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摘要： 旨在筛选潜在高产纤维素酶的益生菌并探究其益生作用以期用于生产实践。 从绵羊肠道内容物中， 利用羧甲基纤维素钠 （ＣＭＣ－Ｎａ） 平板

筛选产纤维素酶菌株， 测定其纤维素酶活性， 筛选出目标菌株； 采用形态学分析、 生化试验和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析对目标菌株进行鉴定； 进一步

探究其生长曲线、 产蛋白酶及 α－淀粉酶能力、 抑制病原菌能力、 耐酸耐胆盐能力、 药物敏感性和宿主安全性。 结果： 从样品中筛选获得 ８ 株产

纤维素酶菌株， 根据透明圈和菌落直径比值以及纤维素酶活性筛选获得产纤维素能力最强的菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２， 其羧甲基纤维素酶活性为 １８􀆰 ６１ Ｕ ／ ｍＬ，
经鉴定为枯草芽胞杆菌； ＥＣＬ１􀆰 ２ 在培养 １２ ｈ 后进入对数生长期， 在培养 ２６ ｈ 时进入稳定期； 其蛋白酶和 α－淀粉酶活力分别为 ２􀆰 ０８ Ｕ ／ ｍＬ 和

１９􀆰 ７ Ｕ ／ ｍＬ； 可抑制大肠杆菌、 肠炎沙门菌和金黄色葡萄球菌的生长； 在 ｐＨ 值为 ２～７ 培养 ４ ｈ 及胆盐浓度为 ０􀆰 １％～０􀆰 ３％培养 ８ ｈ 条件下存活率

大于 ６０％， 具有一定耐酸耐胆盐性； 除对林可霉素低敏、 对庆大霉素中敏外， 对青霉素、 头孢唑啉、 克拉霉素、 诺氟沙星、 万古霉素、 利福平极

其敏感； 对小鼠器官和肠道无危害， 并能提高小鼠日增重和采食量。 综上， 枯草芽胞杆菌 ＥＣＬ１􀆰 ２ 可作为潜在益生菌。
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　 　 纤维素是一种广泛存在的可再生生物资源， 主要

存在于植物和谷物中。 使用纤维素降解酶利用纤维素

资源是当前的研究热点， 其对于工业和农业经济的发

展有极大的价值［１］。 分泌高效降解组合酶菌株的选

育是利用纤维素资源的关键， 直接从自然环境中筛选

菌株具有安全可靠性［２］。 目前， 在畜牧禽畜养殖行

业， 益生菌发酵饲料和发酵中药等被广泛用来提高饲

料利用率、 预防动物疾病、 提高生产性能、 增强动物

机体免疫和改善养殖环境等［３－７］。 益生菌发酵过程中

产生的纤维素胞外酶可以与底物作用， 使饲料营养成

分和中药有效成分大量释放， 所以产纤维素酶能力的

大小是进行发酵菌株筛选的主要指标。 芽胞杆菌具有

高产纤维素酶的能力， 能够在低 ｐＨ 值下存活， 次级

代谢产物在宿主体内发挥益生作用， 发酵产品在室温

下耐储存等优势， 因此被认为是最理想的微生物添

加剂［８－９］。
本试验从绵羊肠道中分离得到 ８ 株菌， 并从中筛

选出一株高产纤维素酶的芽胞杆菌菌株， 且对其产蛋

白酶和 α－淀粉酶能力进行了检测， 研究了其抑制病

原菌和耐酸耐胆盐能力和安全性， 为筛选有效利用纤

维素资源的益生菌奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

试验样品取自 １０ 月龄健康绵羊的盲肠和结肠内

容物， 液氮速冻后－８０ ℃保存； ４０ 只 ４ 周龄健康雌

性昆明小鼠购于河南实验动物中心。
ＣＭＣ－Ｎａ 固体培养基： ＣＭＣ－Ｎａ ５ ｇ、 酵母提取

物 ２ ｇ、 Ｋ２ ＨＰＯ４ １ ｇ、 琼脂 ２０ ｇ， 去离子水定容至

１ Ｌ； ＬＢ 培养基： 胰蛋白胨 １０ ｇ， 酵母提取物 ５ ｇ、
氯化钠 １０ ｇ 去离子水定容至 １ Ｌ （固体培养基需再添

加 ２０ ｇ 琼脂）。 琼脂、 蛋白胨、 酵母提取物均购自北

京奥博星生物技术有限责任公司； 葡萄糖、 可溶性淀

粉、 干酪素、 磷酸氢二钾等均购自国药集团化学试剂

有限公司； 福林酚购于北京索莱宝科技有限公司； 刚

果红、 复红染液购自郑州安图生物有限公司； ３， ５－
二硝基水杨酸 （ＤＮＳ） 试剂、 ＣＭＣ－Ｎａ、 牛胆盐、 枯

草芽胞杆菌生化鉴定管购自青岛海博生物有限公司；
细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自生工生物工程 （上
海） 股份有限公司； 药敏纸片购自杭州微生物有限

公司。
１􀆰 ２　 高产纤维素酶菌株的筛选

取采集的肠道内容物样本 １０ ｇ， 加入装有 ９０ ｍＬ
无菌生理盐水的锥形瓶中， 震荡混匀， ８５ ℃ 水浴

１０ ｍｉｎ， 倍比梯度稀释， 吸取 １０－４、 １０－５、 １０－６ 稀释

液 １００ μＬ 均匀涂布于 ＣＭＣ－Ｎａ 平板上， ３７ ℃ 培养

２４ ｈ 后选取单菌落纯化 ２ 代。 将分离菌株点种于

ＣＭＣ－Ｎａ 平板上， 做 ３ 个重复， 用超纯水做对照点，
３７ ℃培养 ２４ ｈ， 刚果红染色法染色后， 观察菌落周

围的透明圆， 测量透明圆直径 （ Ｈ） 与菌落直径

（Ｃ） 的比值。
将分离菌株接种至 ＬＢ 液体培养基， ３７ ℃ 培养

３６ ｈ， 离心取得上清液即为菌株的粗酶液。 采用董雪

丽［１０］ 的 ＤＮＳ 方法测定羧甲基纤维素酶 （ＣＭＣ 酶）
活力。 酶活定义： １ ｍＬ 液体酶在 ５０ ℃， 每分钟水解

ＣＭＣ－Ｎａ 底物， 产生相当于 １ μｇ 葡萄糖的还原糖量，
为 １ 个酶活单位 （Ｕ ／ ｍＬ）。 筛选出透明圆直径与菌

落直径的比值最大以及 ＣＭＣ 酶活性最高的菌株作为

目标菌株。
１􀆰 ３　 高产纤维素酶菌株鉴定

观察目标菌株在 ＬＢ 固体培养基上的菌落形态并

进行革兰染色镜检， 进行菌株形态学观察。 参照

《伯杰细菌鉴定手册》， 采用微量生化鉴定管进行菌

株生化特征分析。 提取菌株的 ＤＮＡ， 用 ２７Ｆ ／ １４９２Ｒ
通用引物对 （２７Ｆ： ５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－
３′， １４９２Ｒ： ５′ － ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴ － ３′）
进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 片段扩增［１１］。 由擎科公司进行测序，
采用邻接法构建系统进化树。
１􀆰 ４　 生长曲线的建立

采用倍比稀释法用 ＬＢ 平板测定目标菌株在 ０ ～
４６ ｈ 的活菌数， 每隔 ２ ｈ 进行计数。 以培养时间为横

坐标、 活菌数量为纵坐标， 绘制生长曲线。
１􀆰 ５　 蛋白酶、 α－淀粉酶活力的测定

采用王梦超等［１２］ 的福林酚法测定蛋白酶活力，
酶活定义： １ ｍＬ 粗酶液， 在 ４０ ℃， 每分钟水解酪蛋

白产生 １ μｇ 酪氨酸的含量为 １ 个酶活单位。
采用 ＤＮＳ 法［１０］测定 α－淀粉酶活力。 酶活定义：

１ ｍＬ 液体酶， 在 ５０ ℃， 每分钟水解淀粉产生 １ μｇ
葡萄糖的还原糖量为 １ 个酶活单位。
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１􀆰 ６　 抑菌活性及耐酸性、 耐胆盐性测定

采用琼脂扩散法进行体外抑菌试验。 取 ８０ μＬ 浓

度 １×１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的大肠杆菌、 沙门菌和金黄色葡萄

球菌涂布于 ＬＢ 固体培养基上， 待完全吸收后， 取灭

菌的牛津杯轻置于培养基上。 取 ２００ μＬ 目标菌株的

菌液加入牛津杯中。 用 ＰＢＳ 作为对照。 ４ ℃扩散 １２ ｈ
后 ３７ ℃培养 １６ ｈ， 测量抑菌圈直径， 取平均值。 判

断标准： ≤ ５ ｍｍ， 不敏感； ＞５ ～ １０ ｍｍ， 低度敏感；
＞１０ ～ １５ ｍｍ， 中度敏感； ＞１５ ～ ２０ ｍｍ， 高度敏感；
＞２０ ｍｍ， 极度敏感。 测定目标菌株在 ｐＨ 值 ２􀆰 ０、
３􀆰 ０、 ４􀆰 ０ 和 ７􀆰 ０ 条件下处理 ４ ｈ 后的存活率。 复检

０、 ０􀆰 １％、 ０􀆰 ２％ 和 ０􀆰 ３％胆盐处理 ８ ｈ 后目标菌株的

耐受性。
１􀆰 ７　 安全评估

采用纸片扩散试验检测目标菌株对青霉素、 头孢

唑啉、 庆大霉素、 克拉霉素、 林可霉素、 诺氟沙星、
万古霉素、 利福平的敏感性。 测定抑菌区， 并对被测

菌株进行药敏评价。
将 ３２ 只 ２６～２８ ｇ 的健康雌性昆明小鼠均分为低

剂量、 中 剂 量、 高 剂 量 和 对 照 ４ 组， 分 别 灌 胃

０􀆰 ２ ｍＬ 浓度为 １０８、 １０９、 １０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的目标菌株培

养液， 对照组灌胃无菌 ＬＢ 液体培养基， 记录小鼠采

食和体重情况， 连续灌胃 １４ ｄ 后处死小鼠， 剖检观

察脏器。
１􀆰 ８　 数据统计与分析

利用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件对试验数据进行单因素方差

分析， 结果用 “平均值±标准差” 表示， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 高产纤维素酶菌株的筛选

在以 ＣＭＣ－Ｎａ 作为唯一碳源的培养基上稀释涂

布绵羊肠道内容物， 分离纯化出 ８ 株菌， 分别命名为

Ｋ１、 Ｋ３、 ＫＣ、 ＥＣＬ１、 ＥＣＬ１􀆰 ２、 ＥＣＬ３、 Ｔ、 ＤＹ。 将

纯化的菌株点种在 ＣＭＣ－Ｎａ 平板上， 经刚果红染色，
结果显示， 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的透明圈直径与菌落直径比

值为 ５􀆰 ７９±０􀆰 ５３， 显著高于其他菌株 （Ｐ＜０􀆰 ０５） （表
１）。 通过 ＤＮＳ 法建立的葡 萄 糖 标 准 曲 线 （ ｙ ＝
０􀆰 ０００ ４ｘ－０􀆰 ０１１， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９６ ３） 可准确反映酶活水

平， 由表 ２ 可知 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的酶活力为 １８􀆰 ６１ Ｕ ／ ｍＬ， 同

样显著优于其他菌株 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 综合上述筛选结

果， 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 表现出最优的纤维素降解能力， 故

将其作为后续研究的目标菌株。

表 １　 分离菌株在 ＣＭＣ－Ｎａ 平板上透明圈的大小

菌株 透明圈直径 ／ ｍｍ 菌落直径 ／ ｍｍ Ｈ ／ Ｃ

Ｋ１ ６􀆰 １７±０􀆰 ５８ ３􀆰 ０３±０􀆰 ５８ ２􀆰 ０３±０􀆰 ０４ｅ

Ｋ３ ６􀆰 ００±０􀆰 １０ ２􀆰 ０７±０􀆰 １２ ２􀆰 ９１±０􀆰 ２０ｃ

ＫＣ ５􀆰 ００±０􀆰 １１ ２􀆰 ０７±０􀆰 １２ ２􀆰 ４２±０􀆰 ０９ｄ

ＥＣＬ１ ４􀆰 ０７±０􀆰 １２ １􀆰 ４７±０􀆰 ５８ ２􀆰 ７７±０􀆰 １０ｃ

ＥＣＬ１􀆰 ２ ６􀆰 ３３±０􀆰 ５８ １􀆰 １０±０􀆰 １０ ５􀆰 ７９±０􀆰 ５３ａ

ＥＣＬ３ ７􀆰 ０３±０􀆰 ５８ ２􀆰 ５３±０􀆰 ５８ ２􀆰 ７８±０􀆰 ０８ｃ

Ｔ ８􀆰 ０３±０􀆰 ５８ ２􀆰 １０±０􀆰 １０ ３􀆰 ８３±０􀆰 １６ｂ

ＤＹ ５􀆰 １３±０􀆰 ５８ １􀆰 ２３±０􀆰 ５８ ４􀆰 １７±０􀆰 １４ｂ

　 　 注： 同列不同小写字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 下同。

表 ２　 分离菌株粗酶液中纤维素酶活力

菌株 ＯＤ 值
葡萄糖含量 ／

（μｇ·ｍＬ－１）

ＣＭＣ 酶活 ／

（Ｕ·ｍＬ－１）

Ｋ１ ０􀆰 ０９２±０􀆰 ００２ ２５７􀆰 ５±５􀆰 ０ ８􀆰 ５８±０􀆰 １７ｇ

Ｋ３ ０􀆰 １２６±０􀆰 ００２ ３４１􀆰 ７±５􀆰 ２ １１􀆰 ３９±０􀆰 １７ｃ

ＫＣ ０􀆰 １０７±０􀆰 ００３ ２９５􀆰 ０±７􀆰 ５ ９􀆰 ８３±０􀆰 ２５ｅ

ＥＣＬ１ ０􀆰 １１３±０􀆰 ００２ ３１０􀆰 ８±５􀆰 ２ １０􀆰 ３６±０􀆰 １７ｄ

ＥＣＬ１􀆰 ２ ０􀆰 ２１２±０􀆰 ００２ ５５８􀆰 ３±３􀆰 ８ １８􀆰 ６１±０􀆰 １３ａ

ＥＣＬ３ ０􀆰 １０２±０􀆰 ００３ ２８３􀆰 ３±８􀆰 ０ ９􀆰 ４４±０􀆰 ２７ｆ

Ｔ ０􀆰 １２６±０􀆰 ００２ ３４３􀆰 ３±５􀆰 ２ １１􀆰 ４４±０􀆰 １７ｃ

ＤＹ ０􀆰 １３２±０􀆰 ００２ ３５８􀆰 ３±３􀆰 ８ １１􀆰 ９４±０􀆰 １３ｂ

２􀆰 ２　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的形态学特征

菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 在 ＬＢ 平板上的菌落形态近似圆形，
表面粗糙不透明， 白色或淡黄色 （图 １Ａ）； 油镜下

观察其革兰染色呈现蓝紫色， 为革兰阳性杆菌， 有芽

胞 （图 １Ｂ）。

图 １　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的菌落形态 （Ａ） 和革兰染色 （Ｂ）

２􀆰 ３　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的的生化特性

对菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 进行系统生化鉴定， 结果显示其

具备枯草芽胞杆菌的典型代谢特征： 明胶液化阳性、
葡萄糖 ／蔗糖 ／甘露醇 ／淀粉水解阳性表明该菌分泌多

种水解酶， 支持其碳源利用能力； 硝酸盐还原阳性及

Ｖ－Ｐ 试验阳性提示其具备氮代谢与次级代谢产物合
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成潜力； 而产气阴性与 １％马尿酸钠水解阴性则排除

蜡样芽胞杆菌和解淀粉芽胞杆菌的干扰； 吲哚试验阴

性进一步佐证其营养代谢特性符合枯草芽胞杆菌的生

理特性 （表 ３）。 上述结果与枯草芽胞杆菌生化图谱

吻合， 后续结合基因序列分析进一步验证。
２􀆰 ４　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析

菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因扩增片段长度约

为 １ ５００ ｂｐ， 符合预期。 将其测序结果在 ＮＣＢＩ 数据

库进行 ＢＬＡＳＴ 相似性搜索后下载同源性较高的序列，
利用 ＭＥＧＡ７ 软件建立遗传基因系统进化树。 菌株

ＥＣＬ１􀆰 ２ 与枯草芽胞杆菌 ＮＲ１１３２６５􀆰 １、 ＮＲ１１２６２９􀆰 １
和 ＮＲ０２７５５２􀆰 １ 同源性高达 ９９％。 鉴于此， 参考 《伯
杰氏细菌系统鉴定手册》 进行综合判定， 确定得到

的纯化菌株种属为枯草芽胞杆菌。

表 ３　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的生化鉴定结果

项目 结果

明胶液化 ＋

葡萄糖 ＋

蔗糖 ＋

甘露醇 ＋

淀粉水解 ＋

山梨醇 ＋

硝酸盐还原 ＋

Ｖ－Ｐ ＋

产气 －

１％马尿酸钠 －

吲哚 －

　 　 注： “＋” 表示阳性； “－” 表示阴性。

•本研究分离株。

图 ２　 基于菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 构建的系统发育树

２􀆰 ５　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的生长曲线

菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 在 ０ ～ １２ ｈ 为迟缓期， 细菌增长缓

慢； １２ ｈ 后进入对数生长期， 细菌增殖速率最大；
２６ ｈ 后进入稳定期， 一直持续到第 ３８ 小时； 后进入

衰亡期， 菌体数量下降并保持稳定 （图 ３）。
２􀆰 ６　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的酶活分析

通过福林酚法和 ＤＮＳ 法建立的酪氨酸标准曲线

ｙ＝ ０􀆰 ００９ ３ｘ－０􀆰 ０３９ ６， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ９ 和葡萄糖标准曲

线 ｙ ＝ ０􀆰 ０００ ４ｘ－０􀆰 ０１１， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９６ ３， 测得 ＥＣＬ１􀆰 ２
粗酶液中蛋白酶和 α －淀粉酶活力， 分别为 ２􀆰 ０８
Ｕ ／ ｍＬ和 １９􀆰 ７ Ｕ ／ ｍＬ （表 ４）。

图 ３　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 生长曲线
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表 ４　 ＥＣＬ１􀆰 ２ 粗酶液中蛋白酶和 α－淀粉酶活力

粗酶液 ＯＤ 值
酶活力 ／

（Ｕ·ｍＬ－１）

蛋白酶 ０􀆰 ５４０±０􀆰 ０２８ ２􀆰 ０８±０􀆰 １０

α－淀粉酶 ０􀆰 ２２５±０􀆰 ０１３ １９􀆰 ７０±１􀆰 １０

２􀆰 ７　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的抑菌活性及耐酸性、 耐胆盐性

对于菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的菌液， 大肠杆菌高敏， 沙门

菌中敏， 金黄色葡萄球菌极敏 （表 ５）。 由表 ６ 可知，
菌株的存活率随着 ｐＨ 值的降低而降低， 但其在 ｐＨ
值为 ２􀆰 ０ 时存在 ４ ｈ 仍有超过 ６０％的存活率， 说明菌

株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 具有良好的耐酸性。 由表 ７ 可知， 菌株在

０􀆰 ３％ 胆盐培养基中存在 ８ ｈ 仍有 ７０％的存活率， 说

明菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 具有良好的耐胆盐性。

表 ５　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 体外抑菌试验结果

病原菌 抑菌圈直径 ／ ｍｍ 敏感度

大肠杆菌 １５􀆰 ９５±０􀆰 ９５ ＋＋＋

沙门菌 １４􀆰 ８０±０􀆰 ２２ ＋＋

金黄色葡萄球菌 ２０􀆰 ２３±０􀆰 ７７ ＋＋＋＋

　 　 注： “＋＋＋＋” 表示极敏感度， “＋＋＋” 表示高度敏感， “ ＋＋” 表

示中敏感度， “＋” 表示低敏感度。 下同。

表 ６　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的耐酸性试验结果

ｐＨ 值 活菌数量 ／ （１０９ＣＦＵ·ｍＬ－１） 存活率 ／ ％

２􀆰 ０ ２􀆰 ６２±０􀆰 ０８ｃ ７５􀆰 ９４

３􀆰 ０ ２􀆰 ９０±０􀆰 １４ｂ ８４􀆰 ０６

４􀆰 ０ ３􀆰 ２１±０􀆰 １４ａ ９３􀆰 ０４

７􀆰 ０ ３􀆰 ４５±０􀆰 １９ａ １００􀆰 ００

表 ７　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的耐胆盐性试验结果

胆盐浓度 ／ ％
活菌数量 ／

（１０９ＣＦＵ·ｍＬ－１）
存活率 ／ ％

０ ３􀆰 ７５±０􀆰 １９ａ １００

０􀆰 １ ３􀆰 ７１±０􀆰 １３ａ ９８􀆰 ９３

０􀆰 ２ ３􀆰 １８±０􀆰 １９ｂ ８４􀆰 ８０

０􀆰 ３ ２􀆰 ６２±０􀆰 ５１ｃ ６９􀆰 ８７

２􀆰 ８　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的药敏试验

由表 ８ 可知， ＥＣＬ１􀆰 ２ 对林可霉素低敏， 对庆大

霉素中敏， 对青霉素、 头孢唑啉、 克拉霉素、 诺氟沙

星、 万古霉素、 利福平极其敏感。

表 ８　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 药敏试验结果

药品 敏感度

诺氟沙星 ＋＋＋＋

万古霉素 ＋＋＋＋

林可霉素 ＋

利福平 ＋＋＋＋

克拉霉素 ＋＋＋＋

庆大霉素 ＋＋

青霉素 ＋＋＋＋

头孢唑林 ＋＋＋＋

２􀆰 ９　 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的动物试验

试验期间， 各组小鼠均未出现中毒症状， 精神状

态良好且饮食正常， 表明 ＥＣＬ１􀆰 ２ 菌液灌胃处理安全

性良好。 试验数据显示， 高、 中、 低剂量 ＥＣＬ１􀆰 ２ 菌

液灌胃处理显著提升了小鼠的体增重， 其中中剂量组

表现最佳， 其体增重达 （７􀆰 ０７±０􀆰 ２９ ） ｇ， 显著高于

对照组的 （６􀆰 ４３±０􀆰 ２３） ｇ （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 各组间日采

食量无统计学差异。

表 ９　 不同剂量 ＥＣＬ１􀆰 ２ 菌液对小鼠体重和采食量的影响

组别 初始体重 ／ ｇ 第 ７ 天体重 ／ ｇ 第 １４ 天体重 ／ ｇ 体增重 ／ ｇ 日采食量 ／ ｇ

对照 ２７􀆰 ４３±０􀆰 ８２ ３０􀆰 ３２±０􀆰 ８５ ３３􀆰 ８６±０􀆰 ６１ ６􀆰 ４３±０􀆰 ２３ｂ ５􀆰 １７±０􀆰 １３

低剂量 ２７􀆰 ４３±０􀆰 ８２ ３１􀆰 ３８±０􀆰 ５８ ３４􀆰 １０±０􀆰 ４０ ６􀆰 ７３±０􀆰 ３２ａ ５􀆰 ２４±０􀆰 １３

中剂量 ２７􀆰 ３８±０􀆰 ９２ ３１􀆰 ９０±０􀆰 ３３ ３４􀆰 ４６±０􀆰 ６３ ７􀆰 ０７±０􀆰 ２９ａ ５􀆰 ３０±０􀆰 ０５

高剂量 ２７􀆰 ４０±０􀆰 ８５ ３１􀆰 ４±０􀆰 ５６ ３４􀆰 ２６±０􀆰 ６４ ６􀆰 ８６±０􀆰 ２２ａ ５􀆰 ２５±０􀆰 １１

３　 讨论

益生菌在畜禽养殖应用中发挥重要作用。 Ｔａｌｅｂｉ
等［１３］从伊朗泡菜 “ｔｏｒｓｈｉ” 中分离到 ３ 株芽胞杆菌作

为潜在益生菌； Ｌｕ 等［１４］ 在金黄色葡萄球菌培养基中

发现一株未知菌株， 对其生长有明显的抑制作用， 随

后鉴定为枯草芽胞杆菌且该菌株的粗菌素可以抑制几

种常见病原菌的生长； 王贺等［１５］ 通过液态发酵试验

·２４· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ６



探究植物乳杆菌单菌株及植物乳杆菌、 枯草芽胞杆菌

和黑曲霉多菌株发酵黄芩煎剂， 发现黄芩煎剂在多菌

株发酵后， 黄芩不仅活性成分发生了变化， 化学成分

分子量和含量也发生了明显改变。
益生菌产生的胞外酶能促进中药或饲料中的有效

物质的释放。 李佳腾等［１６］ 分离的枯草芽胞杆菌 Ｐ１２
在 ＣＭＣ－Ｎａ 平板上的 Ｈ ／ Ｃ 为 ３􀆰 １７， 酶活力为 １􀆰 １７
Ｕ ／ ｍＬ； 马玉俊等［１７］从白蚁肠道分离的高产纤维素酶

的菌株 ＣＸ１０ 为坚强芽胞杆菌， Ｈ ／ Ｃ 为 ２􀆰 ７８； Ｉｓｌａｍ
等［１８］等从糖浆中分离到一株芽胞杆菌 Ｃ２， 最佳产酶

条件下， 酶活力约为 １􀆰 ０ Ｕ ／ ｍＬ。 本试验分离的枯草

芽胞杆菌 ＥＣＬ１􀆰 ２ 菌株在 ＣＭＣ－Ｎａ 平板上的 Ｈ ／ Ｃ 为

５􀆰 ７９， 是 Ｐ１２ 和 ＣＸ１０ 的 ２ ～ ３ 倍； 纤维素酶活力为

１８􀆰 ６１ Ｕ ／ ｍＬ， 是 Ｐ１２、 ＣＸ１０ 和 Ｃ２ 的 １５ ～ １８ 倍。 与

前人结果相比， 本试验分离的芽胞杆菌具有较高的产

纤维素酶能力以及良好的蛋白酶活性和淀粉酶活性，
后期可以继续深入研究该菌株的基因序列， 探讨其高

产酶能力的机制。
本研究抑菌试验显示， 菌株 ＥＣＬ１􀆰 ２ 的菌体对致

病菌大肠杆菌、 沙门菌和金黄色葡萄球菌有明显抑制

作用， 表现出广谱抗菌活性， 而其培养上清抑菌作用

不明显， 提示其抗菌活性可能与该菌株的营养性竞争

力较强有关。 耐受性试验发现， 其具有良好的耐酸和

耐胆盐特性， 提示 ＥＣＬ１􀆰 ２ 能通过消化道前段， 具备

在肠道中发挥益生作用的潜力。
分离菌株若作为益生菌应用， 必须具备生物安全

性。 菌株的抗性基因具有潜在的转移给其他菌株的可

能性， 耐药菌株的摄入会破坏肠道原有的菌群平衡。
本试验对筛选出的 ＥＣＬ１􀆰 ２ 进行药敏试验， 结果显示

其对 ８０％测试药品有高度甚至极度敏感性。 小鼠安

全性试验结果显示枯草芽胞杆菌 ＥＣＬ１􀆰 ２ 能提高小鼠

的体增重和采食量， 表现出良好的益生特性。
综上， 本试验从绵羊肠道中分离得到一株高产纤

维素酶的枯草芽胞杆菌， 该菌株产纤蛋白酶和 α－淀
粉酶能力也强， 具有良好的益生菌潜力。
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