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摘  要：【背景】产气荚膜梭菌感染一直以来困扰着家禽养殖业，限抗以来感染率呈上升趋势。生

物源噬菌体以其独特的抑菌作用、安全无残留等优点，已成为潜在的减抗关键技术之一。【目的】明

确产气荚膜梭菌噬菌体、沙门氏菌噬菌体及枯草芽孢杆菌联用对蛋鸡养殖的增效作用，通过对肠

道组织结构形态变化、产气荚膜梭菌消减和菌群多样性的分析，为家禽减抗养殖中细菌性疾病防控

提供有效的减抗技术方案。【方法】选取 105 只 260 日龄海兰褐蛋鸡，随机分为 5 组：A：产气荚

膜梭菌噬菌体 SD72 组；B：产气荚膜梭菌噬菌体 SD72&枯草芽孢杆菌联用组；C：沙门氏菌噬菌体

JDF1-6 组；D：SD72/JDF1-6 复合噬菌体&枯草芽孢杆菌联用组；E：空白对照组。连续饮水饲喂 42 d
后取盲肠内容物测定产气荚膜梭菌数量，观察肠道组织结构，通过 16S rRNA 基因扩增子测序分析

明确肠道微生物的群落分布、多样性及代谢功能。【结果】与对照组相比，D 组 SD72/JDF1-6 复合

噬菌体&枯草芽孢杆菌联用组肠道中产气荚膜梭菌的数量减少 1.48 log10 (CFU/mL)，空肠隐窝深度

显著降低(P<0.05)，绒毛高度/隐窝深度显著增大(P<0.05)。微生物多样性分析结果显示，各组盲肠

菌群中均以厚壁菌门和变形菌门为主，在属水平上乳杆菌属(11.26%)相对丰度较高。血清免疫指标

及代谢功能分析显示，IgA、IgG 和 IgM 的含量显著提高(P<0.05)，肠道微生物基因主要富集于 Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)的遗传信息处理通路，其中 D 组在排泄系统和免疫疾病
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代谢相关通路中富集基因相对丰度高于对照组 755.95%。【结论】复合噬菌体和枯草芽孢杆菌联用

能够有效改善蛋鸡肠道健康，提高机体免疫水平，促进微生物组免疫疾病代谢相关基因表达，提高

肠道菌群代谢功能，为家禽减抗健康养殖中细菌性疾病的防控提供重要的理论依据和生物资源。 

关键词：蛋鸡；噬菌体；枯草芽孢杆菌；产气荚膜梭菌；肠道菌群 
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Abstract: [Background] Clostridium perfringens has been a major pathogen affecting the 
poultry industry, and its infection rate has been on the rise since the use of antibiotics was 
restricted. Bacteriophages with unique antibacterial effects and safety without residues have 
become a primary approach to reduce the use of antibiotics. [Objective] To evaluate the 
synergistic effects of Clostridium perfringens phage, Salmonella phage, and Bacillus subtilis on 
laying hens by analyzing the histological changes of the intestinal structure, the reduction of   
C. perfringens, and microbial diversity, so as to provide a scheme for the prevention and control 
of bacterial diseases in poultry with antibiotic reduction. [Methods] A total of 105 260-day-old 
Hyline Brown hens were selected and randomized into 5 groups of A: Clostridium perfringens 
phage SD72, B: SD72+Bacillus subtilis, C: Salmonella phage JDF1-6, D: SD72+JDF1-6+ 
Bacillus subtilis, and E: blank control. After the hens were treated for 42 days, the cecum 
contents were collected to determine the number of C. perfringens, and the intestinal structure 
was observed. The 16S rRNA gene amplicon was sequenced to reveal the intestinal microbial 
community structure, diversity, and metabolism. [Results] Compared with the blank control 
group, D group showed decreased number of C. perfringens (by 1.48 log10 (CFU/mL)), 
decreased depth of jejunal crypts (P<0.05), and increased villus height/crypt depth (P<0.05). 
Firmicutes and Proteobacteria were dominant in cecum contents of laying hens in all the 
treatment groups after drinking water, and Lactobacillus (11.26%) had higher relative 
abundance at the genus level. The serum levels of IgA, IgG, and IgM were significantly 
increased (P<0.05), and intestinal microbial genes were mainly enriched in the genetic 
information processing pathways. The abundance of enriched genes in excretory system and 
immune disease-related pathways in group D was 755.95% higher than that in the blank control 
group. [Conclusion] The combination of mixed phages and B. subtilis could improve the 
intestinal health and immunity of laying hens by promoting the expression of microbial genes 
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related to immune disease and improving the immunometabolism of intestinal flora. The 
findings provide a theoretical basis and biological resources for the prevention and control of 
bacterial diseases in poultry with reduced antibiotics. 
Keywords: laying hens; phage; Bacillus subtilis; Clostridium perfringens; intestinal flora 
 

我国是家禽生产和消费大国，规模化养殖

发展迅速且已成为农业增效、农民创收的重要

渠道。然而，蛋鸡肠道细菌性疾病坏死性肠炎

(necrotic enteritis, NE)一直都是困扰规模化养殖

的重大难题，给蛋鸡养殖造成巨大经济损失[1]。

产气荚膜梭菌(Clostridium perfringens, Cp)是引

起 NE 的主要病原菌，其中以 A 型和 C 型为主

要流行优势菌株。Cp 普遍存在于粪便、土壤、

灰尘及污染的饲料、饮水和垫料中，当环境条

件改变，其繁殖速度加快，极易诱发 NE[1-3]。

研究显示，95%的鸡肠道均有 Cp 定殖[4-5]，一

旦成为优势菌群感染鸡群，临床主要表现为精

神萎顿，采食量下降 5%−25%，产蛋率下降

5%−15%[6]且出现不同程度的死亡。作为肠道病

原的沙门氏菌(Salmonella, Sa)，一直被中大型

畜禽养殖场作为主要病原菌进行净化，虽然有

一定防控效果，但其仍会与 Cp 混合感染，使

NE 的防治更加复杂，难度加剧[7]。在食品安全

背景下，中小型养殖场积极采用微生态制剂、

中药、植物提取物等防控手段[7-11]防治 NE，但

效果仍不理想，部分养殖场治疗用药还存在一

定幅度的增长。因此，禽养殖业亟需效果好、

副作用低和性价比高的系统减抗方案。 
噬菌体与抗生素杀灭细菌的作用机制完全

不同，具有高效抑菌、无残留及不易产生耐药

性等优点[12]。噬菌体在动物肠道能够杀灭特定

病原菌但不会破坏肠道正常菌群，且能够随病

原菌的消除而排出体外。此外，噬菌体还具有生

产成本低、无化学污染和开发周期短等优点[13]。

噬菌体不仅可以抑菌还能调节肠道，与益生菌

联合应用能够调节蛋鸡肠道菌群的组成，改善

肠道健康。枯草芽孢杆菌早在 2016 年就被欧盟

批准为商品化益生菌产品，用于家禽 NE 的防

治[14-15]。本研究针对蛋鸡养殖中病原菌感染复

杂、Cp 防控难等问题，将 Cp 噬菌体、Sa 噬菌

体及枯草芽孢杆菌联用，以期对蛋鸡肠道中 Cp
进行消减，重塑肠道微生物群，增强其免疫疾

病代谢功能，提高蛋鸡肠道健康和抗病能力，

建立蛋鸡养殖中的提质增效减抗新模式。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

260 日龄海兰褐蛋鸡，江苏省农业科学院实

验动物伦理委员会批准号为 SYXK(苏)2020-0024，
购自江苏立华牧业有限公司； Cp 噬菌体

vB_CpeS_SD72 (简称 SD72) (宿主菌为标准菌

株 CMCC 64722，NCBI 登录号为 MW815121)[16]、

Sa噬菌体 JDF1-6 (宿主菌为肠炎沙门氏菌 S1-6)
按国标方法(NY/T 4146—2022)[17]分离自蛋鸡

养殖场粪样并鉴定；两株枯草芽孢杆菌 ba-1 和

ba-2 参考 GB/T 26428—2010 进行分离鉴定[18]，

均来源于生产饲料添加剂公司提供的产品中，

经公司验证有助于改善鸡肠道健康；Cp 参考菌

株 CMCC 64722 购于国家菌种保藏中心，所有试

验用分离菌株保存于江苏省食品质量安全重点

实验室-省部共建国家重点实验室培育基地。 
1.1.2  培养基 

LB 培养基用于细菌培养；胰胨-亚硫酸盐-环
丝氨酸(tryptose sulfite cycloserine, TSC)琼脂培

养基用于产气荚膜梭菌平板培养[16]；硫乙醇酸盐

培养基用于产气荚膜梭菌噬菌体培养[16]。 
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1.1.3  主要试剂和仪器 
苏木素 - 伊红 (hematoxylin-eosin staining, 

HE)，北京百奥莱博科技有限公司；粪便 DNA
提取试剂盒，生工生物工程(上海)股份有限公

司；ELISA 试剂盒，上海酶联生物科技有限公

司；Pfu 高保真 DNA 聚合酶，北京全式金生物

技术有限公司； Quant-iT PicoGreen dsDNA 
Assay Kit，上海赛默飞有限公司；TruSeq Nano 
DNA LT Library Prep Kit，因美纳(中国)科学器

材有限公司；引物由南京派森诺基因科技有限

公司合成。Microplate reader，伯腾仪器有限公

司；电子显微镜，Bio-Rad 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  枯草芽孢杆菌及噬菌体培养   

接种‒80 ℃冻存的枯草芽孢杆菌 ba-1 及

ba-2 菌液于 LB 液体培养基中，37 ℃静置培养

18 h，再以 1% (体积分数)接种量接种至新鲜 LB
液体培养基中，37 ℃静置培养 18 h，5 000 r/min
离心 10 min 收集菌体，PBS 洗涤 3 次并重悬至

1.0×108 CFU/mL，4 ℃保存备用。 
将 Cp 菌株 CMCC 64722 接种于胰胨-亚硫酸

盐-环丝氨酸(TSC)琼脂培养基，40 ℃培养 18 h，再

用硫乙醇酸盐液体培养基在 40 ℃静置培养 12 h，
使其 OD600 达到 0.6 (约 1.0×107 CFU/mL)，将菌

液与 vB_CpeS_SD72 噬菌体原液以 1:1 混合，

加适量新鲜硫乙醇酸盐液体培养基，置于 37 ℃

厌氧箱中静置过夜。次日，取混合培养物，    
10 000 r/min 离心 10 min，取上清用 0.22 μm 滤

头过滤，获得噬菌体裂解液(约 1.0×1010 PFU/mL)。 
将鸡肠炎沙门氏菌 S1-6接种于 LB肉汤中，

37 ℃恒温静置培养 18 h。当 OD600 为 0.6 (约

1.0×107 CFU/mL)时吸取 100 μL 菌液与 JDF1-6

噬菌体原液按照体积比 1:1 混合，加入适量 LB

液体培养基，37 ℃恒温静置培养 18 h。取噬菌

体培养液 10 000 r/min 离心 10 min，上清液经

0.22 μm 膜过滤，获得约 2.0×1010 PFU/mL Sa 噬

菌体液。 
1.2.2  实验动物分组及饲粮组成   

将 105 只健康且体重和产蛋率相近的 260 日

龄海兰褐蛋鸡随机分成 5 组，每组 3 个重复，每

个重复 7 只，试验期为 42 d，试验分组见表 1。 

A‒D 处理组按照噬菌体或枯草芽孢杆菌与

水的体积比为 1:100 添加在 100 mL 容量的饮水器

中，饮用水中噬菌体(SD72, JDF1-6)和枯草芽孢杆

菌ba-1、ba-2终浓度分别稀释至约1.0×108 PFU/mL

和 1.0×108 CFU/mL，其中联用组将噬菌体及枯

草芽孢杆菌混合在饮水中，2 h 内饮用完毕。 

试验基础日粮配制参照《鸡饲养标准》

(NY/T 33—2004)[1]和营养标准配制，组成及营

养水平见表 2，每日观察试验蛋鸡活动情况及死

淘率。 
 
表 1  复合噬菌体与枯草芽孢杆菌饲喂蛋鸡试验分组 
Table 1  Test group of compound phage with Bacillus subtilis fed layer hens 
分组 
Group 

1‒14 d 14‒33 d 33‒42 d 噬菌体及益生菌的饲喂浓度 
Feeding concentrations of phages and probiotics 

饲料 
Fodder 

A A1 A2 A3 SD72 phage (1.0×108 PFU/mL) 饲喂基础

日粮(粉料) 
Feed basal 
diet 
(powder 
lot) 

B B1 B2 B3 SD72 phage (1.0×108 PFU/mL) & Bacillus subtilis ba-1, ba-2  
(1.0×108 CFU/mL) 

C C1 C2 C3 JDF1-6 phage (1.0×108 PFU/mL) 
D D1 D2 D3 SD72, JDF1-6 phage (1.0×108 PFU/mL) & Bacillus subtilis ba-1,  

ba-2 (1.0×108 CFU/mL) 
E E1 E2 E3 Blank control, feed water 
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表 2  基础日粮组成及营养水平 
Table 2  Composition and nutrient levels of basal 
diet 
成分 
Component 

含量 
Content (%) 

玉米 Corn 62.70 
豆粕 Soybean meal 20.00 
麸皮 Bran 4.00 
食盐 Salt 0.30 
石粉 Limestone 8.00 
磷酸氢钙 CaHPO4·2H2O 1.00 
预混料 Premix 3.00 
植物油 Vegetable oil 1.00 
代谢能 Metabolic energy (MJ/kg) 11.66 
粗蛋白质 Crude protein 17.21 
钙 Calcium 3.95 
有效磷 Available phosphorus 0.41 
蛋氨酸 Methionine 0.37 
蛋氨酸+胱氨酸 Methionine+Cystine 0.65 
赖氨酸 Lysine 0.95 
预混料可为每千克全价日粮提供：维生素 A 9 000 IU，维

生素 D3 1 600 IU，维生素 E 5.00 IU，维生素 K 0.50 mg，
维生素 B1 0.60 mg，维生素 B2 3.50 mg，泛酸 3.20 mg，
烟酸 20 mg，维生素 B6 3.00 mg，生物素 0.10 mg，叶酸

0.25 mg，维生素 B12 4 μg，锌 70.00 mg，铁 65.00 mg，
铜 7.00 mg，锰 60.00 mg，碘 0.65 mg，硒 0.35 mg；除粗

蛋白质外，其他营养成分为计算值 
Premixes supply the following components, per kilogram of 
diet: Vitamin A 9 000 IU, vitamin D3 1 600 IU, vitamin E 
5.00 IU, vitamin K 0.50 mg, vitamin B1 0.60 mg, vitamin 
B2 3.50 mg, pantothenic acid 3.20 mg, nicotinamide 20 mg, 
vitamin B6 3.00 mg, biotin 0.10 mg, folic acid 0.25 mg, 
vitamin B12 4 μg, zinc 70.00 mg, iron 65.00 mg, copper 
7.00 mg, manganese 60.00 mg, iodine 0.65 mg, and 
selenium 0.35 mg; Except crude protein, other nutrients are 
calculated values. 
 
1.3  样品采集和指标测定 
1.3.1  肠道 Cp 的载量测定   

分别于饮水饲喂后第 14、33 和 42 天，屠宰

蛋鸡并取盲肠内容物(约 0.5 g)于 10 mL 灭菌离心

管中，加入无菌生理盐水，进行 10−1−10−3 倍比

稀释，每个稀释度 3 个重复，倾注到 TSC 平板

上，40 ℃厌氧培养 18 h 后进行 Cp 计数。细菌

数量以每毫升肠道内容物所含细菌总数的对数

值 log10 (CFU/mL)表示。 
1.3.2  肠道结构形态测定    

饮水饲喂第 42 天后每组每个重复随机选

取 5 只，屠宰后快速取出十二指肠、空肠、回

肠相同部位约 5 cm 肠段，用灭菌的生理盐水冲

洗后置于 10%福尔马林溶液中固定，4 ℃避光

保存。经过组织脱水、透明和浸蜡包埋，切片

后制作石蜡切片并通过苏木素-伊红(HE)染色，

树胶封片，用于小肠形态组织的观察。采用电

子显微镜 100×观察，利用显微微尺测量绒毛长

度(V)、隐窝深度(C)并计算 V/C 比值。 
1.3.3  肠道菌群多样性分析   

用磁珠法土壤&粪便基因组 DNA 抽取试剂

盒提取盲肠内容物(每组随机选取 3 个样品) DNA
作为 PCR 模板，采用 16S rRNA 基因 V3‒V4 可

变区特异性上、下游引物 341F (5′-CCTACGGG 
NGGCWGCAG-3′)和 805R (5′-GACTACHVGGG 
TATCTAATCC-3′)[19]，以及 Pfu 高保真 DNA 聚

合酶进行 PCR 扩增[19]，严格控制扩增循环数，

保证同一批样本的扩增条件一致，设置阴性对

照。根据 Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit
的荧光定量检测实验结果，通过 Microplate reader
对扩增回收产物进行荧光定量，利用 Illumina 
MiSeq 平台进行双端高通量测序。 
1.3.4  免疫指标测定 

在试验第 42 天采集蛋鸡静脉血，对照组及

试验组每组每个重复随机选取 5 只，翅下静脉

采血 2 mL/只，静置分层，待血清析出后吸取上

层血清于离心管中，4 000 r/min 离心 8 min，将

上清液分装在离心管中，−20 ℃保存。采用上

海酶联生物科技有限公司生产的 ELISA 试剂盒

测定血清中 IgA、IgG 和 IgM 等指标。 
1.3.5  生物学信息分析及数据处理   

采用 TruSeq Nano DNA LT Library Prep 
Kit 制备测序文库。按照 Vsearch 软件的分析流
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程进行序列拼接和质控。根据测序公司进行标

准化处理的样本 OTU 及物种注释信息，利用

QIIME v1.9.1 平台、Ramer-Douglas-Peucker (RDP)

贝叶斯算法，以 97%的相似性划分 OTU 序列，

与 Greengene 数据库 v13.8 中序列比对以获得每

个 OTU 所对应的物种分类信息，如界、门、纲、

目、科、属和种。通过 QIIME2 2019.4 软件计算

各样本在不同测序深度时的微生物 α 和 β 多样性

指数，包括 Shannon 指数、物种累计曲线。基于

Bray-Curtis 距离算法，用主坐标分析(principal 
co-ordinates analysis, PCoA)比较两处理间群落

组成的相似性。利用预测样本功能丰度的

PICRUSt2 软件分析 Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes (KEGG)数据库。 
1.3.6  统计与分析 

采用软件 GraphPad Prism 9.0.0 进行分析并

作图，肠道切片数据采用软件 SPSS 22.0 进行

单因素方差分析，结果以“平均值±标准差”表
示，差异显著水平为 P<0.05。 

2  结果与分析 
2.1  复合噬菌体及枯草芽孢杆菌联用对蛋

鸡肠道 Cp、Sa 载菌量的影响   
将 14 d (A1、B1、C1 和 D1)、33 d (A2、

B2、C2 和 D2)和 42 d (A3、B3、C3 和 D3) (表 1)
的蛋鸡盲肠内容物进行 Cp 菌落计数，如图 1
所示，14、33 和 42 d 的 A、B、C 和 D 处理组

中 Cp 菌落数均低于对照组，其中 A、B 和 D 组

差异显著(P<0.05)，分别降低 1.15、1.31 和   
1.48 log10 (CFU/mL)。与对照组及 A、B 和 C 组

相比较，处理组 D (SD72、JDF1-6 噬菌体&枯

草芽孢杆菌)的肠道 Cp 载量最低(图 1)。饮用 14 d
时，A、B 和 D 处理组的 Cp 菌落数已降至 4.84、
4.90 和 4.42 log10 (CFU/mL)，33 d 时降低至

4.82、4.50 和 4.37 log10 (CFU/mL)，42 d 时减少 

 
 
图 1  海兰褐蛋鸡不同组及时间段盲肠 Cp 载量的

测定   A：SD72 噬菌体(1.0×108 PFU/mL). B：

SD72 噬菌体(1.0×108 PFU/mL) &枯草芽孢杆菌

(1.0×108 CFU/mL) 联 用 . C ： JDF1-6 噬 菌 体   
(1.0×108 PFU/mL). D ： SD72/JDF1-6 噬 菌 体 
(1.0×108 PFU/mL) &枯草芽孢杆菌(1.0×108 CFU/mL). 
E：空白对照组. 下同 
Figure 1  Determination of Cp load in caecum of 
Hyline Brown hens in different groups and    
time periods. A: SD72 phage (1.0×108 PFU/mL). B: 
SD72 phage (1.0×108 PFU/mL) & Bacillus subtilis 
(1.0×108 CFU/mL). C: JDF1-6 phage (1.0×108 PFU/mL). 
D: SD72/JDF1-6 phage (1.0×108 PFU/mL) & Bacillus 
subtilis (1.0×108 CFU/mL). E: Control group. ****: 
P<0.000 1. The same below. 
 
至 4.66、4.35 和 4.33 log10 (CFU/mL)。由此可

见，42 d 时的 A、B 和 D 减菌效果最佳且伴随

饲喂时间呈现下降趋势，表明单独使用 Cp 噬菌

体或联合应用都能够持续抑菌。由图 1 可知，

与对照组 E 相比，各组减菌效果依次为

D>B>A>C，表明枯草芽孢杆菌及 Cp 噬菌体联

合应用抑制 Cp 效果最佳。由图 2 可知，与对照

组相比，14、33 和 42 d 各处理组 Sa 载菌量均

有降低且减菌数呈现 D>C>B>A 趋势。饮用 42 d 
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图 2  海兰褐蛋鸡不同组及时间段盲肠 Sa 载量的

测定 
Figure 2  Determination of Sa load in caecum of 
Hyline Brown hens in different groups and time periods. 
 
时 沙 门 氏 菌 减 少 至 4.66 、 4.35 、 4.18 和      
3.98 log10 (CFU/mL)，说明添加产气荚膜梭菌噬

菌体不仅能够减少蛋鸡肠道内 Cp 还能够有效

降低 Sa 的载菌量。 

2.2  复合噬菌体及枯草芽孢杆菌联用对蛋

鸡肠道形态结构的影响 
由表 3 可知，相较于空白对照 E 组，A、B、

C 和 D 组十二指肠、空肠和回肠绒毛高度大部

分显著性升高 (P<0.05)，隐窝深度显著降低

(P<0.05)，绒毛高度/隐窝深度显著增大(P<0.05)，
其中 D 处理组十二指肠和回肠的绒毛高度分别

升高 12%和 12.35%，十二指肠和空肠的隐窝深

度分别降低 12.69%和 6.63%，十二指肠、空肠

和回肠的绒毛高度 /隐窝深度提高 24.72%、

24.17%和 34.44%，表明 Cp 噬菌体饮水饲喂能

够降低隐窝深度，提高绒隐比。连续饮用 42 d，
十二指肠和回肠的绒毛高度/隐窝深度(V/C)分
析表明，复合噬菌体&枯草芽孢杆菌联用组与其

他组别相比较，肠道绒毛完整度最高，结构清晰，

方向一致，排列整齐，长短均一，无倒毛现象，

即 D 组肠道形态最佳，肠道最健康(图 3)。 
 
表 3  复合噬菌体及枯草芽孢杆菌联用对海兰褐蛋鸡鸡肠道形态结构的影响 
Table 3  Effect of compound phage and Bacillus subtilis on the intestinal morphology and structure of 
Hyline Brown hens 
组织 
Tissue 

项目 
Item 

A B C D E 

十二指肠 
Duodenum 

绒毛高度 
Villus height (V) 

1 333.33±341.52ab 1 380.00±111.36ab 1 373.33±66.58ab 1 456.67±92.92a 1 300.00±121.24b 

隐窝深度 
Crypt depth (C) 

224.33±31.39a 213.00±56.11a 203.33±70.95ab 197.33±60.39b 226.00±57.16a 

V/C 7.07±0.51ab 7.88±1.32a 6.56±0.47b 7.92±0.49a 6.35±0.63b 
空肠 
Jejunum 

绒毛高度 
Villus height (V) 

1 390.00±122.88a 1 306.67±165.03b 1 346.67±68.07b 1 400.00±150.21a 1 403.67±161.37a 

隐窝深度 
Crypt depth (C) 

140.67±10.21a 138.67±10.65ab 137.67±16.73ab 131.67±10.97b 141.00±3.61a 

V/C 6.84±1.75b 7.95±2.32a 7.20±1.86ab 7.81±1.43a 6.29±1.99c 
回肠 
Ileum 

绒毛高度 
Villus height (V) 

1 036.33±47.65c 937.33±48.60c 1 216.67±77.67b 1 355.67±84.33a 1 206.67±185.02b 

隐窝深度 
Crypt depth (C) 

125.33±19.92a 129.67±10.27a 132.67±29.74a 105.33±11.09b 108.67±13.58b 

V/C 6.30±0.43b 7.56±0.94a 6.28±0.27b 8.12±1.53a 6.04±0.73b 
同行数据不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 下同 
Values with different lowercase letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same below. 
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图 3  海兰褐蛋鸡十二指肠、空肠和回肠组织形态变化(100×)   A：SD72 噬菌体(1.0×108 PFU/mL). B：

SD72 噬菌体(1.0×108 PFU/mL) &枯草芽孢杆菌(1.0×108 CFU/mL)联用. C：JDF1-6 噬菌体(1.0×108 PFU/mL). 
D：SD72/JDF1-6 噬菌体(1.0×108 PFU/mL) &枯草芽孢杆菌(1.0×108 CFU/mL). E：空白对照组 
Figure 3  Morphological changes of duodenum, jejunum, and ileum in Hyline Brown hens (100×). A: SD72 
phage (1.0×108 PFU/mL). B: SD72 phage (1.0×108 PFU/mL) & Bacillus subtilis (1.0×108 CFU/mL). C: JDF1-6 
phage (1.0×108 PFU/mL). D: SD72/JDF1-6 phage (1.0×108 PFU/mL) & Bacillus subtilis (1.0×108 CFU/mL). E: 
Control group. 
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2.3  复合噬菌体及枯草芽孢杆菌联用对蛋

鸡血清免疫指标的影响   
由表 4 可知，与对照组(E)相比，复合噬菌

体&枯草芽孢杆菌联用组(D)、产气荚膜梭菌噬

菌体&枯草芽孢杆菌联用组(B)及产气荚膜梭菌

噬菌体组(A)能够依次显著提高 42 d 海兰褐蛋

鸡血清中 IgA 含量(P<0.05)，而 JDF1-6 沙门噬

菌体组 (C)无显著效果； IgM 免疫指标显示

A<C<B<D，D 组 IgM 水平提高极显著(P<0.01)；
IgG 测试水平较高，D 组效果显著(P<0.05)。可

以判断复合噬菌体添加用于提升海兰褐蛋鸡血

液免疫效果有一定效果。 

2.4  复合噬菌体及枯草芽孢杆菌联用对蛋

鸡肠道菌群多样性分析   
根据图 4 物种累积曲线分析 α 指数，显示

随着序列数的增加，物种累计曲线趋于平缓，

表明测序数据量满足分析需要，可保证数据分

析的可靠性；Shannon 指数(图 5)显示，14 d A1、
D1 组和 33 d A2、D2 组物种多样性低于 42 d
组 A3−E3，各组之间在物种多样性差异显著

(P<0.05)，A3、D3 组在 42 d 的菌群相对丰度最

高，而对照组 E (14−42 d)菌群多样性丰度较低。 
分析 β 多样性，根据主坐标(principal co-ordinates 

analysis, PCoA)分析肠道菌群的组成及变化，基 

表 4  复合噬菌体及枯草芽孢杆菌联用对蛋鸡血清

免疫指标的影响 
Table 4  Effect of compound phage and Bacillus 
subtilis on serum immune indexes of laying hens 
Index IgA IgM IgG 
A 1.86±0.06a 7.12±0.14b 1.20±0.02b 
B 1.87±0.06a 7.38±0.03a 1.11±0.04b 
C 1.28±0.06b 7.23±0.06b 1.26±0.15b 
D 1.99±0.08a 8.42±0.13a 1.28±0.03a 
E 1.28±0.07b 6.85±0.14b 1.13±0.03b 
 

 
 
图 4  肠道微生物菌种累积曲线图 
Figure 4  Cumulative graph of intestinal microorganisms. 
 
于 Bray-Curtis 算法，图 6 和图 7 中每个图形代

表一个样品，颜色相同的图形属于同一组，图

形之间距离越近，表明两个样品微生物群落差

异越小。如图 6 和图 7 所示，14 d A1−E1 组、

33 d A2−E2 组与 42 d A3−E3 组在主坐标分析 
 

 
 
图 5  肠道微生物 Shannon 指数箱线图 
Figure 5  Box diagram of Shannon index of intestinal microorganisms. 



 
994 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

 
 
图 6  肠道微生物 Bray-Curtis PCoA 图 
Figure 6  Bray-Curtis PCoA figure of intestinal 
microorganisms. 

(PCoA)图中距离较远；表明随着时间的变化，

样品之间的距离逐渐分开，蛋鸡盲肠肠道菌群

组成产生了改变，具有一定差异性；但在一定

的程度上不同样品之间又存在着聚集，表明菌

群多样性始终有着一定的相似性。 
分析门水平上的物种丰度，选取门水平上

丰度最高的 10 个物种分类，如图 8 所示，蛋鸡

盲 肠 内 容 物 菌 群 中 优 势 菌 群 为 厚 壁 菌 门

(Firmicutes, 55.24%)、变形菌门(Proteobacteria, 
32.94%)、拟杆菌门(Bacteroidota, 8.95%)和梭杆

菌门(Fusobacteria, 1.31%)，其中厚壁菌门占绝

对优势。螺旋体门(Spirochaetes)和 WPS-2 门  
 

 
 
图 7  肠道微生物 Bray-Curtis 聚类树图 
Figure 7  Bray-Curtis cluster tree diagram of intestinal microorganisms. 
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(WPS-2)等含量较低属于劣势菌。综合分析表

明，14、33 和 42 d 联用 D 组(D1−D3)厚壁菌门

占比最高，并且随着时间的推移，厚壁菌门也

相应增加。第 42 天时，对照组 E3 中厚壁菌门

显著降低，肠道菌群以变形菌门为主，而联用

组中的变形菌门水平均低于对照组。 
属水平上的物种丰度分析表明(图 9)，各组

的主要组成物种分别为不动杆菌属(Acinetobacter)、 
 

 
 
图 8  肠道微生物门水平各样本物种组成柱状图 
Figure 8  Histogram of species composition at phylum level of intestinal microorganisms. 
 

 
 
图 9  肠道微生物属水平各组物种组成柱状图 
Figure 9  Histogram of species composition at genus level of intestinal microorganisms. 
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赖氨酸芽胞杆菌属 (Lysinibacillus)、乳杆菌属

(Lactobacillus) 、 大 肠 杆 菌 - 志 贺 氏 菌 属

(Escherichia-Shigella)、肠球菌属(Enterococcus)、
丛毛单胞菌属(Comamonas)、拟杆菌属(Bacteroides)、
土壤芽孢杆菌属(Solibacillus)、库尔特氏杆菌属

(Kurthia)和约塔加利巴卡属(Jeotgalibaca)等，其

中不动杆菌属 (13.68%)、赖氨酸芽胞杆菌属

(11.57%)和乳杆菌属(11.26%)占比较高，为优势

菌属。33 d B2 组和 42 d D3 组中的乳杆菌属

(Lactobacillus)相对丰度最高，42 d A3、C3 和

D3组的大肠杆菌-志贺氏菌属(Escherichia-Shigella)
相对丰度均低于 14 d (A1−E1)、33 d (A2−E2)
和 42 d (B3、E3)。 

2.5  蛋鸡肠道微生物组基因功能预测   
在 KEGG 一级水平上，共获得六大类代谢

通路(图 10)：细胞加工(cellular processes)、环境

信息加工(environmental information processing)、
遗传信息处理(genetic information processing)、
人类疾病(human diseases)、代谢(metabolism)和
生物体系统(organismal systems)。14 d D1 组和

33 d D2 组肠道微生物在环境信息加工和疾病

相关方面的功能较丰富，33 d A2 组在细胞加工

过程中的功能较为丰富，B2 组遗传信息处理功

能较丰富，42 d A3 组主要表现在生物体系统，

而 D3 组集中于代谢方面的功能。 

在 KEGG 二级水平上，共预测出 30 条代谢

通路(图 11)，14 d A1 组的肠道微生物在内分泌系

统(endocrine system)功能基因丰度表达显著高

于其他组，14 d D1 组的肠道微生物在神经退行

性疾病(neurodegenerative diseases)代谢通路中，

富集基因相对丰度极显著(P<0.05)。33 d A2 组

的肠道微生物主要参与细胞运动性(cell motility)
代谢通路，33 d B2 组的肠道微生物在复制与修复

(replication and repair)和心血管疾病(cardiovascular 
diseases)代谢通路中，富集基因相对丰度显著高

于其余处理组(P<0.05)。与对照组和其他处理组

相比，42 d D3 组的肠道微生物在排泄系统

(excretory system)和免疫疾病(immune diseases)
代谢通路中，富集基因相对丰度显著高于 A3 
(60.49%)、B3 (290.76%)、C3 (153.16%)和对照

组(E3) (755.95%) (P<0.05)。 

3  讨论 
微生物群落在蛋鸡肠道健康和生产性能方

面发挥着至关重要的作用。大多数与肠道微生

物群相关的研究均聚焦于肉鸡，而与肉鸡相比，

蛋鸡具有独特的微生物群落。蛋鸡肠道微生物

群落受到多种因素的影响，如鸡群年龄、生产

系统、疾病、饮食和抗生素使用等[20]。在过去

的几十年中，禽养殖业长期依赖于添加预防剂量 

 

 
 
图 10  蛋鸡盲肠菌群 KEGG-L1 代谢通路预测热图 
Figure 10  Prediction heat map of KEGG-L1 metabolic pathway in the caecum of laying hens. 
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图 11  蛋鸡盲肠菌群 KEGG-L2 代谢通路预测热图 
Figure 11  Prediction heat map of KEGG-L2 metabolic pathway in the caecum of laying hens. 
 
的抗生素来提升蛋鸡生长性能，控制肠道疾病。

“减抗、禁抗”的落实推进了噬菌体的发展，使

其成为减抗资源，在禽绿色减抗养殖中具有应

用潜力。 
本研究利用 Cp 噬菌体、Sa 噬菌体及枯草芽孢

杆菌联用，使蛋鸡肠道Cp降低1.48 log10 (CFU/mL)，

大幅减少 Cp 在肠道内的载量，随着饲喂周期的

推移，Cp 噬菌体组能够持续减菌，提升了肠道

健康。Bae 等[20]研究表明，在饲料中添加 Cp 噬

菌体 φCJ22 可有效预防 NE 的发生，并且肠道

内 Cp 减少 1.24 log10 (CFU/g)，从而有效缓解

NE 感染对鸡生产性能造成的损失。也有研究显
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示，噬菌体裂解细菌后和活性杆菌衍生的病原体

相关分子可以刺激局部先天免疫反应，从而促进

肠道细菌清除[21]。将不同日龄的鸡口服 Cp 噬菌

体鸡尾酒“INT-401” (CPAS-7、CPAS-12、CPAS-15、
CPAS-16 和 CPLV-42，含量为 105 PFU/mL) 42 d，
死亡率显著低于对照组[13]。Hosny 等[12]将包含  
6 种 Cp 噬菌体的鸡尾酒饲喂鸡，发现盲肠中

Cp 水平低于检出限。口服 Cp 噬菌体鸡尾酒后，

可显著减轻十二指肠和空肠的坏死病变，降低

病变评分[4]。Lee 等[6]将包被后的 Cp 噬菌体饲

喂所有年龄段的鸡，在肠道食糜中均检测到释

放后的 Cp 噬菌体，可以增加肠道隐窝深度，绒

毛高度与隐窝深度比值升高，并能抑制盲肠中

Cp 的数量。与本研究相似，噬菌体组十二指肠、

空肠和回肠绒毛高度均显著升高(P<0.05)，隐窝

深度较对照组显著降低(P<0.05)，绒毛高度/隐
窝深度显著增大(P<0.05)。 

肠道菌群组成随日龄、基因型和生产系统

变化而变化。健康蛋鸡肠道正常菌群主要由变

形菌门、厚壁菌门、拟杆菌门、梭杆菌门和放

线菌门组成。对盲肠内容物样本进行 16S rRNA
基因谱分析，在第 42 天的门水平上，相比对照

组各组蛋鸡肠道菌群均以厚壁菌门和变形菌门

为主。复合噬菌体和枯草芽孢杆菌联用组

(D1‒D3)厚壁菌门占比最高，并且随着时间的延

长，厚壁菌门含量增多，属水平显示 42 d 时乳

酸杆菌属占比显著提升，由此可见，噬菌体可

以有效抑菌且不影响其他正常菌群 [22]。Devi 
Upadhaya 等[23]研究发现鸡体摄入 Cp 噬菌体鸡

尾酒显著提升了体重，仅添加 0.05%的噬菌体

便足以增强肠道正常菌群的形成，从而表明噬

菌体具有减菌促生长的潜力。大量研究表明，

益生菌具有抗 Cp 的活性，其中主要包括芽孢杆

菌属中的枯草芽孢杆菌[24-25]。枯草芽孢杆菌通

过改善体重和饲料转化效率来改善 Cp 感染鸡

的生长[26]，不仅能调节 Cp 感染鸡肝脏中脂肪

酸合成和氧化相关基因的表达，还能提高抗氧

化活性 [27]，产生抑制 Cp 生长的细菌素。

Mahmoud 等[28]也同样发现，枯草芽孢杆菌的添

加可加强肉鸡空肠隐窝深度，提高回肠对粗蛋

白的消化率[29]。枯草芽孢杆菌作为益生菌使用

时，还可通过免疫刺激和竞争排斥改善鸡肠道

内的微生物平衡[26]。益生菌的功效发挥具有多

因素的依赖性，包括所使用的菌种、剂量、给

药模式、宿主和潜在的管腔内微生物环境的特

征，以及噬菌体的活性。 
当蛋鸡肠道内 Cp 菌数失衡，诱发 Sa 混合

感染，能够引起蛋鸡腹泻病，使肠道菌群严重

紊乱。Huang 等[25]对鸡胃肠道微生物群分析表

明，Sa 攻击显著降低了蓝绿藻菌属和芽孢杆菌

属的相对丰度，导致大肠杆菌-志贺氏菌和克雷

伯氏菌显著增加，成为主要的细菌类群；相较

而言，使用 Sa 噬菌体 CKT1 显著减少了大肠杆

菌-志贺氏菌和克雷伯氏菌在肠道中的数量，厚

壁菌门增殖。此外，Sa 噬菌体处理对鸡正常的

肠道菌群结构无影响，而对感染 Sa 的鸡增加了

盲肠细菌种类的丰富度。因此本研究将 Sa 噬菌

体、Cp 噬菌体与枯草芽孢杆菌联用比单一使用

Cp 噬菌体或枯草芽孢杆菌能更好地防止 Cp 感

染后引起的肠道微生物群紊乱，提高有益菌的

丰富度，促进肠道的发育。 
蛋鸡血清中的免疫球蛋白 IgA、IgG 和 IgM

是体液免疫的主要抗体，免疫球蛋白含量在一

定程度上能够反映机体的免疫水平。IgA 主要

参与中和感染因子，IgG 激活补体、中和毒素，

IgM 的作用主要是激活补体系统发挥溶菌、溶

细胞及中和病毒等免疫作用[30-31]。在本研究中，

复合噬菌体&枯草芽孢杆菌联用组(D)饮用后可

以显著提高血清中 IgA、IgG 和 IgM 的含量，

有助于蛋鸡提高机体免疫水平。相关研究表明
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益生菌培养物中的活性物质(益生菌、有机酸和

多肽等)，可改善肠道菌群平衡从而有助于提高

免疫性能[32]。 
Devi Upadhaya 等[23]提出噬菌体治疗导致

细菌感染性疾病基因的减少，因参与转运、分

解代谢、转录、复制和修复等相关基因增加，

表明致病菌的代谢活性降低，肠道内细菌多样

性和其他微生物群的分解代谢发生改变。而本

研究中，随着联用组饮用时间的增加，D3 组的

肠道微生物分别在排泄系统(excretory system)
与免疫疾病(immune diseases)代谢通路中的富

集基因相对丰度显著高于其他处理组与对照组

(P<0.05)。因此我们推测，Cp 噬菌体、Sa 噬菌

体及枯草芽孢杆菌联用时，排泄系统和免疫疾

病代谢通路更为活跃，相关基因表达增强，促

进肠道抗菌成分的表达，进而有利于肠道防御

系统的建立，通过纠正蛋鸡紊乱的肠道菌群，

改善蛋鸡免疫功能，提高肠道菌群代谢功能，

从而为噬菌体与益生菌协同联用提质增效提供

重要依据。 

4  结论 
本研究表明复合噬菌体(Cp 噬菌体、Sa 噬

菌体)及枯草芽孢杆菌联用能够有效控制蛋鸡

肠道 Cp 增殖，改善肠道微生物多样性，提高机

体的免疫因子含量及微生物的免疫代谢基因表

达，使其作用更为活跃，促进蛋鸡肠道健康，显

示其作为“减抗”技术防治因 Cp 感染引发 NE 的

潜力，为禽养殖业提供了有效的减抗产品来源。 
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