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饲粮精粗比和添加硫胺素对奶牛体外瘤胃

发酵参数及菌群结构的影响
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摘　要：本试验采用体内逐渐提高奶牛饲粮精料水平与体外批次培养相结合的方法建立亚急
性瘤胃酸中毒模型，旨在研究不同精粗比饲粮对硫胺素微生物净合成量的影响，以及添加硫胺

素对亚急性瘤胃酸中毒状态下奶牛体外瘤胃发酵参数和菌群结构的影响。试验采用２×４因子
完全随机试验设计，因素１为硫胺素添加水平，设０和１８０ｍｇ／ｋｇ２个水平，因素２为饲粮的精
粗比，设４个水平，分别为４０∶６０、５０∶５０、６０∶４０、７０∶３０。试验共设８个处理，每个处理３个重复，
于体外培养０、３、６、９、１２ｈ后采集样品。结果表明：随着精料水平的提高，培养液中硫胺素的微
生物净合成量呈先升高后降低的趋势，其中精粗比为４０∶６０、７０∶３０的饲粮组培养液中硫胺素的
微生物净合成量在３、９、１２ｈ时均显著或极显著低于精粗比为 ５０∶５０和 ６０∶４０的饲粮组（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１）。在１２ｈ时，随着精料水平的提高，培养液ｐＨ极显著降低（Ｐ＜０．０１），精粗比
为７０∶３０的饲粮组发生亚急性瘤胃酸中毒；与未添加组相比，添加硫胺素组培养液 ｐＨ极显著提
高（Ｐ＜０．０１）。在６、９、１２ｈ时，精粗比为６０∶４０和７０∶３０的饲粮组培养液中乳酸浓度极显著高
于精粗比为４０∶６０的饲粮组（Ｐ＜０．０１）；在３、９ｈ时，添加硫胺素可极显著降低培养液中乳酸浓
度（Ｐ＜０．０１）。饲粮精粗比对培养液中溶纤维丁酸弧菌和反刍兽新月形单胞菌的数量无显著影
响（Ｐ＞０．０５），但可显著或极显著影响培养液中牛链球菌、乳酸杆菌和埃氏巨型球菌的数量
（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）；与未添加组相比，添加硫胺素组培养液中牛链球菌的数量降低了
３．８４％（Ｐ＜０．０１），埃氏巨型球菌的数量提高了４．０２％（Ｐ＜０．０１），但乳酸杆菌、溶纤维丁酸弧
菌和反刍兽新月单胞菌的数量未发生显著变化（Ｐ＞０．０５）。由此得出，在高精料饲粮条件下，瘤
胃中硫胺素的微生物净合成量降低，发生亚急性瘤胃酸中毒；添加硫胺素可通过提高瘤胃 ｐＨ，
降低乳酸浓度，以及调节瘤胃菌群结构来缓解亚急性瘤胃酸中毒。
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　　在当前集约化饲养模式下，为了提高动物的
生产效率而大量饲喂以淀粉为主要能源的高精料

饲粮，使得亚急性瘤胃酸中毒（ｓｕｂａｃｕｔｅｒｕｍｉｎａｌａｃ
ｉｄｏｓｉｓ，ＳＡＲＡ）等代谢性疾病的发病率升高，而防
治瘤胃酸中毒的传统措施主要是控制饲粮中淀粉

等精料的比例或添加碳酸氢钠等碱类物质［１］，以

及添加莫能菌素等抗生素以抑制瘤胃微生物产乳

酸［２］，但碳酸氢钠只能暂时缓解酸中毒，而很多抗

生素会抑制纤维降解菌对粗饲料的降解并存在安

全问题，这使得抗生素逐渐被禁用，因此寻求一种

安全高效的缓解瘤胃酸中毒的途径具有重要意

义。最新的一些研究表明：瘤胃微生物硫胺素代

谢与瘤胃酸中毒有密切关系，向高精料饲粮中添

加硫胺素能提高瘤胃液 ｐＨ，降低乳酸、组胺及内
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毒素浓度，以缓解瘤胃酸中毒［３－５］。而瘤胃酸中毒

得以缓解的根本原因是瘤胃微生物中乳酸利用菌

和乳酸产生菌的比例逐渐恢复平衡，但有关硫胺

素调控瘤胃菌群结构的研究鲜见报道。因此，本

试验旨在采用人工瘤胃法研究不同精粗比饲粮对

硫胺素微生物净合成量的影响，以及添加硫胺素

对体外瘤胃发酵参数和菌群结构的影响，以期揭

示硫胺素缓解亚急性瘤胃酸中毒的根本原因，为

硫胺素在反刍动物中的实际应用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验动物与饲粮
　　为了减少体外直接诱导亚急性瘤胃酸中毒及
体内饲粮因素造成的影响，本试验采用体内初步

诱导奶牛发生亚急性瘤胃酸中毒与体外培养相结

合的研究方法。试验选用３头安装永久性瘤胃瘘

管、体重为（６５０±２０）ｋｇ、平均日产奶量为
（１６．５±０．５）ｋｇ、身体健康状况良好的 ４岁龄荷
斯坦奶牛。每天于 ０６：００和 １８：００按奶牛体重
２％的干物质量等量饲喂，自由饮水。试验分为 ４
期，每期饲喂 １０ｄ，依次饲喂精粗比为 ４０∶６０、
５０∶５０、６０∶４０、７０∶３０的试验饲粮，经测定发现第 ４
期饲喂结束后亚急性瘤胃酸中毒诱导成功。试验

饲粮组成及营养水平见表１。
１．２　体外培养试验方法
１．２．１　体外发酵装置
　　参照 Ｍｅｎｋｅ等［６］的方法安装人工瘤胃装置，

由恒温振荡水浴锅和具３孔（进气口、出气口及采
样通道）橡皮塞的２５０ｍＬ三角烧瓶组成。三角烧
瓶用橡皮塞塞好后，调节气体流量，使其在 ３９℃
条件下培养。

表１　试验饲粮组成及营养水平（干物质基础）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｉｅｔｓ（ＤＭｂａｓｉｓ） ％

项目

Ｉｔｅｍｓ

精粗比 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ

４０∶６０ ５０∶５０ ６０∶４０ ７０∶３０

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
羊草 Ｃｈｉｎｅｓｅｈａｙ １４．６６ １３．２３ １０．４８ ６．０８
苜蓿 Ａｌｆａｌｆａ １４．６６ １３．２３ １０．４８ ６．０８
玉米青贮 Ｃｏｒｎｓｉｌａｇｅ ３０．３４ ２４．０１ １９．６５ １７．９６
混合精料 Ｍｉｘｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ１） ４０．３４ ４９．５３ ５９．３９ ６９．８８
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００ １００．００ １００．００ １００．００
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓ２）

泌乳净能 ＮＥＬ／（ＭＪ／ｋｇ） ６．８３ ６．９９ ７．１４ ７．２８
粗蛋白质 ＣＰ １４．３１ １５．２０ １５．９８ １６．６３
非纤维性碳水化合物 ＮＦＣ ４６．７９ ４７．９８ ５２．７７ ５８．３９
中性洗涤纤维 ＮＤＦ ３９．３２ ３４．２７ ２９．１５ ２５．３９
非纤维性碳水化合物／中性洗涤纤维 ＮＦＣ／ＮＤＦ １．１９ １．４０ １．８１ ２．３０
钙 Ｃａ ０．４９ ０．５５ ０．５３ ０．４７
磷 Ｐ ０．２９ ０．３２ ０．３５ ０．３１

　　１）混合精料组成Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｘｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ：玉米 ｃｏｒｎ２９．０％，玉米压片 ｃｏｒｎｃｏｍｐｒｅｓｓｏｒ２８％，豆粕 ｓｏｙｂｅａｎ
ｍｅａｌ１２．０％，玉米干酒糟及其可溶物 ｃｏｒｎＤＤＧＳ１２．０％，棉籽粕 ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄｍｅａｌ１２．０％，磷酸氢钙 ＣａＨＰＯ４２．０％，碳酸钙
ＣａＣＯ３０．７％，食盐 ＮａＣｌ１．０％，碳酸氢钠 ＮａＨＣＯ３１．５％，瘤胃专用酵母活性饲料 ｒｕｍｉｎａｎｔｓｐｅｃｉｆｉｅｄａｃｔｉｖｅｙｅａｓｔｆｅｅｄ（ＸＰ）
０．５％，氧化镁 ＭｇＯ０．５％，预混料 ｐｒｅｍｉｘ０．８％。每千克预混料中含有 Ｏｎｅｋｉｌｏｇｒａｍｏｆｐｒｅｍｉｘｃｏｎｔａｉｎｓｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇ：Ｃｕ
ＳＯ４·５Ｈ２Ｏ３１２５ｍｇ，ＦｅＳＯ４·Ｈ２Ｏ９３７５ｍｇ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ１４３７５ｍｇ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１３１２５ｍｇ，Ｃｏ０．３ｍｇ，Ｓｅ０．２ｍｇ，
Ｉ（ａｓｐｏｔａｓｓｉｕｍｉｏｄｉｄｅ）６．２５ｍｇ，ＶＡ１５０００００ＩＵ，ＶＤ３１２５００００ＩＵ，ＶＥ３１２５ｍｇ，尼克酸 ｎｉａｃｉｎ４５００ｍｇ，胆碱 ｃｈｏｌｉｎｅ
１２５０００ｍｇ。
　　２）产奶净能、非纤维性碳水化合物和非纤维性碳水化合物／中性洗涤纤维为计算值，其余营养水平为实测值。ＮＥＬ，
ＮＦＣａｎｄＮＦＣ／ＮＤＦａｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｖａｌｕｅｓ，ｗｈｉｌｅｏｔｈｅｒｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓａｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅｓ．

９８
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１．２．２　体外发酵液
　　于第４期结束后次日晨饲前采集瘤胃液用于
体外培养。在晨饲前，利用自制真空负压装置，通

过奶牛瘤胃瘘管从３头奶牛瘤胃内各采取２５０ｍＬ
的瘤胃液，经４层纱布过滤，将滤液装于事先通有
ＣＯ２的灭菌生理盐水瓶中，混合均匀，于 ３９℃水
浴保温。

　　人工唾液盐参照 Ｍｅｎｋｅ等［６］的方法于使用的

前１天配制，按照２∶１的比例将人工唾液盐和瘤胃
液混合制备体外发酵液。

１．２．３　体外发酵底物
　　将粉碎的滤纸纤维素、羧甲基纤维素、果胶、
木聚糖、小麦淀粉和可溶性淀粉按表 ２所列比例
配制成精粗比分别为４０∶６０、５０∶５０、６０∶４０和７０∶３０
的４种半纯合饲粮，作为 ４个时期体外培养的底
物，底物添加量为２ｇ。

表２　体外培养底物的组成
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｕｓｅｄｆｏｒｃｕｌｔｕｒｅｉｎｖｉｔｒｏ ％

底物组成

Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

精粗比 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ

４０∶６０ ５０∶５０ ６０∶４０ ７０∶３０

酪蛋白 Ｃａｓｅｉｎ １７．０ １７．０ １７．０ １７．０
小麦淀粉 Ｗｈｅａｔｓｔａｒｃｈ ２５．６ ３１．９ ３８．４ ４４．７
可溶性淀粉 Ｓｏｌｕｂｌｅｓｔａｒｃｈ ３．８ ４．８ ５．７ ６．７
果胶 Ｐｅｃｔｉｎ ３．８ ４．８ ５．７ ６．７
木聚糖 Ｘｙｌａｎ １０．４ ８．７ ７．０ ５．３
羧甲基纤维素 Ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ １９．７ １６．４ １３．１ ９．８
滤纸纤维素 Ｆｉｌｔｅｒｐａｐｅｒｃｅｌｌｕｌｏｓｅ １９．７ １６．４ １３．１ ９．８
合计 Ｔｏｔａｌ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０

１．２．４　试验设计
　　根据本课题组前期硫胺素添加水平和体外培
养的试验结果［５］，确定硫胺素的最佳添加量为

１８０ｍｇ／ｋｇ。试验采用２×４因子完全随机试验设
计，因素１为硫胺素添加水平，设０和１８０ｍｇ／ｋｇ
２个水平；因素２为底物精粗比，设４个水平，分别
为４０∶６０、５０∶５０、６０∶４０、７０∶３０。试验共设 ８个处
理，每个处理 ３个重复，于体外培养 ０、３、６、９和
１２ｈ后采集培养液用于各指标的测定。
１．３　指标测定与方法
１．３．１　培养液中硫胺素微生物净合成量的测定
　　参照董淑红［７］的方法，采用荧光分光光度法

测定未添加硫胺素时不同精粗比饲粮条件下各采

样时间点（０、３、６、９、１２ｈ）培养液中硫胺素的含
量，３、６、９、１２ｈ时培养液中硫胺素的微生物净合
成量表示为相对于０ｈ的增加量。
１．３．２　瘤胃发酵参数的测定
　　培养液 ｐＨ的测定采用雷磁 ｐＨＳ－３Ｃ型 ｐＨ
计于采样后立即测定，培养液中乳酸浓度的测定

参照文献［８］的方法。
１．３．３　瘤胃菌群结构的测定
　　对体外培养９ｈ的培养液中的细菌进行定量。

瘤胃细菌基因组 ＤＮＡ的提取采用反复冻融法，参
照 Ｚｈｏｕ等［９］的方法进行；瘤胃细菌定量采用 ＰＣＲ
标准曲线法，引物序列见表 ３。ＰＣＲ反应体系
（２０μＬ）如下：１０μｍｏｌ／Ｌ的上、下游引物各
０．８μＬ，２×ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅡ １０μＬ，ＲＯＸ Ⅱ
０．４μＬ，模 板 （５０ｎｇ／μＬ）２μＬ，加 无 菌 水 至
２０μＬ。ＰＣＲ反 应 参 数 参 照 ＴａＫａＲａ试 剂 盒
（ＤＲ０８１Ａ，ＴａＫａＲａ）说明书进行。参照吕莉华
等［１０］的方法构建质粒，用以验证扩增片段的准确

性并建立标准曲线。

１．４　数据处理
　　试验数据用 Ｅｘｃｅｌ２００３建立数据库，通过
ＳＡＳ９．１．３软件中的 ＡＮＯＶＡ模块进行单因素及
两因素方差分析，运用 Ｄｕｎｃａｎ氏法进行多重比
较，Ｐ＜０．０５为差异显著，结果以平均值 ±标准差
或平均值与平均标准误表示。

２　结　果
２．１　饲粮精粗比对培养液中硫胺素微生物
净合成量的影响

　　由表４可知，随着培养时间的延长，硫胺素的
微生物净合成量呈先降低后升高的趋势，精粗比

０９
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为４０∶６０和５０∶５０的饲粮组在培养至６ｈ时其硫胺
素微生物净合成量降至最低，精粗比为 ６０∶４０和
７０∶３０的饲粮组在培养至９ｈ时其硫胺素微生物净
合成量降至最低。随着饲粮精料水平的增加，硫

胺素的微生物净合成量呈现先升高后降低的趋

势，在３、６、１２ｈ时常规饲粮（精粗比为 ４０∶６０）组
和高精料饲粮（精粗比为 ７０∶３０）组差异不显著

（Ｐ＞０．０５），但上述 ２组在 ３、９、１２ｈ时均显著或
极显著低于精粗比为 ５０∶５０和 ６０∶４０的饲粮组
（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。此外，高精料饲粮（精粗
比为７０∶３０）组硫胺素的微生物净合成量在９ｈ时
达到最低，极显著低于其他各组（Ｐ＜０．０１），并且
相对于其０ｈ时的增加量为 －０．０３７μｇ／ｍＬ。

表３　瘤胃细菌ＰＣＲ的引物序列
Ｔａｂｌｅ３　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＰＣＲｏｆｒｕｍｅｎｂａｃｔｅｒｉａ

瘤胃细菌

Ｒｕｍｅｎｂａｃｔｅｒｉａ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′—３′）
扩增片段

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｉｚｅ／ｂｐ
登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

牛链球菌

Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｂｏｖｉｓ
上游：ＣＧＡＴＡＣＡＴＡＧＣＣＧＡＣＣＴＧＡＧ
下游：ＴＡＧＴＴＡＧＣＣＧＴＣＣＣＴＴＴＣＴＧ

２３５ ＡＦ１３５４５３．１

溶纤维丁酸弧菌

Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ
上游：ＧＧＡＧＣＡＡＡＣＡＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣ
下游：ＴＧＡＣＧＡＣＡＡＣＣＡＴＧＣＡＣＣＡＣ

２９３ ＥＵ６８４２２９．１

乳酸杆菌

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
上游：ＡＧＣＧＡＡＣＡＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣ
下游：ＧＡＴＧＧＣＡＣＴＡＧＡＴＧＴＣＡＡＧＡＣＣ

２３３ ＡＹ７６３４２９．１

反刍兽新月形单胞菌

Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｓｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ
上游：ＧＡＧＣＧＡＡＣＡＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣ
下游：ＴＧＣＧＴＣＧＡＡＴＴＡＡＡＣＣＡＣＡＴＡＣ

１９４ ＡＢ１９８４２４．１

埃氏巨型球菌

Ｍｅｇａｓｐｈａｅｒａｅｌｓｄｅｎｉｉ
上游：ＧＡＣＣＧＡＡＡＣＴＧＣＧＡＴＧＣＴＡＧＡ
下游：ＣＧＣＣＴＣＡＧＣＧＴＣＡＧＴＴＧＴＣ

１２９ ＡＦ２８３７０５

　　埃氏巨型球菌引物序列参考Ｏｕｗｅｒｋｅｒｋ等［１１］，其他引物序列自行设计。

　　ＭｅｇａｓｐｈａｅｒａｅｌｓｄｅｎｉｉｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｃｉｔｅｄｆｒｏｍＯｕｗｅｒｋｅｒｋ，ｅｔａｌ［１１］，ａｎｄｏｔｈｅｒｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｂｙｓｅｌｆ．

表４　饲粮精粗比对培养液中硫胺素微生物净合成量的影响
Ｔａｂｌｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔａｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｒｏｕｇｈａｇｅｒａｔｉｏｏｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｎｅｔ

ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｑｕａｎｔｉｔｙｏｆｔｈｉａｍｉｎｅｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ μｇ／ｍＬ

精粗比

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｒｏｕｇｈａｇｅｒａｔｉｏ

采样时间点 Ｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅｐｏｉｎｔ／ｈ

３ ６ ９ １２

４０∶６０ ０．０１５±０．００１ｂ ０．００３±０．００１Ｂｂ ０．００３±０．００１Ｂｂ ０．０１２±０．００２Ｂｂ

５０∶５０ ０．０４１±０．００５ａ ０．００９±０．００３Ｂｂ ０．０１７±０．００５Ａａ ０．０４０±０．００４Ａａ

６０∶４０ ０．０４４±０．００２ａ ０．０２２±０．００１Ａａ ０．０１５±０．００３Ａａ ０．０３４±０．００６Ａａ

７０∶３０ ０．０１０±０．００２ｂ ０．００９±０．００１Ｂｂ －０．０３７±０．００１Ｃｃ ０．０１２±０．００４Ｂｂ

Ｐ值 Ｐｖａｌｕｅ ０．０４２ ＜０．０１０ ＜０．０１０ ＜０．０１０

　　同列数据肩标无字母或相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母
表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下表同。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｎｏｌｅｔｔｅｒｏｒｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

２．２　饲粮精粗比和添加硫胺素对奶牛体外瘤胃
发酵参数的影响

２．２．１　饲粮精粗比和添加硫胺素对培养液 ｐＨ的
影响

　　由表５可知，培养液 ｐＨ与底物的精粗比有着

密切的关系，除精粗比为５０∶５０的饲粮组与精粗比
为４０∶６０的饲粮组在 ３、６、９ｈ时未达显著差异
（Ｐ＞０．０５）外，各时间点培养液 ｐＨ均随饲粮精料
水平的增加而极显著降低（Ｐ＜０．０１），其中精粗比
为７０∶３０的饲粮组在６、９、１２ｈ时的培养液 ｐＨ均

１９
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低于５．７０，达到轻度亚急性瘤胃酸中毒状态［１２］。

在体外培养３～１２ｈ的时间段内，饲粮中添加硫胺
素可极显著提高培养液 ｐＨ（Ｐ＜０．０１）。此外，各
组培养液 ｐＨ均随着培养时间的延长而降低。

表５　饲粮精粗比和添加硫胺素对培养液ｐＨ的影响
Ｔａｂｌｅ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔａｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏａｎｄｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｎｐＨｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

硫胺素添加量

Ｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ
ｌｅｖｅｌ／（ｍｇ／ｋｇ）

精粗比

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏ
ｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ

采样时间点 Ｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅｐｏｉｎｔ／ｈ

０ ３ ６ ９ １２

０

４０∶６０ ６．４６±０．０２ ６．４８±０．０１ ６．３４±０．０２ ６．２３±０．１０ ６．０５±０．０２
５０∶５０ ６．４４±０．０４ ６．４３±０．０４ ６．２３±０．０８ ６．２３±０．０５ ６．０９±０．０７
６０∶４０ ６．４５±０．０２ ６．３５±０．０４ ６．０６±０．０４ ５．９０±０．１５ ５．８５±０．１３
７０∶３０ ６．４３±０．０６ ５．９９±０．０４ ５．７０±０．１２ ５．６５±０．０８ ５．６０±０．０８

１８０

４０∶６０ ６．４８±０．０２ ６．６１±０．０３ ６．４５±０．０３ ６．４０±０．０８ ６．１９±０．０６
５０∶５０ ６．４５±０．０１ ６．５３±０．０１ ６．４２±０．０３ ６．３６±０．０２ ５．９７±０．０４
６０∶４０ ６．４６±０．０１ ６．３２±０．０４ ６．１２±０．０２ ６．０１±０．０２ ５．９２±０．０３
７０∶３０ ６．４５±０．０５ ６．１４±０．０３ ６．００±０．０４ ５．９４±０．０１ ５．９２±０．０６

硫胺素添加量

Ｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ
ｌｅｖｅｌ／（ｍｇ／ｋｇ）

０ ６．４５ ６．３４Ｂｂ ６．０８Ｂｂ ６．００Ｂｂ ５．９０Ｂｂ

１８０ ６．４６ ６．４２Ａａ ６．２５Ａａ ６．１７Ａａ ６．００Ａａ

精粗比Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅ
ｒａｔｉｏ

４０∶６０ ６．４７ ６．５２Ａａ ６．３８Ａａ ６．３１Ａａ ６．１４Ａａ

５０∶５０ ６．４５ ６．５０Ａａ ６．３４Ａａ ６．２９Ａａ ６．０１Ｂｂ

６０∶４０ ６．４６ ６．３３Ｂｂ ６．０９Ｂｂ ５．９５Ｂｂ ５．８９Ｃｃ

７０∶３０ ６．４４ ６．０７Ｃｃ ５．８５Ｃｃ ５．８０Ｃｃ ５．７６Ｄｄ

平均标准误 ＳＥＭ ０．０２ ０．０３ ０．０２ ０．０４ ０．０４
Ｐ值 Ｐｖａｌｕｅ
硫胺素添加量

Ｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌｌｅｖｅｌ
０．３６３０ ＜０．０００１ ＜０．０００１ ＜０．０００１ ０．００２７

精粗比

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ
０．５２４２ ＜０．０００１ ＜０．０００１ ＜０．０００１ ＜０．０００１

硫胺素添加量×精粗比
Ｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌｌｅｖｅｌ×
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ

０．９８６６ ０．００７７ ０．０００４ ０．２０３９ ０．００２０

２．２．２　饲粮精粗比和添加硫胺素对培养液中
乳酸浓度的影响

　　由表６可知，随着培养时间的增加，各组培养
液中乳酸浓度均呈先上升后降低，至１２ｈ时又有
所升高的趋势。在３ｈ时，精粗比为７０∶３０的饲粮
组培养液中乳酸浓度极显著高于其他 ３组（Ｐ＜
０．０１）；在６～１２ｈ时，精粗比为６０∶４０和７０∶３０的
饲粮组培养液中乳酸浓度均极显著高于精粗比为

４０∶６０的饲粮组（Ｐ＜０．０１）。在３、９ｈ时，饲粮添
加硫胺素可极显著降低培养液中乳酸浓度（Ｐ＜
０．０１），但在其他时间点饲粮添加硫胺素对培养液
中乳酸浓度的影响差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

２．３　饲粮精粗比和添加硫胺素对奶牛体外瘤胃
菌群结构的影响

２．３．１　瘤胃菌群的常规 ＰＣＲ扩增
　　以提取的细菌基因组 ＤＮＡ为模板扩增各目标
片段，用２％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物，牛链球
菌、溶纤维丁酸弧菌、埃氏巨型球菌、反刍兽新月单胞

菌、乳酸杆菌目标片段常规ＰＣＲ扩增结果见图１。由
图知，每种引物实际扩增片段大小与预期的目的片段

大小相符。将这５种ＰＣＲ产物回收、克隆、构建重组
质粒测定，并对阳性克隆测定，测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ
Ｂｌａｓｔ进行序列同源性分析，与标准菌株相似性均在
９５％以上，克隆的片段含有完整的引物对序列，说明
质粒构建成功，可以用于制作标准曲线。

２９
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表６　饲粮精粗比和添加硫胺素对培养液中乳酸浓度的影响
Ｔａｂｌｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔａｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏａｎｄｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｎ

ｌａｃｔａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｇ／Ｌ

硫胺素添加量

Ｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ
ｌｅｖｅｌ／（ｍｇ／ｋｇ）

精粗比

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏ
ｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ

采样时间点 Ｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅｐｏｉｎｔ／ｈ

０ ３ ６ ９ １２

０

４０∶６０ ３．１５±０．３６ ４．５０±０．５４ ２．９７±０．０９ ２．８８±０．２７ ３．８７±０．０９
５０∶５０ ２．９７±０．０９ ３．６９±０．４５ ３．４２±１．３５ ３．８７±０．１８ ５．１３±０．１８
６０∶４０ ３．６９±１．２６ ５．４０±０．５４ ５．４５±０．０９ ５．０４±０．３６ ５．７６±０．０９
７０∶３０ ３．９６±０．３６ ５．０４±０．０９ ４．８６±０．２７ ５．９４±１．２６ ６．３９±０．２７

１８０

４０∶６０ ３．５１±０．５４ ３．７８±０．２７ ３．１５±０．１８ ２．５２±０．３６ ２．８８±０．２７
５０∶５０ ３．１５±０．０９ ３．０６±０．１８ ３．３３±０．３６ ２．６１±０．１８ ５．０４±１．１７
６０∶４０ ４．３２±０．６３ ３．６０±０．４５ ３．７８±０．５４ ４．５９±０．０９ ５．６７±０．３６
７０∶３０ ３．８７±０．０９ ４．５０±０．４５ ４．０５±０．２７ ４．８６±０．１８ ６．２１±０．８１

硫胺素添加量

Ｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ
ｌｅｖｅｌ／（ｍｇ／ｋｇ）

０ ３．４２Ａａ ４．６８Ａａ ３．９６Ａａ ５．３１Ａａ ４．５０Ａａ

１８０ ３．６９Ａａ ３．８７Ｂｂ ３．７８Ａａ ４．９５Ｂｂ ３．６９Ａａ

精粗比

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏ
ｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ

４０∶６０ ３．３３ａｂ ４．１４Ｂｂ ３．０６Ｂｂ ２．７９Ｂｂ ３．３３Ｂｂ

５０∶５０ ３．０６ｂ ３．４２Ｃｃ ３．４２Ｂｂ ３．３３Ｂｂ ５．１３Ａａ

６０∶４０ ３．９６ａ ４．３２Ｂｂ ４．５９Ａａ ４．８６Ａａ ５．７６Ａａ

７０∶３０ ３．８７ａ ５．２２Ａａ ４．５０Ａａ ５．４０Ａａ ６．３９Ａａ

平均标准误 ＳＥＭ ０．３６ ０．２７ ０．２７ ０．２７ ０．４５
Ｐ值 Ｐｖａｌｕｅ
硫胺素添加量

Ｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌｌｅｖｅｌ
０．２６９４ ０．０００３ ０．２５９８ ０．００２５ ０．２５８１

精粗比

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ
０．０３５７ ０．００５８ ０．００２３ ＜０．０００１ ０．００５０

硫胺素添加量×精粗比
Ｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌｌｅｖｅｌ×
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ

０．７４６５ ０．００４６ ０．４４６０ ０．３６７８ ０．６２９３

２．３．２　质粒标准曲线
　　由 ＡＢＩ７５００实时荧光定量 ＰＣＲ仪的软件自
动生成质粒标准品扩增反应曲线。绘制出的荧光

定量 ＰＣＲ标准曲线方程分别为：牛链球菌，Ｙ＝
－３．０５Ｘ＋３６．２５，Ｒ２＝０．９９６；溶纤维丁酸弧菌，
Ｙ＝－３．３５Ｘ＋３６．７７，Ｒ２＝０．９８５；埃氏巨型球菌，
Ｙ＝－２．９９Ｘ＋４２．５１，Ｒ２＝０．９３０；反刍兽新月单胞
菌，Ｙ＝－２．９３Ｘ＋３６．２５，Ｒ２＝０．９９３；乳酸杆菌，
Ｙ＝－３．１８Ｘ＋３７．４５，Ｒ２＝０．９８７。其中 Ｘ表示拷
贝数的对数，Ｙ表示 Ｃｔ值。５对引物的扩增效率
均在０．９～１．２的范围内，所建立的标准曲线符合
ＰＣＲ定量的要求。
２．３．３　ＰＣＲ定量分析饲粮精粗比和添加硫胺素
对瘤胃菌群结构的影响

　　由表７可知，随着底物精料水平的增加，培养

液中牛链球菌和乳酸杆菌的数量呈增加趋势，而

培养液中埃氏巨型球菌的数量则呈先升高后降低

的变化趋势。其中，精粗比为６０∶４０和７０∶３０的饲
粮组培养液中牛链球菌和乳酸杆菌的数量极显著

高于精粗比为 ４０∶６０和 ５０∶５０的饲粮组（Ｐ＜
０．０１）；精粗比为５０∶５０和６０∶４０的饲粮组培养液
中埃氏巨型球菌的数量极显著高于精粗比为４０∶６０
和７０∶３０的饲粮组（Ｐ＜０．０１）。饲粮精粗比对培
养液中溶纤维丁酸弧菌和反刍兽新月形单胞菌的

数量未产生显著影响（Ｐ＞０．０５）。添加硫胺素可
极显著地降低培养液中牛链球菌的数量（Ｐ＜
０．０１），并极显著地提高埃氏巨型球菌的数量（Ｐ＜
０．０１），但对乳酸杆菌、溶纤维丁酸弧菌和反刍兽
新月单胞菌的数量未产生显著影响（Ｐ＞０．０５）。
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　　Ｍ：ＤＮＡ相对分子质量标准 １０００；１：牛链球菌；２：溶
纤维丁酸弧菌；３：埃氏巨型球菌；４：反刍兽新月单胞菌；５：
乳酸杆菌。

　　Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ１０００；１：Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｂｏｖｉｓ；２：Ｂｕ
ｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ；３：Ｍｅｇａｓｐｈａｅｒａｅｌｓｄｅｎｉｉ；４：Ｓｅｌｅｎｏｍ
ｏｎａｓｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ；５：Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ．

图１　瘤胃细菌１６ＳｒＤＮＡ目标片段扩增结果
Ｆｉｇ．１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔａｒｇｅｔｓｅｇｍｅｎｔｏｆ

ｒｕｍｅｎｂａｃｔｅｒｉａ１６ＳｒＤＮＡ

３　讨　论
３．１　饲粮精粗比对培养液中硫胺素微生物
净合成量的影响

　　硫胺素主要通过其活性物质焦磷酸硫胺素
（ＴＰＰ）的形式发挥其生理功能。ＴＰＰ是丙酮酸脱
氢酶、α－酮戊二酸脱氢酶复合体和转酮醇酶的辅
酶，参与糖酵解、柠檬酸循环和磷酸戊糖途径的非

氧化分支［１３］。在正常饲喂条件下，反刍动物瘤胃

内微生物合成的硫胺素能够满足动物的需

要［１４－１５］，但在高精料饲喂条件下或特殊的生理状

态下，反刍动物有可能缺乏硫胺素［１６］。Ａｂｂａｓ
等［１７］研究了骆驼不同生理时期血液中硫胺素含量

的变化，发现非泌乳期、非妊娠期的骆驼血液内硫

胺素含量显著高于其他生理阶段，泌乳期血液硫

胺素含量显著降低。硫胺素的缺乏会降低转酮醇

酶活性，增加红细胞中 ＴＰＰ水平，当 ＴＰＰ水平增量
超过４５％时就可能与硫胺素缺乏有关［１８］。Ｋａｒａｐ
ｉｎａｒ等［１９］通过测定奶牛血液中 ＴＰＰ水平以研究在
高精料饲喂条件下奶牛是否缺乏硫胺素，结果发

现高精料饲喂组血液中 ＴＰＰ水平显著高于对照组
（４７．２％ ｖｓ．１９．５３％），这说明在高精料饲喂条件
下奶牛缺乏硫胺素。本试验研究发现，在精粗比

为７０∶３０的高精料饲喂条件下硫胺素的微生物净
合成量显著降低，但与精粗比为４０∶６０的常规饲粮

相比，精粗比在５０∶５０和６０∶４０条件下硫胺素的微
生物净合成量又显著升高，其原因可能是精粗比

为４０∶６０的常规饲粮的能量水平相对较低，适当的
提高精料水平可促进瘤胃微生物合成硫胺

素［２０－２１］；但在精粗比为７０∶３０的高精料饲喂条件
下，碳水化合物代谢所需的硫胺素增加，同时由于

ｐＨ的降低导致瘤胃菌群结构失衡，致使分解硫胺
素的硫胺素酶合成量增加［２２－２４］，使得硫胺素降解

量增加。此外，硫胺素的合成量与短链脂肪酸和

丙酸的含量呈正相关［２５］，而主要的丙酸产生菌是

反刍兽新月单胞菌和埃氏巨型球菌，结合本研究

中饲粮精粗比对埃氏巨型球菌数量的影响结果可

知，精粗比为５０∶５０、６０∶４０的饲粮组其埃氏巨型球
菌的数量显著高于其他 ２组，由此推测埃氏巨型
球菌数量的增加促进了硫胺素的合成，而在精粗

比为７０∶３０的高精料组由于培养液 ｐＨ的改变降
低了埃氏巨型球菌数量，致使硫胺素的微生物合

成量下降。因此，高精料饲喂条件下，反刍动物体

内会缺乏硫胺素，而当硫胺素缺乏时，碳水化合物

代谢受阻，导致瘤胃乳酸积累，ｐＨ下降，最终发生
亚急性瘤胃酸中毒或急性瘤胃酸中毒。

３．２　饲粮精粗比和添加硫胺素对奶牛体外瘤胃
发酵参数的影响

３．２．１　饲粮精粗比和添加硫胺素对培养液 ｐＨ的
影响

　　瘤胃液 ｐＨ是反映瘤胃发酵状况的指标之一，
主要受瘤胃上皮对挥发性脂肪酸吸收、食糜外流

以及唾液分泌量的影响。由于本试验采用的是体

外批次培养法，没有瘤胃对挥发性脂肪酸的吸收

和底物的外流，人工唾液盐的缓冲能力也会随时

间的延长而降低，导致饲粮中碳水化合物发酵产

物大量积累，使得各组培养液 ｐＨ整体上呈不断下
降趋势，但在３ｈ时，精粗比为４０∶６０和５０∶５０饲粮
组的 ｐＨ有所升高，原因可能是体外精料水平的降
低使得瘤胃发酵速度减慢。在本试验中，高精料

饲粮（精粗比为７０∶３０）组在 ３～１２ｈ时间内培养
液的 ｐＨ均显著低于常规饲粮（精粗比为４０∶６０）
组，究其原因可能是由于高精料饲粮组培养底物

中有较高的可溶性碳水化合物，其在瘤胃中发酵

速度较快，从而使微生物产生挥发性脂肪酸和其

他有机酸的速度加快，而 ｐＨ的降低又进一步促使
酸利用菌与酸产生菌间的数量失衡，致使 ｐＨ进一
步降低。
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表７　饲粮精粗比和添加硫胺素对瘤胃菌群结构的影响
Ｔａｂｌｅ７　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｅｔａｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏａｎｄｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｎ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｒｕｍｅｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｌｇ（拷贝数／μＬ）

硫胺素添加量

Ｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ
ｌｅｖｅｌ／（ｍｇ／ｋｇ）

精粗比

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏ
ｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ

瘤胃细菌 Ｒｕｍｅｎｂａｃｔｅｒｉａ

牛链球菌

Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｂｏｖｉｓ

溶纤维丁酸弧菌

Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ
ｆｉｂｒｉｓｏｌｖｅｎｓ

乳酸杆菌

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

反刍兽新月

单胞菌

Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｓ
ｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ

埃氏巨型球菌

Ｍｅｇａｓｐｈａｅｒａ
ｅｌｓｄｅｎｉｉ

０

４０∶６０ ５．７６±０．２０ ６．９７±０．０２ ６．２３±０．３４ ７．４４±０．１１ ５．９４±０．１１
５０∶５０ ５．８３±０．１３ ６．９９±０．０４ ６．２１±０．１３ ７．４８±０．０５ ７．０５±０．１３
６０∶４０ ６．０３±０．２２ ６．９５±０．０１ ６．５２±０．２１ ７．４７±０．０３ ７．０１±０．１４
７０∶３０ ６．３４±０．０５ ６．９７±０．０２ ６．５６±０．０２ ７．５０±０．０８ ５．９０±０．１３

１８０

４０∶６０ ５．６３±０．０２ ６．９９±０．０１ ６．３０±０．０９ ７．４８±０．０７ ６．２８±０．２０
５０∶５０ ５．７３±０．１２ ６．９９±０．０１ ６．３５±０．０９ ７．４６±０．０２ ７．１８±０．０８
６０∶４０ ５．８７±０．１５ ７．０１±０．０３ ６．５９±０．１１ ７．５１±０．０１ ７．２０±０．４８
７０∶３０ ５．７９±０．０９ ６．９８±０．０３ ６．７６±０．０１ ７．４８±０．０６ ６．２１±０．３２

硫胺素添加量

Ｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ
ｌｅｖｅｌ／（ｍｇ／ｋｇ）

０ ５．９９Ａａ ７．００Ａａ ６．３８Ａａ ７．４７Ａａ ６．４６Ｂｂ

１８０ ５．７６Ｂｂ ６．９７Ａａ ６．５０Ａａ ７．４９Ａａ ６．７２Ａａ

精粗比

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ

４０∶６０ ５．７０Ｂｃ ６．９９Ａａ ６．２７Ｂｂ ７．４６Ａａ ６．１１Ｂｂ

５０∶５０ ５．７８Ｂｃ ６．９８Ａａ ６．２８Ｂｂ ７．４７Ａａ ７．１２Ａａ

６０∶４０ ５．９５Ａｂ ６．９９Ａａ ６．５６Ａａ ７．４９Ａａ ７．１０Ａａ

７０∶３０ ６．０６Ａａ ６．９８Ａａ ６．６６Ａａ ７．４９Ａａ ６．０６Ｂｂ

平均标准误 ＳＥＭ ０．０８ ０．０３ ０．０３ ０．０３ ０．１４
Ｐ值 Ｐｖａｌｕｅ
硫胺素添加量

Ｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌｌｅｖｅｌ／（ｍｇ／ｋｇ）
０．０００８ ０．２３００ ０．０８０３ ０．６３２６ ＜０．０００１

精粗比

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ
０．００１２ ０．９３８９ ０．０００９ ０．７６８９ ０．００２４

硫胺素添加量×精粗比
Ｔｈｉａｍｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌｌｅｖｅｌ×
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｔｏｆｏｒａｇｅｒａｔｉｏ

０．０３８４ ０．６４１６ ０．８６４９ ０．６３２５ ０．８４８８

　　本试验结果表明，向各饲粮中添加硫胺素均
能有效地提高培养液的 ｐＨ，这与大多数的研究结
果一致［３，２６］。结合本试验其他指标测定结果分析，

ｐＨ的升高可能是由于硫胺素促进了埃氏巨型球
菌和反刍兽新月单胞菌的生长，从而促进乳酸的

分解，同时硫胺素抑制了牛链球菌的增殖而减少

了乳酸的生成量，致使乳酸浓度降低。

３．２．２　饲粮精粗比和添加硫胺素对培养液乳酸
浓度的影响

　　乳酸是碳水化合物代谢的中间产物，由丙酮
酸还原而成，瘤胃内产生的乳酸被乳酸利用菌转

化为挥发性脂肪酸，为反刍动物提供能量。但长

时间饲喂反刍动物高精料饲粮时，瘤胃的消化功

能会发生紊乱，乳酸产生菌与乳酸利用菌的平衡

被打破，瘤胃内积蓄的乳酸就会异常升高，将会导

致瘤胃酸中毒［２７］。因此，降低乳酸的浓度对于维

持瘤胃内环境的稳定和防止瘤胃酸中毒非常重

要。张红伟等［３］以高精料为发酵底物，体外培养

１２ｈ后发现添加硫胺素６０、９０ｍｇ／ｋｇ的试验组的
乳酸浓度较对照组分别下降４２．２％、３３．７％。本
试验研究也发现，随着精料水平的提高，培养液中

乳酸浓度上升，添加硫胺素可显著降低培养液乳

酸浓度，其可能原因是精料中易发酵碳水化合物

含量较高，瘤胃中硫胺素的微生物合成量难以满

足碳水化合物代谢的需要，导致碳水化合物代谢

受阻，乳酸浓度升高；另外，因饲粮中添加硫胺素

可提高瘤胃 ｐＨ以缓解瘤胃的酸性环境，并逐渐恢
复乳酸产生菌与乳酸利用菌的平衡，使得硫胺素
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的增加量要大于硫胺素的减少量，从而满足了能

量代谢的需要，使碳水化合物的降解顺利进行，减

少乳酸的积累［４］。

３．３　饲粮精粗比和添加硫胺素对奶牛体外瘤胃
菌群结构的影响

　　瘤胃内产生的乳酸菌主要包括牛链球菌、淀
粉分解菌（溶纤维丁酸弧菌）和乳酸杆菌。牛链球

菌具有很强的利用淀粉产生乳酸的能力［２８］。通

常，当突然饲喂动物含高淀粉的精料饲料时易发

生亚急性瘤胃酸中毒和 ｐＨ的降低，致使牛链球菌
大量快速增殖［２９］，当 ｐＨ低于 ５．７５时，该菌体内
１，６－二磷酸激酶（ＦＤＰ）、磷酸丙糖和丙酮酸浓度
增加，乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）被激活，促使代谢终产物
乳酸大量积累［３０］。本研究结果表明，随着精料水

平的提高，牛链球菌和乳酸杆菌的数量逐渐提高，

在不添加硫胺素的情况下，７０％精料水平组与
４０％精料水平组相比分别提高了 ６．３１％和
５．２９％，这与其他研究结果相似［３１－３３］，但对溶纤

维丁酸弧菌的数量无显著性影响，这与赵培厅

等［３４］的结果相反，原因可能是溶纤维丁酸弧菌是

一种严格厌氧型革兰氏阳性菌，而本试验采用体

外批次培养法，其生长活性受到抑制。同时，添加

硫胺素可极显著降低牛链球菌的数量，但对乳酸

杆菌和溶纤维丁酸弧菌的数量无显著影响，该结

果与王洪荣等［４］的研究结果一致，说明硫胺素在

一定程度上能够抑制牛链球菌的增殖。结合本试

验中硫胺素对乳酸浓度和 ｐＨ影响的试验结果，出
现上述结果的原因可能是硫胺素的添加促进了碳

水化合物的代谢，减少了丙酮酸的积累，使得乳酸

脱氢酶活性降低，从而降低了乳酸的浓度，进而使

ｐＨ有所升高，从而导致牛链球菌的数量降低；牛
链球菌生长被抑制将进一步降低乳酸的产生量，

从而改善瘤胃发酵，使瘤胃菌群结构逐渐趋于

平衡。

　　反刍兽新月单胞菌和埃氏巨型球菌是瘤胃内
主要的乳酸利用菌。其中，反刍兽新月单胞菌可

以利用累积的乳酸形成乙酸和丙酸，它还有脱羧

基作用，能使琥珀酸脱羧基形成丙酸［２４］，但反刍兽

新月形单胞菌发酵乳酸的能力因可溶性糖的增加

受到抑制［３５］。埃氏巨型球菌可通过乳酸 －丙烯酸
和琥珀酸２条途径将乳酸分解为丙酸［３６］，但在高

精料饲粮情况下，乳酸 －丙烯酸途径是其生成丙
酸的主要途径。在高精料饲粮条件下，埃氏巨型

球菌可以代谢掉７０％的乳酸［３７］，在饲喂高精料饲

粮的绵羊瘤胃中，埃氏巨型球菌占乳酸利用菌总

数的２１％［３８］。本研究表明，在逐渐提高饲粮精料

水平的过程中，埃氏巨型球菌的数量急剧增加，但

是当精料水平达到７０％时，该菌的数量又急剧降
低，而反刍兽新月单胞菌的数量在 ４种饲粮条件
下差异不显著，原因可能是饲粮营养水平的适量

提高促进了埃氏巨型球菌的增殖，但精料水平达

到７０％时，由于大量碳水化合物发酵产酸，ｐＨ显
著降低，超过了埃氏巨型球菌耐受酸度的阈值，造

成其数量急剧下降。而反刍兽新月单胞菌的数量

变化差异不显著，可能是因为本试验所用底物为

半纯合饲粮，含有大量的碳水化合物，抑制了该菌

的繁殖。同时，本研究发现，添加硫胺素能极显著

地提高埃氏巨型球菌的数量，说明硫胺素可通过

促进乳酸利用菌的生长而改善瘤胃发酵，促进瘤

胃菌群结构的平衡。

４　结　论
　　① 在高精料饲粮条件下，瘤胃内硫胺素微生
物净合成量降低，发生亚急性瘤胃酸中毒。

　　② 添加的硫胺素可通过改善瘤胃发酵，调节
瘤胃菌群结构来缓解亚急性瘤胃酸中毒。
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