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摘 要：选用 50头体重相近的三元杂交断奶健康仔猪，随机分为 5组：对照组全程饲喂玉米−豆粕型基础日粮；

试验 1、2、3、4组在试验第 1天到第 28天分别饲喂基础日粮+蜡样芽孢杆菌、鼠李糖乳杆菌和戊糖乳杆菌(质量

比为 1∶1∶1、1∶2∶1、2∶1∶2、1∶1∶2)的混合益生菌制剂，在第 29天到第 42天饲喂基础日粮。饲喂 28 d

后计算各组仔猪日增重、料重比、腹泻率。结果表明：4 个试验组仔猪的日增重均高于对照组，料重比均低于对

照组，腹泻率均显著低于对照组；试验 1、3 组仔猪的日增重显著高于对照组，且试验 1 组仔猪的日增重又稍高

于试验 3 组；试验 1、3 组仔猪的料重比显著低于对照组，而试验 1 组仔猪的料重比又稍低于试验 3 组；试验 1

组和 3组仔猪的腹泻率相同，且低于试验 2组和 4组，表明 4种比例混合的益生菌制剂均能促进仔猪生长，且以

质量比 1∶1∶1、2∶1∶2混合的益生菌制剂促进仔猪生长的效果较好；对试验 1组和对照组仔猪在试验 0、7、

14、21、28、42 d肠道内菌群的定量 PCR结果表明，试验 1组仔猪肠道内蜡样芽孢杆菌、鼠李糖乳杆菌数量在

饲喂益生菌制剂期间呈现一致的变化趋势，即先上升后下降，再上升，而对照组 3种菌的变化趋势不一致；在停

喂益生菌制剂 2周后，3种益生菌仍呈规律变化，表明饲喂益生菌制剂能够调节仔猪肠道相应菌群的生长；对仔

猪肠道粪样菌群的 16SrDNA 的特异序列的进行变性梯度凝胶电泳及抠胶测序的结果表明，仔猪在饲喂益生菌制

剂 7 d后，肠道蜡样芽孢杆菌、肠球菌、链球菌、双歧杆菌、戊糖乳杆菌、大肠杆菌、鼠李糖乳杆菌菌群数量均

下降，到第 28 天时，各种菌群数量均上升，表明饲喂益生菌制剂不仅能调节仔猪肠道相应益生菌的生长，还能

调节肠道肠球菌、链球菌、大肠杆菌与双歧杆菌的生长。 
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Abstract: Fifty weaned healthy piglets with similar weight were randomly assigned to five groups: control group fed 
with corn-soybean meal diets during all the process; test group 1, 2, 4 and 4 first fed with basal diet added with probiotics 
containing Bacillus cereus, Lactobacillus rhamnosus, and Lactobacillus pentosus mixed in ratio of 1∶1∶1, 1∶2∶1, 
2∶1∶2 and 1∶1∶2, respectively from the 1st to the 28th day of the experiment, then with basal diet from the 29th day to 
the 42nd day. Daily gain, feed/weight ratio, diarrhea rate were calculated after 28 days of feeding. The results showed that 
daily gain was higher, feed/weight ratio was lower and diarrhea rate was significantly lower in piglets of test groups 
compared to the control. Daily gain of piglets in test group 1 and 3 was significantly higher than that in the control and in 
test group 1 was slightly higher than in group 3. Feed/weight ratio of piglets in test group 1 and 3 was significantly lower 
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than that in the control and in test group 1 was slightly lower than in group 3. Piglets in test group 1 and 3 showed the 
same diarrhea rate which was lower compared to test group 2 and 4. These results indicate probiotics with mixing ratio of   
1∶1∶1 and 2∶1∶2 have better growth promoting effect for piglets. Quantitative PCR was applied on samples of test 
group 1 and control group collected after 0, 7, 14, 21, 28, 42 d from the beginning of the experiment, the results showed 
Bacillus cereus, Lactobacillus rhamnosus, and Lactobacillus pentosus in intestine of piglets in test group 1 exhibited the 
same growth tendency during feeding the probiotics, which increased and then decreased and increased again, while the 3 
strains in intestine of piglets of control group didn’t show such same tendency. The 3 strains still showed regular changes 
2 weeks after ceased feeding the probiotics, indicating probiotics could regulate the growth of the correspond bacteria in 
intestine of the piglets. Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and sequencing of 16SrDNA showed that 
Bacillus cereus, Enterococcus, Streptococcus, Bifidobacterium, Lactobacillus pentosus, Escherichia coli and Lactobacillus 
rhamnosus decreased 7 days after feeding probiotics, and increased 28 days after feeding probiotics, showing probiotics 
could not only regulate the growth of the correspond strain, but also the growth of Enterococcus, Streptococcus, 
Escherichia coli and Bifidobacterium in the intestine.  

Key words: piglets; probiotics; denatured gradient gel electrophoresis (DGGE); intestinal flora 

 

微生态制剂是一种绿色、无公害的添加剂[1]。

合理利用微生态制剂，可以有效减少仔猪断奶应激

的发生，预防和治疗仔猪腹泻[2]。 
仔猪饲喂微生态制剂后，制剂中的益生菌可有

效定植在仔猪肠道内[3]，调节肠道菌群，增加有益

细菌的数量[4]。含多种益生菌的混合菌制剂有益于

微生物的互补[5–6]。本研究将蜡样芽孢杆菌、戊糖

乳杆菌和鼠李糖乳杆菌以不同比例配伍，制成益生

菌制剂添加到饲料中，饲喂断奶仔猪，以探讨不同

比例混合的3种益生菌对仔猪生长性能和肠道菌群
的影响，旨在为菌种的合理搭配和复合微生物制剂

的生产应用提供参考依据。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

1.1.1 供试猪 

选用 28 日龄，未接受疫苗免疫接种，初始体
重为(9.60±0.42) kg 的“杜×长×大”三元杂交健康断
奶仔猪 50头。 

1.1.2 菌 种 

蜡样芽孢杆菌由东北林业大学微生物实验室

从健康断奶仔猪粪便中分离并鉴定；鼠李糖乳杆菌

(CICC 6159)、戊糖乳杆菌(CICC 21809)购置于中国
工业微生物菌种保藏管理中心。 

1.1.3 培养基 

戊糖乳杆菌培养基配方为1%乳糖+1%废糖蜜+ 
0.5%棉粕粉+0.3%磷酸二氢钠+0.3%磷酸氢二钠；蜡

样芽孢杆菌培养基配方为 0.5%蔗糖+0.5%废糖蜜+ 
1%棉粕粉+0.3%氯化钠；鼠李糖乳杆菌培养基配方
为 1%乳糖+1%废糖蜜+0.5%棉粕粉+0.3%磷酸二氢
钠+0.3%磷酸氢二钠。 

1.1.4 饲 料 

基础日粮为玉米–豆粕型粉料，营养需要参照
英瑞斯企业标准[7]设计。 

1.2 方 法 

1.2.1 益生菌制剂的制备 

分别发酵戊糖乳杆菌[8]、蜡样芽孢杆菌[9]、鼠李

糖乳杆菌[10]，8 000 g离心 10 min，得菌泥。向菌泥
中加入 5%葡萄糖溶液作为保护剂，再拌入约 3倍菌
泥体积的灭菌干燥稻壳粉，10 ℃干燥，得活菌制剂。
检测 3种活菌制剂活菌数(戊糖乳杆菌、蜡样芽胞杆
菌、鼠李糖乳杆菌的活菌数分别为 2.6×108、1.4×109、

3.5×108 CFU/g)后备用。将制备好的蜡样芽孢杆菌、
鼠李糖乳杆菌和戊糖乳杆菌制剂分别以质量比为

1∶1∶1、1∶2∶1、2∶1∶2、1∶1∶2的比例混合，
即得 4种混合益生菌制剂。 

1.2.2 试验设计及饲养管理 

试验于大庆市泰康县康泰公司种猪场进行。50
头仔猪随机分为 5 组，每组 10 头。对照组喂基础
日粮，试验 1、2、3、4组分别喂基础日粮+1∶1∶1、
1∶2∶1、2∶1∶2、1∶1∶2 比例混合的益生菌制
剂。试验组喂食益生菌制剂 28 d 后改喂基础日粮
14 d。饲喂时间为每天 08:00、13:00、19:00。自由
饮水。每次饲喂直至料槽无剩余饲料为止。所有供
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试猪均于相同条件的畜舍饲养。室内通风良好，光

线充足，并定期对畜舍消毒灭菌。 

1.2.3 试验记录及样品采集 

试验期间，每日对仔猪逐只进行空腹称重，详

细记录各组采食量。每日08:00定时观察记录各组仔
猪腹泻情况。计算各组仔猪的日增重、日采食量、

料重比和腹泻率[7]。分别于第0(饲喂益生菌制剂当
日空腹取样)、7、14、21、28、42(停喂益生菌制剂
14 d)天取各组仔猪的粪便样品(约10 g)，置于–80 ℃
冰箱保存，备用。 

1.2.4 粪便 DNA 样品的制备 

第 0天粪便样品 DNA的制备：从试验组(生长
性能最佳的试验组)和对照组每只仔猪粪便样品中
各取 2 g，按组将粪便样品充分混合后，各组取 2 g
混合粪样，分别放入组织粉碎机中磨碎，分别加入

8 mL无菌磷酸缓冲液稀释，充分混匀后取 200 μL
匀浆，用 QIAamp DNA试剂盒(Qiagen)逐一提取样
品基因组 DNA。第 7、14、21、28、42天粪便样品
DNA的制备方法同上。 

1.2.5 定量 PCR 检测 

1) 引物。根据GenBank中蜡样芽孢杆菌、鼠李
糖乳杆菌、戊糖乳杆菌菌株的16SrDNA 序列，利
用NDAman软件比对出种内保守区域，用Primer 5
设计特异性引物(表1)。 

表 1 蜡样芽孢杆菌、鼠李糖乳杆菌和戊糖乳杆菌特异性引物 
Table 1 Primers for detecting Bacillus cereus, Lactobacillus 

rhamnosus and Lactobacillus pentosus 

菌种 引物 序列(5′—3′) 

蜡样芽孢杆菌 F1 GCGGCGGACGGGTGAGTAAC

 R1 ATTCCCTACTGCTGCCTCCC 

鼠李糖乳杆菌 F2 TCTGATTATTGAAAGGTGCT 

 R2 GAAGATTCCCTACTGCTGCC 

戊糖乳杆菌 F3 GGGAAACCTGCCCAGAAGCG

 R3 GCCGTGTCTCAGTCCCAATG 
 

2) 蜡样芽孢杆菌、鼠李糖乳杆菌和戊糖乳杆菌
的定量 PCR 检测。利用 PCR 检测系统(Bio–Rad, 
CFX96 Touch)进行定量分析。分别取 200 μL蜡样芽
孢杆菌、鼠李糖乳杆菌和戊糖乳杆菌培养液，进行

l0倍系列稀释(浓度范围 107～102 CFU/μL)，以稀释
的菌为模板，根据定量试剂盒(SYBR Premix Ex 

Taq™ II，TAKARA)说明书进行定量 PCR，反应体
系为 50 μL：SYBR Premix Ex Taq II 25 μL，0.2 
mmol/L上、下游引物(F1和 R1、F2和 R2或 F3和 R3)
各 1 μL，模板 1 μL，ROX Reference Dye(50×) 1 μL。
反应条件：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 40 s，
61 ℃退火 25 s，72 ℃延伸 30 s，35个循环。制定 3
种菌定量 PCR的标准曲线，获得循环阈值(Ct)对菌
液浓度的对数方程。 
对粪便 DNA样品进行 PCR检测，反应体系与

反应条件同上。将检测结果与标准曲线在同一系统

中进行分析，通过与标准曲线的 Ct值进行比较，得

到粪便样品中 3种益生菌的数量。 

1.2.6 变性梯度凝胶电泳(DGGE)分析 

1) PCR反应。用细菌 16S rDNA的 V6–V8 区
特异引物 F933–954(5′–CGCCCGCCGCGCGCGGC 
GGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGG–3′)和 R1369–1388(5′–GC 
CCGGGAACGTATTCACCG–3′) [11]对粪便 DNA 样
品进行 PCR检测，扩增细菌的特异性片段。 

2) DGGE。以上 PCR产物用 DGGE 进行分析。
DGGE用 8%聚丙烯酰胺凝胶，尿素浓度梯度 30%～
50%，电泳缓冲液为 0.5×TAE，先 200 V恒压预电
泳 10 min，随后在 85 V电压电泳 10～12 h。电泳
结束后，用银染法进行染色。显色定影后干燥过夜，

观察染色效果并照相。 
3) 特殊条带的序列测定和分析。将 DGGE 凝

胶图谱上的特殊条带进行回收，用引物8f 和 1510r [12] 
扩增回收产物中细菌 16S rDNA的全序列，然后将
PCR产物进行胶回收，与 pMD–18T载体(TAKARA)
连接，转化至大肠杆菌感受态中。将转化成功的质

粒进行测序，用 GenBank数据库对获得的序列进行
同源性比较。 

1.2.7 数据统计与处理 

所有数据应用 SPSS13.0 统计软件进行方差显
著性分析。 

2 结果与分析 

2.1 4 种混合益生菌制剂对仔猪日增重、料重比及

腹泻率的影响 

由表 2可知，4个试验组仔猪的日增重均高于
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对照组，且试验 1组和 3组的日增重显著高于对照

组；4个试验组仔猪的料重比均低于对照组，且试

验 1组和 3组的料重比显著低于对照组；4个试验

组仔猪的腹泻率均显著低于对照组，且试验 1组和

3组仔猪的腹泻率低于试验 2组和 4组。与对照组

仔猪相比，试验 1组仔猪的日增重提高了 18.42%，

料重比降低了 15%，腹泻率降低了 50%(P <0.05)；

试验２组仔猪日增重提高了 7.89%，料重比降低了

8.5%，腹泻率降低了 42.86%(P<0.05)；试验 3组仔

猪日增重提高了 15.79%，料重比降低了 17%，腹

泻率降低了 50%( P <0.05)；试验 4组仔猪日增重

提高了 7.89%，料重比降低了 8.5%，腹泻率降低

了 35.71%。可见，在饲料中添加以 1∶1∶1、1∶

2∶1、2∶1∶2、1∶1∶2 混合的蜡样芽孢杆菌、

鼠李糖乳杆菌和戊糖乳杆菌的混合益生菌制剂均

可以促进断奶仔猪的生长发育，提高抗病力，其中

以 1∶1∶1、2∶1∶2比例混合的 3种有益菌的制

剂(试验 1、3组)的效果较好。 

表 2 益生菌制剂对仔猪生长性能的影响 
Table 2 Effects of probiotics on growth performance of weaned piglets 

组别 平均始重/kg 平均末重/kg 日增重/kg 日采食量/kg 料重比 腹泻率/% 

对照组 9.61±0.42 (25.73±0.86)a (0.38±0.03)a 0.76±0.04 (2.00±0.03)a (14±1)a 

试验 1组 9.76±0.49 (27.52±1.04)b (0.45±0.04)b 0.73±0.03 (1.70±0.04)b (7±2)b 

试验 2组 9.70±0.44 (26.69±1.08)a (0.41±0.04)a 0.75±0.04 (1.83±0.04)a (8±2)b 

试验 3组 9.63±0.54 (27.88±1.16)b (0.44±0.04)b 0.73±0.05 (1.66±0.03)b (7±2)b 

试验 4组 9.66±0.61 (26.86±1.22)a (0.41±0.03)a 0.75±0.05 (1.83±0.04)a (9±3)b 
 

2.2 益生菌的定量检测结果 

2.2.1 3 种益生菌定量 PCR 的标准曲线 

对蜡样芽孢杆菌、鼠李糖乳杆菌和戊糖乳杆菌

培养液l0倍系列稀释样品进行定量PCR，获得的标

准曲线方程分别为y = –3.131 4x+36.525，r2=0.987 5；

y= –3.12 x + 35.24，r 2=0.994 7；y= –3.034 3x +34.988，

r2=0.990 5，其中y为 Ct值；x为菌落数的对数；r为

相关系数。 

2.2.2 粪样中 3种益生菌的定量 PCR 检测 

用建立的定量PCR对试验1组和对照组仔猪粪

样中的蜡样芽孢杆菌、鼠李糖乳杆菌和戊糖乳杆菌

进行检测，结果见表3。在第0天，从试验1组和对

照组中均检测到蜡样芽孢杆菌、鼠李糖乳杆菌和戊

糖乳杆菌，且试验1组中3种杆菌的量均高于对照

组，说明在饲喂益生菌制剂前仔猪肠道内存在3种

杆菌，且对照1组与试验组存在差异。在第7天，试

验1组的蜡样芽孢杆菌、鼠李糖乳杆菌和戊糖乳杆

菌均高于对照组，且试验1组的蜡样芽孢杆菌、鼠

李糖乳杆菌和戊糖乳杆菌在试验第7天的增幅(相对

于第0天)(53.07%、28.57%、25.69%)均高于对照组

的增幅(5.70%、25.32%、–5.95%)，说明饲喂蜡样芽

孢杆菌、鼠李糖乳杆菌和戊糖乳杆菌混合益生菌制

剂后，3种菌在猪肠道的数量明显上升。从0~28 d，

试验1组仔猪肠道的蜡样芽孢杆菌、鼠李糖乳杆菌

和戊糖乳杆菌均出现上升(0~7 d)、下降(7~21 d)、再

上升(21~28 d)的趋势，而对照组仔猪肠道3种菌的

变化趋势不一致。说明饲喂的益生菌制剂使仔猪肠 

表 3 微生态制剂对仔猪体内菌群的影响 
Table 3 Effects of probiotics on flora in weaned piglets                           CFU/g 

蜡样芽孢杆菌数量 鼠李糖乳杆菌数量 戊糖乳杆菌数量 
试验时间/d 

对照组 试验 1组 对照组 试验 1组 对照组 试验 1组 

 0 (3.16±0.33)a (3.58±0.45)a (3.87±0.32)a (4.48±0.34)b (3.53±0.41)a (4.36±0.34)b 

 7 (3.34±0.34)a (5.48±0.55)b (4.85±0.44)a (5.76±0.54)b (3.32±0.54)a (5.48±0.41)b 

14 (4.05±0.37)a (4.84±0.45)a (3.87±0.53)a (5.43±0.47)b (4.48±0.38)a (4.68±0.43)a 

21 (2.58±0.46)a (3.56±0.46)b (3.43±0.47)a (5.15±0.43)b (5.36±0.41)a (3.39±0.45)b 

28 (3.51±0.41)a (5.88±0.51)b (4.14±0.34)a (6.33±0.56)b (3.73±0.33)a (4.43±0.31)b 

42 (4.55±0.38)a (4.65±0.44)a (4.33±0.52)a (5.51±0.51)b (3.06±0.41)a (5.47±0.34)b 
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道相应的益生菌在短时间内快速上调，继而进入自

然下调与上升的模式。在第42天，即停喂益生菌制

剂后，试验1组仔猪肠道的蜡样芽孢杆菌、鼠李糖乳

杆菌均呈下降趋势，这应该是在第28天时，其数量

已经达到峰值，而趋向于自然下降。戊糖乳杆菌在

第42天的数量高于第28天的，应该是在第28天时还

没有达到峰值，而呈现出的自然上升，这提示益生

菌制剂连续饲喂7 d即可达到调节肠道菌群的效果。 

2.3 制剂对断奶仔猪肠道菌群的影响 

仔猪肠道细菌16S rDNA PCR检测产物的DGGE

电泳结果见图4。抠胶测序结果表明，箭头1~3所指

的条带的序列与蜡样芽胞杆菌、肠球菌、链球菌16S 

rDNA的序列的同源性分别为98%、97%、98%，箭

头4、5所指条带的序列与双歧杆菌16S rDNA的序列

的同源性为98%；箭头6~8所指的条带的序列与戊糖

乳杆菌、大肠杆菌、鼠李糖乳杆菌16S rDNA的序列

的同源性为99%、98%、100%，因此，在试验第0

天，从试验1组仔猪肠道除检测到蜡样芽胞杆菌(箭

头1所示)、链球菌(箭头3所示)、戊糖乳杆菌(箭头6

所示)、大肠杆菌(箭头7所示)、鼠李糖乳杆菌(箭头8

所示)，还检测到对照组仔猪肠道未检出的肠球菌

(箭头2所示)和双歧杆菌(箭头5、6所示)。试验14、

21 d，对照组检测到蜡样芽胞杆菌、肠球菌、链球

菌及、双歧杆菌、戊糖乳杆菌、大肠杆菌、鼠李糖 
1   2   3   4   5   6   7   8  9  10  11  12 

 
泳道1~6分别为对照组第0、7、14、21、28、42天粪样；泳

道7~12分别为试验1组在第0、7、14、21、28、42天粪样；箭头1～

8分别指抠胶测序的带。 

图 4 仔猪粪样细菌 16S rDNA 的 V6 至 V8 区扩增产

物的 DGGE 图谱 
Fig.4 Bacterial DGGE profiles generated from V6–V8 16S rDNA 

fragments of piglet fecal samples  

乳杆菌，其中肠球菌和双歧杆菌均为新检测到的细

菌，且其他细菌的检测条带均比第0天明显，说明

对照组仔猪肠道中，除了有益生菌的增长，还有非

益生菌的大量增长。试验1组在试验14、21 d，未检

测到肠球菌和双歧杆菌，且其他各种菌的检测条带

的信号均较弱，说明在这段时间，整个肠道细菌的

生长都下调，且有害菌(肠球菌)的生长下调最大。

试验第28、42天，对照组能检测出蜡样芽胞杆菌、

链球菌、戊糖乳杆菌、大肠杆菌、鼠李糖乳杆菌，

且各种菌的检测条带的信号均较弱，说明在这段时

间整个肠道细菌的数量下降，且肠球菌与双歧杆菌

的下降最明显；试验组则相反，各种菌的检测条带

的信号增强，且重新出现肠球菌和双歧杆菌。 

3 讨 论 

本研究通过给断奶仔猪饲喂益生菌制剂，发现

以1∶1∶1、1∶2∶1、2∶1∶2、1∶1∶2比例配制

的蜡样芽孢杆菌、鼠李糖乳杆菌、戊糖乳杆菌混合

益生菌制剂均能促进仔猪的生长，降低仔猪的腹泻

率。这可能是由于制剂中的菌体本身含有大量的营

养物质，如B族维生素、泛酸、叶酸、类胡萝卜素、

钙、磷和多种微量元素等[13–14]，可为动物补充营养；

益生菌在发酵或代谢过程中可以产生各种酶类，有

助于食物的消化吸收，促进生长发育[15–16]；益生菌

可以维持消化道中有益菌的优势，并与有害菌竞争

营养物质来维持微生物区系的平衡，提高机体的抗

应激能力[17]。4种混合比例中，以1∶1∶1、2∶1∶2

比例配制的3种菌的混合制剂的效果较好。 

断奶仔猪日粮中添加益生菌可改善仔猪肠道微

生物菌群[17]，对断奶仔猪肠道粪样中蜡样芽孢杆菌，

鼠李糖乳杆菌、戊糖乳杆菌的定量PCR检测结果表

明，饲喂益生菌制剂能在短时间内调节断奶仔猪肠

道3种菌的数量。对断奶仔猪肠道粪样所有细菌的

16SrDNA序列的DGGE电泳及测序分析表明，蜡样芽

孢杆菌、鼠李糖乳杆菌、戊糖乳杆菌3种菌的益生菌

制剂不仅能调节断奶仔猪肠道内相应菌群的生长，

还能调节其他菌群如肠球菌、链球菌、大肠杆菌与

双歧杆菌的生长。 
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