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摘要：通过厌氧培养法从酒窖底泥中分离得到 %! 个菌株，生理生化实验和 %&’ ()*+ 序列分析鉴定出 , 株丁酸梭

菌。选取丁酸梭菌菌株 -% 研究了其生长特性和安全性，体外研究表明其具有较强的耐酸、耐胆汁和耐抗生素能

力，并能显著抑制常见肠道致病菌的生长，具有作为饲用微生态制剂应用的潜力。
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丁酸梭菌，即酪酸梭菌，是 %/"" 年由日本千叶

医科大学宫入近治博士首先发现并报告的，因此又

名宫入菌。日本最初将其用作整肠剂，广泛用于肠

道菌群失调，急慢性腹泻，肠易激综合症，抗生素相

关性肠炎等疾病的治疗；现也将其用于畜禽饲料添

加剂替代抗生素，发挥防病促长的作用。丁酸梭菌

形成内生芽孢，具有耐高温、耐酸、耐胆盐、耐部分抗

生素等特性，作为饲料添加剂和兽药，与非芽孢类

活菌制剂相比，具有更为广阔的应用前景［% Y ,］。

由于耐药性问题，抗生素在饲料中应用受到严

格的限制，动物微生态制剂被认为是取代抗生素最

具潜力的发展方向。丁酸梭菌产生内生芽孢，在生

产加工和储藏过程中优势明显，在饲料工业中的应

用前景非常诱人（孔清 S 浙江大学博士学位论文 S
,##&）。近年来国内对丁酸梭菌的研究多集中在医

学方面，饲料方面的研究也逐渐升温，菌种多分离自

人和动物肠道，许多其它环境的潜在优良菌株还有

待发现。本研究中，作者从酒窖底泥中分离得到性

状优良的丁酸梭菌，并在体外研究了其耐酸、耐胆

盐、耐抗生素和拮抗致病菌特性，为丁酸梭菌的分离

应用提供了一定依据。

: 材料与方法

:;: 实验材料

:;:;: 样品采集：湖北省劲牌酒业有限公司刘仁八

镇基酒基地酒窖底泥。

:;:;< 菌种：猪大肠杆菌（@</7$"./7.# /)1.）ZWW 和肠

炎沙门氏菌（ !#1?)4$11# @4"$*.".>.<）>!=9 由华中农业

大学农业微生物国家重点实验室提供。

:;:;= 培养基：梭菌增殖培养基（[V? 培养基）：酵

母浸膏 " ;、牛肉浸膏 %# ;、胰蛋白胨 %# ;、葡萄糖

1 ;、可溶性淀粉 % ;、氯化钠 1 ;、三水合乙酸钠 " ;、
半胱氨酸盐酸盐 #01 ;、#01\美蓝 #0, KB、琼脂 %01
;（固体培养基时用）、蒸馏水 %### KB；调节 L= $0% ]

·$!#%·,##$ 年 "!（&） 微 生 物 学 通 报





表 ! 分离菌种的培养特征和显微形态

菌株

编号
产气 产酸 形态（!"#） 形态（"$#）

好氧

培养

%& ’ ’ 杆状、无芽孢 杆状、无芽孢 (

%! ’ ’ 杆状、无芽孢 杆状、无芽孢 (

%) ’ ’ 杆状、无芽孢 杆状、无芽孢 (

*&! ’ ’ 杆状、次端生芽孢 杆状、无芽孢 (

*! ’ ’ 杆状、端生芽孢 杆状、端生芽孢 ’

*)! ’ ’ 杆状、次端生芽孢 均为次端生芽孢 (

+& ’ ’ 杆状、端生芽孢 均为芽孢 ’

+!! ’ ’ 杆状、次端生芽孢 杆状、次端生芽孢 (

+) ’ ’ 杆状、无芽孢 杆状、无芽孢 (

+"! ’ ’ 杆状、次端生芽孢 杆状、次端生芽孢 (

+, ’ ’ 杆状、无芽孢 杆状、无芽孢 (

+- ’ ’ 短杆状、无芽孢 短杆状、无芽孢 (

+. ’ ’ 短杆状、无芽孢 杆状、无芽孢 (

+$ ’ ’ 杆状、无芽孢 杆状、无芽孢 (
注：’ 实验结果阳性，( 实验结果阴性，! 实验结果与要求相符，进

行后续实验。

"#!#$ 分离菌株 &-/ 012% 序列分析鉴定：将得到

的 " 组序列在 2+*3 数据库中进行 &-/ 012% 序列同

源性分析，菌株 *&、*) 与 ! 4 "#$%&’(#) 的同源性分

别达 &556、776，均属于梭菌属群!丁酸梭菌种。

"#" 丁酸梭菌的生长特性

分离时发现菌株 *& 的生长速度显著快于 *)，

应用潜力更大，选取 *& 进行后续实验。

"#"#! 生长温度：菌株 *& 在 !58 9 "&8范围内生

长，最适生长温度 )58 9 ).8，其中 ).8生长最佳。

"#"#" 菌株 *& 的生长曲线和 :; 曲线：菌株 *& 在

<+= 培养基中生长良好，生长曲线和 :; 曲线见图

&，可知菌株 *& 在 <+= 培养基中 )# 9 "# 进入对数

生长期，菌数急剧上升，代谢产生酸性物质使培养基

:; 值也随之急速下降，对数生长期维持约 $# 后进

入稳定期，此后菌数不再增加，:; 值稳定在 ">- 9
">.。

表 " 分离菌种的生理生化鉴定实验结果

菌株编号 明胶液化 淀粉分解 蜜二糖分解 松三糖分解 石蕊牛乳实验

*&! ( ’ ’ ( 还原石蕊，凝固牛乳，凝块碎裂不消化

*)! ( ’ ’ ( 还原石蕊，凝固牛乳，凝块碎裂不消化

+! ’ ’ ( ( ?

+" ’ ’ ( ( ?

注：’ 实验结果阳性，( 实验结果阴性，?未进行实验，!该菌株生理生化鉴定为丁酸梭菌。

图 & 菌株 *& 的生长曲线和 :; 曲线

"#$ 丁酸梭菌的安全性评价

在急性毒性试验中，所有小鼠均未出现中毒和

死亡现象。说明丁酸梭菌 *& 急性毒性试验最大耐

受剂量 =@1 A &,555 BC?DC，根据分级标准，该菌株为

无毒物质。

"#% 耐药性实验

实验结果见表 )，结果表明菌株 *& 对氨苄青霉

素、硫酸链霉素、红霉素、氯霉素敏感，对庆大霉素、

卡那霉素耐受能力较强，可以在临床上与其并用。

表 $ 丁酸梭菌 &! 耐抗生素实验结果

抗生素名称（浓度） 生长情况 抗生素名称（浓度） 生长情况

氨苄青霉素（&5"C?BE） ( 氯霉素（&5"C?BE） (

硫酸链霉素（&5"C?BE） ( 庆大霉素（&5"C?BE） ’ ’

硫酸链霉素（!,"C?BE） ( 卡那霉素（&,"C?BE） ’ ’

红霉素 （&,"C?BE） ( 卡那霉素（)5"C?BE） ’

红霉素 （)5"C?BE） (

注：”’ ’ ”生长良好，”’ ”生长微弱，”( ”不生长。

"#’ 耐酸性实验

饲料经口进入动物体内的第一道屏障是酸性较

强的胃液，成年猪胃内的正常 :; 值 ! 9 )>,，仔猪因

胃内盐酸分泌不足，其 :; 值在 ) 9 ,［- 9 .］。因此外源

的益生菌要想在肠道中发挥作用，必须先经受胃中

酸性环境的考验。表 " 为丁酸梭菌 *& 耐酸性实验
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结果。从表中可以看出该菌株耐酸性能极好，在 !"
为 # $ % 时几乎不受影响。

表 ! 丁酸梭菌 "# 对低 $% 值的耐受实验结果

耐受时间（&）
!" 值（’() *+,-./）（存活率）

012 #12 %12

2& 3145（0226） 3145（0226） 3145（0226）

0& 31#7（726） 3147（87136） 3143（851%6）

#& 3100（4%1%6） 3147（87136） 3147（87136）

%& 7188（%#136） 3149（8%1%6） 3147（87136）

&’( 耐胆汁实验

猪小肠中的胆汁质量分数在 212%6 $ 21%6范

围内波动，而益生菌要到达并定植于猪肠道，必须对

胆盐有一定的耐受性［3］。表 9 为菌株 :0 耐胆汁实

验结果，表明该菌株耐胆汁能力较强，在 21%6以下

的胆盐中 #2& 存活 77196以上，在 2106以下胆盐

中几乎不受影响。

表 ) 丁酸梭菌 "# 对不同胆盐浓度的耐受情况

耐受时间（&）
猪胆盐浓度（’() *+,-./）（存活率）

2106 21%6 2196

2& 3145（0226） 3145（0226） 3145（0226）

0& 3147（87106） 3140（59136） 31%7（37136）

%& 3144（80156） 31%3（35176） 7188（%#136）

#2& 3149（846） 31%2（77196） 7157（#41%6）

&’* 肠道致病菌体外拮抗实验

丁酸梭菌 :0 与致病菌混合培养时，由第 #4 小

时开始，大肠杆菌 ;55 菌数显著低于单独培养，而

沙门氏菌 <4"= 在第 0# 小时时即显著低于单独培

养。到 45& 时，菌数差异均达 # 个数量级，说明丁酸

梭菌对这些致病菌有显著抑制作用。实验结果见图

#、图 %。

图 # 丁酸梭菌 :0 对大肠杆菌 ;55 的抑制作用

图 % 丁酸梭菌 :0 对沙门氏菌 <4"= 的抑制作用

+ 讨论

目前国内外用于益生菌的丁酸梭菌多以动物肠

道为分离源。多年来畅销日本的用于整肠药物的丁

酸梭菌 >?@A?B? 955 是由 ;=C)= >=DE=F= 博士从人的

粪便中分离得到的（孔青 G浙江大学博士学位论文 G
#227）。赵建新等 #22# 年从 %# 位健康人的粪便中

分离到 4 株丁酸梭菌［9］。由粪便中分离的丁酸梭菌

肠道适应性较好。吴衍庸在对泸州老窖微生物群落

的研究中发现酒窖窖泥中富集了大量的厌氧芽孢杆

菌、甲烷菌、丁酸菌和乳酸菌，特别是梭状芽孢杆

菌［00］。本实验从大冶劲酒酒窖底泥中分离的 04 株

菌种中有 4 株在 B*> 培养基中厌氧生长产芽孢，其

中 # 株鉴定为丁酸梭菌。说明酒窖底泥中含有较多

梭状芽孢杆菌。而且酒窖底泥中菌株已经经受了长

期筛选，对酸、热等逆境的抗性较强，有利于生产和

保藏。酒窖发酵生产白酒是中国特有的生产方式，

在我国分布极为广泛，对窖泥微生物资源的深入研

究，极有可能开发出具有良好应用价值的益生菌。

在分离菌株鉴定上，通过厌氧条件下产芽孢确

定为梭菌属，进一步通过芽孢位置和明胶液化实验

可以鉴定到群，在群内通过淀粉、密二糖、松三糖实

验鉴定到种［9］。最后通过 07H FIJA 同源性为基础

的系统学分析验证了上述鉴定结论。

动物微生态制剂必须具备耐受胃肠转运的能

力。黄俊等对 0 株饲用丁酸梭菌的耐酸耐胆盐实验

发现该菌在 !" %12 的培养基中 %& 存活率为 826，

在 0196猪胆盐培养基中 %& 存活率达 896［0#］。孔

青等研究丁酸梭菌 KL,*: 发现在 !" #12 培养基中

%& 存活率为 #9106，在 21%6猪胆盐培养基中处理

%& 存活率为 3#146（孔青 G浙江大学博士学位论文 G
#227）。本文中丁酸梭菌 :0 在 !" #12 的磷酸缓冲
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液中处理 !" 存活率为 #!$!%；在 &$!%猪胆盐中处

理 !" 存活率为 ’($)%；说明菌株 *+ 较其它分离菌

株更能耐受酸性环境，而对胆盐的耐受能力与其它

菌株相似，可能是菌株适应窖泥酸性环境的结果。

菌株 *+ 在培养基中 !" , -" 即进入对数生长

期，具有在肠道中快速繁殖的能力，可以很快发挥其

益生作用。丁酸梭菌 *+ 对庆大霉素、卡那霉素耐

受能力较强，临床上可以与其同时使用。体外抑菌

实验表明，丁酸梭菌 *+ 与大肠杆菌 .(( 和沙门氏

菌 /-01 共培养 -("，致病菌菌数比单独培养时降低

约 2 个数量级，显示出强烈的抑制有害菌的作用。

综上所述，丁酸梭菌 *+ 具有良好的益生作用，有作

为饲用微生态制剂应用的潜力。
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编辑部公告

中国科学院微生物研究所期刊广告部成立

中科院微生物研究所期刊广告部于 2&&’ 年 ! 月正式成立，已取得北京市工商管理局正式批准的广告经

营许可证（京海工商广字第 (+&’ 号）。广告部代理《生物工程学报》、《微生物学报》、《微生物学通报》、《菌物

学报》四个期刊的广告经营业务，此四种期刊均为中国自然科学核心期刊，国内外公开发行，主要报道微生

物学和生物技术领域的最新研究成果和研究动态，已被美国化学文摘（=X）、生物学文摘（*X）、医学索引

（:;YOPZ; ）、俄罗斯文摘杂志（XN）及《中国学术期刊文摘》、《生物学文摘》等等国内外著名数据库和检索期

刊收录，是促进国内外学术交流的重要科技期刊。

广告刊登内容主要包括大型生化仪器（如显微镜、离心机、色谱仪、无菌操作台、大、中、小型发酵罐）、设

备耗材（如 S=B 仪、细胞生物反应器、微量移液器、离心管、杂交膜）及生化试剂（如各种酶、载体、试剂盒）等
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