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　　摘要：从健康鸡肠道中自行分离筛选出９株乳酸菌株为试验菌株，通过考察菌种的生长速度、耐酸、耐胆碱、耐肠
胃液，并以抑菌性能作为主要指标。通过产酸能力测定、耐酸能力测定、耐受肠胃极端环境性能测定得到２株乳酸菌，
２株乳酸菌上清液经牛津杯双层平板法对金黄色葡萄球菌、志贺氏菌、沙门氏菌、大肠杆菌、无乳链球菌等５株指示菌
株进行抑菌试验，发现２株乳酸菌对５株指示菌株都具有非常明显的抑菌作用。采用１６ｓｒＤＮＡ分子标记对乳酸菌进
行鉴定，并构建系统发育树。经分子生物学鉴定，Ｌ２为植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ）、Ｌ４为短乳杆菌
（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ）。
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　　乳酸菌（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ，ＬＡＢ）是一类可以使
碳水化合物发酵产生乳酸的革兰氏阳性细菌的总

称［１］；形态上常分为杆状和球状２类，为革兰氏阳
性、兼性厌氧型细菌［２］；被广泛应用于发酵食品生

产中，被公认为安全的微生物，可应用于医疗、食品

添加和畜牧等行业［３－５］。乳酸菌是工业上重要的细

菌，这些细菌利用各种底物生产发酵食品和饮料，

如牛奶、蔬菜、谷物、肉类、可可豆等。酸奶、奶酪和

发酵乳制品被广泛认为是益生菌的主要来源［６－７］。

益生菌被定义为“活的微生物”，在摄入一定数量的

益生菌后，除固有的基本营养外，还能发挥健康益

处［８－９］。益生菌的有益作用包括预防和治疗腹泻

病、预防感染、管理炎症性肠病、免疫调节等疾

病［２，１０－１１］。本研究从健康鸡肠道十二指肠黏膜中

分离出优质的乳酸菌，通过对乳酸菌的耐酸、耐胆

碱、耐肠胃液能力、产酸能力以及乳酸菌对大肠杆

菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、志贺氏
菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）等革兰氏阴性菌及金黄色葡萄球菌
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、无乳链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ

ａｇａｌａｃｔｉａｅ）等革兰氏阳性菌抑菌效果等指标测试评
价，获得生长速率快、耐受极端环境强、抑菌作用

强、抑菌谱广的优良菌株。

１　材料与方法

１．１　试验地点及时间
本试验于２０１９年３—７月在昆明理工大学生命

科学与技术学院肠道微生物课题组内完成。

１．２　材料与试剂
１．２．１　菌种　乳酸菌从云南特有品种无量山乌骨
鸡（Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ）健康成年鸡肠道内分离获得。沙
门氏菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、志贺氏菌、无

乳链球菌为昆明理工大学生命科学与技术学院噬

菌体与肠道微生物课题组实验室保存。

供试鸡，购自云南南涧无量山乌骨鸡养殖场。

１．２．２　培养基与试剂　ＭＲＳ培养基：胰蛋白胨
１０．００ｇ、牛肉粉 ８．００ｇ、酵母粉 ４．００ｇ、葡萄糖
２０．００ｇ、硫酸锰０．０４ｇ、磷酸氢二钾２．００ｇ、柠檬酸
氢二铵 ２．００ｇ、乙酸钠 ５．００ｇ、硫酸镁 ０．２０ｇ、
吐温－８０１．００ｇ、琼脂 １５．００ｇ，加水至 １Ｌ，采用
１ｍｏｌ／Ｌ盐酸将培养基 ｐＨ值调至５．８，１２１℃下灭
菌 ２０ｍｉｎ。

ＬＢ培养基：胰蛋白胨１０ｇ、酵母粉５ｇ、氯化钠
１０ｇ、琼脂１５ｇ，加水至１Ｌ，１２１℃下灭菌２０ｍｉｎ。

其他生化试剂：结晶紫、碘液、乙醇、盐酸、胰蛋

白酶、胃蛋白酶、猪胆盐等所有生化试剂，均购置于

上海源叶生物科技有限公司。
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１．３　主要设备仪器
落地式超净工作台［邦西仪器科技（上海）有限

公司］、酸碱度 ｐＨ测定计（上海佑科仪器表有限公
司）、紫外分光光度计（上海佑科仪器表有限公司）、

立式高压蒸汽灭菌锅（上海申安医疗器械有限公

司）、台式高速离心机（四川蜀科仪器有限公司）、恒

温培养箱（上海一恒科学仪器有限公司）、恒温摇床

（上海一恒科学仪器有限公司）、电热鼓风干燥箱

（天津市泰斯特仪器有限公司）、超低温冰箱（日本

三洋电器股份有限公司）。

１．４　方法
１．４．１　鸡肠道中乳酸菌的分离和纯化　取健康鸡
肠道，采用无菌生理盐水清洗鸡肠道并刮去肠道内

容物，在肠黏膜表层不同位置刮取黏液，置于液体

ＭＲＳ培养基中，３７℃下培养 １２ｈ［１２］。将菌液取
１００μＬ涂布于 ＭＲＳ固体培养基平板上（含 ５％
ＣａＣＯ３），３７℃下培养２４ｈ

［１３］。挑取生长最为旺盛

且具有透明溶钙圈的单菌落继续在 ＭＲＳ固体培养
基上进行分离纯化，将产生溶钙圈的菌落进行革兰

氏染色试验，革兰氏染色阳性菌株初步定为乳酸

菌，将上述菌株用含有１５％甘油的 ＭＲＳ培养基保
存于－８０℃。
１．４．２　菌株产酸分析　将上述纯化后的菌株，取
２００μＬ接种于 ５ｍＬＭＲＳ培养基中，３７℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ下培养２４ｈ，使用分光光度计检测乳酸菌
在６００ｎｍ处的吸光度，并使用ｐＨ计检测其ｐＨ值。
１．４．３　强酸耐受性试验　选取产酸能力强的菌株，
３７℃下培养２４ｈ，４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
沉淀，将沉淀重悬于 ｐＨ值为２．５的 ＭＲＳ液体培养
基中，３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒温培养３ｈ，分别在０、３ｈ取
样，以稀释涂布平板法测定菌株浓度［１４］。

１．４．４　胆盐耐受性试验　将耐酸菌株接种于含
０３％猪胆盐的ＭＲＳ中，３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒温培养，
于０、４、８ｈ各取样１次，采用酶标仪检测其吸光度
Ｄ值［１５－１６］。

１．４．５　人工胃肠液耐受性试验　将磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）灭菌后，调至ｐＨ值为２．５，加入０．３％过滤除
菌后的胃蛋白酶，制成模拟人工胃液；将 ＰＢＳ灭菌
后，调至 ｐＨ值为 ６．８，加入 ０．１％的胰蛋白酶和
０３％的猪胆盐，制成模拟人工肠液［１６］。

将活化３代的菌液在４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ下离心
１０ｍｉｎ，收集菌体，用上述模拟人工胃液将菌体重新
震荡悬浮，在３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ下培养３ｈ。然后将

处理后的乳酸菌按照 ２％接种量接入至人工肠液
中，在３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ下培养，分别于０、４、８ｈ取
样，利用酶标仪检测其吸光度Ｄ值。
１．４．６　抑菌试验　将耐酸、耐胆汁的供试菌株接种
于ＭＲＳ液体培养基中培养２４ｈ，离心取上清液，并用
０．２μｍ的过滤膜除菌，制得供试菌株无细胞培养液。

采用牛津杯法测定供试菌株的抑菌效果，利用牛

津杯双层平板法将５株指示菌株分别混合于上层
ＭＲＳ软琼脂培养基中。待凝固后，采用镊子将无菌
牛津杯置于无菌培养皿中，吸取供试菌株无细胞培养

液２００μＬ于牛津杯中，先于４℃下放置４～５ｈ，使培
养液完全扩散，在３７℃下培养２４ｈ，用游标卡尺测量
抑菌圈直径［１７］，试验独立重复３次。
１．４．７　数据统计分析　每个试验独立重复３次，取
其平均值并计算标准差。采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００７
及ＩＢＭＳＰＳＳ２２．０软件对数据进行分析作图。

２　乳酸菌菌株的鉴定

２．１　乳酸菌基因组总ＤＮＡ提取
采用十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法提取乳

酸菌的基因组总ＤＮＡ。
２．２　乳酸菌１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增、测序与同源性
分析

以乳酸菌菌株基因组ＤＮＡ为模板，利用扩增细
菌１６ＳｒＤＮＡ的通用引物２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣ
ＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和１４９２Ｒ（５′－ＴＡＣＧＧＡＴＡＣＣＴＴＧ
ＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′），对乳酸菌的１６ＳｒＤＮＡ进行ＰＣＲ
扩增。ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；然后
９４℃ 变性３０ｓ、５２℃退火３０ｓ、７２℃延伸５０ｓ，３５
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物大小经过琼脂
糖凝胶电泳检测验证后，将目标条带进行纯化，然

后送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行

ＰＣＲ产物的Ｓａｎｇｅｒ测序［１８－１９］。

将乳酸菌序列提交至美国国立生物技术信息

中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍｍｉｏｎ，
ＮＣＢＩ）网站的ＧｅｎＢａｎｋ数据库，采用 ＢＬＡＳＴ在线服
务器（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）将
其与细菌数据库进行比对，通过比对得分最高的已

知乳酸菌种类确定种名。

３　结果与分析

３．１　分离菌株的生长曲线及产酸能力比较
通过含有碳酸钙的 ＭＲＳ培养基对鸡肠道中的
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乳酸菌进行筛选，经３７℃恒温培养箱培养２４ｈ，挑
选生长旺盛、溶钙圈明显的菌落。将上述菌落继续

在ＭＲＳ固体培养基平板上进行平板划线分离，得到
纯化后具有溶钙圈的革兰氏阳性菌疑似乳酸菌 ９
株，对９株疑似乳酸菌菌株编号为Ｌ１～Ｌ９（表１）。

表１　不同菌株的Ｄ值和最终ｐＨ值

菌株 Ｄ值 ｐＨ值

Ｌ１ ０．６７２±０．００３ ４．８５±０．０２

Ｌ２ ０．９８６±０．００２ ３．５２±０．０３

Ｌ３ ０．７２０±０．００１ ３．７６±０．０１

Ｌ４ １．１２５±０．００３ ３．７９±０．０３

Ｌ５ ０．７１１±０．００３ ４．９５±０．０２

Ｌ６ ０．８９６±０．００２ ４．０２±０．０５

Ｌ７ ０．８８２±０．００３ ４．８６±０．０２

Ｌ８ ０．６８９±０．００４ ４．１８±０．０３

Ｌ９ ０．７５２±０．００５ ４．４６±０．０２

３．２　强酸耐受性比较
选取产酸能力最强的菌株，进行强酸耐受性试

验，得到４株产酸能力强的菌株，于 ｐＨ值为２．５的
强酸ＭＲＳ培养基中３７℃恒温摇床培养３ｈ，使用稀
释涂布平板法检测活菌数，见表２。
　　由表２可知，４株产酸能力比较强的菌株对酸
的耐受能力不同，其中 Ｌ２、Ｌ４对酸的耐受能力达到
１００％，Ｌ３耐受力为２４．５％，Ｌ６耐受力为１９％。选
择Ｌ２、Ｌ４进行下步试验。

表２　乳酸菌强酸性耐受性比较

菌株
活菌数（ＣＦＵ／ｍＬ）

０ｈ ３ｈ

Ｌ２ ７．００×１０７ ７．００×１０７

Ｌ３ ６．００×１０７ １．４７×１０７

Ｌ４ ３．７８×１０７ ３．８０×１０７

Ｌ６ ４．２０×１０７ ８．２７×１０６

３．３　胆盐耐受性比较
将产酸能力较强的 ２株乳酸菌 Ｌ２、Ｌ４取

２００μＬ接种于５ｍＬ含有０．３％猪胆盐的ＭＲＳ液体
培养基中，于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ下培养８ｈ，吸光度检
测结果见表３。由表３可知，２株乳酸菌受０．３％胆
盐胁迫，仍能够保持良好的生长状态，Ｌ２的胆盐耐
受能力显著低于Ｌ４的耐受力。

表３　乳酸菌胆盐耐受性比较

菌株
胆盐浓度

（％）
Ｄ值

０ｈ ４ｈ ８ｈ

Ｌ２ ０．３ ０．０１１±０．００２ ０．０３３±０．００３ ０．２５０±０．００１

Ｌ４ ０．３ ０．０１２±０．００３ ０．１１２±０．００３ ０．４３２±０．００３

３．４　乳酸菌抑菌试验
通过牛津杯平板法对２株乳酸菌进行抑菌能力

检测，由表４可知，２株菌株对５株指示菌株的抑菌
圈平均直径均在１８ｍｍ以上，说明２株乳酸菌对以金
黄色葡萄球菌为代表的革兰氏阳性菌、以大肠杆菌为

代表的革兰氏阴性菌都具有非常明显的抑菌效果。

表４　乳酸菌无细胞上清液抑制致病菌的试验结果

菌株
革兰氏阴性菌（ｍｍ） 革兰氏阳性菌（ｍｍ）

大肠杆菌 沙门氏菌 志贺氏菌 金黄色葡萄球菌 无乳链球菌

Ｌ２ ２２±０．２５ ２１±０．２３ ２６±０．１０ ２８±０．３６ ２３±０．２０

Ｌ４ １９±０．１５ ２０±０．３０ ２５±０．２８ ３０±０．２０ ２５±０．３０

　　乳酸菌对致病菌的最低抑菌浓度可以在一定
程度上反映金黄色葡萄球菌对乳酸菌的敏感性，也

反映了乳酸菌对金黄色葡萄球菌的抑制作用。抑

制浓度越低，乳酸菌对金黄色葡萄球菌的抑制作用

越明显。由图１、图２可知，虽然接种５％乳酸菌无
细胞上清液对金黄色葡萄球菌有一定抑制作用，但

效果不明显。而接种１０％以上的乳酸菌无细胞上
清液对金黄色葡萄球菌的抑制作用几乎达到

１００％。结果表明，一定量的乳酸菌无细胞培养物可
以抑制金黄色葡萄球菌的生长。所得数据可为未

来工业应用中添加乳酸菌质量浓度的选择提供直

接参考。

３．５　耐人工肠胃液比较
由表５可知，２株乳酸菌经人工胃液处理 ３ｈ

后，活菌数无明显差异。将２株经人工胃液处理后
的乳酸菌转接至人工肠液中，发现２株乳酸菌均不
受人工肠液影响，能够正常生长，由此推断２株乳酸
菌不但能够耐受人工胃液，而且能够在肠液中生

长，具备良好的肠胃液耐受能力。

４　菌种鉴定

　　结果表明，菌株 Ｌ２１６ＳｒＤＮＡ基因序列与植物
乳杆菌（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）均有高于９９％的同源性，确
定Ｌ２菌株为植物乳杆菌。Ｌ４１６ＳｒＤＮＡ基因序列

—０９１— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１３期



表５　２株乳酸菌耐受人工肠胃液试验结果比较

菌株
人工胃液处理活菌数（ＣＦＵ／ｍＬ） 人工肠液处理活菌数（Ｄ值）

０ｈ ３ｈ ０ｈ ４ｈ ８ｈ

Ｌ２ ６．２８×１０７ ６．０１×１０７ ０．０１１±０．００３ ０．０３２±０．００２ ０．１９４±０．００４

Ｌ４ ６．９３×１０７ ６．８６×１０７ ０．０１２±０．００２ ０．１３６±０．００４ ０．４７６±０．００５

与短乳杆菌（Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ）均有高于９９％的同源性，确
定Ｌ４菌株为短乳杆菌。

５　结论与讨论

乳杆菌广泛应用于发酵食品生产中，如发酵蔬

菜、发酵肉类等。本研究从鸡十二指肠黏膜上分离

得到的２株乳杆菌，较分离于自然环境下的乳杆菌
更易于定殖在动物肠道内，维持肠道菌群平衡，经

１６ＳｒＤＮＡ鉴定属于植物乳杆菌和短乳杆菌。本研
究中的２株乳杆菌，产酸、耐酸性能较为突出，均能
在ｐＨ值＝２．５的培养基中生存，这说明２株乳杆菌
能够通过胃达到肠道，这为其发挥益生性能起到了

先决作用。２株乳酸菌在含０．３％胆碱培养基中能
够生存并繁殖，满足了优良益生菌的特性。此外，２
株乳杆菌对革兰氏阳性菌与革兰氏阴性菌都具有

良好的抑菌效果。由此可知，２株乳酸菌对动物肠
道及食品中的有害细菌具有广谱抑菌作用，这对发

酵肉制品、蔬菜等食品生产和贮存具有重要意义。
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西方蜜蜂群势与气候的周年变化及相关性分析

胡宗文，杨　娟，苗春辉，黄新球，周春涛
（云南省农业科学研究院蚕桑蜜蜂研究所，云南蒙自６６１１０１）

　　摘要：为研究西方蜜蜂群势因子与气候的周年变化及相关性，采用 ＶａｎｔａｇｅＰｒｏ２气象仪记录气候变化，以测子框
测定群势、蜜、粉存储量，记录工蜂浆和携螨量，作周年统计和相关性分析。结果表明，群势在３月、７月、１０月出现峰
值，分别为（６．９４３±０．２４５）、（７．３０６±０．１６２）、（８．０７６±０．０９９）脾，工蜂携螨量在３月、８月和１１月出现峰值，分别为
（１４．０７６±１．１１６）、（１６．９５０±０．９４３）、（１６．２３０±１．０８５）只；工蜂浆在２月分泌量最高，为（９３２８６±０．０３０）ｍｇ；温度
（２２．６０７％）和工蜂浆（２１．２５９％）是构成蜂群影响的主要成分；气候因子对蜂群表现出显著或极显著的相关性，其中
温度对群势（ｒ＝０．１７０）和蜂螨（ｒ＝０．１６０）有极显著正相关，湿度与蜂群采粉（ｒ＝０．１５）有极显著正相关，而工蜂浆的
分泌量与温度（ｒ＝－０．３２７）、湿度（ｒ＝－０．３５１）表现出极显著负相关。说明蜂群自身节律性可以适应气候的变化，这
对蜜蜂资源的发掘、生物多样性的保存具有深远意义。
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　　随着气候与环境的变化，蜂群尤其是野生蜂群
的数量，在全球范围内发生了变化［１］。自２００６年蜂
群崩溃综合症（ｃｏｌｏｎｙｃｏｌｌａｐｓｅｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＣＣＤ）被报道
以来，仅Ｎａｔｕｒｅ杂志关注蜂群损失程度的文章已达
５３９篇。蜂类与植物的相互作用———传粉效应，促
使许多植物进化成为了专一依赖性虫媒传粉植

物［２］，因此蜂群的变化引起了人们极大的关注。西

方蜜蜂是世界上人工饲养量巨大的蜂种之一，工蜂

的数量及健康状况直接表现在蜂群势的强弱上。

有研究表明，气候［３］、寄生虫［４］、病毒［５］、病原体［６］、

甲虫［７］、长期的低毒环境［７］、管理方式都会引起西

方蜜蜂群体及个体在行为、生理上产生影响，因此

了解和掌握当地蜂群的群势变化规律对于掌握授

粉力量有重要意义。在我国西方蜜蜂群势的周年

变化与气候因子间的相关性还未见报道，本研究跟

踪定地饲养蜂群的周年状况，以探究气候与西方蜜

蜂内部因子间的相关性。

１　材料与方法

１．１　材料
　　蜂群：６群西方蜜蜂群，常年饲养于国家蜂产业
体系红河试验站西方蜜蜂场，供观察蜂群遗传背景

清晰。

群势测定工具：测子框、镊子、移虫针、１．５ｍＬ
离心管、电子天平、双甲脒针剂。

气候因子测定：气象观测仪（美国 Ｄａｖｉｓ公司生
产的ＶａｎｔａｇｅＰｒｏ２气象仪）。
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