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间歇性禁食肥胖小鼠源粪肠球菌与乳酸杆菌

分离鉴定及药敏试验

李鑫月１，曾梦秋１，刘　云１，张　斌１，张海华１，李红强１，２

［１．河北科技师范学院动物科技学院，河北昌黎０６６６００；
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　　摘要：为从不同禁食时间（０∶２４ｈ、１２∶１２ｈ、１６∶８ｈ）处理的肥胖小鼠中分离粪肠球菌和乳酸杆菌，以Ａ、Ｂ、Ｃ等
３组小鼠的新鲜粪便作为菌群分离来源，将分离的２株菌分别命名为ＳＹ－１和ＳＹ－２；经过生化试验，１６ＳｒＲＮＡ测序，
耐酸性试验以及药敏试验等方法进行菌株鉴定，并对得到的２株菌的序列绘制系统进化树。结果表明：ＳＹ－１和
ＳＹ－２均为革兰氏阳性菌，生理生化特性均符合粪肠球菌和乳酸杆菌的鉴定标准；１６ＳｒＲＮＡ测序鉴定出 ＳＹ－１是粪
肠球菌，ＳＹ－２是乳酸杆菌。耐酸试验发现，在禁食０ｈ处理下的粪肠球菌耐酸性较高，禁食１６ｈ处理的粪肠球菌耐
酸性次之；乳酸杆菌在禁食１６ｈ处理下的耐酸性较高。药敏试验发现，２株菌均对氨苄西林和四环素的敏感性高，且
在禁食０ｈ时对２种抗生素的敏感性较高。通过对３种禁食方式处理下的试验结果对比，成功验证了粪肠球菌和乳
酸杆菌的生理特性，并证实了不同禁食时间对小鼠肠道粪肠球菌的影响效果，为正确选择和使用粪肠球菌、乳酸杆菌

作为益生菌制剂提供了一定的可靠依据。
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　　肥胖可诱发糖尿病等与脂代谢相关的疾病［１］，

导致肥胖最常见的原因是高脂饮食，因此可通过间

歇性禁食来干预肥胖［２］，合理的间歇性禁食在维持

肥胖个体葡萄糖稳态和减脂减重等方面起到重要

作用［３］。研究表明，肠道微生物群在能量稳态中发

挥重要作用，其结构失调可导致肥胖［４］，而间歇性

禁食可通过调节动物肠道菌群的结构来改善肠道

微生物环境。肠道微生物有特定的生活节律，特定

时间禁食可打破肠道微生物平衡［５］，为研究禁食对

肠道微生物影响提供了方向。肠道微生物种类繁

多［６］，包括粪肠球菌、乳酸杆菌、双歧杆菌、链球菌

等，其中粪肠球菌和乳酸杆菌作为乳酸菌的一类，

在维持肠道正常生理状况方面发挥着不同的作用。

粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）属于肠球菌属，为革兰
氏阳性（Ｇ＋）球菌，普遍存在于大自然中，可作益生
菌，也可视为有害菌。在畜牧生产中，肠球菌常被

制成益生菌添加剂来调节动物肠道菌群，如Ｐａｊａｒｉｌｌｏ
等给猪喂养２周粪肠球菌，发现猪肠道细菌的多样
性和丰富度提高［７］；孔 等研究发现，在饲料中

添加适量粪球杆菌可促进乌鳢生长［８］，因此粪肠球

菌作为肠道益生菌群的一部分，在动物饲养和保护

肠道生态平衡中有重要作用［９－１０］。此外，粪肠球菌

可以作为抗生素的替代品来促进动物生长，减少因

过度使用抗生素导致动物的耐药性和有效性损

失［１１］。同时，粪肠球菌还可引起感染性疾病，如加

重上呼吸道感染等症状［１２］。可见，粪肠球菌具有一

定的耐药性［１３］。乳酸杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）属于乳
杆菌属，为革兰氏染色阳性厌氧菌，有时也需氧，不

产生芽孢，在调节肠道菌群平衡、促进机体生长和

增强机体免疫等方面具有重要的作用［１４－１５］。在畜

牧生产中，乳酸杆菌常被制成益生菌添加剂来调节

动物肠道菌群，如汪昭睿等研究发现乳酸杆菌可降

低仔猪的腹泻率，促进仔猪生长，并改善其肠道菌

群稳态［１４］；邓军等给仔猪喂养含乳酸杆菌的饲料发

现，猪肠道绒毛发育得到改善，仔猪的抗感染能力得
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到提高［１５］。这说明了乳酸杆菌可作为益生菌调节机

体肠道微生物稳态，抑制外来细菌生长，并刺激肠道

产生保护其自身的黏液物质，形成良好的保护膜［１６］。

在使用粪肠球菌和乳酸杆菌时，应全面考虑其

利弊并合理使用。若将粪肠球菌和乳酸杆菌添加

进饲料中或将其制成益生菌添加剂，需要更加严格

的安全检测和评价机制。因此，本研究通过对高脂

小鼠进行０∶２４ｈ、１２∶１２ｈ、１６∶８ｈ等３种间歇性
禁食方式处理，以禁食后的新鲜小鼠粪便为材料，

分离粪肠球菌和乳酸杆菌，以探究不同禁食时间对

小鼠肠道中粪肠球菌和乳酸杆菌生长代谢的影响，

并通过耐酸试验和药敏试验，从而筛选出耐酸性强

和抗药性强的菌株，为开发利用肠道益生菌提供一

定的参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物及处理
试验于２０２１年４月在河北科技师范学院农学

与生物科技学院基础实验室完成。试验所需的材

料为河北科技师范学院鼠房养育的 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ肥胖
小鼠新鲜粪便。在取材之前，对 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠进
行高脂喂食８周，形成肥胖模型，然后经过０∶２４ｈ
（禁食不禁水０ｈ，喂食２４ｈ）、１２∶１２ｈ（禁食不禁水
１２ｈ，喂食１２ｈ，即０６：００开始禁食，１８：００喂食）、
１６∶８ｈ（禁食不禁水１６ｈ，喂食８ｈ，即０６：００开始
禁食，２２：００喂食）３种间歇性禁食模式处理２周，再
采集粪便。除禁食期间外，其他时间正常喂食。在

禁食前对小鼠进行分组，记禁食０ｈ的小鼠为Ａ组，
禁食１２ｈ为Ｂ组，禁食１６ｈ为Ｃ组。
１．２　主要试剂

ＭＲＳ（寒天）固体培养基、ＭＲＳ液体培养基、ＬＢ
固体培养基、无水乙醇、硝酸钾等均购自北京索莱

宝科技有限公司。

１．３　样品处理
　　将收集的３组小鼠粪便标号为 Ａ、Ｂ、Ｃ组后各
称取０．１ｇ，放入装有９．９ｍＬ无菌生理盐水的离心
管中，将离心管放入３７℃摇床中培养１５ｍｉｎ后，离
心取上清进行梯度稀释，稀释梯度为１０－２～１０－４。
１．４　细菌的分离鉴定与药敏试验
１．４．１　粪肠球菌
１．４．１．１　粪肠球菌的分离　吸取１００μＬ菌液用涂
布棒均匀涂布于 ＭＲＳ固体培养基平皿中，３７℃培
养２４～４８ｈ，其间观察菌落生长状况。挑取有明显

溶钙圈的单菌落于 ＭＲＳ固体培养基中划线培养，进
行多次分离纯化，纯化的菌株用３０％甘油于－８０℃
保存备用。

１．４．１．２　粪肠球菌的鉴定　形态学鉴定：分离纯化
后的菌株进行革兰氏染色，再依次涂片、风干、火焰

固定、结晶紫溶液染色１ｍｉｎ、蒸馏水水洗、碘液媒染
１ｍｉｎ、水洗、９５％乙醇脱色３０ｓ、水洗、番红染液复
染１ｍｉｎ、水洗，光学显微镜下用油镜观察［１１］。生化

鉴定：参照《常见细菌系统鉴定手册》以及《伯杰氏

细菌鉴定手册》［１７］，对分离纯化出来的粪肠球菌菌

群（ＳＹ－１）进行生化鉴定。
１．４．１．３　粪肠球菌的耐酸性测定　从ＭＲＳ固体培
养基中挑取长势良好的单菌落接种于装有 ＭＲＳ液
体培养基的离心管中，将离心管放置于３７℃摇床培
养箱中培养５ｈ后取出，混匀，吸取适量菌悬液打入
含有 ＭＲＳ液体培养基的离心管中使其稀释１００倍，
之后吸取已被稀释的菌悬液加入到用浓盐酸配制

好的 ｐＨ值为２、３、４的 ＭＲＳ液体培养基的离心管
中［１８］，将离心管放置于３７℃摇床培养箱中培养３ｈ
后取出，吸取适量菌悬液涂布于 ＭＲＳ固体培养基
中，放置于３７℃恒温培养箱中培养１６ｈ后取出，进
行活菌计数，以正常 ｐＨ值（７．５）处理的为空白对
照，每个处理设置３次重复。
１．４．１．４　粪肠球菌的药敏鉴定　采用 ＫＢ法［１９］，

选取５种常见抗敏药物对菌株进行药敏试验［２０］。

取１００μＬ菌悬液涂布于 ＭＲＳ固体培养基中，用无
菌镊子夹取氨苄西林、链霉素、青霉素、卡那霉素、

四环素药敏纸片对称放置于培养基中，以不经过药

水浸泡处理的纸片为对照，每种药品设置３组重复。
将培养皿放入３７℃恒温培养箱中培养２４ｈ后取出，
观察抑菌圈，并用游标卡尺测量抑菌圈直径，用作判

定指标，将结果分为敏感（Ｓ）、中介（Ｉ）、耐药（Ｒ）［２１］。
１．４．２　乳酸杆菌
１．４．２．１　乳酸杆菌的分离　取１００μＬ菌液涂布于
ＭＲＳ固体培养基上，每组 ３个重复，在 ３７℃培养
２ｄ后，挑选溶钙圈较大且较为明显的单菌落进行
平板划线，纯化培养２～３次。
１．４．２．２　乳酸杆菌的鉴定　形态鉴定：从 ＭＲＳ固
体培养基中挑长势良好的单菌落，革兰氏染色后用

显微镜观察细胞形态。生化鉴定：根据《常见细菌

鉴定手册》中的说明对菌落进行生化鉴定。

１．４．２．３　乳酸杆菌的耐酸性测定　取适量活化菌
液加入ＭＲＳ液体培养基内，３７℃振荡培养４ｈ，之
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后接种至 ｐＨ值为正常（６．４）、３、４的培养基中，
３７℃ 振荡培养３ｈ，最后分别涂布至固体 ＭＲＳ平
板，每组３个重复，在３７℃恒温培养２４ｈ后进行菌
落计数。

１．４．２．４　乳酸杆菌的药敏鉴定　选取５种常见的
抗敏药物对菌株进行药敏试验（见“１．３．５”节）。
１．５　细菌１６ＳｒＲＮＡ扩增及测序

用细菌基因组提取试剂盒分别提取２组分离菌
株的基因并作为模板，使用通用引物 ２７Ｆ和
１４９２Ｒ［２２］进行扩增，ＰＣＲ反应体系 ５０μＬ：２×Ｔａｑ
Ｍｉｘ２５μＬ，０．４μｍｏｌ／Ｌ正、反向引物各 ２μＬ，ＤＮＡ
模板 ４μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１７μＬ。扩增程序为：９４℃５ｍｉｎ；
９４℃ １５ｓ，５３℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３５个循环；７２℃
５ｍｉｎ；２０℃ ５ｍｉｎ。产物通过琼脂糖凝胶电泳检测

并用胶回收试剂盒回收ＰＣＲ目的片段，送至北京天
一辉远生物科技有限公司测序。

２　结果与分析

２．１　菌落形态观察和镜检结果分析
观察图１－Ａ分离纯化的培养基，可见圆形、光

滑突起、湿润、边缘整齐的菌落，周围有明显的溶钙

圈。将分离纯化得到的单菌落涂片，革兰氏染色如

图１－Ｃ所示，可见呈短链排列或２个对生的蓝紫
色革兰氏阳性球菌，可初步判断其为粪肠球菌属，

命名为ＳＹ－１。由图１－Ｂ可知，观察到菌落形态呈
现为无色半透明圆形凸起的菌落；革兰氏染色结果

见图１－Ｄ，细胞染色为紫色，大多呈短杆状，均无鞭
毛，可初步判断是乳酸杆菌属，并命名为 ＳＹ－２。

２．２　１６Ｓ测序结果及系统进化树的构建
经北京天一辉远生物科技有限公司测序得到

的序列通过 ＮＣＢＩ上 Ｂｌａｓｔ比对可以发现，分离出来
的ＳＹ－１基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中已经注册的粪肠
球菌的序列相似性高达９９．９３％，说明分离的 ＳＹ－
１菌株为粪肠球菌；ＳＹ－２基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中
已经注册的乳酸杆菌相似度为 ９９．８６％，说明
ＳＹ－２菌株为乳酸杆菌。进一步选取１０种菌株构
建１６ＳｒＲＮＡ系统进化树，由图２－Ａ可以得出ＳＹ－
１与粪肠球菌ＡＴＣＣ１９４３３和粪肠球菌ＪＣＭ５８０３在
同一进化分支上，由图２－Ｂ可以得出 ＳＹ－２与乳
酸杆菌ＮＢＲＣ１４２２１在同一进化分支上。
２．３　细菌的生化鉴定结果分析

由表１可知，对３组禁食处理的粪肠球菌进行

生化鉴定结果一致，并判断该菌接触试验、淀粉水

解试验、吲哚试验为阴性，表明粪肠球菌不分解过

氧化氢、淀粉和色氨酸，甲基红试验、ＶＰ试验、硝酸
盐还原试验为阳性，表明粪肠球菌分解糖类和还原

硝酸。由表２可知，Ａ、Ｂ、Ｃ组结果相同，接触试验
阴性表明乳杆菌不分解过氧化氢，甲基红和 ＶＰ试
验证明可以乳杆菌分解糖类，吲哚试验阳性证明乳

杆菌可以分解色氨酸产生吲哚，硝酸还原试验证明

乳杆菌不还原硝酸。

２．４　细菌的耐酸性测定结果分析
以各组正常 ｐＨ值处理为对照，计算存活

率［１５］。根据表３可以看出，Ａ组在 ｐＨ值≥４处理
环境下粪肠球菌存活率受影响较小；而当 ｐＨ值≤３
时，其存活率呈现出一定的下降趋势，并随着 ｐＨ值
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表１　粪肠球菌生理生化鉴定

组别

鉴定结果

接触

试验

淀粉水

解试验

吲哚

试验

甲基红

试验

ＶＰ
试验

硝酸

还原试验

Ａ － － － ＋ ＋ ＋

Ｂ － － － ＋ ＋ ＋

Ｃ － － － ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”为阳性，“－”为阴性。表２同。

表２　乳酸杆菌生理生化鉴定

组别

鉴定结果

接触试验
甲基红

试验
ＶＰ试验 吲哚试验

硝酸

还原试验

Ａ － ＋ － ＋ －

Ｂ － ＋ － ＋ －

Ｃ － ＋ － ＋ －

的下降而下降；Ｂ、Ｃ等２组在各 ｐＨ梯度下的存活
率均低于Ａ组，但Ｂ组相对来说存活率更低。根据
表４可知，分离出的乳酸杆菌在 ｐＨ值为２的培养
基上基本不能生长，ｐＨ值为３的培养基上只有Ｃ组

有少量生长，说明对于过强的酸性环境，只有经过

禁食改善过的Ｃ组乳酸杆菌较为适应；在ｐＨ值为４
的培养基上Ａ组的菌落存活率很低，不能正常生长，
Ｂ组有少量生长，Ｃ组则可以良好适应，能够长出大
量菌落；ｐＨ值正常的对照处理中各组都能良好生长。

表３　不同ｐＨ处理下各组禁食处理的粪肠球菌存活率

组别
粪肠球菌存活率（％）

ｐＨ值＝２ ｐＨ值＝３ ｐＨ值＝４ ｐＨ值正常（７．５）

Ａ ５．５６ ２１．４０ ８９．４０ １００．００

Ｂ ２．８６ ２．１４ ２９．３０ １００．００

Ｃ ３．１７ １６．４０ ５６．１０ １００．００

２．５　细菌的药敏检测
对２种细菌３组处理进行药敏试验，分别测量

各种药敏纸片周围所产生的抑菌圈大小，对２种细
菌药物敏感程度进行判定。从表５可以看出，粪肠
球菌对氨苄西林、四环素敏感，对链霉素、青霉素、

卡那霉素耐药。从表６可以看出，乳酸杆菌对卡纳
霉素、青霉素和链霉素耐药，没有形成抑菌圈，基本
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表４　不同ｐＨ处理下各组禁食处理的乳酸杆菌存活率

组别
乳酸杆菌存活率（％）

ｐＨ值＝２ ｐＨ值＝３ ｐＨ值＝４ ｐＨ值正常（６．４）

Ａ ０．００ ０．００ ０．０６ １００．００

Ｂ ０．００ ０．００ ０．１４ １００．００

Ｃ ０．０１ ３．７８ ２５．１１ １００．００

表５　粪肠球菌药敏试验结果

组别
抑菌圈平均直径（ｍｍ）

卡那霉素 氨苄西林 四环素 链霉素 青霉素

Ａ １０．２０（Ｓ） １８．００（Ｒ）３８．００（Ｒ） ８．００（Ｓ） ８．００（Ｓ）

Ｂ １１．７０（Ｓ） １７．００（Ｒ）３５．３０（Ｒ） ８．００（Ｓ） ７．３０（Ｓ）

Ｃ １３．２５（Ｓ） １７．８０（Ｒ）３６．００（Ｒ） ８．３０（Ｓ） ８．３０（Ｓ）

　　注：Ｒ代表敏感，Ｓ代表耐药。表６同。

表６　乳酸杆菌药敏试验结果

组别
抑菌圈平均直径（ｍｍ）

卡那霉素 氨苄西林 四环素 链霉素 青霉素

Ａ — １８．３３（Ｒ） ２６．３３（Ｒ） — —

Ｂ — １５．６７（Ｒ） ２７．６７（Ｒ） — —

Ｃ — １７．００（Ｒ） ２４．６７（Ｒ） — —

都可以正常生长；而对含有氨苄西林和四环素的药

敏纸片均敏感，且对比抑菌圈总体大小可以看出对

于四环素敏感度高。

３　讨论

有研究表明，在使用益生菌时，如乳酸杆菌可

提高营养物质的消化率，减少肠道中病原体的定

殖，改善胃肠道微生物群平衡［２３］。本试验通过多次

分离纯化从禁食小鼠粪便中得到粪肠球菌（ＳＹ－１）
和乳酸杆菌（ＳＹ－２）。由形态观察发现，分离得到
的ＳＹ－１菌落呈圆形、边缘整齐并且周围有明显的
溶钙圈，初步观察其符合粪肠球菌的菌落特点；进

一步通过革兰氏染色发现，分离的 ＳＹ－１呈短链或
２个对生排列的蓝紫色的革兰氏阳性球菌的特点，
同时结合生理生化分析，初步判断该菌落为粪肠球

菌，与慈洋等分离出来的粪肠球菌形态［２４］一致。

ＳＹ－２菌落形态呈无色、半透明、圆形凸起且边缘不
规则，进一步通过革兰氏染色发现细菌为紫色，大

多数呈短杆状，之后进行生理生化分析初步判断该

菌落为乳酸杆菌，该结果与梁东梅等鉴定的乳酸杆

菌形态［２５］基本一致。为进一步鉴定２种菌株的类
型，本研究采用１６ＳｒＲＮＡ测序并构建系统进化树，

测序结果显示分离株 ＳＹ－１与粪肠球菌相似性高
达９９．９３％，构建进化树结果显示其与粪肠球菌菌
株在同一分支上，遗传距离最近；分离株 ＳＹ－２与
乳酸杆菌相似度高达９９．８６％，进化树结果显示其
与乳酸杆菌菌株在同一分支上，可以确定分离的

ＳＹ－１是粪肠球菌，ＳＹ－２是乳酸杆菌。继续研究
其生物学特性，本研究对３组不同禁食处理方式的
２种分离菌进行酸碱性测定，结果发现粪肠球菌具
有一定的耐酸能力，耐强酸能力较差，这与鲍延娥

等研究的粪肠球菌具有耐酸性结果［２６］一致，但不同

禁食方式对粪肠球菌耐酸能力有一定的影响，１２ｈ
禁食处理的粪肠球菌表现出较其他２组禁食处理更
差的耐酸性，由此可以得出将粪肠球菌作为益生菌

添加剂时，不能与强酸性物质混合使用，且１２ｈ禁
食处理可减少酸性条件下粪肠球菌的数量。乳酸

杆菌在ｐＨ值为４时生长状况良好，ｐＨ值为３时有
少量生长，与植物乳酸杆菌可以在 ｐＨ值为３时的
酸性环境下生长结果［２７］一致，但不同禁食时间处理

下分离的乳酸杆菌耐酸性不同，０ｈ禁食处理的乳
酸杆菌耐酸性差，１６ｈ禁食处理的乳酸杆菌在 ｐＨ
值为３时耐酸能力较强，说明１６ｈ禁食方式改变了
小鼠肠道微生物平衡，该结果提示可以通过禁食方

式筛选和训化对强酸性环境抗性强的菌株，同时对

使用益生菌制剂改善肠道环境提供参考，以上结果

说明不同时间禁食可以影响动物肠道微生物的生

理活动。

抗生素的长期使用引起了全世界对抗生素抗

性微生物的关注，这些微生物对人类健康和环境构

成威胁［２８］，包括抗生素替代品益生菌在内。为此本

研究对粪肠球菌和乳酸杆菌进行了药敏试验，选用

５种常见抗生素药物，结果显示粪肠球菌对氨苄西
林和四环素敏感，且禁食１２ｈ组的敏感性较低，０ｈ
禁食处理组的敏感性较高，对链霉素、青霉素、卡那

霉素耐药，这一结果与梁权辉等的试验结果［２９］一

致。该结果提示粪肠球菌对不同抗生素的耐药性

不同，因此当动物使用氨苄西林、四环素等抗生素

治疗时，应避免与含粪肠球菌添加剂的饲料同时饲

喂。同时对乳酸杆菌药敏检测发现，其对氨苄和四

环素敏感，其中禁食０ｈ组的乳酸杆菌对其敏感度
较高，产生的抑菌圈较大，对卡那霉素、青霉素、链

霉素不敏感，这与马祥兆等研究的乳酸杆菌对青霉

素敏感［３０］不同，可推测目前该菌种对青霉素已产生

耐药性。可见，不同禁食时间对不同菌株的耐药性
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有一定的干预作用。综上可知，从不同禁食方式处

理的肥胖小鼠肠道粪便中筛选得到的粪肠球菌和

乳酸杆菌对强酸性环境耐受能力不同，后续可继续

对２种菌株的产酸能力进行测定，比较在不同禁食
时间干预下２种菌的产酸能力是否提升。同时将已
确定更有优势的 Ｃ组（禁食１６ｈ）粪肠球菌和乳酸
杆菌继续培养，制定完善的乳酸菌食品制剂方案，

将制剂再喂食高脂处理小鼠，通过观察小鼠体质量

变化，测定小鼠血液中葡萄糖、胆固醇和甘油三酯

等生理指标含量，来探究这２个菌株对小鼠体内脂
肪代谢的影响。

４　结论

本试验成功地从经过禁食处理的肥胖小鼠粪

便中分离并通过对甲基红、ＶＰ试验、硝酸盐还原试
验、接触试验、淀粉水解反应和吲哚试验等生理生

化方法鉴定了粪肠球菌和乳酸杆菌，之后对其分别

进行药物敏感性试验，确定粪肠球菌和乳酸杆菌的

敏感性药物均为氨苄西林和四环素，为开发利用益

生菌提供更加可靠的参考依据。
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［１９］王　?，万佳宏，常佳伟，等．宁夏地区牛源肠球菌分离鉴定及

耐药性与毒力基因检测［Ｊ］．中国兽医学报，２０２０，４０（３）：

５６２－５６７．　

［２０］张　倩，屈勇刚，张培生，等．石河子地区奶牛乳房炎源肠球菌
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特性研究［Ｊ］．中国饲料，２０１８（１１）：２４－２９．

［２６］鲍延娥，董晓芳，佟建明，等．粪肠球菌益生特性的体外评价

［Ｊ］．西北农业学报，２０１３，２２（１１）：２０２－２０７．
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—４９１— 江苏农业科学　２０２３年第５１卷第１期


