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摘要:试验旨在研究牛至精油对绵羊瘤胃体外养分降解率、发酵特性及CH4 产量的影响。采用单因素完全随机试

验设计,在培养液中分别添加0(CON)、100(EO1)、400(EO2)、700(EO3)和1000mg·L-1(EO4)牛至精油,每组4

个重复。发酵48h后测定养分降解率、发酵参数及不同时间总产气量和CH4 产量。结果表明:1)与CON组相比,

干物质降解率、粗蛋白降解率、中性洗涤纤维降解率在EO1 组中均显著升高(P<0.05),在EO4 组中均显著降低

(P<0.05),EO2 组中均无显著差异(P>0.05),干物质降解率在EO3 组中显著降低(P<0.05),添加牛至精油对

酸性洗涤纤维降解率(ADFD)无显著影响(P>0.05);2)EO1 组pH最低,而总挥发性脂肪酸(TVFA)、丙酸浓度最

高,且乙酸浓度显著高于EO2、EO3 和EO4(P<0.05),但乙酸/总挥发性脂肪酸显著低于EO3、EO4 组(P<0.05),

乙酸/丙酸显著低于CON组(P<0.05)。与CON组相比,牛至精油组丁酸、丁酸/总挥发性脂肪酸和氨氮浓度显

著降低(P<0.05);3)发酵36h后,总产气量、甲烷产量均随牛至精油的添加而逐渐降低,与CON组相比,EO1 组

发酵18~48h总产气量显著降低(P<0.05),EO2、EO3 和EO4 组总产气量、CH4 产量在发酵18h后均显著降低

(P<0.05),EO4 组甲烷百分比在发酵12~36h显著降低(P<0.05)。综上所述,在绵羊瘤胃体外培养液中添加牛

至精油能够提高饲粮养分降解率,调控瘤胃发酵,降低总产气量和甲烷产量,体外条件下添加量不应高于100

mg·L-1。
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Abstract:Weevaluatedtheeffectsoforeganoessentialoilonthenutrientdegradability,rumenfermentation,

andCH4productionofsheepinaninvitrofermentationsystem.Theexperimenthadasingle-factordesign.O-
reganoessentialoil(OEO)wasaddedtothemediumatfourdifferentlevels:0(CON),100(EO1),400
(EO2),700(EO3),and1000mg·L-1(EO4).Eachgrouphadfourreplicates.Afterfermentationfor48h,
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nutrientdegradabilityandfermentationparametersweremeasured.ThetotalgasandCH4productionwere

measuredat1,3,6,9,12,18,24,36,and48hduringfermentation.Themainresultswereasfollows:1)

Drymatterdegradability(DMD),crudeproteindegradability(CPD),andneutraldetergentfiberdegradability
(NDFD)weresignificantlyincreasedintheEO1group(P<0.05),significantlydecreasedintheEO4group
(P<0.05),andunaffectedintheEO2group(P>0.05)comparedwiththeCONgroup.TheDMDwassignifi-
cantlyhigherintheEO3groupthanintheCONgroup(P<0.05).AdditionofOEOdidnotaffecttheacidde-
tergentfiberdegradability(ADFD)(P>0.05);2)Amongallgroups,theEO1grouphadthelowestpHbut
thehighestconcentrationsoftotalvolatilefattyacids(TVFA)andpropionate.Theacetateconcentrationwas

higherintheEO1groupthanintheEO2,EO3,andEO4groups(P=0.011),however,thepercentageoface-
tate/TVFAwassignificantlylowerintheEO1groupthanintheEO3andEO4groups(P<0.001),andthera-
tioofacetate/propionatewassignificantlylowerintheEO1groupthanintheCONgroup(P<0.05).Com-
paredwiththeCONgroup,alltheEOgroupsshowedsignificantlydecreasedconcentrationsofbutyrateand

NH3-N,andlowerbutyrate/TVFAratios(P<0.05);3)ThetotalgasproductionandCH4productionafter36
hoffermentationdecreasedastheOEOdoseincreased.ComparedwiththeCONgroup,theEO1groupshowed

significantlydecreasedtotalgasproductionfrom18to48hoffermentation(P<0.05),andtheEO2,EO3,

andEO4groupsshowedsignificantlydecreasedtotalgasproductionandCH4productionafter18hoffermenta-
tion(P<0.05).ComparedwiththeCONgroup,allEOgroupsshowedsignificantlylowerCH4production
from12to36hoffermentation(P<0.05).Insummary,supplementationwithoreganoessentialoilcanim-
provenutrientdegradability,regulaterumenfermentation,anddecreasetotalgasandCH4production;theop-
timalsupplementationlevelislessthan100mg·L-1ininvitrofermentationconditions.
Keywords:oreganoessentialoil;invitrofermentation;nutrientdegradability;fermentationcharacteristics;

CH4production

反刍动物每年CH4 排放量占全球人类活动CH4 排放总量的26%[1]。CH4 的排放不仅严重污染了大气环

境,同时降低了家畜对饲料中能量的利用效率[2]。近年来,人们研究了多种通过调节瘤胃发酵来减少反刍动物甲

烷排放的方法,其中天然绿色饲料添加剂是研究的热点之一。大量研究表明,植物精油(essentialoil,EO)及其

生物活性化合物能够通过调控反刍动物瘤胃发酵来提高饲料能量利用率、降低CH4 排放[3],同时,还可以影响瘤

胃的生物氢化作用,调控脂肪酸的合成代谢,提高牛奶和肉类的营养品质[4]。牛至精油(oreganoEO)是从牛至

(Origanumvulgare)中提取的具有抗菌、抗氧化活性的挥发油,其活性成分主要是香芹酚、百里酚、松油烯和芳

樟醇等物质[5]。Busquet等[6]在体外瘤胃发酵试验中发现,添加香芹酚(2.2mg·L-1)可以降低发酵液中氨氮浓

度。另外,绵羊饲粮中添加牛至精油减少甲烷排放量12%[7]。牛至精油还可以维持瘤胃pH稳定,提高干物质

消化率,促进犊牛的生长发育[8-9]。牛至精油中的活性成分香芹酚和百里酚能加速胃肠道上皮细胞的更新率,减

少病原体对肠道上皮细胞的感染,抑制有害菌的生长[10]。Patra等[11]研究发现,添加不同浓度的牛至精油(250、

500和1000mg·L-1),随着添加量的增加总产气量、CH4 产量、干物质消化率、中性洗涤纤维消化率均显著降

低,并影响挥发性脂肪酸的浓度。目前牛至精油在生产实践中的研究较少,并且对牛至精油浓度范围的研究较

小,不同的研究对生产实践所提供的最适浓度不同,因此本研究在前人的研究基础上,增加了牛至精油的添加梯

度,细化了添加水平的范围,以100、400、700和1000mg·L-1不同添加水平更进一步研究其对瘤胃体外养分降

解率及发酵特性的影响,筛选牛至精油最佳添加量,为其在反刍动物生产中的合理利用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 供体动物及饲养管理

试验选取3只体况和体重[(56.68±2.14)kg]相近装有永久瘤胃瘘管的健康公羊(德国美利奴×小尾寒羊
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的杂交1代)作为瘤胃液供体羊。试验羊单栏饲养,饲粮参照国家研究委员会(NationalResearchCouncil,

NRC)(2007)[12]推荐营养需要配制,精粗比为34.5∶65.5,其组成及营养水平见表1。每天分别于8:00和18:00
等量饲喂两次,先粗后精,自由饮水。采集瘤胃液进行体外产气试验前供体羊预饲7d。

表1 试验饲粮组成及营养水平

Table1 Compositionandnutrientofexperimentaldiet(drymatterbasis)

原料Ingredients 含量Content(%) 营养水平Nutrientlevels2) 含量Content

玉米全贮 Wholecornsilage 65.50 消化能Digestibleenergy(DE,MJ·kg-1) 14.21

玉米Corn 25.74 粗蛋白Crudeprotein(CP,%) 15.13

豆粕Soybeanmeal 2.34 中性洗涤纤维Neutraldetergentfiber(NDF,%) 51.17

菜粕 Rapeseedmeal 2.34 酸性洗涤纤维Aciddetergentfiber(ADF,%) 38.03

棉粕Cottonseedmeal 2.34 钙Calcium(Ca,%) 0.41

石粉Limestone 0.58 磷Phosphorus(P,%) 0.27

食盐NaCl 0.58

1%预混料1)Premix 0.58

合计 Total 100

 1)每kg预混料含有Onekgofpremixcontainedthefollowing:VA220000IU,VD372000IU,VE2000IU,D-生物素D-biotin40mg,烟酰胺Nico-

tinicacidamide2000mg,Mn(asmanganesesulfate)710mg,Zn(aszincsulfate)2005mg,Fe(asferroussulfate)830mg,Cu(ascoppersulfate)

680mg,Co(ascobaltsulfate)12mg。2)消化能为计算值,其他为实测值。Digestiveenergywerecalculatedvaluesandothersweremeasuredvalues.

1.2 试验设计

牛至精油购自美国Ralco动物营养公司,牛至精油的主要活性成分为:香芹酚(carvacrol,含量为80%~

85%),百里香酚(thymol,含量为2.5%~3.0%),对伞花烃(p-cymene,含量为3.5%~9.0%),γ-萜品烯 (γ-ter-
pinene,含量为2.0%~5.5%)。试验采用单因素完全随机设计,分为5个处理组,每个处理组4个重复,发酵瓶

(250mL)中分别添加5个不同水平的牛至精油:不添加牛至精油组(CON),添加100(EO1)、400(EO2)、700
(EO3)和1000mg·L-1(EO4)牛至精油组。另设置一个空白对照(4个重复),即不添加发酵底物和牛至精油,用

于发酵瓶产气量的校正。

1.3 体外发酵及样品采集

于晨饲后2h通过瘤胃瘘管采集瘤胃内容物,用4层纱布过滤,将过滤后的瘤胃液装于提前充满CO2 的保

温瓶迅速带回实验室,整个操作于39℃水浴中进行。体外产气装置采用ANKOMRFS(美国ANKOMtechnol-
ogycorporation)全自动记录装置气体测量系统。发酵所用底物与供体动物所喂饲粮一致。将烘干后的饲粮通

过高速粉碎机(XFB-200)粉碎约1mm颗粒,再准确称取约1200mg饲粮样品投入250mL发酵瓶中,每个发酵

瓶中分别加入相应质量的牛至精油。接种时迅速将每个瓶中加入100mL预热的人工瘤胃缓冲液和50mL过滤

后的瘤胃液,人工瘤胃缓冲液按 Menke等[13]方法配制,并向瓶中持续通入CO230s后,立即加上瓶塞,并将每个

发酵瓶与产气装置的每个传感器相连接,于39℃下连续培养48h,自动记录产气压力。分别在不同发酵时间点

(1、3、6、9、12、18、24、36和48h)利用密封气体进样针采集5mL发酵瓶顶部气体,用于CH4 产量的测定。发酵

结束后,将所有发酵瓶在冰水中终止发酵,收集15mL发酵液测定发酵参数,将剩余发酵液离心收集发酵残渣测

定养分含量。

1.4 测定指标及测定方法

1.4.1 饲粮养分测定  参照《饲料分析及饲养质量检测技术》[14]测定饲粮和发酵残渣干物质(drymatter,

DM)、粗蛋白(crudeprotein,CP)、酸性洗涤纤维(aciddetergentfiber,ADF)和中性洗涤纤维(neutraldetergent

fiber,NDF)含量。干物质降解率(drymatterdegradability,DMD)、粗蛋白降解率(crudeproteindegradability,
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CPD)、酸性洗涤纤维降解率(aciddetergentfiberdegradability,ADFD)、中性洗涤纤维降解率(neutraldetergent

fiberdegradability,NDFD),根据Tilley等[15]的方法计算。

1.4.2 发酵参数及CH4 产量测定  用pH211型精密pH计(HAN-NA)测定发酵液pH值;使用苯酚-次氯

酸钠比色法测定NH3-N浓度[16];采用试剂盒(南京建成生物工程研究所)配合 WD-2102B型全自动酶标仪(北京

六一生物科技有限公司)测定微生物蛋白(microbialprotein,MCP)含量,测定方法按照试剂盒说明书进行;采用

气相色谱仪(日本岛津GC-2010Plus)测定挥发性脂肪酸(volatilefattyacid,VFA)和CH4 含量[17]。ANKOM
RFS气体测量系统自动记录产气瓶发酵产生的压力,气压可以转化成气体体积,根据理想气体方程,累计产气量

可以按以下公式进行计算:

Vx=VjPpsi×0.068004084
式中:Vx 为产气总体积(mL);Vj 为发酵瓶顶部空间体积(mL);Ppsi为气体测量系统自动记录的压力(kPa)。

1.5 数据统计与分析

利用Excel软件进行数据整理,采用SPSS19.0软件的 One-wayANOVA和GLM进行方差分析。以P<
0.05作为差异显著的判断标准。

2 结果与分析

2.1 体外情况下牛至精油对饲料养分降解率的影响

与CON组相比,EO1 组DMD显著升高1.81%(P<0.001),而EO3、EO4 组分别显著下降1.65%、2.14%
(P<0.001);EO1 组CPD、NDFD分别显著升高2.05%(P=0.032)、1.65%(P=0.009),而EO4 组分别显著降

低1.91%(P=0.032)、1.16%(P=0.009)。牛至精油对ADFD无显著影响(P=0.106)(表2)。

表2 牛至精油对体外养分体外降解率的影响

Table2 EffectsoforeganoEOonnutrientdegradabilityofdietinvitro

项目

Items

处理 Treatments

CON EO1 EO2 EO3 EO4

SEM P 值

P-value

干物质降解率 DMD(%) 56.81b 58.62a 57.18b 55.16c 54.67c 0.611 <0.001

粗蛋白质降解率CPD(%) 45.76b 47.81a 46.55b 45.82b 43.85c 0.743 0.032

中性洗涤纤维降解率 NDFD(%) 26.75b 28.40a 27.03b 26.24bc 25.59c 0.862 0.009

酸性洗涤纤维降解率 ADFD(%) 26.52a 26.96a 27.33a 27.19a 27.58a 0.941 0.106

 注:同行不同小写字母表示差异显著(P<0.05),相同字母表示差异不显著(P>0.05),SEM为平均标准误。下同。

 Note:Inthesamerow,valueswithdifferentsmalllettersmeansignificantdifference(P<0.05),whilewiththesamelettersmeannosignificant

difference(P>0.05).SEMindicates:Meanstandarderror.Thesamebelow.

2.2 牛至精油对体外瘤胃发酵参数的影响

EO1 组pH显著低于其他4组(P<0.05),TVFA、丙酸浓度显著高于其他4组(P<0.05),丙酸/总挥发性

脂肪酸显著高于CON、EO2 和EO4 组(P<0.05);EO1 组乙酸浓度显著高于EO2、EO3 和EO4(P<0.05),但乙

酸/总挥发性脂肪酸显著低于EO3、EO4 组(P<0.05);与CON相比,添加牛至精油组均显著降低了培养液丁

酸、丁酸/总挥发性脂肪酸和NH3-N浓度(P<0.05),但对 MCP浓度无显著影响(P=0.563)(表3)。

2.3 牛至精油对体外发酵总产气量和CH4 产量的影响

结果显示,时间对总产气量、CH4 产量以及CH4/总产气均有显著效应(P<0.001),牛至精油添加水平和时

间的互作用对CH4 产量有显著效应(P<0.05),但对总产气量和CH4/总产气无显著效应(P>0.05)(表4)。从

牛至精油不同添加水平来看,总产气量、CH4 产量、CH4/总产气整体呈现降低趋势;EO1 组在发酵1、3、9、12h
时总产气量、CH4 产量、CH4/总产气均无显著变化(P>0.05),发酵6、18~48h时总产气量显著降低(P<
0.05),CH4 产量无显著变化,CH4/总产气显著升高(P<0.05);EO2、EO3 组在发酵1h时,CH4 产量、总产气
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量、CH4/总产气均无显著变化(P>0.05),发酵3、6、24、48h时,总产气量、CH4 产量显著降低(P<0.05),CH4/

总产气无显著变化(P>0.05),发酵18、36h时总产气量、CH4 产量、CH4/总产气均显著降低(P<0.05),发酵12

h时,总产气量无显著变化(P>0.05),CH4 产量、CH4/总产气显著降低(P<0.05);EO4 组在发酵1h时总产气

量、CH4 产量、CH4/总产气均无显著变化(P>0.05),发酵6、12、18、36h时总产气量、CH4 产量、CH4/总产气均

显著降低(P<0.05),发酵3、9、24、48h时总产气量、CH4 产量显著降低(P<0.05),CH4/总产气无显著变化

(P>0.05)。

表3 牛至精油对体外瘤胃发酵参数的影响

Table3 EffectsoforeganoEOonparametersinvitrofermentation

项目

Items

处理 Treatments

CON EO1 EO2 EO3 EO4

SEM P 值

P-value

pH 5.48c 5.33d 5.59bc 5.65b 5.75a 0.032 0.010

总挥发性脂肪酸 TVFA(mmol·L-1) 132.17b 137.47a 121.48c 124.92c 111.11d 1.831 0.041

乙酸 Acetate(mmol·L-1) 80.57ab 82.57a 74.35c 78.58b 71.58d 1.021 0.011

乙酸/总挥发性脂肪酸Acetate/TVFA(%) 60.97c 60.06c 61.20c 62.91b 64.43a 0.007 <0.001

丙酸Propionate(mmol·L-1) 39.76b 43.44a 36.58c 38.55b 32.85d 0.702 0.027

丙酸/总挥发性脂肪酸Propionate/TVFA(%) 30.09bc 31.60a 30.10bc 30.86ab 29.56c 0.004 0.002

丁酸Butyrate(mmol·L-1) 1.66a 1.35b 1.15c 0.93d 0.81d 0.063 0.039

丁酸/总挥发性脂肪酸Butyrate/TVFA(%) 1.26a 0.98b 0.95b 0.74c 0.73c 0.001 <0.001

乙酸/丙酸 Acetate/propionate 2.03b 1.90c 2.03b 2.04b 2.18a 0.042 0.024

氨态氮 NH3-N(mg·dL-1) 14.97a 11.57b 10.60b 11.92b 11.42b 0.651 0.001

微生物蛋白 MCP(mg·mL-1) 0.30a 0.31a 0.29a 0.33a 0.33a 0.032 0.563

3 讨论

3.1 牛至精油对饲粮养分体外瘤胃降解率的影响

体外养分降解率不仅能够反映饲料在发酵体系中被微生物的降解程度,还能反映其被动物消化利用的难易

程度[18]。关于不同植物精油对体内和体外养分降解率的影响报道不尽相同。体外研究表明,添加5、50mg·

L-1植物精油活性成分(丁子香酚,柠檬烯和百里香酚)对干物质降解率无显著影响[19],另外,添加250、500和

1000mg·L-1丁香油、桉树油和大蒜油对体外养分消化率无显著影响[11]。而金恩望等[20]研究发现,添加量高于

1.0g·L-1的植物精油(茶树油、肉桂油、丁香油)能抑制饲料底物的降解,而当添加量低于1.0g·L-1时,对体

外干物质降解率无显著影响。本试验结果与其不同,原因可能是不同的植物精油对养分降解率影响的剂量不同。

然而也有研究表明牛至油对饲粮养分降解率无显著影响[21]。以上结果表明,由于不同植物精油及其有效化学成

分复杂多样,导致其功能特性各异,对体外养分消化率的影响也各不相同。本研究发现,添加100mg·L-1牛至

精油时,养分降解率最高,当牛至精油添加量大于100mg·L-1时,养分降解率逐渐下降,其原因可能是牛至精油

添加量为100mg·L-1时,可以选择性地促进瘤胃原虫、细菌和真菌的活性,改善瘤胃机能[22],从而提高饲粮

养分降解率,添加量高于100mg·L-1时,可能对瘤胃微生物活性及瘤胃发酵产生抑制作用,降低饲粮养分降解

率。

3.2 牛至精油对体外瘤胃发酵参数的影响

挥发性脂肪酸是饲粮中碳水化合物在瘤胃中降解的主要产物,是反刍动物主要的能量来源以及合成乳脂和

体脂的重要原料[23]。瘤胃pH是衡量反刍动物瘤胃内环境稳态的重要指标,主要受饲料性质、唾液分泌量和有

机酸积累的影响[24]。徐方华[25]利用瘤胃体外批次培养方法研究发现,牛至油可以提高培养液pH,且与牛至油

的添加水平成正比。另外,张然等[21]研究表明,体外培养液中添加牛至油可以显著提高培养液pH,而添加高水
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表4 牛至精油对体外发酵总产气量和CH4 产量的影响

Table4 EffectsoforeganoEOontotalgasproductionandCH4productioninvitrofermentation

时间

Time(h)

处理Treatments

CON EO1 EO2 EO3 EO4

SEM P 值P-value

Tre T Tre×T

总产气量Totalgas(mL·g-1DM )

1 16.36a 15.68a 14.39a 14.67a 15.56a 1.032 0.369 <0.001 0.625

3 33.64a 30.65ab 29.63b 28.54b 27.69b 2.243 0.049

6 59.39a 54.29b 53.69bc 52.83bc 49.63c 3.272 0.037

9 80.26a 76.34ab 76.38ab 75.64b 74.29b 2.333 0.012

12 95.16a 90.20ab 89.52ab 89.46ab 85.79b 3.822 0.002

18 119.33a 112.58b 108.52c 106.48c 102.69c 3.214 0.003

24 138.71a 130.43b 124.20b 124.40b 125.01b 3.612 0.004

36 142.36a 133.69b 130.37b 129.67b 127.92b 3.721 <0.001

48 150.06a 140.25b 136.33b 135.18b 134.92b 3.903 <0.001

甲烷产量CH4(mL·g-1DM)

1 9.52a 8.24a 7.13a 7.68a 8.64a 0.917 0.067 <0.001 0.017

3 18.73a 17.76ab 16.14bc 15.58c 14.94c 1.051 0.032

6 28.95a 27.11a 24.45b 23.81bc 20.84c 1.222 0.013

9 36.66a 34.26ab 34.65ab 32.48bc 30.73c 1.421 0.042

12 37.30a 35.41a 29.58b 29.10b 27.73b 1.331 0.006

18 50.67a 46.92ab 45.62bc 43.99cd 41.68d 1.211 0.003

24 42.98a 41.67a 38.81b 38.21b 36.59b 1.673 <0.001

36 46.68a 44.96a 39.12b 39.64b 37.69b 1.582 <0.001

48 45.24a 43.52a 40.96b 40.33b 38.95b 1.724 <0.001

甲烷/总产气CH4/totalgas(%)

1 58.35a 52.93a 49.55a 52.51a 55.38a 4.224 0.372 <0.001 0.106

3 55.85a 57.61a 54.54a 54.55a 54.73a 1.699 0.350

6 48.62b 50.24a 46.15b 45.09b 42.78c 1.459 0.001

9 45.24a 44.39a 45.33a 42.95a 42.13a 1.395 0.155

12 40.10a 39.09a 33.01b 32.47b 33.15b 1.478 <0.001

18 42.12a 41.17b 41.89b 41.38b 41.79b 1.715 0.019

24 30.31b 32.47a 31.38ab 30.61b 29.92b 1.922 0.024

36 32.06b 34.04a 29.97c 30.28c 29.67c 1.128 0.046

48 29.27bc 31.61a 30.10ab 29.59bc 28.94c 1.436 0.043

 注:Tre表示不同梯度牛至精油,T表示发酵时间。

 Note:Treindicatesdifferentconcentrationsoforeganoessentialoil,Tindicatesfermentationtimes.

平的牛至油(300、400mg·L-1)显著降低了培养液TVFA浓度和丙酸比例,同时培养液乙酸占TVFA比例和乙

酸/丙酸显著升高。本研究发现,低浓度的牛至精油(100mg·L-1)显著升高了TVFA、丙酸浓度,同时pH显著

降低,而高浓度(大于100mg·L-1)的牛至精油使pH显著升高,这可能是高浓度的牛至精油抑制了瘤胃发酵,

使得TVFA和乙酸、丙酸、丁酸浓度显著降低,本研究中养分降解率变化与此相一致。另外本研究中乙酸占TV-
FA的比例在高浓度(大于100mg·L-1)条件下显著升高,而丙酸、丁酸占TVFA的比例显著降低,这些结果表

明高浓度的牛至精油会使瘤胃更加趋向于乙酸发酵。林波[26]研究发现,在体外培养液中添加高浓度牛至油

(500、750mg·L-1),能够破坏瘤胃壁细胞膜的完整性,影响瘤胃的健康发育,从而抑制瘤胃发酵。Patra等[27]
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试验表明,体外培养液中添加牛至油会减少瘤胃原虫、细菌和主要纤维素分解菌(产琥珀酸丝状杆菌、黄色瘤胃球

菌和白色瘤胃球菌)的数量,且与牛至油的添加水平呈线性关系。结合本试验结果,可以推断高浓度(大于100

mg·L-1)牛至精油可能通过影响微生物活性,降低TVFA浓度,抑制瘤胃发酵。

NH3-N浓度是饲粮含氮物质在瘤胃内降解及微生物对氨利用的综合反映[28]。NH3-N浓度作为评价瘤胃

中氮存留率的重要指标,其降低意味着瘤胃中蛋白降解率的降低或者瘤胃微生物对NH3-N利用率的提高。大

量体外试验表明,植物精油能够抑制瘤胃NH3 的产生,提高氮的利用率。Wang等[7]研究表明,给绵羊连续饲喂

15d添加250mg·d-1牛至油预混剂的饲粮后,绵羊瘤胃液氨氮浓度显著降低。Noorian等[29]研究发现,植物精

油可以降低NH3-N浓度,并且可以减少原虫的数量。本试验结果表明,添加牛至精油NH3-N浓度显著降低,而

牛至精油对 MCP浓度无显著影响,可能是牛至精油能够抑制瘤胃产氨菌的生长,降低脱氨酶活性,使得氨基酸

脱氨基作用降低[30],同时生成的TVFA和NH3-N降低,也可能会抑制瘤胃液原虫数量,降低NH3-N浓度[31]。

另外,由于发酵处于密闭的发酵瓶内,发酵48h后发酵底物不断被消耗,微生物总数以及活性基本处于稳定状

态,因此 MCP浓度无显著差异。

3.3 牛至精油对体外瘤胃发酵总产气量和CH4 产量的影响

总产气量是反映饲料可发酵程度及瘤胃微生物活性的重要指标[31]。目前,植物精油对反刍动物总产气量的

相关报道较少。反刍动物瘤胃内合成CH4 的主要途径是氢气还原二氧化碳形成甲烷,其次是乙酸、甲酸和丁酸

等挥发性脂肪酸合成CH4[32]。张然等[21]研究表明,牛至油能调控瘤胃发酵和降低甲烷产量,但添加高水平

(300、400mg·L-1)的牛至油对绵羊瘤胃发酵具有抑制作用。Chaudhary等[33]研究表明,添加450mg·L-1的

百里香油和牛至油能显著降低体外发酵CH4 产量,而50、150mg·L-1的添加水平对CH4 产量没有显著影响。

Oskoueian等[34]认为,植物精油在降低CH4 产量的同时伴随着对瘤胃微生物发酵的抑制,这种改变与植物精油

的种类和剂量以及所采用的底物有关。Patra等[11]对5种植物精油(丁香油、桉树油、大蒜油、起酥油、和薄荷油)

在体外发酵试验中发现,1g·L-1大蒜油对CH4 产生抑制最显著,表明植物精油对CH4 产量降低的效果与植物

精油的种类和剂量有关。本研究发现,发酵时间对总产气、CH4 产量以及CH4 比例均具有显著效应,而发酵时

间和处理的互作效应主要表现在对CH4 产量的影响上,对总产气和CH4 占总产气比例互作效应不显著。在发

酵1~12h,添加100mg·L-1的牛至精油对总产气量、CH4 产量无显著影响,发酵18~48h,由于碳水化合物的

减少,可能会导致发酵产生的CO2 等其他气体相应降低,使得总产气量降低,而CH4 可能会通过累积的VFA以

及甲醇等途径合成[35],因此CH4 产量无显著变化,当添加量高于100mg·L-1时,从整体看,牛至精油对总产气

量、CH4 产量均有抑制作用,尤其对发酵18、36h时CH4 产量的抑制作用大于对总产气量的抑制作用,这可能与

瘤胃发酵气体的产生机制有关,高剂量的牛至精油一方面抑制了产CH4 菌的生长[36]并改变了古细菌群落结构,

从而减少了CH4 产量[37],另一方面,可能抑制微生物对碳水化合物的利用,抑制瘤胃发酵,本研究TVFA降低的

结果与此一致,总产气量下降的同时CH4 产量也相应降低,最终使得CH4 产量在总产气量中的比例显著下降。

4 结论

1)添加100mg·L-1牛至精油可提高DMD、CPD、NDFD,添加量大于100mg·L-1时养分降解率逐渐

降低。

2)牛至精油可降低培养液丁酸和NH3-N浓度,添加100mg·L-1牛至精油可提高培养液TVFA、乙酸和丙

酸浓度,而添加量大于100mg·L-1牛至精油降低培养液TVFA、乙酸和丙酸浓度,对瘤胃发酵产生抑制作用。

3)添加100mg·L-1牛至精油可降低发酵18h后总产气量,但对CH4 产量无显著影响,添加量高于100

mg·L-1时,可以降低总产气量和CH4 产量。

综合认为,在绵羊瘤胃体外发酵条件下,牛至精油添加量不应高于100mg·L-1。
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