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植物乳杆菌 ９－４ 的分离鉴定及其对小鼠结肠炎缓解作用的研究

高祎欣， 贺晚秋， 宋素泉∗
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摘要： 为开发能够调节动物氧化应激、 缓解肠道炎症的益生菌制剂， 通过体外抗氧化试验， 从野猪新鲜粪便中分离筛选到 １ 株植物乳杆菌 （Ｌａｃ⁃
ｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ）， 菌株编号为 ９－４。 采用牛津杯扩散法检测该菌株的抑菌能力， 并评估其对人工胃肠液和胆盐的耐受能力； 动物试验以 ３％葡

聚糖硫酸钠 （ＤＳＳ） 构建小鼠结肠炎模型， 分析 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 干预对结肠炎小鼠临床症状、 血清氧化应激水平和肠道炎症的影响。 结果： Ｌ．
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 对大肠杆菌、 沙门菌和金黄色葡萄球菌均有抑制作用， 并具有良好的耐酸、 耐胆盐特性。 动物试验表明， Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 可极显

著提高结肠炎小鼠体重 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 极显著降低疾病活动指数 （ＤＡＩ） （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 并有效抑制结肠长度缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 干预后小鼠血清丙二

醛 （ＭＤＡ） 含量极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、 过氧化氢酶 （ＣＡＴ） 和谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨ－Ｐｘ） 水平有升高趋势；
结肠组织中肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－α）、 白细胞介素 １β （ ＩＬ－１β） 和白细胞介素 ６ （ ＩＬ－６） 的 ｍＲＮＡ 表达量均显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 综上， Ｌ．
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 能发挥抗氧化和抗炎效果， 具有开发为益生菌制剂用于畜禽养殖的潜力。
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　 　 现代集约化养殖虽然能提升畜禽的生产效率， 但

也会使动物长期处于应激状态， 引发持续性应激综合
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征。 氧化应激是机体产生活性氧 （ＲＯＳ） 与抗氧化系

统去除 ＲＯＳ 之间存在不平衡的情况。 ＲＯＳ 的过度积

累会导致细胞损伤， 包括脂质过氧化、 蛋白质变性和

ＤＮＡ 损伤［１］。 肠道是营养物质消化吸收的主要部位，
由于其复杂的内环境， 导致肠道极易受到氧化应激的

影响。 例如， 仔猪容易遭受断奶应激， 引起肠道消化

吸收能力和黏膜免疫功能被破坏， 最终导致仔猪采食
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量减少， 并易发生断奶后腹泻［２］。
此外， 氧化应激与肠道炎症的发展有关， 它可以

激活肠道免疫系统并产生大量促炎细胞因子， 这些细

胞因子的过量产生会引发肠道损伤， 最终导致动物腹

泻率上升， 从而增加抗生素在畜禽生产上的使用［３］。
低于治疗剂量的抗生素被用作生长促进剂添加到动物

饲料中， 以促进动物生长和预防疾病发生。 然而， 由

于耐药菌的增加以及抗生素残留对食品安全的影响，
抗生素在许多国家逐渐被禁止使用［４］。 因此， 新型

抗生素替代品的研发工作日益紧迫。 益生菌因具有绿

色、 安全、 抑菌等优势， 是抗生素的理想替代品。 益

生菌能够促进营养物质的消化和吸收， 提高畜禽生长

性能， 并调节肠道微生物群的结构和组成， 提高机体

免疫力［５］。 此外， 益生菌尤其是乳酸菌可以清除机

体内 ＲＯＳ， 调节宿主抗氧化酶水平， 从而缓解氧化

应激并减轻对机体的损伤［６］。 例如， 源自仔猪的 ３ 株

乳酸菌通过增强肠道物理屏障， 提高了超氧化物歧化

酶 （ＳＯＤ） 和过氧化氢酶 （ＣＡＴ） 等抗氧化酶活性，
能够减轻敌草快引起的小鼠肠道氧化应激损伤［７］。

本研究从野猪粪便中通过抗氧化试验筛选出 １ 株

具有抗氧化效果的植物乳杆菌 （ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａ⁃
ｒｕｍ）， 对其益生性能进行了检测。 此外， 通过构建

葡聚糖硫酸钠 （ＤＳＳ） 诱导小鼠结肠炎模型， 初步评

估了该菌株在改善肠道损伤、 调节肠道氧化应激和炎

症反应中的作用。 本研究为开发微生态制剂及其在畜

禽养殖中的应用提供了菌种来源和理论支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要菌株、 试剂和仪器

益生菌菌株从野猪新鲜粪便中分离； 鼠伤寒沙门

菌 ＣＶＣＣ５４２、 肠炎沙门菌 ＡＴＣＣ１９５８５、 大肠杆菌

ＡＴＣＣ２５９２２、 金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ４３３００ 由实验室

保存； ＭＲＳ 培养基、 ＬＢ 培养基购自青岛海博生物技

术有限公司； ＤＰＰＨ、 人工模拟胃液、 猪胆盐、 人工

小肠液、 ５－氨基水杨酸 （５－ＡＳＡ） 购自上海源叶生

物技术有限公司； 邻苯三酚购自天津大茂化学试剂

厂； ＤＳＳ 购自大连美仑生物技术有限公司； 丙二醛

（ＭＤＡ）、 谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨ－Ｐｘ）、 ＳＯＤ、
ＣＡＴ 检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所； 细

菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、 ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｄｙｓ
Ｐｌｕｓ） ＰＣＲ 试剂， 购自南京诺唯赞生物科技有限

公司。
ＰＣＲ 仪、 凝胶成像系统购自伯乐生命医学产品

（上海） 有限公司； 酶标仪购自美国伯腾仪器有限公

司公司； 荧光定量 ＰＣＲ 仪购自罗氏诊断产品 （上海）
有限公司。

１􀆰 ２　 实验动物

８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠购自江苏集萃药康公司。
１􀆰 ３　 益生菌分离与纯化

用无菌 ＰＢＳ 将采集的野猪粪便进行 １０ 倍梯度稀

释， 将稀释后的 １００ μＬ 菌悬液涂布到 ＭＲＳ 平板上，
３７ ℃孵育 ４８ ｈ。 挑取形态大小有明显差异的菌株，
放置于 ３７ ℃培养箱培养， 并采用三区划线法对挑取

的菌进行纯化， 获得单菌落。
１􀆰 ４　 抗氧化试验

益生菌发酵上清液的制备： 将活化后的益生菌按

１％接种量接种至 ＭＲＳ 液体培养基中， 于 ３７ ℃恒温

摇床 （１５０ ｒ ／ ｍｉｎ） 培养 ２４ ｈ， 获得益生菌菌液。 通

过平板计数法测定菌液浓度， 将菌悬液浓度调整至

１×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 并同步测定其 ＯＤ６００值。 将上述浓度

菌液按 １％接种量转接至新鲜 ＭＲＳ 培养基中， 于

３７ ℃继续培养至 ＯＤ６００值达到对应 １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ 时

停止。 取培养液于离心管中 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ，
弃去菌体沉淀， 收集上清液经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤除

菌， 获得益生菌发酵上清液， 分装后 － ８０ ℃ 保存

备用。
ＤＰＰＨ 自由基清除能力测定： 吸取 ５００ μＬ 益生

菌上清液， 加入 ５００ μＬ 的 ＤＰＰＨ 无水乙醇溶液 （０􀆰 ６
ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 混匀， 室温避光静置 ３０ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ３ ｍｉｎ， 测定样品在 ５１７ ｎｍ 波长处的吸光度。 空

白组将样品替换为蒸馏水， 对照组将 ＤＰＰＨ 无水乙

醇溶液替换为无水乙醇， 用 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的维生素 Ｃ
（ＶＣ） 作为试验的阳性对照。 ＤＰＰＨ 自由基清除率计

算公式：
清除率＝ ［１－ （Ａ１－Ａ２） ／ Ａ０］ ×１００％，

式中： Ａ０ 为空白组吸光度， Ａ１ 为试验组吸光度， Ａ２
为对照组吸光度。

超氧阴离子自由基清除能力测定： 取 ２􀆰 ８ ｍＬ
Ｔｒｉｓ－ ＨＣＬ 溶液 （ ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ８􀆰 ２）， ５００ μＬ
ＥＤＴＡ 溶液 （１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， ８００ μＬ 益生菌上清液， 加

１５０ μＬ 邻苯三酚溶液 （０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 混匀， 室温避

光静置 ３０ ｍｉｎ， 随后加 １５０ μＬ ８ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 终止反

应。 检测样品在 ３２５ ｎｍ 波长处的 ＯＤ 值。 空白组用

蒸馏水代替样品， 对照组用蒸馏水代替邻苯三酚， 用

０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＶＣ 作为试验的阳性对照。 超氧阴离子

自由基清除率计算公式同上。
１􀆰 ５　 形态观察

肉眼观察菌株在 ＭＲＳ 平板上的菌落形态， 包括

颜色、 大小、 质地等。 吸取菌液制作涂片并进行革兰

染色， 使用光学显微镜观察菌体形态。
１􀆰 ６　 菌种鉴定

提取细菌 ＤＮＡ， 以其为模板， 采用通用引物 ２７Ｆ
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（ ５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′） 和 １４９２Ｒ
（５′ － ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ － ３′） 对菌株的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 基因序列进行 ＰＣＲ 扩增。 扩增体系 （２０ μＬ）：
２ × Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， 上下游引物 （ １０
μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 １ μＬ， ＤＮＡ 模 板 ３ μＬ， 双 蒸 水

（ｄｄＨ２Ｏ） ５ μＬ。 ＰＣＲ 扩增程序： ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；
９４ ℃变性 ３０ ｓ， ６０ ℃退火 ４５ ｓ， ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ， ３０
个循环； ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 扩增产物经 １％琼脂糖凝

胶电泳检测后， 送至生工生物工程 （上海） 股份有

限公司进行测序。 得到的序列提交至 ＮＣＢＩ 数据库进

行 ＢＬＡＳＴ 同源性比对， Ｍｅｇａ １１􀆰 ０ 软件用于构建菌株

系统进化树。
１􀆰 ７　 生长曲线和产酸曲线测定

取 ３０ μＬ 菌液按 １％接种量接种到 ３ ｍＬ ＭＲＳ 液

体培养基中， 以未接种细菌的 ＭＲＳ 液体培养基为对

照， 在 ３７ ℃、 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床中培养 ２４ ｈ， 每隔 ２ ｈ
取培养液测定 ＯＤ６００ 值及 ｐＨ 值。 以时间为横坐标、
ＯＤ６００值和 ｐＨ 值分别为纵坐标绘制生长曲线和产酸

曲线。
１􀆰 ８　 抗逆性试验

将益生菌浓度调整为 １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 取 １ ｍＬ 益

生菌悬浮液分别添加 ９ ｍＬ ０􀆰 ３％胆盐， ９ ｍＬ 人工胃

液 （胃蛋白酶浓度 ３􀆰 ２ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ＝ ３） 和 ９ ｍＬ 人工肠

液 （胰蛋白酶浓度 ０􀆰 ４６４ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ８）， 在３７ ℃下

进行孵育。 分别在 ０、 ２、 ４ ｈ 时取适量混悬液进行平

板计数， 计算存活率。
１􀆰 ９　 抑菌试验

将 鼠 伤 寒 沙 门 菌 ＣＶＣＣ５４２、 肠 炎 沙 门 菌

ＡＴＣＣ１９５８５、 大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２、 金黄色葡萄球菌

ＡＴＣＣ４３３００ 浓度调整到 １×１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 取 １００ μＬ 菌

悬液涂布到 ＬＢ 平板上， 放置牛津杯中。 牛津杯中加

入 ２００ μＬ 益生菌菌株的发酵上清液， 同时以 ２００ μＬ
０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 氨 苄 西 林 （ ＡＭＰ ） 作 为 阳 性 对 照，
２００ μＬ ＭＲＳ 肉汤作为阴性对照。 将平板放入 ４ ℃冰

箱扩散 ４ ｈ， ３７ ℃ 培养 １２ ｈ， 测量并记录抑菌圈

直径。
１􀆰 １０　 动物试验分组和设计

８ 周龄的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠经适应性饲养 １ 周后随

机分为 ４ 组 （ｎ＝ ６）： 空白对照组 （ＣＯＮ）， ＤＳＳ 模型

组 （ＤＳＳ）， Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 治疗组 （ＤＳＳ＋９－４） 和

５－ＡＳＡ 治疗组 （ＤＳＳ＋ ５ －ＡＳＡ）。 为了诱导结肠炎，
除 ＣＯＮ 组外， 其他组小鼠自由饮用 ３％ ＤＳＳ 溶液持

续 ７ ｄ。 在 ＤＳＳ 造模期间， Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 治疗组的

小鼠每日灌胃 ０􀆰 ２ ｍＬ ５×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－
４。 ５－ＡＳＡ 治疗组的小鼠每日灌胃 ０􀆰 ２ ｍＬ １０ ｍｇ ／ ｍＬ
５－ＡＳＡ。 ＣＯＮ 组和 ＤＳＳ 组每日灌胃等量的 ＰＢＳ。 每

日对小鼠称重以计算体重变化， 观察小鼠粪便性状和

血便情况以统计疾病活动指数 （ＤＡＩ）。 试验结束后

将小鼠禁食 １２ ｈ 并脱颈处死［８］。
１􀆰 １１　 小鼠结肠长度及脾脏指数测定

小鼠处死后取结肠、 脾脏， 用生理盐水清洗血迹

后， 测定结肠长度和脾脏重量， 计算脾脏指数。
脾脏指数 ＝ 脾脏重量 （ｍｇ） ／全身重量 （ ｇ） ×

１００％。 　
１􀆰 １２　 血清氧化应激指标测定

小鼠处死前进行眼球取血以收集血清。 使用

ＭＤＡ、 ＣＡＴ、 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ－Ｐｘ 检测试剂盒， 参考说明

书的要求， 将血清稀释后加入 ９６ 孔板进行检测， 根

据规定波长使用酶标仪测定结果。
１􀆰 １３　 结肠炎性因子检测

使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从结肠组织中提取总 ＲＮＡ， 反

转录成 ｃＤＮＡ， 取 ｃＤＮＡ 与 Ｍｉｘ、 上下游引物、 ｄｄＨ２Ｏ
配制成 １０ μＬ 体系。 设置仪器反应程序： 预变性

９５ ℃， ３０ ｓ； 变性 ９５ ℃， １０ ｓ， 退火延伸 ６０ ℃，
３０ ｓ， ３０ 个循环。 用 ２－ΔΔＣｔ法进行结果分析。 引物序

列如表 １ 所示。

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

目的基因 　 　 　 引物序列 （５′→３′）

白细胞介素 １β
（ＩＬ－１β）

Ｆ： ＧＡＡＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧ
Ｒ： ＴＧＧＡＴＧＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＡＣＡＧ

白细胞介素 ６
（ＩＬ－６）

Ｆ： ＧＴＣＣＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＴＴＣＡＣ
Ｒ： ＣＴＧＣＡＡＧＴＧＣＡＴＣＡＴＣＧＴＴＧＴ

肿瘤坏死因子 α
（ＴＮＦ－α）

Ｆ： ＣＣＴＣＴＣＡＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＣＡ
Ｒ： ＧＣＡＴＴＧＣＡＣＣＴＣＡＧＧＧＡＡＧＡ

干扰素 γ
（ＩＦＮ－γ）

Ｆ： ＡＧＣＡＡＧＧＣＧＡＡＡＡＡＧＧＡＴＧＣ
Ｒ： ＴＣＡＴＴＧＡＡＴＧＣＴＴＧＧＣＧＣＴＧ

白细胞介素 １０
（ＩＬ－１０）

Ｆ： ＣＡＧＧＧＡＴＣＴＴＡＧＣＴＡＡＣＧＧＡＡＡ
Ｒ： ＧＣＴＣＡＧＴＧＡＡＴＡＡＡＴＡＧＡＡＴＧＧＧＡＡＣ

β－ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣ
Ｒ： ＴＡＧＧＡＧＣＣＡＧＡＧＣＡＧＴＡＡＴＣ

１􀆰 １４　 数据统计与分析

使用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件对数据进行单因素方差

（Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） 分析， 采用 Ｔｕｋｅｙ 法进行多重比

较， 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行作图， 数据以

“平均值±标准差” 表示， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示具有统计学

意义。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 抗氧化益生菌的筛选

从野猪新鲜粪便中分离纯化出 １８ 株形态大小差
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异较大的潜在益生菌菌株， 并对其进行编号。 为了筛

选出具有抗氧化作用的益生菌， 检测了这 １８ 株益生

菌对超氧阴离子自由基和 ＤＰＰＨ 自由基的清除率。
结果如图 １ 所示， 在超氧阴离子自由基清除试验中，
菌株 ９－４ 和 １０－１ 的清除率虽然低于阳性对照 （０􀆰 ２
ｍｇ ／ ｍＬ ＶＣ） 的清除率， 但显著高于其余菌株 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， 图 １Ａ）。 在 ＤＰＰＨ 自由基清除试验中， 菌株

９－４和 １０－４ 对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率显著高于阳性

对照和其余菌株 （图 １Ｂ）。 综合上述结果， 菌株 ９－４
同时具有良好的清除 ＤＰＰＨ 自由基和超氧阴离子自

由基的能力， 因此筛选出菌株 ９－４ 进行后续试验。

２􀆰 ２　 菌株形态学观察和菌种鉴定

菌株 ９－４ 在 ＭＲＳ 固体培养基上生长为边缘整齐，
表面光滑的乳白色球状菌落。 革兰染色显示 ９－４ 为

杆状的革兰阳性菌 （图 ２Ａ）， 用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因通用

引物进行 ＰＣＲ 扩增后获得大小约 １ ５００ ｂｐ 的条带

（图 ２Ｂ）。 将 ＰＣＲ 产物送去测序并进行序列比对， 发

现 ９－ ４ 与 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＣＥ２８􀆰 ２０ （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：
ＭＨ８９９３５４􀆰 １） 相似性为 １００％。 使用 Ｍｅｇａ １１􀆰 ０ 软件

绘制系统进化树， 结果显示菌株 ９－４ 与 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＣＥ２８􀆰 ２０ 在同一分支 （图 ２Ｃ）。

不同字母表示组间差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 下同。

图 １　 益生菌对超氧阴离子自由基 （Ａ） 和 ＤＰＰＨ 自由基 （Ｂ） 的清除能力

Ａ． ９－４ 菌落形态及革兰染色镜检 （１００×）； Ｂ． １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增： Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 菌株 ９－４； ２􀆰 阴性对照； Ｃ． 菌株 ９－４ 系

统进化树， •表示本试验分离株。

图 ２　 菌株 ９－４ 的鉴定

２􀆰 ３　 益生菌益生性能

Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 的生长曲线和产酸曲线如图 ３Ａ
所示， 接种后 ０ ～ ６ ｈ 菌株生长缓慢， 处于迟缓期；
６～１８ ｈ 菌株快速生长处于对数期； 接种 １８ ｈ 后菌株

生长基本平缓， 进入平台期。 ｐＨ 值的变化反映了菌

株的产酸能力， Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 菌液 ｐＨ 值从 ０ ｈ 开

始稳定下降， 培养 ２４ ｈ 后， 菌液的 ｐＨ 值从最初的

６􀆰 ０ 下降到 ３􀆰 ３， 下降幅度大， 说明 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４
有 较 强 的 产 酸 能 力。 抑 菌 试 验 结 果 显 示， Ｌ．
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 对鼠伤寒沙门菌 ＣＶＣＣ５４２、 肠炎沙门
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菌 ＡＴＣＣ１９５８５、 大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２、 金黄色葡萄

球菌 ＡＴＣＣ４３３００ 的抑菌圈直径均在 ２０ ｍｍ 左右， 其

中 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 对 ＡＴＣＣ１９５８５ 的抑菌圈直径与

ＡＭＰ 的抑菌圈直径相比差异不显著 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５， 图

３Ｂ）。 此外， Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 在 ０􀆰 ３％胆盐中处理 ２ ｈ
存活率为 ９４􀆰 ５％， ４ ｈ 存活率为 ８６􀆰 ９％ （图 ３Ｃ）； 在

人工胃液中处理 ２ ｈ 后存活率为 ７０􀆰 ２％， ４ ｈ 的存活

率为 ６０􀆰 １％ （图 ３Ｄ）； 在人工肠液中处理 ２ ｈ 后存活

率为 ９５􀆰 ７％， ４ ｈ 时存活率变化不大， 存活率为

９２􀆰 ７％ （图 ３Ｅ）。 这些结果说明 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 能

够在胃肠道中存活， 具有良好的抗逆性和抑菌效果。

图 ３　 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 益生性能检测

２􀆰 ４　 益生菌对小鼠结肠炎的缓解作用

为了进一步评估 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 在体内的抗氧

化和抗炎作用， 本研究构建了 ＤＳＳ 诱导小鼠结肠炎

模型。 试验过程中， ＤＳＳ 可引起小鼠死亡， 最终导致

５０％的死亡率， 而 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 和 ５－ＡＳＡ 干预后

小鼠没有死亡 （图 ４Ａ）。 与 ＣＯＮ 组相比， ＤＳＳ 组小

鼠体重极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， ＤＳＳ＋９－４ 组小鼠体

重较 ＤＳＳ 组极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ００１， 图 ４Ｂ）。 同时，
ＤＳＳ 组小鼠 ＤＡＩ 评分与 ＣＯＮ 组相比极显著升高 （Ｐ＜
０􀆰 ００１）； ＤＳＳ＋９－４ 组小鼠 ＤＡＩ 评分较 ＤＳＳ 组极显著

降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， 图 ４Ｃ）。 此外， 与 ＣＯＮ 组相比，
ＤＳＳ 组的结肠长度显著缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＤＳＳ＋９－４
组的小鼠结肠长度显著高于 ＤＳＳ 组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， 图

４Ｄ、 ４Ｅ）。 ＤＳＳ 组的脾脏指数与 ＣＯＮ 组相比极显著

增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＤＳＳ＋９－４ 组与 ＣＯＮ 组相比无显著

差异 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５， 图 ４Ｆ、 ４Ｇ）。 这些结果说明， Ｌ．
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 能够缓解 ＤＳＳ 诱导的小鼠结肠炎。
２􀆰 ５　 益生菌对小鼠血清氧化应激水平的影响

由图 ５ 可知， 与 ＣＯＮ 组相比， ＤＳＳ 组小鼠 ＭＤＡ

水平显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＣＡＴ 和 ＧＳＨ－Ｐｘ 活力显著

下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＤ 活力有降低趋势但变化不显著

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与 ＤＳＳ 组相比， Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 干预极

显著降低了小鼠 ＭＤＡ 含量 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＡＴ、 ＧＳＨ－
Ｐｘ 和 ＳＯＤ 活力有升高趋势但变化不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
以上结果说明， Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 可以抑制氧化产物

的含量， 在不同程度上促进 ＣＡＴ、 ＧＳＨ－Ｐｘ 和 ＳＯＤ
等抗氧化酶的活力， 从而避免机体氧化应激的发生。
２􀆰 ６　 益生菌对小鼠结肠炎性因子水平的影响

细胞炎性因子的水平变化与机体炎症程度密切相

关。 小鼠结肠组织中细胞炎性因子表达如图 ６ 所示。
ＤＳＳ 组中促炎细胞因子 ＴＮＦ －α、 ＩＬ － １β、 ＩＬ － ６ 和

ＩＦＮ－γ 的转录水平相比于 ＣＯＮ 组极显著增高 （Ｐ＜
０􀆰 ００１）； Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 干预后， 结肠组织中 ＴＮＦ－
α （Ｐ＜０􀆰 ０５）、 ＩＬ－１β （Ｐ＜０􀆰 ０１）、 ＩＬ－６ （Ｐ＜０􀆰 ００１）
的转录水平与 ＤＳＳ 组相比显著降低， ＩＦＮ－γ 的转录

水平有降低， 但变化不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 抑炎细胞因

子 ＩＬ－１０ 的转录水平在 ４ 组间无显著性差异 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 这些结果说明， Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 可以通过抑
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制促炎细胞因子的表达来调控肠道炎症。

与 ＣＯＮ 组相比， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１； 与 ＤＳＳ 组相比， ＃表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃＃＃表示 Ｐ＜
０􀆰 ００１。 下同。

Ａ． 小鼠存活率； Ｂ． 小鼠体重； Ｃ． ＤＡＩ 评分； Ｄ． 结肠形态； Ｅ． 结肠长度； Ｆ． 脾脏指数； Ｇ． 脾脏形态。

图 ４　 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 对小鼠结肠炎的缓解作用

图 ５　 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 对小鼠血清氧化应激指标含量的影响
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图 ６　 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 对小鼠结肠炎性因子基因转录水平的影响

３　 讨论

随着技术进步和市场需求的变化， 我国养殖行业

正逐步向规模化、 集约化、 智能化方向发展。 集约化

养殖具有饲养规模大、 养殖密度高、 生产周期短、 常

年均衡生产等优点。 但同时， 集约化养殖会限制畜禽

自然行为， 使畜禽长期处于应激状态， 导致生理机能

降低， 容易引起疾病的发生［９］。 益生菌能够增强动

物免疫功能， 提高机体抗氧化水平， 抵御外来病原体

的侵袭， 从而改善肠道健康并降低疾病发生， 并能促

进动物生长发育［１０］。 有研究报道， 经常应用微生态

益生菌的养殖场中， 动物的发病率明显低于常规治疗

用户［１１］。 因此， 为了开发能够调节动物氧化应激，
降低肠道炎症的益生菌制剂， 本试验通过体外抗氧化

试验进行了益生菌筛选。
自由基清除能力是评估益生菌以及其他抗氧化剂

是否具有抗氧化活性的重要检测方法。 ＤＰＰＨ 是一种

稳定的氮中心自由基， 可以与抗氧化剂反应， 使得溶

液颜色由深紫色变成浅黄色［１２］。 邻苯三酚可以发生

自氧化， 并生成有色产物， 而抗氧化剂可以抑制自氧

化发生速率， 抑制有色产物的产生［１３］。 本研究检测

了 １８ 株益生菌发酵上清液对 ＤＰＰＨ 自由基以及邻苯

三酚自由基的清除率， 发现 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 对这两

种自由基的清除效果最好， 说明 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 具

有抗氧化作用。 Ｇａｏ 等［１４］ 在发酵卷心菜中分离的野

生 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＦＣ２２５ 同样表现出一定程度的 ＤＰＰＨ
清除能力和超氧阴离子自由基清除活性。 此外， 益生

菌在体内发挥益生作用不仅需要良好的生长性能， 还

需在 胃 肠 道 中 定 植。 因 此， 本 研 究 评 估 了 Ｌ．
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 对胃肠道的耐受性， 结果显示 Ｌ． ｐｌａｎ⁃
ｔａｒｕｍ ９－４ 可以在人工胃液、 人工肠液和 ０􀆰 ３％胆盐

中存活， 具有良好的抗逆性。 有研究证实， 植物乳杆

菌本身就存在于动物肠道中， 比其他乳杆菌在人和动

物肠道中定植更具有优势［１５］。 Ｘｉｅ 等［１６］ 从鸡中筛选

出 １ 株罗伊氏乳杆菌不仅具有强耐酸性和耐胆盐性，
还对大肠杆菌和鼠伤寒沙门菌表现出抑制作用， 并有

增强雏鸡肠道黏膜屏障功能。 本研究结果与其类似，
Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 能抑制金黄色葡萄球菌、 大肠杆菌、
沙门菌等多种致病菌的生长， 表现出广谱抑菌活性。

为了评估 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 是否能在动物体内发

挥抗氧化和抗炎作用， 本研究构建了 ＤＳＳ 诱导小鼠

结肠炎模型并饲喂 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 进行干预。 研究

发现， Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 能够缓解 ＤＳＳ 诱导的小鼠体

重减轻并降低 ＤＡＩ 评分， 还能够恢复小鼠结肠长度，
有效缓解小鼠结肠炎症状。 ＤＳＳ 不仅对小鼠结肠有影

响， 还会涉及脾脏等免疫器官， 引起脾脏肿大。 脾脏

中有多种免疫细胞， 包括巨噬细胞、 树突状细胞、 Ｔ
和 Ｂ 淋巴细胞以及自然杀伤细胞， 在先天免疫、 细

胞免疫和体液免疫中起着重要作用［１７］。 在本研究中，
Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 可以将 ＤＳＳ 诱导后的脾脏指数增加

恢复到正常水平。 此外， ＤＳＳ 可诱导小鼠发生氧化应

激， 高水平 ＲＯＳ 的产生可对细胞的膜磷脂产生细胞

毒作用， 并形成 ＭＤＡ 等有毒产物。 ＭＤＡ 的变化反映

了炎症条件下受阻组织中氧化应激的严重程度［１８］。
抗氧化酶 ＳＯＤ 可以催化超氧阴离子歧化成 Ｈ２ Ｏ２，
Ｈ２Ｏ２ 可进一步通过 ＣＡＴ 转化为 Ｈ２Ｏ 和 Ｏ２， 从而实

现 ＲＯＳ 的清除。 ＧＳＨ 也是一种内源性自由基清除剂，
受到 ＧＳＨ－Ｐｘ 的调控［１９］。 据报道， 动物双歧杆菌乳

酸亚种 Ａ６ 能够降低 ＤＳＳ 模型小鼠结肠 ＭＤＡ 水平并

提 高 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ 活 性［２０］。 在 本 研 究 中， Ｌ．
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 增加了血清 ＳＯＤ、 ＣＡＴ 和 ＧＳＨ－Ｐｘ 活

性并降低 ＭＤＡ 含量， 以减少 ＤＳＳ 诱导的氧化损伤。
此外， 促炎细胞因子的增加会加剧肠道炎症， 引起免

疫细胞的活化［２１］。 而 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 可以降低 ＤＳＳ
诱导的促炎细胞因子 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β、 ＩＬ－６ 和 ＩＦＮ－γ
的转录水平。 这说明 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 能成为缓解肠

道炎症和维持肠道氧化应激平衡的有效潜力菌株。 但

目前本研究仅以小鼠为模型评估了 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４

·６４· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 ２



的抗氧化抗炎活性， 仍缺少在畜禽机体上的功能验

证， 后续试验可以进一步验证 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 在畜

禽上的有益作用， 为开发调节动物健康的微生态制剂

奠定基础。

４　 结论

本研究从野猪新鲜粪便中成功筛选出 １ 株具有多

种益生功能的 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４。 该菌株不仅表现出

显著的自由基清除能力和抗氧化特性， 同时兼具优良

的抗逆性及广谱抑菌活性。 动物试验表明， Ｌ． ｐｌａｎｔａ⁃
ｒｕｍ ９－４ 对 ＤＳＳ 诱导的小鼠结肠炎模型具有显著缓解

作用。 一方面， Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 能有效缓解结肠炎

小鼠的体重下降， 改善 ＤＡＩ 评分， 并抑制结肠长度

缩短； 另一方面， Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 可显著降低血清

ＭＤＡ 含量， 同时下调结肠组织中关键促炎因子

（ＴＮＦ－α、 ＩＬ－１β、 ＩＬ－６ 和 ＩＦＮ－γ） 的转录水平。 综

上， Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ ９－４ 通过其抗氧化和抗炎双重作用

机制发挥肠道保护功能， 其优良特性为开发新型畜禽

用益生菌制剂提供了重要的菌种资源。
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