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摘要： 【目的】采用体外发酵技术探究芳香族氨基酸在猪后肠的发酵特性。【方法】以杜×长×大育肥

猪回肠、盲肠和结肠食糜为接种物，接种于10 mmol/L单一氨基酸的培养基中，37 oC培养24 h，测定4、

8、12、16和24 h的产气量(GP)，采集0 h和24 h样品，测定样品中的氨氮(NH3-N)和微生物蛋白(MCP)浓

度，利用变性梯度凝胶电泳技术(DGGE)和Real-time PCR定量技术分析体外培养中参与代谢特定氨基酸

的细菌组成及数量。【结果】不同芳香族氨基酸的发酵液中NH3 -N和MCP浓度存在极显著差异

(P<0.01)，肠段对GP、NH3-N和MCP影响极显著(P<0.01)，且芳香族氨基酸与肠段对GP、NH3-N和

MCP浓度均存在交互作用(P<0.01)。定量PCR表明，芳香族氨基酸和肠段均显著影响发酵液中总菌数量

(P<0.05)。DGGE分析显示，同一肠段不同芳香族氨基酸组的细菌群落结构具有高度的相似性，其中回

肠Phe组和Tyr组、结肠Tyr组和Trp组的相似性分别高达87.9%和80.5%，盲肠和结肠微生物香农指数变化

显著(P<0.05)。【结论】不同芳香族氨基酸的肠道代谢菌具有差异性，与Trp和Phe相比，Tyr 的盲肠和结

肠代谢菌多样性较低，与Trp和Tyr相比，Phe更多地合成菌体；特定芳香族氨基酸的不同肠道发酵去向

不同，与回肠和盲肠比，结肠中芳香族氨基酸更多地合成菌体。
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芳香族氨基酸(Aromatic amino acid, AAA)是

一类含有芳香环的α -氨基酸，包括苯丙氨酸

(Phe)、酪氨酸(Tyr)和色氨酸(Trp)，其中苯丙氨酸

和色氨酸是人体的必需氨基酸，在生命活动中起

着极其重要的作用。有报道指出芳香族氨基酸能

够通过抑制重塑基因的表达来下调破骨细胞的分

化，进而促进体内骨量的增加，且体内芳香族氨

基酸浓度过高或过低也将引起机体代谢的紊乱[1]。

近年来，国内外对氨基酸肠道代谢的研究，主要

集中在小肠肠壁细胞的吸收利用和肠道细菌对氨

基酸的发酵[2]。Dai等[3]通过体外培养和继代研究

发现猪小肠 (十二指肠、空肠和回肠 )对Phe和

Trp的代谢很有限，显著低于其他必需氨基酸。然

而，有关大肠中这些氨基酸的代谢研究则鲜有报
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道。故本研究通过体外发酵技术探究单一芳香族

氨基酸在猪后肠发酵的特异性及肠段效应，分析

比较代谢特定芳香族氨基酸的细菌菌群组成与结

构，为日粮中氨基酸的添加及后肠的N营养素的

利用提供参考数据和理论支持。

1    材料和方法

1.1    接种物制备

回肠、盲肠和结肠的食糜样品取自于4头健康

的杜×长×大育肥猪(玉米-豆粕日粮)。分别采集

3个肠段的中段内容物，混匀，称量。用量筒量取

37 °C预热的灭菌磷酸盐缓冲液稀释(PBS)，PBS与

食糜样品的稀释比例为9∶1。将混合液经4层无菌

纱布滤过至充满CO2的血清瓶中。另外，分别测

定回肠、盲肠和结肠中这3种芳香族氨基酸的含

量，其含量在0.1 μmol/L左右(此部分数据尚未发

表)。整个过程严格厌氧。

磷酸盐缓冲溶液(PBS)：称取4.0 g NaCl，0.1 g

KCl，0.72 g Na2HPO4·2H2O和0.12 g KH2PO4用少

量去离子水溶解，并定容至500 mL，混匀后115 °C

灭菌15 min。

1.2    培养基制备

厌氧培养基及其制备参考Dai等[3]的方法。培

养基持续通入CO2约6 h，至溶液澄清呈淡黄色后，

分装88 mL至血清瓶，115 °C灭菌15 min。氨基酸

培养基需将10 mL氨基酸母液注入血清瓶中使终

浓度为10 mmol/L。接种前将1 mL维生素溶液和

1 mL还原剂溶液注入培养基，37 °C预热30 min。

1.3    试验设计

每种氨基酸均设3个处理组和1个正对照组，

每组3个重复。其中3个处理组分别接种5 mL回肠

稀释液、盲肠稀释液或结肠稀释液于10 mmol/L

单一氨基酸(Phe、Tyr或Trp) 37 °C预热的培养基

中，正对照组无接种物添加。另设3个负对照组，

负对照组分别将5 mL接种物注入37 °C预热的无氨

基酸基础培养基。最后，将所有血清瓶置于37 °C

水浴锅中培养24 h。

1.4    发酵指标测定

参照朱伟云等 [ 4 ]测定发酵过程4、8、12、

16及24 h的产气量(GP)；培养24 h后冰水浴结束发

酵，参照Weatherburn等[5]改进方法测定NH3-N浓

度；参照Makkar等 [ 6 ]改进方法测定菌体蛋白

MCP浓度。

1.5    总菌DNA的提取、PCR-DGGE和Real-time PCR

参照文献Zhu等[7]，采用珠磨法(bead-beating)

及酚-氯仿-异戊醇抽提发酵液样品基因组DNA，

使用Taq DNA polymerase试剂盒(上海生工)使用引

物U968-GC和L1401R对细菌16S rRNA的V6–V8可

变区进行PCR扩增，并对扩增产物进行DGGE分

析。采用伯乐DcodeTM系统(Bio-Rad Laboratories，

Hercules, CA, USA)进行变性梯度凝胶电泳，变

性梯度为39%–49%。使用GS-800 Calibrated

Densitometer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

U S A )及扫描，并使用G e l C o m p a r eⅡ软件对

DGGE图谱进行相似性分析。

根据Denman等[8]采用Real-time PCR对发酵液

样品进行总菌的绝对定量，实验仪器为Step One

Plus (Life Technologies, CA, USA)。引物P1/P2由

生工生物技术(上海)有限公司合成。反应体系(20 μL)：

10 μL SYBP Green PCR Super mix (TaKaRa)，上

游引物0.4 μL、下游引物0.4 μL、0.4 μL ROX染

料、6.8 μL灭菌超纯水及2 μL待测DNA样品。反

应参数：95 °C 30 s；95 °C 5 s，60 °C 30 s，40个

循环；95 °C 15 s，循环1次。每个DNA样品做3个

重复。标准曲线由109以1∶10梯度稀释至103，每

个稀释梯度设3个重复。

1.6    数据统计分析

发酵指标等试验数据经Excel 2010整理后，利

用SPSS 17.0 进行多因素方差分析，用Duncan氏
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法进行多重比较。实验结果以平均值(Mean)表

示，以P<0.05作为差异显著性判断标准。

2    结果和分析

2.1    体外发酵产气量的变化

由表1可以看出：随着时间的延长产气量逐渐

上升，前8 h发酵产气较为缓慢，8 h以后发酵产气

效率增加，且同一芳香族氨基酸发酵的产气量累

积规律相似。芳香族氨基酸对体外发酵产气影响

不显著。肠道食糜对产气量影响显著(P<0.05)，

且12 h以后呈现极显著影响(P<0.001)，其中回肠

产气量最高，盲肠和结肠产气量较低。肠道与芳

香族氨基酸对各时间点产气量有显著的交互作用

( P < 0 . 0 5 )，1 6  h以后呈现极显著的交互作用

(P<0.001)，其中回肠Trp组最高，结肠Tyr组最

低，产气量分别为72.97 mL和44.70 mL。结果提

示，肠道不同部位对芳香族氨基酸的利用不一

致，Phe、Tyr和Trp肠道代谢存在区室化效应。

2.2    体外发酵24 h后NH3-N和MCP浓度的变化

由表2可以看出，至发酵终点时，培养液中

NH3-N浓度呈现下降的状态(结肠中Phe组例外)，

MCP浓度适当升高。NH3-N测定结果显示，芳香

族氨基酸对培养液中NH3-N浓度变化影响极显著

(P<0.001)，Tyr组体外发酵中NH3-N浓度变化最

大，Trp组居中，Phe组最小，且结肠Phe组培养液

中NH3-N浓度升高了5.69 mg/L。肠道对培养液中

NH3-N浓度变化影响极显著(P<0.01)，回肠和结肠

组显著高于盲肠组(P<0.05)。肠道和芳香族氨基

酸对培养液中NH3-N浓度变化有极显著的交互作

用(P<0.001)，其中结肠Tyr组和Trp组中NH3-N浓

度变化较大，体外培养24 h后发酵液中NH3-N浓

度分别下降了22.18 mg/L和20.12 mg/L。

表1.  不同肠段芳香族氨基酸体外厌氧发酵产气量变化

Table 1.  Cumulative gas production of aromatic amino acids in different intestinal segments during in vitro
fermentation

Segment Amino acid
Gas production/mL

4 h 8 h 12 h 16 h 24 h

Ileum Phe 0.63 10.97 27.77 46.47 65.07

Tyr 5.77 16.37 33.33 52.30 72.97

Trp 1.93 13.30 30.63 50.47 69.60

Cecum Phe 7.00 14.46 23.67 35.30 58.07

Tyr 2.50 7.56 15.37 24.10 45.17

Trp 4.10 9.53 17.13 26.57 47.70

Colon Phe 2.37 7.57 16.03 27.33 50.13

Tyr 2.50 7.83 15.20 24.37 44.70

Trp 2.07 11.60 20.53 29.43 52.53

SEM 0.353 0.343 0.374 0.437 0.600

P-value AA 0.649 0.843 0.716 0.294 0.154

P-value Segment 0.102 0.023 <0.001 <0.001 <0.001

P-value AA × Segment 0.027 0.026 0.025 0.008 0.001

In the same column, values with different letters mean significant difference (P<0.05).
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芳香族氨基酸对培养液中MCP浓度变化影响

极显著(P<0.001)，发酵24 h后，Phe组MCP浓度变

化最大，Trp组MCP浓度变化居中，Tyr组变化最

小。肠道对培养液中MCP浓度变化影响极显著

( P < 0 . 0 0 1 )，结肠组显著高于回肠和盲肠组

(P<0.05)，且Phe组中不同肠道发酵，其MCP浓度

的变化存在显著性差异(P<0.05)，符合结肠>回肠>

盲肠。肠道和芳香族氨基酸对MCP浓度变化存在

极显著的交互作用(P<0.01)，结肠Phe组和Trp组的

MCP浓度变化最大，分别升高了104.94 mg/L和

91.44 mg/L，回肠Tyr组MCP浓度变化最小，仅上

升了0.94 mg/L。NH3-N和MCP的测定结果说明

Phe、Tyr和Trp的肠道代谢和利用途径存在差异。

2.3    回、盲、结肠体外培养中利用芳香族氨基酸

的菌群结构与数量

DGGE图谱(图1)显示了芳香族氨基酸的后肠

发酵微生物菌群的复杂多样。Phe组、Tyr组和

Trp组的图谱上显现许多共有条带，相似性分析表

明，回肠Phe组和Tyr组、结肠Tyr组和Trp组的相

似性分别高达87.9%和80.5%，且回肠和盲肠中

Phe组和Tyr组具有较高的相似性，这可能与动物

机体内能够完成Phe向Tyr转化有关。但是氨基酸

组间也存在了一些差异性条带，组间DGGE图谱

上优势条带在位置、灰度及数量上有明显差异，

Phe组优势条带部分区别于Tyr组和Trp组。盲肠组

和结肠组微生物条带数量庞大，更为复杂，且微

生物的香农指数变化显著(P<0.05)，Tyr组在盲肠

和结肠中均呈现出较低的水平。这些结果表明不

同芳香族氨基酸的添加可以引起肠道细菌群落结

构变化的差异。

取等量样品通过定量分析发酵液中的总菌数

量，结果显示芳香族氨基酸和肠道均能够显著性

影响培养液中总菌数量(P<0.05)，其中Trp组总菌

数量显著低于Phe组和Tyr组，结肠总菌数量显著

高于回肠组与盲肠组。同一氨基酸添加不同肠段

处 理 组 比 较 ， 只 有 T r p 组 受 肠 段 影 响 显 著

(P<0.05)，总菌数量存在回肠<盲肠<结肠的关

系。肠道对Phe和Tyr有影响趋势(P<0.1)。同一肠

段不同芳香族氨基酸处理组比较，回肠处理Trp组

总菌数量显著低于与其它AA组(P<0.05)；盲肠和

结肠中Phe组、Tyr组与Trp组的总菌数量均没有显

著性差异(表3)。

表2.  芳香族氨基酸体外发酵24 h后NH3-N 和MCP的浓度变化

Table 2.  Concentrations of NH3-N and MCP of aromatic amino acids in different intestinal segments during in vitro
fermentation after 24 h

Segment
NH3-N

*/(mg/L)
SEM P AA

MCP**/(mg/L)
SEM P AA

Phe Tyr Trp Phe Tyr Trp

Ileum –12.37Ab –14.89Ba –12.00Bb 0.41 0.055 70.61Bc 0.94Aa 35.67Ab 3.71 0.001

Cecum –0.94Bb –16.28Ba –13.15Ba 0.57 <0.001 34.56Ab 8.56Aa 45.33Ab 3.42 0.012

Colon 5.69Cb –22.18Aa –20.12Aa 0.347 <0.001 104.94Cb 74.83Ba 91.44Bab 4.28 0.074

SEM 2.68 1.16 1.32 10.88 12.03 9.20

P-value Segment <0.001 <0.001 <0.001 0.002 <0.001 0.002

P-value AA × Segment <0.001 0.009
*A positive value indicated that concentration of NH3-N increased, and a negative value indicated that concentration of NH3-N decreased
in vitro fermentation after 24 h; ** A positive value indicated that concentration of MCP increased in vitro fermentation after 24 h.
Capitals indicate significant for the same substrate with different segments; small letters indicate significant difference between
intestinal segment with different substrates. Values with different letters mean significant difference (P<0.05).
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3    讨论

3.1    芳香族氨基酸体外发酵特性的评价

通常情况下，体外产气法常用于饲料营养价

值的评定。日粮中非结构性碳水化合物的发酵产

气效率最高，其次是蛋白质、多肽和氨基酸，而

结构性碳水化合物最低。本试验中氨基酸组间产

气量无差异，其原因可能是葡萄糖作为唯一碳

图 1.  芳香族氨基酸体外培养24 h不同肠段微生物DGGE图谱(A)、聚类分析(B)及香农指数(C)的变化

Figure 1.   DGGE profiles (A), cluster analysis (B) and Shannon-Wiener index (C) of microbial community in
different intestinal compartments after 24 h cultivation of aromatic amino acids. A: M, marker includes different PCR
products of five bands excised from a previous experiment; 1–3, represent triplicate samples from each group. C:
columns with different letters mean significant difference (P<0.05). Phe: phenylalanine; Tyr: tyrosine; Trp:
tryptophan.
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源，其含量相对丰富，经24 h体外培养，发酵液

中葡萄糖发酵产气，为细菌利用氨基酸合成菌体

蛋白提供能量。

3.2    芳香族氨基酸体外发酵过程中NH3-N和MCP

浓度变化

发酵液中NH3-N是芳香族氨基酸与食糜中含

氮物质的降解及微生物对NH3-N利用的综合反

映。肠道细菌能够利用NH3-N合成MCP。在本研

究中，经过24 h培养，氨基酸组普遍呈现NH3-N
浓度下降(结肠Phe组除外)、MCP浓度上升的状

态，其原因可能是发酵液中碳源丰富，且非结构

性碳水化合物利用菌含量较多，此类细菌在氨基

酸存在时能够大量利用NH3-N和芳香族氨基酸合

成MCP，代谢产生NH3-N水平相对较低，进而导

致发酵液中NH3-N含量降低，MCP含量升高。这

与氨基酸组产气量无差异的原因相一致。Pieper等[9]

和Williams等[10]关于日粮成分的研究也都证明了

肠道微生物的发酵受碳氮比例的影响。

本研究中，氨基酸组中NH3-N浓度变化和

MCP浓度变化规律相反，即NH3-N浓度下降表现

为：Phe组<Trp组<Tyr组，MCP浓度上升表现

为：Phe组>Trp组>Tyr组。本研究采用Bradford法
测定微生物蛋白，其原理就是染料与蛋白质中碱

性氨基酸(特别是Arg)和芳香族氨基酸残基的结

合[11]。因此，这一结果反应了芳香族氨基酸参与

M C P合成的量存在一定的差异，同时也说明

Phe和Trp不仅是构成动物机体的必需氨基酸，而

且也是微生物蛋白的重要组成成分。与Phe相比，

Tyr和Trp参与合成MCP的量较低，这与Phe在生物

体内物质转化有关。L-Phe经苯丙氨酸羟化酶羟基

化可以生成L-Tyr，为菌体蛋白的合成提供原料，

且此反应是不可逆的[12]。Gertsman等[13]研究发现

Trp具有促进其它氨基酸合成蛋白质的作用，但其

本身利用量相对较低。

3.3    芳香族氨基酸发酵的肠道区室性

本研究中肠道微生物的体外发酵产气、NH3-
N和MCP浓度均存在肠段区室性，回肠组产气量

和NH3-N下降值明显高于盲肠与结肠组，而结肠

MCP浓度最高。其原因是不同肠道食糜接种物中

的营养底物成分以及微生物菌群不同。小肠和大

肠因其生理功能和内环境的不同，日粮的肠道代

谢存在区室化特征：小肠主要是进行大分子营养

物质的消化吸收(以小肽和氨基酸为主)，大肠内

则进行未被消化的蛋白质、碳水化合物的微生物

发酵。同时，小肠中微生物菌群相对于大肠较

少，大肠中结肠菌群又相对多于盲肠。本研究中

回肠食糜接种物中含有高水平的碳水化合物和蛋

白质，直接导致回肠组底物发酵活跃，产气效率

较高，NH3-N利用和MCP合成加快。同时又因为

结肠食糜接种中微生物种类与数量相对较高，所

以导致结肠MCP合成量最大。

3.4    芳香族氨基酸体外培养中细菌群落结构和数

量的变化

本研究DGGE图谱中，相同位置出现了许多

共有条带和一些特异性的条带，表明实验组之间

存在差异性，说明发酵底物的不同引起发酵液中

表3.  体外发酵芳香族氨基酸试验中细菌总菌的数量
[Lg(copies/mL)]

Table 3.  Copy numbers of total bacteria of aromatic
amino acids during in vitro fermentation for 24 h

[Lg(copies/mL)]

Segments
AA

SEM P-value
AAPhe Tyr Trp

Ileum 9.163b 9.197b 8.643Aa 0.059 0.02

Cecum 9.161 9.236 9.058B 0.058 0.52

Colon 9.557 9.512 9.352C 0.051 0.24

SEM 0.069 0.051 0.043

P-value
Segment 0.093 0.086 0.020

P-value
AA× Segment 0.172

Capitals  indicate  significant  for  the  same  substrate  with
different segments; small letters indicate significant difference
between intestinal segment with different substrates. Values
with different letters mean significant difference (P<0.05).
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细菌群落结构变化的差异。本实验室已有研究报

道指出日粮成分能够影响肠道微生物的组成，

Zhou等[14]研究发现低蛋白日粮能够显著性降低盲

肠乳杆菌属 ( L a c t o b a c i l l u s )和结肠链球菌属

(Streptococcus)的数量，同时引起盲肠普雷沃氏菌

属(Prevotella)，粪球菌属(Coprococcus)和结肠八

联球菌属(Sarcina)等细菌数量的上升。Russell等[15]

通过高蛋白中等碳水化合物和高蛋白低碳水化合

物日粮的交叉实验也发现高蛋白低碳水化合物日

粮能够导致粪中毛螺菌科罗氏菌属(Roseburia)
和真细菌属(Eubacterium)及其代谢产物丁酸和短

链脂肪酸总量的下降。本研究中，从优势条带、

相似性分析和香农指数证实盲肠和结肠中Phe组细

菌菌落结构明显区别与Tyr组，与Trp组在香农指

数上无差异，其可能原因主要有：一是微生物对

Phe和Trp的生物合成与代谢利用更为普遍；二是

Phe和Trp除了是人和动物的必需氨基酸，也可能

是某些微生物的必需氨基酸。同时，本研究中总

菌数量定量分析表明，体外培养24 h后Trp组总菌

数量较其他两组低，说明Trp的肠道合成菌体作用

弱于Phe和Tyr。Xu等[16]研究证实Trp经微生物转化

可以生成粪臭素和吲哚等有害的物质，进而也可

以扰乱肠道群落结构影响机体健康。同时，本研

究发现回肠组总菌数量较结肠组低，与盲肠组无

差异，这可能是由于结肠细菌对芳香族氨基酸的

利用能力较回肠更强。另一方面，也说明了肠道

细菌群落结构的区室化效应。

本试验探究了猪后肠道单一芳香族氨基酸的

发酵特性，在下一步研究中，将进行混合芳香族

氨基酸在猪后肠道的发酵和氨基酸代谢水平及去

向的研究。

4    结论

不同芳香族氨基酸能够引起发酵液中NH3-N、

MCP、总菌数量和细菌群落结构的变化，就肠道

菌体合成作用而言Phe的效果更佳；肠道微生物体

外发酵的差异则是由肠道区室化效应引起的。
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Metabolic pattern of pig hindgut bacteria on aromatic amino acids by
an in vitro fermentation method
Meilei Ma, Xiangyu He, Weiyun Zhu*

Jiangsu Key Laboratory of Gastrointestinal Nutrition and Animal Health, Laboratory of Gastrointestinal Microbiology, College of
Animal Science, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, Jiangsu Province, China

Abstract: [Objective] This experiment was conducted to study different metabolic patterns of pig hindgut bacteria on
aromatic amino acids by an in vitro fermentation method. [Methods] Ileum, cecum and colon chyme in Duroc,
Landrace and Yorkshire goods hybridization pigs were taken as inoculum. The single aromatic amino acid
concentration was kept 10 mmol/L in fermentation flask. Then the fermentation flask was incubated at 37 °C for 24 h.
Gas production was measured at 4, 8, 12, 16 and 24 h, and samples of fermentation collected at 0 h and 24 h were
used to measure ammonia nitrogen NH3-N and microbial crude protein (MCP). Denaturing gradient gel
electrophoresis (DGGE) and real-time PCR were used to monitor and quantify the development of bacteria
community in zymotic fluid. [Results] The concentrations of NH3-N and MCP were significantly affected by aromatic
amino acids and intestinal segments (P<0.01). Intestinal segments also affected gas production (GP) significantly (P<
0.01). NH3-N, MCP and GP were affected by interaction of aromatic amino acids and intestinal segments. DGGE
analysis showed bacteria of aromatic amino acids shared amount of bands together, especially similarity analysis of
DGGE profile of Phe and Tyr in ileum, Tyr and Trp in colon were 87.9% and 80.5% separately. Shannon diversity
indices analysis revealed that aromatic amino acids in cecum and colon varied significantly (P<0.05). Real-time PCR
results showed that the quantity of total bacteria were affected by aromatic amino acids and intestinal segments
significantly (P<0.05). [Conclusion] The potential as proportion of different aromatic amino acids are different.
Compared with Trp and Phe, the diversity of bacteria utilizing Tyr in cecum or colon is low; compared with Tyr and
Trp, a large number of Phe participated in synthesizing bacteria.The fermentation pattern of specific aromatic amino
acids in different intestinal segment was unique. Compared with ileum and cecum, much more aromatic amino acids
participated in the synthesis of bacteria in colon.

Keywords: in vitro, intestinal segment, aromatic amino acids, bacteria community
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