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摘  要：【目的】从鸡粪中筛选具有拮抗空肠弯曲杆菌能力的乳酸菌，研究其肠道益生特性，

探讨其对空肠弯曲杆菌鞭毛毒力因子的影响。【方法】利用牛津杯法测定 40 株鸡粪源乳酸菌菌

株的抑菌活性以确定抑菌性能好的菌株，利用 16S rRNA 基因分析进行菌株鉴定，采用 HT-29
细胞测定菌株的细胞粘附能力，通过模拟胃肠液实验分析菌株对胃肠道环境的耐受性，利用扫

描电镜分析乳酸菌无细胞提取物对空肠弯曲杆菌鞭毛毒力因子的影响。【结果】从鸡粪中分离

得到 40 株菌株，进一步筛选得到 X13、X14 和 G20 等 3 株拮抗空肠弯曲杆菌能力较强的菌株，

经 16S rRNA 基因序列分析分别鉴定为罗伊氏乳杆菌、唾液乳杆菌和鸡乳杆菌；HT-29 细胞粘

附实验表明 X13、X14 及 G20 的粘附指数分别为 11.5、20.3 和 14.3 个/细胞，均具有良好的粘

附能力；3 株乳酸菌对人工胃肠液均具有良好的耐受性；扫描电镜观察表明，与对照组相比，

3 株纯培养乳酸菌无细胞提取物均能抑制空肠弯曲杆菌鞭毛毒力因子的合成。【结论】从鸡粪中

筛选得到了 3 株能有效抑制空肠弯曲杆菌生长并能抑制其鞭毛合成的乳酸菌，有望作为拮抗性

饲用益生菌用于控制禽畜的空肠弯曲杆菌感染。 

关键词：鸡源乳酸菌，空肠弯曲杆菌，拮抗，扫描电子显微镜 
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Abstract: [Objective] This study is aimed to screen and identify new lactic acid bacteria (LAB) with 
antagonistic activities against Campylobacter jejuni from chicken manure, to understand their 
intestinal probiotic properties, and to probe the effects of LAB’s cell-free extracts on the virulence 
factor, flagella formation of C. jejuni. [Methods] The inhibition activities of 40 strains isolated from 
chicken manure were analyzed based on an oxford cup method to screen the strains with excellent 
antagonistic inhibitory effects on the indicator bacteria C. jejuni. The 16S rRNA gene-based 
technique was used to identify the selected strains. The adherence abilities of LAB strains to human 
intestinal epithelial cell (HT-29) were evaluated. The tolerance of LAB strains to artificial 
gastrointestinal juices was tested. Scanning electron microscopy was used to observe the effects of 
LAB’s cell-free extract on the flagella formation of C. jejuni. [Results] Forty LAB strains were 
isolated from chicken manure, among which X13, X14 and G20 strain showed the strongest 
antagonistic activities against C. jejuni. The 16S rRNA gene sequence analysis showed that X13, 
X14, and G20 strain were respectively identified as Lactobacillus reuteri, Lactobacillus salivarius 
and Lactobacillus gallinarum. HT-29 cell adhesion tests showed that the adhesion index of X13, X14, 
and G20 were respectively 11.5, 20.3, and 14.3 cells per HT-29 cell, such results  suggests that all 
these three strains showed strong adhesion abilities to HT-29 cell. Tolerance tests to artificial 
gastrointestinal juices showed that all these three strains showed good capabilities. SEM observation 
showed that the cell-free extracts of these three strains were able to inhibit the flagella formation of C. 
jejuni. [Conclusion] Three selected LAB strains from chicken manure have inhibit the growth and 
the flagella formation of C. jejuni in vitro effectively, which suggested that such three LAB strains 
could be used as potential animal protective probiotics for the control of C. jejuni infection in vivo. 

Keywords: Lactobacillus from chicken, Campylobacter jejuni, Antagonism, Scanning electron 
microscopy 

空肠弯曲杆菌(Campylobacter jejuni，C. jejuni)
是一种广泛存在于温血动物肠道、以单端或双端生

鞭毛运动的革兰氏阴性细菌[1]。鸡是空肠弯曲杆菌

带菌率最高的动物(最高可达 100%)[2]，空肠弯曲杆

菌可通过禽类产品感染人类，从而导致细菌性腹泻

的发生[3]，空肠弯曲杆菌腹泻已成为重要的食源性

疾病之一[4]。 
目前主要采用抗生素来进行空肠弯曲杆菌感

染的治疗，但也面临着日益严重的耐药性问题[5-7]。

近年来，利用乳酸菌生物拮抗来控制空肠弯杆菌和

保障禽类食品安全受到广泛的关注。乳酸菌生物拮

抗 C. jejuni的机理包括产生抑菌物质如有机酸、过
氧化氢及细菌素[8-11]以及乳酸菌的空间占位效应

等[12]。研究表明给肉鸡饲喂乳酸菌能降低 C. jejuni
的定殖量[13]。鞭毛是 C. jejuni的重要毒力因子，能
帮助其穿透肠粘液层，进而粘附并侵入肠上皮细胞

而引起感染。一些乳酸菌如 L. acidophilus La-5和
B. longum NCC2705 能够抑制鞭毛蛋白编码基因
flaA的表达[14]，从而影响鞭毛合成。然而发生鞭毛

缺失和缩短的突变株已不能感染幼龄仔鸡[15]。 
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基于此，本研究从鸡粪来源中分离筛选并鉴定

生物拮抗性能突出的乳酸菌，考察其对 HT-29细胞
的粘附情况，测定分离菌株对模拟胃肠条件的耐受

能力及对空肠弯曲杆菌鞭毛合成的影响，为饲用益

生乳酸菌的开发和应用提供指导。 

1  材料与方法 

1.1  样品和菌种 
鸡粪：采集自江苏省无锡市滨湖区贡湖大道的

农家。 
实验菌株及细胞株：空肠弯曲杆菌 NCTC11168

购自美国模式培养物研究所；人结肠癌细胞株

HT-29购自中国科学院保藏委员会细胞库； 

1.2  主要试剂和仪器 
胃蛋白酶、胰蛋白酶，美国 Sigma-Aldrich- 

Fluka-Supelco公司；脑心浸液肉汤培养基、哥伦比亚

血琼脂培养基，美国Oxoid公司；牛胆盐，国药集团

化学试剂有限公司；诺氟沙星(Noroxin)，石家庄制药

集团欧意药业有限公司。Leica DM2000 显微镜，日

本徕卡光学仪器公司；牛津杯内径 6.0±0.1 mm，外径

7.8±0.1 mm，高 10.0±0.1 mm，上海申源科学仪器

有限公司；S-4700冷场发射扫描电镜，日本日立公

司；冷冻干燥系统，美国 LABCONCO公司。    

1.3  鸡粪采集 
鸡粪采集于江苏省无锡市滨湖区贡湖大道的

农家母鸡，用无菌小勺将分离自隔离空间的母鸡的

粪便快速装入 30%的无菌甘油管中，置于采样箱中，

冰浴状态下带回实验室，−80 °C保存备用。 

1.4  细菌分离 
将保存于 30%甘油中的鸡粪均质后梯度稀释涂

布于MRS[16]平板上，37 °C培养 24 h后观察菌落形

态。根据菌落形态挑取疑似乳酸菌菌落于MRS培养

基上划线培养两代，染色镜检，进行纯培养，并对

分离获得的40株菌株分别编号X1−X20和G1−G20。  

1.5  细菌的培养 
将分离得到的菌株按 2% (体积比)接种于MRS

液体培养基中，37 °C静置培养 18 h，转接 3代，

于 4 °C、8 000 r/min离心 8 min，收集菌体及纯培
养上清液，用 0.22 μm 无菌微孔滤膜过滤纯培养
上清液，−20 °C保存，得到菌株纯培养的无细胞
提取物(CFSM)；菌体用 PBS清洗 3次，重悬于磷
酸盐缓冲液(PBS，pH 7.2)中，调整菌体浓度至
1×108 CFU/mL备用。 

1.6  空肠弯曲杆菌的培养 
空肠弯曲杆菌 NCTC11168 菌株在脑心浸液肉

汤培养基(底层为布氏琼脂)中于温度 37 °C、5% O2、

10% CO2和 85% N2的气体环境中培养 40 h，按照
2% (体积分数)传代培养 3代后，在 2 800 r/min下离
心 6 min，使用 PBS重悬，再次离心后，调整该菌
浓度至 1×108 CFU/mL备用。 

1.7  抑菌活性的测定 
根据牛津杯抑菌试验[17]，将250 µL 1×105 CFU/mL

的空肠弯曲杆菌菌液均匀涂布于哥伦比亚血琼脂

平板上，放置灭菌后的牛津杯，向牛津杯中加入

100 µL 备好的细菌纯培养后的无细胞提取物，在
4 °C扩散 4 h后放入含 5% O2、10% CO2和 85% N2

三气培养箱培养，40 h后观测抑菌结果。本实验以
pH 3.8的 MRS为阴性对照，以 0.28 g/L谱抗生素
诺氟沙星为阳性对照。每次实验重复 3 次，取平
均值。 

1.8  抑制空肠弯曲杆菌菌株的鉴定 
提取通过牛津杯抑菌实验考察发现的对空肠

弯曲杆菌抑菌效果较好菌株的 DNA，以提取的基
因组 DNA为模板，使用细菌 16S rRNA基因通用
引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和
1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′) 进 行

PCR扩增。反应体系：10×Taq buffer 5.0 μL，dNTP 
mixer (2.5 mmol/L) 5.0 μL，Primer 27F (10 μmol/L) 
0.5 μL，Primer 1492R (10 μmol/L) 0.5 μL，模板(DNA) 
1.5 μL，Taq酶(5 U/μL) 0.5 μL，ddH2O 37 μL。反应
条件：95 °C 3 min；95 °C 10 s，55 °C 30 s，72 °C    
1 min，30个循环；72 °C 5 min。所得 PCR产物送
至上海桑尼生物科技有限公司进行纯化测序，将得

到的基因序列通过 BLAST在 GenBank中进行同源
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比对，初步确定拮抗菌种属。 

1.9  乳酸菌粘附能力的测定 
将生长融合至 70%−80%的 HT-29 细胞进行消

化，调整浓度至 2×105 个/mL，将无菌盖玻片放置
在 6孔细胞培养板中，每孔加入 2 mL细胞培养悬
液，于 5% CO2培养箱中 37 °C培养，待细胞长至
单层时，用 PBS清洗 3次，每孔加入 1 mL乳酸菌
菌悬液(1×108 CFU/mL)，补加 R/MINI-1640细胞培
养液(不含血清及抗生素)至 2 mL，孵育 2 h。孵育结
束后，用 PBS清洗 3次以除去未粘附的乳酸菌，然
后用甲醇固定 20 min，PBS清洗 3次后进行革兰氏
染色，于 100倍油镜下镜检。随机选取 20个视野计
算每 100个细胞所粘附的细菌数，作为粘附指数。 

1.10  人工模拟胃、肠液耐受能力测定 
人工胃液为含 3 g/L胃蛋白酶的生理盐水，pH 

2.0；人工肠液为含 1 g/L胰蛋白酶和 0.3 g/L牛胆盐
的生理盐水，pH 8.0；离心收集、清洗对数生长期
的乳酸菌并用 PBS重悬，加入等体积的模拟人工胃
液或人工肠液，37 °C水浴 2 h，采用梯度稀释法稀
释涂布后进行平板菌落计数。 

1.11  乳酸菌对空肠弯曲杆菌鞭毛合成的影响 
将 C. jejuni培养 36 h (对数期)，于无菌条件下

加入 1 mL乳酸菌纯培养无细胞提取物，对照组加
入 1 mL MRS液体培养基，摇匀后置于含 5% O2、

10% CO2和 85% N2的三气培养箱中培养 4 h，在
4 °C下 2 800 r/min离心 6 min收集菌体。弃上清，加
入 PBS溶液重悬去除培养基，在 4 °C下 2 800 r/min
离心 6 min收集菌体；于 2.5%戊二醛中固定 4 h，
用 PBS溶液重悬 3次；4 °C、2 800 r/min离心 6 min
收集菌体，分别用 10%、20%、30%、40%、50%、
60%、70%、85%、90%、100%的乙醇梯度脱水，
离心条件均为 4 °C、2 800 r/min离心 6 min；用乙
酸异戊酯置换乙醇 2次；将样品在−80 °C预冻 12 h
后冷冻干燥；扫描电子显微镜观察(SEM)空肠弯曲
杆菌鞭毛。 

1.12  数据处理 
每组实验重复 3次，结果均表示为“平均值±标

准差”，采用 SPSS 21.0统计软件，应用单因素方差
分析(ANOVA)进行差异显著性分析，以 P<0.05 为
差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  分离菌株对空肠弯曲杆菌的抑菌能力 
通过牛津杯法对分离自鸡粪中的 40株菌株进

行抑菌能力检测，40 株菌株无细胞提取物对空肠

弯曲杆菌的平均抑菌圈直径如表 1所示，多数菌株

的平均抑菌圈直径在 8−13 mm，筛选得到 3 株拮

抗空肠弯曲杆菌能力较强的菌株(图 1)，X13、X14

及 G20 的平均抑菌圈直径分别为 15.19、15.65 和

14.51 mm。 

2.2  抑制空肠弯曲杆菌菌株的鉴定 
通过对菌株 X13、X14和 G20的 16S rRNA基

因进行 PCR扩增，得到了长度约 1 500 bp的基因片

段，在 GenBank数据库中进行 BLAST比对后，菌

株 X13、X14 及 G20 分别被鉴定为罗伊氏乳杆菌

(Lactobacillus reuteri)、唾液乳杆菌 (Lactobacillus 

salivarius)及鸡乳杆菌(Lactobacillus gallinarum)，序

列相似度均达到 100%。 

2.3  乳酸菌对 HT-29 细胞的粘附能力 
体外评价细菌粘附能力一般使用人肠道细胞

系，其中 Caco-2 细胞系和 HT-29 细胞系表现出成

熟肠上皮细胞的特性，可以较好地模拟人体肠道环

境，是目前研究细菌粘附使用最广泛的体外细胞模

型[18]。本研究以 L. rhamnosus GG作为阳性参照，

已有报道证明该菌株对人结肠癌细胞具有较好粘

附能力[19]，以本实验室筛选得到的粘附能力较差的

菌株 PC-M5 为阴性参照。检测乳酸菌对 HT-29 细

胞的粘附能力，由表 2可知，X13、X14及 G20的

粘附指数均显著大于阴性参照组 PC-M5；且 X14

的粘附指数显著大于 L. rhamnosus GG，G20的粘附

指数与 L. rhamnosus GG无显著差异；X13的粘附

指数仅略小于 L. rhamnosus GG。因此从鸡粪中筛选

得到的 3株乳酸菌对 HT-29细胞均具有良好的粘附

能力。 
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表 1  鸡源菌株的抑菌活性测定 
Table 1  Bacteriostatic ability of strains screened from chicken 

菌株编号 
Strain number 

平均抑菌圈直径 
Average bacteriostatic ring diameter (mm) 

菌株编号 
Strain number 

平均抑菌圈直径 
Average bacteriostatic ring diameter (mm)

X1 12.47±0.31 G1 10.31±0.25 
X2 12.04±0.54 G2 11.33±0.63 
X3 12.97±0.77 G3 11.31±0.63 
X4 12.49±0.21 G4 10.43±0.32 
X5 12.09±0.38 G5 11.11±0.42 
X6 11.06±0.52 G6 10.42±0.93 
X7 10.76±0.43 G7 11.72±0.66 
X8 8.90±0.38 G8 8.10±0.31 
X9 10.54±0.77 G9 11.91±0.42 
X10 11.34±0.48 G10 10.52±0.21 
X11 9.30±0.44 G11 8.91±0.33 
X12 8.70±0.81 G12 12.13±0.53 
X13 15.19±0.74 G13 12.72±0.33 
X14 15.65±1.28 G14 10.83±0.32 
X15 12.34±0.33 G15 11.91±0.37 

X16 11.32±0.21 G16 11.88±0.31 

X17 10.54±0.42 G17 10.78±0.64 

X18 10.88±0.31 G18 10.13±0.44 

X19 12.42±0.53 G19 8.32±0.31 

X20 11.66±0.42 G20 14.51±1.65 

MRS (pH=3.8) 7.40±0.56 Noroxin 18.57±0.31 

 

 
 

图 1  抑菌试验中产生的抑菌圈效果 
Figure 1  The inhibition zone of well diffusion agar assays 
 

2.4  乳酸菌对人工胃肠液的耐受能力 
乳酸菌对人工胃肠液的耐受情况见表 3。经过

2 h人工肠液的处理，与 PBS对照组相比筛选得到
的 3 株乳酸菌的活菌数均没有显著差异。经过 2 h
人工胃液的处理，与 PBS 对照组相比 G20 的活菌
数并没有显著差异；而 X13、X14的活菌数虽差异 

表 2  乳酸菌对 HT-29 细胞的粘附指数 
Table 2  Lactobacillus’ sticky effect on HT-29 cells 

菌株 
Strain 

粘附指数 
Adhesion index 

X13 11.5±2.8c 

X14 20.3±3.8a 

G20 14.3±2.9b 

L. rhamnosus GG 14.2±3.1b 

PC-M5 1.1±0.3d 

注：不同字母代表组间差异显著(P<0.05). 
Note: Different letters means significant difference between groups 
(P<0.05).  

 

显著，但并没有数量级上的变化。而且经过 2 h人
工胃、肠液处理后的活菌数均在 107 CFU/mL以上，
达到在肠道中定殖的水平。由此推测这 3株乳酸菌
对人工胃肠液具有良好的耐受性。 

2.5  乳酸菌对空肠弯曲杆菌鞭毛合成的影响 
鞭毛是空肠弯曲杆菌的重要毒力因子，其介导
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的运动使它能穿透肠粘液，粘附并侵入肠道上皮细

胞，鞭毛还在毒力蛋白分泌外输过程中起到重要作

用。在扫描电子显微镜下观察空肠弯曲杆菌发现，

加入 MRS 的对照组空肠弯曲杆菌鞭毛的平均长度
(扫描电镜照片中测量 20个空肠弯曲杆菌鞭毛得到

的平均值)为 2.1 μm，而加入 X13、X14和 G20纯
培养无细胞提取物的空肠弯曲杆菌鞭毛的平均长

度分别为 1.2、0.6、0.8 μm，远小于对照组，如图 2
所示。这表明乳酸菌纯培养无细胞提取物会影响空

肠弯曲杆菌鞭毛毒力因子的合成。 
 

表 3  乳酸菌对人工胃肠液的耐受情况(2 h，活菌数，lgCFU/mL) 
Table 3  Tolerance of Lactobacillus to artificial gastrointestinal juices (2 h, viable count, lgCFU/mL) 

菌株 
Strain 

人工胃液 
Artificial gastric juice 

人工肠液 
Artificial small intestinal juice  

PBS对照 
PBS control  

X13 9.1±0.4b 9.3±0.3a 9.3±0.4a 

X14 8.9±0.1b 9.6±0.2a 9.5±0.3a 

G20 7.6±0.4a 7.7±0.1a 7.9±0.4a 

注：不同字母代表同株乳酸菌不同处理下活菌数差异显著(P<0.05). 
Note: Different letters means significant difference between the viable count of the Lactobacillus under different processing (P<0.05). 

 

 
 

图 2  空肠弯曲杆菌扫描电镜图(40 000×) 
Figure 2  SEM of Campylobacter jejuni (40,000×) 

注：A：对照组(MRS)；B：X13 纯培养无细胞提取物处理组；C：X14 纯培养无细胞提取物处理组；D：G20 纯培养无细胞提取物
处理组. 
Note: A: Control group (MRS); B: X13 CFSM treated group; C: X14 CFSM treated group; D: G20 CFSM treated group. 
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3  讨论 

空肠弯曲杆菌是常见的腹泻致病菌，研究证

明，乳酸菌对致病菌如金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、

李斯特菌等的附着、定殖、增长和转移都有一定的

抑制作用[9]。本研究以鸡粪为来源，分离到 40株菌

株，通过抑菌实验及 16S rRNA基因序列分析筛选

鉴定出 3 株拮抗空肠弯曲杆菌能力较强的乳酸菌

X13、X14 和 G20，考察了其对肠道细胞的粘附性

能，研究了其对模拟胃肠环境的耐受性，探讨了其

对空肠弯曲杆菌鞭毛毒力因子的影响。 

乳酸菌会产生抑菌类物质，如有机酸类、过氧

化氢及细菌素[8-11]等。本研究中筛选得到的 3株乳

酸菌的无细胞提取物对空肠弯曲杆菌的生长具有

较强的抑制作用，提示这 3株菌可能存在酸拮抗以外

的其他抗菌机制，如类似细菌素的拮抗机制[20-21]，这

有待进一步鉴定与研究。 

乳酸菌对肠粘膜的粘附是其在宿主体内定殖

并发挥生物屏障作用的先决条件。本研究筛选得到

的 3株乳酸菌对人结肠癌上皮细胞 HT-29的粘附指

数分别达到了 11.5±2.8、20.3±3.8和 14.3±2.9个/细

胞，与阳性对照 L. rhamnosus GG (14.2±3.1个/细胞)

及阴性对照 PC-M5 (1.1±0.3个/细胞)相比具有较好

的粘附能力。与现有报道相比，唾液乳杆菌 X14具

有较强的粘附能力，许荣誉等考察唾液乳杆菌的粘

附能力时发现其粘附指数为 6.13±5.28个/细胞[22]。

本研究得到的罗伊氏乳杆菌对细胞的粘附能力

与已有文献报道相当，王斌等在体外粘附 HT-29

细胞模型中发现罗伊氏乳杆菌的粘附能力达到

15.28±2.47个/细胞[23]。鸡乳杆菌对细胞的粘附能力

报道较少，相比于其他乳杆菌本研究得到的鸡乳杆

菌对细胞同样具有较高的粘附能力。 

胃肠道环境对细菌的抑制因素有低 pH 值和作
为表面活性剂的胆盐，食物通过胃及小肠的时间一

般为 1−2 h[24]，耐酸和耐胆盐性能是评价益生乳酸

菌的重要指标[25]。本研究的人工模拟胃肠液耐受实

验表明，3 株乳酸菌经过 2 h 的人工胃液或人工肠

液处理后，乳酸菌的活菌数仍保持在 107 CFU/mL
以上，而研究表明 106 CFU/mL以上的活性乳杆菌
就能发挥其功效[26]。许荣誉等的研究也表明了罗伊

氏乳杆菌及唾液乳杆菌对 pH 2.5 的人工胃液及
0.3%的胆盐环境表现出良好的耐受性[22]。与有关研

究相比，本研究得到的 3株乳杆菌均具有较好的耐
酸耐胆盐能力，在经过胃到达肠道时仍能保证较高

的活菌数而发挥作用。   
鞭毛是空肠弯曲杆菌的运动构造，影响其穿透

肠粘液、粘附并侵入肠道上皮细胞的能力，进而影

响空肠弯曲杆菌的致病性[15]。本研究发现乳酸菌无

细胞提取物能影响空肠弯曲杆菌鞭毛的长度，这提

示有可能影响了空肠弯曲杆菌鞭毛蛋白 flaA基因的

表达，进而影响了鞭毛的合成，与已有研究报道相

一致[14]，本实验室对乳酸菌无细胞提取物抑制空肠

弯曲杆菌相关毒力基因表达的结果也证实了这一

点(数据未公布)。 

空肠弯曲杆菌是导致细菌性腹泻的重要致病

菌，近年来在世界各地空肠弯杆菌的感染率呈明显

上升态势。本研究不仅为空肠弯曲杆菌的生物控制

提供了新的有益菌种，在应用方面有助于开发新型

饲用益生乳酸菌，但相关的抑菌机制及对空肠弯曲

杆菌毒力的影响则需要进一步的深入研究。 
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