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Summary. Effects of vitamin D on intestinal phytase and alkaline phosphatase and its
relationship with phytate-phosphorus absorption in pigs.

At least two-thirds of the phosphorus ingested by pigs is in the form of phytates. Two
intestinal vitamin D-sensitive enzymes, alkaline phosphatase and phytase, might be
involved in phytate-P digestion. The effects of dietary vitamin D upon the two intestinal
phosphatases and P utilization in pigs fed a high phytate-P diet are reported here. Fourteen
vit. D-depleted pigs (25-hydroxy vit. D : about 2 ng/ml plasma) were divided into two
groups fed the same basal diet containing 0.6 % P (of which 80 % was phytic) and 0.6 %
Ca. One group (+ D) was supplemented for 5 weeks with vit. D (1 000 IU D3/kg diet) and
the other ( - D) received none.

P absorption and retention was two times higher in + D pigs than in - D animals
(balance technique), and tibia X-ray pictures showed a lower bone density with the - D
diet than with the + D diet. Surprisingly, vit. D supplementation had no effect on either of
the mucosal enzymes (phytase and alkaline phosphatase). It may be concluded that vit. D
improves phytate-P absorption via a mechanism which does not involve an increase in the
activity of the intestinal phosphatases.

Introduction.

Chez le porc, l’apport alimentaire de phosphore est, au moins pour les deux
tiers, sous forme de phytates provenant essentiellement des céréales et des tour-
teaux (Bagheri et al., 1982). Au niveau intestinal, deux phosphatases, la phytase
(E.C.3.1.3.8.) et la phosphatase alcaline (E.C.3.1.3.1.) sont susceptibles d’interve-
nir dans l’hydrolyse des phytates (McCuaig et Motzok, 1972 ; Davies, Ritcey et
Motzok, 1970 ; Davies et Flett, 1978) et dans l’absorption du phosphore (Shirazi,
Beechey et Butterworth, 1981 ; Bachelet, Lacour et Ulmann, 1982 ; Kempson et
a/., 1979 ; Birge et Avioli, 19811. Chez le rat ou le poulet, l’activité de l’une et
l’autre enzymes augmente avec l’apport de vitamine D tant in vivo (Steenbock et
a/., 1953 ; Pileggi, De Luca et Steenbock, 1955 ; Davies, Ritcey et Motzok, 1970 ;
Roberts et Yudkins, 1961 ; Bhandari, 1980 ; Valinietse et Bauman, 1984) qu’in



vitro (Peterlik et Wasserman, 1980 ; Chan et Atkins, 1983 ; Haussler, Nagode et
Rasmussen, 1970 ; Bikle et al., 1979 ; Bachelet, Ulmann et Lacour, 1979). Cer-
tains auteurs (Bachelet, Lacour et Ulmann, 1982 ; Birge et Avioli, 1981) attribuent
un rôle à la phosphatase alcaline dans le transport du phosphore à travers la

muqueuse intestinale du fait d’une part de l’existence de substances inhibitrices
communes (Haussler, Nagode et Rasmussen, 1970 ; Bachelet, Lacour et Ulmann,
1982) et, d’autre part de leur commune stimulation par le métabolite le plus actif
de la vitamine D, le 1,25-dihydroxycholécalciférol (1,25(OH)2D3) (Peterlik et Was-
serman, 1980 ; Matsumoto, Fontaine et Rasmussen, 1980).

L’augmentation des concentrations en 1,25(OH)ZD lors de carence en phos-
phore est un phénomène connu chez le rat et chez le poulet (De Luca, Tanaka et
Baxter, 1975) qui a été récemment confirmé, chez le porc, par l’observation d’une
corrélation négative étroite entre la concentration plasmatique de 1,25(OH)2D3 et

la phosphatémie (Pointillart, Fontaine et Thomasset, 1984a), lorsque les régimes
sont pauvres en phosphore. Par contre, certains résultats obtenus aussi chez le
porc, bien qu’ils suggèrent une réponse de la vitamine D à la carence en phos-
phore (augmentation de la phosphatase alcaline et de la CaBP duodénales, éléva-
tion de la concentration plasmatique de 25 hydroxy-vitamine D), ne permettent
pas d’impliquer les phosphatases (phytase et phosphatase alcaline) dans l’aug-
mentation de l’absorption du phosphore mesurée in vivo par la méthode des
bilans (Pointillart, Fontaine et Thomasset, 1984b).

En conséquence, l’influence de la vitamine D sur la phytase et la phosphatase
alcaline intestinales en relation avec l’absorption du phosphore phytique a été étu-
diée chez des porcs préalablement carencés en vitamine D.

Matériel et méthodes.

1. Animaux et régimes. &horbar; Quatorze porcelets Large-White, pris au sevrage,
pesant 7 ± 0,2 kg, âgés de 26 jours, ont été placés à l’obscurité et ont reçu pen-
dant une période d’environ 2 mois, un aliment pré-expérimental. Celui-ci était

identique à l’aliment classique utilisé lors du sevrage, riche en calcium (1,7 %),
mais non supplémenté en vitamine D (tabl. 11. Progressivement (sur une période
de deux semaines), l’aliment expérimental carencé en vitamine D (tabl. 1 ) et

dépourvu de phosphore minéral (P total : 0,6 % dont 80 % sous forme phytique)
a été substitué à l’aliment sevrage. Finalement, les porcs ont été répartis en 2 lots
de 7, l’un ayant continué à recevoir l’aliment expérimental carencé ( - D) et

l’autre, ce même aliment supplémenté avec 1 000 ui de vit. D3 par kg ( + D). Sur
4 animaux par lot, alimentés de façon appariée, un bilan de 10 jours a été réalise
dans les deux semaines précédant le sacrifice, effectué un mois après le début de
l’essai.

L’aliment expérimental contenait 0,6 % de P, teneur voisine des recomman-
dations usuelles (Gueguen et Perez, 1981) dans cette espèce ; il ne présentait
aucune activité phytasique, laquelle aurait pu interférer dans l’utilisation digestive
du phosphore, comme il a été récemment montré (Pointillart, Fontaine et Tho-
masset, 1984b). L’apport de calcium a été réduit (0,6 % contre 0,95 % recom-



mandé) pour prendre en compte la relative indisponibilité du P phytique, suscepti-
ble d’entraîner une mauvaise rétention calcique (Pointillart, Fontaine et Thomas-
set, 1984a et b 1.

L’état de carence en vitamine D a été vérifié par le dosage du métabolite cir-
culant servant généralement de témoin (Garabedian, 1984), le 25(OH)D (méthode
de Preece et al., 1974). Au sevrage, la concentration plasmatique était de 4 ng/ml
(4,1 ± 1,2) ; pour la majorité des porcelets (9/14), elle diminuait pour atteindre

environ 2 ng/ml (1,7 ± 0,1) la semaine ayant précédé la mise en lot.

2. Prélèvements et mesures. &horbar; A l’abattage, des échantillons de muqueuse intes-
tinale ont été prélevés à partir du duodénum (20 cm), du jéjunum (40 cm, partie
médiane), de l’iléon (segment distal, 40 cm) du caecum (proximal : 40 cm) et du
côlon (fragment distal, 40 cm) selon un protocole précédemment décrit (Pointil-
lart, Fontaine et Thomasset, 1984b). L’activité de la phosphatase alcaline est

mesurée à pH 9,8, à 37 °C à l’aide de paranitrophényl phosphate (Bessey, Lowry
et Brock, 1946) et celle de la phytase à pH 8, à 37 °C, avec le substrat phytate de
sodium (Bitar et Reinhold, 1972). Les résultats ont été exprimés en milli unités
internationales par mg de protéines de la muqueuse, estimées par la méthode de
Lowry et al. (1951) (1 ui = 1 I1Moie de P libérée par min à 37 °C).

Tibias et péronés ont été utilisés pour déterminer la composition minérale des
os (cendres, Ca, P) et l’opacité radiographique. En outre, la carence en vitami-

ne D pouvant interférer dans le métabolisme lipidique (Anonyme, 1984), les

échantillons de métaphyses tibiales (distales et proximales) ont été préalablement
dégraissés avant leur minéralisation. La résorption osseuse a été estimée par



l’intermédiaire du dosage de l’hydroxyproline dans les urines récoltées au cours du
bilan (Szymanowicz, Randoux et Borel, 1979). Les phytates du régime ont été
dosés par la méthode d’Oberleas (1971) et son activité phytasique par celle de Bitar
et Reinhold (1972) à pH 5. Le sang collecté à l’abattage a permis la mesure des
concentrations plasmatiques de calcium, de phosphore inorganique, de 25(OH)D
et de l’activité de la phosphatase alcaline (phosphatasémie, exprimée en unités
Bessey-Lowry/1). Le test t de Student a permis la comparaison des moyennes
(présentées suivies de leurs écart-types).

Résultats.

1. Absorption et rétention du phosphore (tabl. 2). - L’absorption et la réten-
tion du phosphore étaient significativement plus élevées ( x 2 environ) dans le

groupe ayant reçu un apport vitaminique D que dans celui qui en a été privé
jusqu’à la fin de l’expérience, qu’elles soient exprimées en valeurs absolues (g/j)
ou relatives (en % de l’ingéré). La phosphaturie était comparable dans les
2 groupes, elle est restée, pour l’ensemble des animaux, excessivement faible,
puisqu’elle était inférieure à 100 mg/jour, soit moins de 1,5 % de l’ingéré. A noter
également qu’avec le régime + D, l’absorbé (en g/j) correspondait à deux fois la
quantité de phosphore non phytique ingérée. Une proportion importante de P
phytique a donc été absorbée, ce qui n’était pas le cas avec le régime carencé.

2. Activités phosphatasiques intestinales (tabl. 3). - Quels que soient les

segments considérés, la supplémentation en vitamine D n’a eu aucun effet sur
l’activité des deux enzymes, phytase ou phosphatase alcaline. L’activité phytasi-
que était extrêmement faible comparée à celle de la phosphatase alcaline : en
moyenne moins de 1 m ui (par mg de protéines de la muqueuse), soit, dans
l’intestin grêle, 100 fois moins que pour l’autre phosphatase.



Le jéjunum était la partie intestinale où se manifestait la plus forte activité
phosphatasique alcaline, duodénum et iléon ayant eu des activités comparables et
2 ou 3 fois plus faibles que dans le jéjunum. Celles du gros intestin étaient très fai-
bles comparativement à celles du grêle (10 fois moins). Il n’y avait pas de corréla-
tion significative entre les activités phosphatasiques intestinales et les quantités de
phosphore absorbées (r = 0,22 au niveau jéjunal, NS).

3. Phosphatasémie, minéraux et 25(OH)D plasmatiques (tabl. 4). - Les ani-
maux carencés se caractérisaient par une hypocalcémie très importante (chute de
30 % de la valeur témoin), une hypophosphatémie (de 30 % également), une
hyperphosphatasémie considérable (valeur témoin x 3) et une concentration en
25(OH)D circulante de 0,21 ng/ml, significativement diminuée (P < 0,01) par rap-
port à la valeur pré-expérimentale (1,7 ng/ml) (plusieurs valeurs étaient à la limite
de sensibilité du dosage ou indétectables). Au contraire, chez les porcs supplé-
mentés, le 25(OH)D était considérablement augmenté (valeur initiale x 10).

4. Aspects osseux. &horbar; Les tibias du lot + D étaient significativement
(P < 0,05) plus longs (10,2 ± 0,2 cm) et plus lourds (39 ± 2 g) que ceux du lot



- D (9,5 t 0,2 cm et 33 ± 2 g, respectivement) ce qui allait de pair avec une
vitesse de croissance supérieure du lot ayant reçu de la vitamine D ( + D : 590 ±
60 g/j, - D : 411 t 49, P < 0,05).

La comparaison des clichés radiographiques (fig. 1) met clairement en évi-
dence une opacité supérieure des tibias du lot + D, ainsi que des fractures
(2 porcs sur 7) pour les os du lot - D seulement. Ces résultats ne sont que par-
tiellement confirmés par les analyses minérales (tabl. 5). Rapportées à l’os sec non



dégraissé, les teneurs en cendres, en phosphore et en calcium du péroné, des
diaphyses et épiphyses tibiales n’étaient pas différentes d’un lot à l’autre. Par con-
tre, le contenu total en calcium (mais pas celui de phosphore), calculé sur le

péroné entier, était plus élevé chez les suaplémentés ( + D : 600 ± 40 mg, - D :
500 ± 30 mg de Ca, P < 0,05), ce qui est à relier à une teneur accrue en matière
sèche ( + D : 58 + 2 %, - D : 53 + 1 % de l’os frais, P < 0,011. Rapportée à
l’os sec dégraissé, la teneur en calcium des métaphyses tibiales était significative-
ment plus faible, chez les carencés, mais non la teneur en phosphore (tabl. 5). Un
écart significatif existait également au niveau des teneurs en calcium rapportées
aux cendres, mais pour les métaphyses tibiales seulement ( + D : 38,7 ± 0,9 %,
- D : 35,7 ± 0,8 %, Ca % cendres, P <0,01). Enfin, l’ostéolyse était accrue
chez les carencés comme la comparaison des hydroxyprolinuries l’indique :

Discussion.

Dans les conditions expérimentales utilisées, c’est-à-dire avec des animaux

préalablement carencés, l’introduction dans le régime de vitamine D améliore la
minéralisation osseuse et évite les fractures mais surtout l’absorption du phos-
phore, pour l’essentiel phytique, double sans que les activités des deux phospha-
tases intestinales, quel que soit le segment considéré, soient augmentées.

L’ensemble des travaux de Moore et Veum (1982, 1983a, b) et de Moore,
Reeves et Veum (1984) démontre que, chez le rat, les changements dans l’absorp-
tion du phosphore phytique, quand ils existent, ne sont liés ni à la phytase, ni à la
phosphatase alcaline de la muqueuse intestinale. Par contre, chez le poulet sou-
mis à un régime carencé en phosphore, l’activité de la phosphatase alcaline dans
la muqueuse augmente de 50 %, comparée aux témoins (McCuaig et Motzok,
1972). Cela n’est pas le cas chez le rat selon Moore et Veum, alors que Kempson
et al. (1979) montrent que la carence en phosphore stimule la phosphatase alca-
line de l’intestin ( x 1,51. Enfin, chez le porc recevant un régime pauvre en P, la

phytase intestinale est inchangée (Moser et al., 1982 ; Pointillart, Fontaine et Tho-
masset, 1984b) et qui plus est, la phosphatase alcaline duodénale peut doubler
sans que cela corresponde à une meilleure absorption du P phytique (Pointillart,
Fontaine et Thomasset, 1984b).

L’implication de la phosphatase alcaline dans le transfert de phosphore, au
travers de la muqueuse intestinale, est le sujet de nombreuses controverses. Cer-
tains (Peterlik et Wasserman, 1980 ; Matsumoto, Fontaine et Rasmussen, 1980)
constatent qu’in vitro, chez le poulet, la stimulation du transport de P par la vita-
mine D précède celle de la phosphatase alcaline, alors que Bachelet, Lacour et
Ulmann (1982) concluent d’un essai sur anse intestinale de rat isolée in situ, que
le 1,25(OH)2D3 stimulerait le transport de P par l’intermédiaire d’une activation de
la phosphatase alcaline, leur hypothèse se fondant sur une inhibition commune
par certaines substances (phénylalanine, lévamisole). Au contraire, Shirazi, Bee-
chey et Buttenivorth (19811, en utilisant des inhibiteurs de la phosphatase alcaline
différents (thio ou imidonucléotides) démontrent que le transfert actif de P (Na-
dépendant), dans les vésicules de bordure en brosse, n’est pas modifié.



En fait, la seule équipe (Moore et Veum) qui a étudié simultanément et

l’absorption in vivo du phosphore (notamment phytique) et les activités des deux
phosphatases, la phytase et la phosphatase alcaline duodénales, conclut à une
absence de relation entre ces enzymes et les quantités absorbées de phosphore
total ou phytique. Ces résultats, les seuls obtenus chez le rat in vivo, s’accordent
assez bien avec ceux du présent travail et d’autres obtenus précédemment, égale-
ment chez le porc, et qui montraient des variations dans l’absorption du P phyti-
que indépendantes des deux activités phosphatasiques intestinales (Pointillart,
Fontaine et Thomasset, 1984a et b).

Par contre, l’absence d’effet de la supplémentation en vitamine D sur l’acti-
vité des deux phosphatases, chez le porc, est en contradiction avec l’ensemble
des résultats antérieurs, obtenus soit chez le poulet, soit chez le rat. La carence
en vitamine D, en affectant l’intégrité de la muqueuse (McCarthy, Barham et

Kumar, 1984), pourrait en diminuer la teneur en protéines, masquant ainsi un
éventuel écart des activités enzymatiques qui sont rapportées à cette teneur.

Cependant, il ne semble pas qu’il en soit ainsi, puisqu’au niveau duodénal, seul
segment où la teneur en protéines différait significativement 1 + D : 100 ± 4,
- D : 85 ± 4 mg de protéines/g de muqueuse, P < 0,02), l’activité phosphatasi-
que alcaline rapportée à la masse de muqueuse est restée comparable ( + D :

6,8 ± 1,3 ; - D : 6,1 ± 1,1 ui/g de muqueuse, P > 0,10), ainsi que celle de la
phytase (+ D : 77 ± 12, - D : 56 ± 9 m ui/g de muqueuse, P > 0,10). Il pour-
rait donc s’agir d’une particularité de l’espèce porcine. Toutefois, il a déjà été
montré, chez le rat (Krawitt et Korson, 1972) un effet significatif de l’apport de
vitamine D sur la phosphatase alcaline duodénale ( x 3, comparée aux carencés)
qui ne se manifestait pas aux niveaux jéjunal et iléal. Par ailleurs, lors d’un précé-
dent essai (Pointillart, Jay et Fontaine, 1985), il a été observé, chez des porcs
devenus rachitiques (25(OH)D < 1 ng/ml), des activités phosphatasiques supé-
rieures (phosphatase alcaline jéjunale et iléale : de 200 à 500 m ui contre 100 à
250 m ui, tabl. 2) ou égales (phosphatase alcaline duodénale et phytase, quel que
soit le segment) à celles décrites, ici, chez les porcs supplémentés en vitamine D.
Enfin, il a été vérifié, in vitro, sur des prélèvements de muqueuse jéjunale et duo-
dénale provenant de porcs non supplémentés en vitamine D, que ni le

1,25(OH)2D3 (aux doses de 34 et 85 pg/ml d’homogénat), ni le 25(OH)D3 (aux
doses de 10 et 40 ng/ml d’homogénat) n’activaient la phytase.

L’hypocalcémie, l’hypophosphatémie, l’hyperphosphatasémie et la disparition
presque complète du métabolite témoin de l’état de réplétion vitaminique D, le
25(OH)D sont des signes classiques de la carence en vitamine D (Boudailliez,
1984). Il en est de même pour les fractures et l’opacité radiographique diminuée
associées à l’hyperrésorption osseuse dont témoigne l’hyperhydroxyprolinurie. La
parathormone circulante n’a pas été mesurée, mais, chez les carencés, le poids
des parathyroïdes (90 ± 8 mg) était significativement supérieur (P < 0,05) à celui
des supplémentés (65 ± 7 mg), ce qui pourrait suggérer une réaction parathyroï-
dienne ayant stimulé la résorption. Les péronés présentaient une composition nor-
male en minéraux, mais un contenu total de l’os en calcium nettement diminué
chez les carencés, conséquence probable de la chute générale de croissance
ayant atteint les os comme on l’a vu avec les tibias. Néanmoins, la chute de la



teneur en calcium des métaphyses tibiales (rapportée à la matière sèche de l’os

dégraissé) témoigne également d’un trouble de la minéralisation. Il est vraisembla-
ble que la déminéralisation (ou la minéralisation plus faible) apparue chez les

porcs - D provienne à la fois de la résorption accrue et d’une formation osseuse
inhibée, comme le laissent supposer l’hyperphosphatasémie considérable et les
chutes exceptionnelles des quantités de phosphore, mais aussi de celles de cal-
cium retenues (- D : 0,5 ± 0,3 g/jour, + D : 3,1 + 0,5 g, P < 0,011. ).

En conclusion, la supplémentation vitaminique D stimule très nettement

l’absorption du phosphore et sa rétention même quand sa forme alimentaire est, à
80 %, phytique. Cet effet est indépendant de la phytase (E.C.3.1.3.8.) et de la

phosphatase alcaline (E.C.3.1.3.1.) de la muqueuse intestinale qui, chez le porc,
contrairement au poulet et au rat, apparaissent peu sensibles à l’apport alimen-
taire de vitamine D.
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