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　 　 摘要:　 为研究金钗石斛多糖对产蛋后期隐性白羽鸡产蛋性能和肠道菌群的影响ꎬ饲喂白羽鸡金钗石斛多糖ꎬ
饲喂期间对白羽鸡的产蛋指标进行记录ꎮ 饲养 ６０ ｄ 后ꎬ采集白羽鸡盲肠内容物用于细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序ꎬ并进

行生物信息学分析ꎮ 研究结果表明ꎬ与对照相比ꎬ金钗石斛多糖处理隐性白羽鸡的总产蛋数、产蛋量、日产蛋量和

产蛋率极显著提高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 白羽鸡肠道微生物群落中ꎬ属水平上ꎬ优势菌属为拟杆菌属(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ)和里氏菌

科 Ｒｃ９ 肠道群(Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ Ｒｃ９＿ｇｕｔ ｇｒｏｕｐ)ꎻ门水平上ꎬ优势菌门为拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ)和厚壁菌门(Ｆｉｍｉ￣
ｃｕｔｅｓ)ꎮ 与对照相比ꎬ金钗石斛多糖处理瘤胃球菌群(Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｔｏｒｑｕｅｓ＿ｇｒｏｕｐ)、粪球菌属(Ｆａｅｃａｌｉｃｏｃｃｕｓ)与梅迪

杆菌属(Ｍｅｒｄｉｂａｃｔｅｒ)等有益菌的相对丰度显著提升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ巴恩斯氏菌属(Ｂａｒｎｅｓｉｅｌｌａ)等致病菌的相对丰度显

著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 表型预测结果显示ꎬ对照白羽鸡肠道微生物群落革兰氏阳性菌相对丰度显著低于金钗石斛多

糖处理(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而革兰氏阴性菌相对丰度显著高于金钗石斛多糖处理(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 由此可以看出ꎬ金钗石斛多糖

改善了隐性白羽鸡的肠道微生态ꎬ提高了产蛋后期鸡的生产性能ꎮ
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ｔｈａｔ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒｅｃｅｓｓｉｖｅ ｗｈｉｔｅ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｎｄ ｉｍ￣
ｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｈｅｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｔｅ ｌａｙｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ.
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　 　 产蛋后期ꎬ母鸡的产蛋率、产蛋量明显降低ꎬ主
要原因是肠道菌群失调[１]ꎮ 将蒲公英多糖添加到

蛋鸡日粮中ꎬ可提高母鸡盲肠短链脂肪酸(ＳＣＦＡ)水
平ꎬ从而提高其产蛋性能[２]ꎮ 研究发现ꎬ枸杞多糖

能减轻脂多糖引起的肠黏膜损伤ꎬ并能改善肠黏膜

微生态[３]ꎮ 从猴头菌发酵物中提取出的多糖具有

改善肠道益生菌、减少有害菌群、保护肠道黏膜的功

效[４]ꎮ β￣１ꎬ３￣葡聚糖[５]、巴戟天多糖[６] 和罗汉果多

糖[７]等也可改善肠道微生态ꎮ 由此可见ꎬ多糖对肠

道菌群具有重要的调节作用ꎮ 金钗石斛为中国传统

中药ꎬ有清热解毒、养阴润肺、明目强体的功效[８]ꎮ
金钗石斛多糖是金钗石斛的重要药性物质ꎬ研究结

果表明ꎬ金钗石斛多糖具有抗病毒[９]、抗氧化[１０]、抑
制细胞凋亡[１１] 等作用ꎮ 利用中草药改善畜禽肠道

微生物群落结构ꎬ提升畜禽养殖效益ꎬ是当前国际上

的研究热点ꎮ 关于金钗石斛多糖对鸡产蛋性能和肠

道菌群影响的研究较为少见ꎮ 本研究拟通过对 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因进行高通量测序ꎬ研究金钗石斛多糖对

产蛋后期白羽鸡产蛋性能和肠道微生物的影响ꎬ分
析金钗石斛多糖的作用机制ꎬ以期为中草药饲料添

加剂的开发和应用提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

试验于 ２０２３ 年 ３ 月至 ２０２３ 年 ８ 月在贵州大学

高原山地动物遗传育种与繁殖教育部重点实验室进

行ꎮ 试验所用隐性白羽鸡来自贵州大学科研鸡场ꎮ
试验设置对照(ＣＫ)和金钗石斛多糖处理( Ｓ)ꎬ对
照(ＣＫ)白羽鸡饲喂基础日粮ꎬ金钗石斛多糖处

理(Ｓ)白羽鸡在基础日粮的基础上灌喂金钗石斛多

糖２ ５００ ｍｇ / ｋｇꎮ 基础日粮配方如表 １ 所示ꎬ营养水

平如表 ２ 所示ꎮ

表 １　 基础日粮配方

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｓａｌ ｄｉｅｔ

原料 　 　 　 　 　 含量(％)

玉米 ６１.００

玉米胚芽粕 ５.００

大豆粕 ２１.００

豆油 ２.００

粗石粉 ７.００

细石粉 １.８０

磷酸氢钙 １.００

食盐 ０.２０

小苏打 ０.１５

氯化胆碱 ０.１０

甲酸钙 ０.２０

蒙脱石 ０.２０

７０％赖氨酸 ０.０５

蛋氨酸 ０.１０

芽孢杆菌 ０.０５

复合酶 ０.０１

基础多矿 ０.１０

种猪多维 ０.０４
基础日粮原料含量以干物质计ꎮ

表 ２　 基础日粮营养水平

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｂａｓａｌ ｄｉｅｔ

营养物质　 　 　 　 　 　 含量(％)

干物质 ７７.６３

粗蛋白 １６.２２

粗脂肪 ４.５９

粗纤维 ３.２７

钙 ５.３５

总磷 ０.５７

赖氨酸 ０.７９

蛋氨酸 ０.４７
营养物质含量以干物质计ꎮ 基础日粮代谢能为 １１􀆰 ３８ ＭＪ / ｋｇꎮ
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１.２　 试验方法

１.２.１ 　 样品采集 　 选取 ８４ 羽 ５４ 周龄隐性白羽

鸡ꎬ随机分为对照(ＣＫ)和金钗石斛多糖处理( Ｓ)ꎬ
每个处理 ６ 个重复ꎬ每个重复 ７ 羽隐性白羽鸡ꎮ 饲

养 ６０ ｄ 后ꎬ随机从对照和金钗石斛多糖处理的每

个重复中选取 １ 羽白羽鸡ꎬ采集其盲肠内容物ꎬ装
入 ５ ｍＬ 无菌冻存管中ꎬ放入－８０ ℃ 冰箱保存ꎬ用
于菌群 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测定ꎮ
１.２.２ 　 产蛋性能测定 　 试验期间ꎬ每天记录产蛋

数、产蛋量(ｇ)ꎬ计算产蛋率、每羽鸡日产蛋量( ｇ)ꎮ
产蛋率 ＝ 产蛋数 /鸡总数× １００％ꎻ每羽鸡日产蛋

量(ｇ)＝ 每日每个重复总蛋重 /鸡总数ꎮ
１.２. ３ 　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序 　 利用 ＱＩＡａｍＰ􀅸Ｆａｓｔ
ＤＮＡ Ｓｔｏｏｌ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂盒对采集样品进行 ＤＮＡ 抽

提ꎬ１％琼脂糖凝胶电泳检测所提 ＤＮＡꎬ符合要求的

ＤＮＡ 用于后续试验ꎮ ＰＣＲ 扩增引物为 ３３８Ｆ (５′￣
ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ￣３′) 和 ８０６Ｒ ( ５′￣
ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ￣３′)ꎬＰＣＲ 采用 Ｔｒａｎｓ￣
Ｓｔａｒｔ Ｆａｓｔｐｆｕ ＤＮＡ 聚合酶进行扩增ꎬ２０ μＬ 反应体系

９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ１ 个循环ꎻ９５ ℃变性ꎬ３０ ｓꎻ ５５ ℃
退火ꎬ４０ ｓꎻ ７２ ℃延伸ꎬ４５ ｓꎬ２７ 个循环ꎻ７２ ℃终延

伸ꎬ１０ ｍｉｎꎮ ２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物ꎮ 利

用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ 胶回收试剂盒 ( ＡＸＹＧＥＮ 公司产

品)回收扩增产物ꎬ用 Ｔｒｉｓ＿ＨＣｌ 洗脱ꎬ２％琼脂糖凝

胶电泳ꎮ 建立 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 基因文库ꎬ然后进行测序ꎮ
１.２.４　 生物信息学分析　 利用 ｆａｓｔｐ 和 ＦＬＡＳＨ 软件

对 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序得到的 ＰＥ ｒｅａｄｓ 进行质控、过滤和

拼接ꎮ 首先ꎬ对 ｒｅａｄｓ 尾部质量值<２０ 的碱基进行筛

选ꎬ设置 １０ ｂｐ 的窗口ꎬ如果窗口内的平均质量值低

于 ２０ꎬ从窗口开始截去后端碱基ꎬ过滤质控后 ５０ ｂｐ
以下的 ｒｅａｄｓꎬ去除含 Ｎ 碱基的 ｒｅａｄｓꎻ根据 ＰＥ ｒｅａｄｓ
之间的重叠关系ꎬ将成对 ｒｅａｄｓ 拼接成一条序列ꎬ最
小重叠区长度为 １０ ｂｐꎻ拼接序列的重叠区允许的最

大错配比例为 ０􀆰 ２ꎬ筛选不符合序列ꎻ根据序列首尾

两端的条形码(Ｂａｒｃｏｄｅ)和引物区分样品ꎬ并调整序

列方向ꎬＢａｒｃｏｄｅ 允许的错配数为 ０ꎬ最大引物错配

数为 ２ꎮ 通过软件 Ｕｐａｒｓｅ 对区分后的样品进行操作

分类单元(Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓꎬＯＴＵ)聚类分

析ꎮ 在 ＯＴＵ 聚类的基础上ꎬ采用 Ｍｏｔｈｕｒ 算法计算

α￣多样性指数ꎬ稀释曲线与 Ｐａｎ / Ｃｏｒｅ 物种曲线通过

Ｒ 语言绘制ꎮ 利用 Ｒ 语言工具(Ｖｅｒｓｉｏｎ ３.３.１)对物

种组成分析结果进行统计并作图ꎬ用 Ｒ 语言工具

(Ｖｅｒｓｉｏｎ ３.３.１)Ｖｅｇａｎ 包(Ｖｓｅｓｉｏｎ２.４.３)绘制相对丰

度热图ꎮ β 多样性距离矩阵通过 Ｑｉｉｍｅ 计算ꎮ 使用

ｔ 检验对物种之间的差异进行分析ꎬ组间差异比较

分析利用 Ｒ 语言包 ＭｅｔａｇｅｎｏｍｅＳｅｑ 完成ꎮ 利用软件

Ｎｅｔｗｏｒｋｘ(Ｖｓｅｓｉｏｎ１.１１)进行共现性网络分析ꎮ 采用

ＰＩＣＲＵＳｔ 方法对 ＯＴＵ 丰度进行归一化ꎬ即去除 １６Ｓ
ｒＲＮＡ ｍａｒｋｅｒ 在物种基因组中的基因拷贝数目的影

响ꎻ根据各 ＯＴＵ 的 Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅ ｉｄꎬ得到 ＯＴＵ 所对应

ＣＯＧ 家族和 ＫＥＧＧ Ｏｒｔｈｏｌｏｇ(ＫＯ)信息ꎻ同时ꎬ对每

个 ＣＯＧ 和 ＫＯ 丰度进行计算ꎮ 在上述基础上ꎬ利用

已建立的 ＣＯＧ 数据库ꎬ对每个 ＣＯＧ 进行分析ꎬ并对

它们的功能进行分析ꎬ得出它们的功能图谱ꎻ利用

ＫＥＧＧ 数据库中 ＫＯ、Ｐａｔｈｗａｙ 等信息ꎬ结合 ＯＴＵ 的

丰度ꎬ推算各个功能性类群的丰度ꎮ 采用 ＢｕｇＢａｓｅ
法对肠道微生物进行表型分类ꎮ
１.２.５　 数据统计　 使用 ＷＰＳ Ｅｘｃｅｌ 软件对数据进行

统计ꎬ使用 ＳＰＳＳ１８.０ 软件进行 ｔ 检验ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 金钗石斛多糖对产蛋后期隐性白羽鸡产蛋性

能的影响

　 　 表 ３ 显示ꎬ与对照相比ꎬ金钗石斛多糖处理隐性

白羽鸡的总产蛋数、产蛋量、日产蛋量和产蛋率极显

著提高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ说明饲料中添加金钗石斛多糖能

够提高产蛋后期隐性白羽鸡的产蛋性能ꎮ

表 ３　 金钗石斛多糖对隐性白羽鸡产蛋性能的影响

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｏｎ ｌａｙｉｎｇ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｒｅｃｅｓｓｉｖｅ ｗｈｉｔｅ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

项目　 　 　 　 　 对照 金钗石斛多糖处理

总产蛋数 １７６.７１±９.１９Ｂ ２０７.００±１３.６１Ａ

产蛋量(ｇ) ９ ５６５.２４±４５８.２６Ｂ １１ ０１６.７４±６６４.０９Ａ

日产蛋量(ｇ) ３２.５２±１.５５Ｂ ３７.４７±２.２６Ａ

产蛋率(％) ６０.１０±３.１２Ｂ ７０.４１±３.１２Ａ

同一行数据后不同大写字母表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

２.２　 α多样性与 ＯＴＵ 分析

如表 ４ 所示ꎬＣｈａｏ 指数为５３５.４２~５３８􀆰 ３６ꎬＳｈａｎ￣
ｎｏｎ 指数为４.３９~４􀆰 ６６ꎬＡｃｅ 指数为５２８.０６~５３８􀆰 ３６ꎮ
　 　 如图 １ 所示ꎬＰａｎ / Ｃｏｒｅ 物种曲线趋于平缓ꎬ说
明本次测序样本量足够ꎮ
　 　 如图 ２ 所示ꎬ稀释曲线趋于平缓ꎬ表明测序数据

量合理ꎮ
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表 ４　 操作分类单元(ＯＴＵ)数及 α多样性指数

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ (ＯＴＵｓ) ａｎｄ α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

处理 　 　 　 　 操作分类单元(ＯＴＵ)数 Ｃｈａｏ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ａｃｅ 指数

对照 ４９３.６７±２６.６０ ５３５.４２±２３.９７ ４.３９±０.３３ ５２８.０６±２３.９２

金钗石斛多糖处理 ５０２.１７±５１.９９ ５３８.３６±５６.５３ ４.６６±０.１２ ５３８.３６±５５.４５

图 １　 Ｐａｎ / Ｃｏｒｅ 物种曲线图

Ｆｉｇ.１　 Ｐａｎ / Ｃｏｒｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｕｒｖｅ

图 ２　 稀释曲线

Ｆｉｇ.２　 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ

２.３　 物种组成分析

利用物种聚类所得 ＯＴＵ 数据表绘制 Ｖｅｎｎ 图ꎬ由
图 ３ 可知ꎬ对照ＯＴＵ 有 ６１８ 个ꎬ金钗石斛多糖处理ＯＴＵ
有 ６３３ 个ꎬ共有的 ＯＵＴ 有 ６１４ 个ꎮ 由图 ４、图 ５、图 ６ 可

知ꎬ在属水平上ꎬ相较于对照ꎬ金钗石斛多糖处理白羽

鸡肠道内未分类的拟杆菌目(ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ ｏ＿Ｂａｃｔｅｒｏｉｄ￣
ａｌｅｓ)、粪杆菌属(Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、瘤胃球菌群(Ｒｕｍｉ￣
ｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｔｏｒｑｕｅｓ＿ ｇｒｏｕｐ)、脱硫弧菌属(Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ)、副
拟杆菌属(Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ)、未分类的梭状芽孢杆菌

ＵＣＧ￣０１４(ｎｏｒａｎｋ＿ ｆ＿ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ＿ＵＣＧ￣０１４)、瘤
胃菌科ＵＣＧ￣００５、克里斯滕森氏菌Ｒ￣７群(Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌ￣
ｌａｃｅａｅ＿Ｒ￣７＿ｇｒｏｕｐ)、未分类的鼠肠球菌科(ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿
Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ)、Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、未分类的颤螺菌科

(ｎｏｒａｎｋ＿ｆ ＿Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａｃｅａｅ)、未分类的瘤胃球菌科

(ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ)、欧陆森氏菌属(Ｏｌｓｅｎｅｌｌａ)
相对丰度上调ꎮ 由图 ７ 可知ꎬ在门水平上ꎬ与对照相

比ꎬ金钗石斛多糖处理拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ)相对丰

度降低 ９􀆰 ０％ꎬ厚壁菌门(Ｆｉｍｉｃｕｔｅｓ)相对丰度增加

７􀆰 ０％ꎬ脱硫杆菌门(Ｄｅｓｕｌｆｏｂａｃｔｅｒｏｔａ)相对丰度增加

１􀆰 ０％ꎬ放线菌门(Ａｃｔｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ)相对丰度增加 ０􀆰 ５％ꎬ
螺旋体门(Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｏｔａ)相对丰度增加 ０􀆰 ５％ꎮ

图 ３　 对照和金钗石斛多糖处理白羽鸡肠道微生物群落操作分类单元(ＯＴＵ)数
Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ (ＯＴＵｓ) ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｗｈｉｔｅ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ

Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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图 ４　 属水平上白羽鸡肠道的菌群分布

Ｆｉｇ.４　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｗｈｉｔｅ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

图 ５　 属水平上对照白羽鸡肠道菌群的分布

Ｆｉｇ.５　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｗｈｉｔｅ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

　 　 图 ８ 为属水平上盲肠微生物群落相对丰度热

图ꎬ对照和金钗石斛多糖处理白羽鸡盲肠内大部分

微生物物种丰度不相同ꎬ说明饲料中添加金钗石斛

多糖改变了白羽鸡盲肠菌群结构ꎮ

２.４　 样本比较分析

根据 ＯＴＵꎬ基于 Ｂｒａｙ＿ｃｕｒｔｉｓ 距离对白羽鸡肠道

微生物进行主坐标分析(ＰＣｏＡ)ꎬ用于研究不同分组

间群落的相似性和差异性ꎬ该方法侧重物种丰度ꎮ
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由图 ９ 可知ꎬ对照和金钗石斛多糖处理白羽鸡肠道

内微生物群落分离程度一般ꎬ具有相似性ꎮ 由图 １０
可知ꎬ偏最小二乘法判别分析(Ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ

ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＰＬＳ￣ＤＡ)结果表明ꎬ对照和金

钗石斛多糖处理白羽鸡肠道微生物可以明显区分开

来并聚成 ２ 个类群ꎮ

图 ６　 属水平上金钗石斛多糖处理白羽鸡肠道菌群的分布

Ｆｉｇ.６　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｗｈｉｔｅ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｕｎｄｅｒ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｎｏｂｉｌｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

图 ７　 门水平上白羽鸡肠道的菌群分布

Ｆｉｇ.７　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｗｈｉｔｅ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ
ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

２.５　 物种差异分析

对对照和金钗石斛多糖处理白羽鸡肠道微生物群

落中表现出丰度差异的物种ꎬ进行 ｔ 检验ꎮ 如图 １１ 所

示ꎬ在属水平上ꎬ与对照相比ꎬ金钗石斛多糖处理白羽鸡

肠道中未分类的瘤胃球菌科(ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅ￣
ａｅ)、未分类的克罗斯特里迪亚群体 ００４(ＵＣＧ￣００４)、福尼

氏菌属(Ｆｏｕｒｎｉｅｒｅｌｌａ)、粪球菌属(Ｆａｅｃａｌｉｃｏｃｃｕｓ)、梅迪杆

菌属(Ｍｅｒｄｉｂａｃｔｅｒ)和假黄酮属(Ｐｓｅｕｄｏｆｌａｖｏｎｉｆｒａｃｔｏｒ)相对

丰度显著提高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ瘤胃球菌群(Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿
ｔｏｒｑｕｅｓ＿ｇｒｏｕｐ)相对丰度极显著提高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
　 　 如表 ５ 所示ꎬ与对照相比ꎬ金钗石斛多糖处理白

羽鸡肠道微生物群落中有益菌福尼氏菌属(Ｆｏｕｒｎｉ￣
ｅｒｅｌｌａ)、瘤胃球菌群(Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｔｏｒｑｕｅｓ＿ｇｒｏｕｐ)、连
芽孢杆菌属(Ｃａｔｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ)、粪球菌属(Ｆａｅｃａｌｉｃｏｃ￣
ｃｕｓ)、未分类的丁酸球菌科(ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿Ｂｕｔｙｒｉｃｉｃ￣
ｏｃｃａｃｅａｅ)和未分类拟杆菌目(ｎｏｒａｎｋ＿ｆ ＿ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ)相对丰度显著提高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ迷踪菌

属(Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ)相对丰度显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ巴
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恩斯氏菌属(ｇ＿Ｂａｒｎｅｓｉｅｌｌａ)相对丰度极显著降低(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ鸡的肠道微生态显著改善ꎮ

图 ８　 属水平上白羽鸡肠道微生物群落热图

Ｆｉｇ.８　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ
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图 ９　 主坐标分析

Ｆｉｇ.９　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４、Ｃ５、Ｃ６ 分别为对照的 ６ 个重复ꎮ Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４、
Ｓ５、Ｓ６ 分别为金钗石斛多糖处理的 ６ 个重复ꎮ

图 １０　 ＰＬＳ￣ＤＡ 分析

Ｆｉｇ.１０　 ＰＬＳ￣ＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ

图 １１　 白羽鸡肠道微生物相对丰度

Ｆｉｇ.１１　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｗｈｉｔｅ ｆｅａｔｈｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

表 ５　 Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅｓｅｑ 差异分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅｓｅｑ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

物种名称　 　 　 　 　 　 　 　
物种丰度>０ 的样本数

对照 金钗石斛多糖处理

物种丰度之和

对照 金钗石斛多糖处理

巴恩斯氏菌属(Ｂａｒｎｅｓｉｅｌｌａ) ６ ６ ２６９Ａａ ９４Ｂｂ

福尼氏菌属(Ｆｏｕｒｎｉｅｒｅｌｌａ) ６ ６ １２１Ａｂ ５７５Ａａ

瘤胃球菌群(Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｔｏｒｑｕｅｓ＿ｇｒｏｕｐ) ６ ６ ５ ３００Ａｂ １１ ８５３Ａａ

连芽孢杆菌属(Ｃａｔｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ) ２ ５ １１Ａｂ ２１Ａａ

粪球菌属(Ｆａｅｃａｌｉｃｏｃｃｕｓ) ６ ６ ８１Ａｂ ２４６Ａａ

未分类的丁酸球菌科(ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿Ｂｕｔｙｒｉｃｉｃｏｃｃａｃｅａｅ) ３ ４ ６Ａｂ ２１Ａａ

未分类拟杆菌目(ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿ｎｏｒａｎｋ＿ｏ＿Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ) ６ ６ ５０３Ａｂ ８０１Ａａ

迷踪菌属(Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ) ６ １ ９０Ａａ ３Ａｂ
同一行数据后不同大写字母表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 同一行数据后不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２.６　 Ｎｅｔｗｏｒｋ 网络分析

共线性网络分析法通过分析各样品间的物种丰

度信息ꎬ得到样品间的共线关系ꎬ揭示样品间的共性

与差异性ꎮ 图 １２ 分析结果显示ꎬ在属水平上ꎬ物种

丰度≥５０ 的物种中ꎬ瘤胃球菌群 ( Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ＿
ｔｏｒｑｕｅｓ＿ｇｒｏｕｐ)与对照和金钗石斛多糖处理的白羽鸡

肠道微生物群落具有共线关系ꎬ而未分类的瘤胃球

菌科(ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ)仅与金钗石斛多
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糖处理的白羽鸡肠道微生物群落有共线关系ꎮ

图 １２　 共线性网络分析

Ｆｉｇ.１２　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ

２.７　 功能富集分析

基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列ꎬ由 ＣＯＧ 功能预测结果(图
１３)可知ꎬ对照和金钗石斛多糖处理白羽鸡肠道微

生物群落基因功能以氨基酸运输和代谢为主ꎮ

图 １３　 ＣＯＧ 功能注释

Ｆｉｇ.１３　 ＣＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ
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　 　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列ꎬＫＥＧＧ 功能预测一级、二
级代谢通路注释结果如图 １４、图 １５ 所示ꎬ对照和金

钗石斛多糖处理的白羽鸡肠道微生物群落基因功能

主要集中在代谢、遗传信息处理等 ６ 个通路中ꎬ其中

在代谢通路上基因富集最多ꎮ 通过 ＫＥＧＧ 二级代

谢通路注释可知ꎬ对照和金钗石斛多糖处理的白羽

鸡肠道微生物群落基因主要集中在碳水化合物代谢

和氨基酸代谢通路中ꎮ

图 １４　 ＫＥＧＧ 一级代谢通路

Ｆｉｇ.１４　 ＫＥＧＧ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ

２.８　 ＢｕｇＢａｓｅ 分析

图 １６ 显示ꎬ隐性白羽鸡菌群表型主要以氧化胁

迫耐受和厌氧等 ８ 个表型为主ꎮ 如图 １７ 所示ꎬ对照

白羽鸡肠道微生物群落革兰氏阳性菌相对丰度显著

低于金钗石斛多糖处理(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ革兰氏阴性菌相

对丰度显著高于金钗石斛多糖处理(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ表明

金钗石斛多糖改变了鸡盲肠内微生物组成ꎮ

３　 讨 论

３.１　 金钗石斛多糖对产蛋后期隐性白羽鸡产蛋性

能的影响

　 　 蛋鸡总产蛋数、产蛋量、日产蛋量、产蛋率等是

评价蛋鸡产蛋能力的主要指标ꎬ然而ꎬ处于产蛋期的

蛋鸡由于受到高产蛋量积累的压力ꎬ其产蛋性能会

受到影响ꎬ从而影响其生产效率[１２￣１３]ꎮ 大量研究结

果表明ꎬ多糖物质具有抗衰老、抗氧化、提高免疫力

和提高产蛋性能的作用ꎮ 李振慧等[１４] 在海兰褐蛋

鸡产蛋后期的日粮中添加 ５００ ｍｇ / ｋｇ、１ ０００ ｍｇ / ｋｇ、
１ ５００ ｍｇ / ｋｇ的酵母多糖ꎬ结果表明ꎬ酵母多糖对海

图 １５　 ＫＥＧＧ 二级代谢通路

Ｆｉｇ.１５　 ＫＥＧＧ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ

Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４、Ｃ５、Ｃ６ 分别为对照的 ６ 个重复ꎮ Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４、
Ｓ５、Ｓ６ 分别为金钗石斛多糖处理的 ６ 个重复ꎮ

图 １６　 ＢｕｇＢａｓｅ 分析

Ｆｉｇ.１６　 ＢｕｇＢａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
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图 １７　 ＢｕｇＢａｓｅ 检验

Ｆｉｇ.１７　 ＢｕｇＢａｓｅ ｔｅｓｔ

兰褐蛋鸡的产蛋性能有明显的促进作用ꎬ同时也提

高了机体的免疫力和抗氧化水平ꎮ 有研究发现ꎬ将
黄芪多糖添加到崇仁鸡日粮中ꎬ可显著改善其产蛋

性能ꎬ改善肠道菌群结构ꎬ并增强机体的抗氧化功

能[１５]ꎮ Ｇｕｏ 等[１６] 研究结果表明ꎬ海藻浒苔多糖能

够提高产蛋后期罗曼白蛋鸡的产蛋性能及抗氧化能

力ꎬ同时提高鸡蛋品质ꎮ Ｌｉｕ[１７] 等设置对照(ＣＫ)、
ＰＳ 处理(４􀆰 ２ ｇ / ｋｇ桑黄硒多糖)、Ｓｅ 处理(０􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ
硒)和 ＰＳＳｅ 处理(４􀆰 ２ ｇ / ｋｇ桑黄硒多糖ꎬ０􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ
硒)ꎬ与对照相比ꎬＰＳ 处理、Ｓｅ 处理和 ＰＳＳｅ 处理蛋

鸡的产蛋性能、抗氧化能力和免疫力均提高ꎬ其中

ＰＳＳｅ 处理蛋鸡的产蛋性能、抗氧化能力和免疫力最

高ꎮ 本研究在饲粮中添加金钗石斛多糖ꎬ产蛋后期

隐性白羽鸡的总产蛋数、产蛋量、日产蛋量和产蛋率

极显著提高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ表明金钗石斛多糖可以提高

产蛋后期隐性白羽的产蛋性能ꎬ这与前人研究结果

基本一致ꎮ 金钗石斛多糖具有抗氧化和抗衰老的功

能[１８￣１９]ꎬ金钗石斛多糖可能通过增强隐性白羽鸡的

抗衰老与抗氧化能力来提高其产蛋性能ꎬ这一结论

有待进一步验证ꎮ
３.２　 金钗石斛多糖对隐性白羽鸡肠道菌群的影响

　 　 作为一种益生元ꎬ金钗石斛多糖的主要功能是

调节动物的肠道菌群ꎬ本研究主要对金钗石斛多糖

处理白羽鸡盲肠菌群的多样性进行探讨ꎮ α 多样性

指标中的 Ｃｈａｏ 指数、Ａｃｅ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数是衡

量微生物群落多样性的常用指标[２０]ꎮ 在本研究中ꎬ
与对照相比ꎬ金钗石斛多糖处理隐性白羽鸡肠道菌

群 Ｃｈａｏ 指数、Ａｃｅ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数上升ꎮ ＰＬＳ￣
ＤＡ 分析结果表明ꎬ对照和金钗石斛多糖处理白羽

鸡肠道菌群可以明显区分开并聚成 ２ 个类群ꎮ 由此

推测ꎬ金钗石斛多糖可能会引起肠道微生物群落结

构的变化ꎮ 从物种组成分析结果来看ꎬ门水平上ꎬ厚
壁菌门和拟杆菌门是白羽鸡肠道菌群中最主要的两

个门ꎬ这与前人研究结果[２１] 相吻合ꎮ 与对照相比ꎬ
金钗石斛多糖处理增加了厚壁菌门的相对丰度ꎮ 而

厚壁菌门相对丰度的增加有利于肉鸡适应环境应

激ꎬ提高生长性能[２２￣２４]ꎮ 这证明在饲粮中添加金钗

石斛多糖可以促进鸡肠道健康ꎬ提高生长性能ꎮ Ｗｕ
等[２５]将葡萄糖氧化酶作为补充剂添加到肉鸡饲料

中ꎬ通过增加厚壁菌门的丰富度改善肉鸡的生长性

能和肠道功能ꎬ与本研究结果相似ꎮ
有研究发现ꎬ瘤胃球菌群(Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｔｏｒｑｕｅｓ＿

ｇｒｏｕｐ)是一种可以产生丁酸盐的细菌[２６]ꎮ 丁酸盐是

肠道上皮细胞的重要供能物质ꎬ具有保护肠道黏膜ꎬ
抑制炎症反应等作用[２７]ꎮ 粪球菌属(Ｆａｅｃａｌｉｃｏｃｃｕｓ)
主要代谢产物是丁酸和乳酸[２８]ꎬ为有益菌ꎮ 梅迪杆

菌属(Ｍｅｒｄｉｂａｃｔｅｒ)是厚壁菌门丹毒科的一种ꎬ与磷酸

戊糖途径代谢有关[２９]ꎬ磷酸戊糖途径可产生具有还

原性的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(ＮＡＤＰＨ)ꎬ
ＮＡＤＰＨ能够参与生物合成和抗氧化作用[３０]ꎬ属于有

益菌[３１]ꎮ 假黄酮属(Ｐｓｅｕｄｏｆｌａｖｏｎｉｆｒａｃｔｏｒ)可以产生短

链脂肪酸[３２]ꎬ其丰度与宿主健康有关[３３]ꎮ 连芽孢杆

菌属(Ｃａｔｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ)属于毛螺菌科ꎬ主要发酵产物是

乙酸盐和丁酸盐[３４]ꎬ有助于维持肠道健康ꎬ减少肠道

病原体的定殖ꎮ 此外ꎬ有研究结果表明ꎬ迷踪菌属

(Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ)可能与氧胁迫有关[３５]ꎮ 巴恩斯氏菌

属(Ｂａｒｎｅｓｉｅｌｌａ)被认为是一种与自闭症有关的致病

菌[３６]ꎮ 本研究结果表明ꎬ与对照相比ꎬ金钗石斛多糖

处理瘤胃球菌群(Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿ｔｏｒｑｕｅｓ＿ｇｒｏｕｐ)、粪球

菌属(Ｆａｅｃａｌｉｃｏｃｃｕｓ)与梅迪杆菌属(Ｍｅｒｄｉｂａｃｔｅｒ)等有

益菌的相对丰度显著提升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ巴恩斯氏菌

属(Ｂａｒｎｅｓｉｅｌｌａ)等致病菌的相对丰度显著降低(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ表明在饲粮中添加金钗石斛多糖可以预防鸡

的肠道疾病、促进物质代谢ꎮ Ｘｕ 等[３７] 研究结果表

明ꎬ在膳食中添加 ７５０ ｍｇ / ｋｇ 单宁酸ꎬ可以增加瘤胃

球菌等有益菌的丰度ꎬ有助于改善肠道屏障ꎮ Ｙａｎｇ
等[３８]研究结果表明ꎬ胡芦巴种子提取物能够增加黄

羽肉鸡肠道中瘤胃球菌等有益微生物ꎬ改善肠道屏

障ꎬ与本研究结果相似ꎮ 此外ꎬ本研究结果显示ꎬ金钗

石斛多糖提高了革兰氏阳性菌的相对丰度ꎬ降低了革

兰氏阴性菌的相对丰度ꎮ 有研究结果表明ꎬ革兰氏阳

性菌比革兰氏阴性菌更能激发机体的免疫系统[３９]ꎮ
Ｚｈａｎｇ 等[４０]发现ꎬ高体重鸡中革兰氏阳性菌的丰度较
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高ꎬ低体重鸡中革兰氏阴性菌的丰度较高ꎬ低体重鸡

的血清脂多糖和相关炎症因子水平显著高于高体重

鸡ꎬ在仔鸡体内接种高体重鸡的肠道微生物ꎬ可减轻

仔鸡机体的炎症反应ꎮ 这表明金钗石斛多糖可以通

过改变肠道中革兰氏菌的组成进而提高宿主的抗病

能力ꎮ

４　 结 论

金钗石斛多糖能够提高产蛋后期隐性白羽鸡的

产蛋性能ꎮ 金钗石斛多糖增加了隐性白羽鸡肠道菌

群中有益菌的相对丰度ꎬ降低了致病菌的相对丰度ꎬ
可以改善隐性白羽鸡的肠道微生态ꎮ
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