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摘  要：【背景】随着滥用抗生素导致耐药问题日益严重，逐渐破坏动物健康与生态环境。为应

对这一全球性公共威胁，多国禁止把抗生素作为食品和饲料添加剂，益生菌的替代使用应运而生。

【目的】对产细菌素屎肠球菌(Enterococcus faecium) F11.1G 的生物学特性作全面分析，以保证该

菌株在生产中的合理及安全应用。【方法】通过热稳定性试验、耐酸试验和耐胆盐试验测定其耐

热、耐酸和耐胆盐性能；通过药敏试验探究其耐受药物能力；通过表面疏水性试验、自凝聚性试

验间接探究其对细胞的黏附能力；通过蛋白酶耐受试验研究其在蛋白酶作用下活性作用的强弱。

【结果】屎肠球菌 F11.1G 发酵上清液具有较强的热稳定性，在 110 ℃条件下仍然能够发挥抑菌作

用，而最佳生长温度为 37 ℃。当 pH 5.9 时，菌株生长情况较好且存活率最高，随着 pH 的降低，

其生长受到抑制，当 pH 值降低为 1.8 时，菌株仍可生长，但存活率仅有 9%。胆盐浓度在 0.10%
时存活率达 140.0%，胆盐浓度在 0.15%时，存活率达 126.6%，而胆盐浓度在 0.20%时，存活率为

96.6%；菌株对头孢吡肟、丁胺卡那、庆大霉素、诺氟沙星、红霉素、罗红霉素、多黏菌素 B、林可

霉素、链霉素、新霉素、甲硝唑、克林霉素、制霉菌素、甲氧苄啶、阿奇霉素和卡那霉素耐受；对

头孢他啶、左氧氟沙星、环丙沙星中度敏感；对青霉素、头孢唑啉、头孢呋辛、氯霉素、四环素、

多西环素、替考拉宁、克拉霉素和呋喃妥因高度敏感。菌株 F11.1G 对正己烷、二甲苯、乙酸乙酯

和二氯甲烷的疏水率分别为 84.29%、25.75%、31.26%和 15.08%。菌株 F11.1G 在 3、6、9、12、
15 和 18 h 的自凝聚率分别为 51%、54%、76%、80%、83%和 84%。在蛋白酶 K 作用下，对大肠

杆菌(Escherichia coli)和沙门氏菌(Salmonella)的抑菌效果明显减弱，抑菌圈直径分别为 13.05 mm 和

11.28 mm，抑菌率下降幅度分别为 52%和 58%，而在胰蛋白酶、胃蛋白酶的作用下未产生抑菌圈，
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抑菌效果几乎完全丧失。【结论】屎肠球菌 F11.1G 具有良好的耐高温、耐酸、耐胆盐能力，对丁

胺卡那、庆大霉素、诺氟沙星、红霉素和罗红霉素等 16 种药物耐受，对正己烷有较高的疏水率且

自凝聚性良好，经胰蛋白酶、胃蛋白酶处理后抑菌活性丧失，证明该抑菌物质为蛋白类或肽类，

为微生态制剂的安全应用提供基础数据。 

关键词：细菌素；屎肠球菌 F11.1G；生物学特性；替抗 
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Abstract: [Background] The abuse of antibiotics leads to increasingly severe drug resistance, 
which poses a growing threat to animal health and the environment. In response to this global 
public health threat, many countries have banned the use of antibiotics as food and feed 
additives. In this context, probiotics emerge as alternatives. [Objective] To comprehensively 
characterize bacteriocin-producing Enterococcus faecium F11.1G. [Methods] Tests were 
carried out to examine the thermal stability, acid tolerance, bile salt tolerance, antibiotic 
sensitivity, surface hydrophobicity, self-aggregation, and protease resistance of this strain. 
[Results] The fermentation supernatant of E. faecium F11.1G had strong thermal stability and 
maintained antibacterial activity at 110 ℃, with an optimal growth temperature of 37 ℃. The 
strain grew well and had the highest survival rate at pH 5.9. As the pH decreased, the growth 
was inhibited. However, at pH 1.8, the strain can still grow with a survival rate of 9%. The 
strain showed the survival rates of 140.0%, 126.6%, and 96.6% at the bile salt concentrations of 
0.10%, 0.15%, and 0.20%, respectively. The strain was tolerant to 16 antibiotics: cefepime, 
amikacin, gentamicin, norfloxacin, erythromycin, roxithromycin, polymyxin B, lincomycin, 
streptomycin, neomycin, metronidazole, clindamycin, nystatin, trimethoprim, azithromycin, and 
kanamycin. It was moderately sensitive to ceftazidime, levofloxacin, and ciprofloxacin and 
highly sensitive to penicillin, cefazolin, cefuroxime, chloramphenicol, tetracycline, doxycycline, 
teicoplanin, clarithromycin and nitrofurantoin. The hydrophobicity of E. faecalis F11.1G to 
hexane, xylene, ethyl acetate, and dichloromethane was 84.29%, 25.75%, 31.26%, and 15.08%, 
respectively. The self-aggregation rates of E. faecalis F11.1G at the time points of 3, 6, 9, 12, 
15, and 18 h were 51%, 54%, 76%, 80%, 83%, and 84%, respectively. In the presence of 
protease K, the inhibitory effects of the strain against Escherichia coli and Salmonella were 
significantly weakened, with the inhibition zone diameters of 13.05 mm and 11.28 mm and the 
inhibition rate decreases of 52% and 58%, respectively. In the presence of trypsin and pepsin, 
no inhibition zone was formed, which indicated that the strain almost completely lost the 
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antibacterial effects. [Conclusion] E. faecium F11.1G demonstrates strong tolerance to high 
temperatures, acids, and bile salt, resistance to 16 antibiotics, high hydrophobicity to hexane, and 
high self-aggregation. However, it loses its antibacterial activity after treatment with trypsin and 
pepsin, which indicates that the antibacterial substance is a protein or peptide. The results 
provide basic data for the safe application of probiotics. 
Keywords: bacteriocin; Enterococcus faecium F11.1G; biological characteristics; antibiotic 
alternatives 
 

大量研究表明，低剂量抗生素能够改善牲

畜生产性能，减少动物死亡率和发病率，部分

抗生素还能促进动物生长，但长期滥用会使抗

生素累积在动物体内，使其残留量超标，并杀

死动物胃肠道中的有益微生物[1]。2006 年欧盟

禁止在饲料中添加促进生长和预防疾病类抗生

素[2]。自 2016 年 12 月 31 日起，我国停止经营、

使用用于食品动物的氧氟沙星、诺氟沙星等    
4 种抗生素类兽药。自 2020 年 7 月 1 日起，停

止生产含有促生长类药物饲料添加剂，以减少

滥用抗生素造成的危害，维护动物源食品安全

和公共卫生安全。因而，寻求安全、高效的抗

生素替代品成为热点。益生菌又称益生素[3]，

早在 20 世纪中后期，Diniel 等[4]发现益生菌是

一些有益的活性微生物，英国 Fuller 等[5]研究得

出益生菌能调节肠内菌群生态平衡，并强调活

菌才有益于健康。随着研究的深入推进，科研

工作者们发现了益生菌的更多有益功能，如治

疗肠道疾病[6-8]、增强宿主免疫力[9-10]、增强酶

活性、抗氧化能力[11]、调节机体代谢[12]和产生

细菌素等[13]。2001 年，益生菌被联合国粮食及

农业组织/世界卫生组织(Food and Agricultural 
Organization of the United Nations/World Health 
Organization, FAO/WHO)定义为：活的微生物，当

足量且合理摄入时，对宿主健康有显著益处[14-15]。

益生菌的种类繁多，饲料中常添加的主要为乳

酸菌、芽孢杆菌(Bacillus subtilis)和酵母等。乳

酸菌的安全性已在国际上被认可[16]。屎肠球菌 

(Enterococcus faecium)是肠道中常见的一种乳

酸菌，为肠球菌属，菌落形态呈卵圆形，兼性厌

氧型革兰氏阳性菌，已广泛应用于畜牧业[17-18]。

1975 年，Krämer 等[19]首次报道了屎肠球菌 E1
可产生细菌素 enterocin E1，迄今为止已经报道

了很多产细菌素的屎肠球菌[20-21]。屎肠球菌素

应用最广泛的主要有 enterocin A 和 enterocin 
B[22]，属于 II 类细菌素，这类细菌素为小分子多

肽或蛋白质，具有良好的热稳定性和广谱抑菌

性，对单核细胞性李斯特菌具有很强的抑制作

用。屎肠球菌素常被用于肉制品和乳制品防腐。

Chakchouk-Mtibaa 等[23]的研究表明，在 4 ℃保

存的火鸡肉样品中添加屎肠球菌素 bacfl 31，可

以延长火鸡肉保质期并增强感官属性。Vandera
等[24]研究表明，将屎肠球菌 KE82 添加到牛奶

中可以产生 enterocin A 和 enterocin B，抑制李

斯特菌(Listeria monocytogenes)的生长，延长牛

奶的保质期。本课题组尹雪等[25]从新疆传统发

面面肥中筛选出 3 株乳酸菌，当 pH 值为 4.0−7.0
时 3 株菌均能存活，在 3%和 6.5% NaCl 条件下

生长状况良好，而且能适应 10‒45 ℃温度范围，

其中一株产酸能力较强且能充分利用多种碳

源，经测序鉴定为屎肠球菌 F11.1G。然而，屎

肠球菌 F11.1G 的生物学特性尚不清楚，本研究

通过热稳定性试验、耐酸试验、耐胆盐试验、

药敏试验和蛋白酶耐受试验对其生物学特性作

全面分析，为屎肠球菌 F11.1G 在饲料添加剂的

应用上提供理论支持。 



 
3122 微生物学通报 Microbiol. China 

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

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

菌株 F11.1G 由郭雪峰团队分离筛选所得；

大肠杆菌(Escherichia coli)和沙门氏菌(Salmonella)
由新疆生产建设兵团塔里木动物疫病诊断与防

控工程实验室李莲瑞团队提供。 
1.1.2  培养基 

MRS 培养基和麦康凯培养基，北京奥博星

生物技术有限责任公司；LB 培养基，杭州百思

生物技术有限公司。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

DNA 细菌基因组提取试剂盒，上海索莱宝科

技有限公司；通用型 DNA 纯化回收试剂盒，上

海索莱宝科技有限公司；T4 连接盒，TaKaRa 公

司；Taq 酶和 DNA Marker，北京全式金生物技术

有限公司；质粒小提试剂，天根生化科技(北京)
有限公司；琼脂糖，白鲨生物科技有限公司；牛

胆盐(胆酸含量≥75%)，上海麦克林生化科技有限

公司；胃蛋白酶(3 000 U/g)，索莱宝生物科技有

限公司；胰蛋白酶(250 U/g)，白鲨生物科技有限

公司；蛋白酶 K (30 mAnsonU/mg)，默克医药生

物科技公司。PCR 仪，杭州博日科技有限公司；

电泳仪，北京君意东方电泳设备有限公司；电子

天平和 pH 测试仪，梅特勒托利多仪器上海有

限公司；气浴恒温振荡器和数显恒温水浴锅，

江苏金怡仪器科技有限公司；紫外分光光度计，

上海元析仪器有限公司；台式高速大容量冷冻

离心机，长沙湘仪离心机仪器有限公司。 

1.2  菌株 F11.1G 的鉴定 
用 DNA 细菌基因组提取试剂盒提取细菌

DNA 后作为模板，采用 16S rRNA 基因通用引

物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和
1492R (5′-GGYTACCTTGTTACGACTT-3′)进行

PCR 扩增。PCR 反应体系：10×Buffer 2.5 μL，

dNTP Mixture (25 μmol/L) 2 μL，Taq 酶(5 U/μL) 
0.8 μL，DNA 模板(10 ng/μL) 2 μL，上、下游引

物(10 μmol/L)各 1 μL，无菌超纯水补足 25 μL。

PCR 反应条件：95 ℃ 4 min；94 ℃ 1 min，50 ℃ 
1 min 20 s，72 ℃ 90 s，35 个循环；72 ℃ 8 min；
4 ℃保存。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测

后送生工生物工程(上海)股份有限公司测序，从

GenBank 数据库中下载已知菌株的 16S rRNA 基

因序列，通过 BLAST 比对分析，并用 MEGA 5.0
构建系统发育树。 

1.3  菌株 F11.1G 发酵上清液的制备 
将 1 g 菌株 F11.1G 接种于 100 mL 已灭菌

的 MRS 液体培养基中，37 ℃、200 r/min 培养

24 h 制备发酵液。将发酵液接种于 MRS 固体培

养基上 37 ℃培养 24 h，将得到的单菌落接种于

30 mL MRS 液体培养基中，37 ℃静置培养

14‒16 h 至指数生长期，得到浓度为 108 CFU/mL
的种子液[26]。检测种子液的 pH 值，用移液枪吸

取 10 mL 种子液接种于 1 000 mL MRS 液体培

养基中，37 ℃、200 r/min 培养 36 h 得到发酵

液，于 4 ℃冰箱冷藏过夜后再以 8 000 r/min 离

心 15−20 min，去除菌体及培养基等残留杂质，

得到发酵上清液。 

1.4  指示菌平板的制备 
将沙门氏菌和大肠杆菌单菌落接种到 LB

液体培养基，37 ℃、200 r/min 培养 10‒12 h，用

梯度稀释法将菌悬液浓度调节为 1×106 CFU/mL，
将梯度稀释后的大肠杆菌和沙门氏菌菌悬液分

别接种于 LB 固体培养基和麦康凯固体培养基，

37 ℃恒温箱培养 16 h。 

1.5  热稳定性试验 
将菌株 F11.1G 的发酵上清液于不同温度

(37、60、80、100 和 110 ℃)水浴锅中加热 30 min，
4 ℃冷藏过夜。用梯度稀释法将指示菌液调节

至合适的浓度，将稀释后的菌液涂布于 LB 培
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养基，等距离打孔，孔径为 8 mm，于每个孔中

注入不同温度的菌株 F11.1G 发酵上清液，随后

将培养皿放入 37 ℃恒温培养箱培养 12‒16 h，
测量各孔抑菌圈直径。以 37 ℃菌株 F11.1G 的

发酵上清液的抑菌圈直径为对照组，其抑菌率

记为 100%，其他温度为试验组，计算抑菌率。

抑菌率(%)=(试验组抑菌圈直径/对照组抑菌圈

直径)×100                              (1) 

1.6  耐酸试验 
将活化后的屎肠球菌 F11.1G 菌液分别注入

4 个等量的锥形瓶中，在每个锥形瓶中加入不

同浓度 HCl 溶液，每组搅拌均匀后测定其 pH，

分别将 pH 值调至 1.8、2.5、3.0 和 3.5 这 4 个

梯度，另取一锥形瓶装入原菌液，并测定原菌

液的 pH 值，将 5 组不同 pH 值的菌液置于 37 ℃
恒温培养箱摇床培养 36 h后，每组各吸取 100 µL
接种于 5 组 MRS 固体培养基，于 37 ℃恒温培

养箱倒置厌氧培养 36 h，取出进行各组的平板

活菌计数，并按照 Liu 等[27]的方法计算存活率。 

1.7  耐胆盐试验 
将400 mL菌株F11.1G菌液于37 ℃、200 r/min

培养 10‒12 h 后平均装入 4 个已灭菌的锥形瓶。

其中 3 个依次加入 0.10、0.15 和 0.20 g 的牛胆

盐，配制成胆盐浓度分别为 0.10%、0.15%和

0.20%的 MRS 液体培养基，剩余一个不加牛胆

盐作为对照组，每组吸取 100 µL 菌液均匀涂布

MRS 培养基，每组设 3 个平行，37 ℃倒置厌氧

培养 32‒36 h，并按照 Alameri 等[28]的方法计算

其存活率。 

1.8  药敏试验 
参照 K-B 纸片扩散法[29]对青霉素、头孢唑

啉和头孢他啶等常见 28 种抗菌药物进行敏感

试验。 

1.9  表面疏水性试验 
参考 Mallappa 等[30]的方法，将菌株 F11.1G

活化培养后，8 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，

用 PBS (pH 7.1)洗涤 2 次，调 OD600 为 0.8‒0.9。
取 3 mL 菌液分别加 1 mL 二甲苯、乙酸乙酯、

正己烷和二氯甲烷，涡旋混匀，37 ℃静置孵育

2 h 进行有机相和水相分离，孵育完成后，取下

层水相，测定其在波长 600 nm 处的吸光度。 
表面疏水性计算公式： 

疏水率(%)=[(A0‒A)/A0]×100              (2) 
式中：A0 和 A 分别为菌液与有机溶剂混匀前、

后测得的吸光度。 

1.10  自凝聚性试验 
按照 Polak-Berecka 等 [31]方法，将菌株

F11.1G 活化培养后，8 000 r/min 离心 10 min 收

集菌体，用 PBS (pH 7.0)洗涤。将菌体用 PBS
重悬至浓度约为 108 CFU/mL，调整菌悬液的

OD600 值为 0.50±0.05，于 37 ℃静置孵育，分别

于 3、6、9、12、15、18 h 取 4 mL 上清，测定

波长 600 nm 处的吸光值。 
菌体表面自凝集能力计算公式： 

自聚集率(%)=(1‒At/A0)×100               (3) 
式中：A0 为菌悬液的初始 OD600 值；At 为菌悬

液静置不同时间的上清液 OD600 值。 

1.11  蛋白酶耐受试验 
取 3 组 10 mL 菌株 F11.1G 菌株发酵上清液

分别加入等量的蛋白酶 K、胰蛋白酶和胃蛋白

酶，用 HCL 或氢氧化钠将发酵上清液调制成适

宜蛋白酶 K、胰蛋白酶和胃蛋白酶的 pH (7.6、
7.6 和 2.0)，在各蛋白酶适宜的温度(55、37 和

37 ℃)水浴 2 h，未经蛋白酶处理的 pH 5.9 的发酵

上清液为对照组，进行抑菌试验，每组设 3 个

平行。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 F11.1G 的鉴定结果 

菌株 F1.11G 的 16S rRNA 基因序列通过
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GenBank 中核酸序列数据库进行 BLAST 比对，

与屎肠球菌 (Enterococcus faecium)相似度达

100%，表明该菌属于屎肠球菌属，命名为屎肠

球菌 F11.1G。再选取相似度高的多个近源乳杆

菌的 16S rRNA 基因序列，用软件 MAGE 5.0 构

建系统发育树，结果见图 1。 
 

 
 
图 1  基于菌株 F11.1G 的 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号中序号为菌株 GenBank 登录

号；分支点上的数字为 Bootstrap 支持率；标尺为序列差异的分支长度 
Figure 1  Phylogenetic tree constructed based on 16S rRNA gene sequence of strain F11.1G. The serial 
number in parentheses is the GenBank login number of the strain; The number on the branch point represents 
Bootstrap support rate; The ruler is the branch length of the sequence difference. 
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2.2  热稳定性试验结果 
由图 2 可知，在 37 ℃时菌株 F1.11G 发酵

上清液对沙门氏菌和大肠杆菌的抑菌效果非常

明显，抑菌圈直径分别达 24.0 mm 和 24.3 mm，

而在 110 ℃时其抑菌圈直径分别为 11.0 mm
和 10.2 mm。由图 3 可知，37 ℃为菌株 F1.11G
最佳生长温度，随着温度升高，菌株 F1.11G 发

酵上清液对沙门氏菌和大肠杆菌的抑菌率逐渐

降低，在 110 ℃时抑菌率仍在 40%以上。 
 

 
 
图 2  不同温度处理后菌株 F11.1G 的抑菌圈 
Figure 2  Antibacterial zone of strain F11.1G after 
different temperature treatments. 
 

 
 
图 3  菌株 F11.1G 在不同温度条件下对发沙门氏

菌和大肠杆菌的抑菌率 
Figure 3  Antibacterial activity of strain F11.1G 
against Salmonella and Escherichia coli under 
different temperature conditions. 

2.3  耐酸试验结果 
不同 pH 条件下菌株 F1.11G 的生长情况和

存活率结果见图 4 和表 1。当 pH 5.9 时，菌株

生长情况较好且存活率最高，随着 pH 的降低，

其生长受到抑制，当 pH 值降低为 1.8 时，菌株

仍可以生长，存活率为 9%。 

2.4  耐胆盐试验结果 
菌株 F1.11G 在胆盐浓度 0.10%时存活率高

达 140.0%，在胆盐浓度 0.15%时，存活率达到

126.6%，在胆盐浓度 0.20%时，存活率为 96.6% 
(图 5，表 2)。 

2.5  药敏试验结果 
用菌株 F11.1G 对 28 种常见抗菌药物进行

药敏试验，如图 6 所示，不同药物产生不同大

小的抑菌圈或者无抑菌圈产生。由表 3 可知，

菌株 F1.11G 对头孢吡肟、丁胺卡那、庆大霉素、

诺氟沙星、红霉素、罗红霉素、多黏菌素 B、 
 

 
 
图 4  菌株 F11.1G 在不同 pH 条件下的生长情况 
Figure 4  Growth of strain F11.1G under different 
pH conditions. 
 
表 1  pH 对菌株 F11.1G 存活率的影响 
Table 1  The effect of pH value on the survival rate 
of strain F11.1G 
pH Number of colonies Survival rate (%) 
5.9 609 100.0 
3.5 321 52.7 
3.0 305 50.0 
2.5 268 44.0 
1.8 54 9.0 
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图 5  菌株 F11.1G 在不同浓度胆盐的生长情况 
Figure 5  Growth of strain F11.1G at different 
concentrations of bile salts. 
 
林可霉素、链霉素、新霉素、甲硝唑、克林霉

素、制霉菌素、甲氧苄啶、阿奇霉素和卡那霉

素耐受，对头孢他啶、左氧氟沙星、环丙沙星

中度敏感，对青霉素、头孢唑啉、头孢呋辛、 

表 2  不同浓度胆盐对菌株 F11.1G 存活率的影响 
Table 2  The effect of different concentrations of bile 
salts on the survival rate of strain F11.1G 
Concentration of 
bile salts (%) 

Number of 
colonies 

Survival rate  
(%) 

0.00 1 015 100.0 
0.10 1 428 140.0 
0.15 1 285 126.6 
0.20 984 96.9 
 
氯霉素、四环素、多西环素、替考拉宁、克拉

霉素和呋喃妥因高度敏感。 

2.6   疏水性试验结果 
乳酸菌的疏水性是指乳酸菌脱离水相黏附

于其他有机相的能力，疏水性越强的乳酸菌越

容易黏附于宿主胃肠道的上皮细胞，进而与之

相互作用生成生物膜保护层。如图 7 所示，参 
 

  
 
图 6  菌株 F11.1G 在不同抗菌药物下的生长情况   1：多黏菌素 B；2：甲氧苄啶；3：罗红霉素；4：
替考拉宁；5：甲硝唑；6：头孢唑林；7：克林霉素；8：红霉素；9：多西环素；10：诺氟沙星；11：

四环素；12:庆大霉素；13：链霉素；14：林可霉素；15：丁胺卡那；16：头孢吡肟；17：呋喃妥因；

18：环丙沙星；19：青霉素；20：卡那霉素；21：阿奇霉素；22：制霉菌素；23：氯霉素；24：克拉

霉素；25：头孢呋辛；26：新霉素；27：头孢他啶；28：左氧氟沙星 
Figure 6  Growth of strain F11.1G under different antibiotics. 1: Polymyxin B; 2: Trimethoprim; 3: Roxithromycin; 
4: Teicoplanin; 5: Metronidazole; 6: Cefazolin; 7: Clindamycin; 8: Erythromycin; 9: Doxycycline; 10: 
Norfloxacin; 11: Tetracycline; 12: Gentamicin; 13: Streptomycin; 14: Lincomycin; 15: Amikacin; 16: 
Cefepime; 17: Furadantin; 18: Ciprofloxacin; 19: Penicillin; 20: Kanamycin; 21: Azithromycin; 22: Nystatin; 23: 
Chloramphenicol; 24: Clarithromycin; 25: Cefuroxime; 26: Neomycin; 27: Ceftazidime; 28: Levofloxacin. 
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表 3  菌株 F11.1G 对不同抗菌药物的敏感性试验结果 
Table 3  Sensitivity test results of strain F11.1G to different antibiotics 
Drug name Concentration 

(μg/disc) 
Bacterial 
inhibition 
diameter 
(mm) 

Result Drug name Concentration 
(μg/disc) 

Bacterial 
inhibition 
diameter 
(mm) 

Result 

Penicillin 10 25 S Tetracycline 30 38 S 
Cefazolin  30 34 S Doxycycline 30 38 S 
Ceftazidime  30 9 I Streptomycin  10 0 R 
Cefuroxime 30 17 S Neomycin 30 0 R 
Cefepime 30 0 R Ciprofloxacin  5 6 I 
Chloramphenicol 30 28 S Metronidazole 5 0 R 
Levofloxacin  5 7 I Clindamycin  2 0 R 
Amikacin 30 0 R Nystatin 100 0 R 
Gentamicin 10 0 R Teicoplanin 30 21 S 
Norfloxacin  10 0 R Trimethoprim 5 0 R 
Erythromycin  15 0 R Clarithromycin 15 16 S 
Roxithromycin  15 0 R Furadantin 300 28 S 
Polymyxin B 30 0 R Azithromycin  15 0 R 
Lincomycin 2 0 R Kanamycin 30 0 R 
R: Resistant; I: Intermediate, S: Sensitive. 
 

 
 
图 7  菌株 F11.1G 对不同有机试剂的疏水率 
Figure 7  Hydrophobicity of strain F11.1G towards 
different organic reagents. 
 
照 Hernández-Alcántara 等[32]的划分标准，屎肠

球菌 F11.1G 对正己烷的疏水率为 84.29%，属

高度疏水，并优于对其他溶剂的疏水性；对二

甲苯(25.75%)、乙酸乙酯(31.26%)，属中度疏水；

对二氯甲烷(15.08%)，疏水性较差。 

2.7  自凝聚性试验结果 
自凝聚性是益生菌之间聚集在一起，有

利于在恶劣环境中形成竞争优势、以抵抗有害

菌的一种性质。乳酸菌的自凝集能力与肠上壁

细胞的黏附能力呈正相关，通常具有较高自凝

集的菌株有利于其在肠道中定殖[33]。由图 8 可

知，菌株 F1.11G 在 3、6、9、12、15 和 18 h
的自凝聚率分别为 51%、54%、76%、80%、83%
和 84%，说明该菌株自凝聚能力表现良好。 

2.8  蛋白酶耐受试验结果 
由图 9 可知，相较于对照组，菌株 F11.1G

的发酵上清液在蛋白酶 K 作用下，对大肠杆

菌和沙门氏菌的抑菌效果明显减弱，抑菌圈直

径为 13.05 mm 和 11.28 mm (表 4)，抑菌率下

降幅度为 52%和 58%。在胰蛋白酶、胃蛋白

酶的作用下未产生抑菌圈，抑菌效果几乎完全

丧失。 
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图 8  菌株 F11.1G 在不同时间的自凝聚率 
Figure 8  Self-agglutination rate of Enterococcus 
faecium F11.1G at different time. 
 

3  讨论与结论 
益生菌已被证明在许多生理和病理状况中

促进各种生物学效应，包括过敏、肠道和肝脏

疾病、代谢疾病等[34]。本研究发现，屎肠球菌

F11.1G 作为肠道菌群的优势属，对大肠杆菌、

沙门氏菌等常见致病菌有抑制作用，热稳定性试

验显示，屎肠球菌 F11.1G 的发酵上清液在 110 ℃
仍有 40%左右的抑菌活性，表明该抑菌物质具

有较强的耐高温能力。是否适应低 pH 环境是

益生菌能否在消化道中定殖的必要条件[35-36]，

有研究发现，良性益生菌可耐受 pH 2.0，也可

耐受人类胃中存在的高酸水平[37]。本研究发现

屎肠球菌 F11.1G 在低 pH 条件下仍有一定的存

活率，说明其对动物胃液的低 pH 环境有一定

的适应能力，但随着 pH 的不断降低，屎肠球

菌 F11.1G 生长受到不同程度的抑制，这可能是

由于培养基 pH 的不同引起屎肠球菌细胞膜电

荷变化，改变其通透性，从而影响屎肠球菌对

营养物质的吸收和胞内酶的活性，使其生长受抑 
 

 
 

图 9  菌株 F11.1G 在蛋白酶作用下对大肠杆菌和沙门氏菌的抑菌效果   1：发酵上清液；2：胃蛋白

酶；3：蛋白酶 K；4：胰蛋白酶 
Figure 9  The antibacterial effect of strain F11.1G on Escherichia coli and Salmonella under protease action. 
1: Fermentation supernatant; 2: Pepsin; 3: Proteinase K; 4: Trypsin. 
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表 4  菌株 F11.1G 经蛋白酶处理后的抑菌圈直径 
Table 4  The diameter of the inhibition zone of 
strain F11.1G after protease treatment (mm) 
Protease Escherichia coli Salmonella 
Proteinase K 13.05±0.78 11.28±0.52 
Pepsin 0.00 0.00 
Trypsin 0.00 0.00 
 
制。Yang 等[38]研究表明，适宜乳酸菌生长的最佳

pH 值在 6.0‒6.5，而本试验中，屎肠球菌 F11.1G
能在 pH 1.8 的极低环境下生长，这可能与屎肠球

菌来源、种类、地域等不同有关。小肠中的胆盐

浓度通常在 0.03%‒0.30%波动，所以益生菌要在

肠道中生存与定殖，不仅需要耐受胃液的低 pH
值，还需耐受高渗透压的胆盐环境[39-40]。本研

究中，在培养基胆盐浓度为 0.1%时，屎肠球菌

F11.1G 可达 140%的存活率，比 Sharma 等[41]

研究中的乳酸菌对胆盐的耐受力高出很多。以

往 对 乳 酸 菌 的 研 究 也 表 明 ， 植 物 乳 杆 菌

(Lactobacillus plantarum) 和 副 干 酪 乳 杆 菌

(Lactobacillus paracasei)对胆盐具有较高的耐

受性[42]。Lee 等[43]从狗的肠道中分离的肠球菌

株中也报告了类似结果。由此推断，屎肠球菌

F11.1G 的高耐胆盐能力使其具备定殖肠道的基

本条件并发挥益生作用。在临床或疫病防治中

常需抗菌药物和益生菌联合使用，所以研究菌

株对抗菌药的敏感性是指导合理用药的重要依

据[44]。Zavaryani 等[45]分离筛选出几十种屎肠球

菌的菌株药敏试验显示，大部分菌株对链霉素、

丁胺卡那、庆大霉素和卡那霉素等氨基糖甙类

抗生素表现出高耐药性，与本试验的部分研究

结果相同。然而屎肠球菌 F11.1G 对青霉素、头

孢唑啉、头孢呋辛等 9 种抗生素高度敏感，表

明菌株不能和上述 9 种抗生素共用，否则会降

低屎肠球菌 F11.1G 的益生作用。菌株的黏附能

力是益生菌筛选的重要指标，Schillinger 等[46]

认为，细菌表面蛋白表达水平的差异可能导致

乳酸菌之间细胞表面疏水性的巨大差异，各种报

道还显示了疏水性和黏附能力之间的相关性[47]，

虽然本研究并未直接探究乳酸菌对上皮细胞的

黏附能力，但通过疏水性能和自凝聚性能来间

接评估其黏附能力。屎肠球菌 F11.1G 有较强的

自凝聚性能力，并且对正己烷有较高的疏水能

力，表明其有利于胃肠道细胞的黏附。在蛋白

酶耐受试验中，当上清液添加适量蛋白酶 K、

胃蛋白酶和胰蛋白酶后，屎肠球菌 F11.1G 的抑

菌活性减弱或消失。由于脂肽基本不受蛋白酶

影响，说明本研究中的抑菌物质不是脂质或糖

类，而是蛋白质或肽类，推测该抑菌物质是细

菌素。Lasik-Kurdyś 等[48]对从葡萄酒中分离的

类细菌素进行蛋白酶试验，结果与本研究近似。

本研究中的屎肠球菌 F11.1G 所产的细菌素，因

其可被消化系统产生的胃蛋白酶和胰蛋白酶分

解，不会对动物自身的肠道菌群造成负担，从

而不会危害动物健康。 
益生菌由于优良的特性和临床价值，目前

被用作膳食补充剂和饲料添加剂等领域，有必

要进行多中心和重复研究，以评估益生菌在改

善许多生理甚至病理方面的实际作用。然而，

关于益生菌在细胞和动物模型中作用机制的研

究数量甚少。例如，关于其如何调节体内免疫

反应的效应分子基础与生理机制仍然未知。本

研究中，屎肠球菌 F11.1G 的数据仅基于体外试

验获得，关于体内试验部分是未来研究的重点，

也有待于进一步深入和完善。 
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