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摘要：【目的】采用体外发酵技术比较小肠微生物对不同蛋白源的发酵规律。【方法】以成年猪的十二指

肠、空肠和回肠内容物为接种物，以豆粕、菜粕或鱼粉水解物上清液为氮源底物，于发酵的 0、4、8、

12 h 分别测定发酵液 pH、微生物蛋白、氨氮和挥发性脂肪酸含量，同时提取细菌 DNA 并进行定量分

析。【结果】添加含氮底物的空肠组和回肠组氨氮浓度和菌体蛋白浓度均相对增加，尤其是酶解菜粕组

菌体蛋白合成量较高；十二指肠组菌体蛋白浓度以及氨氮含量不断减少。各发酵组乳酸和挥发酸快速积

累，4–8 h 积累量最大；8 h 后空肠组和回肠组乳酸和挥发酸含量相对稳定，而十二指肠组后期丙酸含量

增加约 2 mmol/L，并伴随着乳酸含量的相对减少。同时，各组中总细菌、拟杆菌门、厚壁菌门和乳酸

杆菌数量相对增加，且略高于无氮组，但不同蛋白源组间无显著差异。【结论】在体外培养条件下，空

肠和回肠微生物具有相似的发酵规律，均能快速利用培养液中的含氮物质合成菌体蛋白；十二指肠微生

物具有较强的产挥发酸能力，能够转化乳酸并大量产生丁酸和丙酸，这有利于宿主营养功能和肠道健康。 
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肠道微生物和宿主之间存在复杂的共生关

系，肠道微生物在肠道氨基酸代谢中扮演着重要

角色。宿主摄入的氨基酸并不能被全部吸收进入

血液，有相当部分氨基酸将会被寄居于消化道中

的微生物代谢[1–2]。一方面，肠道微生物依赖日粮

和宿主来源的蛋白质和氨基酸生存、增殖，例如

与无菌小鼠相比，常规小鼠小肠尤其是回肠肠腔

中总氨基酸浓度相对较低[3]；另一方面，微生物能

够利用氨、氨基酸等含氮物质合成菌体蛋白，为

宿主提供额外的蛋白质。 

事实上，肠道微生物的组成是日粮等因素共

同影响的结果，肠道细菌的组成和代谢均会受到

蛋白质结构以及氨基酸组成的影响。豆粕和鱼粉

是饲料行业使用最普遍的蛋白质原料。当前，随着

饲料资源消耗的急剧增长，菜粕等资源的替代使用

将逐渐成为一种趋势。相比饲喂豆粕日粮的仔猪，

酪蛋白日粮饲喂后其回肠中拟杆菌属、肠杆菌科等

细菌丰度较高[4]。在体外培养条件下，肠道微生物
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能够快速利用富含小肽的酪蛋白水解物[5]，伴随着

氨氮的快速累积，而对完整酪蛋白和游离氨基酸

的利用相对缓慢。 

与此同时，肠道微生物的代谢活动能够影响

宿主的营养功能和健康，比如代谢产物丁酸为肠

道上皮细胞提供能量，促进肠道发育和生长[6]。小

肠是蛋白质消化和吸收的关键部位，而目前对饲

喂常用蛋白质原料条件下猪小肠不同肠段微生物

组成和代谢规律知之甚少。为此，本文首先利用

消化酶预处理蛋白质原料以模拟蛋白质在猪体内

的消化过程，以酶解预处理蛋白质作为氮源底物，

通过细菌体外培养法研究小肠不同肠段微生物对

不同蛋白质源的发酵规律，为小肠微生物研究以

及猪蛋白质营养和健康调控的研究提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  底物预处理 

选用 3 种常用蛋白质原料，即豆粕(CP%=49.3%)、

菜粕(CP%=40.9%)和鱼粉(CP%=67.2%)。为了模拟

饲料在猪体内的消化过程，参照 Huang 等[7]体外

两步酶解法对蛋白质原料进行消化处理。每瓶原

料含氮量为 100 mg，每种原料 16 瓶，各加入 9 mL

蒸馏水振荡混匀，依次添加 α-淀粉酶(Sigma 公

司)、胃蛋白酶(Solarbio 公司)、胰蛋白酶(Solarbio

公司)和糜蛋白酶(Solarbio 公司)模拟胃、小肠两阶

段消化。将消化液转移到透析袋置于 0.01 mol/L

氯化钠溶液，37 °C 透析 15 h；后更换透析液，继

续透析 2 h。最后用尼龙网过滤收集每种原料的全

部酶解液，用于配制培养基。 

1.2  培养基和接种物的制备 

参照 Dai 等方法[1]配制厌氧培养基。加入过量

葡萄糖(10 mg/L)，氮源为唯一变量条件，含氮培

养基添加 1.1 制备的全部消化滤液，调节培养基

pH 为 6.8。厌氧条件下分装 83 mL 至血清瓶，含氮

培养基每瓶含氮量为 100 mg，115 °C 灭菌 15 min。 

收集 4 头(杜×长×大)商品猪(饲喂玉米-豆粕日

粮)的新鲜十二指肠、空肠中段和回肠中段食糜，根

据马梅蕾等[8]方法制备接种物，厌氧条件下用 37 °C

无氮培养基稀释食糜，培养基与食糜的稀释比例分

别为十二指肠 3:1 (V/W)、空肠和回肠 9∶1 (V/W)。

将混合液经 4 层无菌纱布过滤至血清瓶，静置培

养 4 h。然后分别取接种物 5 mL，接种至上述培

养基中，发酵体系为 90 mL，静置培养 12 h。 

1.3  试验设计 

试 验 包 括 S (Soybean meal ， 豆 粕 组 ) 、 R 

(Rapeseed meal，菜粕组)、F (Fish meal，鱼粉)和

N (No nitrogen，无氮组) 4 种培养基，分别接种由

十二指肠、空肠或回肠食糜制备的接种物，共 12 组，

每组 4 个重复。接种后将发酵瓶置于 37 °C 条件下

持续培养 12 h。 

1.4  测定指标及方法 

分别于 0、4、8、12 h 采集培养液样品各 5 mL，

参照马艳艳等[9]方法用 pH-HJ90B 酸度计测定 pH；

参照 Weatherburn 等[10]方法测定氨氮浓度；参照

Makkar 等方法[11]测定菌体蛋白含量；参照 Mao

等[12]方法用气相色谱仪(Shimadzu，GC-14B，Japan)

测定乙酸、丙酸和丁酸浓度；参照 Yang 等[2]方法

用酚/氯仿/异戊醇抽提若干次获得发酵液总 DNA，

参照 Yang 等[13]方法测定总细菌、拟杆菌门、厚壁

菌门和乳酸杆菌数量。 

1.5  统计分析 

试验数据经 Excel 2013 初步处理后，利用

SPSS 17.0 进行单因素方差分析，差异显著性采用

LSD-Turkey 法进行多重比较，P<0.05 时为差异显著。 
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2  结果和分析 

2.1  接种不同消化道食糜后培养液 pH 随时间的

变化 

如图 1 所示，培养过程中含氮底物各组 pH 持

续下降，发酵 4 h 后 pH 约为 6.5。各对照组 pH 也

呈下降趋势，但是下降幅度较各含氮组小(P<0.05)，

但接种空肠食糜后其无氮组 pH 略低于各含氮组

(P<0.05)。 

2.2  不同肠段食糜接种后培养液中乳酸含量随时

间的变化 

如图 2 所示，各组培养液中乳酸均有积累，各

含氮底物组积累量高于无氮组(P<0.05)，且 4–8 h

乳酸积累量较大，同时，豆粕组乳酸积累量相对

较高(P<0.05)。发酵 8 h 后，十二指肠各含氮底物

组乳酸含量相对减少，空肠各含氮组乳酸含量基

本不变，回肠尤其是其中的菜粕组和鱼粉组乳酸

含量则相对增加。 

 

 
 

图 1.  体外培养过程中 pH 随时间的变化 

Figure 1.  Changes of pH during in vitro cultivation. A: Duodenum; B: Jejunum; C: Ileum. Data are shown as 
mean±SEM. In the same time point, values of the columns with no letter or the same letter superscripts mean no 
significant difference (P>0.05), while with little letter superscripts mean significant difference between different 
nitrogenous substrates (P<0.05). N: No nitrogen; S: Soybean meal; R: Rapeseed meal; F: Fish meal. 
 

 
图 2.  体外培养过程中乳酸浓度随时间的变化 

Figure 2.  Changes of lactate concentration during in vitro cultivation. A: Duodenum; B: Jejunum; C: Ileum. Data 
are shown as mean±SEM. In the same time point, values of the columns with no letter or the same letter 
superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with little letter superscripts mean significant difference 
between different nitrogenous substrates (P<0.05). N: No nitrogen; S: Soybean meal; R: Rapeseed meal; F: Fish meal. 
0–4 h means the value analyzed at 4 h minus the value determined at 0 h, which is similar to 4–8 h and 8–12 h. 
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2.3  接种不同肠段食糜后培养液中菌体蛋白含量

随时间的变化 

如图 3-A 所示，接种十二指肠食糜后，豆粕

组菌体蛋白持续减少，鱼粉组则先增加后减少，

菜粕组发酵前 4 h 相对增加。空肠各组(图 3-B)以

及回肠(图 3-C)豆粕组和菜粕组中，菌体蛋白含量

发酵前 8 h 不断增加，后 4 h 则相对减少，其中菜

粕组菌体蛋白含量增幅相对较高(P<0.05)，而空肠

组菌体蛋白变化幅度较大。 

2.4  不同肠段食糜接种后培养液中挥发酸含量随

时间的变化 

如图 4 所示，各组培养液中乙酸和总 VFA 含

量的变化一致。培养前 4 h 内总 VFA 含量快速增

加(图 4-A)，各含氮组增量达 10 mmol/L；十二指

肠和回肠各氮源组总 VFA 含量显著高于对照组

(P<0.05)，空肠组内无显著差异(P>0.05)。发酵 4 h

后，十二指肠各氮源组丙酸和丁酸含量显著高于

对照组(P<0.05)，丙酸总增量约 2 mmol/L，而发酵

4 h 后空肠组和回肠组中丙酸和丁酸含量几乎没

有变化(P>0.05)。 

2.5  接种小肠不同肠段食糜后氨氮含量随时间的

变化 

如图 5-A 所示，接种十二指肠食糜后，在豆

粕组、菜粕组和无氮组培养液中，发酵前 8 h 氨氮

含量不断减少，后 4 h 相对增加；而鱼粉组中氨氮

含量则是先增加后减少。如图 5-B、C 所示，接种

空肠或回肠食糜后，在 0–4 h、4–8 h 和 8–12 h 各

含氮底物组培养液中氨氮含量先增加、后减少、

再增加，豆粕组氨氮增量较高，且含氮组氨氮变

化幅度显著高于无氮组(P<0.05)。 

2.6  接种小肠不同肠段食糜后菌群组成随时间的

变化 

如图 6 所示，接种十二指肠食糜后，培养液

中总细菌数目增加，12 h 豆粕组中总细菌数量显

著高于对照组(P<0.05)。接种空肠食糜的培养液

中，总细菌、拟杆菌、厚壁菌、乳酸杆菌和大肠 

 

 

 
图 3.  体外培养过程中菌体蛋白浓度随时间的变化 

Figure 3.  Changes of microbial crude protein concentration during in vitro cultivation. A: Duodenum; B: Jejunum; 
C: Ileum. Data are shown as mean±SEM. In the same time point, values of the columns with no letter or the same 
letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with little letter superscripts mean significant 
difference between different nitrogenous substrates (P<0.05). N: No nitrogen; S: Soybean meal; R: Rapeseed meal; 
F: Fish meal. 0–4 h means the value analyzed at 4 h minus the value determined at 0 h, which is similar to 4–8 h 
and 8–12 h. 
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图 4.  培养液中 VFA 浓度随时间的变化 

Figure 4.  Changes of VFA concentration at each time point during in vitro cultivation. A: Total VFA; B: Acetate; 
C: Propionate; D: Butyrate. Data are shown as mean±SEM. *means significant difference compared to the groups 
without nitrogenous substrates (P<0.05). N: No nitrogen; S: Soybean meal; R: Rapeseed meal; F: Fish meal. 
 

 
图 5.  体外培养过程中氨氮浓度随时间的变化 

Figure 5.  Changes of nitrogenous ammonia concentration in the cultural media during in vitro cultivation. A: Duodenum; 
B: Jejunum; C: Ileum. Data are shown as mean±SEM. In the same time point, values of the columns with no letter or the 
same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with little letter superscripts mean significant 
difference between different nitrogenous substrates (P<0.05). 0–4 h means the value analyzed at 4 h minus the value 
determined at 0 h, which is similar to 4–8 h and 8–12 h. N: No nitrogen; S: Soybean meal; R: Rapeseed meal; F: Fish meal. 
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图 6.  不同氮源底物对发酵液菌群数量的影响 

Figure 6.  Effects of different nitrogen on microbial quantity in the medium. A: Duodenum; B: Jejunum; C: Ileum. 
Data are shown as mean±SEM. In the same time point, values of the columns with no letter or the same letter 
superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with little letter superscripts mean significant difference 
between different nitrogenous substrates (P<0.05). N: No nitrogen; S: Soybean meal; R: Rapeseed meal; F: Fish meal.  
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杆菌数量随发酵时间延长而不断增加；发酵 4 h

后，菜粕组总细菌、拟杆菌门和厚壁菌门数量相

对高于无氮组(P<0.05)；发酵 12 h 后，豆粕组和

鱼粉组培养液中总细菌和拟杆菌门细菌数量相对

高于其他两组(P<0.05)。接种回肠食糜的培养液中，

总细菌和乳酸杆菌数量增加，但不同底物组间无显

著差异(P>0.05)；发酵 12 h，各含氮组中拟杆菌门

数量高于无氮组(P<0.05)。与回肠组相比，空肠组

培养液中总细菌和拟杆菌门细菌数量增加较快。 

3  讨论 

3.1  不同蛋白源对小肠微生物代谢的影响 

肠道微生物可利用蛋白质、氨基酸等含氮物

质，一方面合成细菌自身蛋白，另一方面代谢生

成氨、VFA 和生物胺等物质。本试验无氮组中氨

氮含量相对初始时刻减少。Salter 等[14]也曾指出，

在缺少氨基酸、小肽等氮源物质的条件下，肠道

微生物主要利用氨作为氮源。然而，添加酶解蛋

白的培养液中氨氮含量快速增加，这与 Yang 等[2]

以氨基酸为底物的体外试验结果一致。氨基酸等

含氮物质脱氨产物氨氮的快速积累，暗示着微生

物能够快速利用培养液中的含氮底物。与此同时，

空肠和回肠各组中菌体蛋白含量快速增加，且添

加酶解蛋白的培养液中拟杆菌门和厚壁菌门细菌

数量相对高于无氮组。这提示空肠和回肠微生物

能够快速利用酶解蛋白底物合成菌体蛋白，而无

氮组中菌体蛋白的增加可能与食糜中的残留含氮

物有关。在瘤胃微生物体外试验中，提供菜粕底

物后，微生物利用非氨态氮合成菌体的比例增加，

而豆粕组中主要利用氨氮形式的氮源底物[15]。在

本试验中，接种空肠和回肠食糜的菜粕组中菌体

蛋白合成量也相对较高，同时空回组接种初始 4 h

内培养液中氨氮快速增加，暗示着接种前期菜粕

底物被快速利用，而接种十二指肠食糜后则是鱼

粉组 MCP 增加，由此可见，不同肠段微生物对不

同蛋白源的利用可能具有一定选择性。在本试验

中，不同蛋白底物组间总细菌、拟杆菌门和厚壁

菌门细菌数量没有显著区分，这可能是由体外培

养条件和培养时间的限制造成的。然而，从另一

个角度也就是蛋白水平角度出发，许多饲养试验

已经发现日粮蛋白水平会影响菌群组成，因此，

本试验中在蛋白含量充足条件下，蛋白源即氨基

酸组成和比例的差异可能没有影响菌群组成，而

当蛋白水平降低后，蛋白源对菌群的影响可能会

更加突出。在下一步研究中，需要继续探究长期

饲喂不同蛋白源日粮后猪肠道微生物的组成和代

谢的变化规律。 

3.2  不同部位微生物发酵规律的比较 

微生物的氨基酸代谢产物 VFA 与肠道健康有

着密切联系，VFA 有利于维持肠道的酸性环境、

预防病原菌在肠道的定植和增殖[16]，不仅是肠道

上皮细胞和肠道微生物的重要能源物质，还参与

宿主的信号调节[17]。本试验各培养液中 VFA 相对

积累，而乳酸杆菌不仅在数量上快速增长，且代

谢旺盛大量产生乳酸。其中，空肠组和回肠组中

乳酸和 VFA 积累到一定量后即保持相对稳定，伴

随着 pH 值的相对降低，适宜的酸性环境有利于肠

道对营养物质的消化和吸收[18]。 

本试验中，接种十二指肠食糜的含氮组中丙

酸和丁酸相对积累，伴随着培养后期乳酸含量相

对减少。事实上，乳酸杆菌、双歧杆菌等大多数肠

道微生物都能大量产生乳酸，但正常情况下肠道内

的乳酸不会过度积累，曾有报道指出，霍氏真杆菌

(Eubacterium hallii)、埃氏巨型球菌(Megasphaera 
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elsdenii)等肠道微生物是挥发酸的主要产生菌[19]，

而且能够通过乳酸转化途径生成丁酸或丙酸[2]。然

而，本试验对照组中乳酸含量没有减少，但对照

组中乳酸含量低于含氮各组，推测当乳酸积累到

一定量时小肠微生物才开始利用乳酸。另一方面，

丙酸和丁酸的产生与氨基酸底物有关。Smith 等[20]

通过接种人粪样的单一氨基酸体外培养试验发

现，丙酸主要由丙氨酸、苏氨酸和蛋氨酸等生成，

而丁酸主要由谷氨酸、赖氨酸、组氨酸等生成。

由此可见，培养液中存在氨基酸等氮源底物也是

丙酸和丁酸生成的重要基础。在动物体内，乙酸

和丙酸将由血液运送至不同器官代谢利用，如肝

脏糖异生作用主要利用丙酸[21]。丁酸是肠道上皮

细胞的重要能量来源，同时能够促进肠道黏蛋白

的生成[6]。因此，十二指肠微生物的代谢活动对肠

道稳态及功能有着积极作用，然而，目前尚不能

确定参与丙酸和丁酸产生过程的关键细菌类型，

需要后续筛选、鉴定等试验论证。 

4  结论 

在体外培养条件下，空肠和回肠微生物具有

相似的发酵规律，均能快速利用培养液中的含氮

物质合成菌体蛋白。十二指肠微生物具有较强的

产 VFA 能力，能够转化乳酸并生成乙酸和丙酸，

这有利于宿主营养功能和肠道健康。 
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Effect of different nitrogen source on porcine small intestinal 
fermentation in vitro 

Yiduan Liu, Chunlong Mu, Weiyun Zhu* 
Laboratory of Gastrointestinal Microbiology, Jiangsu Provincial Key Laboratory of Gastrointestinal Nutrition and Animal 
Health; College of Animal Science and Technology, Nanjing Agriculture University, Nanjing 210095, Jiangsu Province, China 

Abstract: [Objective] We studied the effect of different nitrogen source on bacteria from porcine small intestine. 

[Methods] Digesta samples from different segments of the small intestine were inoculated into media containing 

enzyme-treated protein (soybean meal, rapeseed meal or fish meal) and incubated for 12 h. [Results] After 

incubation of jejunal and ileal microbes, the contents of ammonia and microbial crude protein increased in groups 

with nitrogen resources, especially the groups with rapeseed meal which had the highest increment of microbial 

crude protein. However, concentrations of microbial crude protein and ammonia decreased in duodenal groups. 

Besides, concentrations of volatile fatty acid and lactate increased in all groups, and acetate concentrations were 

more than 50% of the total volatile fatty acid concentration. The contents of propionate and butyrate increased in 

duodenal groups, whereas the contents of lactate decreased during the last four hours. However, propionate and 

butyrate were not changed in jejunal and ileal groups. The copy numbers of total bacteria, Firmicutes, Bacteroides 

and Lactobacillus increased during the experiment, but it was not significantly different between groups with 

different enzyme-treated protein. [Conclusion] Protein after digestion would be utilized by jejunal and ileal 

microbes, which mostly used to produce microbial crude protein. Duodenal microbes would utilize lactate and 

produce propionate and butyrate. 

Keywords: protein resources, small intestinal microbes, fermentation, microbial structure 
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