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　　[摘　要 ]　将 72头28日龄三元杂交 (杜×大×长)断奶仔猪随机分为3组,每组4个重复,每重复6头,分别饲

喂基础日粮、基础日粮+ 质量分数 0. 25%乳酸杆菌和基础日粮+ 质量分数 0. 25%乳酸杆菌+ 10 m gökg 黄霉素,以

研究乳酸杆菌对断奶仔猪生长性能、养分表观消化率和消化酶活性的影响。结果表明,添加乳酸杆菌组均能显著提

高断奶仔猪平均日采食量 (P < 0. 05) ,极显著提高平均日增重,降低料重比 (P < 0. 01) ; 显著提高仔猪饲粮粗脂肪

表观消化率 (P < 0. 05) ,极显著提高胰脏、十二指肠食糜脂肪酶和淀粉酶活性 (P < 0. 01) ; 与单独添加乳酸杆菌相

比,乳酸杆菌与黄霉素配伍极显著降低了仔猪的日增重和十二指肠食糜脂肪酶和淀粉酶活性 (P < 0. 01)。表明在断

奶仔猪日粮中添加乳酸杆菌,可显著提高仔猪生长性能及脂肪酶活性和粗脂肪表观消化率。
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　　抗生素在畜禽日粮中的应用促进了畜牧业的发

展,同时也逐渐暴露出诸如病原菌产生耐药性[122 ]和

畜产品中药物残留超标[3 ]等负面作用。寻找能替代

饲用抗生素、无污染、无残留的绿色饲料添加剂已成

为一种必然的趋势。酶制剂、酸化剂、中草药添加剂、

微生态制剂等作为替代抗生素的绿色饲料添加剂越

来越多地被应用到畜禽饲粮中[4 ]。有研究表明,添加

乳酸杆菌能够提高哺乳仔猪和断奶仔猪的生长性

能[526 ] ,提高育肥猪对蛋白质的消化率[7 ]。但也有研

究认为,乳酸杆菌对新生仔猪具有显著的促生长作

用,但对出生2周后的仔猪没有显著促生长效果[8 ] ,

乳酸杆菌对生长猪回肠养分消化率没有表现出显著

的提高效果[9 ]。为了明确乳酸杆菌对断奶仔猪的作

用效果,本试验通过在断奶仔猪日粮中添加乳酸杆

菌以及乳酸杆菌与抗生素配伍,研究了其对断奶仔

猪生长、养分消化率和消化酶活性的影响,探讨了乳

酸杆菌对断奶仔猪的作用机理。

1　材料与方法

1. 1　试验动物

　　供试仔猪为28日龄健康断奶仔猪 (杜洛克×大

白×长白) ,共72头。

1. 2　试验设计

将72头供试猪随机分为3组,每组4个重复,每

重复 6 头猪,公母各半。其中对照组饲喂基础日粮

内,不含任何抗生素和微生态制剂; 试验1组饲喂基

础日粮+ 质量分数 0. 25%乳酸杆菌 (由河南农业大

学牧医工程学院动物学实验室提供,为液体制剂,主

要成分是4株复合乳酸杆菌,活菌数为4×108ömL ) ;

试验2组饲喂基础日粮+ 质量分数0. 25%乳酸杆菌

+ 10 m gökg 黄霉素。基础日粮配方及营养水平 (计

算值)见表1。

1. 3　饲养管理

试验猪每天饲喂 6次,乳头式饮水器自由饮水,

常规饲养管理。每次饲喂前按添加量将乳酸杆菌均

匀喷洒到饲粮中,立即饲喂。

1. 4　生长性能试验

饲养试验为期 6 周,在试验开始日和结束日的

早晨,以每重复为单位空腹称量仔猪体重,同时计量

耗料量,计算日平均采食量、日平均增重和料重比。

1. 5　消化试验

在饲养试验的第 2 周开始进行消化试验,采用

指示剂法测定养分表观消化率, 以 4N 2HC l不溶灰

分为指示剂,预试期5 d,正试期3 d。粪样收集后立
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即加入体积分数10% H 2SO 4 固氮,然后放入- 20 ℃

冰箱中保存。饲料和粪样粗蛋白质、粗脂肪、钙、总磷

含量按文献 [ 10 ]的方法测定, 4N 2HC l不溶灰分含

量按文献[ 11 ]提供的方法测定。养分表观消化率计

算公式如下:

养分表观消化率ö% = 1- ( (饲粮中指示剂含量×粪

中某养分含量) ö(饲粮中某养分含量×粪中指示剂

含量) )×100%。
表 1　基础日粮配方及营养水平

T able 1　Compo sit ion and nu trien t levels of basic diet

原料名称
Ingredien ts

含量
Conten t

营养水平
N utrien t level

含量
Conten t

玉米 Co rn 620. 0 猪消化能ö(M J·kg- 1) D E 13. 75
大豆粕 Soybean m eal 258. 0 粗蛋白ö(g·kg- 1) CP 190. 5
鱼粉 F ish m eal 30. 0 钙ö(g·kg- 1)Ca 8. 1
乳清粉W hey pow der 30. 0 总磷ö(g·kg- 1) T P 6. 4
蔗糖 Sucro se 20. 0 有效磷ö(g·kg- 1) A P 4. 3
磷酸氢钙 CaH PO 4 14. 0 赖氨酸ö(g·kg- 1) L ys 11. 0
石粉 L im estone 7. 0 蛋氨酸ö(g·kg- 1) M et 3. 0
盐N aC l 3. 0 苏氨酸ö(g·kg- 1) T h r 7. 7
预混料 P rem ix 10. 0
植物油V egetab le o il 8. 0

　　注:预混料向每千克全价料中提供微量成分:VA 5 500 IU , VD3 500 IU , V E 40 IU , VB1 3 m g, VB25 m g, VB12 28 Λg,泛酸15 m g,烟酸20 m g,胆

碱550 m g,M n 30 m g, Zn 100 m g, Fe 100 m g, Cu 150 m g, I 0. 4 m g, Se 0. 3 m g。
N o te: T he m icro componen ts in diet per k ilogram p rovided by p rem ix include: VA 5 500 IU , VD3 500 IU , V E 40 IU , VB1 3 m g, VB2 5 m g, VB12

28 Λg, Pan to then ic acid 15 m g, N iccin 20 m g, Cho line 550 m g,M n 30 m g, Zn 100 m g, Fe 100 m g, Cu 150 m g, I 0. 4 m g, Se 0. 3 m g.

1. 6　消化酶活性的测定

1. 6. 1　样品的采集与处理　在试验结束后第2天,

每个处理随机屠宰 3 头健康仔猪,取其胰脏和十二

指肠食糜,在液氮中速冻,用于测定消化酶活性。按

m (胰脏)∶m (水) = 1∶4 和m (食糜)∶m (水) =

1∶3的比例,用高速组织捣碎机匀浆, 12 000 röm in

4 ℃离心 20 m in,取上清液于 1. 5 mL 离心管中,置

- 80 ℃冰箱内保存备用。

1. 6. 2　酶活性的测定方法　脂肪酶活性测定采用

比浊法[12 ] ,以纯化橄榄油为底物。酶活性单位定义

为: 在 37 ℃水浴中, 作用于底物 10 m in, 能水解 1

Λmo l底物的酶量,表中以10- 4酶活单位表示。

Α2淀粉酶活性测定采用碘2淀粉比色法[13 ] ,以可

溶性淀粉为底物。酶活性单位定义为:在40 ℃条件

下与底物淀粉作用 30 m in,水解淀粉使吸光度降低

0. 1的酶量。

1. 7　数据处理

试验数据以“平均值±标准差”表示,方差分析

和 D uncan 氏多重比较采用 SA S ( 6. 12) 软件包

STA T 模块中的ANOVA 程序进行。

2　结果与分析

2. 1　各处理仔猪的生长性能

　　由表 2 可知, 各组仔猪初始体重无显著差异

(P > 0. 05) ,结束时试验1组体重显著高于对照组和

试验2组 (P < 0. 05) ;对照组仔猪日均耗料显著低于

试验1组 (P < 0. 05) ,试验2组与对照组和试验1组

均无显著差异 (P > 0. 05) ;试验1组日增重极显著高

于对照组和试验2组 (P < 0. 01) ,料重比极显著低于

对照组 (P < 0. 01) ,试验2组与对照组间日增重和料

重比均没有显著差异 (P > 0. 05)。本试验结果表明,

日粮中添加乳酸杆菌提高了仔猪日增重和采食量,

降低了仔猪料重比,乳酸杆菌与抗生素同时使用的

效果较单独使用乳酸杆菌的差。

表 2　各处理仔猪日均耗料、日均增重和料重比
T able 2　Feed w eigh t,AD F I,AD G and FöG of p iglets fo r each group

组别
Group

初始体重ökg
Begin w eigh t

结束体重ökg
F in ish w eigh t

日均耗料ö
(g·头- 1·d- 1)
A verage daily

feed in take

日增重ö
(g·头- 1·d- 1)
A verage daily

gain

料重比
Feedögain

对照组 Contro l 10. 10±1. 14 a 20. 51±1. 96 b 602. 29±48. 67 b 247. 86±38. 87 B 2. 43±0. 24 B
试验1组 Group 1 10. 51±0. 55 a 24. 27±2. 67 a 720. 56±110. 98 a 327. 62±36. 25 A 2. 20±0. 13 A
试验2组 Group 2 10. 15±0. 61 a 21. 64±2. 00 b 631. 17±72. 90 ab 273. 57±34. 50 B 2. 31±0. 16 AB

　　注:同列数据后标不同小写字母者表示差异显著 (P < 0. 05) ,标不同大写字母表示差异极显著 (P < 0. 01)。下表同。
N o te: D ate w ith differen t sm all letters w ere sign ifican t differen t (P < 0. 05) , w ith differen t cap ital letters w ere ex trem ely sign ifican t

differen t (P < 0. 01). T he fo llow ing tab les are the sam e.
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2. 2　各处理仔猪对饲粮中营养成分的表观消化率

由表3可知,试验1组和试验2组对饲粮中粗脂

肪的表观消化率显著高于对照组 (P < 0. 05) , 3处理

间对饲粮中粗蛋白质、钙和总磷的表观消化率虽无

显著差异 (P > 0. 05) ,但均呈现出试验1组> 试验 2

组> 对照组的趋势。表明向饲料中添加乳酸杆菌,可

提高仔猪对饲粮中粗脂肪的表观消化率,并且对仔

猪提高饲粮粗蛋白质、钙和总磷的表观消化率也有

一定作用。与对照组相比,乳酸杆菌和抗生素配伍组

与单独添加乳酸杆菌组在提高仔猪对饲粮中营养成

分表观消化率方面的效果相近。

表 3　各处理仔猪对饲粮中粗脂肪、粗蛋白质、钙和总磷的表观消化率

T able 3　A pparen t digest ib ility efficiencies of EE, CP, Ca and T P of diets fo r each group %

组别
Index

粗脂肪
E ther ex tract

粗蛋白质
C rude p ro tein

钙
Calcium

总磷
To tal pho spho rus

对照组 Contro l 42. 33±3. 75 b 76. 80±2. 46 a 38. 32±2. 08 a 39. 21±1. 39 a

试验1组 Group 1 52. 91±3. 61 a 79. 15±0. 75 a 43. 97±2. 18 a 41. 13±1. 34 a

试验2组 Group 2 49. 89±3. 02 a 77. 63±1. 30 a 43. 89±5. 40 a 39. 45±4. 47 a

2. 3　各处理组仔猪胰脏和十二指肠食糜中消化酶

的活性

由表4可知,无论是胰脏还是十二指肠食糜中,

脂肪酶和淀粉酶活性均以试验1组显著高于对照组

(P < 0. 01) ;试验2组十二指肠食糜中脂肪酶和淀粉

酶活性均显著高于对照组 (P < 0. 01) ; 胰脏中脂肪

酶和淀粉酶活性均表现为试验2组与对照组和试验

1组间无显著差异 (P > 0. 05)。表明添加乳酸杆菌提

高了仔猪胰脏和十二指肠食糜中脂肪酶和淀粉酶的

活性,乳酸杆菌与抗生素配伍虽然也提高了十二指

肠食糜中脂肪酶和淀粉酶的活性,但提高幅度低于

单独添加乳酸杆菌组。
表 4　各处理组仔猪胰脏和十二指肠食糜脂肪酶和淀粉酶活性

T able 4　A ctivit ies of lipase and Α2am ylase in pancreatic gland and duodenum chym es of p iglets fo r each group

组别
Group

脂肪酶ö10- 4U L ipase 淀粉酶öU Α2am ylase

胰脏
Pancreatic gland

十二指肠食糜
D uodenum chym e

胰脏
Pancreatic gland

十二指肠食糜
D uodenum chym e

对照组 Contro l 21. 89±3. 01 B 1. 78±0. 36 C 4. 31±0. 31 B 3. 38±0. 36 C

试验1组 Group 1 31. 33±2. 44 A 20. 54±1. 24 A 5. 61±0. 17 A 17. 51±4. 64 A

试验2组 Group 2 27. 35±3. 76 AB 11. 00±2. 96 B 5. 08±0. 76 AB 11. 32±1. 10 B

3　讨　论

微生态制剂可以帮助家畜建立和维持胃肠道

正常的优势菌群,刺激胃肠道分泌消化液,提高养

分消化率,从而起到促进家畜生长的作用[14215 ]。乳

酸杆菌是猪肠道正常菌群中重要的优势菌之一,其

对于改善肠道内环境、维持猪体内正常的微生态平

衡具有十分重要的意义。Po llm an [16 ]认为,用乳酸

杆菌饲喂仔猪,日增重可提高8. 4% ,饲料转化效率

可提高6. 8%。但韩春艳等[8 ]研究认为,乳酸杆菌对

2周后仔猪没有表现出良好的促生长作用。本试验

结果表明,在断奶仔猪日粮中添加乳酸杆菌显著提

高了断奶仔猪体重、日增重和饲料转化效率,添加

乳酸杆菌组与未添加组相比,仔猪平均日增重提高

了32. 1% ,表现出良好的促生长效果。乔宏宇等[17 ]

认为, 仔猪处于应激期时使用活菌制剂的效果最

好。本试验所选猪为刚断奶仔猪,断奶应激大,饲养

环境差,这可能是本试验表现出较好促生长效果的

原因之一。Kah ram an 等[18 ]研究认为,微生态制剂

与抗生素配伍的效果优于单一添加微生态制剂,体

现出了二者的协同作用。本试验结果中,添加黄霉

素与乳酸杆菌配伍组的仔猪日均增重显著低于单

独添加乳酸杆菌组, 料重比二者虽然没有显著差

异,但黄霉素与乳酸杆菌配伍组仍低于单独添加乳

酸杆菌组,表明黄霉素与乳酸杆菌间的配伍不但不

能提高乳酸杆菌对断奶仔猪的促生长效果,反而降

低了乳酸杆菌的促生长效果,这与Kah ram an 等[18 ]

的试验结果不一致。其原因可能是由于黄霉素杀灭

或抑制了部分乳酸杆菌的活性,使其没有达到足够

数量以发挥有益作用。

Co lling ton [19 ]研究认为,乳酸杆菌产生的酸性

代谢产物可使肠道环境偏酸性,而一般消化酶的最

适pH 均偏酸性 (淀粉酶6. 5,糖化酶4. 4) ,有机酸的

产生还可加强肠道的蠕动和分泌,因此有利于营养

物质的消化吸收。M axw ell等[7 ]在育肥猪上的试验

结果表明,添加乳酸杆菌可提高猪对饲粮粗蛋白质
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的消化率。本试验中添加乳酸杆菌或乳酸杆菌与黄

霉素配伍,均显著提高了饲粮粗脂肪表观消化率,

粗蛋白质、钙和总磷表观消化率与对照组相比虽然

没有显著差异,但具有提高的趋势;与对照组相比,

乳酸杆菌与黄霉素配伍组养分表观消化率变化趋

势与单独添加乳酸杆菌组一致,但养分表观消化率

仍低于单独添加乳酸杆菌组,这与两组仔猪的生长

性能表现相一致。表明向断奶仔猪日粮中添加乳酸

杆菌,可促进仔猪对饲粮粗脂肪的消化; 与单独添

加乳酸杆菌相比,乳酸杆菌与黄霉素配伍具有降低

饲粮养分表观消化率的趋势。

许多微生物可以产生淀粉酶、脂肪酶和蛋白酶

等消化酶,从而提高饲料转化效率。益生菌能诱导

动物内源消化酶的分泌,其在消化道中所产生的酶

与动物体内的酶共同起作用,能提高饲料转化率。

Co lling ton [19 ]认为, 日粮中添加益生素 (多株乳杆

菌和粪链球菌混合物)可以显著提高仔猪小肠内容

物中的碳水化合物酶活性,乳杆菌在细胞内外均可

产生淀粉酶。有学者[20 ]对肉鸡的试验结果表明,在

饲料中添加 0. 1%嗜酸乳杆菌干培养物,显著提高

了40日龄肉仔鸡的小肠淀粉酶活性 (P < 0. 05) ,但

脂肪酶及蛋白酶活性不受影响 (P > 0. 05)。本试验

中,添加乳酸杆菌显著提高了断奶仔猪胰脏和十二

指肠食糜中淀粉酶和脂肪酶的活性 (P < 0. 01) ,显

著提高了断奶仔猪平均日增重和饲粮粗脂肪表观

消化率。据此认为,向日粮中添加乳酸杆菌后,仔猪

生长性能的提高与仔猪脂肪酶活性和粗脂肪表观

消化率的提高有关。乳酸杆菌和黄霉素配伍组食糜

中淀粉酶和脂肪酶活性虽然较对照组提高,但仍显

著低于单独添加乳酸杆菌组, 3个组的淀粉酶和脂

肪酶活性变化趋势与 3 组仔猪生长性能的变化趋

势相同。
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Effect of L actobacillus on grow th perfo rm ance, nu tr ien t d ige2
st ib ility and d igest ive enzym e act ivit ies of w eaned p ig le ts

W ANG Zh i-x iang1, QIAO J ia-yun 1,W ANG Z i-heng2, QI X in 1

(1 Colleg e of A n im al H usband ry and V eterinary , H enan A g ricu ltu ra l U niversity , Z heng z hou, H eπnan 450002, Ch ina;

2 Q ingf eng Coun ty F ood B u reau , Q ingf eng , H eπnan 457300, Ch ina)

Abstract: Seven ty2tw o 82day2o ld w eaned p ig lets (D u roc×Yo rk sh ire×L andrace) w ere divided in to

th ree group s of fou r repeats. A n experim en t w as conducted to study the effects of the supp lem en ta t ion of

L actobacillus agen ts and the com b inat ion of L actobacillus and flavom ycin in the basic d iet on grow th

perfo rm ance, nu trien t d igest ib ility and digest ive enzym e act ivity of w eaned p ig lets. T he resu lts show ed that

L actobacillus increased average daily feed in take (P < 0. 05) , average daily gain and decreased the feedögain

ra t io (P < 0. 01). L actobacillus increased apparen t ly the digest ib ility of ether ex tract (P < 0. 05) and the

act ivit ies of am ylase and lipase in pancreat ic g land and duodenum chym e (P < 0. 01) mo st sign if ican t ly. T he

com b inat ion of L actobacillus and flavom ycin decreased the perfo rm ance of p ig lets and the act ivit ies of

analyse and lipase in pancreat ic p land and doudenum chym e (P < 0. 01) comparing w ith the single u se of

L actobacillus. T he resu lts ind ica ted that adding of L actobacillus in the diet cou ld p romo te the perfo rm ance

of w eaned p ig lets and the act ivity of lipase and digest ib ility of ether ex tract apparen t ly.

Key words: w eaned p ig let; L actobacillus; d igest ib ility; d igest ive enzym e
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Study on clon ing, exp ression and imm unogen icity of the

fragm en t C of te tanu ss tox in

J IANG Hui- t ing1, 2,Y U San -ke1, FENG Peng1, J IANG Ha i-yan 2,W ANG X i- l iang2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Institu te of M icrobiology and Ep id em iology , A cad emy of M ilita ry M ed icine,B eij ing 100071, Ch ina)

Abstract: To clone, exp ress, pu rify p ro tein and analyse the imm unogen icity of the fragm en t C of

tetanu s tox in, the fragm en t C gene of tetanu s tox in w as amp lif ied from C lostrid ium tetan i genom ic DNA by

PCR. It w as in serted in to the h igh2exp ression vecto r pET 32a, and exp ression of th is p lasm id in E scherich ia

coli BL 21 (D E3) resu lted in the p roduct ion of a fu sion p ro tein. T he recom b inan t fragm en t2C2th io redox in

p ro tein s w ere pu rif ied sign if ican t ly in one step by aff in ity ch rom atography, and then u sed to imm un ize m ice

and test the an t ibody t iters. T he resu lt of SD S2PA GE show ed that a specif ic recom b inan t p ro tein w as

exp ressed, accoun t ing fo r 28. 19% of the so lub le p ro tein. W estern b lo t analysis indica ted that th is p roduct

had certa in an t igen icity, and the final pu rity w as 96. 92%. 14 days after the th ird imm un izat ion the an t i2
tetanu s an t ibody t iters of the m ice of the group rT TC w ere detected. T he recom b inan t p ro tein is an

imm unogen icity an t igen of tetanu s tox in and thu s con structs a basis fo r the developm en t of vaccine in the

fu tu re.

Key words: tetanu s tox in; fragm en t C; imm unogen icity; p ro tein C
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