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摘　 要： 本试验旨在研究补喂复合益生菌制剂对幼犬生长性能、肠道动力及肠道屏障功能的影

响。 选取 ４０ 只 ６ 周龄左右的贵宾犬，随机分为 ５ 组，每组 ２ 个重复，每个重复 ４ 只犬。 其中，试

验 Ａ 组幼犬饲喂基础饲粮＋０．２ ｇ ／ （ｋｇ ＢＷ·ｄ）复合益生菌制剂，试验 Ｂ 组幼犬饲喂基础饲粮＋
０．６ ｇ ／ （ｋｇ ＢＷ·ｄ）复合益生菌制剂，试验 Ｃ 组幼犬饲喂基础饲粮＋１．０ ｇ ／ （ｋｇ ＢＷ·ｄ）复合益生

菌制剂，阴性对照组幼犬饲喂基础饲粮，对比对照组幼犬饲喂基础饲粮＋１．０ ｇ ／ （ ｋｇ ＢＷ·ｄ）宠

儿香康源益生菌，进行为期 ３０ ｄ 的饲养试验。 试验结束后取样，用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）
法检测血清胃肠激素含量和肠道屏障功能指标，免疫比浊法检测血清炎性细胞因子含量，实时

荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）法检测空肠黏膜中相关基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量。 结果显示：１）随

着复合益生菌制剂补喂剂量的增加，终末体重和平均日增重增加，腹泻率和便秘率降低，其中试

验 Ｃ 组平均日增重显著高于其他各组（Ｐ＜０．０５），腹泻率和便秘率显著低于阴性对照组（Ｐ＜
０．０５）。 ２）随着复合益生菌制剂补喂剂量的增加，血清中胃动素 （ＭＴＬ）、白细胞介素 － １０
（ ＩＬ⁃１０）含量呈升高趋势，血管活性肠肽 （ＶＩＰ）、Ｄ －乳酸、内毒素 （ ＬＰＳ）、肿瘤坏死因子 －α
（ＴＮＦ⁃α）含量与二胺氧化酶（ＤＡＯ）活性呈降低趋势，其中试验 Ｃ 组与阴性对照比较差异显著

（Ｐ＜０．０５），与对比对照组相比差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 ３）随着复合益生菌制剂补喂剂量的增加，
回肠黏膜闭合蛋白（ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、闭锁小带蛋白－１（ＺＯ⁃１）ｍＲＮＡ 的相对表达量呈上调趋势，肌球

蛋白轻链激酶（ＭＬＣＫ）ｍＲＮＡ 的相对表达量呈下调趋势，其中试验 Ｃ 组与阴性对照组差异显著

（Ｐ＜０．０５），与对比对照组差异不显著（Ｐ＞０．０５），且 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 的相对表达量显著高于试验 Ａ
组和试验 Ｂ 组（Ｐ＜０．０５）。 以上结果表明，补喂复合益生菌制剂可增强幼犬胃肠动力和肠道屏

障功能，缓解炎症应激，改善生长性能，以每天补喂 １．０ ｇ ／ ｋｇ ＢＷ 效果最佳。
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　 　 宠物幼犬消化道发育并未完全，消化功能薄

弱，胃肠蠕动能力较差，胃肠屏障功能不完善，容
易激发炎症反应，导致疾病的发生［１］ 。 不少学者

针对幼犬健康从营养学、病原学及免疫学等角度

进行研究，取得不少成果，而关于微生态制剂在宠

物食品及疾病防治方面的运用报道较少［２］ 。 研究

表明，动物双歧杆菌具有维持肠道菌群平衡、增强

免疫系统及控制内毒素产生等多种促进健康和预

防疾病的益生及保健作用［３］ 。 地衣芽孢杆菌进入

动物肠胃后可分泌大量的消化酶，刺激肠道蠕动，
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增强动物消化吸收营养物质的能力［４］ 。 乳酸链球

菌可分泌乳酸链球菌素，在肠道定植后可形成一

道天然屏障来抵御外来病原菌的入侵［５］ 。 屎肠球

菌是一种产乳酸菌，在动物体内可调节肠道菌群

结构、肠道形态与黏液层以及肠上皮细胞免疫功

能［６］ 。 上述单一益生菌在动物上均有应用，但多

种益生菌联合应用的研究较少。 因此，本试验拟

将动物双歧杆菌、地衣芽孢杆菌、乳酸链球菌和屎

肠球菌，根据各自功效特点按一定比例制成复合

益生菌制剂，通过分析不同补喂剂量的复合益生

菌制剂对幼犬生长性能、肠道动力及肠道屏障功

能的影响，评估该复合益生菌制剂对幼犬生长发

育及促进健康方面的功效，为其在宠物幼犬保健

方面的应用提供理论参考。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

　 　 试验用复合益生菌制剂购于江苏雅博动物健

康科技有限责任公司，含动物双歧杆菌 （ＡＴＣＣ
２５５２７，活菌数≥１．２×１０９ ＣＦＵ ／ ｇ）、地衣芽孢杆菌

（ＡＴＣＣ １４５８０，活菌数≥０．４×１０９ ＣＦＵ ／ ｇ）、乳酸链

球菌（ＢＮＣＣ １７５９７８，活菌数≥０．２×１０９ ＣＦＵ ／ ｇ）和
屎 肠 球 菌 （ ＢＮＣＣ １９４７５９， 活 菌 数 ≥ ０． ２ ×
１０９ ＣＦＵ ／ ｇ），总菌数≥２．０×１０９ ＣＦＵ ／ ｇ。 对比益生

菌为 宠 儿 香 康 源 益 生 菌 （ 总 菌 数 ≥ １． ５ ×
１０８ ＣＦＵ ／ ｇ）， 含 嗜 酸 乳 杆 菌 （ 活 菌 数 ≥ ５ ×
１０７ＣＦＵ ／ ｇ）、粪肠球菌（活菌数≥５×１０７ＣＦＵ ／ ｇ）和

长双歧杆菌（活菌数≥５×１０７ＣＦＵ ／ ｇ），购于北京百

林康源生物技术有限公司。
１．２　 试验动物与分组

　 　 将 ４０ 条 ６ 周龄左右的贵宾犬（泰迪型，由江

苏省宠物繁育中心提供）随机分为 ５ 组，每组 ２ 个

重复，每个重复 ４ 只犬。 其中，试验 Ａ 组幼犬饲喂

基础饲粮＋０．２ ｇ ／ （ｋｇ ＢＷ·ｄ）复合益生菌制剂，试
验 Ｂ 组幼犬饲喂基础饲粮＋０．６ ｇ ／ （ ｋｇ ＢＷ·ｄ）复
合益生菌制剂，试验 Ｃ 组幼犬饲喂基础饲粮 ＋
１．０ ｇ ／ （ｋｇ ＢＷ·ｄ）复合益生菌制剂，阴性对照组

幼犬饲喂基础饲粮，对比对照组幼犬饲喂基础饲

粮＋１．０ ｇ ／ （ｋｇ ＢＷ·ｄ）宠儿香康源益生菌。 所有

益生菌制剂均溶于 ２０ ｍＬ 温开水后灌服。 试验开

始前先饲喂基础饲粮 ７ ｄ，预饲结束后进行为期

３０ ｄ的饲养试验，试验期间犬只单笼饲养，自由采

食、饮水，环境温度为室温，每天对饲养环境及用

具进行消毒。 基础饲粮参考 ＮＲＣ（ ２０１６）犬营养

标准配制，其组成及营养水平见表 １。

表 １　 基础饲粮组成及营养水平（风干基础）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ

ｔｈｅ ｂａｓａｌ ｄｉｅｔ （ａｉｒ⁃ｄｒｙ ｂａｓｉｓ） ％

项目 Ｉｔｅｍｓ 含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ

原料 Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
玉米 Ｃｏｒｎ １３．０
小麦 Ｗｈｅａｔ ６．０
米粉 Ｒｉｃｅ ｎｏｏｄｌｅ １１．０
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ２２．０
鸡肉粉 Ｃｈｉｃｋｅｎ ｐｏｗｄｅｒ １６．０
鸭脂 Ｄｕｃｋ ｆａｔ ２０．０
玉米蛋白粉 Ｃｏｒｎ ｇｌｕｔｅｎ ｍｅａｌ ５．０
贝壳粉 Ｓｈｅｌｌ ｐｏｗｄｅｒ ３．５
犬用风味剂 Ｆｌａｖｏｒ ｆｏｒ ｄｏｇｓ ２．０
食盐 ＮａＣｌ ０．５
预混剂 Ｐｒｅｍｉｘ１） １．０
合计 Ｔｏｔａｌ １００．０
营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ２）

代谢能 ＭＥ ／ （ＭＪ ／ ｋｇ） １５．３６
粗蛋白质 ＣＰ ２６．４１
赖氨酸 Ｌｙｓ １．１２
粗脂肪 ＣＦ １６．３６
钙 Ｃａ １．５３
总磷 ＴＰ ０．８７

　 　 １）预混剂为每千克饲粮提供 Ｔｈｅ ｐｒｅｍｉｘ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｐｅｒ ｋｇ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｅｔ： Ｆｅ ５５ ｍｇ， Ｍｎ ８８ ｍｇ， Ｃｕ
５．５ ｍｇ，Ｚｎ ８８ ｍｇ，Ｉ １．７ ｍｇ，Ｓｅ ０．３ ｍｇ，ＶＡ ８ ８００ ＩＵ，ＶＤ３

３ ３００ ＩＵ，ＶＥ ５５． ４ ＩＵ， ＶＫ ２． ２ ｍｇ， ＶＢ１ １． ７ ｍｇ， ＶＢ２

５．５ ｍｇ，泛酸 ｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃ ａｃｉｄ ６． ６ ｍｇ，烟酸 ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｉｄ
２８ ｍｇ，吡哆醇 ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ ３．３ ｍｇ，生物素 ｂｉｏｔｉｎ ０．１ ｍｇ，叶
酸 ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ０．６ ｍｇ，钴胺素 ｃｏｂａｌａｍｉｎ ０．０５ ｍｇ。
　 　 ２）代谢能为计算值，其余为实测值。 ＭＥ ｗａｓ ａ ｃａｌｃｕｌａｔ⁃
ｅｄ ｖａｌｕｅ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅｓ．

１．３　 样品采集

１．３．１　 血清制备

　 　 试验结束后，各组幼犬空腹经前臂头静脉采

血 ５ ｍＬ 装入试管中，在 ３７ ℃水浴锅中静置，待分

层后吸取上清液于离心管中，按 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ，取上清液置于 ４ ℃冰箱中保存待测。
１．３．２　 肠黏膜制备

　 　 采血完成后，每个重复选择 ２ 只幼犬屠宰，打
开腹腔，取回肠中段约 ５ ｃｍ，刮取肠黏膜，用锡箔

纸包裹后，置液氮中保存备用。

３４２４
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１．４　 指标测定

１．４．１　 生长性能测定

　 　 在试验前 １ 天和试验结束后 １ 天早晨，对各组

幼犬分别空腹称重，计算平均日增重。 试验期间

每天定时观察记录各重复幼犬的腹泻和便秘只

次，计算腹泻（便秘）率。
平均日增重 ＝ （终末总体重－初始总体重） ／

（试验天数×试验只数）；
腹泻（便秘）率（％）＝ １００×累计腹泻（便秘）

只次 ／ （试验只数×试验天数）。
１．４．２　 血清胃肠激素含量的测定

　 　 采用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）法检测血清

中胃动素（ＭＴＬ）、胃泌素（ＧＡＳ）、Ｐ 物质（ ＳＰ）和

血管活性肠肽（ＶＩＰ）的含量，试剂盒均购于南京建

成生物工程研究所，操作均按照试剂盒附带说明

书执行。
１．４．３　 血清肠道屏障功能指标的测定

　 　 采 用 ＥＬＩＳＡ 法 检 测 血 清 中 二 胺 氧 化 酶

（ＤＡＯ）活性及 Ｄ－乳酸和内毒素（ＬＰＳ）的含量，

ＤＡＯ 活性检测试剂盒购于上海江莱生物科技有限

公司，Ｄ－乳酸和 ＬＰＳ 含量 ＥＬＩＳＡ 试剂盒购于上海

彩佑实业有限公司，操作均按照试剂盒附带说明

书执行。
１．４．４　 血清炎性细胞因子含量的测定

　 　 采用免疫比浊法测定血清中白细胞介素－６
（ ＩＬ⁃６）、肿瘤坏死因子 －α（ ＴＮＦ⁃α） 和白细胞介

素－１０（ ＩＬ⁃１０）的含量，试剂盒购于南京建成生物

工程研究所，操作均按照试剂盒附带说明书执行。
１．４． ５ 　 空肠黏膜相关基因 ｍＲＮＡ 表达的相对

定量

　 　 取空肠黏膜，用 Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 提取肠道组织

中的总 ＲＮＡ，反转录后采用实时荧光定量 ＰＣＲ
（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）法，以 β－肌动蛋白（β⁃ａｃｔｉｎ）为内参基

因，检测幼犬空肠黏膜中闭合蛋白（ ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、闭
锁小 带 蛋 白 － １ （ ＺＯ⁃１） 及 肌 球 蛋 白 轻 链 激 酶

（ＭＬＣＫ）基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量，引物由有上

海生工生物技术有限公司设计和合成，详见表 ２。
目的基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量用 ２－ΔΔＣｔ法计算。

表 ２　 引物信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

片段长度
Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

闭合蛋白
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ

Ｆ：ＣＡＧＣＡＧＣＡＣＴＧＧＴＴＡＣＴＴＧＣ
Ｒ：ＣＣＧＴＣＧＴＧＴＴＧＴＣＴＣＴＴＴＣＴＣＧ １１０

闭锁小带蛋白－１
ＺＯ⁃１

Ｆ：ＣＧＧＣＧＡＡＧＣＴＴＡＴＴＣＡＧＴＧＴ
Ｒ：ＴＣＴＴＣＴＣＣＧＴＴＴＧＧＡＧＧＴＣＴ １１１

肌球蛋白轻链激酶
ＭＬＣＫ

Ｆ：ＣＣＴＧＡＧＧＡＣＡＡＣＡＴＧＧＡＧＣＡ
Ｒ：ＴＴＣＴＣＧＧＴＣＴＣＴＴＣＣＣＡＧＡＧ １１３

β－肌动蛋白
β⁃ａｃｔｉｎ

Ｆ：ＡＴＧＣＴＴＣＴＴＧＧＣＧＣＡＣＧＴＧＴ
Ｒ：ＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＧＡＧＴＧＧＴＣＴ １４６

１．５　 数据统计与分析

　 　 试验数据用 ＳＰＳＳ １９．０ 软件的单因素分析分

析程序进行组间差异统计学检验，腹泻率用卡方

检验，结果用平均值±标准差表示，Ｐ＜０．０５ 表示差

异有统计学意义。

２　 结　 果
２．１　 补喂复合益生菌制剂对幼犬生长性能的影响

　 　 由表 ３ 可知，各组初始体重无显著差异（Ｐ＞

０．０５）。 与阴性对照组相比，试验 Ｃ 组的终末体

重、平均日增重显著升高（Ｐ＜０．０５），腹泻率、便秘

率显著降低（Ｐ＜０．０５）；试验 Ｂ 组仅平均日增重显

著升高（Ｐ＜０． ０５）；试验 Ａ 组各指标无显著变化

（Ｐ＞０．０５）。 与对比对照组相比，试验 Ｃ 组的平均

日增重显著升高（Ｐ＜０．０５）；试验 Ｂ 组各指标无显

著变化（Ｐ＞０．０５）；试验 Ａ 组的终末体重、平均日

增重显著降低（Ｐ＜０．０５），腹泻率、便秘率显著升高

（Ｐ＜０．０５）。

４４２４
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表 ３　 补喂复合益生菌制剂对幼犬生长性能的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｆｅｅｄｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ⁃ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ⁃ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｐｕｐｐｉｅｓ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ

初始体重

Ｉｎｉｔｉａｌ
ｗｅｉｇｈｔ ／ ｇ

终末体重

Ｆｉｎａｌ
ｗｅｉｇｈｔ ／ ｇ

平均日增重

Ａｖｅｒａｇｅ ｄａｉｌｙ
ｇａｉｎ ／ ［ｇ ／ （ｄ·只）］

腹泻率

Ｄｉａｒｒｈｅａ
ｒａｔｅ ／ ％

便秘率

Ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ／ ％

阴性对照组 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６２３．１±６０．４ １ １７６．７±９８．８ａ １８．３±１．６ａ ６．６７ａ ４．５８ａ

试验 Ａ 组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ａ ６１７．５±６１．２ １ １８４．４±１０４．３ａ １８．６±１．０ａ ５．３３ａ ４．２６ａ

试验 Ｂ 组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｂ ６００．８±５９．８ １ ２０３．９±９８．５ａｂ ２０．０±１．２ｂ ３．７５ａｂ １．６７ａｂ

试验 Ｃ 组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｃ ６０４．５±５８．６ １ ２４４．８±９２．４ｂ ２２．２±２．５ｃ ２．０８ｂ ０．８３ｂ

对比对照组 Ｃｏｎｔｒａｓｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６１９．７±６２．３ １ ２３７．４±９７．１ｂ ２０．２±１．５ｂｄ ２．５０ａｂ １．２５ｂ

　 　 同列数据肩标相同或无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）。 下表同。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｒ ｎｏ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

２．２　 补喂复合益生菌制剂对幼犬血清胃肠激素

含量的影响

　 　 补喂复合益生菌制剂对幼犬血清胃肠激素含

量的影响见图 １。 与阴性对照组相比，试验 Ｃ 组血

清中 ＭＴＬ 含量升高 ［（ ２４１． ２ ± ２５． ６ ） ｎｇ ／ Ｌ ｖｓ．
（２１８．６±２２．４） ｎｇ ／ Ｌ］，差异显著（Ｐ＜０．０５），ＶＩＰ 含

量降低［（１７．８±１．９） ｎｇ ／ Ｌ ｖｓ． （２０．１±２．２） ｎｇ ／ Ｌ］，
差异显著（Ｐ＜０．０５），ＧＡＳ 和 ＳＰ 含量变化不大，无
显著差异（Ｐ＞０．０５）；试验 Ａ 组、试验 Ｂ 组各指标

均无显著变化（Ｐ＞０．０５）。 与对比对照组相比，各
试验组血清中 ＭＴＬ、ＧＡＳ、ＳＰ 和 ＶＩＰ 含量均无显

著变化（Ｐ＞０．０５）。
２．３　 补喂复合益生菌制剂对幼犬血清肠道屏障

功能指标的影响

　 　 由表 ４ 可知，试验 Ｃ 组血清中 ＤＡＯ 活性及

Ｄ－乳酸和 ＬＰＳ 含量均低于阴性对照组，差异显著

（Ｐ＜ ０．０５ ），与 对 比 对 照 组 则 无 显 著 差 异 （ Ｐ ＞
０．０５）；试验 Ａ 组、试验 Ｂ 组血清中 ＤＡＯ 活性、Ｄ－
乳酸含量与阴性对照组、对比对照组均无显著差

异（Ｐ＞０．０５），而 ＬＰＳ 含量则显著低于阴性对照组

（Ｐ＜０．０５）。
２．４　 补喂复合益生菌制剂对幼犬血清炎性细胞

因子含量的影响

　 　 由表 ５ 可知，与阴性对照组相比，试验 Ｃ 组血

清中 ＴＮＦ⁃α 含量显著降低（Ｐ＜０．０５）， ＩＬ⁃１０ 含量

显著升高（Ｐ＜０．０５）；试验 Ｂ 组血清中 ＴＮＦ⁃α 含量

显著降低（Ｐ＜０．０５）。 与对比对照组相比，各试验

组血清中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１０ 含量均无显著变化 （ Ｐ ＞
０．０５）。 血清中 ＩＬ⁃６ 含量各组间均无显著变化

（Ｐ＞０．０５）。

　 　 数据柱上标相同或无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）。 下图同。
　 　 Ｖａｌｕｅ ｃｏｌｕｍｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｒ ｎｏ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＞ ０． ０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ
ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 补喂复合益生菌制剂对幼犬血清

胃肠激素含量的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｆｅｅｄｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ⁃ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ⁃
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｒｍｏｎｅ

ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｐｕｐｐｉｅｓ

２．５　 补喂复合益生菌制剂对幼犬空肠黏膜相关

基因ｍＲＮＡ 相对表达量的影响

　 　 补喂复合益生菌制剂对幼犬空肠黏膜相关基

因 ｍＲＮＡ 相对表达量的影响见图 ２。 与阴性对照

组比较，试验 Ｃ 组空肠黏膜中 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ的相

对表达量显著上调（Ｐ＜０．０５）；试验 Ｃ 组和试验 Ｂ
组 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 的相对表达量上调，ＭＬＣＫ ｍＲＮＡ
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的相对表达量下调，差异均显著（Ｐ＜０．０５）；试验 Ａ
组各基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量无显著变化（Ｐ＞
０．０５）。 与对比对照组比较，试验 Ａ 组空肠黏膜中

ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 的相对表达量显著降低（Ｐ＜
０．０５），ＭＬＣＫ ｍＲＮＡ 的相对表达量显著升高（Ｐ＜
０．０５）；试验 Ｂ 组和试验 Ｃ 组各基因 ｍＲＮＡ 的相

对表达量无显著变化（Ｐ＞０．０５）。 此外，试验 Ｃ 组

空肠黏膜中 ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 的相对表达量显著高

于试验 Ａ 组（Ｐ＜０．０５），ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 的相对表达

量显著高于试验 Ａ 组和试验 Ｂ 组（Ｐ＜０．０５），试验

Ｃ 组和试验 Ｂ 组空肠黏膜中 ＭＬＣＫ ｍＲＮＡ 的相对

表达量显著低于试验 Ａ 组（Ｐ＜０．０５）。

表 ４　 补喂复合益生菌制剂对幼犬血清肠道屏障功能指标的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｆｅｅｄｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ⁃ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ⁃ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｐｕｐｐｉｅｓ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ
二胺氧化酶

ＤＡＯ ／ （Ｕ ／ Ｌ）
Ｄ－乳酸

Ｄ⁃ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ／ （ｍｇ ／ ｍＬ）
脂多糖

ＬＰＳ ／ （ＥＵ ／ ｍＬ）

阴性对照组 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ５６．７１±２．３５ａ ４５．６８±１．６１ａ ４．３６±０．２２ａ

试验 Ａ 组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ａ ５５．３３±３．７８ａｂ ４４．７９±３．２８ａｂ ４．１２±０．１９ｂ

试验 Ｂ 组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｂ ５５．９０±３．２４ａｂ ４４．４７±３．０８ａｂ ４．１０±０．１８ｂ

试验 Ｃ 组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｃ ５２．７６±３．５８ｂ ４１．２５±３．５１ｂ ４．０５±０．１３ｂ

对比对照组 Ｃｏｎｔｒａｓｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ５３．６３±３．５９ａｂ ４２．５１±２．６９ｂ ４．００±０．１６ｂ

表 ５　 补喂复合益生菌制剂对幼犬血清炎性细胞因子含量的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｆｅｅｄｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ⁃ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ⁃ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｐｕｐｐｉｅｓ ｎｇ ／ Ｌ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ
白细胞介素－６

ＩＬ⁃６
肿瘤坏死因子－α

ＴＮＦ⁃α
白细胞介素－１０

ＩＬ⁃１０

阴性对照组 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２３５．７１±１８．９９ １４５．９２±１１．２７ａ １５０．００±１３．４７ａ

试验 Ａ 组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ａ ２２６．４４±１９．２６ １３８．３８±１０．２１ａｂ １５３．８０±９．０４ａｂ

试验 Ｂ 组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｂ ２３０．３２±２０．１２ １３５．９４±９．４９ｂ １５８．３９±１１．３９ａｂ

试验 Ｃ 组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｃ ２２８．９３±１４．４５ １３１．６５±７．９２ｂ １６３．４１±１１．３２ｂ

对比对照组 Ｃｏｎｔｒａｓｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２２３．８６±１７．７８ １３５．５５±１０．９４ｂ １５５．１４±１０．２１ａｂ

３　 讨　 论
３．１　 补喂复合益生菌制剂对对幼犬生长性能的

影响

　 　 幼犬由于断奶应激、饲养环境改变及母源抗

体降低等因素很容易导致消化功能紊乱，进一步

影响其生长发育。 而益生菌作为一类有益于宿主

的活性微生物，常作为饲料添加剂应用于畜牧生

产上，益生菌通过维持肠道菌群平衡，保持益生菌

优势地位，促进肠胃消化吸收，从而提高生产性

能。 研究表明，不论单种益生菌还是复合益生菌

均具有一定促进幼犬生长的作用。 吴德华等［７］在

研究纳豆芽孢杆菌对断奶仔犬增重和肠道菌群影

响的试验中发现饲粮中添加 ０．２％的纳豆芽孢杆菌

可使仔犬平均日增重提高 ２７．４８％；燕珍寿等［８］ 发

现给予复合益生菌制剂不但可提高幼龄金毛巡回

猎犬的平均日增重和料重比，还可减少腹泻的发

病率。 本研究结果表明，补喂不同剂量的复合益

生菌制剂均可提高幼犬的平均日增重，降低腹泻

率，且试验 Ｃ 组效果＞试验 Ｂ 组＞试验 Ａ 组，呈量

效关系。 这可能是由于复合益生菌制剂中的地衣

芽孢杆菌增强了肠道消化酶活性，提高了营养物

质利用率所致，另外，这些益生菌进入肠道后均可

抑制致病菌生长，从而减少腹泻的发生。
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图 ２　 补喂复合益生菌制剂对幼犬空肠黏膜

相关基因 ｍＲＮＡ 相对表达量的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｆｅｅｄｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ⁃ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ⁃
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ

ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｊｅｊｕｎｕｍ ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ｐｕｐｐｉｅｓ

３．２　 补喂复合益生菌制剂对幼犬胃肠动力的影响

　 　 胃 肠 运 动， 特 别 是 胃 肠 移 行 性 复 合 运 动

（ＭＭＣ），具有促进消化道内营养物质消化吸收的

作用，主要受肠神经系统和胃肠激素调节［９］ 。 近

年来的研究指出，ＭＬＴ 可刺激 ＭＭＣ 的发生与移

行，是启动移行性复合运动Ⅲ相的重要启动因子

之一［１０］ 。 ＧＡＳ 可刺激胃酸、胰液和胆汁的分泌，
延缓胃排空，提高胃肠道化学消化吸收能力［１１－１２］ 。
莫伟彬等［１３］研究发现，补充益生菌可以提高竭性

运动大鼠血清中 ＭＬＴ、ＧＡＳ 含量，并使其逐渐恢

复到安静时的水平。 ＳＰ 可明显引起肠运动增强、
胆囊收缩、胰液分泌量增加，并可刺激唾液分泌，
Ｂａｙｇｕｉｎｏｖ 等［１４］发现 ＳＰ 可通过刺激胃肠壁内神经

元的去极化，促使胃肠道平滑肌的收缩。 以上 ３
种物质均为兴奋消化道运动的胃肠激素，而 ＶＩＰ
是一种抑制消化道运动的激素，能引起人和动物

胃肠平滑肌的强烈舒张。 赵力芳［１５］在研究双歧杆

菌三联活菌胶囊治疗儿童腹泻时发现，益生菌能

显著降低 ＶＩＰ 及 ５⁃ＨＴ 含量，从而有效改善临床症

状，提高疗效。 本研究发现，补喂复合益生菌制剂

可以在生理范围内提升血清中 ＭＬＴ 含量，降低

ＶＩＰ 含量，以试验 Ｃ 组效果最佳。 根据结果推断，
对胃肠激素 ＭＬＴ、ＶＩＰ 的调节是是本试验所用复

合益生菌制剂维护幼犬健康的作用机制之一。

３．３　 补喂复合益生菌制剂对幼犬肠道屏障功能的

影响

　 　 ＤＡＯ 是肠黏膜上层绒毛细胞内酶，胃肠黏膜

受损后，大量的 ＤＡＯ 被释放入肠腔，并通过肠壁

细胞间隙及淋巴回流到达血液循环，血浆 ＤＡＯ 的

活性与肠黏膜上皮细胞的完整性和成熟度密切相

关。 Ｆｕｋｕｄｏｍｅ 等［１６］通过给小鼠注射 ５－氟尿嘧啶

证实 ＤＡＯ 活性反映了肠道黏膜的损伤程度。
Ｄ－乳酸是肠道细菌的代谢产物，肠黏膜受损后肠

腔内大量 Ｄ－乳酸通过受损部位进入血液，使血液

中 Ｄ－乳酸含量升高，因此血液中 Ｄ－乳酸含量升

高往往提示肠黏膜损伤及通透性增高［１７］ 。 ＬＰＳ 是

革兰阴性菌细胞壁的成分，现有研究认为，ＬＰＳ 的

分子质量比细菌小，更容易穿过肠道黏膜屏障，肠
道黏膜屏障受损后，可导致血液中 ＬＰＳ 含量升高。
有研究表明，益生菌降低急性腹泻大鼠血液中 Ｄ－
乳酸和 ＬＰＳ 含量，减轻腹泻指数［１８］ 。 本研究结果

表明，按 １．０ ｇ ／ （ｋｇ ＢＷ·ｄ）的剂量补喂复合益生

菌制剂可降低幼犬血清中 ＤＡＯ 活性及 Ｄ－乳酸和

ＬＰＳ 的含量，而其他 ２ 个剂量的效果不明显，说明

高剂量复合益生菌具有降低肠黏膜通透性，减少

肠道中 ＬＰＳ 进入血液循环。
　 　 幼犬免疫系统发育不完全，容易受到断奶应

激、饲粮改变及环境改变等因素的影响，特别是肠

道内 ＬＰＳ，容易激发促炎细胞因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α
等，抑制抗炎细胞因子 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１０ 等。 研究发现，
炎性细胞因子对肠道屏障有着一定的影响，促炎

细胞因子损伤肠道黏膜屏障，増加上皮通透性，提
高病原菌易感性，从而激活甚至扩大炎症反应［１９］ ；
相反，抗炎细胞因子能够通过降低肠道上皮通透

性，缓解肠道炎症反应和肠道黏膜损伤［２０］ 。 Ｓｔｕｒｍ
等［２１］ 的研究认为益生菌能够通过调控 ＴＮＦ⁃α、
ＴＮＦ⁃β、ＩＬ⁃１０ 等细胞炎症介质来起到抑制肠道炎

症的作用。 Ｃｕｓｔｏｄｅｒｏ 等［２２］ 通过 Ｍｅｔａ 分析发现，
益生菌可以显著地减少中老年人血清中 ＩＬ⁃６ 和

Ｃ－反应蛋白的含量，从而减少全身性炎症的发生。
本研究发现，复合益生菌制剂可以降低血清中

ＴＮＦ⁃α 的含量，试验 Ｃ 组和试验 Ｂ 组与阴性对照

组有显著差异，与对比对照组差异不显著，且试验

Ｃ 组血清中 ＩＬ⁃１０ 含量上升。 上述结果说明本试

验所用复合益生菌制剂可以抑制促炎细胞因子，激
发抗炎细胞因子，发挥缓解机体炎症反应，提高肠道

黏膜屏障功能，减少疾病发生，且呈量效关系。
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　 　 紧密连接相关蛋白是胃肠道机械屏障的基础

结构，可维持正常的细胞旁通透性，防止大分子有

毒物质如细菌代谢产物等通过细胞旁连接入侵机

体，主要包括跨膜蛋白 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、封闭蛋白－１（ ｃｌａｕ⁃
ｄｉｎ⁃１）及胞内蛋白 ＺＯ⁃１ 等，其含量变化和结构改

变均可影响肠道屏障功能。 研究发现，ＭＬＣＫ 对

紧密连接相关蛋白表达及结构具有调控作用，
ＭＬＣＫ表达量的增加可提高肌球蛋白轻链（ＭＬＣ）
的磷酸化水平，导致与其相连的 ＺＯ⁃１ 和 ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白结构发生变化，表达量降低，从而提高肠上皮

细胞旁通透性［２３］ 。 先已证实益生菌可提高紧密连

接蛋白的表达，增强上皮紧密连接的完整性。 给

新生仔猪口服罗伊氏乳杆菌 Ｉ５００７ 后，空肠和回肠

上皮 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ⁃１、ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 的蛋白表达量显著

增加［２４］ 。 在饲粮中添加 ０．０２％的植物乳酸杆菌可

提高 断 奶 仔 猪 肠 道 黏 膜 ｏｃｃｌｕｄｉｎ⁃１、 ＺＯ⁃１ 基 因

ｍＲＮＡ的表达量［２５］ 。 但关于益生菌与 ＭＬＣＫ 相

互关系的研究较少。 本研究中，复合益生菌制剂

不但可上调幼犬空肠黏膜 ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１ 基因

ｍＲＮＡ的相对表达量，还可下调 ＭＬＣＫ 基因ｍＲＮＡ
的相对表达量，说明该复合益生菌制剂提高肠道

机械性屏障作用涉及到肠道紧密连接蛋白及其信

号转导调节，具体机制还需进一步研究。

４　 结　 论
　 　 综上所述，补喂复合益生菌制剂可以提高幼

犬的平均日增重，减少腹泻率和便秘率，增强胃肠

动力，降低肠黏膜损伤，保护肠黏膜机械性屏障作

用，缓解机体炎症反应水平，说明复合益生菌制剂

对幼犬具有保健作用，按每天 １ ｇ ／ ｋｇ ＢＷ 的剂量

补喂时效果最佳。
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ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｒｅｎｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ａｓｏａｃｔｉｖｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ （ＶＩＰ）， Ｄ⁃ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ， ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
（ＬＰＳ） ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α （ＴＮＦ⁃α） ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｉａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ （ＤＡＯ） ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｒｅｎｄ． Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｉｃｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｃ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５）， ｂｕｔ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｃ ａｎｄ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
（Ｐ＞０．０５） ． ３） Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ⁃ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ⁃ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ｚｏｎｕｌａ ｏｃｃｌｕｄｅｎ⁃１ （ＺＯ⁃１） ｉｎ ｉｌｅａｌ ｍｕｃｏｓａ ｗｅｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｙｏｓｉｎ ｌｉｇｈｔ⁃ｃｈａｉｎ ｋｉｎａｓｅ （ＭＬＣＫ） ｗａｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ． Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ
ａｂｏｖｅ ｉｎｄｉｃｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｃ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５）， ｂｕｔ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｃ ａｎｄ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＞０．０５） ． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＺＯ⁃１ ｉｎ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｃ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐｓ Ａ ａｎｄ Ｂ （Ｐ＜０．０５） ． Ｉｎ ｓｕｍｍａ⁃
ｒｙ， ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｆｅｅｄｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ⁃ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ⁃ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｐｕｐｐｉｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｅｓｔ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｆｅｅｄｉｎｇ ｄｏｓａｇｅ ｉｓ １．０ ｇ ／ ｋｇ ＢＷ ｐｅｒ ｄａｙ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０１９， ３１（９）：
４２４２⁃４２５０］

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃｏｍｐｌｅｘ⁃ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ⁃ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ； ｐｕｐｐｙ； ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ
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