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摘  要：【背景】产丁酸菌是宿主胃肠道中一类重要的功能微生物群，其代谢产物能够促进反刍

动物胃肠道的健康发育。【目的】分离筛选瘤胃源产丁酸菌株，明确其益生特性并优化培养条件，

为后续开发利用提供菌种资源和理论基础。【方法】自中国农业科学院昌平试验基地采集成年羊

新鲜瘤胃内容物，先用强化梭菌培养基(reinforced Clostridium medium, RCM)初筛，再以丁酸产量

为标准复筛得到产丁酸效果最好的菌株，分析其生长特性、益生特性，利用单因素和正交试验对

菌株培养条件进行优化。【结果】筛选到一株高效产丁酸的菌株，经鉴定为肠道罗斯拜瑞氏菌

(Roseburia intestinalis)，命名为 R. intestinalis F12-9。R. intestinalis F12-9 种子液以 3%的接种量接

入 RCM 培养基，培养温度 37 ℃、初始 pH 6.8，0−10 h 为对数生长期。R. intestinalis F12-9 在 6.0% NaCl
中的存活率高达(63.88±3.16)%，菌株在 3.0 g/L胆盐中的存活率为(200.82±11.19)%，在模拟胃液(pH 2.5、
pH 3.0)以及胰液中的存活率分别为(110.11±9.44)%、(100.18±8.44)%和(175.05±5.20)%。经正交试验

优化后，菌株最佳培养条件为：接种量 5%、pH 7.0、培养时间 12 h，OD600 为 1.913，较未优化前提

升了 1.34 倍。【结论】瘤胃源 R. intestinalis F12-9 为一株新的产丁酸菌株，其产丁酸能力强，无

溶血，抗生素耐药性风险低，耐受性强，具有良好的开发前景。 
关键词：产丁酸菌；肠道罗斯拜瑞氏菌；益生特性；正交试验 
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Abstract: [Background] Butyrate-producing bacteria are an important of functional 
microorganisms in the host gastrointestinal tract, and their metabolites can promote the healthy 
development of the gastrointestinal tract of ruminants. [Objective] This study aimed to isolate 
and screen rumen-derived butyrate-producing strains, clarify their probiotic characteristics and 
optimize culture conditions, thus providing strain resources and a theoretical basis for 
subsequent development and application. [Methods] Fresh rumen contents were collected from 
adult sheep at the Changping Base of Chinese Academy of Agricultural Sciences. The strains 
with high butyrate production were obtained by primary screening with reinforced Clostridium 
medium (RCM) and secondary screening with butyrate production as the standard. Growth and 
probiotic characteristics of the strains were analyzed, and the optimal culture conditions were 
determined by single factor and orthogonal tests. [Results] A strain with high butyrate 
production was screened and identified as Roseburia intestinalis, named R. intestinalis F12-9. 
The seed liquid of R. intestinalis F12-9 was inoculated into the RCM at an inoculation amount 
of 3% and cultured at 37 ℃ and initial pH 6.8, under which the strain exhibited a logarithmic 
growth phase within 0–10 h. The survival rate of R. intestinalis F12-9 exposed to 6.0% NaCl 
and 3.0 g/L bile salt were (63.88±3.16)% and (200.82±11.19)%, respectively. The survival rates 
in simulated gastric juice (pH 2.5, pH 3.0) and pancreatic juice were (110.11±9.44)%, 
(100.18±8.44)%, and (175.05±5.20)%, respectively. The optimized culture conditions of the 
strain were as follows: inoculation amount of 5%, pH 7.0, and culture time of 12 h, resulted in 
an OD600 value of 1.913, which was 1.34 times higher than that before optimization. 
[Conclusion] Rumen-derived R. intestinalis F12-9 is a new butyrate-producing strain, with a 
strong ability to produce butyrate, no hemolysis, a low risk of antibiotic resistance, and strong 
tolerance, demonstrating its broad development prospects. 
Keywords: butyrate-producing bacteria; Roseburia intestinalis; probiotic characteristics; 
orthogonal test 
 
 

产丁酸菌是宿主胃肠道中一类重要的功

能微生物群，它们能够通过发酵碳水化合物产

生丁酸。产丁酸菌的菌种主要来自梭菌属

(Clostridium)、罗斯拜瑞氏菌属(Roseburia)、真杆

菌属(Eubacterium)、瘤胃球菌属(Ruminococcus)
以及梭杆菌属(Fusobacterium)等[1-3]。产丁酸菌

不仅能够通过其代谢产物(挥发性脂肪酸)调节

肠道菌群平衡[4-5]，维护肠上皮屏障功能[6]，还

能够通过菌体本身的营养成分和免疫特性来增

强共生菌的竞争优势[7]、增强肠道免疫力[8-9]。产

丁酸菌作为功能性微生物群和下一代益生菌候

选菌群，在促进反刍动物瘤胃发育[10]、增强机体
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免疫力和抗氧化能力[11]等方面都有重要作用，其

具有广阔的应用前景和发展潜力。当前产丁酸

菌在反刍动物上的应用以丁酸梭菌(Clostridium 
butyricum)为主。在饲粮中添加 C. butyricum 能

够提高荷斯坦奶牛犊的生长性能[12]、改善热应

激山羊的瘤胃发酵[13]，提高饲料利用率。一方面，

C. butyricum 能够在瘤胃中产生丁酸并分泌消化

酶[14]，从而维持瘤胃内环境稳态有关；另一方

面，丁酸梭菌胞外多糖具有清除羟基和超氧自

由基的能力[15]，在饲粮中添加 C. butyricum 可

以使断奶羔羊血清超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD) 和 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

(glutathione peroxidase, GSH-Px)活性有效提高，

从而提高机体抗氧化能力[16]。其他代表性产丁

酸菌种，如拜氏梭菌(Clostridium beijerinckii)、
霍氏真杆菌 (Eubacterium hallii) 、普拉梭菌

(Fusobacterium prausnitzii)以及肠道罗斯拜瑞氏

菌(Roseburia intestinalis)等[1-3]，虽然早已被发

现，但由于其分离筛选培养条件严苛，能够用

于实际生产中的菌株鲜少报道。本研究从反刍

动物瘤胃中分离筛选产丁酸菌株，并对其耐受

性、安全性进行评价，采用正交试验对菌株的

培养条件进行优化以提高发酵水平，以期丰富

产丁酸菌株资源，并为产丁酸菌株的应用提供

科学依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus) 
ATCC 43300 由中国农业科学院饲料研究所宠物

营养与食品创新团队保藏。15 mL 瘤胃内容物源

自中国农业科学院昌平试验基地 6 只健康状况良

好的成年羊。本研究动物实验经中国农业科学院

饲料研究所实验动物伦理委员会审批，批准号为

IFR-CAAS-20240901。羊的饲料成分主要为 20%
苜蓿干草、25%玉米秸秆、45%玉米及 7.5%豆粕。

打开瘘管盖后，迅速收集瘤胃内容物存于厌氧

处理过的厌氧管中，–20 ℃保存返回实验室立

即进行菌株分离。 
1.2  主要试剂和仪器 

琼脂、刃天青及 NaCl 等，北京索莱宝科技

有限公司；细菌、真菌等微生物快速 DNA 制备

裂解液，上海朝瑞生物科技有限公司；通用引

物，生工生物工程(上海)股份有限公司；抗菌药

物药敏纸片，北京海韵美科技有限公司。 
厌氧微耗氧工作站，华粤行仪器有限公司；

超净工作台，北京东联哈尔仪器制造有限公司；

多功能酶标仪，基因有限公司；油镜，奥林巴

斯生物有限公司。 
1.3  培养基 

菌株筛选与培养使用强化梭菌培养基

(reinforced Clostridium medium, RCM)[17]，根据

需要添加氧指示剂刃天青(1 mg/L)。溶血试验使

用哥伦比亚血琼脂培养基[18]。 
1.4  初筛 

在厌氧工作站中，取瘤胃内容物样品 2 g，
浸泡于 10 mL 无菌厌氧的 PBS 中，3 000 r/min
涡旋 5 min，重复涡旋 3 次。然后取 100 μL 瘤胃

内容物样品进行浓度梯度稀释(10–4−10–7)，每个

浓度梯度 3 个平行，涂布于 RCM 固体培养基上，

37 ℃倒置培养 48 h 后挑取不同形态特征的菌落

进行划线纯化。经过至少 2 次纯化得到初筛菌株。 
挑取单菌落于厌氧 RCM 液体培养基中于

37 ℃下静置培养 48 h，利用裂解液提取菌株

DNA。裂解体系(35 μL)：裂解液 30 μL，菌液 5 μL。

裂解反应体系：80 ℃ 20 min；4 ℃终止反应。

用细菌通用引物27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGC 
TCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGA 
CTT-3′)对菌株 16S rRNA 基因进行 PCR 扩增。

PCR 反应体系(30 μL)：PCR Master Mix 15 μL，

DNA 模板 6 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各
1.2 μL，ddH2O 6.6 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；
94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，35 个循环；

72 ℃ 10 min。 
PCR 产物送至北京擎科生物科技股份有限

公司进行 16S rRNA 基因序列鉴定。将有效 16S 
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rRNA 基因序列结果提交至 NCBI 在 GenBank
数据库中进行同源性比对分析，一般比对结果

相似度>97%为同种，相似度 95%−97%为同属[19]。

根据鉴定结果筛选出典型的产丁酸菌并使用

MEGA 11.0 软件构建系统发育树。分离菌株进

行革兰氏染色，通过油镜观察其形态。 
1.5  复筛 

挑取筛选出的产丁酸菌株单菌落接入厌氧

RCM 液体培养基中，37 ℃静置培养 12 h 作为

种子培养液(OD600=1.0)，将种子液以 3%的接种

量接入厌氧 RCM 液体培养基，37 ℃恒温厌氧

培养 72 h 送至北京正方兴达科技发展有限公司

进行挥发酸测定。根据产酸含量选取一株最优

菌株。 
1.6  益生特性 
1.6.1  生长曲线及丁酸动力学曲线的测定 

种子液培养同 1.5，将种子液以 3%的接种

量接入厌氧 RCM 液体培养基，37 ℃恒温厌氧

培养。0−24 h 每 2 h 取样 1 次，24−36 h 每 6 h
取样 1 次，36−48 h 每 12 h 取样 1 次。测定菌

液吸光度(OD600)与丁酸含量，丁酸含量测定方

法同 1.5。 
1.6.2  耐受性试验 

NaCl 耐受性试验：将种子液以 3%的接种

量接入 NaCl 浓度分别为 1.0%、2.0%、3.0%、

4.0%、5.0%、6.0%的厌氧 RMC 液体培养基中，

37 ℃恒温厌氧培养。分别于 0 h 和 12 h 进行平

板菌落计数。实验重复 3 次并计算存活率。存

活率(%)=最终测得的活菌数/初始测得的活菌

数×100[20]。 
胆盐耐受性试验：将种子液以 3%的接种量

接入胆盐质量浓度分别为 0.3、0.5、1.0、1.5、
3.0 g/L 的厌氧 RCM 液体培养基中，37 ℃恒温

厌氧培养。分别于 0 h 和 10 h 进行平板菌落计

数。实验重复 3 次并计算存活率(%)。 
胃胰液耐受性试验：配制 pH 2.5、pH 3.0

的模拟胃液和 pH 8.0 的模拟胰液，将种子液以

3%的接种量接入人工胃液和人工胰液中，37 ℃

恒温厌氧培养。分别于 0 h 和 5 h 进行平板菌落

计数。实验重复 3 次并计算存活率(%)。 
1.7  安全性评价 
1.7.1  溶血试验 

将已活化的阳性对照菌金黄色葡萄球菌与

目标菌的单菌落在哥伦比亚血琼脂平板中进行

划线，于 37 ℃恒温厌氧培养 48 h 后观察平板

中菌落周围有无溶血圈。 
1.7.2  药敏试验 

采用纸片扩散法测定菌株对万古霉素、多

黏菌素 B、四环素、青霉素、氨苄青霉素、头

孢唑啉、氯霉素共 7 种常用抗菌药物的敏感性。

在厌氧环境下，取活化后 OD600 1.0 的目标菌株

菌液 100 μL，均匀涂布于厌氧 RCM 固体培养

基中。将药敏片用无菌镊子贴至固体培养基表

面，于 37 ℃恒温厌氧培养 48 h 后，用精确度为

0.02 mm 的游标卡尺测量并记录抑菌圈直径。

抗生素的抗性参照美国临床和实验室标准化协

会(Clinical and Laboratory Standards Institute, 
CLSI)公布的药敏试纸最新标准进行判断[21]。 
1.8  培养条件优化 
1.8.1  单因素试验 

将种子液分别以 1%、3%、5%、7%、9%
的接种量接入厌氧 RCM 液体培养基中，37 ℃
恒温厌氧培养，于 24 h 测定菌液吸光度(OD600)。 

将种子液以 3%的接种量接入厌氧 RCM 液

体培养基中，37 ℃恒温厌氧培养。在 0−24 h 每 2 h
取样 1 次，24−36 h 每 6 h 取样 1 次，36−48 h
每 12 h 取样 1 次，测定菌液吸光度(OD600)。 

将种子液以 3%的接种量接入 pH 值分别为

2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 的厌氧

RCM 液体培养基中，37 ℃恒温厌氧培养，于

10 h 测定菌液吸光度(OD600)。 
1.8.2  正交试验 

以时间、pH、接种量为变异因素，以菌液

吸光度(OD600)为指示，采用三因素三水平正交

试验进行培养条件的优化，从中选出菌株的最

佳培养条件。 
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1.9  统计分析 
采用 Excel 2022 对实验数据进行整理，数

据采用 SPSS 27 中单因素方差分析，结果以平

均值±标准差表示，其中 P≥0.05 表示差异不显

著，P<0.05 表示差异显著；采用 Origin 2022 进

行图表制作。 

2  结果与分析 
2.1  产丁酸菌的分离筛选结果 
2.1.1  产丁酸菌的形态和种属鉴定结果 

从样品中分离得到 9 株来源于毛螺菌科

(Lachnospiraceae)的不同属以及真杆菌属、梭菌

属的菌株。9 株菌在厌氧 RCM 固体培养基上生

长的形态及革兰氏染色结果见表 1 和图 1。革兰

氏染色镜检细胞形态结果显示为球菌和杆菌，

其中革兰氏阳性菌(G+) 8 株，分别为菌株 R7、
C2、XR8、B1、R1、R2、B2、F12-9；革兰氏

阴性菌(G–) 1 株，为菌株 S12。通过 MEGA 11.0
软件绘制 9 株菌株的系统发育树如图 2 所示，初

步将菌株 R7 归类为 C. beijerinckii；菌株 C2 归

类为溶纤维真杆菌(Eubacterium cellulosolvens)；
菌株 XR8 归类为 C. butyricum；菌株 B1、B2
归类为猪解胆盐菌(Bilifractor porci)、菌株 R1、
R2 归类为瘤胃假丁酸弧菌(Pseudobutyrivibrio 
ruminis)；菌株 F12-9 归类为 R. intestinalis；菌

株 S12 归类为糖变互营球菌(Syntrophococcus 
sucromutans)。 

2.1.2  产丁酸菌产酸量 
表 2 为 9 株产丁酸菌株的产酸结果，9 株产

丁酸菌株的产酸量差别较大。共测定乙酸、丙

酸、丁酸、异丁酸、异戊酸、戊酸的含量。其中

丙酸、异丁酸、异戊酸和戊酸盐含量低或检测不

到而未在表 2 中显示。菌株 XR8、菌株 F12-9 的

乙酸产量分别为(1.99±0.33) g/L、(1.86±0.08) g/L，
显著高于其他 7 株产丁酸菌株(P<0.05)。菌株

F12-9 的丁酸产量显著高于其他 8 株产丁酸菌

株(P<0.05)，丁酸产量为(3.29±0.38) g/L。综上，

分离筛选获得一株高产丁酸的菌株 F12-9。 

2.2  菌株的益生特性 
2.2.1  生长曲线及丁酸动力学曲线的测定

结果 
如图 3 所示，菌株 F12-9 在厌氧 RCM 液体

培养基中 37 ℃恒温厌氧培养时，0−10 h 为菌

株 F12-9 生长对数期，OD600 最高为 1.48。其

平台期较短，对数生长触顶后死亡率增加，

OD600下降，菌株 F12-9 进入衰亡期。拟合生长曲

线方程为 OD600=0.186+1.442×exp(0.07–t/57.711)× 
(erf((2.46×t–1.643)/sqrt(2))+1)/2，R2=0.992。产

丁酸量在 0−10 h 同样呈对数增长，之后持续平

缓增长。 
2.2.2  菌株的耐受性 

如图 4 所示，菌株 F12-9 在 1.0% NaCl 中
的存活率高达(1 201.45±16.60)%，在 6.0% NaCl
中的存活率高达(63.88±3.16)%。菌株对 3.0 g/L 

 
表 1  九株产丁酸菌株的基本形态特征 
Table 1  Morphological characteristics of nine butyrate-producing bacterial strains 
Strain Gram stain The distinctive features of microbial colony 
R7 G+ Irregular round, protuberance, edge integrity, translucent, shiny 
C2 G+ Round, edge complete, colorless translucent, glossy 
XR8 G+ Irregular round, convex, white, viscous 
B1 G+ Round, edge complete, flat, colorless translucent, shiny 
S12 G– Round, edge complete, flat, translucent, shiny 
R1 G+ Round, complete margin, raised, white, glossy 
R2 G+ Round, edge integrity, protrusions, translucent white, shiny 
B2 G+ Round, edge complete, flat, colorless translucent, shiny 
F12-9 G+ Round, neat edges, smooth surface, raised, milky white, sticky 
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图 1  九株产丁酸菌株的菌落形态和革兰氏染色结果(染色图左上角窗口为菌落形态图)   A：菌株 R7；
B：菌株 C2；C：菌株 XR8；D：菌株 B1；E：菌株 S12；F：菌株 R1；G：菌株 R2；H：菌株 B2；I：
菌株 F12-9。 
Figure 1  Colonial morphology and Gram staining results of nine strains of butyrate-producing bacteria. The 
upper left corner window is the colony morphology map. A: Strain R7; B: Strain C2; C: Strain XR8; D: 
Strain B1; E: Strain S12; F: Strain R1; G: Strain R2; H: Strain B2; I: Strain F12-9. 
 
的胆盐表现出良好的耐受性(200.82±11.19)%。

菌株在模拟胃液(pH 2.5、pH 3.0)和胰液中的存

活率分别为(110.11±9.44)%、(100.18±8.44)%和

(175.05±5.20)%。 
2.3  菌株的安全性评价 
2.3.1  溶血试验结果 

如图 5 所示，金黄色葡萄球菌菌落周围出现

明显的透明溶血圈，结果为阳性；而菌株 F12-9
呈乳白色不规则菌落，周围无溶血圈，结果为

阴性，表明菌株 F12-9 对动物的健康无危害。 

2.3.2  药敏试验结果 
菌株 F12-9 的药敏标准及检测结果分别如

表 3 和图 6 所示，选取的抗生素种类包括多肽

类的万古霉素、多黏菌素 B；四环素类的四环

素；β-内酰胺类的青霉素、氨苄西林、头孢唑

啉；氯霉素类的氯霉素。检测依据为美国 CLSI
制定的相关标准。如图 6 药敏试验结果所示，

菌株 F12-9 对青霉素中度敏感；对其他各类抗

生素产生的抑菌圈直径均敏感，即菌株 F12-9
对 7 种常用抗菌药物均不具有抗性。 
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图 2  九株产丁酸菌基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   分支数是自扩展值；距离尺度数是

相对进化长度；括号中的数字为菌株的 GenBank 序列号。 
Figure 2  Phylogenetic tree of nine butyrate-producing bacteria based on 16S rRNA gene sequences. Branch 
numbers are self-expansion values; distance scale numbers are relative evolutionary lengths; The number in 
parentheses is the GenBank sequence number of the strain. 
 
表 2  九株产丁酸菌株的产酸结果(平均值±标准误，n=3) 
Table 2  The acid-producing results of nine strains of butyrate-producing bacteria (mean±SE, n=3) 
Strain Item Strain Item 

Acetate (g/L) Butyrate (g/L) Acetate (g/L) Butyrate (g/L) 
R7 1.57±0.09b 1.52±0.10b R1 0.09±0.08d 0.06±0.05e 
C2 0.74±0.14c 0.53±0.1d R2 0.08±0.07d 0.06±0.05e 
XR8 1.99±0.33a 1.00±0.16c B2 0.72±0.08c 0.50±0.07d 
B1 0.92±0.07c 0.52±0.02d F12-9 1.86±0.08a 3.29±0.38a 
S12 0.85±0.04c 0.34±0.02d    
共检测了 6 个指标，包括乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、异戊酸、戊酸；丙酸盐、异丁酸盐、异戊酸盐和戊酸盐由于其

含量低或检测不到而没有在表中出现。不同字母表示不同处理间数值差异显著(P<0.05)。 
A total of six indicators were tested, including acetate, propionate, butyrate, isobutyrate, isovalerate, and valerate. However, 
propionate, isobutyrate, isovalerate, and valerate were not presented in the table due to their low levels or undetectable 
amounts. Different letters represent significant differences in different treatment at 0.05 level. 
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图 3  菌株 F12-9 的生长曲线及丁酸动力学曲线 
Figure 3  Growth curve and butyrate kinetic curve 
of strain F12-9. 

2.4  菌株培养条件的优化 
2.4.1  单因素生长特性 

图 7A 为不同接种量对菌株 F12-9 生长的影

响。OD600 随接种量的增加而增加，当接种量为

7%时，OD600 达到最大值，OD600=1.42，随后下

降。图 7B 为不同培养时间对菌株 F12-9 生长的

影响。在 2−10 h 时，随着培养时间的延长，OD600

呈上升趋势，到 10 h 时 OD600 达到最大值 1.48。
10 h 后菌株进入衰亡期，OD600 开始呈下降趋

势，到 48 h 时 OD600 为 0.95。图 7C 为不同 pH
值对菌株 F12-9 生长的影响。当 pH 值为 2.0−5.0
时，OD600 在 0.3 左右。当 pH 7.0 时，OD600 达 

 

 
 
图 4  菌株 F12-9 在不同 NaCl 浓度、胆盐浓度、模拟胃液 pH 和模拟胰液 pH 的存活率结果   不同小

写字母表示不同处理间数值差异显著(P<0.05)。 
Figure 4  Survivability of strain F12-9 at different NaCl concentrations, bile salt concentrations, and 
simulated gastric fluid pH and simulated pancreatic juice pH. Different lowercase letters represent significant 
differences in different treatment at 0.05 level. 
 

 
 
图 5  菌株 F12-9 的溶血试验结果   A：阳性对照菌株(S. aureus ATCC 43300)；B：目标菌株 F12-9。 
Figure 5  Hemolysis test results of strain F12-9. A: Positive control bacteria (S. aureus ATCC 43300); B: 
Target bacteria (strain F12-9). 
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表 3  药敏片含药量及耐药性判断标准 
Table 3  Drug content of drug sensitive tablets and 
drug resistance judgment standard 
Antibiotic Drug 

content 
(μg/slice) 

Judgment standard of 
inhibition zone diameter 
(mm) 
R I S 

Vancomycin 30 − − ≥17 
Polymyxin B 30 ≤8 8−11 ≥12 
Tetracycline 30 ≤11 12−14 ≥15 
Penicillin 10 − − ≥25 
Ampicillin 10 ≤13 14−16 ≥17 
Cefazolin 30 ≤14 15−17 ≥18 
Chloramphenicol 30 ≤12 13−17 ≥18 
R：耐药；I：中介；S：敏感；−：判断抑菌圈直径的标

准未作规定。 
R: Resistant; I: Intermediative resistant; S: Susceptible; −: 
This criterion for judging the diameter of the inhibition zone 
was not specified. 
 

 
 
图 6  菌株 F12-9 的抑菌圈直径及抗性结果 
Figure 6  The diameter of inhibition zone and 
resistance results of strain F12-9.  
 
到最大值 1.69。当 pH>8.0 时，菌株 F12-9 的生

长受到抑制，OD600 为 0.47。 
2.4.2  正交试验结果 

基于以上单因素试验结果，确定了培养条

件正交试验的接种量水平为 3%、5%、7%；时 

 
 
图 7  不同因素对菌株 F12-9 生长的影响   A：

接种量；B：时间；C：pH。 
Figure 7  Effects of different factors on the growth of 
strain F12-9. A: Inoculation amount; B: Time; C: 
pH.  
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间为 8、10、12 h；pH 水平为 6.0、7.0、8.0，
根据表 4 所示，每个分组设定 3 个重复。 

由极差分析法 (表 5)可知，影响菌株 F12-9
生长的主次关系为时间>pH>接种量，表明时间

是影响菌株 F12-9 生长的主要因素。由各因素

与试验结果关系图(图 8)确定，菌株 F12-9 的最

优培养条件为接种量 5%、时间 12 h、pH 7.0。
方差分析结果(表 6)显示，pH 和时间有极显著影

响(P<0.01)，接种量有显著影响(P<0.05)。 
2.4.3  验证试验结果 

根据优化后的配方进行验证试验，每个试

验组 5 个重复，每个重复 3 个平行。由图 9 可知，

菌株 F12-9 在优化后的培养条件下培养所达到的 
 
表 4  正交试验因素及水平 
Table 4  Factors and levels of orthogonal experiment 
Level Factor 

Inoculation  
amount (%) 

Time (h) pH 

1 3 8 6.0 
2 5 10 7.0 
3 7 12 8.0 
 
表 5  正交试验结果 
Table 5  Results of orthogonal experiment 
Group Inoculation 

amount 
Culture 
time 

pH OD600i1 OD600i2 OD600i3 

1 1 1 1 0.623 0.680 0.734 
2 1 2 2 1.356 1.338 1.318 
3 1 3 3 1.496 1.501  1.515 
4 2 1 2 1.031  1.044 1.057  
5 2 2 3 1.371 1.342 1.404 
6 2 3 1 1.285  1.304 1.312 
7 3 1 3 0.984  1.027  1.010  
8 3 2 1 1.210 1.033 1.172 
9 3 3 2 1.527 1.496  1.514  
k1 1.173  0.910  1.039    
k2 1.239 1.283  1.298    
k3 1.219  1.439 1.294    
R 0.065 0.529  0.259    
k：各水平因素试验结果之和的平均值；R：因素的极差值。 
k: The mean value of the sum of the test results of the 
factors at each level; R: The range value of factors. 

 
 
图 8  因素与指标关系的试验结果图   A：接种

量；B：时间；C：pH。 
Figure 8  The relationship between factors and 
indicators. A: Inoculation amount; B: Time; C: pH.  
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表 6  正交试验方差分析 
Table 6  Variance analysis of orthogonal experiment 
Source of variance Square sum Degree of freedom Average of variance F-value P-value Significance level 
Inoculation amount 0.020 2 0.010 5.033 0.018 * 
Time 1.329 2 0.665 329.559 0.000 ** 
pH 0.396 2 0.198 98.240 0.000 ** 
Error 0.036 18 0.002    
*: P<0.05; **: P<0.01. 
 

 
 
图 9  正交试验最优培养条件下菌株 F12-9 的吸

光度    
Figure 9  The absorbance of strain F12-9 under the 
optimal culture conditions was determined by 
orthogonal test. **: P<0.01. 
 
OD600 为 1.913，较未优化前提升了 1.34 倍，证明

优化后的培养条件可靠。 

3  讨论 
Roseburia 作为一种重要的产丁酸菌，存

在于反刍动物胃肠道中。在犊牛瘤胃中其相对

丰度为 (0.4±0.03)%[22]。罗斯拜瑞氏菌属包括       
R. intestinalis、人罗斯拜瑞氏菌(Roseburia hominis)、
食葡糖罗斯拜瑞氏菌(Roseburia inulinivorans)、
粪便罗斯拜瑞氏菌(Roseburia faecis)、盲肠罗斯

拜瑞氏菌(Roseburia cecicola)[23]。R. intestinalis 是

厚壁菌门(Firmicutes)中的一种专性革兰氏阳性

厌氧菌，轻微弯曲，杆状，并通过多个亚末端

鞭毛运动[24]。R. intestinalis 作为 Roseburia 中的

一个重要菌种，能够分解不可消化的碳水化合

物生成短链脂肪酸，特别是丁酸 [25]。丁酸是   
R. intestinalis 与机体相互作用的关键因子[26]，其

可通过底物水平的磷酸化和质子梯度促进肠上

皮产生能量[27]、维持肠道菌群稳定[28]、调控细

胞代谢[29]以及调节肠道免疫应答[30-31]。大量研究

表明 R. intestinalis 在肠道菌群中具有重要的地

位和意义，能够作为潜在的益生菌应用。 
不同种属之间的产丁酸菌株在丁酸产量上

存在差异。从健康婴儿粪便中分离得到的     
R. intestinalis L1-952 的丁酸产量为 1.2 g/L[32]。

从仔猪盲肠内容物中筛选得到的 C. butyricum 
ZJU-F1 在 RCM 液体培养基中的丁酸产量为

1.83 g/L[33]。本研究从反刍动物瘤胃样品中成功

分离筛选出菌株 F12-9，其在厌氧 RCM 液体培

养基中的丁酸产量可达到 3.29 g/L，产丁酸量优

于上述研究中的产丁酸菌。本研究发现菌株

F12-9 的生长曲线中几乎无平台期，当其对数生

长触顶后，生长速率下降，死亡率增加，迅速

进入衰亡期。这应该与培养基中养分的快速消

耗以及菌株本身产生的大量代谢产物有关[34]。

在 0−10 h，菌株 F12-9 的丁酸动力学曲线与生

长曲线增长趋势相同，呈对数增长，这与     
C. beijerinckii R8 的研究结果相似 [35]。菌株

F12-9 在进入衰亡期后，产丁酸量开始持续平缓

增长。在衰亡期，虽然营养成分减少，代谢产

物增多，细胞死亡数量持续增加，但死亡的细

胞在溶解或破裂后，会将内容物泄漏到环境中，

这些营养物质可供菌株生长并产生丁酸[36]。 
益生菌对消化系统的耐受能力是其发挥益
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生作用的重要指标 [37-38]。本研究发现，菌株

F12-9 在 1.0%的 NaCl 中存活率高达 1 201.45%。

有研究表明，R. intestinalis 基因组存在 2 种活

跃的原噬菌体[39]，原噬菌体的存在被认为对宿

主有益[40]，能够帮助细菌抵抗高渗、耐酸性环

境并促进细菌生长[41-42]。本研究发现，菌株 F12-9
对 0.3−3.0 g/L 的胆盐均表现出良好的耐受性。张

超[39]研究发现，R. intestinalis L1-82 基因组中存

在编码胆盐水解酶的基因，胆盐水解酶在肠道微

生物调节宿主体内胆汁酸平衡中至关重要[43]，其

能够通过水解酰胺键、释放类固醇核侧链的甘氨

酸/牛磺酸来转化和灭活胆盐[44]。菌株 F12-9 模拟

胃液以及胰液中的存活率均大于 100%。丁长河

等 [45]和吴永威等 [46]筛选得到的 C. butyricum 
B-3、C. butyricum YX 模拟胃肠道存活率大于

80%，但小于 100%。相较于 C. butyricum B-3
和 C. butyricum YX，菌株 F12-9 对模拟胃胰液

的耐受性更高。张超[39]对 R. intestinalis 与长双

歧杆菌(Bifidobacterium longum)、两歧双歧杆菌

(Bifidobacterium bifidum) 、 植 物 乳 植 杆 菌

(Lactiplantibacillus plantarum)、动物双歧杆菌

(Bifidobacterium animalis) 、 德 氏 乳 杆 菌

(Lactobacillus delbrueckii) 、 普 氏 栖 粪 杆 菌

(Faecalibacterium prausnitzii)共 6 种益生菌进行

基因组对比分析，结果表明，R. intestinalis 具有

较多与胃肠道生存相关的基因，如维持细胞 pH
稳态的质子泵 ATP 酶[47]、Na+/H+反向转运体等。 

致病菌在生长过程中能够分泌溶血素使红

细胞发生裂解，所以溶血试验是益生菌安全性

的重要指标。另外《直接饲喂微生物和发酵制

品生产菌株鉴定及其安全性评价指南》指出，

益生菌不得参与体内不良的抗生素抗性基因转

移级联反应[48]。因此，本研究调查了菌株 F12-9
对 7 种抗生素的敏感性：多黏菌素 B 损伤细胞

膜影响通透性；四环素、氯霉素阻断核糖体蛋

白质合成；万古霉素、青霉素、氨苄西林、头

孢唑啉阻断细胞壁合成 [49]。张超 [39]研究发现，

R. intestinalis 基因组中有 2 个四环素抗性基因。

但在本研究中菌株 F12-9 对四环素敏感。这可

能是由于四环素抗性基因表达水平低或基因需

要在特定的环境下才能被诱导表达 [50]。菌株

F12-9 无溶血，抗生素耐药风险低，表明菌株

F12-9 可以安全应用。 
益生菌的生长代谢往往受到接种量、时间、

pH 等培养条件的影响，适宜的培养条件能够显

著提高益生菌的活性和扩繁速率[51]。培养条件

的优化方法主要有正交试验、均匀设计、神经

网络和响应面法等，其中最常用的统计优化方

法为正交试验。正交试验用于研究多个因素对

试验结果的影响，同时减少所需要的试验次数。

本研究通过单因素试验和正交试验，发现在所

选的 3 种因素中，时间对菌株 F12-9 的影响最

大，适宜的培养时间能够确保菌株 F12-9 充分

繁殖并避免进入衰亡期影响其产酸性能[39]。其

次，pH 的作用效果仅次于培养时间，菌株 F12-9
具有一定的耐酸能力，但在 pH≤5.0 的酸性环境

下能够生长但其耐受性迅速下降。接种量对菌

株 F12-9 的影响最小，接种量决定菌株在发酵

过程中生长繁殖的速度，接种量过大或者过小

均会影响其生长。菌株 F12-9 的最优培养条件

为接种量 5%、pH 7.0、培养时间 12 h。菌株

F12-9 在优化后的培养条件下培养所达到的

OD600 为 1.913，与未优化相比具有显著差异，

较未优化前提升了 1.34 倍，证明优化后的培养

条件可靠。 

4  结论 
本研究从瘤胃内容物分离筛选出一株高效

产丁酸的 R. intestinalis F12-9，其具有耐 NaCl、
耐胆盐、耐人工模拟胃胰液等特性，具有良好的

生物安全性。该菌株的最佳培养条件为：接种量

5%、时间 12 h、pH 7.0。该条件下，R. intestinalis 
F12-9 的吸光度(OD600)为 1.913，与未优化前相

比提升了 1.34 倍。本研究进一步丰富了产丁酸

的菌株，并为该菌株开发成为新型微生物添加

剂提供了理论基础。 
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