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瘤胃微生物体外利用赖氨酸对有关酶和尿素氮的影响


李吕木，胡良卫，刁　欢，凌　俊
（安徽农业大学 动物科技学院，安徽 合肥２３００３６）

［摘　要］　为了测定体外培养条件下瘤胃微生物的赖氨酸消化率及赖氨酸降解过程中谷氨酸脱氢酶（ＧＤＨ）、γ

谷氨酰转肽酶（γＧＴ）、谷草转氨酶（ＧＯＴ）、谷丙转氨酶（ＧＰＴ）和尿素氮（ＵＮ）的变化及其相关关系，经瘤胃瘘管取成

年山羊瘤胃液混匀后分装至１２个血清瓶中，每瓶４０ｍＬ，同时每瓶加入淀粉２０ｍｇ；血清瓶随机均分为２组，其中一

组每瓶再注入８ｍＬ０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｌ赖氨酸作为赖氨酸组，另一组每瓶再注入等体积的去离子水作为对照，一并放

入３９℃培养箱培养１６ｈ，并于培养的０，８和１６ｈ取培养液测定ＧＤＨ、γＧＴ、ＧＯＴ、ＧＰＴ、ＵＮ和游离氨基酸。结果

表明，底物中添加赖氨酸时，培养液中ＵＮ浓度可保持稳定，否则培养１６ｈ后的ＵＮ浓度极显著升高；ＧＤＨ活性在赖

氨酸的降解代谢过程中随培养时间的延长而增加；培养时间的长短显著影响 ＧＤＨ、γＧＴ活性及 ＵＮ的含量（犘≤

０．０５）。在不添加赖氨酸的条件下，培养１６ｈ的γＧＴ与１６ｈ的 ＧＰＴ和 ＵＮ均呈极显著正相关 （犚＝０．９５；犚＝

０．９２）。当底物中添加赖氨酸时，培养０ｈ的ＧＤＨ与培养８ｈ的γＧＴ显著相关（犚＝０．８８）；而培养８ｈ的γＧＴ又与

８ｈ的ＵＮ显著相关（犚＝０．８６）；培养０，８和１６ｈ的赖氨酸浓度与培养０ｈ的ＧＤＨ呈负相关，与培养８ｈ的ＧＤＨ呈

极显著负相关（犚＝－０．９４）。对照组培养８和１６ｈ的赖氨酸消化率分别为３１．６４％和６３．５９％，赖氨酸组培养８和１６

ｈ的赖氨酸消化率则分别为４９．２４％和７４．５５％，均极显著高于对照组培养８ｈ的消化率。提示在氮源缺乏的条件下，

瘤胃微生物可能通过γＧＴ、ＧＰＴ和ＧＯＴ的共同作用增加尿素氮的积累以维持生长，瘤胃微生物的赖氨酸降解本质

上属于酶解。

［关键词］　成年山羊；瘤胃微生物；谷氨酸脱氢酶（ＧＤＨ）；γ谷氨酰转肽酶（γＧＴ）；谷草转氨酶（ＧＯＴ）；谷丙转氨

酶（ＧＰＴ）；尿素氮（ＵＮ）；赖氨酸；消化率
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　　赖氨酸是动物的必需氨基酸，同时也是反刍动

物的限制性氨基酸［１］，但由于瘤胃微生物的利用或

发酵降解，反刍动物不能像单胃动物那样通过日粮

供给赖氨酸来满足其需要，因此，研究瘤胃赖氨酸代

谢的有效调控方法就成为提高反刍动物赖氨酸利用

率的一项重要内容。研究表明，赖氨酸在瘤胃内被

瘤胃微生物利用或被瘤胃微生物分泌的酶降解，动

物的采食行为和日粮的氨基酸水平影响瘤胃微生物

对赖氨酸的利用［２］。ＮＡＤＰ依赖型谷氨酸脱氢酶

（ＧＤＨ）和谷丙转氨酶（ＧＰＴ）在瘤胃厌氧真菌的氨

基酸代谢中发挥着重要作用［３］，但赖氨酸在瘤胃代

谢过程中与有关氨基酸降解酶的关系尚不清楚。因

此，揭示瘤胃微生物赖氨酸降解与有关赖氨酸降解

酶的关系，可为调控瘤胃赖氨酸降解提供重要的理

论依据。虽然赖氨酸在瘤胃内的降解速度比体外要

快１．５倍，但两者存在着显著线性关系
［４］，因而可用

简便的体外代谢结果来解释体内代谢。此外，氨基

酸代谢的终产物之一———尿素也在瘤胃液中存

在［５］，但其与赖氨酸降解代谢的关系也不清楚。为

此，本研究通过瘤胃微生物的体外利用赖氨酸试验，

以揭示混合瘤胃微生物在利用赖氨酸时血液和瘤胃

液中赖氨酸（Ｌｙｓ）、谷氨酸脱氢酶（ＧＤＨ）、谷草转氨

酶（ＧＯＴ）、谷丙转氨酶（ＧＰＴ）、γ谷氨酰转肽酶（γ

ＧＴ）和尿素氮（ＵＮ）的变化及其相关关系，从而为调

控赖氨酸的代谢提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验动物与瘤胃液的采集

以３头装有永久性瘤胃瘘管的成年萨能公羊为

采集瘤胃液的供体动物。羊的精料混合料配方和饲

养管理方法与文献［６］相同，饲养６个月以后开始本

试验。瘤胃液于晨饲前采集，用改装的塑料洗液瓶

经瘘管吸取３头瘘管山羊的瘤胃液，并等量混合后

用４层医用卫生纱布挤滤，然后按Ｌｅｅ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　试验分组与取样

取１２０ｍＬ血清瓶１２个，每瓶装２０ｍｇ淀粉及

去除饲料颗粒的瘤胃液上清４０ｍＬ，充入氮气后加

胶塞压盖密封。血清瓶随机均分为２组，其中一组

为赖氨酸组，即每瓶再用１次性注射器注入８ｍＬ

Ｌ赖氨酸（含０．２５ｍｏｌ／Ｌ），另一组每瓶注入８ｍＬ

去离子水作为对照，一并放入３９℃培养箱中培养，

同时取样作为０ｈ培养样，然后于培养８和１６ｈ时

再分别取样１次。取样时先将培养液摇匀，然后用

一次性注射器抽取２ｍＬ培养液。其中用于测定氨

基酸的１ｍＬ样，在取出后立即加入１ｍＬ４０ｍｇ／Ｌ

的磺基水杨酸［８］，过夜后离心 １５ ｍｉｎ（１２０００

ｒ／ｍｉｎ），取上清液置－２０℃冰箱中存放待测。

４４ 西北农林科技大学学报（自然科学版） 第３５卷



１．３　测定项目及其方法

测定指标有ＧＤＨ、γＧＴ、ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＵＮ和赖

氨酸，其中γＧＴ、ＧＰＴ、ＧＯＴ和 ＵＮ采用终点法测

定［９］，ＧＤＨ采用速率法测定
［１０］。本次试验测定的

ＧＤＨ是ＮＡＤＨ 依赖型 ＮＡＤＨＧＤＨ，酶活国际单

位用在３４０ｎｍ波长处测得的 ＮＡＤＨ 消耗的物质

的量（μｍｏｌ）表示，测定仪器为山东高密彩虹分析仪

器有限公司生产的ＧＦＤ８００型半自动生化仪，测试

试剂盒均由长春汇力生物科技有限公司生产，有关操

作按试剂盒说明书进行。氨基酸用安捷仑１１００型高

效液相色谱仪测定，有关试剂均购自安捷仑公司。

１．４　数据统计与分析

赖氨酸８ｈ和１６ｈ的消化率为各组０ｈ赖氨酸

含量与８ｈ或１６ｈ赖氨酸含量之差再除以０ｈ赖氨

酸含量的百分比。试验结果按照６重复随机因子设

计，应用ＳＡＳ软件进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　底物赖氨酸培养不同时间对成年公羊瘤胃液

中有关酶活性和ＵＮ、Ｌｙｓ浓度的影响

表１表明，对照组和赖氨酸组ＧＤＨ 活性均随

培养时间的改变而发生极显著变化，其活性均随培

养时间的增加而增大，增加幅度以对照组最大，发酵

１６ｈ较０ｈ增加了１７１．８％；而赖氨酸组增幅相对较

小，发酵１６ｈ的ＧＤＨ活性较０ｈ增加１２８．１％。

表１　底物赖氨酸处理时间对成年公羊瘤胃液中ＧＤＨ、γＧＴ、ＧＰＴ、ＧＯＴ活性和ＵＮ、赖氨酸浓度的影响

Ｔａｂｌｅ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＧＤＨ，γＧＴ，ＧＰＴ，ＧＯＴａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，ａｎｄＵＮ，ｌｙｓｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｉｎ

ｂｕｃｋｒｕｍｉｎａｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅ

项目Ｉｔｅｍ
对照Ｃｏｎｔｒｏｌ 赖氨酸组Ｌｙｓｉｎｅ

０ｈ ８ｈ １６ｈ ０ｈ ８ｈ １６ｈ

ＧＤＨ／
（μｍｏｌ·Ｌ

－１·ｍｉｎ－１）
１１８．４８±４．８３Ａ １６６．６８±１０．４３Ｂ ３２２．０７±８．４８Ｃ ８９．１７±９．０８Ｅ １０８．５０±２６．０６Ａｂ２０３．４０±１０．４７Ｄ

ＵＮ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ０．８１±０．０４Ａａ ０．８１±０．１３Ａａ １．０１±０．１７Ｂｂ ０．９２±０．０６ｂｃ ０．９１±０．１０ａｂｃ ０．９４±０．０５ｂｃ

γＧＴ／
（μｍｏｌ·Ｌ

－１·ｍｉｎ－１）
４４．６７±１．８０ＡＢａ ４０．６６±１．５０Ａ ４０．８８±５．１７Ａ ５５．６８±７．７８Ｂｂ ４１．３４±２．３３Ａ ３８．９７±２．６８Ａ

ＧＰＴ／
（μｍｏｌ·Ｌ

－１·ｍｉｎ－１）
２７．０３±２．７２Ａ ２９．１６±５．７１Ｃ ３６．９１±４．７１Ｂ ３５．８５±１３．３７Ｂ ２７．９２±１．８２Ａ ３９．０９±１１．３７Ｂ

ＧＯＴ／
（μｍｏｌ·Ｌ

－１·ｍｉｎ－１）
６９．４３±１１．６５ａ ６９．６１±６．９１ａ ６６．４５±７．０２ａｂ ６９．１９±２８．９０ａ ６１．５３±３．０３ａｂ ５５．５８±５．６４ｂ

Ｌｙｓ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ０．２４±０．０７ａ ０．１６±０．０４ａ ０．１２±０．０５ａ ３０．３９±２．１２ｂ １１．１３±１．０１ｃ ７．７９±１．４０ｄ

　　注：同行后标不同大写字母者表示差异极显著（犘＜０．０１），标不同小写字母者表示差异显著（犘＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎａｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｇｒｅａｔｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

（犘＜０．０５）．

　　从表１还可看出，赖氨酸组瘤胃液中 ＵＮ浓度

不因培养时间的变化而发生显著改变，而对照组培

养１６ｈ的 ＵＮ浓度（１．０１ｍｍｏｌ）极显著高于０ｈ

（０．８１ｍｍｏｌ）和８ｈ（０．８１ｍｍｏｌ）。赖氨酸组发酵０

和１６ｈ的ＵＮ浓度显著高于对照组０和８ｈ的浓

度。赖氨酸组和对照组瘤胃液中赖氨酸浓度均随培

养时间延长而降低，但对照组在１６ｈ培养期内的变

化不显著，而赖氨酸组随培养时间的延长显著降低。

表１还表明，对照组的瘤胃液中γＧＴ活性在

不同培养时间之间差异不显著，但赖氨酸组０ｈ的

γＧＴ活性（５５．６８μｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ）极显著高于培养

８（４１．３４μｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ））和１６ｈ（３８．９７μｍｏｌ／

（Ｌ·ｍｉｎ））的活性。此外，赖氨酸组０ｈ的γＧＴ活

性还显著或极显著高于对照组不同培养时间的γ

ＧＴ活性。从表１不难看出，对照组和赖氨酸组的

γＧＴ活性均有随培养时间的延长而降低的趋势。

ＧＰＴ活性的变化在对照组和赖氨酸组不同培

养时间之间存在显著差异，但两组ＧＰＴ活性的变化

方式不同。对照组ＧＰＴ活性随培养时间的增加而

增强，而赖氨酸组的变化则是波动的，培养０（３５．８５

μｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ）和１６ｈ（３９．０９μｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ）的

ＧＰＴ活性均极显著高于８ｈ（２７．９２μｍｏｌ／（Ｌ·

ｍｉｎ）。

由表１可见，ＧＯＴ活性的变化在对照组不同培

养时间之间差异不显著，但在赖氨酸组间差异显著，

０ｈ活性最高（６９．１９μｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ）），以后随培养

时间的延长，活性逐渐降低，１６ｈ时的活性为５５．５８

μｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ），显著低于０ｈ时的ＧＯＴ活性。

２．２　成年公羊瘤胃液中 ＧＤＨ、γＧＴ、ＧＰＴ、ＧＯＴ

和ＵＮ间的相关性分析

相关分析结果表明，在对照组，培养１６ｈ的γ

ＧＴ与 ＧＰＴ、ＵＮ 均极显著相关（犚＝０．９５；犚＝

０．９２），与ＧＯＴ显著相关（犚＝０．８４）；培养１６ｈ的

ＵＮ与 ＧＰＴ、ＧＯＴ 显著正相关（犚＝０．８６；犚＝
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０．８７）。

在赖氨酸组，０ｈ的ＧＤＨ与８ｈ的γＧＴ显著

相关（犚＝０．８８），而８ｈ的γＧＴ又与８ｈ的ＵＮ显

著相关（犚＝０．８６）；０ｈ的ＧＰＴ与１６ｈ的 ＧＯＴ显

著相关（犚＝０．８１）；培养１６ｈ的 ＵＮ浓度与０ｈ的

ＧＤＨ呈极显著负相关（犚＝－０．９４）；培养０，８和１６

ｈ的赖氨酸浓度与０ｈ的 ＧＤＨ 负相关，与８ｈ的

ＧＤＨ呈极显著负相关（犚＝－０．９４）；而０ｈ的赖氨

酸浓度则与０ｈ的ＧＯＴ显著正相关（犚＝０．８５），８ｈ

的赖氨酸浓度与１６ｈ的γＧＴ极显著正相关（犚＝

０．９６）。

２．３　成年公羊瘤胃液中赖氨酸的消化率

统计分析表明，对照组培养８和１６ｈ的赖氨酸

消化率分别为３１．６４％和６３．５９％；赖氨酸组培养８

和１６ｈ 的赖氨酸消化率则分别为 ４９．２４％ 和

７４．５５％，均极显著高于对照组培养８ｈ的消化率；

各组赖氨酸消化率均随培养时间的延长而显著增

加。可见，是否添加赖氨酸和培养时间的长短，均对

赖氨酸的消化率有显著影响。

３　讨　论

３．１　底物赖氨酸在不同培养时间对成年公羊瘤胃

液中有关酶活性和ＵＮ浓度的影响

无论是对照组还是赖氨酸组，ＧＤＨ活性均随培

养时间的变化而变化，这表明２个处理组在发酵培

养过程中ＮＡＤＨ依赖型ＧＤＨ的表现都很活跃，这

与Ｄｉｊｋｅｒｍａｎ等
［１１］对瘤胃厌氧真菌ｐｉｒｏｍｙｃｅｓｓｐ．

ＳｔｒａｉｎＥ２的研究报道基本一致。Ｄｉｊｋｅｒｍａｎ等
［１１］

研究发现，在限制氮源的条件下，ＮＡＤＨ 依赖型

ＧＤＨ和谷氨酸合成酶（ＧＳ）活性可提高４～６倍，以

加速催化从氨基酸脱下的氨与酮戊二酸合成谷氨

酸。但氨是通过何种途径从氨基酸上脱去的，其关

键酶是什么并不清楚。从本试验的结果来看，在赖

氨酸的脱氨反应中，ＧＯＴ和ＧＰＴ可能充当了一定

的角色（表１），因为两者在１６ｈ培养期内的酶活性

均有显著改变，但作用方式显然不同，ＧＯＴ活性随

培养时间的延长而降低，ＧＰＴ活性则是８ｈ显著低

于０和１６ｈ，表明ＧＤＨ 在氨基酸的降解代谢中起

着重要的间接调节作用［１２］。表１结果显示，添加赖

氨酸将影响这种调节速率，使ＧＤＨ 活性极显著低

于对照组，这可能是由于２种处理导致氨的来源和

谷氨酸的去路不同所致。因为有研究表明，瘤胃厌

氧真菌ｐｉｒｏｍｙｃｅｓｓｐ．ＳｔｒａｉｎＥ２在氨浓度低于１０

ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＮＡＤＰＧＤＨ 活性受到抑制，当氨浓度

为０．５ ｍｍｏｌ／Ｌ 时，ＮＡＤＰＧＤＨ 活性增加了 ４

倍［１１］。但２种处理ＧＤＨ活性均随培养时间的延长

而极显著增强，这表明谷氨酸的合成量随培养时间

的延长而增加，说明谷氨酸是氨基酸降解代谢中十

分重要的中间产物。本试验不能判定谷氨酸的去

路，不过从ＧＯＴ和ＧＰＴ的活性变化来看（表１），添

加赖氨酸后，ＧＯＴ和ＧＰＴ的作用较对照发生了改

变，表明赖氨酸有可能部分通过草酰乙酸和丙氨酸

这一途径转氨，因为赖氨酸组０ｈ时的ＧＰＴ活性显

著高于对照组，ＧＯＴ活性在８和１６ｈ之间也存在

显著差异。

从γＧＴ活性变化来看，谷氨酸是否被微生物

直接利用［１３１４］或通过其他途径代谢，还有待进一步

研究。由于γＧＴ可催化γ谷氨酰化合物上γ谷氨

酸酰基的转移［１５］，而赖氨酸经α酮戊二酸途径代谢

水解生成Ｌ谷氨酸
［１６］，因此从表１中赖氨酸组γ

ＧＴ活性０ｈ显著高于对照组来看，部分赖氨酸可能

经α酮戊二酸途径水解生成谷氨酸后，在γＧＴ的

帮助下被直接转运至细胞内。大部分瘤胃微生物可

用尿素作惟一氮源维持生长［１７］，ＵＮ在对照组中培

养１６ｈ后开始极显著升高，而氨基酸组的ＵＮ在培

养期间未发生显著改变，这可能是对照组微生物经

１６ｈ培养后由于氮源不足的一种氮源增加方式。

３．２　成年公羊瘤胃液中 ＧＤＨ、γＧＴ、ＧＰＴ、ＧＯＴ

和ＵＮ间的相关性

尽管本试验中２个处理因底物赖氨酸的差异而

导致氨基酸代谢途径存在差别，但２组都存在γＧＴ

与ＵＮ的极显著或显著正相关，且未添加赖氨酸的

对照组出现显著相关的时间是培养１６ｈ，较添加赖

氨酸处理组（８ｈ）晚，可见，γＧＴ与ＵＮ在氨基酸的

代谢中具有协同性。ＵＮ在对照组培养１６ｈ后与

ＧＯＴ和ＧＰＴ显著正相关，表明这时ＧＯＴ和ＧＰＴ

催化的转氨反应产生的氨可能主要转变成尿素，以

提供微生物生长所需的氮源。

对照组ＧＤＨ、γＧＴ、ＧＰＴ、ＧＯＴ和ＵＮ间未发

现负相关，且ＵＮ与１６ｈ时的γＧＴ、ＧＰＴ和ＧＯＴ

均呈显著正相关，这一结果暗示这３种酶协同作用

以增加尿素产量来满足微生物生长对氮源的需求。

但添加赖氨酸后有负相关出现，表明添加新的氮源

后加速了氨基酸代谢进程。赖氨酸的添加引起１６ｈ

ＵＮ与０ｈＧＤＨ的极显著负相关，表明０ｈＧＤＨ的

催化作用可能使得１６ｈ后尿素的生成减少，进而影

响到ＵＮ浓度的变化。

２个处理的赖氨酸浓度与ＧＤＨ均呈负相关，并
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且赖氨酸组培养８ｈ的赖氨酸浓度与８ｈ的ＧＤＨ

极显著负相关（犚＝－０．９４），这一结果与Ｄｉｊｋｅｒｍａｎ

等［１１］对厌氧真菌的研究结果相符。这进一步说明，

赖氨酸的分解代谢与ＧＤＨ密切相关，但调控ＧＤＨ

能否有效控制赖氨酸的降解还有待进一步研究。

赖氨酸消化率的变化结果表明，瘤胃液中的赖

氨酸浓度对赖氨酸的消化有一定影响，当赖氨酸浓

度增加时其消化速度加快，这种变化方式符合酶解

反应的底物调控方式［１６］。这一结果暗示瘤胃微生

物对赖氨酸的利用本质上属于酶解而不是微生物的

直接利用，或者说以酶解为主，微生物的直接利用为

辅。

从２个处理的相关分析不难看出，大多数相关

都与ＵＮ有关，且相关的趋势都是使产物中尿素产

量增加。这与大部分瘤胃微生物都能利用氨作为惟

一氮源维持生长的研究结果一致［１７］。

４　结　论

瘤胃微生物对赖氨酸的利用本质上属于酶解，

其降解速率受底物赖氨酸浓度的影响。ＧＤＨ 活性

与瘤胃液的游离赖氨酸浓度负相关，其可能通过催

化谷氨酸的合成而在赖氨酸的代谢中起着重要的调

节作用。底物赖氨酸浓度影响瘤胃微生物的消化

率，当赖氨酸浓度增加时其消化率也增加。培养时

间的长短显著影响ＧＤＨ、γＧＴ活性及 ＵＮ和赖氨

酸的浓度。在氮源缺乏的条件下，瘤胃微生物可能

通过γＧＴ、ＧＰＴ和ＧＯＴ的共同作用增加尿素氮的

积累，以维持生长。
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