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15 N示踪技术研究尿素在人工瘤胃中的代谢
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摘 要:通过人工瘤胃短期发酵，采用 4 × 2 析因完全随机试验设计，利用15 N 标记尿素代替日粮粗蛋白
的 0%、10%、20%、40%，分别发酵 24 和 48h，研究日粮不同尿素添加量对瘤胃发酵参数的影响及其在
瘤胃中的代谢。结果表明:不同尿素添加量和发酵时间对瘤胃 pH 影响不显著(P > 0. 05)，添加尿素处
理的瘤胃液氨态氮浓度在发酵 48h 时显著高于发酵 24h;尿素添加量和发酵时间对颗粒相和液相微生
物的含氮量影响不显著(P > 0. 05);瘤胃食糜各相中的尿素氮与日粮尿素添加量呈显著的正线性相关
关系(P < 0. 01);瘤胃食糜各组分总氮中尿素氮所占的比例与日粮尿素添加量呈显著的正线性相关关
系(P < 0. 01);日粮尿素在瘤胃食糜各组分中的分配数量依次为上清液(54. 88% ～ 73. 03% ) > 未消化
饲料(27. 83% ～ 37. 56% ) >液相微生物(7. 99% ～ 10. 18% ) >颗粒相微生物(4. 5% ～ 6. 17% )，尿素添
加量和发酵时间不改变尿素氮在瘤胃食糜的发展趋势。

关键词:
15 N 示踪技术;尿素;微生物蛋白;非蛋白氮

METABOLISM OF DIET UREA IN THE RUMEN in vitro BY 15N-TRACER TECHNIQUE
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Abstract:A completely randomized design involving 4 × 2 factorial arrangement of treatments was used to investigate
effects of urea in diet (urea replaced diet CP of 0，10%，20%，and 40% ) and fermentation time(24 and 48h) on rumen
fermentation parameters and the metabolism of urea in the rumen in vitro. Results showed that different amendments of
urea in diets and fermentation time had no significant effect on pH of rumen digesta (P > 0. 05) ; the concentration of
NH3-N，however，was increased significantly from 24 to 48h in each treatment (P < 0. 01) . There was significantly
positive linear correlations between urea nitrogen in fractions of rumen digesta and the quantity of urea in diets (P <
0. 01)，and between the ratio of urea nitrogen to total nitrogen in fractions of rumen digesta and the quantity of urea in
diet. The distribution of diet urea in fractions of rumen digesta followed the order of supernatant fluid ( 54. 88% ～
73. 03% ) > undigested feed ( 27. 83% ～ 37. 56% ) > liquid-associated microbe ( 7. 99% ～ 10. 18% ) > particle-
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associated microbe(4. 50% ～ 6. 17% ) The quantity of urea in diets and fermentation time did not affect the trend of the
distribution.
Key words:15 Ntracer technique; urea; rumen microbial protein; non-protein nitrogen

尿素等一些非蛋白质含氮化合物被称为非蛋白氮

(Non-Protein Nitrogen，NPN)，可为瘤胃微生物蛋白的
合成提供所需的氮源。主要的 NPN 有铵盐、尿素及其
衍生物。在实际应用中，尿素价格低廉，使用最多［1］。
在畜牧业发达国家，对尿素的研究应用进展较快，1990
年饲用尿素量已超过 170 万吨，近些年以较快速度增
加
［2］。我国于上世纪 60 年代开始使用尿素，尿素在
动物瘤胃中的分解速度较快易造成氨中毒等问题制约

了在我国的应用。随着我国畜牧业的发展，蛋白质资
源短缺的问题日益突出，充分利用反刍动物的代谢特

点，研究瘤胃微生物利用尿素等 NPN 的机制，对科学
合理利用 NPN 具有重要的指导意义。目前，15 N 标记
主要应用于瘤胃微生物标记，借以研究食糜中不同微

生物的流通量，估算微生物的外流速度，进而估测微生

物的合成量
［3 ～ 5］。而利用15 N 示踪技术研究尿素在瘤

胃中的代谢未见报道。本研究利用15 N 标记尿素，通
过人工瘤胃短期发酵技术，研究尿素代替不同比例的

日粮粗蛋白对瘤胃发酵参数及其在瘤胃中代谢的影

响，为研究尿素在瘤胃中的代谢规律提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 试验日粮与试验设计
试验日粮取自河北冀丰动物营养科技有限公司奶

牛场，经粉碎过 40 目(0. 42mm)筛［7］，测定各饲料原
料的干物质(Dry Matter，DM)、粗蛋白(Crude Protein，
CP)、粗灰分(Crude Ash，CA)、粗脂肪(Ether Extract，
EE)、粗纤维(Crude Fibre，CF)、中性洗涤纤维(Neutral
Detergent Fibre，NDF )、无氮浸出物 ( Nitrogen Free
Extract，NFE)等。日粮营养成分见表 1。

表 1 日粮营养成分

Table 1 The nutrient content of the diets

项目 item
饲养标准

feeding standard

处理 treatment

CK Ⅰ Ⅱ Ⅲ

消化能 digestable energy (DE，MJ /kg) 13. 00 12. 85 12. 79 12. 73 12. 50

粗蛋白 crude protein(CP，% ) 14. 38 14. 37 14. 34 14. 32 14. 31

粗脂肪 EE(% ) 3. 43 3. 34 3. 28 3. 21

粗纤维 CF(% ) 15. 99 15. 70 15. 30 14. 79

无氮浸出物 NFE(% ) 57. 27 58. 71 60. 12 62. 74

中性洗涤纤维 NDF(% ) 37. 87 38. 23 37. 97 37. 99
Ca(% ) 0. 31 0. 32 0. 31 0. 33 0. 31
P(% ) 0. 25 0. 33 0. 29 0. 29 0. 25
S(% ) 0. 24 0. 23 0. 23 0. 23 0. 23
E-N( g / kgDM) 1. 92 － 2. 68 － 7. 45 － 16. 88

注:每千克日粮中含 VA 1550IU，VD170IU，VE 20IU，Fe 65mg，Cu 15mg，Mn 32mg，Zn 40mg，Co 0. 28mg，I 1. 32mg，Se 0. 25mg.

Note:Diet contained ( per kilogram diet，DM) VA 1550IU，VD 170IU，VE 20IU，Fe 65mg，Cu 15mg，Mn 32mg，Zn 40mg，Co 0. 28mg，I 1. 32mg，Se

0. 25mg.

采用 4 × 2 析因完全随机试验设计，试验处理见表
2，4 种15 N 尿素添加量分别为代替日粮蛋白质的 0%、
10%、20%、40%，日粮编号分别为对照(CK)、处理Ⅰ、
处理Ⅱ、处理Ⅲ(相当于日粮中添加尿素 0%、0. 5%、
1. 0%、2. 0% );2 个发酵时间分别为 24 和 48h。共 8
个处理，每个处理设 10 个重复，每个重复为 1 个人工
瘤胃体外发酵试管。日粮按 NY /T 816 － 2004 饲养标
准中绵羊体重 35kg、平均日增重 0. 2kg 设计，能氮平衡
(Energy Nitrogen Balance，E － N)参照《肉牛营养需要

和饲养标准》计算［6］，精粗比 50 ∶ 50，各处理粗蛋白和
消化能(Digestable Energy，DE)水平接近，尿素在试验
前以溶液形式添加。
1. 2 绵羊的饲养与瘤胃液的收集制备
1. 2. 1 取瘤胃液绵羊的饲养 3 只体重 35 ± 2kg，12
月龄，装有瘤胃瘘管的小尾寒羊饲喂对照组全混合日

粮，共饲喂 10d。试羊日采食量(DM) 1. 2kg，分别在
每日上午 8:00 和下午 6:00 各等量喂 1 次，自由饮水，
专人管理。
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表 2 试验处理设计

Table 2 Design of experimental treatments

项目 item
CK Ⅰ Ⅱ Ⅲ

24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

尿素代替日粮蛋白比例

diet CP replaced by urea(% )
0 0 10 10 20 20 40 40

日粮中尿素添加量(%干物质)
urea in diet(% DM)

0 0 0. 5 0. 5 1. 0 1. 0 2. 0 2. 0

1. 2. 2 瘤胃液的收集制备 饲喂对照日粮 10d 后，每
日上午 8:00 饲喂前，从每只试羊的瘤胃中分别抽取
250ml 瘤胃液，注入同一保温瓶混匀，4 层纱布过滤，过
滤后的瘤胃液注入持续通入 CO2 的 2L 玻璃瓶中，并

保持在 39℃水浴中备用［8］。
1. 3 15N 标记尿素溶液与缓冲液配制
准确称取 1. 500g 15 N 丰度为 30. 02%的标记尿素

(上海化工研究院生产)，溶于 100ml 超纯水中，配制
15. 000mg /ml(0. 495mmol N /ml)的标记尿素溶液。
参照 Baumgardt 等［10］和梁建光［11］的方法配制缓

冲液，配置好的缓冲液溶于 1L 超纯水中，将配制好的
缓冲液 5L，置于玻璃瓶内，通入 CO2 2min，调 pH 至
6. 7，保持在 39℃ 水浴中备用。缓冲液配方如下( g /
L): NaHCO3 9. 80g，NaHCO3 9. 80g，KCl 0. 57g，CaCl2
0. 04g，Na2HPO4·7H2O 7. 00g，NaCl 0. 47g，MgSO4·
7H2O 0. 12g(所用试剂均为分析纯)。
1. 4 体外发酵
以 250ml 的三角瓶作为人工瘤胃发酵容器，用精

确控温(39℃ ± 0. 5℃ )的水浴摇床作为控温装置［9］。
采用短期人工瘤胃发酵技术进行体外发酵。准确

称取 1. 500g 日粮 DM(包括尿素添加量)于 250ml 三
角瓶中，加入人工唾液 100ml，再加入相应体积的15 N
标记尿素溶液和超纯水，为保证试验的一致性，

15 N 尿
素溶液和超纯水总体积为 2ml，处理Ⅰ为 0. 5ml 15N 尿
素溶液 +超纯水 1. 5ml，处理Ⅱ为 1ml 15 N 尿素溶液 +
超纯水 1ml，处理Ⅲ为 2ml 15N 尿素溶液。通 CO2 至饱

和，加入瘤胃液 50ml，再通 CO2 至饱和，用带有小孔的

塑料膜封口，计为 0h，39℃ ± 0. 5℃恒温水浴，搅拌转
速为 22r /min［7］。每次 4 个处理，每处理 2 个培养瓶，
分别在培养后 24 和 48h 取样。共重复 10 次。
1. 5 测试样品采集与制备
培养结束后，发酵管在碎冰中冷却。然后于

27000 × g、4℃下离心 25min，准确记录上清液体积，并
立即测定上清液 pH(4℃ )，然后取上清液约 50ml 于
－ 20℃保存，用于测定 NH3 － N、N%及15 N 丰度。沉淀

的分离按 Kennedy［12］、Koenig 等［13］改进的方法进行。

1. 5. 1 未消化饲料 上述沉淀加入 40ml 1% 甲醛、
0. 85%生理盐水，振荡 30s，冰浴冷却 60min，振荡 30s，
220 × g、4℃离心 10min。沉淀加入 16ml 超纯水重悬，
27000 × g、4℃下离心 25min，小心弃掉上清液，沉淀冷
冻干燥 48h( － 58℃，12Pa)，空气中平衡 3d，称重，作
为未消化饲料 ( Undigested Feed，UDF ) 样品，测定
DM、N%、15 N 丰度。液相部分按 1. 5. 2 处理。
1. 5. 2 颗粒相微生物样品 1. 5. 1 液相部分再 1000
× g、4℃ 离心 10min。沉淀加入 8ml 超纯水重悬，
27000 × g、4℃下离心 25min，弃掉上清液，沉淀冷冻干
燥 48h( － 58℃，12Pa)，空气中平衡 3d，称重，为颗粒
相微生物( Particle-Associated Microbe，PAM)样品，测
定 DM、N%、15 N 丰度。再离心后的液相部分按 1. 5. 3
处理。
1. 5. 3 液相微生物 1. 5. 2 中液相部分重新 27000 ×
g、4℃离心 25min。沉淀加入 8ml 超纯水，重悬，27000
× g、4℃下离心 25min，弃掉上清液，沉淀冷冻干燥 48h
( － 58℃，12Pa)，空气平衡 3d，称重，作为液相微生物
(Liquid － associated microbe，LAM) 样品，测定 DM、
N%、15 N 丰度。
1. 6 测试指标与方法

DM、CP、CA、EE、CF、NDF、NFE 杨胜［14］的方法进
行;pH 采用 PB10 pH 计测定(赛多利斯科学仪器北京
有限公司);NH3 － N:将 SF 解冻，取 10 ～ 20ml(约含 N
2mg)，采 用 氧 化 镁 直 接 蒸 馏 法 测 定 ( KJELTEC
SYSTEM 1002 DISTILLING UNIT，TECATOR)，按鲁如
坤
［15］
的方法进行;N% :采用凯氏定氮法，按鲁如坤［15］

的方法进行;
15 N 丰度:采用 ZHT － 03 质谱计(北京分

析仪器厂)进行测定，将凯氏定氮后的滴定液浓缩至

含氮约为 1mg /ml，取 1ml 该浓缩液，在高真空条件下
(5 × 10 － 5 Pa)与次溴酸锂反应，将 NH +

4 － N 转化为氮

气进入质谱计测定
15 N 丰度，离子源真空度 1 × 10 － 7

Pa。
1. 7 数据分析
采用 Excel2003 对数据进行整理，利用 SAS 6. 12

软件 ANOVA LSD 法对所有试验数据进行方差分析。
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2 结果与分析

2. 1 尿素添加量对瘤胃发酵参数及食糜各组分干物
质的影响

瘤胃发酵参数是衡量瘤胃发酵状况的重要指标，本

试验中瘤胃发酵参数及食糜各组分的干物质含量见表 3。

表 3 不同处理瘤胃食糜各指标的变化

Table 3 Effect of treatments on indices of
ruminal digesta

组分

fraction
处理

treatment

发酵时间 fermentation time

24h 48h SEM P

上清液

SF

上清液氨

SF-NH3

未消化饲料

UDF

颗粒相微生物

PAM

液相微生物

LAM

pH
CK 7. 24 7. 45 0. 09 0. 14

Ⅰ 7. 18 7. 23 0. 06 0. 53

Ⅱ 7. 11 7. 15 0. 05 0. 46

Ⅲ 7. 19 7. 37 0. 10 0. 23
SEM 0. 07 0. 10
P 0. 57 0. 15

mg N /100ml
CK 18. 61 aA 30. 79 bA 0. 54 0. 00

Ⅰ 20. 86 aB 31. 92 bB 0. 41 0. 00

Ⅱ 21. 19 aBC 32. 60 bBC 0. 43 0. 00

Ⅲ 22. 29 aC 32. 86 bC 0. 33 0. 00
SEM 0. 47 0. 26
P 0. 00 0. 00

DM(mg)
CK 902 aAB 758 b 12. 35 0. 00

Ⅰ 906 aA 752 b 11. 52 0. 00

Ⅱ 878 aC 722 b 7. 63 0. 00

Ⅲ 883 aBC 755 b 15. 72 0. 00
SEM 6. 96 15. 74
P 0. 02 0. 35

DM(mg)
CK 44 51 4. 28 0. 28

Ⅰ 49 41 2. 88 0. 10

Ⅱ 48 46 3. 24 0. 77

Ⅲ 46 38 3. 27 0. 15
SEM 2. 56 3. 66
P 0. 60 0. 09

DM(mg)
CK 111 123 6. 69 0. 26

Ⅰ 111 103 4. 48 0. 22

Ⅱ 119 108 6. 00 0. 22

Ⅲ 117 109 7. 96 0. 54
SEM 4. 78 7. 12
P 0. 56 0. 27

注: A、B、C( a、b)同列(行)字母不同者差异显著( P < 0. 05)，n =
10。表 4 同。

Note: Least squares means SEM based on n = 10，values in the same
column ( row ) followed by different superscripts A，B，C ( a，b ) mean
significant difference at P < 0. 05. The same as following Table 4.

2. 1. 1 尿素添加量对瘤胃食糜 pH 和氨态氮浓度的
影响 表 3 表明，尿素添加量与发酵时间对瘤胃上清
液(SF)的 pH 影响均不显著(P > 0. 05)，但随发酵时
间的延长，各处理 pH 有上升的趋势，其范围在 7. 11
～ 7. 45 之间。而发酵 24 和 48h 瘤胃上清液氨氮( SF-
NH3-N)浓度各处理间差异极显著( P < 0. 01):发酵
24h，各处理间 SF-NH3-N 浓度均随尿素添加量的提高
显著增大，其中对照组为 18. 61mgN /100ml，极显著低
于处 理 Ⅰ、处 理 Ⅱ 和 处 理 Ⅲ 的 20. 86、21. 19 和
22. 29mgN /100ml(P < 0. 01)，处理Ⅰ显著低于处理Ⅲ
(P < 0. 05 )，处理Ⅱ和处理Ⅲ间差异不显著 ( P >
0. 05);发酵 48h 的 SF-NH3-N 浓度与发酵 24h 时呈现
相同的规律，即对照组(30. 79mgN /100ml)极显著低于
处理 Ⅰ、处 理 Ⅱ 和 处 理 Ⅲ 的 31. 92、32. 60 和
32. 86mgN /100ml(P < 0. 01)，处理Ⅰ显著低于处理Ⅲ
(P < 0. 05 )，处理Ⅱ和处理Ⅲ间差异不显著 ( P >
0. 05)。
2. 1. 2 尿素添加量对瘤胃食糜各组分干物质的影响
从表 3 可以看出，各处理发酵 24 和 48h，瘤胃食糜
未消化饲料(UDF)的干物质(DM)较对照明显减少;
随着发酵时间的延长，各处理的 DM 由发酵 24h 的 878
～ 906mg 减少到发酵 48h 的 722 ～ 758mg;不同尿素添
加量间发酵 24h 对 UDF 的 DM 有显著影响 ( P <
0. 05)，但发酵 48h 对 UDF 的 DM 影响不显著( P >
0. 05)。瘤胃微生物组分中，颗粒相微生物( PAM)、液
相微生物(LAM)的干物质在不同处理、不同发酵时间
之间均差异不显著(P > 0. 05)，PAM、LAM 总量基本稳
定，表明发酵 24h 瘤胃微生物就基本达到最大产量。
综合以上分析，瘤胃发酵 24h 至 48h 间，不同尿素

添加量处理间的 pH 差异不显著，但有上升的趋势;
SF-NH3-N 浓度随发酵时间的延长和尿素添加量的增
加而显著增加;PAM、LAM 的干物质在 24h 已基本稳
定，即 MCP 合成主要在 0 ～ 24h，24 ～ 48h 日粮的降解
不能提高瘤胃微生物的合成量，在日粮发酵 24h 以后，
日粮蛋白质降解的总代谢结果是转化为瘤胃液氨浓度

的升高。
2. 2 尿素添加量对瘤胃食糜各组分含氮量的影响
瘤胃微生物的代谢受发酵条件、发酵环境、日粮组

成和物理性状等众多因素的影响，导致微生物内容物

组成的变化，从而引起其含氮量的变化。不同尿素添
加量和发酵时间对各组分含氮量的影响见表 4。
表 4 结果表明，各处理瘤胃食糜中 UDF 的含氮量

随着发酵时间的延长而逐渐降低，其中处理Ⅰ和处理
Ⅱ差异显著(P < 0. 05) ;发酵24h，各处理UDF的含氮
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表 4 不同尿素添加量和发酵时间对

各瘤胃食糜各组分 N%的影响

Table 4 Effect of treatments and fermentation time on
N% of ruminal digesta fractions

组分

fraction
处理

treatment

发酵时间 fermentation time

24h 48h SEM P

未消化饲料

UDF

颗粒相微生物

PAM

液相微生物

LAM

CK 4. 62A 4. 37 0. 16 0. 28

Ⅰ 4. 49 aAB 4. 09 b 0. 10 0. 02

Ⅱ 4. 44 aB 4. 00 b 0. 11 0. 02

Ⅲ 4. 35B 4. 33 0. 14 0. 94
SEM 0. 06 0. 14
P 0. 02 0. 20
CK 8. 03 8. 32 0. 28 0. 47

Ⅰ 8. 65 a 8. 11 b 0. 17 0. 05

Ⅱ 8. 17 7. 94 0. 25 0. 52

Ⅲ 8. 32 8. 65 0. 22 0. 32
SEM 0. 22 0. 25
P 0. 251 0. 23
CK 6. 62 6. 70 0. 09 0. 53

Ⅰ 6. 70 6. 64 0. 088 0. 61

Ⅱ 6. 49 6. 72 0. 116 0. 21

Ⅲ 6. 59 6. 46 0. 269 0. 75
SEM 0. 17 0. 18
P 0. 85 0. 75

量随尿素添加量的增加而减少，其中对照组显著高于

处理Ⅱ和处理Ⅲ(P < 0. 05)，但 3 个不同尿素添加量
处理间差异不显著(P > 0. 05);发酵 48h，各处理差异
均不显著(P > 0. 05)。瘤胃食糜中 PAM 和 LAM 的含
氮量在相同发酵时间不同处理以及相同处理不同发酵

时间差异均不显著(P > 0. 05)，表明在本试验条件下，
PAM 和 LAM 的含氮量比较稳定，不受发酵时间和尿
素添加量的影响。
2. 3 尿素氮在瘤胃食糜中的分布
瘤胃食糜中各组分的总氮来源于日粮氮和尿素

氮，尿素在瘤胃中分解为 NH3，为微生物所利用，因此

尿素 N 在瘤胃食糜各组分的分布反映了尿素的代谢
去向。其分布主要有 4 种(表 4 ): 存在于 SF 中的
NH3-N 和微生物吸收尿素氮后裂解的含氮产物( SF-
Urea-N);PAM 吸收的尿素氮( PAM-Urea-N);LAM 吸
收的尿素氮( LAM-Urea-N);附着于 UDF 中微生物吸
收的尿素氮(UDF-Urea-N)。瘤胃食糜中不同组分尿
素氮含量的变化反映了各组分吸收尿素氮的总量变

化，而各组分尿素氮 /总尿素氮的变化反映了添加的尿
素氮在各组分中的分配程度。

表 5 尿素 N 在瘤胃各组分中的分布

Table 5 The distribution of urea-N in ruminal digesta fractions

组分

fraction
处理

treatment

尿素 nrea-N ( nmol) 尿素 N /总尿素 N
urea N / total urea N (mol /mol)

24h 48h SEM P 24h 48h SEM P

上清液尿素氮

SF-Urea-N

颗粒相微生物尿素氮

PAM-Urea-N

液相微生物尿素氮

LAM-Urea-N

未消化饲料尿素氮

UDF-Urea-N

Ⅰ 139 aA 181 bA 2. 98 0. 00 56. 17 a 73. 03 bA 1. 21 0. 00

Ⅱ 271 aB 342 bB 4. 01 0. 00 54. 88 a 69. 17 bB 0. 81 0. 00

Ⅲ 579 aC 693 bC 8. 57 0. 00 58. 48 a 70. 10 bAB 0. 87 0. 00
SEM 13. 92 11. 96 1. 05 0. 99
P 0. 00 0. 00 0. 07 0. 03

Ⅰ 15 aA 12 bA 0. 87 0. 03 6. 17 aA 4. 91 b 0. 35 0. 03

Ⅱ 27B 24B 1. 51 0. 22 5. 45AB 4. 87 0. 31 0. 22

Ⅲ 48C 44C 4. 59 0. 56 4. 90B 4. 50 0. 46 0. 56
SEM 2. 61 3. 46 0. 32 0. 50
P 0. 00 0. 00 0. 04 0. 82

Ⅰ 24A 24A 1. 59 0. 80 9. 88 9. 65 0. 64 0. 80

Ⅱ 49B 50B 1. 65 0. 51 9. 86 10. 18 0. 33 0. 51

Ⅲ 88C 79C 7. 13 0. 42 8. 85 7. 99 0. 72 0. 42
SEM 2. 60 5. 73 0. 48 0. 70
P 0. 00 0. 00 0. 25 0. 10

Ⅰ 93A 87A 4. 46 0. 35 37. 56 35. 02 1. 80 0. 35

Ⅱ 171 aB 138 bA 7. 55 0. 01 34. 53 a 27. 83 b 1. 53 0. 01

Ⅲ 328C 336B 26. 88 0. 84 33. 17 33. 95 2. 72 0. 84
SEM 6. 47 19. 61 1. 17 2. 67
P 0. 00 0. 00 0. 05 0. 15

注:A、B、C( a、b)同列(行)字母不同者差异显著(P < 0. 05)，n = 10。表 6 同。
Note:Least squares means SEM based on n = 10，values in the same column ( row) followed by different superscripts A，B，C ( a，b) mean significant

difference at P < 0. 05. The same as following Table 6.
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2. 3. 1 瘤胃食糜中不同组分尿素氮含量的变化 表
5 表明，发酵 24h 与 48h 相比，不同尿素添加量处理的
SF-Urea-N 均随发酵时间的延长而增加，且各处理间差
异达极显著水平(P < 0. 01);PAM-Urea-N 随发酵时间
的延长而减少，其中处理Ⅰ在不同发酵时间差异显著
(P < 0. 05);发酵时间对不同尿素添加量处理的 LAM-
Urea-N 影响均不显著(P > 0. 05);发酵时间对处理Ⅰ
和处理Ⅲ的 UDF-Urea-N 影响不显著(P > 0. 05)，但对

处理Ⅱ有显著影响(P < 0. 05)。
相同发酵时 间，SF-Urea-N、PAM-Urea-N、LAM-

Urea-N、UDF-Urea-N 均随尿素添加量的增加显著增
加，各处理间呈显著水平(P < 0. 05)。对各组分中尿
素氮与尿素添加量进行回归，结果显示呈极显著的线

性正相关关系(P < 0. 01)，R2
在 0. 547 ～ 0. 951 之间

(表 6)。表明瘤胃食糜各组分中尿素氮随日粮尿素添
加水平的增加而线性增加。

表 6 瘤胃食糜各组分尿素氮与尿素添加量的回归方程

Table 6 The regression equation for urea-N in ruminal digesta fractions to urea applied
组分 fraction 24h R2 P 48h R2 P

上清液尿素氮

SF-Urea-N
Y = 14. 75x － 14. 62 0. 895 0. 000 Y = 17. 16x + 4. 95 0. 945 0. 000

颗粒相微生物尿素氮

PAM-Urea-N
Y = 1. 10x + 4. 52 0. 655 0. 000 Y = 1. 07x + 1. 95 0. 547 0. 000

液相微生物尿素氮

LAM-Urea-N
Y = 2. 08x + 5. 05 0. 887 0. 000 Y = 1. 78x + 9. 52 0. 554 0. 000

未消化饲料尿素氮

UDF-Urea-N
Y = 7. 85x + 14. 23 0. 951 0. 000 Y = 8. 54x － 12. 46 0. 739 0. 000

注:简单线性回归，x:尿素 N 代替日粮 N 的百分数;Y:某组分中来源于尿素 N 的 nmol 数，n = 10。

Note: Simple linear regression，x:represents the percentage of replaced diet N by urea N; Y: represents the nmol of N in the fractions derived from urea，

n = 10

2. 3. 2 瘤胃食糜各组分中尿素氮 /总尿素氮的变化
从表 5 看出，与发酵 24h 相比，发酵 48h，各处理 SF-
Urea-N /总尿素氮显著提高，差异达显著水平 ( P <
0. 05)。各处理由 24h 的 54. 88% ～ 58. 48% 提高到
48h 的 69. 17% ～ 73. 03% ; PAM-Urea-N /总尿素氮随
发酵时间的延长逐渐降低，其中处理Ⅰ在不同发酵时
间差异显著( P > 0. 05 )，各处理由 24h 的 4. 90% ～
6. 17%降低到 48h 的 4. 50% ～ 4. 91% ;发酵时间对各
处理 LAM-Urea-N /总 尿 素 氮 的 影 响 不 显 著 ( P >
0. 05);不同发酵时间对 UDF-Urea-N /总尿素氮的影响
在处理Ⅰ和处理Ⅲ中差异不显著(P > 0. 05)，处理Ⅱ
差异显著(P < 0. 05)。
发酵 24h，PAM-Urea-N /总尿素氮、LAM-Urea-N /

总尿素氮、UDF-Urea-N /总尿素氮均随尿素添加量的
增加而降低，其中 PAM-Urea-N /总尿素氮差异显著(P
< 0. 05 )，SF-Urea-N /总尿素氮差异不显著。发酵
48h，各处理间 PAM-Urea-N /总尿素氮、LAM-Urea-N /
总尿素氮、UDF-Urea-N /总尿素氮差异不显著 ( P >
0. 05)，SF-Urea-N /总尿素氮差异显著(P < 0. 05)。无
论发酵 24h 或 48h，尿素氮在瘤胃食糜各组分中的分
配比例均呈现 SF > UDF > LAM > PAM 的规律，超过
50%以上的尿素氮分布于 SF 中;在微生物组分中，分
布于 UDF 的比例最高，达 27. 83% ～ 37. 56%，其次为

LAM，为 7. 99% ～ 10. 18%，PAM 最低，仅为 4. 50% ～
6. 17%，表明尿素合成的微生物蛋白大部分粘附于未
消化饲料中。

3 讨论

3. 1 不同尿素添加量和发酵时间对瘤胃 pH 的影响
瘤胃液 pH 与日粮组成、动物采食等密切相关。

反刍动物采食期间瘤胃液 pH 呈现高 －低 －高的波动
变化，这种变化稳定在适当的范围内，一般为 5. 0 ～
7. 8［16］。对于体外培养，由于代谢产物的积累影响发
酵，多数研究在 24h 内进行，其 pH 取决于酸碱代谢产
物的相对水平。由于日粮组成的影响，不同研究方法、
不同日粮瘤胃液 pH 差异较大。本试验仅对瘤胃液发
酵 24 和 48h 两个时间点进行了研究，以添加不同尿素
量(0、0. 5、1. 0 和 2. 0)代替日粮 CP 的 0、10%、20%、
40%，瘤胃液 pH 范围为 7. 11 ～ 7. 45，尿素添加量及发
酵时间对瘤胃液 pH 无显著影响，与娄丽平［17］在反刍
动物体内研究结果为 6. 8 ～ 7. 5 相近。赵国琦等［7］利
用人工瘤胃体外发酵研究不同精粗比日粮对羊瘤胃液

影响的结果表明:在 24h 内，采食不同日粮的瘤胃液
pH 由 0h 的 6. 70 ～ 6. 74 降至 24h 的 5. 61 ～ 5. 89，而且
在 8h 内下降最快，但未出现最低点，与本研究有差异;
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Stokes 等［18］利用奶牛进行的研究中，采食后 12h，采食
3 种日粮的瘤胃液 pH 分别为 5. 9、6. 6、6. 3，采食后 6h
的 pH 最低。因此，本研究与上述结果的差异可能与
日粮组成有关，但这种差异仍在正常范围值内。另外，
本研究的发酵时间为 24h 和 48h，属发酵后期，因此瘤
胃液 pH 较一般水平略高。
3. 2 不同尿素添加量和发酵时间对瘤胃 NH3-N 浓度
的影响

反刍动物由于其特殊的消化系统，可以利用 NPN
代替部分日粮蛋白质，一般的 NPN 在瘤胃的降解速度
快，采食后瘤胃液 NH3 浓度 2 ～ 4h 达到高峰［19 ～ 21］。

在低氮日粮条件下，反刍动物依靠尿素循环节约氮的

消耗，保证瘤胃内适宜的 NH3 浓度，以利于微生物合

成蛋白质
［22］。Chizzotti 等［1］的研究表明:日粮 NPN

(尿素 + 硫酸铵) 代替日粮蛋白( CP 12. 5% DM) 的
46. 5%时不影响肉牛的生产性能和瘤胃微生物合成。
本试验根据瘤胃饲料能量和氮源平衡，在日粮中

添加 0 ～ 2% DM(代替日粮粗蛋白的 0 ～ 40% )的尿素，

同一发酵时间，各处理瘤胃液 NH3 浓度差异不显著，

表明尿素水平对 24h 或 48h 的瘤胃液 NH3 浓度影响

不显著。辛杭书［23］利用体外发酵的研究表明，尿素、

包被尿素和大豆分离蛋白作为氮源，发酵 0 ～ 24h 内
NH3 浓度变化较大，而 24h 时基本一致，表明发酵 24h

后，瘤胃 NH3 浓度主要受发酵时间的影响。本试验各
处理的瘤胃液 NH3 浓度 48h 时为 30. 792 ～ 32. 863mg /
100ml，显著高于 24h 时的 18. 608 ～ 22. 292mg /100ml
(P < 0. 01 )。颗粒相微生物 ( PAM ) 和液相微生物
(LAM) 的 DM 和 N% 无显著变化，而未消化饲料
(UDF)的 DM 和 N%显著减少，表明 24 ～ 48h 微生物
的分解大于合成代谢，导致瘤胃液 48h NH3 浓度显著

提高。因此，体外培养有效的发酵时间应在 24h 以内，

与冯仰廉
［24］、赵国琦等［7］的结论一致。

关于瘤胃液 NH3 浓度的变化范围，不同研究结果

差异较大，Stokes 等［18］利用奶牛进行的 3 种日粮研究
中，瘤胃液 NH3 浓度在 48h 内的平均值为 8. 0 ～

21. 2mg /100ml，最高 27mg /100ml;张桂国［25］在日粮中
添加 1%尿素时瘤胃氨氮浓度平均 5. 21mg /100ml，而
张曦
［21］
在对绒山羊饲喂不同尿素日粮的研究中发现，

各处理的 NH3 浓度变化范围为 5 ～ 22. 89mg /100ml。

McAllan 等［26］总结他人的资料认为 NH3 浓度低于

7mmol /L 时，MN /RDN 最 大，而 当 NH3 浓 度 高 于

20mmol /L 时，MN /RDN 最低;陈喜斌等［20］利用体内法
研究表明，瘤胃氨浓度与 MN /RDN 呈曲线负相关。由

于本试验为人工瘤胃体外发酵，24h 与上述结果接近，
而发酵 48h，由于在发酵后期不存在瘤胃的吸收，故导
致氨的积累，高于上述结果。
3. 3 不同尿素添加量和发酵时间对瘤胃微生物含氮
量的影响

瘤胃微生物的分离一般利用差速离心进行分离。
Storm 等［27］对相关研究进行了总结，瘤胃原虫和细菌
的 N 含量平均为 6. 36%和 7. 77% ;Stokes 等［18］采用 3
种日粮进行的研究中，瘤胃内容物原虫和细菌的含氮

量 (% OM ) 分 别 为: 4. 78% ～ 6. 44%、8. 01% ～
8. 87% ;Martin 等(1994)研究了两种日粮对奶牛瘤胃
内容物的影响，其 LAP ( Liquid-Associated Protozoa)、
LAB ( Liquid-Associated Bacteria ) 和 PAB ( Particle-
Associated Bacteria)的含氮量(% OM)分别为:4. 7%
～ 5. 5%、8. 5% ～ 9. 1%、7. 5% ～ 8. 4% ;史清河［28］对
绵羊瘤胃微生物的分析结果为液相和固相微生物的平

均含氮量为 8. 82% DM 和 7. 33% DM，有的报道瘤胃
细菌含氮量约占 DM 的 4. 8% ～ 10. 6%，原虫约占 DM
的 3. 8% ～ 7. 8% ［29］，上述结果大多数采集的是体内微
生物样本，总的趋势是细菌的含氮量高于原虫的含氮

量，一般认为是由于原虫吞噬饲料颗粒导致其含氮量

下降。赵国琦等［7］利用体外培养测得的细菌含氮量
为 5. 83% ～ 6. 29%，本试验研究结果为 PAM 和 LAM
的 N% 分别为 7. 940% ～ 8. 649% 和 6. 461% ～
6. 704%，尿素添加量和培养时间对其含氮量影响不显
著，表明在本试验条件下，PAM 和 LAM 的含氮量基本
稳定。尽管含氮量范围与上述研究结果相近，但 PAM
含氮量高于 LAM，却与上述研究结果相反，推测可能
与微生物的分离方法和饲料微小颗粒干扰有关。
3. 4 不同尿素添加量和发酵时间对尿素在瘤胃食糜
中分配的影响

目前，瘤胃微生物的分离主要利用差速离心进

行
［30，31］，关于尿素在瘤胃食糜中分配的研究未见报

道。本试验利用15 N 标记技术和差速离心方法将瘤胃
食糜分离为 SF、UDF、PAM 和 LAM，研究了不同尿素添
加量和发酵时间对尿素在瘤胃食糜中分配的影响。从
本结果看，不同发酵时间瘤胃食糜各组分的尿素氮均

随日粮尿素添加量的增加而增加，并呈显著的线性关

系。由于尿素在瘤胃中很快分解为 NH3，日粮尿素实

质上是以氨的形式为瘤胃微生物所利用，因此，瘤胃微

生物在生长增值过程中所利用的氨与日粮氨含量呈线

性关系。
从尿素在瘤胃各组分的分配看，尽管不同尿素添

加量和不同发酵时间对其有一定影响，但均不改变其
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分配比例的趋势，在微生物组分中，分布于未消化饲料

的比例最高，即大部分的微生物尚未得到分离，与

Dehority［32］的结果一致。

4 结论

本试验条件下瘤胃发酵正常，不同尿素添加量和

发酵时间对瘤胃液 pH 影响不显著(P > 0. 05)，各处理
SF-NH3-N 的浓度随发酵时间的延长和尿素添加量的
增加显著提高(P < 0. 01)，由发酵 24h 时的 18. 61 ～
22. 29mgN /100ml 提 高 到 发 酵 48h 时 的 30. 79 ～
32. 86mgN /100ml; 瘤胃食糜 PAM、LAM 的干物质在
24h 已基本稳定，日粮降解和 MCP 合成主要在 0 ～
24h，24 ～ 48h 日粮的降解伴随瘤胃液 NH3-N 浓度的提
高，主要是日粮氮素的无效循环。
尿素添加处理和发酵时间对 PAM、LAM 含氮量的

影响不显著( P > 0. 05)，分别为 7. 940% ～ 8. 649%，
6. 641% ～ 6. 704% ;发酵 24h 和 48h，瘤胃食糜不同组
分中尿素 N 总量与日粮尿素添加水平呈线性正相关
关系;日粮尿素在瘤胃食糜各组分中的分配数量依次

为上清液 >未消化饲料 >液相微生物 >颗粒相微生物
(SF-Urea-N > UDF-Urea-N > LAM-Urea-N > PAM-Urea-
N);尿素合成的微生物大部分粘附于未消化饲料。
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