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　　摘要：为探索一种简单、准确、实用的活菌计数方法，通过分光光度计和平板计数法测定地衣芽孢杆菌、枯草芽孢
杆菌、粪肠球菌、屎肠球菌４种菌的菌液吸光度和菌液浓度，并建立两者的线性相关关系。将４种菌接种于营养肉汤
培养基中，培养１８ｈ，每１ｈ取样１次，每个样品设３个平行。采用分光光度计（λ＝６００ｎｍ）测定菌液吸光度（Ｄ值），
同时采用１０倍系列稀释法测定平皿菌落个数（ＣＦＵ）。建立地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、粪肠球菌、屎肠球菌指数期
ＣＦＵ（ｙ）与Ｄ值（ｘ）的回归方程，分别为ｙ＝３１．８９ｘ＋０．５６１、ｙ＝１７．７１ｘ－０．５０７、ｙ＝１８．０９ｘ－０．７０８、ｙ＝１５．１２ｘ－０．２７０。
４种菌稳定期的菌液浓度分别约为５４×１０８、２９×１０８、３０×１０８、２５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。
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　　微生态制剂（ｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃｓ）即动物食入后在消化道中生
长、发育或繁殖的活体微生物饲料添加剂，具有增强免疫、提

高营养的作用，主要包括植物乳杆菌、枯草芽孢杆菌、乳酸菌、

肠球菌、酵母菌等。微生态制剂具有防治消化道疾病、降低幼

畜死亡率、提高饲料利用率、促进动物生长等作用，并具有无

毒副作用、无残留、不产生抗性等优点，可作为安全性较好的

饲料添加剂［１］。由于微生物个体较小，测量微生物生长应测

量群体的增加量而不是细胞个体大小［２］，从而导致其添加量

不易控制。在生产应用中，因添加量过多导致动物患病、添加

量不足导致效果不佳的现象时有发生，影响了养殖业使用微

生态制剂的积极性。

本研究探索一种实用方法来判断微生物各阶段的数量，

建立快速、简单、准确的细菌浓度测定方法，以便养殖场合理

使用微生态制剂。

１　材料与方法

１．１　供试菌种
粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ）购自国家菌种保藏中心，

编号为２９２１２。屎肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ）、枯草芽孢杆
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）均
由河南省发酵工程实验教学示范中心分离，由南京市金斯瑞

生物科技有限公司测序鉴定。

１．２　试验方法
１．２．１　种子液的培养　将地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、屎肠
球菌、粪肠球菌４种菌的单个菌落接种于装有５ｍＬ营养肉汤的
试管中，置于ＨＷＳ－２５０型培养箱，于３７℃下恒温培养１８ｈ。
１．２．２　菌液Ｄ值的测定　分别将２ｍＬ地衣芽孢杆菌、枯草

芽孢杆菌、屎肠球菌、粪肠球菌培养所得种子液接种于 ９８ｍＬ
营养肉汤中，摇匀后置于３７℃下恒温振荡培养１８ｈ。采用
７２１Ｇ型可见分光光度计（λ＝６００ｎｍ）测定４种菌液的Ｄ值，
每１ｈ测定１次。
１．２．３　平皿菌落个数的测定　采用平板计数法测定平皿菌
落个数。无菌操作取１ｍＬ菌液加入装有９ｍＬ已灭菌生理盐
水的试管中，混匀后再取１ｍＬ加入下一支试管中，重复以上
操作将菌液稀释至１０－１、１０－２、……、１０－９不同的稀释度。采
用移液枪取２００μＬ菌液涂布于平板，每个稀释度涂布３个平
板作为平行对照。置于３７℃下恒温静置培养１２ｈ后，采用
菌落计数法进行计数。

１．２．４　菌液浓度与吸光度关系的建立　以菌落浓度为纵坐
标、Ｄ值为横坐标建立４种菌生长曲线，并采用Ｅｘｃｅｌ２００７软
件计算生成趋势线，获得回归方程及其相关系数［３］。

２　结果与分析

２．１　生长周期的测定
测定地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、屎肠球菌、粪肠球菌

１８ｈ内的Ｄ值，利用Ｅｘｃｅｌ２００７软件绘制细菌的生长趋势曲
线（图１）。

　　由测得的Ｄ值并结合图１可得出以营养肉汤为培养基，
于ｐＨ值７．２、温度 ３７℃条件下生长时，细菌延滞期（ｌａｇ
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ｐｈａｓｅ）、指数期（ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｐｈａｓｅ）、稳定期（ｓｌａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅ）、 衰亡期（ｄｅｃｌｉｎｅｐｈａｓｅ）时间与Ｄ值的关系（表１）。

表１　细菌各时期与时间的关系及各时期的Ｄ值范围

菌种
延滞期 指数期 稳定期 衰亡期

时间（ｈ） Ｄ值 时间（ｈ） Ｄ值 时间（ｈ） Ｄ值 时间（ｈ） Ｄ值
地衣芽孢杆菌 ０～２ ０．０００～０．０９７ ２～１２ ０．０９７～１．６８０ １２～１５ １．６８０～１．７００ ＞１５ ＞１．７
枯草芽孢杆菌 ０～２ ０．０００～０．１５５ ２～１２ ０．１５５～１．６７１ １２～１６ １．６７１～１．７００ ＞１６ ＞１．７
粪肠球菌 ０～２ ０．０００～０．０７７ ２～１２ ０．０７７～１．６７９ １２～１５ １．６７９～１．７００ ＞１５ ＞１．７
屎肠球菌 ０～２ ０．０００～０．０５５ ２～１０ ０．０５５～１．６５２ １０～１５ １．６５２～１．７００ ＞１５ ＞１．７

２．２　４种菌指数期浓度与Ｄ值的关系
采用Ｅｘｃｅｌ２００７软件处理分析地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆

菌、屎肠球菌、粪肠球菌４种菌液指数期Ｄ值与活菌数的线性
回归方程及相关性系数，绘制４种菌的活菌数与Ｄ值之间的线
性关系。由图２可知，４种菌的ＣＦＵ与相应Ｄ值线性相关。

　　由于细菌达到稳定期时活菌数基本保持不变，对稳定期
的菌液进行抽检。经实际测定，稳定期的活菌数基本符合指

数期活菌数的计算公式（表２）。

表２　４种菌的指数期菌液浓度计算公式及稳定期活菌数

菌种 菌液浓度计算公式
稳定期活菌数

（×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）
地衣芽孢杆菌 ｙ＝３１．８９ｘ＋０．５６１（ｒ＝０．９８９） ５４．１～５４．８
枯草芽孢杆菌 ｙ＝１７．７１ｘ－０．５０７（ｒ＝０．９８７） ２９．７～３０．０
粪肠球菌 ｙ＝１８．０９ｘ－０．７０８（ｒ＝０．９９３） ２９．１～２９．６
屎肠球菌 ｙ＝１５．１２ｘ－０．２７０（ｒ＝０．９９５） ２４．７～２５．４

　　注：ｘ为Ｄ值，ｒ为指数期活菌数计算公式的相关系数。

３　结论与讨论

３．１　有益菌添加量的重要性
地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、屎肠球菌、粪肠球菌４种

有益菌在生长过程中消耗畜禽胃肠道内的氧气，造成厌氧环

境，促进有益菌群的繁殖；同时增加肠道内酸度，抑制病原菌

（沙门氏菌、志贺氏菌、假单胞菌）生长，减少机体内条件性致

病菌的危害。另外，４种有益菌在生长过程中产生多种营养
物质和消化酶，为机体提供营养物质，改善动物消化道微生态

平衡，修复强化肠道黏膜；降低血液和肠道中氨的浓度，并减

少向体外生态环境的排泄量，改善饲养环境及生态环境［４－８］。

目前，很多规模化养殖场已开始自己生产微生态制剂，但

微生态制剂中每种菌的添加量均有一定标准，添加量过多或

过少对动物具有极大影响。粪肠球菌添加量过多可能导致动

物肠道内菌群的失衡，甚至导致动物死亡；添加量过少则使产

品的功能无法达到预期效果，从而影响了微生态制剂在畜牧

业生产中的推广。

３．２　菌液中活菌数与吸光度的线性关系
微生物在发酵过程中，指数期菌液的吸光度与细菌数表

现为极显著的线性相关关系［９］，在本试验也可得到验证。由

图２可知，在以营养肉汤为培养基的菌液中，地衣芽孢杆菌、
枯草芽孢杆菌、屎肠球菌、粪肠球菌４种菌的活菌数（ｙ）与吸
光度（ｘ）的线性回归方程分别为 ｙ＝３１．８９ｘ＋０．５６１（ｒ＝
０．９８９）、ｙ＝１７．７１ｘ－０．５０７（ｒ＝０．９８７）、ｙ＝１８．０９ｘ－０．７０８
（ｒ＝０．９９３）、ｙ＝１５．１２ｘ－０．２７０（ｒ＝０．９９５）。４种菌的相关
系数ｒ＞０．８７４，表明以营养肉汤为培养基的４种菌液中，活菌
数与吸光度的相关性极显著，两者间呈极显著的线性相关关

系。可见，４种菌处于指数期的菌液活菌数可用相应的吸光
度来评定。

３．３　分光光度计法的应用
生产过程中使用的有益菌多数处于稳定期和指数期。在

特定培养条件下，处于稳定期的活菌数是相对恒定的（表２）。
在实际生产过程中测量菌液浓度时，可通过分光光度计测量

菌液的Ｄ值，再利用线性关系（表２）计算菌液中的活菌数，从
而准确、便捷地判断菌液中的活菌数。

３．４　本方法与传统方法的比较
在微生态制剂中，益生菌的添加量是至关重要的因素，因

此菌液中活菌数的测定显得尤为重要。目前常用的细菌计数

法主要有显微镜直接计数法、平板计数法、细菌计数仪法等。

显微镜直接计数操作繁琐，且包含死菌数，对试验人员的

技术操作要求高，在生产中应用较少。平板计数法和细菌计

数仪法对操作人员的技术水平要求较高，检测工作量大、周期

长、成本高，在生产中不便于推广。

本试验采用的分光光度计法以平板计数法为基础，借助分

光光度计测定菌液的Ｄ值，达到及时掌握菌液中活菌数（实时
定量）的目的。本方法采用的７２１Ｇ型分光光度计造价低、操
作简单、准确快捷，易于在畜牧业生产中推广使用。今后养殖

场制作微生态制剂时，可通过Ｄ值确定菌液中的活菌数。
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隐性乳房炎奶牛乳清中部分酶活性变化

尹柏双１，２，王秋竹１，付连军１，郝景锋１，沙万里１，王　奔１

（１．吉林农业科技学院动物科技学院，吉林吉林１３２１０１；２．长白山动植物资源利用与保护吉林省高校重点实验室，吉林吉林 １３２１０１）

　　摘要：选取１８头患不同程度隐性乳房炎奶牛和６头健康奶牛为试验动物，采集乳汁，分离乳清，利用比色法检测
乳清中ＬＤＨ、ＮＡＧ活性，研究奶牛隐性乳房炎发病与乳清中ＬＤＨ、ＮＡＧ活性的关系。结果表明，随着隐性乳房炎病情
加重，乳清中ＬＤＨ、ＮＡＧ活性呈升高的趋势。乳清中ＬＤＨ、ＮＡＧ活性与奶牛隐性乳房炎发病严重程度呈正相关性，随
着体细胞数增加和乳腺炎症的加剧，乳清中ＬＤＨ、ＮＡＧ活性随之升高。
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　　奶牛乳房炎是危害奶牛养殖业最严重的疾病之一，其中
隐性乳房炎发生率最高。隐性乳房炎可引起泌乳奶牛产奶量

下降、牛奶品质降低、养殖成本增加、产后发情延长、妊娠时间

推迟，给奶牛养殖业带来巨大经济损失［１］。乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ）和Ｎ－乙酰基 －β－Ｄ－氨基葡萄糖苷酶（ＮＡＧ）广泛
存在于动物组织及体液中，白细胞和乳腺上皮细胞损伤会引

起乳中ＬＤＨ活性改变［２］，炎症时白细胞释放 ＮＡＧ，病原菌破
坏乳腺组织也可使ＮＡＧ释放［３］。研究表明，奶牛乳房炎发病

时引起乳汁体细胞数（ＳＣＣ）增加，ＳＣＣ作为监测奶牛乳房炎
发病情况的可靠指标［４］，奶牛隐性乳房炎发病与乳中 ＬＤＨ、
ＮＡＧ酶活性相关，乳中 ＳＣＣ变化与乳酶活性呈正相关［５－６］。

本研究探讨不同发病阶段的奶牛隐性乳房炎与乳汁中 ＬＤＨ、
ＮＡＧ酶活性的关系，旨在为该病的临床诊断提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
乳汁体细胞计数监测后选择年龄、胎次、产奶量、泌乳期

等指标相近的６头健康奶牛和１８头患不同程度奶牛隐性乳
房炎奶牛，由吉林市某奶牛场提供。

１．２　主要试剂与仪器

ＬＤＨ检测试剂盒、ＮＡＧ检测试剂盒（南京建成生物工程
研究所）；Ｆｏｓｓｍａｔｉｃ５０００体细胞计数仪（丹麦ＦＯＳＳ公司）；Ｖａｒｉｏｓ
ｋａｎ酶标仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；离心机（美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１．３　试验动物分组

乳汁体细胞计数监测后将试验奶牛分成健康对照组（６
头，ＳＣＣ≤１０×１０４个／ｍＬ）、轻度隐性乳房炎组（６头，５０×
１０４个／ｍＬ＜ＳＣＣ≤１５０×１０４个／ｍＬ）、中度隐性乳房炎组（６
头，１５０×１０４个／ｍＬ＜ＳＣＣ≤５００×１０４个／ｍＬ）、重度隐性乳房
炎组（６头，ＳＣＣ＞５００×１０４个／ｍＬ）。
１．４　乳样采集

采集试验奶牛的乳汁，采样前对乳区进行清洗，用７５％
乙醇消毒乳区，弃掉头３把乳汁，分别采乳１０ｍＬ装入无菌试
管中，将乳样放入冰盒中，带回实验室检测。

１．５　乳清制备
将采集的乳样３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，除去上层乳脂，于

１６０００ｒ／ｍｉｎ高速离心机中离心１０ｍｉｎ，去除沉淀，保留上清，
４℃保存，待测。
１．６　检测方法

采用体细胞计数仪测定乳汁体细胞数，采用ＬＤＨ试剂盒
测定ＬＤＨ活性，采用 ＮＡＧ试剂盒测定 ＮＡＧ活性，在酶标仪
上４４０ｎｍ处比色测定Ｄ值，根据试剂盒说明书计算酶活性。
１．７　数据处理

采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行单因素方差分析，结果以“平均
值±标准差”表示。

２　结果与分析

２．１　奶牛乳清中ＬＤＨ活性变化
如表１所示，患轻度奶牛隐性乳房炎奶牛乳清中ＬＤＨ活
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