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摘  要: 通过在肉牛日粮中添加不同比例的小黑麦干酒糟及其可溶物(TDDGS), 运用 Real-time 

PCR 方法检测在添加 TDDGS 后对 3 种瘤胃普雷沃菌(Prevotella ruminicola、Prevotella brevis 和

Prevotella bryantii)数量的影响。结果表明, TDDGS 组(20%、25%和 30% TDDGS)与对照组(CG)相

比, 瘤胃中 P. ruminicola 和 P. brevis 菌数量均有升高, 且在 20% TDDGS 组的数量分别显著升高

47 倍(P < 0.05)和 794 倍(P < 0.05), 而 P. bryantii 菌数量却有所降低, 并且在 20% TDDGS 组的数

量显著降低 5 倍(P < 0.05); 另一方面, TDDGS 组间相比, 除了 P. ruminicola 菌数量在 20%和 30% 

TDDGS 组间存在显著差异, 其余 TDDGS 组间的 3 种菌数量差异均不显著。结论是在肉牛日粮中

添加 20% TDDGS 对 3 种瘤胃普雷沃菌数量都产生了显著影响, 3 种菌在 TDDGS 组间的数量变化

差异不明显。 
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Use of Real-time PCR Method in Determination of the  
Effects of Triticale Dried Distillers Grains with Solubles  

Inclusion in Beef Cattle Diets on the Populations of  
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Abstract: Using real-time PCR method to detect the effects of varying levels of triticale dried distillers 
grains with solubles (TDDGS) inclusion in beef cattle diets on the populations of three rumen Prevotella 
species viz., Prevotella ruminicola, Prevotella brevis and Prevotella bryantii. The results showed that 1) 
compared with control group (CG), the populations of P. ruminicola and P. brevis in all TDDGS groups 
(20%, 25% and 30% TDDGS) increased, and a 47-fold (P < 0.05) and a 794-fold (P < 0.05) significant 
increase were observed in 20% TDDGS group respectively, however, the population of P. bryantii de-
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creased in all TDDGS groups and a 5-fold (P < 0.05) significant decrease was found in 20% TDDGS 
group; 2) compared among TDDGS groups, significant population difference was only observed be-
tween 20% and 30% TDDGS groups for P. ruminicola, however, no other significant population differ-
ences were found between the TDDGS groups for the three Prevotella species. The conclusion was that 
incorporation of 20% TDDGS in beef cattle diet significantly affected the populations of all three rumen 
Prevotella species but no obvious population changes were found between the TDDGS groups. 

Keywords: Triticale dried distillers grains with solubles, Real-time PCR, Rumen Prevotella species 

瘤胃微生物菌群数量和区系组成受诸多因素影

响, 其中日粮是最重要的因素[1−3], 因此监测日粮影

响下瘤胃微生物数量的变化在瘤胃微生态和发酵研

究方面具有重要意义。早期人们使用培养法来检测

瘤胃微生物的变化, 但是这种方法过分依赖细菌在

培养基上的生长能力, 而且培养条件的建立难度极

大, 这些因素导致此方法存在很大的局限性[4]。现代

分子生物学技术的发展使得不再需要使用传统培养

法来分析瘤胃微生物, 因此可以把鉴定一些非培养

的功能性细菌作为基础和应用研究的新对象[5]。实

时定量 PCR (RT-PCR)以其灵敏度高, 特异性强、定

量准确、重复性好和操作简便等优点在瘤胃微生物

的定量分析中得到了广泛应用。Tajima 等[6]、Mosoni

等[7]和 Wanapat 等[8]用 RT-PCR 检测了瘤胃微生物菌

群数量对日粮改变的反应; Weimer 等[9]利用 RT-PCR
定量分析了日粮中添加抗生素及去除抗生 素 后 对

瘤胃微生物菌群数量的影响 ; Ozutsumi 等 [10]通过

RT-PCR 定量检测了原虫对瘤胃微生物菌群数量的

影响。 
有研究表明, 糖、氨基酸和小肽可以促进瘤胃

普雷沃菌的生长, 并且日粮中的碳水化合物和蛋白

质对瘤胃普雷沃菌具有选择性优势[11]。另外, 组成

谷物 2/3 的淀粉被发酵利用可以导致酒糟及其可溶

物(DGS)中除淀粉外的其他成分含量 , 例如中性洗

涤纤维(NDF)、蛋白质和脂肪等相对于谷物中都大约

提高 3 倍[12]。因此, DGS 常作为蛋白和纤维来源被

用作精料的替代料[13−15]。但是目前关于 DGS 对瘤胃

微生物菌群数量影响的研究非常少, 只有极少数文

献报道了日粮中添加 DGS 增加了淀粉和乳酸利用

菌的数量进而改善了瘤胃发酵[16], 而直接针对降解

及利用碳水化合物和蛋白质的瘤胃普雷沃菌数量变

化方面的研究报道几乎没有。因此 , 本研究运用

RT-PCR 方法研究在日粮中添加不同比例的小黑麦

干酒糟及其可溶物(TDDGS)对肉牛 3 种主要瘤胃普

雷沃菌(Prevotella ruminicola、Prevotella brevis 和

Prevotella bryantii)数量的影响, 从而为进一步揭示

反刍动物瘤胃发酵机理奠定基础以及为瘤胃普雷沃

菌的定量方法提供一种参考。 

1  材料与方法 

1.1  试验动物、试验日粮及管理 
试验动物选用 4 头体重(BW)为(457 ± 36) kg, 

装 有 永 久 性 瘤 胃 瘘 管 的 健 康 肉 牛 。 每 日 喂 1 次

(08:00), 自由饮水。4 头牛被随机分成 4 组，分别饲

喂 4 种不同的日粮(表 1): (1) 对照组(CG): 精:粗
(90:10) 85%干轧大麦全混合日粮, 5%矿物质维生素

添加剂 , 10%大麦青贮 ; (2) 20%小黑麦干酒糟组

(20% TDDGS): 精 :粗(90:10) 65%干轧大麦全混合

日粮, 20% TDDGS, 5%矿物质维生素添加剂, 10%大

麦青贮; (3) 25%小黑麦干酒糟组(25% TDDGS): 精:

粗(95:5) 65%干轧大麦全混合日粮 , 25% TDDGS, 

5%矿物质维生素添加剂, 5%大麦青贮; (4) 30%小黑

麦干酒糟组(30% TDDGS): 精 :粗(100:0) 65%干轧

大麦全混合日粮, 30% TDDGS 和 5%矿物质维生素

添加剂。试验采用 4 × 4 拉丁方设计, 进行 4 期动物

试验, 每期 28 d。 

1.2  瘤胃微生物总 DNA 的提取和纯化 
1.2.1  瘤胃微生物样品的采集: 试验第 28 天, 在供

体牛晨饲前采集瘤胃液和内容物的混合物, 将瘤胃

液、内容物在 Stomacher (Seward Ltd., Worthing, West 
Sussex, UK) 高效自动均质器中混匀, 4°C, 6500 × g

离心 30 min, 弃上清, 将沉淀物装入无菌塑料管中

−80°C 保存, 以备提取 DNA, 具体方法见文献[7]。
采样过程中对每个动物都更换一次无菌手套, 并且

以上操作均在无菌条件下完成。 
1.2.2  瘤胃微生物总 DNA 的提取与浓度检测: 称

取 0.5 g 上述瘤胃液和内容物混匀离心后的沉淀物, 
采用强力土壤 DNA 提取试剂盒 [17] (Power Soil® 
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DNA Kit), 按照该试剂盒的说明书提取瘤胃微生物

总 DNA。DNA 浓度由 Nanodrop® ND-1000 (Nano-

drop, Thermo Fisher Scientific)全波长紫外分光光度

计在 260 nm 下测定。OD260/280 比值大于 1.8 的 DNA

用于试验。 

1.3  PCR 扩增 
1.3.1  PCR 引物: Prevotella ruminicola 和 Prevotella 

brevis 菌的特异性引物见文献[11], Prevotella bryan-

tii 菌的特异性引物见文献[6], 引物序列见表 2。 

1.3.2  保守区域片段的扩增: 用表 2 中 3 种菌的

引物分别对这 3 种菌基因组 DNA 和待测样品中

16S rRNA 基因目的片段进行 PCR 扩增。扩增条件

为 : 95°C 2 min; 95°C 1 min, 不同退火温度(表 2) 

30 s, 72°C 1 min, 35 个循环 ; 72°C 10 min。总体系

25 μL, 每个体系中每个引物为 300 nmol, 模板 DNA 

20 ng, 1 倍 Ex Taq 反应缓冲液, 2.5 mmol 寡核苷酸

底物(dNTPs 混合液), 1.25 U 的 Ex Taq DNA 聚合酶。

PCR 产物由琼脂糖电泳分离, EB 染色。 

1.3.3  目标菌的同源性检测: 将从 3 种菌基因组

DNA 中扩增得到的 3 个 PCR 产物纯化后进行测序。

测序结果在 GenBank 上利用 BLAST 进行序列的同

源性分析。 

1.3.4  目标菌 Real-time PCR 标准曲线制作: 用目

标菌纯化的 PCR 产物与 QIAGEN 公司的 pDrive 载

体连接, 转化至感受态细胞(QIAGEN), 进行克隆培

养, 然后蓝白斑筛选, 随机挑选白斑菌落。同时用

QIAGEN 质粒 DNA 提取试剂盒(QIAprep Spin  

Miniprep Kit)提取重组质粒 DNA (具体操作方法参照

说明书)。然后用对应的目标菌的引物, 用 PCR 鉴定

阳性克隆。并测定阳性克隆质粒 DNA 的浓度, 进行

梯度稀释, 制作标准曲线。16S rRNA 基因拷贝数通

过 Yu 等[18]的方法计算, 具体计算方法见公式(1): 

 
2316S rRNA concentration (g/mL) 6 10  (copy/mole)16S rRNA (copy/mL)

16S rRNA amplicon size (bp) 660 (g 16S rRNA/mole/bp)
× ×

=
×

 (1) 

表 1  日粮组成和营养水平 
Table 1  Ingredients and nutrient composition of four beef cattle diets containing varying percentage of triticale dried 

distillers grains with solubes (TDDGS) used in this study 
 含量(干物质为基础) Content (DM, %) 

 对照组 
Control 

20%小黑麦干酒糟组 
20% TDDGS 

25%小黑麦干酒糟组 
25% TDDGS 

30%小黑麦干酒糟组
30% TDDGS 

原料 Ingredients     

干轧大麦全混合日粮 
Dry-rolled barley grain 

85 65 65 65 

大麦青贮  10 10 5 0 

Barley silage mineral and vitamin mix 5 5 5 5 

营养成分 Nutrient composition     

粗蛋白 CP (%) 13.40 17.20 17.70 19.70 

中性洗涤纤维 NDF (%) 23.60 25.80 23.20 22.20 

酸性洗涤纤维 ADF (%)  8.00 10.20  8.70  7.90 

淀粉 Starch (%) 51.40 41.50 41.80 44.00 

Ca (%)  0.78  0.78  0.71  0.87 

P (%)  0.41  0.52  0.55  0.58 

 
表 2  PCR 反应检测瘤胃细菌的引物 

Table 2  PCR primers for detection of rumen bacteria 

目标菌 Target bacteria 产物大小 Size (bp) 引物 Primers (5′→3′) 退火温度 Tm (ºC) 

Prevotella ruminicola 74 F: GAAAGTCGGATTAATGCTCTATGTTG 
R: CATCCTATAGCGGTAAACCTTTGG 59 

Prevotella brevis 220 F: GGTTTCCTTGAGTGTATTCGACGTC 
R: CTTTCGCTTGGCCGCTG 59 

Prevotella bryantii 540 F: ACTGCAGCGCGAACTGTCAGA 
R: ACCTTACGGTGGCAGTGTCTC 68 
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以 Prevotella ruminicola 为例, 配制的标准曲线

是从 2.36 × 107−2.36 × 100 拷贝的 10 倍序列稀释的

16S rRNA 片段的质粒克隆序列。以质粒为模板, 进

行 PCR 反应, 共 8 个梯度, 每梯度 3 个重复。同时, 

做 3 个无模板空白对照, 体系(12.5 µL)如下2 ׃ × 
MasterMix (Brilliant SYBRⅡ ® Green QPCR Master 
Mix) 6.25 µL, 20 µmol 的引物 F 和引物 R 各 0.31 µL, 

2 µmol 的 ROX reference dye 0.19 µL, 模板 1 µL, 

ddH2O 4.44 µL。反应参数95° ׃C 10 min; 95°C 15 s, 

59°C 1 min, 72°C 90 s, 45 个循环; 72°C 10 min。3 种

菌的标准曲线, 标准曲线方程及标准曲线 r2(图 1)。 

1.3.5  目标菌未知样品的定量 : 用 Stratagene 

Mx3005p®型荧光定量 PCR 仪和 SYBR® Green I 荧光

染料进行定量扩增。检测效率是根据随机挑选模板

的浓度梯度进行定量。反应体系为 12.5 μL, 模板浓

度为 20 ng, 6.25 μL 的 2 × MasterMix (包括 Surestart® 

Taq 酶、Reaction buffer、dNTPs、MgCl2 和 SYBR 

Green I 染料), 上、下游引物各 0.31 μL。Prevotella 

ruminicola 和 Prevotella brevis 的反应条件95° ׃C 
10 min; 95°C 15 s, 59°C 1 min, 72°C 90 s, 45 个循环; 

72°C 10 min。Prevotella bryantii 的反应条件95° ׃C 

10 min; 95°C 15 s, 68°C 30 s, 72°C 30 s, 45 个循环; 
72°C 10 min。荧光检测设在每个循环的最后一步。

熔解曲线从 55°C−95°C, 每秒增加 0.2°C, 并收集荧

光信号。 

1.4  数据统计分析 
试验数据采用 SAS 9.2 软件 ANOVA 程序进行

统计分析, 多重比较采用 Duncan 法。 

2  结果 

2.1  肉牛瘤胃微生物总 DNA 
本试验应用强力土壤 DNA 提取试剂盒所提取

瘤胃微生物总 DNA 的琼脂糖凝胶电泳结果见图 2。

因为此试剂盒自带纯化步骤, 所测 DNA 的浓度基本

在 100 mg/L 以上, OD260/280 值在 1.8−2.0 之间, 纯度

达到了后续试验的要求。
 

 
图 1  3 种瘤胃普雷沃菌 Real-time PCR 标准曲线定量图 

Fig. 1  Standard curve obtained by using real-time PCR quantify rumen Prevotella ruminicola, Prevotella brevis and 
Prevotella bryantii 

 

 
图 2  肉牛瘤胃微生物 DNA 电泳图 

Fig. 2  Agarose gel electrophoresis of total DNA extracted from rumen contents of beef cattle 
Note: M: DNA marker, Lambda DNA/Hind Ш; 1−4: Control group (CG); 5−8: 20% TDDGS group; 9−12: 25% TDDGS group; 13−16: 30% 
TDDGS group. 
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2.2  目标片段的扩增 
用文献中前人已经建立的引物, 进行普通 PCR

检测, 纯化后的 3 种菌基因组 DNA 中均能扩增出目

的片段, 结果见图 3。待测样品中也均能扩增出目

的片段且每种引物的扩增片段长度与文献报道的

一致。 
 

 

图 3  3 种菌目标片段基因组 DNA 扩增 
Fig. 3  Amplification of three bacterial target fragments 
with genomic DNA template 
Note: M: DNA marker, 50 bp ladder; 1−3: Prevotella ruminicola 
(74 bp), Prevotella brevis (220 bp) and Prevotella bryantii (540 bp). 
 

2.3  目标菌的同源性检测 
在 GenBank 上利用 BLAST 进行序列的同源性

分析, 结果表明, 所测序列与 GenBank 中标准菌株

序列相似性大于 99%。因此, 可将 3 段序列的克隆

质粒浓度转换成拷贝数, 进而制作标准曲线用以确

切定量。 

2.4  待测样品定量结果 
所测样品的 Ct 值在 16−34 之间, 且都在标准曲

线扩增范围之内。3 种菌的熔解曲线都没有检测到

其他杂峰, 表明无非特异性条带和引物二聚体。 

从图 4 中可以看出, P. ruminicola 菌在 20% 

(6.42 × 1012 copies/mL)、25% (3.84 × 1012 copies/mL)

和 30% (7.43 × 1011 copies/mL) TDDGS 组与对照组

(1.37 × 1011 copies/mL)相比平均拷贝数均有升高, 

分别升高 47、28、6 倍; 而且 20%和 25% TDDGS

组与对照组相比差异显著(P < 0.05), 30% TDDGS 组

与对照组差异不显著。P. ruminicola 在 TDDGS 组间

(20% 、 25% 和 30% TDDGS) 比 较 时 , 20% 与 30% 

TDDGS 组相比差异显著(P < 0.05), 其余组间均差

异不显著。类似于 P. ruminicola, P. brevis 在 20% 

(5.39 × 1011 copies/mL)、25% (2.81 × 1010 copies/mL)

和 30% (1.17 × 1010 copies/mL) TDDGS 组与对照组

(6.80 × 108 copies/mL)相比平均拷贝数均有升高, 分

别升高 794、41、17 倍; 而且 20% TDDGS 组与对照

组相比差异显著(P < 0.05), 25%和 30% TDDGS 组与

对照组均差异不显著。P. brevis 在 TDDGS 组间比较

时, 所有组间都差异不显著。相反, P. bryantii 在

20% (8.77 × 106 copies/mL)、25% (1.57 × 107 cop-

ies/mL)和 30% (3.54 × 107 copies/mL) TDDGS 组与

对照组(4.34 × 107 copies/mL)相比平均拷贝数均有

降低, 分别降低 5、3、1 倍; 而且 20%和 25% TDDGS

组与对照组相比差异显著(P < 0.05), 30% TDDGS 组

与对照组差异不显著。P. bryantii 在 TDDGS 组间比

较时, 所有组间均差异不显著。 
 

 

图 4  3 种瘤胃普雷沃菌 16S rRNA 基因拷贝数随日粮更

替的变化图 
Fig. 4  Average copy number of 16S rRNA gene from three 
rumen Prevotella species viz.  
Note: A: P. ruminicola; B: P. brevis; C: P. bryantii. Significant 
differences between diets (control, 20%, 25% and 30% TDDGS) 
(P < 0.05) are noted by different lower case letters within each 
organism. 

3  讨论 

本研究利用 RT-PCR 法检测了日粮中添加不同

比例的 TDDGS 对 3 种主要瘤胃普雷沃菌(P. rumini-
cola、P. brevis、P. bryantii)数量的影响。从试验设

计的角度, 本试验需要从两方面解释所得的结果。

(1) 所有 TDDGS 组(20%、25%和 30% TDDGS)与对

照组相比的差异; (2) 所有 TDDGS 组间(20%、25%
和 30% TDDGS)的差异即不同比例的 TDDGS 的剂

量效应(Dose effect)差异。 

本试验中, P. ruminicola 菌在 4 种日粮下的平均
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拷贝数高于 P. brevis 菌, P. brevis 菌又高于 P. bryantii
菌, 这与前人的报道相一致。Weimer 等[9]在去除奶

牛高精料日粮中莫能菌素 6 周后检测到瘤胃中 P. 

ruminicola 菌的相对数量高于 P. brevis 菌 , 而 P. 
brevis 菌相对数量又高于 P. bryantii 菌。此外, Tajima

等 [6]也发现不管在高粗料还是高精料日粮条件下 , 
P. ruminicola 菌数量都远远显著高于 P. bryantii 菌。 

从 TDDGS 组与对照组结果对比来看, P. rumini-

cola 和 P. brevis 菌数量均高于对照组, 其中 20% 

TDDGS 组检测到的 P. ruminicola 和 P. brevis 菌数

量相对于对照组分别升高 47 倍(P < 0.05)和 794 倍

(P < 0.05), 而所有 TDDGS 组检测到的 P. bryantii

菌数量却低于对照组 , 其中 20% TDDGS 组检测

到 的 P. bryantii 菌 数 量 相 对 于 对 照 组 降 低 5 倍

(P < 0.05)。这些结果表明, 日粮中添加不同比例的

TDDGS 可能是导致瘤胃中这 3 种菌数量变化的原

因。根据表 1 中的日粮配比, 日粮中添加 TDDGS

对 20% TDDGS 组日粮成分含量影响较大, 这可能

是 20% TDDGS 组与对照组 3 种菌数量有显著差异

的原因。另一方面从 TDDGS 组间结果对比来看, 随

着日粮中 TDDGS 比例的提高(精料比例增加), P. 

ruminicola 和 P. brevis 菌数量均呈下降趋势, 而 P. 

bryantii 菌数量呈上升趋势, 这与 Tajima 等[6]在奶牛

向高精料日粮转变后的第 28 天检测发现 P. ru-

minicola 菌的数量下降了 3 倍, 而 P. bryantii 菌数量

增加了 10 倍的结果相一致。此外, Hobson 等[19]和

Tajima 等 [6]均发现在高粗料的日粮条件下 , P. ru-

minicola 菌是瘤胃中的优势菌群。这或许可以用来

解释本研究中随着日粮中 TDDGS 比例升高(精料比

例增加) P. ruminicola 菌数量因何下降的原因。 

瘤 胃 微 生 态 环 境 中 , 普 雷 沃 菌 (Prevotella 

species)是瘤胃微生物中数量庞大的一支, 并且在饲

喂多种不同日粮的反刍动物中均有发现, 这些细菌

被认为参与降解及利用碳水化合物或蛋白质[19]。本

研究中 P. ruminicola 和 P. brevis 菌尽管随日粮中

TDDGS 比例升高(20%−30% TDDGS)数量有所下降, 
但终究高于对照组数量 , 说明日粮中添加 TDDGS

可能会促进瘤胃中这两种菌数量的增殖或对其数量

的保持有一定作用 , 而 P. bryantii 菌与其他两种

菌正好相反的变化趋势 , 可能与它的淀粉降解能

力有关[6,19]。从表 1 中看出, 随着 TDDGS 添加比例

增加(20%−30% TDDGS), 日粮中淀粉含量虽有少

量增加 (41.5%−44.0%), 但却明显低于对照组日粮

淀粉含量(51.4%)。因此, 日粮淀粉含量的变化可能

是导致 P. bryantii 菌随日粮中 TDDGS 比例升高

(20%−30% TDDGS)数量有所升高但终究低于对照

组数量的原因, 但这还需要更深入的研究。 
通过本研究结果表明, 不同 TDDGS 添加比例

的日粮对 3 种瘤胃普雷沃菌数量均有所影响, 当日

粮中添加 20% TDDGS 时, 显著升高了 P. ruminicola

和 P. brevis 菌数量, 而降低了 P. bryantii 菌数量; 3

种菌在 TDDGS 组间的数量变化差异不明显。 
致谢 : 感谢美国威斯康辛麦迪逊大学细菌学学院

Paul J Weimer 博士对 3 种瘤胃普雷沃菌标准菌株基

因组 DNA 的提供。 
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