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１株牛源屎肠球菌的分离鉴定及其益生特性
钟舒红１，彭红艳２，李　军１，石　艳２，白慧丽１，李常挺１，马春霞１，吴翠兰１，兰美益１，彭　昊１

［１．广西壮族自治区兽医研究所／广西兽医生物技术重点实验室／农业农村部中国（广西）－东盟跨境动物疫病

防控重点实验室，广西南宁 ５３０００１；２．广西大学动物科学技术学院，广西南宁５３０００１］

　　摘要：利用形态学观察、生理生化试验与分子生物学方法对分离自牛瘤胃内容物的１株肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－
４进行分类学鉴定，并通过生长性能测定，动物安全性试验、耐受性试验及体外抑菌试验等评价该菌的益生特性，旨在
为进一步研究该菌株及开发成益生菌制剂提供一定的前期基础。结果显示，肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４为屎肠球菌，
该菌从４ｈ开始进入对数增长期并持续至１４ｈ，生长繁殖速度较快，生长周期短，适合工业化生产。小鼠安全性试验
显示，屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４不是致病性微生物，对于动物可能是安全的。在模拟人工胃液（ｐＨ值＝３．０）和模
拟人工肠液（ｐＨ值＝６．８）中孵育３ｈ后屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４存活率分别为７６．８５％、８０．２６％，在０．３％胆盐
浓度下孵育１、３ｈ的存活率分别为 ８３．１５％、７０．７４％，在 ０．５％胆盐浓度下孵育 １、３ｈ的存活率分别为 ５７．９７％、
４６７８％，说明屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４具有较好的耐酸耐胆盐能力，该菌株能够经受胃肠道消化液的抑制而发挥
作用。屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４在 ６０℃水浴中孵育 １５ｍｉｎ后仍有 ８２．３５％的菌株存活率，８０℃水浴中孵育
１５ｍｉｎ后活菌数为０，表明屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４可耐受６０℃高温，而不能长时间耐受８０℃的高温。体外抑菌
试验显示，屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４对鼠伤寒沙门氏菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌均具有一定的抑制能力，其中
对金黄色葡萄球菌的抑菌作用最好。综上所述，本研究中的牛源屎肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４生长性能良好，对动物
无致病性，具有良好的益生特性和抑菌作用，可作为益生菌株进一步开发和应用。
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　　长期以来，抗生素添加剂在畜禽生产中发挥着
积极的促进作用，然而，长期将抗生素作为生长促

进剂添加在饲料中所导致的耐药病原体和药物残

留严重威胁着公共卫生健康［１］。我国农业农村部

１９４号公告宣布自２０２０年１月１日起，全面禁止在
饲料中添加抗生素。在“禁抗”“替抗”的大环境下，

益生菌作为抗生素潜在替代产品成为人们研究的

热点［２－３］。益生菌是一类服用一定量后能够定殖在

宿主肠道并对机体健康产生益生作用的活性微生

物，因其具有抗肿瘤、抗过敏、抑制细菌生长和增强

机体免疫等作用，广泛应用于饲料、医药保健和食

品等领域［４］。乳酸菌是定殖于动物肠道中的一种

重要生理菌群，因其具有调整机体肠道菌群平衡、

调节机体代谢、提高机体免疫力和动物生产力等益

生功能，广泛应用于畜、禽和水产养殖生产中［５－６］。

肠球菌作为乳酸菌的一种，其生长性能好、抗逆性

强、能产有机酸、细菌素等抑菌物质，具有促进动物
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生长、调节机体胃肠道菌群平衡、维持微生态稳定、

提高机体免疫等益生作用，常被用作饲料添加

剂［７－８］。屎肠球菌作为肠球菌的一种，被列入我国

《饲料添加剂品种目录（２０２３）》。同时，欧盟（ＥＵ）
发布的 ２０１５／１０５３号法规，批准屎肠球菌 ＤＳＭ
１０６６３／ＮＣＩＭＢ１０４１５作为母牛繁殖、保育仔猪和肉
鸡育肥、火鸡育肥、猫和狗的饲料添加剂使用，屎肠

球菌作为饲料添加剂在畜禽生产中有着广阔的应

用市场［９］。因此，本研究利用传统的形态学观察、

生理生化试验与现代分子生物学相结合的方法，从

牛瘤胃内容物中分离鉴定得到 １株屎肠球菌
ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４，并进一步对其生长特性、动物
安全性、人工胃肠液耐受性、胆盐耐受性、高温耐受

性及体外抑菌活性等益生特性进行测定，旨在为牛

源屎肠球菌益生菌制剂的研发提供基础候选菌株。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　样品来源　牛瘤胃内容物于２０２１年３月采
自广西南宁某养牛场。

１．１．２　供试菌株　用于体外抑菌试验的大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ）、鼠伤寒沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ），
均由广西兽医研究所细菌室保存。

１．１．３　供试动物　雄性８周龄健康 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠［体质量（１８±２）ｇ］，购自长沙市天勤生物技术
有限公司。

１．１．４　主要试剂　本研究中用到的主要试剂详见
表１。

表１　主要试剂

试剂名称 生产商

ＭＲＳ琼脂、ＭＲＳ肉汤、ＬＢ琼脂、
ＬＢ肉汤、细菌生化鉴定管

北京陆桥技术股份有限公司

胰蛋白酶、胃蛋白酶、猪胆盐 杭州滨和微生物试剂有限公司

ＤＮＡ抽提试剂盒 深圳市康维试剂科技有限公司

革兰氏染色试剂盒 珠海贝索生物技术有限公司

１．２　方法
１．２．１　益生菌的分离培养　牛瘤胃内容物和灭菌
生理盐水按１∶９混悬，上清液倍比稀释，接种环蘸
取适量稀释液划线于 ＭＲＳ固体培养基上，３７℃恒
温培养２４ｈ。接种环挑取单个长势较好的菌落继续
划线接种ＭＲＳ固体培养基，３７℃恒温培养２４ｈ，直
至分离到形态一致的单个菌落，革兰氏染色并观察

其染色结果和形态特征。同时，接种环挑取单个菌

落接种ＭＲＳ液体培养基，３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ恒温培养
２４ｈ，连续活化３代，４℃保存备用。益生菌的分离
培养在广西兽医研究所细菌研究室进行，后续益生

菌益生性能的测定均相同。

１．２．２　分离菌的生化鉴定　根据《伯杰氏系统细
菌学手册（第二版）》肠球菌生理生化鉴定试验，采

用细菌微量生化鉴定管对分离菌株进行生理生化

鉴定。

１．２．３　１６ＳｒＲＮＡ基因序列的测定　提取分离菌株
ＤＮＡ，采用通用引物２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧ
ＣＴＣＡＧ－３′）、１４９２Ｒ（５′－ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧ
ＡＣＴＴ－３′）进行 ＰＣＲ扩增，预期扩增产物长度为
１５００ｂｐ。扩增体系为 ２５．０μＬ，包括 Ｔａｑｍｉｘ
１２．０μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１．０μＬ，ＤＮＡ
模板２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补至２５．０μＬ。ＰＣＲ反应程序
为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５２℃ ３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，３４个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增结束后，
１％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。ＰＣＲ产物条带
大小符合预期，送苏州金唯智生物科技有限公司进

行１６ＳｒＲＮＡ测序鉴定，测序结果通过 ＮＣＢＩ中的
ＢＬＡＳＴ进行同源性分析。
１．２．４　分离菌生长曲线测定　将分离菌种子液按
２％的接种量接种于 ＭＲＳ液体培养基中，３７℃、
２００ｒ／ｍｉｎ恒温培养，并以 ＭＲＳ液体培养基为空白
对照，每隔２ｈ测定菌悬液吸光度 Ｄ６００ｎｍ，绘制菌株
生长曲线。

１．２．５　动物安全性试验　１０只 ８周龄健康 Ｃ５７
ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分成２组，５只／组，分别为试验组
（Ｅ），空白对照组（Ｃ）。Ｅ组灌服浓度为 １×
１０９ＣＦＵ／ｍＬ的分离菌混悬液，Ｃ组灌服灭菌生理盐
水，０．２ｍＬ／只，连续７ｄ。记录试验期间２组小鼠的
精神状况，采食、饮水、运动及被毛生长情况。

１．２．６　模拟人工胃、肠液耐受试验　参照丁诗瑶等
的方法配制模拟人工胃液：稀 ＨＣｌ１６．４ｍＬ，Ｈ２Ｏ
９００ｍＬ，胃蛋白酶１０ｇ，均匀混合后蒸馏水定容至
１０００ｍＬ，调节ｐＨ值＝３．０，过０．２２μｍ滤膜除菌，
４℃保存备用［１０－１１］。

根据《中国人民共和国药典（２０１５）》配制模拟
人工肠液：ＫＨ２ＰＯ４６．８ｇ，Ｈ２Ｏ５００ｍＬ使之溶解，
ＮａＯＨ调节ｐＨ值＝６．８，按１０ｇ／Ｌ浓度加入胰蛋白
酶，使之溶解，过 ０．２２μｍ滤膜除菌，４℃保存
备用［１２］。
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菌悬液按１０％接种量分别接种至配制好的模
拟胃、肠液中，混合均匀，于３７℃水浴锅中分别孵育
０、３ｈ后，平板计数法分别计数０、３ｈ混悬液中屎肠
球菌活菌数，每个试验重复３次，求平均值。以菌株
存活率评估屎肠球菌对模拟人工胃、肠液的耐受能

力，菌株存活率计算公式如下：存活率＝ｌｇ（３ｈ活菌
数）／ｌｇ（０ｈ活菌数）×１００％。后续试验中屎肠球
菌存活率的测定方法均相同。

１．２．７　胆盐耐受试验　参照宁豫昌等的方法在
ＭＲＳ液体培养基中分别加入质量分数为０、０３％和
０．５％的猪胆盐，将上述含不同浓度猪胆盐的 ＭＲＳ
液体培养基于１２１℃条件下灭菌１５ｍｉｎ，冷却备用。
菌悬液按１０％接种量分别接种于不同浓度猪胆盐
的ＭＲＳ液体培养基中，以不加猪胆盐的培养基为对
照，３７℃培养０、１、３ｈ后，平板计数法分别计数各浓
度各时间段菌悬液中屎肠球菌活菌数和存活率［１３］。

１．２．８　高温耐受试验　参照翟梦凯的方法测定屎
肠球菌耐高温能力，即提前将水浴锅温度分别调至

３７、５０、６０、８０℃，菌悬液按１０％接种量接种至灭菌
生理盐水后静置于以上不同水浴中孵育 １５ｍｉｎ，以
３７℃作对照，平板计数法分别测定不同温度下菌悬
液中屎肠球菌的活菌数和存活率［９］。

１．２．９　体外抑菌试验　参照钟舒红等的方法用牛
津杯测定屎肠球菌对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、

沙门氏菌的体外抑菌能力，即将灭菌牛津杯分别放

置于涂有大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌的

ＬＢ固体培养基上，每个牛津杯中滴加１５０μＬ屎肠
球菌菌悬液，３７℃恒温培养２４ｈ，测定抑菌圈直径
（ｍｍ），以抑菌圈直径大小评估屎肠球菌对致病菌
的体外抑菌能力［１４］。

２　结果与分析

２．１　细菌分离纯化和形态学观察
由图１－Ａ可知，分离菌在 ＭＲＳ琼脂平板上菌

落凸起呈圆形、表面光滑、边缘整齐的灰白菌落，直

径为０．５～１．０ｍｍ。由图１－Ｂ可知，革兰氏染色镜
检呈单个、成对或短链状排列，是无芽孢、无荚膜的

革兰氏阳性球菌。

２．２　分离菌鉴定结果
由表２可知，分离菌生理生化试验结果显示，七

叶苷试验、甘露醇产酸、精氨酸水解酶、马尿酸钠水

解均呈阳性，触酶试验、运动性和Ｖ－Ｐ测定及山梨

醇产酸为阴性，能在６．５％ ＮａＣｌ中生长，可发酵糖
类，结果符合肠球菌生化标准。结合菌株形态与革

兰氏染色结果，可初步鉴定该分离菌株为肠球菌，

命名为ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４。

表２　分离菌生理生化试验结果

检测项目 结果 检测项目 结果

甘露醇 ＋ 菊糖 ＋

山梨醇 － 乳糖 ＋

精氨酸水解酶 ＋ 亚碲酸盐 －

６．５％ ＮａＣｌ ＋ 鼠李糖 －

七叶苷试验 ＋ 马尿酸钠水解 ＋

纤维二糖 ＋ 运动性 －

蔗糖 ＋ 触酶试验 －

麦芽糖 ＋ Ｖ－Ｐ测定 －

棉子糖 ＋ 硝酸盐 －

　　注：“＋”为阳性反应；“－”为阴性反应。

２．３　１６ＳｒＲＮＡ分子鉴定及序列分析结果
由图２可知，分离菌ＰＣＲ扩增产物经凝胶电泳

检测在１０００～２０００ｂｐ间出现１５００ｂｐ的预期目
的条带。将 ＰＣＲ产物测序序列经 ＢＬＡＳＴ比对，发
现与ＮＣＢＩ基因库中已收录的屎肠球菌基因组序列
相似度最高，并利用 Ｍｅｇａｌｉｇｎ进行同源性比较。由
图３可知，ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４（ＧｅｎＢａｎｋ登录号
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ＭＺ４５２３４９．１）菌株与基因库中已收录的１１株屎肠
球菌基因序列相似度高达９９％以上，由此判定分离
菌株 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４为屎肠球菌。随后利用
ＭＥＧＡ７．０软件绘制系统发育进化树，由图４可知，

ＭＺ４５２３４９．１菌株与 Ｅ．ｆａｅｃｉｕｍＧＸＮＮ２０２０１２２６－１
（ＭＺ４５２３３４７．１）、Ｅ．ｆａｅｃｉｕｍ ＢＨＮ －ＬＡＢ １０６
（ＭＮ５３３９０９．１）亲缘关系较近。

２．４　生长曲线测定结果
屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４的生长曲线，由图

５可知，从４ｈ开始进入对数增长期，并持续至１４ｈ，
１４～１８ｈ进入稳定期，１８ｈ后进入衰亡期。本研究

中分离鉴定的屎肠球菌生长繁殖速度较快，生长周

期较短，适合工业化生产，是其作为益生菌制剂的

一个很大的优势，为其作为饲料添加剂奠定了基础。
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２．５　动物安全性试验结果
本研 究 试 验 观 察 期 间，灌 服 屎 肠 球 菌

ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４的阳性对照组小鼠与灌服生理
盐水的空白对照组均无死亡情况，２组小鼠一般的
体态特征如呼吸、运动、行为、皮毛光泽、精神状态

无明显差异。结果表明，屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－
４不具有致病性，对动物可能是安全的，但为了充分
保证分离菌株屎肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４在临床
使用上的安全性，下一步需进行动物的亚急性毒性

试验和慢性毒性试验。

２．６　屎肠球菌耐受模拟人工胃、肠液能力测定结果
由表３可知，屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４分别

在模拟人工胃液（ｐＨ值３．０）和模拟人工肠液（ｐＨ
值６．８）中孵育 ３ｈ后，存活率分别为 ７６．８５％、
８０２６％，说明屎肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４无论对
模拟人工胃液还是模拟人工肠液，均具有较好的耐

受能力，该菌株能够经受胃肠道消化液的抑制而发

挥作用。

表３　屎肠球菌耐受人工胃肠液能力测定

试验项目
菌落形成单位数（ＣＦＵ／ｍＬ）

０ｈ ３ｈ
存活率

（％）

模拟胃液（ｐＨ值３．０） １．５０×１０８ １．９２×１０６ ７６．８５

模拟肠液（ｐＨ值６．８） １．５０×１０８ ３．６５×１０６ ８０．２６

２．７　屎肠球菌耐胆盐能力的测定结果
由表４可知，屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４在胆

盐浓度为０．３％情况下分别孵育１、３ｈ的存活率分
别为８３．１５％、７０．７４％；随着胆盐浓度由０．３％提高
至０．５％，屎肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４存活率分别
下降至５７．９７％、４６．７８％。说明胆盐可降低屎肠球
菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４的存活率，胆盐浓度越高影响
越大，但同时也说明，屎肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４
对０．３％胆盐具有较好的抵抗能力。

表４　屎肠球菌耐受胆盐能力测定

胆盐

浓度

（％）

卵育０ｈ菌落
形成单位数

（ＣＦＵ／ｍＬ）

卵育１ｈ 卵育３ｈ

菌落形成单位

数（ＣＦＵ／ｍＬ）
存活率

（％）
菌落形成单位

数（ＣＦＵ／ｍＬ）
存活率

（％）

０．０ １．５５×１０８ ２．０９×１０８ １０１．５８ ２．０４×１０８ １０１．４６

０．３ １．５５×１０８ ６．４６×１０６ ８３．１５ ６．２２×１０５ ７０．７４

０．５ １．５５×１０８ ３．６９×１０５ ５７．９７ ６．７８×１０３ ４６．７８

２．８　屎肠球菌耐高温能力的测定结果
由表５可知，在不同高温条件下处理 １５ｍｉｎ

后，以３７℃为对照，屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４在
５０～８０℃条件下，存活率由１０３．１０％下降至０，但
在６０℃中处理１５ｍｉｎ仍有８２．３５％的存活率，说明
屎肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４能在 ６０℃环境下生
长，而不能长时间耐受８０℃的高温。

表５　屎肠球菌耐高温能力测定

温度

（℃）
菌落形成单位数

（ＣＦＵ／ｍＬ）
存活率

（％）

３７ ３．８５×１０６ １００．００

５０ ６．１６×１０６ １０３．１０

６０ ２．６５×１０５ ８２．３５

８０ ０ ０．００

２．９　屎肠球菌对致病菌的体外抑菌能力测定结果
由表６可知，屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４对鼠

伤寒沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌的抑菌

圈直径分别为１３．１３、１７．１７、１２．０６ｍｍ。结果表明，
屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４对鼠伤寒沙门氏菌、大
肠杆菌、金黄色葡萄球菌均具有一定的抑制能力，

其中对金黄色葡萄球菌的抑菌作用最好。

表６　屎肠球菌体外抑菌试验

致病菌名称
抑菌圈直径

（ｍｍ）

鼠伤寒沙门氏菌 １３．１３

金黄色葡萄球菌 １７．１７

大肠杆菌　　　 １２．０６

　　注：牛津杯内径６ｍｍ，外径８ｍｍ。

３　讨论与结论

本研究从牛瘤胃内容物中分离到的分离菌株

ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４菌落凸起呈圆形、革兰氏染色呈
单个、成对或短链状排列的 Ｇ＋球菌。其抗逆性较
好，能在６．５％ ＮａＣｌ中生长，七叶苷试验、甘露醇产
酸、精氨酸水解酶、马尿酸钠水解均呈阳性，触酶试

验、运动性和Ｖ－Ｐ测定及山梨醇产酸阴性，可发酵
糖类等主要生物学表型符合肠球菌属特征。且分

离菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４１６ＳｒＲＮＡ测序结果与
ＮＣＢＩ基因库中收录的屎肠球菌基因序列相似度高
达９９％以上，结合形态学鉴定、生理生化试验和１６Ｓ
ｒＲＮＡ序列分析可判定 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４为屎肠
球菌。

对分离菌株进行安全性评估，是筛选分离菌株

作为益生菌或者微生态制剂基础候选菌株的前提，

而动物急性口服毒性试验是作为细菌安全性评估
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的基本试验［１５］。本研究连续 ７ｄ灌服屎肠球菌
ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４（１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ）的阳性对照组
小鼠与灌服生理盐水的空白对照组小鼠在观察期

间，其一般的体态特征、运动、饮食饮水也未发生明

显变化，表明屎肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４无致病
性，对动物可能是安全的，但为充分保证屎肠球菌

ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４在临床使用上的安全性，下一步
需进行动物亚急性毒性试验和慢性毒性试验，这结

果与王朝等的试验研究结果［１６］一致。

理想的益生菌或微生态制剂生产用菌株不但

应具有较好的生理功能还应具备良好的抗逆性，这

不仅可满足菌株在工业生产过程中需要大规模传

代复制的要求，也同时能保证菌株更容易在体内胃

肠道中存活及定殖，特别是抵抗消化道中胃酸和胆

盐的侵袭［１７］。体外试验在益生菌的益生特性评判

中，由于其准确性高、易于操作等优点，往往作为实

验室筛选优良菌株的基础工作。本研究分离鉴定

的屎肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４从４ｈ开始进入对
数增长期，并持续到１４ｈ，１４～１８ｈ进入稳定期，说
明该屎肠球菌生长繁殖速度较快，适合工业化生

产，是其作为益生菌制剂的一个优势。

动物胃肠道内环境复杂，胃肠道中低 ｐＨ值、高
胆盐环境能抑制微生物的生长，潜在的益生菌应具

有较强的耐酸、耐胆盐能力，还需要在肠道定殖并

达到一定的浓度后才能发挥益生作用［１８－１９］。屎肠

球菌作为动物肠道的一种常见兼性厌氧型乳酸菌，

肠道黏附能力和抗逆性较强［２０］，而乳酸菌在代谢过

程中本身能产乳酸，对低 ｐＨ值环境适应性强，一般
均可抵抗较低 ｐＨ值的环境［２１］。而在动物十二指

肠中，从肝脏中分泌出具有抑菌活性的胆盐对细胞

膜具有很强的破坏力，它的疏水作用可导致细胞膜

破裂和膜蛋白离解［２２－２３］，而小肠中的胆盐浓度一般

为０．０３％～０．３０％［２４］，所以益生菌要在肠道中黏附

和定殖，不仅需要承受低 ｐＨ值环境，还需要能够耐
受高渗透压的胆盐环境。徐淑琴等研究中藏羊源

屎肠球菌ＥＦ１－ｍｈ最低能耐受ｐＨ值 ＝２．０的酸性
环境，在０．３％的胆盐浓度下培养８ｈ后活菌数仍有
１００ＣＦＵ／ｍＬ［２５］。

沈中艳等研究显示，猪源屎肠球菌在 ｐＨ值 ＝
３．０的合成胃液中可存活３ｈ，在 ｐＨ值 ＝１．５的合
成胃液中可存活 ３ｍｉｎ，而最高耐胆盐浓度为
３０％［２６］。Ｚａｇｈｌｏｕｌ等的研究显示，海洋源屎肠球菌
ＥＡ９在 ｐＨ值 ＝３的条件下孵育 ４ｈ的存活率为

８３％，在０１％、０．３％的胆盐浓度中持续培养２４ｈ
后的存活率分别为７９．７％、６０．０％［２７］。因此，屎肠

球菌可通过胃存活下来的可能性较大，具有良好的

耐酸性，耐胆盐能力，从而顺利进入肠道定殖发挥

益生作用。本研究中，屎肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４
分别在模拟胃液（ｐＨ值３．０）和模拟肠液（ｐＨ值６８）
中孵育３ｈ后，存活率分别为７６．８５％、８０．２６％，其菌
落形成单位活菌数从１０８ＣＦＵ／ｍＬ降至１０６ＣＦＵ／ｍＬ，
说明本研究中的屎肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４无论
对模拟人工胃液还是模拟人工肠液，均具有较好的

耐受能力，该菌株能够经受胃肠道消化液的抑制而

发挥作用，而在胆盐浓度为０．３％情况下分别孵育
１、３ｈ，存活率分别为８３．１５％、７０．７４％，其菌落形成
单位活菌数从 １０８ＣＦＵ／ｍＬ分别降至 １０６ＣＦＵ／ｍＬ
和１０５ＣＦＵ／ｍＬ，表明屎肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４
对０．３％胆盐具有较好的抵抗能力。骆海龙等对细
菌适应胆盐胁迫的机制进行综述，认为细菌可通过

形成生物膜、修复受损的蛋白质、调整能量代谢途

径与方式、修复与维持细胞膜完整性，利用特定的

泵出系统将进入细菌细胞内的胆盐成分排至胞外

等产生对胆盐的抵抗能力［２８］。

商品化的益生菌在生产、运输过程中可能会面

临特殊的环境，如温度变化等。作为饲用微生态制

剂时，饲料制粒过程中的高温对细菌的活菌数影响

也很大，所以菌株的耐热能力也需要被考虑。蔡爽

等在５株猪源屎肠球菌对温度的耐受性试验研究中
指出，不同屎肠球菌菌株对温度的耐受具有差异

性，经过６０℃热处理１０ｍｉｎ后，５株菌株均可稳定
的存在，经过８０℃热处理１０ｍｉｎ后，只有１株菌株
稳定存在［２９］。本试验中屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４
在６０℃水浴中孵育１５ｍｉｎ后仍有８２．３５％的菌株
存活率，８０℃水浴中孵育１５ｍｉｎ后活菌数为０，说
明屎肠球菌 ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４可耐受６０℃高温，
而不能长时间耐受８０℃的高温，在后期的益生菌制
剂开发过程中可采用真空冷冻干燥或者胶囊包被

技术可以提高活菌数。

屎肠球菌在生长过程中能产有机酸、细菌素等

特殊物质，这些物质具有抑制其他细菌生长、繁殖

的能力［３０］。本研究利用牛津杯法测定屎肠球菌

ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４对大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、
金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径分别为 １２．０６、
１３１３、１７．１７ｍｍ，表明屎肠球菌ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４
对大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、金黄色葡萄球菌均
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具有一定的抑制能力。其结果与王朝等的研究结

果［１６，２６］一致。

综上所述，本研究从牛瘤胃内容物中分离鉴定

出 １ 株 益 生 性 能 良 好 的 牛 源 屎 肠 球 菌
ＧＸＮＮ２０２１０３２０－４，其生长性能良好，对动物无致
病性，具有良好的益生特性和抑菌作用，可作为益

生菌株进一步开发和应用。
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