中华人民共和国国家标准

《畜禽饲料有效性与安全性评价 猪标准回肠可消化氨基酸测定 简单T型瘘管法》

送审稿编制说明
中国农业大学

农业农村部饲料效价与安全监督检验测试中心（北京）

2019年11月
《畜禽饲料有效性与安全性评价 猪饲料标准回肠可消化氨基酸测定 简单T型瘘管法》
送审稿编制说明

一、标准制定背景及任务来源

1、标准制定背景
蛋白质是动物生长必需的营养物质，蛋白质营养的实质是氨基酸营养。动物所需的氨基酸主要来源于饲粮，而饲粮中提供的总氨基酸含量并不能全部被动物消化和吸收利用，可消化氨基酸是准确评估氨基酸可利用性的一个准确实用的方法。随着畜牧业的发展，饲料需求不断增加，饲料原料尤其是蛋白质饲料原料日益紧缺。因此，为了节约并高效利用现有饲料资源，开发利用新型饲料原料，准确评定原料的氨基酸消化率和可消化氨基酸是至关重要的。
饲料回肠末端氨基酸消化率的评价体系主要有三个：表观回肠末端氨基酸消化率（AID）、标准回肠末端氨基酸消化率（SID）和真回肠末端氨基酸消化率（TID）。其中，标准回肠末端氨基酸消化率由于具有可加性良好和测定方法相对简单等优点，在国际上得到广泛的认可和应用。其不仅可准确评价饲粮中可消化氨基酸含量，还可以准确评估猪可消化氨基酸需要量。因此，测定标准回肠末端可消化氨基酸对于实现饲粮和猪可消化氨基酸的供需平衡，最大效率促进猪的快速健康增长具有重要意义。
然而目前标准回肠可消化氨基酸的测定存在着以下几个问题：首先是术语和概念的混乱。从含义上来说，总的内源损失包括基础内源损失和特异性的内源损失，基础内源损失是指基本的损失或肠道最小损失，其相对恒定，只与干物质采食量有关，不受饲粮和试验条件的影响。而特异性内源损失变异较大，并受饲料中纤维和抗营养因子如蛋白酶抑制因子和单宁等的影响。基础内源损失的测定相对简单，而总内源损失和特异性内源损失较困难复杂。而标准回肠末端氨基酸消化率和真回肠末端氨基酸消化率的区别主要在于真回肠末端氨基酸消化率排除了基础内源氨基酸损失和特定内源氨基酸损失，而标准回肠末端氨基酸消化率仅矫正了基础内源氨基酸损失。目前最常见的混淆是将测得基础内源损失认为是总的内源损失，从而误认为标准回肠末端氨基酸消化率和可消化氨基酸为真氨基酸消化率和真可消化氨基酸，造成真可消化氨基酸和标准可消化氨基酸的混淆，不便于数据比较利用。
国内测定氨基酸消化率和可消化氨基酸的研究众多，但是标准回肠氨基酸消化率的测定方法和技术规程不统一，如不同研究中标准回肠可消化氨基酸测定方法有直接法、差减法和回归法，回肠末端采样方法包括屠宰取样、回肠瘘管法和回-直肠吻合术法，而基础内源损失的测定方法有无氮饲粮法，无氮饲粮加完全可消化蛋白源法和回归法等。同时不同试验中测定技术规程中如动物选择、饲养条件、指示剂选择，回肠瘘管法中瘘管的安装技术，样品采集等没有统一的标准。而测定方法和技术规程均会对标准可消化氨基酸的结果造成影响，使得同一原料的可重复性差，不同原料之间数值无法进行比较，最终导致资源浪费，数据无参考性。此外，国外如荷兰和德国等建立标准回肠末端可消化氨基酸的标准技术规程，对于可消化氨基酸的测定的规范起到很大的指导和参考作用。因此，我国建立统一的标准回肠末端可消化氨基酸的技术规程是十分必要且迫切的。
2、国内外相关技术规程比较
表1 德国和荷兰建立了标准回肠氨基酸消化率的标准化测定方法
	项目
	德国
	荷兰

	试验动物
	体重
	≥ 20 kg
	40~100 kg

	猪舍环境条件
	代谢笼
	最小规格及配置必须遵照欧盟动物福利指导方针(1986),

	
	环境温度
	猪在20~60 kg为20℃，＞60 kg 温度控制为18℃
	17~26℃

	
	空气质量
	NH3和H2S含量分别小于0.01%和0.002%
	

	饲喂条件
	代谢能摄入量
	代谢能(ME)的最低摄入量为2倍维持需要；试验猪的采食量从体重在40 kg 以下时的100 g/kgBW0.75减少至为体重100 kg 时的80 g/kgBW0.75
	维持代谢能2.4 倍（419 kJ ME/kgBW0.75/d），如出现拒食现象，饲喂水平可调整至维持代谢能2.2 倍

	
	饲喂时间
	每天饲喂两次，间隔时间至少为7～12 h
	至少分两次喂给, 前后间隔时间应相同

	
	饲粮粒度
	对谷类、粕类饲料, 建议网筛孔径为2.5 mm,而对粗纤维含量较高的饲料原料，建议网筛孔径3.5~5 mm
	正常粒度大小，如需粉碎，网孔径为2~4 mm

	试验期
	术前适应
	14天
	

	
	试验期
	预饲期10天，饲粮组成相似，可以减少为4天；收集食糜前至少有3天饲喂量相同且达到所要求的的饲喂水平
	收集食糜前至少5天，饲喂量相同且达到所要求的的饲喂水平至少3天

	样品收集与保存
	方法
	回肠瘘管猪
	回肠瘘管猪，强烈推荐瓣后盲肠T型瘘管和可控回盲瓣T型瘘管

	
	收集方式
	塑料软管与桶相连，然后收集到密封袋，每100 g 食糜中添加10 mL甲醇和甲醛混合溶液（V/V=95 /5）

	
	收集时间
	采用2×12 h 食糜采样法,并且在白昼和黑夜完成, 整个采样过程应持续至少48 h
	消化糜样本收集须跨越至少24 h的总间期，此间期至少应由2 个采食间隔时间组成

	
	保存
	用2×12 h 的定点消化糜采样法,
	

	
	制样
	冷冻干燥，粉碎过1 mm网筛
	每个试验处理至少应设4 个观察，回肠有机物消化率均值标准误<2%

	数据处理
	
	每个试验处理至少应设4 个观察，回肠有机物消化率均值标准误<2%

	测定方法选择
	根据原料特点选用直接、差减法和回归法，一般大多数蛋白质饲料三种均可用，常用直接法；谷物饲料原料应选用差减法和回归法；饲粮中低浓度的饲料原料用回归法


3、任务来源
2007年底由全国饲料工业标准化技术委员会文件全饲标【2007】11号文件下达“2007年饲料工业国家标准”， 国家标准项目计划编号：20071246-T-469《畜禽饲料安全评价 猪标准回肠可消化氨基酸测定技术规程（简单T型瘘管法）》的制订任务，由中国农业大学农业部饲料效价与安全监督检验测试中心承担该项制订任务，参加单位有重庆畜牧科学院。
二、主要工作过程
标准制定项目任务下达后，项目主持单位组织专家成立标准编制工作组，并进行了分工，明确了实施进度。本小组工作主要分为：文献收集、试验样品采集、实验室检测、标准起草、征求意见等。
文献收集：从国内外原料评价相关的权威杂志，收集2000~2019年关于饲料标准回肠氨基酸消化率测定、标准回肠氨基酸消化率测定方法和技术指标研究相关的文献
试验样品采集： 根据技术规程中的要确定的技术指标，制定试验方案，开展动物试验，采集样品
实验室检测：对采集试验样品进行检测，测定指标包括被测饲料样品干物质、粗蛋白质、氨基酸和指示剂含量等，对数据进行计算和分析
标准起草：根据本实验室的试验结果，结合国内外的文献资料总结确定具体的技术规程，形成标准草案。
征求意见阶段：期间发送征求意见稿单位数为15个，专家数15位；回函并有建议或意见的单位数为11个，专家数11位，在此基础上对征求意见稿进行完善。
2009年6月23日全国饲料工业标准化技术委员会组织专家对本标准进行了认真审查，认为：该标准起草单位在标准回肠可消化氨基酸测定技术规程（简单T型瘘管法）方面做了大量基础性工作，结合国内实际情况制订，达到国内先进水平，予以通过（审查意见附后）。但由于各种原因导致标准工作未能继续执行。
2009年7月~2019年10月，进行了大量的调研，并补充了18个批次的T型瘘管试验，花费了大量时间，重新形成了标准预审稿。

2019年11月2日，中国农业大学邀请姚军虎、李建国、刁其玉、张敏红、罗绪刚、武书庚、季海峰、杨维仁、孔祥峰9位专家对本标准进行了认真审查，并予以通过。

2019年11月2日-21日，根据标准预审会专家提出的意见或建议，完善和补充了标准，形成了标准送审稿。
三、标准编制原则和主要技术内容确定的依据
（一）标准编制原则
根据饲料相关法律、法规等规定和相关国家标准，参考国内外近年来发表的相关文献，主要是本单位在此领域多年的实践。提出猪标准可消化氨基酸测定技术（简单T型瘘管法）规程，改善试验结果的可比性和重现性，增强研究结果对饲料工业的指导作用，避免对部分饲料和饲料添加剂产品的误导。该技术规程的基本要求，应该与国际水平相当。

国内外以瘘管猪为试验动物，对饲料和饲料添加剂的有效性和安全性进行评价的工作较多，但均未形成标准化的程序和方法。造成所得结果的可比性较差，对饲料工业的指导作用被弱化，甚至对产品的实际性能造成误导。由于动物试验的影响因素较多，故将这些相关的因素标准化，对于试验结果的重现性具有重要的意义。我们依据国内外文献，尤其是相关单位在此领域多年的实践，制定本标准。
此外，本标准的编制还遵循如下原则：

（1）GB/T 1.1-2009给出的规则起草。

（2）标准化：使得各项技术指标有统一的标准。

（3）适用性原则：标准制定过程中广泛征求生产单位和使用单位的意见，使本标准便于实施。

（4）通用性原则：本标准制定过程中收集不同企业的产品进行检测并归纳总结出本产品通用的指标的检测方法和标准值。
（二）主要技术内容确定的依据
1 主要的规范性引用文件

GB/T 6435    饲料中水分和其他挥发性物质含量的测定

GB/T 13088   饲料中铬的测定
GB/T 15399   饲料中含硫氨基酸测定方法—离子交换色谱法

GB/T 15400   饲料中色氨酸测定方法-分光光度法

GB/T 18246   饲料中氨基酸的测定
NY/T 65      猪饲养标准

NY 5027      无公害食品 畜禽饮用水水质
2 参考资料来源 
主要参考《Journal of Animal Science》、《Animal Feed Science and Technology》、《畜牧兽医学报》和《动物营养学报》等杂志以及本实验室2000~2019年发表的论文中猪可消化氨基酸消化率测定（简单T型瘘管）试验的相关技术指标。其中《Journal of Animal Science》和《Animal Feed Science and Technology》等英文文献共87篇作为国际此领域的代表，以《动物营养学报》和《畜牧兽医学报》等文献46篇以及农业农村部饲料工业中心学位论文19篇，作为国内此领域研究的代表。
3本标准各项指标设定说明
（1）试验设计
表2参考资料中的试验设计
	资料
	试验设计
	资料
	试验设计
	资料
	试验设计

	1
	5 × 5拉丁方
	27
	7 × 7 拉丁方
	53
	6 × 6 拉丁方

	2
	8 × 8 拉丁方
	28
	6 × 6 拉丁方
	54
	8×14 尤丁方

	3
	8 ×10尤丁方
	29
	重复3 × 3 拉丁方
	55
	6 × 6 拉丁方

	4
	8×12尤丁方
	30
	重复3 × 3 拉丁方
	56
	6 × 6 拉丁方

	5
	8 × 8 拉丁方
	31
	5 × 5 拉丁方
	57
	6 × 6 拉丁方

	6
	8 × 8 拉丁方
	32
	5 × 5 拉丁方
	58
	6 × 7 尤丁方

	7
	8 × 8 拉丁方
	33
	6 × 6 拉丁方
	59
	6 × 6 拉丁方

	8
	8 × 9 尤丁方
	34
	6 × 6 拉丁方
	60
	6 × 6 拉丁方

	9
	5 × 5 拉丁方
	35
	5 × 5 拉丁方
	61
	6 × 6 拉丁方

	10
	4 × 8 尤丁方
	36
	8 × 8 拉丁方
	62
	5 × 5 拉丁方

	11
	8 ×14尤丁方
	37
	重复3 × 3 拉丁方
	63
	6 × 6 拉丁方

	12
	重复3 × 6 尤丁方
	38
	重复 3 × 2 尤丁方
	64
	6 × 9尤丁方

	13
	6 × 6 拉丁方
	39
	4 × 4 拉丁方
	65
	5 × 5 拉丁方

	14
	重复3 × 3 拉丁方
	40
	5 × 5 拉丁方
	66
	6 × 9尤丁方

	15
	7 × 7 拉丁方
	41
	重复3 × 3 拉丁方
	67
	6 × 6 拉丁方

	16
	6 × 7 尤丁方
	42
	4 × 4 拉丁方
	68
	6 × 6 拉丁方

	17
	4 × 6尤丁方
	43
	6 × 7 拉丁方
	69
	6 × 6 拉丁方

	18
	7 × 9尤丁方
	44
	4 × 5 尤丁方
	70
	6 × 6 拉丁方

	19
	5 × 5 拉丁方
	45
	6 × 6 拉丁方
	71
	6 × 6 拉丁方

	20
	6 × 6 拉丁方
	46
	5 × 5 拉丁方
	72
	6 × 6 拉丁方

	21
	8 × 8 拉丁方
	47
	5 × 5 拉丁方
	73
	6 × 6 拉丁方

	22
	7 × 7 拉丁方
	48
	7 ×7 拉丁方
	74
	6 × 8 拉丁方

	23
	6 × 6 拉丁方
	49
	重复3 × 3 拉丁方
	75
	8 × 8 拉丁方

	24
	6 × 6 拉丁方
	50
	6 × 6 拉丁方
	76
	6 × 6 拉丁方

	25
	7 × 7 拉丁方
	51
	6 × 11尤丁方
	
	

	26
	6 × 6 拉丁方
	52
	6 × 6 拉丁方
	
	


备注：本表中数据来源于19个农业农村部饲料工业中心试验研究和58个其他国内外相关试验研究。
总结资料（见表2）得到测定饲料标准回肠可消化氨基酸的研究均采用拉丁方或者尤丁方（不完全拉丁方）试验设计。根据常用试验设计，当饲粮处理为2时适合采用交叉试验设计，由此标准建议采用交叉设计或者拉丁方设计。同时，总结所有76个研究得到，重复数小于5的仅15个，其他重复数均不少于6。因此，本标准建议处理的重复数至少为6个。

（2）试验动物
表3 参考资料中猪初始体重和性别选择

	体重
	性别
	体重
	性别
	体重
	性别

	22
	公猪
	25
	无要求
	25.09
	公猪

	25.4
	公猪
	25
	无要求
	29.6
	公猪

	29.23
	母猪
	5.2
	无要求
	20.28
	公猪

	27
	公猪
	22.3
	无要求
	25.3
	公猪

	24
	公猪
	22
	公猪
	20.32
	公猪

	23
	公猪
	10.3
	公猪
	29.7
	公猪

	23.3
	母猪
	22
	公猪
	25.1
	无要求

	23
	公猪
	24.32
	生长猪
	32
	公猪

	25
	公猪
	20.6
	生长猪
	30.9
	无要求

	29.1
	公猪
	26.5
	公猪
	32.5
	去要求


	22.2
	母猪
	17
	无要求
	30.9
	公猪

	17
	公猪
	23.5
	公猪
	34
	公猪

	15
	无要求
	29.5
	公猪
	34.5
	公猪

	17.5
	公猪
	30
	公猪
	34.5
	公猪

	28
	公猪
	29.6
	公猪
	31
	公猪

	30
	无要求
	24.7
	公猪
	31
	公猪

	28
	公猪
	25.9
	公猪
	
	

	32
	公猪
	30.8
	公猪
	
	


备注：1. 表格中公猪表示去势公猪；2. 本表中数据来源于19个农业农村部饲料工业中心试验研究和35个其他国内外相关试验研究。
1. 总结参考资料见表3，54篇参考资料中，试验猪的体重范围为5.2~34.5 kg，平均值为25.41 kg，然后依据试验猪经过术前1周适应，手术恢复2周，能够达到GB 26438中要求的试验开始时体重在30 kg以上，因此标准中试验动物选用初始体重在18~25 kg的健康生长猪。
2. 从表3还可以看出，54个试验研究中，37个选择健康去势公猪。此外，根据猪不同阶段消化特点，由于肠道发育的不完善以及回肠瘘管手术应激损伤较大，哺乳仔猪或断奶仔猪不适宜用于测定回肠末端氨基酸消化率。同时，种猪（种公猪、妊娠母猪和哺乳母猪）做瘘管手术代价太大，难以规模化系统研究猪饲料的回肠氨基酸消化率；并且相对于未去势公猪，实际生产中去势公猪能取得更大的生产效益，并且生长期性别（公母）对于消化率的影响较小，因此，用健康去势生长公猪作为猪标准可消化氨基酸的动物模型比较合适。
3. 对于地方猪种可以根据其各自国家标准或行业标准中猪的生长特点选择适宜测定标准回肠消化率的初始体重。例如香猪（NY 808），60~70日龄（断奶）香猪体重为6~7 kg，不及其他品种商品猪体重的1/3，6月龄肥猪平均体重才25~27 kg，生长速度与饲料利用率低。其3~7月龄的猪为育肥期，肠道发育完善，抗瘘管手术应激的能力强，即可选用3月龄的健康香猪作为动物模型。
（3）试验饲粮
1. 试验饲粮的要求和制备：由试验动物可知，标准回肠可消化氨基酸选择是生长猪，其饲粮的要求和制备应该满足国家标准GB/T 5915 《仔猪、生长育肥猪配合饲料》的要求。粉碎粒度、混合均匀度和颗粒料不仅影响饲料产品的加工质量，而且影响动物对饲料的消化利用、生长性能甚至动物健康。粉碎过细，适口性降低，甚至引起消化道溃疡等疾病。粉碎过粗，减低饲料和消化酶的接触，降低营养物质消化率。饲粮混合均匀度会降低饲料适口性和采食量，进而影响猪对饲料的消化利用。而颗粒饲料粉化率过高，不仅会造成饲料浪费，还可能会引起上呼吸道疾病，影响动物健康。因此本标准对饲粮粉碎粒度、混合均匀度和颗粒料粉化率做了相关规定。
2. 指示剂的选择和添加量：通过对国内外101篇文献汇总（见表4）可知，二氧化钛或三氧化二铬是常用于测定回肠末端氨基酸消化率的指示剂，其中有28篇文献以二氧化钛作为指示剂，有73篇文献以三氧化二铬作为指示剂，且三氧化二铬的测定可参考GB/T 13088标准，二氧化钛的测定方法没有标准可参考。因此，标准建议选用三氧化二铬作为指示剂。此外，在以三氧化二铬作为指示剂的文献中，最常用的添加剂量为0.5 %，其次为0.3 %，因此以三氧化二铬作为指示剂时，推荐添加量为0.3%～0.5%。
表4参考资料中指示剂的选择和添加量
	指示剂
	添加量，%
	文献总数
	指示剂
	添加量，%
	文献总数

	二氧化钛
	0.1
	3
	三氧化二铬
	0.3
	22

	二氧化钛
	0.2
	1
	三氧化二铬
	0.4
	15

	二氧化钛
	0.25
	4
	三氧化二铬
	0.5
	31

	二氧化钛
	0.3
	20
	三氧化二铬
	0.55
	1

	
	
	
	三氧化二铬
	0.7
	4


备注：本表中数据来源于19个农业农村部饲料工业中心试验研究和82个其他国内外相关试验研究。
（4）试验期
表5 参考资料标准回肠可消化氨基酸测定时试验期的设定
	试验期（天）
	文献数
	预饲期（天）
	文献数
	正试期（天）
	文献数

	6
	8
	4
	8
	1
	4

	7
	63
	5
	71
	2
	71

	8
	6
	6
	3
	3
	9

	9
	10
	7
	5
	4
	3


备注：1. 试验期包括预饲期和正试期，正试期是食糜收集期；2. 本表中数据来源于农业农村部饲料工业中心19个试验研究，其他国内外研究68个试验研究。
通过对国内外研究的汇总（见表5）可知，试验期的设定一般不低于6天，预饲期不低于4天，而收集期在1~4天，其中最常用的试验期、预饲期和正试期分别为7天、5天和2天。因此，本标准建议试验期预饲期不低于5天，正试期不低于2天。
（5）饲养管理
1．代谢笼规格根据试验猪的大小选择，不做硬性要求，能够适应试验期间的动物生长。代谢笼安装有低压水嘴和可调式料槽，适应不同体型猪的饮水和采食饲粮。
2. 每日饲喂次数和间隔参考GB/T 26438。水质和水量影响生长和健康状况，因此建议自由饮水，水质应符合NY 5027中的有关规定。
3. 猪是恒温动物，温度的过高和过低对猪消化生理产生影响较大。根据60篇相关文献总结见表6，猪舍设定温度集中分布在20~25℃周围，因此标准中猪舍温度确定为20~25℃，此外，猪舍相对湿度、光照和风速应符合NY/T 388的要求。
4. 试验猪免疫应根据猪的品种、生长阶段和疾病特点进行，免疫程序应符合不国家标准GB/T 17823的相关规定。
表6 参考资料中猪舍温度的设定值

	资料
	舍温（℃）
	资料
	舍温（℃）
	资料
	舍温（℃）
	资料
	舍温（℃）

	1
	20
	19
	20±2
	37
	20
	55
	22~25

	2
	22.0±2.5
	20
	22~24
	38
	22±2
	56
	22~25

	3
	20~22
	21
	22
	39
	20~24
	57
	23~26

	4
	20~22
	22
	20~22
	40
	20~24
	58
	23~27

	5
	20~28
	23
	26±2.
	41
	20~24
	59
	23~28

	6
	22±2
	24
	20
	42
	23~26
	60
	20-25

	7
	22±2
	25
	21
	43
	23~26
	
	

	8
	21~23
	26
	20~22
	44
	20±2
	
	

	9
	21±2
	27
	20
	45
	22±2
	
	

	10
	21~23
	28
	28
	46
	20~28
	
	

	11
	20~22
	29
	20~22
	47
	18~22
	
	

	12
	20
	30
	21
	48
	20~25
	
	

	13
	20
	31
	27
	49
	18~21
	
	

	14
	20
	32
	22.0±2.5
	50
	18~20
	
	

	15
	20
	33
	23
	51
	18~22
	
	

	16
	20~21
	34
	19-22
	52
	25~27
	
	

	17
	22
	35
	22~24
	53
	20~28
	
	

	18
	22
	36
	23~24
	54
	20~24
	
	


备注：本表中数据来源于19个农业农村部饲料工业中心试验研究和41个其他国内外相关试验研究。
（6）试验样品的采集与制备
表7 参考资料标准回肠可消化氨基酸测定时采集时长的设定
	采集时间（h）
	文献数量

	8
	2

	10
	3

	12
	8

	16
	7

	18
	5

	20
	5

	24
	48


备注：本表中数据来源于农业农村部饲料工业中心相关研究19篇，其他国内外研究59篇。
表8 参考资料标准回肠可消化氨基酸测定时采集时间段的设定
	收集第一天
	收集第二天
	是否考虑昼夜差异
	文献数

	07:00~19:00
	19:00~07:00
	是
	25

	08:00~20:00
	20:00~08:00
	是
	4

	07:00~19:00
	07:00~19:00
	否
	3

	08:00~16:00
	08:00~16:00
	否
	6

	08:00~17:00
	08:00~17:00
	否
	5

	08:00~18:00
	08:00~18:00
	否
	4

	08:00~20:00
	08:00~20:00
	否
	9


备注：本表中数据来源于农业农村部饲料工业中心相关研究19篇，其他国内外研究37篇。
1．由文献资料总结（见表7和8）可知，78个试验研究中最常用的正试期食糜样品收集时间是24 h。食糜收集时间段选择上，56个试验研究中有29个研究考虑昼夜变化对食糜流量和组成的差异，最常选择的时间段是收集期第一天的07:00~19:00和第二天的19:00~07:00 ；另外，不考虑采样昼夜差异的试验研究有27个，其中选用最多的时间段是收集期每天的08:00~20:00。考虑到晚上食糜收集打乱了猪的正常生存和生活规律，违背试验动物福利相关规定，综合考虑实验人员晚上收集食糜的可操作性，本标准建议食糜收集时间段为正式期（收集期）每天的08:00~20:00。
2. 采集的食糜立即放入-20℃冷库进行保存，使食糜温度下降至完全冻结，水分固化，抑制微生物和酶的作用，保持食糜的成分不变，并利于长时间储存。
3．食糜采取冷冻干燥的方式进行干燥，主要是冷冻干燥在低温下进行，防止热敏性的物质如蛋白质的变性，而且可以抑制微生物的生长和消化酶的作用，也防止挥发性物质的损失，使食糜保持原来的性状。冷冻干燥后进行回潮24 h，使冻干后的食糜恢复至恒重。
4. 样品密封保存，做好标记，保持干燥，防止污染和变质。
（7）试验样品分析
检测项目应该依据试验目的确定，并采用国家规定的标准方法或者通用的方法进行测定，结果具有公允性。
（8）结果计算
   根据定义，利用指示剂法计算表观回肠氨基酸消化率和基础回肠内源氨基酸损失，接着根据定义利用基础回肠内源损失校正表观回肠氨基酸消化率，得到标准回肠氨基酸消化率，再乘以饲粮氨基酸含量得到该饲粮的标准回肠可消化氨基酸。
（9）试验报告
试验报告中应包括题目、摘要、试验目的、材料与方法、结果与分析、试验结论等内容。试验报告应针对试验目的和要求给出具体的试验结果，在可能的情况下给出明确结论。试验报告应对试验方法等可能影响试验结果的情况做简要说明。

四、采用的国际标准

无。

五、与现行法律法规和强制性标准的关系

本标准与现行法律法规和强制性标准没有冲突。

六、重大分歧意见的处理经过和依据

无。

七、标准作为强制性或推荐性标准的意见

建议将本标准作为推荐性标准发布实施，并加强标准的宣贯。

八、贯彻标准的要求和措施建议

组织学习行业标准，加大对标准的宣传及贯彻力度，标准委员会作为企业之间的桥梁，做好沟通工作，推进行业的进一步发展。

九、废止现行有关标准的建议

无。

十、其他应予说明的事项
无。
附录A T型瘘管
自从上世纪60年代开始，各国营养学家们便开始了猪肠道T型瘘管的研制，各种类套管的T型套管外形基本上都由管型部与槽型部结合而成，而材质上有不锈钢、聚氯乙烯、聚氨酯、硅橡胶等。在这些套管中，由不锈钢材料（304不锈钢、钛镁合金）制备的T型套管已在欧、美等国家普遍使用，该套管的优点是可抗拒肠道蠕动的剪切力及外力的拉扯，然而，该套管重量在300g以上，安装在试验猪体内会出现因套管质量重且肠道受套管自重的张力影响而引发炎症与组织增生的不良现象。另一方面，金属材料的套管组织兼容性差，试验猪机体排外性比较强，长期带瘘后在套管周围会出现一层厚的坏死组织，引发套管的脱落，导致试验失败。由聚氯乙烯材质制备的套管，虽然其质量比较轻，但是其耐受横向剪切力时在T型套管的管型部与槽型部结合处容易断裂，此外，由于该材料含有氯，在体内会缓慢释放氯气、氯化氢等对组织有害的物质。由聚氨酯制备的套管质量适中，但是其缺点是在体内容易被腐蚀，开裂断裂，另外其具有一定的柔软性，在采样过程或试验猪蹭代谢笼等受外力时容易从体内拉出。由硅橡胶制备的套管组织兼容性好，耐体内消化液腐蚀，质量也适中，但是其缺点是比较柔软，在采样过程或试验猪蹭代谢笼等受外力时，从体内脱落的机率非常高。
除了套管的材质影响其使用效果以外，在套管的外形设计上，人们关注的焦点主要集中在T型套管的尺寸，而缺失对于管塞的设计。管塞的缺失很容易导致采样时平时沉积、干涸在套管管型部的食糜堵塞套管，即使在没有食糜堵塞的情况下，也很难彻底排除这些干涸的食糜对所采集肠道鲜食糜样品的污染。因此，管塞的设计显得非常重要。

本瘘管由T型本体、管塞、管盖和外挡圈4部分组成（图1），材质为食品级聚丙烯材料。尺寸要点如下：
A：T型本体。长度为6.5～8 cm，内径（横截面内圆的直径，即贯通孔的孔径）为1.4～1.6 cm，外径（横截面外圆的直径）为1.9～2.1 cm，外螺纹的螺距为0.2 cm，螺纹长度为5～6 cm。槽型部的长度（即槽体的长度）为6.5～7.5 cm，内径（此处是槽型部横截面为半圆形的情形，内径即指内半圆形的直径）为1.4～1.6 cm，外径（此处是槽型部横截面为半圆形的情形，外径即指外半圆形的直径）为1.9～2.1 cm。

B：管塞。管塞的管体外径（横截面外圆的直径）为1.4～1.5 cm，内径（横截面内圆的直径）为1.1 cm，长度为6.5～8 cm，密封端厚度为0.2～0.3 cm；抵挡环的外径（横截面外圆的直径）为2 cm，内径（横截面内圆的直径）为1.1 cm。

C：管盖。外径（横截面外圆的直径）为2.5～2.7 cm，内径（横截面内圆的直径）为1.9～2.1 cm，内螺纹的螺距为0.2 cm，螺纹长度为1.8～2.0 cm。

D：外挡圈。厚度为0.3～0.4 cm，中心孔的直径为1.9～2.1 cm，外圆直径为6～7 cm，内螺纹的螺距为0.2 cm，螺纹长度为0.4～0.6 cm。

[image: image1.jpg]



图1 T型瘘管示意图
本瘘管主要有以下优点：①结构简单，实用，可连续采集活体猪肠道内某一固定位点的食糜。②T型本体中的槽型部设计为与生长猪肠道内壁相匹配的弧线形状且其端部设计为圆滑的尖端，因而可使其在手术过程中易插入肠腔内，有效防止了肠道的非钝性损坏，提高了手术的成功率。③T型本体中的管型部在室温下可耐受80kg外力不变形，槽型部在室温下可耐受50kg外力不变形，因而在采样过程或试验猪蹭代谢笼等受外力情况下，T型本体从体内脱落的机率非常低。④T型本体、管塞、管盖、外挡圈的总重量不超过30g，可大大减少肠道受组件自重的张力而引发炎症与组织增生的现象。⑤本瘘管含有管塞，可避免在非采样期间食糜干涸而堵塞T型本体管型部的现象发生，排除干涸的食糜对所采集肠道鲜食糜样品的污染。⑥瘘管各组件（T型本体、管塞、外挡圈、管盖、采样器）均由食品级聚丙烯材料制作而成，一方面能耐受肠道内消化液及体液的腐蚀，不易开裂断裂，另一方面具有较好的组织兼容性，大大提高了荷术猪术后的健康状况和成活率，使荷术猪的肠道消化生理功能可接近正常猪体内的平均水平。⑦本瘘管易于批量生产，其材质、构造、尺寸上完全统一，排除了以往手工制作的套管因尺寸的差异而存在对实验结果有较大影响的弊端。⑧本瘘管对猪的体重范围适用较广，目前已被证明T型瘘管猪饲养至80kg以上也不会发生瘘管脱落现象。
本瘘管为中国农业科学院北京畜牧兽医研究所赵峰老师团队专利产品（专利号：ZL 2015 2 0207381.0），目前已被中国农业科学院北京畜牧兽医研究所、中国农业大学、南京农业大学、四川农业大学、西南科技大学、湖南农业大学、中国科学院亚热带农业生态研究所、青岛农业大学、重庆畜牧科学院、西南大学等国内科研院所和大学广泛用于猪回肠可消化氨基酸的测定中，并发表了多篇中英文论文。

附录B 猪回肠末端T型瘘管手术
通过对国内外36篇关于猪回肠末端T型瘘管手术的文献的总结，以及农业部饲料工业中心18批猪回肠末端T型瘘管的安装，总结出以下操作技术要点，并对每个要点的优势做了简要介绍。
步骤1：术前准备
猪从采食到通过直肠排空肠道内食糜需要24 h以上的时间，因此，术前给试验猪禁食24～36 h，可以使猪排空胃肠内容物，以避免手术过程中食糜溢出感染腹腔；在术前停止饮水2 h可以降低供试猪的腹腔内压力，以利于手术进行。

步骤2：麻醉与保定
通过对文献检索，目前常用的麻醉药种类较多，因此可根据实际情况选用合适的麻醉剂，推荐采用盐酸氯胺酮或舒泰（内含镇静剂替来他明和肌松剂唑拉西泮）等麻醉剂对猪进行全身麻醉；待猪麻醉后，左侧躺卧保定于手术台上，腹部剃毛，按常规外科手术消毒，这是由于猪的盲肠多位于身体右侧，因此手术开口在右侧易于找寻肠段，此外，瘘管安装于右侧也便于回肠食糜的收集。
步骤3：瘘管安装
回肠瘘管手术常选择腹白线、腹白线旁作为手术切口部位，瘘管固定的位置常选择在最后肋骨和倒数第二根肋骨之间。若手术切口的位置选择在腹下部，由于压力相对较大，不利于该处伤口的愈合，瘘管固定在最后肋骨和倒数第二肋骨之间有利于瘘管的固定。手术部位在腹中线上方约20 cm，自最后一根肋骨缘约3～4 cm处，做一长5～8 cm左右的纵向切口，该位置方便寻找盲肠，进而找到回肠。在回肠“T”型人工瘘管手术中，回肠与瘘管结合部位肠管的缝合方法主要采用单纯的荷包缝合。由于猪喜欢运动，在代谢笼中来回翻转，很容易出现丝线断裂、瘘管脱落的现象。在肠管切口与瘘管之间采用内外两层荷包缝合的方法，猪不易出现瘘管脱落以及感染的情况，并大大增加该处肠管与瘘管的结合程度。在缝合肠管前一定彻底止血，彻底清创。由于腹腔内部肠管游离性较大，肠管壁较薄，寻找回肠时注意适度牵拉。缝合肠管时要采用浆膜肌层缝合，有利于肠管内黏膜层的愈合。外露小肠组织用生理盐水纱布包裹浸润，以免组织失水、失活。瘘管还纳腹腔时，瘘管基部要按照回肠在腹腔中的大致走向放置，避免造成肠梗阻、肠扭转。
腹膜、肌肉和皮肤的缝合属于外科常规手术操作。
步骤4：术后护理
术后将猪放在平面地板让其苏醒并自由走动，以通过运动恢复小肠的正常蠕动。在术后给猪提供葡萄糖、多维饮水可以帮助荷术猪尽快恢复体能，也可以抗应激；在术后24 h开始饲喂适量软化饲料，是为了肠管处手术伤口的恢复，以免食糜过早进入胃肠道导致肠管术部过度膨胀，然后食糜通过手术伤口流入腹腔，导致感染。术后每天注射200万IU头孢曲松钠，连续5 d；并用碘伏擦洗创口和瘘管出口部位，2次/d，保持术部清洁。头孢曲松钠为第三代抗生素，抗菌谱更广，抗菌效果更好，通过连续5 d注射可防止细菌感染的发生；碘伏的杀菌效果较好，且对皮肤伤口的刺激性较小，目前被常用于外科手术伤口的消毒中。对猪术后进行14 d护理，待荷术猪恢复健康后即可投入正式试验。

附录C 无氮饲粮的配制说明
1. 无氮饲粮的配制
1. 无氮饲粮即不含有蛋白质的饲粮，其是利用不含蛋白质的原料组成的纯合饲粮。从收集的国内外研究资料总结了47个典型无氮饲粮的配方发现，无氮饲粮一般由淀粉、油脂、糖类、纤维、指示剂、维生素和矿物质构成。
2. 无氮饲粮中淀粉用于提供能量，经常选用玉米淀粉。油脂的添加除提供能量外，还有改善适口性，减少粉尘和提供脂肪酸、促进维生素吸收的作用，总结研究资料发现（见表9），无氮饲粮的油脂最常选用大豆油，添加量比例多数为3%。糖类主要为动物提供能量，还用于改善饲粮适口性。由表9可以看出，无氮饲粮中的糖类除少数使用葡萄糖，其余皆选用蔗糖，常用的添加比例为10%、15%或20%。
表9 研究资料中无氮饲粮中油脂和糖类的选择和添加量总结

	油脂
	添加量（%）
	文献数
	糖类
	添加量（%）
	文献数

	大豆油
	2
	2 
	蔗糖
	5
	2

	
	3
	25 
	
	5.4
	1

	
	4
	5 
	
	10
	11

	
	5
	1 
	
	15
	12

	菜籽油
	3
	5 
	
	20
	10

	葵花油
	3.3
	1 
	
	25
	1

	
	5
	1 
	
	30
	1

	玉米油
	2
	3 
	
	37.93
	1

	
	4
	1 
	葡萄糖
	10
	8

	精选白色油脂
	4
	1 
	
	
	

	脂肪未定义
	4
	1 
	
	
	

	不添加
	0
	1 
	
	
	


备注：本表中数据来源于19个农业农村部饲料工业中心试验研究和28个其他国内外相关试验研究。
3. 纤维对于猪的正常肠道生理具有重要意义，饲粮中缺少纤维使猪处于非正常生理状态，可能会减少肠道消化酶及肠道细胞正常更新脱落低估内源损失。研究结果表明（见表10）无氮饲粮纤维类型和添加水平的不同可能会影响动物内源氮损失的估测值。无氮饲粮的纤维常选用合成醋酸纤维素。总结47个典型无氮饲粮配方中，醋酸纤维素添加量多数在3%~5%之间，其中添加量为4%的共28个，其次为5%（11个），因此，本标准建议无氮饲粮中纤维素的添加量为4%。
表10 无氮饲粮中纤维水平对于内源氨基酸损失的影响
	研究者
	纤维水平或纤维
素添加量（%）
	对内源氨基酸损失的影响

	Liu 等，2016
	0, 3, 6, 9
	无影响

	Mariscal-Landin 等，2017
	中洗纤维12, 17, 23, 29
	线性增加

	Furuya和Kaji,1992
	中洗纤维0, 3, 6, 9, 12, 15
	无影响

	Leterme等，1992
	粗纤维3, 6, 9, 12
	无影响

	Kim等，1992
	3, 6, 9
	无影响

	Seve等，1994
	3, 6, 9
	添加量3~6%时，增加内源损失，到6%趋于平缓

	张宏福等，1999
	粗纤维2, 5, 8
	显著增加内源损失

	Taverner等，1981
	中洗纤维5, 14, 19
	中洗纤维低于10%，增加内源损失，高于10%时维持不变


4. 无氮饲粮中维生素和矿物质的添加要根据猪的体重阶段添加，需要满足或超过猪饲养标准（NY/T65）。
总结以上，本标准给出了生长猪无氮饲粮的参考配方见附录C，仅供参考，实际中应可以根据猪品种和体重阶段进行饲粮调整。
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国家标准《畜禽饲料有效性与安全性评价
猪标准回肠可消化氨基酸测定技术规程（简单T型瘘管法）》
（送审稿）终审意见

2009年6月23日，全国饲料工业标准化技术委员会组织专家对由农业部饲料效价与安全监督检验测试中心（北京）等单位负责起草的国家标准《畜禽饲料有效性与安全性评价 猪饲料标准回肠可消化氨基酸测定技术规程（简单T型瘘管法）》（送审稿）进行了认真审查。经审查认为：该标准起草单位在标准回肠可消化氨基酸测定技术规程（简单T型瘘管法）方面做了大量基础性工作，结合国内实际情况制订，达到国内先进水平，予以通过,并提出以下修改意见：

1、 正文中“饲粮”、“日粮”用法不统一，应统一为“饲粮”或“日粮”；

2、 正文顺序应修改调整为“1. 范围; 2.规范性引用文件; 3.术语与定义; 4.试验动物; 5.试验方法; 6.饲养管理”;

3、 原文本中6.3条“舍温22-23℃”难以实施，建议改为“舍温20-25℃”；

4、 试验设计修改为“根据待测饲料的数量确定实验方法，实验设计应为交叉设计或拉丁方设计，每个待测日粮处理至少6个重复，每重复至少1头猪”；

5、 文本中“合成纤维”应明确为“羧甲基纤维素”；

6、 附录中补充一个T型瘘管的参数描述；

7、 在编制说明中补充试验记录、试验报告及编制过程；

8、 补充召开预审会；

9、 按GB/T 1.1规范标准文本。

与会专家一致同意《畜禽饲料有效性与安全性评价猪饲料标准回肠可消化氨基酸测定技术规程（简单T型瘘管法）》（送审稿）按上述意见修改后，重新送全国饲料工业标准化技术委员会审查
                                 专家组组长：

                                 2009年6月23日
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