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摘要 　利用瘤胃模拟体外产气法研究在高精料底物条件下添加富含十八碳不饱和脂肪酸的植物油和亚麻

酸对瘤胃发酵和甲烷生成的影响。在植物油的筛选试验中 ,菜籽油、豆油和亚麻油分别添加底物干物质的

10 % ,观察其对甲烷生成和发酵产物的影响。结果表明 ,豆油和亚麻油显著降低了产气量和甲烷产量 ,但甲烷产

量的下降幅度更大 ,菜籽油无效果。同时 ,豆油和亚麻油显著升高了总挥发性脂肪酸含量和丙酸比例。选取筛

选出的效果最显著的植物油 ———亚麻油 ,和亚麻酸一起比较研究其对瘤胃发酵的剂量效应 ,亚麻油和亚麻酸分

别添加底物干物质的 0 %、3 %、5 %、7 %和 9 %。亚麻油和亚麻酸分别在添加量为 5 %和 3 %时显著降低了甲烷

产量 ,且抑制效果随添加剂量的提高而增强。亚麻油和亚麻酸显著改变瘤胃发酵模式向丙酸型发酵转变。这些

结果表明 ,一些富含十八碳不饱和脂肪酸的植物油和亚麻酸可以在高精料日粮条件下改善瘤胃发酵 ,降低甲烷

生成 ,且植物油抑制甲烷生成的效果与添加剂量和所含脂肪酸的不饱和度有关。
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　　在反刍动物瘤胃代谢过程中 ,依饲喂水平、日粮

组成及消化率不同 ,大约有 2 %～15 %的饲料能以

甲烷的形式被损失掉[1 ] 。甲烷是一种重要的温室气

体 ,其对全球气候变暖的影响作用占到所有影响气

候变暖因素作用的 15 %～20 % ,增温潜势是二氧化

碳的 62 倍[ 2 ] 。因此调控反刍动物甲烷排放对环境

和动物生产具有双重意义。

离子载体添加到肉用反刍动物饲粮中可以改变

瘤胃发酵类型 ,减少乙酸含量 ,提高丙酸含量 ,减少

瘤胃发酵过程中甲烷和氨的生成 ,相应的也可以提

高饲料效率、减少温室气体甲烷的排放和降低氮过

量排出造成的水污染[3 ] 。然而 ,出于食品安全方面

的考虑 ,抗生素在动物营养中的应用日益受到限制 ,

即使是离子载体也不应在饲料中添加 ,因此 ,有必要

开发更为安全的添加剂。多不饱和脂肪酸有显著的

抗微生物效应 ,尤其是亚麻酸 ,能显著改变瘤胃微生

物区系调控瘤胃发酵[4 ] 。富含多不饱和脂肪酸的植

物油如亚麻籽油、葵花籽油和菜籽油等能显著降低

乙酸含量和乙酸丙酸比例 ,升高丙酸含量 ,且显著降

低甲烷生成[ 5 ] ,富含多不饱和脂肪酸的植物油调控

瘤胃发酵和甲烷生成的效果跟添加离子载体的效果

相似 ,但也有报道认为添加植物油对甲烷生成没有

效果[6 ] 。

为了确定哪种富含多不饱和脂肪酸的植物油对

瘤胃发酵和甲烷生成有积极的效果 ,本研究利用体

外产气技术调查了 3 种常见的植物油 :亚麻籽油、豆

油和菜籽油 ,并选出效果较好的植物油与另一种效

果最好的十八碳不饱和脂肪酸 ———亚麻酸[7 ]一起研

究其剂量效应 ,探讨影响植物油和亚麻酸抑制甲烷

效果的因素。

　材料与方法

　试验材料

试验用菜籽油和豆油购自家乐福超市 ,亚麻油

购自内蒙古锡林郭勒盟红井源油脂有限责任公司 ,

亚麻酸购自美国 Sigma 公司 ,纯度为 99. 0 % (货号

L2376) 。

体外培养底物为纯玉米粉 ,过 1 mm 筛网。

　试验设计

植物油的筛选试验为单因素试验设计 ,3 种植
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物油 :菜籽油、豆油和亚麻籽油分别添加底物干物质

的 10 % ,研究其对甲烷生成和发酵参数的影响 ,筛

选出效果较好的植物油 ,与亚麻酸一起研究其剂量

效应 ,亚麻酸和亚麻油分别添加底物干物质的 0 %、

3 %、5 %、7 %和 9 %。2 个试验中每个处理均设 3 个

重复 ,同时设 1 个空白对照组 (不添加底物及植物

油 ,用于产气瓶中产气量的校正) 。将各组相应的

750 mg 底物 (玉米粉) 和油脂预先准确称入产气瓶

中 ,再根据压力读取式体外产气系统的操作步骤进

行体外发酵培养 ,培养时间为 24 h。

　试验方法

本试验采用 Mauricio 等[8 ] 的压力读取式体外

产气系统 (reading p ressure system ,RP T) 进行活体

外瘤胃发酵培养。试验动物为 3 只装有永久性瘤胃

瘘管的青年湖羊 ,体重 (30 ±5) kg。饲喂日粮精粗

比为 40 ∶60 ,即精料补充料 400 g/ d 和羊草 600

g/ d。每天喂料 2 次 (08 :00 和 16 :30) ,自由饮水。在

早饲前抽取 3 只瘘管湖羊的瘤胃液 ,混合后经 4 层

纱布过滤至预热处理过的收集瓶 ,39 ℃下连续通入

二氧化碳。

准确称取玉米粉 750 mg 和植物油或亚麻酸至

已知体积的产气瓶 ,加入 90 mL 厌氧人工瘤胃缓冲

液 ,将产气瓶用二氧化碳气体饱和后密闭 ,并放置在

培养箱中保存过夜。第 2 天于晨饲前抽取 10 mL

瘤胃液加入到已升温至 39 ℃的产气瓶中 ,混匀。培

养开始前先用 1 根注射针将产气瓶中的多余气体放

尽 ,最后将产气瓶放置于 39 ℃的恒温培养箱中培

养。同时设 3 个不加底物的空白对照 ,以扣除瘤胃

液自身产气量。

　测定项目及方法

植物油脂肪酸含量的测定采用气相色谱法[9 ] 。

植物油的甲酯化采用室温快速甲酯化法 ,称取植物

油 0. 2 g ,内标 C19 ∶0 (2 mg/ mL ) 1 mL ,置于 25

mL 具塞试管中 ,加入 5 mL 正己烷 ,轻轻摇动使油

脂溶解。加入 5 mL 0. 5 mol/ L 的 KO H2CH3 O H

溶液 ,混匀 ,在室温静置 8～10 min 后 ,加蒸馏水使

全部正己烷溶液升至上部 ,放置待澄清。吸取上层

清液约 5 mL 置于干燥试管中并加入少量无水硫酸

钠以除去微量的水 ,放入 - 20 ℃冰箱冷冻保存备

用 ,用岛津 2010 型气相色谱仪测定脂肪酸含量。

测定培养液 4、8、12 和 24 h 的产气量和发酵气

体中的甲烷含量及体外发酵 24 h 的瘤胃培养液 p H

和挥发性脂肪酸 (V FAs)浓度。

参照孙云章等[10 ]的方法 ,用压力传感器及配套

软件分别在培养 4、8、12 和 24 h 测定产气压力 ,根

据各时间点得到的样品产气压力转换成产气体积 ,

通过空白对照 ,校正产气量 ,计算出累积产气量。根

据下列公式将产气压力转换成产气体积 (mL) :

GP t =
( Pt - Pt 空白 ) ×(V 0 - 100)

101 . 3 ×W

　　其中 , G Pt 为样品在 t 时刻的产气体积 ( mL ) ;

Pt为样品在 t 时刻的产气压力 ( kPa) ; Pt 空白为空白

对照在 t 时刻的产气压力 ;V 0为产气瓶体积 ( mL) ;

W 为样品干物质质量 (g) 。

甲烷浓度的测定采用胡伟莲等[ 11 ] 的方法。在

4、8、12 和 24 h 读取压力的同时 ,用进样针从发酵

瓶抽取 50μL 气体 ,直接进样至气相色谱仪 ,用氢火

焰离子化检测器进行测定。取样后将发酵瓶放回培

养箱继续培养。

24 h 发酵终止后 ,立即用赛多利斯数显酸度计

PB220 测定发酵液 p H。

挥发性脂肪酸的测定采用气相色谱法[11 ] :取体

外发酵培养的瘤胃液 1 mL ,加 0. 2 mL 浓度为 25 %

的偏磷酸 ,4 ℃高速离心 (15 000 r/ min) 10 min ,取

上清液置于 4 ℃冰箱中备用 ,用气相色谱法测定发

酵培养液中乙酸、丙酸、丁酸的含量。

　数据计算与统计分析

数据采用 SAS 软件处理 ,用 GL M 法进行统计

分析 ,各平均数之间用 Duncan’s 法进行多重比较。

　结果与分析

　植物油的脂肪酸组成

试验用植物油的脂肪酸组成见表 1。3 种植物

油的脂肪酸组成中 ,以亚麻油总不饱和脂肪酸含量

最高 ,其次是豆油和菜籽油。而且 ,菜籽油有较高的

油酸含量 ( 48. 0 %) , 豆油有较高的亚油酸含量

(54. 4 %) , 而亚麻油则有较高的亚麻酸含量

(53. 2 %) ,由于油酸、亚油酸和亚麻酸 3 种脂肪酸的

双键数量逐渐增加 ,因此 ,3 种植物油的不饱和度也

逐渐增加。

　植物油对体外瘤胃发酵和甲烷生成的影响

植物油对 24 h 产气量、甲烷产量和发酵参数的

影响见表 2。亚麻油和豆油均显著降低了 24 h 累积

产气量 ,两者之间无显著差异。亚麻油和豆油显著

降低了甲烷产量 ,且亚麻油抑制甲烷生成的效果更

强。菜籽油对产气量和甲烷生成均无显著影响。添
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表 1 　植物油的脂肪酸组成

Table 1 　Fatty acid composition of the vegetable oils

%

脂肪酸
Fatty acids

菜籽油
Rapeseed oil

豆油
Soybean oil

亚麻籽油
Linseed oil

C14 ∶0 Myristic acid 0. 06 0. 08 0. 05

C16 ∶0 Palmitic acid 5. 67 11. 41 5. 55

C18 ∶0 Stearic acid 2. 2 4. 1 3. 77

C18 ∶1 Oleic acid 47. 95 19. 72 20. 44

C18 ∶2 Linoleic acid 24. 64 54. 35 15. 4

C18 ∶3 Linolenic acid 6. 65 6. 88 53. 24

C20 ∶0 Arachidic acid 0. 55 0. 53 0. 14

C22 ∶0 Behenic acid 0. 38 0. 36 0. 14

不确定物质
Unidentified compounds

11. 9 2. 57 1. 27

总不饱和脂肪酸
Total unsaturated fatty acid

79. 24 80. 95 89. 08

总饱和脂肪酸
Total saturated fatty acid

8. 86 16. 48 9. 65

表 2 　植物油对 24 h 产气量、甲烷产量及发酵参数的影响1)

Table 2 　Effects of vegetable oils on cumulative gas production ,

methane emission and fermentation parameters

项目
Items

对照
Cont rol

菜籽油
Rapeseed

oil

豆油
Soybean

oil

亚麻油
Linseed

oil

标准误
SEM

产气量
Gas production/ mL

189. 3 a 185. 9 a 178. 9 b 175. 9 b 1. 07

甲烷
Met hane/ mmol

0. 93 a 0. 93 a 0. 87 b 0. 83 c 0. 01

p H 6. 49 b 6. 52 ab 6. 48 b 6. 56 a 0. 02

总挥发性脂肪酸
TVFA/ (mmol/ L)

48. 6 c 49. 8 bc 51. 8 ab 52. 8 a 0. 76

物质的量比例
Molar proportion/ %

乙酸 Acetate 60. 6 a 60. 9 a 60. 1 a 58. 0 b 0. 36

丙酸 Propionate 25. 3 c 25. 4 c 27. 4 b 30. 0 a 0. 36

丁酸 Butyrate 14. 0 a 13. 6 a 12. 6 b 12. 0 c 0. 16

乙酸丙酸比例
Proportion

between acetate
and propionate (A/ P)

2. 39 a 2. 40 a 2. 20 b 1. 94 c 0. 04

　1)同行不同小写字母表示差异显著 ( P < 0. 05) 。In t he same

row ,values wit h different small letter mean significant difference

( P < 0. 05) .

加油脂对甲烷产量的影响大于产气量 ,比如亚麻油

降低了产气量的 5. 2 % , 但降低了甲烷产量的

10. 8 %。亚麻油显著升高了体外发酵液p H ,豆油和

菜籽油与对照相比无显著差异。添加亚麻油和豆油

后总挥发性脂肪酸含量显著升高 ,而添加菜籽油后

无显著变化。亚麻油和豆油显著改变了瘤胃发酵类

型 ,而菜籽油对发酵类型无显著影响。亚麻油显著

降低了乙酸和丁酸比例 ,豆油也降低了乙酸比例 ,但

与对照相比差异不显著 ,但显著降低了丁酸比例 ;亚

麻油和豆油均显著提高了丙酸比例 ,因此 ,乙酸和丙

酸比例显著降低。由表 2 可知 ,亚麻油抑制甲烷效

果最强 ,且对瘤胃发酵的改善作用也最强 ,显著提

高了总挥发性脂肪酸和丙酸含量。

　亚麻酸和亚麻油的剂量效应

亚麻酸和亚麻油对 24 h 累积产气量、甲烷产量

和发酵参数的剂量效应如图 1 所示。24 h 累积产

气量和甲烷生成量随亚麻油添加水平的提高而降

低 ,但累积产气量只有 9 %添加组与对照组相比差

异显著 ,而甲烷产量则在 5 %～9 %剂量添加时均显

著低于对照组。亚麻油对甲烷的抑制作用强于产气

量 ,添加 9 %亚麻油降低了产气量的 8. 0 % ,却降低

了甲烷产量的 15. 4 %。添加 9 %亚麻油显著升高了

体外发酵液 p H。

随着亚麻油添加剂量的提高 ,总挥发性脂肪酸

含量有升高的趋势 ,但只有 9 %添加组与对照组相

比差异显著。亚麻油的添加改变了高精料底物条件

下体外培养的发酵类型 ,添加 7 %～9 %显著降低了

乙酸比例 ,但仅 9 %添加组显著降低了丁酸比例 ,而

丙酸比例在 5 %～9 %添加组均显著高于对照组。

乙酸丙酸比例在所有添加组均显著降低。

亚麻酸对 24 h 累积产气量、甲烷产量和发酵参

数的影响 ,除了发酵液 p H 之外 ,跟亚麻油很相似 ,

只是与亚麻油相比 ,亚麻酸在较低的添加水平就表

现出了很强的效果 ,也即在所有的添加水平均显著

降低了甲烷产量、乙酸和丁酸比例以及乙酸丙酸比

例 ,显著提高了总挥发性脂肪酸含量和丙酸比例 ,对

产气量的影响在 5 %～9 %添加水平显著降低。所

有亚麻酸添加组均显著降低了发酵液 p H。

总之 ,随着亚麻酸和植物油添加剂量的提高 ,体

外产气量、甲烷产量、乙酸和丁酸比例逐渐降低 ,而

丙酸比例随之提高 ,且这些指标升高或降低的幅度

亚麻酸均显著大于亚麻油。
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( ·) :亚麻酸 Linolenic acid ; (o) :亚麻油 Linseed oil。标示不同字母者差异显著 ( P < 0. 05) ,竖线为标准误。

Means wit h different letters are significantly different ( P < 0. 05) . Bars are ±SEM.

图 1 　亚麻酸和亚麻油对 24 h 累积产气量、甲烷产量和发酵参数的剂量效应

Fig. 1 　Dose2response of 24 h cumulative gas production , methane emission and ruminal

characteristics to linseed oil and linolenic acid

　讨　论

在本研究中 ,富含多不饱和脂肪酸的植物油降

低了甲烷生成 ,随着添加植物油中脂肪酸的不饱和

度的增加 ,抑制甲烷生成的效果显著增强 (表 2) ,而

且植物油和亚麻酸对甲烷生成的影响存在剂量效应

(图 1) 。有不少文献报道 ,体外[12 ] 和体内[13 ] 试验添

加富含多不饱和脂肪酸的植物油具有降低甲烷排放

的效果 ,本研究与上述报道一致 ,同时也表明 ,植物

油抑制甲烷的效果跟其不饱和度有关。

Giger2Reverdin 等[14 ]认为 ,当日粮脂肪尤其是

长链脂肪酸中 ,3 个或 3 个以上双键的不饱和脂肪

酸含量高时 ,对甲烷生成的影响最大。Zhang 等[7 ]

研究了纯的十八碳不饱和脂肪酸对甲烷生成的影

响 ,发现其抑制甲烷生成的效果随不饱和度的增加

而增强。本研究用富含多不饱和脂肪酸的植物油观

察到甲烷生成与植物油中含有的不饱和脂肪酸的不

饱和度有关 ,随不饱和度的增加 ,抑制效果增强。但
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也有不同的观点 ,Czerkawski 等[13 ]向绵羊瘤胃中分

别灌注油酸、亚油酸和亚麻酸观察其对甲烷产量的

影响 ,发现甲烷产量的降低和不饱和脂肪酸的灌注

量存在剂量效应 ,但与不饱和脂肪酸的不饱和度没

有明显的联系。造成这种差异的具体原因有待进一

步研究 ,但试验的条件、底物及甲烷的测定方法等可

能会有一定的影响。

植物油和多不饱和脂肪酸抑制甲烷生成主要通

过 2 个途径 :一是作为氢的受体 ,改变了氢还原二氧

化碳的代谢通路 ;二是对瘤胃微生物的直接毒害作

用。不饱和脂肪酸通过生物氢化作用为瘤胃发酵产

生的氢提供可供选择的代谢通路 ,减少了可供甲烷

菌利用的底物氢的数量。瘤胃原虫因与甲烷菌存在

内外共生的关系[15 ] 而对甲烷生成有很大的贡献。

多篇文献报道不饱和脂肪酸和富含不饱和脂肪酸的

油脂显著降低了甲烷生成和原虫数量[7 ,12 ] ,但也有

研究者观察到不饱和脂肪酸对纯培养的甲烷菌[ 16 ]

和混合培养的甲烷菌[7 ] 有强烈的抑制作用。因此 ,

多不饱和脂肪酸可能是通过抑制甲烷生成相关菌

(原虫和甲烷菌) 来降低甲烷的生成。另外 ,不饱和

脂肪酸抑制甲烷的生成总是伴随着瘤胃发酵模式的

改变 ,即丙酸比例的提高和乙酸丙酸比例的降低 ,而

丙酸生成过程是众所周知的与甲烷菌竞争底物氢的

过程。

本研究中富含多不饱和脂肪酸的植物油和亚麻

酸显著改变了瘤胃发酵类型 ,增加了总挥发性脂肪

酸含量 ,降低了乙酸和丁酸比例 ,提高了丙酸比例 ,

降低了乙酸丙酸比例 ,这与大部分文献报道一致[5 ] 。

添加植物油发酵 24 h 后 p H 略有升高 ,而纯的亚麻

酸的添加则显著降低了发酵液 p H ,这可能是因为

直接添加脂肪酸而降低了 p H ,植物油中的脂肪酸

因为是甘油三酯 ,要经过微生物作用 ,因此对 p H 影

响较小。纯的脂肪酸降低 p H 在其它文献中也有报

道[17 ] 。由于本研究的底物是纯玉米粉 ,其发酵液的

p H 本来就偏低 ,添加纯的脂肪酸后显著降低其

p H ,可能会对瘤胃微生物的生长产生一定影响。

在相同添加水平下 ,亚麻酸与亚麻油相比不管

是对甲烷生成的抑制效果还是对瘤胃发酵的影响均

更强 , Yabuuchi 等[17 ] 用中链脂肪酸与植物油相比

较也得到了类似的结果 ,这可能是因为非酯化的脂

肪酸对瘤胃微生物有更强的毒害作用 ,另外也说明

亚麻油中富含的油酸、亚油酸和亚麻酸之间未产生

增效效应。

由添加脂肪降低甲烷生成常伴随一些负效应 ,

比如降低采食量或者纤维的消化率。本研究在基础

底物中添加高剂量的富含多不饱和脂肪酸的植物油

和亚麻酸 ,降低了产气量。然而 ,植物油和亚麻酸对

甲烷生成抑制的程度远远大于对产气量的抑制。因

此 ,植物油和亚麻酸对甲烷菌数量、区系和代谢活性

及对动物瘤胃发酵、甲烷生成及生产性能的长期效

应需进一步研究。

综上所述 ,富含多不饱和脂肪酸的植物油和非

酯化的亚麻酸显著抑制了甲烷生成 ,且其效果随着

添加水平的提高和不饱和度的增加而增强。甲烷产

量的降低伴随着瘤胃发酵模式向丙酸型发酵的转

变 ,这与离子载体类抗生素的效果相似 ,因此富含多

不饱和脂肪酸的植物油或多不饱和脂肪酸作为自然

的添加剂可以考虑在高精料日粮条件下替代离子载

体 ,但需要进一步研究清楚植物油或多不饱和脂肪

酸对瘤胃微生物及发酵的影响 ,尤其是对添加植物

油或不饱和脂肪酸对甲烷生成及生产性能的长期效

应。
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Effects of Supplemental Linolenic Acid or Vegetable Oils on

i n vit ro Rumen Fermentation and Methane Emission

ZHAN G Chun2mei1 　SHI Chuan2xin1 　YI Xian2wu2 　L IU Jian2xin2

1 . Dep artment of L i f e S cience , S hangqi u N orm al U ni versi t y , S hangqi u 476000 , Chi na;

2 . Dep artment of A ni m al S cience , Zhej i ang Uni versi t y , H an gz hou 310029 , Chi na

Abstract 　A series of i n v i t ro st udies were performed to evaluate t he effect s of unsat urated C18 fat2
ty acid2rich oils and linolenic acid on rumen fermentation and met hanogenesis with a high2grain sub2
st rate. In oil screening experiment ,rapeseed oil ,soybean oil and linseed oil were used as tested additives.

Rumen fluid f rom sheep was incubated wit h ground corn wit h or without oil supplementation (10 % of

subst rate DM) for 24 h to monitor rumen product s. Gas production and met hane emission decreased with

addition of unsat urated C18 fat ty acid2rich oils except rapeseed oil . Soybean oil and linseed oil increased

total volatile fat ty acids (V FA) production and molar p roportion of p ropionate. In dose2response experi2
ment ,t he most potent additives ———linseed oil ,and f ree linolenic acid were f urther tested to determine

dose2response of rumen fermentation. Linseed oil and f ree linolenic acid were added to basal subst rate at

0 % ,3 % ,5 % ,7 % and 9 % ,respectively. Linseed oil and linolenic acid decreased methane emission signifi2
cantly and altered rumen fermentation toward more propionate p roduction by supplementation at 5 % and

3 % ,respectively. These result s suggested t hat some unsat urated C18 fat ty acid2rich oils and f ree linolenic

acid could be used for improving rumen fermentation under high2grain diet ,and t he effect of vegetable

oils on methane emission was concerned with t he type and inclusion levels. In the p resent st udy ,met hane

formation was decreased significantly wit h increasing levels and unsat uration of fat ty acids in vegetable

oils.

Key words 　linolenic acid ; vegetable oils ; met hane ; rumen fermentation
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