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　 　 摘要:　 为了探究呼伦贝尔羊瘤胃体外发酵体系对过瘤胃蛋氨酸(ＲＰＭｅｔꎬ由玉米淀粉和棕榈油包被)的生物利用率

及过瘤胃蛋氨酸对瘤胃微生物类群的影响ꎬ取 ４只装有瘘管的雌性呼伦贝尔羊的瘤胃液进行体外发酵试验ꎬ在发酵起始

阶段与发酵后 ２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 测定发酵体系中的 ＲＰＭｅｔ 降解率ꎮ 每个发酵时间节点设置 ５ 个平行处理ꎬ在以

上 ７个时间节点取发酵液并进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序分析ꎮ 结果表明ꎬ在体外发酵体系中ꎬＲＰＭｅｔ 在发酵后 ８ ｈ 的降解率小于

３０􀆰 ０％ꎬ说明该产品的包被效果较好ꎮ 测序结果显示ꎬ发酵 ２４ ｈ 后的 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数显著低于发酵 １２ ｈ 后的 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 主坐标分析(ＰＣｏＡ)能够显示物种的 β￣多样性ꎬ本研究结果显示ꎬ各时间点的聚类结果皆存在显著差异(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 拟杆菌门、瘤胃球菌属、普雷沃氏菌属菌的相对丰度在发酵后 ８ ｈ 内显著上升ꎬ发酵 １２ ｈ 后显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
厚壁菌门、广古菌门、甲烷杆菌属、解琥珀酸菌属、颤螺菌属菌的相对丰度在发酵后 １２ ｈ 内显著下降ꎬ之后显著上升(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 综上所述ꎬ研究中所用的 ＲＰＭｅｔ 的包被效果较好ꎬ且发酵前期主要是普雷沃氏菌属、瘤胃球菌属微生物降解玉米

淀粉包被层ꎬ而 ＲＰＭｅｔ 的过度降解显著提高了甲烷杆菌属微生物的相对丰度ꎮ
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　 　 对反刍动物而言ꎬ氨基酸是其重要的营养来源

之一ꎬ然而在实际生产中ꎬ大部分氨基酸在反刍动物

瘤胃中就会被微生物分解利用ꎬ只有少量到达小肠

并被机体吸收利用ꎮ 在反刍动物后肠段ꎬ氨基酸等

营养物质对其新陈代谢、繁衍生殖、机体免疫等生理

活动都起着重要的支撑作用[１]ꎮ 因此ꎬ在实际生产

中ꎬ通常会对氨基酸进行包被ꎬ使大部分氨基酸通过

反刍动物瘤胃时不被降解ꎮ 蛋氨酸是反刍动物机体

内不可或缺的甲基供体ꎬ与细胞的信号传递、核酸和

蛋白质的合成等多项生理反应过程有密切关联[２]ꎮ
蛋氨酸是反刍动物所需的主要限制性氨基酸之一ꎬ
对反刍动物的正常生理活动及机体的免疫、健康等

有关键作用[３]ꎮ 近年来ꎬ过瘤胃蛋氨酸(ＲＰＭｅｔ)在
反刍动物养殖中的应用逐渐成为研究热点ꎮ

研究发现ꎬ在肉羊饲粮中补充 １ 头 ８􀆰 ０ ｇ / ｄ的
ＲＰＭｅｔꎬ对肉羊生长发育、对营养物质的消化率有显著

改善效果[４]ꎮ 在泌乳肉牛的日粮中添加 １ 头 ９􀆰 ５ ｇ / ｄ
的 ＲＰＭｅｔꎬ可改善犊牛的表观纤维消化率和饲料利用

效率ꎬ加快新生牛犊的生长速度[５]ꎮ 在奶牛饲粮中组

合添加 １ 头 ２５􀆰 ０ ｇ / ｄ的 ＲＰＭｅｔ 和 １ 头 ３０􀆰 ０ ｇ / ｄ的过瘤

胃赖氨酸(ＲＰＬｙｓ)ꎬ可以提高奶牛乳中的乳脂率、乳蛋

白含量ꎬ减少乳中的体细胞数[６]ꎮ 然而也有研究发现ꎬ
在黔北麻羊的低蛋白饲粮中添加占饲粮质量分数

０􀆰 ２％或 ０􀆰 ４％的 ＲＰＭｅｔꎬ不会对其生长发育、血液免疫

指标及瘤胃的发酵状态产生显著影响[７]ꎮ 引起上述研

究结果不一致的原因主要有以下几个方面:(１)ＲＰＭｅｔ
的包被方式及生物利用率不一样ꎻ(２)ＲＰＭｅｔ 的添加量

不一样ꎻ(３)动物的日龄、日粮及个体存在差异ꎮ
有研究发现ꎬ在可降解蛋白质、可发酵碳水化合物

适当平衡的饲粮水平下ꎬ尽管只有 １０％的 ＲＰＭｅｔ 在奶

牛瘤胃中释放ꎬ但仍会提高产前奶牛瘤胃胃液中溶糊

精琥珀酸弧菌(Ｓｕｃｃｉｎｉｖｉｂｒｉｏ ｄｅｘｔｒｉｎｏｓｏｌｖｅｎｓ)、解淀粉琥

珀酸单胞菌(Ｓｕｃｃｉｎｉｍｏｎａｓ ａｍｙｌｏｌｙｔｉｃａ)及产琥珀酸丝状

杆菌(Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｕｃｃｉｎｏｇｅｎｅｓ)的相对丰度[８]ꎬ说明瘤胃

微生物可能对 ＲＰＭｅｔ 的精准释放起到重要作用ꎮ 遗憾

的是ꎬ关于瘤胃消化 ＲＰＭｅｔ 过程中微生物类群的变化

尚不清楚ꎮ 因此ꎬ本研究拟以呼伦贝尔羊为研究对象ꎬ
采用体外发酵法评估瘤胃对 ＲＰＭｅｔ 的生物利用率ꎬ并
探究 ＲＰＭｅｔ 对瘤胃微生物区系结构与多样性的影响ꎬ
旨在为 ＲＰＭｅｔ 在呼伦贝尔羊中的应用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

过瘤胃蛋氨酸ꎬ购自杭州康德权饲料有限公司ꎬ
外层由玉米淀粉、棕榈油包被 (玉米淀粉含量>
８０％)ꎬ蛋氨酸含量≥７５％ꎬ水分含量≤５％ꎮ 从 ４ 只

装有瘘管的雌性呼伦贝尔羊的瘤胃中取得瘤胃内容

物ꎬ将内容物用 ６ 层纱布进行过滤ꎬ得到瘤胃液ꎮ
１.２　 试验动物及饲粮

以体重相近为原则ꎬ选取 ４ 只体重为 (３０.０±
２􀆰 ０) ｋｇ 的成年雌性呼伦贝尔羊进行试验ꎬ每只试

验羊都安装有稳定的瘤胃瘘管ꎬ为体外发酵提供瘤

胃液ꎮ 在试验过程中ꎬ每只羊单笼饲养且可自由饮

水ꎮ 饲粮包括粗饲料和精饲料ꎬ其中粗饲料为稻草ꎬ
精饲料由 ４７􀆰 ００％玉米粉、２４􀆰 ００％豆粕、２２􀆰 ００％麦

麸、４􀆰 ００％预混料、２􀆰 ２３％石粉和 ０􀆰 ７７％食盐组成ꎬ
饲粮的精粗比为１ ∶ １(重量比)ꎮ 饲粮的营养水平

(计算值)如下:干物质(ＤＭ)含量 ８５􀆰 ６１％ꎬ代谢能

(ＭＥ)７􀆰 １５ ＭＪ / ｋｇꎬ粗蛋白(ＣＰ)含量 １２􀆰 １３％ꎬ中性

洗涤纤维 ( ＮＤＦ) 含 量 ４１􀆰 ６４％ꎬ 酸 性 洗 涤 纤 维

(ＡＤＦ)含量 ２７􀆰 ９２％ꎬ粗脂肪(ＥＥ)含量 ２􀆰 ００％ꎬ钙
(Ｃａ)含量 ０􀆰 ７７％ꎬ磷( Ｐ) 含量 ０􀆰 ３２％ꎮ 在试验期
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内ꎬ每天分别于０８:００、１７:００进行饲喂ꎬ每次各投喂

精料、粗料 １５０ ｇ(干物质基础)ꎮ
１.３　 体外发酵

参考 Ｍｅｎｋｅ 等[９]的方法制备３ ０００ ｍｌ 人工瘤胃

缓冲液ꎬ不断向配制好的溶液中输入纯 ＣＯ２以保证

其处于无氧状态ꎬ将水浴锅温度设置为 ３９􀆰 ５ ℃ꎬ使
人工瘤胃缓冲液保持恒温ꎮ 在试验羊进食前ꎬ通过

瘘管取得瘤胃内容物ꎬ用 ６ 层脱脂纱布挤压内容物

并过滤ꎬ得到１ ０００ ｍｌ 瘤胃液ꎬ将其与无氧、恒温的

人工瘤胃缓冲液混匀ꎬ即获得体外发酵所需的人工

瘤胃培养液ꎮ 参照 Ｗａｎｇ 等[１０] 的方法ꎬ称取 ２ ｇ 左

右过瘤胃蛋氨酸样品放入发酵瓶中ꎬ并加入 ５０ ｍｌ
瘤胃培养液ꎬ即得 １ 个发酵体系ꎮ 将发酵液于 ３９􀆰 ５
℃摇床恒温水浴箱中分别发酵 ２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ、１２
ｈ、２４ ｈꎬ每个发酵时间节点设置 ５ 个平行发酵体系ꎮ
在每个发酵时间点(包括起始阶段)ꎬ摇匀发酵瓶并

吸取 ２ ｍｌ 发酵液至离心管中ꎬ于－８０ ℃保存以备后

续测定 １６Ｓ ｒＤＮＡꎮ 借助真空泵ꎬ用蒸馏水对发酵体

系进行洗涤抽滤ꎬ将发酵剩余产物在 ６５ ℃烘干 ２４
ｈꎬ并测定氨基酸含量ꎮ
１.４　 ＲＰＭｅｔ 生物降解率的测定

称取 ０􀆰 ２ ｇ 左右的发酵剩余产物ꎬ加入 １ ｍｌ
６􀆰 ００ ｍｏｌ / Ｌ盐酸ꎬ通过匀浆机将发酵剩余的过瘤胃

氨基酸颗粒充分混匀粉碎ꎬ随后将混合物转移至

１００ ｍｌ 容量瓶中ꎬ加纯水至刻度线定容并充分混匀ꎬ
再取 １００ μｌ 定容后的溶液与 ９００ μｌ ０􀆰 ０６ ｍｏｌ / Ｌ盐
酸混匀ꎬ过 ０􀆰 ２２ μｍ 孔径的滤膜后注入测定瓶中ꎮ
使用全自动氨基酸分析仪(日立公司产品ꎬ型号为

Ｌ８９００)对待测液进行检测ꎬ样液用离子交换柱吸附

后分离ꎬ再与茚三酮溶液进行反应ꎬ用分光光度计对

反应溶液进行测定ꎬ以比色法计算样液中氨基酸的

含量ꎮ 参照以下公式计算瘤胃中 ＲＰＭｅｔ 的降解率:
Ｘ＝[１－Ｃ×５０×Ｆ×Ｖ / (Ｍ×１０９×１ ０００×Ａ)]×１００％
式中:Ｘ 为发酵剩余产物中的氨基酸含量ꎬ

ｇ / ｋｇꎻＣ 为处理后待测液中的氨基酸含量ꎬｎｇ / μｌꎻ５０
表示处理后待测液中的氨基酸含量ꎬｎｇ / ｍｌꎻＦ 为处

理后待测液的稀释倍数ꎻＶ 为水解后定容体积ꎬｍｌꎻ
Ｍ 为发酵剩余产物的重量ꎬｇꎻ１０９表示将氨基酸含量

的单位由 ｎｇ 换算成 ｇ 的系数ꎻ１ ０００表示将氨基酸

含量的单位由 ｇ 换算成 ｋｇ 的系数ꎻＡ 为过瘤胃蛋氨

酸中起始的蛋氨酸含量ꎬｇ / ｋｇꎮ

１.５　 瘤胃微生物多样性及组成分析

１.５.１　 瘤胃微生物 ＤＮＡ 的提取　 取各体外发酵时

间点结束后的发酵液 ２ ｍｌꎬ用 ＤＮＡ 试剂盒(购自张

家口赛诺生物科技有限公司)提取发酵液中的总

ＤＮＡꎮ 制备 ２％琼脂糖凝胶ꎬ在电泳仪中对提取的

ＤＮＡ 进行电泳ꎬ检测 ＤＮＡ 的可用性ꎮ
１.５.２　 扩增子测序　 ＤＮＡ 样品 ＰＣＲ 操作由北京诺

禾致源生物信息科技有限公司进行ꎬ从而对 ＤＮＡ 样

品进行扩增纯化ꎬ后续再进行 Ｍｉｓｅｑ 文库的构建ꎬ并
完成对纯净 ＰＣＲ 产物的测序ꎮ 使用特定引物(上游

引物:３′￣ＣＣＴＡＹＧＧＧＲＢＧＣＡＳＣＡＧ￣５′ꎬ下游引物:３′￣
ＧＧＡＣＴＡＣＮＮＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ￣５′ꎬ其中 Ｒ ＝ Ａ / ＧꎬＳ ＝
Ｇ / ＣꎬＹ ＝ Ｃ / ＴꎬＢ ＝ Ｇ / Ｃ / ＴꎬＮ ＝ Ａ / Ｇ / Ｃ / Ｔ)对扩增子

１６Ｓ ｒＲＮＡ 区域的基因 Ｖ３＆Ｖ４ 进行目标序列的扩

增ꎮ 采用德国(Ｑｉａｇｅｎ)的 Ｑｉａｇｅｎ 凝胶提取试剂盒

对 ＰＣＲ 产生的混合产物进行进一步纯化ꎮ 构建测

序 ＤＮＡ 文库所用的试剂盒为美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 库的

ＴｒｕＳｅｑ 􀅺 ＤＮＡＰＣＲ 试剂盒ꎬ在创建文库的同时完成

索引代码的编辑ꎮ 测序文库的检测用 Ｑｕｂｉｔ 􀅺 ２.０
荧光计(ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)完成ꎬ并使用安捷伦生物

分析仪 ２１００ 系统对结果进行可视化操作ꎮ 用 Ｉｌｌｕ￣
ｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ 平台对通过质检的文库进行测序ꎬ最
终获得 ２５０ ｂｐ 配对的末端读码ꎮ
１.５.３　 微生物多样性及组成分析 　 去除下机的原

始读数的标签序列(Ｂａｒｃｏｄｅ)和引物序列并进行质

量控制ꎬ 得到可用于后续分析的有效序列ꎬ 用

ＦＬＡＳＨ 软件拼接两端测序数据ꎮ 用 ＵＳＥＡＲＣＨ 软

件中的 Ｕｎｏｉｓｅ３ 方法对数据进行筛选ꎬ随后对序列

进行去噪操作ꎬ设置参数相似度大于 ９９％ꎮ 得到特

征序列(ＡＳＶｓ)后ꎬ将每条特征序列与 Ｓｉｌｖａ 数据库

中的序列进行比对ꎬ可信阈值设置为 ０􀆰 ８ꎬ从而完成

对每条 ＡＳＶｓ 的微生物类别信息注释ꎮ 得到其在各

个分类水平(界、门、纲、目、科和属)的绝对丰度信

息ꎬ再整理并生成相对丰度统计结果表ꎮ 用 Ｒ 的

ｖｅｇａｎ 包的 ａｄｏｎｉｓ 函数对微生物群落的 α 多样性、β
多样性进行置换多元方差分析(ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ)ꎬ使
用的距离矩阵、置换检验次数分别是 Ｂｒａｙ￣ｃｕｒｔｉｓ、
９９９ꎮ
１.６　 数据分析

用 Ｅｘｃｅｌ 软件统计体外发酵体系中呼伦贝尔羊

瘤胃对 ＲＰＭｅｔ 的生物利用率并制成折线图ꎬα 多样

性指数、β 多样性指数使用 Ｒ 的 ｖｅｇａｎ 包计算并制
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图ꎮ 用 ＳＰＳＳ ２７ 软件对微生物门、属水平的相对丰

度进行单因素方差分析ꎬ并用 Ｅｘｃｅｌ ２０２１ 制图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 体外发酵条件下瘤胃对 ＲＰＭｅｔ 的消化率

如图 １ 所示ꎬ在呼伦贝尔羊瘤胃液进行体外发

酵的过程中ꎬ随着发酵时间的增加 ＲＰＭｅｔ 逐渐被消

化ꎮ 发酵 ４ ｈ、６ ｈ、８ ｈꎬＲＰＭｅｔ 分别被消化 １２􀆰 ６％、
２１􀆰 ３％、２９􀆰 ４％ꎮ 发酵 ２４ ｈ 后ꎬ有 ７０􀆰 ０％的 ＲＰＭｅｔ
在体外发酵体系中被消化ꎮ

图 １　 体外发酵体系中瘤胃对过瘤胃蛋氨酸的消化率

Ｆｉｇ.１ 　 Ｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｉｎ ｒｕｍｅｎ
ｄｕｒｉｎｇ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

２.２　 体外发酵条件下瘤胃中微生物群落的 α多样

性分析

　 　 如图 ２ 所示ꎬＣｈａｏ１ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、基于丰

度的覆盖率估计指数(ＡＣＥ 指数)在呼伦贝尔羊瘤

胃液体外发酵的各个时间点间均无显著差异(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ 而呼伦贝尔羊瘤胃液进行体外发酵 ２４ ｈ 的

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数显著高于发酵 １２ ｈ 的 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其余时间点间的 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数无显著差

异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２.３　 体外发酵条件下瘤胃中微生物群落的 β 多样

性分析

　 　 基 于 Ｂｒａｙ￣Ｃｕｒｔｉｓ 距 离 矩 阵 的 主 坐 标 分 析

(ＰＣｏＡ)结果(图 ３)表明ꎬ在呼伦贝尔羊瘤胃液进行

体外发酵的过程中ꎬ每个时间点都有其独特的微生

物组成ꎮ 主坐标分析 １( ＰＣｏＡ１)和主坐标分析 ２
(ＰＣｏＡ２)分别可以解释差异的 ３１􀆰 ４９％和 ２２􀆰 ２８％ꎮ
在发酵起始阶段至发酵后 ２４ ｈ 间存在显著的聚类

差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其中以发酵起始阶段与发酵 ２４ ｈ
间的聚类差异最大(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但发酵 ６ ｈ 与发酵 ２
ｈ、４ ｈ、８ ｈ 间的聚类差异不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

２.４　 体外发酵条件下门水平的瘤胃微生物群落结

构分析

　 　 如图 ４ 所示ꎬ在呼伦贝尔羊瘤胃液进行体外发

酵的过程中ꎬ拟杆菌门、厚壁菌门是优势菌门ꎬ二者

相加的占比超过 ８０􀆰 ０％ꎮ 拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)
在发酵起始阶段的相对丰度为 ５２􀆰 ５％ꎬ至发酵 ８ ｈ
时ꎬ相对丰度显著增加至 ５７􀆰 ７％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但之后

相对丰度显著降低 (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 厚壁菌门 ( Ｆｉｒｍｉ￣
ｃｕｔｅｓ)在发酵起始阶段的相对丰度为 ３９􀆰 ９％ꎬ至发

酵 ６ ｈ 时ꎬ相对丰度显著降至 ３４􀆰 １％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ之
后相对丰度呈上升趋势ꎮ 变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)
在发酵起始阶段的相对丰度为 １􀆰 ９％ꎬ至发酵 ６ ｈ
时ꎬ相对丰度显著增加到 ２􀆰 ９％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ之后相对

丰度降低ꎮ 互养菌门(Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｅｔｅｓ)在发酵起始阶

段的相对丰度为 ２􀆰 ６％ꎬ至发酵 ２ ｈ 时ꎬ相对丰度显

著降低至 １􀆰 ９％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ之后在发酵 ４ ｈ 时ꎬ相对

丰度上升至 ２􀆰 ５％ 并保持稳定ꎮ 广古菌门 ( Ｅｕｒ￣
ｙａｒｃｈａｅｏｔａ)在发酵后 ８ ｈ 内的相对丰度相对稳定ꎬ均
低于 １􀆰 ０％ꎬ在发酵后 １２ ｈ 显著上升了 ４ 倍ꎬ达
２􀆰 ０％ꎬ在发酵后 ２４ ｈꎬ相对丰度显著增加了 ２９ 倍ꎬ
达 １３􀆰 ２％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 未定名糖化菌门(Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿
Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ)、螺旋体菌门(Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ)和绿弯

菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)的相对丰度均未超过 ０􀆰 ５％ꎬ且在

发酵过程中的变化不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２.５　 体外发酵条件下属水平的瘤胃微生物群落结

构分析

　 　 如图 ５ 所示ꎬ普雷沃氏菌属(Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ)、解琥

珀酸菌属的相对丰度较大ꎬ是发酵过程中的优势

菌属ꎮ 普雷沃氏菌属在发酵起始阶段的相对丰度

为 １８􀆰 ４％ꎬ至发酵 ６ ｈ 时ꎬ其相对丰度显著提高到

２５􀆰 ２％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ之后呈下降趋势ꎬ在发酵 ２４ ｈ
时ꎬ其相对丰度显著降低到 １２􀆰 ３％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 解

琥珀酸菌属( Ｓｕｃｃｉｎｉｃｌａｓｔｉｃｕｍ)在发酵起始阶段的

相对丰度为 ３􀆰 １％ꎬ至发酵 ４ ｈ 时显著降低至 ２􀆰 ７％
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ之后其相对丰度回升并与发酵起始阶

段相近且保持稳定ꎮ 甲烷杆菌属 (Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉ￣
ｂａｃｔｅｒ)在发酵起始阶段的相对丰度为 ０􀆰 ４％ꎬ在发

酵 ２ ｈ 时下降到 ０􀆰 ２％ꎬ但在发酵 ２４ ｈ 时较发酵起

始阶段的相对丰度显著增加了 ３２ 倍ꎬ达到 １３􀆰 １％
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 微动杆菌属(Ｆｒｅｔｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ)在发酵起

始阶段的相对丰度为 ２􀆰 ５％ꎬ在发酵 ２ ｈ 时显著降

低至 １􀆰 ８％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ之后其相对丰度与发酵起
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组间标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 圆点表示组内离群值ꎮ
图 ２　 体外发酵条件下过瘤胃蛋氨酸对瘤胃液发酵体系中微生物群落 α多样性的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｏｎ α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｒｕｍｅｎ ｆｌｕｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｕｎｄｅｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒ￣
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图 ３　 体外发酵条件下过瘤胃蛋氨酸对瘤胃液发酵体系中微生

物群落 β 多样性的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｏｎ β ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｒｕｍｅｎ ｆｌｕｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
ｕｎｄｅｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

始阶段相近ꎮ 丁酸弧菌属(Ｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ)在发酵起

始阶段的相对丰度为 １􀆰 ５％ꎬ在发酵 ８ ｈ 时显著降

低至 １􀆰 ０％ (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 瘤胃球菌属 ( Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ)在发酵起始阶段的相对丰度为 ０􀆰 ９％ꎬ至发酵

６ ｈ 时ꎬ其相对丰度显著提高至 １􀆰 ３％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
之后回升并与发酵起始阶段相近ꎮ 巴恩斯氏菌属

(Ｂａｒｎｅｓｉｅｌｌａ)、颤螺菌属(Ｏｓｃｉｌｌｉｂａｃｔｅｒ)及拟杆菌属

(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ)的相对丰度均呈现先降低后升高的

趋势(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨论与结论

３.１　 体外发酵条件下瘤胃中 ＲＰＭｅｔ 的降解率

在饲喂混合日粮的条件下ꎬ育肥羊的固相食糜

∗表示相对丰度在 ０~２４ ｈ 有显著变化(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 体外发酵条件下过瘤胃蛋氨酸对瘤胃液发酵体系门水平

微生物群落的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍ￣
ｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｒｕｍｅｎ ｆｌｕｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｙｓ￣
ｔｅｍ ｕｎｄｅｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

在瘤胃中的流通率近 １ ｈ ７％[１１]ꎬ即在饲喂后 ８ ｈ 会

有约 ５０％的瘤胃食糜进入后肠道ꎮ 有研究发现ꎬ不
经任何保护的蛋氨酸在进入瘤胃后２~４ ｈ 将被瘤胃

中的微生物完全降解[１２]ꎮ 在本研究中ꎬ由玉米淀粉

和棕榈油包被的过瘤胃蛋氨酸在体外瘤胃液发酵体

系中发酵 ４ ｈ 的降解率为 １２􀆰 ６％ꎬ发酵 ８ ｈ 的降解率
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∗表示相对丰度在 ０~２４ ｈ 有显著变化(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 体外发酵条件下过瘤胃蛋氨酸对瘤胃液发酵体系属水平

微生物群落的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｕｍｅｎ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍ￣
ｍｕｎｉｔｙ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｒｕｍｅｎ ｆｌｕｉｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
ｕｎｄｅｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

为 ２９􀆰 ４％ꎬ这与 Ｒｏｓｓｉ 等[１３]的研究结果相近ꎬ说明该

ＰＲＭｅｔ 能达到较好的过瘤胃效果ꎮ
３.２　 体外发酵条件下瘤胃中 ＲＰＭｅｔ 对发酵体系微

生物多样性的影响

　 　 α 多样性能够反映微生物群落的丰富程度ꎬ其
中 Ｃｈａｏ１ 指数、ＡＣＥ 指数显示微生物的丰度ꎬ二者

与微生物丰度之间的关系为正相关ꎻ而 Ｓｈａｎｎｏｎ 指

数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数是评价微生物类群多样性的指数ꎬ
其中 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数与微生物类群多样性呈负相关ꎬ
而 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数与微生物类群多样性呈正相关[１４]ꎮ
在本研究中ꎬ体外发酵 ２４ ｈ 的瘤胃中微生物菌群的

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数显著低于发酵 １２ ｈ 的ꎬ提示在发酵至

２４ ｈ 时ꎬ微生物多样性显著增加ꎬ这与李烨青等[１５]

对奶牛瘤胃液体外发酵的研究结果相似ꎮ 值得注意

的是ꎬβ 多样性的分析结果表明ꎬ发酵开始后ꎬ在微

生物附着 ＲＰＭｅｔ 并降解由玉米淀粉、棕榈油构成的

包被层的过程中就出现显著的聚类差异ꎬ说明发酵

体系在降解包被材料时ꎬ微生物区系就已经发生了

改变ꎬ且在发酵后４~ １２ ｈ 继续存在显著差异ꎬ发酵

２４ ｈ 后的微生物菌群与其他各个时间段间均存在

显著差异ꎮ 可能由于在发酵过程中不同时间段主要

分解的底物不同ꎮ 结合体外发酵的食物降解率及瘤

胃内食糜的流动速率ꎬ可以初步将发酵过程分为 ３
个阶段:以降解玉米淀粉的包被物为主的发酵前期

(发酵后 ８ ｈ 内)、以降解由包被层转为蛋氨酸为主

的底物的发酵中期(９~ １１ ｈ)和以降解蛋氨酸为主

的发酵后期(发酵后１２~２４ ｈ)ꎮ
３.３　 体外发酵条件下瘤胃中 ＲＰＭｅｔ 对发酵体系微

生物组成的影响

　 　 对于体内瘤胃和体外发酵体系而言ꎬ二者的微

生物组成必然存在差异ꎮ 在瘤胃体系中ꎬ饲粮通常

是影响其微生物类群变化的主要因素ꎮ 因此ꎬ本研

究选择无饲粮因素影响、相对稳定且具有代表性的

瘤胃液体外发酵体系进行试验ꎬ旨在分析绵羊瘤胃

中与 ＲＰＭｅｔ 精准释放相关的微生物类群ꎮ 研究发

现ꎬ在瘤胃液发酵体系中ꎬ拟杆菌门、厚壁菌门的相

对丰度较大[１６]ꎮ 在本研究中ꎬ拟杆菌门与厚壁菌门

在发酵起始阶段的相对丰度之和为 ９２􀆰 ４％ꎬ且在发

酵起始阶段普雷沃氏菌属与解琥珀酸菌属具有明显

的丰度优势ꎬ这与胡丹丹等[１７]对奶牛的研究结果相

似ꎮ 发酵前期的 ＲＰＭｅｔ 颗粒较为完整ꎬ由玉米淀粉

和棕榈油构成的包被层仍能包裹蛋氨酸ꎬ因此此时

主要降解包被层ꎮ 拟杆菌门是瘤胃微生物降解非纤

维性碳水化合物过程中占主导地位的菌门[１８]ꎬ因此

其相对丰度在体外发酵过程中显著提高ꎮ 变形菌门

具有较强的抗压生长能力[１９]ꎬ从而使其相对丰度在

发酵前期仍能小幅提升ꎮ 瘤胃球菌属的相对丰度在

发酵前期有所提升ꎬ可能由于其有产生淀粉酶的能

力[２０]ꎬ从而能分解利用包被层ꎮ 普雷沃氏菌属能高

效降解蛋白质ꎬ同时还能降解利用淀粉[２１]ꎬ因此可

观测到普雷沃氏菌属的相对丰度在前期显著升高ꎮ
有研究发现ꎬ解琥珀酸菌属[２２] 和颤螺菌属[２３] 在瘤

胃内以分解纤维素为主ꎬ因此认为解琥珀酸菌属、颤
螺菌属的相对丰度在发酵前期呈下降趋势ꎮ 由此推

测ꎬ普雷沃氏菌属和瘤胃球菌属在 ＲＰＭｅｔ 的精准释

放中发挥了重要作用ꎮ 在发酵后期ꎬＲＰＭｅｔ 颗粒呈

细碎状ꎬ包被层大部分被分解ꎬ此时主要的发酵底物

是蛋氨酸ꎮ 值得注意的是ꎬ甲烷杆菌属的相对丰度

在发酵后期显著增加ꎬ与发酵起始阶段相比增幅高

达 ３２ 倍ꎬ提示 ＲＰＭｅｔ 在瘤胃中的过度降解会促进

甲烷的排放[２４]ꎮ
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４　 结 论

过瘤胃蛋氨酸在发酵后 ６ ｈ、８ ｈ 的体外降解率

分别为 ２１􀆰 ３％、 ２９􀆰 ４％ꎬ包被效果较好ꎮ 在降解

ＲＰＭｅｔ 的过程中ꎬ微生物多样性和种群结构发生了

显著变化ꎮ 在发酵前期主要是普雷沃氏菌属、瘤胃

球菌属菌降解玉米淀粉包被层ꎬ且 ＲＰＭｅｔ 的过度降

解显著提高了甲烷杆菌属的相对丰度ꎮ
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