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摘  要：【背景】乳酸菌和芽孢杆菌是应用于生产最多的益生菌，但不同菌株间的生长特性均不

相同，因此了解菌株的生物学特性具有重要意义。【目的】研究菌株的生物学特性，能合理地开

发和利用菌株，以保证菌株生产应用的安全性。【方法】活化后鉴定 5 株乳酸菌和 3 株芽孢杆菌

并对其形态进行观察，探究菌株的生长曲线、产酸能力及最适生长条件，测定菌株的抑菌活性和

产酶性能，同时探究菌株的益生性和安全性。【结果】五株乳酸菌分别编号鉴定为干酪乳杆菌 R1、
副干酪乳杆菌 R2、香肠乳杆菌 R3、福莱乳杆菌 R4 和唾液乳杆菌 R5；3 株芽孢杆菌分别编号命名

为贝莱斯芽孢杆菌 Y1、枯草芽孢杆菌 Y2 和地衣芽孢杆菌 Y3。八株菌形态结构均不相同但都为杆

状，均在 2–10 h 为对数生长期，18–24 h 为稳定期，培养 24 h 时乳酸菌和芽孢杆菌的活菌数均保

持在 109 和 108 CFU/mL，最适生长温度为 37.0 ℃。乳酸菌具有较强的产酸能力和抑菌活性，芽孢

杆菌有较强的产酶性，在人工胃液中都有较强的耐受性。八株菌都无溶血活性、无毒力基因、对

抗生素都保持中度敏感以上；其中唾液乳杆菌有四环素耐药基因，但对四环素抗性为中度敏感。

【结论】八株菌生长繁殖速度快，乳酸菌产酸能力和抑菌活性较强，芽孢杆菌具有较强的产酶性

能，在体外具有较好的益生性和安全性，可应用于生产实践。 
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Abstract: [Background] Lactic acid bacteria (LAB) and Bacillus are commonly used probiotics 
in production, with different growth characteristics. It is essential to understand the biological 
characteristics of different strains. [Objective] To study the biological characteristics of the 
strains, develop and utilize the strains in a reasonable way, and ensure the safety of strain 
application in production. [Methods] After activation, five strains of LAB and three strains of 
Bacillus were identified. Their morphology was observed, and the growth curve, acid 
production, and optimal growth conditions of the strains were investigated. Furthermore, the 
antimicrobial activity, enzyme production, probiotic properties, and safety of the strains were 
measured. [Results] The strains R1–R5 of LAB were identified as Lactobacillus casei,       
L. paracasei, L. farcimini, L. futsaii, and L. salivarius, respectively. The strains Y1–Y3 of 
Bacillus were identified as B. velezensis, B. subtilis, and B. licheniformis, respectively. The 
eight strains presented different morphological structures but all were rod-shaped and entered 
the logarithmic growth stage and platform stage after being cultured for 2–10 h and 18–24 h, 
respectively. After incubation for 24 h, LAB and Bacillus maintained the viable counts at 109 
and 108 CFU/mL, respectively, and the optimal growth at 37.0 ℃. LAB had strong 
acid-producing ability and antimicrobial activity, and Bacillus had strong enzyme production. 
All the strains demonstrated strong tolerance in artificial gastric juice, no hemolytic activity, no 
virulence gene, and moderate sensitivity to antibiotics. Among them, L. salivarius carried 
tetracycline resistance genes, while it was moderately sensitive to tetracycline. [Conclusion] 
The eight strains of bacteria have fast growth and reproduction. LAB have strong acid-producing 
ability and antimicrobial activity, and Bacillus has strong enzyme-producing performance. With 
good probiotic properties and safety in vitro, the 8 strains can be applied in production. 
Keywords: lactic acid bacteria; Bacillus; growth characteristics; biological function; probiotics 
 

抗生素能治疗动物疾病和提高牲畜的生长

性能，但由于长期的使用或滥用，使得抗生素

在动物体内残留超标，导致耐药细菌的不断出

现，已严重威胁人类健康[1]。自 2020 年 7 月 1 日

起，畜禽饲料行业开启全面禁抗时代[2]，而寻

找抗生素替代产品成为了亟待解决的问题。益

生菌是一类活的有益微生物[3]，代谢产生的抗

菌类化合物能杀灭胃肠道内的病原菌，具有维

持肠道菌群平衡的功能[4]。其中乳酸菌具有较

强的产酸能力[5]，芽孢杆菌具有较好的产酶性

能[6]，因此被广泛用于发酵各类畜牧产品[7]，也

常被当作饲料添加剂直接使用。益生菌在维持
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动物健康方面可发挥出优于抗生素的效果，越

来越受到人们的重视。 
乳酸菌(lactic acid bacteria, LAB)是一类能

利用碳水化合物产生大量乳酸的革兰氏阳性

菌，是维持动物机体健康的重要菌群[8]。乳酸

菌参与体内免疫调节，维护肠道上皮屏障的完

整性，具有较强的抗氧化能力[9]；此外，还具

有较高的自聚集能力、共聚集能力和疏水性[10]。

在益生性评价方面，乳酸菌对 pH、NaCl 和胆

汁酸盐均表现出良好的耐受性，对病原菌也有

明显的抑制作用[11]。因此，在畜牧生产行业中，

乳酸菌常被用于青贮饲料的发酵，不仅能提高

饲料的蛋白质含量，还能调节青贮过程中菌群

结构以提高饲料品质，饲喂后还能调控肠道菌

群保证动物的健康[12]。 
芽孢杆菌(Bacillus sp.)是一类能产生抗力

内生孢子的革兰氏阳性菌，广泛存在于生物体

和环境中。曹树威等[13]研究表明芽孢杆菌具有

抑菌、抗病毒活性；还具有促生长消化、维持肠

道菌群平衡、抑制病原菌和提高机体免疫力等功

能[14-15]。He 等[16]在饲粮中添加枯草芽孢杆菌降

低了仔猪腹泻率，同时减轻机体炎症反应和改善

肠道吸收功能。Zou 等[17]的研究表明在饲粮中添

加枯草芽孢杆菌能调节蛋鸡肠道菌群，改善十二

指肠的抗氧化状态和屏障完整性，降低促炎细胞

因子的表达，并减少肠道致病菌。此外，芽孢杆

菌还是一种重要的工业细菌，在食品工业、制药、

医疗、洗涤和纺织工业等方面都有应用[18]。 
益生菌能发挥出优于抗生素的使用效果且

不会对人体产生危害，但菌株的生物学活性和

功能影响着实际生产效率，因此筛选优势菌株

是应用的重要前提。本研究从植物酵素和鸡肠

道中分离获得 5 株乳酸菌和 3 株芽孢杆菌，初

步探究了 8 株菌的形态特征、生长曲线和产酸

能力等生物学特性，为后期用于青贮饲料和中

药的发酵提供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

试验所用 8 株菌株由本实验室保存；金黄色

葡萄球菌 ATCC 6538、大肠杆菌 CMCC (B) 
44102、沙门氏菌 CMCC (B) 50094，广东环凯微生

物科技有限公司；志贺氏菌 DS8 分离于鸡肠道[19]。 
1.1.2  培养基和主要试剂、仪器 

哥伦比亚血琼脂培养基，青岛海博生物有

限公司；LB 培养基和乳酸细菌培养基(de Man, 
Rogosa and Sharp, MRS)培养基，广东环凯微生

物科技有限公司；卢戈氏碘液：碘(I) 1 g，碘化

钾(KI) 2 g，蒸馏水 300 mL；产蛋白酶筛选培养

基参照石水琴等[20]的方法配制；产淀粉酶筛选

培养基参照杜东晓等[21]的方法配制；产纤维素酶

筛选培养基参照陈诗瑶等[22]的方法配制；人工肠

液参照徐义刚等[23]的方法配制；人工胃液参照

辛羚等[24]的方法配制。 
0.22 µm 滤膜，天津市津腾实验设备有限公

司；细菌基因组提取试剂盒，天根生化科技(北
京)有限公司；10 种抗生素药敏纸片，比克曼生

物科技有限公司。 
恒温培养箱，上海一恒科学仪器有限公司；

光学显微镜，Zeiss 公司；电泳仪，北京市六一

仪器厂；PCR 仪和紫外凝胶成像分析系统，

Bio-Rad 公司。 

1.2  菌株的鉴定及生物学特性 
1.2.1  菌株的鉴定 

取分离保存于实验室的 5 株乳酸菌和 3 株

芽孢杆菌，在 MRS 和 LB 固体培养基表面划线，

倒置于 37.0 °C 下过夜培养 12 h。选取菌落较大

的芽孢杆菌和溶钙圈较大的乳酸菌，分别接种

于对应的 5 mL 液体培养基中，37.0 ℃、150 r/min
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振荡培养 24 h，根据细菌基因组提取试剂盒的

说明书分别提取细菌 DNA。 
使用通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCT 

GGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGYTACCTTGTTA 
CGACTT-3′)对分离的菌株进行 16S rRNA 基因

扩增。PCR 反应体系(20 μL)：2×Taq Master Mix 
10 μL，模板 1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)
各 1 μL，ddH2O 7 μL。PCR 条件：94 ℃ 1 min；
94 ℃ 50 s，56 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min，30 个循环；

72 ℃ 10 min；4 ℃保存[19]。取 5 μL 的 PCR 产

物在 1.5%的琼脂糖凝胶电泳下检测条带，并将

PCR 产物送至生工生物工程(上海)股份有限公

司测定基因序列，测序结果在 GenBank 中进行

BLAST 比对分析。 
1.2.2  菌株的形态学观察 

接种环蘸取乳酸菌和芽孢杆菌菌液，分别

在 MRS 和 LB 固体培养基表面划线，倒置于

37.0 ℃培养箱中培养 24 h。记录菌落在平板上

生长的形状、颜色和大小。此外，取 20 μL 菌液

进行涂片，固定后用结晶紫染料染色约 1 min，
用蒸馏水冲洗，晾干后用光学显微镜(100×)进
行形态观察并拍照记录。 
1.2.3  菌株间的拮抗性测定 

将 8 株菌分别进行活化，以其中一株菌作

为指示菌，取 100 μL 菌液涂布于对应的固体培

养基表面，放置 10 min，用无菌圆形滤纸片(直
径 8 mm)分别用菌液浸湿，逐一放置涂布好指

示菌的固体培养基表面，记录编号。置于 37.0 ℃
恒温培养箱中培养 24 h，观察菌株间是否具有

相溶性，以待测菌周围无指示菌生长为拮抗，

有指示菌生长为相溶。 
1.2.4  菌株的生长曲线测定 

将乳酸菌和芽孢杆菌分别接种于 MRS 和

LB 液体培养基中，37.0 ℃、150 r/min 培养 24 h，
每 2 h 取发酵液，以液体培养基作为对照，测

定 OD600 的吸光值，每组 3 个重复，绘制菌株

生长曲线。 
1.2.5  菌株的产酸能力测定 

按 1%接种量将已活化的菌株液分别接种于

对应的MRS和LB液体培养基，37.0 ℃、150 r/min
培养 24 h，每 2 h 取发酵液，测定 pH 值。每组

3 个重复。 
1.2.6  菌株的最适生长温度测定 

按 1%接种量将已活化的菌株液分别接种

于对应的 MRS 和 LB 液体培养基中，置于不同

温度下(25.0、30.0、35.0、37.0和 40.0 ℃)、150 r/min
培养 24 h，测定 OD600 的吸光值，每组 3 个重复。 

1.3  菌株的生物学功能测定 
1.3.1  抑菌性能的测定 

采用牛津杯法[25]测定 8 株菌对致病性大肠

杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌和志贺氏菌

的抑制作用，以氨苄青霉素作为阳性对照，无

菌蒸馏水作为阴性对照。 
1.3.2  产酶性能的测定 

产蛋白酶试验：待测菌分别点接至产蛋白酶

筛选固体培养基表面，倒置于 37.0 ℃培养 24 h，
待长出菌落，观察是否出现透明圈，用卡尺测

量菌落和透明圈的大小，以评估产蛋白酶活性。 
产淀粉酶试验：待测菌分别点接至产淀粉

酶筛选固体培养基表面，倒置于 37.0 ℃培养 24 h，
待长出菌落，加入卢氏碘液使之覆盖整个平板，

观察是否出现透明圈，用卡尺测量菌落和透明

圈的大小，以评估产淀粉酶活性。 
产纤维素酶试验：待测菌株分别点接至产

纤维素酶筛选固体培养基表面，倒置于 37.0 ℃
培养 24 h，待长出菌落，加入 10 mg/mL 刚果红

溶液，染色 10−15 min 后倒弃，加入 1 mol/L 
NaCl 溶液，15 min 后倒弃，观察菌落周围是否

出现透明圈，用卡尺测量菌落和透明圈的大小，

以评估产纤维素酶活性。 
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1.3.3  菌株体外益生性测定 
根据试验需要，将活化好的菌液单独和混

合培养(5 株乳酸菌和 3 株芽孢杆菌分别混合培

养)后的菌液以 5%的接种量接入人工肠胃液

中，于 37.0 ℃静置培养 3 h 和 4 h。培养结束后，

取 100 μL 液体进行梯度稀释，在 MRS 和 LB 固

体培养基上均匀涂布，倒置于 37.0 ℃培养 24 h，
利用平板菌落计数法计数各菌的活菌数，并计

算存活率。 
菌株存活率(%)=lgN1/lgN2×100 
式中：N1 为在人工肠胃液中培养后的活菌数；

N2 为未经肠胃液处理时的活菌数(CFU/mL)。 

1.4  菌株体外安全性测定 
1.4.1  溶血活性 

将待测菌的菌悬液分别划线接种于哥伦比

亚血琼脂培养基表面，置于 37.0 ℃下培养过夜，

观察菌落周围是否有透明的溶血圈，以强溶血

性金黄色葡萄球菌 ATCC 6538 为阳性对照。 
1.4.2  药敏试验 

将待测菌进行活化，取 100 μL 细菌富集液

与 5 mL 半固体琼脂培养基(乳酸菌用 MRS 培养

基，芽孢杆菌用 LB 培养基)混匀，倒入固体培

养基表面。夹取药敏纸片贴于培养基表面，置

于 37.0 ℃下培养 24 h 后观察药敏纸片周围有无

抑菌圈，并测量抑菌圈直径(d)大小。按美国临床

实验室标准化研究所 (Clinical and Laboratory 
Standards Institude, CLSI) CLSI M100-S26 版的

标准判定为敏感(S)、中敏(I)和耐药(R)[26]。 
1.4.3  耐药基因和毒力基因的表达 

耐药基因和毒力基因的引物信息见表 1。
引物由生工生物工程 (上海 )股份有限公司合

成。以各菌株 DNA 作为模板，在耐药基因和 
 
表 1  耐药基因和毒力基因扩增引物 
Table 1  Primer amplification of drug resistance gene and virulence gene 
引物名称 Primers name 引物序列 Primer sequence (5′→3′) 产物长度 Product length (bp) 
qnrA TCAGCAAGAGGATTTCTCA 

GGCAGCACTATTACTCCCA 
627 

tetM GTGGACAAAGGTACAACGAG 
CGGTAAAGTTCGTCACACAC 

406 

strA CTTGGTGATAACGGCAATTC 
CCAATCGCAGATAGAAGGC 

548 

Aac(6′)-aph(2″) CCAAGAGCAATAAGGGCATACC 
ACCCTCAAAAACTGTTGTTGC 

675 

SulII CCTGTTTCGTCCGACACAGA 
GAAGCGCAGCCGCAATTCAT 

435 

vanB ACCCTGTCTTTGTGAAGCCGGCAC 
CAAAAAAAGATCAACACGAGCAAGCCC 

457 

gelE TATGACAATGCTTTTTGGGAT 
AGATGCACCCGAAATAATATA 

234 

hyl ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 
GACTGACGTCCAAGTTTCCAA 

276 

asa1 CCAGCCAACTATGGCGGAATC 
CCTGTCGCAAGATCGACTGTA 

529 

esp TTGCTAATGCCTAGTCCACGACC 
GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA 

933 

cylA TGGA TGATAGTGATAGGAAGT 
TCTACAGTAAATCTTTCGTCA 

517 

ace AAAGTAGAATTAGATCCACAC 
TCTATCACATTCGGTTGCG 

320 
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毒力基因的引物作用下，对其基因片段进行

PCR 扩增，扩增体系参照 1.2.1，PCR 产物经

1.2%琼脂糖凝胶电泳检测结果。扩增的耐药基

因分别为 qnrA (喹诺酮类)、tetM (四环素类)、
strA (链霉素)、Aac(6′)-aph(2″) (庆大霉素类)、
sul II (磺胺甲基异恶唑)和 vanB (万古霉素)。毒

力基因分别为 gelE (产胞外酶)、hyl (产胞外

酶)、asa1 (黏附作用)、esp (产表面蛋白)、cylA 
(溶血作用)和 ace (黏附作用)。 
1.5  数据处理 

所有测得的数据均包含 3 次生物学重复，

以平均值±标准差呈现，选择 SPSS 25.0[27]软件

进行数据统计分析，采用 GraphPad Prism 8[28]

制图。 

2  结果与分析 
2.1  菌株的分离鉴定结果 

将测序结果在 GenBank 数据库中利用

BLAST 对细菌的 16S rRNA 基因序列进行相似

性比对，结果如表 2 所示。五株乳酸菌，将其

分别命名为 R1−R5，分别鉴定为干酪乳杆菌、

副干酪乳杆菌、香肠乳杆菌、福莱乳杆菌和唾

液乳杆菌；3 株芽孢杆菌分别命名为 Y1−Y3，
鉴定为贝莱斯芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌和地衣

芽孢杆菌。 

2.2  菌株的形态 
根据菌落在培养基上的生长情况及显微结

构，如图 1 和图 2 所示，菌株间的形态特征各

不相同。R1−R2、R4−R5：白色菌落、边缘光

滑，凸起于培养基表面生长，显微镜下成群聚集，

微观形态为长杆状。其中 R1 在平板上菌落直径

为(0.8±0.15) mm，R2 菌落直径为(1.0±0.06) mm，

R4 菌落直径为(1.3±0.15) mm，R5 菌落直径为

(0.5±0.06) mm。R3：花纹状的白色菌落，在培养

基表面不凸起，显微镜下呈短杆状，大多两个或

多个聚集在一起，其菌落直径为(1.1±0.15) mm。

Y1−Y2：乳白色菌落，边缘有褶皱，挑取时菌落

呈黏液状，显微镜下成群聚集，Y1 为短杆状，菌

落直径为(2.3±0.30) mm；Y2 为长杆状，菌落直

径为(2.0±0.06) mm。Y3：菌落为白色、表面粗糙、

边缘不规则、贴于培养基上生长，显微镜下成群

聚集，为细长杆状，菌落直径为(1.8±0.15) mm。 

2.3  菌株间的拮抗性 
菌株间的拮抗性如图 3 所示，待测菌滤纸

片周围长指示菌视为待测菌对指示菌无拮抗作

用，能融合生长视为相容。图 3 中 A−G 图分别

以 R1、R2、R3、R4、R5、Y1 和 Y2 作为指示

菌。当以 R1 作为指示菌时(图 3A)，其余 7 株 
 
表 2  菌株的分离鉴定 
Table 2  Isolation and identification of strains 
菌株 
Strains 

分子鉴定 
Molecular identification 

相似性 
Similarity (%) 

GenBank 登录号 
GenBank accession No. 

R1 干酪乳杆菌 Lacticaseibacillus casei 99.11 NR113333.1 
R2 副干酪乳杆菌 Lacticaseibacillus paracasei 98.26 NR113337.1 
R3 香肠乳杆菌 Companilactobacillus farciminis 98.93 NR114398.1 
R4 福莱乳杆菌 Companilactobacillus futsaii 98.27 NR117937.1 
R5 唾液乳杆菌 Ligilactobacillus salivarius 99.23 MT611902.1 
Y1 贝莱斯芽孢杆菌 Bacillus velezensis 99.71 MT271915.1 
Y2 枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 98.85 NR112116.2 
Y3 地衣芽孢杆菌 Bacillus licheniformis 99.22 NR118996.1 
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图 1  菌株的平板划线图   A−H：菌株 R1、R2、R3、R4、R5、Y1、Y2 和 Y3  
Figure 1  Plate scribing diagram of strain. A−H: Strain R1, R2, R3, R4, R5, Y1, Y2 and Y3, respectively. 
 

 
 
图 2  菌株的显微结构图   A−H：菌株 R1、R2、R3、R4、R5、Y1、Y2 和 Y3  
Figure 2  Microstructure of strain. A−H: Strain R1, R2, R3, R4, R5, Y1, Y2 and Y3, respectively. 
 
菌则作为待测菌，由图 3A 可观察到待测菌滤

纸片周围有指示菌 R1 生长，说明 R1 与其余   
7 株菌无拮抗作用。同上，从图 3B−3G 中可观

察到菌株之间均能融合生长，无拮抗作用。结

果表明，8 株菌之间具有较好的相溶性，可以

共同培养。 

2.4  菌株的生长曲线 
八株菌在生长过程中的 OD600 值见图 4，8 株

菌均在 2−10 h 为对数生长期，18−24 h 为稳定

期，菌体浓度逐渐趋于平稳(乳酸菌活菌数在

109 CFU/mL ， 芽 孢 杆 菌 活 菌 数 均 保 持 在     
108 CFU/mL)。两种类型的菌株在混合培养时，

生长速度不及菌株单独培养，并且芽孢杆菌进入

稳定期后的活菌数低于乳酸菌，相较之下乳酸菌

的对数生长周期长、活菌数高。培养 24 h 后各

菌株的 OD600 值和所对应的活菌数详见表 3。 
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图 3  菌株间的拮抗作用   A：以 R1 为指示菌，其余为待测菌. B：以 R2 为指示菌，其余为待测菌. C：

以 R3 为指示菌，其余为待测菌. D：以 R4 为指示菌，其余为待测菌. E：以 R5 为指示菌，其余为待测

菌. F：以 Y1 为指示菌，其余为待测菌. G：以 Y2 为指示菌，Y3 为待测菌 
Figure 3  Antagonism between strains. A: R1 as the indicator and the rest as the bacteria to be tested. B: R2 
as the indicator and the rest as the bacteria to be tested. C: R3 as the indicator and the rest as the bacteria to 
be tested. D: R4 as the indicator and the rest as the bacteria to be tested. E: R5 as the indicator and the rest as 
the bacteria to be tested. F: Y1 as the indicator and the rest as the bacteria to be tested. G: Y2 as the indicator 
and Y3 as the bacteria to be tested. 
 

 
 
图 4  菌株的生长曲线   A：乳酸菌生长曲线. B：芽孢杆菌生长曲线. Rm：5 株乳酸菌混合培养后的菌

液；Ym：3 株芽孢杆菌混合培养后的菌液 
Figure 4  Strain growth curve. A: LAB growth curve. B: Bacillus growth curve. Rm: The bacterial solution after 
mixed cultivation of 5 strains of LAB; Ym: The bacterial solution after mixed cultivation of 3 strains of Bacillus. 
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表 3  培养 24 h 菌株的 OD600 值及对应的活菌数 
Table 3  OD600 value of the strain cultured for 24 h and 
the corresponding number of live bacteria 
菌株 
Strains 

OD600 活菌数 
Number of viable bacteria (CFU/mL) 

R1 1.642±0.860 2.18×109 
R2 1.569±0.540 2.49×109 
R3 1.629±0.670 2.61×109 
R4 1.731±0.790 2.58×109 
R5 1.478±0.630 2.50×109 
Y1 1.708±0.840 1.79×108 
Y2 1.599±0.950 1.45×108 
Y3 1.788±0.340 1.20×108 

 
2.5  菌株的产酸能力 

八株菌在生长过程中的 pH 值变化趋势如

图 5 所示。五株乳酸菌随着菌体的生长，pH 值

逐渐降低，18 h 后基本趋于稳定，与生长曲线

的趋势相一致。五株乳酸菌最终的 pH在 3.5−3.8
之间，产酸能力较强的是 R5 和 Rm。芽孢杆菌

不产乳酸，其 pH 有上升的趋势，Y1 生长过程

中 pH 未明显增加。 

2.6  菌株的最适生长温度 
不同温度下菌株的生长情况如图 6 所示，

在不同温度下，菌株间的生长情况各不相同，在

37.0 ℃下培养时，8 株菌的 OD600 值达到最高。

因此，确定 37.0 ℃是 8 株菌的最适生长温度。 

2.7  菌株的生物学功能 
2.7.1  抑菌性能的测定结果 

由表 4 和图 7 可知，5 株乳酸菌对金黄色

葡萄球菌、沙门氏菌、大肠杆菌和志贺氏菌的抑

制作用效果较好，抑菌圈直径均不低于 16 mm，

其中菌株 R4 抑制金黄色葡萄球菌时的抑菌圈

最大为 26 mm，3 株芽孢杆菌都无明显的抑菌

效果。五株乳酸菌混合培养后的抑菌不及单独

培养后再混合的效果。 
2.7.2  产酶性能的测定结果 

以透明圈直径 /菌落直径的值表示产酶性 

 
 
图 5  菌株的产酸能力   Rm：5 株乳酸菌混合培

养后的菌液；Ym：3 株芽孢杆菌混合培养后的菌液 
Figure 5  Acid-producing capacity of the strain. Rm: 
The bacterial solution after mixed cultivation of 5 
strains of LAB; Ym: The bacterial solution after 
mixed cultivation of 3 strains of Bacillus. 

 

 
 
图 6  不同温度下菌株的 OD600 值 
Figure 6  OD600 values of strains at different 
temperatures. 
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表 4  乳酸菌的抑菌效果 
Table 4  Bacteriostatic effect of lactic acid bacteria 
菌株编号 
Strains No. 

抑菌圈的直径 Diameter of bacteriostatic ring (mm) 
Staphylococcus aureus 
ATCC 6538 

Salmonella paratyphi B 
CMCC (B) 50094 

Escherichia coli CMCC (B) 
44102 

Shigella castellani 
DS8 

R1 22±0.0 16±2.8 18±0.4 18±0.4 
R2 23±0.4 17±0.4 19±1.4 20±0.7 
R3 22±0.4 16±0.7 18±2.8 16±1.4 
R4 26±0.0 19±0.7 20±0.4 21±0.7 
R5 22±0.7 16±1.4 19±0.7 18±0.4 
Rs 24±0.7 22±0.0 22±0.4 23±0.0 
Rm 21±0.4 14±0.7 15±0.0 15±0.7 
PC 66±1.2 59±0.4 55±1.0 56±0.0 
NC 0 0 0 0 
Ys 0 0 0 0 
Ym 0 0 0 0 
Rs：5 株乳酸菌分别培养后按 1:1:1:1:1 混合的菌液；Rm：5 株乳酸菌混合培养后的菌液；PC：阳性对照；NC：阴性对照；
Ys：3 株芽孢杆菌分别培养后再按 1:1:1 混合的菌液；Ym：3 株芽孢杆菌混合培养后的菌液. 下同 
Rs: 5 strains of LAB were cultured separately and mixed in a 1:1:1:1:1 mixture of bacterial solution; Rm: The bacterial liquid after 
mixed cultivation of 5 strains of LAB; PC: Positive control; NC: Negative control. Ys: The mixture of 3 strains of Bacillus 
cultured separately in a 1:1:1 ratio; Ym: The bacterial liquid after mixed cultivation of 3 strains of Bacillus. The same below. 
 

 
 

图 7  菌株的抑菌效果   A、E、I 为志贺氏菌 DS8；B、F、J 为金黄色葡萄球菌 ATCC 6538；C、G、K
为沙门氏菌 B CMCC (B) 50094；D、H、L 为大肠杆菌 Escherichia coli CMCC (B) 44102 
Figure 7  Bacteriostatic effect of strain. A, E and I are Shigella castellani DS8; B, F and J are 
Staphylococcus aureus ATCC 6538; C, G and K are Salmonella paratyphi B CMCC (B) 50094; D, H and L 
are Escherichia coli CMCC (B) 44102. 
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能[29]，从表 5 和图 8 可知，5 株乳酸菌产酶效

果不明显；3 株芽孢杆菌虽然无抑菌效果，但

却有很强的产淀粉酶、蛋白酶和纤维素酶的能

力。三种产酶能力均表现为 Y1>Y2>Y3，并且

3 个菌株产淀粉酶能力最强，其次是产蛋白酶

和纤维素酶。 
2.7.3  菌株的体外益生性测定结果 

能在消化道中定殖的益生菌需经受住胃液

中的胃蛋白酶和低 pH 的环境。八株菌在不同

pH 模拟肠胃液中的存活情况见表 6。八株菌在

肠液中具有较强的耐受能力，存活率都在 98%
以上，乳酸菌混合时比单菌株存活率高，达

104%，而芽孢杆菌混合后却比单菌株的存活率 
 

表 5  菌株的产酶性能 
Table 5  Enzyme production performance of strain 
菌株编号 
Strains No. 

淀粉酶活 
Amylase 
activity 

蛋白酶活 
Protease 
activity 

纤维素酶活 
Cellulase 
activity 

Y1 5.0±0.2 2.2±0.3 5.0±0.5 
Y2 4.2±0.1 2.0±0.3 1.4±0.3 
Y3 3.3±0.4 1.3±0.3 3.3±0.5 
R1−R5 − − − 
产酶活性以透明圈平均直径和菌体平均直径的比值表示；

−：无酶活性 
Enzyme-producing activity is expressed as the ratio of the 
average diameter of the transparent circle to the average 
diameter of the bacterium; −: No enzymatic activity. 
 

 
 
图 8  三株芽孢杆菌产酶的水解圈   A：淀粉酶

溶解圈. B：蛋白酶溶解圈. C：纤维素酶溶解圈 
Figure 8  Hydrolysis circle of enzyme produced by 
3 Bacillus strains. A: Amylase dissolving circle. B: 
Protease dissolving circle. C: Cellulase dissolving 
circle. 

表 6  菌株在人工肠胃液中的耐受能力 
Table 6  Tolerance of strains in simulated gastrointestinal 
fluid (%) 
菌株 
Strains 

3 h 模拟胃液(存活率) 
3 h simulated gastric 
juice (survival rate) 

 

 
 

4 h 模拟肠液(存活率) 
4 h simulated intestinal 
fluid (survival rate) 

pH 2.0 pH 3.0 pH 4.0  pH 6.8 
R1 87.90 91.38 98.67  100.00 
R2 80.48 90.90 98.76  99.37 
R4 43.34 85.37 97.56  99.86 
R3 42.56 86.78 98.81  99.79 
R5 49.34 87.70 99.77  100.00 
Y1 83.78 99.38 99.52  100.00 
Y2 58.03 84.48 96.51  98.52 
Y3 61.54 94.50 97.77  99.38 
Rm 61.86 97.21 99.11  104.80 
Ym 55.84 93.05 99.48  95.36 
Rm：5 株乳酸菌混合培养后的菌液；Ym：3 株芽孢杆菌混

合培养后的菌液 
Rm: The bacterial solution after mixed cultivation of 5 strains 
of lactic acid bacteria; Ym: The bacterial solution after 
mixed cultivation of 3 strains of Bacillus. 

 
低。在不同 pH 的胃液中，8 株菌在 pH 为 4.0
时存活率最高，其次为 pH 3.0，pH 2.0 时存活

率最低，其中在 pH 为 2.0 时的胃液中，菌株

R1、R2 和 Y1 的存活率依然高达 80%以上；在

pH 3.0 和 pH 4.0 的胃液中，无论是单菌还是复

合菌都表现出极强的耐受能力。 
2.8  菌株的体外安全性测定结果 
2.8.1  溶血性检测结果 

八株菌的溶血检测如图 9 所示，以 N (金黄

色葡萄球菌 ATCC 6538)作为溶血活性检测的

阳性对照，8 株菌都无溶血作用。R1−R4 菌落

在哥伦比亚血琼脂培养基平板上生长形态较为

细小，而菌株 R5、Y1−Y3 的菌落在血琼脂培养

基上生长迅速，菌落较大且结构明显。八株菌

落周围的培养基无变化，无溶血作用。 
2.8.2  药敏试验结果 

研究菌株对抗生素的敏感程度是评价菌株 
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图 9  不同菌株的溶血性检测板   A−I：分别为阳性对照、菌株 R1、R2、R3、R4、R5、Y1、Y2 和 Y3  
Figure 9  Hemolysis test plate of different strains. A−H: Postive control, strain R1, R2, R3, R4, R5, Y1, Y2 
and Y3, respectively. 
 
安全性的重要指标。八株菌分别对 10 种抗生素

的敏感性均在质控范围内，对 10 种抗生素都在

中度敏感以上(抑菌圈直径都在 10 mm 以上)。

每个菌株对不同抗生素的敏感程度均有所不

同，而 8 株菌对抗生素都有敏感性。药敏结果

详见表 7。 
2.8.3  耐药基因和毒力基因的检测结果 

对 8 株菌进行相关的毒力基因和耐药基因

以及对抗生素药物敏感性的测定，了解菌株毒

力基因携带和耐药特性，如图 10 所示，除菌株

R5 具有耐四环素基因 tetM (406 bp)外，其他菌

株均未检测到相关的耐药和毒力基因。抗生素

药物敏感性检测结果与耐药基因检测结果基

本一致。 

3  讨论与结论 
益生菌可通过调节动物肠道内的微生态平

衡预防疾病的发生，从而被作为优良的替代品

而得到广泛的开发利用[30]。为了筛选出性状良好

的益生菌种需全面考虑菌株的生物学特性[31]。通

过平板划线法选择融钙圈较大的乳酸菌菌落和

菌落较大的芽孢杆菌菌落培养，可保证菌株生

长繁殖的速度和其特有的功效。生长曲线能够反

映细菌的数量变化、生长与代谢状况[32]，8 株菌 
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表 7  不同菌株的药敏试验结果 
Table 7  Results of drug sensitivity test of strains 
抗生素 Antibiotic R1 R2 R3 R4 R5 Y1 Y2 Y3 

四环素 Tetracycline S S S S I I I S 
诺氟沙星 Norfloxacin I I I I S S S S 
链霉素 Streptomycin I I I I I S S S 
庆大霉素 Gentamicin I I I I I S S S 
万古霉素 Vancomycin I I I I S S S S 
复方新诺明 
Paediatric compound sulfamethoxazole tablets 

S I S S S S S S 

头孢他啶 Ceftazidime I I I I I I S I 
呋喃唑酮 Furazolidone I I I I I I I I 
磺胺异恶唑 Sulfafurazole S S I I I S S S 
阿莫西林 Amoxicillin S S S S S S S S 

S：敏感；I：中度敏感 
S: Sensitive; I: Intermediary sensitivity. 
 
 
 

均在 2−10 h 为对数生长期，最终的菌液浓度较

高，比张在等[33]研究中的乳酸菌(8 h 进入对数生

长期)和芽孢杆菌(6 h 进入对数生长期)能更快速

定殖于肠道，遏制有害菌群的增长。乳酸菌和芽

孢杆菌在培养 24 h时活菌数大于 109 CFU/mL和

108 CFU/mL，具有足够的活菌数量，为发挥其

作用创造了良好的先决条件。五株乳酸菌生长

的最终 pH 值为 3.5−3.8，产酸能力优于张玉琳

等[34]研究分离的乳酸菌。本研究中的芽孢杆菌

生长过程中 pH 值逐渐上升，说明 3 株芽孢杆菌

无产酸能力，可能与代谢产酶性能有关。不同细

菌对生长条件的要求不同，8 株菌在 20.0−40.0 ℃
下均能生长，37.0 ℃下培养时 OD600 值最高。

表明 8 株菌具有较强的生长繁殖能力，生物学

特性较强。 
金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、大肠杆菌和

志贺氏菌是较为常见的致病菌，菌株的抑菌特

性能以达到抗生素类似的效果，可避免因耐药

性引发的一系列安全问题[35]。乳酸菌能分泌乳

酸等抑菌物质来抑制病原菌的生长[36]，5 株乳酸

菌的抑菌效果较好，抑菌圈直径均不低于16 mm，

其中 R4 抑制金黄色葡萄球菌时的抑菌圈最大

为 26 mm，组合菌较单一菌株而言具备更好的

抑菌效果。芽孢杆菌是具有产高蛋白酶和高淀

粉酶活性的菌株[29]，3 株芽孢杆菌具有较强的

产淀粉酶、蛋白酶和纤维素酶的能力。其中，

菌株 Y1 的产酶能力最强，但生长时的终 pH 最

低，维持在 6.8 左右，表明菌株的产酶性能与

生长的 pH 值相关。益生菌间的生物拮抗作用

是制备复合微生态制剂的前提[37]，8 株菌之间

无拮抗作用，可以单独或混合搭配为微生态制

剂使用。 
耐受胃肠液能力是益生菌筛选的一个重要

指标[38]。八株菌在 pH 6.8 的人工肠液中存活率

都在 98%以上，在不同 pH 的胃液中，pH 4.0
时存活率最高，其次为 pH 3.0，pH 2.0 时存活

率最低，其中在 pH 2.0 时的胃液中，菌株 R1、
R2 和 Y1 的存活率依然高达 80%以上，表明 8 株

菌在人工肠胃液中都具有较高的存活率和耐受

能力。溶血素的产生[39]、对抗生素的敏感性[40]

及有无耐药基因和毒力基因都是评估潜在益生

菌安全性的重要指标。溶血素的产生与毒力基 
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图 10  耐药基因和毒力基因的 PCR 扩增结果   M：DL2000 DNA Marker，Y：阴性对照，1‒8 分别代

表 Y1、Y2、Y3、R1、R2、R3、R4 和 R5. A−F：qnrA、tetM、strA、Aac(6′)-aph(2″)、Sul II 和 vanB
的 PCR 扩增结果. G−L：gelE、hyl、asa1、esp、cylA 和 ace 的 PCR 扩增结果 
Figure 10  PCR amplification results of drug resistance gene and virulence gene. M: DL2000 DNA Marker, 
Y: Negative control, 1‒8 represent Y1, Y2, Y3, R1, R2, R3, R4, and R5, respectively. A−F: PCR 
amplification results for qnrA, tetM, strA, Aac(6′)-aph(2″), Sul II, and vanB, respectively. G−L: PCR 
amplification results for gelE, hyl, asa1, esp, cylA, and ace. 



 
186 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

因 cylA 相关，8 株菌均无溶血作用，也无溶血

基因和其他毒力基因的表达，可初步认定 8 株

菌具有一定的安全性。每个菌株对不同抗生素

均有敏感性，除菌株 R5 外无相对应的耐药基因

表达，抗生素药物敏感性检测结果与耐药基因

检测结果基本一致。其中，菌株 R5 中有耐四环

素基因 tetM 的表达，但在对四环素的耐药程度

却是中度敏感，说明此菌株存在四环素耐药基

因，却未在实际应用中表达出来，而菌株 R5
在先前的研究中对防治玉米的霉变具有良好的

效果[41]。虽然耐药基因的存在会转移至其他菌

株，但耐药基因存在于益生菌中可避免抗生素

的杀灭作用[42]。表明 8 株菌都具备一定的益生

性和安全性，可用于生产实践。 
本研究分析了酵素源和鸡肠道源的 5 株乳

酸菌和 3 株芽孢杆菌的生物学特性，验证了乳

酸菌的抑菌特性和芽孢杆菌的产酶效果，证实

了 8 株菌有具有较强的耐受能力，也具有一定

的益生性和安全性，为之后用于治疗家禽疾病

及饲料和中药的发酵提供基础数据。 
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