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① 猪肠道中抑制大肠杆菌的乳酸菌的分离与筛选

陈世琼3 　李平兰　张 篪
(中国农业大学 食品学院, 北京 100094)

摘　要　采用平板稀释法,用M R S和M 17培养基从 12头猪的新鲜粪便中分离出 200个菌株,进而初筛得 38

株对普通大肠杆菌有抑制作用、复筛得 10株对猪源弱毒型大肠杆菌有较强抑制作用、再选出其中抑菌活性最强

的 3株R 22121、R 21723和R 22123。生理生化特性试验表明这 3株均为乳酸菌。以多粘菌素B 对弱毒型大肠杆菌

抑制作用所得的标准曲线作为参照,测得这 3株菌的抑菌活性分别相当于 12 800, 13 500和 3 020 IUõmL - 1

的多粘菌素B ,蛋白酶试验、排除酸等试验判断其产生的抑菌物质中含有细菌素;通过抑菌谱试验证明 3株菌不

仅对革兰氏阳性的单核细胞增生利斯特氏菌和金黄色葡萄球菌有明显的抑制作用,而且对革兰氏阴性菌的猪霍

乱沙门氏菌和鸡白痢沙门氏菌有明显的抑制作用;其中对革兰氏阴性菌的抑制作用国内外未见报道。
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Abstract　Tw o hundred stra in s of m icroo rgan ism w ere iso la ted from fresh feces of 12 p igs of

d ifferen t ages. T h irty eigh t st ra in s can inh ib it the grow th of E scherich ia coli. T en stra in s can

inh ib it the grow th of en tero tox ingen ic E. coli (C83917). T h ree of them are mo st effect ive

(T est p roved that they are all lact ic acid bacteria and w ere nam ed R 22121, R 22123 and R 2172
3. ). A standard cu rve w as estab lished by u sing po lym yx in B w h ich can also inh ib it the

grow th of en tero tox ingen ic E scherich ia coli. R efering to th is cu rve, the bacterio sta t ic act ivity

of R 22121, R 21723 and R 22123 are 12 800, 10 350, 3 020 IUõmL - 1 respect ively. T heir bac2
terio sta t ic p roducts w ere imp roved to con ta in bacteriocin. T he test of bacteria l inh ib it ion

zone p roved that the th ree LAB can inh ib it no t on ly po sit ive bacteria (Gram sta in) such as

staphylococcu s au reu s and L istera m onocy tog enes, bu t a lso negat ive bacteria as E. coli, S a2
lom onella (C500) and S a lm onella (C97213).
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大肠杆菌是人和动物肠道的正常菌群。在正常情况下,大肠杆菌能合成维生素B 和 K,并

产生大肠杆菌素,对人和动物有利[1 ]。但当机体抵抗力下降或大肠杆菌异位时又有可能成为条

件致病菌[1, 2 ]。在养猪业中,断奶仔猪腹泻综合症一直是困扰养猪业发展的难题。仔猪从断奶转

入育肥舍期间,死亡率约为 2. 4% [3 ] ,其中 70%被认为是大肠杆菌的原因。

乳酸菌益生素在治疗和预防大肠杆菌引起的疾病及促进畜禽生长方面有较好的应用前
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景。据资料报道, 仔猪出生后 1～ 2 d 开始直接饲喂益生素, 断奶仔猪成活率可提高 4%～

5% [4 ] ,添加益生素可提高仔猪成活率 7% ,使下痢率减少 20% [5 ]; 从猪肠道中筛选的对猪源弱

毒型大肠杆菌有抑制作用性能优良的乳酸菌,是研究开发治疗和预防仔猪腹泻乳酸菌益生素

的重要环节。本研究从健康猪的新鲜粪便中筛选能够抑制弱毒型大肠杆菌的乳酸菌,为乳酸菌

益生素的研究开发打下基础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

大肠杆菌 (E scherich ia coli)为中国农业大学生物学院微生物系提供,猪源弱毒型大肠杆

菌 (E. coli C83917)血清型O 9: K103, 987P: NM购自中国兽药监察所,产细菌素乳酸菌分离自猪粪便,

配制M R S液、固体培养基,M 17液、固体培养基,LB 液、固、半固体培养基。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　样品采集　从北京顺义猪场采集 12头不同月龄猪的新鲜粪便 (其中乳猪 3头,分别为

出生后 9, 12, 21 d; 断乳猪 5头,分别为出生后 1～ 4个月,体重为 20～ 35 kg; 肥育猪 4 头,分

别为出生后 5～ 8个月,体重为 60～ 90 kg) ,装入灭菌塑料盒中,冷冻保存备用。

1. 2. 2　稀释液的制备　取上述样品各 1 g,用无菌的生理盐水 10倍系列稀释至 10- 10,备用。

1. 2. 3　分离　取 10- 10～ 10- 8三个稀释度的稀释液各 0. 1 mL 于平皿中,分别注入熔化并冷

却至 50 ℃的M 17、M R S固体培养基 15 mL , 37 ℃ 48 h 培养; 挑取可疑单菌落接种于对应的

M 17、M R S液体培养基中, 37 ℃ 24 h 培养; G 染色,光镜观察菌体形态和纯度。

1. 2. 4　初筛　以普通大肠杆菌作为试验菌,用杯碟法测发酵上清液的抑菌活性,保留具有抑

菌活性的菌株。

1. 2. 5　复筛　以弱毒型大肠杆菌作为试验菌,将初筛菌种的发酵液离心后,取上清液用杯碟

法测其抑菌活性;保留具有抑菌活性的菌株,备用。

1. 2. 6　多粘菌素B 抑制弱毒型大肠杆菌的标准曲线的测定　选择适当的培养基,以多粘菌

素B 为标准品[6 ] ,选择适当的系列浓度,用剂量杯碟法[7, 8 ]测得不同浓度的标准品对弱毒型大

肠杆菌的抑菌圈直径 (d ) ,并计算其校正值 (d i)和半径的平方 (r
2
i ) [7, 8 ] ,分别对 logc—d i、logc—

r
2
i 作图,比较其线性关系,得出活力单位标准曲线;乳酸菌产细菌素的活力单位,可根据其抑菌

圈直径的校正值从多粘菌素B 的标准曲线上查得。

1. 2. 7　抑菌谱的测定　分别以革兰氏阴性菌弱毒型猪霍乱沙门氏菌 (S a lm onella C500)、强

毒型鸡白痢沙门氏菌 (S a lm onella C79213) ,革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌 (S tap hy lococcus au2
reus) ,单核细胞增生利斯特氏菌 (L istera m onocy tog enes 54002) , 和啤酒酵母 (S accha rom aces

cerev isiae)作为试验菌,用管碟法测定选定菌株R 22121、R 22123、R 21723 对上述试验菌的抑菌

作用。

1. 2. 8　选定菌株相对抑菌活性的测定　以多粘菌素B 中心浓度溶液为对照,用剂量杯碟法

分别测定菌株R 22121、R 21723、R 22123对弱毒型大肠杆菌的相对抑菌活性。

1. 2. 9　生理生化特性试验

1) 菌体形态观察及 G 染色　将菌株R 22121、R 21723、R 22123进行 G 染色后用光镜观察。

2) 其他生理生化特性　按照一般细菌常用鉴定方法[9 ] ,进行接触酶试验; 用高效液相色

谱法测发酵液中的乳酸含量。
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2　结果与分析

2. 1　菌种分离与筛选

从 12头不同月龄猪的新鲜粪便中分离得到 200个菌株,初筛得 38株对普通大肠杆菌有

抑制作用; 复筛得 10株对猪源弱毒型大肠杆菌 (E. coli, C83917)O 9: K103, 987P: NM有抑制作用。选

择其中抑菌活性最强的 3个菌株R 22121、R 22123、R 21723,并对其生物学特性和抑菌物质的部

分理化性质进行研究。

各菌的抑菌圈直径分别为: CK——0 mm ; R 22121——19. 62 mm ; R 21723——19. 10 mm ;

R 22123——13. 92 mm。

2. 2　标准曲线的测定

表 1　选定菌株的相对抑菌活性

　菌株编号
抑菌圈
直径ömm

相对抑菌
活性öIU

CC (中心浓度溶液) 18. 06 10 000

R 22121 20. 86 12 800

R 21723 20. 77 10 350

R 22123 14. 24 3 020

在试验考查LB 培养基、多粘菌素B 标准培养基[10 ]以及改进后的标准培养基 (降低部分无

机盐含量)对多粘菌素B、乳酸菌所产生的抑菌物质对弱毒型大肠杆菌的抑制作用测定效果的

基础上,确定采用改进后的LB 单层培养基,以多粘菌素B 为标准品,以 10 000 IU·mL - 1为

图 1　多粘菌素 B抑制弱毒型大肠杆菌

(E. coli C83917)的标准曲线

　

中心浓度溶液, 选取 1 000, 2 000, 6 000, 10 000,

14 000, 18 000 和 20 000 IUõmL - 1 7 个浓度进行

标准曲线的测定。测定符号及计算公式:

ID i (校正) = ID i (平均) + ∆
∆= ID 0 (总平均) - ID 0 (平均)

由图 1 可知,多粘菌素B 在本试验所测定的

浓度范围内, 浓度的对数与其抑菌圈直径的校正

值呈较好的线性关系。可据此确定乳酸菌所产生

的抑菌物质的抑菌活性效价。

2. 3　选定菌株相对抑菌活性效价的测定

由表 1可以看出, R 22121、R 21723的抑菌活性

均大于中心浓度多粘菌素B 的抑菌活性, R 22123

的抑菌活性小于中心浓度多粘菌素B 的抑菌活

性,再次证明选择 10 000 IUõmL - 1为多粘菌素B

标准曲线中心浓度溶液是可行的。R 22121、R 2172
3、R 22123 在试验条件下的抑菌活性分别相当于

12 800, 13 500, 3 020 IUõmL - 1的多粘菌素B。

2. 4　菌种鉴定

菌株R 22121、R 21723、R 22123 G 染色结果均为阳性; 接触酶试验均为阴性; 用高效液相色

谱法测发酵液中酸的含量发现主要为乳酸; R 22121 和 R 21723 在显微镜下的形态为杆菌, R 2
2123为球菌。由以上特征可以判断,所筛选出的 3株均为乳酸菌,其中, R 22121和R 21723为乳

酸杆菌, R 22123为乳球菌。

2. 5　抑菌谱测定

由表 2可以看出, 3菌株R 22121、R 21723、R 22123对 G+ 的金黄色葡萄球菌、单核细胞增生

利斯特氏菌以及 G- 的猪霍乱沙门氏菌、鸡白痢沙门氏菌均有明显的抑制作用。对真菌啤酒酵

母没有抑制作用。金黄色葡萄球菌、单核细胞增生利斯特氏菌、猪霍乱沙门氏菌、鸡白痢沙门氏
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菌是常见的腐败菌和病原菌。

表 2　抑菌谱试验的结果

　　　试 验 菌
抑 菌 圈 直 径ömm

R 22121 R 21723 R 22123 CK
特征

　　单核细胞增生利斯特氏菌 23. 70 26. 11 14. 48 促进圈 清晰
　　金黄色葡萄球菌 18. 12 19. 37 14. 45 0 清晰
　　猪霍乱沙门氏菌 18. 46 19. 24 12. 76 0 清晰
　　鸡白痢沙门氏菌 21. 00 24. 67 16. 27 0 模糊
　　啤酒酵母 0 0 0 0

3　讨　论

1) 本试验分别用普通大肠杆菌、猪源弱毒型大肠杆菌作为对乳酸菌进行初筛和复筛的试
验菌,从健康猪的新鲜粪便中筛选得到 3株对弱毒型大肠杆菌有明显抑制作用的乳酸菌。并且
以浓度为 10 000 IU·mL - 1的多粘菌素B 为对照,测得 3株菌的相对抑菌活性效价分别相当
于 12 800, 13 500, 3 020 IU·mL - 1的多粘菌素B。

2) 本试验建立了用多粘菌素B 作为对照,测定乳酸菌的相对抑菌活性效价的方法,为乳
酸菌的抑菌活性测定与比较提供了定量方法。

3) 抑菌谱试验的研究结果表明, 3菌株不仅对 G+ 的金黄色葡萄球菌、单核细胞增生利斯
特氏菌,而且对G - 的猪霍乱沙门氏菌、鸡白痢沙门氏菌均有明显的抑制作用。其中对G- 致病
菌的抑制作用国内外未见报道。

4　结　论

1) 从 12头不同年龄猪的新鲜粪便样品中分离出 200个菌株; 初筛得 38株对普通大肠杆
菌有抑制作用,复筛得 10株对弱毒型大肠杆菌有抑制作用,其中 3株 (R 22121、R 21723、R 2212
3)抑菌活性最强,其抑菌活性分别相当于 12 800, 13 500和 3 020 IU·mL - 1的多粘菌素B。

2) 建立了以多粘菌素B 为参照的确定乳酸菌活性效价的方法。
3) 3株菌对革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌和单核细胞增生利斯特氏菌、对革兰氏阴性菌
猪霍乱沙门氏菌、鸡白痢沙门氏菌均有明显的抑制作用。
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