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　　摘要：以转ＶＥＧＦ基因和转Ｔβ４基因陕北白绒山羊与野生型陕北白绒山羊为研究对象，采集其新鲜粪便样品，用
灭菌生理盐水进行梯度稀释后，分别接种ＬＢ固体培养基、ＴＰＹ琼脂、胆硫乳琼脂、肠球菌琼脂、伊红美蓝琼脂和甘露
醇盐琼脂培养基，３７℃恒温过夜培养，再分别对平板上生长的所有需氧菌、双歧杆菌、沙门氏菌、肠球菌、大肠菌群和
金黄色葡萄球菌进行菌落计数，并做显著性检验分析。结果表明，转ＶＥＧＦ基因和转Ｔβ４基因陕北白绒山羊与野生型
陕北白绒山羊粪便中的需氧菌菌群结构之间不存在显著性差异。研究结果为转ＶＥＧＦ基因和转Ｔβ４基因陕北白绒山
羊安全性评价研究提供了试验数据和研究基础。
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　　与动物育种的常规方法相比，转基因技术具有加速育种
进程、缩短育种年限、增强种畜性状稳定性、提高育种效率等

优点。目前，广泛地应用于新品种培育和动物品种改良方面。

但是，转基因技术从开始到现在一直受到很多争议，转基因动

物的安全性受到人们的质疑，而且其涉及面广、影响深远。因

此，开展对转基因动物安全性评估方面的研究就显得至关重

要［１－２］。陕北白绒山羊是经过国家审定的一个绒肉兼用型的

绒山羊新品种，在榆林和延安以及陕西等陕北周边地区大量

饲养，在地方经济发展和农牧民增收方面起着非常重要的作

用。绒山羊的绒和毛分别是由其皮肤的次级毛囊和初级毛囊

生成，特别是绒的价格斐然，素有“软黄金”之誉。毛囊具有

高度自我更新能力，它的１个重要特征就是周期性生长，一般
经历生长期、退行期和休止期３个阶段。毛囊的周期性生长
和发育是多基因参与、紧密联系且相互制约的复杂生理生化

过程，需要多种生长信号的精细调控。毛囊的周期性更新生

长和血管的新生密切相关，血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）在血管新生和退化的变化过
程中发挥着重要的调控作用，具有促进血管形成［３］，从而促

进毛囊发育［４－５］，并且研究证实 ＶＥＧＦ在毛囊生长期表达量
最高［６］。胸腺素 β４（Ｔβ４）属于胸腺素（ｔｈｙｍｏｓｉｎｓ）β家族，是
重要的一类淋巴细胞因子，作用于毛囊干细胞并激活其分化

和迁移，还可以通过促进基质金属蛋白酶的合成分泌影响毛

囊发育生长［７］。在国家转基因重大专项的支持下，２０１５年笔
者所在实验室利用ＰｉｇｇｙＢａｃ转座子介导转ＶＥＧＦ和Ｔβ４基因
并制备绒山羊胎儿成纤维细胞，最终通过核移植方法分别获

得了转ＶＥＧＦ基因陕北白绒山羊２只（Ｆ０代，公羊、母羊各１
只）和转Ｔβ４基因陕北白绒山羊５只（Ｆ０代，公羊４只、母羊１

只）。随后，通过本交又获得了转ＶＥＧＦ基因阳性陕北白绒山
羊Ｆ１代４只（公羊１只、母羊３只）和转Ｔβ４基因阳性陕北白
绒山羊Ｆ１代 ２只（全部为公羊）。这些转 ＶＥＧＦ基因和转
Ｔβ４基因陕北白绒山羊的产绒量明显高于野生型绒山羊，为
绒山羊新品种的培育提供了新的育种材料。

为保障人类健康和生态安全、促进生物技术的可持续发

展，我国对于转基因动物的研究、开发和审批过程严格遵守法

制化管理，并制定了一系列法律法规。其中，转基因动物自身

健康和福利、环境安全、人类健康和食品安全是对转基因动物

生物安全评价研究关注的核心问题。对于转基因动物的自身

安全性，除了须要关注转基因动物生长、发育、生理活动、主要

器官等各个方面，对于转基因动物的胃肠道微生物菌群结构

变化也是重点研究的方面。越来越多的研究发现，胃肠道微

生态平衡对于维持动物良好的生理代谢、疾病预防、免疫和营

养代谢等诸多方面都起着重要作用［８－１０］。然而，目前关于转

基因动物胃肠道微生物区系变化的研究鲜见报道，只见对转

ｓＦａｔ－１基因猪的胃肠道及粪便样品中微生物菌群变化研究
的报道［１１］。本试验通过分析转 ＶＥＧＦ基因和转 Ｔβ４基因及
野生型陕北白绒山羊Ｆ１、Ｆ０代粪便在 ＬＢ固体培养基及 ＴＰＹ
琼脂、胆硫乳琼脂、肠球菌琼脂、伊红美蓝琼脂和甘露醇盐琼

脂不同培养基中的细菌菌落生长情况并计数，通过统计分析

讨论转ＶＥＧＦ基因和转Ｔβ４基因陕北白绒山羊粪便中微生物
是否存在显著性差异，为转 ＶＥＧＦ基因和转 Ｔβ４基因陕北白
绒山羊生物安全评价研究提供试验数据和研究基础。

１　材料与方法

试验于２０１６年７—１２月，在陕西省陕北绒山羊工程技术
研究中心进行。

１．１　试验动物
榆林学院西区试验羊场转 ＶＥＧＦ基因陕北白绒山羊 Ｆ０

代公羊和母羊各１只，转Ｔβ４基因陕北白绒山羊Ｆ０代公羊３
只、母羊１只；转ＶＥＧＦ基因陕北白绒山羊Ｆ１代公羊１只、母
羊３只，转Ｔβ４基因陕北白绒山羊 Ｆ１代公羊２只；野生型陕
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北白绒山羊公羊、母羊各３只。
１．２　试验试剂

ＴＰＹ琼脂（ＨＢ０３９７）、ＥＭＢ伊红美蓝琼脂（ＨＢ０１０７）、
ＢＥＡ肠球菌琼脂（ＨＢ０１３３）、ＤＨＬ胆硫乳琼脂（ＨＢ４０８７）和
ＭＳＡ甘露醇盐琼脂（ＨＢ４１２８－２），购自青岛高科园海博生物
技术有限公司。

１．３　试验方法
１．３．１　样品采集与预处理　选取健康、体况良好的转 ＶＥＧＦ
基因和转Ｔβ４基因陕北白绒山羊和野生陕北白绒山羊 Ｆ０与
Ｆ１的新鲜粪样样品，做好标记，低温保存，立即送回实验室进
行后续试验。

１．３．２　微生物培养与计数　分别称取１ｇ粪便样品，加入到
装有９ｍＬ灭菌水的离心管，并做好标记，轻轻振荡混合均匀
之后并对其进行梯度稀释。选择２～３个合适的稀释度，注入
已做好标记的灭菌培养皿中，然后迅速倒入２０ｍＬ灭菌后平
衡至５０℃的不同类型的琼脂培养基，轻轻转动培养皿使其中
的培养基与菌液混合均匀，待培养基凝固（每个稀释度做３
个，过程中注意无菌操作）后，３７℃恒温倒置培养４８ｈ，观察
在不同琼脂培养基上生长的菌落形态并计数。

１．３．３　菌落计数　菌落计数方法：肉眼观察菌落并计数。试
验结果报告方法如下：（１）首先选取各稀释度的平均菌落数
在３０～３００个之间的平板，当只有１个稀释度的平均菌落数
在３０～３００个之间时，以其稀释倍数乘以其菌落数报告。
（２）当其中有２个稀释度的平均菌落数都在 ３０～３００个之
间，就按照这 ２个稀释度的菌落总数的比值来判定（当比
值＜２时，报告这２个平均菌落数的平均值；当比值 ＞２时，报
告这２个平均菌落数当中比较小的菌落总数）。（３）当每个
稀释度的平均菌落数都 ＞３００个时，按照稀释倍数乘以其中
稀释度最高的平均菌落数来报告。（４）当每个稀释度的平均
菌落数都＜３０个时，按照稀释倍数乘以其中稀释度最低的平
均菌落数来报告。（５）当每个稀释度的平均菌落数都不在
３０～３００个时，应按照其中最接近３０个或３００个的平均菌落
数乘以其稀释倍数来报告。（６）当报告的菌落数在１００个以
内时，应按照其实际数据报告；＞１００个时，采用２位有效数
字来表示；在２位有效数字后面的数值，按照四舍五入的方法
计算。

１．４　统计分析
试验数据用“平均值±标准差”形式来表示。采用ｔ检验

对试验结果进行显著性分析：Ｐ＜０．０５，差异显著；Ｐ＞０．０５，
差异不显著。

２　结果与分析

２．１　菌落形态特征
转基因与野生型陕北白绒山羊的粪便样品在不同选择性

培养基上的菌落生长情况见图１。
２．２　粪样中需氧微生物菌落

转ＶＥＧＦ基因与转Ｔβ４基因陕北白绒山羊和野生型陕北
白绒山羊Ｆ０代、Ｆ１代公羊和母羊粪便中所有需氧菌、双歧杆
菌、肠球菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌和大肠菌群的试验数

据见表１至表４。ｔ检验结果表明，转ＦＧＦ５ｓ基因与转Ｔβ４基
因陕北白绒山羊和野生型陕北白绒山羊粪便微生物菌群之间

表１　转ＶＥＧＦ基因和野生型陕北白绒山羊Ｆ０代

粪便微生物试验数据

培养基类型

（菌群类别）

ｌｇ［粪便样品所含菌落数（ＣＦＵ／ｇ）］
公羊 母羊

试验组 对照组 试验组 对照组

ＬＢ固体培养基 ６．１６±０．２５ ５．８９±０．２５ ６．２７±０．０７ ６．６４±０．３１
ＥＭＢ伊红美蓝琼脂 ５．５５±０．１４ ５．２２±０．６４ ５．２１±０．１４ ４．６０±０．３０
ＴＰＹ琼脂 ６．３１±０．２０ ６．７１±０．３５ ６．４７±０．１５ ６．８１±０．５５
ＤＨＬ胆硫乳琼脂 ５．６２±０．１９ ５．３２±０．１４ ４．７３±０．０５ ４．７２±０．６２
ＢＥＡ肠球菌琼脂 ４．９２±０．１３ ４．１５±０．２１ ５．０４±０．１５ ５．３３±０．８６
ＭＳＡ甘露醇盐琼脂 ５．４８±０．０６ ５．２５±０．２５ ５．０６±０．０８ ５．２４±０．２１

表２　转Ｔβ４基因和野生型陕北白绒山羊Ｆ０代

粪便微生物试验数据

培养基类型

（菌群类别）

ｌｇ［粪便样品所含菌落数（ＣＦＵ／ｇ）］
公羊 母羊

试验组 对照组 试验组 对照组

ＬＢ固体培养基 ５．８３±０．２７ ５．８９±０．２５ ５．９２±０．４２ ６．６４±０．３１
ＥＭＢ伊红美蓝琼脂 ４．８２±１．１６ ５．２２±０．６４ ５．１０±０．２４ ４．６０±０．３０
ＴＰＹ琼脂 ６．１１±０．４３ ６．７１±０．３５ ６．１１±０．１４ ６．８１±０．５５
ＤＨＬ胆硫乳琼脂 ５．２２±０．２０ ５．３２±０．１４ ４．３６±０．１０ ４．７２±０．６２
ＢＥＡ肠球菌琼脂 ４．２５±０．３２ ４．１５±０．２１ ４．３２±０．６８ ４．３３±０．８６
ＭＳＡ甘露醇盐琼脂 ５．４０±０．０５ ５．２５±０．２５ ５．２９±０．１０ ６．２４±０．２１

没有显著性差异。

３　讨论

细菌菌群通过排泄物从转ＶＥＧＦ基因和转Ｔβ４基因绒山
羊释放到环境中，因此，粪便是用来研究转基因绒山羊体内各
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表３　转ＶＥＧＦ基因和野生型陕北白绒山羊Ｆ１代

粪便微生物试验数据

培养基类型

（菌群类别）

ｌｇ［粪便样品所含菌落数（ＣＦＵ／ｇ）］
公羊 母羊

试验组 对照组 试验组 对照组

ＬＢ固体培养基 ６．９３±０．１２ ７．０８±０．０４ ７．１３±０．２８ ６．９０±０．１９
ＥＭＢ伊红美蓝琼脂 ４．０９±０．７４ ３．９９±０．４１ ４．２５±０．１８ ４．２３±０．３４
ＴＰＹ琼脂 ６．５２±０．１５ ６．４５±０．３５ ６．６５±０．３５ ６．７６±０．４５
ＤＨＬ胆硫乳琼脂 ５．００±０．２８ ５．０６±０．１５ ５．０４±０．３０ ４．８７±０．０３
ＢＥＡ肠球菌琼脂 ３．１６±０．５０ ３．７８±１．０７ ４．１４±０．９６ ３．７６±０．５７
ＭＳＡ甘露醇盐琼脂 ４．１６±０．５０ ３．９８±０．４６ ４．２０±０．２６ ３．１５±０．３５

表４　转Ｔβ４基因和野生型陕北白绒山羊Ｆ１代

粪便微生物试验数据

培养基类型

（菌群类别）

ｌｇ［粪便样品所含菌落数（ＣＦＵ／ｇ）］
公羊 母羊

试验组 对照组 试验组 对照组

ＬＢ固体培养基 ５．８０±０．３０ ５．７５±０．２５ ６．４０±０．４０ ６．６５±０．３０
ＥＭＢ伊红美蓝琼脂 ５．２５±０．５０ ５．２０±０．４０ ４．９０±０．２０ ４．８５±０．３０
ＴＰＹ琼脂 ６．２０±０．４０ ６．３５±０．３０ ６．６０±０．１０ ６．８０±０．５０
ＤＨＬ胆硫乳琼脂 ５．３０±０．２０ ５．３５±０．４５ ４．５０±０．１０ ４．７５±０．６０
ＢＥＡ肠球菌琼脂 ４．３０±０．３２ ４．０５±０．２１ ４．４６±０．６８ ４．５８±０．４６
ＭＳＡ甘露醇盐琼脂 ５．００±０．２８ ５．０６±０．１５ ５．０４±０．３０ ４．８７±０．０３

种微生物变化和转基因动物自身健康状况的有效载体，能够

准确反映肠道微生物的变化情况，同时也避免了在转 ＶＥＧＦ
基因和转Ｔβ４基因数量不多的情况下对其进行宰杀。肠道内
微生物菌群平衡是动物机体健康状态的重要标志，越来越多

的研究发现，胃肠道微生态平衡对于维持动物良好的生理代

谢、疾病预防、免疫和营养代谢等诸多方面都起着重要作

用［８－１０］。当转入外源ＶＥＧＦ和 Ｔβ４基因后，在增加绒山羊绒
毛品质和产量的同时，绒山羊胃肠道菌群的种类、数量和比例

可能会受到一定程度的影响。所以，转 ＶＥＧＦ基因和转 Ｔβ４
基因绒山羊安全性评价研究中，有必要对粪便中微生物菌群

结构及其变化进行分析。本试验选用６种不同培养基分别对
转ＶＥＧＦ基因和转Ｔβ４基因绒山羊和野生型陕北白绒山羊粪
便中微生物进行培养、计数及统计分析，在以小鼠为模型研究

转基因小鼠安全性的试验中，也是以这６种指示菌作为目标菌
进行分析［１２－１３］。在这些微生物中，大肠菌群和沙门氏菌与动

物的生理代谢相关，而双歧杆菌、大肠杆菌群和肠球菌是动物

消化道中的主要优势菌群［１４］。所以，研究这些菌群在转ＶＥＧＦ
基因和转Ｔβ４基因绒山羊体内的变化是非常有意义的。

研究结果表明，Ｆ０代和Ｆ１代转ＶＥＧＦ基因和转Ｔβ４基因
绒山羊与野生型陕北白绒山羊粪便中细菌菌群的组成和结构

没有显著性差异（Ｐ＞０．０５），主要有益菌和有害菌的组成和
菌群结构与对照组相比都没有发生变化。这些研究结果与对

转ＰＥＰＣＫ－１基因猪［１５］和转 ｅＧＦＰ基因小鼠［１６］的生物安全

评价的研究结果一致。笔者的研究工作不仅积累了对转

ＶＥＧＦ基因和转Ｔβ４基因绒山羊安全性评价研究的数据，而
且也为其他转基因动物的安全性评价研究提供了思路。

４　结论

本试验使用ＬＢ固体培养基及ＴＰＹ琼脂、胆硫乳琼脂、肠

球菌琼脂、伊红美蓝琼脂和甘露醇盐琼脂培养基，对转 ＶＥＧＦ
基因和转 Ｔβ４基因陕北白绒山羊及野生型陕北白绒山羊 Ｆ０
及Ｆ１代粪样分别进行培养、计数、统计分析，结果表明两者并
无显著性差异（Ｐ＞０．０５），说明转 ＶＥＧＦ基因和转 Ｔβ４基因
陕北白绒山羊粪便中需氧微生物与野生型陕北白绒山羊不存

在显著性差异，研究结果为转基因陕北白绒山羊的安全性评

价研究提供了试验数据和研究基础。
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