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地衣芽孢杆菌对热应激公兔肾上腺结构及

血浆皮质醇含量的影响*

韩　昱1，  张立永2 **，  张富梅2

(1. 河北北方学院 实验动物中心，河北 张家口 075000；2. 河北北方学院 动物科技学院，河北 张家口 075000)

摘要: 【目的】研究地衣芽孢杆菌 (Bacillus licheniformis) 缓解种公兔热应激的相关机制。【方法】选用年龄相

近、体况良好的种公兔 90 只，随机均分为常温对照组 (N)、热应激组 (H) 和热应激+地衣芽孢杆菌组 (H+B)。
N 组和 H 组饲喂基础饲粮，H+B 组饲喂基础饲粮+地衣芽孢杆菌 1 000 mg/kg，H 组和 H+B 组均模拟炎热夏季

温度进行热应激刺激，试验 30 d 后测定公兔肾上腺指数和血浆皮质醇 (CORT) 含量，试验结束后制作肾上腺

组织切片，用光镜和电镜观察肾上腺结构变化。【结果】H 组和 H+B 组的肾上腺质量和肾上腺指数极显著高

于 N 组 (P<0.01)，H+B 组也极显著低于 H 组 (P<0.01)。肾上腺结构观察显示：H 组肾上腺被膜厚度减小，细

胞团直径减小，超微结构显示肾上腺皮质和髓质结构严重受损，而 H+B 组肾上腺结构得到明显改善。血浆

CORT 含量显示：试验初期 (12 h 和 3 d)，H 组的 CORT 水平极显著升高 (P<0.01)，但 10 d 后开始下降；

H+B 组的 CORT 水平虽在初期也表现升高，但升高缓慢，至中后期即趋于正常水平，试验 30 d 时与 N 组无显

著差异 (P>0.05)。【结论】饲粮中添加地衣芽孢杆菌可以缓解热应激刺激对种公兔肾上腺造成的损伤，有利于

维持其正常生殖功能。
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Effect of Bacillus licheniformis on the Heat Stress to Adrenal
Gland Structure and Plasma CORT

Content in Male Rabbits
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Abstract: ［Purpose］To study the mechanism of Bacillus licheniformis for alleviating heat stress in
male rabbits. ［Method］Ninety male rabbits of similar age and good body condition were selected
and  randomly  divided  into  normal  temperature  control  group  (N),  heat  stress  group  (H)  and  heat
stress+B.  licheniformis group (H+B).  Group N and group H were  fed  with  basic  diets.  Group H+B
was  fed  with  a  basic  diet+B.  licheniformis 1  000  mg/kg.  Group  H and  group  H+B were  given  heat
stress stimulation to simulate hot summer temperature. The test period was 30 days. The adrenal in-
dex and content of CORT in the plasma of each group were measured. After the test,  sections were
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made  and  the  changes  in  adrenal  gland  structure  were  observed  by  light  and  electron  microscopes.
［Results］Adrenal weight and adrenal index in group H and group H+B were extremely signific-
antly higher than those in group N (P<0.01). Group H+B was extremely significantly lower than the
group H (P<0.01). Observation of adrenal gland structure showed that in group H, the thickness of the
adrenal capsule was reduced, the diameter of the cell mass was reduced, and the structure of the ad-
renal cortex  and  medulla  was  severely  damaged.  Adrenal  gland  structure  in  group  H+B  was  obvi-
ously improved. The plasma CORT content showed that at the beginning of the experiment (12 hours
and 3 days), the CORT level in group H increased significantly (P<0.01), but began to decrease after
10 days. Although the CORT level of group H+B also increased at the beginning, it increased slowly
and  reached  the  normal  level  in  the  middle  and  late  stages,  and  there  was  no  significant  difference
from group N at the 30th day of the test (P>0.05). ［Conclusion］The addition of B. licheniformis to
the diet can alleviate the damage caused by heat stress stimuli to male rabbits and help maintain their
normal reproductive function.

Keywords: Bacillus licheniformis; heat stress; male rabbits; adrenal gland; plasma CORT
 
 

热应激是影响畜禽生产性能的重要因素[1-3]，

可导致种畜禽繁殖性能下降[4-6]。研究发现：热应

激可显著降低山羊干物质采食量，影响其生产性

能和乳品质，使其瘤胃黏膜绒毛大面积萎缩、脱

落和坏死，增加瘤胃黏膜屏障的通透性[7]；还会

使睾丸细胞线粒体形态学发生改变，诱发细胞氧

化损伤，进而可能影响生殖功能[8]。探索抗热应

激措施，并研究其作用机制至关重要。畜禽发生

热应激时，肾上腺发挥着核心作用，其分泌的皮

质醇 (cortisol，CORT) 是热应激不可或缺的激

素[9]。因此，观测肾上腺结构及其分泌激素水平

变化，有助于研究缓解种公兔热应激反应的机

制，为指导炎热环境下种公兔饲养提供科学依据。

地衣芽孢杆菌 (Bacillus licheniformis) 是一种

益生菌，可促进动物消化道有益菌生长，抑制有

害菌增殖，调节微生态平衡，增强消化功能，促

进生长[10-14]；还可刺激动物免疫器官生长，激活

淋巴细胞，提高机体免疫力[15-17]。邓文等[18]研究

发现：地衣芽孢杆菌可改善热应激下鸡蛋品质和

提高产蛋率；宦海琳等[19]发现：仔猪受到脂多糖

(lipopolysaccharide，LPS) 应激后，利用地衣芽孢

杆菌可提高其免疫力，增强肠黏膜抗氧化能力，

减缓肠道损伤并修复肠道形态。课题组前期研究

发现：种公兔饲粮中添加适量地衣芽孢杆菌可降

低由热应激引起的精子畸形率，提高精子密度和

精子活力[20]。到目前为止，未见有关地衣芽孢杆

菌对种公兔热应激下肾上腺结构及其分泌皮质醇

影响的报道。本研究通过在热应激种公兔饲粮中

添加地衣芽孢杆菌，观察其对热应激种公兔肾上

腺结构的影响，测定血浆中 CORT 的变化，探究

地衣芽孢杆菌缓解种公兔热应激机制，为炎热季

节种公兔的合理饲养提供科学依据，也为后续开

发抗热应激营养素提供进一步的技术支持。 

1   材料与方法
 

1.1    试验材料

地衣芽孢杆菌活菌制剂购于北京挑战生物技

术有限公司，其活菌含量 2×1010 CFU/g；塞北兔

种公兔来自河北北方学院实验动物中心。 

1.2    试验动物分组与饲养 

1.2.1   种公兔选择与分组

选取年龄相近、体况良好的塞北兔种公兔

90 只，随机等分为 3 组，每组设置 3 个重复，每

个重复 10 只。设常温对照组 (N 组)、热应激组 (H
组) 和热应激+地衣芽孢杆菌组 (H+B 组)。N 组

和 H 组饲喂基础饲粮，H+B 组饲粮为基础饲

粮+地衣芽孢杆菌 1 000 mg/kg (前期研究确定的

最佳添加剂量[7])。 

1.2.2   饲养管理

公兔自由采食和饮水，采用全自动智能控温

电加热暖风机控温。设置温度 N 组为 20~25 ℃；

H 组和 H+B 组模拟夏季温度变化规律：12： 00—
16：  00 温度控制在 32~35 ℃，10：  00 —12：  00 和

16：  00 —22：  00 温度控制在 28~30 ℃，22：  00 —
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10： 00 温度控制在 25~27 ℃。各组其他饲养环境

相同，湿度均为 50%~55%。预饲期 7 d 后转为正

式期饲喂 30 d。 

1.3    测定指标 

1.3.1   血浆 CORT 含量

在试验开始 0 h、12 h、3 d、10 d、20 d 和

30 d，各组兔分别耳静脉采血，制备血浆，采用

放射免疫分析法测定血浆 CORT 含量，即利用全

自动化学发光免疫分析仪 (MAGLUMI X8) 和皮

质醇检测试剂盒 (化学发光法) 进行测定。 

1.3.2   肾上腺指数

试验结束后，各组兔空腹 12 h，测定体质

量；麻醉固定，腹部解剖，无菌摘取肾上腺，称

量，计算肾上腺指数。肾上腺指数=肾上腺质量

(g)/体质量 (kg)。 

1.3.3   肾上腺组织光镜样品制备及观察

取部分肾上腺组织块立即固定于 4% 甲醛磷

酸缓冲液中 (pH=7.2~7.4)；充分固定后，按常规方

法脱水、透明、石蜡包埋，制作石蜡切片，HE 染

色后，用显微镜观察，并采用 YD300 型数字摄像

机及图像处理系统分析肾上腺组织结构的变化。 

1.3.4   肾上腺组织透射电镜标本制备及观察

另取肾上腺组织块，用 2.5% 戊二醛固定

24 h 以上，用磷酸缓冲液漂洗，再用 1% 饿酸固

定，用不同体积分数的乙醇脱水，然后包埋、固

化，制成超薄切片；用 3% 醋酸铀—枸橼酸铅双

染色，采用 JEMCXⅡ型透射式电子显微镜观察

其超微结构。 

1.4    数据统计及分析

测定数据采用 SPSS 19.0 生物统计软件进行

分析，结果以“平均值±标准差”表示。 

2   结果与分析
 

2.1    地衣芽孢杆菌对热应激种公兔肾上腺指数的

影响

由表 1 可知：热应激组 (H) 肾上腺质量和肾

上腺指数极显著高于常温组 (N)(P<0.01)；而热应

激 +地衣芽孢杆菌组 (H+B) 极显著低于 H 组

(P<0.01)，但仍高于 N 组。 

2.2    地衣芽孢杆菌对热应激种公兔肾上腺组织结

构的影响 

2.2.1   种公兔肾上腺组织结构的变化

由图 1 可知：光镜下观察，热应激组 (H) 种公

兔肾上腺被膜厚度减小，为 (50.70±2.98) μm，热应

激+地衣芽孢杆菌组 (H+B) 为 (104.30±12.30) μm，

常温对照组 (N) 为 (146.90±15.81) μm。由图 2 可知：

N 组、H+B 组和 H 组的皮质细胞团直径分别

为 (20.70±2.91)、(16.30±2.58) 和 (13.30±1.34) μm；

N 组细胞团由 3~9 个低柱状细胞和细胞索组成，

基膜清晰完整，核仁明显，染色较深，细胞团相

挨紧凑，胞质中略见嗜酸性脂滴；H+B 组与

H 组相比，细胞团基膜边缘较为完整，但略次于

N 组；H 组中每个细胞中胞质较多，胞膜轮廓不

清，胞质出现空泡化；细胞核 H+B 组较 H 组清

晰，染色也略深；N 组中肾上腺皮质层束状带与

球状带分界清晰，较球状带厚，成索状排列，细

胞索之间可见较窄的窦状血管；H+B 和 H 组细

胞索分界不清晰，H 组窦状血管较 H+B 组增宽。 

2.2.2   肾上腺皮质和髓质超微结构的变化

由图 3 可知：常温对照组 (N) 公兔肾上腺皮

质束状带细胞，胞核圆，染色质较少，核膜完

整，核染色质分布均匀，核仁清晰，线粒体呈圆

形管状结构，不肿胀，嵴清楚，胞浆内脂滴清

晰，且丰富均匀；胞浆中含有大量的滑面内质

网，高尔基体较为发达，有少量溶酶体。热应激

时 (H 组) 肾上腺皮质束状带细胞胞膜不清，核异

染色质较多，且向核膜边聚集，线粒体较少松

散、嵴断裂不清晰，出现明显肿胀，空化明显，

脂质颗粒减少或无，有的细胞脂滴呈空泡状；滑

面内质网肿胀模糊不清，有脂褐素和髓样结构出

现。热应激+地衣芽孢杆菌组 (H+B) 与 H 组相

比，线粒体结构较为完整，有轻微肿胀，脂滴

相对较多，脂滴空泡状相对较少，无出现脂褐素

溶酶体，滑面内质网模糊不清，异染色质向核膜

靠拢。

 

表 1   地衣芽孢杆菌对热应激种公兔肾上腺指数的影响

Tab. 1    The effect of Bacillus licheniformis on the adrenal
index of heat-stressed male rabbits

 

组别

group
体质量/kg

weight
肾上腺质量/g
adrenal weight

肾上腺指数

adrenal index

N 4.41±0.04 Aa 0.55±0.02 Cc 0.13±0.01 Cc

H 4.00±0.10 Bb 0.85±0.02 Aa 0.21±0.01 Aa

H+B 4.06±0.12 Bb 0.64±0.02 Bb 0.16±0.01 Bb

注：N. 常温对照组，H. 热应激组，H+B. 热应激+地衣芽孢杆菌组；

同列不同小写字母表示差异显著 (P<0.05)，不同大写字母表示差异极

显著 (P<0.01)；下同。

Note: N. normal temperature control group, H. heat stress group, H+B.
heat stress+B. licheniformis group; the data with different lowercase
letters in same column show significant differences (P<0.05), the data
with different capital letters in same column show extremely significant
differences (P<0.01); the same as below.
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由图 4 可知：常温对照组 (N) 正常细胞胞质

内含有大量较为完整的线粒体颗粒，高尔基复合

体不发达，胞核较大，染色质分布均匀；热应激

时 (H 组) 髓质细胞核明显皱缩，染色质凝聚，线

粒体颗粒呈明显排空状态，且水肿明显；热应

激+地衣芽孢杆菌组 (H+B) 与 H 组相比，主要是

线粒体颗粒相对较多，颗粒排空相对较少，线粒

体出现较明显肿胀。 

2.3    地衣芽孢杆菌对热应激种公兔血浆 CORT
水平的影响

由表 2 可知：热应激 12 h 和 3 d 时，热应激

组 (H) 与热应激+地衣芽孢杆菌组 (H+B) 血浆

CORT 含量均极显著高于常温对照组 (N)(P<0.01)，
但 H+B 组较 H 组上升缓慢；10 d 时，H+B 组和

H 组均呈现下降趋势；至 30 d 时，H+B 组趋向

于 N 组 (P>0.05)，而 H 组水平虽仍显著高于 N 组

 

N H H+B 
注：N. 常温对照组，H. 热应激组，H+B. 热应激+地衣芽孢杆菌组；下同。

Note: N. normal temperature control group, H. heat stress group, H+B. heat stress+Bacillus licheniformis group; the same as below.

图 1    光镜下观察种公兔肾上腺被膜厚度的变化 (HE，400×)
Fig. 1    Observation of changes in adrenal gland thickness of male rabbits under light microscope

 

N H H+B 
注：箭头所指为肾上腺组织内细胞团。

Note: The arrow points to the cell mass in the adrenal gland tissue.

图 2    光镜下观察种公兔肾上腺组织内细胞团直径变化 (HE，400×)
Fig. 2    Observation of changes in cell cluster diameter in adrenal gland tissue of male rabbits under light microscope

 

2 μm 2 μm 1 μm

N (2 000×) H (2 500×) H+B (3 000×) 

图 3    电镜下种公兔肾上腺皮质束状带细胞变化

Fig. 3    Changes of fascicular zone cells in the adrenal cortex of male rabbits under electron microscope
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和 H+B 组 (P<0.05)，但较热应激初期明显下降。 

3   讨论
 

3.1    地衣芽孢杆菌对热应激种公兔肾上腺指数及

组织结构的影响

肾上腺是动物应激反应的重要器官，其正常

结构是机体应对热应激的保障，当动物受到应激

刺激时，下丘脑—腺垂体—肾上腺皮质轴 (HPA
轴) 功能活动加强[9,21]。据研究报道，热应激可导

致肾上腺组织结构发生改变。王珏等 [22]研究发

现：热应激导致蛋鸡分泌皮质激素的肾间组织比

例增大，但随着热应激时间延长，肾间细胞出现

萎缩、破碎和解体等现象；张乐萃等[23]也报道了

类似结果。本研究呈现与上述结果相一致的现

象，试验 30 d 时，种公兔肾上腺质量和肾上腺指

数均极显著增加。光镜下观察，热应激组肾上腺

被膜厚度降低，细胞团直径减小；超微结构显

示：皮质束状带细胞中空化明显，脂质颗粒减

少，脂滴有时呈空泡状，线粒体明显肿胀，滑面

内质网肿胀模糊不清。分析其原因，是长期热应

激环境下促肾上腺皮质激素 (adreno-cortico-trop-
ic-hormone，ACTH) 反复刺激肾上腺细胞所致。

ACTH 的作用是促进肾上腺皮质增生，对维持肾

上腺皮质正常结构以及糖皮质激素的合成和分泌

具有重要作用[9]。刘法东等[24]研究表明：热应激

可以造成大鼠血清 ACTH 水平显著升高，且发现

热暴露组大鼠较室温对照组脑垂体和肾上腺相对

质量增加。但有研究发现：HPA 轴对应激的急性

反应通常有适应性，即 HPA 轴上的激素适度分

泌将有利于抵抗应激刺激，但过度或长时间被激

活会对机体产生有害影响[25]。本研究从微观上也

证实了持续热应激可对种公兔肾上腺结构造成损伤。

赵善廷等[26]研究发现：溶酶体、脂滴、内质

网和线粒体与类固醇激素的合成紧密相关，本研

究中肾上腺组织结构发生病理变化，影响了皮质

激素的分泌，这也解释了试验中热应激中后期机

体 CORT 呈现下降的原因。这必然会导致种公兔

体内物质代谢紊乱，免疫力降低，蛋白质分解加

强，激素合成受阻，生长迟缓，甚至出现负增

长，这可能是热应激下种公兔生殖机能下降的重

要原因[20]。此外，本研究还发现：热应激使种公

兔肾上腺髓质细胞核明显皱缩，肾上腺素颗粒呈

明显排空状态，线粒体肿胀。肾上腺髓质结构变

化会影响儿茶酚胺类激素分泌，加重热应激反

 

表 2   地衣芽孢杆菌对热应激种公兔血浆 CORT 水平的影响 
Tab. 2    Effect of B. licheniformis on plasma CORT levels in heat stressed male rabbits nmol/L

 

分组

group
处理时间 time of treatment

0 h 12 h 3 d 10 d 20 d 30 d

N 150.29±29.24 Aa 152.99±28.56 Bb 150.72±28.56 Bb 150.26±29.98 Bc 149.57±27.56 Bb 151.64±27.84 Ab

H 143.42±19.53 Aa 310.44±52.82 Aa 528.92±57.70 Aa 457.16±54.97 Aa 272.63±41.64 Aa 208.35±32.08 Aa

H+B 136.35±27.92 Aa 356.01±110.39 Aa 425.22±106.28 Aa 350.19±57.86 ABb 193.77±23.75 ABb 160.04±12.54 Ab

 

200 nm

N (15 000×)

500 μm

H (10 000×)

200 nm

H+B (2 000×) 
注：箭头所指为肾上腺髓质细胞线粒体。

Note: The arrow points to the adrenal medulla cell mitochondria.

图 4    电镜下种公兔肾上腺髓质细胞线粒体变化

Fig. 4    Mitochondrial changes of adrenal medullary cells of male rabbits under electron microscope
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应。而热应激+地衣芽孢杆菌组试验结果显示：

可缓解热应激引起肾上腺被膜降低速度，增加皮

质细胞核直径，保持细胞团基膜边缘的整齐度和

细胞核的完整，降低肾上腺髓质细胞胞质和线粒

体空泡化程度。这说明地衣芽孢杆菌可以明显减

轻热应激对肾上腺结构的损伤程度，使之趋于正

常水平。

目前，益生菌对肾上腺及其他腺体结构和分

泌功能的作用机制尚未见报道，有待深入研究。

据报道：存在多种因素影响 HPA 轴的功能，其

中肠道微生物群是重要影响因素。肠道微生物群

失调可能影响机体代谢功能，进而影响大脑发

育，特别是 HPA 轴的发育[27]。有研究发现：日

粮中添加益生菌可以增加热应激条件下动物盲肠

有益菌乳酸杆菌的数量，减少有害菌大肠杆菌的

数量[28]，有利于调节肾上腺功能。另外，DENG
等[29]报道：在热应激母鸡饲粮中添加地衣芽孢杆

菌，能增加肠道上皮淋巴细胞和 IgA 分泌细胞的

数量，提高机体免疫力；彭承英[30]发现：饲粮中

添加益生菌可以提高热应激肉鸡天然免疫基因表

达，改善其抗氧化能力。由此可见，在热应激条

件下，益生菌对提高机体免疫及抗氧化性能也有

显著作用，这可能是本试验中地衣芽孢杆菌能改

善热应激下肾上腺结构与分泌功能的间接原因。 

3.2    地衣芽孢杆菌对热应激种公兔血浆 CORT
的影响

肾上腺皮质束状带分泌的糖皮质激素是机体

应激反应的主要激素[9]，去除肾上腺的动物抗应

激能力显著下降，当遭受应激刺激时往往容易引

起死亡[31]。有报道称热应激可导致肾上腺皮质释

放 CORT 增多[32]；邓文等[18]也报道：蛋鸡热应激

6 和 12 d 时，血清 CORT 水平极显著高于对照

组，饲喂地衣芽孢杆菌可显著改善这种现象，使

CORT 水平与对照组无明显差异。本研究结果总

体呈现出与上述报道相一致的规律，即热应激组

在试验初期 (12 h 和 3 d) CORT 水平表现显著升

高，但从 10 d 后血浆中 CORT 含量开始下降，直

至 30 d 时虽高于常温组和热应激+地衣芽孢杆菌

组，但比热应激初期明显降低。分析原因认为：

初期由于热应激造成 ACTH 分泌增多，引起肾上

腺皮质分泌 CORT 相应增多，这是肾上腺皮质出

现代偿性分泌的结果，使机体积极应对热应激；

但热应激中后期，肾上腺皮质组织结构遭到破

坏，分泌功能降低，CORT 分泌减少，机体抗热

应激能力下降，机能表现衰退。课题组前期研究

也发现：热应激可导致种公兔精液品质降低，甲

状腺及甲状旁腺结构受损，影响其生殖功能[20,33]。

本研究在种公兔饲粮中添加地衣芽孢杆菌

后，虽在试验初 (0~3 d) CORT 水平有升高现象，

可能是地衣芽孢杆菌还未很好地发生作用，但中

后期 (10 d) CORT 水平开始下降，至试验 20 d 后

逐渐趋于正常，与常温对照组差异不显著。这从

激素水平方面进一步说明地衣芽孢杆菌在缓解种

公兔热应激中的作用。结果提示：在种兔养殖实

践中，地衣芽孢杆菌应在夏季高温来临前 10~20 d
即开始添加使用，可达到预期效果。课题组前期

试验数据也表明：日粮中添加适量地衣芽孢杆菌

可以缓解热应激导致的种公兔生殖机能下降以及

甲状腺和甲状旁腺结构损伤[20,33]。因此，地衣芽

孢杆菌的应用对改善炎热夏季种公兔生殖性能、

促进养兔业发展起到积极作用。 

4   结论

热应激可导致种公兔肾上腺结构损伤，造成

CORT 水平在初期显著升高，后期明显下降，饲

粮中添加适量地衣芽孢杆菌可以使这些变化得到

显著改善。
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