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摘   要：【目的】本研究旨在通过显微观察和 16S rRNA 基因高通量测序技术来探究饲喂生物发

酵稻秸对湖羊肠道上皮形态及微生物区系的影响。【方法】试验选择 70 日龄、体重相近

(25.15±0.47) kg 的湖羊公羔 21 只，根据饲粮中粗饲料的组成随机分为 3 组：稻秸组、生物发酵

稻秸组和苜蓿干草组，饲粮精粗比为 6:4，试验持续 7 周，其中适应期 3 周，正试期 4 周，结束

后屠宰取样，采集瘤胃、空肠和结肠上皮组织进行观察测量，收集对应肠段内容物用于微生物区

系和代谢产物测定。【结果】与稻秸组相比，饲喂生物发酵稻秸显著提高湖羊瘤胃中纤维杆菌

(Fibrobacteres)的相对丰度和挥发性脂肪酸(volatile fatty acids, VFA)的含量，促进瘤胃上皮的发育；

显著提高湖羊空肠中厚壁菌门(Firmicutes)和疣微菌门(Verrucomicrobia)的相对丰度，改变空肠微

生物菌群结构，促进空肠上皮组织的发育；改变湖羊结肠微生物菌群结构。【结论】饲喂生物发

酵稻秸有利于湖羊肠道上皮的发育，并增加消化道内的微生物多样性。  

关键词：生物发酵稻秸；湖羊；消化道；微生物区系  
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Effects of bio-fermented rice straw on the epithelial 
morphology and microbiota of digestive tract of Hu sheep 

CHENG Xinming, GAO Jian, XUE Tianhan, CHENG Yanfen*, ZHU Weiyun 

Laboratory of Gastrointestinal Microbiology, National Center for International Research on Animal Gut Nutrition, 
Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, Jiangsu, China 
 
Abstract: [Objective] To investigate the effects of bio-fermented rice straw on intestinal 
epithelial morphology and microflora of Hu sheep by microscopic observation and 16S rRNA  
gene high-throughput sequencing technology. [Methods] Twenty-one male lambs aged 70 d 
with similar body weight (25.15±0.47) kg were randomly divided into three groups based on 
the composition of dietary roughage, namely, the rice straw group, the bio-fermented rice straw 
group, and the alfalfa hay group, with dietary concentrate to forage ratio of 6:4. The experiment 
lasted for 7 weeks, including 3 weeks of the adaptation period and 4 weeks of the experimental 
period. At the end of the experiment, all animals were sacrificed to collect samples. Epithelial 
tissues of the rumen, jejunum, and colon were collected for morphological observation. The 
content of corresponding intestinal segments was collected for the analysis of microbiota and 
metabolites. [Results] Compared with the rice straw group, the bio-fermented rice straw group 
significantly increased the relative abundance of Fibrobacteres and the content of volatile fatty 
acids (VFA) in the rumen of Hu sheep, and promoted the development of the rumen epithelium. 
The bio-fermented rice straw significantly increased the relative abundance of Firmicutes and 
Verrucomicrobia in the jejunum of Hu sheep. It changed the structure of the jejunal microbial 
community and promoted the development of jejunal epithelial tissues. Moreover, the colonic 
microbial structure of Hu sheep was also changed by the bio-fermented rice straw. 
[Conclusion] Feeding bio-fermented rice straw is beneficial to the development of intestinal 
epithelium and increases the microbial diversity in the digestive tract of Hu sheep. 
Keywords: bio-fermented rice straw; Hu sheep; digestive tract; microbiota 
 

水稻是中国最主要的粮食作物之一，作为

最大的水稻生产国，我国每年的水稻产量高达

2亿 t以上。水稻秸秆是水稻收获种子和果实后，

所剩余的农业副产品，在我国可被用作燃料、

饲料和肥料等[1]。与其他作物秸秆相比，稻秸

中的磷和钾元素更丰富，作为肥料有利于改良

盐碱土，改善土壤的理化性质[2]，因此我国的

稻秸资源主要作为肥料使用(包括直接还田)，约
占总稻秸产量的 36.6%。目前我国仍有 30%的

稻秸被焚烧和弃置乱堆，大量秸秆被焚烧后会

产生有毒有害气体，造成环境污染的同时还带

来了安全隐患[3]。因此，如何更科学、合理、

有效地利用水稻秸秆资源是当前亟需解决的问

题。稻秸有着丰富和可再生的木质纤维素生物

质资源，可以作为反刍动物的粗饲料。然而稻

秸中钙磷含量较低、硅酸盐含量较高，容易在

瘤胃中沉积，并严重影响其他营养素的吸收，

因此直接饲喂会导致反刍动物采食量、消化率，

以及生长性能下降。 
生物发酵技术作为一种绿色节能的技术，
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在畜牧业中有着广泛的应用前景。通过向饲料

原料中添加活性微生物或酶制剂等，进行一定

时间的生物发酵，可以有效改善其营养价值。

生物发酵是通过使微生物附着在饲料表皮的气

孔以及横切面上，微生物在饲料上分泌各种酶

类物质，能破坏饲料最外层的表皮结构，进入

瘤胃后更易于瘤胃微生物的定殖及发酵，利于

瘤胃微生物的生长[4]。尹珺伊等[5]的研究发现，

通过生物发酵处理玉米秸秆，可以降低秸秆中中

性洗涤纤维和酸性洗涤纤维含量，显著提高粗蛋

白和乳酸含量，改善玉米秸秆的感官品质和营养

品质。肠道中的微生物会受日粮结构、外源微生

物、环境因素等的影响[6]，对于反刍动物，瘤

胃是现阶段研究的重点，稳定的瘤胃微生态是

宿主动物正常营养代谢的重要保障。Xu 等[7]的

研究发现生物发酵技术使稻秸具有疏松多孔的

结构，易于瘤胃中微生物的定殖，并使稻秸中中

性洗涤溶解物增加，瘤胃中 Bacteroidetes、
Fibrobacteres 以及 Fibrobacter 的相对丰度提

高，从而促进了瘤胃对稻秸的降解与代谢。 
消化道的组织结构对反刍动物消化吸收营

养物质具有重要的影响，据报道，生物发酵能

够促进体外瘤胃发酵水稻秸秆总挥发性脂肪酸

(volatile fatty acids, VFA)产生，VFA 尤其是丁酸

对瘤胃上皮和肠道上皮的发育具有促进作用[7]。

Mentschel 等[8]的研究发现，增加瘤胃乳头的高

度和表面积，能提高瘤胃对营养物质吸收的效

率。张兴夫等[9]以生物发酵玉米秸秆作为唯一

粗饲料的全混合日粮饲喂羔羊，结果表明可以

显著提高羔羊瘤胃上皮基底层、棘突层、颗粒

层和角质层的厚度，以及乳头高度、宽度和密

度，提高瘤胃吸收 VFA 的能力。此外，生物发

酵处理有助于提高劣质饲草的适口性，提高反

刍动物对秸秆的采食。李成云等[10]研究了不同

添加剂处理对生物发酵稻草的营养价值及延边

黄牛采食量的影响，结果表明发酵稻秸可以显

著提高黄牛的采食量。反刍动物的后肠道对碳

水化合物的消化吸收有着重要的作用，可以提

高纤维素和半纤维素的消化率，为机体提供能

量[11]。较高的发酵饲料采食量可能影响后肠道

对饲料养分的消化吸收，王娇[12]通过以甜高粱

和苜蓿混合青贮饲喂卡拉库尔羊，结果发现小

肠的绒毛高度和宽度显著增加，有利于小肠对

营养物质的消化吸收。小肠形态变化影响小肠

对营养物质的消化吸收功能，绒毛高度和隐窝

深度直接反应小肠内健康[13]。 
综上可知，生物发酵处理可能通过改善秸

秆适口性和可消化养分含量，从而影响胃肠道

微生物组成与上皮发育。但是，具体效果尚不

明确。因此，本研究选用湖羊为实验动物，通

过饲喂生物发酵稻秸来探究其对湖羊消化道上

皮形态及微生物区系的影响，为生物发酵稻秸

在畜牧业中的实践和应用提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  试验设计和饲养管理 

试验所用的生物发酵稻秸购自金湖金正农

作物秸秆专业合作社，具体制作方法如下：将

成熟的水稻收获后稻草同步捡拾打捆，每吨添

加 4 g “S102 秸秆微贮宝”复合乳酸菌剂(江苏省

农业科学院)，打捆后裹包生物发酵 40 d。选用

21 头 70 日龄左右、体重为(25.15±0.47) kg 的湖

羊公羔作为试验动物，随机分为 3 组，每组 7 头。

根据日粮中粗饲料的组成随机分为 3 组，SRS
组(试验组，粗饲料为生物发酵稻秸)、AH 组(正
对照组，粗饲料为苜蓿干草)、RT 组(负对照组，

粗饲料为稻秸)。试验持续 7 周，其中适应期    
3 周，正试期 4 周。参照动物饲养标准设计日

粮，精粗比为 6:4，日粮组成及营养成分见表 1。
试验动物为单笼饲喂(1.2 m×1.4 m)，适应期内 
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表 1  饲料成分和营养组成(干物质基础) 
Table 1  Feed ingredient and nutrient composition 
Feed ingredients  TMR (% DM) Nutrition composition SRS AH RT 

SRS AH RT 
Corn  33.00 30.00 33.00 Metabolizable energy (MJ/kg) 8.16 8.21 8.14 
Bean pulp 18.50 0.00 18.50 Digestible energy (MJ/kg) 9.58 9.60 9.58 
Rice straw 0.00 0.00 40.00 Crude protein (%) 12.67 12.80 12.79 
Alfalfa hay 0.00 40.00 0.00 Crude fat (%) 13.49 12.76 14.59 
Bio-fermented rice straw 40.00 0.00 0.00 Ether extract (%) 2.36 2.51 2.28 
Wheat middlings  5.00 24.50 5.00 Ca (%) 0.33 0.53 0.48 
Zeolite 0.00 2.50 0.00 Total phosphorus (%) 0.47 0.46 0.25 
Limostone 0.50 0.00 0.50     
NaHCO3 0.50 0.50 0.50     
Premix 2.50 2.50 2.50     
SRS: Bio-fermented rice straw group; AH: Alfalfa hay group; RT: Rice straw group. Premix contains vitamin A 60–75 KIU, 
vitamin D3 1–15 KIU, vitamin E≥50 mg, CuSO4 150–500 mg, ZnSO4 100–1 400 mg, FeSO4 300–800 mg, and MnSO4    
200–1 000 mg per kg. 
 
均饲喂以苜蓿干草为粗饲料的全混合日粮。正

试期每天饲喂 2 次(上午 8:30 和下午 5:00)，试

验期间动物自由采食和饮水。 

1.2  样品采集 
正式试验开始前，于晨饲前对所有试验动

物进行称重，记为初始体重。试验期间动物自

由采食和饮水，每天晨饲前清理并记录剩余饲

料的重量。试验第 1 天和第 29 天收集饲料样品

并于–20 ℃冻存，用于饲料养分分析。结束试

验当天晨饲前记录体重，计算日增重。试验结

束后(第 29 天)对所有动物进行屠宰取样，分离

不同胃肠道组织，采集瘤胃、空肠及结肠中的

内容物，于–20 ℃冻存，用于发酵参数和微生

物测定。清理胃肠道内容物后生理盐水冲洗各

肠道，取 1 cm×1 cm 的瘤胃上皮组织，测定瘤

胃上皮发育状态，包括瘤胃乳头密度、长度、

宽度。分别在瘤胃上皮、空肠中段和腹侧囊结

肠中间取厚度为 6 μm 的组织，使用 4% (质量

体积分数)多聚甲醛溶液固定，用于光学显微镜

下观察。钝性分离瘤胃上皮层，使用 PBS 漂洗

后，于液氮中冻存，用于测定瘤胃上皮细胞紧

密连接蛋白和营养素转运相关基因表达量。 

1.3  测定指标及方法 
1.3.1  饲料营养成分 

底物的干物质含量参照朱伟云等[14]的方法

进行测定。饲粮粗蛋白含量使用凯氏定氮法测

定，具体步骤参照 Krishnamoorthy 等[15]的方法。

参照 Chopra 等[16]的方法使用索氏提取器测定

粗脂肪。粗纤维含量参照 van Soest 等[17]的方

法，使用 ANKOM 200i 纤维分析仪进行测定。

钙、磷含量的测定方法参照 Association of 
Official Analytical Chemists (AOAC)[18]。代谢能

和消化能的测定方法参照 Sibbald[19]。 
1.3.2  发酵参数 

pH值采用便携式 pH计(HI 9024C; HANNA 
Instruments)测定所有肠道内容物的 pH 值，使

用前采用标准液进行校正。参照 Brusetti 等[20]

的方法，使用比色法测定肠道内容物中氨态氮

(ammonia nitrogen, NH3-N)含量。肠道内容物中

的乳酸含量使用乳酸试剂盒(南京生物工程研

究所)测定，具体操作参照说明书。瘤胃、结肠内

容物中挥发性脂肪酸(volatile fatty acids, VFA)的
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浓度参照 Jin 等[21]的方法，使用安捷伦高效气

相色谱仪(岛津 GC-2014AFsc)测定，测定参数

为：汽化室温 220 ℃；色谱柱用毛细吸管柱

FUSED SILICA，柱温条件为 40 ℃，4 min；
40–10 ℃ (40 ℃/min)；110 ℃，2 min；110–150 ℃ 
(40 ℃/min)；150 ℃，5 min。使用氢离子的火

焰检测器，载气为氮气，检测器温度为 250 ℃。

微生物蛋白含量使用考马斯亮蓝法测定，具体

步骤参照 Makkar 等[22]的方法。 
1.3.3  胃肠道上皮结构 

取瘤胃上皮组织样品，观察记录单位面积

瘤胃上皮乳头总量(n)，在其四角及中心部位共

随机选取 15 个瘤胃乳头，并用游标卡尺测定长

度和宽度。 
单个乳头面积 Si (cm2)=长×宽×2； 
单位面积的瘤胃上皮乳头表面积为 S (cm2)= 

∑Si/15×n。 

从 4%多聚甲醛溶液中取出瘤胃、空肠及结

肠上皮组织进行脱水、漂洗、石蜡包埋、切片，

染色[23-24]，利用光学显微镜观察，测定瘤胃乳

头的 5 个区域(图 1)，每张切片选择 3 个乳头，

测定并记录瘤胃乳头上皮的棘基层、颗粒层和

角质层的厚度。参考 Steele 等 [25]的方法，用

Image-Pro Plus 软件(Media Cybernetics)分析瘤

胃上皮乳头细胞层的数据结果。参照 Odongo
等[23]的方法，利用光学显微镜观察空肠上皮组

织，选择每个切片的 15 个不同部位，测量绒毛

高度和隐 窝深度， 随后计算 绒隐比 (villus 
height/crypt depth)。 
1.3.4  消化道微生物及基因表达量分析 

微生物基因组 DNA 使用 CTAB 法提取，

具体步骤参照 Zoetendal 等[26]的方法。DNA 样

品采用 Nanodrop 2000 超微量分光光度计

(Thermo Fisher Scientific)进行质检，样品质量合 
 

 
 
图 1  光学显微镜下瘤胃上皮乳头的组织形态 
Figure 1  Tissue morphology of rumen epithelium under the light microscope. 
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格的标准：吸光值 OD260/280 在 1.80 至 2.00 之间。

引物信息如表 2 所示，所有引物由生工生物工

程 (上海 )股份有限公司合成。使用荧光定量

Quant StudioTM 5 Flex System 和 SYBR® Premix 
Ex TagTM 试剂盒进行实时荧光定量核酸扩增

(real-time quantitative polymerase chain reaction, 
qRCR)定量分析，反应体系为 20 μL，其中包括

SYBR GREEN 10 μL，ROXII 0.4 μL，正反向引

物各 0.4 μL，DNA 模板 2 μL，无酶水 6.8 μL。

反应体系的配制在超净工作台中完成，并置于

冰浴中进行。荧光反应程序为：95 ℃ 30 s；95 ℃ 
5 s，60 ℃ 30 s，40个循环；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，
95 ℃ 15 s。每个样品均含有 3 个孔的重复，并

且每一批测定中包含有一个阴性对照和一个阴

性空白。最后以内参基因 GAPDH 的表达量为

参照，采用 2–∆∆Ct的方法计算目的基因的相对表

达量。 
按指定测序区域 (V3–V4 区 ) 合成带有

barcode 的特异性引物，将质检合格的 DNA 样

品进行扩增，使用 Agencourt AMPure XP 磁珠

纯化 PCR 的扩增产物，然后将其溶于洗脱缓冲

液中，贴标签完成建库。使用 Agilent 2100 

Bioanalyzer 对文库片段范围和浓度进行检测，

合格文库使用 HiSeq 2500 平台进行测序。测序

所得原始数据通过 QIIME 软件进行片段拼接和

质量过滤[27]，利用 UPARSE 将对过滤后的序列

进行分类操作单元(operational taxonomic unit, 
OTU)聚类，相似性达到 97%及以上的序列归为

同一类 OTU。参照 Schloss 等 [28]的方法使用

Mothur 软件对样品进行多样性分析和主坐标分

析(principal coordinates analysis, PCoA)，并用

Greengenes 数据库为 OTU 进行分类注释[29]。测

序原始数据提交至 SRA 数据库，登录号为

PRJNA869438。 

1.4  统计分析 
采用统计 SPSS 26.0 (SPSS Inc., Chicago)软

件对微生物代谢产物及上皮形态的试验数据进

行单因素方差分析，组间采用 Tukey 法进行多

重比较，其中 P<0.05 表示数据结果差异显著。

试验结果使用平均值±标准误表示，微生物多样

性指数和菌群相对丰度数据使用非参数检验进

行分析。PCoA 分析基于 unweighted-unifrac 算

法，采用 QIIME 软件进行分析，使用 Graphpad 
Prism 8.0 (La Jolla)进行作图。 

 

表 2  实时荧光定量 PCR 引物序列表 
Table 2  Primers sequences used for quantitative real-time PCR analysis 
Gene name Primer sequence (5′→3′) Gene ID/Reference Amplicon size (bp) 
Claudin-1 F: CACCCTTGGCATGAAGTGTA  [30] 216 

R: AGCCAATGAAGAGAGCCTGA 
Claudin-4 F: AAGGTGTACGACTCGCTGCT [30] 238 

R: GACGTTGTTAGCCGTCCAG 
ZO-1 F: CGACCAGATCCTCAGGGTAA [30] 163 

R: AATCACCCACATCGGATTCT 
DRA F: CCTAAAATCAACCTCCACA  NW_014639013.1 145 

R: TCATCATCAGTTCCAGCAA 
PAT-1 F: TGGACTGCCCCCCGTGTAT NW_011942300.1 391 

R: CCAGAGCGGCTGCTTAGAT 
MCT-1 F: ATCTACGCGGGATTCTTTGGAT [31] 72 

R: AAGGTCCATCAGCGTTTCAAAC 
F: Forward primer; R: Reverse primer. 
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2  结果与分析 
2.1  生物发酵稻秸对湖羊生长性能及消化

道发酵参数的影响 
与 RT 组相比，SRS 组湖羊的体增重和日

增重均显著增加[(4.39±0.67) vs. (7.04±0.45) kg，
(0.15±0.02) vs. (0.24±0.02), P<0.05]。与其他 2 组

相比，SRS 组饲料转化率有升高的趋势(P=0.07)。
由表 3 可见，与 AH 组相比，SRS 组湖羊瘤胃 

内容物的 pH 值、异丁酸和异戊酸的浓度显著

升高(P<0.05)，丙酸、丁酸和戊酸的浓度显著降

低(P<0.05)，氨态氮及微生物蛋白的浓度无显著

差异(P>0.05)。在湖羊空肠内容物中，与 RT 组

相比，SRS 组的氨态氮浓度显著降低(P<0.05)，

pH 值及微生物蛋白浓度均无显著差异(P>0.05)。

3 组湖羊结肠内容物中的 pH 值、微生物蛋白、

氨态氮和 VFA 的浓度均无显著差异(P>0.05)。 
 
表 3  饲喂生物发酵稻秸对湖羊各肠道微生物代谢产物的影响 
Table 3  Effects of feeding bio-fermented rice straw on microbial fermentation metabolites in the intestinal 
of Hu sheep 
Items Groups P value 

AH SRS RT 
Rumen     

pH  6.05±0.11b 6.43±0.06a 6.45±0.08a <0.05 
NH3-N (mg/dL) 11.42±1.11 10.65±1.71 13.55±1.60 0.08 
MCP (mg/mL) 36.17±3.43 37.86±5.85 40.93±8.90 0.87 
TVFA (mmol/L) 191.40±16.58a 148.79±9.16b 140.33±8.45b <0.05 
Acetate (mmol/L) 115.86±10.52 93.26±5.73 90.95±5.58 0.06 
Propionate (mmol/L) 42.81±5.55a 28.56±2.46b 29.24±2.56b <0.05 
Isobutyrate (mmol/L) 1.59±0.29b 2.74±0.16a 2.52±0.17a <0.05 
Butyrate (mmol/L) 26.36±1.48a 18.39±2.06b 12.23±1.71c <0.05 
Isovalerate (mmol/L) 1.80±0.20b 3.78±0.32a 3.71±0.31a <0.05 
Valerate (mmol/L) 2.98±0.22a 2.06±0.20b 1.69±0.13b <0.05 

Jejunum     
pH 7.09±0.31 7.23±0.27 6.69±0.16 0.31 
NH3-N (mg/dL) 15.29±2.12ab 10.53±2.10b 23.08±4.23a <0.05 
MCP (mg/mL) 25.63±2.05 26.68±1.74 24.42±1.79 0.70 

Colon     
pH 6.79±0.09 6.68±0.09 6.67±0.18 0.78 
NH3-N (mg/dL) 5.38±1.27 7.52±0.64 9.38±1.39 0.07 
MCP (mg/mL) 39.14±3.99 37.31±5.59 47.31±8.01 0.48 
TVFA (mmol/L) 154.62±10.25 157.46±12.22 171.85±14.47 0.59 
Acetate (mmol/L) 103.70±6.90 107.94±7.91 117.63±9.13 0.47 
Propionate (mmol/L) 29.34±2.09 29.40±2.12 27.52±2.57 0.80 
Isobutyrate (mmol/L) 1.85±0.12 1.75±0.52 2.11±0.18 0.73 
Butyrate (mmol/L) 15.45±2.65 14.97±2.93 19.73±2.98 0.45 
Isobutyrate (mmol/L) 1.74±0.15ab 1.14±0.20b 2.03±0.23a <0.05 
Valerate (mmol/L) 2.53±0.44 2.26±0.24 2.84±0.35 0.52 

SRS: Bio-fermented rice straw group; AH: Alfalfa hay group; RT: Rice straw group. a–c: Significant differences, P<0.05. 
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2.2  生物发酵稻秸对湖羊消化道上皮形态

的影响 
如表 4 所示，与 AH 组相比，SRS 组的瘤

胃乳头密度、宽度和高度，乳头单位面积和乳

头总面积均无显著差异(P>0.05)。图 2 和表 4
结果显示，SRS 组和 AH 组瘤胃上皮的总厚度

和角质层厚度显著高于 RT 组(P<0.05)，并且饲

喂生物发酵稻秸对棘基层的厚度无显著影响

(P>0.05)。湖羊空肠上皮的结果显示，与 RT 组

相比，SRS 组的绒毛高度和隐窝深度显著增加

(P<0.05)，但 3 组湖羊空肠的绒隐比无显著差异

(P>0.05)。由图 2 结果可知，SRS 组、AH 组和

RS 组的结肠上皮形态无明显差异。 

2.3  生物发酵稻秸对湖羊瘤胃上皮细胞紧

密连接蛋白和 VFA 转运蛋白相关基因表达

的影响 
如表 5 所示，与 AH 组相比，SRS 组中的

Claudin-1、Claudin-4、ZO-1、PAT-1 基因的表

达量显著下调(P<0.05)，DRA 基因表达量显著

上调(P<0.05)。与 RT 组相比，SRS 组瘤胃上皮

ZO-1 基因表达量显著下调(P<0.05)。 

2.4  饲喂生物发酵稻秸对湖羊瘤胃、空肠

及结肠菌群的影响 
表 6 显示了饲喂 SRS、AH、RT 对湖羊瘤

胃、空肠及结肠微生物 α 多样性的影响。饲喂 SRS
显著增加了湖羊瘤胃微生物 Sobs、Chao1、Ace
和 Shannon 指数(P<0.05)，对 Simpson 指数无显

著影响(P>0.05)。与 AH 组相比，SRS 组湖羊空

肠微生物 Chao1 指数、ACE 指数和 Shannon 指

数显著升高(P<0.05)。SRS 组与 AH 组的结肠微

生物 α 多样性各项指标均无显著差异(P>0.05)。
图 3 显示了基于 unweighted-unifrac 距离算法的

PCoA 结果，在瘤胃、空肠及结肠中 3 组均明显

分开，存在显著差异(P<0.05)。 
 
表 4  饲喂生物发酵稻秸对湖羊瘤胃上皮及空肠上皮形态的影响 
Table 4  Effects of feeding bio-fermented rice straw on the morphology of rumen epithelium and jejunum 
epithelium of Hu sheep 
Items Groups P value 

AH SRS RT 
Rumen papillae development     

Height of papillae (mm) 5.19±0.54 4.32±0.33 4.20±0.34 0.21 
Width of papillae (mm) 2.34±0.11 2.22±0.15 2.07±0.10 0.31 
Density of papillae (number/cm2) 72.43±4.19 63.71±7.74 60.57±7.43 0.44 
Area of papillae (mm2/number) 12.30±1.65 9.76±1.02 8.73±0.84 0.13 
Total area of papillae (mm2/cm2) 917.46±168.42a 594.62±76.27ab 496.72±40.71b <0.05 

Rumen papillae morphology     
Total thickness (μm) 124.83±2.39a 123.64±1.43a 112.22±2.45b <0.05 
Stratum corneum thickness (μm) 20.30±1.16a 17.66±1.12a 13.24±0.89b <0.05 
Granular layer (μm) 25.23±1.17 25.26±1.10 21.98±1.06 0.08 
Stratum spinosum and basale (μm) 79.31±2.14 80.73±1.69 77.10±1.78 0.39 

Jejunal epithelium morphology     
Height of villus (μm) 652.14±8.32a 611.81±9.6b 545.82±9.34c <0.05 
Depth of crypt (μm) 322.30±4.28a 313.78±3.53a 285.47±4.93b <0.05 
Villus height/crypt depth 2.03±0.10 1.95±0.10 1.91±0.02 0.08 

SRS: Bio-fermented rice straw group; AH: Alfalfa hay group; RT: Rice straw group. a–c: Significant differences, P<0.05. 



 

 

 

1522 CHENG Xinming et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(4) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 
 
图 2  光学显微镜下瘤胃乳头、空肠上皮及结肠上皮的组织形态 
Figure 2  Tissue morphology of rumen, jejunum and colon epithelium under the light microscope. SRS: 
Bio-fermented rice straw group; AH: Alfalfa hay group; RT: Rice straw group. 
 
表 5  饲喂生物发酵稻秸对湖羊瘤胃上皮紧密连接蛋白和 VFA 转运蛋白相关基因的影响 
Table 5  Effects of feeding bio-fermented rice straw on genes related to rumen epithelial tight junction 
protein and VFA transporter of Hu sheep 
Items Groups P value 

AH SRS RT 

MCT1 1.06±0.16 0.61±0.14 1.05±0.14 0.07 

Claudin-1 1.01±0.08a 0.74±0.06b 0.91±0.07ab <0.05 

Claudin-4 1.03±0.12a 0.60±0.07b 0.84±0.05ab <0.05 

ZO-1 1.02±0.09a 0.64±0.07b 1.17±0.11a <0.05 

PAT 2.18±0.46a 0.68±0.09b 0.90±0.10b <0.05 

DRA 1.44±0.47b 3.70±0.45a 4.30±0.47a <0.05 

SRS: Bio-fermented rice straw group; AH: Alfalfa hay group; RT: Rice straw group. a–c: Significant differences, P<0.05. 
 
瘤胃微生物中的优势菌门为 Bacteroidetes 与

Firmicutes，两者的相对丰度占到 80%以上。与

AH组相比，SRS组Fibrobacteres和Verrucomicrobia
的相对丰度显著升高(P<0.05)，Actionbacteria

的相对丰度显著降低(P<0.05)。空肠微生物中的

优势菌门均为 Firmicutes 和 Actinobacteria。与

AH 组相比，SRS 组 Firmicutes 和 Verrucomicrobia
的相对丰度显著升高(P<0.05)。结肠微生物中的 
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表 6  饲喂生物发酵稻秸对湖羊各肠道内容物微生物 α 多样性的影响 
Table 6  Effects of feeding bio-fermented rice straw on the alpha diversity of microbial community in the 
intestinal of Hu sheep 
Items Groups P value 

SRS AH RT 
Rumen     

Coverage (%) 99.40±0.02b 99.59±0.03a 99.42±0.02b <0.05 
OTU number 975.86±25.11a 652±47.41b 903.29±16.41a <0.05 
Chao1 index 1 160.29±28.29a 795.69±49.62b 1 085.30±26.58a <0.05 
Ace index 1 144.76±25.45a 784.74±49.97b 1 075.70±21.99a <0.05 
Shannon index 4.90±0.07a 4.39±0.17b 4.68±0.04ab <0.05 
Simpson index 0.03±0.00 0.04±0.01 0.04±0.00 0.26 

Jejunum     
Coverage (%) 99.48±0.02ab 99.52±0.03a 99.40±0.03b <0.05 
OTU number 487.71±19.60a 372.86±34.30b 592.29±52.22a <0.05 
Chao1 index 608.62±28.29a 460.26±39.84b 741.08±58.01a <0.05 
Ace index 1 144.76±25.45a 784.74±49.97b 1 075.70±21.99a <0.05 
Shannon index 4.90±0.07a 4.39±0.17b 4.68±0.04ab <0.05 
Simpson index 0.03±0.00 0.04±0.01 0.04±0.00 0.26 

Colon     
Coverage (%) 99.48±0.02ab 99.52±0.03a 99.40±0.03b <0.05 
OTU number 809.29±38.36 776.00±59.58 912.57±19.61 0.05 
Chao1 index 974.25±44.43ab 937.47±64.10b 1 125.29±33.61a <0.05 
Ace index 963.32±39.18ab 924.66±61.74b 1 099.37±30.90a <0.05 
Shannon index 4.76±0.12 4.61±0.17 4.83±0.08 0.55 
Simpson index 0.02±0.00 0.03±0.01 0.03±0.00 0.73 

SRS: Bio-fermented rice straw group; AH: Alfalfa hay group; RT: Rice straw group. a–c: Significant differences, P<0.05. 
 

 
 

图 3  SRS 组、AH 组和 RT 组湖羊瘤胃(A)、空肠(B)和结肠(C)微生物的 PCoA 图 
Figure 3  PCoA diagram of rumen (A), jejunum (B) and colon (C) of Hu sheep in SRS, AH and RT groups. 
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优势菌门均为 Bacteroidetes 和 Firmicutes，并且

与 AH 组和 RS 组相比，SRS 组 Actinobacteria

的相对丰度显著增加(P<0.05)。 

表 7 和图 4 展示了湖羊瘤胃、空肠及结肠

中鉴定出的相对丰度大于 1%的菌属。结果显

示 ， 本 研 究 中 湖 羊 的 瘤 胃 优 势 菌 属 均 为

Prevotella 和 Ruminoccoccus，与 AH 组相比，

SRS 组湖羊瘤胃中 Prevotella 和 Ruminoccoccus
的相对丰度显著降低(P<0.05)。本研究中湖羊空

肠的优势菌属为 Butyrivibrio 和 Ruminoccoccus，

与 AH 组相比，SRS 组中 Olsenella 的相对丰度

显著下降，Mogibacterium 的相对丰度显著升高

(P<0.05)。本研究中湖羊结肠的优势菌属为

Akkermansia 和 Succinivibrio，而 3 组间结肠微

生物的相对丰度均无显著差异(P>0.05)。 

3  讨论 
生物发酵技术即以一系列植物类的农副产

品作为原料，通过利用微生物发酵，将其中的

糖类、脂肪和蛋白质等大分子物质转化为有机 
 
表 7  SRS 组、AH 组和 RT 组湖羊瘤胃微生物组成(属水平) 
Table 7  Ruminal microbial composition of Hu sheep in SRS, AH and RT groups (genera level) 
Items Groups P value 

SRS AH RT 
Rumen     

Prevotella 22.80±0.67b 45.24±1.83a 21.04±1.38b <0.05 
Succiniclasticum 2.84±0.37 5.62±1.23 2.49±0.17 0.76 
Ruminococcus 2.48±0.10 3.52±1.05 2.65±0.27 0.87 
Butyrivibrio 1.25±0.07b 3.51±0.34a 1.98±0.24ab <0.05 
CF231 1.16±0.10 1.01±0.40 1.22±0.11 0.20 
Fibrobacter 3.42±0.50a 0.95±0.24b 3.86±0.80a <0.05 

Jejunum     
Butyrivibrio 19.50±3.75 20.61±2.83 13.34±3.61 0.24 
Ruminococcus 7.87±1.44 13.36±5.13 12.12±1.73 0.27 
Olsenella 0.00±0.00b 5.07±2.48a 0.00±0.00b <0.05 
Mogibacterium 13.40±1.58a 4.64±0.92b 9.94±2.61ab <0.05 
Clostridium 1.88±0.41 0.92±0.39 2.56±0.71 0.07 

Colon     
Prevotella 0.71±0.36ab 8.55±2.75a 0.46±0.25b <0.05 
Succinivibrio 1.65±0.46 6.72±2.50 2.81±1.76 0.78 
A57N15 7.49±0.79 6.30±1.20 10.10±1.51 0.09 
Akkermansia 8.67±4.31 5.18±1.99 4.44±1.08 0.68 
Ruminococcus 3.68±0.66 4.60±1.08 2.24±0.30 0.11 
CF231 2.25±0.73 2.63±1.22 0.86±0.21 0.41 
Oscillospira 1.81±0.16 2.39±0.32 2.39±0.28 0.15 
Coprococcus 1.91±0.99 2.37±0.67 1.84±0.45 0.66 
Phascolarctobacterium 1.70±0.19 2.13±0.64 2.06±0.35 0.83 
Ruminobacter 2.01±1.97 1.63±1.26 0.34±0.29 0.27 
Clostridium 1.08±0.46 1.34±0.65 0.94±0.21 0.75 
Butyrivibrio 0.54±0.11ab 1.16±0.43a 0.24±0.05b <0.05 

SRS: Bio-fermented rice straw group; AH: Alfalfa hay group; RT: Rice straw group. 
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图 4  SRS 组、AH 组和 RT 组湖羊瘤胃(A)、空肠(B)和结肠(C)微生物的组成(属水平) 
Figure 4  Microbial composition (genera level) of rumen (A), jejunum (B) and colon (C) in the Hu sheep of 
the SRS, AH and RT groups. 
 
酸和可溶性多肽等小分子物质，形成适口性好、

营养价值高的生物发酵饲料，更易于被反刍动

物消化吸收。Xu 等[7]的研究发现，通过生物发

酵后的秸秆干物质、中性洗涤纤维和半纤维素

含量显著降低，并通过体外发酵技术表明生物

发酵显著提高了稻秸的纤维素降解率，降低了

甲烷的体积比，增加了氨态氮和 VFA 浓度。

VFA 是反刍动物瘤胃微生物生长繁殖的碳源，

反映了瘤胃中消化和代谢的情况，同时也是动

物机体重要的能量物质，为反刍动物提供一半

甚至更多的可消化能[32]。丁酸是影响瘤胃结构

和功能的重要因素之一，它能够维持瘤胃和肠

道上皮细胞的结构完整性，提高机体对营养物

质的吸收和利用 [33]。本研究结果发现，与 RT
组相比，SRS 组的丙酸、丁酸和 TVFA 的浓度

显著增加(P<0.05)，结合瘤胃上皮 VFA 转运基

因表达的结果，我们推测饲喂生物发酵稻秸可

能改变了湖羊瘤胃上皮的物理屏障结构，使瘤

胃发酵生成的 VFA 更易于以被动扩散的方式

通过瘤胃上皮进入血液，从而提高动物的生长

性能。 
反刍动物瘤胃中有大量微生物，包括细菌、

真菌、甲烷菌和原虫等。这些微生物功能强大，

可以降解饲粮中 70%–80%的可消化干物质与

50%的粗纤维，生成 VFA、乳酸、氨态氮等多

种代谢产物，还能合成 B 族维生素与菌体蛋白

供给动物营养[34]。瘤胃微生物区系会随着饲粮

组成和环境变化发生一些适应性地改变[35]。本

研究中微生物 α 多样性结果显示，SRS 组 Chao1
指数、ACE 指数和 Shannon 指数显著于 AH 组。

PCoA 图的分析结果显示，3 处理湖羊瘤胃微生

物群落有着较为明显的差异。上述结果证明了

饲喂生物发酵稻秸改变了湖羊瘤胃微生物菌群

结构，增加了瘤胃微生物的相对丰度和多样性，
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同时细菌数量的增加可能会提高微生物对营养

物质的消化与吸收[36]。Firmicutes 和 Bacteroidetes
是反刍动物瘤胃中的优势菌门，Prevotella 是反刍

动物瘤胃 Bacteroidetes 中相对丰度最高的属[37]。

Fiberobacteres作为瘤胃厌氧发酵中的纤维素分

解菌存在[38]。本研究结果显示，与 AH 组相比，

SRS 组 Fibrobacteres 的相对丰度显著升高。这

可能是生物发酵稻秸对湖羊瘤胃微生物菌群起

到了一定的调节作用，促进了动物机体对粗饲

料中所含纤维素的降解能力。各处理组湖羊瘤

胃的优势菌属是 Prevotella 和 Ruminoccoccus。
Prevotella 可以限制水解寡肽的酶的活性且与

瘤胃中蛋白质发酵和氨态氮的浓度，特别是寡

肽分解具有高度的相关性[39-40]。Ruminoccoccus
是 Firmicutes 中占主导地位的菌属，它包括了

白色瘤胃球菌和黄色瘤胃球菌这 2 种纤维分解

菌，能通过分泌大量的纤维素酶与半纤维素酶

来降解植物纤维。 
肠道微生物有助于维持动物机体内环境的

稳态，能影响动物机体免疫系统的发育和肠道上

皮的修复更新，并参与脂类相关的代谢调控[41]。

本研究结果显示各组的优势菌属均为 Butyrivibrio
和 Ruminoccoccus。后肠段的微生物数量在

1010–1012 个/mL，其中厌氧菌占到 95%以上[42]。

虽然后肠微生物发酵对反刍动物维持机体健康

同样具有重要的意义，但是目前关于后肠微生

物组成的研究较少。我们研究发现，SRS 组与

AH 组结肠微生物 α 多样性的各项指标均无显

著差异，3 组的 OTU 数目存在显著差异，说明

饲喂生物发酵稻秸对湖羊结肠微生物菌群结

构没有显著影响，但是微生物的相对丰度发生

改变。 
瘤胃是反刍动物特有的消化器官，同时也

是反刍动物在断奶后主要的消化场所。瘤胃上

皮由密集的瘤胃乳头组成，其功能不仅可以吸

收和转运瘤胃中的 VFA 等代谢产物，还执行着

屏障功能，能够阻止脂多糖、组胺等有害物质

进入血液循环。瘤胃上皮形态主要受日粮组成结

构和营养水平等因素的影响[43-44]。李蒋伟等[45]

的研究表明，日粮中的精粗比会影响瘤胃的上

皮形态，当日粮中精粗比的比例为 1:1 时，早

期断奶藏羔羊的瘤胃乳头及角化层发育更好。

Tamate 等[46]的研究表明，日粮的化学组成与结

构会影响犊牛瘤胃乳头的发育。张庆丽[47]的研

究表明，低能低蛋白组的羔羊瘤胃乳头长度和

宽度均显著降低。Baldwin 等[48]的研究还揭示

了，瘤胃上皮角质层的厚度会影响瘤胃上皮营

养素被吸收运转的效率。瘤胃上皮的角质层由

3–4 层细胞构成，与瘤胃内容物直接接触，起

到了保护瘤胃上皮的作用，并最终脱落到瘤胃

内。而颗粒层中没有皮脂腺，能自由地运输水

分。本研究结果显示，SRS 组和 AH 组瘤胃上

皮总厚度、角质层厚度均显著高于 RT 组

(P<0.05)。上述结果说明饲喂生物发酵稻秸可能

比饲喂稻秸更有利于湖羊瘤胃上皮的生长发

育，并提高了湖羊瘤胃上皮对营养素转运和吸

收的效率。 
小肠也是动物对营养物质进行消化吸收的

重要场所，动物机体摄取的营养会影响小肠黏

膜的发育[49]。绒毛高度、隐窝深度和绒隐比都

是衡量小肠吸收功能的重要指标，绒毛越高，

相对吸收的表面积越大，吸收能力也就越强[50]。

张庆丽[47]研究发现，低能低蛋白日粮会显著降

低羔羊空肠的绒毛高度、宽度与表面积。小肠

隐窝是小肠上皮下陷形成的管状结构，隐窝深

度和小肠上皮细胞更新速度呈正相关[51]。绒隐

比能够综合反映小肠的吸收功能，绒隐比的增

加表示小肠吸收作用的加强[52]。本研究结果显

示，与 RT 组相比，SRS 组湖羊空肠的绒毛高

度和隐窝深度显著增加(P<0.05)，说明饲喂生物
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发酵稻秸会促进湖羊空肠上皮的生长发育，从

而提高动物机体对营养物质的吸收。 
饲料被反刍动物摄取进入胃肠道，其中蛋

白质和碳水化合物需要经酶降解成游离态氨基

酸、小肽及葡萄糖等小分子物质，并且通过相

应的转运载体转运才能进一步被瘤胃吸收和利

用[53]。瘤胃上皮中的紧密连接蛋白主要由跨膜

蛋白 Occludin 家族、膜周蛋白家族 ZO 及

Claudin 蛋白家族组成。Claudin-1 基因表达和

细胞间紧密连接骨架蛋白有关，PAT1 蛋白和

DRA 蛋白与挥发性脂肪酸的转运有关 [54]。与

AH 组相比，SRS 组湖羊瘤胃上皮中的 Claudin-1、
Claudin-4、ZO-1 和 PAT1 基因的表达量显著下

调(P<0.05)，DRA 基因表达量显著上调(P<0.05)。
与 RT 组相比，SRS 组的 ZO-1 基因表达量显著

下调(P<0.05)。与瘤胃发酵参数的试验结果联系

起来看，我们推测饲喂生物发酵稻秸可能改变

了湖羊瘤胃上皮的物理屏障结构，使瘤胃发酵

产生的 VFA 更易于扩散，增加了 VFA 进入瘤

胃上皮细胞的量，进而更易于反刍动物对其的

吸收和利用，以供其自身的生长发育。也有研

究发现，细胞因子基因的表达上调并不一定会

引起相应的蛋白的表达量增加[55]，其具体影响

机理还需更深一步地探讨。 

4  结论 
饲喂生物发酵稻秸促进湖羊瘤胃上皮组织

和瘤胃乳头发育，增加空肠绒毛高度与隐窝深

度，改善空肠上皮形态，但对结肠发酵参数和

上皮形态没有显著影响。生物发酵稻秸改变湖

羊消化道的内环境与菌群结构，增加消化道中

的微生物多样性。生物发酵技术能够通过促进

瘤胃及空肠发育和改善肠道微生物结构，提高

稻秸的饲喂价值，从而缓解国内粗饲料短缺，

且秸秆利用不足的现状。 
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