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摘 要：为研究杆菌肽锌对断奶獭兔盲肠菌群和免疫功能的影响，本研究选用 40 只 28 日龄断奶獭兔，随机

平均分为在基础日粮中添加杆菌肽锌(40 mg/kg)的实验组和不添任何抗生素的对照组。采用聚合酶链式反应 - 变

性梯度凝胶电泳(PCR-DGGE)和荧光定量 PCR (qPCR)方法对断奶獭兔盲肠菌群和 TLR2、TLR4 mRNA 表达水平进

行检测，ELISA 对外周血细胞因子进行测定。PCR-DGGE 结果表明，与对照组比较，实验组盲肠菌群丰富度、多

样性和均匀度等均无显著变化(p>0.05)。qPCR 检测表明，实验组的梭菌类群 XIVa 显著降低(p<0.05)。在免疫功

能调节方面，实验组外周血细胞因子 IL-1、IL-2、IL-4、TNF-α 的浓度显著升高(p<0.05)；TLR2、TLR4 mRNA 的

相对表达量总体呈上调趋势。以上结果表明，杆菌肽锌作为断奶獭兔饲料添加剂，对盲肠菌群结构没有显著影

响，但能够增强机体免疫力。
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Abstract: This experiment was conducted to evaluate the effects of zinc bacitracin on weaned Rex rabbit cecum microflora
and immune function. A total of 40 Rex rabbits weaned at 28 days of age were randomly allotted into two groups included
experimental group was fed with basal diet supplemented with zinc bacitracin 40 mg/kg and control group was fed with basal diet
without any antibiotics. The cecum microflora, mRNA expressions of TLR2 and TLR4, and peripheral blood cytokines in weaned
Rex rabbit were detected by PCR-DGGE real-time PCR and ELISA, respectively. PCR-DGGE results showed that compared with
control group, richness and evenness and microflora diversity were not significantly changed in experimental group (p>0.05).
Real-time PCR detection results showed that the Clostridium (cluster XIVa) in experimental group was greatly decreased (p<0.05).
In terms of immune function, the cytokine concentrations in peripheral blood, such as IL-1, IL-2, IL-4 and TNF-α were increased
significant in experimental group (p<0.05). The relative mRNA expression levels of TLR2 and TLR4 were up-regulated trends in
the experimental group. These results indicated that use of zinc bacitracin as a feed additive to weaned Rex rabbit might enhance
immune abilities and have no significant effects on cecum microbial community structure.
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动物饲料中长期添加抗生素已引发了一系列的

食品安全问题和环境污染。但中国养殖业是粗放式

集约化模式，使得对抗生素的依赖性大，因此在中

国还不能全面禁止抗生素的使用。
杆菌肽(Bacitracin)于 1945 年首次发现，主要由

地 衣 芽 胞 杆 菌 (B . licheniformis ) 和 枯 草 芽 孢 杆 菌

(B.subtilis)分泌产生的一种多肽类抗生素 [1-2]。杆菌

肽锌(Zinc Bacitracin)是杆菌肽与锌的复合物，是畜

禽专用抗生素，具有畜禽吸收量少，排泄迅速，适

量添加无残留，无配伍禁忌，不容易产生耐药性，

可长期使用等 特点 [3]，同时具有提高饲料利用率、
抑制和杀灭动物肠道有害微生物、促进动物生长，

增强机体免疫功能，广泛应用于国内外畜禽养殖 [1]。
但有关杆菌肽锌对断奶獭兔盲肠菌群和免疫功能影

响研究较少，因此本实验采用聚合酶链式反应 - 变

性梯度凝胶电泳(PCR-DGGE)、荧光定量 PCR(qPCR)
和 ELISA 分子方法，研究杆菌肽锌对断奶獭兔盲肠

菌群和免疫功能的影响，为杆菌肽锌在獭兔生产中

的应用提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 主要实验材料、仪器及实验动物 组织样品总

RNA 提 取 试 剂 盒、 pMD19-T 载 体、 Agarose Gel
DNA Purification Kit、SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ等均

购自宝生物工程(大连)有限公司；2×Taq Master Mix
(含染料)购自英潍捷基(上海)贸易有限公司；大肠杆

菌 DH5α 购自北京博迈德生物技术有限公司；细胞

因 子 ELISA 试 剂 盒 购 自 上 海 美 轩 生 物 科 技 公 司 ；

10 %杆菌 肽锌预混剂由兴旺动物 药 业 有 限 公 司 提

供。PCR-DGGE 成 套 仪 器、CFX96 实 时 荧 光 定 量

PCR 扩增仪均为 Bio-Rad R 公司产品。28 日龄断奶

獭兔，由四川省草原科学研究院提供。
1.2 实验动物饲养管理 选取 40 只 28 日龄健康的

断奶獭兔，随机平均分为在基础日粮中添加 40 mg/kg
杆菌肽锌的实验组和不添加任何抗生素的对照组，

每组 5 个重复，每个重复 4 只，分养于清洗、消毒

的獭兔饲养笼内，并对獭兔进行编号。自由采食和

饮 水。预 试 期 7 d， 正 试 期 28 d。参 照 NRC-ARC
(1977)和獭兔饲养标准配制基础全价日粮进行饲养。
1.3 样品的采集与处理 每组各随机选取 5 只獭

兔。颈 动 脉 采 血 制 备 血 清。同 时 ，摘 取 脾 脏、肝

脏，剔除脂肪以及其他组织，称重并记录；采集脾

脏、肝脏、回肠、盲肠组织样品以及盲肠内容物，

经液氮速冻后，于 -80 ℃保存备用。
1.4 PCR- DGGE 试验

1.4.1 獭兔盲肠内容物总 DNA 提取 按照文献[4]
的方法提取獭兔盲肠内容物的总 DNA，利用 1.0 %
的琼脂糖凝胶电泳和核酸浓度测定仪对 DNA 进行

检测。-20 ℃ 冰箱冷冻保存备用。
1.4.2 PCR-DGGE 技术分析断奶獭兔盲肠内容物菌

群多样性 根据细菌 16S rRNA 基因 V3 片段(339 bp～
539 bp) 进 行 PCR 扩 增。采 用 文 献 [5] 引 物 序 列

(5'-CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGG
CACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3'/5'-
GTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3')和 反 应 条 件 进 行

PCR 扩 增 以 及 PCR-DGGE 凝 胶 电 泳。凝 胶 梯 度 为

35 %～65 %，变性方向与电泳方向一致。按照 100 %
变性溶液含 7 mol/L 尿素和 40 %去离子甲酰胺配制

凝胶。使用 l×TAE 缓冲液，维持温度 60 ℃，恒压

100 V 电压 15 h～16 h[6]。电泳结束后银染，使用凝

胶成像系统对 PCR-DGGE 图谱进行扫描。
1.5 qPCR 分 析 盲 肠 菌 群 将 各 待 检 菌 株 的 阳 性

PCR 产物纯化后，克隆于 pMD19-T 载体中，构建重

组质粒作为标准品。以标准重组质粒为模板进行 10

倍梯度稀释，建立标准曲线 [7]。利用 Bio-Rad R CFX
96 荧光定量 PCR 扩增仪对标准曲线样品和各待测

DNA 样品进行 qPCR 分析 (表 1)，每个样品 3 个平

行 重 复。qPCR 反 应 体 系 (25.0 μL)：SYBR Premix
Ex TaqTM Ⅱ 12.5 μL， 上 下 游 引 物 (10 pmol/μL)各

1.5 μL；模板 1.0 μL，ddH2O 补足至 25.0 μL。反应

程序：95℃ 5 min；95℃ 15 s、Tm 30 s、72℃ 30 s，
40 个循环；95 ℃ 1 min，50 ℃ 1 min，55 ℃～95 ℃
的梯度增温(每 5 s 增加 0.5 ℃)。PCR 产物经 1.0 %
琼脂糖凝胶电泳检测。根据标准曲线计算待检样品

中各细菌的拷贝数。
1.6 脏器指数测定和外周血细胞因子检测 实验

组 和对照组断奶獭兔 器 官 重 与 体 重 比 计 算 脏 器 指

数。公 式 ：脏 器 指 数 (g/kg)= 器 官 重 (g)/ 体 重 (kg)。
同时，采用 ELISA 试剂盒检测其外周血中细胞因子

的 含 量 ， 包 括 ： IL-1、 IL-2、 IL-4、 IL-6、 IL-10、
IL-12、IFN-γ、TNF-α。
1.7 qPCR 检测 TLR2 和 TLR4 mRNA 相对表达量

以 提 取 样 品 总 RNA 反 转 录 制 备 的 cDNA 为 模 板 ，
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注：图中 1-1、1-2、1-3 分别表示对照组的 3 个样品；

2-2、2-2、2-3 分别表示实验组的 3 个样品。
Note: In figure, the 1-1, 1-2 and 1-3 represent three samples
in control group; the 2-1, 2-2 and 2-3 represent three samples

in experimental group.

图 1 獭兔盲肠内容物 PCR-DGGE 图谱及聚类分析
Fig. 1 PCR-DGGE profile and cluster analysis of

the rex rabbits cecum contents
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表 1 细菌特异性引物
Table 1 Specific primers of bacterial

细菌种属
(Bacterial species)

总细菌(200 bp)
Total bacteria
梭菌类群 IV (230 bp)
Clostridium cluster IV
梭菌类群 XIVa (440 bp)
Clostridium cluster XIVa
普雷沃式菌属(140 bp)
Bacteroides-Prevotella-Porphyromonas
肠杆菌科(230 bp)
Enterobacteriaceae family
肠球菌属(144 bp)
Enterococcus spp.
链球菌属(485 bp)
Streptococcus spp.

引物序列(5'-3')
Primer sequence(5'-3')

F-CGGCAACGAGCGCAACCC
R-CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
F-GCACAAGCAGTGGAGT
R-CTTCCTCCGTTTTGTCAA
F-AAATGACGGTACCTGACTAA
R-CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA
F-GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT
R-CGGAYGTAAGGGCCGTGC
F-CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC
R-CTCTACGAGACTCAAGCTTGC
F-CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT
R-ACTCGTTGTACTTCCCATTGT
F-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
R-GTTAGCCGTCCCTTTCTGG

退火温度(℃)
TM(℃)

60

60

60

68

52

52

60

参考文献
Reference
[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[11]

[13-14]

2 结 果

2.1 獭兔PCR-DGGE 电泳图谱分析 在为期 28 d
的实验结束后，提取实验组和对照组盲肠内容物总

DNA， 进 行 16S rDNA V3 区 基 因 组 PCR 扩 增 和

PCR-DGGE。结果显示实验组和对照组盲肠内容物

平均条带数分别为 49 和 46，菌群多样性指数、均

匀 度 和 丰 富 度 分 别 为 3.90、 0.94、 49.33 和 3.82、
0.92、45.67，两组之间无显著差异(p>0.05) (图 1)。
PCR-DGGE 图谱聚类分析结果显示，实验组和对照

组组内样品均各自聚为一簇，并且所有样品的相似

性系数均高达 74 %。表明实验组和对照组盲肠微生

物菌群极其相似，杆菌肽锌对断奶獭兔盲肠微生物

菌群多样性和相似性影响不显著(图 1)。
2.2 qPCR 分析獭兔盲肠内容物菌群 以 qPCR 方

法检测断奶獭兔盲肠总菌、梭菌类群 IV、梭菌类群

XIVa、普雷沃氏菌属、肠杆菌科、肠球菌属、链球

菌属，结果显示，实验组与对照组总菌数量无显著

差异(p>0.05)，实验组盲肠梭菌类群 XIVa 的含量显

著降低(p<0.05)，梭菌类群 IV 和肠杆菌科数量有下

降趋势，普雷沃氏菌属数量有增加趋势，但均无显

著差异(p>0.05) (表 2)。表明杆菌肽锌不改变獭兔盲

肠总菌数量，但使各菌数量处于动态平衡的状态。
2.3 獭兔脏器指数测定和外周血细胞因子检测 无

菌采集实验组和对照组肝脏、脾脏，观察发现两组

的肝脏、脾脏外观均表现正常。实验组脾脏、肝脏

指数分别是 0.59、29.10；对照组脾脏、肝脏指数分

别是 0.39、31.52。实验组脾脏指数升高，肝脏指数

降低，但差异均不显著 (p>0.05)。采用 ELISA 试剂

盒检测外周血细胞因子，结果显示，实验组外周血

细胞因子 IL-1、IL-2、IL-4、TNF-α 表达水平显著升

高(p<0.05)；IL-6、IL-10、IL-12、IFN-γ 的表达水平

升高，但差异不显著(p>0.05) (表 3)。表明杆菌肽锌

的使用可能增加獭兔细胞因子表达量，使抗炎因子

和促炎因子保持动态平衡。

按照文献 [15]中的引物和反应条件，以 GAPDH 作

为内参进行 qPCR 扩增，检测实验组和对照组的断

奶獭兔 TLR2 和 TLR4 mRNA 的相对表达量。相对

表达量倍数 =2-△△Ct。

1.8 数 据 分 析 采 用 Quantity One (version 4.6.2;
Bio-Rad)软件对 PCR-DGGE 图谱进行分析；SPSS19.0
统计软件对实验数据进行 One-way Anova 显著性分

析，以 p<0.05 为差异显著有统计学意义。
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注：A 表示 TLR2 mRNA 相对表达量；

B 表示 TLR4 mRNA 相对表达量

Note: A showed TLR2 mRNA relative expression level;
B showed TLR4 mRNA relative expression level

图 2 杆菌肽锌对獭兔 TLR2 和 TLR4 mRNA 表达的影响
Fig. 2 Effect of zinc bacitracin on TLR2 and TLR4 mRNA

expression in the rex rabbits

注：* 表示与对照组比较差异显著(p<0.05)。
Note: *Mean the significant difference compared with control group (p<0.05).

2.4 qPCR 检测獭兔 TLR2 和 TLR4 mRNA 相对表

达量 采用 qPCR 方法检测实验组 和对照组回肠、
盲肠、脾脏和肝脏组织中 TLR2 和 TLR4 mRNA 相

对表达量。结果显示，实验组肝脏 TLR2 mRNA 相

对表达量显著升高(p<0.05)，回肠和盲肠 TLR2、TLR4
mRNA 相对表达量均升高，但 不显著 (p>0.05)，脾

脏 TLR2 和 TLR4 mRNA 相对表达量显著降低(p<0.05)；
对 照 组 回 肠、盲 肠、脾 脏 和 肝 脏 组 织 中 TLR2 和

TLR4 mRNA 表达水平一致。表明杆菌肽锌可能使

獭兔免疫功能增加(图 2A、B)。

3 讨 论

兔是草食性动物，纤维素的消化主要依靠盲肠

微生物，盲肠的正常生理功能主要由稳定的微生物

结构决定，因此盲肠正常菌群结构被破坏后，会导

致整个消化道病理反应，影响消化吸收功能，甚至

引起全身性病理反应。兔断奶后，盲肠微生物菌群

结构容易紊乱，使得胃肠道特别容易受到细菌和病

毒感染，增加肠道疾病和死亡率[16]。所以在此阶段，

抗生素的合理使用就很有必要，可以有效防治因断

奶导致的疾病。因此，本研究选择该阶段獭兔盲肠

菌群作为研究对象。
本实验结果显示杆菌肽锌对断奶獭兔盲肠菌群

结构无显著影响，但能够针对肠道某些特定的菌群

进行调节，例如使有益菌数量增加和有害菌数量减

少，呈现此消彼长的变化，使得细菌总数始终保持

在稳定水平。qPCR 检测结果显示，杆菌肽锌的应

用使 普 雷 沃 氏 菌 属 呈 增 加 趋 势 ，肠 杆 菌 呈 下 降 趋

势。刘祥等研究表明，随着脂肪的积累拟杆菌数量

则显著升高，肠杆菌数量呈下降趋势 [17]。因此，可

以推测杆菌肽锌的使用增加脂肪的积累促进生长。
在本实验中，实验组的梭菌类群 IV 和梭菌类群 XI-
Va 下降，表明动物机体内丁酸盐的含量可能降低，

可能带给动物机体不利的影响，但仍然需要进一步

研究才能确定梭菌类群 IV 和梭菌类群 XIVa 下降对

动物机体的影响。总体来看，杆菌肽锌有利于獭兔

生长，但不可长期大剂量添加饲喂，以免产生耐药

性和扰乱肠道菌群结构，不利于獭兔健康和疾病的

预防。
在本实验中，实验组 TLR2 和 TLR4 mRNA 的

相对表达量总体呈上升趋势；实验组外周血细胞因

子浓度均上升。可能是因为 Toll 样受体表达上调导

致细胞因子浓度增加。本实验结果显示，实验组回

肠、盲肠组织 TLR2 和 TLR4 mRNA 的相对表达量

均比对照组高，可能是杆菌肽锌对肠道内细菌杀伤

表 2 实验组和对照组的 qPCR 定量检测结果(单位：Log copies/g)
Table 2 qPCR detection of the experimental group and control group (Unit: Log copies/g)

细菌种属
Bacterial
species

实验组(n= )
对照组(n= )

总菌
Total
bacteria

11.46±0.027
11.39±0.053

梭菌类群 IV
(Clostridium
cluster IV)
10.77±0.051
10.93±0.053

梭菌类群 XIVa
(Clostridium
cluster XIVa)
10.33±0.057*

10.60±0.049

普雷沃氏菌属
Bacteroides-Prevotella-

Porphyromonas
10.19±0.083
10.10±0.131

肠杆菌科
Enterobacteriaceae

family
9.94±0.034
10.09±0.132

肠球菌属
Enterococcus

spp.
7.96±0.093
7.91±0.063

链球菌属
Streptococcus

spp.
7.85±0.088
7.82±0.046

表 3 杆菌肽锌对獭兔外周血细胞因子的影响
Table 3 Effect of zinc bacitracin on the rex rabbits

peripheral blood cytokines
细胞因子
Cytokines
IL-1
IL-2
IL-4
IL-6
IL-10
IL-12
IFN-γ
TNF-α

实验组
Experimental group
87.765±6.786*

14.172±0.382*

25.134±1.110*

132.063±27.176
63.477±5.327
49.679±1.554
65.016±4.017
68.756±2.566**

对照组
Control group
52.815±7.662
10.162±0.055
11.502±2.910
78.333±13.126
52.815±4.376
44.041±3.782
64.838±5.633
45.966±5.491

注：** 表示与对照组比较差异极显著(p<0.01)。
Note: **Mean the significant extremely difference compared
with control group (p<0.01).

Experimental group
Control group

Experimental group
Control group
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作用强，使得细菌裂解暴露出配体，并与肠组织细

胞的 TLR2 和 TLR4 mRNA 受体结合，增强肠道免

疫功能。刘崇海等研究发现肠道菌群的变化会影响

机体免疫功能。因此推测可能是肠道菌群此消彼长

的变化，使机体免疫功能处于动态平衡水平，Toll
样受体相对表达量和外周血细胞因子浓度的变化，

可能有利于提高机体免疫功能，抑制细菌移位，使

肠道菌群保持动态平衡，使机体向有益的方向发展[18]。
该推论与郭志强等研究结果一致。综合以上实验结

果表明，这 可 能 是 因 为 杆 菌 肽 锌 刺 激 机 体 免 疫 系

统，促进 TLR2、TLR4 和抗炎细胞增殖，提高獭兔

免疫功能的作用。
本研究表明杆菌肽锌作为饲料添加剂使用，可

能具有促进机体生长和增强机体免疫力以及预防疾

病的作用。但对于杆菌肽锌的耐药水平以及对獭兔

盲肠优势菌群定植的影响还有待进一步研究。
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