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应用 PCR-DGGE 和 Real-Time PCR 分析健康与 

腹泻獭兔盲肠菌群 

周毅1∆  文斌2∆  孙豪1  段玲3  傅祥超2  曾东1*  倪学勤1*  汪平2 

(1 四川农业大学动物医学院  四川 成都  611130) 

(2 四川省草原科学研究院  四川 成都  611731) 

(3 西南民族大学生命科学与技术学院  四川 成都  610041) 

 
 

摘  要：【目的】研究獭兔腹泻发生后盲肠菌群结构的变化情况，为微生态防治断奶兔腹泻提供

理论基础。【方法】分别提取 5 只健康和腹泻獭兔盲肠内容物总 DNA，应用 PCR-DGGE 及

Real-Time PCR 技术比较分析獭兔盲肠中菌群结构的差异。【结果】腹泻獭兔 PCR-DGGE 图谱条

带丰富度、均匀度、多样性指数与健康獭兔相比差异均不显著，但聚类分析和主成分分析(PCA)

能够将腹泻组和健康组区分开。Real-Time PCR 检测显示，腹泻獭兔盲肠正常菌群普雷沃氏菌、

梭菌类群Ⅰ数量与健康獭兔相比没有变化(P>0.05)；链球菌属、梭菌类群Ⅳ和ⅩⅣa、白色瘤胃球

菌、溶纤维丁酸弧菌、普拉梭杆菌等有益微生物数量显著降低(P<0.01)，而埃希氏大肠杆菌数量

却显著升高(P<0.05)。【结论】獭兔腹泻发生后盲肠有益微生物数量降低，有害微生物数量升高；

菌群结构有差异但不显著(P>0.05)，腹泻獭兔盲肠菌群结构有复杂化的趋势。 

关键词：腹泻，肠道菌群，PCR-DGGE，Real-Time PCR，獭兔 
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Application of PCR-DGGE and Real-Time PCR to analyze the cecum 
microflora of health and diarrhea rex rabbit 
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ZENG Dong1*  NI Xue-Qin1*  WANG Ping2 
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(3. College of Life Science & Technology, Southwest University for Nationalities, Chengdu, Sichuan 610041, China) 

Abstract: [Objective] To provide theoretical basis for using probiotics to prevent and treat the diarrhea 
weaning rabbit, the experiments were performed to explore the structural changes of cecum microflora 
in the diarrhea rex rabbit. [Methods] Total DNA were extracted from the cecum contents of 5 healthy 
and 5 diarrhea rex rabbits respectively. PCR-DGGE and Real-Time PCR were applied to analyze the 
differences of Cecum microflora between the healthy and diarrhea rex rabbits. [Results] Through the 
analysis we found that the richness, evenness and diversity index of PCR-DGGE profiles bands were 
not significant difference. But clustering analysis and Principal Component Analysis (PCA) could 
distinguish diarrhea group from healthy group. Real-Time PCR detection showed that in the diarrhea 
rabbit, despite the number of the population of normal intestinal flora including Prevotella, Clostridium 
clusterⅠ was not changed (P>0.05), the population of Streptococcus spp., Clostridium leptum group, 
Bifidobacterium spp., Clostridium coccoides, Ruminococcus albus, Butyrivibrio fibrisolvens, 
Fusobacterium rausnitzii were sharply decreased (P<0.01). However, the number of Escherichia coli, 
which belongs to the Enterobacteriacae family, was greatly increased (P<0.05). [Conclusion] The 
results prove that the population of probiotics decreased, some harmful microorganism quantity 
increased in the cecum of diarrhea rex rabbit, the cecum flora structure is difference but not significant 
(P>0.05), indeed the structure of flora has a tendency to complicate in the diarrhea rabbit. 

Keywords: Diarrhea, Intestinal microflora, PCR-DGGE, Real-Time PCR, Rex rabbit 

盲肠在兔消化吸收中具有十分重要的作用，主

要原因是有数量巨大、结构复杂的微生物在其中定

殖。成年兔每克盲肠内容物中含有 109−1010 个拟杆

菌属细菌[1]，而双歧杆菌属、梭菌属、链球菌属、

肠杆菌属等的总量为 1010−1012 CFU/g[2]。这些微生

物通过分泌消化酶或者微生物自身代谢活动代谢

尿素、氨、肽类及分解纤维素，并能够产生各种挥

发性脂肪酸、氨基酸、维生素等[3]；在提高免疫[4]、

调整肠道微生态[5]等方面具有十分重要的作用。由

于兔特殊的消化道生理结构[6]，在断奶后极易发生

腹泻，而且一旦腹泻往往会导致死亡，给兔养殖业

带来极大损失。腹泻与兔肠道菌群关系密切[7]，但

是，已有的研究主要是采用活菌计数的方法分析部

分细菌数量的差异，具有一定的局限，不能较全面

地反映整个菌群结构的变化，而且活菌计数对严格 

厌氧的细菌不能培养，检测结果有一定的误差。本

研究拟采集腹泻兔和健康兔盲肠内容物，采用现代

分子技术，在 DNA 水平上比较和分析盲肠细菌数

量和结构的差异，全面反映腹泻发生后肠道细菌群

落的变化情况，为微生态防治断奶兔腹泻提供理

论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品采集和处理：从四川省草原科学研究院

獭兔原种场，采集同一批次 1.5 月龄的健康獭兔

5 只，临床表现基本一致的腹泻獭兔 5 只，处死后

连同肠内容物结扎盲肠肠段 2 cm，迅速置于液氮中

保存，健康、腹泻獭兔分别对应编号为 HR (Health 

rabbit，HR) 1−5、DR (Diarrhea rabbit，DR) 1−5。 
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1.1.2  主要试剂：DGGE 成套试剂，Bio-Rad 公司；

银 染 药 品 等 相 关 试 剂 均 为 分 析 纯 ； 2X Taq 

MasterMix (含染料)，康为世纪生物科技有限公司；

SYBR Premix ExTaqⅡ，宝生物工程(大连)有限公

司；OMEGA 粪样提取试剂盒[OMEGA® Stool DNA 

Kit (50)]，成都昊优生物科技有限责任公司；PCR

引物由英潍捷基(上海)贸易有限公司合成。 

1.2  盲肠总 DNA 提取 

使用 OMEGA 粪样提取试剂盒[OMEGA® Stool 

DNA Kit (50)]，按照操作手册分别提取各肠道内容

物 总 DNA， 用 核 酸 浓 度 测 定 仪 (NanoDrop® 

ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer) 测 定 浓 度

(OD260/OD280=1.8−2.2)，置−30 °C 备用。 

1.3  16S rRNA 基因 V3 区 PCR 扩增 

使用提取的 DNA 扩增细菌 16S rRNA 基因的

V3 区(339−539 bp)，引物序列：上游引物带 GC 发

夹：5′-CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCG 

GGGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGT-3′；下游引物为：5′-GTATTACCGCGGCTGGC 

AC-3′[8]。 反 应 体 系 (25 μL)： 2×Taq MasterMix 

(CWBIO) 12.5 μL，上下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，

模板 DNA 1 μL，最后用 ddH2O 补足 25 μL，设一个

阴性对照组。反应条件：94 °C 4 min；94 °C 30 s，

58 °C 30 s，72 °C 2 min，30 个循环；72 °C 10 min。

用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物片段大小和

浓度。 

1.4  PCR-DGGE 凝胶电泳 

PCR-DGGE 采用 Bio-Rad® Dcode Universal 

Detection System 进行，凝胶浓度梯度为 35%−65%，

变性方向与电泳方向一致。电泳缓冲液为 1×TAE，

100 V、60 °C 条件下电泳 16 h。采用硝酸银染色后

用 Bio-Rad® GS800 Calibrated Densitometer 对凝胶

进行成像处理。 

1.5  荧光定量 Real-Time PCR 

Real-Time PCR (RT-PCR)采用 Bio-Rad® CFX 

96 荧光定量 PCR 仪进行，各菌引物及标准曲线见

表 1。反应体系(25 μL)：SYBR Premix ExTaq Ⅱ 

12.5 μL，上下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板 1 μL，

ddH2O 9.5 μL。反应条件：94 °C 4 min；94 °C 30 s，

引物最佳退火温度(表 1) 30 s，72 °C 30 s，40 个循

环；72 °C 1 min；95 °C 1 min，50 °C 1 min，60 °C 

5 s，95 °C。在退火温度结束后照相采集荧光值，

溶解曲线每隔 0.5 °C 照相采集一次荧光值。结束后

数据导出到 Excel 表格中整理分析，参照标准曲线

计算出各菌绝对含量。 

1.6  数据分析 

采用 Quantity one 对 PCR-DGGE 图谱进行处理

后导出数据，使用 Excel 表格进行整理，NTSYS 2.1

软件采用 UPGMA 法进行聚类分析；采用 SPSS 19.0

进 行 独 立 样 本 t 检 验 进 行 显 著 性 分 析 ； 应 用

GraphPadPrism 6 作图。 

2  结果与分析 

2.1  PCR-DGGE 结果 

在 PCR-DGGE 图谱(图 1)中，条带颜色的深浅 

HR1 HR2 HR3 HR4 HR5 DR1 DR2 DR3 DR4 DR5

 

图 1  健康和腹泻獭兔 PCR-DGGE 图谱 
Figure 1  PCR-DGGE profile of health & diarrhea rex 
rabbit  
注：HR 1−5、DR 1−5 分别表示健康獭兔、腹泻獭兔. 

Note: HR 1−5 (Health rabbit 1−5) & DR 1−5 (Diarrhea rabbit 1−5) 
represented health rabbit & diarrhea rabbit respectively. 
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表 1  细菌 16S rRNA 基因荧光定量 PCR 引物序列、退火温度及回归方程 

Table 1  Primer sequences of microbial 16S rRNA gene for Real-Time PCR、TM & regression curve 

细菌种属 

Bacterial species 

引物序列 

Primer sequence (5′→3′) 

回归方程/退火温度 

Regression curve/Tm 

参考文献 

Reference 

总细菌(130 bp) 

Total bacteria 

F-CGGYCCAGACTCCTACGGG Y=14.354−0.260 7X  R2=0.997 
Tm=60 °C 

[9] 
R-TTACCGCGGCTGCTGGCAC 

普雷沃氏菌(151 bp) 

Prevotella 

F-GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT 
Y=14.39−0.280 7X   R2=0.998 
Tm=55 °C 

[9] 
R-CGGAYGTAAGGGCCGTGC 

溶纤维丁酸弧菌(158 bp) 
Butyrivibrio fibrisolvens 

F-GTTCGGCTGGGCACTCT 
Y=−0.290 7X+14.290  R2=0.997 
Tm=60 °C 

[10] 
R-CACCGCGACATTCTGATTC 

肠杆菌科(230 bp) 

Enterobacteriaceae family 

F-CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC 
Y=13.87−0.192 7X   R2=0.995 
Tm=52 °C 

[10] 
R-CTCTACGAGACTCAAGCTTGC 

肠球菌属(144 bp) 

Enterococcus spp. 

F-CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT 
Y=−0.254 2X+14.356  R2=0.999 
Tm=52 °C 

[7] 
R-ACTCGTTGTACTTCCCATTGT 

双歧杆菌属(243 bp) 

Bifidobacterium spp. 

F-TCGCGTCYGGTGTGAAAG 
Y=13.837−0.204 5X  R2=0.998 
Tm=62 °C 

[9] 
R-CCACATCCAGCRTCCAC 

梭菌类群 I (120 bp) 

Clostridium cluster I 

F-ATGCAAGTCGAGCGAKG 
Y=13.376−0.226 6X  R2=0.998 
Tm=60 °C 

[9] 
R-TATGCGGTATTAATCTYCCTTT 

梭菌类群 IV (230 bp) 

Clostridium leptum group 

F-GCACAAGCAGTGGAGT 
Y=14.288−0.247 2X  R2=0.992 
Tm=60 °C 

[11] 
R-CTTCCTCCGTTTTGTCAA 

梭菌类群 XIVa (440 bp) 

Clostridium cluster XIVa 

F-AAATGACGGTACCTGACTAA 
Y=14.748−0.261 5X  R2=0.997 
Tm=60°C 

[11] 
R-CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA 

黄色瘤胃球菌(295 bp) 

Ruminococcus lavefaciens 

F-GGACGATAATGACGGTACTT 
Y=14.211−0.273 9X  R2=0.998 
Tm=56 °C 

[12] 
R-GCAATCYGAACTGGGACAAT 

白色瘤胃球菌(175 bp) 

Ruminococcus albus 

F-CCCTAAAAGCAGTCTTAGTTCG 
Y=14.164−0.269 1X  R2=0.998 
Tm=52 °C 

[13] 
R-CCTCCTTGCGGTTAGAACA 

普拉氏梭杆菌(158 bp) 
Fusobacterium rausnitzii 

F-CCCTTCAGTGCCGCAGT 
Y=−0.300 4X+14.394  R2=0.995 
Tm=60 °C 

[9] 
R-GTCGCAGGATGTCAAGAC 

沙门氏菌(160 bp) 

Salmonella species 

F-TCGTCATTCCATTACCTACC 
Tm=59 °C [14] 

R-AAACGTTGAAAAACTGAGGA 

埃希氏大肠杆菌(113 bp) 

Escherichia coli 

F-CATGCCGCGTGTATGAAGAA 
Tm=59 °C [15] 

R-CGGGTAACGTCAATGAGCAAA 
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图 2  健康与腹泻獭兔肠道菌群 PCR-DGGE 条带聚类分析图 
Figure 2  Cluster analysis figure for PCR-DGGE bands of cecum flora of health & diarrhea rex rabbite 

注：聚类分析图谱由 NTSYS2.1 生成，数据分析采用 DICE 系数，聚类分析使用 UPGMA 法；HR 1−5 和 DR 1−5 分别表示健康獭兔

1−5、腹泻獭兔 1−5. 

Note: Clustering analysis graph generated by NTSYS2.1, DICE coefficient was used to analysis the data, the clustering analysis by UPGMA; 
HR 1−5 & DR 1−5 represented health rabbit 1−5 & diarrhea rabbit 1−5 respectively. 
 

表 2  健康和腹泻獭兔盲肠菌群多样性指数、均匀度及丰富度 
Table 2  Diversity index, evenness & richness of cecum microbial population in health & diarrhea rex rabbit 

分组 

Group 

多样性指数 

Diversity Index 

均匀度 

Evenness 

丰富度 

Richness 

腹泻獭兔 

Diarrhea Rabbit 
3.90±0.04 0.90±0.01 49.60±1.81 

健康獭兔 

Health Rabbit 
3.85±0.12 0.89±0.03 47.40±5.60 

注：分析方法采用独立样本 t 检验，显著水平为 0.05，n=5；数据采用平均值±标准差，腹泻组与健康组比较差异均不显著(P>0.05). 

Note: Independent sample t test was used for analysis, P=0.05, n=5; Data using mean ± standard deviation, there is no significant difference 
diarrhea compared with the healthy group (P>0.05). 
 
 

与该菌在样本中含量成正比。从图 1 中可以看

出，无论是腹泻獭兔还是健康獭兔都产生了丰富的

条带，健康和腹泻獭兔肠道细菌丰富度分别达到

47.40 和 49.60，深色条带为该样本中的优势菌群。

PCR-DGGE 条带 UPGMA 法聚类分析(图 2)显示，

健康和腹泻獭兔组盲肠样品被明显区分为两组，两

组样品之间的相似性为 0.63，说明獭兔发生腹泻后

微生物菌群结构部分发生变化。但分析各健康和腹

泻獭兔肠道细菌 DGGE 电泳图谱多样性指数、均匀

度、丰富度(表 2)，两组之间差异均不显著(P>0.05)。

说明腹泻时獭兔盲肠微生物结构发生变化，但是变

化不显著。DGGE 条带主成分分析(图 3)与聚类分 
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图3  健康与腹泻獭兔肠道菌群PCR-DGGE条带主成分

分析结果 
Figure 3  The PCA result of PCR-DGGE analysis in health 
& diarrhea rex rabbit cecum microbial flora 

析的结果相同，PC1 (23.94%)将健康和腹泻獭兔区

分为左右两部分。因此，腹泻发生后肠道微生物结

构部分发生改变，但 PCR-DGGE 图谱的条带差异

不显著。 

2.2  Real-Time PCR 结果 

独立样本 t 检验(表 3)结果可以看出，与健康獭

兔 比 较 ， 腹 泻 獭 兔 盲 肠 微 生 物 总 量 明 显 减 少

(P<0.01)，肠杆菌科(P<0.01)、肠球菌属(P<0.01)、

白色瘤胃球菌(P<0.01)、梭菌类群ⅩⅣa (P<0.01)、

梭菌类群Ⅳ (P<0.01)、双歧杆菌属(P<0.01)、溶纤

维丁酸弧菌(P<0.01)、普拉梭杆菌(P<0.01)均显著降

低，普雷沃氏菌(P>0.05)、梭菌类群Ⅰ(P>0.05)这

2 种菌数量变化不明显。黄色瘤胃球菌和沙门氏菌 

 
 

表 3  健康和腹泻獭兔盲肠细菌荧光定量 PCR 结果 
Table 3  The result of Real-Time PCR analysis in health & diarrhea rex rabbit cecum microbial flora

细菌种属 
Bacterial species 

健康獭兔 
Health rabbit 

(Logcopy/g) 

腹泻獭兔 
Diarrhea rabbit 

(Logcopy/g) 

细菌种属 
Bacterial species 

健康獭兔 
Health rabbit 

(Logcopy/g) 

腹泻獭兔 
Diarrhea rabbit

(Logcopy/g) 

总菌 
Total bacteria 

11.73±0.32 10.95±0.13** 
白色瘤胃球菌 
Ruminococcus albus 

8.78±0.21 7.74±0.54** 

普雷沃氏菌 
Prevotella 

10.04±0.67 9.42±0.24 
溶纤维丁酸弧菌 
Butyrivibrio fibrisolvens 

8.33±0.27 7.30±0.33** 

肠杆菌科 
Enterobacteriacae family 

10.26±0.15 9.79±0.06** 
普拉氏梭杆菌 
Fusobacterium rausnitzii 

11.15±0.29 10.48±0.07** 

肠球菌属 
Enterococcus spp. 

7.29±0.41 5.66±0.58** 
梭菌类群Ⅰ 
Clostridium cluster Ⅰ 

6.22±0.21 5.60±1.00   

双歧杆菌属 
Bifidobacterium spp. 

7.80±0.06 6.98±0.20** 
梭菌ⅩⅣa 
Clostridium cluster ⅩⅣa 

10.67±0.28 10.02±0.03** 

梭菌类群Ⅳ 
Clostridium leptum group 

10.97±0.38 10.30±0.23**    

注：分析方法采用独立样本 t 检验，显著水平为 0.05，n=5. 显著性差异为腹泻组与健康组比较，*: 差异显著(P<0.05)，**: 差异极

显著(P<0.01). 

Note: Independent sample t test was used for analysis, P=0.05, n=5. Significant difference for the diarrhea compared with health group, *: 
Significant differences (P<0.05), **: Significant differences (P<0.01). 
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图 4  健康与腹泻肠道菌群 Real-Time PCR 主成分分析

结果 
Figure 4  The PCA result of Real-Time PCR on health & 
diarrhea rex rabbit cecum microbial flora 

 
在健康和腹泻獭兔中均未检出。在分析各菌群在总

菌中的比例时，腹泻组肠杆菌科比例显著升高

(P<0.05)，进一步检测埃希氏大肠杆菌数量，腹泻

獭兔 Cq 值显著小于健康獭兔(腹泻组 VS 健康组= 

22.05±1.21 VS 26.71±3.16，P<0.05)，其他细菌变化

不明显。主成分分析(图 4)显示，PC1 能够解释

RT-PCR 中所有数据的 74.76%，并且将腹泻和健康

组分为左右部分，说明两者之间差异明显。可见，

腹泻造成獭兔盲肠细菌数量急剧降低，但主要菌群

比例变化不显著，与 DGGE 条带多样性分析结果

一致。 

3  结论 

肠道微生物在提供营养物质、维生素，抵抗病

原菌入侵，与肠道上皮细胞交互增强宿主免疫力等

方面起着十分重要的作用[10]，研究发现采食无菌饲

料的兔子其肠粘膜淋巴细胞密度降低，派氏结变

小，免疫球蛋白数量降低[11]。然而在动物饲料中添

加适量的益生菌则可以提高动物生长性能[12]、增强

动物免疫力[4]、调整宿主肠道微生态平衡[5]，因此

肠道微生物在维持宿主健康状态方面发挥着十分

重要的作用。 

通过分析 PCR-DGGE 图谱发现，腹泻獭兔和

健康獭兔肠道菌群相似性为 0.63，腹泻獭兔盲肠中

菌群结构发生一定改变，但是这种结构的改变并没

有 在 多 样 性 指 数 等 方 面 表 现 出 显 著 的 差 异

(P>0.05)，这与苏勇等[13]报道的健康与腹泻仔猪肠

菌群多样性差异不显著一致。而腹泻獭兔盲肠菌群

PCR-DGGE 条带丰富度在数量上略高于健康獭兔，

这和通常认为的腹泻发生后肠道微生物结构趋于

简单的结论不符[7,14]。从 PCR-DGGE 条带聚类分析

和主成分分析结果来看，均可以清晰的将健康和腹

泻獭兔区分开，说明腹泻和健康獭兔盲肠微生物的

差异是存在的，可能是由于腹泻发生时部分原来的

优势菌群数量下降至 PCR-DGGE 不能检测水平，

而原来的 PCR-DGGE 未能检测的细菌数量则上升，

这种此消彼长最终导致 PCR-DGGE 图谱的多样性

检测结果并没有显著差异。Takahashi 等[15]在给仔猪

饲喂乳酸杆菌后，采用 RAPD-PCR 及 16S rRNA 基

因测序技术也发现在对照组中未检测到的其他乳

酸杆菌在试验组中则被检测到。 

RT-PCR 分析显示，腹泻獭兔盲肠中普雷沃氏

菌和梭菌类群Ⅰ等[16]主要微生物数量并没有发生 

明显变化(P>0.05)，这也说明肠道微生态系统在一

定程度上具有良好的稳定性，这种稳定性是肠道微

生态发挥其生理功能的重要前提[17]。肠球菌属作为

肠道内正常菌群的重要组成部分，其大多为需氧

菌[18]，在肠道中占据独特的生态位点，通过消耗氧

气控制肠道中需氧菌的数量，与其他菌群协同作用

保持肠道健康[19]，它们数量的减少(P<0.01)会引起

肠道菌群结构紊乱。梭菌类群Ⅳ和 aⅩⅣ 、白色瘤

胃球菌、溶纤维丁酸弧菌、普拉梭杆菌等这些肠道

主要微生物的数量均明显减少(P<0.01)，这些微生

物在盲肠中参与纤维素代谢为宿主提供能量，产生

的挥发性脂肪酸不仅能够抑制有害细菌的繁殖，还

能够预防和治疗肠道炎症。在人肠道中产丁酸的微

生物多为梭菌类群Ⅳ和 aⅩⅣ ，丁酸在促进肠道黏

膜修复和防治腹泻方面有着很好的效果[20]，而据报

道，梭菌属的变化与肠道黏膜的完整性也密切相
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关，拟杆菌中的一些细菌则与肠道上皮细胞作用，

通过 NF-κB 途径促进促炎症因子的表达[21]。可见在

獭兔腹泻发生时，这些与獭兔盲肠消化代谢能力、

肠黏膜修复能力、肠道免疫力密切相关的微生物数

量降低(P<0.01)，而这些有益微生物数量的降低进

一步加重獭兔腹泻发生，最终引起獭兔机体损伤。

双歧杆菌作为肠道中重要的益生菌，甚至可以作为

肠道健康的指示菌[22]。不仅可以代谢产生无机酸、

参与维生素代谢过程，还能够通过与肠道相关淋巴

组织(GALT)作用，激活细胞增殖分化、激活巨噬细

胞、分泌 IgA，在发挥肠道菌群的营养和免疫方面

起着十分重要的作用[23]。在腹泻发生后，獭兔盲肠

内双歧杆菌数量出现明显降低(P<0.01)，这对于獭

兔缓解腹泻症状、恢复健康状态极为不利。由此可

见，腹泻发生时肠道内细菌数量发生巨大变化，从

较高分类水平分析腹泻獭兔盲肠细菌数量均为降

低，但分析肠杆菌科在总菌中的比例却发现腹泻组

肠杆菌科占比显著增加(P<0.05)，进一步降低分类

水平检测埃希氏大肠杆菌，却发现腹泻组 Cq 值小于

健康组(P<0.05)，即腹泻组中大肠杆菌数量上升，

这与采用常规活菌技术检测腹泻动物大肠杆菌数

量上升相吻合[24]。说明腹泻发生后肠道菌群结构发

生变化，主要体现在某些肠道细菌数量上的变化即

有益微生物数量下降、致病性微生物数量上升，具

体发生变化的微生物种类还需要进一步分析。 

本试验综合运用 PCR-DGGE 和 Real-Time PCR

方法，对健康和腹泻獭兔盲肠微生物进行分析，发

现獭兔发生腹泻后盲肠菌群有益菌数量减少，有害

细菌数量增加；肠道菌群结构在一定程度上有复杂

化的趋势。 
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