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随着人们对食品安全关注的日益增加，中药型添

加剂的应用再次受到广泛的重视，与中药类添加剂相

比，抗生素类添加剂容易导致细菌产生抗药性，造成

动物机体的免疫力下降，引发二次感染，并在畜产品

中残留 [1]。实践证明，天然中草药植物添加剂与抗生

素类添加剂相媲美，且具有抗生素不可替代的功能，

其作用主要体现在增强机体免疫功能，提高抗病力，

抑菌抗病毒作用；增进食欲，提高营养物质的利用和

促生长作用；增强抗应激功能；提高畜产品品质等 [2]。

因此，中草药添加剂在日粮中的应用对家畜生产性能

的影响及食品安全有着重要的意义。

冬虫夏草是麦角菌科真菌冬虫夏草菌寄生在蝙蝠

蛾科昆虫幼虫上的子座及幼虫尸体的复合体 [3]，是我

国名贵的中草药之一。目前已测定的成分包括虫草多

糖、蛋白质和氨基酸、脂肪和脂肪酸、虫草素和生物

碱等 [4]。地顶孢霉培养物是虫草类添加剂的一种，是

由古尼虫草上提取的地顶孢霉菌经 SDAY 培养基斜面

培养，察氏培养基液体培养和发酵罐人工发酵等得到

的饲料添加剂。魏建忠等人证明了地顶孢霉培养物具

有促进仔猪生长和提高免疫力的功能 [5]。国内已有研

究结果表明，虫草具有很强的免疫调节功能，可促进

特异性抗体的产生，增强机体体液免疫应答 [6]。有研

究表明，虫草具有促进癌细胞凋亡的作用 [7]。并且地

顶孢霉培养物能够增加蛋鸭的体重，提高蛋鸭产蛋率

以及鸭蛋品质 [1]。国外报道称，虫草菌丝体可以改善

奶牛瘤胃微生物发酵功能，提高产气量和瘤胃中挥发

性脂肪酸（VFA）的浓度，并促进纤维素滤纸的消化 [8]，

而蛹虫草菌丝能够提高瘤胃微生物中纤维分解菌和纤

维素酶的活性 [9]。但有关地顶孢霉培养物对反刍动物

影响的研究相对较少，而地顶孢霉培养物又是一种非

常有潜力的瘤胃发酵调控剂。所以本试验旨在研究地

顶孢霉培养物对奶牛瘤胃发酵和瘤胃微生物区系的影

响，确定地顶孢霉培养物的调控效果与适宜剂量，为

地顶孢霉培养物在奶牛业的应用提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验动物和日粮组成

地顶孢霉培养物（Acremonium Terricola culture，
ATC）产自合肥迈可罗生物工程有限公司，是由古尼

虫草中提取出地顶孢霉菌经 SDAY 培养基斜面培养，

察氏培养基液体培养和发酵罐人工发酵得到的灭活的

虫草类添加剂，含有 26.84% 粗蛋白（CP），5.00%
粗纤维（CF），3.06% 粗脂肪（EE），4.04% 粗灰分

（Ash），和 61.06% 无氮浸出物（NFE）（干物质基
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摘  要：本试验旨在研究不同剂量地顶孢霉培养物对奶牛瘤胃发酵、瘤胃微生物区系的影响，试验选用四头体

重 600kg 左右并且装有永久性瘤胃瘘管的荷斯坦牛，饲喂不同剂量的地顶孢霉培养物，分为 A 组即对照组（基

础日粮）、B 组（基础日粮 +10g 地顶孢霉培养物）、C 组（基础日粮 +20g 地顶孢霉培养物）、D 组（基础日

粮 +30g 地顶孢霉培养物），试验采用 4×4 拉丁方试验设计，共分为 4 期，每期 15d。结果：（1）与 A 组相比，B、

C、D 三组极显著提高了瘤胃中 NH3-N 的浓度（P<0.01），C 组和 D 组极显著提高了瘤胃液中总挥发酸（TVFA）

和乙酸的浓度（P<0.01），其中 D 组极显著提高了瘤胃液中丙酸的浓度（P<0.01），并显著降低了瘤胃 pH 值

（P<0.05）。（2）D 组瘤胃中原虫的数量显著高于 A 组（P<0.05）。试验组的黄色瘤胃球菌、白色瘤胃球菌

和溶纤维丁酸弧菌的数量极显著高于 A 组（P<0.01）。C 组和 D 组的普雷沃氏菌数量极显著高于 A 组（P<0.01），

且牛链球菌的数量极显著高于 A 组（P<0.01），但试验组的产琥珀酸丝状杆菌数量极显著降低（P<0.01）。结论：

地顶孢霉培养物可改善瘤胃发酵环境，维持瘤胃代谢稳定，是一种可以广泛应用于牧场的优质添加剂，在本试

验条件下以 30 g/（头·d）添加量为最佳。
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础）。其中功能性成分含量分别是：虫草酸 84.50 g/
kg、虫草多糖 44.60 g/kg、虫草素 0.432 g/kg、甾醇 0.597 
g/kg、总氨基酸 218.1 g/kg。

试验选用 4 头体重 600kg 左右，装有永久性瘤胃

瘘管的健康荷斯坦牛，拴饲。预试期与正试期的日粮

保持一致，粗饲料选择玉米青贮、羊草及苜蓿，采取

先粗后精的饲喂方式，于每日 6:00、18:00 单槽饲喂，

准确称重各种饲料，保证自由饮水，基础饲粮组成及

营养水平见表 1。

1.2　试验设计

试验采用 4×4 拉丁方试验设计，分为 A 组、B
组、C 组和 D 组。A 组：基础日粮；B 组：基础日粮

+10g 地顶孢霉培养物；C 组：基础日粮 +20g 地顶孢

霉培养物；D 组：基础日粮 +30g 地顶孢霉培养物。

在预试期晨饲前，将地顶孢霉培养物与 100 g 左右的

基础日粮进行混合，预先饲喂奶牛，完全采食后继续

饲喂其他基础日粮 [10]，试验分 4 期进行，每期预试期

15d，正试期 3d。
1.3　样品的采集和指标的测定

1.3.1　样品的采集与保存

分别于正试期三天内，在晨饲后 0、2、4、6、8、
10 和 12h 对试验所有牛只取瘤胃液 50mL，四层纱布

过滤并离心，待测瘤胃液 pH。取样品存放于 10mL
离心管中，加入 25% 的偏磷酸 1mL，放于 -20℃的冰

箱中，待测瘤胃液中 VFA 和 NH3-N 的浓度。

1.3.2　瘤胃液 pH 值的测定

采样后立即进行 pH 值的测定，仪器釆用 Starto-
rius Basic pH 值 Meter PB-20 型酸度计。

1.3.3　瘤胃液 NH3-N 的测定

采用冯宗慈比色法进行瘤胃液NH3-N的测定 [11]。

1.3.4　瘤胃液中 VFA 浓度的测定

用气相色谱仪 ( 岛津 GC-2010，日本 ) 测定

VFA[12]。

1.3.5　瘤胃原虫数量和菌群的测定

在正试期最后两天，于晨饲后 0、2、4、6、
8、10 和 12h 采集瘤胃液，用于瘤胃细菌数量的

检测。瘤胃液中总 DNA 提取采用的是珠磨 - 十六

烷基三甲基溴化铵法（CTAB）[13]。瘤胃液中的

总 菌、 普 雷 沃 氏 菌（Prevotella）、 黄 色 瘤 胃 球

菌（Ruminococcus flavefaciens）、 白 色 瘤 胃 球 菌

（Ruminococcus albus）、产琥珀酸丝状杆菌（Fibrobacter 
succinogenes）、牛链球菌（Streptococcus bovis）、

溶纤维丁酸弧菌（Butyrivibrio fibrisolvens）和原虫

（Protozoal population）的相对含量采用营光定量

PCR，引物参考 Khafipour[14]，全序列引物见表 2。
荧光定量所用仪器为 ABI 7500 型荧光定量 PCR 仪，

Real-time PCR SYBR Green I RT-PCR 试剂盒购自大连

宝生物公司。Real-time PCR 扩增反应：95℃变性 7 
min，55℃ 1 min，72℃ 3 min，35 个循环；72℃延伸

7 min。
根据测得的阈值循环（Ct），计算目标菌的相对

菌群数量（Relative population size，RPS）[15]。RPS（%）

=2-（Ct 目标菌 -Ct 总菌）×100。

1.4　数据统计分析

按照 4×4 拉丁方试验设计，数据采用 SAS 9.1.2
软件包中的 PROC MIXED 程序进行分析。模型如下：

Yijk = µ+Ti+Pj+Ck+Eijk，式中，Yijk 为因变量值；µ 为总

表 1  基础饲粮组成及营养水平（干物质基础，%）

表 1  基础饲粮组成及营养水平（干物质基础，%）

日粮组成 比例 营养成分 比例

苜蓿 2.41 泌乳净能② (MJ/kg) 21.3

羊草 27.21 蛋白 CP 15.31

青贮 20.47 中洗 NDF 52.96

干酒糟 11.16 酸洗 ADF 26.55

麦麸 4.68 干物质（kg） 12.4

玉米 22.95

豆粕 9.15

磷酸氢钙 0.24

石灰石 0.96

盐 0.16

预混料① 0.32

合计 100

项目 引物

总菌
5'GAAGAGTTTGATCATGGCTCAG

3'CTGCTGCCTCCCGTAG

普雷沃氏菌
5'GCGAAAGTCGGATTAATGCTCTATG

3'CCCATCCTATAGCGGTAAACCTTTG

黄色瘤胃球菌
5'CGAACGGAGATAATTTGAGTTTACTTAGG

3'CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC

白色瘤胃球菌
5'CCCTAAAAGCAGTCTTAGTTCG

3'CCTCCTTGCGGTTAGAACA

产琥珀酸丝状杆菌
5'GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA5'

3'CGCCTGCCCCTGAACTATC

牛链球菌
5'CGATACATAGCCGACCTGAG

3'TAGTTAGCCGTCCCTTTCTG

溶纤维丁酸弧菌
5'GGAGCAAACAGGATTAGATACCC

3'TGACGACAACCATGCACCAC

原虫
5'GCTTTCGWTGGTAGTGTATT

3'CTTGCCCTCYAATCGTWCT

注：①每千克预混料含有：VA 800000 lU，VD 700 000 lU，VE 10000 lU，Fe 
1600mg，Cu 1500 mg，Zn 10000 mg，Mn 3500 mg，Se 80 mg，I 120 mg，
Co 50 mg。
②泌乳净能是计算值，其余是实测值。
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体平均值；Ti 为处理（i = 1-3）；Pj 为试验期（j = 1-3）；
Ck 为试验牛（k = 1-3）；Eijk 为残差值。P < 0.05 代表

差异显著，结果以平均值±标准误的形式表示。

2　结果与分析

2.1　地顶孢霉培养物对奶牛瘤胃发酵的影响

与 A 组相比，B、C、D 三组极显著提高了瘤胃

中 NH3-N 的浓度，而 C 组和 D 组提高了瘤胃液中总

挥发酸（TVFA）和乙酸的浓度且差异极显著（P<0.01），
其中D 组极显著提高了瘤胃液中丙酸的浓度（P<0.01）
并显著降低了瘤胃 pH（P<0.05），而丁酸浓度各组

之间无显著性差异（P>0.05）。

2.2　地顶孢霉培养物对奶牛瘤胃菌群的影响

由表 4 可知，与 A 组相比，D 组可显著提高瘤

胃中原虫的数量（P<0.05），而其他各组差异不显著

（P>0.05）。试验组的黄色瘤胃球菌、白色瘤胃球菌

和溶纤维丁酸弧菌的数量极显著高于 A 组（P<0.01），

而白色瘤胃球菌和溶纤维丁酸弧菌各试验组之间差异

不显著（P>0.05）。C 组和 D 组的普雷沃氏菌和牛

链球菌数量极显著高于 A 组（P<0.01）。但与 A 组

相比，各试验组的产琥珀酸丝状杆菌数量极显著降低

（P<0.01）。

3　讨论

3.1　地顶孢霉培养物对瘤胃发酵的影响

评价瘤胃发酵效率一般采用瘤胃中 pH 值、氨态

氮浓度、瘤胃内挥发性脂肪酸的浓度和微生物蛋白产

量等内环境指标 [16]。这些指标受到诸多因素的影响，

例如日粮的性质、唾液的分泌、饲料蛋白降解率、瘤

胃微生物的结构等。其中，瘤胃微生物的结构与数量

是决定瘤胃发酵功能的重要因素之一，瘤胃微生物对

日粮中蛋白的降解速度与自身的合成速度会直接影响

NH3-N 的浓度 [17]。有研究表明，瘤胃微生物活性较强

时能产生相对较多的 VFA[16]，而挥发酸的产量是直接

决定 pH 高低的因素。

瘤胃 pH值是一项评价瘤胃发酵状况的综合指标，

主要受唾液、日粮组成、瘤胃中挥发性脂肪酸和可消

化碳水化合物等诸多因素的影响。本试验中，D 组的

pH 值显著低于对照组，结合本试验其他指标测定结

果分析，D 组的乙酸浓度也显著高于对照组，同时原

虫和黄色瘤胃球菌、白色瘤胃球菌的数量也极显著高

于对照组，所以 pH 降低的原因可能是由于地顶孢霉

培养物促进了原虫和部分纤维分解菌的增殖，这几种

菌的增加使日粮中纤维的降解得到有效的提高，而大

量的纤维降解则产生大量的挥发酸，从而使 pH 降低。

也有大量的文献证实，瘤胃液中 VFA 浓度增加是导

致瘤胃 pH 下降的主要因素 [18, 19]。Yeo 等人的研究表

明，具有与地顶孢霉培养物相同功能性成分的蛹虫草

菌丝能够增加瘤胃体外产气量和挥发酸产量，降低瘤

胃 pH[8]，这与本试验的结果相似。一般情况下，瘤胃

pH 值在 5.5~7.5 之间波动 [20]，本试验测得瘤胃 pH 值

均在此范围内。

作为瘤胃微生物生长繁殖所需的主要氮源之一，

瘤胃液 NH3-N 浓度的变化反映了瘤胃细菌微生物对

日粮中氮的降解速度以及瘤胃细菌微生物对 NH3-N
利用速度之间的平衡关系 [21]。本试验中，试验组的

NH3-N 的浓度极显著高于对照组，根据本试验的其他

结果推测，试验组的普雷沃氏菌和原虫数量也高于对

照组，所以 NH3-N 提高的原因可能是由于地顶孢霉

培养物促进了普雷沃氏菌和原虫的增殖，提高了日粮

中蛋白质的降解速率。有研究表明，栖瘤胃普雷沃氏

菌被认为是数量最多的蛋白降解菌 [22]。而原虫也是蛋

白降解过程的重要参与者 [23]。地顶孢霉培养物含有丰

富的蛋白质、氨基酸等营养成分。虫草添加剂目前已

测定的成分包括虫草多糖、蛋白质和氨基酸、D- 甘
露醇、脂肪和脂肪生物碱等 [4]。因此，日粮中添加地

顶孢霉培养物可能提高了瘤胃中微生物可利用蛋白的

浓度，从而使更多的蛋白质转化为 NH3-N，使瘤胃内

NH3-N 浓度提高。

表 3  地顶孢霉培养物对奶牛瘤胃发酵的影响

表 4  地顶孢霉培养物对瘤胃微生物的影响

项目 A 组 B 组 C 组 D 组 SEM P-value

pH 6.82a 6.79ab 6.81a 6.76b 0.01 <0.05

NH3-N（mg/dL） 12.63c 13.44b 13.66b 14.14a 0.15 <0.01

总酸（mmol/L） 90.08c 90.56c 95.14b 98.98a 1.07 <0.01

乙酸（mmol/L） 57.72b 57.49b 61.28a 62.94a 0.95 <0.01

丙酸（mmol/L） 21.13b 21.19b 21.75b 23.15a 0.34 <0.01

丁酸（mmol/L） 8.87 9.39 9.61 10.24 0.49 0.3

项目 A 组 B 组 C 组 D 组 SEM P-value

目标菌的相对菌群数量（%）

原虫数量 0.03b 0.03b 0.03b 0.04a 0.01 0.02

黄色瘤胃球菌 5.03c 6.89b 7.36ab 7.93a 0.52 <0.01

白色瘤胃球菌 3.78b 6.08a 6.25a 6.37a 0.64 <0.01

产琥珀酸丝状杆菌 0.46a 0.37bc 0.37c 0.28c 0.08 <0.01

普雷沃氏菌 3.81c 4.68bc 5.22b 6.32a 0.47 <0.01

牛链球菌 5.46c 7.31bc 9.38ab 9.81a 1.25 <0.01

溶纤维丁酸弧菌 4.86b 6.85a 6.81a 6.48a 0.45 <0.01

注：同行肩标不同小写字母表示差异显著 (P<0.05)，有相同字母或无字母
表示差异不显著（P>0.05）。下同。

注：相对菌群数量：目标菌占总菌 16SrRNA 基因的百分数。
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瘤胃的发酵是反刍动物独特的营养生理功能，而

VFA 又是直接反映瘤胃发酵功能的重要指标。瘤胃

VFA 的产量主要来自进入瘤胃的饲料碳水化合物的发

酵 , 是奶牛重要的能源物质，为瘤胃微生物的合成提

供能量 [24]。在本试验中，地顶孢霉培养物可极显著

提高瘤胃中 TVFA、乙酸和丙酸浓度，这可能与瘤胃

中原虫和部分纤维分解菌和非纤维分解菌数量的增加

有关。本试验中，试验组黄色瘤胃球菌和白色瘤胃球

菌、普雷沃氏菌和原虫的数量显著提高，以上几种菌

数量的增加可以改善瘤胃发酵功能，而改善瘤胃发酵

功能可提高饲料营养物质的瘤胃降解速率 [25]，从而产

生大量的乙酸、丙酸等挥发性脂肪酸。有研究表明，

TVFA 的浓度和乙酸浓度的上升，说明瘤胃产 VFA 的

微生物类群数量或者代谢能力提高，促进了碳水化合

物的降解，使得瘤胃内环境发生变化 [17, 21]。Yeo 等 [8]

通过体外发酵试验发现蛹虫草菌丝能够显著提高体外

产气量和挥发酸产量，这与本试验的结果相似。

3.2　地顶孢霉培养物对奶牛瘤胃菌群的影响

瘤胃内的微生物主要包括原虫和瘤胃细菌、真菌

等。对于反刍动物来说，瘤胃微生物的数量和结构与

粗饲料的消化利用有着十分紧密的联系。本试验结果

表明，日粮中添加地顶孢霉培养物提高了部分纤维分

解菌和非纤维分解菌的数量，这与本试验结果相似。

但产琥珀酸丝状杆菌的数量却有所降低。已有研究表

明，虫草素和虫草菌丝与某些次级代谢产物同样具有

抑制产琥珀酸丝状杆菌的生长的作用 [26, 27]，原因尚不

明确。但这一结果证明了地顶孢霉培养物可调节瘤胃

菌群的结构，为地顶孢霉培养物对瘤胃内环境的改善

提供理论依据。Yeo 等 [9] 通过体外发酵试验证明蛹虫

草菌丝能够增加瘤胃内总微生物数量，并提高纤维分

解菌数量和纤维酶活性。已有报道证明，虫草类物质

及其功能性成分具有增加益生菌数量的潜力 [28]。通过

以上分析，可以推断日粮中添加地顶孢霉培养物能够

提高奶牛瘤胃中部分纤维分解菌和非纤维分解菌的数

量，可促进日粮中营养物质的分解，提高日粮在瘤胃

中的发酵潜力，但有关地顶孢霉培养物对瘤胃微生物

的作用机制尚不明确，有待进一步研究。

4　结论

（1）日粮中添加地顶孢霉培养物可降低瘤胃液

pH，提高瘤胃中 NH3-N、TVFA、乙酸和丙酸的浓度，

从而改善瘤胃内环境。

（2）日粮中添加地顶孢霉培养物可调节瘤胃部

分微生物的相对菌群数量，本试验条件下，最适添加

量为每头每天 30 g。
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