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不同pH对瘤胃细菌数量和菌群结构的影响
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摘要：【目的】试验旨在研究瘤胃不同 pH 下瘤胃酸中毒相关细菌数量和瘤胃细菌菌群结构的变化。【方法】选

取 5 头干奶期荷斯坦奶牛作为瘤胃液供体，调节瘤胃液 pH 分别为 6.5、5.8、5.5、5.2 和 5.0。培养 3 h 后，采用

qPCR技术测定瘤胃酸中毒相关细菌数量，采用16S rDNA高通量测序技术研究瘤胃细菌菌群结构的变化。【结果】

（1）瘤胃 pH对白色瘤胃球菌（Ruminococcus ablus）的相对数量没有影响（P>0.05），但显著影响了乳酸产生菌和乳

酸利用菌的相对数量（P<0.05）。其中牛链球菌（Streptococcus bovis）相对数量随着 pH的下降而升高，在 pH 5.0处

极显著高于其余各组（P<0.05）；埃氏巨型球菌（Megasphaera elsdenii）、反刍兽新月单胞菌（Selenomonas 

ruminantium）及乳酸杆菌（Lactobacillus species）随 pH下降呈现先升高后下降的趋势，pH分别在 pH 5.5或 pH 5.2
处达到最大值（P<0.05）；（2）α多样性结果显示，瘤胃细菌数量和菌群的丰富度及多样性呈现随瘤胃 pH下降先

升高后下降的趋势，其中 Chao1 指数在 pH 5.5 处，Observed species 和 Shannon 指数在 pH 5.2 处最高（P<0.05）。

β多样性结果显示 pH 6.5、pH 5.8处理组与 pH 5.2、pH 5.0处理组的菌群构成有明显差异，pH 5.5处理组样本与

其他 4组样本距离较远，其菌群构成与其他 4组具有差异；（3）在菌群组成上，瘤胃内主要菌门和属的菌群丰度

随pH的降低也多有改变。pH 5.2、pH 5.0处理组和pH 6.5、pH 5.8处理组菌群结构有显著差异（P<0.05）。pH 6.5
组与 pH 5.8组的菌群组成差异不大（P>0.05），仅普雷沃氏菌科 UGG-003菌属（Prevotellaceae UCG-003）和琥珀

酸弧菌科UGG 002菌属（Succinivibrionaceae UCG 002）有差异；pH 5.0处理组与 pH 5.2处理组的菌群组成较一致

（P>0.05），仅在螺旋体门（Spirochaetota）、放线菌门（Actinobacteriota）、瘤胃菌属（Ruminococcus）和解琥珀菌属

（Succiniclasticum）有差异（P<0.05）；而 pH 5.5 处理组的菌群构成与其他 4 组有显著差异（P<0.05）。【结论】环境

pH改变是瘤胃细菌遭受的一种严重干扰，会引起瘤胃内乳酸产生菌和乳酸利用菌的相对数量显著改变。瘤胃

细菌数量、菌群丰富度和多样性也随瘤胃 pH的下降表现出先升高后降低的趋势，其变化规律符合生态学中的

“中度干扰假说”。
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Effects of different pH on number and community structure of 
rumen bacteria
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Abstract：：［Objective］The aim of this experiment is to investigate the changes in the number of rumen 
acidosis related bacteria and the structure of rumen bacterial communities under different pH in the rumen.
［Method］Five Holstein cows at dry milk stage were selected as rumen fluid donors，and the pH of rumen fluid 
was adjusted to 6.5，5.8，5.5，5.2 and 5.0，respectively.After incubation for three hours，qPCR technology was 
used to determine the number of bacteria associated with rumen acidosis，and 16S rDNA high-throughput se⁃
quencing technology was used to study changes in the structure of rumen microbiota.［Result］（1）Ruminal pH 
did not affect the relative number of Ruminococcus albus（P>0.05），it significantly affected the relative num⁃
bers of lactic acid producing bacteria and lactic acid utilizing bacteria（P<0.05）.The relative number of Strepto⁃
coccus bovis increased with the decrease of pH，and it was significantly higher at pH 5.0 than other groups（P<
0.05）；The relative number of Megaphagea elsdenii，Selenomonas ruminantium，and Lactobacillus species 
showed a trend of first increasing and then decreasing with the decrease of pH，which reached a maximum val⁃
ues at pH 5.5 or 5.2，respectively（P<0.05）；（2）The results of α diversity analysis of rumen bacterial communi⁃
ties showed that the abundance and diversity of rumen bacteria had a trend of first increasing and then decreas⁃
ing with the decrease of rumen pH，The Chao1 index at pH 5.5，and the Observed Specifications and Shannon 
indices at pH 5.2 were the highest ones in all groups（P<0.05）.The results of β diversity analysis of rumen bac⁃
terial communities showed that there were significant differences in the microbial community composition be⁃
tween the pH 6.5，pH 5.8 treatment groups and the pH 5.2，pH 5.0 ones. The distance of pH 5.5 treatment 
group samples was far away from the other four groups，which meant its microbial community composition was 
different from the other four groups；（3）In terms of microbial community composition，the abundance of the 
main bacteria at phylum and genus levels in the rumen also varied with the decrease of rumen pH.There was a 
significant difference in the microbial community structure between the pH 5.2，5.0 treatment groups and the 
pH 6.5，5.8 treatment groups（P<0.05）.There was no significant difference in the composition between pH 6.5 
group and pH 5.8 group（P>0.05），in which only the difference of Prevotellaceae UCG-003 and Succinivibrio⁃
naceae UCG 002 were found；The microbial community structure of the pH 5.0 treatment group and the pH 5.2 
treatment group was relatively identical（P>0.05），and there were differences only in Spirochaete，Actinomyce⁃
tota at phylum level，and in Ruminococcus and Succiniaclasticum at level of fungi（P<0.05）；the microbial com⁃
munity composition of the pH 5.5 treatment group showed significant differences compared with the other four 
groups（P<0.05）.［Conclusion］In summary，change in environmental pH was a serious disturbance to rumen 
bacteria，which resulted in significant changes in the relative numbers of lactic acid producing and lactic acid 
utilizing bacteria in the rumen.The number，richness，and diversity of rumen bacteria also showed a trend of 
first increasing and then decreasing with the decrease of rumen pH，which conforms to the “Intermediate Dis⁃
turbance Hypothesis”.

Keywords：low pH；ruminal acidosis；rumen bacteria；number of bacteria；community structure；
“Intermediate disturbance hypothesis”
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【研究意义】稳定的 pH和瘤胃微生物在瘤胃发酵和瘤胃正常活动中发挥着至关重要的作用[1-2]，也是

反刍动物维持正常生理功能的必要保证[3-4]。瘤胃酸中毒是现代反刍动物生产中的常见疾病，主要发病

特征是瘤胃内 pH下降，瘤胃微生物区系紊乱，瘤胃正常生理功能受损。但瘤胃酸中毒发生时瘤胃 pH下

降与瘤胃微生物区系变化的关系如何，其结果各不相同。【前人研究进展】大多数研究[5-7]认为，随着饲料

中精料水平的增加，瘤胃 pH降低，瘤胃中微生物菌群多样性和丰富度会显著降低。一些学者[8-10]发现相

反的结果，增加精料水平导致瘤胃 pH降低时可以提高瘤胃菌群的多样性和丰富度指数，其机制尚未见

清楚解释。有生态学理论认为，当某个群落遭到外来干扰时，中等程度的干扰频率能维持群落较高的物

种多样性。如果干扰强度过低，少数竞争力强的物种将在群落中取得完全优势；如果干扰强度过高，只

有那些生长速度快、侵占能力特强的物种才能生存下来。只有当干扰强度中等时，物种生存的机会才是

最多的，群落多样性最高，即中等程度的干扰下能够维持物种的高多样性，称之为“中度干扰假说”[11]。

那么上述现象[5-10]或许可以解释为不同比例精料下瘤胃pH下降程度不同，从而导致对瘤胃微生物的干扰

程度不一样，使得人们观察到了不同的结果。课题组前期研究发现，随着瘤胃 pH的下降，瘤胃微生物的

菌群密度、理化特性[如H+-ATPase活性、胞内 pH（pHi）和细胞跨膜 pH差（ΔpH）]均呈现先升高再下降的

趋势[12]，这些与瘤胃微生物区系的改变有何关系尚不清楚。【本研究切入点】进一步了解不同pH下瘤胃微

生物区系的动态变化，同时验证“中度干扰假说”与瘤胃微生物多样性的关系。【拟解决的关键问题】本研

究拟从群落学角度，采用体外可控试验，通过设计连续变化的低 pH条件，研究瘤胃 pH连续变化过程中

瘤胃内几个瘤胃酸中毒相关细菌（白色瘤胃球菌、埃氏巨型球菌、反刍兽新月单胞菌、牛链球菌和乳酸杆

菌）的数量及瘤胃菌群结构的变化规律，以期为理解日粮结构变化这种人为干扰下瘤胃微生物菌群变化

的规律，进一步解读瘤胃酸中毒的发生机制提供基础数据。

1 材料与方法

1.1　试验动物及饲粮

选取江西阳光乳业集团现代牧场的 5头干奶期荷斯坦奶牛[（41.0±6.36)月龄，3~4胎]作为瘤胃液供

体。采用全混合日粮（TMR）饲喂，饲粮精粗比为40∶60，饲粮组成见表1。日饲喂2次（08:00和18:00），保

证5%左右的剩料量。

表1　饲粮组成及营养水平

Tab.1　Composition of diets and nutritional level

原料

Ingredients
苜蓿干草 Alfalfa hay
羊草干草 Leymus chinensis hay
酒糟 Distillers grains
象草 Pennisetum purpureum Schum.
玉米 Corn
麦麸 Wheat bran
豆粕 Soybean meal
棉粕 Cotton meal
菜粕 Rapeseed meal
预混料 Premix1）

合计 Total

含量/%
Content

20
20
10
10
23
5

4.5
3

2.5
2

100

营养水平 1）

Nutritional level
产奶净能/（MJ·kg-1）NEL

粗蛋白/% CP
酸性洗涤纤维/% ADF
中性洗涤纤维/%NDF
粗灰分/%Ash
钙/%Ca
磷/%P

7.31
14.29
15.58
37.83

7.15
0.83
0.67

1）每千克预混料含有：Cu 2 525 mg，Fe 4 150 mg，Zn 10 025 mg，Mn 4 200 mg，Co 60 mg，Se 100 mg，I 200 mg，VA 1 100 000 IU，
VD3 360 000 IU，VE 10 000 mg，生物素 200 mg，β-胡萝卜素 300 mg。2）产奶净能为计算值，其余为实测值。

1）One kilogram of premix contained the following：Cu 2 525 mg，Fe 4 150 mg，Zn 10 025 mg，Mn 4 200 mg，Co 60 mg，Se 
100 mg，I 200 mg，VA 1 100 000 IU，VD3 360 000 IU，VE 10 000 mg，biotin 200 mg，β-carotene 300 mg.2）NEL is the calculated 
value，while the others are the measured values.
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1.2　试验设计

试验采用体外法，培养液 pH分别调节为 6.5、5.8、5.5、5.2、5.0，每个处理 5个重复。晨饲前采集瘤胃

液，混合后使用 4层纱布对瘤胃液进行过滤除杂，测定瘤胃 pH值为 6.82，保存于保温瓶中并迅速转运至

实验室备用。参考Menke等[13]的方法配制人工唾液，按瘤胃液∶人工唾液=1∶2配制混合培养液，39 ℃及

饱和CO2下保存备用。用1 mol/L HCl和1 mol/L NaOH调节pH值为6.5、5.8、5.5、5.2、5.0，然后往每个发酵

瓶加入 0.4 g底物（风干的干奶期奶牛饲粮）和 60 mL培养液，通入CO2至饱和，并用橡胶塞密封。放入恒

温摇床39 ℃下培养3 h后冰浴终止发酵，用于瘤胃细菌的测定。

1.3　检测指标及方法

1.3.1　瘤胃细菌DNA提取　

DNA 提取方法采用两步珠磨法[14]前处理后参照 DNA 试剂盒（D5625-01，Omega Bio-tek 公司）说明

书。提取得到的DNA样品用 10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测进行质量检测，检测后，将样品放入-20 ℃保存

以备后续试验使用。

1.3.2　瘤胃细菌实时荧光定量PCR分析　

试验按照试剂盒（AQ601-01-V2，北京全式金生物技术有限公司）使用说明书进行，用PCR仪（T100，
BIO-RAD公司）进行检测。基因引物序列见表2。

每个样本 3 个重复，PCR 扩增采用 20μL 反应体系，体系组成见表 3。PCR 扩增反应程序如下：① 
95 ℃预变性 30 s；② 95 ℃变性 5 s，60 ℃退火/延伸 20 s并采集荧光信号，共 40个循环；③ 溶解曲线分析，

以 20 ℃/ s的速度从 95 ℃降至 65 ℃，再以 20 ℃/s的速度缓慢加热至 95 ℃，在 95 ℃保持 0 s，在 65 ℃保持

15 s，结束时4 ℃保存。

表2　瘤胃细菌实时定量PCR基因引物序列

Tab.2　Primers for real-time quantitative PCR of rumen bacteria

引物名称

Synthesized name
16S rDNA

白色瘤胃球菌 R. albus

反刍兽新月单胞菌 S. ruminantium

牛链球菌 S. bovis

乳酸杆菌 Lactobacillus

埃氏巨型球菌 M. elsdenii

引物序列

Synthesized sequence
F:CGGCAACGAGCGCAACCC
R:CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
F:CCCTAAAAGCAGTCTTAGTTCG
R:CCTCCTTGCGGTTAGAACA
F:CAATAAGCATTCCGCCTGGG
R:TTCACTCAATGTCAAGCCCTGG
F:TTCCTAGAGATAGGAAGTTTCTTCGG
R:ATGATGGCAACTAACAATAGGGGT
F:AGCGAACAGTAGATACCC
R:GATGGCATAGATGTCAAGACC
F:GACCGAAACTGCGATGCTAGA
R:TCCAGAAAGCCGCTTTCGCCACT

温度/℃
Tm

60

53

55

56

48

56

产物长度/bp
Fragment length

130

175

133

128

233

129

来源

Source
Denman等[15]

Koike 等[16]

Stevenson 等[17]

Stevenson 等[17]

李颖[18]

Fernando 等[19]

表3　荧光定量PCR扩增体系

Tab.3　Realtime PCR reaction system

试剂 Composition
SYBR® Premix Ex TaqⅡ（Tli RNaseH Plus）（2×）
PCR正向引物Forward primer（10 μmol·L-1）

PCR反向引物Reverse primer（10 μmol·L-1）

DNA 模板 Template（<100 ng）*2

ddH2O（灭菌蒸馏水 Sterilized distilled water）
总计 Total

使用量/μL Volume
10.0

0.8
0.8
2.0
6.4

20.0
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计算方法：目的基因相对定量用 2－ΔΔCt法计算，以瘤胃液总细菌（general bacteria，GB）DNA作为内参

基因，用对照组的基因进行校正。荧光定量PCR 基因相对表达量表示成目的基因占GB的百分比。ΔCt
值表示某样品目的基因临界循环数（Ct）与内参基因Ct值的差值，而ΔΔCt 值表示试验组样品平均ΔCt与
对照组平均ΔCt 的差值。

1.3.3　瘤胃细菌高通量检测　

对提取好的DNA样品进行细菌高通量测序以分析其菌群结构和多样性的变化，16S rDNA基因V3-
V4高变区域所用引物序列为 338F（5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′）和 806R（5′-GGACTACNNGGG 
TATCTAAT-3′）。本试验测序数据处理和生物学信分析由北京奥维森基因科技有限公司在 Illumina 
Miseq PE300 平台上进行，通过高通量测序，以 16S rDNA 序列大于 97% 的相似度为标准，使用 Mothur 
1.31.2软件进行α多样性分析。基于Weighted Unifrace距离，使用R（v3.1.1）软件包的 pheatmap进行聚类

分析。经过OTU聚类分析，分析主成分和主坐标，使用UniFrac算法利用系统进化的信息来比较样品间

物种群落差异，并进行β多样性分析。评估瘤胃细菌多样性和检测样本在门、属两水平上的群落结构。

1.4　数据统计与分析

试验数据用 Excel 2016 初步整理后，采用 SPSS 24.0 统计分析软件进行单因素方差分析（one-way 
ANOVA），并使用Duncan’s法进行多重比较检验，以P<0.05为差异显著性判断标准。对 pH和检测出的

瘤胃细菌进行Pearson相关性分析，以P<0.05为差异显著判断标准。

2 结果与分析

2.1　不同pH对几种瘤胃酸中毒相关细菌数量的影响

白色瘤胃球菌是瘤胃内主要的纤维降解菌，埃氏巨型球菌和反刍兽新月单胞菌是瘤胃内主要的乳

酸利用菌，牛链球菌和乳酸杆菌是瘤胃内主要的乳酸产生菌，它们都和瘤胃酸中毒的发生密切相关。几

种瘤胃酸中毒相关细菌的 qPCR结果见图 1。由图 1可见，瘤胃内主要纤维降解菌白色瘤胃球菌受瘤胃

pH的影响不大（P>0.05），但主要乳酸利用菌（埃氏巨型球菌、反刍兽新月单胞菌）和乳酸产生菌（牛链球

菌、乳酸杆菌）的相对数量均随 pH下降而有显著变化（P<0.05）。埃氏巨型球菌、反刍兽新月单胞菌和乳

酸杆菌相对数量随着瘤胃 pH的下降先升高后降低，其中埃氏巨型球菌在 pH 5.5处达到最高（P<0.05），

反刍兽新月单胞菌、乳酸杆菌在 pH 5.2 处达到最高（P<0.05）。而牛链球菌随着瘤胃 pH 的下降逐渐升

高，在pH 5.0处显著高于pH 6.5和pH 5.8处（P<0.05）。

2.2　不同pH对瘤胃细菌多样性及菌群结构的影响

2.2.1　不同pH对瘤胃细菌α多样性的影响　

由表 4可知，各组高通量测序的样品覆盖度均达到 97%以上，表明测序深度优良，能够反映瘤胃细

菌的种类及结构。瘤胃细菌Observed species指数随 pH的降低先升高后降低，且在 pH 5.2时物种数目最

多，pH 6.5与 pH 5.2之间差异显著（P<0.05）。Chao1指数由大到小依次为 pH 5.5、pH 5.2、pH 5.0、pH 5.8
和 pH 6.5，其中 pH 6.5与 pH 5.5、pH 5.2之间差异显著（P<0.05）。Shannon指数随 pH的降低先升高后降

低，在pH 5.2时达到最大值，pH 6.5和pH 5.8之间无差异（P>0.05），pH 6.5、pH 5.8与pH 5.2之间差异显著

（P<0.05）。Simpson指数各组之间无差异（P>0.05）。

2.2.2　不同pH对瘤胃细菌β多样性的影响　

由图 2 可知，主成分Ⅰ（PCⅠ）和主成分Ⅱ（PCⅡ）的贡献值分别为 34.45%（P<0.05）和 8.12%（P>
0.05）。pH 6.5处理组样本与 pH 5.8处理组样本相互聚集，表明其菌群构成无明显差异；pH 5.0处理组样

本 pH 5.2处理组样本相互聚集，同样表明其菌群构成无明显差异；而 pH 5.5处理组样本与其他 4组样本

距离较远，表明其菌群构成与其他4组具有差异。

2.2.3　不同pH对瘤胃细菌门水平组成影响分析　

通过高通量测序技术对连续变化的 pH下瘤胃细菌 16SrDNA基因V3-V4高变区域进行测定。检测

出门水平下相对丰度较高的前 10个菌见表 5。由表 5可知，干奶期奶牛在不同 pH下的优势菌门均为拟

杆菌门（Bacteroidota）和厚壁菌门（Firmicutes）。拟杆菌门的菌群丰度随 pH的不断降低而减小。厚壁菌

门、疣微菌门（Verrucomicrobiota）、螺旋体门（Spirochaetota）、放线菌门（Actinobacteriota）菌群相对丰度随
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pH的降低而升高。变形菌门（Proteobacteria）菌群丰度随 pH的降低先上升后降低。髌骨细菌门（Patesci⁃
bacteria）、脱硫杆菌门（Desulfobacterota）随 pH的降低而先降低后升高。蓝藻门（Cyanobacteria）和纤维杆

菌门（Fibrobacterota）菌群相对丰度在不同 pH各组间均无显著差异（P>0.05）。由表 5可见，pH 6.5处理组

与 pH 5.8处理组各菌门丰度没有显著差异（P>0.05）；而 pH 5.5处理组的大多数菌门的丰度与 pH 6.5处

理组和 pH 5.8处理组有显著差异（P<0.05）；pH 5.2处理组同样与 pH 6.5处理组和 pH 5.8处理组的菌群结

构有显著差异（P<0.05），但与 pH 5.5处理组仅在Patescibacteria和疣微菌门有显著差异（P<0.05），其他均

与 pH 5.5处理组无显著差异（P>0.05）；pH 5.0处理组与 pH 5.2处理组仅在螺旋体门和放线菌门有差异

（P<0.05），其他均与pH 5.2处理组无显著差异（P>0.05）。

A：白色瘤胃球菌；B：埃氏巨型球菌；C：反刍兽新月单胞菌；D：牛链球菌；E：乳酸杆菌。数据柱形标注不同小写字母

表示差异显著（P<0.05），相同小写字母表示差异不显著（P>0.05）。

A：Ruminococcus ablus；B：Megasphaera elsdenii；C：Selenomonas ruminantium；D：Streptococcus bovis；E：Lactobacillus species.
Value columns with different small letter superscripts mean significant difference（P<0.05），while with the same small letter super⁃
scripts mean no significant difference（P>0.05）.

图1　不同pH对瘤胃细菌相对数量的影响

Fig.1　Effects of different pH on rumen bacterial number
表4　不同pH对瘤胃细菌α多样性指数的影响

Tab.4　Effects of different pH on rumen bacterial α diversity index

分类

Taxon
Coverage
Observed species
Chao1
PD wholetree
Simpson
Shannon

pH 6.5
0.978 6

2 067.94bc

2 745.57c

127.10
0.99
8.57b

pH 5.8
0.978 2

2 037.00c

2 795.80bc

126.47
0.99
8.54b

pH 5.5
0.977 4

2 159.76ab

2 945.91a

130.72
0.99
8.70ab

pH 5.2
0.977 8

2 172.76a

2 903.66ab

133.13
0.99
8.85a

pH 5.0
0.978 2

2 083.98abc

2 850.13abc

129.86
0.99
8.74ab

标准误

SEM
0.000 2

16.632
21.864

0.871
0.000 2
0.036 5

P值

P-value
0.207
0.022
0.014
0.082
0.066
0.034

同行数据肩标不同字母表示差异显著（P<0.05），相同字母表示差异不显著（P>0.05）。

Values in the same row with different letter superscripts mean significant difference（P<0.05），while with the same letter su⁃
perscripts mean no significant difference（P>0.05）.
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2.2.4　不同pH对瘤胃细菌属水平组成影响分析　

本试验检测出相对丰度大于1%的瘤胃细菌菌属有13个，其中普雷沃氏菌属（Prevotella）占绝对优势

地位（表 6）。由表 6可知，普雷沃氏菌属（Prevotella）、普雷沃氏菌科 UCG-003菌属（Prevotellaceae UCG-
003）随 pH 的降低而降低；uncultured_rumen_bacterium 菌属、解琥珀菌属（Succiniclasticum）、Candidatus 
Saccharimonas 菌属菌群丰度随 pH 的降低而升高。普雷沃氏菌科 UCG-001 菌属（Prevotellaceae UCG-
001）、瘤胃菌属（Ruminococcus）相对丰度随 pH的降低而先降低后升高；理研菌科RC9菌属（Rikenellace⁃
ae RC9 gut group）、琥珀酸弧菌科UCG 002菌属（Succinivibrionaceae UCG 002）、克里斯藤森菌属R7（Chris⁃
tensenellaceae R7 group）相对丰度随 pH的升高而先升高后降低。由表 6可知，属水平上，pH 6.5处理组与

pH 5.8处理组的菌群结构非常相似，13个属中仅普雷沃氏菌科UGG-003菌属和琥珀酸弧菌科UGG 002
菌属有显著差异（P<0.05）；pH 5.2处理组与 pH 5.0处理组菌群结构更为接近，仅在瘤胃菌属有差异（P<
0.05）；但 pH 5.2、pH 5.0 处理组和 pH 6.5、pH 5.8 处理组菌群结构有显著差异（P<0.05），仅在理研菌科

RC9 菌属和普雷沃氏菌科 UGG-001 菌属上没有差异（P>0.05）；而 pH 5.5 处理组的菌群结构与 pH 5.2、
pH 5.0处理组和 pH 6.5、pH 5.8处理组均有差异，但其中有部分菌属和 pH 6.5、pH 5.8组的组成相似（P>
0.05），部分菌属和pH 5.2、pH 5.0组相似（P>0.05）。

表5　不同pH对门水平上瘤胃菌群丰度的影响

Tab.5　Effect of different pH on the abundance of rumen microflora at the phylum level

分类 Taxon
Bacteroidota拟杆菌门

Firmicutes厚壁菌门

Proteobacteria变形菌门

Patescibacteria髌骨细菌门

Verrucomicrobiota疣微菌门

Spirochaetota螺旋体门

Cyanobacteria蓝藻门

Fibrobacterota纤维杆菌门

Actinobacteriota放线菌门

Desulfobacterota脱硫杆菌门

pH 6.5
82.51a

12.45c

2.26a

1.28cd

0.47b

0.24c

0.21
0.25
0.10c

0.14ab

pH 5.8
80.79ab

14.01c

2.61a

1.10d

0.45b

0.26c

0.23
0.24
0.13bc

0.11b

pH 5.5
76.20bc

18.74b

1.34b

1.59bc

0.57b

0.49b

0.27
0.25
0.28b

0.15ab

pH 5.2
72.52cd

21.56ab

1.46b

1.96a

0.89a

0.57b

0.26
0.18
0.29b

0.21a

pH 5.0
70.30d

23.20a

1.43b

1.90ab

0.97a

0.88a

0.26
0.17
0.57a

0.19a

标准误 SEM
0.011 8
0.010 3
0.001 3
0.000 8
0.000 5
0.000 5
0.000 1
0.000 1
0.000 4
0.000 1

P值 P-value
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.419
0.103

<0.001
0.028

同行数据肩标不同字母表示差异显著（P<0.05），相同字母表示差异不显著（P>0.05）
Values in the same row with different letter superscripts mean significant difference（P<0.05），while with the same letter su⁃

perscripts mean no significant difference（P>0.05）.

图2　不同pH对瘤胃细菌β多样性指数的影响

Fig.2　Effects of different pH on rumen bacteria β diversity index
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3 讨 论

3.1　不同pH对几种瘤胃酸中毒相关细菌数量的影响

瘤胃环境发生改变会导致瘤胃内某些特定细菌数量发生变化[20]，其中瘤胃 pH对瘤胃细菌的生长和

繁殖有巨大影响，在调节瘤胃微生物动态平衡中发挥关键作用。当瘤胃 pH降至 6.0以下时，首先发现原

虫大量减少，纤维降解菌又对瘤胃 pH的变化特别敏感[21]，所以大部分纤维降解菌包括产琥珀酸丝状杆

菌、瘤胃球菌和溶纤维丁酸弧菌都有明显降低[22-23]；当 pH下降到 5.5时，大部分微生物的生长受到抑制，

但埃氏巨球菌和反刍兽新月单胞菌依旧能维持生长甚至含量有所提高[24]，但利用乳酸的能力下降[25]。牛

链球菌成为瘤胃中的优势菌群，导致瘤胃内乳酸积累，引发更严重的瘤胃酸中毒[26-28]。当瘤胃 pH 降到

5.0以下时，大部分微生物不能存活，大量革兰氏阴性菌凋亡裂解[29]，瘤胃菌群结构多样性急剧减少，但乳

酸杆菌因其较强的酸耐受力而能大量增殖[23]，并成为瘤胃绝对优势菌群，其代谢产物乳酸大量积累，引

发急性瘤胃酸中毒[30]。在本研究中，纤维降解菌白色瘤胃球菌随pH的降低变化不大，这与大多数研究结

果不同。说明影响白色瘤胃球菌的因素可能更多的是因为纤维含量的改变[8,31]，而不是直接由瘤胃 pH的

变化引起的。本试验中牛链球菌随 pH的降低而升高，这和前人的研究[32]相吻合；但埃氏巨型球菌、反刍

兽新月单胞菌和乳酸杆菌随 pH的降低先升高后降低，分别在 pH为 5.5和 5.2时数量最多，这可能和它们

自身的适应性及耐酸性（乳酸利用菌埃氏巨球菌和反刍兽新月单胞菌最适生长 pH均为 6.0~6.5[33]，而其

耐受酸度的pH阈值分别为5.6和5.4[34]；乳酸杆菌最适生长pH值为4~6，最低能耐受的pH为3.0[35]）相符。

3.2　不同pH对瘤胃细菌菌群多样性的影响

大多数研究[5-7,36-37]发现，瘤胃酸中毒发生时，瘤胃菌群的多样性及丰富度伴随着pH降低而下降，Sha⁃
non 指数、Chao1 指数均降低。而 Ogata 等[38]和 Wang 等[39]研究表明，饲粮能量水平提高或者发生酸中毒

表6　不同pH对属水平上瘤胃菌群丰度的影响

Tab.6　Effects of different pH on the abundance of rumen microflora at the genus level

分类 Taxon
普雷沃氏菌属

Prevotella

未培养瘤胃杆菌属

Uncultured rumen bacterium

理研菌科RC9菌属

Rikenellaceae RC9 gut group
普雷沃氏菌科UGG-003菌属

Prevotellaceae UCG-003
普雷沃氏菌科UGG-001菌属

Prevotellaceae UCG-001
琥珀酸弧菌科 UGG 002菌属

Succinivibrionaceae UCG 002
瘤胃菌属

Ruminococcus

解琥珀菌属

Succiniclasticum

克里斯藤森菌属R7群

Christensenellaceae R7 group
Candidatus saccharimonas

pH 6.5
64.62a

4.32b

3.61

3.82a

2.50bc

0.96b

0.79c

1.04d

0.56b

0.42c

pH 5.8
62.75a

4.55ab

3.87

3.39b

2.31b

1.33a

0.76c

1.31cd

0.60b

0.41c

pH 5.5
59.07ab

4.47b

3.75

2.10c

2.77ab

0.40c

1.39b

2.22bc

1.10a

0.82b

pH 5.2
52.20bc

5.83a

4.96

1.93cd

2.82ab

0.41c

1.40b

2.52b

1.02a

1.27a

pH 5.0
51.24c

5.78a

4.53

1.57d

2.89a

0.34c

1.75a

4.02a

1.003a

1.49a

标准误SEM
0.014 7

0.002 2

0.001 8

0.001 9

0.000 6

0.000 8

0.000 9

0.002 6

0.000 6
0.001 0

P值 P-value
0.001

0.036

0.072

<0.001

0.007

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001
<0.001

同行数据肩标不同字母表示差异显著（P<0.05），相同字母表示差异不显著（P>0.05）。

Values in the same row with different letter superscripts mean significant difference（P<0.05），while with the same letter su⁃
perscripts mean no significant difference（P>0.05）.
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后，能显著降低丰富度指数，对多样性指数没影响。还有一些学者发现相反的结果，增加精料水平提高

了瘤胃菌群的多样性和丰富度指数[8-10]，其机制尚未清楚。在本研究中，随pH的降低，瘤胃菌群丰富度和

多样性都呈先升高后降低的趋势，分别在pH 5.5和pH 5.2处达到最高，这与前人的研究均不同。

生态学研究表明，不同强度的干扰会对群落多样性产生巨大影响[11]。闫海冰等[40]发现，与未干扰样

地相比，随干扰强度加大，干扰样地土壤微生物多样性指数不断提高。项珍龙[41]发现，水环境因子以及

河流底质类型对着生藻类、底栖动物和鱼类的 Shanon指数的影响大多呈现单峰曲线。Sommer等[42]通过

对改变营养液的浓度，发现当营养液浓度达到一个中等程度时，海洋浮游植物的 Shanon指数达到最大；

Major等[43]发现将干扰强度设定在范围 0%~100%时，干扰强度达到 30%左右时，加拿大北部的维管束植

物的多样性达到一个最大值。

本研究中，瘤胃菌群丰富度及多样性均随着 pH 的降低呈现先升后降的趋势，分别在 pH 5.5 或

pH 5.2处达到最高，说明瘤胃微生物群落多样性和丰富度对瘤胃环境 pH干扰的响应也符合“中度干扰

假说”。这与瘤胃酸中毒发生的规律也基本符合。

3.3　不同pH对瘤胃细菌菌群结构的影响

瘤胃微生物群落结构对反刍动物的健康起着关键的调节作用[44-45]。瘤胃细菌是瘤胃中最主要的微

生物群，而厚壁菌门和拟杆菌门被确定为瘤胃核心微生物群[46]。研究[38,47-50]表明，与对照日粮相比，诱导

奶牛亚急性瘤胃酸中毒的日粮显著降低了瘤胃 pH值，增加了厚壁菌门和放线菌门的比例，并降低了拟

杆菌门和变形菌门的相对丰度。拟杆菌门中的普雷沃氏菌属是瘤胃优势菌属，能与其他细菌起到协同

作用，促进蛋白质、淀粉和多糖的降解[46]。琥珀酸弧菌属在牛瘤胃中最早被发现，它的主要作用是发酵

糊精。解琥珀酸菌属可以分解琥珀酸并转化为丙酸。有研究[47,50]表明，高精料日粮下，瘤胃区系中普雷

沃氏菌属相对丰度较低，而琥珀酸菌属相对丰度较高。Peteri等[36]研究通过 16S rDNA探究酸中毒对瘤胃

微生物的影响发现酸中毒下螺旋体属丰富度增加，随 pH的降低，氨基酸瘤胃球菌相对丰度升高，琥珀酸

菌属相对丰度降低。

本研究结果与上述研究结果不尽相同，说明酸中毒造成的瘤胃微生物的组成结构变化有部分原因

是由于不断降低的 pH造成的，也可能有日粮蛋白质、纤维含量改变等[51-52]其他原因。同时本研究在不同

pH下检测到荷斯坦奶牛瘤胃中大量与未分类和未培养的属相关的细菌，表明荷斯坦奶牛可能具有更多

样化的瘤胃微生物组，并且在不同品种间表现出很大的差异[39,53]。另外，本研究结果还显示，pH 6.5处理

组与 pH 5.8处理组在菌群结构上极相似（仅普雷沃氏菌科UGG-003菌属和琥珀酸弧菌科UGG 002菌属

有差异）；pH 5.0处理组与 pH 5.2处理组的菌群结构较一致（仅在螺旋体门、放线菌门、瘤胃菌属和解琥

珀菌属有差异）；而pH 5.5处理组的菌群结构不同于其他4组。β多样性结果也验证了这一结果。

4 结 论

瘤胃 pH由 6.5下降到 5.0时，白色瘤胃球菌的数量变化不大，牛链球菌随 pH的降低而升高。埃氏巨

型球菌、反刍兽新月单胞菌和乳酸杆菌相对数量随着瘤胃 pH的下降先升高后降低，在 pH 5.5或 pH 5.2
处达到最高。

随着 pH的降低，瘤胃细菌数量、菌群丰富度和多样性先升高后降低，分别在 pH 5.5或 pH 5.2处达到

最高，变化趋势符合“中度干扰假说”。瘤胃细菌菌群结构随 pH的下降发生改变，其中 pH 6.0、pH 5.8处

理组与pH 5.2、pH 5.0处理组显著地属于两个不同的群落，pH 5.5处理组则居于中间过渡群落。
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