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蛋氨酸为氮、碳源对瘤胃微生物
氨基酸代谢的影响
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　　 [摘　要 ]　以蛋氨酸作为惟一氮源和碳源, 设添加L 2蛋氨酸 (M et) 组 (试验组) 和不添加L 2蛋氨酸组 (对照

组) , 在体外培养条件下研究了这 2 组的瘤胃微生物谷草转氨酶 (A ST ) 和谷丙转氨酶 (AL T ) 活性及各氨基酸含量

的变化规律。结果表明, 添加M et 对A ST 和AL T 活性无明显影响, 添加M et 后产物中游离甘氨酸 (Gly)含量和蛋

氨酸 (M et) 含量较对照极显著增加, 培养液中游离半胱氨酸 (Cys2s) 和丝氨酸 (Ser) 含量随培养时间的增加而减少

(P < 0. 05) , 培养 16 h 培养液中的游离组氨酸 (H is)含量较培养 8 h 显著提高 (P < 0. 05) , 缬氨酸 (V al)迅速消耗, 不

能检出。本结果提示,V al, Cys2s, Ser 和H is 可能对以M et 为惟一氮源和碳源的瘤胃微生物是十分重要的氨基酸。
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　　蛋氨酸是动物的必需氨基酸, 也是反刍动物的

限制性氨基酸, 但由于瘤胃微生物的发酵降解, 日粮

中直接添加蛋氨酸不能明显增加其进入小肠的量。

因此, 如何有效调控瘤胃微生物对蛋氨酸的降解成

为反刍动物营养研究的热点之一。Zikak is 等[1 ]和

W ak ita 等[2 ]对蛋氨酸的瘤胃代谢进行了测定; O r2
rash id 等[3 ]分别测定了混合瘤胃细菌、混合瘤胃原

虫及两者协同对蛋氨酸的消化率, 但这些测定用的

都是混合瘤胃微生物, 并且是在外加氮源和碳源条

件下进行的, 很难对其进行精确调控; Cu rt is 等[4 ]用

瘤胃细菌纯培养物测定蛋氨酸的降解, 结果表明, 不

是所有的瘤胃细菌都能降解蛋氨酸, 能够降解蛋氨

酸的瘤胃细菌, 其不同菌株的降解率也不同。因此,

筛选具有较强降解蛋氨酸活性的瘤胃微生物, 对研

究瘤胃蛋氨酸的代谢调控具有重要意义。同时, 对瘤

胃氨基酸代谢研究也表明, 某些离子载体可抑制瘤

胃脱氨酶的活性[5 ]; 有些重金属可抑制瘤胃纤毛原

虫的支链氨基酸转移酶[2 ]; Ca+ + 可刺激谷草转氨酶

(GO T ) 和谷丙转氨酶 (GPT ) 的活性[6 ]。因而, 研究

转氨酶的变化有助于了解瘤胃微生物的氨基酸代

谢。本试验以L 2蛋氨酸 (M et)作为惟一氮源和碳源,

在体外条件下研究了瘤胃微生物谷草转氨酶

(A ST ) 和谷丙转氨酶 (AL T ) 及各氨基酸含量的变

化规律, 以为嗜蛋氨酸瘤胃微生物的分离和蛋氨酸

的瘤胃代谢调控提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　供试动物与瘤胃液采集

　　将 3 头装有永久性瘤胃瘘管的成年萨能公羊作

为采集瘤胃液的供试动物。试羊精料混合料的配方

为: 玉米 800 gökg, 豆粕 120 gökg, 麸皮 63 gökg, 食

盐 10 gökg, 磷酸氢钙 3 gökg, 微量元素和维生素复

合预混料 4 gökg。 3 头羊同圈混养, 日饲喂 2 次

(09: 00和 17: 00) , 每次饲喂精料混合料 0. 45 kg, 苜

蓿青干草 1. 35 kg, 自由饮水。试羊饲养 6 个月以后

开始试验。

瘤胃液的采集于晨饲前进行, 用改装的塑料洗

液瓶经瘤胃瘘管吸取瘤胃液, 并用 4 层医用卫生纱

布过滤, 然后按L ee 等[7 ]的方法去除饲料颗粒, 通入

氮气后具塞压盖密封、备用。

1. 2　培养液的配制

采用 Su sane 等[8 ]的方法并进行适当改良。

1. 2. 1　矿物盐溶液　矿物盐溶液配方为:M gC l2·

6H 2O 14 g, KH 2PO 4 2 g,N H 4C l 3 g, KC l 5 g, CaC l2

Ξ [收稿日期 ]　2005212231
[基金项目 ]　合肥市重点农业科研项目 (200521011)
[作者简介 ]　李吕木 (1956- ) , 男, 安徽和县人, 研究员, 在职博士, 主要从事饲料与动物营养研究。E2m ail: lilum u@m ail. hf. ah. cn
[通讯作者 ]　乐国伟 (1956- ) , 男, 浙江宁波人, 教授, 博士, 博士生导师, 主要从事营养与分子生物学研究。E2m ail: lgw @ sytu. edu. cn



·2H 2O 0. 6 g, 用去离子水定容至 1 000 mL。

1. 2. 2　氯高铁血红素溶液　将 0. 1 g 氯高铁血红

素溶于 10 mL 乙醇, 并用 0. 05 mo löL N aOH 定容

至 1 000 mL。

1. 2. 3　维生素溶液　每升 5 mmo löL H EPES 缓冲

液中分别加入 1, 42萘醌 0. 25 g, 泛酸钙 0. 2 g, 烟酰

胺 0. 2 g, 维生素B 1 0. 2 g, 维生素B 2 0. 2 g, 维生素

B 6 0. 2 g, 生物素 0. 025 g, 叶酸 0. 025 g, 维生素B 12

0. 025 g, 对氨基苯甲酸 0. 025 g。溶液配好后过 0. 22

Λm 滤膜。

1. 2. 4　微量元素溶液　每升 0. 2 mo löL HC l 中分

别加入M nC l2·4H 2O 0. 25 g, N iC l2·6H 2O 0. 25

g, N aM oO 2·6H 2O 0. 25 g, H 3BO 3 0. 25 g, FeSO 4·

7H 2O 0. 20 g, CoC l2·6H 2O 0. 05 g, SeO 2 0. 05 g,

N aVO 2·6H 2O 0. 05 g, CuC l2·2H 2O 0. 025 g。

1. 2. 5　基础液　取 1. 2. 1 矿物盐溶液 75 mL , 微量

元素溶液 10 mL , 氯高铁血红素溶液 10 mL , 1 göL
刃天青溶液 1 mL , K2H PO 4 0. 45 g, 用去离子水定容

至 830 mL , 并用 1 mo löL KOH 调 pH 至 6. 8。

1. 2. 6　培养液的配制　取基础液 830 mL , 加入

N a2CO 3 4 g, 用去离子水定容至 1 000 mL , 并倒入三

颈瓶中煮沸赶氧, 然后通入混合气体 (体积分数

95% N 2+ 体积分数 5% CO 2) 5 m in, 待冷却至室温

时加入N a2S·9H 2O 和L 2半胱氨酸盐酸各 0. 25 g,

混匀后分装至专用的耐压血清瓶中 (分装前先将空

瓶通入高纯氮气赶氧) , 每瓶约 100 mL , 然后充入高

纯氮气, 塞上丁基橡胶塞并压上铝盖密封, 高压灭菌

20 m in。培养液在使用前每瓶再用注射器注入 1 mL

维生素溶液。

1. 3　接种瘤胃微生物

取 6 瓶培养液, 每瓶用注射器注入去除饲料颗

粒的瘤胃液 5 mL , 然后任意取其中 3 瓶各注入 0. 1

mo löL L 2蛋氨酸 (M et, 北京经科宏达生物技术有限

公司产品) 1 mL , 作为试验组, 其余 3 瓶不加L 2蛋氨

酸, 作为对照组。放入 39 ℃恒温培养箱中培养。

1. 4　取样与测定

分别于培养的 0, 8 和 16 h, 每瓶用注射器抽取

培养液 2 mL , 分成 2 份, 1 份用体积分数 4% 磺基水

杨酸处理后离心 (12 000 röm in, 30 m in) , 取上清液

在- 20 ℃冰箱保存备用; 另 1 份用于测定A ST 和

AL T 活性。游离氨基酸含量测定采用安捷仑 1100

型液相色谱仪, A ST 和 AL T 活性测定采用日立

76002020 全自动生化分析仪采用速率法进行, 所用

试剂均由日本和光公司生产。

1. 5　统计分析

试验结果以平均数±标准差 (x ±s) 表示, 用

SA S (9. 0 版) 软件[9 ]进行统计处理, 未检出的记作

“0”。

2　结果与分析

2. 1　不添加M et 组游离氨基酸含量及 A ST 和

AL T 活性的变化

不添加L 2蛋氨酸 (对照组) 时不同培养时间培

养液中游离氨基酸含量和转氨酶 (A ST , AL T ) 活性

的变化见表 1。从表 1 可以看出, 与体外培养 0 h 相

比, 在不添加任何氮源和碳源而仅提供矿物质和维

生素条件下体外培养 8 h, 培养液中各氨基酸含量

和总氨基酸含量间无显著差异, 但培养 16 h 培养液

的色氨酸 (T rp )和苯丙氨酸 (Phe) 2 种氨基酸的含量

发生了显著变化, T rp 含量极显著高于 0, 8 h

(P < 0. 01) , Phe 含量 (1. 04 m gökg) 显著低于 0 h

(4. 58 m gökg) (P < 0. 05)。表明在此条件下生长的

瘤胃微生物代谢产物主要是 T rp , 而 Phe 含量很少,

说明在没有外来氮源和碳源条件下, 能够生长的瘤

胃微生物首先主要消耗 Phe 来满足生长代谢需要,

Phe 是维持这类微生物生长最为重要的必需氨基酸

之一, 但瘤胃微生物中 Phe 的分解代谢途径尚不清

楚。研究表明[10211 ] , Phe 是由瘤胃细菌或原虫产生的

谷氨酸- 苯丙氨酸转移酶 (GPA ase) 催化合成, 瘤胃

微生物的 Phe 分解是否也由 GPA ase 催化还有待进

一步研究。

由表 1 还可知, 不添加M et 组培养 8 h 后, A ST

活性显著低于 0 h, 而 16 h 后其活性又升至 5. 0

Λmo lö(L ·m in - 1) , 0 与 16 h A ST 活性差异不显著。

AL T 活性 0 h 时最高, 为 6. 7 Λmo lö(L ·m in - 1) , 以

后随培养时间的延长而降低, 到培养 8 h 时降为 5. 3

Λmo lö(L ·m in - 1) , 显著低于 0 h (P < 0. 05) , 16 h 时

其活性进一步降低至 5. 0 Λmo lö(L ·m in - 1) , 极显著

低于 0 h (P < 0. 01) , 但8 h与 16 h 的AL T 活性差异

不显著。结果表明, 在不提供外来氮源和碳源的情况

下, 瘤胃微生物仍能够利用原来瘤胃液中残留或自身

的氮源和碳源进行氨基酸代谢活动。A ST 和AL T 在

这种极端的代谢条件下仍有活性, 但总的趋势是这 2

种转氨酶的活性在不断弱化, 培养 8 h 和 16 h 后其

活性均显著降低 (P < 0. 05) , 这可能与作为底物的

Glu 和A la 的不断减少有关。
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表 1　不添加L 2蛋氨酸 (M et)时培养液中游离氨基酸含量及A ST 和AL T 活性的变化

T able 1　Change of free am ino acid demonstra t ion,A ST and AL T of cu ltu re flu id w ith no L 2m eth ion ine added

测定项目
Item

培养时间öh Incubation tim e

0 8 16

A STö[Λmo l· (L ·m in- 1) ] 6. 0±1. 0 a 4. 0±1. 0 b 5. 0±1. 0 ab

AL T ö[Λmo l· (L ·m in- 1) ] 6. 7±0. 6 A a 5. 3±0. 6 b 5. 0±0 Bb

L 2蛋氨酸ö(m g·kg- 1) M et 1. 16±0. 42 1. 86±1. 36 2. 54±0. 80

赖氨酸ö(m g·kg- 1) L ys 1. 62±0. 24 2. 00±0. 54 1. 22±0. 86

半胱氨酸ö(m g·kg- 1) Cys2s 45. 06±9. 88 35. 88±16. 56 29. 90±5. 82

谷氨酸ö(m g·kg- 1) Glu 10. 64±2. 14 8. 38±0. 58 7. 98±0. 66

丝氨酸ö(m g·kg- 1) Ser 1. 60±0. 68 0. 92±0. 24 5. 66±8. 22

组氨酸ö(m g·kg- 1) H is 2. 34±0. 70 2. 16±0. 40 2. 80±1. 78

甘氨酸ö(m g·kg- 1) Gly 3. 16±1. 00 2. 00±0. 48 5. 22±6. 00

苏氨酸ö(m g·kg- 1) T h r 13. 44±2. 70 11. 58±3. 92 11. 82±1. 46

精氨酸ö(m g·kg- 1) A rg 5. 00±1. 38 4. 16±1. 22 4. 40±1. 22

丙氨酸ö(m g·kg- 1) A la 1. 42±0. 64 0. 78±0. 48 0. 72±0. 74

酪氨酸ö(m g·kg- 1) T yr 6. 58±2. 18 8. 14±2. 18 11. 68±5. 54

色氨酸ö(m g·kg- 1) T rp 0. 66±0. 04 A 0. 68±0. 08 A 4. 54±0. 56 B

苯丙氨酸ö(m g·kg- 1) Phe 4. 58±2. 46 a 1. 82±0. 20 ab 1. 04±1. 06 b

异亮氨酸ö(m g·kg- 1) Ile 1. 98±0. 72 2. 06±0. 20 1. 86±0. 40

亮氨酸ö(m g·kg- 1) L eu 3. 32±1. 22 2. 64±0. 18 2. 72±0. 80

脯氨酸ö(m g·kg- 1) P ro 8. 60±3. 82 7. 10±9. 08 2. 44±1. 10

缬氨酸ö(m g·kg- 1) V al 2. 12±1. 00 1. 58±0. 40 1. 40±0. 54

总氨基酸ö(m g·kg- 1)
To tal am ino acid

112. 12±21. 16 89. 74±25. 82 97. 94±17. 88

　　注: 同行数据后标不同小写字母者表示差异显著 (P < 0. 05) , 不同大写字母者表示差异极显著 (P < 0. 01)。下表同。

N o te: V alues w ith in a row w ith differen t sm all superscrip ts, d ifferen t cap ital superscrip ts rep resen t sign ifican t difference (P < 0. 05) and

h igh ly sign ifican t difference (P < 0. 01) respectively. T he sam e is below.

2. 2　添加M et 组游离氨基酸含量及A ST 和AL T

活性的变化

添加L 2蛋氨酸 (M et) 后, 对培养液中游离氨基

酸含量及A ST 和AL T 2 种酶活性的影响结果如表

2 所示。

表 2　添加M et 时培养液中游离氨基酸含量及A ST 和AL T 活性的变化

T able 2　Change of free am ino acid demonstra t ion,A ST and AL T of cu ltu re flu id w ith L 2m eth ion ine added

测定项目
Item

培养时间öh Incubation tim e

0 8 16

A STö[Λmo l· (L ·m in- 1) ] 5. 7±0. 6 a 5. 0±0 ab 4. 7±0. 6 b

AL T ö[Λmo l· (L ·m in- 1) ] 6. 3±0. 6 a 5. 0±0 b 5. 3±0. 6 b

L 2蛋氨酸ö(m g·kg- 1) M et 981. 60±265. 32 1113. 82±126. 94 894. 52±277. 54

赖氨酸ö(m g·kg- 1) L ys 3. 20±1. 44 2. 62±1. 56 1. 18±0. 50

半胱氨酸ö(m g·kg- 1) Cys2s 47. 72±14. 46 a 41. 02±7. 64 ab 22. 54±7. 00 b
谷氨酸ö(m g·kg- 1) Glu 9. 62±2. 44 8. 28±1. 72 5. 90±5. 36

丝氨酸ö(m g·kg- 1) Ser 1. 66±0. 86 a 1. 02±0. 36 ab 0. 16±0. 14 b
组氨酸ö(m g·kg- 1) H is 2. 64±1. 00 ab 1. 72±0. 40 a 3. 60±0. 26 b
甘氨酸ö(m g·kg- 1) Gly 14. 02±3. 14 17. 10±3. 58 13. 88±4. 08

苏氨酸ö(m g·kg- 1) T h r 13. 36±3. 02 14. 32±2. 54 10. 46±2. 96

精氨酸ö(m g·kg- 1) A rg 4. 84±1. 18 5. 26±1. 16 2. 44±2. 38

丙氨酸ö(m g·kg- 1) A la 2. 24±1. 56 1. 40±0. 90 1. 16±1. 10

酪氨酸ö(m g·kg- 1) T yr 8. 56±1. 18 10. 74±1. 40 10. 02±4. 76

色氨酸ö(m g·kg- 1) T rp 5. 24±8. 22 0. 98±0. 90 3. 12±4. 94

苯丙氨酸ö(m g·kg- 1) Phe 7. 86±6. 22 1. 84±1. 42 4. 86±4. 04

异亮氨酸ö(m g·kg- 1) Ile 4. 56±6. 72 3. 34±1. 06 3. 62±1. 50

亮氨酸ö(m g·kg- 1) L eu 4. 56±6. 72 3. 34±1. 06 3. 62±1. 50

脯氨酸ö(m g·kg- 1) P ro 2. 86±1. 54 6. 26±1. 56 5. 76±3. 16

缬氨酸ö(m g·kg- 1) V al 0 0 0

总氨基酸ö(m g·kg- 1)
To tal am ino acid

1119. 76±253. 00 1234. 24±144. 32 985. 74±301. 23
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　　从表 2 可以看出, 半胱氨酸 (Cys2s)、丝氨酸

(Ser)和组氨酸 (H is) 含量随培养时间的延长均发生

了明显变化。培养 0 h, 培养液中游离半胱氨酸 (Cys2
s)含量为 47. 72 m gökg, 随着培养时间的延长Cys2s

含量逐渐下降, 培养 16 h 降为 22. 54 m gökg, 显著

低于 0 h (P < 0. 05)。游离丝氨酸 (Ser) 含量的变化

规律与Cys2s 相似。这表明添加M et 可加速这 2 种

氨基酸的代谢, 其代谢通路可能均为丙酮酸途

径[12 ]。

从表 2 还可以看出, 培养 8 h 后, 培养液内游离

组氨酸 (H is) 含量由 0 h 的 2. 64 m gökg 降为 1. 72

m gökg, 但差异不显著, 到 16 h, 其含量又迅速升至

3. 60 m gökg, 且显著高于 8 h (P < 0. 05)。这表明

H is 起初以分解为主, 以后以合成为主, 但决定分解

或合成代谢的条件目前并不清楚。在添加M et 后

V al 已不能被检出, 说明在此条件下V al 可能是微

生物生长最重要的必需氨基酸之一, 这可能对培养

液的调整具有参考价值。添加M et 后还使原来对照

组中 T rp 和 Phe 的显著变化消失, 可见添加M et 改

变了各必需氨基酸在瘤胃微生物代谢过程中的重要

程度。

从表 2 可以看出, 添加M et 组的A ST 活性随

培养时间的延长而降低, 培养 16 h A ST 活性显著

低于 0 h。AL T 活性变化随培养时间的延长先降低

后升高, 培养 8 和 16 h 的AL T 活性均显著低于 0

h。

2. 3　添加M et 前后游离氨基酸含量和A ST , AL T

活性的变化

　　本研究统计分析结果表明, 与未添加M et 组相

比, 添加M et 组的A ST 和AL T 活性并未因M et 的

添加而发生显著变化, 这表明M et 在瘤胃微生物的

代谢过程中可能不发生转氨作用。与未添加M et 组

相比, 添加M et 组的多数游离氨基酸含量无显著改

变, 仅 Gly,M et 和V al 含量发生了极显著的变化。

前两者含量添加后均极显著高于添加前, 其中M et

含量极显著高于添加前可能是由于M et 的添加直

接引起的, 而 Gly 含量的极显著增加则是由于M et

的添加间接导致的。同时,V al 因M et 的添加立即被

消耗尽。这一结果表明, 添加M et 使微生物的氨基

酸代谢途径发生了改变, 这一代谢途径可能以V al

为底物合成了 Gly, A ST 和AL T 在这一代谢途径

中均未发挥作用, 对其机理还有待于进一步研究。

3　结　论

在瘤胃微生物无其他氮源和碳源的条件下, 添

加M et 可加速V al, Ser, Cys2s 和 H is 的利用, 改变

H is 的代谢, 使产物中游离 Gly 含量增加, 但不影响

A ST 和AL T 活性。这表明V al, Ser, Cys2s 和 H is

是在M et 为惟一氮源和碳源条件下瘤胃微生物生

长的重要氨基酸, 瘤胃微生物可以在以M et 为惟一

氮源和碳源条件下维持代谢, 这对嗜M et 瘤胃微生

物的分离十分有益。
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Effect of m eth ion ine as N and C sou rces on

am ino acids m etabo lism of rum en m icroo rgan ism in v itro

L IL  -m u1a, 2,L E Guo-we i1a , 1b, SH IY ong-hui1b

(1 a. K ey L abora tory of E d uca tion M in istry of F ood S cience and S af ety; b. S chool of F ood S cience and T echnology ,

S ou thern Y ang tz e U niversity ,W ux i, J iang su 214036, Ch ina;

2 S chool of A n im al S cience and T echnology ,A nhu i A g ricu ltu ra l U niversity , H ef ei,A nhu i 230036, Ch ina)

Abstract: In v itro studies w ere conducted to exam ine the effect of m eth ion ine u sed as so le n it rogen and

carbon sou rces on the asparta te am ino tran sferase (A ST ) , a lan ine am ino tran sferase (AL T ) and am ino acids

m etabo lism of rum en m icroo rgan ism s. R um en m icroo rgan ism s w ere co llected from fistu la ted goats fed w ith

alfa lfa hay and a concen tra te m ix tu re tw ice a day. Six serum bo tt les, each con ta in ing 100 mL m inera l and

vitam in m edia, taken and in jected in to the rum en flu id (off2feed granu les) 5 mL from every bo t t le, w ere

random ly divided in to tw o group s,w ith th ree bo t t les in each group. O ne group w as in jected 0. 1 mmo löL L 2
M et as tria l group 1; the o ther th ree bo t t les w ere in jected w ithou t L 2M et, as a con tro l group. T hen they

w ere anaerob ica lly incubated at 39 ℃ fo r 16 h. F ree am ino acids and tran sam inase (A ST ,AL T ) in the su2
pernatan ts of the incubat ion w ere analyzed by H PL C and an au tom atic b iochem istry analyzer respect ively.

W hen M et w as u sed as a un ique sou rce of N and C of rum en m icroo rgan ism s, the con ten ts of free valine

(V al) and h ist id ine (H is) w ere h igh ly sign if ican t ly (P < 0. 01) and sign if ican t ly (P < 0. 05) reduced respec2
t ively; bu t g lycine (Gly) w as h igh ly increased (P < 0. 01). N o sign if ican t d ifferences in the o ther free am ino

acids w ere found, as w ell as fo r GO T and GPT act ivit ies. T he resu lts ind ica te that V al and cysteine (Cys)

are p robab ly the mo st impo rtan t essen t ia l am ino acids of rum en m icroo rgan ism s w hen M et serves as a u2
n ique sou rce of n it rogen and carbon.

Key words: rum en m icroo rgan ism ; m eth ion ine; A ST; AL T; free am ino acid
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