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摘　要：本试验通过比较２种微生物标记物１５Ｎ和嘌呤（Ｐｕｒｉｎｅｂａｓｅｓ，ＰＢ）估测肉羊瘤胃微生物Ｎ产量的效果，旨

在建立不同方法之间的内在联系，为准确地估测肉羊微生物 Ｎ提供依据。试验选用１２只平均体质量为（４１．３±

２．８）ｋｇ的杜寒杂交（杜泊羊×小尾寒羊杂交）绵羊公羔，随机均分为３组，按照自由采食、自由采食量的７０％和

４０％３个干物质采食水平饲喂，试验共持续２５ｄ，其中预试期１０ｄ，正试期１５ｄ，最后５ｄ采集瘤胃食糜和十二指肠

食糜并测定１５Ｎ和ＰＢ。结果表明，瘤胃细菌成分（氮含量、嘌呤含量和嘌呤／氮）不受日粮处理的影响 （犘＞０．０５）；

十二指肠干物质、有机物、非氨氮和嘌呤流量均随日粮饲喂水平的降低显著下降（犘＜０．０５）；应用１５Ｎ和ＰＢ计算得

到的微生物Ｎ产量均随日粮饲喂水平的降低而显著降低（犘＜０．０５），计算得出的微生物合成效率则均不受日粮处

理的显著影响（犘＞０．０５）。１５Ｎ测定的微生物Ｎ在各处理内的变异性要小于ＰＢ测定得到的微生物Ｎ，因此应用１５Ｎ

来测定微生物Ｎ能够得到更为准确可靠的结果。
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　　反刍动物的蛋白质营养需要通常采用小肠可消

化蛋白质体系（ＭＰ）来评价，该体系将进入反刍动

物小肠的微生物蛋白质剖分为日粮非降解蛋白质

（ＵＤＰ）和瘤胃微生物蛋白质（ＭＣＰ）２大部分
［１］。

在正常饲喂条件下，ＭＣＰ是反刍动物主要的蛋白质

来源［２］，占 进 入 小 肠 的 蛋 白 质 比 例 为 ４０％ ～

８０％
［３］，因此定量微生物Ｎ具有重要意义。定量微

生物Ｎ需要标记物，标记物分为外源标记物和内源

标记物２大类
［４］，外源标记物主要包括放射性或稳

定性同位素，而内源标记物则是微生物固有的物质，

包括核酸和嘌呤等［５］。目前，国内外研究中常用的

外源和内源标记物分别是１５Ｎ 和嘌呤（Ｐｕｒｉｎｅｂａ

ｓｅｓ，ＰＢ），其中１５Ｎ是一种稳定性同位素，能够对瘤

胃微生物Ｎ进行标记，其优点在于测定结果平行性

较好且对环境没有污染；而ＰＢ是微生物核酸的固

有成分，通过测定微生物ＰＢ含量以及微生物ＰＢ和

Ｎ的比例，便可计算出微生物Ｎ产量，应用该标记

物进行测定的操作过程简单易行，且对试验条件要

求不高，因此在大多数实验室都能进行测定。

本研究分别应用１５Ｎ和ＰＢ这２种标记物对肉羊

不同采食水平下的微生物Ｎ产量进行测定，并对测

定结果进行比较，旨在建立不同方法之间的内在联

系，为更准确地测定肉羊微生物Ｎ产量提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及日粮

本试验选用６月龄体况健康，平均体质量为

（４１．３±２．８）ｋｇ的杜寒杂交绵羊公羔１２只，按照

自由采食（ＡＬ）、自由采食量的７０％（７０％ ＡＬ）和自

由采食量的４０％（４０％ ＡＬ）３个干物质采食水平饲

喂。试验日粮为一种全混颗粒饲料，日粮成分见表

１，另外需要制备一部分标记饲料，制备过程如下：在

制粒前将约３００ｇＹｂＣｌ３·６Ｈ２Ｏ、１．３ｋｇＬｉＣｏＥＤ

ＴＡ
［６］和２００ｇ（

１５ＮＨ４）２ＳＯ４（
１５Ｎ丰度为１０％）溶于

６Ｌ蒸馏水，与３００ｋｇ日粮充分混匀后制粒，其中

Ｙｂ和Ｃｏ分别作为十二指肠固相、液相标记物。

１．２　试验设计与饲养管理

试验采用单因子试验设计，将１２只公羔随机分

为３组，每个组４只羊，每只羊为１个重复。试验共

持续２５ｄ，其中预试期１０ｄ，饲喂未标记饲料使每组

羊只适应日粮梯度；正试期１５ｄ饲喂标记饲料，并

在最后５ｄ采集瘤胃和十二指肠食糜以测定１５Ｎ和

ＰＢ。预试期确定“自由采食量”，以ＡＬ组中羊只最

低的干物质采食量定为“自由采食量”，从而确定

７０％ ＡＬ和４０％ ＡＬ组的干物质采食量。试验羊

只单笼饲养，每天０８：００饲喂１次，自由饮水。

１．３　指标测定与方法

１．３．１　样品采集与处理　　预试期第５天每只羊

采集十二指肠食糜１００ｍＬ，置于－２０℃冰箱保存，

以备测定１５Ｎ天然丰度。

采食正试期第１～３天每隔６ｈ采集１次十二

指肠食糜，次日提前２ｈ采集当日的样品，每次采集

食糜１００ｍＬ，具体采样时间点为：第１天０８：００、

１４：００和２０：００；第２天０２：００、０６：００、１２：００、１８：００

和２４：００；第３天０４：００、１０：００、１６：００和２２：００。每

个时间点的十二指肠食糜采完后按羊只分别混合，共

计１２个样品，每个样品１２００ｍＬ，将其中８００ｍＬ于

１０００犵离心１５ｍｉｎ（４℃），以分别获得十二指肠液相

和固相食糜，将每只羊分离后的液相、固相和剩余

４００ｍＬ十二指肠食糜置于－２０℃冰箱保存。

正试期第４和第５天每隔６ｈ采集１次瘤胃食

糜，次日提前３ｈ采集当日的样品，每次采集２５０

ｍＬ，具体采样时间点为：第４天０８：００、１４：００和

２０：００；第５天０２：００、０５：００、１１：００、１７：００和２３：００。

每个时间点的瘤胃食糜采完后，将其与等体积的生

理盐水混合并置于搅拌器中搅拌１ｍｉｎ（２００００

ｒ·ｍｉｎ－１）以分离附着于固相食糜上的细菌，搅拌液

于４层纱布上过滤，将滤液首先于１０００犵下离心

１０ｍｉｎ（４℃），之后将上清液于２００００犵下离心４５

ｍｉｎ（４℃），从而得到细菌颗粒，将每个时间点的细菌

颗粒按羊只分别混合，共计１２个样品，置于－２０℃

冰箱保存。

１．３．２　测定项目及方法　　日粮、十二指肠食糜

（液相和固相）以及瘤胃细菌干物质、灰分和粗蛋白

质测定采用常规方法［７］。十二指肠食糜（液相和固

相）以及瘤胃细菌中的嘌呤采用Ｚｉｎｎ和 Ｏｗｅｎｓ的

方法［８］进行测定。日粮、十二指肠食糜（未固液分离

部分）以及瘤胃细菌中的１５Ｎ采用同位素质谱仪进

行测定。十二指肠食糜（液相和固相）中的 Ｙｂ和

Ｃｏ采用原子吸收光谱仪进行测定。

１１９１
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１．４　计算及数据处理

十二指肠食糜流量在测定Ｙｂ和Ｃｏ含量的基

础上通过重组食糜的方法［９］进行计算，计算公式为：

ｘ＝固相食糜质量（Ｄ）；ｙ＝液相食糜质量（Ｆ）；ｘｙ或

ｘ＋ｙ＝真正食糜质量（ＴＤ）；ＳＤ，ＳＦ，ＳＴＤ＝液相标记

物Ｃｏ的浓度；ＰＤ，ＰＦ，ＰＴＤ＝固相标记物Ｙｂ的浓度；

则，ｘ×ＳＤ＋ｙ×ＳＦ＝ ｘ×ＰＤ＋ｙ×ＰＦ；因此，ｙ／ｘ＝

（ＰＤＳＤ）／（ＳＦＰＦ）＝Ｒ。

其中Ｒ为重组因子，即重组食糜时需要从单位

食糜中加上或减去的液体的单位数量。从而，（ＳＤ

＋Ｒ×ＳＦ）／（１＋Ｒ）＝ＳＴＤ＝（ＰＤ＋Ｒ×ＰＦ）／（１＋Ｒ）＝

ＰＴＤ；食糜流量＝１／ＳＴＤ＝１／ＰＴＤ。

应用１５Ｎ测定瘤胃 ＭＮ的计算公式如下
［１０］：

ＭＮ／ＮＡＮｄｉｇｅｓｔａ ＝ （Ｅ － ＮＡＮｄｉｇｅｓｔａ）／（Ｅ －

Ｎｂａｃｔｅｒｉａ），

其中，ＮＡＮｄｉｇｅｓｔａ为十二指肠非氨氮含量，（Ｅ－

ＮＡＮｄｉｇｅｓｔａ）和（Ｅ－Ｎｂａｃｔｅｒｉａ）分别为十二指肠非氨氮和瘤

胃细菌氮中的１５Ｎ超过自然丰度的部分，因为十二指

肠食糜和瘤胃细菌１５Ｎ自然丰度非常接近
［１１］，因此本

试验只采集十二指肠食糜并测定１５Ｎ自然丰度。

数据统计分析采用ＳＡＳ软件的单因素方差分

析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）进行显著性检验，并采用邓

肯氏法进行多重比较。试验结果以“平均数±标准

差”表示。

２　结　果

２．１　瘤胃细菌、十二指肠食糜
１５犖丰度和瘤胃细菌

成分

　　由表２可以看出，十二指肠食糜
１５Ｎ天然丰度

基本稳定在０．３６３％，而瘤胃细菌和十二指肠食糜１５

Ｎ富集度随采食水平的降低呈下降趋势，其中 ＡＬ

和７０％ ＡＬ间差异不显著（犘＞０．０５），但在７０％

ＡＬ和４０％ ＡＬ间差异显著（犘＜０．０５）。细菌氮含

量随采食水平的降低呈下降趋势，但在３组间差异

不显著（犘＞０．０５）；细菌嘌呤含量在３组间差异不

显著（犘＞０．０５），ＡＬ最高，７０％ ＡＬ最低；细菌嘌

呤／氮随日粮采食水平降低有升高趋势，但在３组间

差异不显著（犘＞０．０５）。

２．２　十二指肠食糜流量、微生物氮产量和微生物合

成效率

　　由表３可知，有机物、可消化有机物采食量均随

日粮饲喂水平的降低显著下降（犘＜０．０５），而有机

物瘤胃表观消化率随日粮采食水平的升高呈上升趋

势，在ＡＬ和４０％ ＡＬ间差异显著（犘＜０．０５）；十二

指肠干物质、有机物、非氨氮和嘌呤流量均随日粮饲

喂水平的降低显著下降（犘＜０．０５）；
１５Ｎ和ＰＢ计算得

到的微生物Ｎ产量表现出相同的变化趋势且均受日

粮采食水平的显著影响（犘＜０．０５），其中应用
１５Ｎ测

得的微生物Ｎ产量均值为１０．２６ｇ·ｄ
－１，而应用ＰＢ

计算得到的微生物Ｎ产量均值为１０．３４ｇ·ｄ
－１；应

用２种标记物计算得到的微生物合成效率均不受采

食水平的显著影响（犘＜０．０５），其中
１５Ｎ测得的微生

物合成效率均值为２０．７５ｇＮ·ｋｇ
－１ ＯＭＡＤＲ，而

ＰＢ计算得到的 ＭＮ产量均值为２１．２０ｇＮ·ｋｇ
－１

ＯＭＡＤＲ；应用２种标记物得到的微生物Ｎ之间存

在线性相关（犘＜０．０５），相关方程为犢 ＝１．０４犡－

０．５２（Ｒ＝０．９４，见图１）。

表１　日粮组成及营养成分表（干物质基础）

犜犪犫犾犲１　犆狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀犪狀犱狀狌狋狉犻犲狀狋犾犲狏犲犾狊狅犳犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犱犻犲狋

（犱狉狔犿犪狋狋犲狉犫犪狊犻狊） ％

项目Ｉｔｅｍ 含量Ｃｏｎｔｅｎｔ

原料Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ

羊草Ｃｈｉｎｅｓｅｗｉｌｄｒｙｅｈａｙ ５５．０

玉米Ｃｏｒｎ ２９．５

豆粕Ｓｏｙｂｅａｎｍｅａｌ １４．０

磷酸氢钙ＣａＨＰＯ４ ０．８４

食盐 ＮａＣｌ ０．５０

多矿添加剂 Ｍｉｎｅｒａｌｐｒｅｍｉｘ
１） ０．１２

多维添加剂 Ｖｉｔａｍｉｎｐｒｅｍｉｘ
２） ０．０４

合计 Ｔｏｔａｌ １００

营养水平 Ｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌ３
）

干物质 ＤＭ ９０．６

有机物 ＯＭ ９１．６

粗蛋白质ＣＰ １１．２

代谢能／（ＭＪ·ｋｇ
－１）ＭＥ ９．０１

中性洗涤纤维 ＮＤＦ ６２．０

酸性洗涤纤维 ＡＤＦ ２４．１

钙Ｃａ ０．６６

总磷 ＴＰ ０．３３

１）．每千克多矿添加剂含：ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ２６ｇ，ＦｅＳＯ４１１０

ｇ，ＭｎＳＯ４ · Ｈ２Ｏ９３ｇ，ＺｎＳＯ４ · Ｈ２Ｏ１９０ｇ，ＫＩ７０ｇ，

Ｎａ２ＳｅＯ３４２ｇ，ＣｏＣｌ２２０ｇ；
２）．每千克多维添加剂含：ＶＡ１．９

×１０８ＩＵ，ＶＤ３７．２×１０
８ＩＵ，ＶＥ１．７×１０４ＩＵ；３

）
．所有指标

均为实测值

１）．Ｐｒｏｖｉｄｅｄｐｅｒｋｇｏｆｐｒｅｍｉｘ：ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ２６ｇ，ＦｅＳＯ４

１１０ｇ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ９３ｇ，ＺｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ１９０ｇ，ＫＩ７０ｇ，

Ｎａ２ＳｅＯ３４２ｇ，ＣｏＣｌ２２０ｇ；
２）．Ｐｒｏｖｉｄｅｄｐｅｒｋｇｏｆｐｒｅｍｉｘ：ＶＡ

１．９×１０８ＩＵ，ＶＤ３７．２×１０
８ＩＵ，ＶＥ１．７×１０４ＩＵ；３

）
．Ａｌｌｎｕｔｒｉｅｎｔ

ｌｅｖｅｌｓａｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅｓ
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表２　不同采食水平下肉羊瘤胃细菌、十二指肠食糜１５犖丰度以及瘤胃细菌成分

犜犪犫犾犲２　犈狀狉犻犮犺犿犲狀狋狅犳
１５犖犻狀狉狌犿犻狀犪犾犫犪犮狋犲狉犻犪犪狀犱犱狌狅犱犲狀犪犾犱犻犵犲狊狋犪犪狊狑犲犾犾犪狊狋犺犲犫犪犮狋犲狉犻犪犾犮狅犿狆狅狀犲狀狋狊犻狀犿狌狋狋狅狀狊犺犲犲狆狑犻狋犺犱犻犳

犳犲狉犲狀狋犾犲狏犲犾狅犳犳犲犲犱犻狀狋犪犽犲

项目Ｉｔｅｍ
采食水平Ｌｅｖｅｌｏｆｆｅｅｄｉｎｔａｋｅ

ＡＬ ７０％ ＡＬ ４０％ ＡＬ
ＳＥＭ

１５Ｎ天然丰度／％ １５Ｎｎａｔｕｒａｌａｂｕｎｄａｎｃｅ

十二指肠食糜 Ｄｕｏｄｅｎａｌｄｉｇｅｓｔａ ０．３６３ ０．３６３ ０．３６３ ０．０００１

１５Ｎ富集度／％ １５Ｎｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

瘤胃细菌 Ｒｕｍｉｎａｌｂａｃｔｅｒｉａ ０．１０８ａ ０．１０５ａ ０．０８９ｂ ０．０１２

十二指肠食糜 Ｄｕｏｄｅｎａｌｄｉｇｅｓｔａ ０．０７０ａ ０．０６６ａ ０．０５２ｂ ０．００７

细菌成分Ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

氮／（％ ＤＭ）Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ８．１３ ８．０３ ７．９９ ０．０２

嘌呤／（μｍｏｌ·ｇ
－１ＤＭ）Ｐｕｒｉｎｅｂａｓｅｓ １２．３２ １２．２１ １２．３０ ０．０４

嘌呤／氮Ｐｕｒｉｎｅｂａｓｅｓ／Ｎｉｔｒｏｇｅｎ １．５１ １．５２ １．５４ ０．００７

同行数据上标不同小写字母表示差异显著（犘＜０．０５），相同或无小写字母表示差异不显著（犘＞０．０５）。下同

Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５），ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅ

ｌｅｔｔｅｒｏｒｗｉｔｈｏｕｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＞０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

表３　不同采食水平下肉羊十二指肠食糜流量、微生物氮产量和微生物合成效率

犜犪犫犾犲３　犇狌狅犱犲狀犪犾犱犻犵犲狊狋犪犳犾狅狑，犿犻犮狉狅犫犻犪犾犖狔犻犲犾犱，犪狀犱犿犻犮狉狅犫犻犪犾犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔犻狀犿狌狋狋狅狀狊犺犲犲狆犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犾犲狏犲犾狅犳犳犲犲犱犻狀狋犪犽犲

项目Ｉｔｅｍ
采食水平Ｌｅｖｅｌｏｆｆｅｅｄｉｎｔａｋｅ

ＡＬ ７０％ ＡＬ ４０％ ＡＬ
ＳＥＭ

采食量／（ｇ·ｄ
－１）Ｉｎｔａｋｅ

有机物 Ｏｒｇａｎｉｃｍａｔｔｅｒ １４８５．７ａ １０６４．１ｂ ７４６．４ｃ ９１．３２

可消化有机物 Ｄｉｇｅｓｔｉｂｌｅｏｒｇａｎｉｃｍａｔｔｅｒ １０３８．２ａ ７５０．１ｂ ５７３．５ｃ ５３．５２

瘤胃表观消化率／％ Ｒｕｍｉｎａｌａｐｐａｒｅｎｔｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙ

有机物 Ｏｒｇａｎｉｃｍａｔｔｅｒ ４３．３ａ ４５．４ａｂ ４８．０ｂ ０．６９

十二指肠流量／（ｇ·ｄ
－１）Ｄｕｏｄｅｎａｌｆｌｏｗ

干物质 Ｄｒｙｍａｔｔｅｒ ７５７．０１ａ ５３８．２５ｂ ３８１．２５ｃ ４８．１３

有机物 Ｏｒｇａｎｉｃｍａｔｔｅｒ ７０６．５０ａ ４８１．２５ｂ ３５４．７５ｃ ４５．４３

非氨氮Ｎｏｎａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎ ２２．２３ａ １５．２３ｂ １１．６３ｃ １．４３

嘌呤Ｐｕｒｉｎｅｂａｓｅｓ １８．６５ａ １４．４３ｂ ９．６３ｃ １．１８

微生物氮产量／（ｇ·ｄ
－１）ＭｉｃｒｏｂｉａｌＮ

应用１５Ｎ Ｗｉｔｈ１５Ｎ １４．４０ａ ９．６０ｂ ６．７８ｃ ０．９７

应用嘌呤 Ｗｉｔｈｐｕｒｉｎｅｂａｓｅｓ １３．７１ａ １０．１７ｂ ７．１４ｃ ０．８７

微生物合成效率／（ｇ·ｋｇ
－１ＯＭＡＤＲ）Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

应用１５Ｎ Ｗｉｔｈ１５Ｎ ２０．３４ ２０．７３ ２１．１９ ０．４５

应用嘌呤 Ｗｉｔｈｐｕｒｉｎｅｂａｓｅｓ １９．３６ ２１．９５ ２２．３０ ０．９５

ＯＭＡＤＲ．瘤胃表观可消化有机物

ＯＭＡＤＲ．Ｏｒｇａｎｉｃｍａｔｔｅｒａｐｐａｒｅｎｔｌｙｄｉｇｅｓｔｅｄｉｎｒｕｍｅｎ
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图１　应用嘌呤测定的 犕犖和应用
１５犖测定的 犕犖之间

的线性关系

犉犻犵．１　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犫犲狋狑犲犲狀 犕犖 犿犲犪狊狌狉犲犱狑犻狋犺狆狌狉犻狀犲

犫犪狊犲狊犪狀犱犕犖犿犲犪狊狌狉犲犱狑犻狋犺１５犖

３　讨　论

３．１　
１５犖丰度的测定

１５Ｎ作为一种稳定性同位素对环境没有污染，

通常情况下日粮中的１５Ｎ仅为天然丰度，因此加入

的外源１５Ｎ只会标记微生物 Ｎ而不会标记日粮 Ｎ

或体组织Ｎ
［１２］。本试验中，测定的十二指肠食糜１５

Ｎ天然丰度为０．３６３％，略低于ＩＡＥＡ 的标准值

０．３６６％
［１３］，这可能是由于在某些氮代谢过程中１４Ｎ

的利用要优先于１５Ｎ
［１４］。本试验中，瘤胃细菌和十

二指肠食糜１５Ｎ丰度变化分别为０．０８９％～０．１０８％

和０．０５２％～０．０７０％，由于同位素质谱仪具有极高

的精确度（能够精确至０．００１％），因此，通常情况下

０．０１％～０．０５％的丰度便能够保证测定结果的准

确性［１５］。

３．２　瘤胃细菌成分

反刍动物瘤胃微生物 Ｎ的测定首先需要分离

得到瘤胃细菌，该细菌样品必须能够代表整个瘤胃

以及进入小肠的细菌群体［１６］，目前主要有２种细菌

分离方式，一种是从过滤的瘤胃液中分离获得混合

细菌（Ｔｏｔａｌｍｉｘｅｄｂａｃｔｅｒｉａ，ＴＢ）；另一种是分别从

过滤的瘤胃液以及滤出的食糜中分离出液相细菌

（Ｆｌｕｉｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａ，ＦＡＢ）和固相细菌（Ｐａｒ

ｔｉｃｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＡＢ）。不论采用何种细

菌分离方式，细菌的嘌呤／氮必须要保持恒定，这是

应用ＰＢ作为微生物标记物估测微生物Ｎ的一个重

要前提。本试验采用的是从过滤的瘤胃液中分离获

得混合细菌（ＴＢ）的方式，结果表明，细菌氮、嘌呤以

及嘌呤／氮等成分均不受日粮处理的显著影响，这与

Ｃｅｃａｖａ
［１６］和Ｂｒｏｄｅｒｉｃｋ

［１７］等得出的结论一致。其中

瘤胃细菌嘌呤／氮变化为１．５１～１．５４，该比例高于

Ｃｅｃａｖａ
［１６］和Ｂｒｏｄｅｒｉｃｋ

［１７］等得出的相应范围（分别

为１．２８～１．３１和１．２８～１．３２），这种差异可能是由

于动物品种或是日粮成分不同造成的。

在分离并比较 ＴＢ、ＦＡＢ和ＰＡＢ成分的研究

中，Ｃｅｃａｖａ
［１６］和Ｃａｒｒｏ

［１８］等均得出ＦＡＢ的嘌呤／氮

要高于ＰＡＢ和ＴＢ，而ＴＢ和ＰＡＢ的嘌呤／氮则比

较接近，事实上由于ＦＡＢ在瘤胃细菌总体中只占很

少一部分（小于１０％）
［１９２０］，因此，ＴＢ的嘌呤／氮并

不一定介于ＦＡＢ和ＰＡＢ之间，而若以ＦＡＢ的嘌

呤／氮为标准很可能会低估微生物 Ｎ产量。另外，

由于ＦＡＢ和ＰＡＢ只是一个很笼统的分类，两者并

不存在严格的界限［２１］，因而会导致在分离过程的某

部分细菌既可以视作ＰＡＢ也可以视作ＦＡＢ
［１６］，而

ＴＢ的分离过程涉及到的步骤较少，中间环节引入

的误差也相应减少，相对而言用于测定微生物Ｎ产

量更加可靠［１６，１８］。

３．３　应用２种标记物测定结果的比较

应用１５Ｎ和ＰＢ作为微生物标记物在研究中存

在着不一致的结果，在某些研究中应用ＰＢ测定结

果高于应用１５Ｎ测定结果
［２２］，而另外一些研究结论

则相反［２３２５］。理论上来说，由于日粮中的ＰＢ可能

未被瘤胃微生物完全降解，进入十二指肠食糜的ＰＢ

并非全部来源于瘤胃微生物，因此应用ＰＢ可能会

高估微生物Ｎ产量
［２６］，然而在分离瘤胃细菌的过程

中，由于离心等处理造成的细菌细胞裂解等因素［２７］

会带来ＰＢ的损失，最终可能使应用ＰＢ计算得出的

微生物Ｎ低于实际值。本试验中，应用１５Ｎ和ＰＢ

得出的微生物 Ｎ 结果比较接近，平均值分别为

１０．２６和１０．３４ｇ·ｄ
－１，低于ＡＲＣ的估测值（１６．３７

ｇ·ｄ
－１；微生物Ｎ＝可消化有机物采集量×０．６５×

３２）
［２８］，这可能是由于本试验中测定的肉羊有机物

瘤胃消化率（４３．３％～４８．０％）低于上述消化率

（６５％）造成的。

在一些相关研究中发现，应用ＰＢ作为微生物

标记物比应用１５Ｎ作为微生物标记物测定结果的变

异性要高［１８，２３，２９］，本试验也发现，应用ＰＢ得到微生

物Ｎ产量在各处理内的标准差要高于应用１５Ｎ测定

的微生物Ｎ产量，应用ＰＢ作为微生物标记物测定

结果变异性较大的原因可能在于Ｚｉｎｎ和Ｏｗｅｎｓ
［８］
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对ＰＢ进行分析测定的方法缺乏足够的精确性
［２３］，

而尽管针对上述方法存在着一些改进［３０３１］，但仍无

法完全解决结果变异性高的问题，相比之下，应用

１５Ｎ作为标记物测定微生物Ｎ因为测定步骤相对简

便以及测定仪器的高精确性使得其测定结果更加精

确。本试验建立的应用１５Ｎ测定的微生物Ｎ和应用

ＰＢ测定的微生物Ｎ之间的相关方程的相关系数为

０．９４，该系数高于Ｃａｒｒｏ和 Ｍｉｌｌｅｒ
［１８］（Ｒ＝０．８８）和

Ｒｅｙｎａｌ等
［２９］（Ｒ＝０．６９）分别通过体外培养和在奶

牛上建立的相应方程的相关系数，说明在本试验条

件下应用１５Ｎ和ＰＢ测定肉羊微生物Ｎ结果具有很

高的一致性，但考虑到应用ＰＢ作为微生物标记物

测定结果的变异性较大，因此，应用１５Ｎ来测定微生

物Ｎ能够得到更为准确可靠的结果。

４　结　论

瘤胃细菌（ＴＢ）成分（氮含量、嘌呤含量、嘌呤／

氮）不受日粮处理的显著影响，应用２种微生物标记

物测得的微生物Ｎ产量之间存在线性相关，相关方

程为犢＝１．０４犡－０．５２（Ｒ＝０．９４），其中，犢 为１５Ｎ测

定的微生物 Ｎ（ｇ·ｄ
－１），犡 为ＰＢ测定微生物 Ｎ

（ｇ·ｄ
－１）。１５Ｎ测定的微生物Ｎ在各处理内的变异

性要小于ＰＢ测定得到的微生物Ｎ，因此应用１５Ｎ来

测定微生物Ｎ能够得到更为准确可靠的结果。
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