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一株乳酸利用、丁酸产生菌的分离与鉴定及代谢特性的初步研究

刘 威，朱伟云"，姚 文，毛胜勇
（南京农业大学动物科技学院消化道微生物研究室 南京 $0%%-’）

摘 要：利用改进型 G*+H6B,技术从猪粪中分离到一株乳酸利用、丁酸产生双重功能菌株 I/%0。常规生化检测表明
菌株 I/%0为革兰氏阳性、严格厌氧菌，能利用葡萄糖、果糖、麦芽糖和乳酸等碳源，并产生大量的气体；0&J KLMN序
列比对表明其与 O,+/6+P中的 !"#$%&’$"($ ’)*+,+%与 Q+D*3B*K,R K*9,+ S6DB,K:*9 #D#R104的同源性最高，同源性高达

--T。菌株 I/%0可以利用乳酸，并将其主要转化为丁酸和丙酸，在有葡萄糖的情况下，菌株 I/%0尚能够利用乙酸
并生成丁酸。与乳杆菌 U-共培养时，菌株 I/%0有效地利用了乳杆菌 U-代谢过程中产生的乳酸，减缓了由于乳酸
积累而造成的 VG值下降，并且将乳酸转化为丁酸和丙酸。这些代谢特征表明菌株 I/%0 是一株具有潜在应用价值
的肠道益生菌，它能够利用乳酸和乙酸（补充额外能量），能有效地防止乳酸和乙酸的积累，同时生成包括丁酸在内

有益的短链脂肪酸，调控后肠道 VG，营造着微酸的环境。
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高等哺乳动物与人的肠道，特别是后肠道，栖生

着种类众多且数量高达 0%0!的正常肠道微生物，这
些肠道微生物与宿主构成了一个共生复合体，对宿

主健康具有重要的意义［0，$］。

在代谢上，肠道微生物之间存在着交互饲喂

（DKAFF1X,,R:+H），即一群微生物产生的代谢中间产物
能够作为另一群微生物利用的底物。动物后肠存在

着大量的乳酸产生菌，例如乳酸杆菌、双歧杆菌等，

它们利用小肠未完全吸收的葡萄糖及利用未被小肠

消化的多Y寡糖，可以产生大量乳酸，但是在健康动
物和人的粪便中却几乎检测不到乳酸，暗示了乳酸

可能被利用而转化成其它物质。/A*KK:6*R 等［#］利用
标记乳酸来研究乳酸的转化，发现乳酸被肠道菌主

要地转化为丁酸。但是这种乳酸产生与利用之间的

相对平衡在动物发生腹泻时易遭到破坏，加之乳酸

不能像短链脂肪酸那样被后肠上皮细胞很好地吸

收，乳酸便在后肠内迅速积累，所以腹泻粪便中乳酸

的含量常高达 $%99A3YH［!］，乳酸的积累易导致动物
机体酸中毒。研究进一步发现，腹泻动物体内的乙

酸和丙酸浓度几乎没有变化，而丁酸浓度通常会急

剧降低［’］。因此，乳酸积累和丁酸含量降低可能是

诱发后肠道疾病和功能失调的重要因素之一。

/A*KK:6*R等［#］研究结论不仅阐明了乳酸在后肠
里的代谢途径，同时为分离肠道乳酸利用、丁酸产生

菌提供了一个策略。现有的分离丁酸菌方法大多数

使用了 /6KD,+:336等［&］报道的方法，该方法在培养基
中添加了大量的葡萄糖和瘤胃液，由于葡萄糖和瘤

胃液能广泛地支持多种肠道微生物的生长，因此该

方法不利于分离特定的丁酸产生菌，因此分离丁酸

产生菌的成功机率偏小。本研究通过改进 /6KD,+:336
等报道的丁酸菌分离方法，利用了补充乳酸作为唯

一碳源的 Z.5N培养基（详细方法见下），分离到一
株乳酸利用、丁酸产生双功能菌。

! 材料和方法

!"! 主要试剂和仪器
-$. 酶、VO8[12载体（\KA9,H6）；序列测序、引

物合成（]+^:BKAH,+）；\.L仪（/:A9,BK6，德国）；W:6_*:DP
\.L产物纯化试剂盒（申能博彩）；\G1G)-%/酸度计
（8*B,D<:+FB，新加坡）；葡萄糖试剂盒、乳酸试剂盒（南
京建成）；O.10!/型气相色谱仪（日本岛津公司）
!"# 肠道菌的分离方法
!"#"! 材料与取样：取新鲜成年猪粪 0H，用 ’9I生
理盐水稀释混匀，在通入 .‘$ 气流条件下，将混合



液通过三层纱布过滤，滤去粪便中固体残渣。

!"#"# 富集培养：取 !"#滤液接种到滚管中，其中
装有 $%&"# ’()* 培养基，并补充 +%,&-（./0）乳
酸作为唯一碳源。’()*培养基营养成分及配制方
法参考文献［1］，调整 23&%4 5 6%!。在 718下富集培
养 $ 5 &代，每间隔 ,$9传代一次。
!"#"$ 挑菌和纯化：取第 &代 ,$9发酵液梯度稀释
至 !+: !,，选择 !+: 4 5 !+: !,稀释度作为接种梯度，利

用 3;<=>?@技术分离细菌，详细方法参见文献［4］。
按上述方法，进一步纯化单株菌 7 5 $次，以获得纯
的菌株。

!"#"% 丁酸产生菌的筛选：利用气相色谱仪检测单
株菌 ,$9发酵液中短链脂肪酸产量，筛选高产丁酸
菌株，检测方法参见文献［A］。

!"$ 细菌的鉴定
!"$"! 形态和生化鉴定：革兰氏染色法，光学显微
镜观察；在有氧条件下培养，判断其对 B, 的敏感性；

利用补充不同碳源 ’()*培养基厌氧培养，通过 !"6&+

值检测细菌生长状况，判断其利用各种碳源的能力。

!"$"# 分子生物学鉴定：CD*的提取及 E(F扩增，
!6G HFD*的克隆与测序方法参见文献［!+］。将 !6G
HFD*序列递交 I@<J><K，获取登录号。从 I@<J><K
数据库中下载相关 A 株菌的 !6G HFD* 序列，通过
(#LGM*# N等软件与分离菌株的 !6G HFD*序列进
行比对、分析，基于 !6G HFD*的同源性，使用 OPI*
软件中 D@Q=9RS;HTUSQ<Q<=法绘制进化树。

图 ! 菌株 &’(!与相关细菌的进化树
)Q=V! E9WXS=@<@?QY ?H@@ SZ [?H>Q< #J+! ><\ H@X>?@\ R>Y?@HQ>V D;"R@H[ Q< 2>H@<?9@[@[ H@2H@[@<? ?9@ [@];@<Y@[^ >YY@[[QS< <;"R@H Q<

I@<J><KV M9@ <;"R@H >? @>Y9 RH><Y9 2SQ<? Q[ ?9@ 2@HY@<?>=@ [;22SH?@\ RW RSS?[?H>2V J>H，!- [@];@<Y@ \Q_@H=@<Y@V

!"% 体外发酵试验和共培养试验
分别添加或组合添加乳酸、乙酸和葡萄糖到

’()*培养基，菌种接种比例为 ,%&-（0/0），进行批
次发酵试验，研究该菌株的代谢性质；选择乳杆菌

‘A（本试验室分离）与其进行共培养试验，研究与乳

酸产生菌的共培养状况。

!") 统计方法
本发酵试验重复 7次，以每组数据的平均值进

行数据统计，采用 # 检验。

# 结果和讨论

#"! 细菌的分离与筛选
利用改进型 3;<=>?@ 技术共计挑菌 ,4 株，,$9

发酵终产物经气相色谱检测，筛选出一株高产丁酸

菌，将其命名为菌株 #J+!，丁酸产量在 ,$9发酵液
中大于 !+""SX/#。
#"# 细菌的鉴定
#"#"! 形态特征及生化鉴定：菌落在补充葡萄糖
’()*固体培养基上呈圆形，表面凹凸不平，淡褐
色；镜检呈革兰氏阳性，无芽胞，菌体圆球型，成对居

多，偶尔成链及葡萄串状；严格厌氧；能利用葡萄糖、

果糖、乳酸、麦芽糖等碳源，并产生大量气体和有机

酸，其中以果糖和乳酸的利用效果为最好，优于葡萄

糖，但不能利用甘露糖、阿拉伯糖、甘露醇、葡萄糖

酸、甘油、乙酸、蔗糖、纤维二糖、核糖、木糖、乳糖、松

三糖等。菌株 #J+!与《伯杰细菌鉴定手册》中的巨
球型菌属（$%&’()*’%+’）的细菌特征相似。
#"#"# 分子生物学鉴定：!6G HCD*共计测出的有效
长度为 !&$&R2，在 I@<J><K中的登录号为 P)+&7!,6，
与亲缘关系较近的 A 株细菌的系统进化树见图 !。
菌株 #J+! 属于巨球菌属，与 L<Y;X?;H@\ H;"@<
R>Y?@HQ;" 7Y7\T!4 和分离于人结肠的 $ V *,-./.(
（;<2;RXQ[9@\）关系最紧密，位于同一分枝中，同源性
高达 AA-，并与 $ V %0(1%/.. 也有着较近的亲缘关
系，说明来自于人、猪及反刍动物的巨球型菌具有很

高的同源性。但该菌株目前尚不能定种，还需要与

模式种进行 CD*—CD*同源性杂交，再根据同源性

67$ #aL .@Q %# ’0 V /23#’ $.3+,4.,0,&.3’ 5./.3’（,++1）$1（7）



结果方能定论。

!"# 代谢性质
!"#"$ 乳酸的利用特性：菌株 !"#$ 在补充乳酸
%&’(培养基迅速地生长，说明了乳酸可以支持菌
株 !"#$的生长。分别测定 #)、*)、+)、,)、$-)和 -.)
发酵液中乳酸的浓度，结果显示菌株 !"#$ 几乎在
,)之内就消耗掉添加的乳酸（图 -/(），-.) 发酵终
产物主要为丁酸和丙酸（表 $）。菌株 !"#$ 在乳酸
%&’(培养基中比在葡萄糖 %&’(培养基中生长迅
速（数据未显示），暗示乳酸是其优先利用的底物。

当在 %&’(培养基中同时加入乳酸和葡萄糖时，发
现乳酸被优先地利用，乳酸的耗尽才促进葡萄糖的

利用（图 -/"），进一步证实了乳酸是菌株 !"#$偏爱
利用的碳源。

图 ! 乳酸浓度（%）和乳酸&葡萄糖的浓度（’）对发酵时
间的曲线图
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59>54>=7<=09>（"）<>? :47A4>=<=09> =0A42

表 $ 菌株 (’)$在不同碳源 *+,%培养基及共培养中短链脂肪酸的产量-
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图 # 起始不同 ./和发酵时间的变化曲线图
’012* 3)4 56784 9: 0>0=0<;;M 8<7096@ CQ <>? :47A4>=<=09> =0A42

!"#"! 不同起始 CQ的影响：高等哺乳动物后肠道
生理 CQ 通常介于 LHI R +H$ 之间，当 CQ 低于 LHL
时，动物机体易出现亚急性酸中毒，当 CQ低于 LH-
时，动物机体易出现急性酸中毒。利用乳酸作为碳

源，分别设定 LHI、LH#、.HK、和 .HL 四个 CQ梯度，体
外模拟后肠正常、酸中毒，以研究菌株 !"#$的代谢
特性。结果表明除了在 CQ.HL时起初 ,)的生长略
微缓慢之外，菌株 !"#$在其余各个 CQ梯度均能很
好地生长，生长与生理 CQ的无差异（数据未显示）。
在酸中毒 CQ条件下，菌株 !"#$ 仍然能够生长，并
伴随着发酵液 CQ的升高，发酵 -.) 之后各试验组
CQ超过亚急性酸中毒的阈值（图 *），但对生理 CQ

的影响不显著。这一方面说明了菌株 !"#$具有很
强的耐酸能力，另一方面说明了菌株 !"#$有较强的
调控肠道 CQ能力，尤其是迅速地升高酸中毒时肠
道 CQ，始终保持着后肠微酸的生理环境。
!"#"# 乙酸的利用：菌株 !"#$ 在乙酸 %&’( 培养
基中不能生长，但在乙酸 %&’(培养基中添加葡萄
糖时，其生长比葡萄糖对照组生长好，暗示了乙酸可

能参与该菌的某些生理代谢。气相色谱结果表明，

-.)发酵液中乙酸的浓度下降，丁酸浓度显著地高
于葡萄糖对照组（" S #H#$，表 $）。据研究报道，许
多丁酸产生菌可以通过乙酰 &9(：丁酰 &9(转酰基
路径生成丁酸，并且是丁酸生成的主要路径［$$］，因

此菌株 !"#$体内也可能存在这条路径。后肠内乙
酸产生菌的数量庞大，乙酸浓度相对较高，在肠道发

生疾病情况下，乙酸与乳酸类似，也易在肠道内积

累，造成机体酸中毒，因此菌株能够利用乙酸合成丁

酸的特性可以减轻乙酸积累带来的不良后果。

!"#"0 菌株 !"#$/乳杆菌 T, 共培养：为了模拟小
肠吸收葡萄糖失调时大量葡萄糖进入后肠的病理情

况，用添加 #HIU葡萄糖的 %&’(培养基分别接种菌
株 !"#$、乳杆菌 T,及同时接种菌株 !"#$和乳杆菌
T,。与乳杆菌 T, 单独接种组相比，混合培养组有
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效地减缓了发酵液 !"的下降，并且显著地降低发
酵液中乳酸浓度（图 #），$#%发酵终产物主要为丁酸
和丙酸（表 &）。利用 ’()涂板计数乳杆菌 *+，单独
培养与混合培养的乳杆菌 *+数量分别为 ,-, . &/0

123456 和 +-, . &/0 123456，混合培养组乳杆菌的
数量比乳杆菌 *+ 组略高，说明了混合组乳酸浓度
的降低不是因为菌株 67/& 抑制了乳酸菌 *+ 的生
长，而是消耗掉了乳酸菌 *+ 产生的乳酸。混合培
养试验结果表明菌株 67/&可以与乳酸产生菌共同
生长，并且利用乳酸产生菌产生的乳酸，体现出交互

饲喂关系，并防止了乳酸积累和调控着肠道 !"。

图 ! 单独与共培养发酵中乳酸浓度与 "#对发酵时间变
化（实线："#值；虚线：乳酸浓度）
289: # ;%< =>?@< AB CD=EDE< =AF=<FE?DE8AF DFG !" AB E%< H<!D?DE<G DFG =AI

=>CE>?<G B<?5<FEDE8AF HJHE<5 DFG B<?5<FEDE8AF E85<（HAC8G C8F<：!" @DC><；

GDH%<G C8F<：CD=EDE<）:

$ 结论

菌株 67/& 分离于猪粪，&,) ?(KL 序列与 ! :
"#$%"&’’ 的同源性很高。! : "#$%"&’’ 常见于反刍动
物的瘤胃，主要的功能是利用瘤胃内乳酸和其它肠

道菌水解出的可溶性产物，因此 ! : "#$%"&’’ 是一种
有效地防止瘤胃内乳酸积累的益生菌［&$］。株菌

67/&分离自猪粪，说明了猪的后肠同样栖生着 ! :
"#$%"&’’，现有的 M<F7DFN 数据库也有分离于人与猪
的相关菌株，因此 ! : "#$%"&’’ 不仅是一群分布于瘤
胃的益生菌，而且还可能是一群广泛分布于单胃动

物后肠的正常肠道菌。但是目前对这种分布于单胃

动物后肠的酸利用菌鲜有报道，远不如在反刍动物

上面研究得透彻。本研究发现分离猪体内的菌株

67/&离体代谢性质与瘤胃中 ! : "#$%"&’’ 代谢性质
很相近，推测 ! : "#$%"&’’ 在单胃动物后肠中发挥的
功能可能与在瘤胃当中的功能相似，均可以利用乳

酸与乙酸，并将其转化为丁酸，从而防止乳酸和乙酸

在后肠中积累，有效地调控后肠的 !"。
除了利用乳酸和乙酸产生丁酸路径之外，菌株

67/&体内仍然可能存在着另一条丁酸生成的路径。
菌株 67/&可以很好地利用果糖和麦芽糖，并且丁酸
产量很高（表 &），但我们在研究过程中发现不能利
用果寡糖、菊粉、抗性淀粉等常见化学益生素（数据

未显示）。尽管经小肠直接到达后肠的果糖和麦芽

糖的量微乎其微，然而这些特殊的碳水化合物能够

抵抗小肠的消化作用而到达后肠，在复杂的后肠中，

这些碳水化合物可被另外一群微生物降解，释放出

一定量的果糖和麦芽糖等简单糖类［&O］。这些简单

的单糖和二糖可以被 ! : "#$%"&’’ 直接利用，同时产
生大量丁酸，这也体现出菌株 67/&与另外某些菌群
之间的交互饲喂关系。基于能够促进有益菌生长而

竞争性地抑制不利用菌的理念，许多特殊的碳水化

合物被作为功能性食品和化学益生素而广泛地使

用，其中的一大类是体内丁酸源物质［&#］，但绝大多

数丁酸产生菌不能直接利用这些物质。菌株 67/&
仅利用水解出的简单糖类而不能直接利用寡4多糖
的代谢特性，说明它是一株具有代表性的丁酸产生

菌，因此菌株 67/&有助于阐释一些功能性食品和化
学益生素在体内作用的详细机理。

菌株 67/&产生的丁酸对宿主后肠道的健康有
着特殊的意义。很早人们就发现丁酸是后肠粘膜细

胞主要和偏爱的能量来源。近年来，在研究短链脂

肪酸，特别是丁酸，对宿主健康作用上取得了许多突

破性进展，丁酸正逐步地被证明是短链脂肪酸发挥

功能的主要载体之一，成为研究后肠道调控的热

点［&P，&,］。结肠上皮细胞特异地表达一种单羧酸I
KDQ共转运蛋白 )61PL0，与小肠吸收葡萄糖机制极
为相似，这个通道蛋白协助短链脂肪酸跨膜转运到

结肠上皮细胞［&R］。转运蛋白 )61PL0在结肠中特异
地表达，说明了短链脂肪酸对结肠有着特殊的生理

意义。丁酸通过组蛋白乙酰化在基因组水平上调控

基因表达，诱导非正常细胞的凋亡，降低结肠癌的发

生率，还可以通过 K2I!等信号通路抑制肠道炎症的
发生［&0，&+］。结肠炎和结直肠癌的发病率在西方发达

国家中居高不下，在国内，由于近年来居民饮食变

迁，纤维素摄入量下降，国内的发病率也出现攀升现

象，研究表明丁酸产生菌群失调和丁酸浓度偏低是

引起发这些疾病的最重要因素之一。丁酸产生菌在

不同个体内分布差异大［R］，丁酸产生菌数量偏少的

0O# 6S3 T<8 "( )# : 4*+() !’+,-.’-#-/’+) 0’&’+)（$//R）#R（O）



个体在人群中有一定比例，但更多是由于膳食性纤

维的摄入量减少而导致的丁酸产生菌菌群失调，造

成微生物发酵的丁酸产量很少，这些个体都是结肠

炎和结直肠癌高发病率的群体。菌株 !"#$与分离
于人结肠的 ! % "#$%&%’ 高度同源，因此也可以作为
一种潜在的人用益生菌，通过外源补充这种益生菌，

平衡后肠道菌群平衡，可以提高机体内短链脂肪酸

的浓度，特别是丁酸浓度。

基于以上对菌株 !"#$利用乳酸和乙酸合成丁
酸，以及可能存在的利用果糖和麦芽糖等产生丁酸

的讨论，表明了菌株 !"#$是一株具有开发潜力的菌
株，可以作为益生菌，用来调控和改善宿主的后肠环

境，可能会给当前发病率很高的结肠炎和结直肠癌

患者带来福音。但是，肠道的内环境极其复杂，菌株

!"#$能否在体内发挥与体外相似的功能尚需要动
物模型及临床试验来进一步地验证［&#］，这也是我们

正准备要做的工作。
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我国微生物学开山大师的传记———《国士无双伍连德》

整整一百年前，一位 5\岁的剑桥医学博士从海外回到贫穷落后的祖国，把自己一生中的大部分工作岁月献给了祖国的医
学事业，导演了一幕幕可歌可泣的真实故事。他就是伍连德———我国微生物学开山大师。

伍连德是我国近代微生物学的开山大师和近代卫生防疫事业的奠基人。梁启超在 685S年说：“科学输入垂 97年，国中能
以学者资格与世界相见者，伍星联博士一人而已。”

半个世纪以来，这是我国第一本介绍这位爱国、勤奋，精力旺盛而又功绩卓著的科学家的传记。作者试图从大历史的角

度，通过伍连德一生的曲折经历，展现现代医学在中国的传奇进程。有志为祖国科学事业献身的当代青年，有意了解我国医

学防疫事业的开创历史的读者，从本书中将获得许多知识。

作者王哲，旅美华人医学博士，根据大量翔实史料，用流畅的文笔撰写的这本传记，韩启德院士为本书写了序言。
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