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　 　 【摘要】 　 目的　 研究生理盐水实验性干预对肉鸡盲肠微生物区系和短链脂肪酸含量的影响,以期为早期菌

群干预实验的研究提供一定的理论依据。 方法　 选取 80 只初出壳的小鸡,随机分为 2 组,分别为对照组(C 组)和
生理盐水组(S 组)。 出壳后前 2 d,连续每天给 S 组小鸡灌服 0. 5 mL 灭菌的生理盐水,C 组不做处理。 第 3 天,第 7
天于两组分别随机挑选 8 只鸡,测定其体重后屠宰取其盲肠内容物,采用 Illumina Miseq 高通量测序技术对盲肠内

容物菌群结构进行测定,并用气相色谱法测定盲肠内容物中短链脂肪酸的含量。 结果　 生理盐水实验性干预对肉

鸡早期阶段的平均日增重无显著影响(P > 0. 05)。 在门的水平上,两组肉鸡盲肠菌群占比基本相似,厚壁菌门

(Firmicutes)、变形菌门(Proteobacteria)和拟杆菌门(Bacteroidetes)为早期肉鸡肠道内的优势菌门。 在属的水平,3
日龄时 S 组肉鸡盲肠中拟杆菌属(Bacteroides)和蓝细菌属(Cyanobacteria_norank)的相对丰度较 C 组分别提高了

160%和 143%(P < 0. 05);7 日龄时,两组间盲肠菌属的相对丰度无显著差异。 此外,生理盐水实验性干预可极显

著降低 3 日龄肉鸡盲肠内容物中乙酸、丁酸和异戊酸的含量(P < 0. 01),但 7 日龄时两组肉鸡盲肠内容物中短链

脂肪酸的含量无显著差异(P > 0. 05)。 结论　 生理盐水实验性干预会对 3 日龄肉鸡盲肠菌群结构及短链脂肪酸

含量产生一定的影响,但这种影响不具有持续性,随着日龄的增加会逐渐消失。
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【Abstract】　 Objective　 The aim of this experiment was to explore the effects of experimental intervention with



中国实验动物学报 2019 年 2 月第 27 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2019,Vol. 27,No. 1

normal saline on the microflora and short-chain fatty acid content in the cecum of broilers, and provide a theoretical basis
for research on targeted regulation of the early intervention technique for broilers. Methods　 Eighty newly hatched chickens
were randomly divided into two groups, namely the control group (group C) and the saline group (group S). The chickens
in the group S were orally inoculated with 0. 5 mL of sterilized saline on the first two days after hatching, while the chickens
in the group C were not treated with anything. Eight chickens from each group were randomly selected, weighed and their
cecal contents were collected on days 3 and 7. Illumina Miseq high-throughput sequencing technology was used to determine
the microfloral structure of the cecal content. The short-chain fatty acids contents in the ceca of broilers were determined by
gas chromatography. Results　 Experimental intervention with normal saline showed no significant effect on the average daily
weight gain of broilers in early developmental stages (P > 0. 05). At the phylum level, the cecal flora profiles were similar
between the two groups. Firmicutes, Proteobacteria and Bacteroidetes were the predominant phyla in the broiler ceca. At the
genus level, compared with the group C, the relative abundance of Bacteroides and Cyanobacteria were increased by 160%
and 143%, respectively, at the age of 3 days (P < 0. 05). There was no significant difference in the relative abundance of
cecal flora between the two groups at the age of 7 days. Furthermore, experimental intervention with normal saline
dramatically reduced the acetic acid, butyric acid and isovaleric acid contents in the ceca of broilers aged 3 days (P<
0. 01). However, no significant difference was found at the age of 7 days (P > 0. 05). Conclusions 　 Experimental
intervention with normal saline has an effect on the microflora and short-chain fatty acid contents in the ceca of broilers aged
3 days, but this effect is transient and may gradually disappear with increasing age.

【Keywords】　 broilers; microflora; intervention; normal saline; cecum; short-chain fatty acid
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　 　 动物肠道内栖居着大量的、种类丰富的细菌群

落,这些细菌可以阻止潜在病原体在肠道内定植,
维持机体免疫系统发育并为宿主提供营养[1]。 动

物出生前,一般认为其肠道几乎是无菌的,出生后

前几天,其所处的环境可能在肠道菌群的形成中起

着重要作用[2-3]。 对初出壳的肉仔鸡而言,孵化后

的一周内其肠道微生物群表现出极低的多样性和

高度的不稳定性,这为后期微生物的塑造创造了一

个宝贵的机会[4]。 肠道内优先定植的微生物对人

类和禽类肠道微生物群落的演变起着决定性作用,
当肠道微生物成熟后,就可以作为稳定的群落来抵

抗外界的干预手段[5]。
因此,研究者试图通过早期干预手段,在生命

早期阶段,对肉仔鸡肠道菌群进行定向调控。 Yin
等[6]通过对刚孵化的小鸡灌胃盲肠发酵液来研究

早期肠道环境对肠道微生物定植的影响;也有研究

通过给早期肉鸡灌胃酵母菌多糖来研究其对肉用

仔鸡肠道菌群的影响[7]。 这些研究均以灌胃生理

盐水作为试验对照组,但是关于生理盐水实验性干

预本身是否会对肉仔鸡产生影响却至今没有过报

道。 所以我们设计本试验,拟以初出壳的小鸡为实

验动物,采用高通量测序对早期生理盐水灌胃处理

的肉鸡盲肠微生物进行深入探究,并用气相色谱法

比较其与未处理组之间盲肠内容物中短链脂肪酸

的含量差异,以探明早期生理盐水实验性干预对肉

鸡盲肠微生物区系及短链脂肪酸含量的影响,为肉

鸡早期干预技术的研究提供更多依据,同时也为肉

鸡早期肠道微生物的菌群结构研究提供更多可参

考数据资料。

1　 材料与方法

1. 1　 实验动物与分组

实验动物选用普通级的 1 日龄白羽肉鸡 80 只,
平均体重约 45 g,购自江苏镇江腾达孵化厂。 将购

买的 80 只肉仔鸡随机分为 2 组,每组 40 羽,分别为

对照组(C 组)和生理盐水组(S 组)。 在 1 日龄和 2
日龄,连续每天给 S 组小鸡灌胃 0. 5 mL 灭菌的生理

盐水,C 组不做处理。
1. 2　 饲养管理

将肉仔鸡饲养在浙江省农业科学院动物实验

房。 实验前一周对动物实验房及饲养设备进行严

格消毒。 肉鸡采用平养的方式,实验期间采用人工

投料,全期自由采食和饮水。 在实验过程中,用白

炽灯和空调控制实验房温度,使温度保持在 35 ~
37℃。 在实验期间,不使用任何抗生素和商业疫苗。
1. 3　 样品采集与保存

饲养至第 3 天、第 7 天时,于 S 组和 C 组各随机

挑选 8 只鸡,测定其体重后屠宰取其盲肠内容物,液
氮保存,随后转移到 -80℃冰箱待测。 样品共分为

2 组,第 3 天的样品编号为 3D-C1,…,3D-C8;3D-
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S1,…,3D-S8。 第 7 天的样品编号为 7D-C1,…,7D-
C8;7D-S1,…,7D-S8。
1. 4　 DNA 提取与 16S rRNA 基因扩增

采用 QIAamp DNA Stool Mini Kit ( QIAGEN,
CA)试剂盒提取各盲肠内容物样品中总基因组

DNA,使用引物 515F(GTGCCAGCMGCCGCGG) 和

907R ( CCGTCAATTCMTTTRAGTTT ) 对 细 菌 16S
rRNA 基因 V4-V5 区进行扩增。 通过 Illumina Miseq
平台对扩增区域进行测序。 测序由杭州利贞生物

医药科技有限公司完成,每组高通量测序样本数

为 8。
1. 5　 短链脂肪酸的测定

准确称取 0. 1 g 盲肠内容物于离心管中,然后

加入 1 mL PBS 溶液涡旋混匀。 8000 r / min 离心 10
min 后取上清 500 μL,再加入 100 μL 偏磷酸巴豆

酸,震荡均匀后于-20℃冰箱保存过夜。 24 h 后解

冻,14 000 r / min 离心 20 min,用 1 mL 注射器取全

部上清液通过 0. 22 μm 针式过滤器,过滤后的样品

入进样瓶,用气相色谱仪测定乙酸、丙酸、丁酸、异
丁酸、戊酸和异戊酸含量。 色谱柱采用逐渐升温的

方法 ( 80 ~ 170℃),汽化室和检测室温度均为

180℃,载气类型为氮气。 各酸保留时间约为:乙酸

7. 50 s,丙酸 9. 15 s,异丁酸 9. 77 s,丁酸 11. 03 s,异
戊酸 11. 88 s,戊酸 13. 33 s,巴豆酸 14. 2 s。
1. 6　 统计学方法

用 Excel 整理和统计数据,用平均数 ± 标准误

(􀭰x ± s)表示,采用 SPSS 22 软件单因子方差分析进

行分析,各组间采用 Tukey 多重比较进行差异显著

性检验,以 P < 0. 01(差异极显著)、P < 0. 05(差异

显著)作为差异显著性判断标准。

2　 结果

2. 1　 早期生理盐水干预对肉鸡生长性能的影响

由图 1 可知,在 1 ~ 3 日龄和 3 ~ 7 日龄两个阶

段,S 组和 C 组的平均日增重无显著差异 ( P >
0. 05),说明生理盐水实验性干预对肉鸡的平均日

增重无明显影响。
2. 2　 盲肠微生物物种丰度及多样性

每组高通量测序重复数为 8 个样本,各指标取

平均值后的测序信息如表 1 所示。 测序采用抽平的

原则,使每个实验样本产生 33 496 条序列。 覆盖指

数均大于 0. 97,说明测序量合理,已基本覆盖所有

微生物群落的多样性。 第 3 天、第 7 天 S 组和 C 组

图 1　 两个年龄段肉鸡的平均日增重

Figure 1　 Average daily weight gain of the broilers
in two age stages

操作分类单元( operational taxonomic units,OTU)数

量无显著差异,说明两组间的菌群丰度差异不大。
Alpha 多样性分析表明,相同日龄 S 组和 C 组的

ACE 值、Chao 1 值、Shannon 指数以及 Simpson 指数

均没有显著差异,说明生理盐水实验性干预未对肉

鸡盲肠微生物多样性产生影响。 但与第 3 天相比,
第 7 天 ACE 指数和 Chao 1 指数升高,说明随着日龄

增加,肉鸡盲肠中菌群丰度增加;此外,Shannon 指

数增加,同时 Simpson 指数降低,说明随着日龄增

加,肉鸡盲肠中菌群多样性增加。
2. 3　 肉鸡盲肠菌群结构分析

两组样品在门水平上的菌群结构如图 2 所示。
可以看出,肉鸡盲肠中的细菌隶属 10 个门,其中

厚壁菌门( Firmicutes)、变形菌门( Proteobacteria)
和拟杆菌门( Bacteroidetes)三者相对丰度之和在

3D-C、3D-S 和 7D-C、7D-S 四组中分别为 83. 14%、
80. 20%、74. 21%和 80. 04%,是构成盲肠菌群的

主要菌门。 进一步从属的水平分析可以更清晰地

反映出两组肉鸡盲肠菌群结构的变化。 第 3 天

时,埃希氏杆菌属(Escherichia-Shigella),拟杆菌属

(Bacteroides),瘤胃球菌属([Ruminococcus] _torques
_ group ) 和 肠 杆 菌 属 ( Enterobacteriaceae _
unclassified)为主要菌属;第 7 天时,肉鸡盲肠内容

物 中 主 要 的 优 势 菌 属 分 别 为 拟 杆 菌 属

(Bacteroides)、厌氧芽孢杆菌属(Anoxybacillus)、瘤
胃球菌属(Ruminococcaceae_uncultured)和蓝细菌

属(Cyanobacteria_norank) (图 3)。 选取相对丰度

较高的前 10 个属进行显著性差异分析,结果发现

(表 2),与 C 组相比,早期生理盐水干预使得第 3
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天 S 组肉鸡盲肠中拟杆菌属(Bacteroides)和蓝细

菌属(Cyanobacteria_norank)的相对丰度分别提高

了 160%和 143%(P < 0. 05);第 7 天时,两组间盲

肠菌属的相对丰度无显著差异。
2. 4　 盲肠菌群结构的聚类分析

依照各组样品 OTU 的种类及相对丰度,采用非

加权配对平均法对各组样品进行层次聚类。 由图 4
可以看出,3D-S 和 3D-C 聚成 1 簇,7D-S 和 7D-C 聚

成 1 簇,说明日龄对肉鸡盲肠细菌的影响效果大于

早期生理盐水的干预作用。 根据测序结果绘制

PCA 分析图,进一步从宏观角度了解肉鸡盲肠菌群

结构差异。 如图 5 所示,第 3 天和第 7 天两组之间

没有明显的聚类,说明在这两个日龄,生理盐水实

验性干预没有对肉鸡盲肠菌群结构产生显著影响。
2. 5　 肉鸡盲肠内容物中短链脂肪酸的含量

由图 6 可知,从短链脂肪酸的组成来看,第 3 天

和第 7 天两组肉鸡盲肠内容物中含量最高的短链脂

肪酸均为乙酸,其次是丁酸和丙酸,而异丁酸,戊酸

和异戊酸所占比例较小。 此外,与 C 组相比,生理

盐水实验性干预可极显著降低 3 日龄肉鸡盲肠内容

物中乙酸、丁酸和异戊酸的含量(P < 0. 01)。 但随

着日龄的增长,第 7 天时,两组肉鸡盲肠内容物中短

链脂肪酸含量无显著差异。

表 1　 盲肠微生物的物种丰富度和多样性

Table 1　 Species richness and diversity of the broiler cecal microbes
日龄(天) 组别 运算分类单元 丰度指数 丰度指数 香农指数 辛普森指数 覆盖指数

Age (days) Groups OTUs ACE Chao 1 Shannon Simpson Good’ coverage
3 C 组 1015 1706 1473 3. 83 0. 0677 0. 988 35

S 组 1146 1748 1562 3. 81 0. 0904 0. 987 66

标准误 SEM 96 166 129 0. 15 0. 0114 0. 001 04

P 值 P-value 0. 515 0. 904 0. 744 0. 960 0. 341 0. 751

7 C 组 2016 3062 2842 5. 33 0. 0212 0. 978 63
S 组 1938 3359 2934 5. 09 0. 0224 0. 976 39

标准误 SEM 116 189 165 0. 07 0. 0011 0. 001 62
P 值 P-value 0. 749 0. 453 0. 793 0. 132 0. 624 0. 509

图 2　 在门水平上的肠道菌群结构

Figure 2　 Relative abundance of the broiler intestinal flora at the phylum level
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图 3　 在属水平上的肠道菌群结构

Figure 3　 Relative abundance of intestinal flora at the genus level

表 2　 两组样本在属水平的丰度差异分析

Table 2　 Analysis of abundance difference between the two groups of samples at genus level
日龄(天) 菌属 C 组 S 组 标准误 P 值

Age (days) Bacterial genus C Group S Group SEM P-value
3 Escherichia-Shigella 埃希氏杆菌属 0. 1255 0. 1672 0. 2825 0. 479

Bacteroides 拟杆菌属 0. 0493 0. 1284 0. 0165 0. 011∗

[Ruminococcus]_torques_group 瘤胃球菌属 0. 0542 0. 0519 0. 0128 0. 931
Enterobacteriaceae_unclassified 肠杆菌属 0. 0520 0. 0397 0. 0140 0. 675
Erysipelatoclostridium 红球菌属 0. 0632 0. 0230 0. 0159 0. 217
Clostridium_sensu_stricto_1 梭菌属 0. 0437 0. 0221 0. 0087 0. 225
Lachnospiraceae_unclassified 毛螺菌属 0. 0387 0. 0229 0. 0077 0. 320
Anoxybacillus 肠杆菌属 0. 0268 0. 0315 0. 0049 0. 639
Cyanobacteria_norank 蓝细菌属 0. 0162 0. 0393 0. 0055 0. 031∗

Bacteroidales_S24-7_group_norank 拟杆菌目 S24-7 组 0. 0295 0. 0253 0. 0052 0. 704

7 Bacteroides 拟杆菌属 0. 1007 0. 1021 0. 0114 0. 955
Anoxybacillus 肠杆菌属 0. 0744 0. 0685 0. 0077 0. 714
Ruminococcaceae_uncultured 瘤胃菌属 0. 0379 0. 0470 0. 0100 0. 667
Cyanobacteria_norank 蓝细菌属 0. 0426 0. 0353 0. 0029 0. 216
Acidobacteria_norank 酸杆菌属 0. 0298 0. 0270 0. 0033 0. 686
Bacteroidales_S24-7_group_norank 拟杆菌目 S24-7 组 0. 0319 0. 0230 0. 0032 0. 178
Faecalibaculum 肠球棒状菌属 0. 0300 0. 0243 0. 0025 0. 269
Lactobacillus 乳酸杆菌属 0. 0276 0. 0245 0. 0027 0. 586
Lachnospiraceae_unclassified 毛螺菌属 0. 0165 0. 0296 0. 0050 0. 202
[Ruminococcus]_torques_group 瘤胃球菌属 0. 0190 0. 0249 0. 0048 0. 557

注:∗表示差异显著,P< 0. 05。
Note. ∗ indicates significant difference,P< 0. 05。

24



中国实验动物学报 2019 年 2 月第 27 卷第 1 期　 Acta Lab Anim Sci Sin,February 2019,Vol. 27,No. 1

图 4　 盲肠微生物的聚类分析图

Figure 4　 Cluster analysis chart of the flora in cecal contents

图 5　 盲肠微生物的主成分分析

Figure 5　 Principal component analysis (PCA)
plot of the cecal microbes

3　 讨论

动物肠道可以看作是机体最大的免疫器官,在
动物生长发育以及疾病防控等许多方面都发挥着

至关重要的作用[8]。 鸡被认为是最有效的农业物

种之一,是全球蛋白产业的基础,每年为我们提供

大量的肉产品[9]。 鸡在出壳后,其肠道微生物的建

立易受肠道环境等外界因素的影响。 因此,研究人

员寻求开发替代营养策略,以刺激动物肠道有益微

生物群的定植,进而改善动物健康和提高生产效

率[10]。 在研究性实验中,不论是给鸡口腔灌服益生

菌或是来自健康供体的粪菌悬液,都会以生理盐水

作为对照组来探明肠道微生物的变化。 但是关于

生理盐水这一溶剂是否会对肉鸡肠道微生物造成

一定的调节却不得而知,所以本次实验,我们主要

研究生理盐水实验性干预对肉鸡肠道微生物及短

链脂肪酸含量的影响。
随着日龄的增长,鸡肠道渐渐成熟,肠道微生

物也由单一结构向复杂体系逐渐演变。 由表 1 可

知,从 3 日龄到 7 日龄,丰度指数 ACE 和多样性指

数 Shannon 的值增大,表明随着年龄的增长,肠道微

生物的物种丰富度和多样性会随着增加,这也预示

着动物对营养物质的消化吸收、肠屏障功能以及免

疫系统开始逐渐完善。
有研究表明,肉鸡盲肠中的优势菌门为厚壁菌

门、拟杆菌门和变形菌门[11]。 在本研究中,3 日龄

和 7 日龄两组肉鸡盲肠中主要的微生物是厚壁菌

门、变形菌门和拟杆菌门,三者相对丰度之和在各

组所占的比例均超过 70%,与前人研究结果一

致[12-13]。 在属的水平,早期生理盐水干预可以使 3
日龄肉鸡盲肠中拟杆菌属和蓝细菌属的相对丰度

显著增加。 其中拟杆菌属是一种存在于动物肠道

内的正常菌群,但是当机体免疫功能异常或产生炎

症反应时,体内拟杆菌属含量就会增加,成为导致

内源性感染的条件致病菌[14-15]。 而蓝细菌属是一

种古老而多样的可产氧、能光合作用的细菌系,对
人及动物体的能量代谢和物质循环起着至关重要

的作用[16-17]。 比较肠道菌群的丰度差异可发现,7
日龄时两组肉鸡盲肠菌属的构成和占比基本相似,
说明早期生理盐水干预技术对 3 日龄肉鸡肠道微生

物有一定影响,但随着日龄增加,这种影响作用做
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注:∗∗P< 0. 01 表示同一日龄两组之间差异极显著。

图 6　 盲肠内容物中短链脂肪酸的含量

Note:∗∗P< 0. 01 indicates that there is an extremely difference between the two groups at the same age.

Figure 6　 Content of short-chain fatty acids in cecal contents

逐渐减弱,甚至消失。
家禽微生物消化主要发生场所是盲肠,消化产

物主要包括短链脂肪酸、维生素和氨基酸[18]。 其

中,短链脂肪酸是菌群代谢的主要产物和重要信息

分子,有助于维持肠道弱酸性环境,抑制一些有害

菌的生长繁殖[19]。 本研究中,测定肉鸡 3 日龄和 7
日龄盲肠内容物中短链脂肪酸含量,结果发现乙酸

是含量最高的短链脂肪酸,其次是丁酸和丙酸。 其

中乙酸和丙酸能够作为能量物质被机体吸收,丁酸

可提供 50%以上的能量供胃肠道黏膜代谢需要,而
且在肠道上皮细胞的增殖与分化过程中发挥重要

作用[20]。 值得注意的是,我们的研究还发现早期生

理盐水干预可极显著降低 3 日龄肉鸡盲肠内容物中

乙酸、丁酸和异戊酸的含量。 众所周知,短链脂肪

酸的生成受多种因素的影响,如日粮类型、肠道内

微生物的结构或是体内酶的活性等。 刚出生的肉

仔鸡肠道微生物种类单一且含量极少,在这种情况

下,连续两天灌服生理盐水会使其产生一定应激,
肠道中拟杆菌属和蓝细菌属含量增高也说明肠道

内可能产生了轻微的炎症反应。 因此与 C 组相比,
S 组肉鸡肠道内短链脂肪酸的含量有所下降,然而

随着日龄的增加,肠道微生物的建立逐步完善,动
物具备一定的的调节能力,所以 7 日龄时两组肉鸡

盲肠内容物中短链脂肪酸的含量无显著差异。
本文对肉鸡盲肠微生物区系和短链脂肪酸的

含量进行测定,发现早期生理盐水干预会对 3 日龄
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肉鸡盲肠菌群结构及短链脂肪酸含量产生一定的

影响,但 7 日龄时,两组间并无显著差异,说明早期

生理盐水干预对肉鸡产生的影响不具有持续性,随
着日龄的增加,动物自身可以调节这一溶剂干预所

造成的影响,因此,用生理盐水这一溶剂作为实验

的对照组是较为合适的选择。
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