎬ在控制和消除炎症中起重要作用[１４]ꎮ 蚕豆皮富含原花青素ꎬ原
花青素具有抗炎和抗菌的作用ꎬ能调节机体免疫反应[１５]ꎬ降低氧化应激导致的肠黏膜损伤[１６]ꎬ从而改善

动物健康状况ꎬ促进生长ꎮ 当面临饮食结构改变的压力时ꎬ动物肠道容易受到刺激ꎬ导致紧密连接蛋白的

分解或降低ꎬ从而增加上皮通透性ꎬ引起局部炎症[１７]ꎮ 本试验中ꎬ日粮添加 ３０％蚕豆皮并未显著改变

Ｃｌａｕｄｉｎ￣１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ￣１、ＭＵＣ￣２ 的 ｍＲＮＡ 水平ꎬ说明湖羊对添加蚕豆皮日粮的适应效果较好ꎬ并未因饲

料结构的改变而产生不良反应ꎬ未对肠道造成生理损伤ꎮ 湖羊采食添加蚕豆皮日粮后空肠黏膜 ＩＬ￣１β 表

达量降低ꎬ可能蚕豆皮中原花青素具有抗炎作用ꎬ保护机体肠道的免疫功能ꎬ具体机制有待进一步研究ꎮ
３.２　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠消化酶活性的影响

肠道消化酶活性的高低可反映反刍动物采食性能ꎬ同时还能直接决定肠道对营养物质吸收和利用的

程度ꎮ 机体的消化功能与其胃肠道所产生的消化酶活性及其分泌量呈正相关ꎬ继而影响动物的生长发育ꎮ
动物自身能够合成淀粉酶、脂肪酶和蛋白酶等消化酶ꎬ且不同肠段消化酶活性不同ꎮ 小肠内消化酶活性受

日粮淀粉、脂肪和蛋白质进食量的影响[１８]ꎮ 周力等[１９]使用不同比例棕榈粕替代玉米饲喂藏羊ꎬ结果表明
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０％组空肠食糜的 α－淀粉酶和脂肪酶活性显著或极显著小于 １５％组ꎬ提示日粮脂肪含量的高低影响脂肪

酶的活性ꎮ 此外ꎬ在小麦饲料中添加 ０.２％木聚糖酶可提高高原型藏羊的空肠 α－淀粉酶活性[２０]ꎮ 研究表

明ꎬ当精粗比和营养成分含量达到一定水平后ꎬ改变日粮结构不会提高胰蛋白酶和脂肪酶活性[２１]ꎮ 曲星

梅等[２２]研究表明ꎬ６ 月龄绒羊空肠胰蛋白酶、α－淀粉酶和脂肪酶活性随日粮能量和蛋白水平变化ꎬ当升高

到一定营养水平ꎬ肠道消化酶活性不再上升ꎮ 本试验中ꎬ２ 种日粮的粗蛋白、能量和脂肪含量水平在湖羊

需要范围内ꎬ且含量接近ꎬ这可以解释日粮添加 ３０％蚕豆皮不影响空肠段淀粉酶、脂肪酶和胰蛋白酶活性

的结果ꎮ
３.３　 日粮添加蚕豆皮对湖羊空肠微生物菌群结构和功能的影响

肠道菌群在促进肠道形态结构发育、维持正常免疫功能及抵御外源致病因子侵袭方面发挥重要作

用[２３]ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ、Ｃｈａｏ１ 和 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｏｔｕｓ 指数反映样本中物种丰富度和均匀度ꎬＧｏｏｄｓ ｃｏｖｅｒａｇｅ 反

映微生物覆盖率ꎬ其数值越高ꎬ则样本中新物种没有被测出的概率越低ꎮ 本试验中测序覆盖率接近

１００％ꎬ说明测序样品取样较准确ꎬ可以真实地反映湖羊空肠微生物多样性和群落结构[２４]ꎮ 本研究发现

ＣＯＮ 组微生物多样性和数量高于 ＢＢＳ 组ꎬ表明日粮添加蚕豆皮后降低了肠道微生物多样性ꎮ 湖羊正常肠

道菌群在生长过程中与宿主和环境相互适应ꎬ容易受到饮食和环境的影响ꎬＢＢＳ 组较对照组肠道菌群

ＯＵＴ 数量显著降低ꎬ这可能与添加蚕豆皮后日粮营养结构发生改变ꎬ营养成分丰富度降低有关ꎮ
研究表明ꎬ牛羊小肠中的变形菌门丰度较高ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２５] 对小尾寒羊肠道微生物研究后发现ꎬ空肠

中存在丰度较高的厚壁菌门和蓝藻菌门ꎬ在属水平上乳酸菌、瘤胃球菌和聚乙酸菌的丰度较高ꎮ 变形菌门

包括许多肠道致病菌类别[２６]ꎬ如大肠杆菌等ꎻ但变形菌门下的菌群种属并非都是致病菌类ꎬ部分也可对有

关糖类代谢和蛋白表达的基因进行编码ꎬ从而确保肠道的正常厌氧状态[２７]ꎮ 姜碧薇等[２８] 研究表明酶菌

混合处理虽提高瘤胃变形菌门的相对丰度ꎬ但并未对滩羊肠道产生不良影响ꎮ 厚壁菌门是反刍动物胃肠

道细菌的重要组成部分ꎬ能够分解饲粮中的纤维物质ꎬ其优势地位受日粮中纤维物质的影响[２９]ꎬ本试验结

果与之相似ꎬ湖羊采食添加蚕豆皮日粮后ꎬ厚壁菌门丰度随总体纤维含量降低而变化ꎮ 本试验中ꎬ蚕豆皮

组拟杆菌门相对丰度有所提高ꎬ厚壁菌门的相对丰度降低ꎮ 厚壁菌门和拟杆菌门协作消化一些动物自身

无法利用的物质ꎮ 潘锋等[３０]试验结果表明ꎬ饲粮中添加酵母培养物和糖蜜及两者混合物降低了粪便厚壁

菌门相对丰度ꎬ提高拟杆菌门相对丰度ꎬ提高肉牛的纤维降解率ꎮ 髌骨细菌门、糖单胞菌属和糖酵解菌属

被认为在正常肠道功能中发挥重要作用[３１]ꎬ其相对丰度与炎症反应呈正相关ꎮ 本试验中ꎬ髌骨细菌门、糖
单胞菌属和 ＩＬ￣１β 结果变化趋势表明日粮添加蚕豆皮对肠道正常功能发挥有一定的促进作用ꎮ 聚乙酸菌

属能够利用瘤胃中产生的氢和单糖生成乙酸[３２]ꎬ沈子亮等[３３]研究发现瘤胃内聚乙酸菌属相对丰度的增

加改变了瘤胃发酵模式ꎬ从而影响动物的生产性能ꎬ降低乳脂率ꎮ 本试验结果显示ꎬ添加蚕豆皮后降低了

肠道产酸菌的相对丰度ꎬ结合本课题组前期试验中生产性能提高这一结果ꎬ日粮添加蚕豆皮可能通过影响

产酸菌在瘤胃内的定殖ꎬ进而影响肠道中产酸菌的相对丰度ꎮ 综上ꎬ日粮添加 ３０％蚕豆皮制作全价配合

饲料饲喂湖羊可改变空肠食糜微生物菌群组成和相对丰度ꎮ
肠道菌群可以调节肠道微生态ꎬ促进肠道营养物质的消化吸收ꎬ提高机体免疫力ꎮ 本研究中功能预测

到的差异菌群主要富集在三羧酸循环、脂肪酸 β 氧化、原儿茶酸降解和 Ｌ－亮氨酸降解通路ꎮ 脂肪酸是脂

肪分解后的产物ꎬ经 β－氧化后产生乙酰 ＣｏＡ 和甘油ꎬ为三羧酸循环提供原料ꎬ葡萄糖和脂质的代谢是三

羧酸循环中产生和转化其他化合物的重要阶段ꎬ不断为机体提供能量ꎮ 原儿茶酸作为原花青素的次级代

谢物ꎬ是原花青素在体内发挥生理功能的主要活性物质ꎬ具有抗炎、抗氧化和抑菌的作用[３４]ꎮ Ｌ－亮氨酸对

肌肉中葡萄糖摄取和脂质代谢起调节作用ꎬ防止肌肉收缩[３５]ꎮ 本研究结果提示ꎬ日粮中添加蚕豆皮饲喂

湖羊后空肠菌群主要富集在碳水化合物代谢、能量代谢和氨基酸代谢等新陈代谢功能ꎬ表明肠道菌群对湖

羊日粮营养物质代谢活动有促进作用ꎬ然而对相关通路中成员的影响程度有待进一步研究ꎮ
综上ꎬ本研究表明ꎬ日粮添加 ３０％蚕豆皮可降低空肠黏膜炎症因子 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ改变空肠

食糜微生物菌群多样性和相对丰度ꎬ调节肠道发酵环境ꎬ为蚕豆皮在养羊业中的应用提供参考ꎮ
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