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摘　 要： 本试验旨在研究玉米秸秆比表面积对其营养物质降解和瘤胃微生物黏附特性的影响。
以 ３ 头装有永久性瘤胃瘘管的浏阳黑山羊为试验动物，采用尼龙袋试验研究 ２ 种比表面积

（０．６６４和 １．１３５ ｍ２ ／ ｇ）玉米秸秆的瘤胃降解特性与发酵后玉米秸秆表面黏附的瘤胃微生物组

成。 结果表明：增加玉米秸秆比表面积可显著提高其干物质（ＤＭ）的快速降解部分（Ｐ＜０．０５），
极显著提高粗蛋白质（ＣＰ）的快速降解部分以及 ＤＭ、中性洗涤纤维（ＮＤＦ）、ＣＰ 的有效降解率

（Ｐ＜０．０１）。 增加玉米秸秆比表面积可显著提高白色瘤胃球菌、反刍兽月形单胞菌、嗜淀粉瘤胃

杆菌在玉米秸秆表面的黏附数量（Ｐ＜０．０５），显著降低产琥珀酸丝状杆菌的黏附数量（Ｐ＜０．０５）。
提高玉米秸秆比表面积可极显著降低 Ｃｈａｏ１ 指数（Ｐ＜０．０１），并显著提高解琥珀酸弧菌属和链球

菌属的相对丰度（Ｐ＜０．０５），显著降低纤维杆菌属、密螺旋体属、产乙酸糖发酵菌属、瘤胃杆菌属

的相对丰度（Ｐ＜０．０５）。 综上所述，提高玉米秸秆比表面积不影响表面黏附细菌的种类，但是会

增加瘤胃功能微生物的黏附数量，改变微生物的相对丰度，有效改善营养物质的瘤胃降解率。
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　 　 粗饲料是反刍动物饲粮最重要的组成成分，
提高粗饲料的利用率对提高反刍动物生产性能、
降低饲料成本具有重要意义。 粗饲料在瘤胃被降

解的首要条件是与微生物或酶进行接触，反刍动

物瘤胃粗饲料主要依靠瘤胃固相微生物降解。 瘤

胃微生物可在底物表面形成微生物膜，因此，底物

表面的微生物酶与瘤胃液中的酶相比活性更高且

不易被瘤胃液稀释。 研究表明，植物细胞壁结构

性多糖降解酶在瘤胃内容物 ３ 部分（瘤胃液相降

解酶∶固相易被洗下降解酶 ∶固相不易被洗下降解

酶）中的比活力为 １．０ ∶２．０ ∶４．６［１］ 。 这意味着在固

相食糜表面不易洗下的酶越多，则饲料纤维的降

解率越高。 瘤胃微生物对饲粮降解利用不仅与饲

粮化学组成（即营养成分）有关，而且与饲粮颗粒

的物理化学特性有关，如单位质量饲粮颗粒的表

面积［即比表面积（ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ，ＳＳＡ）］越

大，意味着可供微生物附着的可降解位点也越多。
高巍［２］研究发现，纤维降解菌的黏附数量和木聚

糖酶活性随饲粮表面积增加而增加。 刘勇等［３］ 研

究发现，提高稻草中性洗涤纤维比表面积可有效

提高稻草纤维物质消失率。 Ｗｅｉｍｅｒ 等［４］ 认为，纤
维素降解速率随纤维素比表面积增加而升高。 减

小粗饲料颗粒会增加其比表面积，从而增加纤维

分解菌及酶的作用面积，促进纤维物质的降解［５］ 。
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但底物比表面积增加或减少后，黏附在底物表面

的微生物种类与组成会发生什么变化目前并不清

楚。 因此，本研究旨在探索玉米秸秆比表面积变

化对其营养物质降解和瘤胃微生物在玉米秸秆表

面黏附特性的影响，初步揭示底物比表面积影响

底物降解特性的机理。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

　 　 试验所选材料为秋收去除玉米籽实后的秸

秆。 玉米秸秆带回实验室后切成 ２ ～ ４ ｃｍ 长，
６５ ℃烘干后粉碎并测定其营养物质含量，以干物

质（ＤＭ）为基础，玉米秸秆粗蛋白质（ＣＰ）含量为

６．２９％，中性洗涤纤维（ＮＤＦ）含量为 ６７．５％，酸性

洗涤纤维（ＡＤＦ）含量为 ４１．４％。 粉碎后的玉米秸

秆过 ６０ 目筛，分别取 ６０ 目上和 ６０ 目下的玉米秸

秆采用比表面仪（Ｑｕａｄｒａｓｏｒｂ ＳＩ，美国康塔仪器公

司）测定其比表面积，６０ 目上和 ６０ 目下的玉米秸

秆比表面积分别为 ０．６６４ 和 １．１３５ ｍ２ ／ ｇ。
１．２　 尼龙袋试验与样品采集

　 　 选用 ３ 头成年去势、体况良好并装有永久性

瘤胃瘘管的浏阳黑山羊［体重（２０．００±２．２０） ｋｇ］
作为试验动物。 试验动物基础饲粮由玉米秸秆和

精料补充料组成，精粗比为 ４０ ∶６０，每天饲喂精料

２００ ｇ，粗料 ３００ ｇ，自由饮水。
　 　 分别准确称取 ３ ｇ（精确到 ０．０００ １ ｇ） ２ 种比

表面积的玉米秸秆，装入尼龙袋中（孔径 ３５ μｍ，
规格 ６ ｃｍ×１２ ｃｍ），每头羊每个时间点作 ２ 个平

行。 将尼龙袋绑在塑料管上，一次性将全部尼龙

袋投入瘤胃中，分别于 ０、６、１２、２４、３６、４８、７２ ｈ 取

出尼龙袋，用清水冲掉表面的瘤胃食糜，再用洗衣

机洗涤 ８ ｍｉｎ；将冲洗干净的尼龙袋于 ６５ ℃烘干

４８ ｈ，取出称重，装入样品袋常温保存，用以测定营

养物质瘤胃降解率。 以相同的试验材料与瘘管羊

再开展 １ 次尼龙袋试验，分别于 ０、１、４、８、１２、２４、
４８ ｈ 取出尼龙袋，用以采集瘤胃固相紧密黏附微

生物样品。 参照 Ｃｈｅｎ 等［６］ 的方法收集瘤胃固相

食糜。 尼龙袋取出后迅速置于装有 ４ ℃生理盐水

并灭菌的 ５００ ｍＬ 三角瓶中。 摇床振荡 ２ ｍｉｎ，转
数 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ，倒出浑浊的生理盐水，再加入 ４ ℃生

理盐水，继续振荡，直至加入的生理盐水振荡后仍

然清澈为止。 取出尼龙袋，并去除多余液体，切记

不要用力搓揉。 打开尼龙袋，用灭菌称量勺将剩

余食糜转移至 ５０ ｍＬ 无菌无酶离心管中，液氮速

冻，－８０ ℃保存。 参照王加启［７］ 的方法洗脱瘤胃

固相微生物。 取 ２ ｇ 固相食糜，加入 ２０ ｍＬ １５％的

吐温 ８０，０ ℃振荡 ２．５ ｈ，取出后静置 ５ ｍｉｎ，取上清

２ ｍＬ 用于分析瘤胃固相紧密黏附微生物数量。
１．３　 样品测定

１．３．１　 常规营养物质含量的测定

　 　 按照张丽英［８］ 的方法测定 ＤＭ、ＣＰ 含量；按
Ｈａｌｌ 等［９］ 方法使用 Ｆｉ⁃ｂｒｅｔｈｅｒｍ ＦＴ１２ 全自动纤维

仪（Ｇｅｒｈａｒｄｔ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｓｙｓｔｅｍｓ，德国） 测定 ＮＤＦ
和 ＡＤＦ 含量。
１．３．２　 瘤胃微生物荧光定量分析

　 　 参照 Ｙｕ 等［１０］ 的方法提取 ＤＮＡ，引物序列如

表 １ 所示。 参照焦金真等［１５］的方法进行质粒构建

与标准曲线制作，之后进行荧光定量分析。 反应

体系：ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ荧光染料预混试剂 ５ μＬ，
ＲＯＸ ０． ２ μＬ， 上、 下 游 引 物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 各

０．２ μＬ，质粒 ＤＮＡ 模板或样品 ＤＮＡ 模板 １ μＬ
（ＤＮＡ 模板浓度稀释到 １０ ｎｇ ／ Ｌ 左右），牛血清白

蛋白 ０．０５ μＬ 和灭菌双蒸去离子水 ３．３５ μＬ。 反应

条件：９５ ℃预变性 ３０ ｓ；９５ ℃变性 ５ ｓ，６０ ℃退火

和延伸 ３０ ｓ 并采集荧光信号，共 ４０ 个循环。 按仪

器操作说明选择熔解曲线分析，６０ ℃升至 ９５ ℃
１５ ｓ，６０ ℃ １５ ｓ，９５ ℃ １５ ｓ，自动采集荧光。
１．３．３　 瘤胃微生物 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序

　 　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增选择区域为 Ｖ３ ～ Ｖ４ 区，使用

通用引物，并在通用引物的 ５’端加上适合 ＭｉＳｅｑ
ＰＥ３００ 测序的 ｉｎｄｅｘ 序列和接头序列，完成特异性

融 合 引 物 的 设 计。 正 向 引 物 （ ５′—３′）：
ＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ（ Ｆ） 和反向引物 （ ５′—
３′）：ＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ （Ｒ）。 以稀释

后的基因组 ＤＮＡ 为模板，使用诺唯赞的 Ｔａｑ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 进行 ＰＣＲ，确保扩增的准确性和高效

性。 利用 Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ａｎａｌｙｚｅｒ 进行 ＰＣＲ 产物文库质

检。 文库质检合格后，根据每个样品的数据量要

求进行相应比例的混合。 使用 ＱＩＡｑｕｉｃｋ 胶回收试

剂盒（ＱＩＡＧＥＮ，美国），对混合后文库进行切胶纯

化（切胶范围：５００ ～ ７５０ ｂｐ）。 利用 Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ａｎａ⁃
ｌｙｚｅｒ 和 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ６ 实时荧

光定量 ＰＣＲ 仪器进行文库质检及定量。 使用 Ｉｌｌｕ⁃
ｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ ＰＥ３００ 进行上机测序。

３７２７
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表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

目标微生物
Ｔａｒｇｅｔ
ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ

引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′—３′）

上游引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ 下游引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

产物大小
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｓｉｚｅ ／ ｂｐ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ
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的序列和低质量序列，用 Ｆｌａｓｈ１．２．１１［１６］ 进行 ｒｅａｄｓ
拼接，采用 Ｑｉｍｅ １． ９． １ 进行 ｔａｇｓ 质控过滤，再与

Ｇｌｏｄ ｄａｔａｂａｓｅ（ ｒ２０１１０５１９）数据库对比（ＵＣＨＩＭＥ
ａｌｇｏｒｉｔｈｍ）去嵌合体处理，根据 ｂａｒｃｏｄｅ 确定对应

样品，去除 ｂａｒｃｏｄｅ 和引物序列。 利用 Ｍｏｔｈｕｒｖ
１．３９．１软 件 去 冗 余 处 理 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｏｔｈｕｒ．
ｏｒｇ ／ ），计算 ｔａｇｓ 丰度。 按照相似度大于 ９７％用

Ｕｐａｒｓｅ（ｕｓｅａｒｃｈ ｖ９．２．６４５） ［１７］将序列聚类为操作分

类单元 （ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ， ＯＴＵ），使用

ＲＤＰ 方法将该代表序列与已知物种的 １６Ｓ 数据进

行比对，从而对每个 ＯＴＵ 进行物种归类。
１．４　 数据计算

　 　 根据尼龙袋试验测定的营养物质含量结果，
玉米秸秆各营养物质在瘤胃内不同时间点的降解

率（Ｐ）计算公式如下：
Ｐ（％）＝ ［（降解前营养物质含量－降解后

营养物质含量） ／降解前营养物质含量］×１００。

　 　 采用 Ｏｒｓｋｏｖ 方程进行拟合：
Ｐ ＝ ａ＋ｂ×（１－ｅｃ×ｔ） ［１８］ ；

　 　 各营养物质有效降解率（ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｄｅｇｒａｄａｂｉｌｉ⁃
ｔｙ，ＥＤ）计算公式如下：

ＥＤ＝ ａ＋ｂ×［ｃ ／ （ｃ＋Ｋｐ）］ ［７］ 。
　 　 式中：ａ 为当 ｔ ＝ ０ 时的截距，为快速降解部

分（％）；ｂ 为慢速降解部分（％）；ｃ 为慢速降解部

分的降解速率常数（％ ／ ｈ）；ｔ 为瘤胃发酵时间（ ｈ）；
Ｋｐ 为瘤胃食糜的外流速度，在本研究中取值为

Ｋｐ ＝ ０．０３６％ ／ ｈ。
１．５　 统计分析

　 　 采用 ＮＬＲＥＧ（Ｖ５．４）软件计算玉米秸秆营养

物质降解参数，采用 ＳＰＳＳ １９．０ 一般线性模型进行

统计分析。 对于尼龙袋降解动力学参数数据，统
计模型中比表面积为固定效应，动物为随机因子。
对于微生物数据，统计模型中包括比表面积、发酵

时间以及二者的交互作用，其中发酵时间作为重

复测量因素，结果以平均值和均值标准误（ＳＥＭ）
表示，Ｐ＜０．０５ 表示差异显著，Ｐ＜０．０１ 表示差异极

显著。
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２　 结果与分析
２．１　 玉米秸秆瘤胃降解模型参数

　 　 由表 ２ 可知，２ 种比表面玉米积秸秆间 ＤＭ 和

ＮＤＦ 的慢速降解部分及降解速率常数，以及 ＣＰ 的

降解动力学各参数均无显著差异（Ｐ＞０．０５）。 比表

面积高的玉米秸秆 ＤＭ 和 ＮＤＦ 的快速降解部分

比低比表面积玉米秸秆极显著提高（Ｐ＜０．０１），提
高玉米秸秆比表面积时，ＤＭ 和 ＮＤＦ 的有效降解

率极显著提高（Ｐ＜０．０１）。

表 ２　 比表面积对玉米秸秆营养物质瘤胃降解模型参数的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｒｕｍｅｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｏｒｎ ｓｔｒａｗ

项目
Ｉｔｅｍｓ

降解参数
Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

比表面积 ＳＳＡ ／ （ｍ２ ／ ｇ）

０．６６４ １．１３５
ＳＥＭ Ｐ 值

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

干物质 ＤＭ

快速降解部分 ａ ／ ％ ２７．９ ４１．３ ０．３１ ０．００１
慢速降解部分 ｂ ／ ％ ３２．２ ３６．１ １．４４ ０．１９５

降解速率常数 ｃ ／ （％ ／ ｈ） ０．０４３ ８ ０．０３１ ３ ０．００３ ８ ０．１４３
有效降解率 ＥＤ ／ ％ ４５．４ ５７．９ ０．１６ ＜０．００１

中性洗涤纤维 ＮＤＦ

快速降解部分 ａ ／ ％ ４．９ ２２．９ ０．６０ ０．００２
慢速降解部分 ｂ ／ ％ ４０．３ ４５．２ １．８７ ０．２０４

降解速率常数 ｃ ／ （％ ／ ｈ） ０．０５１ ２ ０．０３３ ８ ０．００８ ２ ０．２７１
有效降解率 ＥＤ ／ ％ ２８．４ ４４．４ ０．６５ ０．００３

粗蛋白质 ＣＰ

快速降解部分 ａ ／ ％ ５８．６ ５７．４ ２．０８ ０．７２９
慢速降解部分 ｂ ／ ％ １６．４ ２８．３ ８．１６ ０．４１１

降解速率常数 ｃ ／ （％ ／ ｈ） ０．０６３ ３ ０．０３１ ９ ０．０３２ ９ ０．５６９
有效降解率 ＥＤ ／ ％ ６６．７ ６８．３ ０．７９ ０．２８９

２．２　 瘤胃微生物黏附数量

　 　 由表 ３ 可知，２ 种比表面积玉米秸秆间表面黏

附的总细菌、产甲烷菌、厌氧真菌及黄色瘤胃球菌

的黏附数量无显著差异（Ｐ＞０．０５）。 增加玉米秸秆

比表面积极显著提高白色瘤胃球菌、反刍兽新月

单胞菌及嗜淀粉瘤胃杆菌的黏附数量（Ｐ＜０．０１），
但显著降低产琥珀酸丝杆菌的黏附数量 （ Ｐ ＜
０．０５）；玉米秸秆比表面积和发酵时间对反刍兽新

月单胞菌的黏附数量有极显著交互作用 （ Ｐ ＜
０．０１）。 由图 １ 可知，发酵 ８ ｈ 之前，反刍兽新月单

胞菌在比表面积较小的玉米秸秆表面的黏附数量

一直处于增加状态，而在比表面积较高的玉米秸

秆表面的黏附数量在发酵 ４ ｈ 时达到最高，然后开

始降低；发酵时间对微生物黏附数量均有极显著

影响（Ｐ＜０．０１）。 由图 ２ 可知，发酵 ４８ ｈ 内，总细

菌、产甲烷菌、厌氧真菌、白色瘤胃球菌、黄色瘤胃

球菌、产琥珀酸丝杆菌及嗜淀粉瘤胃杆菌在玉米

秸秆表面黏附数量都随发酵时间的延长而增加，
在 ２４ ｈ 时黏附细菌数量达到最高。

２．３　 ＯＴＵ 多样性分析

　 　 由图 ３ 可知，比表面积较低（ＳＳＡ１）的玉米秸

秆与和比表面积较高 （ ＳＳＡ２） 的玉米秸秆共有

ＯＴＵ 数 １ １４８ 个，较低比表面积玉米秸秆 １ １９５
个，较高比表面积玉米秸秆 １ １５０ 个（图 ３ －Ａ）。
主成分分析（ＰＣＡ）发现，较低比表面积玉米秸秆

与较高比表面积玉米秸秆间表面黏附的瘤胃细菌

数量无明显差异（图 ３－Ｂ）。
２．４　 玉米秸秆表面菌群多样性

　 　 由表 ４ 可知，提高玉米秸秆比表面积显著降

低玉米秸秆表面微生物的 Ｃｈａｏ１ 指数（Ｐ＜０．０５），
但对香农指数和辛普森指数无显著影响 （ Ｐ ＞
０．０５）；发酵时间对 Ｃｈａｏ１ 指数和香农指数有显著

影响（Ｐ＜０．０５）。 由图 ４ 可知，发酵 ４８ ｈ 内，Ｃｈａｏ１
指数在发酵 ４ ｈ 时达到最高，随后开始下降。 随发

酵时间延长，香农指数在发酵 ４ ｈ 达到最高，随后

下降，并在 １２ ｈ 达到最低，随后又开始上升。
　 　 由图 ５ 可知，对于玉米秸秆表面黏附微生物

的 β 多样性，主坐标分析（ ＰＣｏＡ）结果表明，２ 种

比表面积间无明显差异。
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表 ３　 玉米秸秆比表面积对微生物黏附数量的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ｏｆ ｃｏｒｎ ｓｔｒａｗ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｌｇ （ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ）

项目
Ｉｔｅｍｓ

比表面积
ＳＳＡ ／ （ｍ２ ／ ｇ）

０．６６４ １．１３５

ＳＥＭ

Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

比表面积
ＳＳＡ

发酵时间
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ

发酵时间×比表面积
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ×ＳＳＡ

总细菌 Ｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ １０．５０ １０．８０ ０．０３６ ０．９２８ ＜０．００１ ０．１４１
产甲烷菌 Ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎ ９．１４ ９．２７ ０．０５８ ０．１０７ ＜０．００１ ０．３２５
厌氧真菌 Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｆｕｎｇｕｓ ９．６９ ９．７２ ０．０７０ ０．７９０ ＜０．００１ ０．４８９
白色瘤胃球菌 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ａｌｂｕｓ ９．１３ ９．３４ ０．０２３ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．０５９
黄色瘤胃球菌
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ｆｌａｖｅｆａｃｉｅｎｓ ８．２１ ８．３４ ０．０６２ ０．１５７ ＜０．００１ ０．９０９

产琥珀酸丝杆菌
Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ ９．７２ ９．５６ ０．０５１ ０．０２８ ＜０．００１ ０．１３３

反刍兽新月单胞菌
Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ ９．４３ ９．７８ ０．０２１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

嗜淀粉瘤胃杆菌
Ｒｕｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ ａｍｙｌｏｐｈｉｌｕｓ ９．７６ ９．９７ ０．０２２ ＜０．００１ ０．００１ ０．０５５

图 １　 玉米秸秆比表面积及发酵时间对反刍

兽新月单胞菌黏附数量的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ｏｆ ｃｏｒｎ
ｓｔｒａｗ ａｎｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ ａｄｈｅｓｉｏｎ

２．５　 玉米秸秆表面微生物相对丰度

　 　 由图 ６ 可知，微生物属水平 ＰＣＡ 表明，２ 种比

表面积玉米秸秆属水平微生物组成存在明显

差异。
　 　 由表 ５ 可知，提高玉米秸秆比表面积可显著

或极显著提高解琥珀酸弧菌属（Ｐ＜０．０１）、链球菌

属（Ｐ＜０．０５）相对丰度，显著或极显著降低纤维杆

菌属（Ｐ＜０．０１）、密螺旋体属（Ｐ＜０．０１）、产乙酸糖

发酵菌属（Ｐ＜０．０５）和瘤胃杆菌属（Ｐ＜０．０１）的相

对丰度。 发酵时间对依赖杆菌属（Ｐ＜０．０１）、解琥

珀酸弧菌属（Ｐ＜０．０１）、瘤胃杆菌属（Ｐ＜０．０５）、普
雷沃氏菌属（Ｐ＜０．０５）、密螺旋体属（Ｐ＜０．０１）、瘤
胃球菌属（Ｐ＜０．０１）、产乙酸糖发酵菌属（Ｐ＜０．０１）
以及其他菌属（Ｐ＜０．０１）的相对丰度有显著或极显

著影响。 玉米秸秆比表面积及发酵时间对普雷沃

氏菌属、解琥珀酸弧菌属、密螺旋体属、产乙酸糖

发酵菌属及其他菌属的相对丰度有显著的互作影

响（Ｐ＜０．０５）。

３　 讨　 论
　 　 粗饲料在反刍动物咀嚼和反刍过程中进行物

理破碎，同时食糜在瘤胃中经微生物发酵以提高

其消化率。 研究表明，在以狗牙根为唯一干草源

时，其瘤胃上层中 ４２％左右的饲粮颗粒大小在

０．１２５ ～ １． ０００ ｍｍ，１０％ 左右的饲粮颗粒大小在

０．１２５ ｍｍ以下，颗粒大小在 １． ０００ ～ ４． ０００ ｍｍ 的

占 ２４％左右［１９］ 。 基于此，本研究将饲粮颗粒分别

设为 ６０ 目以上 （ ＞ ０． ２５ ｍｍ） 和 ６０ 目 以 下 （ ＜
０．２５ ｍｍ）。 底物颗粒越小，其比表面积越大，同时

其表面吸附能力越强，黏附位点与酶解位点越多，
越有利于瘤胃微生物对营养物质的降解［３］ 。 刘勇

等［３］研究发现，提高稻草 ＮＤＦ 的比表面积可有效

提高稻草纤维物质的降解率。 Ｗｅｉｍｅｒ 等［４］ 认为，
纤维素降解速率随比表面积增加而增加。
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图 ２　 发酵时间对微生物黏附数量的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ

　 　 ＳＳＡ１：比表面积为 ０．６６４ ｍ２ ／ ｇ；ＳＳＡ２：比表面积为 １．１３５ ｍ２ ／ ｇ。
　 　 ＳＳＡ１： ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ｗａｓ ０．６６４ ｍ２ ／ ｇ；ＳＳＡ２： ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ｗａｓ１．１３５ ｍ２ ／ ｇ．

图 ３　 不同比表面积玉米秸秆表面黏附细菌 ＯＴＵ 韦恩图（Ａ）及基于 ＯＴＵ 丰度的主成分分析图（Ｂ）
Ｆｉｇ．３　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＯＴＵ （Ａ）ａｎｄ ＰＣＡ （Ｂ） ｂａｓｅｄ ｏｎ ＯＴＵ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｔｏ

ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｃｏｒｎ ｓｔｒａｗ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａｓ

表 ４　 玉米秸秆比表面积对微生物 ａｌｐｈａ 多样性的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｃｏｒｎ ｓｔｒａｗ

项目
Ｉｔｅｍｓ

比表面积
ＳＳＡ ／ （ｍ２ ／ ｇ）

０．６６４ １．１３５

ＳＥＭ

Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

比表面积
ＳＳＡ

发酵时间
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ

发酵时间×比表面积
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ×ＳＳＡ

Ｃｈａｏ１ 指数 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ９１９ ８８６ ８．５００ ０．０１８ ０．０５０ ０．４２５
香农指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ６．８７ ７．００ ０．０６８ ０．２５１ ０．０４２ ０．１６６
辛普森指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ０．９７４ ０．９７７ ０．００２ ０．３８２ ０．１１５ ０．２９７

　 　 本研究发现，增加玉米秸秆的比表面积可以

提高玉米秸秆 ＤＭ、ＮＤＦ、ＣＰ 的瘤胃降解率。 微生

物对底物的降解，其本质还是微生物酶的降解。
高巍［２］研究发现，增加植物饲料比表面积，可提高

纤维降解菌的黏附数量与木聚糖酶的活性。 Ｍｉ⁃
ｒｏｎ 等［５］认为，降低饲粮颗粒大小，可增加其比表

面积，饲粮颗粒表面供纤维分解菌及酶作用的有

效面积也越大，有利于微生物对营养物质的降解。
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当瘤胃中降解细胞壁的微生物达到一定数量时，
饲粮的消化过程就主要受饲粮颗粒表面可供微生

物定植和侵袭面积的限制［２０］ 。 由此可见，增加玉

米秸秆比表面积对其瘤胃降解性能的促进作用，
可能与微生物的黏附和酶解位点增加有关。 本研

究发现，增加玉米秸秆的比表面积可增加白色瘤

胃球菌、反刍兽新月单胞菌、嗜淀粉瘤胃杆菌的黏

附数量。 Ｍｉｒｏｎ 等［５］ 认为，粗饲料颗粒越小，其比

表面积就越大，粗饲料颗粒表面供纤维分解菌及

酶作用的有效面积也越大，进而更有利于纤维物

质的降解。 白色瘤胃球菌、反刍兽新月单胞菌、嗜
淀粉瘤胃杆菌等细菌是瘤胃降解粗饲料的主要细

菌，其黏附数量的增加是提高粗饲料营养物质瘤

胃降解率的重要原因。 玉米秸秆表面黏附微生物

的数量与种类随时间的变化规律是其黏附、增殖、
竞争营养与空间的综合表现［１］ 。 本研究发现，瘤
胃总细菌、产甲烷菌、厌氧真菌、白色瘤胃球菌、黄
色瘤胃球菌、产琥珀酸丝杆菌及嗜淀粉瘤胃杆菌

在玉米秸秆表面黏附数量都随发酵时间的延长而

增加，在 ２４ ｈ 时黏附细菌数量达到最高。 吴小燕

等［２１］以安装永久瘤胃瘘管的宣汉黄牛为试验动

物，研究瘤胃微生物对不同类型底物的黏附规律，
结果发现，瘤胃微生物在不同原料表面的黏附数

量与黏附速度差异较大。 这可能与不同底物表面

的黏附位点类型、数量以及降解速度不同有关。
研究表明，在相同粉碎粒度下，不同种秸秆或牧草

其比表面积存在显著差异［２２－２３］ ，说明其供微生物

黏附的位点数量也存在差异。 瘤胃细菌的多样性

和丰度是影响瘤胃功能的关键因素。 本研究发

现，比表面积和发酵时间对普雷沃氏菌属、解琥珀

酸弧菌属、密螺旋体属、产乙酸糖发酵菌属相对丰

度存在相互作用。 增加底物比表面积实质是增加

微生物黏附位点和降解位点，随着发酵时间的延

长，不同比表面积玉米秸秆的降解速度、功能微生

物在其表面的黏附时间和增殖速度不同［１］ ，故不

同微生物的相对丰度不同。

　 　 不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）。

图 ４　 不同发酵时间对微生物 Ｃｈａｏ１ 指数和香农指数的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

图 ５　 玉米秸秆不同比表面积底物表面细菌菌群主坐标分析

Ｆｉｇ．５　 ＰＣｏＡ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｏｒａ ｏｎ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａｓ ｏｆ ｃｏｒｎ ｓｔｒａｗ
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图 ６　 不同比表面积秸秆表面属水平微生物主成分分析

Ｆｉｇ．６　 ＰＣＡ ｏｆ ｇｅｎｕｓ⁃ｌｅｖｅｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｏｎ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ
ｃｏｒｎ ｓｔｒａｗ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａｓ

４　 结　 论
　 　 提高玉米秸秆比表面积不影响玉米秸秆表面

黏附细菌的种类和总细菌数量，但会增加白色瘤

胃球菌、产琥珀酸丝杆菌、反刍兽新月单胞菌、嗜
淀粉瘤胃杆菌等瘤胃功能微生物的黏附数量，改
变普雷沃氏菌属、解琥珀酸弧菌属、密螺旋体属、
产乙酸糖发酵菌属、纤维杆菌属、瘤胃杆菌属的相

对丰度，改善 ＤＭ、ＮＤＦ 和 ＣＰ 的瘤胃降解率。

表 ５　 玉米秸秆比表面积对属水平微生物相对丰度的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ ａｒｅａ ｏｆ ｃｏｒｎ ｓｔｒａｗ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｕｓ⁃ｌｅｖｅｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ％

项目
Ｉｔｅｍｓ

比表面积
ＳＳＡ ／ （ｍ２ ／ ｇ）

０．６６４ １．１３５

ＳＥＭ

Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

比表面积
ＳＳＡ

发酵时间
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ

发酵时间×比表面积
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ×ＳＳＡ

普雷沃氏菌属 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ６３．１０ ６３．５０ ２．０３０ ０．８８１ ０．０２７ ０．００３
解琥珀酸弧菌属 Ｓｕｃｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍ ４．８２ ８．４９ ０．６８５ ０．００１ ０．００３ ０．０４５
丁酸弧菌属 Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ ４．２８ ４．７７ ０．６１７ ０．５８４ ０．０８３ ０．３１２
瘤胃球菌属 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ４．００ ３．９０ ０．７２３ ０．９２２ ０．００１ ０．５２４
纤维杆菌属 Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ ５．００ ０．６８ ０．９７５ ０．００５ ０．１３９ ０．２５７
副沙门氏菌属 Ｐａｒａｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ３．１８ ３．３６ ０．４１７ ０．７６６ ０．３００ ０．９４６
密螺旋体属 Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ ２．４９ ０．１１ ０．１５８ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１
产乙酸糖发酵菌属
Ｓａｃｃｈａｒｏｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ １．９１ １．３２ ０．１９０ ０．０３８ ＜０．００１ ＜０．００１

未注释螺旋体菌门
Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ＿ｇｅｎｅｒａ＿ｉｎｃｅｒｔａｅ＿ｓｅｄｉｓ １．４４ １．８９ ０．３７０ ０．４０３ ０．２９７ ０．５１５

依赖杆菌属 Ｆｒｅｔｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ０．９８ ２．０９ ０．３８１ ０．０５１ ０．００２ ０．５８６
链球菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ０．２６ １．３８ ０．３２９ ０．０２４ ０．５６６ ０．７３６
瘤胃杆菌属 Ｒｕｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ ０．７９ ０．３７ ０．０９６ ０．００５ ０．０２１ ０．９０５
未注释毛螺菌科
Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａ＿ｉｎｃｅｒｔａｅ＿ｓｅｄｉｓ ０．４８ ０．４３ ０．１０７ ０．７３５ ０．２９３ ０．９４２

假丁酸弧菌属 Ｐｓｅｕｄｏｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ ０．４５ ０．３５ ０．０７０ ０．３２４ ０．０９３ ０．０７０
月形单胞菌属 Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｓ ０．２６ ０．４１ ０．１１７ ０．３７９ ０．３８４ ０．５９７
锥形杆菌属 Ｐｙｒａｍｉｄｏｂａｃｔｅｒ ０．３４ ０．３３ ０．０６０ ０．８８５ ０．１１５ ０．２８９
其他 Ｏｔｈｅｒ ２．１５ ２．０７ ０．１６７ ０．７２３ ０．００１ ０．０１３
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