
分类号 ：

密 级

单位代码 ：

学 号 ：

学位论文

丁酸梭菌的筛选及其对动物抗氧化能力和

肉鸡肉品质影响的研究

研 宄 生 ： 廖秀冬

指 导 教 师 ： 张 日 俊 教授

申 请 学位 门 类级别 ： 农学博士

专 业 名 称 ： 动物营养与饲料科学

研 究 方 向 ： 饲料生物技术

所 在 学 院 ： 动物科技学院

年 月



分类号 ： 单位代码 ：

密 级 ： 学 号 ：

学位论文

丁酸梭菌的筛选及其对动物抗氧化能力和

肉鸡肉品质影响的研究

研 究 生

指 导 教 师

申请 学位 门类级 别

专 业 名

研 究 方

所 在 学

廖秀冬

张 曰俊 教授

农学博士

动物营养与饲料科学

饲料生物技术

动物科技学院

年 月



C h i n a  A g r i c u l t u r a l  U n i v e r s i t y



D i s s e r t a t i o n



S c r e e n i n g  o f  C l o s t r i d i u m  b u ty r i c u m  a n d  i t s  e f f e c t s  o n



a n i m a l  a n t i o x i d a t i o n  a n d  m e a t  q u a l i t y  i n  b r o i l e r  c h i c k e n s




P h . D .  C a n d i d a t e



X i u d o n g  L i a o



S u p e r v i s o r




P r o f e s s o r  R i j u n  Z h a n g



M a j o r




A n i m a l  N u t r i t i o n  a n d  F e e d  S c i e n c e



M a y ,  2 0 1 5





独创性声明

本人声明所呈交的学位论文是我个人在导师指导下进行的研究工作及取得的

研究成果 。 尽我所知 ， 除了文中已经注明引用和致谢的 内容外 ， 论文中不包含本人

和其他人已经发表或撰写过的研究成果 ， 也不包含为获得中 国农业大学或其它教育

机构的学位或证书而使用过的材料 。 与我一同工作的同志对本研究所做的任何贡献

均已在论文中作了明确的说明并表示了谢意 。

学位论文作者签名 时间々 月 。 日

关于学位论文使用授权的说明

本人完全了解中国农业大学有关保留 、 使用学位论文的规定 。 本人同意 中 国农

业大学有权保存及向 国家有关部门和机构送交论文的纸质版和 电子版 ， 允许论文被

查阅和借阅 ； 本人同意中 国农业大学将本学位论文的全部或部分内容授权汇编录入

《中国博士学位论文全文数据库》 或 《中 国优秀硕士学位论文全文数据库》 进行出

版 ， 并享受相关权益 。

保密的学位论文在解密后应遵守此协议）

学位论文作者签名 时间 牢 厶 月 曰

导师签名 ：

时间 月



摘 要

本研究 旨 在分离筛选来源丁 动物肠道的 酸梭 歯并探讨其在提高动物抗氧化能力和改善肉

鸡 肉 品质笠方面的应用及其作用机理研究 。

试验一 旨 在从不同动物肠道成粪便 中分离筛选生物学性能和抗逆性优 良的 酸梭 幽 。 通过

强化梭 歯培养基和梭齒选抒性培养基以及 酸梭歯的芽孢和严格厌氧特性分离得到 了符合 厂酸

梭 歯培养和形态特征的 齒株 ， 经 初步鉴定获得了 株与 酸梭 相似性在 以上

的幽株 。 首先 以 厂酸和总短链脂肪酸 （ 产量为指标 ， 对这些 歯株进行初筛 ， 从中挑选 出

产酸能力较优的 株齒进行 生化鉴定和特异性分子鉴定 然后 以淀粉酶和纤维素酶活

力 、 活歯数 、 芽孢存活率 、 模拟 胃液和模拟小肠液存活率为指标 ， 对鉴定获得的 酸梭歯进行

复筛 ； 最后从中挑选出一株生物学性能和抗逆性最优的 酸梭菌进行后续试验 ， 还发现该株

可 以产生超氧化物歧化 、 氧化酶 以及 屮和 ： 等气体 。

试验—探讨了 厂酸梭曲对皮质酮 （ 诱导的氧化应激小 鼠抗氧化能力和血脂含呈的

影响 。 只体重 左心的 级 ！ 明种雄 鼠随机分成 个处理组 ， 每组 个重复 。 试验期

大 。 皮质酮按所需剂足溶解 丁橄榄油 中 ， 厂酸梭幽 生理盐水稀秆成所需浓度 。 对照组皮 卜

注射不含 的橄榄油和 生理盐水 ， 氧化应激组小 鼠每大皮 卜注射 体重

和灌宵生理盐水 ， 酸梭齒低剂足 、 中剂铤和高剂读组小 鼠分别在诱导氧化应激的基础上每大

灌 宵 、 和 】 的 酸梭 歯 。 结果发现 厂酸梭 歯缓解了氧化应激导

致的小鼠肝脏谷胱甘肽 转移酶 活力 和谷胱甘肽 降低以及丙」醛

含呆的升高 ； 厂酸梭歯提高 了小 鼠结肠黏股 和 活力 以及 含 降低了 含

足 。 酸梭 齒降低了 小 鼠血洁 、 醇和高密度脂蛋 白胛 ㈣醇含足 。

试验二研究了 酸梭幽 对肉鸡生 性能 、 肠道健康 、 免疫功 能 、 抗氧化能力和 肉 品质的影

响 。 试验选取 日龄体重相近的 肉公雏 只 ， 随机分到 个处理 纟卩 ， 每个处理组 个重

复 。 试验期 大 。 各处理组分别 为 ： 对照组饲喂基础 日粮 ， 厂酸梭歯组分别在基础 日 粮的基

础上添加 厂酸梭 、 和 抗生素鉬在基础 日粮的基

础上添加金霉素 丨 。 结果发现 ， 日 粮中 添加 厂酸梭菌显苦提高 了 肉鸡 丨 大和

大 的平均 日增重 改善 了 大和 大 肉鸡十一指肠形态结构并提高 了 大言肠食糜中 乙酸 、

酸和总 的含 提高 了 大和 大 肉鸡血洁中 的含 提高了 大和 大肉

鸡十二指肠 、 空肠和冋肠黏膜 、 血洁和肝脏的抗氧化能力 ； 提高了 大肉鸡的胸肌率并降低

了股脂率 ； 提高 了 大肉 鸡胸肌多不饱和脂肪酸 、 、 、

、 、 和 总 的含呈 以及 饱

和脂肪酸 ） 比率 ， 提高了 大 肉鸡腿肌 、 、 和 的含

但对胸肌和腿肌中人部分 和单不饱和脂肪酸 （ 无显為影响 ； 降低了 大 肉

鸡 血淸中胆 醇和 高密度脂蛋 闩胛㈣醇的含 以及 大血淸中胆闹醇的含域 。 结果表 明 厂酸

梭 歯通过增强肉鸡抗氧化能力 、 肠道健康和免疫功能提高 了 肉鸡的 肉品质 。

试验 四探讨了 厂酸梭曲 的土耍代谢产物 厂酸对细胞抗氧化能力和存活率的影响 。 本试验研

究 了 酸对结宵肠癌细胞 存活率 、 线粒体超氧化物和 氧化还原电位 、 谷氨酸 胱



氨酸连接酶调节亚基 、 、 和催化亚基 及谷胱甘肽还原酶 的基因表达量 、

活力 、 细胞核组蛋白去乙酰化酶 （ 和核因子 相关因子 活力的影响 。

结果表明相对低含量的丁酸 （ 显著上调 了 和 的表达 ， 而相对高含量的丁

酸 显著下调了 和 的表达 。 此外 ， 的丁酸缓解了抗奪素 诱导的

细胞氧化损伤 ， 而 的丁酸加剧 了抗霉素 诱导的细胞氧化损伤和死亡 ， 这些效果受

抗氧化反应元件 信号通路的调控 。

综上所述 ， 本研究通过特定的方法从不同动物肠道或粪便中筛选得到了 丁酸梭菌 ； 氧化应

激小 鼠试验证实了丁酸梭菌在提高小 鼠抗氧化能力和降低血脂方面的作用 ； 肉鸡试验实现了通

过饲喂丁酸梭菌增强肉鸡抗氧化能力 、 肠道健康和免疫功能而调控和改善肉鸡肉品质的 目 的 ：

最后通过细胞试验发现丁酸对 细胞抗氧化能力和存活率的影响受 信号通路

的调控 。

关键词 ： 丁酸梭菌 ， 肉鸡 ， 抗氧化 ， 肉 品质 ， 多不饱和脂肪酸
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縮写词 （

缩写 英文名称 中文名称

花生四烯酸

结直肠癌

二十二碳六烯酸

必需脂肪酸

二十碳五烯酸

谷氨酸半腕氨酸连接酶催化亚基

谷氨酸半胱氨酸连接酶调节亚基

还原型谷胱甘肽

氧化型谷胱甘肽

组蛋白去乙酸化酶

单不饱和脂肪酸

核因子 相关因子

多不饱和脂肪酸

活性氧

短链脂肪酸

饱和脂肪酸

不饱和脂肪酸



中国农业大学博士学位论文 第一章 绪论

第一章 绪 论

研究 目的及意义

随着我国畜牧业的迅速发展 ， 人们的消费意识不断地发生改变 ， 和传统消 费习惯相比 ， 如

今的消费者更加注重畜禽产品 的安全性 、 健康价值和风味品质 ； 然而 ， 随着遗传改 良和饲料营

养等研究的持续进步 ， 快大型白羽 肉鸡的生产性能不断提高 ， 但 肉品质却呈现出下降的趋势 ，

为肉鸡生产提出 了新课题 。

在动物词养管理及 肉类加工保藏过程中 ， 很多因素都能影响畜禽的产品 品质 ， 如品种 、 饲

料 、 环境 、 运输和屠宰等 ； 而且 ， 现代集约化畜牧的生产过程使动物面临着越来越多的应激因

素 ， 如感染 、 疾病 、 高温 、 抓捕 、 运输 、 屠宰和常规的生产管理因素等 ， 这些因素不断刺激动

物机体的神经系统和内分泌系统 ， 使动物产生各种生理性应激 进而 引起机体抗氧化能力下降 、

免疫应答改变以及营养代谢消耗增加等 ， 更加不利于畜禽产品品质的提高⑴ 。 因此 ， 如何在保

证畜禽产品数量不断增加的同时 ， 还能缓解应激引起的生长抑制 、 疾病感染以及产 品品质下降

的问题是我们面临的新挑战 。

大量研究表明 ， 畜禽肌肉中 多不饱和脂肪酸 （ 不仅是人体不可缺少的营养物质 ， 也

是组成肌肉风味的重要前体物质 ， 还对人体有许多重要的生理功能 ， 对人类很多疾病具有明显

的预防作用 。 氧化损伤是影响畜禽肉品质的一个重要原因 ， 特别是 更易受到 自 由基的攻

击 ， 而 又在 肉品营养价值和风味中起着重要的作用 。 所以 ， 提高动物的抗氧化能力对增

加肌肉中 的沉积和改善 肉 品质具有重要的作用 。

通过外源添加微生态制剂可以改变肉鸡肠道中的菌群结构 ， 进而影响肉鸡的脂肪沉积和肌

肉品质 最近一些研究发现乳酸菌和双歧杆菌等益生菌可以产生抗氧化酶或能调节抗氧化能力 ，

具有缓解机体氧化应激的作用 。 但与乳酸菌和双歧杆菌相比 ， 丁酸梭菌因 能形成内 生芽孢而具

有更好的抗逆性能 ， 如耐胃酸 、 耐胆盐和耐高温等 。 而且 ， 有研究发现丁酸梭菌可产生超氧化

物歧化酶 （ 等抗氧化酶 还可通过厌氧发酵淀粉和纤维素等碳水化合物产生丁酸和氢

气 ， 丁酸可作为肠道上皮细胞一种重要的能量来源 ， 已有一些关于丁酸可以改善肠道點膜结构

和提高肠道抗氧化能力的报道 最近的研究表明 ， 氣气可以通过选择性清除机体中的经 自 由

基而起到抗氧化的作用 ， 已被广泛地用于各种医学研究 ， 氢气是一种重要的生理调节因子 ， 具

有抗氧化 、 抗炎和抗细胞洞亡的作用 丁酸梭菌可改善肠道微生态平衡 ， 提高免疫功能 ， 并

能产生 、 丁酸和氢气这些有益物质 ， 目前对其是否具有抗氧化作用还不清楚 ， 是否我们可

以通过添加丁酸梭菌的办法来提高动物的抗氧化能力 ， 调控肉鸡的肉品质和肌肉 的组成

和含量还有待进一步研究 。 目前关于丁酸梭菌的研究主要停留在其促生长和防治肠道疾病的效

果上 ， 很少有关于丁酸梭菌对动物抗氧化能力和 肉品质效果的研究报道 。 因此 ， 探索采用丁酸

梭菌制剂提高动物抗氧化能力和肉品质具有重要的理论意义和应用价值 。
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国 内外研究现状

动物微生态学和益生菌

微生态学 （ 丨 的概念 由德国科学家 博士于 年最先提出的 ，

并在德国建立起世界上第一个微生态学研究所 。 它是研究机体 内正常微生物菌群与其宿主之间

相互作用规律的科学 。 微生态学是细胞水平或分子水平的生态学 ， 是一门研究微观生命 、 生命

分子之间及其与微环境相互关系的科学 丨 ， 】 。 动物微生态学 （ 是我国近

多年发展起来的一门新兴学科 ， 它是研究正常微生物之间 、 正常微生物与动物体内环境之间 、

动物体与外界环境之间三者相互关系 、 多学科相互交叉的具有分子水平和细胞水平的生命学科

分支 ， 其以微生态稳态 （平衡与失调 ） 等理论为核心 ， 属于生态学范畴 。 正常情况下 ， 动物

肠道微生物种群及数量处于一个动态平衡状态 ， 这种平衡对于维持肠道的正常功能和健康起着

非常重要 的作用 。

益生素 （菌 ） （ 是 提出的与抗生素相对的新概念 ， 他定义益生菌

为促进肠道微生物平衡的生物或物质 。 该定义因多种物质甚至抗生素都可能被包括在 内受到

了许多研究者的质疑 。二十世纪 年代末到 年代 相继出现了多种益生菌的定义 。其中

的定义被引用 的频率最高 ， 该定义为益生菌是通过通过食物供给的改善肠道平衡有益地影响宿

主的活性微生物 】 。 以及 等广泛认可的定

义是指当服用足够数量时能对宿主产生健康有益的活微生物 。 这个概念强调 了 足够数量 ”

的活菌和促进健康作用 。 目前益生菌的种类很多 。 概括起来常用的主要有 ： 乳酸菌 、 芽孢杆菌

和酵母菌等 。

动物微生态学理论

优势种群理论

在正常微生物菌群 、 宿主和环境三者所构成的微生态系统内 ， 通常存在着一种或数种优势

种群 ， 优势种群的丧失则发生微生态失调 。 在动物肠道微生态系统中 ， 厌氧菌是肠道正常菌群

的主体 ， 正常菌群中 是厌氧菌 ， 兼性厌氧菌和需氧菌只 ， 有时甚至只 占 ，

这些厌氧菌不仅在数量上占绝对优势 ， 而且对宿主的营养 、 免疫 、 生长发育以及生物屏障等都

有重要的作用 使用微生态制剂可以补充或恢复优势种群 ， 如提高肠道中乳酸菌和双歧杆菌

等优势菌群的数量 ， 从而使失调的微生态系统重新恢复平衡 。 在单胃动物或人消化道中寄居着

〗 个细菌 是人体细胞数量的 倍 ， 肠道宏基因组编码的基因是人体 自身基因数 目 的 倍 ，

种类多达 种 人肠道菌群包含 丨 种细菌 ， 一些专家指出核心菌群由这其中

的 种组成 ， 大部分个体中都存在这些菌群 ， 这些种群构成了复杂的微生态系统

生物拮抗理论

正常微生物菌群以及正常微生物与病原微生物之间 ， 存在的抬抗与互助共生是微生物群落
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维持稳定的重要机制 。 生物抬抗有助于宿主防止外袭菌的入侵 。 正常微生物菌群构成了机体的

化学屏障和生物屏障 ， 化学屏障即微生物的代谢产物一乳酸 、 乙酸 、 丙酸 、 丁酸 、 消化酶 、 细

菌素 、 抗生素和其它活性物质等共同发挥的防御作用 ； 而生物屏障为微生物菌群有秩序地定殖

于肠道點膜 、 皮肤等表面或细胞之间 ， 从而起到占位 、 争夺营养和阻止病原微生物定殖的措抗

作用 【 。

微生物夺氧理论

当益生菌中某些需氧菌如芽孢杆菌和酵母菌等进入动物消化道迅速生长繁殖时 ， 可以消耗

肠道内的氧气 ， 使局部氧分子浓度下降 ， 造成厌氧的环境 ， 从而有助于肠道内优势菌群厌氧菌

的生长 ， 抑制有害需氧菌如大肠杆菌等的生长 ， 使失调的肠道菌群调整重新恢复到正常状态 ，

以达到维持肠道健康和防病治病的 目 的 【

微生态营养理论

微生态营养理论是研究消化道菌群代谢效应及菌群产物与动物机体对营养物质消化 、 吸收

和代谢之间的关系 ， 营养与非营养因素对动物消化道微生态环境的调控以及肠道菌群对动物产

品 （ 肉 、 蛋和奶等 ） 形成和品质的调控 益生菌可弥补动物本身消化酶的缺失以及分泌量的

不足 ， 从而促进宿主对营养物质的消化吸收 ， 如芽抱杆菌能分泌多种消化酶等 。 该理论为提高

畜禽的生产性能 、 增加营养物质利用率和改善畜禽产品品质提供了 一条新思路和方法 。

“三流 ”运转理论

“三流 ” 运转即能量流 、 物质流和基闲流的运转 ， 该理论为宏观生态学理论的精髓 。 能量流

是指正常微生物群与宿主保持着能量交换和运转的关系 ， 动物和人类与正常微生物群之间 ， 或

正常微生物菌群之间都存在着能源的交换 ；物质流是指正常菌群生长的能源物质均依赖于宿主 ，

同时肠道菌群也能为宿主提供一部分宿主 自身不能合成的物质 ， 如微生物产生的消化酶 、 维生

素以及菌体蛋白也可被动物利用 ， 如此反复进行物质交换 ； 基因流即正常微生物之间 （包括种

间和属间 ） 有着广泛的基因交换 ， 如耐药因子 、 产毒因子 、 菌毛等都可以在正常微生物之间 ，

通过物质的传递进行交换

益生菌概论

〗 益生菌种类

目 前市面上使用的微生物词料添加剂有很多 ， 包括原核生物中 的乳酸杆菌 、 乳酸球菌 、 芽

孢杆菌 、 链球菌 、 肠球菌 、 片球菌 、 双歧杆菌 、 拟杆菌 、 光合菌 、 假单胞菌 ， 以及真核生物中

的酵母菌 、 米曲霉和黑 曲霉等 。 考虑到耐药性和菌种污染等方面的安全问题 ， 美 国食品和药品

管理局 （ 以及美国词料控制官员协会 （ 在 丨 年公布 了可用于词料的微生物
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菌种有 种 。 我国农业部 年公布了饲料中允许添加的微生物种类有 种 （表 包括

适用于养殖动物和青 词料等 ， 但在各类益生菌产品 中实际使用最多的菌种是枯草芽孢杆菌 、

地衣芽孢杆菌 、 类肠球菌 、 屎肠球菌 、 植物乳杆菌 、 酸酒酵母 ， 其次是嗜酸乳杆菌 、 产朊假丝

酵母 、 乳酸片球菌 、 戊糖片球菌 、 凝结芽孢杆菌和丁酸梭菌等 〗 。 这些益生菌大体上可 以分为

类 ， 即乳酸菌 、 芽孢杆菌和酵母菌 。

表 词料添加剂品种 目录 （ 中允许添加的微生物种类

通用 名称 适用范围

地衣芽抱杆菌 、 枯草芽孢杆菌 、 两歧双歧杆菌

肠球菌 、 尿肠球菌 、 乳酸肠球菌

嗜酸乳杆菌 、 干酪乳杆菌 、 德式乳杆菌乳酸亚种 （ 原名 ： 乳酸乳杆菌 ）

植物乳杆菌 、 乳酸片球菌 、 戊糖 片球菌

产阮假丝酵母 、 银酒酵母 、 沼泽红假单胞菌 、

婴儿双歧杆菌 、 长双歧杆菌 、 短双歧杆菌

青春双歧杆菌 、 嗜热链球菌 、 罗伊氏乳杆菌

动物双歧杆菌 、 黒 奪 、 米曲禪

迟缓芽抱杆菌 、 短小芽抱杆菌 、 纤维二糖乳杆菌

发酵乳杆菌 、 德氏乳杆菌保加利亚亚种 （原名 ： 保加利亚乳杆菌 ）

产 酸丙酸杆菌 、 布 氏乳杆菌 青 词料 、 牛料

副干酪乳杆菌 青 饲料

肉鸡 、 生长育肥猪和
凝结芽孢杆菌

水产养殖动物

侧袍短芽孢杆菌 （原名 ： 侧孢芽孢杆菌 ） 肉鸡 、 肉鸭 、 猪 、 奸

资 料来源 ： 例料添加剂品种 录 （ 〉

乳酸菌 ： 乳酸齒是一类可发酵碳水化合物产生大量乳酸细菌的统称 ， 呈杆状或者球状

主要有乳酸杆菌属 、 双歧杆菌属和乳酸球菌属等 。 乳酸菌多为动物消化道正常微生物区系中 的

优势菌群 ， 生理需求有厌氧 、 兼性厌氧或好氧 ， 主要发酵产物为乳酸 ， 耐酸 ， 不形成芽抱 ， 因

此不如芽孢菌耐热 。 含有一种或几种乳酸菌的微生物制剂 ， 利用乳酸菌定植肠道产生乳酸 ， 形

成酸性环境 ， 抑制病原菌繁殖 ， 可达到促进生长和防病 目 的 。

芽抱杆菌 ： 芽抱杆菌是一类数量众多 ， 在一定条件下形成孢子的细菌 ， 对热和化学物

质等不利环境状况其有 良好的稳定性 ， 在 自然界中广泛分布 。 芽孢杆菌多为动物消化道中 的正

常菌群 ， 其在肠道中可快速繁殖并消耗大量氧气 ， 可通过生物夺氧维持肠道微生态平衡和厌氧

环境 ， 从而有利于肠道中优势的厌氧菌定植 。 益生菌中主要包括三类产芽孢的细菌 ， 一是常用

的需氧芽孢杆菌 ， 如生产中使用最多的枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌 ， 以及近些年开始使用的

产乳酸的凝结芽孢杆菌等 ； 二是菊糖芽抱乳杆菌等芽抱乳杆菌 ； 三是厌氧梭状芽孢杆菌 ， 其可

以产生短链脂肪酸 （ 并有益于动物的肠道健康 ， 如丁酸梭菌等 利用芽抱耐受恶劣

环境的能力和生长优势拮抗病原微生物 ， 并能产生蛋 白海 、 多种 族维生素以及细菌素等 ， 有

益于动物的生长和肠道健康 。

酵母菌 ： 酵母是一些单细胞真菌 ， 为肠道中的过路菌 ， 在动物消化道中很少存在 。 酵
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母 歯可产酶 、 族维生素和各种促生 ：网子 ， 可提高动物的词料消化率和利 率 。 含存酵母歯

的益生歯产品在反 上应 较多 ， 酵母菌消耗瘤 宵 内 的氧气 ， 可为严格厌氧 的瘤宵微生物生

长和活性创造更加有利的条件 。 词料中常叫的酵母菌种有产脱假丝酵母和酿酒酵母等 。

益生菌的选择标准和评价规程

前用 丁益生菌的歯株主耍有 以下两种来源 ： 一娃从健康动物体内 （ 宵肠道或爽便 ） 分离 ：

二是从动物体外的其他途径获得 ， 如土壤 、 水 、 发酵食 品成靑 词料等 。 随着益生歯研究的深

入 ， 其评估标准和评价规程也得到 了一定 的发展 ， 主耍基于菌株的分类鉴定 、 安全性 、 生物学

特性 、 抗逆性和对宿主应 效果等方面考虑 。 建立益生菌选抒标准和评价规程对微生态产业的

有序和规范化发展十分重耍 。 我国至今少存建立益生菌 的标准 ， 更没有建立评价规程 。

菌株应有准确的分类鉴定 ： 从各种环境成材料 中分离的微生物必须进行鉴定 。 一般可

分为形态学 、 培养特性 、 生化和分子鉴定 。 近些年来 ， 随着分子生物学的发展 ， 分子鉴定起着

越来越逛耍的作 。 如核糖体 测序 ， 可以对一些微生物菌株进行准确的分类 。 而且 ， 出

现了一些以前使用的歯株种系鉴定勾用 基闪测序鉴定结果不一致的现象 ， 表 明一些

培养特征和生化反应很相似的歯种不易区分 。 但由 丁一些菌种之间的 基 序列相似

度很高 ， 在分类学上经常也会产生一些错误的分类结果成楚一些齒株相似性太接近而无法准确

区分 。 为此 ， 研究人员开发出一些新的基因序列 于微生物菌种的分类 ， 这些基

基闪序列相比 ， 有相似的保守 域 ， 但是序列的变异性更大 ， 从而可 以区分更为相似的歯种 。

其它的 序列成基网 丁区 分菌种的有 内源转录间隔 区 丨 、

、 、 、 编码 热应激蛋 内 、 编码 聚合酶 亚基 丨 — 。

还冇如细 歯 促旋跑基闪的 四聚体 ， 它是由 和 两个亚单位组成 ， 这两个基 碱

基平均替换频率比 替换率更高 ， 可作为 分子标记 ， 应 菌种的鉴定 丨 、 此外 ， 益

生歯调株还应存入公共歯种保藏中心 。

安全性评价 ： 安全性是对益生菌评价的基本耍求 。 耍检测歯种是否 存 良好的安全性 ，

主耍检测四个方面的 内 容 。 第一 ， 病理或毐理试验 ， 歯种被用 丁词料添加剂之前应经过严格的

安全性试验 ， 证明其无逛 、 无致崎 、 无耐药性和无药物残留等副作用 。 第二 ， 濟在的致病性研

究 ， 某些有益微生物在特定条件下也可能产生致病性 ， 此 ， 为了确保安全 ， 在使 微生态制

剂 时还需耍综仓考虑动物健康状况和 内环境的变化 。 第二 ， 菌种携带抗性基 的可能性 ， 由

抗生素在养殖业 中的广泛使用 ，对含抗性基闪 的微生物起到了蹄选的作 使其得 以人运繁殖 ，

从而产生 了一些具有耐药性的超级细 歯 。 第四 ， 菌种对环境的影响 ， 不被利用 的菌种可通过动

物排泄到周 围环境中 ， 可能会对周边的微生态系统造成影响 ， 严重的话可能对环境造成破坏

生物学特性 ： 益生歯 良好的 生物学特性是保证后续产品幵发和应用效果 的基础 。 需根

据 体应 的需求选择相应的蹄选标准 。 主耍包括 ： 菌株生长速度和发酵后的终产 产有机

酸能力 ， 如乳酸 、 乙酸 、 两酸和 酸等 ， 这些酸既能作为动物肠道细胞的能 来源改善肠道健

康 ，还能够抑制一些病原微生物的生长繁殖 产生各种消化酶以弥补动物 分 消化能力的不足 ，

如淀粉酶 、 蛋 白酸 、 脂肪酶和纤维素酶等 ， 提高词料消化率 ； 菌株产生抗歯物质的类 彳 、 产

和抑歯效果 ， 如细齒素等 。
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抗逆性 ： 益生歯 的抗逆性主要是指其对动物体成人体内环境的耐受能力以及加 ： 丨 ：和生

产存放过程中对不 良环境的抵抗能力 。 体内 环境的耐受能力包括 宵酸耐受性 、 胆盐耐受性和酶

的耐受性等 ； 生产和存放环境的耐受性包括菌株耐高温的能力和存放的稳定性等 。

应用效果 ： 益生菌的实际应用效果应通过动物试验进行评价 ， 如小 鼠试验或畜禽试验

等 。 包括益生菌对棺主生产性能的调节 、 肠道健康的调控 、 免疫功能和炎症的调节 以及对畜禽

产品 品质和健康价值的调控等 。 最近一些年 ， 还发现了益生菌在抗氧化 、 降低胆固醇和抗肿瘤

等方面的作阳 、

益生菌的作用机理及功效

到 前为止 ， 益生菌的研究主要还停 留在益生齒的应用效果上 ， 基础研究仍然十分薄弱 ，

对益生菌的作用机制 了解还不够充分 。 有关益生菌使用效來的研究尽管很多 ， 但效果不稳定 ，

不同产品间的差异较大 。 总体来讲 ， 主耍作 是防病 、 改善生产性能和产品 品质 ， 其机制主要

是通过保持肠道 内 正常微生物 系平衡和生化代谢作用来实现的 ， 更多 的基础和机理研究还有

待进一步加强 。

维持肠道微生态平衡 ： 动物消化道止常的微生物齒群是在 ：期进化过程中形成的 ， 随

着动物年龄的变化不断的发生改变 ， 并保持着动态平衡 。 但在某些闪素的影响下 ， 肠道微生态

系统也会遭到破坏 ， 如机体受到某些应激因素 （如断奶 、 更换词料 、 疾病 、 运输和气候变化等 ）

的影响 时 ， 这种平衡就可能被破坏 ， 导致 群 比例 火调 ， 平衡从有利 乳酸菌等优势菌的生

转 向有利于大肠杆菌 、 沙 门 氏菌等病原齒及其它有宙齒方 向移动 ， 随之条件性病原歯和腐败齒

等异常增殖 ， 并使蛋 质分解产生胺 、 氨 有宙物质 ， 动物表现消化机能紊乱 、 肠炎和下痢

病理性状态 ， 造成生产性能下降 。 然而 ， 当益生齒进入动物消化道后 ， 却能抑制有害歯的生长 ，

促进存益菌的生长繁殖 ， 恢复优势菌群 ， 重新建立 常的微生态平衡并维持肠道健康 丨 。 ’

提高词料转化效率 ， 改善畜禽生长性能 ： 益生 可以合成多 种消化酶 ， 如利 碳水化

合物的淀粉 和纤维素 等 以及消化脂肪和蛋 的脂肪醜和蛋 白 ， 这些酶能增强动物机体的

消化力 ， 弥补动物本 消化能力的不足 ， 特别是幼龄动物 ， 从而提 高词料的利 效率 。 词料发

酵后产生的有机酸不仅可以提供后肠所需的部分能最 ， 还可促进矿物元素的吸收和利 。此外 ，

酵母菌和光合细歯等益生窗含有丰富的营养物质 ， 能合成齒体蛋 白 、 多种维生素和未知生长闪

子巧 ； ， 作为饲料添加剂可被动物摄取利 。

提高免疫功能 ： 益生菌可通过勾宿主免疫 系统相互作用 而调 宿主的免疫机能 ， 这种

互相作 可能导致宿主机体的 身抗体和抗原特异性抗体增强 ， 激活 细胞活性 ， 改善机体特

异性和非特异性的细胞免疫及体液免疫功能 许 多研究显示 ， 益 生幽可增加机体的抗体生产 、

免疫球蛋 内水平 、 淋 巴细胞 、 细胞和抗体分泌细胞 、 促炎和抗炎症性细胞因子 、 內介素 、

干扰素 丫 、 然杀伤细胞 、 巨哩细胞等 。 也存研究发现乳酸歯可通过淋 巴细胞循环活化全身 的

免疫防御系统 ， 还可诱导机体产生细 胞闪子 ， 如 內细胞介素和干扰素 而嗜酸乳杆苗在引 发

细胞 闪子方面很泊■效果 ； 酵母齒细胞壁中的酵母 多糖也可提高动物的免疫功 能 。

抗氧化和防癌 ： 前国 内 外对 丁 益生齒的各种功能特性研究 已比较成熟 ， 但关 丁其抗

氧化功能和缓解机体氧化应激方面 的研究并不 多见 。 一些研究表明益生歯抗氧化 的机理主耍是
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其氧化还原调控系统或细胞内 的抗氧化成分决定的 。 一些研究发现益生菌 身 能产生谷胱甘肽

、 和硫氧还蛋 白还原酶 （ 等抗氧化酶和非酶抗氧化剂 ， 也可通过改善肠道

内 环境或产生代谢产物调节氧化还原电位而清除 由基和抗脂质过氧化 ， 降低氧化应激 ， 如乳

酸菌 、 双歧杆菌和富硒益生菌等 ， ’

前关于益生菌防癌作用的研究还很有限 ， 其作 机制可能是益生歯直接作 和间接作叫

共同发挥作 的结果 。 直接作用 即益生菌本身或其有益代谢产物对致癌物质的降解或结合到其

细胞壁上排出体外 ； 间接作用即益生歯可通过调节肠道微生态平衡或机体免疫功能 ， 从而 间接

改善机体抵抗癌变的能力 一些研究发现添加益生菌可明显降低癌症的发病率 ， 膳食组成与

癌症的发病率有很大的相关性 。 益生菌可 以使獎便中致癌物质的食幫降低 ， 并能结合和 降解 由

腐败细 菌产生的致癌原合成酶 、 抑制肿瘤或预防癌症的发生 。 己有不少关丁 食品中成肖肠道中

的细菌的抗诱变和防癌特性的研究 ， 其防癌特性主要是结合成降解前致癌物质 、 在肠道 中调 ：

前致癌物酶活性 、 产生抗诱变化合物或通过增强免疫反应抑制肿瘤的形成 ， 如肠道中细齒产生

酸可起到防结直肠癌的作用

改善环境 ， 降低有害物质的生成 ： 益生菌可通过抑制人肠杆歯 ？病原菌的 生长从而减

少奔便和拔液中氣的浓度 ， 具有除臭功能 ， 使圈 舍内臭气与苍姆等减少 ， 改善畜禽养殖环境 ，

有利 丁宿主的健康 。 而且 ， 如今 备禽的焚便问题 已成为环境污染的一个重耍方面 ， 在一些研究

和生产实践中发现益生菌可以减少畜禽秀便的排 出量 ， 这可能是 由 丁益生菌产生的酶 有益物

质增加 了词料的消化率 。

丁酸梭菌的研究进展

酸梭菌 ， 即酷酸梭菌 ， 乂称丁酸梭状芽孢杆菌 。 日 本楚研究 酸梭齒历史最 ： 的 国家 ，

该歯是 年 由 日本千叶医科人学宫入近抬博士宵先发现并报告的 ， 所以丁酸梭歯乂名 入齒 。

年 ， 博士从土壤和人的爽便中分离出丫酸梭歯 并发现该歯能发酵产生 ，

这些脂肪酸具有 明显的改善肠道健康的作 ， 还 能促进肠道中乳酸歯 禾 双歧杆菌等存益 齒的繁

殖并抑制肠道中人肠杆菌等致病歯 的生长 。 日本在 年就实现了对丁酸梭齒的商业化生

产 ， 先后作为人 处方药 、 非处方药 、 兽药 、 词料添加剂和食品添加剂等而被广泛应 。 韩 国

对丁酸梭菌也有一定 的研究 ， 并将该 丁畜禽 的词料添加剂 。 欧美 国家主耍研究 厂酸梭齒

以甘油 为底物 ， 生物转化生产 丨 ， 丙二醇 ， 还研究了利 丁酸梭 齒生产丁酸和氧气 、 处理废水

范 。 近些年 ， 我 国对丁酸梭幽的研究和开发也取得了一定 的进展 ， 前己开发出一些 酸梭菌

的药品和词料添加剂 。

厂酸梭菌是属于硬壁菌门 （ 、 梭菌纲 （ 、 梭菌 、 梭齒

科 （ 、 梭菌属 （ 的一种单兰氏 性歯 但在老培养物中能变为 阴性 ；

它 存 在 丁 动 物和 人 的肠 道 、 然 酸奶 和土 壤 中 。 丁 酸梭 的 歯 体 为 直 成微 弯 杆 齒

单个成成对 、 短链 ， 以周生鞭毛运动 ； 歯体可产生芽孢 ， 中部膨大成

梭形 ， 孢子偏心成次端生 、 无孢子外壁成附属丝 ； 菌落表面多为 圓形 ， 直径 稍 凸 ，

內 色 ； 该歯为厌氧菌 ， 在含有可发酵碳水化合物 （ 淀粉成葡萄糖等 ） 的液体培养基中生长 良好 ，

并能产生人呈气体 〖 】 。
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丁酸梭菌的生理作用及机理

维持肠道微生态平衡

动物肠道内 的菌群在正常状态下维持着相对平衡的状态 ， 这种平衡状态有益于动物的生长

和对疾病的抵抗 ， 但肠道菌群失衡可导致动物生产性能的下降 ， 甚至引发各种疾病 。 丁酸梭菌

可 以产生纤维素 和淀粉 这些 可以水解纤维素或淀粉等碳水化合物生成低聚糖 ， 乳酸菌

和双歧杆菌等可以利用这些低聚糖 ， 从而促进了肠道内这些有益菌群的生长 。 等 （

的研究也发现 ， 丁酸梭菌能与乳酸菌和双歧杆菌等肠道有益菌共生 ， 共培养时还能够产生具有

某些生物活性的成分促进其生长和增殖 。 丁酸梭菌在促进肠道有益菌增殖的同时 ， 还能通过

发酵碳水化合物产生乳酸 、 乙酸 、 两酸和丁酸等 降低肠道的 ， 抑制肠道有害菌的生长

并降低有毒物质在肠道的积累 ， 维持肠道健康 【 。

增强机体免疫功能

丁酸梭菌可通过激活机体的免疫系统而增强动物的免疫功能 。 一些研究发现添加丁酸梭菌

可提高小 鼠 、 肉鸡和细胞免疫球蛋 的 、 和 含量 丁酸梭菌还可提高小肠點

膜 含量 ， 抑制微生物的附着 ， 提高动物机体 自奋的免疫功能 傅思武等 （ 的研究

发现 ， 丁酸梭菌 婴儿型双歧杆菌二联活菌制剂可提高小 鼠体液免疫能力 】 。 等 （

研究表明 日粮中添加丁酸梭菌可提高肉鸡血清中 、 丨 和 含量 等 （

研究了丁酸梭菌对大肠杆菌 感染肉鸡免疫功能的影响 ， 发现丁酸梭菌可以提高肉鸡血清

、 、 、 补体成分 和 以及肠黏膜 的含量 【 】 。

产生有益的代谢产物

丁酸梭菌的代谢产物中 ， 既有 也有抗菌物质 ， 还有各种酶 、 维生素和多种气体等 。

等 （ 研究发现丁酸梭菌可以产生 和 氧化酶 ， 当培养基中

有氧气时该菌停止生长 ， 但当培养基中所有的氧气被该菌清除后 ， 它可 以重新恢复正常的生长

速率 丁酸梭菌的主要代谢产物是 乙酸和丁酸 ， 由于丁酸在调节賜道健康和疾病方面具有广

泛的作用 ， 所以在各种 中丁酸的研究备受关注 。 丁酸是肠道上皮组织细胞重要的能量来

源 ， 对于肠道细胞再生和修复具有重耍的作用 ， 特别对于结肠细胞更为重要 ， 丁酸是其主要的

能量来源 ， 可以 占到结肠细胞能量来源的很大一部分 ， 并能通过抑制结直肠癌细胞的增殖和促

进细胞凋亡而起到抗癌的作用 ， 还有一些关于丁酸可以改善肠道點膜结构和提高肠道抗氧化能

力的报道 ， ， ， 。 丁酸梭菌还可以产生多种酶类 ， 如淀粉酶 、 纤维素酶和半纤维素酶等 ， 这些

酶可以促进营养物质的消化吸收 。 此外 ， 丁酸梭菌可以合成一些 族维生素和维生素 等 。 丁

酸梭菌还能在发酵产生乙酸和丁酸的同时产生多种气体 ， 如 和 等 。

—

—
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氏 可 以被用做清洁能源 ， 最近的研究表明 ， 还可 以通过选择性清除机体中的经 自 由基

而起到抗氧化的作用 ， 已被广泛地用于各种 医学研究 ， 是一种重要的生理调节因子 ，

具有抗氧化 、 抗炎和抗细胞调亡的作用 ， ， 、

丁酸梭菌在人类健康和抗癌方面旳应用

丁酸梭菌具有多种生理作用 ， 目前研究最多的是调节微生态平衡和防治肠道疾病 ， 常被用

来防治 由 多种因素引起的人的腹湾和肠炎等疾病 。 许多研究发现 ， 丁酸梭菌单独使用或与乳

酸菌 、 双歧杆菌以及益生元等合用 ， 对防治因菌群失调引起的腹湾 、 便秘 、 肠易激综合症和抗

生素引起的相关肠道疾病等有 良好的疗效 【 ， 。 等 （ 研究发现丁酸梭菌培养物上

清 （主要为丁酸 ） 可显著下调人结肠上皮细胞 样受体 表达水平 ， 降低炎症反

应 】 。 年 ， 日本将丁酸菌制剂 以整肠制剂药品正式投入临床应用 ， 米雅利桑株式会社利用

该菌开发的米雅系列产品在治疗菌群紊乱引起的肠炎 、腹渴 、消化不 良等疾病取得了显著效果 。

我 国 自 年起 ， 从 日本进 口丁酸梭菌制剂 ， 先后在上海 、 北京等医院使用 ， 在治疗肠道疾病

和改善肠道健康等方面取得了 良好的效果 。我国青 岛东海药业公司在 年通过了 国家食品药

品监督管理局的 认证 ， 开始商业化生产丁酸梭菌制剂 ； 重庆泰平药业有限公司也在生产

丁酸梭菌活菌胶囊 。

一些研究发现丁酸梭菌在抗肿瘤方面也有一定的作用 。 通过对小 鼠腹膜注射丁酸梭菌制剂

发现丁酸梭菌可完全抑制肉瘤的生长 ， 可能是丁酸梭菌产生的胞外可溶性多聚糖的作用 李

佳筌等 （ 在小 鼠抑瘤试验中发现 ， 灌胃丁酸梭菌对小鼠移植肝癌具有明显的抑制作用 丨

丁酸梭菌的代谢产物丁酸在抗结直肠癌方面具有特殊的作用 。 丁酸对细胞的不同效果取决

于丁酸的含量 、 代谢底物的可用性和细胞内环境的状况等因素 。 丁酸是正常结肠细胞的主要能

源物质和生存因子 ， 但是对于转化的细胞系 ， 丁酸却能抑制细胞增殖并促使细胞循环终止 、 分

化和调亡 。 事实上 ， 丁酸对于正常结肠细胞和结肠癌细胞的相反效果被称为 “丁酸悼论 ” 。 丁酸

对结肠细胞的稳态和更新循环具有十分重要的作用 ， 它可作为诱导隐窝基底细胞的的能量来源

而促进细胞增殖 ， 但对于肠腔表面细胞和发生癌变的细胞 ， 丁酸却可以作 为组蛋 白去乙酰化酶

抑制剂而抑制这些细胞的增殖并促进其凋亡 （ 图 研究发现 ， 正常人体肠腔

中的丁酸含量约为 ， 但是 由于结肠上皮细胞被厚厚的點膜层所覆盖 ， 从肠腔到隐窝细

胞的丁酸含量是逐渐降低的 ， 到达隐窝细胞的丁酸含量为 这样丁酸在结肠中

就可以起到抑制正常结肠上皮细胞和癌细胞增殖 ， 并促进其凋亡的作用 ， 该作用通过丁酸在细

胞核内抑制 的活性实现 ， 从而不断去除肠腔表面衰老的细胞 ； 但是丁酸能却可以作为能

量物质而促进结肠隐窝细胞的增殖 ， 该变化对结肠细胞的稳态和更新循环具有十分重要的作用 。

最近的研究表明丁酸梭菌的另一代谢产物氢气可以通过选择性清除机体中轻 自 由基而起到

抗氧化的作用 ， 己被广泛地用于各种医学研究 ， 氢气是一种重要 的生理调节 因子 ， 具有抗氧化 、

抗炎 、 抗细胞调亡和抑制肿瘤的作用 许多研究 已发现与非转化细胞系相比 ， 人的肿瘤细胞

可以产生更多 的活性氧 （ ， 这表 明癌症有增加细胞增殖 、 的合成 、 血管生成 、 侵入

和远端转移 的潜力 等 （ 发现高压氧气疗法可以减少无毛小鼠鳞状细胞癌皮肤

肿瘤 的大小 ， 在含 氧气和 氢气混合物的 个大气压条件下处理小鼠 周 ， 发现氣气
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治疗组与对照组小 鼠相 比 ， 肿瘤变成黑色 、 脱落 、 收缩 、 甚至消失 】 。 等 （ 报道 ，

补充富含氧气 的水 ， 通过其抗氧化活性 ， 迅速产生 了抗氧化作用 ， 与正常细胞相 比抑制了人舌

癌细胞的生长 。
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图 丁酸抗结直肠癌的作用模型 （ ， ，

丁酸梭菌在动物生产上的应用

丁酸梭菌在家禽 、 家畜和水产动物上都有一定的应用 。 词料 中添加丁酸梭菌可以提高动物

日增重 、 词料转化率 ， 增强动物机体 的免疫功能并改善肠道微生态平衡 。 丁酸梭菌作为词料添

加剂在动物肠道内 可以体现六大生物特性 ： 第一 ， 促进动物肠道中有益菌群的生长并抑制肠道

内有害菌和腐败菌的增殖 ， 改善肠道菌群平衡 ， 减少肠毒素 的产生 ； 第二 ， 丁酸梭菌的重要代

谢产物丁酸是肠道上皮细胞主要的能量来源 ， 对维持肠道健康具有十分重要的作用 ， 特别是后

肠 ； 第三 ， 丁酸梭菌的代谢产物丁酸和氢气具有抗氧化和抗癌的作用 ， 可缓解集约化快速生长

或环境等造成 的应激 ； 第四 ， 在动物肠道内 能产生淀粉酶 、 纤维素酶 、 族维生素 、 维生素

等有益物质 ， 可弥补宿主的 消化能力和营养素的缺乏 ； 第五 ， 该菌属厌氧芽孢杆菌 ， 抗逆性强 ，

不受 胃酸 、 胆汁酸等的影响 ， 与非芽孢类益生菌乳酸菌和双歧杆菌相 比耐受一定程度的高温 ；

第六 ， 对多种词用抗生素有较强的耐受性 ， 可与它们配伍使用 。

年 月 ， 我国农业部批准 了丁酸梭菌制剂在词料中作为微生物词料添加剂使用 。 丁酸

梭菌作为词料添加剂在饲料 中使用 ， 对动物肠道调控具有多种功能 ， 丁酸梭菌可以促进肠道中

有益菌 （乳酸菌 、 芽孢杆菌和双歧杆菌等 ） 的生长 ， 所 以它既可以作为词料添加剂单独使用 ，

还可与一些有益菌复配使用 ， 起到菌群相互促进的 目 的 。 等 （ 和 等 （

发现 日粮中添加丁酸梭菌可改善 肉鸡的平均 日增重 ， 并且丁酸梭菌组与抗生素组差异不显著 。
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最近的研究发现丁酸梭歯在改善 肉鸡肉 品质方面还芬一定的作用 ， 丁酸梭齒可显著降低胸肌剪

切力 ， 提高胸肌脂蛋 白 酷酶 （ 活性 ， 增加胸肌肌 内脂肪的含最 、 及总

含量 等 研究表明 日粮中 添加丁酸梭菌可提高肉鸡平均 日采食运和 日增蜇 ， 提

高 】 天肉鸡血淸胰岛素水平和 天肉鸡肌内脂肪含量 、 肝脏脂肪酸合成酶和胸肌 活性以

及肝脏 中脂肪酸合成酶 、 苹果酸酶 、 乙酰辅酶 接化酶和胸肌 表达 ， 降低 丨 天 肉

鸡盲肠 中拟杆菌门的数呈 王润之等 （ 研究了丁酸梭菌对种鸭生产性能的影响 ， 发现

丁酸梭菌可提高种鸭产蛋率和受精率 。 刘捧搏等 （ 研究表明词料中添加谷氨酰胺和丁

酸梭菌可提高仔猪断奶后 天的平均 日增重 、 增加血清 、 水平和溶菌酶活性 、 改善小

肠形态结构 、 维持 肠歯群平衡并提高仔猪抗氧化能力 宋增福 研究发现丁酸梭

菌可提高敏色肠道消化酶活力 、 增加酸性憐酸酶和酣氧化酶活性 、 改善免疫功能 、 促进肠道菌

群平衡 。

家禽脂肪沉积和肉 品质调控研究进展

家禽脂肪沉积的特点

禽类与哺乳动物不同 ， 其体 内脂肪主耍在肝脏合成 ， 而猪等哺乳动物则主耍在脂肪组织 中

合成 ， 家禽肝脏合成的脂肪约 卩 以上 禽 肉 的脂肪主耍沉积 丁股部和皮下 ， 相对于哺

乳动物 ， 禽肉的肌 脂肪含量 卩 体脂沉积的比例很低 。 脂肪在体内沉积具有一定的 时空顺序 ，

即不同部位胎肪的沉积是按时间先后顺序进行的 ， 宵先在肌 肉 内沉积形成肌间和肌 内脂肪 ， 然

后足皮下脂肪 ， 最后才是腹脂的沉积 ’ 】 。 肉鸡的腹腔是脂肪沉积的主要部位 ， 人约 卩 体脂总

呈的 左心 ， 其次为顿部脂肪 ， 再次为胸部和腿部皮下脂肪 股脂和皮 脂肪沉积过多会

带来一些负面效应 ， 如词料转化率降低和 肉品质下降等问题 丨 ， 所 以 ， 很多研究者一宵通过遗

传和营养途径来调控肉鸡脂肪的代谢与沉积 ， 希望减少腹脂的沉积 。

胎肪组织的生长发育通过细胞增殖和细胞肥大两种方式实现 ，细胞增殖即细胞数 的增加 ，

细胞肥大 即细胞体积的增大 。 前胎肪细胞的增殖主耍发生在家禽 出壳之前 ， 而脂肪细胞的肥大

主耍在 出壳后进行 ， 脂肪细胞的增殖仅在 山生早期有出现 。 基因和营养可调控脂肪组织的沉积

与分布 ， 脂肪细胞的增殖主耍受基因的调控 ， 早期营养也有一定程度的影响 ， 而脂肪细胞的肥

人则主耍受营养 閃素的调控 所 以 ， 可通过营养 的方式对家禽体内脂肪的沉积进行调控 。

家禽脂肪的消化吸收

家禽宵脂肪 和幼小动物 口腔的脂肪酶对词粮脂类的消化作 丨 甚小 十二指肠是脂肪消

化吸收的主耍部位 ， 脂类到达十二指肠后 ， 在肠螺动 的作用下与人每胰液和胆汁混合 ， 胆汁对

丁胰脂酶激活和脂类乳化 有望耍的作用 。 脂肪酸在胰脂肪酶作用 下从甘油二酷分子上水解 。

憐脂在憐脂酶的作用下水解成溶血憐脂 ， 而胆同醇酯水解酶可将胆同醇酯水解成胆尚醇和脂肪

酸 。 脂肪酸 、 甘油一醋和胆酸都包含有极性和非极性基团 ， 它们可聚合在一起形成水溶性的适

合吸收的泡仓乳糜微粒 。

”
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混合乳糜微粒在与肠域毛膜接触时会破裂 ， 从而可释放 出脂类水解产物 ， 它们吸收的主要

部位是十二指肠和 空肠上段 。 在生长鸡和蛋鸡体内 ， 空肠是脂肪吸收的主要场所 ， 而回肠对亚

油酸 、 硬脂酸和棕榈酸的吸收更为重要 。 一般来说 ， 脂类水解产物进入吸收细胞是一个不耗能

的被动转运过程 。 上述脂类消化吸收的过程可概括为 ： 脂类水解—形成可溶性微粒—小肠點膜

细胞摄取这些微粒—重新合成甘油三酷—进入血液循环

脂肪酸代谢与肉品质的研究

脂肪酸简介

脂肪酸 （ 是由一条长的烃链和一个末端幾基组成的羧酸 。 经链多数是线形

的 ， 分支或含环的为数很少 。 烃链不含双键 （ 和三键 ）的为饱和脂肪酸 ， 。

含有一个或多个双键的为不饱和脂肪酸 （ ， 只含有单个双键的脂肪

酸为单不饱和脂肪酸 （ 含两个或两个以上双键的为高度不

饱和或多不饱和脂肪酸 尽管人体及哺乳动物能制造多种脂

肪酸 ， 但因不能 向脂肪酸引入超过 的双键 ， 所 以不能合成亚油酸和亚麻酸 。 凡是体内不能合

成 ， 必需由食物供给 ， 或能通过体内特定先体物形成 ， 对机体正常机能和健康具有重要保护作

用 的脂肪酸称为必需脂肪酸 （ ， 。 依照第一个双键距离链端的碳原子数

将 分为 、 、 和 系列脂肪酸 。 亚油酸是 家族的原初成员 ， 在人和哺乳

动物体内 能将它转变为 亚麻酸 ， 并继而延长为花生四烯酸 （ ， 后者是维持细胞膜的结

构和功能所必须的 ， 也是合成一类生理活性脂质一类二十碳焼化合物的前体物 。 亚麻酸是

家族 的原初成员 ， 人体能将其合成二十碳五燦酸 （ 和二十二碳六稀酸 （ ， 体 内许多

组织含有这些重要的 。 、 和 这三种长链 在营养学和生物学上具

有重要的意义 ， 它们主要以复合脂的形式存在于机体组织成分当中 ， 部分作为人体内某些活性

物的前体物质 ； 少量以脂蛋 白形式存在于血液中 ； 微量部分以 自 由脂肪酸形式与血奖清蛋白结

合 ， 成为脂肪酸在体内运输载体 。 对脑 、 视 网膜 、 皮肤和肾功能的完善均十分重要 ；

与 的协 同作用被证明在降低血液甘油三酷方面有明显效果 ， 同时也是人体直接合成第二

信使 （如血栓素 、 前列腺素 、 前列环素 等 ） 的前体 ， 可以间接作为合成二十碳烧

酸化合物的前体物质 ， 能够一定程度上加快血液流动 ； 在血液 、 肝脏 、 肌肉和其他器官系

统中作为憐脂结合的结构脂类起重要作用 ，对预防心血管疾病 、糖尿病和肿瘤等具有重要功效 。

脂肪酸的生物合成与分解

家禽体内脂肪酸主要来源于两个途径 ： 即脂肪酸的从头合成和血液循环系统中甘油三酯

的降解 ， 脂肪主要以 的形式沉积 ， 还有少量以憐脂的形式沉积 。 血液循环系统中

的降解主要受脂蛋白脂酶的调控 ， 该酸对于单 胃动物特别重要 ， 因为这是单胃动物体内脂肪酸

转移到脂肪细胞的唯一途径 。 甘油酷化和分解的相对速度决定了机体脂肪的分解或沉积 ， 这些

过程受到机体 内脂肪合成酶 、 分解 活性和有效底物浓度的共同调控
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机体需要脂肪分解代谢提供能量时 ， 脂肪组织中 的激素敏感脂肪酶 （ 就会水解

为甘油和游离脂肪酸 。 分解成单脂肪酸和甘油酯需要 和单甘油脂酶的共同作用 。

是脂肪分解的关键酶 ， 它主要水解 中 ’和 ’位置上的脂肪酸 ， 在体内最后一步的水解反

应 由单甘油脂酶完成 。 脂肪酸的分解代谢主要以 氧化的方式进行 ， 在氧化分解之前 ， 脂肪酸

首先在胞液中活化为脂敢 而后经线粒体内膜两侧的肉碱脂酸转移酶催化脂酰基在肉碱和

之间的转移反应转移至线粒体内 ， 该步骤是脂肪酸 氧化的主要限速步骤 。

脂肪酸与肉品质和风味

家禽肌肉中的脂肪及其脂肪酸组成与肉 的嫩度 、 剪切力 、 、 系水力和风味等肉品质指标

有很强的相关性 【 并且可通过使结缔组织疏松或氧化溶解肌纤维束而起到提高肌肉嫩度的作

用 禽 肉香味主要是肌肉在受热过程中 的脂质降解产生的 ， 其中 可形成鸡肉 的特征性

风味物质 ， 主要是一些不饱和酸酮等 。

食物和 肉品中 的脂类对于风味的形成具有重要的作用 ， 但其作用具有两面性 ， 一方面可通

过氧化而产生令人偷快的味道 ， 但有时也会生成一些不愉快的气味 ， 这取决于肌肉中脂肪酸的

组成和含量以及加工条件等因素 是肌肉风味的重要前体物质 ， 其中 以亚麻酸 、 亚油

酸为前体生成的香气物质有醇类和酸类 （主要为稀醛 ） 。 以亚麻酸形成的醇类香气物质有 反

己烯醇 、 顺 己稀醇 、 反 己稀醇 ， 酸类香气物质有 反 己稀薛 、 反 ， 反 壬二稀酸 、

反 ， 顺 壬二烯酸 、 反 ， 顺 壬二稀酸 ； 以亚油酸形成 的醇类香气物质有己醇 、 辛稀 醇 ，

酵类香气物质有己酸 、 反 庚稀酸 、 反 辛稀酸 、 反 壬稀酵 、 反 ， 反 癸二烯酵 、 反 ，

顺 癸二稀酸 ， 其中鸡肉脂肪中 的不饱和脂肪酸氧化降解可产生鸡 肉的特征性气味成分 ， （

， 一癸二稀酸和一些其它酸酮类香味物质 — 丨 。

家禽肉品质与脂肪酸组成的调控

肉 品质是一个综合的经济性状 ， 主要特征有感官品质 、 营养价值 、 加工质量和卫生质量等

方面 ， 包括肌肉嫩度 、 值 、 肉色 、 滴水损失 、 肌内脂肪及其脂肪酸组成和含量等性状 ， 肌肉

的 口感 、 感官 、 加工和营养价值及风味等受这些因素的影响 家禽词养主要采用集约化的养

殖方式 ， 使用的品种较为单一 ， 通过配合词粮满足生长和生产需要 ， 肉品 中营养素的含量取决

于 曰粮中营养物质的水平 。 因此 ， 营养在 肉 品质的调控上起着重要的作用 ， 可通过营养的手段

对肉鸡肉品质进行调控 。

日粮

畜禽肌肉中 的脂肪酸组成可 以通过 曰粮的调整而改变 ，对于单 胃动物家禽这一点更易做到 ，

因为 日粮中 的脂肪酸可 以不经氢化而直接沉积到肌肉中 。 一些研究发现可以通过调整 日粮而改

变鸡 肉中脂肪酸的组成和含量 【 ， 肉鸡的肌内脂肪 、 皮下脂肪和腹脂的脂肪酸组成主要受肝

脏脂肪合成和外源脂肪类型的影响 。 内源性脂肪 ， 即肝脏合成的脂肪 ， 主要是一些长链的
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及少量的 而外源性脂肪包括亚麻酸和亚油酸等必需脂肪酸需要 日粮提供 。 来 自词料 中

的 在家禽体 内不经氢化可直接沉积在体脂肪中 ， 因此 ， 当词喂 含量高的饲料脂肪时 ，

家禽体内的 亦显著升高 。 家禽体 内脂肪酸的组成可直接反应 日粮中脂肪酸的情况 。 家禽 自

身不能合成 所以肌肉 中 和 的组成和含量主要受饲料中脂肪的类型 、 脂肪酸

氧化的速度以及肝脏合成脂肪酸的速度影响 ， 而肌肉 中 的组成和含量受 日粮脂肪酸类型

及它们在组织中的氧化速度决定 ， 所以 ， 可以通过增加 日粮中 的含量或是改善机体组织

的抗氧化能力调节肌肉 中 的组成和含量 。

肠道微生物和益生菌

近年的研究发现 ， 人 、 鼠 、 猪和禽的肠道微生物与体脂和脂肪酸的沉积有关 。 与无菌鼠相

比 ， 有菌 鼠从肠道获取能量的能力更强 。 肥胖 鼠 （人 ） 菌群元基因组分析表明它们有更强的发

酵碳水化合物的能力 ， 增加了 如乙酸 、 丙酸 、 丁酸和 乳酸 ） 的量 ， 被用于宿主的代

谢底物以增加能量的收获 。 除了能量富集和相关的 产生之外 ， 肠道菌群还可能通过其它

机制影响肥胖。 按照这个假设 ， 肠道菌群也影响宿主基因的表达 ， 即那些在肠道中表达和控制

脂肪酸的吸收 、 氧化和存储的基因 。 其中之一是血管生成素相关蛋 白 ， 它对脂

蛋 白 脂肪酶有很强的抑制作用 。 在 白色脂肪和肌 肉组织富含甘 油三酷脂蛋 白 的循环中 ，

抑制脂肪酸的摄取并促进骨傲肌细胞和脂肪细胞中脂肪酸的氧化 。 在 白色

脂肪组织的过度表达 ， 还可以减少脂肪含量 。 然而 ， 无菌和 基因缺陷小鼠与野生型

小 鼠相比却表现出增加脂蛋 白脂酶活性和肥胖的现象 。 这些观察表明 ， 可对肠道菌

群的环境产生作用 ， 还可通过控制组织脂肪酸摄入和代谢调节肥胖

国 内外的研究者发现益生菌可以调控机体脂肪酸的组成 ： 孙建广等 （ 研究表明 ， 发

酵乳酸杆菌可显著降低肌肉滴水损失和剪切力 ， 显著提高 、 、 和总 的

含量 ， 改善猪肉风味 报道 ， 在 日粮中添加乳酸杆菌 、 芽抱杆菌 、 链球菌 、 梭

菌 、 酵母菌和念珠菌后 ， 肉鸡肝脏和腿肌中胆固醇含量降低 ， 胸肌和腿肌中亚麻酸以及 与

的含量提高 等 （ 研究发现 日粮中添加混合乳酸菌培养物可显著降低 肉

鸡的屠体和肝脏的胆固醇含量 、 肝脏 、 肌肉和屠体的脂肪含量 ， 增加肝脏中 和总 的

含量 等 （ 研究发现混合乳酸菌培养物可提高蛋重 、 减少胆固醇 ， 但总脂

含量与脂肪酸无差异 】 。 张 日 俊等 （ 在 日 粮中添加乳酸菌 、 芽孢杆菌和酵母菌组成的微

生态制剂发现添加益生菌可提高血清中脂肪酶活性 、 降低血清中 的胆固醇和甘油三酷含量并降

低腹脂率 ， 益生菌可能通过脂肪 分解了多余的脂肪或抑制了脂肪的合成 ， 最终使脂肪的沉积

降低

抗氧化剂

在畜禽饲养管理及肉类加工保藏过程中 ， 氧化损伤是影响 肉品质的重要原因之一 。 各种 肉

类的抗氧化能力有着较大的差别 ， 常见动物肉 的抗氧化能力由大到小依次为 ： 羊肉 牛肉 猪肉

鸡肉 ， 所以 肉鸡在氧化应激状态下对肉品质的影响相对较大
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添加天然抗氧化剂 ， 如硒 、 锌 、 、 、 类胡萝 卜素 、 核黄素等抗氧化剂 ， 可 以提高肌

肉 中脂质的稳定性 ， 减少挥发性物质的产生 ， 保护肌肉 中的 ， 使 肉 中异味减弱 。 最近 ，

许 多研究表 明通过抗氧化剂的保护作 可 以增加肌 肉中 含量 。 肠道上皮细胞位于组织和

肠腔的交界处 ， 因而持续地暴露于词粮来源的有毒物质 、 细菌代谢物 以及代谢过程 中产生的氧

化物等 这些复合物能 身或通过与其它化合物反应而产生 自 由基 因此 ， 肠道比其它组

织更易受到 的攻市而诱导氧化应激 ， 从而对词料中进入肠道消化的 产生影响 ， 使其

组成在进入肠道消化后发生改变 ， 进而 改变肌肉中 的组成和含量 。 所以 ， 保护肠道的氧

化损伤将有助 丁保护 日粮中 的 ， 从而增加脂肪酸沉积到肌 肉中的量 。 和 等

研究发现生物类黄酮可增加鸡胸肉 中 的含量及 和 的比例

等 研究表明 肉鸡 日粮中添加没食子酸和亚油酸可提高 肉鸡胸肌肉 的抗氧化能力 、

营养组成和功能特点 ， 显 增加胸肌 和 含量 提高抗氧化酶 的活力可降低脂质过

氧化的速率 ， 从而减少 的过氧化反应 。

近些年来 ， 越来越多的研究发现益生菌具有抗氧化的功能 ， 如乳酸菌和双歧杆菌等

。 等 （ 研究发现 ， 一些乳酸菌 、 双歧杆菌和嗜热链球菌可以产生 、

和 等抗氧化酶和非 性抗氧化剂 ， 也可用通过改善肠道内环境或产生有益代谢产物调节

氧化还原 电位而清除 由基和抗脂质过氧化 ， 降低氧化应激 ， 小鼠试验表明这些益生曲可以提

高小 鼠的抗氧化能力 ， 缓解小鼠的氧化应激 等 （ 研究了乳酸菌对运动员剧

烈体力训练诱导氧化应激的影响 ， 发现乳酸齒可以提高血装抗氧化能力并中和 的水平 。

酸梭齒可发酵碳水化合物产生 酸和氢气 ， 己有研究表明这两种物质可通过增加抗氧化

酶的活力和降低 代谢物而 调节氧化应激 还有研究发现丁酸梭菌可产生 和

氧化醜 。 的研究发现 厂酸钠可缓解皮质酮诱导 肉鸡产生的氧化应激 ，

丁酸钠显為增加胸肌中过氧化氨 的活性并降低 的含量 丨 〗 。 等 （

发现丁酸处理可显為增加健康人结肠黏膜 的含幫并降低嵌酸的含量 改善人结肠點膜的抗

氧化能力 等 （ 的研究宵次发现 了氢气可作为抗氧化剂选抒性的清除机体和细

胞中的径 由基 丨 】 。 闪此 ， 丁酸梭菌可能通过其代谢产物 、 丁酸和氢气而产生抗氧化的效

眾 ； 而且 ， 一些研究表明益生歯的抗氧化作用可能是 由 丁益生菌剌激免疫系统而降低炎症反应 ，

或通过抑制肠道病原齒降低炎症反应 以及缓解与炎症反应相关的氧化应激 ’ 】 。 然而 ， 前很

少有关 丁 』 酸梭菌对动物抗氧化能力的研究报道 。

研究内容与技术路线

研究内容

本课题 以丁酸梭歯及其主耍代谢产物丁酸为研究对象 ， 分丁酸梭菌的分离 、 鉴定和蹄选 ，

氧化应激小 鼠试验 ， 肉鸡试验和细胞试验四部分重点研究了蹄选的 厂酸梭菌在提高小 鼠和 肉鸡

抗氧化能力方面的可行性 ， 添加 酸梭 对 肉鸡 肉 品质和肌肉 组成和含量的影响以及

酸调节细胞抗氧化 能力和存活率的机制 。 体研究内界如 卜 ：

酸梭菌的分离 、 鉴定和蹄选 ；
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丁酸梭菌对氧化应激小鼠抗氧化能力和血脂含量的影响 ；

丁酸梭菌对 肉鸡生长性能 、 肠道健康 、 免疫功能 、 抗氧化能力和肉 品质的影响 ；

丁酸对 细胞抗氧化能力和存活率的影响 。

技术路线

丁酸梭菌的分离

丁酸梭菌的初步鉴定 （形态学和

丁酸梭菌初筛 （ 丁酸和总短链脂肪酸 ）

丁酸梭菌的进一步鉴定 （ 生化和特异性分子鉴定 ）

丁酸梭菌复筛 （ 生物学性能和抗逆性 ）

生物学性能和抗逆性最优的丁酸梭菌

± ±

氧化应激小鼠模型 肉 鸡 试 验 氧化应激细胞模型

” ” ”

￡ 血 生 肠 免 ■ 肉 存

品
努 量 能 康 能 努 质 率 系统

七少
丁酸梭菌对动物抗氧化能力和肉鸡肉品质的影响及机理
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第二章 试验研究

试验一 丁酸梭菌的分离 、 鉴定和蹄选

摘要 ： 本试验旨在从不同动物肠道或粪便中分离筛选生物学性能和抗逆性优良的丁酸梭菌 。 通

过强化梭菌培养基和梭菌选择性培养基以及丁酸梭菌的芽孢和严格厌氧特性分离得到 了符合丁

酸梭菌培养和形态特征的菌株 ， 经 初步鉴定获得了 株与丁酸梭菌相似性在 以

上的菌株 。 首先以丁酸和总短链脂肪酸 （ 产量为指标 ， 对这些菌株进行初蹄 ， 从 中挑选

出产酸能力较 的 株菌进行 生化鉴定和特异性分子鉴定 ； 然后以淀粉藤和纤维素酶

活力 、 活菌数 、 芽孢存活率 、 模拟胃液和模拟小肠液存活率为指标 ， 对鉴定获得的丁酸梭菌进

行复筛 ； 最后从中挑选 出一株生物学性能和抗逆性最优的丁酸梭菌进行后续试验 ， 还发现该株

菌可 以产生超氧化物歧化酶 （ 、 氧化酶以及 和 等气体 。

前言

抗生素对细菌引起的疾病具有极强的杀伤力 ， 它作为饲料添加剂在提高动物生产性能和防

治疫病等方面起到了 巨大的作用 。但是随着抗生素长期广泛的使用 ， 其弊端开始为人们所认识 ，

如导致肠道正常菌群比例失调 、 耐药性和药物残留等问题 。

微生态制剂是选用动物体内正常微生物成员及其促进物质经微生物发酵和不同 的加工工艺

而制成的活菌制剂 。 它是一种安全的词料添加剂 ， 具有促进生长 、 防病和增强机体免疫力等多

种功能 ， 无残留 ， 不产生耐药性 。 近年来 ， 由于环境和食品安全的需要 ， 微生态制剂逐渐得到

人们的肯定 ， 其研究和开发得以较快发展 。

目前对于丁酸梭菌的研究相对较少 。 丁酸梭菌又称酪酸梭菌或丁酸梭状芽孢杆菌 ， 是存在

于人和畜禽肠道的一种厌氧有益菌 ， 对改善畜禽肠道健康具有明显的作用 。 与非芽孢类活菌制

剂相比 ， 丁酸梭菌因能产生内生芽孢而具有较好的抗逆性 ， 它能够在复杂的环境中维持较强的

活力 ， 作为词料添加剂具有显著的优势和市场前景 。

材料与方法

生境丁酸梭菌的分离

样品米集

菌种分离的样品来 自土壤 、 污泥 、 健康鸡 、 猪和牛的新鲜粪便 、 鸡盲肠和直肠 内容物 、 瘤

胃液等 。 样品釆集于灭菌的试管 中冷藏备用 ， 并迅速分离 。
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丁酸梭菌分离培养基

强化梭菌培养基 培养基 蛋白胨 、牛肉浸膏 、酵母粉 、葡萄糖 、

氯化钠 、 可溶性淀粉 、 乙酸钠 、 半胱氨酸盐酸盐 、 琼脂 固体培养

基时用 ） ， 调节 】 ± ， 〗 ， 灭菌备用 。

梭菌选择性培养基 （ 培养基 ： 蛋 白胨 、 亚硫酸钠 、 新霉素 、 多粘

菌素 、 酵母粉 、 梓檬酸铁 、 琼脂 固体培养基时用 ） ， 调节 ± ，

灭菌备用 丨 。

丁酸梭菌分离步骤

首先将采集的样品用生理盐水稀释后 水浴加热 ， 以杀死非芽孢菌 ； 然后接种于

液体培养基 ， 置于厌氧縐中 （混合气体 ： 、 和 ：恒温箱中培

养 ， 再次水浴加热 接种于 液体培养基厌氧培养 ； 梯度稀释培养液 （

、 倍稀释度 ， 涂布 培养基平板 ， 置入厌氧培养罐 ， ° 培养 通过菌落形态

和镜检对菌株进行初步鉴定 ， 从中挑选出培养特征 、 菌落形态和显微形态符合丁酸梭菌特征的

菌株连续划线纯化培养三代 ， 分别标记编号迸入 —步鉴定和蹄选 》

丁酸梭菌形态学和 鉴定

对分离获得的菌株进行形态爭和 】 的初步鉴定 。 形态学鉴定包括观察菌株于平板

上形成的菌落形态和颜色 ， 革兰氏染色后于显微镜下观察菌体和芽抱形态 。 对符合丁酸梭菌培

养和形态特征的菌株进行 初步鉴定 ， 采用通用引物 ：

扩增其 片段 。 反应体系 ： 模板 ， 正

向引物 ， 反向引物 ， 扩增程序为 ： 预变性 爪 丨 ° 变性

， ° 退火 ， ° 延伸 共 个循环 ； 最后 ° 延伸 丨 采用 丨 琼脂糖

凝胶电泳检测 提取情况以及扩增产物大小 。将扩增获得的 目的片段送 公司测序 ，

测序后的 序列结果在 丨 数据库中进行 比对 。 然后选取与丁酸梭菌

相似性在 以上的菌株进行下一步试验 。

丁酸梭菌产酸能力 的初蹄

取上述编号菌株接种到 液体培养基厌氧培养 测得其 分别接种相同

量的菌液到 液体培养基厌氧培养

短链脂肪酸含量 ： 采用气相色谱法测定上述发酵液中 的含量 。

从上述菌株中选择丁酸和总 产量较高的菌株进入下一步鉴定和复筛 。
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丁酸梭菌 生化和特异性分子鉴定

对初筛获得的菌株进行 生化鉴定和特异性分子鉴定 。 生化鉴定使用法国

菌种鉴定试剂条 （梅里埃 ， 法国 ， 按说明书进行操作 。 因 和 生化鉴定不能

很好的区分丁酸梭菌和拜氏梭菌 ， 再通过设计特异性的丁酸梭菌引物对丁酸梭菌和拜氏梭菌进

行区分 。 引物序列如下 ：

：

：

扩增该特异性片段 。 反应体系 ： 模板 正 向引

物 ， 反 向引物 ， 扩增程序为 ： ° 预变性 ：变性 ，

° 退火 。 延伸 共 个循环 ； 最后 ° 延伸 采用 琼脂糖凝胶电

泳检测 提取情况以及扩增产物大小 。 将扩增获得的 目 的片段送 公司测序 ， 测序

后的序列结果在 数据库中进行 比对 。

丁酸梭菌的复蹄

取上述编号菌株接种到 液体培养基厌氧培养 ， 测得其 ， 分别接种相同

量的菌液到 液体培养基厌氧培养 ， 得到各菌株发酵液 ， 用于比较不 同菌株的活菌

数 、 芽孢存活率 、 模拟胃液和模拟小肠液存活率 。

活菌数 ： 采用平板计算法测定各菌株厌氧培养 后发酵液中丁酸梭菌的活菌数 。

芽孢存活率 ： 比较加热 （ 水浴 和 和不加热各菌株发酵液的活菌数 ， 计

算芽孢存活率 。

模拟胃液存活率 ： 胃蛋 白酶 （ ， 溶于 溶液 ， 用浓盐酸调 到 。 比较

模拟胃液处理 前后的活菌数 。

模拟小肠液存活率 ： 胰蛋 白酶 （ 胆盐 （ 〗 溶于 ， 调节 到 。

比较模拟小肠液处理 前后的活菌数 。

淀粉酶活力 取上述相同 量的种子液滴种到淀粉平板 可溶性淀粉 ， 蛋白胨

葡萄糖 ， 牛肉膏 ， 琼 月旨 ± 】 。 ， 灭菌备用 ） ，

厌氧培养 ， 在其表面覆盖一层碘液 （ 丨 和 ： 丨 ） ， 再观察并测定产生透明圈的直

径 。

纤维素 活力 ：取上述相同 量的种子液滴种到纤维素刚果红培养基平板 ，

蛋白胨 ， 葡萄糖 ， 牛肉膏 ， ， 刚果红 ，

琼脂 ± 灭菌备用 ） ， 厌氧培养 ， 测定产生透明 圈的直径 。

丁酸梭菌 和 氧化酶活力检测

采用超氧化物歧化酶 （ 测定试剂盒 （南京建成生物工程研究所 ） 检测挑选出丁酸梭

菌 的 活力 ； 釆用 氧化酶酶联免疫分析试剂盒 （上海索莱宝生物科技有限公司 ） 测
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定挑选出 丁酸梭菌的 氧化酶活力 。 按照生产商的说明进行操作 。

丁酸梭菌气体产量和组分检测

釆用 丨 型微生物发酵微量产气 自动记录仪与实时监控系统 （中 国农业大学 ）在 °

培养挑选出 的丁酸梭菌 并进行实时测定发酵累积产气量 此外 ， 另外准备相同的丁酸梭菌

发酵瓶放入恒温培养箱并连接气体收集袋培养 ， 用气相色谱仪测定气体组分 。

结果

菌株分离与初步鉴定

通过上述分离步骤以及形态学和 初步鉴定共挑选出 株符合丁酸梭菌培养和形

态特征以及与丁酸梭菌 相似性在 以上的菌株进行下一步产酸能力初筛。

分离菌株产酸能力 的初步蹄选

不同菌株产丁酸和总 产量如表 所示 。 综合考虑菌株的产酸能力和来源 ， 从中挑

选 出 株菌株进入下一步鉴定和复蹄 。

表 丨 菌株产丁酸和总 的初步筛选

菌株 丁酸 （ 总挥发酸 （

± 士

士 土

± 士

± ±

丨 士 丨 ±

土

± 土

〗 ± ±

± 士

± 土

± 土

± ±

± 士

土 士
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±

± ±

注 ： 表中值表示平均值 土

挑选出的菌株进行后续试验

初蹄菌株 生化和特异性分子鉴定

对挑选的 株菌株进行 菌种鉴定试剂条快速鉴定 ， 记录糖发酵结果 （表 ， 鉴

定结果使用 软件进行分析 。

表 丨 菌株 鉴定结果

试验项 目 （底物 ）

色氨酸 （

尿酸 （

葡萄糖 （

甘露醇 （

？ 糖

鹿糖 （

麦芽糖 （

水扬

木糖 （

阿拉伯糖 （

明胶 （

七叶灵

甘油 （

纤维—糖 （

付露糖 （

松三糖

棉子糖 （

山梨醇 （

鼠李糖 （

海藻糖 （ 〉

过氧化氧酸 （

芽孢 （

革兰氏反应

形态 （ 球状 ）

注 ： 代表反应呈阳性 ， 代表反应呈阴性

因 和 丨 生化鉴定不能区分丁酸梭菌和拜氏梭菌 ， 与丁酸梭菌

和拜氏梭菌的相似性在 之间 ， 序列间的差异不够大 ， 区分不准确 ； 而 只能鉴

定到丁酸梭菌 拜氏梭菌 ， 不能对这两种菌进行进一步区分 。 最后通过设计特异性的丁酸梭菌引
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物扩增测序得到片段长度为 〗 的丁酸梭菌特异性序列 ， 该序列与丁酸梭菌序列的相似性在

以上 ， 与拜氏梭菌序列的相似性为 ， 可以很好的将丁酸梭菌和拜氏梭菌区分开 。 该特

异性序列如下 ：

通过以上 生化和分子鉴定结果 表 ，最终对 出的菌株进行了准确的鉴定 ，

确定 了丁酸梭菌菌株 ， 另外拜氏梭菌 为购 自 中 国工业微生物菌种保藏管理中心 （

的标准菌株 ， 作为鉴定试验对照 ， 用以确定鉴定结果是否准确 。

表 菌株 软件分析和分子鉴定结果

】

汝 评价 相似性 特异性分子相似性
菌种 难定％ 指数

” 丁酸梭菌 拜氏梭菌 ） （ 丁酸梭菌 拜氏梭菌 ） （ 丁酸梭菌 拜 氏梭菌 ）

很好的鉴定
拜氏梭菌 ）

极好的鉴定

极好的鉴定 丨

极好的鉴定

好的鉴定到 “属 ”

好的鉴定到“属”
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丁酸梭菌的生物学性能和抗逆性复蹄

不同丁酸梭菌菌株产酶能力 、 活菌数和抗逆性能如表 所示 。 其中丁酸梭菌 的淀粉

酶活力最高 ， 但与 和 差异不显著 的纤维素酶活力 、 活菌数和芽孢存

活率显著高于其它菌株 模拟胃液存活率最高 但与其它菌株差异不显著

模拟小肠液存活率与各菌株之间差异不大 （ 。 综合考虑初蹄与复蹄各菌株生物学性

能和抗逆性结果 ， 选取各性能最优的丁酸梭菌 进行后续试验 。 该菌株已于 年 月

曰 保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心 （简称 ， 地址 ： 北京市朝阳

区大屯路甲 号 ， 中国科学院微生物研究所 ， 邮编 】 丨 ， 保藏号为 。

表 菌株生物学性能和抗逆性复蹄

淀粉酶 纤维素酶 活菌数 芽孢存活率 芽孢存活率 模拟胃液存 模拟小 液
菌株

活率 （％ 存活率 （％

± ± ± ± ±

± ± ± ± ± ± ±

± ± ± ± 。 丨 ± 。 ± ±

± ± ± ± ± ±

± ± ± ± ± ± ±

注 ： 表中值表示平均值 土

同一列中数值具冇不同小写字母上标者差异显著 （

丁酸梭菌 和 氧化酶活力

对挑选出的丁酸梭菌 进行 了 和 氧化酶活力检测 ， 发现该菌

可 以产生 和 氧化酶 ， 这两种酶的活力分别为 和

鉴定时发现挑选的所有丁酸梭菌菌株过氧化氯酶 （ 都为阴性 。

丁酸梭菌气体产量和组分

对丁酸梭菌 进行了气体产量和组分测定 ， 发现该菌可产气

发酵液 ， 气体 由 咏和 ： ； 组成 ， 其中 产量为 ， 产量为 。

讨论

丁酸梭菌是存在于土壤 、 人和畜禽肠道中 的一种厌氧菌 ， 对改善畜禽肠道健康具有明显的
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作用 。 前有关丁酸梭歯的研究和应用还处 丁初级阶段 ， 并且存在一些 问题 ， 如歯种不是来源

丁动物肠道 ， 造成其不易 在动物肠道 中 定植及进入动物肠道后效果不佳 ； 以及对 酸梭歯生物

学特性和抗逆性研究不够系统等 。

许多研究证明 ， 酸梭齒土耍在人肠和 肠周边定植 。 所以本研究主要采集了动物的后肠

和育肠内容物以及新鲜徙便分离 酸梭歯 。 主要利用梭菌强化和选择性培养基 、 酸梭菌的培

养特性 、 形态特征和产 芽孢等分离得到了丁酸梭菌 ， 并采用 丨 生化和特异性

分子对分离得到的菌株进行了鉴定 ， 最终确定了丁酸梭歯 ， 并挑选出 了各方面性能优异 的丁酸

梭菌 。

益生菌菌种在使 前需进行准确的分类鉴定并给出确切的分类地位 。 传统的细歯分类及鉴

定主耍是对一般表型特征和生理生化特点进行鉴定 ， 而随着现代分子生物学技术的发展 ， 以

为代表的现代分子生物学技术正成为 歯种鉴 定的重耍手段 。但是由于许多 齒种之间 的

基 因序列相似度很高 ， 在分类学上经常也会产生产生一些错误的分类结果或是一些菌株

相似性太接近而无法准确区分 。 所 以研究者们开始寻找其它更加特异性的序列对这些不易 分

的 株进行鉴定 ， 如 内源转录 间隔区 、 、 、 编码 热应激蛋 内 、 编

码 聚合酶 亚基 、 细 促旋酶基 闪的活性结构 和 两个亚单位组成的 四

聚体 本研究综仓利 丨 生化鉴定试剂条鉴定结果 ， 但是发现

酸梭歯和拜氏梭歯仍然不能很好的被区分幵 ， 所 以乂 设计 了 酸梭歯特异性引物 ， 得到的序列

与 丁酸梭 歯序列的同源性在 以上 ， 拜 氏梭歯序列的同源性为 丨 ％ 。 在以后的菌种鉴定和

研究中可 以利 该特异性序列和引 物对 酸梭歯进行快速而准确 的鉴定 ， 节约时间和成本 。

益生齒的特性以及抗逆性决定 了其能否在 备牧生产中应 与推广 。 产丁酸娃丁酸梭歯最主

耍和最重耍的特征 ， 也是该 改 善肠道健康方面的 作 基础 ， 所 以本研究宵先从产丁酸和总

能力对歯株进行了初蹄 ， 我们 的研究发现这些 酸梭歯产生的 主耍是乙酸和 酸 ，

其它的 含 很低 ； 然后对初蹄和 鉴定 获得的 厂酸梭齒进行 了产淀粉海和纤维素能力 、 活

齒数 、 芽孢存活率 、 投拟 丨 彳液存活率和投拟小肠液存活率 方面的复蹄 。 厂酸梭歯 的只一个显

特征足产生淀粉海和纤维素龅 ， 可以水解淀粉和纤维素，碳水化合物生成低聚糖 ， 这些低聚

糖更界易被乳酸歯和双歧杆 利叫 ， 从而促进了 肠道 内有益歯的生长 。 抗逆性对益生菌能否

在畜牧生产上应 以及其应 效果起着非常重耍的影响 。 词料在制粒的过程中通常需要耐受

左右的高温儿分钟 ， 所以与乳酸 等 芽孢歯相比 ， 芽孢歯 ■更好的耐高温能力 ， 从而在畜

牧生产中应 也更广 。 酸梭 也可 以形成内生芽孢 ， 对 的高温 有一定的耐受性 ， 本研

究发现丁酸梭 歯 株 对 ： 作叫 和 的存活率分别为 和

可以耐受短时间 的 高温 。 谢树贵 （ 研究 酸梭窗 丨 芽孢耐热性时也发现 ， 该菌

在 、 和 ° 作 、 和 后的存活率分别为 、 和 ， 上述研

究共同表明 了 与人多数枯草芽孢杆窗和地衣芽孢杆歯相比 ， 丁酸梭歯的耐热性略差 ， 但足勾产

酸 的乳酸 歯和双歧杆 齒相比 ， 酸梭 的耐热性明 显优 丁这些产酸益生歯 。 益生菌进入肠道中

最终发挥作 还得先经过肖酸和职盐的作 ， 本研究发现 酸梭 有很强的耐受宵酸和胆盐

的能力 ， 人多数歯株在经过 宵酸和职盐作 后的存活率都能维持在 左 。

需氧 歯 、 厌氧 齒和兼性厌氧幽主耍足根据它们对氧气 的敏感程度不同而进行分类 的 。 需氧

歯一般都含有 和 这搜 在有氧环境中可 以抵抗氧的毋害 ； 而厌氧 所含的 都
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低于需氧菌 ， 且不含 ， 所以对氧的抵抗能力低于需氧菌 等 （ 研究发现

丁酸梭菌可以产生 和 氧化酶 ， 当培养基中有氧气时丁酸梭菌停止生长 ，

但当培养基中所有的氧气被其清除后 ， 丁酸梭菌可 以重新恢复正常的生长速率 ， 表明在细胞 内

氧的还原没有对该菌造成氧化损伤 丨 我们的研究也发现丁酸梭菌可以产生 和 氧

化酶。

综上所述 ， 本研究通过生境分离 、 生化和分子鉴定以及生物学性能和抗逆性筛选 ， 最终挑

选得到了生物学性能和抗逆性优异的丁酸梭菌 。
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试验二 丁酸梭菌对氧化应激小鼠抗氧化能力

和血脂含量的影响

摘要 ： 本试验探讨 了丁酸梭菌对皮质酮 （ 诱导的氧化应激小 鼠抗氧化能力和血脂含量

的影响 。 只体重 左在的 级 昆明种雄鼠随机分成 个处理组 ， 每组 个重复 。 试验

期 天 。 皮质酮按所需剂量溶解于橄榄油 中 ， 丁酸梭菌用生理盐水稀释成所需浓度 。 对照组皮

下注射不含 的橄榄油和灌胃 生理盐水 ， 氧化应激组小鼠每天皮下注射

体重和灌 胃生理盐水 ， 丁酸梭菌低剂量 、 中剂量和高剂量组小 鼠分别在诱导氧化应激的基础上

每天灌胃 、 和 的丁酸梭菌 。 结果发现丁酸梭菌缓解了氧化应

激导致的小 鼠肝脏谷胱甘肽 转移酶 （ 活力和谷腕甘肽 （ 含量的降低以及丙二酵

含量的升高 ； 丁酸梭菌提高了小鼠结肠點膜 和 活力以及 含量 ， 降低

了 含量 。 丁酸梭菌降低了 小鼠血清 、 胆固醇和高密度脂蛋白胆固醇含量 。 试验结

果表明丁酸梭菌具有提高小鼠抗氧化能力和调节脂类代谢的作用 。

前言

丁酸梭菌是存在于动物肠道中的一种厌氧有益菌 ， 可通过维持肠道微生态平衡而改善动物肠

道健康 该菌还具有调节机体和肠道免疫功能的作用 ’ 丁酸梭菌可通过厌氧发酵碳

水化合物产生丁酸和氢气 ’ 还有研究发现丁酸梭菌可产生 和 氧化酶⑵ 。 丁酸可作

为肠道上皮细胞一种重耍的能量来源 ， 已有一些关于丁酸可 以改善肠道裁膜结构和提高肠道和机

体抗氧化能力 的报道 最近的研究表明 ， 氢气可以通过选择性清除机体中释 自 由基而起到抗

氧化的作用 ， 已被广泛地用于各种医学研究 ， 氧气是一种重要的生理调节 因子 ， 具有抗氧化 、 抗

炎和抗细胞凋亡的作用 ， 】 。 丁酸梭菌可产生 、 丁酸和氧气这些有益物质 ， 因此可能对动物

机体抗氧化能力具有一定的效果 。 近些年来 ， 一些研究发现益生菌能通过产生抗氧化酶或是通过

改善肠道内环境和产生有益代谢产物调节氧化还原电位而清除 自 由基和抗脂质过氧化 ， 缓解氧化

应激 ， 如一些双歧杆菌 、 乳酸菌和富硒益生菌等【 ， 然而 ， 目前关于丁酸梭菌的研究主

要停 留在其促生长和防治肠道疾病的效果上 ， 很少有关于丁酸梭菌对动物抗氧化能力的研究报道 。

研究表明糖皮质激素皮质酮 （ 可以显著增加机体内的过氧化物 ， 降低抗氧化酶活性 ，

较易于控制应激效果 ， 是建立氧化应激模型的一种较为理想的应激原 （ 图 】 ） 本试验

通过给小 鼠注射皮质酮诱导氧化应激模型 ， 同时灌服不同剂量的丁酸梭菌 ， 比较各组小鼠的肝脏

和结肠點膜抗氧化能力的差异 ， 并测定小 鼠血脂含量 ， 探讨丁酸梭菌对小 鼠抗氧化能力和血脂含

量的影响 。
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、
北

图 下丘脑 垂体 背上腺皮质轴 （ 轴 ）

—

材料与方法

试验材料

丁酸梭菌制剂的制备 ： 丁酸梭菌 三角瓶厌氧发酵获得丁酸梭菌发酵液 ， 经

活菌计数后用生理盐水稀释到相应浓度 。

超氧化物歧化酶 （ 、 谷胱甘肽 转移酶 （ 、 谷耽甘肽过氧化物酶 （ 、 还

原型谷胱甘肽 （ 和丙二酸 测定试剂盒购 自南京建成生物工程研究所 。

小 鼠血清皮质酮和血脂测定试剂盒购 自 北京柏定生物工程有限公司 》

皮质酮购 自 公司 ， 按所需浓度溶解于橄榄油中 。

试验动物与管理

体重 左右的 级 昆明种雄鼠 、 髙压灭菌的全价小鼠颗粒词料和塾料 由军事医学科学

院提供 。 小鼠词养于中 国农业科学院北京畜牧兽医研究所清洁级 鼠房内 ， 人工昼夜 （ 黑夜 ，

白昼 ， 室温 ° 。 小鼠 自 由饮水和釆食 。

试验分组和处理

小鼠适应性词养 天后 ， 将 只体重 左右的 级 昆明种雄鼠随机分成 个处理组

表 每个处理组 个重复 。 对照组皮下注射 橄榄油 （不含皮质酮 ） 和灌 胃生理盐

水 氧化应激组小鼠按每天 皮质酮 体重皮下注射 橄榄油和灌胃生理盐

水 丁酸梭菌低剂量 、 中剂量和高剂量组小 鼠分别在氧化应激的基础上每天灌 胃

、 和 的丁酸梭菌 。 试验期 天 ， 每天上午 点给小鼠注射皮质酮和

灌 胃丁酸梭菌 。
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表 试验设计和处理

组别 氧化应激处理 丁酸梭菌处理

对照组 皮下注射掀榄油 灌胃生理盐水

氧化应激组 皮下注射皮质酮 灌胃生理盆水

菌低剂量菌组 皮下注射皮质酮 灌 胃 丁酸梭菌

中剂量菌组 皮下注射皮质酮 灌 胃 丁酸梭菌

高剂量菌组 皮下注射皮质雨 灌 胄 丁酸梭菌

血清皮质酮和血脂含量

试验结束后 ， 从小 鼠眼眶釆集血液 ， 分离血清 ， 将分离得到的血清冻存于 以备测定

小鼠血清皮质酮和血脂含量 。

抗氧化能力

釆血后 ， 釆用颈椎脱曰法处死小鼠 ， 釆集小鼠肝脏和结肠救膜迅速冻存于 ， 以备测定

小鼠组织抗氧化能力 。

统计分析

采用 统计软件中的一般线性模型 （ 中单因素方差分析 ， 对所有试验数据进

行方差分析 。 每个重复为一个试验单元 。 方差分析差异显著者 ， 以最小显著差异 （ 法比

较平均数间的差异 。 以 作为各项数据的差异显著性检验水平 。

结果

小鼠抗氧化能力

由表 可看出 ， 丁酸梭菌对小 鼠肝脏 活力 、 含量和 含量有显著影响

。 丁酸梭菌高剂量组的肝脏 活力显著高于氧化应激组 （ 与对照组差异

不显著 （尸 ， 对照组肝脏的 活力显著高于氧化应激组 、 丁酸梭菌低剂量组和丁酸梭

菌中剂量组 （ 丁酸梭菌髙剂量组 含量显著高于氧化应激组和丁酸梭菌低剂量组

， 与对照组差异不显著 （ 氧化应激组的 含量显著髙于对照组 、 丁酸

梭菌中剂量组和丁酸梭菌髙剂量组 （ ， 与丁酸梭菌低剂量组差异不显著 （ 。 试

验处理对小鼠肝脏 和 活力没有显著影晌 （ 。
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丁酸梭菌对小 鼠结肠黏膜 活力 、 活力 、 含量和 含量有显著影响

〉 。 丁酸梭菌中剂量组和高剂量组的结肠點膜 活力显著高于氧化应激组和对照组

； 丁酸梭菌高剂量组的 活力显著高于氧化应激组和丁酸梭菌低剂量组 ，

与对照组差异不显著 （ 丁酸梭菌高剂量组的 含量显著高于氧化应激组和丁酸梭

菌低剂量组 （ ， 与对照组和丁酸梭菌中剂量组差异不显著 ； 丁酸梭菌中剂量

组和高剂量组的 含量显著低于氧化应激组 （ 与对照组和丁酸梭菌低剂量组差异

不显著 （ 。 试验处理对结肠黏膜 活力没有显著影响 （ 。

表 丁酸梭菌对氣化应激小鼠组织抗氣化能力 的影响

项 目 对照组 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 氧化应激组 集合标准误 值

肝脏

结肠

°

油

丨

： 超筑化物歧化 谷肤甘肚 转移 ： 谷耽甘肽过氧化物 还原型谷胱甘肽 ， ： 丙二酵

单位 ： ， 和 ： 仲 ：

同 行中数值具有不同小写字母上标者差异显著

血清皮质酮和血脂含量

由表 可知 ， 丁酸梭菌对小 鼠血清皮质酮 、 胆固醇 、 甘油三酯和高密度脂蛋白胆固醇含

量有显著影响 （尸 对低密度脂蛋 白胆固醇含量无显著影响 （ 。 丁酸梭菌高剂量

组小 鼠血清皮质酮含量显著低于氧化应激组 （ ， 与对照组差异不显著 （ 。 丁酸

梭菌高剂量组小 鼠血清胆固醇含量显著低于对照组和氧化应激组 （ ， 与丁酸梭菌低剂

丨
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量组和中剂量组差异不显著 （ 丁酸梭菌中剂量组和氧化应激组小 鼠血清甘油三酯含

量显著高于对照组 （ 丁酸梭菌高剂量组和氧化应激组小鼠 的血清高密度脂蛋 白胆固

醇含量显著低于对照组 （ 丁酸梭菌高剂量组小 鼠的血清高密度脂蛋 白胆固醇含量显

著低于对照组 、 丁酸梭菌低剂量组和丁酸梭菌中剂量组 （

表 丁酸梭菌对氧化应激小鼠血清皮质酮和血脂含量的影响

项 目 对照组 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 氧化应激組 集合标准误 尸 值

皮质 。

油 ”

： 总胆固醇 ， 甘油三醋 ， 高密度脂蛋白胆固醇 ， 低密度脂蛋 胆画辞

单位 ： 皮质酮 ： 、 、 和

同一行中 数值具有不同小写字母上标者差异显著 （

讨论

氧化应激是由于机体受到 内源性或外源性刺激 ， 机体氧化系统和抗氧化系统失去平衡的一种

状态 。 如果这种应激状态得不到及时修复 ， 就会发展为氧化损伤 ， 从而对组织的细胞膜 、 、

蛋 白质和脂类等造成严重破坏 。 近些年来 ， 较多的研究者通过给动物词喂或注射糖皮质激素 （如

皮质酮和地塞米松 ） 诱导机体产生氧化应激反应 ， 来建立氧化应激模型 ， ’ 。 本研究通过皮

质酮诱导小 鼠产生了氧化应激 ， 同时灌 胃丁酸梭菌研究其对小 鼠抗氧化能力和血脂代谢的影响 ，

发现丁酸梭菌可以提高小 鼠肝脏和结肠點膜的抗氧化能力 ， 并且可以降低小 鼠血清皮质酮 、 胆固

醇和高密度脂蛋白胆固醇的含量 。

最近一些研究发现乳酸菌和双歧杆菌等益生菌具有抗氧化的功能 然而 ， 目前很少

有关于丁酸梭菌对小鼠抗氧化能力的研究报道 。 丁酸梭菌可产生 、 丁酸和氧气 ， 已有研究表

明这些有益物质可通过增加抗氧化酶的活力和降低活性氧代谢物而调节氧化应激 ’ ， 等

研究表明 丁酸梭菌 可显著诱导大鼠核因子 及其调节的抗氧化酶的表达

并能抑制肝脏的氧化应激 等 （ 〗 ） 的研究发现丁酸钠可缓解皮质酮诱导 肉鸡产生

的氧化应激 ， 丁酸钠显著增加 了胸肌中过氧化氧酶 （ 的活性并降低了 的含量

等 （ 发现丁酸处理可显著增加健康人结肠點膜 的含量并降低尿酸的含量 ， 可改善人结

肠點膜的抗氧化能力 丨 等 的研究首次发现了氧气可作为抗氧化剂选择性的清除

机体和细胞中的轻 自 由基 因此 ， 丁酸梭菌的抗氧化作用可能部分是由于其产生的抗氧化酶或

代谢物丁酸和氡气产生的抗氧化作用 。 而且 ， 一些研究表明益生菌的抗氧化作用可能是由于益生
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菌可刺激免疫系统从而降低炎症反应 ， 或通过抑制肠道病原菌降低炎症反应 以及与炎症反应相关

的氧化应激 但是 ， 丁酸梭菌降低氧化应激反应的确切机制还需要进一步研究 。

一些研究发现 ， 乳杆菌 、 双歧杆菌和肠球菌等益生菌具有降低机体胆固醇和血脂含量的作用 。

心脑血管疾病的主要原因之一就是高血脂症 ， 降低血清胆固醇和血脂浓度能够显著降低心脑血管

病的死亡率 和 用嗜酸乳杆菌发酵酸奶喂养婴儿后发现婴儿粪便中乳杆

菌数量明显增加 ， 与此同时婴儿血清胆固醇水平明显降低 ， 表明该菌对婴儿血清胆固醇水平具有

调节作用 。 等 （ 研究了丁酸梭菌 对高脂饮食诱导的大 鼠非酒精性脂肪

肝病的影响 ， 发现丁酸梭菌组大 鼠肝脏调节胆固醇代谢和排泄转运蛋 白 的 表达量增加和总

胆酸的排出量增加 ， 以及肝脏脂滴的积累降低 。 等 （ 研究发现丁酸梭菌可以通过细

胞壁组分和代谢产物丁酸降低细胞脂肪的合成能力 ” 。 本研究和上述研究共同表明 了丁酸梭菌

及其代谢物丁酸具有降低胆固醇和脂质的作用 》

小结

本研究通过皮下注射肾上腺皮质激素皮质酮诱导了小 鼠氧化应激模型 ， 发现灌胃丁酸梭菌可

提高小鼠肝脏和结肠點膜的抗氧化能力 ， 减轻皮质酮诱导的氧化应激 ； 还发现丁酸梭菌具有降低

小 鼠血清皮质酮 、 胆固醇和高密度脂蛋 白胆固醇含量的作用 。
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试验三 丁酸梭菌对肉鸡生长性能 、 肠道健康 、 免疫功能 、

抗氧化能 力和肉品质的影响

摘要 ： 本试验研究了丁酸梭菌对肉鸡生长性能 、 肠道健康 、 免疫功能 、 抗氧化能力和肉品质的

影响 。 试验选取 〗 日龄体重相近的 肉公雏 只 ， 随机分到 个处理组 ， 每个处理组 个

重复 。 试验期 天 。 各处理组分别为 ： 对照组词喂基础 日粮 ， 丁酸梭菌组分别在基础 日粮的基

础上添加丁酸梭菌 、 和 〗 ， 抗生素组在基础 日粮的基

础上添加金霉素 。 结果发现 ， 日粮中添加丁酸梭菌显著提高了 肉鸡 天和

天的平均 曰增重 改善了 天和 天肉鸡十二指肠的形态结构并提高了 天盲肠食糜中乙酸 、

丁酸和总 的含量 ； 提高了 天和 天肉鸡血清中 丨 的含量 ； 提高了 天和 天肉

鸡十二指肠 、 空肠和回肠點膜 、 血清和肝脏的抗氧化能力 ； 提高了 天 肉鸡的胸肌率并降低了

腹脂率 ； 提高了 天 肉鸡胸肌多不饱和脂肪酸 （ 、 、 、

、 和总 的含量以及 饱和脂肪酸 ）

比率 ， 提高了 天肉鸡腿肌 】 、 、 和 的含量 ， 但对胸

肌和腿肌 中大部分 和单不饱和脂肪酸 （ 无显著影响 ； 降低了 】 天肉鸡血清中胆

尚醇和高密度脂蛋 白胆 同醇的含量以及 天血清中胆固醇的含量 。结果表明丁酸梭菌通过增强

肉鸡抗氧化能力 、 肠道健康和免疫功能提高了 肉鸡的 肉品质 。

前言

鸡肉在我国肉类的消费结构 中 山有重耍地位 ， 是仅次于猪肉 的第二大 肉类消费品 。 然而 ，

随着动物遗传和营养等研究的发展 ， 快大型 白羽肉鸡的生产性能不断提高 ， 但肉 品质却呈下降

趋势 ， 为 肉鸡生产提出 了新课题 随着我 国畜牧业的迅速发展和人们消费意识的改变 ， 消 费

者更加注重畜禽产品 的安全性 、 健康价值和风味品质 。 鸡肉中的 不仅是人体不可缺少的

营养物质 ， 对人的心脑血管疾病具有预防作用 ， 还是鸡 肉中主要的风味前体物质 因此 ， 关

丁 肉鸡脂肪沉积和 调控的研究具有重要的现实和理论意义 。

词料中的不饱和脂肪酸 （ 在 肉鸡体内不经氢化可直接沉积在体脂肪中 ， 其体内脂肪

酸的组成可直接反应 日粮中脂肪酸的情况 。 研究发现 ， 鸡组织中饱和脂肪酸 （ 和单不饱

和脂肪酸 （ 主要受 日粮脂肪类型 、 氧化速度 以及肝脏合成脂肪酸的速度影响 ， 而肝脏

不能合成多不饱和脂肪酸 （ ， 所以 的组成和含量主要受氧化速度和 日粮中脂肪酸

类型决定 ， 所以 ， 可以通过增加 日粮中 的含量或是改善机体组织的抗氧化能力调节肌肉

中 的组成和含量 。

在动物词养管理及肉类加工保藏过程中 ， 氧化损伤是影响肉 品质的重耍原因 ， 特别是肌肉

中的 更易受到 自 由基的攻 ， 而 又在畜禽 肉 品质和风味中起着重要的作用 所以 ，

提高动物的抗氧化能力对改善其肉品质其有重要的作用 ， 。 然而 ， 目前很少有关于丁酸梭菌

对肉鸡抗氧化能力和肉品质效果的研究报道 。 之前的小鼠试验已发现丁酸梭菌具有提高小 鼠抗

氧化能力和调节脂类代谢的作用 。 因此 ， 本试验将探讨采用丁酸梭菌提高肉鸡抗氧化能力和改
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善肉品质的效果 。

材料与方法

丁酸梭菌制剂的制备

将丁酸梭菌 接种于丁酸梭菌种于培养基 ， 置于厌氧罐中 （混合气体 ：

、 和 ° 恒温箱中培养 ， 然后按 的接种量接种到发酵

罐中 ， ：厌氧培养 ， 得到丁酸梭菌发酵液 。

其中 ， 丁酸梭菌种子培养基为 ： 蛋白胨 〗 、 牛肉膏 、 酵母粉 、 葡萄糖 、

、 、 、 、

值 ： ± ， 灭菌条件 ： ° 灭菌 。

丁酸梭菌发酵培养基为 ： 大豆蛋白膝 、 胰蛋 白胨 、 酵母粉 、 葡萄糖 、

玉米澄 、 、 、 、

、 消泡剂 ， 值 ： ± ， 灭菌条件 ： 。 灭菌 。

将丁酸梭菌发酵液与麸皮按重量比为 的比例混合均勻 ， 然后在 条件下烘

干粉碎到 目 以上 ， 得到丁酸梭菌干粉 。

肉鸡与试验设计

试验选取 只爱拔益加 （ 肉公雏 （北京华都肉鸡公司 ） ， 随机分到 个处理

组 ， 每个处理分 个重复笼词养 。各处理组分别为 ： 基础 日粮 对照组 ， 表 ， 基础 日粮

丁酸梭菌 低剂量菌组 ， 基础 日粮 丁酸梭菌 中剂量菌组 ） ， 基础 日粮

丁酸梭菌 高剂量菌组 ） 和 丨 金霉素 抗生素组 ） 。

试验 日粮

试验基础 日粮营养水平参照 标准配制 ， 曰粮组成及营养水平见表

表 丨 肉鸡基础日粮组成

项 目 天 天

原料 ， ％

玉米

豆柏

豆油

憐酸氢弼

石粉
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食盐

蛋氨酸

氯化胆碱

赖氨酸

微量预混料

肉鸡多维

营养指标 ％

代谢能

粗蛋 白

赖氨酸 丨

进氨酸

非植酸憐

每千克飼粮 中添加 ： ，

每 下克询粮中添加 ： ， 丨

，

词养管理

肉鸡釆用笼养 ， 由釆食和饮水 。 按 《 肉鸡词养管理手册》 进行词养管理 。 试验期

天 。

生长性能统计

在试验的第 天和 天 ， 称鸡空腹 （前一天晚停料不停水 ） 重和耗料量 ， 计算平均 日增

重 （ 、 平均日采食量 （ 和词料转化率 （ 。 整个试验期间每天记录鸡只死亡和

健康状况 。

样品米集和制备

分别于试验的第 天和 天 ， 从每个重复笼选取 只接近平均体重鸡称重 。 心脏穿刺采

血 ， 分离血清 ， ° 保存 ， 用于测定血脂含量 、 免疫功能和抗氧化能力 ， 采叫颈椎脱 法处

死 肉鸡 。 取部分肝脏 ， 采集十二指肠 、 空肠和回肠點膜用于抗氧化能力的测定 ； 采集一小段十

二指肠 （ 型弯曲处 ） 用于十二指肠形态结构的分析 ； 釆集盲肠食糜用于盲肠 的测定 ；

采集胸肌和腿肌测定肉品质相关指标 。 日龄时 ， 每个处理随机选择 只鸡放血处死后 ， 把鸡
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浸资于 的温水中 然后使用脱毛机来回滚动脱毛 。 接着按下述方法进行胴体性能的测

定 。

测定指标和方法

胴体性能的测定

胴体指标测定 ， 在宰后 内完成 （参照家禽生产性能名词术语和度量统计方法进行测

定 ， 。

宰前体重 ： 肉鸡宰前禁食 ， 以 为单位记录 。

屠体重 ： 放血 ， 去羽毛 、 脚角质层 、 耻壳和緣壳后的重量 。

腹脂 ： 肌胃周围的脂肪和腹部脂肪 。

全净膛重 ： 屠体去头 、 脚和器官 （ 除了肺和 肾脏 ） 的重量 。 去头时在第一颈椎骨与头部交

界处连皮切 开 ； 去脚时沿跗关节处切开 。

胸肌 ： 沿着胸骨脊切开皮肤并向背部剥离 ， 最后把整个胸肌从胸骨上剥离进行称重 。

腿肌 ： 去除腿部皮肤和皮下脂肪 ， 将腿肌从腿骨上剥离进行称重 。

胴体性能计算 ：

屠宰率 （％ 屠体重 宰前体重

全净腾率 （％ 全净膛重 宰前体重

腹脂率 （％ 腹脂重 宰前体重

胸肌率 （％ 左侧胸肌重 全净腾重 ）

腿肌率 （％ 左侧大小腿净肌肉重 全净膛重 ）

肉品质指标测定

肌肉 宰后 和 放 ° 冰箱 ） 用 计 （

直接插入胸肌和腿肌中测定 ， 测定三次 ， 取平均值 。 使用前用 和 的

标准缓冲液对 计进行校正 。

肌肉 肉色 ： 屠宰后 用上海 申光 数显测色色差计测定胸肌和腿肌的 值 、

值和 值 ， 测定 次 ， 取平均值 。

肌肉剪切力 屠宰后 的胸肌样品 ， 用塑料袋包装后放置于 ° 恒温水浴锅进行加热 ，

当肉 品中心温度达到 ° 时取出 ， 冷却至室温 。 然后沿肌纤维方向修成长 、 宽 、 高分别为

、 、 的长条 ， 用数显肉品嫩度仪 （型号 ， 东北农业大学 ） 垂直于肌纤

维方向切割三个点 ， 求各点平均值 。

肌肉失水率 ： 失水率采用 滤纸挤压法测定 。 屠宰后 用取样器取胸肌肉样

左右 ， 称重记录压前重 。 将取好 的肉样用滤纸包好 ， 压力 持续挤压 称量并记

录压后重 ， 计算失水率 。 失水率 压前重 压后重 压前重 。

肌内脂肪 ： 采用 近红外分光光度计测定胸肌和腿肌中脂肪的含量 。 测定时
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首先需将样品绞碎进行均一化处理 ， 形成衆糊样混合物 ， 然后取大约 样品平铺于样品盘

中 ， 放入设备中进行测定 。 每个样品读数 次 ， 取平均值 。

脂肪酸测定 ： 采用气相色谱测定胸肌和腿肌中脂肪酸的组成和含量 。 参照 等⑴ 氯

仿 甲醇程序提取肌肉中总脂类物质 。 然后将总脂类物质提取物转化为脂肪酸甲酷 ， 接着用

气相色谱仪进行分离 。 该气相色谱仪装有火焰电离检测器和 毛细管柱 （内部直径

长度 ， 膜厚度 叫 ； 进样器和检测器的

温度分别为 ° 和 。 载气使用高纯氦气 ， 流动速度为 】 。 升温程序 ： 初始温度

° 保持 ° 升温到 保持 ° 升温到 】 ， 保持

升温到 然后保持 。 通过比较样品与标准品的保留时间和峰面积确认脂肪

酸的组成和计算脂肪酸的含量 ， 脂肪酸的含量以 肌肉表示 。

血脂含量 ： 釆用北京柏定生物工程有限公司血脂测定试剂盒和东芝 丨 全 自动生

化分析仪测定肉鸡血清中血脂含量 。

肠道健康

十二指肠形态结构 ： 取十二指肠组织 左石置丁 中性福尔马林尚定液 （

甲酵原液 ， 硫酸二氢钠 ， 硫酸氮二钠 ， 加蒸馆水至 丨 中固定 ， 测定

肠點膜形态结构 。 肠道样品采用酒精脱水 、 二甲苯透明 、 石蜡包拥 、 切成 厚的切片 ， 进

行苏木精 伊红 （ 染色 。 每张切片在显微镜下随机选取 个视野 ， 测定肠绒毛高度和隐窝

深度 ， 并计算每张切片线毛高度和隐窝深度比值 （ 。

盲肠食糜 ： 盲肠食糜 采用气相色谱法进行测定 。 首先将样品从冰箱取出解冻

后称取 左右的样品转入离心管 内 ， 加入蒸馆水按 稀释 ，然后混合均匀 ， 以 ，

低温离心 丨 取上清液分装于离心管中 ， 作为 测定的样品 。 参照 等 丨”

立的 测定方法进行测定 。

免疫功能

采用鸡特异性 、 、 、 和 试剂盒 （北京方程生物科技

有限公司 ） 测定肉鸡血清免疫功能 。

抗氧化能力

采用南京建成生物工程研究所的超氧化物歧化酶 （ 、 谷胱甘肽 转移雜 （ 、 谷

胱甘肽过氧化物酶 （ 、 还原型谷胱甘肽 （ 和丙二酸 （ 测定试剂盒测定 肉鸡

血清 、 肝脏和肠點膜抗氧化指标 。

数据分析

采用 统计软件中 的一般线性模型 （ 中单因素方差分析 ， 对所有试验数据进
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行方差分析 。 方差分析差异显著者 ， 以最小显著差异 （ 法比较平均数间的差异 。 以

作 为各项数据 的差异显著性检验水平 。

结果

生长性能

由表 可看 出 ， 添加丁酸梭菌对 肉鸡 天和 天的 有显著影响 （ ，

但对 天和 天的 和 无显著影响 （ 添加丁酸梭菌各组 天肉

鸡的 显著高于对照组 （尸 与抗生素组差异不显著 （ 添加丁酸梭菌中剂

量组 天肉鸡的 显著高于对照组和丁酸梭菌低剂量组 （ ， 与抗生素组和丁酸

梭菌高剂量组差异不显著 （ 。

表 丁酸梭菌对肉鸡生长性能的影响

项 目 对照组 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 集合标准误 值

天

天

： 平均日采食量 ， ： 平均 日增 ； ： 词料转化率 （询料 克 天

同一行中数值具有不同小写字母上标者差异显著 （

肠道健康

十二指肠形态结构

由表 可看出 ， 添加丁酸梭菌对 天肉鸡十二指肠绒毛高度没有显著影响 （ ，

但对隐窝深度和绒毛高度 隐窝深度 有显著影响 （ 尸 。 添加丁酸梭菌各组肉鸡十二

指肠隐窝深度显著低于对照组 （ 添加丁酸梭菌低剂量组和 中剂量组隐窝深度显著低于

抗生素组 （ 添加丁酸梭菌中剂量组的 值显著高于其余各组 （ ， 添加丁酸

梭菌各组的 值显著高于对照组 （ 。

添加丁酸梭菌对 天肉鸡十二指肠绒毛高度 、隐窝深度和 值均有显著影响 。
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添加丁酸梭菌低剂量组肉鸡十二指肠绒毛高度显著高于丁酸梭菌高剂量组和抗生素组

添加丁酸梭菌 中剂量组隐窝深度显著低于对照组 、 丁酸梭菌低剂量组和抗生素组 （尸 添

加丁酸梭菌中剂量组的 值显著高于其余各组 （ 。

表 丁酸梭菌对肉鸡十二指肠形态结构的影响

项 对照姐 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 集合标准误 值

天

线毛高度 （

隐窝深度 （ 丨

天

纸毛高度 （

深度 （ ‘ ‘

丨

： 级毛高度 隐究深度

行中数 不 小写字母上标者差异显著 （ 〉

盲肠食魔短链脂肪酸

由表 可箱出 ， 添加丁酸梭菌对肉鸡 天盲肠食糜中的乙酸 、 丁酸和总 含量有显

：其影响 （ 但对两酸含量没有显著影响 （ 。 添加丁酸梭菌各组肉鸡盲肠食糜 中

乙酸含量显 高 丁对照组 （ 添加丁酸梭菌高剂量组肉鸡盲肠食糜中丁酸含量显著髙于

对照組 、 酸梭菌低剂量组和抗生素组 （ 与丁酸梭菌中剂量组差异不显著 （

添加丁酸梭菌 中剂 組和高剂量组肉鸡盲肠食糜中总酸含量显著高于对照组 （ 。

添加丁酸梭菌对肉鸡 天盲肠食糜中 的乙酸 、 丙酸 、 丁酸和总 含量无显著影响

。

表 丁酸梭菌对肉鸡盲肠食鹿 中短链腊肪酸的影喃

项 对照 低剂量菌組 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 集合标准误 尸值

天

乙酸 丨

闪酸

丁酸

总
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天

乙酸

丙酸

丁酸

总

单位 ：

同一行中数值具 不同小写字母上标者差异显著 （

免疫功能

由表 可看出 ， 添加丁酸梭菌对 天肉鸡血清中 、 、 和 含量无显著

影响 （ ， 但对 丨 和 丨 含量有显著影响 （ 。 添加丁酸梭菌各组 肉鸡的血清

中 含量显著高于对照组 （ ， 与抗生素组差异不显著 （ 添加丁酸梭高剂量

组 天肉鸡血清中 含量显著低于对照组 、 丁酸梭菌低剂量组和抗生素组 （ ， 与

丁酸梭菌中剂量组差异不显著 （ 。

添加丁酸梭菌对 天肉鸡血清中 、 、 和 含量无显著影响 （ ？ ，

但对 和 含量有显著影响 （ 。 添加丁酸梭菌各组肉鸡血清中 含量显著高于

对照组 （ ， 与抗生素组差异不显著 （ 抗生素组 天肉鸡血清中 含量显

著低于丁酸梭菌低剂量组和 中剂量组 （ 户 ， 与对照组和丁酸梭菌高剂量组差异不显著

。

表 丁酸梭菌对肉鸡免疫功能的影响

项 目 对照组 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 集合标准误 值

天

天
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丨 丨 丨

同一行中数值具有不同小写字母上标者差异显著 （

抗氧化能力

丁酸梭菌对 天肉鸡抗氧化能力 的影响

丁酸梭菌对 天肉鸡肠道點膜抗氧化能力 的影响

由表 可看出 ， 添加丁酸梭菌对 天肉鸡十二指肠點膜 和 活力没有显著影响

但对 活力 、 和 含量有显著影响 （ 〉 。 添加丁酸梭菌各组肉鸡

十二指肠點膜的 活力和 含量显著高于对照组 （ 添加丁酸梭菌高剂量组肉鸡

的十二指肠點膜 含量显著低于对照组和丁酸梭菌低剂量组 （ ， 与丁酸梭菌 中剂量

组和抗生素组差异不显著 （ 。

添加丁酸梭菌对 丨 天肉鸡空肠點膜 和 活力以及 含量没有显著影响

但对 活力和 含量有显著影响 （ 。 抗生素组 肉鸡空肠點膜 活

力显著高于对照组 、 丁酸梭菌低剂量组和高剂量組 （ 与丁酸梭菌中剂量组差异不显著

添加丁酸梭菌低剂量和 中剂量组肉鸡空肠點膜的 显著高丁抗生素组 。

添加丁酸梭菌对 丨 天 肉鸡回肠點膜 活力没有显著影响 （ ， 但对 活力 、

活力 、 和 含量有显著影响 （ 添加丁酸梭齒高剂量组 天 肉鸡冋肠點

膜 活力显著高于其余各组 （户 添加丁酸梭歯高剂量组肉鸡冋肠點膜的 活力显

著高于对照组和丁酸梭菌低剂量组 （ ， 与丁酸梭菌中剂量组和抗生素组差异不显著

添加丁酸梭菌中剂量组的回肠點膜 含量显著高于其余各组 （ 添加丁

酸梭菌 中剂量组 、 高剂量组和抗生素组 的 含量显著低 丁对照组和 丁酸梭菌低剂量组

表 丁酸梭菌对 日龄肉鸡肠站膜抗氛化能力 的影响

项 目 对照组 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 免合标准误 值

十二指肠黏膜
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空肠黏膜

丨

此

回肠黏膜

°

单位： 、 和 ：

同一行中数值具有不同小写字母上标者差异显著 （

丁酸梭菌对 天肉鸡血清抗氧化能力的影响

由表 可看出 ， 添加丁酸梭菌对 天肉鸡血清 活力 、 活力和 含量没有

显著影响 （ 但对 活力和 含量有显著影响 （ 。 丁酸梭菌低剂量组 、

高剂量组和抗生素组血清 活力显著高于对照组 （ 丁酸梭菌高剂量组血清

含量显著低于抗生素组 （ 。

表 丁酸梭菌对 日龄肉鸡血清抗氧化能 力的影响

项 目 对照组 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 集合标准误 值

】 〗

此 力

单位 ： 和 ： ：

同一行中数值具有不同小写字母上标者差异显著 （
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丁酸梭菌对 天肉鸡肝脏抗氧化能力的影响

由表 可知 ， 添加丁酸梭菌对 丨 天肉鸡肝脏 、 和 活力 以及 和

含量均没有显著影响 。

表 丁酸梭菌对 日龄肉鸡肝脏抗氧化能力的影响

项 目 对照组 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 集合标准误 值

单位 ： 、 和 ：

同一行中数值具有不同小写字母上标者发异证著 （ 〉

丁酸梭菌对 天肉鸡抗氧化能力 的影响

丁酸梭菌对 天肉鸡肠道點膜抗氧化能力 的影响

由表 可看 出 添加丁酸梭菌对 天 肉鸡十二指肠點膜 含量有显著影响 。

添加丁酸梭菌 中剂量组和高剂量组以及抗生素组 含量显著高于对照组 （ 。 但添加

丁酸梭菌对 天肉鸡十二指肠點膜 、 和 活力 以及 含量没有显著影响

。

添加丁酸梭菌对 天肉鸡空肠黏膜 活力 、 和 含量有显著影响 （广 ，

但对 和 活力没有显著影响 （ 。 添加丁酸梭菌高剂量组的 活力显著高于

其余各组 （ 添加丁酸梭菌各组 含量显著高于对照组 （ 添加丁酸梭菌高

剂量 含量显著高于抗生素组 （ 添加丁酸梭菌各组 含量显著低于对照组

与抗生素组差异不显著 （ 。

添加丁酸梭菌对 天肉鸡回肠點膜 、 和 活力 以及 和 含量均没

有显著影响 （广 。

表 丁酸梭菌对肉鸡 天肠教膜抗氧化能力 的影响

项 目 对照组 低剂量菌组 中剂量菌組 高剂量菌纽 抗生素组 集合标准误 值

十二指肠點膜
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空肠點膜

±

此 炉

回肠點膜

丨

单位 ： 、 和 ： ：

同一行中数值其有不同小写字母上标者差异显著 （

丁酸梭菌对 天肉鸡血清抗氧化能力的影响

由表 可看出 ， 添加丁酸梭菌对 天肉鸡血清 、 和 活力没有显著影响

但对 含量和 含量有显著影响 （尸 。 添加丁酸梭菌 中剂量组

含量显著高于对照组和抗生素组 （ 对照组 、 丁酸梭菌低剂量和中剂量组的 含量

显著低于抗生素组 （

表 丨 丁酸梭菌对 日龄肉鸡血清抗氧化能 力 的影响

项 目 对照组 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 集合标准误 尸值

此

单位 ： 和 ： ： ：

同一行中数值典存不同小写字母上标者差异显著 （
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丁酸梭菌对 天肉鸡肝脏抗氧化能力的影响

由表 可看 出 ， 添加丁酸梭菌对 天肉鸡肝脏 活力和 含量有显著影响

但对 和 活力以及 含量没有显著影响 （ 。 添加丁酸梭菌中剂

量组 活力显著高于对照组 、 丁酸梭菌低剂量组和抗生素组 （ ， 与丁酸梭菌高剂量

组差异不显著 ； 添加丁酸梭菌中剂量组的 含量显著低于对照组和抗生素组

尸 。

表 丨 丨 丁酸梭菌对 日龄肉鸡肝脏抗氣化能力的影响

项 目 对照 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 集合标准误 户 值

。 油

丨

屯位 ： 、 和 ： ：

同 行中数依 不同小写字母上标 ■差异显著 （

肉品质

洞体性状

结果列于表 〗 。 由表 可以看出 ， 添加丁酸梭菌对 天肉鸡屠宰率 、 全净腾率和腿

肌率没有显著影响 （ ， 但对腹脂率和胸肌率有显著影响 （ 户 。 添加丁酸梭菌各组

肉鸡的腹脂率显著低于抗生素组 （ ， 添加丁酸梭菌低剂量组和高剂量组 肉鸡的腹脂率

显著低于对照组 （ 添加丁酸梭菌高剂量组肉鸡的胸肌率显著高于对照组 、 丁酸梭菌

低剂量组和抗生素组 （ 。

表 丁酸梭菌对肉鸡腰体性状的影响

项 单位％ 对照 低剂 菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 集合标准误 尸值

培宰率

腹脂率 丨
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全净膛率 丨

胸肌率 妒

腿肌率

同一行中数值具有不同小写字母上标者差异显著 （

肌肉品质

由表 可知 ， 添加丁酸梭菌对 天 肉鸡胸肌黄度 和 有显著影响 ，

但对胸肌亮度 （ 、 红度 （ 、 、 失水率 、 剪切力和肌内脂肪含量无显著影响 （ 。

丁酸梭菌低剂量组和中剂量组肉鸡胸肌 值显著低于抗生素组 （ 与对照组和丁酸梭

菌高剂量组差异不显著 （ 丁酸梭菌低剂量和抗生素组的胸肌 著高于对照组

添加丁酸梭菌对 天肉鸡腿肌 有显著影响 （ ， 但对 、 、 、 和

肌内脂肪含量无显著影响 （ 。 丁酸梭菌低剂量 、 中剂量组和抗生素组的腿肌

著高于对照组 （ 。

表 】 丁酸梭菌对肉鸡肌肉品质的影响

项 对照组 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 集合标准误 值

胸肌

亮度 （

黄度

失水率

剪切力

肌内脂肪 （％

腿肌

亮度
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餓 （

黄度 】

力

肌内脂肪 （％

屠宰后 屠宰后 放

同一行中数值具有不 同小写字母上标者差异显著 （

脂肪酸含量

丁酸梭菌对 天 肉鸡胸肌脂肪酸含量的影响

由表 可看出 ， 添加丁酸梭菌对 天肉鸡胸肌一些脂肪酸含量有显著影响 （ 。

丁酸梭菌对胸肌 和 有显著影响 （尸 但对于其它 和总 没有显著

影响 （ 。 添加丁酸梭菌各组和抗生素组肉鸡胸肌 含量显著低于对照组 （

丁酸梭菌 中剂量组 肉鸡胸肌 含量显著高于对照组 、 丁酸梭菌低剂量组和抗生素组

丁酸梭菌对 有显著影响 （ ， 但对于其它 和总

没有显著影响 （ 。 添加丁酸梭菌低剂量组和中剂量组 肉鸡胸肌 含量显著高于

对照组 （ 添加丁酸梭菌对 、 、 、 、

、 和总 的含量有显著影响 （ 。 丁酸梭菌 中剂量

组肉鸡胸肌 含量显著高于其余各组 （ ， 丁酸梭菌 中剂量和高剂量组肉鸡胸肌

含量显著高于对照组 （尸 丁酸梭菌中剂量组肉鸡胸肌 含量显著 高丁对照组和抗生

素组 （ 丁酸梭菌各组肉鸡胸肌 含量显著高于对照组 （ 与抗生素组差

异不显著 （ 丁酸梭菌中剂量组和高剂量组的总 含量显著高于对照组 （ 。

添加丁酸梭菌各组 肉鸡胸肌 比率 （ 显著高于对照组 （尸 ， 其中 丁酸梭

菌中剂量组的 比率显著高于其余各组 （ 。

表 丁酸梭菌对肉鸡胸肌脂肪酸含量的影响

胸 长链月旨

对照组 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌組 抗生素组 集合标准误 户值

肪酸 （
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必

丨

】

丨

丨 〗

」 】

。

】

频式 ： 反式 ）

同一行中数值具有不同小写字母上标者差异显著 （

丁酸梭菌对肉鸡 天腿肌脂肪酸含量的影响

由表 可看 出 ， 添加丁酸梭菌对 天肉鸡腿肌一些脂肪酸含量有显著影响 （

丁酸梭菌对肉鸡腿肌所有 和 均没有显著影响 （ 。 丁酸梭菌对肉鸡腿肌

、 和 的含量有显著影响 （ 。 对照组和
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添加丁酸梭菌各组 肉鸡腿肌 、 含量显著高于抗生素组 （户 。 对照组 、

丁酸梭菌低剂量和中剂量组 肉鸡腿肌 和 显著高于抗生素组 （ ， 与丁酸梭

菌高剂量组差异不显著 （ 。

表 丨 丁酸梭菌对肉鸡腿肌脂肪黢含量的影响

腿肌长链脂

对照组 低剂量菌组 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 集合标准误 值

肪酸

丨

丨

丨

丨 】

丨

油 」 油
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一

顺式 〉 ； 反式 ）

同一行中数值具有不同小写字母上标者差异显著 （

血脂含量

由表 丨 可看 出 ， 添加丁酸梭菌对 天和 天肉鸡血清胆固醇含量和 天血清高密度

脂蛋白胆固醇含量有显著影响 （ 但对 天血清甘油三酷 、 低密脂蛋 白胆固醇含量以

及 天血清甘油三酷 、低密脂蛋白胆 固醇和高密度脂蛋 白胆固醇含量没有显著影响 。

丁酸梭菌中剂量组 肉鸡 天血清胆固醇含量显著低于对照组和抗生素组 （ 丁酸梭菌

中剂量组 天肉鸡血清高密度脂蛋白含量显著低于对照组和丁酸梭菌低剂量组 （ 添

加丁酸梭菌各组 天肉鸡血清胆 醇含量显著低于对照组 （ 与抗生素组差异不显著

表 丨 丁酸梭菌对肉鸡血脂含量的影响

项 目 对照组 低剂量菌組 中剂量菌组 高剂量菌组 抗生素组 集合标准误 值

天

产

天

丨

￡ ￡ ￡

单位 ：

： 总胆固醇 ， 油三靡 ， ： 高密度脂蛋白胆固醇 ， 低密度脂蛋白胆固醇

同一行中数值其有不同小写字母上标者差异延著
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讨论

生长性能

近些年 ， 很多研究已表明益生菌可提高鸡的生长性能并改善营养物质的利用率 【 ， 。

等 （ 丨 】和 等 （ 发现添加丁酸梭菌可显著提高肉鸡平均 日增重 ， 添

加丁酸梭菌组肉鸡的平均 日 增重与抗生素组差异不显著 。 等 （ 【 研究结果显示 ， 日

粮中添加丁酸梭菌可以提高肉鸡的生产性能 ， 丁酸梭菌组肉鸡有更高的平均 日釆食量和平均 日

增重 。 本研究发现了类似的结果 ， 与对照组相比 ， 饲粮添加丁酸梭菌显著提高了 肉鸡的平均 日

增重 ， 而且丁酸梭菌供应组与抗生素组没有显著差异 。 本研究和上述研究共同表明 了伺粮中添

加丁酸梭菌可改善 肉鸡的生长性能并且可以作为抗生素的替代品 。 但是 ， 也有研究发现了相反

的结果 ， 等 （ 【 〗 】研究结果发现词粮中添加丁酸梭菌对肉鸡的生长性能没有效果 。

上述研究的不一致可能是 由于试验词粮 、 鸡品种 、 生长阶段或是使用 的益生菌株等的差异造成

的 。 丁酸梭菌提高生长性能的机制可能是由于其在肠道内 改善了肠道的微生态环境 ， 从而增加

了消化酶的活力以及 的含量 【 ’ 〗 》

肠道健康

益生菌在动物机体内发挥作用的一个重要机制就是调节肠道的微生态平衡 ， 从而影响肠道

的消化吸收 。 丁酸梭菌具有促生长和防治肠道疾病的作用 ， 常用来防治 由多种因素引起的人和

动物的腹 写 、 肠炎等疾病 本研究发现丁酸梭菌可改善肉鸡十二指肠的形态结构 ， 提高 肉鸡

天盲肠食糜乙酸 、 丁酸和总 含量 。 温美丽 （ 研究发现丁酸梭菌可治疗小 鼠急性

演病性结肠炎 ， 该作 可能由于丁酸梭菌增加了 的表达 ， 但却抑制 和 的表

达 。 研究表明 丁酸梭菌培养物的上清 （主要为丁酸 ） 可下调人结肠上皮细

胞 的表达水平气 等 （ 研究发现饲喂丁酸梭菌可增加大 鼠盲肠和

结肠 中乳酸菌的 比率 ， 并能增加盲肠中 的含量 等 （ 报道了丁酸梭菌

对艰难梭菌引起的小 鼠盲肠炎的预防效果非常有效

免疫功能

各种动物模型研究已证明了益生菌有益于机体的免疫功能及免疫反应相关的疾病防治 ， 益

生歯可增强先天免疫或通过 样受体调节信号转导途径调控病原体诱导 的炎症反应 众所

周知 ， 免疫球蛋白 因其在免疫功能中的重要作用通常被用来评价机体的免疫状态 。 一些研究发

现 紹 加丁酸梭菌可提高小 鼠 、 肉鸡和细胞的 和 含量 丁酸梭菌还可提高小

肠點膜 的含量 ， 抑制微生物的附着 ， 提高动物机体 自 身 的免疫功能 】 。 傅思武等 （

的研究发现 ， 酸梭菌 婴儿型双歧杆菌二联活菌制剂可以提高小鼠体液免疫能力 等

研究表明 日粮中添加丁酸梭菌可提高肉鸡血清中 和 的含量

等 （ 研究了丁酸梭菌对大肠杆菌 感染 肉鸡免疫功能的影响 ， 发现丁酸梭菌可 以提高
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血淸 、 、 丨 、 补体成分 和 以及肠點膜 的含 本研究发现词粮中添加

丁酸梭 可提高肉 鸡血清 中 的含呈 ， 本研究与上述研究共同表明 了丁酸梭菌有益 于机体的

免疫功能 。

抗氧化能力

近些年来 ， 越来越多 的研究发现益生歯具力 抗氧化的功能 ， 一些研究发现益生菌 身能产生

、 和 等抗氧化酶成非酶抗氧化剂 ， 通过改善肠道 内环境成产生代谢产物调节氧化还

原电位而清除 由基和抗脂质过氧化 ， 降低氧化应激 ， 如乳酸菌和双歧杆菌等 ’ ， 】 。 然而 ，

目 前关于益生菌抗氧化作叫的机理还不淸楚 ， 可能是由 丁微生物细胞内 的抗氧化成分 、 氧化还原

调控系统或其有益的代谢产物所起的作叫 。 前很少有关 丁丁酸梭歯对肉鸡抗氧化能力 的研究报

道 。 酸梭菌可 以产生 和 氧化酶 ， 还可发酵葡萄糖和纤维素等碳水化合物产生丁酸和

氢气 ， 已有研究表明这些有益物质可通过增加抗氧化酶的活力和 降低 代谢物而调节氧化应激

等 的研究发现丁酸钠可缓解皮质酮诱导肉鸡产生的氧化应激 ， 丁酸钠显

著增加胸肌中过氧化氢酶 （ 的活性并降低 的含最 。 等 发现丫酸处理

可显 ； 增加健康人结肠點膜 的含量并降低尿酸的含呈 ， 可改善人结肠點膜的抗氧化能力 。

等 的研究宵次发现 了氢气可作为抗氧化剂选择性的清除机体和细胞中 的径 由基

】 。 闪此 ， 丁酸梭歯的抗氧化作用可能部分是 由 丁其代谢物丁酸和氢气的抗氧化作 。 而且 ， 一

些研究表明 益生齒的抗氧化作用可能是 由 丁 益生菌可刺激免疫系统从而降低炎症反应 ， 或通过抑

制肠道病原齒降低炎症反应以及勾炎症反应相关的氧化应激 ， 。 但是 ， 酸梭齒降低氧化应激

反应 的确切机制还需耍进一步研究 。

肉品质

影响 肉鸡 肉品质 的閃素很 多 ， 主要包括品种 、 日龄 、 日粮 、 词养环境 、 语宰方式 、 胴体

存条件和烹妊方法等 ， 这些闲素对鸡 肉品质和风味都有不 同程度的影响 前家禽的饲养

土耍采 集约化的养殖方式 ， 使 的品种较为单一 ， 肉品 中营养素的含量取决 丁 日粮 中营养物

质的水平 。

产 肉性状受活体聖 、 股脂率 、 全净腔率 、 胸肌率和腿肌率的影响 。 一些研究发现益生歯对

胴体性能和 肉品质有一定的影响 。 等 发现植物乳杆菌 可改善猪 肉的 品质 ，

乳酸齒处理组的 、 剪切力 、 點性 、 且嚼性 、 點性和恢复力都有所提高 和

报道了词粮中添加益生歯 （芽孢杆菌 ， 乳酸菌 ， 链球菌 ， 梭菌 ， 酵母菌和假丝酵母 ）

改善了 肉鸡的胴体性能和 肉质 李菊等 的研究发现 ， 词料中添加 乳酸菌发酵液

显著提高了胸肌率 、 肉色 、 脂肪酸含量 （ 和 、 肌苗酸和风味氨基酸含量 、 本研

究发现添加 酸梭齒显著影响 了胸肌率 、 腹脂率 、 和 值 。 添加丁酸梭 组 肉鸡有更好

的肉质组成 ， 更高的胸肌产呈和更低的腹脂率 ， 这将存益于 肉鸡的产肉性能 ， 能产生更大的经

济效益 。 肉鸡体 内沉积过多的腹脂和皮下脂肪 ， 会诱发 肉鸡腹水症和粹死症等代谢疾病 ， 对柏

费者的饮食健康也会产生不利影响 ， 同时还会对养禽业造成巨大浪费 。 所 以研究者们在不断地



中 国农业人学博 学位论文 第二章 试验研究

研究如何增加 肉鸡肌 肉产足 ， 同时乂能减少腹脂和皮 卜脂肪沉积的方法 。 关 丁丁酸梭菌改善 肉

鸡胴体组成的确切机理还有待进一步研究 。 但是有研究者发现 ， 益生歯产生的脂肪酸可以把体

内 多余的脂肪转化为 能發而消耗禅 ， 且可抑制脂肪的合成 。 通过上述途径提高了鸡体 内脂肪的

转化和利用效率 ， 最终减少了脂肪的沉积 ， 增加 了能量的利用率 ， 从而增加肌肉 的沉积 。 张 日

俊等 在 日 粮中添加乳酸菌 、 芽孢杆菌和酵母菌组成的微生态制剂发现 ， 添加益生菌提

高了 肉鸡血清脂肪酶活性并降低了血清中甘油二酷和总胆 丨！ 醇含 以及腹脂率 】 。

本研究发现添加 成 的丁酸梭菌降低 了 肉 鸡血淸肌 ？和高密度脂蛋

内 服同醇的含每 。 之前的研究者也发现了类似的结果 ， 这些研究表明 酸梭齒可降低词喂胆固

醇小 鼠血液和肝脏的胆 醇水平 ， 并能增加胆酸的排 出 此外 ， 一些研究发现乳酸菌或芽

孢杆菌可降低 肉鸡血清 、 蛋黄 、 肝脏和居体中 的胆 醇含呈 ， ’ 关 丁益生菌降低胆

醇的机制 前仍不淸楚 ， 但娃一些研究发现这种效果可能是 由 丁益生歯可以结合服同醇到细胞

壁上 ， 阻止胆 醇的仓成以及通过酶的作 降解胆岡醇 ， 而且 ， 脂肪组织的生长依赖

血清脂类的含封 ， 闪 为它们娃脂类代谢的主耍底物 添加 酸梭歯降低腹胎的效果可能与

血清脂类的减少有关 ， 酸梭菌可能增强了体内脂类代谢 。

脂肪酸

备禽产品 中脂肪酸的含 和组成很人程度上依赖于 日粮中脂肪酸的组成 ， 对 丁 单宵动物家

禽这一点更易做到 。 很多研究发现鸡 肉组织中脂肪酸的组成和含货可通过 日 粮进行调控 ， 。

人类营养学家推荐我们应该食叫更多 的 ， 闪为 有多种生物 宁：功能 ， 食叫适当 比

例的 可预防心脑血管疾病 、 糖尿病 、 肝 功能损害 、 过敏性疾病 以及癌症等 ， 、 本

研究发现 日粮中添加丁酸梭 歯可增加 肉鸡胸肌和腿肌中一些 的含 以及 的 比

率 ， 特别是一些功 能性胎肪酸 、 和 等 。 的研究也发现了 相似的

结果 ， 该研究报道 了 曰 粮中添加 厂酸梭 齒可增加 肉 鸡胸肌中 和总 脂肪酸的含

而且 ， 也有研究发现添加其它种类的 益生菌 （ 乳酸杆齒和英膜红细 增加 了 肉鸡肝脏和肌 肉

中 和 的比率 丨 丨 ’ 本实验宝蔡军 （ 丨 的研究发现 ， 芽孢杆歯 在

添加量为 日粮时 ， 对肉鸡肌 肉 品质和肠道宏基闪组层次上的 丨群结构乂现明 显的优

化作 可改善肉色和肌 肉脂肪酸组成等肉 品质指标 ， 可增加肌 肉 中 多种 的含 ⑶ 。 孙

建广等 （ 研究表明 ， 日粮中添加发酵乳酸杆齒可显為提高猪 肉 中 、 、

和总 的含發 ， 改善猪 肉风味 上述这些结果将对消 费者产 极 人的吸引力 ， 为 肉 品

中更多 的 将对人体产生有益 的影响 ， 能够有助 丁 预防心脑血管 疾病 同时有助

于 肉 品风味物质的形成 。

在不 同组织的沉积有一定的差异 ， 酸梭菌对肉鸡胸肌中各种 的影响 比腿肌

更人 ， 胸肌中有更多 的 差异显 蔡军 （ 的研究也发现 了类似的现象 ， 芽孢杆 歯

对胸肌中各种胎肪酸的影响人 丁对腿肌中脂肪酸的影响 丨 組织沉积的若异可能是 由 丁 在这些

组织中脂肪酸的作 不 同 ， 成是它们 的憐脂组成不同 ， 易 在憐脂 中沉积 ， 胸肌的胎类主

要 由隣脂纽成 ， 而腿肌土耍 由甘油二脂组成 ， 这个事实可能解释 日 粮中添加益生 影响 了更 多

胸肌中的 ：链 的原 网 ， 〗 。
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目前对于丁酸梭菌调控肌肉 组成和含量的确切机制仍然不清楚 。 但是 ， 很多研究已

经证明了益生菌可通过维持肠道微生态平衡和肠道健康而影响 的消化和吸收 ， 本

研究也发现 日粮中添加丁酸梭菌可改善十二指肠的形态结构和增加盲肠中 的含量 ， 从而

有益于肠道的健康和对营养物质的消化吸收 ， 增加了从肠道消化吸收而沉积到肌肉中的

的含量 。

最近 ， 很多研究提出肌肉中增加的 含量可能是由于词粮中抗氧化剂的保护效果

更高水平的抗氧化海可以降低脂质过氧化的速率 ， 这就意味着降低了 过氧化的降解

我们的研究结果表明 日 粮中添加丁酸梭菌可增强肉鸡血清 、 肝脏和肠道的抗氧化能力 ， 提

高了一些抗氧化酵的活力和非酶抗氧剂的含量 ， 并能抑制脂质的氧化 （ 含量降低 ， 因此

保护了易于过氧化的 ， 从而使词料中的 能经过肠道的消化吸收 ， 血液的转运以及

肝脏的代谢 ， 更多的沉积到 肉鸡肌肉中 。 在过去 的十来年 ， 许多研究已经表明益生菌具有缓解

氧化应激的作用 ， 这当 中研究得最多的是乳酸菌和双歧杆菌 【 ’ ， 。 但到 目前为止 ， 很少有

关于丁酸梭菌抗氧化效果的研究 。我们的研究发现丁酸梭菌可以提高小鼠和 肉鸡的抗氧化能力 。

等 （ 的研究支持我们的结果 ， 该研究发现丁酸梭菌可诱导大鼠核因子 相关因子

及其调控的抗氧化酶的表达并能缓解肝脏的氧化应激 而且 ， 丁酸梭菌可产生丁

酸和氢气 ， 很多研究 已经发现丁酸可以改善结肠的健康并能提高肠道抗氧化能力 丨 近儿年

的研究揭示了氢气可以通过选择性清除机体中的轻 自 由基而起到抗氧化的作用 ， 是一种重要的

生理调节 因子 ， 具有抗氧化 、 抗炎 、 抗细胞调亡和抑制肿瘤的作用 ， 】 。 等 （ 丨 的研

究也证明 了 日粮中添加丁酸钠可缓解皮质酮诱导的氧化应激并能增加肉鸡胸肌中 的含量

所 以 ， 丁酸梭菌的抗氧化效果可能部分是由于其产生的抗氧化酶或代谢产物丁酸和氢气在

降低氧化应激方面的作用 。 而且 ， 一些研究发现益生菌的抗氧化作用还可能是由于刺激免疫系

统降低了炎症反应或增加肠道有益菌的数量而降低致病菌的数量从而降低炎症 ’ ， 】 。 但

是 ， 丁酸梭菌在抗氧化方面作用的确切机理还有待进一步研究 。

小结

本研究表明添加丁酸梭菌不仅可 以提高肉鸡的生长性能 ， 还可以通过增强肉鸡肠道健康 、

免疫功能和抗氧化能力而改善肉鸡的 肉品质 。 提高了 肉鸡的胸肌率并降低了腹脂率 ； 增加了 肉

鸡胸肌和腿肌中一些 的含量 ， 特别是一些功能性脂肪酸的含量 ， 如 、 和

等 ； 降低了 肉鸡血清中胆固醇和高密度脂蛋 白胆固醇的含量 。
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试验四 丁酸对 细胞抗氧化能力和存活率的影响

摘要 ： 丁酸梭齒的主耍代谢产物丁酸具有抗氧化和抗癌 以及维持肠道健康 的作 。 然而 ， 目前

关于丁酸缓解氧化应激和抗癌的作 机制 尚不明确 。细胞 内 氧化还原电位是影响细胞功能

包括增殖 、 调亡和死亡 ， 特别是在线粒体 内 ） 的重要因素 。 本试验研究了丁酸对结直肠癌细

胞 存活率 、 线粒体超氧化物和 氧化还原 电位 、 谷氨酸 脱氨酸述接酶调节亚基

和催化亚基 （ 及谷胱甘肽还原酶 的基闪表达呈 、 活力 、 细胞核

组蛋 白去乙酰化酶 （ 和核闲子 相关因子 活力 的影响 。 结果表明相对低含

量的丁酸 （ 显 上调 了 和 的表达 ， 而相对高含量的丁酸 （ 显著下

调 了 和 的表达 。 此外 ， 的丁酸缓解了抗霉素 诱导的细胞氧化损伤 ， 而

的丁酸加剧 了抗霉素 诱导的细胞氧化损伤和死亡 ， 这些效果受 抗氧化反应元件

信兮通路的调控 。

前言

酸是 的一种 ， 动物体内 丁酸主耍来源 丁 宵肠道细歯对膳食纤维的酵解 。 丁酸梭菌

存在于人和动物肠道中 ， 其主耍代谢产物有乙酸和 酸 ， 由 丁 酸在 调节肠道健康和疾病方面

有广泛 的作丨 对肠道细胞抗氧化 、 抗炎和抗癌都有一定 的效 可通过抑制结直肠癌细胞

的增殖和促进细胞调亡而达到抗癌 的效果 ， 所以在各种 中 酸的研究备受关注 。’ ’

近年来 ， 一些研究发现 酸 有抗氧化的作用 。 等 首次在人体上进行 了丁

酸的抗氧化试验 该研究发现 ‘酸处理可显著增加健康人结肠點膜 的含讨并降低尿酸的含

量 ， 可改善人结肠黏膜的抗氧化能力 。 等 （ 研究了 酸钠对严重烧伤诱导的大鼠

急性肺损伤的影响 ， 发现丁酸钠可抑制烧伤后大鼠肺髓过氧化物酶和 禽该 的增加 ， 保护

肺损伤 】 。 发现 丨 的 丁酸钠可提 高结肠癌细胞系 谷胱甘肽过氧化

物酶 的活性 ， 而 〗 的丁酸却降低该酶的活性但提高了 和碱性憐酸酶的活性 前 ，

对于丁酸缓解氧化应激的作用机制仍不清楚 。 由于丁酸的化学结构 ， 它不可能作为 由基清除

剂而起到抗氧化的效果 ； 但是 ， 丁酸可能通过影 响酶性和非酶性抗氧化剂以及 修复系统

而起到抗氧化的作

结直肠癌的发病率不管在男性还是女性中都在常见的癌症中排在前二位 ， 但是结直肠癌也

是被认为最可防控的癌症之 一 结肠中的 细歯发酵纤维素产 生的 酸具有抗结直

肠癌 的作叫 而且 ， 研究 己经证 明 酸是组蛋 白 去 乙醜化酶 （ 的抑制剂 ， 它可 以表

观地调节许多基 的表达 ， 包括细胞增殖和调亡 的基因 ’ “ 】 。 研究发现添加 抑制剂后

提高了 由基 的水平 ， 而 由基清除剂可抑制 抑制剂引起的调亡效果 】 。 还存些

研究发现丁酸诱导的 结肠癌细 胞的死亡勾细胞 含呈 的 降低和随 酸剂發依赖式增加的

水平有关

谷腕甘肽在细胞 中 以还 原态 （ 和氧化态 （ 的形式出现 ， 是细胞内最重耍的

非酶性抗氧化剂之一 、 由 丁 在细胞保护机制中 的重要用色 ， 因此在氧化应激中诱导其
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合成和循环的酶扮演着重要 的角色 ， 谷氨酸半腕氨酸连接酶 （ 是合成 过程中 的限速

酶 ， 该酶 由调节亚基 （ 和催化亚基 （ 组成 ； 而谷胱甘肽还原酶 （ 可将氧

化的 重新还原为 对维持细胞的氧化还原平衡具有重要的意义 ， 特别是在线粒体中

图 的耗竭能降低细胞的增殖率和抑制癌细胞的生长 ， 这可能是 由于细胞 内氧

化还原状态和氧化应激防御能力下降造成的 最近的研究发现核因子 相关因子

可通过影响 的从头合成和 的循环 （通过 ， 从而调节 的稳态 】 。 然而 ，

关于丁酸如何影响这些过程的研究还非常有限 。 因此 ， 本研究旨在研究丁酸对 细胞

系统 、 氧化应激和细胞存活率的影响 。

谷狀甘肽系统

—

、

图 抗氧化系统

材料与方法

试验材料

人结肠上皮细胞 购 自美国典型培养物保藏中心 （ ， 。 丁酸

钠 （ 和抗霉素 购 自 公司 （ ， 。

细胞培养

细胞培养在含 胎牛血清和双抗 链霉素 ， 青霉素 ）的

培养基 （伊利诺伊大学 ， ， ， 中 ， 置于 ° 、 的培养箱中培养 。 细胞

培养时需使用 磷酸盐缓冲液 （ 缓冲

液溶液 （ 和胰蛋 白酶 （ ， ， 。
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细胞处理

试验通过添加 诱导 细胞的氧化应激 ， 分别研究细胞在正常情况下和

氧化应激情况下不同剂量丁酸纳 （ 或 的效果 ， 共 个处理组 ： 分别为空 白对照组 、

低剂量丁酸钠组 （ 、 高剂量丁酸钠组 （ 、 氧化应激组 （ 、 氧化

应激 低剂量丁酸钠组 （ 和氧化应激 高剂量丁 酸钠组 （ 。

试验时细胞处理时间 为 每个处理做 个重复 。 处理前需接种适当密度的细胞并换上新鲜

的培养基 ， 培养 到达一定密度后再对细胞进行处理 。

测定指标

细胞存活率

细胞存活率用 细胞活性 细胞毒性试剂盒进行测 定 （ 。

细胞按上述试验分组处理 然后用含 漠乙啡锭二聚体 （ 和 妈

黄绿素 的溶液处理 耗黄绿素 用 激发波长 ， 用 激发波

长 。 吸收突光分别在 韩黄绿素 和 波长条件下获得 。

线粒体超氧化物

线粒体超氧化物用活细胞 红指示剂进行测定 （ 。 处理过的细胞在含

胎牛血清和 葡萄糖的 溶液中 （添加与试验组相 同剂量的 和 溶液 ，

置于 ° 、 的培养箱中孵育 然后用 溶液洗潘 次 ， 用荣光显微镜检测

各组细胞线粒体超氧化物的产生情况 。

氧化还原 电位

细胞培养 、 转染 、 突光蹄选和氧化还原基因 （ 探针 ） 的表达参

照 等的方法进行 ’ “ 。 稳定转染了 探针的活细胞使用 孔培养

板 （ ， 培养于不含酷红的 培养基中 ， 按各组试验分组处理

然后用 含 胎牛血清和 葡萄糖 ） 洗漆细胞两次 。 参照 等 的方法进

行细胞的拍照和图 片分析 ’

实时焚光定量

细胞总 采用 试剂盒方法进行提取 （ ， 。 探针和

引物购 自 包括

和 基因 。釆用

进行实时焚光定量 分析 ， 使用 突
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光定量 仪 （ 进行测定 。

反应条件 ： ° ° 然后 。 ， ° 重复 个循环 。 在扩

增 目 的基因的同时扩增 内参基因 葡萄糖醛酸苗酶 ， 使用 法计算基因 的相对表

达量和倍数改变

活性

采用 分析试剂盒的方法检测 活性 （ ， 。

和 活性

采用 细胞核提取试剂盒 （ ， 进行细胞核提取 ， 然后

分别用组蛋 白 去乙醜化酶 活性 抑制直接分析试剂盒

和 核转录因子分析试剂盒 （ 分析

和 活性 。

统计分析

采用 统计软件中的一般线性模型进行单因素方差分析 。

方差分析差异显著者 ， 以最小显著差异 （ 法比较平均数间的差异 。 结果用平均值 ±

表示 ， 作为统计显著水平 。

结果

细胞存活率

丁酸对 细胞存活率的影响如 图 所示 ， 、 和

组细胞存活率显著低于对照组 （ 但对照组 、 和 组之

间的细胞存活率没有显著差异 （ 。



中 农 业人学博 学位论文 第二章 试验研究

”

。 —
。

一

。 —

！

■ 、、 、

‘

‘ ‘

■

图 丁酸钠对 细胞存活率的影响

表 〗丨抗禅素 衣示丁酸钠

线粒体超氧化物

抗霉素 是线粒体呼吸链复合物 川 的抑制剂 ， 可通过产生超氧化物诱导细胞的氧化应激

采川 红检测活细胞线粒体超氧化物 的产生情况 （ 图 。 与对照组相 比 ， 添

加抗霉素 增加 了 、 和 组细胞的超氧化物水平 ，

组轻微地增加了超氧化物的水平 。 但 组没有发现显 的超氧化物产生 。
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驟漏 霸

議義酬

图 丁酸钠对 细胞线粒体超氧化物 的彩响

对照组 ） ； ， ， ， ，

表示抗霉素 表示丁酸钠

线粒体 氧化还原 电位

结果列于图 和表 由 图 和表 可知 ， 在非氧化应激的条件下 ， 对照组 （

、 和 组细胞之 间的氧化还原 电位没有显著

的差异 。 但在 诱导的氧化应激条件下 ， 与对照组相比 （ 组增加了细胞线

粒体的氧化 （ 组降低 了 诱导的 探针的氧化

从而轻微地缓解了 诱导 的氧化应激 ， 而 组增加 了

诱导 的探针的氧化 （ ， 从而增强了 诱导的氧化应激 。

表 丁酸钠和抗霉素 对线粒体 氧化还原 电位的影响

表示抗霉素 表示丁酸钠

细胞线粒体氧化还原 电位 （ 用 探针检测 ， 采用 方程计算
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图 丁睃钠对 细胞线粒体 氧化还原 电位 的影响

上述图片是不同处理 细胞线粒体 〗 探针的代表 图片 ， 各处理分别为 对照组 ） ； ，

， ； 表示抗霉素 表示丁酸钠

坐标图 （ 表示分别用 垂直实线 ） 和 垂直虚线 ） 相继处理后不同时间 点的 比率
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基因表达

由 图 可见 组细胞的 和 基因表达 ； ：显著高 丁对照组 而

纽细胞的 及 和 基闪表达髮显 ；：： 氏于对照組 （ 。 但不同剂摄的 酸对

细胞 基因表达 没有显 影响 （ 。

…
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的 ：。… 、
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、
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图 丁酸钠对 】 细胞 和 基 因 表达的影 响

酸纳
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如图 所示 ， 与对照组相比 ， 显著增加 了 凡 和 基 的表达

但氧化应激各组细胞基 闪的表达 随着丁酸含 的增 加 现剂 ：依赖式降低 （ ， 而且

组 的表达量降到 了对照组表达 的儿乎一半 ， 表明细胞对 诱导的

氧化损伤 出现了 适应性反应失调 ， 还原成 的循环 出现了障礙 。

°

±

‘ ‘

， 、 ：

：

。 ‘ 十 ， 、 」 ■

“
“ ‘

」 ： 乂 … ‘

、

—

。

： ■

：

——

卜 ， ， 料 】 ’ ■ 、八 ’

图 丁酸钠对 诱导的氧化应激 细胞 和 基因 表达的影 响

衣示抗梅 ； 衣 厂酸钠
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活性

组细胞 活性显著高 对照组 （ 图 ， 但 和

组细胞 活性却显著低 丁对照组 。对照组 、 和

组之间 活性没有显著差异 （ 。

。

「 —■

妄

悬
资

‘：

。 ：

图 丁酸钠对 丨 丨 细胞 活力 的影响

衣示抗街：素 ： 衣示 酸钠

活性

如 閱 所示 ， 和 组 活性显 低 丁除对照组外的其

余各組 （？ 。 但对照组 、 、 禾 丨 丨 组细胞之 间

活性没存显著差异 （ 广 。

‘ ！

音 °

‘ ‘ ， ‘

： 。 、

〉 ”

‘ “ ‘ 、 、

“ ■

‘

‘ “ “ ‘ ‘ ‘ “ ‘ “ — —■

图 丁酸钠对 丨 细胞 活力 的影响

表乐抗梅素 表示 酸钠
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活性

如图 所示 ， 处理显 增加 了细胞核 活性 （ 但 处

理没有显著增加 的细胞核转位 （冷 。 在 诱导的氧化应激条件 卜 ， 细胞核

活性显著增加 （ 而 组显 降低 了 活性的增加 （ 尸 ， 细

胞没有发生 的核转位 。

：

’

二。

—

—
—

二 — ‘

、 ：

：

‘

、

、 、 ’

■ 卜 广 ■ 一

图 丁酸钠对 细胞 活力 的影 响

衣 』 々抗梅索 ： 表 酸钠

讨论

酸在调节肠道健康和疾病方面 有广泛的作 丨 ， 对细胞抗氧化 、 抗炎和抗癌都有一定的

效果 。 但是 ， 很多研究也表 明 酸对细胞增殖 、 调亡和分化具有不同 的其至 盾的效采 ， 这些

不同的效果取决 丁 多种闪 素 ， 如 酸作 丁组织和细胞的水平 ， 代谢底物的可 性 以及细胞 内

环境 的状况等 丨

研究者建议采 酸作为癌症的抑制剂 。 酸是止常结肠细胞的土耍能源物质和生存因子 ，

但是对于转化 的细胞系 ， 酸却能抑制细胞的增殖并促使细胞循环终止 、 分化和调亡 事实

上 ， 丁酸对 丁止常 的结肠细胞和结肠癌细胞的相反 的效果被称为 “丁酸作论 ” ， 该效果可能与 “瓦

博格效应 ” （ 有关 丨 ， 、 研究表 明肿瘤细胞的生长随着 酸含呈的增加而受到

抑制 ， 继而引起细胞调亡和 ■ ， 这与其抗癌的效果一致 。 体外研究表 明丁酸 （

诱导结直肠癌细胞的调亡 】 ， 这与我们的研究结果一致 ， 表 明了相对高含足 的 酸 （

显者降低细胞的存活率 ， 而低含 的 丁酸 （ 没有抑制细胞生长 。 而且 ， 我们发现

的丁酸增强而 的丁酸轻微地缓解抗霉素 诱导的细胞死亡 。 之前 的研究也报道 了类似

的结果 ， 该研究表明 酸处理后的细胞对 甲蔡 诱导的氧化应激比未 酸处理的细胞
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更加敏感 ， 酸处理过的细胞死亡率增加

丁酸作为一种 抑制剂能激活死亡受体和内源调亡信兮通路 由丁 瓦博格效应 ，

癌细胞主耍依靠葡萄糖有氧糖酵解提供能量 ， 而不是存氧氧化 ⑹ 。 因此 ， 不被代谢的丁酸进入

细胞核内作为 抑制剂 ， 从而表观地调节基因的表达 ， 启动调亡基因表达而不是增殖基因

表达 而且 ， 一些研究发现丁酸和其它 抑制剂诱导的细胞死亡伴随着细胞

平 的增加和 含量的降低 ’ ， 因此 ， 丁酸可能通过调节 活性和胞 内氧化还原

平衡而抑制癌细胞的生长 。 本研究结果与之前的研究一致 ， 表明 了相对高含量的 酸 （

抑制 活性和细胞生 与我们的研究结果一致 ， 最近的一个研究发现高剂量丁酸 （ ，

和 显著地增加细胞的死亡率和降低人成神经管细胞瘤细胞克隆的形成 但是 ，

当用低剂 的下酸 （ 处理细胞时 ， 细胞 内丁酸的含量可能没有到达作为 抑制剂

的水平 而且 ， 研究发现肠道内丁酸的含 是 梯度变化的 ， 肠腔 中丁酸的含讨 ，

当到达隐窝基底细胞时丁酸含呈约为 这是由 丁细菌的密度和发酵在肠腔是最高的 ，

而 酸扩散至隐窝 的过程中会被點膜 逐渐稀释 因此 ， 丁酸对正常结肠细胞和结直肠癌

细胞牙■盾的效果可能 由 丁 酸在体 内外 的水平不 同 ， 以及丁酸含最从肠腔到隐窝的梯度变化 ，

该变化对结肠上皮细胞的稳态和更新循环 有十分聖耍的作用

核转录闪子 是细胞抵抗氧化应激的主要调节因子 ， 超过 种抗氧化酶和解毒酸受

通路的调节 闪此 ， 一 勾细胞质中 的抑制因子 解离后 ， 会转位到细

胞核 ， 结合到抗氧化反应元件 （ 的 的基闪的启动子上 ， 启动相关基因的表达 ， 这对

细胞的抗氧化和解每反应 有广泛的影响 ’ 和 的增强子区都包含 ，

它们在 的诱导和表达过程中 有最重耍的作 之前的研究表 明 可以通过影响

的从头合成和调 彳 而调节 稳态和氧化还原状态 ， 。 然而 ， 到现在为止 ， 关

丁 酸通过 影响 稳态和氧化还原状态的研究 非常冇限 。 本研究表 明 的 酸

可通过增加 的核转位显 地上调 和 基闪 的表达 ； 而 的 厂酸显著地下调

和 基网 的表达 以及 活力 ， 并且没泊■影响 的核转位 。 相似的研究发现

的 厂酸培养细胞增加 了 谷胱甘肽过氧化物酶的活性 ， 而 的丁酸培养细胞却降低该酶的活

性 。 此外 ， 抗霉素 诱导的 的表达最以剂 依赖式的方式被丁酸阻

止 ， 这与抗霉素 诱导细胞氧化应激时 的改变一致 。 上述结果表 明抗氧化基 因的表达受

的调节 。 然而 ， 在细胞处 丁 氧化应激和 ￡常状态的条件下 ， 和 处理组

基闪 的表达量没有差异 。这与之前的研究一致 ， 该研究表 明复合物增加细胞内 时 ， 与

相 比 ， 诱导了 更多的 ， 缺火小 鼠不能增加 的活性和 的含 表明上调

活性时必须有 的参

线粒体中 的各种抗氧化剂和解毋醜中 ， 是主耍的氧化还原平衡的保护剂之一 ， 它能抵

抗闪氧化应激导致的线粒体功能失调和细胞死亡 线粒体是细胞内氧气消耗和 产生的

主耍场所 ， 闪此对 阻止的氧化损伤 有很高的依赖性 ， 而且 ，线粒体 内不能从头合成 ，

只能依靠 将 还原成 以及 从细胞质穿过模进入线粒体 ， 闪此在线粒体内通

过 和 之间转化维持氧化还原状态显得更加迅耍 然而 ， 本研究发现抗霉素 诱

导氧化应激的高剂 厂酸纽 的表达和活性在所有组 中是最低的并且低于对照组 ， 表明线粒

体对抗霉素 诱导的氧化应激产生了适应性失调 ， 此导致了线粒体的损伤和细胞死亡
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而且 ， 我们采用 基 因 编码 的氧 化还原敏感绿 色突光蛋 白 并将其融合 到人 谷氧还 蛋 白

中 ， 从而实现了实时监测细胞线粒体内 的氧化还原电位 。 本研究结果表

明线粒体呼吸链复合物 的抑制剂抗霉素 通过制造超氧化物诱导了线粒体的氧化应激 。 而

且 ， 低剂量的丁酸组轻微缓解了抗霉素 诱导的氧化应激 ， 降低了线粒体探针的氧化 ； 而高含

量的丁酸组细胞对抗霉素 诱导的氧化应激更加敏感 ， 导致了线粒体探针的完全氧化 ； 这些结

果进一步表明 了高剂量的丁酸增强了线粒体的氧化损伤 。 目前关于丁酸对线粒体氧化还原状态

影响的研究非常有限。 等 （ 发现 的丁酸处理 和 可分别导致

细胞产生 和 的氧化 ，该结果通过测定细胞内 的 和 得到 等

报道了相对高含量的丁酸诱导了大鼠结肠癌细胞对氧化应激的抵抗能力降低以及细胞内

含量的显著降低

小结

综上所述 ， 本研究表明相对低含量的丁酸 （ 显著上调了 和 的表达 ，

而相对高含量的丁酸 （ 显著下调了 和 的表达 。 而且 ， 的丁酸缓解

了抗霉素 诱导的细胞氧化损伤 ，而 的丁酸加剧 了抗霉素 诱导的氧化损伤和细胞死亡 ，

这些效果受 信号通路的调控 。 该结果支持结肠隐窝细胞生理水平的丁酸含量增加

的产生并且保护细胞缓解氧化损伤的破坏 ， 而高含量的丁酸可能一定程度上能促进结肠细

胞的更新循环并降低结直肠癌的风险 。
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第三章 结论与建议

本研究的主要结论

蹄选得到 了一株淀粉酶和纤维素酶活力高 、 产酸能力和抗逆性强的丁酸梭菌 （

。

丁酸梭菌可通过降低小 鼠血清肾上腺皮质激素皮质酮含量而显著提高肝脏和结肠點膜的抗

氧化能力 ； 并能显著降低小 鼠血清胆固醇和高密度脂蛋 白胆固醇的含量 。

日粮中添加丁酸梭菌可提高肉鸡的 ， 改善肠道健康和免疫功能 ， 提高肉鸡的胸肌率并

降低腹脂率 ， 降低血清中总胆固醇的含量 。

日粮中添加丁酸梭菌可提高肉鸡十二指肠 、 空肠和回肠黏膜 、 血清和肝脏的抗氧化能力 ，

提高胸肌和腿肌中一些 的含量 。

】 相对低含量的丁酸 （ 显著上调 了 和 的表达 ， 而相对高含量的丁酸 （

显著下调了 和 的表达 。 而且 ， 的丁酸缓解 了抗霉素 诱导 的细胞氧

化损伤 ， 而 的丁酸加剧了抗霉素 诱导的氧化损伤和细胞死亡 ， 这些效果受

信号通路的调控 。

研究的创新点

建立了 以丁酸梭菌特异性序列简单快速鉴定丁酸梭菌的方法 。

丁酸梭菌可通过提高肉鸡抗氧化能力 改善 肉鸡肌肉中 的组成和含量 ，提供了改善畜禽

肌 肉健康价值和风味品质的新方法 。

揭示了丁酸可通过 信号通路调控 细胞的抗氧化能力和存活率 。

有待于进一步研究和解决的问题

丁酸梭菌对 代谢通路的调控研究 。

丁酸梭菌降低腹脂和胆固醇的机理研究 。
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