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不同植物提取物组合对湖羊体外发酵及其生长的影响
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　　摘要：为研究开发反刍家畜降甲烷、促生长调节剂，采用体外产气法初步研究不同植物提取物、本试验构建的１株
工程菌（１株表达α－淀粉酵母酶的酵母菌）及其不同组合对湖羊瘤胃发酵过程的影响。体外发酵试验表明，博落回
提取物既有良好的降甲烷效果，又基本不影响微生物蛋白（ｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｆａｃｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，简称ＭＣＰ）产生：发酵１２、２４ｈ，对
照组的甲烷产量分别为７．６２％、１１．７４％，而博落回处理组分别为４．９２％、６．１４％；发酵３６ｈ的微生物蛋白含量对照组
为４１０ｍｇ／Ｌ，而博落回处理组为４０８ｍｇ／Ｌ；添加一定水平的工程菌在基本不影响ＭＣＰ产生的前提下具有一定的降甲
烷效果（降低甲烷产量１２．９％）；博落回提取物与大蒜油和工程菌组合处理组与对照组相比，能抑制３５．４％的甲烷产
生，而其微生物蛋白产量还略高于正对照组，博落回提取物与肉桂油和工程菌组合处理组与对照组相比，抑制２０．２％
的甲烷产生，微生物蛋白产量则基本与对照持平。进一步的动物试验表明，博落回提取物与大蒜油按一定比例组合加

以一定量的活化工程菌，能降低甲烷生成促进湖羊生长。
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　　反刍动物瘤胃内产生的甲烷是有机物发酵的必然产物。
据报道，反刍动物产生的甲烷会造成 ２％ ～１２％能量的损
失［１］。同时，牛、羊等反刍家畜是超强温室气体———甲烷的

主要排放源，全球数十亿头反刍家畜每年排出的甲烷达数亿

吨，导致温室效应不断加剧。目前我国牛、羊等反刍家畜的年

存栏数已达３亿头，随着牛、羊制品需求量的不断上升，这一
数字还在不断刷新，而与此同时我国肩负的温室气体减排任

务却十分艰巨。如何在满足日益增加的牛、羊制品需求的同

时，逐步减少温室气体排放是各国经济、社会发展过程中遇到

的重大挑战，具有“降甲烷”和“促生长”双重功效的微生态制

剂为应对这一挑战提供了切实可行的途径。目前，抗生素离

子载体等已经成功地用于降低瘤胃中能量和蛋白质的损失。

由于抗生素在乳、肉中残留及其对人类健康影响的风险，公众

越来越重视抗生素等促生长剂在畜禽生产中的使用情况［２］。

因此，开发天然的瘤胃调控剂对提高反刍动物生产性能和保

护环境均有重大意义。

　　植物提取物具有天然无耐药性、毒副作用小等优势，近年
来被广泛应用于反刍动物瘤胃调控研究中。本试验采用体外

产气法初步研究不同植物提取物、本试验构建的一株工程菌

（１株表达α－淀粉酵母酶的酵母菌）及其不同组合对湖羊瘤
胃发酵过程的影响，再结合动物试验，筛选出１组降甲烷效果
良好、有一定促生长作用的微生态生长促进剂，可为各种反刍

家畜降甲烷微生态生长促进剂的研究提供借鉴。

１　材料与方法

１．１　体外发酵试验
１．１．１　试验材料　用于本研究的肉桂油、大蒜油、薄菏油、丁
香油均购自江西省吉安盛大香料油有限公司，肉桂油的主要

成分为肉桂醛和苯乙醛，含量分别为８５．６１％、７．３６％；大蒜
油的主要成分为丙级二硫化丙烯，含量为５９．８６％；薄菏油主
要成分为Ｌ－薄荷醇，含量为５１．５８％；丁香油的主要成分为
丁香酚，含量为８５．１３％。博落回提取物（博落回总碱含量≥
６０％、血根碱含量≥４０％）由中科院亚热带研究所提供，莫能
菌素（有效成分含量为４０％）购自江西南昌兽医防疫站。供
试工程菌（１株表达 α－淀粉酵母酶的酵母菌，菌种保藏号为
ＣＣＴＣＣＭ２０１４３９０）为笔者所在研究室重组构建所得。工程菌
的活化：用接种环挑取一定量的工程菌，于１００ｍＬＬＥＤ培养
基中３０℃振荡培养１６ｈ左右即达到生长峰值。
１．１．２　体外瘤胃发酵试验设计　２０１４年４—１２月体外试验
分３批在笔者所在单位动物营养分析实验室进行。（１）降甲
烷天然植物提取物的筛选。试验设负对照组（ＣＫ组，未添加
组）和正对照组即莫能菌素组（添加６０ｍｇ／Ｌ莫能菌素组），５
个处理组分别为肉桂油组、博落回提取物组、大蒜油组、薄菏

油组、丁香油组。各处理组浓度统一用量为５００ｍｇ／Ｌ，每个
处理设５个重复，分别在１２、２４、３６ｈ测定 ＣＨ４含量，发酵结
束后测定发酵液ｐＨ值，并把发酵液保存在４℃冰箱中，用于
微生物蛋白（ｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｆａｃｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，简称 ＭＣＰ）含量测定。
（２）１株表达 ａ－淀粉酵母酶的体外发酵试验。试验设负对
照组（ＣＫ组，未添加组）和正对照组（添加６０ｍｇ／Ｌ莫能菌素
组），处理组接种活化的工程菌１ｍＬ，设５个重复。发酵２４ｈ
测定ＣＨ４含量，并测定发酵液 ｐＨ值，微生物蛋白含量。（３）
降甲烷天然植物提取物与工程菌组合的体外发酵试验。试验

设负对照组（未添加组）和正对照组莫能菌素组（添加６０ｍｇ／Ｌ
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莫能菌素）。处理组添加不同比例的植物提取物并接种活化

工程菌，组合１为博落回提取物＋大蒜油，组合２为博落回提
取物＋肉桂油，组合３为博落回提取物＋大蒜油＋工程菌，组
合４为博落回提取物＋肉桂油 ＋工程菌，天然提取物添加量
５００ｍｇ／Ｌ，工程菌添加量１ｍＬ／５０ｍＬ，每个处理设５个重复。
分别在１２、２４、３６ｈ测定ＣＨ４产量，发酵结束后测定发酵液ｐＨ
值，并把发酵液保存在４℃冰箱中，用于微生物蛋白含量测定。
１．１．３　体外培养　采用 Ｍａｕｒｉｃｉｏ等的压力读取式体外产气
系统［３］进行体外瘤胃发酵培养。体外发酵瘤胃液取自湖羊

养殖基地———乐平市三王牧业有限公司的 ５只体质量为
（３５±３）ｋｇ的成年瘘管湖羊。在试验当天晨饲前抽取湖羊
瘤胃液，４层纱布过滤至预热处理后的收集瓶，在３９℃水浴
中保温，冲入ＣＯ２厌氧备用。在体外培养前，将发酵底物（稻
草粉、玉米粉和黄豆粉按照２∶１∶０．３比例）及相应量的天
然植物提取物和莫能菌素预先装入１００ｍＬ产气瓶中，然后准
确抽取４０ｍＬ人工唾液。将产气瓶用ＣＯ２饱和后密封，并于
３９℃ 恒温培养箱内过夜，再吸取１０ｍＬ瘤胃液于产气瓶中，
混匀，产气瓶置于３９℃恒温培养箱中培养。厌氧人工瘤胃缓
冲液的配制按Ｍｅｎｋｅ等的方法［４］配制。

１．１．４　测定指标及方法　ＣＨ４和 ＣＯ２含量的测定采用
Ｇａｓｂｏａｒｄ３２００Ｌ便携红外沼气分析仪（武汉四方光电科技有
限公司），发酵液ｐＨ值用梅特勒 －托利多酸度计直接测定，
菌体蛋白含量的测定采用 Ｍａｋｋａｒ等的试验原理和试验方
法［５－６］，用嘌呤法测定体外菌体蛋白含量。

１．１．５　统计分析　试验数据采用 Ｅｘｃｅｌ２００３整理，运用
ＳＰＳＳ１８统计软件进行统计分析，采用ＬＳＤ法进行多重比较。
１．２　动物试验
１．２．１　试验材料　试验羊由乐平市三王牧业有限公司提供，
请专业人员装好瘘管，恢复良好后再供试验用。试验于２０１５
年３—９月在乐平市三王牧业有限公司湖羊养殖基地进行。
１．２．２　试验方法　试验选择１５只体质量为３３～３９ｋｇ的成
年湖羊作为研究对象，试验设１组负对照组（ＣＫ组，未添加
组）和１组正对照组莫能菌素组（添加６０ｍｇ／Ｌ）和３个处理
组：组合１，博落回提取物 ＋低浓度大蒜油 ＋工程菌；组合２，
博落回提取物＋高浓度大蒜油 ＋工程菌；组合３，博落回提取
物＋肉桂油＋工程菌。各组之间博落回提取物和工程菌的添
加量一致，分别为每只羊添加２１ｍｇ／ｄ博落回提取物和活化的
工程菌１ｍＬ；组合１的大蒜油添加油为每只羊添加７０μＬ／ｄ；
组合２的大蒜油添加量为每只羊添加７００μＬ／ｄ；组合３的肉
桂油添加量为每只羊添加１７５μＬ／ｄ。每组设３只湖羊重复，
预饲期１０ｄ，正式试验１５ｄ，处理组将添加物每天直接添加到
精料中喂食。精料和粗料分开饲喂，每只羊饲喂 ４００ｇ／ｄ精
料（分２次）、９５０ｇ／ｄ粗料，精粗比为３∶７，０９：００—１０：００第
１次饲喂，１５：００—１６：００第２次饲喂，定时定量饲喂湖羊。粗
料由苔草和花生秧组成，精料由玉米粉、黄豆粉和麸皮组成。

每天记录饲料剩余情况，正式试验３ｄ后采集１次瘤胃液，分
析瘤胃液各项指标性能并发酵２４ｈ后测定甲烷产量、瘤胃液
ｐＨ值、微生物蛋白等指标。试验结束后再取瘤胃液进行分
析，并对羊的体质量进行称量。

１．２．３　测定指标与方法　ＣＨ４和 ＣＯ２含量的测定采用
Ｇａｓｂｏａｒｄ３２００Ｌ便携红外沼气分析仪（武汉四方光电科技有

限公司），发酵液ｐＨ值用梅特勒 －托利多酸度计直接测定，
菌体蛋白含量的测定采用 Ｍａｋｋａｒ等的嘌呤法［５－６］测定体外

菌体蛋白含量。

１．２．４　统计分析　试验数据采用 Ｅｘｃｅｌ２００３整理，运用
ＳＰＳＳ１８统计软件进行统计分析，采用ＬＳＤ法进行多重比较。

２　结果与分析

２．１　体外发酵试验
２．１．１　植物提取物对甲烷产生、发酵液ＭＣＰ和ｐＨ值的影响
　先通过查阅文献初步确定初筛对象，再经过大量反复的体
外发酵试验，筛选出部分降甲烷效果较好的植物提取物（表

１）。由表１可见，与负对照组相比，肉桂油、博落回提取物、
大蒜油、薄荷油、丁香油在发酵１２ｈ时，均有不同程度抑制甲
烷产生的效果，其中肉桂油的抑制效果最明显，大蒜油次之，

博落回提取物、薄荷油、丁香油这３种抑制效果接近。发酵到
２４ｈ时，肉桂油抑制甲烷产生效果依然最显著，大蒜油次之，
而丁香油已无抑制效果。发酵到３６ｈ时，肉桂油的抑制效果
比较明显，甚至超出正对照组莫能菌素组，其他的均基本已经

恢复与对照相同的产甲烷水平。

表１　不同时间点各处理组的ＣＨ４含量变化情况

组别
ＣＨ４含量（％）

１２ｈ ２４ｈ ３６ｈ
负对照组 ７．６２ａ １１．７４ａ ７．５４ａ
肉桂油 １．８８ｄ ２．５４ｅ ４．９６ｂ
博落回提取物 ４．９２ｂ ６．１４ｃ ７．６０ａ
大蒜油 ３．６６ｃ ４．９８ｄ ７．４４ａ
薄荷油 ５．１４ｂ ５．１４ｄ ７．２８ａ
丁香油 ５．３８ｂ １３．２４ａ ７．７０ａ
莫能菌素 ３．６８ｃ ７．９２ｂ ５．８０ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著，下表同。

　　发酵１２ｈ时，肉桂油抑制产甲烷效果明显高于莫能菌素
组，大蒜油的抑制效果与莫能菌素组相当，其他组的抑制效果

不同程度地低于莫能菌素组；发酵２４ｈ时，肉桂油的抑制效
果极显著高于莫能菌素组，然后依次是大蒜油、薄荷油、博落

回提取物，而丁香油组则显著高于莫能菌素组，与负对照组相

当，即丁香油在２４ｈ已无抑制效果；发酵到３６ｈ时，则除了肉
桂油抑制效果高于莫能菌素外，其他的抑制效果都不同程度

地低于莫能菌素组，均与负对照组相当，即除肉桂油组外，其

他试验组已无抑制效果。

ＭＣＰ是反刍动物最主要的氮源供应者，ｐＨ值是一项反
映瘤胃内环境稳态的指标。本试验取发酵３６ｈ后的发酵液
并测定其ｐＨ值和ＭＣＰ含量。由表２可知，除博落回提取物
处理的发酵液ＭＣＰ含量与正负对照组接近外，其他处理均不
同程度低于正负对照组，以大蒜油含量最低；各处理 ｐＨ值与
正负对照差异均不显著，说明不同处理对瘤胃环境影响不大。

２．１．２　１株表达α－淀粉酵母酶的酵母菌的体外发酵试验　
初步了解到，瘤胃液体外发酵２４ｈ即能大致确定各项指标的
变化。因此，为节省工作量，低甲烷活性菌群的选育只选取发

酵２４ｈ这一时间点测定各项指标。由表 ３可知，发酵 ２４ｈ
时，与负对照组相比，工程菌处理组（降低１２．９％）有部分降
甲烷效果，但没有正对照组效果明显。而微生物蛋白含量与
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负对照组略有下降但明显高于正对照组，而各处理的 ｐＨ值
变化不大。说明工程菌处理组在影响微生物蛋白产量和瘤胃

环境较小的前提下，能同时抑制甲烷的产生，是一种潜在的理

想添加剂。

表２　各处理组对发酵液ＭＣＰ含量和ｐＨ值变化情况

组别 ＭＣＰ含量（ｍｇ／Ｌ） ｐＨ值
负对照组 ４１０ａ ６．８６ａ
肉桂油 ３２４ｂ ６．８８ａ
博落回提取物 ４０８ａ ６．８８ａ
大蒜油 ２８３ｂ ６．８５ａ
薄荷油 ３６７ａ ６．９０ａ
丁香油 ３８６ａ ６．８５ａ
莫能菌素 ３９５ａ ６．８５ａ

表３　工程菌处理２４ｈ后甲烷、ＭＣＰ含量及ｐＨ值的变化

组别 ＣＨ４（％） ＭＣＰ含量（ｍｇ／Ｌ） ｐＨ值
负对照组　 ６．８２ａ ５８６ａ ６．８８ａ
工程菌　 ５．９４ａ ５２９ａ ６．８６ａ
莫能菌素 ４．２１ｂ ３９１ｂ ６．８７ａ

２．１．３　降甲烷天然植物提取物与工程菌组合的体外发酵试
验　通过不同组合和添加不同的天然植物提取物并接种活化
的工程菌反复进行瘤胃液的体外发酵试验，筛选出各项指标

相对理想的组合。由表４可知，与负对照组相比，不同组合处

理均有抑制甲烷的效果，其中组合３效果最为明显，约降低
３２．５％，而其微生物蛋白还显著高于正对照组；其次是组合１
和组合４，分别约降低３０．１％、２０．５％，而组合１的微生物蛋
白含量则略低于组合４。莫能菌素作为正对照，抑制甲烷效
果均比各处理显著，但由于其强抑制甲烷产生，而导致微生物

蛋白含量也是最低。另外，从表４还可以看出，各处理的 ｐＨ
值比较接近，无明显变化。综合考虑各项指标变化可以得知，

组合３和组合４是比较理想的处理组合。

表４　不同处理２４ｈ后甲烷、ＭＣＰ含量及ｐＨ值的均值变化

组别 ＣＨ４含量（％）ＭＣＰ含量（ｍｇ／Ｌ） ｐＨ值
负对照组 ７．４５ａ ５７２ａ ６．９０ａ
组合１ ５．２１ｃ ５５７ａ ６．８８ａ
组合２ ６．１８ｂ ４９１ｂ ６．８９ａ
组合３ ５．０３ｃ ５８０ａ ６．８７ａ
组合４ ５．９２ｂ ５６７ａ ６．８５ａ
莫能菌素 ３．６１ｄ ４３８ｂ ６．８６ａ

２．２　动物试验
２．２．１　试验对瘘管湖羊采食量的影响　图１为动物试验用
瘘管湖羊。由于添加的博落回提取物和精油有刺激味特别是

大蒜油比较明显，所以在饲喂瘘管羊的过程中发现直接饲喂

会比较严重影响羊的采食量（表５），而莫能菌素可能是由于
采用无水乙醇处理而严重影响试验羊的食欲。

表５　不同处理７ｄ平均剩料量

组别 采食量（ｇ／ｄ）
负对照组 １２９８．２９ｃ
组合１ １２５２．７６ｂ
组合２ １２６３．３８ｂ
组合３ １２５９．６７ｂ
莫能菌素 １２２２．００ａ

２．２．２　试验对瘘管湖羊瘤胃液的影响　动物试验３ｄ后各处
理对瘘管羊瘤胃液的影响总结见表６，由于试验仪器故障，甲
烷的产生量没收集到数据。由表６可知，与负对照组相比，除
组合２的微生物蛋白含量提高较少外（提高６．５％），组合１和
组合３均显著提高了微生物蛋白量（提高８４．５％和６７６％），
也同时均高于正对照莫能菌素的微生物蛋白量（提高３６．８％
和２４．３％）；组合２略高于负对照组，而低于正对照组。与负
对照相比，组合１氨态氮含量显著提高（８１．６％），组合２和组
合３的氨态氮含量分别提高４０．８％、４４．７％；３个组合氨态氮
含量均高于正对照组（分别为３０．２％、０．９％、３８％）。与负对
照组相比，组合１和组合２的ｐＨ值明显降低，而组合３的ｐＨ
值变化不大，而正对照组的ｐＨ值则显著高于各处理组。

表６　动物试验３ｄ后不同组合处理对瘤胃液的影响

组别 ＭＣＰ含量（ｍｇ／Ｌ）氨态氮含量（ｍｇ／Ｌ） ｐＨ值
负对照组 ２７８ｂ ７６ｃ ６．７６ｂ
组合１ ５１３ａ １３８ａ ６．５２ｃ
组合２ ２９６ｂ １０７ｂ ６．４１ｃ
组合３ ４６６ａ １１０ｂ ６．７１ｂ
莫能菌素 ３７５ｂ １０６ｂ ６．９５ａ

　　由表７可知，与负对照相比，组合１和组合２降甲烷效果
明显，甲烷产生量分别降低１８．５％和２３．７％，不过均低于莫
能菌素的抑制效果（甲烷产生量降低４８．４％），有可能是与莫
能菌素添加量过大有关系；组合３无抑制产甲烷效果，反而促
进了甲烷生成。与负对照组相比，除组合２的微生物蛋白含
量略有降低外（降低１．８％），与３ｄ动物试验后的瘤胃液变
化相同，组合 １和组合 ３均显著提高了微生物蛋白量
（３５４％、３７．２％），但略低于正对照组莫能菌素的微生物蛋
白含量；与负对照组相比，与３ｄ动物试验后的瘤胃液变化相
反，组合１氨态氮含量显著降低４４．４％，组合２和组合３的氨
态氮含量变化不大（组合２降低７．３％和组合３提高６．０％）。
各处理组的瘤胃液 ｐＨ值变化均不大，表明整个瘤胃液系统
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状态基本稳定。综合考虑表６、表７动物试验羊瘤胃液各个
指标变化结果可知，组合１是比较理想的降甲烷微生态调控
剂配方，而组合３在动物试验３、７ｄ对瘤胃液的降甲烷效果
存在截然相反的效果，具体原因有待进一步研究分析。

表７　动物试验７ｄ不同组合处理对瘤胃液的影响

处理
甲烷

（％）
ＭＣＰ含量
（ｍｇ／Ｌ）

氨态氮含量

（ｍｇ／Ｌ） ｐＨ值

负对照组 ５．５８ｂ ３９３ｂ １５１ａ ６．５３ａ
组合１ ４．５５ｂ ５３２ａ ８４ｂ ６．２３ａ
组合２ ４．２６ｂ ３８６ｂ １４０ａ ６．４９ａ
组合３ ８．５８ａ ５３９ａ １６０ａ ６．６１ａ
莫能菌素 ２．８８ｃ ５５４ａ １０５ｂ ６．７２ａ

２．２．３　试验对瘘管湖羊体质量的影响　由表８可知，组合１
处理的湖羊体质量增加率比负对照组略高０．９３％，而比正对
照高５０．１４％，说明组合 １作为添加剂明显优于莫能菌素。
组合２的湖羊平均体质量增长率比负对照组高４．８１％，比组
合１高约３．９％，这可能与添加的大蒜油浓度略高，能更好地
抑制甲烷的同时又对微生物活动影响不大有关系。而组合３
的湖羊平均体质量增长率远低于对照组，其原因有待进一步

的试验求证。在本研究中，综合各项指标及动物试验，组合１
和组合２是相对理想的处理组合，而它们的差别也仅是添加
的大蒜油浓度不一样，所以进一步摸索不同的大蒜油添加比

例，以达到最佳的降甲烷和促生长效果。

表８　不同处理对瘘管湖羊体质量的影响

组别
体质量（ｋｇ）

试验前 试验后

平均增长率

（％）
与负对照组

相比（％）

负对照组 ３７．００ａ ３９．００ａ ５．４０ａ —

组合１ ３６．６７ａ ３８．６７ａ ５．４５ａ ０．９３
组合２ ３５．３３ａ ３７．３３ａ ５．６６ａ ４．８１
组合３ ３５．００ａ ３５．３３ｂ ０．９４ｃ －８２．５９
莫能菌素 ３６．６７ａ ３８．００ａ ３．６３ｂ －３２．７８

３　讨论

３．１　体外发酵试验
本研究应用体外发酵试验主要测定湖羊发酵液的甲烷产

量、ＭＣＰ含量及其ｐＨ值，初步筛选湖羊降甲烷，促生长微生
态制剂成分及组合。有研究表明，博落回是一种纯天然绿色

生物“三药”产品，可以作为防治水果、蔬菜、粮食作物、棉花

的病虫害［７－８］等的生物农药、兽药、医药原料。此外，博落回

被欧洲食品安全局认可为用于动物饲料添加剂的资源植

物［９－１０］。在奶牛饲粮中添加博落回提取物可以增加氮的利

用效率，因为博落回提取物加强了瘤胃微生物作用，减少了瘤

胃无氨态氮降解作用，从而加强了瘤胃氮的消化［１１］；此外，博

落回提取物对奶牛的乳房炎具有改善作用。在羊饲粮中添加

博落回提取物可以帮助改善由于酷暑造成生长性能下降的不

良反应，这种改善作用可能是由于抗炎作用和营养吸收加强

而形成的［１２］。博落回提取物在湖羊瘤胃体外试验中，低浓度

时提高甲烷产生，高浓度时能有效降低甲烷，促进发酵模式由

乙酸型向丙酸型转变［１３］，所以本研究所采用的博落回提取物

添加浓度相对较高，而且没设浓度梯度，其添加浓度的影响有

待进一步的研究探索。植物精油在反刍动物瘤胃发酵调控中

的研究比较多［１４－１５］。本研究以降甲烷、促生长为主要目标，

发现肉桂油、大蒜油和博落回提取物的降甲烷效果良好，而其

中只有博落回提取物处理组的ＭＣＰ含量与对照接近，其他都
不同程度地导致了ＭＣＰ含量的降低。

饲粮中添加酿酒酵母培养物对稳定幼年或成年反刍动物

瘤胃内微生物活动、保持正常的 ｐＨ值、降低乳酸生成量、防
止酸中毒、促进纤维分解菌生长方面都有积极作用［１６］，本研

究采用直接添加活化的笔者所在实验室重组的１株酵母工程
菌，简单易行，结果表明其有一定的抑制甲烷效果，而对瘤胃

液的ＭＣＰ含量及ｐＨ值基本无影响。结合前面试验的结果，
本研究进行几种天然植物提取物与工程菌组合的湖羊的体外

发酵，筛选出博落回提取物与肉桂油或者大蒜油辅以一定剂

量的重组工程菌组合来进行下一步的动物试验，而对各成分

的添加比例及相互作用机制则未涉及，有待进一步的研究。

３．２　动物试验
由于添加的博落回提取物和精油有刺激味，特别是大蒜

油比较明显，所以会比较严重影响羊的采食量，而添加低浓度

大蒜油的平均剩料量反而比添加高浓度的大蒜油的略高，其

原因有可能与羊的个体差异、试验过程数据收集误差有关，而

莫能菌素组可能是采用无水乙醇处理严重影响试验羊的食

欲。试验对瘘管湖羊瘤胃液的影响依然是采用体外培养的方

法，添加了肉桂油组的组合在动物试验后７ｄ的甲烷产量相
比对照还高，在一定程度上说明肉桂油后续有促进甲烷生成

的作用，但由于体外试验的局限性，这一结果还有待于更先

进、更科学的方法如呼吸室法等来检验。而各处理组对瘤胃

液的影响则可以通过研究其瘤胃液微生物的结构变化进行进

一步的分析。添加大蒜油的组合处理组与对照组相比均提高

了湖羊的体质量增长率，其添加比例有待进一步优化；而添加

了肉桂油的组合处理组和添加莫能菌素组的湖羊组体质量增

长率反而降低，其原因有待进一步研究。

４　结论

在研究过程中发现，降甲烷的天然植物提取物比较多，但

要达到降甲烷的同时，既能提高饲料利用率和生长速率相对

较少，笔者通过大量的筛选和反复试验发现，博落回提取物基

本具备这三重功效，是一种潜在的理想的反刍动物饲料天然

植物添加剂。笔者所在的实验室构建的酵母工程菌也有一定

的降甲烷能力，而其对反刍动物瘤胃内环境的影响则有待更

深入研究。博落回提取物与大蒜油按一定比例组合并加以一

定量的活化工程菌，无论在体外发酵试验还是在瘘管湖羊的

动物试验，均降低甲烷生成。但由于博落回提取物与大蒜油

的刺激性气味，其适口性还有待大大改善，还应进一步摸索不

同的大蒜油添加比例，以达到最佳的降甲烷和促生长效果。
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食源性单增李斯特菌毒力岛基因检测与致病性
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　　摘要：为了解食源性单增李斯特菌分离株的毒力岛１（ＬＩＰＩ－１）和毒力岛２（ＬＩＰＩ－２）的基因及致病性。利用ＰＣＲ方
法对８株分离株ＬＩＰＩ－１和ＬＩＰＩ－２进行基因检测，小鼠腹腔接种分离株菌悬液５×１０７ＣＦＵ／只，进行致病性的初步试
验。结果显示，ＬＩＰＩ－１的６个毒力基因除 ａｃｔＡ基因检出率为５０．０％外，ｈｌｙ、ｐｒｆＡ、ｐｌｃＡ、ｐｌｃＢ、ｍｐｌ的检出率为１０００％；
ＬＩＰＩ－２中ｉｎｌＡ、ｉｎｌＢ、ｉｎｌＣ基因检出率为１００．０％，ｉｎｌＤ和ｉｎｌＥ基因检出率分别为８７．５％和７５．０％，ｉｎｌＦ和ｉｎｌＧ毒力因子
基因的检出率较低，分别为５０．０％和３７．５％。小鼠致病性试验显示，８株分离株均能致死小鼠，致死率在５０．０％ ～
１００．０％。其中，ＬＭ５５６７和ＬＭ５５７０在５ｄ内全部死亡，致死率为１００．０％，表明这２株菌对小鼠有强致病力。说明
ＬＩＰＩ－１基因检出率高于ＬＩＰＩ－２的基因检出率；菌株的致病性与毒力岛基因的携带率无明显相关，但分离株对小鼠
均有致病性，提示食品安全不容忽视。本研究为食源性单增李斯特菌毒力岛基因携带率与致病力的关系提供铺垫。

　　关键词：食源性单增李斯特菌；毒力岛１（ＬＩＰＩ－１）；毒力岛２（ＬＩＰＩ－２）；致病性；基因检出率
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　　李斯特菌属包括单增李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ，
ＬＭ或Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）、绵羊李斯特菌（Ｌ．ｉｖａｎｕｉｉ）、英诺克
李斯特菌（Ｌ．ｉｖａｎｏｖｉｉ）、罗氏李斯特菌（Ｌ．ｒｏｃｏｕｒｔｉａｅ）、默氏李

斯特菌（Ｌ．ｍａｒｔｈｉｉ）、西尔李斯特菌（Ｌ．ｓｅｅｌｉｇｅｒｉ）、格氏李斯特
菌（Ｌ．ｇｒａｙｉ）和威尔斯李斯特菌（Ｌ．ｗｅｌｓｈｉｍｅｒｉ）８种菌［１］，其

中，ＬＭ是食源性李斯特菌病的条件性致病菌，与人的疾病密
切相关，可穿越肠道屏障、血脑屏障和胎盘屏障［２］，在临床上

引起脑炎、脑膜炎、流产和死胎等，同时该菌可引起家禽坏死

性肝炎和心肌炎的病理变化［３］。对于人类，特别是新生儿、

孕妇、老年人及免疫功能缺陷者易引起疾病，致死率达

２０％～３０％［４－５］，在新生幼儿和免疫力低下的人群中更高达

７０％［６］。许多国家已将此菌列为食品微生物安全检测项目，
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