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反刍动物食糜肽氮含量测定方法

李妙善，王虎成，张  霞
（兰州大学草业科学实验教学中心 / 兰州大学草地农业科技学院，甘肃 兰州 730020）

摘要：以牛的瘤胃和皱胃食糜为材料，采用 L9 (3
4) 正交试验设计，研究 Tris-HCl 缓冲液浓度 (0.02、0.04 和 0.06 mol·L–1)、

pH (6.8、7.4 和 8.0)、料液比 (1∶15、1∶20 和 1∶25) 及浸提时间 (40、60 和 80 min) 对牛胃食糜内肽氮含量测定结果的

影响，旨在优选出最佳的肽氮测定方法。结果表明，牛胃食糜氮素分离条件为 Tris-HCl 缓冲液浓度 0.06 mol·L–1
、pH

6.8、料液比 1∶25、浸提 60 min 时，所测定的肽氮含量最大值为 14.97 mg·g–1(瘤胃食糜) 和 19.28 mg·g–1(皱胃食糜)。
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Determination of peptide nitrogen in ruminant digesta

LI Miaoshan, WANG Hucheng, ZHANG Xia
(Experimental Teaching Center of Pratacultural Science / College of Pastoral Agriculture Science and Technology,

Lanzhou University, Lanzhou 730020, Gansu, China)

Abstract:  In  the  present  experiment,  the  cattle  digesta  from the  rumen  and  abomasum were  used  to  establish  a  moderate
method  for  the  determination  of  the  peptide  nitrogen  content  of  the  ruminant  gastrointestinal  digesta  using  the  L9  (3

4)
orthogonal design. The effects of the Tris-HCl buffer concentration (0.02, 0.04, or 0.06 mol·L–1), Tris-HCl buffer pH (6.8,
7.4, or 8.0), ratio of dry digesta to Tris-HCl buffer (1∶15, 1∶20, or 1∶25), and extraction time (40, 60, or 80 min) on the
determination of the peptide nitrogen content in the cattle gastric digesta were studied. The results show that the moderate
separation conditions of nitrogen from cattle gastric digesta were 0.06 mol·L–1, 6.8, 1∶25, and 60 min, respectively, and the
maximum  contents  of  peptide  nitrogen  were  14.97  mg·g–1 and  19.28  mg·g–1 in  the  rumen  and  abomasum  digesta,
respectively.

Keywords: cattle; digesta; peptide nitrogen content; determination method

Corresponding author: WANG Hucheng　E-mail: wanghuch@lzu.edu.cn

早在 1956年就有研究发现，绵羊采食后的短

时间内瘤胃液中含有大量的非蛋白质、非氨态氮

物质
[1]
，直到 1987年 Chen等 [2]

研究发现，瘤胃液

中存在肽形态的氮，至此瘤胃内肽的代谢在国外

被广泛关注。肽和游离氨基酸可刺激细菌的生

长，能加快微生物蛋白的合成，细菌总是优先摄

取肽而不是游离氨基酸，且肽比氨基酸更能刺激

瘤胃微生物的生长
[3]
。测定肽含量常用的方法有双

缩脲法、OPA法 (邻苯二甲醛法)、紫外吸收法和差

量法，在饲料
[4]
、食品

[5]
及药物

[6]
中已有报道。双

缩脲法测定速度较快，但是灵敏度较差，不能区

别大分子蛋白残留和小分子肽；OPA适用于乳源
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性的多肽测定；紫外吸收法简便、灵敏，但易受

有机物干扰。因此目前应用较多的肽氮的测定方

法主要为差量法，即样品通过浸提处理、蛋白质

大分子沉淀后，测定上清液总氮及氨态氮的含

量，二者差值即为肽氮含量
[4]
。此外，尽管目前针

对豆粕等饲料已建立了测定其中肽氮含量的方

法，但反刍动物采食的饲料在瘤胃内被降解或整

合，该方法并不适用于测定反刍动物消化道食糜

肽氮，建立一种准确、快速的检测方法，对反刍

动物蛋白质营养的深入研究尤为必要。为此，本研

究采用差量法原理，对样品前处理因素 Tris-HCl缓
冲液浓度、 pH、料液比和浸提时间进行优化，

旨在筛选测定牛胃食糜内肽氮含量的适宜参数，

为反刍动物食糜内肽氮含量的测定提供技术支撑。

1    材料与方法

1.1    材料

1.1.1    试剂

Tris-HCl缓冲液、三氯乙酸、硼酸、浓硫酸、

浓盐酸、氢氧化钠、甲基红、溴甲酚绿、乙酸、

乙酸钠、甲醇、乙酰丙酮和硫酸铵。

1.1.2    仪器

SCIENTZ-10ND冷冻干燥机 (宁波新芝生物科

技股份有限公司 )，Satorius BSA224S电子天平 (赛
多利斯科学仪器有限公司)，烘箱 (上海精宏实验设

备有限公司)，摇床振荡器 (赛默飞世尔科技公司)，
Sigma 2-16KL离心机 (济南来宝医疗器械有限公司)，
消煮炉、K9840自动凯氏定氮仪 (济南海能仪器股

份有限公司)，BioTek酶标仪 (西安腾领生物科技有

限公司)，HH-S6型电热恒温水浴锅 (北京科伟永兴

仪器有限公司)，SX620笔式 pH计 (成都锐新仪器

仪表有限公司)。

1.2    设计

参照蔡文君等
[6]
的方法，通过 Tris-HCl缓冲液

浸提食糜内含氮物质。影响 Tris-HCl缓冲液浸提效

果的因素有 Tris-HCl缓冲液浓度、Tris-HCl缓冲液

pH、料液比和浸提时间，料液比为食糜与 Tris-
HCl缓冲液的比值，浸提时间为 Tris-HCl缓冲液浸

提食糜内含氮物质的时间，故本研究选择 Tris-HCl
缓冲液浓度 (A)、缓冲液 pH (B)、料液比 (C)、浸提

时间 (D)这 4个因素，试验因素及水平如表 1所列，

L9(3
4)正交试验设计如表 2所列。

1.3    方法

1.3.1    食糜样品及动物饲养管理

食糜供试动物为 4头西门塔尔肉牛，试牛屠宰

前长时间 (60 d)饲喂青贮组合型全混合日粮
[7]
，试

牛育肥出栏后于屠宰场屠宰，即刻采集瘤胃和皱

胃食糜样品，液氮保存，运至实验室后用冷冻干

燥机冻干，粉碎，过 0.425 mm筛以备肽氮测定。

1.3.2    食糜样品中含氮物质的浸提及大分子蛋白的

去除

称取 0.400 0 g食糜样品，依据前述试验正交设

计方案，分别对食糜样品进行 9种处理，并通过震

荡
[8]
进行浸提，浸提后于 35 ℃、4 000 r·min–1 离心

20 min，收集上清液并定容至 50 mL，即为 9种不

同条件处理下的含氮物质浸提液。分别量取 10 mL
浸提液，加入 20 mL的 TCA溶液，在室温下静置

30 min，于 35 ℃、4 000 r·min–1 离心 20 min，收集

上清液并定容至 50 mL，从中分别量取 2 mL用于

 
表 1   试验因素水平设计

Table 1    Experimental design of the different factors

水平 Level A B C D

1 0.02 6.8 1∶15 40

2 0.04 7.4 1∶20 60
3 0.06 8.0 1∶25 80

　A，缓冲液浓度(mol·L–1)；B，缓冲液pH；C，料液比；D，浸提时

间(min)；下同。

　A, Tris-HCl buffer concentration (mol·L–1); B, Tris-HCl buffer pH; C,
ratio  of  dry  digesta  to  Tris-HCl  buffer;  and  D,  extraction  time (min);
similarly for the following tables and figures.
 

表 2   本试验相关因素正交试验设计表

Table 2    Orthogonal experimental design of
the related factors

处理 Treatment A B C D
T1 1 1 1 1
T2 1 2 2 2
T3 1 3 3 3
T4 2 1 2 3
T5 2 2 3 1
T6 2 3 1 2
T7 3 1 3 2
T8 3 2 1 3
T9 3 3 2 1
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总氮及氨基酸态氮的测定。

1.3.3    上清液中总氮的测定

用凯氏定氮法测定上清液中总氮含量
[9]
。

1.3.4    上清液中氨基酸态氮的测定

用比色法测定上清液中游离氨基酸态氮含量
[10]

。

1.3.5    数据分析

X1 =
(V1−V2)× c×0.014
m1×V6/V5×V4/V3

×100%。

式中：X1 为试样中总氮含量 (%)；m1 为称取样品

的质量 (g)；V1 为样品消耗盐酸标准液的体积 (mL)；
V2 为试剂空白消耗盐酸标准液的体积 (mL)；V3 为

浸提后定容体积 (mL)；V4 为量取浸提液体积 (mL)；
V5 为去除大分子蛋白上清液定容体积 (mL)；V6 为

测定试样上清液体积 (mL)；c 为盐酸标准溶液的浓

度；0.014为 1 mol·L–1
盐酸标准溶液 1 mL相当于

氮克数。

X2 =
m2

m1×1 000×1 000×V6/V5×V4/V3
×100%。

式中：X2 为试样中氨基酸态氮的含量 (%)；m2 为

试样测定液中氮的质量 (μg)。

X3 = X1−X2 =
100

m1×V6/V5×V4/V3
×[

(V1−V2)× c×0.014−m2×10−6
]
。

式中：X3 为试样中肽氮的含量。

数据经 Excel  2003初步整理后，采用 Design-
Expert软件进行 ANOVA分析

[11]
。

2    结果与分析

2.1    瘤胃食糜内肽氮含量及极差分析

本研究条件下测得的牛瘤胃食糜肽氮的最大值

为 14.97 mg·g–1，最小值为 2.65 mg·g–1 (表 3)。最优

条 件 为 T7： Tris-HCl缓 冲 液 浓 度 0.06  mol·L–1
、

Tris-HCl缓冲液 pH 6.8、料液比 1∶25、浸提时间

60 min。各因素对肽氮测定结果均有显著影响，影

响程度表现为 A > C > B > D，即对 Tris-HCl浸提法

影响最明显的因素是 Tris-HCl缓冲液浓度和料液

比 (P ≤ 0.001)，其次为 Tris-HCl缓冲液 pH和浸提

时间 (P < 0.05) (表 4)。

2.2    皱胃食糜内肽氮含量及极差分析

本研究条件下测得的牛皱胃食糜肽氮的最大值

为 19.28 mg·g–1，最小值为 3.75 mg·g–1 (表 5)。最优

条 件 为 T7： Tris-HCl缓 冲 液 浓 度 0.06  mol·L–1
、

Tris-HCl缓冲液 pH 6.8、料液比 1∶25、浸提时间

60 min。各因素对肽氮测定结果均有显著影响，影

响程度表现为 A > C > B > D，即对 Tris-HCl浸提法

影响最明显的因素是 Tris-HCl缓冲液浓度和料液

比 (P  <  0.05)， Tris-HCl缓冲液 pH和浸提时间对

Tris-HCl浸提法影响较小 (P > 0.05) (表 6)。
 

表 3   肉牛瘤胃食糜肽氮正交试验结果

Table 3   Orthogonal test results for the determination of the peptide nitrogen contents in beef cattle rumen digesta

处理 Treatment A B C D 肽氮Peptide nitrogen/(mg·g–1)

T1 1 1 1 1   2.65 ± 0.05

T2 1 2 2 2   3.96 ± 0.14

T3 1 3 3 3   3.73 ± 0.11

T4 2 1 2 3   7.34 ± 0.25

T5 2 2 3 1 11.96 ± 0.29

T6 2 3 1 2   6.77 ± 0.25

T7 3 1 3 2 14.97 ± 0.05

T8 3 2 1 3   8.40 ± 0.05

T9 3 3 2 1 11.29 ± 0.01

k1 10.34 24.96 17.82 25.90

k2 26.07 24.32 22.59 25.70

k3 34.66 21.79 30.66 19.47

R 24.32 3.17 12.84   6.43

786 草　业　科　学 第 37 卷

 

 
http://cykx.lzu.edu.cn

 



3    讨论

反刍动物吸收肽的途径有两种，肠系膜系统和

非肠系膜系统。空肠、回肠、盲肠和结肠为肠系

膜系统，瘤胃、网胃、瓣胃、皱胃和十二指肠为

非肠系膜系统，其中非肠系膜系统是肽吸收的主

要途径，游离氨基酸则主要在肠道中被吸收
[12]

。有

研究表明，瓣胃氨基酸、肽、可溶性蛋白的平均

流量均大于瘤胃中的，而且肽形式的氮占了可溶

性氮的最大部分
[13]

，肽的完整吸收与胃肠道肽浓度

密切相关。本研究中测得肉牛肽氮含量最大值为

14.97 mg·g–1(瘤胃食糜 )和 19.28 mg·g–1(皱胃食糜 )，

这与前人理论相符。此外，石慧和梁运祥
[4]
用差量

法测定发酵豆粕中肽氮含量为 412 mg·g–1，远高于

牛胃内食糜肽氮含量；敖维平等
[14]

测得高温灭菌

棉粕中肽氮含量为 2.24 mg·g–1，低于食糜内的肽氮

含量。食物进入胃肠道各部位后，在胃肠道中食

 
表 4   肉牛瘤胃食糜肽氮含量测定方法方差分析表

Table 4   Analysis of variance concerning the peptide nitrogen contents in beef cattle rumen digesta

变异因子 Variation factor 平方和 Sum of squares 自由度 Degrees of freedom 均方 Mean square F P

A 102.01 1  102.01 185.72  <0.001

B     8.24 1      8.24   14.99     0.02  

C   45.81 1    45.81   83.39     0.001

D     6.90 1      6.90   12.56     0.02  

SEM     2.20 4      0.55

总和Total 140.28 8 

 
表 5   肉牛皱胃食糜肽氮测定条件优化正交试验结果

Table 5   Orthogonal test results for the determination of the peptide nitrogen contents in beef cattle abomasal digesta

处理 Treatment A B C D 肽氮 Peptide nitrogen/(mg·g–1)
T1 1 1 1 1   3.75 ± 0.18
T2 1 2 2 2   5.11 ± 0.12
T3 1 3 3 3   5.59 ± 0.13
T4 2 1 2 3   8.45 ± 0.22
T5 2 2 3 1 13.15 ± 0.13
T6 2 3 1 2   8.29 ± 0.08
T7 3 1 3 2 19.28 ± 0.21
T8 3 2 1 3 12.23 ± 0.29
T9 3 3 2 1 11.62 ± 0.19
k1 14.45 31.48 24.27 28.52
k2 29.89 30.49 25.18 32.68
k3 43.13 25.50 38.02 26.27
R 28.68 5.98 13.75   6.41

 
表 6   肉牛皱胃食糜肽氮含量测定方法方差分析

Table 6   Analysis of variance concerning the peptide nitrogen contents in beef cattle abomasal digesta

变异因子 Variation factor 平方和 Sum of squares 自由度 Degrees of freedom 均方 Mean square F P
A 142.26 1  142.26 56.29     0.001
B   18.41 1    18.41   7.28  >0.05  
C   55.17 1    55.17 21.83  <0.01  
D     0.84 1      0.84   0.33  >0.05  

SEM   10.11 4      2.53
总和Total 190.76 8 
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糜肽氮的含量有一定差异
[15]

，不同的蛋白质饲料对

瘤胃发酵及微生物蛋白质合成效率会有影响
[16]

，一

般采食动物性蛋白、豆饼形成的肽类含量高，而

植物性蛋白质饲料及氨基酸平衡较差的蛋白质，

则以游离氨基酸为主
[3]
。在高蛋白水平饲喂下，瘤

胃液内肽含量也会升高。此外，本研究表明，Tris-
HCl缓冲液浓度对氮的浸提效果有较大的影响，当

缓冲液浓度增加时，对氮的浸提效果也增强。这与邓

丽莉等
[17]

研究缓冲液浓度对苹果 (Malus domestica)
果肉可溶性蛋白提取效率的结果一致，其原因可

能是随着 Tris-HCl缓冲液浓度的增加，Tris-HCl缓
冲液与对食糜的浸提作用增强。本研究表明，在

瘤胃食糜中缓冲液 pH对氮的浸提有影响，可能是

由于蛋白质本身带有电荷，当缓冲液 pH发生变化

时，有的蛋白质会发生等电点沉淀，进而对肽氮

含量的测定结果产生影响，但本研究显示，在皱

胃食糜缓冲液 pH对氮的浸提有影响，其原因可能

是瘤胃食糜和皱胃食糜之间的 pH之间有差异，导

致不同 pH的缓冲液对肽氮测定结果有不同的影

响；本研究表明，瘤胃和皱胃食糜中料液比对氮

浸提有影响，经方差分析，料液比为 1∶25时，氮

的浸提效果最佳，其原因可能是随着料液比增

加，食糜与浸提液的接触表面积增大，料液浓度

变大，浸出食糜内的含氮物质更多。这与邓丽莉等
[17]

研究料液比对苹果果肉可溶性蛋白提取效率的影

响结果一致。本研究表明，在瘤胃食糜中浸提时

间对氮浸提有影响，当浸提时间较短时，含氮物

质还不能完全被浸提出，随着时间的延长，浸提

完全时，浸提效果不再改变
[18]

。李淑萍等
[19]

研究

的浸提时间对蚂蚁蛋白质的浸提有影响，这与本

研究结果一致。但本研究结果亦显示，在皱胃食

糜中浸提时间对氮浸提没有影响。反刍动物瘤胃

发酵是依靠瘤胃微生物对饲料进行复杂的发酵，

饲料经瘤胃微生物的降解后生成小肽、氨基酸或

氨氮等
[20]

，瘤胃微生物在氮源物质转化利用过程中

发挥着重要的作用，反当动物瘤胃内存在的原虫

对细菌的吞噬作用对微生物氮循环亦产生影响，

因此可能会导致瘤胃与皱胃食糜中浸提时间对氮

浸提的影响不一致。

肽是蛋白质降解成游离氨基酸的中间产物
[21]

，

在牛胃肠道中肽的吸收代谢非常复杂
[22]

，饲料蛋白

在经过瘤胃时，会由于瘤胃微生物的作用而过多

地降解，使得氨基酸成分在到达皱胃之前即被分

解，产生过量的氨，造成饲料蛋白的浪费，当以

小肽形式作为氮源时，整体蛋白质沉积高于相应

游离氨基酸日粮和完整蛋白日粮
[23]

。有学者提出，

为提高饲料蛋白的利用效率，降低瘤胃内肽降解

的速度，使得肽能够过瘤胃而不被降解
[24]

。近年

来，对于反刍动物消化道对肽的吸收利用规律以

及肽对瘤胃微生物的重要作用等研究也愈来愈深

入广泛的展开，而肽氮含量的测定是所有研究中

的基础与前提，目前国内关于反刍动物食糜内肽

氮含量的测定方法还较少，故本研究使用差量法

测定牛胃食糜的肽氮含量，丰富反刍动物食糜内

肽氮含量的测定方法。

4    结论

本研究以 Tris-HCl缓冲液浓度、pH、料液比、

浸提时间为因素设置了正交试验，各因素对食糜

内肽氮测定影响程度表现为 Tris-HCl缓冲液浓度 >
料液比  >  Tris-HCl缓冲液 pH >  浸提时间，利用

Design-Expert软件进行了综合分析，确定其反刍动

物食糜氮素分离的最优条件为 Tris-HCl缓冲液浓

度 0.06  mol·L–1
、 Tris-HCl缓冲液 pH  6.8、料液比

1∶25、浸提时间 60 min，继而结合 TCA沉淀大分

子蛋白、氨基酸态氮比色技术，可测定牛胃食糜

肽氮含量。本研究可为反刍动物食糜内肽氮含量

的测定方法提供数据支撑。
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2020 年 3 月国际市场主要畜产品与饲料价格分析

3月，国际饲料价格除高粱和苜蓿粉外，其他饲料价格持续波动；畜产品市场价格除瘦肉猪、羊肉和

鸡肉外，其他畜产品价格持续下跌。

一、国际饲料市场除高粱和苜蓿粉外，其他饲料价格持续波动

3月份，高粱和苜蓿粉市场价格分别为 148.00和 291.00 USD·t–1，保持不变。玉米和大豆价格分别为

140.28和 319.30 USD·t–1，环比分别下跌 5.52%和 1.93%。豆粕、菜籽、豆粉和棉籽饼平均价格分别为

342.04、354.04、306.52和 301.31 USD·t–1，环比分别上涨 6.67%、0.77%、9.09%和 1.24%。

二、畜产品市场价格除瘦猪肉、羊肉和鸡肉上涨外，其他畜产品价格持续下跌

3月份，瘦肉猪、新西兰羊肉和欧盟鸡肉市场价格分别为 1.35、4.11和 2.53 USD·kg–1，环比分别上涨

0.87%、0.70%和 0.66%。其他畜产品，育肥牛、牛奶、牛肉、新西兰羊羔肉和欧盟猪肉市场价格分别为

2.73、0.30、3.86、5.82和 1.01 USD·kg–1，环比分别下跌 9.17%、8.06%、1.93%、3.80%和 30.83%。
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图 1　2020 年 3 月国际市场主要饲料与畜产品价格

数 据 来 源 ： 国 际 市 场 商 品 价 格 网 http://price.mofcom.gov.cn/； 中 国 农 业 信 息 http://www.agri.gov.cn/； 鸡 肉 http://www.indexmundi.com/； 羊 肉

http://interest.co.nz/rural；牛肉 http://www.thebeefsite.com/；猪肉 http://www.thepigsite.com/；货币汇率 http://qq.ip138.com/hl.asp。

(兰州大学草地农业科技学院 杨春涛 整理)
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