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摘　要：本试验旨在为后期反刍动物微生态制剂研制筛选出高活性酵母菌株。试验测定了６
株酵母菌［产朊假丝酵母（Ｃａｄｉｄａａｔｉｌｉｓ）ＢＹ、热带假丝酵母（Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）ＢＲ、热带假丝酵
母Ｂ２、酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＹＲ、酿酒酵母 ＹＣ和酿酒酵母 ＢＣ］产营养活性物质
（β－葡聚糖、甘露聚糖、有机酸、氨基酸和多肽）的能力，并使用 ＤＰＳ１４．１０软件运用 Ｔｏｐｓｉｓ法
对试验数据进行了多指标综合分析。结果表明：热带假丝酵母 ＢＲ产 β－葡聚糖、甘露聚糖能力
最强，其细胞壁中 β－葡聚糖、甘露聚糖含量分别为８０．２、６０．５ｍｇ／ｇ；产朊假丝酵母 ＢＹ产有机
酸能力最强，其培养液中总有机酸含量为３４４．４６μｇ／ｍＬ；酿酒酵母ＢＣ产多肽能力最强，其培养
液中多肽含量为１４．０８ｍｇ／ｄＬ。多指标综合分析结果表明最优菌株为热带假丝酵母 ＢＲ，其产
β－葡聚糖、甘露聚糖、丁二酸、谷氨酸和半胱氨酸的能力均最强，其细胞壁中 β－葡聚糖、甘露
聚糖含量分别为８０．２、６０．５ｍｇ／ｇ，培养液中总有机酸、总氨基酸含量分别达到３１２．１１μｇ／ｍＬ、
４．７０５ｍｇ／ｇ。通过６株酵母菌产营养活性物质能力综合比较分析得出最优菌株为热带假丝酵
母 ＢＲ。
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　　我国微生态制剂的研究工作多集中在单胃动
物上，而有关专门针对反刍动物研制的微生态制

剂的研究报道较少。近年来，研究者们开始了利

用微生态制剂来调控瘤胃功能，从而提高反刍动

物生产性能的研究［１］，其中针对酵母菌及其培养

物的研究尤其突出。大量研究表明，添加酵母菌

及其培养物可以提高瘤胃中性洗涤纤维（ｎｅｕｔｒａｌ
ｄｅｔｅｒｇｅｎｔｆｉｂｅｒ，ＮＤＦ）、酸性洗涤纤维（ａｃｉｄｄｅｔｅｒ
ｇｅｎｔｆｉｂｅｒ，ＡＤＦ）消化率及瘤胃乙酸、丙酸、丁酸、
总挥发性脂肪酸（ｔｏｔａｌｖｏｌａｔｉｌｅｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＴＶＦＡ）浓
度及乙酸与丙酸比［２－３］，还可增加奶牛产奶量，提

高乳脂率［４］，减轻环境应激对家畜造成的危

害［５－６］。同时，酵母菌及其培养物在稳定瘤胃液

ｐＨ及预防亚急性瘤胃酸中毒方面也起着积极的

作用［７－８］。

　　酵母菌培养物属于动物微生态制剂领域的范
畴，是一种由少量活菌细胞、大量细胞代谢产物

（ｃｅｌｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ）和发酵培养基（ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅ
ｄｉｕｍ）组成的混合物，其核心价值在于它含有的发
酵代谢物（ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ），主要包括营
养活性物质（ｎｕｔｒｉｃｉｎｅｓ）、增味剂（ｔａｓｔｅｅｎｈａｎｃｅｒ）、
芳香物质（ａｒｏｍａｔｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅ）及一些促进畜禽生
长的未知因子等。本课题组前期研究表明复合酵

母菌在特殊发酵工艺下产生的营养活性物质主要

有５种，分别为 β－葡聚糖（βｇｌｕｃａｎ）、甘露聚糖
（ｍａｎｎａｎ）、多肽（ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ）、有机酸（ｏｒｇａｎｉｃ
ａｃｉｄｓ）和氨基酸（ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ）［９］。这些营养活性
物质在改善动物消化道菌群结构、保持肠道微生
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态平衡及提高瘤胃功能等方面均起着重要作用。

在营养活性物质功效方面，研究者们越来越重视

营养活性物质之间的组合效应。基于“营养活性

物质组学理论”［１０］，本课题组在研究复合酵母菌

培养物过程中更强调５种营养活性物质间相互作
用的整体效果。酵母菌产品作用效果的差异很大

程度上源于所用菌株的差异［１１］，用作饲料添加剂

的酵母菌株数量很多，但是不同菌株对瘤胃微生

物的作用效果不同，进而对瘤胃发酵及动物机体

产生不同的效应［１２］，可见优良的酵母菌株是反刍

动物微生态制剂研究与应用的基础［１３］。本试验通

过对６株酵母菌代谢产生营养活性物质的能力进
行比较与分析，从而筛选出优良菌株，为后期反刍

动物微生态制剂的研制奠定基础。

１　材料与方法
１．１　供试菌株
　　产朊假丝酵母（Ｃａｄｉｄａａｔｉｌｉｓ）ＢＹ、热带假丝酵
母（Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）ＢＲ、热带假丝酵母 Ｂ２、酿酒
酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＹＲ、酿酒酵母 ＹＣ
和酿酒酵母 ＢＣ，均来源于内蒙古农业大学兽医学
院反刍动物微生态制剂课题组菌种库。

１．２　菌株培养
　　６株酵母菌分别接种到麦芽汁培养基中，
１８０ｒ／ｍｉｎ、３０℃培养 ４８ｈ；以不接菌的麦芽汁培
养基作为空白对照，每个样品３个平行。
１．３　酵母菌细胞壁中β－葡聚糖、甘露聚糖含量的
测定

　　酵母菌破壁：采用涡流微珠破壁法［１４］。

　　硫酸水解：用７２％的硫酸溶液处理［１５］。分别

称取 β－葡聚糖、甘露聚糖各 ５．００、６．２５、７．５０、
８．７５、１０．００、１２．５０、１５．００ｍｇ，硫酸水解后使多糖
终浓度为 ０．２０、０．２５、０．３０、０．３５、０．４０、０．５０、
０．６０ｍｇ／ｍＬ。
　　单糖含量测定：采用液相色谱 －示差折光检
测器测定７个样品及校正多糖中甘露糖和葡萄糖
含量［１６］。

　　结果计算：以校正多糖的浓度为横坐标，峰面
积为纵坐标绘制校正曲线，得出回归方程。样品

的峰面积代入回归方程中计算得到酵母菌细胞壁

中 β－葡聚糖及甘露聚糖含量。
１．４　酵母菌培养液中有机酸含量的测定
　　采用安捷伦 ＬＣ１１００液相色谱仪测定有机酸

含量［１７］。

１．５　酵母菌培养液中氨基酸含量的测定
　　采用日立 Ｌ－８９００型全自动氨基酸分析仪测
定氨基酸含量［１８］。

１．６　酵母菌培养液中多肽含量的测定
　　标准曲线制作：以牛血清白蛋白的含量为横
坐标，其在５９５ｎｍ处的吸光度值为纵坐标绘制标
准曲线［１９］。

　　多肽提取：量取酵母菌培养液 ５．００ｍＬ于
５０ｍＬ离心管中，加入１０ｍＬ７５％的乙醇和５ｍＬ、
ｐＨ４．８的柠檬酸，充分混匀，用４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液。
　　多肽含量测定：取３支试管，各吸取样品上清
液１ｍＬ，各加入考马斯亮蓝 Ｇ２５０溶液 ５．０ｍＬ，
充分振荡混匀，静置５ｍｉｎ后，测定５９５ｎｍ处的吸
光度值，代入标准曲线求出样品中多肽的含量。

１．７　统计与分析
　　试验数据用平均值 ±标准差表示，采用 ＳＡＳ
９．０统计软件中的 ＡＮＯＶＡ对数据进行方差分析，
Ｐ＜０．０５为差异显著，Ｐ＞０．０５为差异不显著；使
用 ＤＰＳ１４．１０软件运用 Ｔｏｐｓｉｓ法对数据进行多试
验、多指标综合分析［２０］。

２　结　果
２．１　β－葡聚糖及甘露聚糖含量测定结果
　　β－葡聚糖的校正方程为 ｙ＝６０３３９１ｘ－
３９９７．７（Ｒ２＝９９．１２），说明 β－葡聚糖含量在
０．２～０．６ｍｇ／ｍＬ范围内多糖浓度与单糖峰面积
具有良好的线性相关。甘露聚糖的校正方程为

ｙ＝８２７９２ｘ－１１３２６（Ｒ２＝９９．２５），说明 ０．２～
０．６ｍｇ／ｍＬ范围内的多糖浓度与单糖峰面积呈良
好线性相关。

　　由表１可知，产 β－葡聚糖能力最强的菌株为
热带假丝酵母 ＢＲ，其细胞壁中 β－葡聚糖含量高
达８０．２ｍｇ／ｇ，显著高于其他 ５株酵母菌（Ｐ＜
０．０５），产朊假丝酵母 ＢＹ和热带假丝酵母 Ｂ２次
之，其细胞壁中 β－葡聚糖含量分别为 ６２．８和
５９．１ｍｇ／ｇ，酿酒酵母 ＹＲ、酿酒酵母 ＹＣ、热带假丝
酵母 Ｂ２三者差异不显著（Ｐ＞０．０５）。同时，热带
假丝酵母 ＢＲ产甘露聚糖能力也最强，其细胞壁中
甘露聚糖含量达６０．５ｍｇ／ｇ，显著高于产朊假丝酵
母 ＢＹ、酿酒酵母 ＢＣ、酿酒酵母 ＹＣ（Ｐ＜０．０５），其
次是热带假丝酵母 Ｂ２和酿酒酵母 ＹＲ，其细胞壁

４３５
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中甘露聚糖含量分别为５１．９和４８．１ｍｇ／ｇ。综合
上述２个指标，热带假丝酵母 ＢＲ优于其他５株酵

母菌。

表１　不同酵母菌细胞壁中β－葡聚糖、甘露聚糖的含量
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆβｇｌｕｃａｎａｎｄｍａｎｎａｎｉｎｃｅｌｌｗａｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｙｅａｓｔｓ ｍｇ／ｇ

菌株 Ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓ β－葡聚糖 βｇｌｕｃａｎ 甘露聚糖 Ｍａｎｎａｎ

ＹＲ ５３．６±６．６ｂｃ ４８．１±５．３ａｂ

ＹＣ ４８．５±５．５ｂｃ ４０．３±５．７ｂ

ＢＹ ６２．８±３．８ｂ ４３．０±３．４ｂ

Ｂ２ ５９．１±１１．８ｂｃ ５１．９±１２．６ａｂ

ＢＣ ４７．４±１１．０ｃ ４１．６±１０．７ｂ

ＢＲ ８０．２±３．０ａ ６０．５±４．１ａ

　　ＹＲ：酿酒酵母ＹＲＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＹＲ；ＹＣ：酿酒酵母ＹＣＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＹＣ；ＢＹ：产朊假丝酵母 ＢＹ
ＣａｄｉｄａａｔｉｌｉｓＢＹ；Ｂ２：热带假丝酵母Ｂ２ＣａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓＢ２；ＢＣ：酿酒酵母 ＢＣＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＢＣ；ＢＲ：热带假丝
酵母ＢＲＣａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓＢＲ。下表同Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ。
　　同列数据肩标相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表２同。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｓａｍｅａｓＴａｂｌｅ２．

２．２　有机酸含量测定结果
　　由表２可知，６株不同酵母菌培养液中有机酸
含量均显著高于空白对照（Ｐ＜０．０５），但不同酵母
菌之间产有机酸的能力有较大差异。其中，产酒

石酸能力较强的菌株是热带假丝酵母 ＢＲ和产朊
假丝酵母 ＢＹ，其培养液中酒石酸含量分别为
８５．６１和８３．８４μｇ／ｍＬ，显著高于其他菌株（Ｐ＜
０．０５），其次是酿酒酵母 ＹＲ、酿酒酵母 ＹＣ及酿酒
酵母 ＢＣ，其培养液中酒石酸含量分别为 ６３．５３、
６０．４６和 ５６．７３μｇ／ｍＬ，显著高于热带假丝酵母
Ｂ２（Ｐ＜０．０５）；产朊假丝酵母 ＢＹ产苹果酸能力最
强，其培养液中苹果酸含量为９２．５３μｇ／ｍＬ，显著
高于其他菌株（Ｐ＜０．０５），酿酒酵母 ＹＣ和酿酒酵
母 ＹＲ稍次之，其培养液中苹果酸含量分别为
７６．５５和７１．６３μｇ／ｍＬ；产柠檬酸能力较强的菌株
是热带假丝酵母 Ｂ２和产朊假丝酵母 ＢＹ，其培养
液 中 柠 檬 酸 含 量 分 别 高 达 １１１．０５ 和
９４．４９μｇ／ｍＬ，显著高于其他菌株（Ｐ＜０．０５），其
次是酿酒酵母 ＹＲ、酿酒酵母 ＹＣ及酿酒酵母 ＢＣ，
其培养液中柠檬酸含量分别为 ７６．５２、６８．７１和
６１．８５μｇ／ｍＬ；热带假丝酵母 ＢＲ产丁二酸能力最
强，其培养液中丁二酸含量为 １１９．７０μｇ／ｍＬ，显
著高于其他菌株（Ｐ＜０．０５），其次是酿酒酵母ＢＣ、
酿酒酵母 ＹＣ、产朊假丝酵母 ＢＹ、酿酒酵母 ＹＲ，其
培养液中丁二酸含量分别为８８．９０、７６．６９、７３．６１
和７１．６１μｇ／ｍＬ，热带假丝酵母 Ｂ２培养液中丁二

酸含量相比最低。６株酵母菌中产朊假丝酵母 ＢＹ
产酒石酸和苹果酸能力均最强，并且其培养液中

总有机酸含量也显著高于其他菌株（Ｐ＜０．０５），达
到３４４．４６μｇ／ｍＬ，显著高于其他５株酵母菌（Ｐ＜
０．０５）；热带假丝酵母 ＢＲ产丁二酸能力最强，同
时其培养液中总有机酸含量达到３１２．１１μｇ／ｍＬ，
位列第２，显著高于其他４株酵母菌（Ｐ＜０．０５）。
２．３　氨基酸含量测定结果
　　由表３可知，６株酵母菌培养液中总氨基酸的
含量无显著差异（Ｐ＜０．０５）；热带假丝酵母ＢＲ、产
朊假丝酵母 ＢＹ、热带假丝酵母 Ｂ２产谷氨酸能力
较高，其培养液中谷氨酸含量分别为０．９１５、０．９１０
和０．９１０ｍｇ／ｇ，显著高于酿酒酵母 ＹＲ、酿酒酵母
ＹＣ和酿酒酵母 ＢＣ（Ｐ＜０．０５）；酿酒酵母 ＹＲ、酿
酒酵母 ＹＣ、产朊假丝酵母 ＢＹ和酿酒酵母 ＢＣ产
甘氨酸能力较高，其培养液中谷氨酸含量显著高

于其余２株酵母菌（Ｐ＜０．０５）；产朊假丝酵母 ＢＹ
产丙氨酸能力最高，其培养液中丙氨酸含量高达

０．３２５ｍｇ／ｇ，显著高于其他菌株（Ｐ＜０．０５）；热带
假丝酵母ＢＲ和热带假丝酵母Ｂ２产半胱氨酸能力
较高，其培养液中半胱氨酸含量分别为 ０．１１５、
０．１２０ｍｇ／ｇ，显著高于其他菌株（Ｐ＜０．０５）；酿酒
酵母 ＹＲ、产朊假丝酵母 ＢＹ、酿酒酵母 ＢＣ产缬氨
酸 能 力 较 高，其 培 养 液 中 缬 氨 酸 含 量 均 为

０．３０５ｍｇ／ｇ，显著高于热带假丝酵母ＢＲ和热带假
丝酵母 Ｂ２（Ｐ＜０．０５）；酿酒酵母 ＹＲ产蛋氨酸能
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力最高，其培养液中蛋氨酸含量显著高于其他菌

株（Ｐ＜０．０５）；产朊假丝酵母 ＢＹ产酪氨酸、苯丙
氨酸、脯氨酸能力最高，其培养液中酪氨酸、苯丙

氨酸、脯 氨 酸 含 量 分 别 为 ０．０８５、０．２３５、

０．３６５ｍｇ／ｇ，酪氨酸、苯丙氨酸含量显著高于其他
菌株（Ｐ＜０．０５），脯氨酸含量显著高于热带假丝酵
母 Ｂ２和热带假丝酵母 ＢＲ（Ｐ＜０．０５）。

表２　不同酵母菌培养液中有机酸含量
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｙｅａｓｔｓ μｇ／ｍＬ

菌株

Ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓ
酒石酸

Ｔａｒｔａｒｉｃａｃｉｄ
苹果酸

Ｍａｌｉｃａｃｉｄ
柠檬酸

Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ
丁二酸

Ｓｕｃｃｉｎｉｃａｃｉｄ
总有机酸

Ｔｏｔａｌｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓ

ＹＲ ６３．５３±１１．２１ｂ ７１．６３±１３．０５ｂｃ ７６．５２±２．０９ｂ ７１．６１±１１．９９ｂ ２８３．２８±１２．２４ｃ

ＹＣ ６０．４６±３．６６ｂ ７６．５５±５．７６ａｂ ６８．７１±１．４３ｂｃ ７６．６９±４．４６ｂ ２８２．４０±１５．３１ｃ

ＢＹ ８３．８４±７．７５ａ ９２．５３±９．５３ａ ９４．４９±５．３０ａ ７３．６１±１１．０１ｂ ３４４．４６±３．９３ａ

Ｂ２ ４７．０５±１．６８ｃ ４８．７５±１．６９ｄ １１１．０５±０．３５ａ ３５．６６±９．３８ｃ ２４２．５０±９．７２ｄ

ＢＣ ５６．７３±０．２８ｂｃ ５７．５５±７．４３ｃｄ ６１．８５±１７．７６ｂｃｄ ８８．９０±１１．８９ｂ ２６５．０１±１３．５８ｃｄ

ＢＲ ８５．６１±０．０５ａ ５０．５２±０．４５ｄ ５６．２９±２．９１ｃｄ １１９．７０±１７．１１ａ ３１２．１１±１４．７０ｂ

空白对照 Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ４．３４±２．３５ｄ １４．０２±０．１１ｅ ４７．６０±３．１１ｄ ２．３６±０．３２ｄ ６８．３２±５．６７ｅ

表３　不同酵母菌培养液中氨基酸含量
Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｙｅａｓｔｓ ｍｇ／ｇ

氨基酸

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

菌株 Ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓ

ＹＲ ＹＣ ＢＹ Ｂ２ ＢＣ ＢＲ

天冬氨酸 Ａｓｐ ０．４６５±０．０２１ ０．４７５±０．００７ ０．４５５±０．００７ ０．４７５±０．００７ ０．４７５±０．０２１ ０．４７０±０．０１４
苏氨酸 Ｔｈｒ ０．２３０±０．０１４ ０．２３０±０．０００ ０．２１０±０．０００ ０．２２０±０．０００ ０．２３０±０．０１４ ０．２２５±０．００７
丝氨酸 Ｓｅｒ ０．２４０±０．０１４ ０．２４０±０．０００ ０．２３０±０．０００ ０．２３５±０．００７ ０．２４０±０．０１４ ０．２３５±０．００７
谷氨酸 Ｇｌｕ ０．７６０±０．０２８ｂ ０．７６０±０．０１４ｂ ０．９１０±０．０１４ａ ０．９１０±０．０００ａ ０．７６５±０．０３５ｂ ０．９１５±０．０２１ａ

甘氨酸 Ｇｌｙ ０．３２５±０．００７ａ ０．３３０±０．０００ａ ０．３２５±０．００７ａ ０．３１０±０．０００ｂ ０．３２５±０．００７ａ ０．３０５±０．００７ｂ

丙氨酸 Ａｌａ ０．２８５±０．００７ｂ ０．２８０±０．０００ｂｃ ０．３２５±０．００７ａ ０．２７０±０．０００ｃ ０．２８０±０．０００ｂｃ ０．２７５±０．０００ｂｃ

半胱氨酸 Ｃｙｓ ０．１００±０．０００ｂ ０．１００±０．０００ｂ ０．０９０±０．０００ｃ ０．１２０±０．０００ａ ０．１００±０．０００ｂ ０．１１５±０．００７ａ

缬氨酸 Ｖａｌ ０．３０５±０．００７ａ ０．２９５±０．００７ａｂ ０．３０５±０．００７ａ ０．２８０±０．０００ｂ ０．３０５±０．００７ａ ０．２８０±０．０１４ｂ

蛋氨酸 Ｍｅｔ ０．０７０±０．０００ａ ０．０６０±０．０００ａｂ ０．０６０±０．０００ａｂ ０．０５５±０．００７ｂ ０．０６５±０．００７ａｂ ０．０５５±０．００７ｂ

异亮氨酸 Ｉｌｅ ０．１８５±０．００７ ０．１８５±０．００７ ０．１８５±０．００７ ０．１８０±０．０００ ０．１８５±０．００７ ０．１８５±０．００７
亮氨酸 Ｌｅｕ ０．２８０±０．０１４ ０．２８０±０．０００ ０．２７５±０．００７ ０．２８０±０．０００ ０．２８０±０．０１４ ０．２７５±０．００７
酪氨酸 Ｔｙｒ ０．５００±０．０００ｂ ０．０５０±０．０００ｂ ０．０８５±０．００７ａ ０．０５０±０．０００ｂ ０．０４５±０．００７ｂ ０．０５５±０．００７ｂ

苯丙氨酸 Ｐｈｅ ０．２０５±０．００７ｂ ０．１９５±０．００７ｂ ０．２３５±０．００７ａ ０．２０５±０．００７ｂ ０．２０５±０．０２１ｂ ０．１９５±０．００７ｂ

赖氨酸 Ｌｙｓ ０．３８０±０．０１４ａ ０．３８０±０．０００ａ ０．３４０±０．０００ｂ ０．３８０±０．０００ａ ０．３８０±０．０１４ａ ０．３７５±０．００７ａ

组氨酸 Ｈｉｓ ０．１２０±０．０００ ０．１２０±０．０００ ０．１１５±０．００７ ０．１２０±０．０００ ０．１２５±０．００７ ０．１２５±０．００７
精氨酸 Ａｒｇ ０．２１５±０．００７ａ ０．２１０±０．０００ａ ０．１９５±０．００７ｂ ０．２２０±０．０００ａ ０．２１５±０．００７ａ ０．２１５±０．００７ａ

脯氨酸 Ｐｒｏ ０．３６０±０．０２８ａｂ ０．３４０±０．０００ａｂｃ０．３６５±０．００７ａ ０．３２０±０．０００ｃ ０．３５５±０．０２１ａｂｃ０．３２５±０．００７ｂｃ

总氨基酸

Ｔｏｔａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｓ
４．８９０±０．３２５ ４．３００±０．０４２ ４．７０５±０．０９２ ４．６３０±０．０２８ ４．５７５±０．１６３ ４．６２５±０．１３４

　　同行数据肩标相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表４同。
　　Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔ
ｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｓａｍｅａｓＴａｂｌｅ４．

２．４　多肽含量测定结果
　　由表４可知，６株酵母菌培养液中多肽含量均
显著高于空白对照（Ｐ＜０．０５）。其中，酿酒酵母

ＢＣ产多肽能力最高，其培养液中多肽含量达到
１４．０８ｍｇ／ｄＬ，显著高于其他菌株（Ｐ＜０．０５）。酿
酒酵母 ＹＲ、酿酒酵母 ＹＣ、热带假丝酵母 Ｂ２产多
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肽能力次之，其培养液中多肽含量分别为１２．３３、
１２．４１、１２．７９ｍｇ／ｄＬ，三者之间差异不显著（Ｐ＞

０．０５），但显著高于热带假丝酵母 ＢＲ和产朊假丝
酵母 ＢＹ（Ｐ＜０．０５）。

表４　不同酵母菌培养液中多肽含量
Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｙｅａｓｔｓ ｍｇ／ｄＬ

指标

Ｉｎｄｅｘ

菌株 Ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓ

ＹＲ ＹＣ ＢＹ Ｂ２ ＢＣ ＢＲ
空白对照

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ

多肽

Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ １２．３３±０．３５ｂ １２．４１±０．２３ｂ １０．０５±０．３５ｄ １２．７９±０．３５ｂ １４．０８±０．４７ａ １１．４２±０．３５ｃ９．００±０．２３ｅ

２．５　酵母菌产活性物质能力的综合评定
　　依据以上试验结果使用 ＤＰＳ１４．１０软件运用
Ｔｏｐｓｉｓ法对数据进行多试验、多指标综合分析，得
出结论见表５。可知，最优的菌株为热带假丝酵母
ＢＲ，其细胞壁中 β－葡聚糖和甘露聚糖含量分别
为８０．２和６０．５ｍｇ／ｇ，优于其他菌株，其培养液中

多肽含量为１１４．２μｇ／Ｌ，氨基酸和有机酸含量分
别为４．６２５ｍｇ／ｇ和 ３１２．１１μｇ／ｍＬ；其次为产朊
假丝酵母 ＢＹ，其产有机酸能力较强，培养液中酒
石酸、苹果酸、总有机酸含量分别为８３．８４、９２．５３、
３４４．４６μｇ／ｍＬ，优于其他５株酵母菌。

表５　６株酵母菌Ｔｏｐｓｉｓ法排序指标值
Ｔａｂｌｅ５　Ｔｈｅｒａｎｋｉｎｇｉｎｄｅｘｖａｌｕｅｓｏｆ６ｙｅａｓｔｓｂｙＴｏｐｓｉｓｍｅｔｈｏｄ

菌株 Ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓ Ｄ＋ Ｄ－ Ｃ 名次 Ｒａｎｋｉｎｇ

ＹＲ ０．４１２０ ０．２９０８ ０．４１３８ ３
ＹＣ ０．４５３１ ０．２９４５ ０．３９３９ ４
ＢＹ ０．３３９１ ０．４５１４ ０．５７１０ ２
Ｂ２ ０．５７３２ ０．３１９０ ０．３５７６ ６
ＢＣ ０．４８７２ ０．３１０１ ０．３８８９ ５
ＢＲ ０．３８６２ ０．５５９５ ０．５９１７ １

３　讨　论
３．１　不同酵母菌其生物活性差异
　　近年来，酵母菌类产品在反刍动物上的应用
已有较多报道，大量试验表明添加酵母菌对反刍

动物的瘤胃发酵、饲料消化率及生产性能等方面

都有积极的影响［１２］。但由于所用的发酵菌种类不

同、发酵工艺各异，致使产品的作用效果参差不

齐。这种作用效果的差异与酵母菌菌种的结构及

生物活性密切相关［２１］。本课题组致力于反刍动物

微生态制剂的研究，从３０余株酵母菌中初筛出６
株菌株，本试验对这６株酵母菌产生５种营养活性
物质的能力进行分析，得到了２株高活性菌株，分
别为热带假丝酵母 ＢＲ和产朊假丝酵母 ＢＹ，这 ２
株酵母菌在产 β－葡聚糖、甘露聚糖及有机酸能力
等方面具有明显优势。酵母菌细胞壁中的 β－葡

聚糖［由 Ｄ－葡聚糖通过 β－（１→３）键的方式相
结合］不同于植物细胞壁中的 β－（１→４）葡聚糖，
它在消化道中不可溶、不被吸收，同时不产生黏

性，更重要的是它是一种免疫促进剂，能够增强机

体的非特异性免疫能力，改善动物消化道的菌群

结构；甘露聚糖是一种免疫功能很强的细胞壁多

糖，它不仅能增强动物的免疫能力，还能吸附外源

性毒素（ｈｅｔｅｒｏｔｏｘｉｎ）和病原菌（ｐａｔｈｏｇｅｎｓ），在保持
肠道微生态平衡方面起重要作用；酵母菌培养物

中的多肽能够直接被动物吸收，参与机体生理活

动和代谢调节，从而促进动物生长、提高生产性

能、改善产品品质和动物健康状态；复合酵母菌培

养物产生的有机酸主要有苹果酸、柠檬酸、琥珀酸

和酒石酸，不同的有机酸均表现出较好的瘤胃调

控功能。另外，反刍动物对特定氨基酸的需求比

对特定蛋白质的需求更重要，增加动物某种限制
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性氨基酸会使其氨基酸的利用率提高。

　　优良菌株是决定微生态制剂品质的关键因素
之一，本试验筛选出的优良菌株为研制反刍动物

微生态制剂奠定了良好的基础，从而从根本上避

免了生产中常见的盲目使用菌株的不科学现象。

３．２　营养活性物质对瘤胃发酵的影响
　　近几年，饲料中营养活性物质的功效越来越
受到研究者的重视。营养活性物质是饲料中天然

存在的有特殊营养作用的微量组分，具有刺激机

体对营养物质的消化、吸收，与基因组互作，增强

免疫系统功能，调节消化道菌群平衡，保持饲料品

质等作用［２２］，在改善动物健康和调节新陈代谢方

面也发挥着很大功效［２３］。营养活性物质是将健康

和营养联系起来的饲料组分，并在全方位营养中

起着越来越重要的作用。目前研究的营养活性物

质主要包括抗氧化剂、乳化剂、酶、不可消化的低

聚糖和有机酸等。酵母菌自身含有多量的营养物

质并可以通过发酵过程而产生多种营养活性物

质，如 β－葡聚糖、甘露聚糖、有机酸等。当给奶牛
饲喂酵母菌培养物后，一方面，β－葡聚糖、有机酸
等营养活性物质能为瘤胃内某些细菌的生长提供

特殊的发酵底物，通过刺激瘤胃细菌的生长来提

高饲料转化率；另一方面，酵母菌培养物中的 β－
葡聚糖和甘露聚糖是 ２种免疫活性多糖，二者均
有激活机体免疫系统和增强机体免疫能力的功

效［２４－２５］，达到了增强奶牛免疫功能、减少乳汁体

细胞数的效果，从而使奶牛的乳房更加健康，产奶

量也随之相应增加。本试验通过多指标综合分析

得到最优菌株为热带假丝酵母 ＢＲ，其细胞壁中
β－葡 聚 糖、甘 露 聚 糖 含 量 分 别 为 ８０．２和
６０．５ｍｇ／ｇ，分别是酿酒酵母ＢＣ的１．５倍以上；产
丁二酸和酒石酸的能力最强，其培养液中丁二酸

和酒石酸含量分别为１１９．７０和８５．６１μｇ／ｍＬ，分
别约是热带假丝酵母 Ｂ２的３和２倍，且其培养液
中总有机酸含量达到 ３１２．１１μｇ／ｍＬ。这些营养
活性物质在调控瘤胃发酵功能和提高动物免疫机

能方面将发挥积极的功效。

３．３　酵母菌细胞破壁方法
　　酵母菌细胞壁厚且坚韧，所以破壁效果成为
制约酵母菌胞内营养活性物质测定准确与否的主

要瓶颈。本研究选用涡流微珠破壁法，利用微珠

和物料之间的研磨、粉碎、剪切、挤压等机械力来

打碎细胞壁［２６］。该方法破壁率高，能有效测定胞

内及细胞壁上的营养活性物质含量，为本试验的

酵母菌细胞壁中多糖含量的测定奠定了基础。又

因为多糖结构复杂，难以直接准确测定，所以本试

验将多糖酸解为葡萄糖和甘露糖后采用液相色

谱 －示差折光检测器测定，使结果更加精准可靠。
基于葡萄糖和甘露糖的分子式均为 Ｃ６Ｈ１２Ｏ６，相对
分子质量为 １８０．１６，多糖酸解后残基分子式为
Ｃ６Ｈ１０Ｏ５，相对分子质量是１６２．１６，也就是说残基
相对分子质量与单糖的相对分子质量之比为０．９。
所以，大部分研究都是简单地以测试样品的单糖

含量乘以 ０．９来作为多糖含量。但是，该计算结
果受多糖水解程度的影响，水解不彻底会使测定

结果偏小。本文运用外标法，将高纯度的 ２种多
糖试剂进行硫酸水解后，测定单糖含量，并做成梯

度绘制校正曲线。只要样品浓度在曲线范围内就

表示多糖水解程度与校正曲线走向一致，将其峰

面积代入校正曲线，得出样品 β－葡聚糖和甘露聚
糖含量，使测定结果更精准可靠。

４　结　论
　　① 热带假丝酵母ＢＲ产β－葡聚糖、甘露聚糖
能力最强，其细胞壁中 β－葡聚糖、甘露聚糖含量
分别为８０．２、６０．５ｍｇ／ｇ；产朊假丝酵母 ＢＹ产有
机酸能力最强，其培养液中总有机酸含量为

３４４．４６μｇ／ｍＬ；酿酒酵母 ＢＣ产多肽能力最强，其
培养液中多肽含量为１４．０８ｍｇ／ｄＬ。
　　② 多指标综合分析得出最优菌株为热带假丝
酵母 ＢＲ，其产 β－葡聚糖、甘露聚糖能力最强，细
胞壁中 β－葡聚糖、甘露聚糖含量分别为 ８０．２、
６０．５ｍｇ／ｇ；产丁二酸的能力最强，培养液中丁二
酸含量为 １１９．７０μｇ／ｍＬ，且总有机酸含量达到
３１２．１１μｇ／ｍＬ；产生谷氨酸和半胱氨酸能力最强，
培养液中谷氨酸和半胱氨酸含量分别为０．９１５和
０．１１５ｍｇ／ｇ，且总氨基酸含量达到４．７０５ｍｇ／ｇ。
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