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婴儿粪便中乳酸菌的分离鉴定及其 

对小鼠腹泻的治疗作用 
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摘要：从健康婴儿新鲜粪便中分离纯化出 6 株产酸能力强的革兰氏阳性菌，并对其进行了体外抑菌试验研究。筛选出对致腹泻

性大肠杆菌（O78、O88、O149）均具有良好抑制作用的 3个菌株，经过生理生化试验以及 16S rRNA 分析的鉴定，表明 3株均为干

酪乳杆菌(Lactobacillus casei)。然后，挑选一株对致病性大肠杆菌抑菌性最强的菌株进行小鼠和鸡的攻毒试验，其结果表明该菌株安

全无毒，且能适当提高动物的料肉比，起到一定的预防和治疗腹泻的作用。 
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Abstract: Six Gram-positive bacteria with strong acidogenicity were separated and purified from fresh feces of healthy babies, and their 

bacteriostasis in vitro were tested. Three strains with high inhibition effect on diarrhoeic Escherichia coli (O78, O88 and O149) were screened. 

The results of biochemical identification and 16S rRNA comparison analysis showed that all the three screened strains were Lactobacillus casei. 

The challenged test in mice and chickens by one strain with strongest inhibition on pathogenic E. coli showed that the strain was safe, nontoxic 

and appropriately improved the animal feed conversion rate, which can used for prevention and treatment of diarrhea effect. 
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禽畜腹泻是畜牧业生产中常见的强传染病之一，

对集约化养殖业危害极大。当前，最常用的治疗法是

使用抗菌药物，其见效快的特点使抗菌药物倍受推崇，

然而由于其易破坏肠道正常菌群、增加感染性、提高

细菌耐药性，另外，抗生素的残留还会污染食品、间

接危害人类的健康。由此，研究和开发无毒、无副作 
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用和无残留的环保功能性药品，已然成为畜牧业发展

的要点。 

乳酸菌是畜禽肠道内主要的正常菌群，许多研究

证明乳酸菌可以产生多种多肽类抗菌素，这些抗菌素

可以抑制沙门氏菌、志贺氏菌、葡萄球菌、变形杆菌、

绿脓杆菌和大肠杆菌等的生长，并且对寄生虫和革兰

氏阴性菌具有选择性抑制作用，对革兰氏阳性菌则不

产生抑制作用[1]。经研究发现，乳酸菌在体内发酵乳

糖时，产生大量乳酸、乙酸，pH值下降，肠内处于酸

性环境，不但对致病菌，如志贺氏菌、沙门氏菌、大

肠杆菌、伤寒杆菌、葡萄球菌等致病菌有拮抗作用。

同时，低 pH值有利于肠道蠕动，维持正常生理功能，

阻止致病菌的增殖。另外，乳酸菌会通过抗菌性的蛋

http://www.cnki.net/kcms/detail/%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20search.aspx?dbcode=CJFQ&sfield=kw&skey=diarrhoeic+Escherichia+coli
http://www.cnki.net/kcms/detail/%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20%20search.aspx?dbcode=CJFQ&sfield=kw&skey=purification
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白质或者肽来阻碍有害菌的生成[2]。1998 年 AAFCO

年鉴公布了 43种可用作益生素的菌种，其中半数以上

是乳酸菌(Lactic acid baciteria)[3]。可见乳酸菌在益生菌

制剂的研究和生产中扮演着重要的角色。范先超等[4]

报道，添加益生素可明显提高仔猪的日增重、降低料

肉比、提高经济效益，具有恢复微生态平衡，达到预

防疾病的目的，能有效地预防仔猪腹泻。牛饲喂乳酸

杆菌制剂后，腹泻发病率可减少 27%~37%[5]。王平等
[6]在仔猪初生时即投喂乳酸菌 TPY-211 口服液，结果

表明：对防治 7 日龄内仔猪腹泻有明显效果。 

本研究旨在从健康婴儿的新鲜粪便中，分离出在

体外表现对致腹泻大肠杆菌具有良好抑制作用的乳酸

菌。通过动物实验，以处于正常生理状态下的昆明小

鼠和鸡为实验动物，通过对胃灌乳酸菌和大肠杆菌，

观察其生长状况，验证该菌株对肠道微生物菌系的调

节作用。为进一步开发应用于防治猪腹泻性疾病的微

生态制剂提供有力的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要仪器和试剂 

仪器：超净工作台（苏州安泰空气技术有限公司）；

立式压力蒸汽灭菌器（江阴滨江医疗设备有限公司）；

生化培养箱（上海博讯实业有限公司医疗设备厂）；电

子显微镜（日本奥林巴斯株式会社）；pH计（梅特勒-

托利多仪器有限公司）；电子精密天平（梅特勒-托利

多仪器有限公司）；恒温培养振荡器（上海世平实验设

备有限公司）；移液枪（艾本德国际贸易有限公司）。 

试剂：蛋白酶（TAKARA公司）；溶菌酶（Sigma

公司）；HiFi Taq 聚合酶（invitrogen 公司）；DNA 纯

化回收试剂盒（天根生化科技（北京）有限公司）；

DNA Marker（TAKARA公司）。 

1.1.2  样品和试验动物 

样品：采自健康婴儿的新鲜粪便。 

试验动物：健康且体形相近的雌性 5 周龄昆明小

鼠 40 只，种蛋鸡 30 羽。 

1.1.3  菌种和培养基 

菌种：大肠杆菌 O78、O88 以及 O149 由本试验

室保藏，均为致动物腹泻的菌株。 

培养基：MRS 培养基（培养增值乳酸菌）；肉汤

培养基（培养大肠杆菌）；营养琼脂（抑菌试验）；PY

基础培养基、可溶性淀粉培养基、明胶基础培养基、

磷酸葡萄糖肉汤培养基、H2S 培养基、糖(葡萄糖、D-

果糖、乳糖、D-半乳糖、麦芽糖、D-木糖、海藻糖、

山梨醇、甘露醇、水杨苷、七叶灵)发酵培养基（菌种

鉴定）；EMB琼脂培养基（鉴定大肠杆菌）。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌株的分离纯化 

称取 1 g 均质后的新鲜婴儿粪便，至装有玻璃珠

的 100 mL无菌生理盐水中充分摇匀，取 1 mL稀释液

于装有 9 mL 无菌生理盐水的试管中进行稀释，分别

吸取稀释度分别为 10-5、10-7和 10-9 的溶液各 1 mL于

培养皿中，分别倒入含1.5% CaCO3的 MRS 固体培养

基，轻轻摇匀，待凝固后置于 37 ℃培养箱恒温培养

48~72 h。挑取光滑、凸圆、边缘完整、颜色呈乳白色

以及溶钙圈（或透明圈）较大的菌落于试管中培养 24 

h。反复进行分离纯化 2~3 次后，挑取疑似乳酸菌生

长特征的菌落进行后续验证试验。 

1.2.2  抑菌实验 

试验菌株按种量 2% (V/V)接种于 MRS 液体培养

基中，静置培养 18~24 h。同时，将三株大肠杆菌指

示菌按种量 2% (V/V)接种于肉汤培养基中，振荡培养

12 h 后，将 5 mL 三株大肠杆菌培养液分别加入 100 

mL 营养琼脂中，充分摇匀后倾注于培养皿。待凝固

后，用无菌打孔器打孔，往孔里加入试验菌株培养液

100 µL，37 ℃恒温培养 8 h 后测量抑菌圈直径。 

判定标准为：抑菌圈直径 4 mm 判定为不敏感。

抑菌圈直径 5~10 mm 判定为低度敏感。抑菌圈直径

11~15 mm 判定为中度敏感。抑菌圈直径大于 15 mm

判定为高度敏感。 

1.2.3  菌种的鉴定 

1.2.3.1  革兰氏染色镜检观察菌体形态 

挑取形态各异的菌落，参照文献[7]进行革兰氏染

色，并观察其显微形态。对验证为革兰氏阳性菌进行

后续的进一步试验。 

1.2.3.2  乳酸发酵 

(1) 接种革兰氏阳性菌到 MRS液体培养基，37 ℃

恒温下培养 24 h； 

(2) 用移液枪无菌吸取发酵液 10 mL，注入空试

管中； 

(3) 加入10% H2SO4 1 mL，再加入 2% KMnO4 约

1 mL，此时乳酸即转化为乙醛； 

(4) 每试管分别取 1 条滤纸条，在含氨的硝酸银

溶液中浸湿，横搭在试管口上； 

(5) 将试管徐徐加热至沸腾，使乙醛挥发，如管

口滤纸变黑，即证明有乳酸生成。 

上述试验每株菌作2 个平行试验。 

1.2.3.3  生理生化试验 

挑取乳酸发酵反应为阳性的菌种至相应的培养基

中，进行过氧化氢酶试验、需氧试验、运动性检查、
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明胶液化试验、V-P 试验、硫化氢试验、淀粉水解试

验、糖醇苷发酵试验（葡萄糖、D-果糖、乳糖、D-半

乳糖、麦芽糖、D-木糖、海藻糖、山梨醇、甘露醇、

水杨苷、七叶灵）。 

1.2.3.4  16S rRNA的分析和进化树的构建 

基因组 DNA 的提取：采用改进的 CTAB 法[8]提

取菌株基因组 DNA。 PCR 反应扩增目的片段：由

TAKARA 公司合成：上游引物：5’-AGAGTTTG 

ATCCTGGCTCAG-3’；下游引物：5’-CTACGGCTA 

CCTTGTTACGA-3’[9]，进行 16S rRNA基因的扩增。

16S rRNA基因片段的纯化回收与测序：使用 DNA纯

化回收试剂盒回收纯化目的片段，由华大基因生物技

术有限公司进行测序。利用 BLAST 软件将拼接后的

结果与 GenBank 数据库进行序列比对，进行同源性分

析，构建进化树。 

1.2.4  动物试验 

1.2.4.1  测定生长曲线 

分别培养三株大肠杆菌和抑菌能效最高的新分离

乳酸菌，测定培养液 600 nm 下的OD 值，以OD 值为

纵坐标，时间为横坐标，绘制生长曲线[10]。从而界定

菌株进入对数生长期的时间。 

1.2.4.2  配制灌胃液 

观察上述灌胃乳酸菌和攻毒致病菌的生长曲线，

在菌株从对数期刚进入稳定期时，用平板菌落计数法

计算出该时间点的活细菌数，然后用生理盐水将该培

养液调节为 109 cfu/mL的浓度。 

1.2.4.3  攻毒试验 

(1) 小鼠试验 

表 1 小鼠攻毒试验分组 

Table 1 Groups for the challenged test in mice 

组名 试验内容 
数量 

/只 

每只灌胃 

液体积/μL 

阴性对照组 只灌入生理盐水 10 200 

阳性对照组 只在试验前三天灌入大肠杆菌 10 200 

试验 I 组 
试验前三天灌入大肠杆 

菌,后四天灌入乳酸菌 
10 200 

试验 II 组 
试验前四天灌入乳酸 

菌,后三天灌入大肠杆菌 
10 200 

实验为期 7 d，按照表 1 设计的方案进行灌胃，灌

胃前 2 h 禁食，灌胃后1 h正常饲养；每天固定时间灌

胃一次；并观察和记录小鼠健康情况、日采食量、体

重、死亡时间、死亡数，计算死亡率、成活率、料肉

比。粪便取样，利用稀释倒平板法，测定粪便中乳酸

菌和大肠杆菌的数量。 

 

(2) 鸡试验 

试验分组：试验前预饲期 3 d，实验为期 28 d，开

始时测定每组鸡的初始体重，结束时测定终末体重，

并以“栏”为单位记录采食量。按照表 2 设计的方案进

行灌胃，每天固定时间灌胃一次，并观察和记录鸡只

健康情况、日采食量、体重、死亡时间、死亡数，计

算死亡率、成活率。 

表 2 试验设计 

Table 2 Groups for the challenged test in chicken 

组名 试验内容 
数量 

/羽 

每只使用灌胃

液体积/mL 

阴性对照组 只灌入生理盐水 10 3 

阳性对照组 
在试验的第 4 天开始灌入 

大肠杆菌,直到试验终止 
10 3 

试验组 
在试验的第 4 天开始灌入大肠杆

菌和乳酸菌,直到试验终止 
10 3 

2  结果与分析 

2.1  抑菌试验结果 

经过反复分离纯化，结合镜检结果，初步分离出

四株革兰氏阳性、产酸能力强的疑似乳酸菌株，分别

命名为 Lac1、Lac2、Lac3、Lac4、Lac5 和 Lac6（以

下简称 L1、L2、L3、L4、L5 和 L6）。将这些菌株与

三株大肠杆菌作抑菌试验，其抑菌效果如表 3。 

表 3 不同菌株培养液对 3种大肠杆菌的抑菌圈直径 （mm） 

Table 3 Inhibition zone diameters of the lactic acid bacteria to 

three E. coli strains 

试验菌株 大肠杆菌(O78) 大肠杆菌(O88) 大肠杆菌(O149) 

L1 9.1 10.3 12.4 

L2 23.6 24.1 16.8 

L3 16.7 18.4 16.2 

L4 23.5 22.6 23.9 

L5 22.2 20.6 23.7 

L6 22.5 23.6 23.7 

注：表中的抑菌圈直径为3 次平行试验的平均值表示。 

由表 3 可以看出，6 菌株对 3 种不同大肠杆菌均

有一定的抑制作用。其中 L4、L5、L6 对大肠杆菌的

抑菌效果最好，抑菌圈直径在均>20 mm，其抑菌圈直

径由大到小依次为 L4>L6>L5。因此挑选 L4、L5、L6

菌株作进一步的菌种鉴定。 

2.2  菌种鉴定结果 

2.2.1  镜检 

对 L4、L5、L6 菌株进行镜检，其结果如图1。 
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L4 

 

L5 

 

L6 

图 1 镜检图（L4、L5、L6） 

Fig.1 Morphological observation of the lactic acid bacteria 

表 4 生理生化鉴定结果 

Table 4 Physiological and biochemical identification of the 

lactic acid bacteria 

试验项目 L4 L5 L6 

乳酸定性试验 + + + 

过氧化氢酶试验 - - - 

明胶液化试验 - - - 

V-P 试验 - - - 

硫化氢试验 - - - 

淀粉水解试验 - - - 

葡萄糖酵解产酸 + + + 

葡萄糖酵解产气 + + + 

麦芽糖酵解产酸 + + + 

纤维乙糖酵解产酸 + + + 

果糖酵解产酸 + + + 

木糖酵解产酸 - - - 

乳糖酵解产酸 + + + 

半乳糖酵解产酸 + + + 

蔗糖酵解产酸 + + + 

海藻糖酵解产酸 - - - 

甘露醇酵解产酸 + + + 

山梨醇酵解产酸 + + + 

水杨苷酵解产酸 + - + 

七叶灵酵解产酸 + + + 

注：阳性用“+”表示，阴性用“-”表示。 

观察显微形态，结果显示 L4、L5、L6 的显微形

态比较相似：呈杆状，两端圆，无芽孢，无鞭毛，单

生或成对或成链出现；菌落形态：菌落白色，凸起，

表面光滑，细密，菌落边缘齐整，是乳杆菌的典型特

征[11]。 

2.2.2  生理生化试验 

结合糖醇类发酵试验结果（表 4）、显微形态和菌

落特征以及生化试验等结果，对照《伯杰氏细菌鉴定

手册（第九版）》[11]和《常见细菌系统鉴定手册》[12]，

综合判定：L4、L5、L6 均为干酪乳杆菌(Lactobacillus 

casei)。 

2.2.3  16S rRNA遗传学鉴定 

以 L5菌株的基因组 DNA为模板，使用 16S rRNA

通用引物进行 PCR 扩增，得到约 1.5 Kb 的特异性扩

增产物，测序结果表明：片段长为1502 bp，将该序列

在 GenBank 上应用 BLAST 程序与数据库中已有的同

属不同种的乳酸菌 16S rRNA部分序列进行同源性分

析。结果表明，本序列与登录号 CP001084.1、

AB531131.1、AB008205.1 等前 26 株干酪乳杆菌

(Lactobacillus casei)的同源性为 100%~99.87%，如图

2。 

 
图 2 L5 的进化树图 

Fig.2 Genealogical tree of the lactic acid bacterium L5 

由形态学、生理生化特征和 16S rRNA基因比对

结果，将 L4 菌株鉴定为干酪乳杆菌，命名为

(Lactobacillus casei SCAU6)。 

2.3  动物试验结果 

2.3.1  生长曲线 

三株大肠杆菌和抑菌能效最高的新分离乳酸菌的

生长曲线图如下： 

由图3 可知，3 种大肠杆菌 O78、O88、O149分

别培养 10 h、10 h、13 h 后进入对数生长期。而新分

离纯化的乳酸群则在经过15 h的培养后进入了对数生

长期。利用这时间点的菌株进行动物试验。 
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图 3 菌株生长曲线图 

Fig.3 Growth curves of the E. coli strains and the lactic acid bactiera 

注：a-O78 大肠杆菌生长曲线；b-O88 大肠杆菌生长曲线；c-O149 大肠杆菌生长曲线；d-乳酸菌生长曲线。 

 
图 4 小鼠料肉比变化曲线图 

Fig.4 Time course of meat-feeding stuff ratio of the mice 

2.3.2  小鼠试验 

结合图 4 和表 5 可以看出： 

a.阴性对照组：虽然7 d里小鼠摄食量都出现波动，

但变化不大，小鼠活动正常。 

b.阳性对照组：在攻毒大肠杆菌之后，小鼠摄食量

都减少，体重减轻快。后来，小鼠依靠自身的抵抗力，

逐渐获得体重的上升，料肉比也变得平缓了。 

c.试验I组：料肉比曲线的前半段与阳性对照组的

一致，而后半段比阳性对照组提前获得了稳定的、较

低的料肉比，这也证明了，小鼠在灌入乳酸菌后能有

助于机体抵抗力。 

表 5 大肠杆菌攻毒期间小鼠生长状况 

Table 5 Growth of the mice in the challenged test 

喂养时间/d 阴性对照组 阳性对照组 试验I组 试验II组 

1 
外表皮毛眼睛等 

正常，活动正常 

6只发病，皮毛散乱，眼部出现脓

肿症状，排泄部位有东西堵塞 

有4只眼睛红肿，其 

它活动正常 

外表皮毛眼睛等 

正常，活动正常 

2 健康正常 全部相继发病，有1只病死 全部相继发病 健康正常 

3 健康正常 3只病情有所好转，其它仍不好 2只好转，其它仍不好 健康正常 

4 健康正常 没太大变化 5只好转 
3只发病，皮毛散乱，眼部出现

脓肿症状，排泄部位有东西堵塞 

5 健康正常 5只病情有所好转 7只好转 发病鼠有所好转 

6 健康正常 有6只病的好转，眼部红肿消失 大部分正常 大部分正常 

7 健康正常 没太大变化 大部分正常 大部分正常 

死亡率/% 0 10% 0 0 
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d.试验II组：料肉比曲线的前半段低而平缓，说明

小鼠在灌入乳酸菌后，摄食量提高了，体重也容易增

加，呈现良好的健康状态；后半段因灌入大肠杆菌而

出现一小峰，但很快受到控制，比阳性对照组愈合得

快。 

表 6 攻毒致病菌不同时期小鼠粪便的乳酸菌含量 (cfu/g) 

Table 6 Lactic acid bacteria contents in dung of the mice in the 

challenged test 

饲喂 

时间/d 

阴性对 

照组 

阳性对 

照组 
试验 I 组 试验 II 组 

0 2.71×105 2.46×106 1.92×106 3.62×105 

4 1.42×106 2.20×105 1.65×107 2.17×107 

7 1.67×107 1.7×105 5.46×107 8.13×106 

表 7 攻毒致病菌不同时期小鼠粪便的大肠杆菌含量 (cfu/g) 

Table 7 E. coli contents in dung of the mice in the challenged 

test 

饲喂 

时间/d 

阴性对 

照组 

阳性对 

照组 
试验 I 组 试验 II 组 

0 1.96×108 3.56×108 2.67×108 2.98×108 

4 5.83×108 8.72×108 3.96×105 4.97×106 

7 7.12×107 1.96×107 1.42×105 3.61×105 

从表 6 和表 7 可以看出，实验进行前小鼠肠道内

原来就存在一定数量的乳酸菌和大肠杆菌，乳酸菌较

少，大肠杆菌较多。 

a.阴性对照组：乳酸菌在小鼠体内呈增加趋势，

大肠杆菌呈降低趋势，小鼠正常。 

b.阳性对照组：乳酸菌逐渐减少，大肠杆菌增加

迅速，大部分小鼠发病，甚至死亡。 

c.试验 I 组：乳酸菌呈增加趋势，大肠杆菌呈降

低趋势，小鼠正常。 

d.试验 II 组：乳酸菌先是增加，攻毒致病菌后出

现降低趋势，而灌入大肠杆菌后其数量不会快速攀升，

继而趋向稳定，维持在一个较低水平。 

综上判断，本实验的乳酸菌对大肠杆菌在小鼠试

验上具有一定的治疗效果。 

2.3.3  鸡试验 

3 组鸡的死亡率为 0%。阴性对照组：其健康状况

一直保持良好，料肉比比较平缓而逐渐升高。阳性对

照组：鸡在连续灌入大肠杆菌的第 18 d 前，一直有明

显出现腹泻现象，且食欲降低，体重下降快，料肉比

升高快。直到第 18 d后，其症状出现逐步舒缓。试验

组：鸡在连续灌入大肠杆菌和乳酸菌的第 12 d前，有

出现腹泻现象，伴有轻微的食欲降低，体重下降了，

料肉比升高。直到第 18 d后，鸡基本恢复正常。综上

判断，本实验的乳酸菌对大肠杆菌有一定的治疗效果。 

3  结论 

3.1  对于那些由抗生素引起的顽症和毒副作用,临床

医学界主张采用生物防治方法，即以菌治菌，调整肠

道微生态环境，重新建立起肠道正常菌群的平衡，保

证机体正常的生理功能，达到防病、治病、保健、延

年益寿的目的。用活乳酸杆菌制剂防治细菌性疾病，

在选择性清除体病原菌的同时，发挥免疫激活作用，

调节微生态平衡，提高机体非特异性抗感染能力，具

有防治兼备的功效。更重要的是它不同于传统化学药

物对病原体生理代谢的某一环节进行干扰或阻断的作

用方式，因而不会产生抗药性，更不存在制剂的残留。 

3.2  乳杆菌在预防肠道疾病及治疗腹泻方面有着重

要意义。乳杆菌通过磷壁酸与肠粘膜上皮细胞形成一

个生理屏障，提高定植阻力，对致病菌和条件致病菌

的入侵有拮抗作用[13]。干酪乳杆菌可以增强肠道上皮

细胞的屏障层从而阻止病原穿越上皮细胞乳酸杆菌在

消化道内生成致密性膜菌群，形成微生物屏障，且乳

酸杆菌具有促进上皮细胞修复功能，这样，一方面抑

制消化道粘附病原菌、中和毒性产物，防止毒素和废

物的吸收，另一方面提高上皮细胞对病原的抗侵袭力。

动物在生病、受到创伤时，肠道的通透性会增加，结

果导致抗原穿越上皮细胞而造成损害[14]。本试验 II 组

中经连续 4 d 灌入活性干酪乳杆菌后的小鼠抵抗大肠

杆菌的能力增强了，即便后来不再添加干酪乳杆菌仍

然可以产生保护力。 
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