
饲粮中维生素 B12添加水平对 5~15周龄五龙鹅生长性能、肠道发育和盲肠菌群结构的影响11
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摘 要：本试验旨在研究饲粮中维生素 B12添加水平对 5~15周龄五龙鹅生长性能、肠道发5

育和盲肠菌群结构的影响，探索 5~15周龄五龙鹅饲粮中维生素 B12的适宜添加水平。试验6

选用 4 周龄末五龙鹅 360 只，随机分为 6 个组，每组 6 个重复，每个重复 10只(公母各占7

1/2)。Ⅰ组为对照组，饲喂不添加维生素 B12的基础饲粮（实测基础饲粮中维生素 B12含量8

为 0），Ⅱ～Ⅵ组为试验组，分别饲喂在基础饲粮基础上添加 0.005(Ⅱ组)、0.010（Ⅲ组）、9

0.015（Ⅳ组）、0.020（Ⅴ组）和 0.025 mg/kg 维生素 B12（Ⅵ组）的试验饲粮。试验期为 1110

周。结果表明：1）Ⅱ~Ⅳ组的终末体重（FBW）显著或极显著高于对照组(P<0.05或 P<0.01)，11

Ⅲ~Ⅳ组的平均日增重（ADG）显著或极显著高于对照组(P<0.05 或 P<0.01)。2）各试验组12

的空肠绒毛高度(VH)均显著或极显著高于对照组(P<0.05 或 P<0.01)，以Ⅲ组的 VH 最高；13

各试验组的空肠隐窝深度(CD)均显著或极显著低于对照组(P<0.05或 P<0.01)，以Ⅲ组的 CD14

最低；各试验组的空肠 VH与 CD的比值均显著或极显著大于对照组(P<0.05或 P<0.01)，以15

Ⅲ组的 VH与 CD的比值最大。3）饲粮中添加不同水平的维生素 B12能够改变肉鹅盲肠优16

势菌群纲、科、属水平相对丰度。在纲水平上，梭菌纲、拟杆菌纲和δ-变形菌纲变化明显；17

在科水平上，拟杆菌科、疣微菌科和脱磷弧菌科变化明显；在属水平上，拟杆菌属和脱磷弧18

菌属变化明显。由此得出，饲粮中适宜添加水平的维生素 B12可提高 5~15周龄五龙鹅的生19

长性能，改变盲肠的优势菌群的相对丰度；以 FBW和 ADG为评价指标，建议 5~15周龄五20
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龙鹅饲粮中维生素 B12的添加水平为 0.012 6~0.013 4 mg/kg。21

关键词：维生素 B12；五龙鹅；生长性能；肠道发育；盲肠；菌群结构22

中图分类号：S816 文献标识码：A 文章编号：23

维生素 B12是人和动物体内非常重要的水溶性维生素之一，具有广泛的生理作用，其最24

重要的作用是参与细胞内 DNA生物合成和蛋白质代谢。缺乏维生素 B12可能导致机体的红25

细胞 DNA合成障碍，细胞分裂增殖受阻，红细胞体积变大，核染色质疏松，发生巨幼红细26

胞性贫血[1]。动物体内维生素 B12缺乏时表现为厌食、生长不良、贫血等[2-3]。肠道微生物系27

统作为动物肠道内最复杂的微生态系统，其中的大量微生物参与养分的吸收、分布、代谢以28

及机体的免疫，并影响动物生长和健康[4]。动物肠道微生物可以产生大量益生菌，且肠道中29

的有益菌群在提高营养物质利用以及维护动物机体健康等方面起了很大的作用。为此，深入30

研究维生素 B12对肠道菌群结构、养分利用率和生产性能的影响系对指导畜禽饲粮配制具有31

重要意义。食物中的维生素 B12与蛋白质结合，进入人体消化道内，在胃酸、胃蛋白酶及胰32

蛋白酶的作用下维生素 B12被释放，并与胃黏膜细胞分泌的一种糖蛋白内因子（IF）结合，33

维生素 B12-IF复合物在回肠被吸收。机体肠道内的正常微生物，如双歧杆菌、乳酸杆菌等，34

能合成多种人体生长发育必需的 B族维生素。黄苇等[5]研究表明，饲粮中添加 0.008 mg/kg35

维生素 B12能显著提高肉雏鸡的体重。目前，维生素 B12在动物机体中的吸收和功能方面已36

有许多研究，但是有关研究维生素 B12与肠道微生物关系的报道还较少，尤其是从分子水平37

上探索维生素 B12与鹅生长性能、肠道发育与盲肠菌群结构的关系的研究还处于空白。鉴于38

此，本试验通过在饲粮中添加不同水平的维生素 B12，研究其对鹅生长性能和肠道发育的影39

响，并利用 16S rRNA高通量测序技术对鹅的盲肠菌群结构进行分析，比较盲肠菌群组成和40

结构，旨在探索维生素 B12与肠道菌群结构的关系，科学确定 5~15周龄鹅对维生素 B12的需41

要量，为制订鹅营养需要量标准提供依据。42

1 材料与方法43
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1.1 试验材料44

基础饲粮的配制以 NRC(1994)[6]家禽营养需要为主要参考依据，其组成及营养水平见表45

1。采用高效液相色谱法测得基础饲粮中不含维生素 B12。试验所用维生素 B12制剂（宁夏金46

维制药股份有限公司产品）的有效物质含量为 1%。47

表 1 基础饲粮组成及营养水平（风干基础）48

Table 1 Composition and nutrient levels of the basal diet (air-dry basis) %49

项目 Items 含量 Content

原料 Ingredients

玉米 Corn 56.80

豆粕 Soybean meal 18.00

菜籽粕 Rapeseed meal 4.00

玉米秸秆 Corn straw 15.00

玉米干全酒糟及其可溶物

Corn DDGS

2.00

赖氨酸 Lys 0.30

蛋氨酸 Met 0.16

磷酸氢钙 CaHPO4 1.00

石粉 Limestone 2.00

食盐 NaCl 0.24

微量元素 Trace elements 1) 0.20

多维素（不含维生素 B12）

Multivitamin (without

VB12)1)

0.30

合计 Total 100.00

营养水平 Nutrient levels2)

代谢能 ME/（MJ/kg） 11.42

粗蛋白质 CP 15.82

粗纤维 CF 7.51
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钙 Ca 1.08

有效磷 AP 0.33

蛋 氨 酸 + 半 胱 氨 酸

Met+Cys

0.68

赖氨酸 Lys 0.91

维生素 B12 VB12 0.00

1）微量元素和多维素（不含维生素 B12）为每千克饲粮提供 The trace elements and50

multivitamin (without VB12) provided the following per kg of the diet：VA 1 500 mg，VD3 20051

IU，VE 12.5 mg，VK3 1.5 mg，VB1 2.2 mg，VB2 5.0 mg，烟酸 nicotinic acid 65 mg，VB6 2 mg，52

生物素 biotin 0.2 mg，泛酸 pantothenate 15 mg，胆碱 choline 1 000 mg，Fe 90 mg，Cu 6 mg，53

Mn 85 mg，Zn 85 mg，I 0.42 mg，Se 0.3 mg，Co 2.5 mg。54

2）维生素 B12为实测值，其他营养水平为计算值。VB12 was a measured value, while the55

other nutrient levels were calculated values.56

1.2 试验设计57

试验用鹅由国家水禽产业技术体系育种基地高密银河润雁鹅业有限公司提供。选择初始58

平均体重差异不显著（P＞0.05）的 360只 4周龄末五龙鹅，随机分为 6个组，每组 6个重59

复，每个重复 10只（公母各 1/2）。Ⅰ组为对照组，饲喂不添加维生素 B12的基础饲粮（实60

测基础饲粮中维生素 B12含量为 0），Ⅱ～Ⅵ组为试验组，分别饲喂在基础饲粮基础上添加61

0.005、0.010、0.015、0.020、0.025 mg/kg 维生素 B12的试验饲粮。试验期为 11周。62

1.3 饲养管理63

饲养试验开始前对鹅舍及器具进行冲洗和烧碱水喷雾消毒，然后用福尔马林和高锰酸钾64

熏蒸，密闭门窗 24 h。采用网床饲养方式，全期自由采食与饮水。试验期间育雏舍为常温，65

采用自然光照。66

1.4 样品采集与指标测定67
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1.4.1 样品的采集68

在 15周龄末，空腹称重后各重复随机选择 2只鹅(公母各占 1/2)，6个组共 72只，颈静69

脉放血致死后迅速剖开腹腔，无菌操作取出盲肠，迅速收集到冻存管中，液氮速冻后转移到70

-80 ℃冰箱保存待测；每组分别取 6只上述采集过盲肠的鹅，剪取近 l cm 的空肠段，用生71

理盐水清洗表面食糜后，迅速放入 10%甲醛固定液中固定，常温放置过夜后置于 4 ℃冰箱，72

待制作组织切片。73

1.4.2 生长性能指标计算74

饲养试验结束后停饲 6 h，然后逐只空腹称重，统计各组试验鹅的体重和增重情况，计75

算终末体重(FBW)、平均日增重（ADG）、平均日采食量（ADFI）和料重比（F/G）。76

1.4.3 肠道组织切片测定方法77

将已经固定好的组织进行修整、水洗、脱水、透明、浸蜡、包埋、切片和苏木精-伊红78

（HE）染色，制成组织切片。每组选取 6张组织切片，在 10×10倍显微镜下测量空肠绒毛高79

度（VH）、隐窝深度（CD）、VH与 CD的比值(V/C)。80

1.4.4 盲肠微生物总DNA的提取81

对每个样品进行单独测定，采用天根生化科技有限公司的基因组 DNA试剂盒提取出盲82

肠微生物总 DNA。83

1.4.5 盲肠微生物总DNA的定量和纯度检测84

DNA含量用 DNA定量仪进行测定，DNA纯度用 OD260/OD280进行表述，同时用 0.8%85

琼脂糖凝胶电泳检测 DNA片段大小。86

1.4.6 PCR扩增及细菌16S rDNA测序分析87
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细菌 16S rRNA(V3+V4)区域引物：5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3'（上游引物）；88

5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'（下游引物）。样品检测时 PCR试验的程序如下：95 ℃89

预变性 5 min，95 ℃变性 30 s，50 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 40 s，共 25个循环。90

1.5 数据统计与分析91

利用 SPSS 17.0软件中 GLM 程序进行主效应分析，再用 ANOVA程序对数据进行方差92

分析，存在显著差异时，再用 LSD法进行组间的多重比较，以 P＜0.05作为差异显著性判93

断标准。将优化序列进行聚类，划分操作分类单元（OTU），基于 OTU分析结果，对样品94

在各个分类水平上进行分析，获得各样品在纲、科、属分类学水平上的群落结构图。95

2 结果与分析96

2.1 饲粮中维生素 B12添加水平对五龙鹅生长性能的影响97

由表 2可知，饲粮添加不同水平的维生素 B12对鹅的 FBW和ADG有显著影响(P<0.05)。98

其中，Ⅱ~Ⅳ组的 FBW显著或极显著高于对照组(P<0.05或 P<0.01)，Ⅲ~Ⅳ组的 ADG显著99

或极显著高于对照组(P<0.05 或 P<0.01)。Ⅱ~Ⅵ组的 ADFI 和 F/G 与对照组差异不显著100

（P>0.05）。Ⅴ、Ⅵ组鹅的 FBW、ADG、ADFI 和 F/G 均无显著差异（P>0.05），即维生101

素 B12添加水平由 0.020 mg/kg 增加到 0.025 mg/kg 时，对 FBW、ADG、ADFI 和 F/G 均无102

显著影响（P>0.05）。103

将 FBW（YFBW）、ADG(YADG)分别与维生素 B12添加水平(X)进行二次曲线拟合，建立104

的回归方程如下：105

YFBW=3 887.357+29 202.381X-1 160 476.19E-4X2(R2=0.544，PQ<0.001)；106

YADG=33.729+315.57X-11 761.255X2(R2=0.443，PQ<0.001)。107

由上述回归方程得出：饲粮中维生素 B12添加水平为 0.012 6 mg/kg 时 FBW最大，添加108

水平为 0.013 4 mg/kg时 ADG最大。从综合效益角度分析，建议 5~15周龄五龙鹅饲粮中维109

生素 B12添加水平为 0.012 6~0.013 4 mg/kg。110
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表 2 饲粮中维生素 B12添加水平对五龙鹅生长性能的影响111

Table 2 Effects of vitamin B12 supplemental level on growth performance ofWulong geese112

项目

Items

组别 Groups
均值标准

误 SEM

P值 P-value

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ

维生素 B12

Vitamin B12

线性

Linear

二次

Quadratic

终末体重

FBW/g
3 865.3a 4 025.0c 4 110.8d 4 018.2c 3 984.5bc 3 914.8ab 16.591 <0.01 <0.01 <0.05

平均日增

重

ADG/g

33.87a 34.39ab 36.57d 35.49c 35.14bc 34.40ab 0.200 <0.01 <0.01 <0.05

平均日采

食量

ADFI/g

料重比

F/G

226.1

6.60

224.3

6.52

238.3

6.52

222.7

6.28

234

6.66

233.7

6.81

2.000

0.065

0.13

0.25

0.19

0.54

0.94

<0.05

同行数据肩标相同小写字母或无字母表示差异不显著(P＞0.05)，相邻小写字母表示差异113

显著(P＜0.05)，相间小写字母表示差异极显著(P<0.01)。表 3同。114

In the same row, values with the same small or no letter superscripts mean no significant115

difference (P>0.05), while with adjacent small letter superscripts mean significant difference116

(P<0.05), and with alternate small letter superscripts mean extremely significant difference117

(P<0.01). The same as Table 3.118

2.2 饲粮中维生素 B12添加水平对五龙鹅空肠黏膜形态的影响119

2.2.1 饲粮中维生素 B12添加水平对五龙鹅空肠 VH、CD及 V/C的影响120

由表 3可知，随着维生素 B12添加水平的升高，空肠 VH呈现先升高后降低的趋势，且121

Ⅱ和Ⅲ组的 VH极显著高于对照组(P<0.01)，Ⅳ、Ⅴ和Ⅵ组的 VH显著高于对照组(P<0.05)，122

以Ⅲ组的 VH最高；空肠 CD无明显变化规律，但各试验组的 CD均低于对照组，其中Ⅱ组123
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与对照组的差异达到显著水平(P<0.05)，Ⅲ~Ⅵ组与对照组的差异达到极显著水平(P<0.01)，124

以Ⅲ组的 CD 最低；空肠 V/C 无明显变化规律，但各试验组的 V/C 均显著或极显著大于对125

照组(P<0.05或 P<0.01)，其中以Ⅲ组的 V/C最大。这表明，饲粮中添加适宜水平的维生素126

B12能够促进五龙鹅空肠发育。127

表 3 饲粮中维生素 B12添加水平对五龙鹅空肠 VH、CD和 V/C的影响128

Table 3 Effects of vitamin B12 supplemental level on VH, CD and V/C in jejunum ofWulong geese129

项目

Items

组别 Groups

均 值 标 准 误

SEM

P值 P-value

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ

维生素B12

Vitamin

B12

线性

Linear

二次

Quadratic

绒毛高度

VH/μm
682.14c 705.00a 709.17a 691.37b 689.06b 687.69b 2.41 <0.01 <0.05 <0.01

隐窝深度

CD/μm
141.96a 133.98b 125.95d 127.1cd 126.3d 132.01cd 1.48 <0.01 <0.01 <0.01

绒毛高度

与隐窝深

度的比值

V/C

4.83d 5.26bc 5.68a 5.44b 5.41b 5.10c 0.07 <0.01 <0.05 <0.01

2.2.2 空肠绒毛组织切片130

由图 1 可以看出，对照组的空肠 VH均比各试验组低，且 CD 较深。Ⅱ和Ⅲ组的 VH131

高且排列较整齐，CD较浅，表明饲粮中添加适宜水平的维生素 B12对五龙鹅空肠绒毛形态132

有积极影响。133

134

135

136

137

138
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139

140

141

Ⅰ组 Group Ⅰ Ⅱ组 Group Ⅱ Ⅲ组 Group Ⅲ142

143

144

145

146

147

148

149

Ⅳ组 Group Ⅳ Ⅴ组 Group Ⅴ Ⅵ组 Group Ⅵ150

图 1 鹅空肠组织切片151

Fig.1 Jejunal tissue sections of geese （100×）152

2.3 饲粮中维生素 B12添加水平对五龙鹅盲肠菌群结构的影响153

2.3.1 α多样性指数分析154

本试验样品测序共获得 960 455对 Reads，双端 Reads拼接、过滤后共产生 640 817条155

Clean tags，平均每个样品产生 80 038条 Clean tags。α多样性反映的是样品物种丰度及多样156

性。由各组α多样性指数统计结果（表 4）可以看出，Ⅲ组的 OTU、ACE指数、Chao1指157

数最高，表明Ⅲ组盲肠菌群物种的丰度高于其他 5组，Ⅴ组的 Shannon指数最小，Simpson158

指数最高，表明Ⅴ组的群落多样性最高，个体分配最均匀。各组反映 OTU的测序深度的指159

数覆盖率（coverage）均大于 0.996，显示样本中物种被测出的概率很高。上述结果表明，160

饲粮中添加不同水平的维生素 B12能够改变五龙鹅盲肠菌群物种的丰度和多样性。161

表 4 α多样性指数162

Table 4 α diversity indices163

组别

Groups

操作

分类

ACE指数

Simpson

Chao1指数

Simpson

Simpson指数

Simpson index

Shannon指数

Shannon index

覆盖率

Coverage
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单元

数

OTU

No.

index index

Ⅰ 994 1 024.1 1 063.6 0.021 5.06 0.997 2

Ⅱ 930 1 013.1 1 022.2 0.050 4.41 0.996 9

Ⅲ 1 067 1 122.3 1 135.9 0.018 5.18 0.997 2

Ⅳ 934 982.3 1 001.2 0.022 5.00 0.997 6

Ⅴ 807 880.9 900.0 0.058 4.29 0.997 3

Ⅵ 1 034 1 095.0 1 105.8 0.029 4.94 0.997 1

2.3.2 物种累积曲线分析164

物种累积曲线图反映了样本数量与注释到的物种数量之间的关系。由图 2可知，红色箱165

子组成积累曲线，随着样本数量的增加，曲线急剧上升直到曲线平缓，说明物种数量随着样166

本数量的增加而增加，而当样本增加到一定数量时，物种数量并不会随样本量增加持续增加。167

绿色箱子组成共有量曲线，随着样本数量的增加，曲线急剧下滑，表示样本中新发现的共有168

物种在逐渐减少，直到曲线趋于平缓，共有物种趋于饱和。上述结果表明本试验抽样充分，169

可以进行数据分析。170
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图 2 属水平物种累积曲线图171

Fig.2 Cumulative curve chart of species in genus level172

2.3.3 主坐标分析(PCoA)173

图 3为基于β多样性分析得到的 4种距离矩阵，使用 R语言工具绘制的 PCoA图。坐标174

图上距离越近的样品，相似性越大。Ⅰ组与Ⅵ组的坐标距离最近，说明二者相似性大；Ⅰ组175

与Ⅴ组的坐标距离最远，说明二者相似性小。上述结果表明，饲粮中维生素 B12添加水平对176

五龙鹅盲肠菌群相似性产生了影响。177

178

179

Z1：Ⅰ组；Z2：Ⅱ组；Z3：Ⅲ组；Z4：Ⅳ组；Z5：Ⅴ组；Z6：Ⅵ组。下图同。180
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Z1: group Ⅰ; Z2: group Ⅱ; Z3: group Ⅲ; Z4: group Ⅳ; Z5: group Ⅴ; Z6: group Ⅵ. The same as below.181

图 3 PCoA图182

Fig.3 PCoA chart183

2.5 优势菌群分析184

图 4显示的是饲粮维生素 B12添加水平对五龙鹅盲肠菌群纲水平相对丰度的影响。在相185
似性 97%的纲水平下，分别计算盲肠样本微生物纲的相对丰度，其中拟杆菌纲(Bacteroidia)186
和梭菌纲(Clostridia)、δ-变形菌纲(Deltaproteobacteria)为主要的优势菌纲。对五龙鹅盲肠中排187
名前 5的优势菌纲进行组间比较，结果见表 5。由表可知，Ⅵ组中拟杆菌纲的相对丰度最高，188
为 53.40%，显著或极显著高于其他组(P<0.05或 P<0.01)；Ⅳ组中梭菌纲的相对丰度最高，189
为 27.60%，显著或极显著高于其他组(P<0.05 或 P<0.01)；Ⅴ组中δ-变形菌纲的相对丰度最190
高，为 19.80%，显著或极显著高于其他组(P<0.05或 P<0.01)；Melainabacteria在Ⅲ组中相对191
丰度最高，为 6.14%；脱铁杆菌纲（Deferribacteres）在Ⅱ组中相对丰度最高，为 12.45%。192
可见，饲粮中添加不同水平的维生素 B12使五龙鹅的盲肠菌群纲水平相对丰度发生了变化，193
其中梭菌纲、拟杆菌纲和δ-变形菌纲变化明显，说明饲粮中添加不同水平的维生素 B12能够194
改变五龙鹅盲肠优势菌群纲水平相对丰度。195

196

Unknown：未知菌；Others：其他；Alphaproteobacteria：α-变形菌纲；Synergisia：互养菌纲；Mullicutes：197

柔膜菌纲；Erysipelotrichia：丹毒丝菌纲；Deferribacteres：脱铁杆菌纲；Deltaproteobacteria：δ-变形菌纲；198

Clostridia：梭菌纲；Bacteroidia：拟杆菌纲。199
图 4 纲水平物种分布柱状图200

Fig.4 Distribution histogram of species in class level201

表 5 各组纲水平优势菌相对丰度202

Table 5 Relative abundances of dominant microorganisms in class level of each group %203

项目 Item 组别 Groups P值 P-value
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均值标准误

SEMⅠ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ

维生素

B12

VB12

线性

Linear

二次

Quadratic

Bacteroidia 48.17b 39.70d 48.07b 42.20c 46.90b 53.40a 1.09 <0.01 <0.05 <0.01

Clostridia 26.00c 27.30b 25.20d 27.60a 20.40e 22.50d 0.63 <0.01 <0.01 <0.01

Deltaproteo

bacteria
12.00cd 12.60c 11.60d 15.20b 19.80a 9.70e 0.79 <0.01 <0.01 <0.01

Melainabact

eria
2.40e 0.20f 6.14a 5.70b 3.00d 3.80c 0.49 <0.01 <0.01 <0.01

Deferribacte

res
0.02e 12.45a 0.41d 1.02b 0.81c 0.03e 1.09 <0.01 <0.01 <0.01

Bacteroidia：拟杆菌纲；Clostridia：梭菌纲；Deltaproteobacteria： δ-变形菌纲；204

Deferribacteres：脱铁杆菌纲。205

图 5显示的是饲粮维生素 B12添加水平对鹅盲肠菌群科水平相对丰度的影响。在科水平206

上，相对丰度较高的为拟杆菌科(Bacteroidaceae)、疣微菌科（Ruminococcaceae）、脱磷弧菌207

科（Desulfovibrionaceae）。对五龙鹅盲肠中排名前 5的优势菌科进行组间比较，结果见表 6。208

由表可知，Ⅴ组中拟杆菌科相对丰度为 31.12%，与Ⅱ、Ⅲ和Ⅵ组差异不显著(P>0.05)，显著209

或极显著高于其他组(P<0.05或 P<0.01)；Ⅲ组中疣微菌科相对丰度最高，为 17.60%，显著210

高于Ⅱ组(P<0.05)；Ⅴ组中脱磷弧菌科的相对丰度最高，为 19.78%，或极显著高于其他组211

(P<0.05或 P<0.01)；Ⅰ组中普雷沃氏菌科（Prevotellaceae）的相对丰度最高，为 7.43%，显212

著高于Ⅱ和Ⅳ组(P<0.05)；Ⅳ组中未知菌类(unknown-bacterium)的相对丰度最高，为 7.33%，213

与Ⅲ组差异不显著（P>0.05），显著或极显著高于其他组(P<0.05或 P<0.01)。可见，饲粮中214

添加不同水平的维生素B12使五龙鹅的盲肠菌群科水平相对丰度发生了变化，其中拟杆菌科、215

疣微菌科和脱磷弧菌科变化明显，这说明饲粮中添加不同水平的维生素 B12能够改变五龙鹅216
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盲肠优势菌群科水平相对丰度。217

218

219

Unknown：未知菌；Others：其他；Porphyromonadaceae：紫单胞菌科；Lachnospiraceae：毛螺菌科；220

Bacteroidales S24-7 group：拟杆菌目 S24-7 组；Rikenellaceae：理研菌科；unknow-bacterium：未知菌类；221

Prevotellaceae：普雷沃氏菌科；Desulfovibrionaceae：脱磷弧菌科；Ruminococcaceae：疣微菌科；Bacteroidaceae：222

拟杆菌科。223

图 5 科水平物种分布柱状图224

Fig.5 Distribution histogram of species in family level225

表 6 各组科水平优势菌相对丰度226

Table 6 Relative abundances of dominant microorganisms in family level of each group %227

项目 Items

组别 Groups

均值标准误

SEM

P值 P-value

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ

维生素

B12

VB12

线性

Linear

二次

Quadratic
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Bacteroidac

eae
25.80b 28.12ab 29.92ab 17.50c 31.12a 30.17ab 11.79 <0.01 0.06 <0.01

Ruminococc

aceae
15.69ab 12.20b 17.60a 13.61ab 13.75ab 13.70ab 0.53 <0.05 <0.05 <0.01

Desulfovibri

onaceae
12.07bc 12.62bc 11.62bc 15.29b 19.78a 9.76c 0.85 <0.01 0.100 <0.01

Prevotellace

ae
7.43a 4.08b 4.98ab 4.06b 5.19ab 5.32ab 0.39 0.113 0.26 <0.05

Unknow-ba

cterium
6.28b 0.74d 7.16ab 7.33a 3.75c 4.23bc 0.60 <0.01 <0.01 <0.01

Bacteroidaceae：拟杆菌科；Ruminococcaceae：疣微菌科；Desulfovibrionaceae：脱磷弧菌科；228

Prevotellaceae：普雷沃氏菌科；unknow-bacterium：未知菌类。229

图 6显示的是饲粮维生素 B12添加水平对鹅盲肠菌群属水平相对丰度的影响。在属水平230
上，相对丰度较高的为拟杆菌属(Bacteroides)、未知菌类、脱磷弧菌属(Desulfovibrio)。对五231
龙鹅盲肠中排名前 5的优势菌属进行组间比较，结果见表 7。由表可知，Ⅴ组中拟杆菌属的232
相对丰度最高，为 31.12%，显著高于Ⅰ组(P<0.05)，极显著高于Ⅳ组(P<0.01)；Ⅳ组中未知233
菌类的相对丰度最高，为 27.49%，显著或极显著高于其他组(P<0.05或 P<0.01)；Ⅳ组中脱234
磷弧菌属的相对丰度最高，为 19.75%，显著或极显著高于其他组(P<0.05或 P<0.01)；Ⅳ组235
中另枝菌属(Alistipes)的相对丰度最高，为 4.70%，显著高于Ⅰ和 II 组(P<0.05)；II 组中236
Mucispirillum的相对丰度最高，为 12.45%，显著高于其他组(P<0.05)。可见，饲粮中添加不237
同水平的维生素 VB12使五龙鹅的盲肠菌群科水平相对丰度发生了变化，其中拟杆菌属和脱238
磷弧菌属变化明显，这说明饲粮中添加不同水平的维生素 B12能够改变五龙鹅盲肠优势菌群239
属水平相对丰度。240

241

242

243
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Unknown：未知菌；Others：其他；巴那斯拉菌属：Barnesiella；瘤胃球科菌 UCG-014 菌属：244
Ruminococcaceae_UCG-014；考拉杆菌属：Phascolarctobacterium；Prevotellaceae UCG-001：普雷沃氏菌科245
UCG-001；Alistipes：另枝菌属；Desulfovibrio：脱磷弧菌属；unknow-bacterium：未知菌类246
Bacteroides：拟杆菌属。247

图 6 属水平物种分布柱状图248

Fig.6 Distribution histogram of species in genus level249

表 7 各组属水平优势菌相对丰度250

Table 7 Relative abundances of dominant microorganisms in genus level of each group %251

项目 Items

组别 Groups

均值标准误

SEM

P值 P-value

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ

维生素

B12

VB12

线性

Linear

二次

Quadratic

Bacteroides 25.57b 27.12ab 29.92ab 17.50c 31.12a 30.17ab 11.51 <0.01 <0.01 <0.01

Unknow-bact

erium
18.97b 10.82c 18.72b 27.49a 12.50bc 13.44c 1.37 <0.01 <0.05 <0.01

Desulfovibrio 11.96bc 12.59bc 11.55bc 15.26b 19.75a 9.70c 0.85 <0.01 0.10 <0.01

Alistipes 2.45a 2.05a 3.47ab 4.70b 2.55ab 4.39ab 0.31 <0.05 <0.05 0.57

Mucispirillum 0.20b 12.45a 0.41b 1.02b 0.81b 1.09b 0.60 <0.01 <0.01 <0.01

Bacteroides：拟杆菌属；unknow-bacterium：未知菌类；Desulfovibrio：脱磷弧菌属；Alistipes：252
另枝菌属。253

254

3 讨 论255

3.1 饲粮中维生素 B12添加水平对鹅生长性能的影响256

早期研宄表明，缺乏维生素 B12时，肉鸡的采食量降低，体增重和饲料转化效率下降[7]。257

高维生素 B12添加水平在夏季降低北京鸭的采食量，而冬季则对其采食量未产生显著影响[8]。258

维生素 B12仅存在于动物性饲料中，在生产中很容易缺乏，而且动物机体维生素 B12含量在259

正常范围不一定表示机体不缺乏维生素 B12[9]，鸡自身不能合成维生素 B12。饲料中的维生素260

B12主要来源于动物性饲料，植物性饲料基本不含维生素 B12，以植物性饲料为主时，动物更261
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容易发生维生素 B12缺乏[10]。维生素 B12的摄入量与血清维生素 B12的含量呈正相关[11-12]。262

老龄畜禽容易发生 VB12缺乏，约 60%是由于胃肠原因造成食物中结合的钴胺素吸收不良[13]。263

黄苇等[5]研究表明，无论在高能还是低能条件下，在 1～21 日龄肉仔鸡饲粮中添加 0.008264

mg/kg 维生素 B12均能显著提高肉雏鸡的体重。饲料中添加适宜水平的维生素 B12能提高饲265

料转化率，促进畜禽的生长，如果缺乏，则会导致食欲不振、生长停滞、单纯贫血，严重的266

还伴有神经症状[14]。本试验结果表明，FBW和 ADG最大时饲粮中维生素 B12添加水平分别267

为 0.012 6和 0.013 4 mg/kg。268

3.2 饲粮中维生素 B12添加水平对鹅肠道发育的影响269

肠道形态结构的完整性是决定其功能正常发挥的前提，主要包括肠绒毛结构变化、肠黏270

膜层变化、肌层厚度变化等，动物机体主要依靠肠管上的环形皱襞、肠绒毛及绒毛上的柱状271

上皮细胞来吸收和消化营养物质[15]。研究发现，VH影响小肠对营养物质的吸收面积，VH272

越高，越利于营养物质吸收[16]。本试验结果表明，随着维生素B12添加水平的升高，空肠VH273

呈现先增加后降低的趋势，且添加维生素B12的各试验组的VH均高于对照组，CD均低于对274

照组，V/C均大于对照组，说明饲粮中适宜添加水平的维生素B12有利于促进鹅肠道发育。其275

主要原因是：1）维生素B12作为甲基转移酶的辅因子，参与蛋氨酸、胸腺嘧啶等的合成，例276

如，使甲基四氢叶酸转变为四氢叶酸，而将甲基转移给甲基受体（如同型半胱氨酸），使甲277

基受体成为甲基衍生物（如甲硫氨酸）；2）维生素B12具有活化氨基酸和促进核酸生物合成278

的作用，可促进蛋白质的合成；3）维生素B12可以增加叶酸的利用率，促进碳水化合物、脂279

肪和蛋白质的代谢；4）维生素B12还具有促进脂肪酸代谢的作用，使脂肪、碳水化合物被机280

体适当运用。281

3.3 饲粮中维生素 B12添加水平鹅盲肠菌群结构的影响282

动物体内的微生态是一个极其复杂的体系，它所包含的菌群与宿主的免疫、营养、慢性283

感染有着密切的联系[17]。动物体内含菌群最多的部分是肠道微生态体系，这一体系对维持284
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肠道微生态平衡有着深远影响。285

本试验从PCoA可以得出，Ⅰ组与Ⅵ组坐标距离最近，物种相似性大，Ⅰ组与Ⅴ组的坐286

标距离最远，物种相似性小。在相似性97%的纲水平下，分别计算鹅盲肠样本微生物纲的相287

对丰度，发现拟杆菌纲、梭菌纲和δ-变形菌纲为主要的优势菌纲。本试验分别从纲、科、属288

3个层面分析了优势菌群的相对丰度的组间分布差异。在纲水平上，Ⅵ组中拟杆菌纲的相对289

丰度最高，Ⅳ组中梭菌纲的相对丰度最高，Ⅴ组中变形菌门的相对丰度最高；在科水平上，290

Ⅴ组中拟杆菌科和脱磷弧菌科的相对丰度最高，Ⅲ组中疣微菌科的相对丰度最高；在属水平291

上，Ⅴ组中拟杆菌属和脱磷弧菌属的相对丰度最高。对于拟杆菌的益生作用，国内外学者从292

不同的方面进行了大量的研究，发现拟杆菌具有促进宿主分解多糖提高养分利用率[18]、加293

快肠黏膜的血管形成[19]以及免疫系统发育的作用，在提高宿主的免疫力[20]、维持肠道微生294

态平衡[21-22]等方面均有举足轻重的作用，拟杆菌对多糖利用方面的作用尤为突出。添加维生295

素B12的试验组与对照组相比盲肠菌群丰度都发生了变化，其中拟杆菌表现最为明显。这说296

明，饲粮中不同水平维生素B12的添加改变了15周龄鹅的盲肠菌群结构，增加了肠道拟杆菌297

优势，从而提高了鹅机体对多糖是分解能力，增加了蛋白质、碳水化合物和脂肪的利用率，298

进而提高生长性能；同时，由于维生素B12加快了肠黏膜血管的形成，促进了肠道发育，扩299

大了肠道养分吸收面积。笔者认为，这是饲粮中添加适宜水平维生素B12能够改善鹅生长性300

能的主要原因。301

肠道拟杆菌有多种类型，有些拟杆菌具有有益和有害两面性。只有肠道微生态处于平衡302

状态，机体才有得到更好发育，并处于健康状态。本试验结果表明，饲粮中添加不同水平的303

维生素B12导致鹅的盲肠菌群结构发生变化，其原因是由于不同添加水平的维生素B12对肠道304

发育和养分消化吸收产生了不同程度的影响，导致肠道不同微生物的繁殖环境发生变化，进305

而使得菌群结构发生变化。306

4 结 论307
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① 饲粮中添加适宜水平的维生素 B12可提高 ADG，维生素 B12添加水平过低会降低生308

长性能，过高则无生物学意义。309

② 饲粮中维生素 B12添加水平为 0.015 mg/kg 时，鹅的空肠 VH最高，CD最低。310

③饲粮中添加不同水平的维生素 B12能够改变鹅盲肠优势菌群纲、科、属水平相对丰度；311

在纲水平上梭菌纲、拟杆菌纲和δ-变形菌纲变化明显，在科水平上梭菌科、疣微菌科312

和脱磷弧菌科变化明显，在属水平上拟杆菌属和脱磷弧菌属变化明显。313

④ 以FBW和ADG为评价指标，建议5~15周龄鹅饲粮中维生素B12的添加水平为0.012314

6~0.013 4 mg/kg。315

316
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367

Effects of Vitamin B12 Supplemental Level on Growth Performance, Intestinal Development and368

Microflora Structure in Cecum of Wulong Geese Aged from 5 to 15 Weeks369

LONG Jianhua WANG Baowei* KONG Min ZHANG Ming’ai YUE Bin GE Wenhua370

KE Changjiao DIAO Cuiping SUN Lingling371

(National Aquatic Industry Technology System, Research Center of Quality Waterfowl, Qingdao372

Agricultural University, Qingdao 266109, China)373

Abstract: This experiment was conducted to investigate the effects of vitamin b12 supplemental374

level on growth performance, intestinal development and microflora structure in cecum of Wulong375

geese aged from 5 to 15 weeks, aimed to explore the optimum supplemental level of vitamin B12376

in diets of Wulong geese aged from 5 to 15 weeks. A total of 360 Wulong geese at the end of 4377

weeks of age were selected and randomly divided into 6 groups with 6 replicates in each group378

and 10 geese in each replicate (half males and half females). Group Ⅰ was the control group,379

and geese in the control group were fed a basal diet without vitamin B12 (measured vitamin B12380

content was 0 in the basal diet); groups Ⅱ to Ⅵ was the test groups, and geese in the test381

groups were fed the basal diet supplemented with 0.005 (group Ⅱ ), 0.010 (group Ⅲ ), 0.015382

(group Ⅳ ), 0.020 (group Ⅴ ) and 0.025 mg/kg vitamin B12 (group Ⅵ ), respectively. The trial383

period was 11 weeks. The results showed as follows: 1) the final body weight （FBW） of groups384

Ⅱ to Ⅳ was significantly or extremely significantly higher than that of control group (P<0.05 or385

P<0.01), and the average daily gain（ADG） of groups Ⅲ to Ⅳ was significantly or extremely386

significantly higher than that of control group (P<0.05 or P<0.01). 2) The villus height (VH) of387

test groups was significantly or extremely significantly higher than that of control group (P<0.05388

or P<0.01), and the highest value was found in group Ⅲ . The crypt depth of test groups was389

significantly or extremely significantly lower than that of control group (P<0.05 or P<0.01), and390

the lowest value was found in group Ⅲ . The ratio of VH to CD (V/C) of test groups was391

significantly or extremely significantly higher than that of control group (P<0.05 or P<0.01), and392

the highest value was found in group Ⅲ. 3) Diet supplemented with different levels of vitamin393

*Corresponding author, professor, E-mail: wangbw@qau.edu.cn (责任编辑 菅景颖)
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B12 could change the relative abundances of dominant microorganisms in class, family and genus394

levels. In the class level, Clostridia Bacteroides and Deltaproteobacteria had obvious changes; in395

the family level, Bacteroidaceae, Ruminococcaceae and Desulfovibrionaceae had obvious changes;396

in the genus level, Bacteroides and Desulfovibrio had obvious changes. In conclusion, the397

optimum supplemental level of vitamin B12 in diets can improve the growth performance and398

change the relative abundance of dominant microorganisms in cecum of Wulong geese aged from399

5 to 15 weeks. It is recommended that the supplemental level of vitamin B12 in the diet of Wulong400

geese aged from 5 to 15 weeks is 0.0126 to 0.0134 mg/kg with the FBW and ADG as evaluation401

indices.402

Key words: vitamin B12; Wulong geese; growth performance; intestinal development; cecum;403

microflora structure404

405
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