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叶酸对奶牛体外瘤胃发酵参数、抗氧化指标和
菌群数量的影响
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摘 要： 旨在探究叶酸（FA）对奶牛体外瘤胃发酵参数、抗氧化指标和菌群数量的影响。采用单因素试验设计，以

4 头泌乳早期荷斯坦奶牛作为瘤胃液供体，奶牛全混合日粮为发酵底物，分别添加 FA 0、1. 5、3. 0、4. 5、6. 0、7. 5 和

9. 0 mg·kg-1干物质（DM），39 ℃条件下体外培养 24 h。测定发酵液 DM 降解率（DMD）、产气量（GP）、FA 含量、抗

氧化指标、发酵参数、酶活和微生物数量。结果显示：1）1. 5、3. 0 和 4. 5 mg·kg-1 DM FA 组 DMD 和 1. 5、3. 0、4. 5 和

6. 0 mg·kg-1 DM FA 组 24 h GP 和理论最大 GP 显著高于其余各组（P<0. 05）。2）各 FA 添加组发酵液中 FA 含量

显著高于对照组（P<0. 05），丙二醛含量显著低于对照组（P<0. 05）。1. 5、3. 0、4. 5 和 6. 0 mg·kg-1 DM FA 组超氧

化物歧化酶活性显著高于其余各组（P<0. 05）。3. 0、4. 5、6. 0 和 7. 5 mg·kg-1 DM FA 组谷胱甘肽过氧化物酶活性

显著高于对照和 1. 5 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。1. 5、3. 0、4. 5、6. 0 和 7. 5 mg·kg-1 DM FA 组总抗氧化能力活

性显著高于对照组（P<0. 05）。3）各 FA 添加组总挥发性脂肪酸和乙酸产量均显著高于对照组（P<0. 05），且 3. 0
和 4. 5 mg·kg-1 DM FA 组显著高于 7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。4）各 FA 添加组纤维二糖酶和木聚

糖酶活性均显著高于对照组（P<0. 05），且 3. 0、4. 5 和 6. 0 mg·kg-1 DM FA 组纤维二糖酶活性显著高于 1. 5 和

7. 5 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05），1. 5、3. 0 和 4. 5 mg·kg-1 DM FA 组木聚糖酶活性显著高于 7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 
DM FA 组（P<0. 05）。5）各 FA 添加组总细菌、原虫和黄色瘤胃球菌数量显著高于对照组（P<0. 05），其中 4. 5、
6. 0和 7. 5 mg·kg-1 DM FA 组总细菌数量显著高于 1. 5和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05），1. 5、3. 0和 4. 5 mg·kg-1 
DM FA 组黄色瘤胃球菌数量显著高于 7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。3. 0、4. 5、6. 0 和 7. 5 mg·kg-1 
DM FA 组总真菌数量显著高于对照、1. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。1. 5、3. 0、4. 5 和 6. 0 mg·kg-1 DM 
FA 组白色瘤胃球菌数量显著高于对照、7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。4. 5、6. 0、7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 
DM FA 组产琥珀酸丝状杆菌数量显著高于对照和 1. 5 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。综上表明，补充 FA 改善了

瘤胃抗氧化状态，促进了纤维分解菌生长，进而提高了 DMD 和 TVFA 产量；本试验条件下，瘤胃较适 FA 添加水平

为 1. 5~3. 0 mg·kg-1 DM。
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Abstract： The study evaluated the effects of folic acid （FA） on rumen fermentation parameters， 
antioxidant indicators and microbial population in dairy cows in vitro.  Four early lactation Holstein 
dairy cows were used as the donor of ruminal fluid， and the total mixed ratio of dairy cows was used as 
the fermentation substrate.  The supplementation level of FA was 0， 1. 5， 3. 0， 4. 5， 6. 0， 7. 5 and 
9. 0 mg·kg-1 dry matter （DM）， respectively.  After incubation at 39℃ for 24 h， ruminal DM 
degradability （DMD）， gas production （GP）， FA content， antioxidant indicators， fermentation 
parameters， microbial enzyme activity and population were determined.  The results were showed as 
follows： 1） The DMD was greater （P<0. 05） for the supplementation of FA at 1. 5， 3. 0 and 
4. 5 mg·kg-1 DM， and the 24 h GP and theoretical maximum GP were greater （P<0. 05） for the 
supplementation of FA at 1. 5， 3. 0， 4. 5 and 6. 0 mg·kg-1 DM compared with other groups.  2） 
Ruminal fluid FA content was greater （P<0. 05） and malondialdehyde content was lower （P<0. 05） 
for the groups with FA supplementation compared with the control.  The activity of superoxide 
dismutase was greater （P<0. 05） in the groups with 1. 5， 3. 0， 4. 5 and 6. 0 mg·kg-1 DM FA 
supplementation compared with other groups.  The activity of glutathione peroxidase was greater （P<
0. 05） in the groups with supplementation of FA at 3. 0， 4. 5， 6. 0 and 7. 5 mg·kg-1 DM than in the 
control and 1. 5 mg·kg-1 DM FA supplementation groups.  The total antioxidant capacity activity was 
greater （P<0. 05） for the supplementation of FA at 1. 5， 3. 0， 4. 5， 6. 0 and 7. 5 mg·kg-1 DM than 
for the control.  3） The groups with FA addition had greater （P<0. 05） total volatile fatty acids 
（TVFA） and acetate production compared with the control， and the production of TVFA and acetate 
were greater （P<0. 05） for the 3. 0 and 4. 5 mg·kg-1 DM FA supplementation than for 7. 5 and 
9. 0 mg·kg-1 DM FA supplementation.  4） The groups with FA addition had greater （P<0. 05） 
activities of cellobiase and xylanase compared with the control， and the activity of cellobiase was 
greater （P<0. 05） for the supplementation of FA at 3. 0， 4. 5 and 6. 0 mg·kg-1 DM than for the 
supplementation of FA 1. 5 and 7. 5 mg·kg-1 DM， and the activity of xylanase was greater （P<0. 05） 
for the 1. 5， 3. 0 and 4. 5 mg·kg-1 DM FA supplementation than for the 7. 5 and 9. 0 mg·kg-1 DM FA 
supplementation.  5） The groups with FA addition had greater （P<0. 05） populations of total 
bacteria， protozoa and R.  flavefaciens compared with the control.  The total bacteria population was 
greater （P<0. 05） in the 4. 5， 6. 0 and 7. 5 mg·kg-1 DM FA supplementation groups than in the 1. 5 
and 9. 0 mg·kg-1 DM FA supplementation groups.  The R.  flavefaciens population was greater （P<
0. 05） for the 1. 5， 3. 0 and 4. 5 mg·kg-1 DM FA supplementation than for the 7. 5 and 9. 0 mg·kg-1 
DM FA supplementation.  The fungi population was greater （P<0. 05） in the 3. 0， 4. 5， 6. 0 and 
7. 5 mg·kg-1 DM FA groups than in the control， 1. 5 and 9. 0 mg·kg-1 DM FA groups.  The R.  
albus population was greater （P<0. 05） for the groups with 1. 5， 3. 0， 4. 5 and 6. 0 mg·kg-1 DM FA 
supplementation than for the control， 7. 5 and 9. 0 mg·kg-1 DM FA groups.  The F.  succinogenes 
population was greater （P<0. 05） in the 4. 5， 6. 0， 7. 5 and 9. 0 mg·kg-1 DM FA groups than in the 
control and 1. 5 mg·kg-1 DM FA group.  In conclusion， the supplementation of FA improves rumen 
antioxidant status， stimulate cellulolytic and amylolytic bacteria growth， and resulting in an increase in 
DMD and TVFA production.  The proper level of ruminal FA supply is 1. 5-3. 0 mg·kg-1 DM in the 
condition of the current study.
Keywords： folic acid； antioxidant； rumen fermentation； microbial enzyme activity； microbial 
population
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饲粮中添加叶酸（FA）能提高奶牛产奶量，改善

瘤胃发酵［1-2］。一碳代谢中，FA 以四氢叶酸的形式

传递细胞代谢过程中产生的一碳基团，5-甲酰基四

氢叶酸、5，10-亚甲基四氢叶酸和 5-甲基四氢叶酸

分别参与嘌呤、胸苷酸和蛋氨酸的合成［3］，FA 缺乏

会导致细胞分裂减少［4-5］。FA 调控细胞内谷胱甘肽

（GSH）的合成，5-甲基四氢叶酸本身具有抗氧化的

营养功能［5-7］。补充 FA 对奶牛泌乳性能影响研究的

荟萃分析发现，FA 对瘤胃发酵的调控是其提高产

奶量的主要原因［1］。动物吸收 FA 的部位主要在小

肠，但是饲粮中添加的 FA 约 97% 在瘤胃中消失，要

实现对奶牛 FA 的有效供应需要使用包被叶酸

（CFA）添加剂或提高FA添加水平至高于 0. 5 mg·kg-1

体重（BW）［8-9］。CFA 添加剂降低了 FA 在瘤胃中的

释放量，可能不能满足瘤胃微生物生长对 FA 的需

要，而补充高水平 FA 对瘤胃微生物生长和奶牛代

谢有负面影响。早期瘤胃细菌体外培养试验发现，

随 FA 添加水平的增加，黄色瘤胃球菌的生长呈二

次曲线变化［10］。动物饲养试验发现，随饲粮中 CFA
添 加 水 平 的 提 高 ，肉 牛 瘤 胃 总 挥 发 性 脂 肪 酸

（TVFA）产量、养分降解率和纤维分解菌数量呈二

次曲线变化［11］。补充 CFA 120 mg·500 kg-1 BW 显

著提高了奶牛产奶量，但是添加CFA 240 mg·500 kg-1 
BW 对奶牛产奶量无显著影响［12］。研究证实，FA 促

进瘤胃微生物生长与其对一碳代谢的调控有关［10］。

瘤胃内抗氧化状态的改善也是促进微生物生长和

保障瘤胃上皮健康的重要因素［13-14］。为实现 FA 在

奶牛养殖中的精准供应，明晰 CFA 添加剂中 FA 在

瘤胃中的最佳释放比例，充分发挥 FA 对瘤胃代谢

的调控，需要探究瘤胃内 FA 适宜补充水平，以及

FA 对奶牛瘤胃代谢的调控特点及机制。本研究采

用体外发酵技术，以奶牛饲养中 CFA 添加量作为依

据，研究不同添加水平 FA 对奶牛瘤胃干物质降解

率（DMD）、产气参数、发酵参数、抗氧化指标、养分

降解酶活性和微生物数量的影响，以期明确 FA 对

瘤胃代谢的调控特点和瘤胃中 FA 的最佳添加水

平，为奶牛生产和研究提供参考。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

试验在山西农业大学动物科学学院实验基地开展，

动物的使用和管理依据山西农业大学实验动物伦理委

员会规定（SXAU-EAW-2023CO. MC. 011029225）

执行。瘤胃液供体选择 4 头胎次（2. 0±0. 16）胎、产

奶量（34. 5±1. 64） kg·d-1和泌乳天数（52±10. 8） d
的 荷 斯 坦 奶 牛 。 奶 牛 全 混 合 日 粮（TMR）依 据

NASEM（2021）［9］配制（表 1），单栏饲养，每天饲喂

2 次，自由采食和饮水，预饲 15 d，第 16 天早晨饲喂

前 1 h，用胃管采样器采集每头牛瘤胃液约 800 mL，

等体积混合后用 4 层纱布过滤，装入预热的（39 ℃）

的保温瓶中备用。依据 Menke 和 Steingass［15］的方

法配制发酵缓冲液，持续通入二氧化碳，39 ℃水浴

预热备用。试验用 FA 购自广东省某公司，纯度

98%。奶牛 TMR 风干后，粉碎过 80 目筛，作为体外

发酵底物。

1. 2　试验设计

采用单因素试验设计，共 7 组，每组 6 个重复，

分别在 0. 5 g 发酵底物中添加 FA 0、1. 5、3. 0、4. 5、
6. 0、7. 5 和 9. 0 mg·kg-1干物质（DM）。每个发酵瓶

中加 25 mL 瘤胃液和 50 mL 缓冲液，在厌氧和 39 ℃
条件下发酵 24 h。FA 添加水平依据 Zhang 等［16］的

试验结果确定。

1. 3　样品采集与指标测定

1. 3. 1　产气量和 DMD 测定　　记录各发酵瓶 0、
2、4、6、8、12、16、20 和 24 h 的产气量，用实际产气量

减去空白产气量计算各处理组 24 h 累积产气量

（GP）。参考文献［17］方法计算体外产气参数，模型

如下：

GP=a（1-e（-c（t-Lag）））

其中，GP 为 t 时间点的累积产气量（mL）；a 为理论

最大产气量（mL）；c 为产气速率（mL·h-1）；t 为体外

培养时间（h）；Lag 为延滞期。

各处理组发酵培养 24 h，置于冰水浴中终止发

酵，用酸度计（PHS-3C，中国山东）测定发酵液 pH。

发酵瓶经震荡后用 300 目尼龙袋过滤，分离发酵液

和残渣。发酵残渣用水洗净，在 65℃条件下烘至恒

重，计算各处理发酵 24 h 的 DMD。

1. 3. 2　发酵液采集与指标测定　　收集各处理过

滤后发酵液约 20 mL，分成 5 份，其中用于瘤胃微生

物酶活性和微生物数量测定的样品保存于-80 ℃，

其余保存于-20 ℃。依据试剂盒说明书（上海笃玛

生物科技有限公司），用酶标仪（DR200-Bn，中国山

东）测 定 发 酵 液 中 FA 含 量 、超 氧 化 物 歧 化 酶

（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、总抗氧化

能力（T-AOC）活性和丙二醛（MDA）含量。采用内

标法，用气相色谱仪（Trace 1300，中国四川）测定发
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酵液中挥发性脂肪酸（VFA）含量［18］。色谱条件为：初

始柱温 70 ℃，进样温度和检测器温度 220 ℃，进样量

2 µL，氢气流速 35 mL·min-1，空气流速 350 mL·min-1。

采用比色法，用分光光度计（UV2100，中国上海）测

定发酵液中氨态氮含量［18］。采用考马斯亮蓝法［19］，

用酶标仪（DR200-Bn，中国山东）测定发酵液中微

生物蛋白质（MCP）含量。

发酵液在 4 ℃和 20 s 脉冲速率条件下，超声处

理 10 min，25 000×g 离心 15 min 分离上清液，依据

Agarwal 等［20］的方法测定羧甲基纤维素酶（CMC）、

纤维二糖酶、木聚糖酶、果胶酶、α-淀粉酶和蛋白酶

活性。酶活性单位用 39 ℃条件下，每 mL 发酵液降

解底物产生还原糖或水解蛋白的量（µmoL）表示。

发酵液中总细菌、总真菌、总原虫、白色瘤胃球菌、

黄色瘤胃球菌、产琥珀酸丝状杆菌、溶纤维丁酸弧

菌、栖瘤胃普雷沃氏菌和嗜淀粉瘤胃杆菌数量用荧

光定量 PCR 技术测定，测定工作委托青岛百迈客生

物科技有限公司完成，其中菌群引物依据 Zhang
等［16］的试验设计。

1. 4　数据统计分析

采用 SAS 9. 0 软件中的混合模型进行统计分

析，处理效应采用 ANOVA 程序进行方差分析，以

SAS 中 CONTRAST 程序进行线性和二次性比较。

采用 Duncan's 法进行多重比较，当 P<0. 05 表示差

异显著。

2　结 果

2. 1　FA 对体外瘤胃干物质降解率和产气参数的

影响

由表 2 可知，随 FA 添加水平的增加，DMD、GP
和理论最大产气量呈二次曲线变化（P<0. 05），产气

速率变化不显著（P>0. 05）。1. 5、3. 0和 4. 5 mg·kg-1 
DM FA组DMD显著高于对照、6. 0、7. 5和 9. 0 mg·kg-1 
DM FA 组（P<0. 05）。1. 5、3. 0、4. 5 和 6. 0 mg·kg-1 
DM FA 组 GP 和理论最大产气量显著高于对照、

7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。

2. 2　FA对体外瘤胃 FA含量和抗氧化指标的影响

由表 3 可知，随 FA 添加水平的增加，发酵液中

FA 含量、GSH-Px 和 T-AOC 活性、MDA 含量呈线

性变化（P<0. 05），SOD 活性呈二次曲线变化（P<
0. 05）。所有 FA 添加组发酵液中 FA 含量显著高于

对照组（P<0. 05），MDA 含量显著低于对照组（P<
0. 05）。 1. 5、3. 0、4. 5 和 6. 0 mg·kg-1 DM FA 组

SOD 活性显著高于对照、7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM 
FA 组（P<0. 05）。所有 FA 添加组发酵液中 GSH-
Px 活性显著高于对照组（P<0. 05），3. 0、4. 5、6. 0

表 1　基础日粮组成及营养水平（干物质基础）

Table 1　Composition and nutrient levels of basal diet （DM basis） %

原料  Ingredient
玉米青贮  Corn silage
苜蓿干草  Alfalfa hay
燕麦草  Oat hay
玉米  Corn grain
麸皮  Wheat bran
豆粕  Soybean meal
菜籽粕  Rapeseed meal
棉籽粕  Cottonseed meal
碳酸钙  CaCO3

食盐  NaCl
磷酸氢钙  CaHPO4

预混料  Premix1）

合计  Total

含量  Content
26. 0
13. 0
11. 0
24. 0
6. 00
10. 6
2. 50
5. 00
0. 60
0. 50
0. 30
0. 50

100. 0

营养水平 2） Nutrient levels
有机物  OM
粗蛋白质  CP
粗脂肪  EE
中性洗涤纤维  NDF
酸性洗涤纤维  ADF
钙  Ca
磷  P
泌乳净能/（MJ·kg-1） NEL

含量  Content
94. 5
17. 2
3. 20
31. 1
19. 3
0. 70
0. 50
6. 63

1）.  每千克预混料包含：Fe 20 000 mg， Cu 1 600 mg， Mn 8 000 mg， Zn 7 500 mg， I 120 mg， Se 60 mg， Co 20 mg， VA 820 000 
IU， VD 300 000 IU 和 VE 10 000 IU。2）.  泌乳净能为计算值，其余营养水平为实测值
1）.  One kg premix contained the following： Fe 20 000 mg， Cu 1 600 mg， Mn 8 000 mg， Zn 7 500 mg， I 120 mg， Se 60 mg， Co 
20 mg，VA 820 000 IU， VD 300 000 IU and VE 10 000 IU.  2）.  NEL was a calculated value， while the other nutrient levels were 
measured values
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和 7. 5 mg·kg-1 DM FA 组 GSH-Px 活性显著高于

1. 5 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。1. 5、3. 0、4. 5、
6. 0 和 7. 5 mg·kg-1 DM FA 组 T-AOC 活性显著高

于对照组（P<0. 05）。

2. 3　FA对体外瘤胃发酵参数的影响

由表 4 可知，随 FA 添加水平的增加，发酵液

pH、丙酸、戊酸、异丁酸、异戊酸和 MCP 含量无显

著变化（P>0. 05），TVFA、乙酸和丁酸含量呈二次

曲线变化（P<0. 05），乙酸/丙酸和氨态氮含量呈

线性变化（P<0. 05）。各 FA 添加组发酵液 TVFA
和乙酸含量均显著高于对照组（P<0. 05），3. 0 和

4. 5 mg·kg-1 DM FA 组 TVFA 和乙酸含量显著高

于 7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。1. 5、
3. 0、4. 5 和 6. 0 mg·kg-1 DM FA 组丁酸含量显著高

于对照、7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。

各 FA 添加组发酵液中乙酸/丙酸和氨态氮含量均

显著高于对照组（P<0. 05），其中 9. 0 mg·kg-1 DM 
FA 组氨态氮含量显著高于其余 FA 添加组（P<
0. 05）。

2. 4　FA对体外瘤胃微生物酶活性的影响

由表 5 可知，随 FA 添加水平的增加，发酵液中

CMC 活性无显著变化（P>0. 05），纤维二糖酶、

α-淀粉酶和蛋白酶活性呈线性变化（P<0. 05），木

聚糖酶和果胶酶活性呈二次曲线变化（P<0. 05）。

各 FA 添加组纤维二糖酶、木聚糖酶和蛋白酶活性

均 显 著 高 于 对 照 组（P<0. 05），其 中 3. 0、4. 5 和

6. 0 mg·kg-1 DM FA 组纤维二糖酶活性显著高于

1. 5 和 7. 5 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05），1. 5、3. 0
和 4. 5 mg·kg-1 DM FA 组木聚糖酶活性显著高于

7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05），6. 0、7. 5
和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组蛋白酶活性显著高于 1. 5
和 3. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。 4. 5、6. 0、
7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组 α-淀粉酶活性显著高

于对照、1. 5 和 3. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。

2. 5　FA对体外瘤胃微生物数量的影响

由表 6 可知，随 FA 添加水平的增加，发酵液中

总细菌、总原虫、产琥珀酸丝状杆菌、栖瘤胃普雷沃

氏 菌 和 嗜 淀 粉 瘤 胃 杆 菌 数 量 呈 线 性 变 化（P<
0. 05），总真菌、白色瘤胃球菌和黄色瘤胃球菌数量

呈二次曲线变化（P<0. 05），溶纤维丁酸弧菌数量

无显著变化（P>0. 05）。各 FA 添加组总细菌数量显

著高于对照组（P<0. 05），且 4. 5、6. 0和 7. 5 mg·kg-1 
DM FA 组总细菌数量显著高于 1. 5 和 9. 0 mg·kg-1 
DM FA 组（P<0. 05）。3. 0、4. 5、6. 0 和 7. 5 mg·kg-1 

表 2　FA对体外瘤胃干物质降解率和产气参数的影响

Table 2　Effects of FA on rumen dry matter degradability and gas production parameters in vitro

项目
Item

干物质降解率/% DMD
累积产气量/mL GP
理论最大产气量/mL a
产气速率/（mL·h-1）c

FA 添加水平/（mg·kg-1 DM） FA addition level
0

65. 0b

63. 8b

71. 5b

0. 09

1. 5
72. 0a

71. 9a

83. 7a

0. 09

3. 0
72. 7a

73. 0a

86. 4a

0. 08

4. 5
73. 6a

77. 6a

89. 3a

0. 08

6. 0
63. 7b

74. 5a

84. 1a

0. 08

7. 5
65. 0b

64. 3b

76. 7b

0. 09

9. 0
64. 0b

64. 7b

76. 1b

0. 09

标准误
SEM

0. 715
2. 774
3. 074
0. 001

P 值  P-value
PT

0. 001
0. 016
0. 022
0. 087

PL

0. 053
0. 072
0. 114
0. 142

PQ

0. 001
0. 031
0. 028
0. 109

同行数据肩标字母不同表示差异显著（P<0. 05），PT、PL、PQ分别表示处理效应、线性效应和二次效应，下表同
In the same row， values with different small letter superscripts mean significant difference （P<0. 05）.  PT， PL， PQ represents the 
treatment， liner and quadratic effect， respectively.  The same as follows

表 3　FA对体外瘤胃 FA含量和抗氧化指标的影响

Table 3　Effects of FA on rumen FA content and antioxidant indicators in vitro

项目
Item

叶酸/（µmol·mL-1） FA
超氧化物歧化酶/（U·mL-1） SOD
谷胱甘肽过氧化物酶/（U·mL-1）
GSH-Px
总抗氧化能力/（U·mL-1） T-AOC
丙二醛/（nmol·L-1） MDA

FA 添加水平/（mg·kg-1 DM） FA addition level
0

10. 7b

17. 9b

68. 4c

4. 97b

3. 84a

1. 5
13. 9a

24. 4a

87. 2b

6. 25a

2. 74b

3. 0
13. 5a

24. 3a

100a

6. 44a

2. 29b

4. 5
14. 1a

26. 1a

106a

6. 05a

2. 23b

6. 0
14. 4a

27. 7a

108a

5. 64a

2. 24b

7. 5
14. 4a

21. 6b

104a

5. 53a

2. 18b

9. 0
14. 6a

19. 9b

96. 2ab

5. 22ab

2. 37b

标准误
SEM

1. 092
2. 337
4. 173

0. 631
0. 223

P 值  P-value
PT

0. 007
0. 006
0. 012

0. 032
0. 034

PL

0. 014
0. 291
0. 033

0. 041
0. 027

PQ

0. 367
0. 032
0. 445

0. 097
0. 334
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DM FA 组 总 真 菌 数 量 显 著 高 于 对 照 、1. 5 和

9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05），且 1. 5 mg·kg-1 
DM FA 组显著高于对照和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组

（P<0. 05）。各 FA 添加组总原虫和栖瘤胃普雷沃

氏菌数量显著高于对照组（P<0. 05）。 1. 5、3. 0、
4. 5 和 6. 0 mg·kg-1 DM FA 组白色瘤胃球菌数量显

著高于对照、7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<
0. 05），且 7. 5 mg·kg-1 DM FA 组显著高于对照和

9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。各 FA 添加组

黄色瘤胃球菌数量显著高于对照组，且 1. 5、3. 0 和

4. 5 mg·kg-1 DM FA 组黄色瘤胃球菌数量显著高

于 显 著 高 于 7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组（P<
0. 05）。4. 5、6. 0、7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM FA 组产

琥珀酸丝状杆菌数量显著高于对照和 1. 5 mg·kg-1 
DM FA 组（P<0. 05）。 3. 0、4. 5、6. 0、7. 5 和

9. 0 mg·kg-1 DM FA 组嗜淀粉瘤胃杆菌数量显著

高于对照和 1. 5 mg·kg-1 DM FA 组（P<0. 05）。

3　讨 论

3. 1　FA 对体外瘤胃干物质降解率和产气参数的

影响

本试验中，1. 5、3. 0 和 4. 5 mg·kg-1 DM FA 添

加组 DMD、GP 和理论最大产气量显著提高，主要

归因于纤维降解率的提高，与 TVFA、乙酸和丁酸

产量增加的结果一致。饲粮中的纤维在瘤胃中被

纤维分解菌降解为乙酸和丁酸［21］。动物试验发现，

补充 CFA，肉牛瘤胃 DM 有效降解率、中性洗涤纤

维慢速降解部分降解率和有效降解率均显著提

高［11］。本试验中，添加 FA 7. 5 和 9. 0 mg·kg-1 DM
对发酵液中 DMD 和产气参数无显著影响，表明较

高的瘤胃 FA 供应可能对微生物一碳代谢产生了负

面影响，使其不能发挥促进微生物生长和养分降解

表 4　FA对体外瘤胃发酵参数的影响

Table 4　Effects of FA on rumen fermentation parameters in vitro

项目
Item

pH
总挥发酸/（mmol·L-1）TVFA
乙酸/（mmol·L-1） Acetate
丙酸/（mmol·L-1）Propionate
丁酸/（mmol·L-1） Butyrate
戊酸/（mmol·L-1） Valerate
异丁酸/（mmol·L-1） Isobutyrate
异戊酸/（mmol·L-1）I sovalerate
乙酸/丙酸  Acetate/Propionate
氨态氮/（mg·dL-1） NH3-N
微生物蛋白质/（g·L-1） MCP

FA 添加水平/（mg·kg-1 DM） FA addition level
0

7. 06
65. 1d

40. 4d

11. 6
9. 07b

1. 07
0. 90
2. 07
3. 49b

42. 5c

0. 59

1. 5
7. 07

72. 2ab

46. 7ab

12. 1
9. 67a

1. 00
0. 90
1. 97
3. 87a

44. 5b

0. 57

3. 0
7. 09
73. 9a

47. 7a

12. 4
9. 65a

1. 10
0. 97
2. 17
3. 85a

44. 7b

0. 59

4. 5
7. 10
75. 8a

48. 8a

12. 8
9. 93a

1. 10
0. 97
2. 17
3. 82a

44. 8b

0. 60

6. 0
6. 98

72. 7ab

46. 7ab

12. 3
9. 57a

1. 13
0. 97
2. 03
3. 80a

45. 2b

0. 57

7. 5
7. 15
67. 9c

43. 4c

11. 7
8. 96b

0. 97
0. 87
1. 93
3. 71a

45. 3b

0. 55

9. 0
7. 06
69. 8c

44. 2c

11. 9
9. 13b

1. 17
1. 07
2. 10
3. 70a

50. 6a

0. 58

标准误
SEM

0. 043
1. 079
0. 376
0. 229
0. 089
0. 025
0. 020
0. 041
0. 032
0. 539
0. 007

P 值  P-value
PT

0. 176
0. 001
0. 001
0. 103
0. 003
0. 327
0. 138
0. 111
0. 005
0. 001
0. 639

PL

0. 245
0. 283
0. 280
0. 226
0. 141
0. 844
0. 249
0. 334
0. 041
0. 001
0. 279

PQ

0. 252
0. 001
0. 001
0. 215
0. 002
0. 432
0. 333
0. 117
0. 078
0. 176
1. 000

表 5　FA对体外瘤胃微生物酶活性的影响

Table 5　Effects of FA on rumen microbial enzyme activities in vitro U·mL-1

项目
Item

羧甲基纤维素酶  CMC
纤维二糖酶  Cellobiase
木聚糖酶  Xylanase
果胶酶  Pectinase
α-淀粉酶  α-amylase
蛋白酶  Protease

FA 添加水平/（mg·kg-1 DM） FA addition level
0

1. 19
0. 19c

1. 16c

0. 50c

0. 21b

0. 34c

1. 5
1. 40
0. 40b

1. 54a

0. 78a

0. 24b

0. 46b

3. 0
1. 43
0. 53a

1. 64a

0. 88a

0. 26b

0. 51b

4. 5
1. 47
0. 56a

1. 68a

0. 83a

0. 52a

0. 57ab

6. 0
1. 43
0. 51a

1. 48ab

0. 80a

0. 58a

0. 62a

7. 5
1. 34
0. 43b

1. 42b

0. 72ab

0. 59a

0. 62a

9. 0
1. 33

0. 49ab

1. 42b

0. 61b

0. 59a

0. 64a

标准误
SEM

0. 029
0. 017
0. 060
0. 016
0. 009
0. 011

P 值  P-value
PT

0. 096
0. 048
0. 040
0. 045
0. 028
0. 040

PL

0. 134
0. 027
0. 147
0. 131
0. 036
0. 009

PQ

0. 705
0. 816
0. 046
0. 010
0. 391
0. 207
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的营养生理作用。Parnian-Khajehdizaj 等［22］的奶牛

瘤胃体外发酵试验同样发现，添加 FA 120 mg·kg-1 
DM 对发酵 24 h DMD、GP、理论最大产气量和产气

速率均无显著影响。本试验结果显示，如果以 CFA 
6 mg FA·kg-1 DM［16］作为奶牛最佳 FA 添加水平，

则CFA添加剂产品在瘤胃中FA的释放率为25%即可。

3. 2　FA对体外瘤胃 FA含量和抗氧化指标的影响

本试验中，添加 FA 显著提高了体外发酵 24 h
发酵液中 FA 含量，但是各水平添加组之间发酵液

中 FA 含量无显著差异。据报道，瘤胃中的 B 族维

生素会被微生物迅速吸收进入细胞，细菌所含的维

生素 B 约为瘤胃液中的 10 倍以上［8］。Girard 等［23］发

现，饲粮中补充 FA 显著提高了奶牛采食后 1 h 瘤胃

液中 FA 含量，而且高水平 FA 添加组瘤胃液 FA 含

量显著高于低水平 FA 添加组［23］。本试验中，发酵

液样品经离心后用于 FA 含量测定。Girard 等［23］的

试验中，瘤胃液样品首先进行了酸化处理，使微生

物细胞膜溶解，细胞内 FA 被释放。由此可知，直接

测定瘤胃液中的 FA 含量不能反映微生物的 FA 营

养状态。

微生物代谢过程中产生的活性氧自由基对细

胞脂质、蛋白质和核酸有负面影响，SOD 和 GSH-Px
是清除微生物细胞内外活性氧自由基的主要抗氧

化酶，细菌、真菌和原虫都具有类似的酶活性［13］。

MDA 是脂质过氧化反应的产物，可用于衡量细胞的

抗氧化状态［13］。本试验发现，补充FA 1. 5~6. 0 mg·kg-1 

DM 显著提高了发酵液中 SOD、GSH-Px 和 T-AOC
活性，显著降低了 MDA 含量，表明发酵液抗氧化能

力提高，发酵内环境得到改善，更有利于微生物生

长和养分降解。该试验结果归因于 FA 对一碳代谢

的调控、抗氧化的营养生理功能和对瘤胃菌群的影

响。GSH-Px 通过催化过氧化物和 GSH 反应生成

水，清除细胞内的自由基［24］。GSH 由半胱氨酸、甘

氨酸和谷氨酸合成，FA 可调控细胞内 GSH 的合成。

一碳循环中，同型半胱氨酸接受 5-甲基四氢叶酸的

甲基转化为蛋氨酸，后者通过转硫途径生成半胱氨

酸；四氢叶酸接受丝氨酸的甲基转化为甘氨酸［4-5］。

已有报道，补充 FA 能显著提高鼠肝细胞中 GSH 水

平［24］。另外，5-甲基四氢叶酸具有抗氧化的营养功

能［6-7］。体外试验发现，添加 5-甲基四氢叶酸显著降

低了人血管内皮细胞活性氧自由基含量［25］。据报

道，牛瘤胃液抗氧化活性随原虫数量的减少而降

低［13］。因此，本试验中，FA 添加组原虫数量增加也

是发酵液抗氧化能力提高的原因。类似的研究也

发现，日粮中添加 CFA 显著上调了围产期奶牛血液

淋巴细胞中与抗氧化和免疫相关的基因的表达［12］。

饲喂 FA 微胶囊显著提高了母羊血液 SOD 和 GSH-
Px 活性，降低了血液 MDA 含量［26］。

比较不同添加水平 FA 对发酵液抗氧化指标的

影响，试验发现，添加 FA 7. 5 或 9. 0 mg·kg-1 DM 对

SOD 活性无显著影响，与 GP 的变化结果一致，但是

依据现有研究还不能对这一结果作出合理解释。

表 6　FA对体外瘤胃微生物数量的影响

Table 6　Effects of FA on rumen microbial population in vitro copies·mL-1

项目
Item

总细菌  Total bacteria
总真菌  Total fungi
总原虫  Total protozoa
白色瘤胃球菌  R.  albus

黄色瘤胃球菌  R.  flavefaciens

产琥珀酸丝状杆菌
F.  succinogenes

溶纤维丁酸弧菌
B.  fibrisolvens

栖瘤胃普雷沃氏菌
P.  ruminicola

嗜淀粉瘤胃杆菌
Rb.  amylophilus

FA 添加水平/（mg·kg-1 DM） FA addition level
0

11. 5c

7. 29c

5. 99b

7. 91c

8. 04c

10. 6b

8. 36

9. 07b

10. 6b

1. 5
11. 7b

7. 48b

6. 41a

9. 20a

9. 38a

10. 6b

8. 40

9. 27a

10. 6b

3. 0
11. 8ab

7. 60a

6. 44a

9. 07a

9. 42a

10. 7ab

8. 45

9. 23a

10. 8a

4. 5
12. 0a

7. 62a

6. 46a

9. 32a

9. 49a

10. 9a

8. 48

9. 27a

10. 8a

6. 0
11. 9a

7. 63a

6. 47a

9. 23a

9. 12ab

11. 0a

8. 47

9. 38a

10. 9a

7. 5
11. 9a

7. 63a

6. 45a

8. 48b

9. 01b

10. 9a

8. 47

9. 30a

10. 8a

9. 0
11. 7b

7. 34c

6. 48a

7. 84c

8. 93b

10. 9a

8. 46

9. 34a

10. 9a

标准误
SEM

0. 038
0. 061
0. 102
0. 111
0. 082
0. 054

0. 031

0. 022

0. 015

P 值  P-value
PT

0. 003
0. 007
0. 002
0. 034
0. 016
0. 022

0. 151

0. 007

0. 009

PL

0. 035
0. 312
0. 007
0. 187
0. 436
0. 017

0. 172

0. 018

0. 030

PQ

0. 204
0. 042
0. 205
0. 017
0. 022
0. 420

0. 259

0. 354

0. 479
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3. 3　FA 对体外瘤胃发酵参数、酶活性和微生物数

量的影响

本试验中，补充 FA 对发酵液 pH 无显著影响，

与 TVFA 含量显著增加的结果不一致，与前期体内

试验结果（pH 显著降低）［11，27］也不一致，可能与本试

验发酵液中氨态氮浓度的提高有关。本试验各 FA
添加组发酵液中 TVFA、乙酸和丁酸产量显著提

高，与纤维分解酶（纤维二糖酶、木聚糖酶和果胶

酶）和纤维降解菌（真菌、原虫、白色瘤胃球菌、黄色

瘤胃球菌和产琥珀酸丝状杆菌）数量提高的结果一

致。细菌、真菌和原虫都能分泌纤维酶，将饲料中

的结构性碳水化合物降解成乙酸和丁酸［21］。在瘤

胃中，约 30% 以上的纤维是由原虫分泌的酶降解

的，真菌分泌的纤维酶是瘤胃中活性最高的，且真

菌的菌丝能打开植物细胞壁，为细菌和原虫降解饲

料提供更多的附着位点［21］。因此，本试验结果显

示，外源补充 FA 促进了瘤胃纤维类分解菌的生长，

提高了纤维降解酶的活性，进而使瘤胃发酵类型转

化为产生更多的乙酸，表现为乙酸/丙酸显著降低。

该试验结果与 FA 对瘤胃微生物一碳代谢的调控以

及抗氧化的营养功能有关。早期的瘤胃细菌分离

培养试验发现，FA 是黄色瘤胃球菌的生长因子，培

养液中，用 FA 替代其活性形式二氢叶酸、四氢叶酸

或 5-甲基四氢叶酸，显著降低了黄色瘤胃球菌的生

长速度［10］。该试验结果表明，FA 促进微生物生长

与其对一碳代谢的调控有关［10］。另外，SOD 催化超

氧自由基与氢离子的反应消耗氢离子，导致瘤胃内

氢含量降低［28］。研究发现，较低的瘤胃氢含量有利

于微生物生长和瘤胃发酵［29］。类似的研究同样发

现，补充 FA 显著提高了奶牛瘤胃液体外发酵 24 h 
TVFA 产量［22］；补充 CFA 显著提高了泌乳奶牛瘤

胃 TVFA 含量、乙酸摩尔比和乙酸/丙酸［27，30］。

本试验中，添加 FA 对发酵液中丙酸产量无显

著影响，但是淀粉分解菌（栖瘤胃普雷沃氏菌和嗜

淀粉瘤胃杆菌）和 α-淀粉酶活性提高，表明淀粉分

解菌和酶的增加不足以引起发酵液丙酸的变化，即

FA 可能不是淀粉分解菌的必需因子。研究发现，

随饲粮中淀粉含量的增加，瘤胃中 FA 合成量提高，

因此淀粉分解菌自身能合成 FA［8］。本试验中，补充

FA 显著提高了发酵液中淀粉分解菌数量，可能是

外源添加 FA 减少了淀粉分解菌自身合成 FA 对能

量的消耗，促进了其生长，也可能与纤维降解菌数

量的增加有关。研究表明，瘤胃中淀粉分解菌数量

与其底物含量呈正相关，纤维降解菌分解纤维的过

程中能使饲料中的淀粉颗粒释放，为淀粉分解菌的

生长提供了更多的底物［21］。

本试验中，添加 FA 显著提高了发酵液中氨态

氮含量，与蛋白酶活性、蛋白分解菌（栖瘤胃普雷沃

氏菌和嗜淀粉瘤胃杆菌）数量以及原虫数量显著增

加的结果一致。发酵液中的氨态氮来源于蛋白分

解菌分泌蛋白酶对饲料中蛋白质的降解，原虫对细

菌的吞食和消化，以及一碳代谢中，甘氨酸将甲基

传递给四氢叶酸的过程。然而，动物饲养试验发

现，补充 CFA，肉牛或奶牛瘤胃液中氨态氮含量显

著降低［11，27］。试验结果的不一致，可能与试验方法

不同有关。与动物饲养试验相比，体外发酵试验没

有瘤胃内容物的外流以及瘤胃壁对发酵产物的吸

收，导致了发酵液中氨态氮的积累。Girard 等［23］发

现，FA 能促进奶牛瘤胃壁对氨态氮的吸收。本试

验中，添加 FA 对发酵液中 MCP 含量无显著影响，

与纤维降解菌数量、氨态氮和 TVFA 含量显著提高

的结果不一致，与文献报道结果［11，27，31］也不一致。

瘤胃细菌，尤其是纤维分解菌，以氨态氮作为氮源，

VFA 作为碳架和能源，合成自身蛋白质［32］。早期的

细菌分离培养试验发现，FA 通过对一碳代谢的调

控能促进溶纤维丁酸弧菌对氮的利用［31］。前期饲

养试验发现，补充 CFA 显著提高了肉牛瘤胃中

MCP 产量（尿中总嘌呤衍生物含量提高）［11，27］。试

验结果不一致原因可能是体外发酵试验没有瘤胃

内容物的外流，导致了原虫对细菌的过度降解。

本试验中，添加 FA 显著提高了发酵液中细菌、

真菌和原虫的数量，且真菌、白色瘤胃球菌和黄色

瘤胃球菌数量呈二次曲线变化。该结果显示，高水

平 FA 对瘤胃微生物生长有负面影响。早期瘤胃细

菌体外培养试验发现，随 FA 添加水平的增加，黄色

瘤胃球菌的生长呈二次曲线变化［10］。奶牛饲养试

验发现，添加 CFA 120 mg/500 kg BW 显著提高了

产奶量，添加 CFA 240 mg/500 kg BW 对产奶量无

显著影响［12］。

比较不同添加水平 FA 对发酵液发酵参数和微

生物数量的影响，试验发现，3. 0 和 4. 5 mg·kg-1 
DM FA 添加组发酵液 TVFA 产量显著高于 7. 5 和

9. 0 mg·kg-1 DM FA 组，与 1. 5 和 6. 0 mg·kg-1 DM 
FA 组无显著差异。这一结果与发酵液中总细菌、

真菌和原虫的变化结果基本一致。本试验结果显

示，体外发酵液中 FA 添加水平高于 3. 0 mg·kg-1 
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DM 不能进一步促进瘤胃发酵和微生物生长。如果

以 CFA 6 mg FA·kg-1 DM［16］作为奶牛最佳 FA 添

加水平，则 CFA 添加剂产品在瘤胃中 FA 的释放率

为 25%~50% 较佳。

4　结 论

外源补充 FA 能改善瘤胃抗氧化状态，促进纤

维类分解菌的生长，提高瘤胃 DMD 和乙酸与丁酸

产量。本试验条件下，瘤胃较适 FA 添加水平为

1. 5~3. 0 mg·kg-1 DM，即调控 CFA 中 FA 在瘤胃

中的释放率为 25%~50%，能满足微生物生长和养

分降解对 FA 的需要。
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