
微生物学通报 Aug. 20, 2023, 50(8): 3454−3466 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.221039 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  Copyright ©2023 Microbiology China All Rights Reserved 

                           

资助项目：西南民族大学引进人才科研启动金资助项目(RQD2021074) 
This work was supported by the Southwest Minzu University Research Startup Funds (RQD2021074). 
*Corresponding author. E-mail: chendechun@swun.edu.cn 
Received: 2022-10-21; Accepted: 2023-01-07; Published online: 2023-02-24 

研究报告 

牦牛源产细菌素屎肠球菌的分离鉴定和益生特性 

王朝，冉旋，雷江英，陈德纯* 

西南民族大学畜牧兽医学院，四川 成都 610041 
 

王朝, 冉旋, 雷江英, 陈德纯. 牦牛源产细菌素屎肠球菌的分离鉴定和益生特性[J]. 微生物学通报, 2023, 50(8): 3454-3466. 
WANG Zhao, RAN Xuan, LEI Jiangying, CHEN Dechun. Isolation, identification, and probiotic properties of bacteriocin-producing 
Enterococcus faecium from yak[J]. Microbiology China, 2023, 50(8): 3454-3466. 

摘  要：【背景】抗生素的滥用导致牦牛肠道常见病原菌耐药性增加，益生菌作为对抗耐药性细菌

的新型武器，应用前景广阔。【目的】获取益生特性优良的牦牛源益生菌。【方法】将 20 份牦牛粪

便样本在含 0.5% CaCO3 的 MRS 培养基上分离纯化，以大肠杆菌和金黄色葡萄球菌为指示菌，用

牛津杯法筛选有抑菌活性的菌株；排除酸和过氧化氢后，经耐酸耐热试验和蛋白酶敏感试验筛选

产细菌素菌株，用形态学和 16S rRNA 基因序列分析鉴定；通过对大肠杆菌、沙门氏菌等腹泻病原

菌体外抑菌试验、耐模拟胃肠液、测定自聚集能力和疏水性及抗生素敏感试验分析益生特性。【结

果】从 20 份牦牛粪便样本中共分离出 11 株产生溶钙圈的菌株，其中 6 株对大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌抑菌效果显著，经复筛得到 2 株产细菌素的乳酸菌 SC6 和 SC9，经鉴定均为屎肠球菌

(Enterococcus faecium)。其中 SC9 对腹泻病原菌抑菌效果明显，有良好的耐受性和肠道黏附能力，

对 5 种常用抗生素均敏感。【结论】屎肠球菌 SC9 有一定的抗逆性和潜在的益生能力，具备作为益

生菌的潜力。 
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Isolation, identification, and probiotic properties of 
bacteriocin-producing Enterococcus faecium from yak 
WANG Zhao, RAN Xuan, LEI Jiangying, CHEN Dechun* 

College of Animal and Veterinary Sciences, Southwest Minzu University, Chengdu 610041, Sichuan, China 
 
Abstract: [Background] The abuse of antibiotics leads to the increase in drug resistance of 
common pathogenic bacteria in the intestinal tract of yaks. While probiotics have a promising 
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application against drug-resistant bacteria. [Objective] To obtain yak probiotics with 
excellent probiotic properties is the purpose. [Methods] Twenty yak fecal samples were 
isolated and purified on MRS medium containing 0.5% CaCO3, and strains with bacterial 
inhibitory activity were screened out by the Oxford cup method using Escherichia coli and 
Staphylococcus aureus as indicator bacteria. After acid and hydrogen peroxide were 
discharged, the bacteriocin-producing strains were screened out by acid and heat resistance 
test and protease sensitivity test, and identified by morphology and 16S rRNA sequence 
analysis. The probiotic properties were analyzed by in vitro bacteriostatic test against diarrhea 
pathogenic such as E. coli and Salmonella spp., measuring self-aggregation ability and 
hydrophobicity, tolerance to simulated gastrointestinal juice test, and antibiotic sensitivity 
test. [Results] Eleven strains of calcium soluble circles were isolated from 20 yak fecal 
samples, six of which had significant inhibitory effects on E. coli and S. aureus. Two strains 
of bacteriocin-producing lactic acid bacteria (SC6 and SC9) were obtained by re-screening, 
both of which were identified as Enterococcus faecium. The strain SC9 had obvious 
bacteriostatic effect on the bacteria of yak diarrhea, with good tolerance and intestinal 
adhesion ability in the simulated gastric and intestinal fluid, and it was sensitive to five 
commonly used antibiotics. [Conclusion] E. faecium SC9 has certain stress resistance and the 
potential as a probiotic. 
Keywords: yak; bacteriocin; Enterococcus faecium; isolation and identification; probiotic 
properties 
 
 
 

牦牛是以中国青藏高原为起源地的珍贵牛

种，其对高寒、低氧的高原环境有极强的适应

能力，在丰草期短、枯草期长的自然条件下也

能生存，并为青藏高原地区的人民提供多种生

产和生活必需品，具有较高的经济价值[1]。在

养殖过程中，人们常使用抗生素来预防和治疗

牦牛细菌性疾病，但不合理的使用甚至滥用会

导致牦牛体内病原菌耐药率增加、抗生素残留

超标，破坏微生物群平衡，导致并发症等[2-3]。

为预防感染和限制抗生素副作用，使用益生菌

替代疗法正是当下研究热点。 
益生菌是一类通过帮助宿主重建微生物群

平衡从而改善抗生素有害影响的活性微生物，

它能促进肠道对营养物质的吸收并改善肠道健

康状况[4]，对宿主的健康起着十分重要的作用。

益生菌在生长过程中会产生一种重要的活性代

谢产物——细菌素，它是某些细菌核糖体合成

的小肽，具有无毒无害、高效抑菌、不易残留、

不产生抗性等特点[5]，而且有利于益生菌发挥

益生功能。早期的研究认为细菌素仅对有近缘

关系的菌株有杀伤作用(窄谱)，但近年来很多研

究证明一种细菌素也可能对其他细菌有抑制杀

伤作用(广谱)[6]。 
屎肠球菌(Enterococcus faecium)是一种常见

于动物肠道的兼性厌氧型乳酸菌，肠道黏附能力

和抗逆性较强[7]，能提高畜禽生长性能并改善健

康[8]，降低粪便中病原微生物数量[9]，近年来常

被作为益生菌用于饲料工业[10]。目前，有关牦牛

源产细菌素屎肠球菌的益生特性鲜有报道。因

此，本研究从采集的牦牛粪便样品中分离筛选产

细菌素屎肠球菌，并通过研究牦牛源腹泻病原菌

的体外抑菌试验、耐模拟胃肠液、自聚集和疏水

性测定以及抗生素敏感试验等，以期为牦牛源屎

肠球菌的开发利用提供一些数据和理论参考。 
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1  材料与方法 
1.1  菌株及样品来源 

20 份牦牛粪便样本采集自青海海南藏族自

治州；牦牛源大肠杆菌、牦牛源金黄色葡萄球

菌、牦牛源沙门氏菌、大肠杆菌(ATCC 25922)
和金黄色葡萄球菌(ATCC 25923)由西南民族大

学动物医学实验室提供。 
12 只 SPF 级昆明小鼠购自成都达硕生物公

司，饲养于西南民族大学动物房中。本实验严

格按照西南民族大学动物护理和使用委员会使

用标准进行(SWUN-MR0056)。 

1.2  培养基和主要试剂、仪器 
MRS 琼脂培养基、MRS 肉汤培养基、LB

培养基，青岛海博生物科技有限公司；蛋白酶

K、胰蛋白酶、胃蛋白酶，生工生物工程(上海)
股份有限公司；氨苄西林、奥格门汀(阿莫西林

克拉维酸钾)、环丙沙星、米诺环素、四环素、庆

大霉素、氟苯尼考药敏纸片，杭州微生物试剂有

限公司；盐酸、氢氧化钠、过氧化氢酶、DNA 提

取液、10%十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, 
SDS)、氯化钠，索莱宝生物科技有限公司。 

离心机，湖南湘雅实验室仪器开发有限公

司；振荡培养箱，上海知楚仪器有限公司；PCR
仪，赛默飞世尔科技有限公司；电泳仪，北京

六一仪器厂；紫外分光光度计，上海仪电分析

仪器有限公司；生物电泳图像分析系统，上海

复日科技有限公司。 

1.3  菌株的分离纯化 
在9 mL无菌生理盐水中加入1 g牦牛粪便样

品，混匀后以 10 倍倍比梯度稀释，吸取 200 μL
稀释度为 106−108 CFU/mL 的稀释液，在含 0.5% 
CaCO3 MRS 平板上均匀涂布，37 ℃静置培养

24 h。挑取产生溶钙圈的菌落，在 MRS 培养基

上划线分离直至获得纯菌株。经革兰氏染色后

显微镜观察，筛选革兰氏阳性菌株，用甘油  
于−20 ℃保存。 

1.4  产细菌素乳酸菌的初筛与复筛 
1.4.1  产细菌素乳酸菌的初筛 

参考周晏阳[11]的方法并略作改动，将筛选

得到的革兰氏阳性纯菌株接种于 MRS 肉汤培

养基中，取 37 ℃培养 24 h 的菌液，4 ℃、      
8 000 r/min 离心 10 min，取上清液，用 0.22 μm
一次性滤菌器过滤。用 106 CFU/mL 的大肠杆菌

和金黄色葡萄球菌作指示菌，将无菌牛津杯置于

涂布有指示菌的 LB 培养基上，杯中加 100 μL 上清

液，每组 3 个重复，以空白 MRS 肉汤培养基为

对照组。4 ℃静置 8 h，待上清液扩散完全，转移

至 37 ℃恒温培养 9−12 h 后测量抑菌圈的直径。 
1.4.2  排除酸和过氧化氢试验 

参考王娜等[12]的方法，将菌株培养上清液

用盐酸调 pH 值至 6.0，加入过氧化氢酶至无气

泡产生，水浴 2 h。以相同 pH 的 MRS 肉汤培

养基为对照，以大肠杆菌和金黄色葡萄球菌为

指示菌，通过牛津杯法进行抑菌试验。 
1.4.3  耐热、耐酸和耐蛋白酶试验 

调菌株培养上清液的 pH 值至 5.0，分别在

60 ℃、80 ℃条件下处理 15 min，90 ℃条件下

处理 10 min，测定上清液的抑菌能力；用氢氧

化钠和盐酸调上清液的 pH 值至 2.0、3.0、4.0、
6.0 和 7.0，以无菌 MRS 肉汤培养基为对照组，

采用牛津杯法进行抑菌试验。 
排除酸和过氧化氢后，选择在高温和酸性

条件下仍具有明显抑菌效果的菌株，调其上清

pH 值至胃蛋白酶、胰蛋白酶和蛋白酶 K 的最适

pH 值(分别为 2.0、7.0 和 7.0)，37 ℃条件下水

浴 1 h，再将 pH 值调回到初始 pH 值，对照组

为未处理的上清液，检测抑菌活性。 
1.4.4  对腹泻病原菌的体外抑菌试验 

参照周晏阳等[13]的方法测定产细菌素菌株
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对常见腹泻病原菌的抑菌活性，指示菌为大肠

杆菌、沙门氏菌和金黄色葡萄球菌等 10 株牦牛

源致病菌。 

1.5  16S rRNA 基因序列分析 
用酚氯仿法抽提细菌基因组 DNA，采用

16S rRNA 基因通用引物 27F (5′-AGAGTTTGA 
TCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCT 
TGTTACGACTT-3′)进行序列扩增。PCR 反应体

系按照 2×T5 Super PCR Mix 试剂盒说明书操

作。PCR 反应条件：98 ℃ 5 min；98 ℃ 10 s，
54 ℃ 15 s，72 ℃ 2 min，36 个循环；4 ℃保存。

PCR扩增产物在1%的琼脂糖凝胶中电泳25 min，
菌种测序由北京擎科生物科技公司完成。 

1.6  生长曲线的测定 
将菌株接种到 5 mL MRS 肉汤培养基中，

37 ℃、220 r/min 恒温培养 24 h 后作为种子液。

按 3%的量接种于 100 mL MRS 肉汤培养基中，

37 ℃、220 r/min 培养，每隔 2 h 取 1 mL 菌液测

OD600，以 MRS 肉汤培养基为空白对照。共测定

至 24 h，根据所得数据绘制菌株的生长曲线[11]。 

1.7  耐模拟胃液和肠液试验 
配制模拟胃液：100 mL 0.2%的无菌生理盐

水将 0.35 g 胃蛋白酶稀释混匀，用盐酸调 pH
值为 2.5[14]。配制模拟肠液：100 mL 蒸馏水中

加入 1.1 g 碳酸氢钠和 0.2 g 氯化钠，搅拌均匀

后再加入 1.8 g 牛胆盐和 0.1 g 胰蛋白酶，混匀

后用氢氧化钠溶液调 pH 值至 8.0。用 0.22 µm
一次性滤菌器将模拟胃液和模拟肠液过滤备 
用[15]。参照张蓓[16]的方法，将菌株接种于 MRS
液体培养基，37 ℃、220 r/min 摇床培养 24 h。
4 ℃、8 000 r/min 条件下离心 5 min 收集菌体，

用pH 7.4的磷酸盐缓冲液冲洗3次。在模拟胃液中，

以 10%的接种量接入菌落数为 108−109 CFU/mL
的菌液，采用平板计数法测定 0 h 和 3 h 的活菌

数。同样地，在模拟肠液中以10%的接种量接入

108−109 CFU/mL 的菌液，测定 0 h 和 4 h 的活

菌数，按公式(1)计算菌株的存活率。 

存活率(%)= 1

2

C
C

×100                    (1) 

式中：C1 为处理后的 MRS 液体培养基所测得

的乳酸菌活菌数(CFU/mL)；C2 为对照 MRS 液

体培养基所测得的乳酸菌活菌数(CFU/mL)。 

1.8  自聚集能力和疏水性测定 
参考李清等[17]和熊世进等[18]的方法并略作

改动。将种子液以 2%的接种量接入无菌 MRS
液体培养基中，37 ℃、220 r/min 摇床培养 24 h。
4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，用 pH 7.2
的无菌磷酸盐缓冲液清洗 2 次，再重新悬浮于磷

酸盐缓冲液中，将菌数调整至 107−108 CFU/mL。

在比色皿中加 3 mL 菌液，用紫外分光光度计测

定 OD600，记做(A0)。将细菌悬液 37 ℃静置 5 h
后，取 3 mL 上清液加入另一比色皿中，测定

OD600，记做(At)。按公式(2)计算自聚能力。重

复进行 3 次独立实验，取平均值。 

自聚集能力(%)=1– t

0

A
A

×100               (2) 

按上述方法制备细菌悬液，加入等体积的

二甲苯涡旋振荡混匀，37 ℃静置 1 h 后取水相，

测水相的 OD600，记做(A)。用公式(3)计算菌株

的表面疏水性。独立实验重复 3 次，取平均值。 

表面疏水性(%)= 0

0

–A A
A

×100              (3) 

式中：A0 表示菌体初始吸光值；A 表示二甲苯

处理后下层水相吸光值。 

1.9  抗生素敏感性试验 
用 106 CFU/mL 大肠杆菌 ATCC 25922 和金

黄色葡萄球菌 ATCC 25923 作为质控菌株。在  
6 mL MRS 肉汤培养基中，以 1%的接种量接入

种子液，37 ℃、220 r/min 摇床培养 24 h。调整

菌落数至 1.5×108 CFU/mL，用无菌棉签蘸取并
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在 MH 琼脂平皿上均匀涂布，倒置，室温干燥

15 min。用无菌镊子夹取药敏纸片，将其贴在

MH 琼脂表面，轻压以使纸片与琼脂贴合牢固。

每个琼脂表面贴 4 张抗菌药纸片，设 3 个平行，

24 h 后测量抑菌圈直径。 

1.10  动物安全性试验 
经 7 d 适应性饲喂后，12 只 SPF 级昆明小

鼠随机分为两组，每组 6 只。对照组小鼠不做

处理，正常饲喂；实验组小鼠每只每日灌胃屎

肠球菌菌液 0.2 mL (108 CFU/mL)。 

2  结果与分析 
2.1  乳酸菌的分离纯化和形态学观察结果 

20 份牦牛粪便样品中共分离出 11 株产生

溶钙圈的菌株(图 1)，可初步判断为乳酸菌，依

次编号为 SC1−SC11。革兰氏染色为阳性，显

微镜观察可见菌体为圆形球菌，呈单个、成对

或短链状排列(图 2)。 

2.2  产细菌素乳酸菌的初筛结果 
如图 3 和表 1 所示，菌株 SC1、SC6、SC7、

SC9、SC10 和 SC11 的抑菌圈直径均大于 10 mm，

对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌能力较强。 
 

 
 
图 1  产生溶钙圈的菌株  
Figure 1  Strains that produce calcium-soluble 
circles. 

 
 
图 2  革兰氏染色结果(10×100) 
Figure 2  Gram straining results (10×100). 
 

 
 
图 3  产细菌素乳酸菌对大肠杆菌(A)和金黄色葡

萄球菌(B)抑菌活性的测定 
Figure 3  Determination of antibacterial activity of 
bacteriocin-producing lactic acid against Escherichia 
coli (A) and Staphylococcus aureus (B). 
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表 1  产细菌素乳酸菌的初筛结果 
Table 1  Preliminary screening results of bacteriocin 
producing lactic acid bacteria 
Strain 
No. 

Bacillus/ 
Coccus 

Diameter of inhibition circle (mm) 

Escherichia coli Staphylococcus aureus 

SC1 Coccus 11.0 19.8 
SC2 Coccus 18.2 − 
SC3 Coccus 13.5 − 
SC4 Coccus 13.5 − 
SC5 Coccus 17.6 − 
SC6 Coccus 10.9 15.2 
SC7 Coccus 13.0 20.0 
SC8 Coccus − 14.4 
SC9 Coccus 18.6 22.0 
SC10 Coccus 16.0 20.6 
SC11 Coccus 12.3 21.3 

牛津杯内径 6.0 mm、外径 8.0 mm，−：抑菌圈直径<8 mm，

表明菌株无抑菌活性[12]. 下同 
Oxford cup inner diameter 6.0 mm, outer diameter 8.0 mm, 
−: The diameter of the inhibition circle <8 mm, indicating 
that the strain does not inhibit bacterial activity[12]. The same 
below. 

2.3  产细菌素乳酸菌的复筛结果 
2.3.1  排除酸和过氧化氢试验结果 

在排除酸和过氧化氢干扰后，有 6 株乳酸

菌仍表现出较强的抑菌活性(表 2)，说明这些菌

株存在其他抑菌物质。 
2.3.2  耐热、耐酸和耐蛋白酶试验结果 

在耐热试验中，随着温度升高，分离菌株

抑菌活性均有所下降。90 ℃处理 10 min 后，菌

株 SC7 和 SC10 失去抑菌活性，但菌株 SC1、
SC6、SC9 和 SC11 对指示菌仍有大于 70%的抑

菌效果(表 3)，说明这 4 株菌热稳定性较强。 
耐酸试验结果显示，各菌株在 pH 2.0−6.0

范围内具有较强的抑菌活性，随 pH 值增大抑

菌活性下降。pH 7.0 时，菌株 SC1 和 SC11 抑

菌圈直径<8 mm 时抑菌活性丧失；而菌株 SC6
和 SC9 抑菌圈直径≥10 mm，仍具有一定抑菌能

力(表 4)，这表明这 2 株菌的抑菌物质在酸性条

件下较稳定。 

 
表 2  排除有机酸和过氧化氢试验 
Table 2  A testing of excluding the effects of organic acids and hydrogen peroxide 
Indicator bacteria Screening conditions Diameter of inhibition circle (mm) 

SC1 SC6 SC7 SC9 SC10 SC11 

Escherichia coli Organic acid 
Hydrogen peroxide 

11.0 12.6 10.3 11.1 12.4 12.4 

Staphylococcus aureus Organic acid 
Hydrogen peroxide 

10.7 13.2 12.0 11.0 14.3 13.1 

 
表 3  菌株发酵上清液对热稳定性试验 
Table 3  Thermal stability test of strain fermentation supernatant  
Indicator bacteria Temperature (℃) Diameter of inhibition circle (mm) 

SC1 SC6 SC7 SC9 SC10 SC11 

Escherichia coli 60 14.0 16.1 13.0 17.3 13.1 14.0 
80 12.2 13.0 10.5 14.7 10.0 13.2 
90 10.9 12.0 − 12.5 − 12.0 

Staphylococcus 
aureus 

60 15.2 16.1 13.3 15.0 13.8 15.4 
80 13.1 15.6 10.0 14.1 10.2 14.0 
90 10.8 12.2 − 12.0 − 11.0 
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表 4  菌株发酵上清液对酸稳定性试验 
Table 4  Acid stability test of strain fermentation 
supernatant  
Indicator 
bacteria 

pH Diameter of inhibition circle (mm) 

SC1 SC6 SC9 SC11 

Escherichia 
coli 

2.0 27.0 29.2 28.1 31.0 
3.0 18.2 24.3 23.4 27.2 
4.0 17.1 20.0 16.0 17.4 
5.0 14.6 15.5 14.1 13.5 
6.0 9.5 12.5 11.5 12.4 
7.0 − 11.8 11.1 11.0 

Staphylococcus 
aureus 

2.0 33.2 39.1 37.2 30.6 
3.0 21.8 30.0 31.2 26.8 
4.0 18.3 26.3 30.1 22.0 
5.0 15.5 23.6 20.6 15.3 
6.0 10.3 13.0 12.0 9.4 
7.0 − 10.0 11.2 − 

 
分别用胰蛋白酶、胃蛋白酶和蛋白酶 K 处

理菌株 SC6 和 SC9 的上清液后，它们的抑菌能

力均有所下降，甚至丧失(表 5)。由于排除了酸

和过氧化氢等的干扰，可以证明，菌株 SC6 和

SC9 培养上清液的抑菌物质是蛋白类物质[19]。 
2.3.3  对腹泻病原菌的体外抑菌试验结果 

通过对腹泻病原菌体外抑菌试验可以看

出，菌株 SC6 和 SC9 的抑菌圈直径均≥14 mm 
(表 6)，表明这 2 株菌对 10 株常见牦牛源腹泻

病原菌具有较强的抑菌能力。 

 
表 5  菌株培养上清液对酶稳定性试验 
Table 5  Protease stability test of strain fermentation 
supernatant  
Indicator 
bacteria 

Conditions Diameter of inhibition 
circle (mm) 
SC6 SC9 

Escherichia 
coli 

Trypsin 11.0 13.4 
Pepsin − − 
Proteinase K − − 

Staphylococcus 
aureus 

Trypsin 11.2 12.6 
Pepsin − − 
Proteinase K − − 

表 6  细菌素对指示菌的抑菌能力 
Table 6  Bacteriostatic ability of bacteriocin against 
indicator bacteria 
Indicator bacteria Diameter of inhibition 

circle (mm) 
SC6 SC9 

E. coli SWUN1435 18 23 
Enterotoxigenic E. coli SWUN6794 21 20 
Hemolytic E. coli SWUN4580 20 16 
Hemolytic E. coli SWUN4566 19 17 
Hemolytic E. coli SWUN4569 21 19 
Salmonella blegdam SWUN3825 14 16 
Salmonella SWUN3733 19 23 
Salmonella SWUN3710 31 31 
Salmonella SWUN3712 24 22 
Staphylococcus aureus SWUN4509 20 21 
 
2.4  16S rRNA 基因序列分析结果 

菌株 SC6 和 SC9 的 PCR 扩增产物经过凝

胶电泳检测，结果见图 4，扩增的条带在     
1 000−2 000 bp 之间，约为 1 500 bp。将 PCR 产

物测序并将序列通过 BLAST 比对，构建系统发

育树(图 5)。结果发现菌株 SC6 和 SC9 与屎肠球

菌(Enterococcus faecium)亲缘关系最近。结合形

态学鉴定，可确定菌株 SC6 和 SC9 为屎肠球菌。 
 

 
 
图 4  16S rRNA基因扩增结果   M：DL2000 DNA 
Marker；SC6、SC9：目标菌株；N：阴性对照 
Figure 4  Results of 16S rRNA gene amplification. 
M: DL2000 DNA Marker; SC6, SC9: Target strains; 
N: Negative control.  
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图 5  两株屎肠球菌基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号中的序号代表 GenBank 登录

号；分支点上的数字代表该分支的 bootstrap 值；标尺表示进化距离 
Figure 5  Phylogenetic tree of two strains of Enterococcus faecium based on 16S rRNA gene sequence. The 
serial number in brackets represents the GenBank accession number. The number on the branch point 
indicates the bootstrap value of the branch. The ruler represents evolutionary distances. 
 
2.5  生长曲线的绘制 

屎肠球菌 SC6 和 SC9 的生长曲线如图 6 所

示，0−2 h 为迟缓期；2 h 后生长速度达到最大，

代谢旺盛，为对数生长期，最适于研究生物学

性状和药物敏感性；10 h 之后繁殖速度渐趋下

降，增殖数与死亡数大致平衡，进入稳定期。 
 

 
 

图 6  菌株 SC6 和 SC9 的生长曲线 
Figure 6  The growth curves of strains SC6 and SC9. 

2.6  耐模拟胃肠液试验结果 
菌株 SC6 和 SC9 在模拟胃液 3 h 条件下的

存活率分别为 30.20%和 31.29% (图 7)，在模拟肠

液 4 h 条件下的存活率分别为 41.00%和 47.06% 
(图 8)。由此可见，2 株屎肠球菌都具有良好的

耐受胃肠液的能力，可在胃肠道发挥益生作用。 
 

 
 
图 7  菌株在模拟胃液 3 h 条件下活菌数和存活率 
Figure 7  The viable counts and survival rates of 
strains after 3 h in the simulated gastric fluid. 
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图 8  菌株在模拟肠液 4 h 条件下活菌数和存活率 
Figure 8  The viable counts and survival rates of 
strains after 4 h in the simulated intestinal fluid.  
 
2.7  自聚集能力和疏水性的测定结果 

疏水性和自聚集能力作为乳酸菌黏附能力

的关键因素，菌株 SC6 和 SC9 的自聚集能力分

别为 66.17%和 52.38%，疏水性分别为 21.62%
和 30.29% (表 7)，表明这 2 株屎肠球菌均具有

一定的黏附能力。 

2.8  抗生素敏感性试验结果 
抗生素敏感性试验结果显示，屎肠球菌

SC6 和 SC9 对奥格门汀、米诺环素、氨苄西林、

氟苯尼考和庆大霉素敏感(表 8)，不可搭配使用。 

2.9  动物安全性试验结果 
对照组和实验组小鼠均未出现腹泻和死亡

等症状。剖检检查内脏未见明显病变(图 9)。 

3  讨论与结论 
结合形态学鉴定和 16S rRNA 基因序列分析

可以判定 SC6 和 SC9 均为屎肠球菌。根据抑菌

活性结果分析，菌株 SC1、SC6、SC7、SC9、SC10
和 SC11 具有的较强抑菌能力可能与菌体代谢产

生的细菌素等抑菌物质有关。在排除屎肠球菌生

长代谢过程中产生的酸和过氧化氢等干扰因素

后，菌株上清液依旧具有较强的抑菌活性，这一

点与张永红等[20]和刘英丽等[21]的研究结果相符。 

 
表 7  菌株自聚集能力和疏水性测定结果 
Table 7  Results of self-aggregation ability and hydrophobicity determination 
Strain No. Absorbance (OD600) Self-aggregation ability (%) Hydrophobicity (%) 

At A0 A 

SC6 0.712 2.105 1.650 66.17 21.62  
SC9 0.720 1.512 1.650 52.38  30.29  

 
表 8  抗生素敏感试验结果 
Table 8  Results of antibiotic susceptibility test 
Antibiotics Specifications 

(µg/tablet) 
Diameter of inhibition circle (mm) 

R I S E. coli S. aureus SC6 SC9 

Augmentin 10 ≤16  ≥17 33(S) 30(S) 33(S) 33(S) 
Minocycline 30 ≤14 15‒18 ≥19 20(S) 41(S) 23(S) 23(S) 
Tetracycline 30 ≤14 15‒18 ≥19 13(R) 23(S) 17(I) 16(I) 
Ampicillin 10 ≤16  ≥17 30(S) 38(S) 20(S) 25(S) 
Florfenicol 30 ≤12 13‒17 ≥18 23(S) 23(S) 29(S) 23(S) 
Ciprofloxacin 5 ≤15 16‒20 ≥21 19(I) 25(S) 11(R) 18(I) 
Gentamicin 10 ≤12 13‒14 ≥15 13(I) 23(S) 16(S) 15(S) 

R：耐药；I：中介；S：敏感 
R: Resistant; I: Intermediary; S: Sensitive. 
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图 9  对照组(A)与实验组小鼠(B)剖检 
Figure 9  Autopsy of control (A) and experimental mice (B). 
 

为证实菌株上清液中的抑菌物质为细菌

素，需验证其具有蛋白质的性质。经 90 ℃高温

处理筛选得到热稳定性强的菌株 SC1、SC6、
SC9 和 SC11；在 pH 2.0−7.0 范围内，菌株上清

液的抑菌能力随 pH 值增大均有所下降，pH 7.0
时，菌株 SC1 和 SC7 对金黄色葡萄球菌的抑菌

效果丧失，而菌株 SC6 和 SC9 仍能保持一定的

抑菌活性。对比王净净等[22]的研究结果，本研

究中 SC6 和 SC9 这 2 株菌产生的抑菌物质在酸

性环境下稳定性和抑菌活性更强。用胰蛋白酶、

胃蛋白酶和蛋白酶 K 分别处理后，菌株 SC6 和

SC9 发酵上清液的抑菌能力均下降甚至丧失，

这一结果与胡逸敏等[23]的实验结果一致，表明

屎肠球菌的培养上清液中抑菌活性物质对蛋白

酶敏感，具有蛋白质的性质，可确定为细菌素

且可能属于第二类细菌素——小分子的热稳定

肽(small heat-stable peptide, SHSP)，具有对热稳

定、疏水性的特性[24]。此外，为进一步验证本

研究中产细菌素屎肠球菌对牦牛体内腹泻病原

菌的抑制效果，通过体外抑菌试验证明了产细

菌素屎肠球菌 SC6 和 SC9 对牦牛源大肠杆菌、

金黄色葡萄球菌和沙门氏菌的抑菌效果十分显

著，表明其可以有效抑制肠道病原菌的侵袭。 
反刍动物体胃肠道内环境复杂，胃肠液和

蛋白酶的作用等均可影响屎肠球菌的存活率，

到达肠道定殖是其发挥益生作用的关键。王帅

静等[25]筛选的 7 株牛源益生菌，在模拟胃液中

的存活率仅有 1 株菌高于本研究中 SC6 和 SC9
菌株的存活率，其余 6 株菌的存活率均低于 SC6
和 SC9；此外，在模拟肠液中 SC6 和 SC9 2 株

菌的存活率均超过 40%，耐受能力较好，能够

到达肠道定殖并发挥有益作用。屎肠球菌的抑菌

活性与黏附能力决定其益生作用[26]，龚虹等[27]

的研究结果发现，益生菌的黏附能力和自聚集

能力、疏水性之间呈正相关。细菌的自凝集一般

指的是同种菌株相互凝集形成细胞簇的现象[28]，

疏水性是细菌肠道黏附能力的重要影响因素之

一，二者对生物膜的形成起着重要作用，有助于

益生菌在肠道的定殖并防止致病菌的黏附[29]。屎

肠球菌 SC6 和 SC9 均具有良好的自聚集能力和

疏水性，具有较好的益生特性和预防肠道疾病

的潜力。 
近年来，有关牦牛源肠球菌耐药性的报道

越来越多，在周娟等[30]的研究结果中，33 株来
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自青海玉树的牦牛源屎肠球菌中有 19 株对常

用的 10 种抗生素表现为耐药，其中利福平的耐

药率最高。徐凤等[31]对采自四川红原牦牛粪便

样品中的肠球菌检测了耐药性，结果显示多重

耐药情况较为严重。本研究对来自青海海南的

牦牛源屎肠球菌进行耐药情况检测，结果 2 株

屎肠球菌对奥格门汀、米诺环素、氨苄西林、

氟苯尼考和庆大霉素 5 种常用抗生素均敏感，

对四环素表现为中介，屎肠球菌 SC9 对环丙沙

星表现为中介，而屎肠球菌 SC6 对环丙沙星表

现为耐药。为进一步验证屎肠球菌 SC9 的安全

性，用 SC9 灌胃小鼠，饲养一周后剖检观察，

与对照组小鼠相比未发现明显病变，安全性好。 
综上，牦牛源产细菌素屎肠球菌 SC9 在高

温及酸性环境下稳定，能够在胃肠液中存活，

具有广谱抑菌、肠道定殖和阻止病原菌黏附的

能力，对奥格门汀、米诺环素、氨苄西林、氟

苯尼考和庆大霉素敏感，安全性高，具备作为

益生菌的潜力，有潜在的开发利用价值。 
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