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特定氨基酸缺省底物对体外培养混合瘤胃                

微生物及其发酵的影响 

王梦芝，王洪荣，曹恒春，李国祥，张  洁  

（扬州大学动物科学与技术学院，江苏扬州 225009） 

 
摘要：【目的】研究特定氨基酸在人工瘤胃体外培养条件下如何影响瘤胃微生物群系特征及其发酵。【方法】

研究中以 3只瘘管山羊作为瘤胃液供体，采用底物去除技术，底物设计分别为：全量必需氨基酸组（TEAA），组氨

酸、赖氨酸、蛋氨酸和支链氨基酸（BCAA）的缺省组。【结果】底物对培养液 pH 均值没有显著性影响，但各组 pH

值随时间的变化模式有所不同；培养液氨氮浓度较高，在 10.99～30.51 mg/100 ml 范围变动，各组氨氮浓度随时

间的变化模式也有明显的不同；特定氨基酸缺省对微生物蛋白产量限制程度不同，以 BCAA 缺省对微生物蛋白产量

的限制最大，相对于全量组混合微生物蛋白下降了 44.52%。研究还发现底物对微生物区系也有一定的影响，原虫

与细菌比值以赖氨酸缺省组最低（89.12%），BCAA 缺省组最高（127.60%）（P＜0.01）。另外，微生物的 PCR-SSCP

图谱显示微生物区系内的种属也因底物变化而发生了改变。【结论】底物氨基酸对瘤胃混合微生物群系及其发酵有

一定的影响作用，支链氨基酸是瘤胃混合微生物生长所必需的氨基酸。 
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Effects of Certain Amino Acids-Removal on the Rumen Mixed 
Microbes and Fermentation in vitro 

WANG Meng-zhi, WANG Hong-rong, CAO Heng-chun, LI Guo-xiang, ZHANG Jie 

(College of Animal Science and Technology, Yangzhou University, Yangzhou 225009, Jiangsu) 

 

Abstract: 【Objective】Expeniments were conducted to investigate how rumen microbes and fermentation change with certain 
amino acids in vitro. 【Method】Three goats fitted with cannula were used to provide rumen liquor. The removal method was applied. 
Treatments of total essential amino acid (TEAA), His-removal, Lys-removal, Met-removal, and branch chain amino acids 
(BCAA)-removal were designed. 【Result】The substrates showed no significant influence on the average pH value, but each had a 
different pattern with time change. The recorded concentration of NH3-N ranged between 10.99 to 30.51 mg/100 ml, while observed 
to be much higher in incubation medium varied patterns with time change. Yields of microbial protein varied with treatments, with 
lowest decrease of 44.52% in the treatment with BCAA-removal (P＜0.01) compared to the group of TEAA. As for micro-flora, the 
protozoa to bacteria ratio was lowest for treatment group with Lys-removal (89.12%), while highest for the group with 
BCAA-removal (127.60%) (P＜0.01). Furthermore, PCR-SSCP analysis revealed microbial profile change within bacteria or 
protozoa group subjected to the substrates. 【Conclusion】 Dietary amino acid influences both fermentation and microbial community. 
Branch chain AAs are essential AA for the growth of ruminal mixed microbes. 
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0  引言 

【研究意义】瘤胃微生物蛋白质是反刍动物小肠 

氨基酸的主要来源[1,2]。如何充分利用反刍动物蛋白质

营养生理特点，使流向十二指肠的微生物蛋白质量最

大，是有效调控反刍动物蛋白质营养、节约蛋白质饲
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料，缓解蛋白质资源短缺的重要途径之一。【前人研

究进展】瘤胃微生物的生长同样需要必需氨基酸及限

制性氨基酸。Kajikawa 等报道[3]在去除亮氨酸、苯丙

氨酸、酪氨酸等氨基酸的培养液中，瘤胃微生物的生

长受到限制，提示瘤胃微生物需要某个或某些特定氨

基酸。【本研究切入点】有关氨基酸对瘤胃微生物影

响的研究相对较少，其结果也远不足以解析氨基酸影

响瘤胃微生物生长的规律以及调控微生物蛋白而促进

宿主生产。因此，本研究以瘤胃混合微生物的必需氨

基酸组成比例为全量对照，分别设赖氨酸、蛋氨酸和

支链氨基酸等的缺省底物进行体外培养，利用

PCR-SSCP 技术分析微生物群落的动态变化。【拟解

决的关键问题】探讨特定氨基酸影响瘤胃微生物及其

发酵的规律和机制，并比较各种特定氨基酸对瘤胃微

生物生长的限制程度，为瘤胃微生态研究、宿主氨基

酸营养研究与调控等方面提供信息和支持。 

1  材料与方法 

1.1  试验动物 
3 只装有瘤胃瘘管山羊[活重：（23.4±2.2）kg]，

栓系饲养，饲喂青刈牧草，自由饮水，用于采集瘤胃

液。 
1.2  底物设计 

全量必需氨基酸组（TEAA，皆为分析纯氨基酸，

A 组），参考 Clark 等[1]进行配比（表 1）。组氨酸缺

省组，命名为 OHis（含义为 His omitted，B 组，其它

组含义同）、赖氨酸缺省组（OLys，C 组）、蛋氨酸

缺省组（OMet，D 组）、支链氨基酸（BCAA：包括

异亮氨酸、亮氨酸和缬氨酸）缺省组（OBCAA，E 组），

在各缺省组中均以味精（谷氨酸钠盐）替代缺省的氨

基酸。每种底物设 2 个重复。 
1.3  体外培养 

 
表 1  全量必需氨基酸组底物比例（% EAA） 

Table 1  The composition of the diet with total essential amino acid (%EAA)  

项目 
Item 

精氨酸 
Arg 

组氨酸 
His 

异亮氨酸 
Ile 

亮氨酸 
Leu 

赖氨酸 
Lys 

蛋氨酸 
Met 

苯丙氨酸 
Phe 

苏氨酸 
Thr 

色氨酸 
Trp 

缬氨酸 
Val 

比例 Composition 10.2 4.0 11.5 16.3 15.8 5.2 10.2 11.4 2.7 12.5 

 
参考 Abdulrazak 等的方法[4]。配制培养液并充

CO2、39℃水浴预热备用。取 1.2 g 底物放入培养瓶，

加入 120 ml 培养液，39℃水浴震荡培养。在培养 0，
2，4，6，8，10，12，16 h 时点测定 pH，同时取 5 ml
瘤胃液直接冻存待测液氨氮浓度，16 h 培养结束后立

即分离微生物，进行指标测定。 
1.4  测定指标及其具体方法步骤 

1.4.1  培养液pH  用 pHS-3C 型 pH 计于各取样时间

点立即测定。 
1.4.2  培养液氨氮浓度  氧化镁蒸馏滴定法[5]。瘤胃

液中所含 NH3-N 量计算公式（mg/100 ml）：

NH3-N=14 （V2－V1） C 100/V3。式中：V1 为空

白样品滴定所消耗的标准 HCl 体积（ml）；V2为待测

样品滴定所消耗的标准 HCl 体积（ml）；V3为进行蒸

馏的待测样品的体积（ml）；C 为标准 HCl 的浓度

（mol·L-1）。 
1.4.3  微生物的分离   综合参考 Martín-Orúe[6]、

Ranilla 等[7]的方法，稍改动。（1）原虫：取瘤胃液加

等体积生理盐水 39℃孵育 60 min，摇床 125 r/min，并

辅以搅拌；再经 4 层纱布过滤，滤液离心（150 g，

15 min），收集沉淀为原虫，用生理盐水洗涤两次后

用生理盐水悬浮，－20℃贮存待测。（2）细菌：收集

（1）中离心的上清，再离心（22 000 g，15 min），

收集沉淀为细菌，其余处理同（1）。 
1.4.4  微生物真蛋白的测定与计算  三氯醋酸沉淀

蛋白法[8]。取分离微生物样品经 22 000 g，离心 10 
min，弃上清液加入 5 ml 10% TCA，混匀后置室温 30 
min，离心（6 000 g，10 min），弃上清液再加入 5 ml 
5% NaOH 混匀溶解后，离心（6 000 g，10 min），

取上清液用 756 型紫外光分光度计测定 OD280 和

OD260。微生物真蛋白含量（Pr）计算公式为：Pr
（mg·ml-1）=（1.45 OD280－0.740 OD260） 稀释

倍数。 
1.4.5  PCR-SSCP  微生物 DNA 提取参考 Zhou[9]，稍

改进。瘤胃液离心（22 000 g，10 min），弃上清，

加抽提液 5 ml（100 mmol·L-1Tris-HCl，50 mmol·L-1 
EDTA，2% CTAB）混匀；加 100 µl 5 mg·ml-1蛋白酶

K，1/10 体积的 20% SDS，完全冻至成冰后 55℃水浴

60 min，重复冻融 3 次。用等体积的苯酚﹕氯仿﹕异

戊醇（V﹕V﹕V=25﹕24﹕1）先抽提 1 次，离心     
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（15 000 g，10 min），取上清液，再用等体积的氯

仿﹕异戊醇（V﹕V =24﹕1）抽提和离心数次至上清

液澄清，加入 0.6 体积的异丙醇，冰上静置沉淀 DNA
之后离心去上清，70% 乙醇洗沉淀 2～3 次，自然干

燥，适量 TE 溶解。紫外分析仪测定所提取 DNA 浓度

和纯度，0.7% 琼脂糖电泳检测 DNA 片段大小。 
PCR 扩增：细菌（B），以提取的 DNA 为模板，

用细菌 V3 引物 F338（5' CCT ACG GGA GGC AGC 
AG 3'（S-D-B-338-a-S-17））与 R518（5' ATT ACC GCG 
GCT GCT GG 3'（S-D-B-518 -b-A-17））[10] 进行 PCR
扩增。PCR 反应体系（50 µl）：PCR 即用试剂盒

（Songon）25 µl Master Mix，模板 5 µl，前后引物各

1 µl，18 µl ddH2O；反应参数：94℃预变性 5 min，94℃
变性 50 s，54℃退火 40 s，72℃延伸 45 s，33 个循环

后 72℃再延伸 5 min，取扩增产物 10 µl，2%琼脂糖凝

胶电泳检测、拍照。原虫（P），从 Genbank 获取纤

毛虫 rDNA 序列设计 ITS1 引物 F1738（5'AAC AAG 
GTT TCC GTA GGT 3'）与 R1951（5' ACT TCG CTG 
CGT TCT TCA 3'）进行 PCR 扩增，PCR 反应体系（50 
µl）：PCR 即用试剂盒 25 µl PCR Master Mix，模板 5 
µl，前后引物各 1 µl，18 µl ddH2O；反应参数：94℃
预变性 3 min；94℃变性 50 s；52℃退火 45 s；72℃延

伸 45 s；35 个循环后 72℃再延伸 5 min，检测同上。 
SSCP 检测：10 µl PCR 产物，加 10 µl 变性剂（95%

去离子甲酰胺，10 mmol·L-1 EDTA，0.02%溴酚蓝），

30 µl 石蜡油，煮沸 10 min，取出立刻放入冰浴中 10 
min，将上清液全部上样，10～15℃下 12%聚丙烯酰

胺凝胶电泳（PAGE），150V 30 min 后 80V 16 h，银

染、拍照。 
SSCP 指纹图谱分析：将 SSCP 谱图数字化，对图

谱中每个清晰可辨的条带依次命名，并计算不同的泳

道（底物）之间 Jaccard 相似性指数（Cj）。Cj 计算

公式：Cj=j/（a+b-j），式中：j 为两泳道共有条带数；

a、b：两泳道各自的条带总数。 
1.5  数据处理 

采用 Excel 软件整理数据，SPSSv11.5 统计分析软

件的 One-way-ANOVA 进行方差分析和 LSD 多重比

较，差异显著水平为 P＜0.05，差异极显著水平为 P
＜0.01。 

2  结果与分析 

2.1  培养液 pH  
不同时间点的各组 pH 在 5.9～6.8 之间变化（表 

2），pH 均值 B 组最低（6.42），E 组最高（6.54），

但差异不显著。从图 1 可知，各组起始点 pH 都稳定

在 6.5 左右，然后升高，除 A 组在 4 h 达到最高点外，

其它 4 组都在 2 h 达到最高点，而后随时间延长各组

变化趋势有所不同，A 组在最高点相对稳定至 6 h 后

迅速下降，下降幅度较大；其它 4 组在峰值后都呈下

降趋势，幅度较 A 组小；其中 E 组下降幅度最小，而

且在培养过程中 pH 始终维持在 6.4 之上。 
 

 
 

图 1  pH 随时间变化 

Fig. 1  Changes of pH with time change 

 
2.2  培养液 NH3-N 浓度 

各组氨氮浓度变动范围为 10.99～30.51 mg/100 
ml。均值以 D 组最低（15.74 mg·100/ml），A 组最高

（17.85 mg/100 ml），但差异不显著（表 2）。从图 2
可见，随时间延长，各组液氨氮浓度变化规律不尽一

致，其中 A 组起始点氨氮浓度就远远高于其它 4 组，

上升至 2 h 时达到最高点，而后迅速下降，在 12 h 达

到最低点，之后又稍有回升，其下降幅度最大；其    
它 4 组变化趋势则较为一致，都在 2 h 内上升并达到

最高点，而后随时间延长持续下降，以 E 组下降幅度

最小。 
2.3  微生物蛋白产量 

由表 2 可知，细菌与原虫及混合微生物蛋白产量

在各组间差异显著或极显著（P＜0.05、P＜0.01），E
组产量最低。各处理组混合微生物蛋白产量由小到大

的排列次序为 OBCAA＜OMet＜OLys＜OHis＜TEAA
组；以 A 组为参照计算各底物对微生物生长的限制程

度，OBCAA、OMet、OLys 和 OHis 组的混合微生物

蛋白产量分别下降了 44.52%、23.55%、12.58%和

4.32%。 
2.4  微生物区系比例及 PCR-SSCP 

由表 2 可知，微生物区系比例（本研究中以原虫 
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表 2  特殊氨基酸缺省底物对微生物蛋白产量、P/B 值、pH、NH3-N 浓度的影响 

Table 2  The effects of special amino acid-removal on production of microbial protein, P/B ratio, pH value, NH3-N concentration in 
the culture medium 

项目 
Items 

A  
TEAA 

B  
OHis 

C  
OLys 

D  
OMet 

E  
OBCAA 

标准误 
SEM 

P 值 
P value 

细菌蛋白量 Bacterial protein (mg·ml-1) 0.2874D 0.2690C 0.2633C 0.2206B 0.1389A 0.00366 0.000 

原虫蛋白量 Protozoal protein (mg·ml-1) 0.2824E 0.2762D 0.2347C 0.2150 B 0.1772A 0.00644 0.000 

混合微生物蛋白量  
Mixed microbial protein (mg·ml-1) 

0.5698E 0.5452D 0.4981C 0.4356B 0.3161A 0.00950 0.000 

混合微生物蛋白下降率 
Mixed microbial protein increasement ratio (%) 

- 4.32 12.58 23.55 44.52 - - 

P/B 值  Protozoa/bacteria (P/B, %) 98.27B 102.70B 89.12A 97.49B 127.60C 0.02036 0.000 

pH-value 均值 Average pH 6.43 6.42 6.48 6.49  6.54 0.03435 0.0920 

NH3-N 浓度均值  
Average NH3-N concentration (mg/100 ml) 

17.85 16.32 16.62 15.74 17.40 0.8311 0.2240 

混合微生物为原虫与细菌加和；同行字母相同表示差异不显著（P＞0.05），相邻为差异显著（P＜0.05），相隔为差异极显著（P＜0.01） 
Mixed microbes: the sum of protozoa and bacteria; The same letters within the same row represent no significant difference (P＞0.05); neighboring letters 
represent significant difference (P＜0.05); parted letters indicated that the means were extremely different (P＜0.01) 

 

 
 

图 2  NH3-N 浓度随时间变化 

Fig. 2  Changes of NH3-N concentration with time change 

 

与细菌蛋白产量比值表示区系比例，并定义为 P/B 值）

在各组间差异显著或极显著（P＜0.05、P＜0.01），

以 OBCAA 组最高（127.60%），OLys 组最低（89.12%），

TEAA、OHis 和 OMet 这 3 组间则无显著差异。 
样品 DNA 经紫外分析 OD260/OD280在 1.63～1.92

之间，0.7%的琼脂糖凝胶检验片段大小在 20 kb 以上，

表明 DNA 质量较好。2%的琼脂糖凝胶检验 PCR 扩增

片段大小为 200 bp 左右的预期条带。 
细菌的 SSCP 图谱中共有 11 条清晰可辨的条带

（a-k，图 3），其中 A 组有 10 条，其它 4 组为 7 或 8
条，其中 B 和 C 组完全相同，相似指数为 1（表 3）。

各组特征条带有所差异，与 E 组相比 A、B、C 和 D
这 4 组都拥有 c 带为共同特征条带；而 E 组则以 e 带 

为特征条带。与 B、C 和 D 这 3 组相比，A 组多了特

征条带 h、k。 
 

 

 

图 3  微生物 SSCP 凝胶图谱  
Fig. 3  The results of SSCP test in microbes 

 
原虫的 SSCP 图谱中共有 9 条清晰可辨的条带

（a～i，图 3），其中 A 组条带为 8 条，其它 4 组皆

为 7 条。B、C 和 D 这 3 组条带数完全相同，两两之

间相似指数为 1（表 3），但条带的强弱有所差异，其

中 B 以 f、g 为弱带、C 以 e 为弱带、而 D 以 d 为弱带。

各组特征条带有所差异，其中与 E 组相比 A、B、C
和 D 这 4 组都有 i 带为共同的特征条带，E 组的特征

条带为 c；A 组比 B、C 和 D 这 3 组多出了特征条带 a。 
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表 3  相似性指数矩阵 

Table 3  The matrix of kindred index of microbes 
细菌 
Bacteria 

B C D E 原虫 
Protozoa 

B C D E 

A 0.8 0.8 0.70 0.70 A 0.88 0.88 0.88 0.67

B  1 0.88 0.67 B  1 1 0.75

C   0.88 0.67 C   1 0.75

D    0.75 D    0.75

 

3  讨论 

3.1  瘤胃内环境 
pH 值是反映瘤胃发酵状况的综合指标。本试验各

组培养液 pH 在 6.42～6.54 之间，适合于微生物生长，

但总体上 pH 相对偏高，而且各底物培养液氨氮浓度

也相对较高，可能是由于培养液中只有 N 源，没有其

它能源，使得 N 源与能源的释放不同步[11]，微生物的

生长及对氨的利用受到限制，导致氨氮浓度相对较高，

进而也影响了 pH 所致；本研究氨氮浓度峰值 30.51 
mg/100 ml已略超过瘤胃微生物适宜氨氮浓度的上限，

而正常生长适宜氨氮浓度范围为 6～30 mg/100 ml。 
氨是瘤胃中主要微生物生长的氮源，氨氮浓度也

是反映日粮氮降解和微生物氨利用的综合指标。

Ataþoúlu [12]研究表明氨氮浓度对 Prevotella bryantiiB14，
Selenomonas ruminantium HD4 和 Streptococcus bovis 
ES1 这 3 种瘤胃细菌蛋白的合成有重要影响。本研究

表明各组氨氮浓度随时间延长变化模式不同（图 2），

反映出微生物对不同底物氮降解和氨利用的不同。

NH3-N 浓度峰值出现在 TEAA 组培养后 2 h，可能是

由于培养底物是以微生物可发酵氨基酸为主，微生物

的脱氨基作用使得氨基酸迅速脱氨基而达此峰值，之

后随着微生物的迅速繁殖及对 NH3利用的加速，氨氮

浓度又迅速下降，其下降幅度在 5 组中最大，提示该

组微生物的繁殖速度较高（这与该组微生物产量最高

一致）。这可能是因为该组为全量必需氨基酸，与不

同氨基酸缺省的其它组相比较，底物对微生物的生长

限制性较小，微生物的活力强，生长旺、繁殖快，对

NH3-N 利用较多所致。  
不同瘤胃微生物脱氨基活性不同，研究表明原虫 

脱氨基活性高于细菌[13,14]。瘤胃细菌群系中有脱氨基 
活性不同的两类菌群，一类由数量多而脱氨基活性较

低（如栖瘤胃普雷沃氏菌等）的菌群组成，另一类是

由数量较少但脱氨基活性较高（如消化链球菌等）的

菌群组成。瘤胃原虫群系中不同种属的脱氨基活性也

不同，以尾状内毛虫（E.caudatum）和单尾内毛虫

（E.simplex）的脱氨酶（deaminase）活性最高。OBCAA
组 NH3-N 浓度相对较高，且随时间延长其下降幅度较

小，推测其原因一方面是支链氨基酸的缺省可能限制

了部分微生物的生长，尤其是瘤胃球菌、产琥珀酸丝

状杆菌等 NH3 利用菌的生长，进而影响了微生物对

NH3 的利用；另一方面可能由于该组底物引起了微生

物区系的变化，脱氨基作用强的微生物区系或区系内

类群活力更强，使得游离氨基酸的脱氨基迅速，该组

P/B 值最高也是佐证之一。Falconer[15]也曾报道用不同

日粮（草料）饲喂绵羊，其瘤胃微生物蛋白酶在

SDS-PAGE 上的酶谱有很大的差别。 
3.2  微生物蛋白产量与氨基酸对其的限制性 

Kajikawa 等[3]报道当 Leu、Trp、Tyr、Glu、Met、
Phe、Val 等氨基酸从 20 种混合氨基酸中去除后，微

生物蛋白质的合成有所下降。本研究中 3 种支链氨基

酸从培养液中移除后混合微生物蛋白产量下降幅度最

大，仅相当于全量必需氨基酸组的一半左右，与

Kajikawa 等的报道相一致。蛋氨酸可刺激瘤胃微生物

的生长，提高纤维在瘤胃中的消化率。MoCracken 等[16]

报道饲喂低质干草加棉籽饼日粮的肉牛，添加蛋氨酸

后瘤胃内嘌呤浓度显著增加。本研究中也发现去除

Met 后微生物蛋白产量有较大幅度的下降，提示 Met
可能是继 BCAA 之后的微生物生长潜在的限制因子。

也有报道认为有些氨基酸如 Leu 和 Ile，比其它氨基酸

更难以合成微生物蛋白质[17]，因此有关特殊氨基酸对

微生物蛋白产量的影响还需进一步的探索，进行更深

入的研究。 
3.3  微生物区系的变化 

黄色瘤胃球菌、白色瘤胃球菌和产琥珀酸丝状杆

菌等结构性碳水化合物（SC）分解菌的生长都需要支

链 VFA 的存在[18]。支链氨基酸可被发酵成为支链

VFA，为 SC 分解菌所利用，而支链 VFA 的缺乏将导

致生物量的下降，继而影响细菌群系的生物量。本研

究中 OBCAA 组的 P/B 值最高，说明其细菌群系的生

物量相对较小，与上述观点相一致。研究中还发现

OLys 组的 P/B 值最低，可能由于原虫蛋白质的赖氨酸

含量较高[19]，培养液中赖氨酸的缺省在一定程度上限

制了原虫的生长，导致其群系的生物量降低。本研究

中 P/B 值因底物氨基酸的不同而不同，揭示了特定底

物对原虫与细菌区系有影响，其中支链氨基酸是细菌

群系生长的必需因子之一，而赖氨酸的移除则有可能

限制原虫群系的生长。关于特殊 AA 对微生物群系影
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响的研究报道较少，本试验的结果与推测还有待于进

一步研究和验证。 
3.4  微生物区系内类群结构的变化 

细菌和原虫群系内部不同种属对氨基酸的代谢特

点不同。如 SC 分解菌、溶纤丁弧菌和新月单胞菌对

氨基酸的代谢有选择性，原虫对外源氨基酸的代谢与

其对氨基酸的转运有关[18]。本研究中 PCR-SSCP 谱图

展示了特定底物体外培养条件下细菌和原虫内部类群

结构的变化情况。其中细菌的 PCR-SSCP 图谱组间相

似指数多有不同，并且出现了不同的优势条带（优势

群体）以及特征条带（特征群体），说明底物的变化

引起细菌区系内部种属的变化，特定的底物选择了特

殊的种属而形成特征群体，更利于某特定种属的生长

而形成优势群体，进一步揭示了细菌群系内部不同的

种属是受底物氨基酸影响的。原虫的图谱在各组间有

更高的相似性，可能是由于本试验并未进行纯培养，

而是与细菌混合培养，原虫除了利用底物氨基酸并受

其影响外，还吞噬利用细菌蛋白，而细菌已将部分底

物氮源转化为菌体蛋白被原虫所利用，因此削弱了底

物外源氨基酸对原虫群系的影响。 
Schwieger 等[20]等通过对根系微生物的分析表明，

PCR-SSCP 可以很好地检测微生物群落的动态变化，

Peters 等[21]用该法研究群落的演替和菌种的多样性，

并认为 PCR-SSCP 方法避免了传统培养的费时费力以

及误差大的干扰，适合对微生物群落结构和演替的分

析。Battaglia-Brunet 等 [22]采用了 PCR-SSCP 成功地研

究了间歇式浸出含钴黄铁矿中细菌菌群之间的进化关

系。本研究采用 PCR-SSCP 也很好地展现了不同底物

条件下瘤胃微生物的变化特征，说明 PCR-SSCP 可用

于瘤胃微生物群体多样性的研究。 

4  结论 

4.1  特定氨基酸缺省底物对培养液pH与氨氮浓度均

值没有显著性影响，但不同氨基酸缺省组的培养液 pH
与氨氮浓度随时间动态变化模式明显不同。 
4.2  特定氨基酸缺省底物对瘤胃微生物的生长有影

响，其中支链氨基酸缺省组的微生物产量最小，在本

试验条件下可认为，支链氨基酸是瘤胃混合微生物生

长所必需的氨基酸，而蛋氨酸则可能是继支链氨基酸 
之后潜在的生长限制因子。 
4.3  特定氨基酸缺省底物对瘤胃混合微生物区系和

区系内部种属都有一定的影响，不同氨基酸底物条件

下微生物的 P/B值和 SSCP遗传指纹图谱都有所差异；

研究同时还表明 PCR-SSCP 适合于瘤胃混合微生物多

样性的研究。 
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