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摘 要：本试验旨在研究不同断奶时间对南方黄牛犊牛瘤胃微生物多样性、物种丰度的影响。选用 18 头南方

黄牛犊牛，依据出生体重相近原则随机分成对照组（NW，n=3）和早期断奶组（EW，n=15）。NW 组不早

期断奶；3 个早期断奶组逐渐增加开食料、青饲料的饲喂量，当犊牛连续 3 d 每日进食固体饲料干物质分别达

500 g（EW500，n=5）、750 g（EW750，n=5）和 1 000 g（EW1000，n=5）时，停喂代乳粉。犊牛断奶后利

用口腔取样装置获取瘤胃内容物样品，用 Illumina-MiSeq 高通量测序技术分析瘤胃细菌结构和组成的变化。

结果表明：NW 组瘤胃细菌最多的是厚壁菌门（P<0.05）；EW 组拟杆菌门相对较高，EW750 和 EW1000 组

较 NW 组差异显著（P<0.05）；瘤胃内细菌在属水平上普雷沃氏菌占比例较多，EW 组的普雷沃氏菌较 NW
组有所增加（P>0.05），丁酸弧菌属和琥珀酸菌属均显著增加（P<0.05），但 EW500、EW750 和 EW1000 组

间差异不显著（P>0.05）；EW 组分支杆菌属和颤螺菌属较 NW 组显著降低（P<0.05）。由此可见，早期断

奶能显著影响犊牛瘤胃细菌多样性及物种丰度，但是不同早期断奶时间处理组之间差异不显著，从瘤胃微生

物角度，推荐日采食固体饲料干物质达 500 g 时断奶。
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断奶是反刍动物饲养过程中必须经历的一个阶

段，而早期断奶是提高生产效率的技术手段之一。目

前，犊牛断奶的标准主要有 3 种：根据体重断奶（占

26.4%）；根据日龄断奶（占 43%）；根据干物质采食

量断奶（占 26.9%） ，此法较为推荐。大型品种犊牛

当连续 3 d 的干物质采食量达到 700~1 000 g 时即可断

奶 [1]。成功断奶很大程度上依赖于断奶前瘤胃的充分发

育，因此，瘤胃发育状况可作为合理的断奶时间选择标

准之一。反刍动物刚出生时主要依靠皱胃消化乳类为主

的日粮 [2]，随之向反刍转变的过程需要瘤胃的不断发育

和相关微生物的定植，从而利用植物性饲料 [3]。幼龄反

刍动物通过接触植物性饲料，刺激胃肠道尤其是瘤胃的

发育，促进瘤胃微生物区系的建立 [4]。Rey 等 [5] 研究

认为，瘤胃微生物的定植过程迅速，且为相继发生。然

而，早期断奶幼龄反刍动物的瘤胃微生物定植规律尚未

可知。因此，本研究以南方黄牛犊牛为试验对象，采用

根据干物质采食量断奶的方法，利用高通量测序技术探

讨不同断奶时间犊牛瘤胃细菌群落结构以及多样性的差

异，进一步研究早期断奶犊牛瘤胃微生物的定植规律，

为幼龄反刍动物实施早期断奶技术提供理论依据。

1  材料与方法

1.1 试验设计   选取刚出生的健康无疾病的南方黄牛

犊 牛 18 头，根 据 体 重、出 生 日 期 相 同 或 相 近 的 原

则，随机分为 4 组，对照组 3 头不早期断奶（Normal 

weaned，NW）， 早 期 断 奶 组（Early weaned，EW）

分为 EW500 组、EW750 和 EW1000 组，每组 5 头牛。

NW 组犊牛随母牛一起生活，不饲喂开食料及代乳粉，

并于 120 日龄断奶。3 个早期断奶组逐渐增加开食料、

青饲料的饲喂量，当犊牛连续 3 d 每日进食固体饲料

干物质分别达 500 g（EW500）、750 g（EW750）和

1 000 g（EW1 000）时，停喂代乳粉。
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EW 组犊牛出生后 4 h 内喝初乳，之后随母自由进

食到 6 日龄。自 7 日龄起，每日饲喂乳液 3 L，其中代

乳粉 1.5 L；14 日龄起全部饲喂代乳粉，每日 3 L 直至

断奶。自 10 日龄起，开食料和草料放在饲草中供犊牛

自由采食。

各组犊牛断奶后，于晨饲前利用口腔取样装置 [6]

通过犊牛口腔采取瘤胃内容物。-80℃保存，用于提取

DNA，测定瘤胃细菌的多样性。

1.2  试验日粮   试验日粮由代乳粉、开食料组成（北京

精准牧业有限公司）。代乳粉营养成分见表 1，开食料

组成及营养成分见表 2。

1.3 测定项目与方法

1.3.1   DNA 提取  参照 Gagen 等 [7] 的珠磨法提取 DNA。

所有 DNA 样品用 Qubit2.0（Invitrogen）测定浓度。

1.3.2  细菌 16S rRNA 基因序列扩增  16S rDNA 基因序

列扩增采用 519F/907R 通用引物 [8]：上游为 5'-GCCTC

CCTCGCGCCATCAG-3'；下游为 5'-GCCTTGCCAGC

CCGCTCAG-3'。为区分每个不同的样本，在通用引物

的上游序列中随机添加 8 个核苷酸碱基的序列标签，即

Barcoded-tag，形成 Barcoded 融合引物。PCR 反应条

件：95℃预变性 5 min；95℃变性 40 s，55℃退火 40 s，

72℃延伸 1 min，共 30 循环；72℃延伸 7 min[8]。

1.3.3   IlluminaMiSeq 测序及下机数据分析   IlluminaMiSeq

测序委托北京诺禾致源生物信息科技有限公司完成。

利 用 MOTHUR 软 件 [9] 中 的 trim.seqs 语 句 将

Barcode 错配数 ≥ 1，引物错配数 ≥ 2，序列最短长度

<200 bp，最大模糊碱基数≥ 1 的下机数据去除，并用该

语句去除 Barcode 和 primer，除杂后的文件以 FASTA 序

列文件保存。去杂后的数据与 Silva 数据库中的小核糖体

RNA 全长序列进行比对。比对后的序列利用 MOTHUR

软件中的 screen.seqs 语句进行二次去杂。利用 MOTHUR 

软件中的 chimera.uchime 语句去除嵌合序列。

利用 MOTHUR 软件中的 filter.seqs 和 cluster 语句，

以 16S rRNA 基因序列 distance 对去杂及去嵌合体后的

序列进行 OTU 聚类。利用 RDP（Ribosomal Database 

Project）分类器赋予每条序列物种单元分类，物种分

类 单 元 分 为 6 层， 依 次 为 domain、phylum、class、

order、family、genus。RDP 分类对 genus 的域值为 0.8。

测 序 深 度 评 估： 利 用 MOTHUR 软 件 计 算 每 个

样 品 在 OTU=0.03 水 平 下 的 稀 疏 曲 线（Rarefaction 

Curve），用于评估不同样本之间的丰度。

Alpha 多 样 性 评 估： 利 用 MOTHUR 软 件 计 算

Chao、Shannon 和 Simpson 指数。

Beta 多样性评估：利用在线软件 http://bioinforma

tics.psb.ugent.be/webtools/Venn/ 绘 制 韦 恩（Venn）

图，用于显示不同处理之间共有和特有的 OTU 情况；

用 jest 和 thetayc 算法计算每个样品在 OTU=0.03 水平

下的群落结构的相似度；通过计算所有处理间的生态

距 离， 绘 制 主 坐 标 分 析 PCoA（Principal Coordinate 

Analysis）图。

1.4  统计分析   数据采用 Excel2010 进行整理，结果采

用 SAS 8.0 统计软件的 Duncan´s 方差分析对各组进行

多重比较，以 P<0.05 作为差异显著性判断标准。

项目 含量

干物质 ,% 93.20

总能 ,MJ/kg 19.20

粗蛋白 ,% 23.90

粗脂肪 ,% 13.10

粗灰分 ,% 6.07

钙 ,% 0.85

磷 ,% 0.61

表 1 代乳粉的营养成分

项目 含量

原料组成 ,%

玉米 58.5

豆粕 27.0

麸皮 10.0

食盐 1.0

磷酸二氢钙 1.1

石粉 1.4

预混料① 1.0

合计 100.0

营养成分②

粗蛋白 ,% 17.9

代谢能 ,MJ/kg 10.9

中性洗涤纤维 ,% 20.7

酸性洗涤纤维 ,% 4.5

钙 ,% 0.8

磷 ,% 0.6

表 2  0~3 月犊牛开食料组成及营养成分（风干物质）

注：①预混料为每千克饲粮提供：维生素 A 15 000 IU，维生素 D 5 000 IU，维生素 E 

50 mg，铁 90 mg，铜 12.5 mg，锰 60 mg，锌 100 mg，硒 0.3 mg，碘 1.0 mg，钴 0.5 mg。

②营养成分均为实测值
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微生物各门属和 OUT 需在每个处理组的至少 3 头

犊牛中出现（如果有组别少于或等于 3 头，则需该组犊

牛中都出现）。

2  结果与分析

2.1 多样性分析   4 个处理组瘤胃内容物中细菌的稀疏

曲线见图 1，虽然没有得到完全的平缓，但斜率在不断

减小，说明趋向于饱和。

4 个处理组的 OTU 覆盖率均在 95% 以上（表 3），

能够很好地反映样品菌群情况。其中 EW 组的覆盖率显

著高于 NW 组（P<0.05），说明 EW 组的饱和性好于

NW 组。NW 组犊牛瘤胃内容物的 OTU 数、Chao 指数

和 shannon 指数显著高于 EW 组（P<0.05），即 NW 组

瘤胃内细菌菌群丰度和多样性高于 EW 组。

基于 UniFrac 的加权主坐标分析其第 1 主成分和第

2 主成分的贡献率分别为 20.35% 和 10.98%（图 2）。

EW 组的犊牛个体差异较为显著，分布较为涣散，然而

EW 组和 NW 组分离较远，说明早期断奶会给瘤胃细菌

分布造成差异。

不同处理之间共有和特有的 OTU 情况见图 3，4

组 共 有 OTU 数 为 204 个，NW 组 特 有 240 个 OTU，

而 EW 组 特 有 的 OTU 数 较 少，EW500、EW750 和

EW1000 组特有的 OTU 数分别为 59、72 和 83。

OYUs
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图 1 瘤胃内容物细菌 16S rRNA 基因序列的稀疏曲线

项目 NW 组 EW500 组 EW750 组 EW1000 组 标准误 P 值

OTU 数 830±40.9a 442±136.0b 432±149.0b 498±95.5b 53.9 0.0021

Chao 指数 1649±35.6a 789±272b 795±267b 864±170b 100 0.0004

Shannon 指数 7.74±0.09a 4.75±1.46b 4.86±1.41b 5.26±0.96b 0.536 0.0185

Simpson 指数 0.9±0.003 0.86±0.121 0.86±0.151 0.90±0.057 0.048 0.4103

Coverage 覆盖率 97.2±0.10b 98.6±0.47a 98.6±0.45a 98.5±0.25a 0.17 0.0005

表 3  97% 相似性水平下物种丰富度和多样性指数

注：同行数据肩标不同字母表示差异显著（P<0.05），相同字母或无字母表示差异不显著（P>0.05）。下表同

PCoA-PC1 vs PC2

PC1-Percent variation explained 20.35%
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图 2  瘤胃内细菌结构 Unifrac 加权主坐标分析图
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图 3 不同断奶时间犊牛瘤胃液中细菌群落

共享和独有的 OTU 的 Venn 分析
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2.2  物种分类   由表 4 可知，瘤胃内细菌主要归于厚壁

菌门、拟杆菌门和变型菌门三大类。本研究中相对含量

大于 0.1% 的门共有 7 个。统计结果表明，NW 组瘤胃

内细菌最多的是厚壁菌门（53.9%），显著高于 EW750

和 EW1000 组（P<0.05）；与 NW 组相比，EW 组拟杆

菌门相对较高，且在 EW750 和 EW1000 组达显著水平

（P<0.05）。

由表 5 可知，在相对含量大于 0.1% 的菌属中，各

组中均以普雷沃氏菌属、瘤胃球菌属和丁酸弧菌属为优

势菌属，且普雷沃氏菌占比例最多。EW 组的普雷沃氏

菌属较 NW 组有所增加（P>0.05）。NW 组丁酸弧菌属

显著低于 EW500 组（P<0.05）。NW 组分支杆菌属和

颤螺菌属显著高于 EW 组（P<0.05）。EW 组琥珀酸菌

属显著高于 NW 组（P<0.05）。纤维杆菌属以 EW750

组 最 多（0.46%；P<0.05）。各 组 间 瘤 胃 球 菌 属、月

形单胞菌属、梭菌属和粪球菌属相对含量无显著差异

（P>0.05）。

3  讨  论

前期研究结果发现，早期断奶有利于提高犊牛的生

长性能，促进瘤胃发酵，增加挥发性脂肪酸含量，降低

氨态氮浓度，提高瘤胃内源性酶活，改变瘤胃纤维降解

菌的组成，且不同断奶时间存在一定差异 [10]。然而，

瘤胃微生物大多为未培养微生物，依靠常用的荧光定量

PCR 技术并不能充分反映瘤胃细菌菌群的变化，只局

限于一定丰度细菌或特定微生物，对未知微生物均未涉

及。本试验应用 Illumina-MiSeq 高通量测序技术，突

破传统的培养方法和分子生物学方法，可以获得大量测

序数据，通过比对或聚类分析，研究瘤胃微生物群落物

种组成的变化，同时探寻一些低丰度或未知的细菌，能

更加全面了解早期断奶对幼龄反刍动物瘤胃细菌菌群的

影响以及不同断奶时间造成的差异。

对于成年牛而言，瘤胃是一个非常重要的发酵场

所，其中含有复杂的厌氧微生物，包括细菌、古菌、真

菌、原虫和病毒。这些微生物可以利用饲料生产出挥发

性脂肪酸、氨态氮和微生物蛋白等；还可与宿主产生互

作，影响宿主的健康、生产性能等 [5]。然而，犊牛刚出

生时瘤胃尚未发育，瘤胃内处于无菌且无胚芽状态，随

着日粮的摄入及外界环境中的微生物进入瘤胃，逐渐形

成复杂多样的微生物区系 [11]。大多数瘤胃细菌如蛋白

分解菌、纤维素分解菌和其他种类细菌在 14 日龄犊牛

的瘤胃微生物区系中即可发现 [12]。Jami 等 [13] 认为，瘤

门 NW 组 EW500 组 EW750 组 EW1000 组 标准误 P 值

厚壁菌门 53.9a 43.3ab 32.4b 31.0b 5.01 0.091

拟杆菌门 43.4b 48.7ab 66.3a 66.7a 5.10 0.060

变形菌门 0.520 0.350 0.510 0.230 0.148 0.626

无壁菌门 0.990a 1.08a 0.090b 0.450ab 0.211 0.089

放线菌门 0.350b 6.23a 0.330b 1.36ab 1.24 0.080

浮霉菌门 0.190 0.020 0.010 0.080 0.051 0.270

纤维杆菌门 0.060 0.230 0.260 0.040 0.078 0.321

表 4  相对含量大于 0.1%（序列占测序总量比例）的菌门

属 NW 组 EW500 组 EW750 组 EW1000 组 标准误 P 值

普雷沃氏菌属 23.7 29.9 34.0 48.8 8.30 0.288

瘤胃球菌属 3.23 4.32 5.26 5.72 2.17 0.902

丁酸弧菌属 0.560b 1.63a 1.21ab 1.14ab 0.197 0.054

分支杆菌属 0.860a 0.270b 0.170b 0.290b 0.067 0.001

月形单胞菌属 0.660 1.22 0.440 0.620 0.322 0.451

琥珀酸菌属 0.650b 1.97a 1.87a 1.73a 0.247 0.049

梭菌属 0.430 0.420 0.440 0.260 0.214 0.930

颤螺菌属 0.460a 0.080b 0.100b 0.090b 0.072 0.022

粪球菌属 0.220 0.020 0.190 0.130 0.108 0.637

纤维杆菌属 0.060b 0.140b 0.460a 0.050b 0.035 0.032

表 5  相对含量大于 0.1%（序列占测序总量比例）的菌属 
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胃菌群同时受日粮和年龄的影响。本研究各组优势菌

门为厚壁菌门和拟杆菌门，与前人研究结果一致 [14]。

Thoetkiattikul 等 [15] 研究发现，饲喂高纤维（88%）和

低淀粉（2%）饲粮的奶牛瘤胃内拟杆菌门和厚壁菌门

含量分别高达 66.53% 和 24.98%。Rey 等 [5] 对奶牛从

出生至断奶时期瘤胃菌群的定植进行研究，发现犊牛 2

日龄时瘤胃细菌主要包含变形菌门（70%）和拟杆菌门

（14%），之后拟杆菌门随日龄增长逐渐取代变形菌门。

厚壁菌门中多数为梭菌目，具有纤维消化作用。本研究

结果显示，EW 组的厚壁菌门较 NW 组少，可能原因是

与 NW 组未采食开食料相比，EW 组 10 日龄即开始采

食开食料，饲粮的摄入改变了菌群组成。

奶牛瘤胃中普雷沃氏菌属、丁酸菌属、纤维杆菌

属和密螺旋体属等为优势菌属 [16]，与本研究的结果有

所差异，这可能是试验动物不同所造成。Wood 等 [17]

利用纯培养的方法分离出普雷沃氏菌属，分析能够占

到瘤胃细菌的 60%，它拥有高活性的半纤维分解菌 [18]，

可以降解植物非纤维多糖和蛋白质 [19]。Rey 等 [5] 研究

认为，在 15~83 日龄，随着固体饲料的摄入，普雷沃

氏菌属占有主导地位。利用 454 焦磷酸测序及分类学

分析鹿 [20] 和成年奶牛 [13] 瘤胃菌群，结果也显示普雷沃

氏菌属是优势菌属。本研究结果与这些报道较为一致，

与 NW 组相比，EW 组犊牛瘤胃中普雷沃氏菌属增多。

这些结果说明犊牛越早采食固体饲料，其瘤胃菌群越接

近于成年牛。丁酸弧菌属是瘤胃中主要的产丁酸菌，同

样也是主要的半纤维素降解菌 [21]，琥珀酸菌属虽然不

能发酵碳水化合物和氨基酸，但能将琥珀酸盐转化为丙

酸 [22]。本研究发现，EW500 组的丁酸弧菌属和琥珀酸

菌属较 NW 组均显著增加，该两菌属的变化与瘤胃内挥

发性脂肪酸丁酸和丙酸含量的结果一致 [10]。挥发性脂

肪酸是经由瘤胃上皮代谢的，它对瘤胃容积和瘤胃乳头

的发育有刺激作用，能够促进瘤胃的发育 [23]。由此可见，

与传统饲喂相比，尽早接触固体饲料可以使犊牛瘤胃在

断奶前就得到较好的发育，为断奶后的健康生长奠定基

础。Li 等 [24] 首次在瘤胃上皮发现分支杆菌属的定植，

并认为该菌属没有发酵饲料的功能。此外，有研究报道

在动物饲喂高精料日粮时分支杆菌属对瘤胃上皮的健康

有负面影响 [25]。本试验中分支杆菌属在 EW 组显著降低，

其原因有待进一步探究。

然而，本研究发现早期断奶 3 个组间瘤胃微生物变
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化并不明显，可能原因是这 3 个组同时采食固体饲料，

且饲料组成相同。

4  结  论

早期断奶可以改变犊牛的瘤胃细菌多样性和物种丰

度，丁酸弧菌属、琥珀酸菌属、纤维杆菌属增加，分支

杆菌属降低，而 3 个早期断奶组间差异并不显著。从瘤

胃微生物角度考虑，推荐在犊牛连续 3 d 每日进食固体

饲料干物质达 500 g 时断奶。
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Effects of Various Weaning Times on Rumen Bacterial Communities of Yellow Cattle Calves Analyzed by 
High-Throughput Sequencing Technology
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 2. Institute of Dairy Science, Zhejiang University, Zhejiang Hangzhou 310012, China)

Abstract: This study was conducted to investigate the effects of various weaning times on the rumen bacterial communities 
of yellow cattle calves. Eighteen calves were assigned to a conventional management group that cawes were normally weaned 
(NW, n = 3) or to early weaned (EW) group where calves were weaned when the feed intake of solid feedreached 500 g (EW500, 
n = 5), 750 g (EW750, n = 5), or 1000 g (EW1000, n = 5). After weaned, an oral stomach tube was used to collect the rumen 
fluid samples before morning feeding from all calves to analyze the microbial community and composition by using Illumina-
MiSeq high-throughput sequencing technology. The results showed that: at the phylum level, the abundance of Firmicutes 
was richer in NW group (P<0.05), while the abundance of Bacteroidetes in groups of EW750 and EW1000 were significantly 
increased as compared to in EW group (P<0.05). At the genus level, Prevotella was the dominant genus. Compared with NW 
group, Butyrivibrio and Succiniclasticum were significantly increased(P<0.05), while Mogibacterium and Oscillospira were 
decreased(P<0.05). The results indicated that EW could change the rumen bacterial communities and weaning when the feed 
intake of starter reached 500g could be recommended.
Keywords: Weaning time; Calf; High-throughput sequencing technology; Rumen bacterial
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