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摘要：将含有乳酸杆菌 !"#$%&"#’(()* #"*+’ %&’() 的悬浮液分组饲喂小鼠，然后分别用 , * #%(’+!,- 和 .$$ 攻毒观察发

病情况。攻毒 /0 后取对照组和喂菌组未死亡小鼠的肠内容物，用选择性培养基分离纯化大肠杆菌和乳酸菌，提取

分离到菌株的总 123，进行 45678975 扩增分析。发现灌服 ! * #"*+’ %&’() 可以降低攻毒后小鼠的死亡率，在停止饲

喂乳酸菌的第 /0 从小鼠肠道内分离到 ! * #"*+’ %&’()，从饲喂组未分离到 , * #%(’+!,- 和 .$$，喂 ! * #"*+’ %&’() 使小

鼠肠道中大肠杆菌总数极显著低于对照组。表明所饲喂的乳杆菌可以在小鼠肠道内定殖并对小鼠起到保护作用。
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由于各种抗生素广泛长期的应用，一方面使耐

药菌株增加，耐药因子迅速扩散，另一方面引起肠

道菌群紊乱，造成肠道功能失调。对于那些由抗生

素引起的顽症和毒副作用，临床医学界主张采用生

物防治方法，即以菌治菌，调整肠道微生态环境，重

新建立起肠道正常菌群的平衡，保证机体正常的生

理功能，达到预防和治疗的目的。大量的研究表明

一些乳酸菌活菌制剂具有抑制病原菌的生长和繁

殖、调节肠道菌群等益生作用。

! * #"*+’ %&’() 是一株分离自内蒙古传统发酵酸

马乳中的乳杆菌，研究证实具有耐酸、耐胆盐、降胆

固醇 及 免 疫 调 节 作 用［!，"，<，/］。本 试 验 从 ! * #"*+’
%&’() 对小鼠肠道内的 , * #%(’+!,- 和 .$$ 的拮抗作

用和对肠道菌群的影响进行了研究。
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! 材料与方法

!"! 菌种来源及试剂

! ! "#$%& "#$%& 由内蒙古农业大学乳品生物技

术与 工 程 教 育 部 重 点 实 验 室 分 离 保 存；致 病 性

’ ! "()& ’()* 购 自 中 国 生 物 药 品 鉴 定 所；致 病 性

’ ! "()& +,, 购 自 中 国 农 科 院 兽 医 研 究 所。 *+%,&-
-$. 酶购自宝生物（大连）有限公司。

!"# 动物分组及灌服 ! $ "#$%& %&’()
将昆明系小白鼠随机分为 / 组，每组 (, 只，自

由采食，自由饮水。对照组 ( 和 0 不灌服 ! ! "#$%&
"#$%& 菌液；1、2、3 和 4 灌服 ! ! "#$%& "#$%& 菌液（活

菌数为 0 5 (6, 789:;<），剂量为每天 (6;<:=&·>?，各

组的剂量随体重增加而增加灌服量，每日:次，连续

灌服 ()@。

!"* ’ $ "()& +!,- 和 .// 攻击小鼠

连续饲喂 ! ! "#$%& "#$%&()@ 后，对照组 ( 以及

1、2 组灌服 ’ ! "()&’()*，剂量为 6A/;<:只；对照 0
组及 3、4 组灌服 ’ ! "()& +,,，剂量为 6A/;<:只，并

且 1、3 组停止灌服 ! ! "#$%& "#$%& 菌液，2、4 组继续

灌服 ! ! "#$%& "#$%& 菌液，连续 ) 天观察并记录各组

小鼠的发病情况。

!"0 肠道菌群的选择性计数

宰杀 1、3 组停止灌服乳酸菌液第 B@ 的及对照

组未发病的小鼠，每组 C 只，取肠道内容物用选择

性培养基对大肠杆菌和乳酸菌计数。

!", 12345 642（1(789:;’<789=’> 28?87=7=@8 3(7895
)8(=< 4:(A8(ABA C8DB8(<85642）扩增

根据 DEFG$HIJK7 L 等［)］报道的 MNO3PQ3N 引物由

宝生物工程（大连）有限公司合成，上游引物序列

MNO3(N：)RP1-S-11S3-33-SSS1--313PCR；下游引

物序列 MNO30：)RP11S-11S-S13-SSS S-S 1S3SP
CR。采用 3-12 法提取从各组分离纯化的大肠杆

菌［/］和乳酸菌单个菌落的基因组总 4T1，稀释后作

为 Q3N 扩增的模板，采用 0)!< 反应体系进行 Q3N
扩增：*+%,&- -$. (0A)!<，引物 (A)!<（各 0)U;IH）、基

因组模板 0!<（约 (66%&），4MQ3 水 V!<。Q3N 反应条

件是 V)W 预 变 性 *;K%；V6W 变 性 C6G，)0W 退 火

(;K%，/)W延伸 ,;K%，C) 个循环后 /)W延伸 (/;K%。

取 )!< Q3N 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。

# 结果与分析

#"! ! $ "#$%& %&’() 对 ’ $ "()&+!,- 及 .// 攻击小

鼠的保护作用

连续饲喂 ! ! "#$%& "#$%&()@ 后对照组 ( 及 1、2
组用 ’ ! "()&’()* 攻击，对照 0 组及 3、4 组用 ’ !
"()&+,, 攻击，以及 2、4 组继续连续灌服 ! ! "#$%&
"#$%& 活菌液 )@ 后，各组小鼠的死亡情况见表 (。

由表 ( 结果可知，未灌服 ! ! "#$%& "#$%& 的小鼠用

’ ! "()&’()* 攻毒后在 )@ 内共死亡 (0 只，死亡率为

//A/*X，1、2 组 )@ 内的死亡率分别为 (/A/*X 和

)A)/X，说明灌服 ! ! "#$%& "#$%& 可以大大降低因

’ ! "()&’()* 攻毒造成的小鼠死亡率，特别是攻毒后

继续灌服 ! ! "#$%& "#$%& 可以进一步降低小鼠的死

亡率。同 样，灌 服 ! ! "#$%& "#$%& 也 可 以 降 低 由

’ ! "()&+,, 引起的小鼠死亡率，虽然其效果表面上

看起来不像 ’ ! "()&’()* 攻毒那样明显，这主要可能

是 ’ ! "()&+,, 菌株对小鼠的致死性不及 ’ ! "()&’()*
强。

表 ! ’ $ "()&+!,- 及 .// 攻击后各组小鼠的死亡数（只）
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#"# ! $ "#$%& %&’() 对小鼠肠道乳酸菌和大肠杆菌

菌群的影响

从连续饲喂 ! ! "#$%& "#$%&()@ 和攻毒后停止灌

服乳酸菌液第 B@ 小鼠的肠道内容物中用选择性培

养基对大肠杆菌和乳酸菌进行选择性计数（每组 C
只），见表 0。

由表 0 可见，在攻毒后停止饲喂乳酸菌的第 B
天从小鼠肠道内仍分离到 ! ! "#$%& "#$%& 且数量很

高，而且喂 ! ! "#$%& "#$%& 使小鼠肠道中大肠杆菌总

数极显著低于对照组。

#"* 12345642 对小鼠肠道乳酸菌和大肠杆菌菌

群的检测

一般同种细菌的 F4T1 区域高度保守，用 MNO3P
Q3N 可以反映肠道内大肠杆菌、乳酸杆菌不同菌株
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间的多样性［!，"，#］。以分离到的大肠杆菌和乳酸杆菌

菌株以及和标准菌株的 $%& 为模板进行 ’()*+,*(
扩增，扩增产物的电泳图谱显示大多数分离菌株间

的 ’()*+,*( 图谱有差异，表明 ’()*+,*( 分析可以

揭示非常丰富的个体水平上的多样性。根据分离

株间图谱的异同来判断是否为同一株菌。

表 ! 在饲喂 ! " "#$%& #$%&’ ()* 和攻毒后停止饲喂乳酸菌第 +* 小鼠肠道菌群的选择性计数（,-./’）

-./012345 *670268 9 *670268 : ;264< & ;264< *

&0 0=1 9!0= >.? .@012 @11>37A

! B "#$%& C=.7A 06 53/1

&0 0=1 D0= >.? .@012 /647012./037A

06E3/ ’ B "()& 06 53/1

F./06G./3883 （DHI9 J KH:L）M 9KI- （DH:K J KH:D）M 9KI- （NH99 J KH99）M 9KL&. （:HI" J KH BK#）M 9KL&.

’ B "()& （DH9N J KHN"）M 9KI （NH#! J KH9"）M 9KI （!HK: J KHNI）M 9KDG （NH:I J KH:#）M 9KDG

F./06G./3883 （!HKI J KH:N）M 9KI-G （!H:9 J KH9L）M 9KI-G （9H:D J KH:!）M 9K#&. （9HI# J KHK#）M 9K#&

’ B "()& （:H#N J KH:I）M 9K#. （9HL! J KH:I）M 9K#. （:H!N J KH:K）M 9KIG （:H9" J 9H":）M 9KIG

注：横向比用大写字母表示，竖向比用小写字母表示，字母不同表示差异极显著（* O KHK9）

从 &、* 组分离的乳酸杆菌以及 ! B "#$%& C=.7A
的 ’()*+,*( 电 泳 结 果 见 图 9，将 图 9 结 果 用

%PQRQ:H9 软件聚类分析见图 :，以相似性系数 KH#
为界可以将从 &、* 组分离的乳酸杆菌分为 I 类，由

图 : 可知菌 9K 与已知菌 9（! B "#$%& C=.7A）为同一株

菌，所以 9K 为 ! B "#$%& C=.7A；" 和 L 为同一株菌；D、

!、I、#、9N、9D、9! 为未知的同一株菌，99 与 9: 为同

一菌株。

图 9 从 &、* 组分离的乳酸杆菌的 ’()*+,*( 的电泳图

S $F:KKK S.2T12，9 ! B "#$%& C=.7A，: U 9I 从 &、* 组分离的乳酸杆

菌

图 : 从 &、* 组分离的乳酸杆菌 %PQRQ 软件聚类分析

9 ! B "#$%& C=.7A，: U 9I 从 &、* 组分离的乳酸杆菌

对攻毒后的第 D> 从对照组分离的大肠杆菌以

及标准菌株 ’ B "()& V9!" 和 T## 进行 ’()*+,*( 电

泳见图 N，将图 N 结果用 %PQRQ:H9 软件聚类分析见

图 D，由 图 D 可 以 看 出 9 和 : 为 同 一 株 菌，均 为

’ B "()&V9!"；N 和 9D 为同一株菌，均为 ’ B "()&W##，这

表明在攻 毒 后 的 第 D> 从 对 照 组 分 离 到 了 ’ B "()&
V9!" 和 T##。

图 N 从对照组分离的大肠杆菌 ’()*+,*( 电泳图谱

S $F:KKK S.2T12，9 ’ B "()& V9!"，N ’ B "()& T##

:、D U 9I 从对照组分离的大肠杆菌

图 D 从对照组分离的大肠杆菌

%PQRQ:H9 软件聚类分析

对连续灌服乳酸菌的 -、$ 组分离的大肠杆菌

进行 ’()*+,*( 电泳见图 !，由图 ! 可以看出 " 和 #
为同一株菌，更重要的是没有分离到 ’ B "()&V9!" 和

W##，这说明 ’ B "()&V9!" 和 W## 由于乳杆菌对其抑

制从而使致病菌的数量下降。

0 结论

乳酸杆菌在预防肠道疾病及治疗腹泻方面有

着重要意义。乳酸杆菌通过磷壁酸与肠粘膜上皮

细胞形成一个生理屏障，提高定殖阻力，对致病菌
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和条件致病菌的入侵有拮抗作用［!，"#］。本试验研究

表明 ! $ "#$%& %&’() 菌株能够在小鼠肠道内定殖和

生长，并能起到保护肠道拮抗有害菌的作用，乳杆

菌 ! $ "#$%& %&’() 对致病菌的拮抗作用可使肠道内

大肠杆菌数量下降。经连续饲喂活性乳酸杆菌的

小鼠攻毒后停止饲喂乳酸杆菌，仍然可以产生保护

力。

图 * 从 +、, 组分离的大肠杆菌的 -./0120. 电泳图谱

3 ,45### 3’6786，5 ’ $ "()&9"*:，; ’ $ "()& 7<<

"、= > "* 从 +、, 组分离的大肠杆菌
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