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健康犬肠道乳酸杆菌某些
生物学特性的研究
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摘　要 : 从健康犬的肠道中分离并鉴定出 5株乳酸杆菌 ,其中嗜酸乳杆菌 3株、肠乳杆菌1株、发酵乳杆菌

1株。根据其耐胆盐、生长表现等特性选择 2株嗜酸乳杆菌 (D1 - 3、D4 - 3) ,作进一步的耐酸性、粘附性、抑菌

作用等生物学特性试验。结果表明 :D1 - 3和 D4 - 3菌株能耐受高达 610 g/ L的胆盐以及 pH值低至 210的酸

性环境 ,对犬肠粘膜上皮细胞有良好的粘附性 ,其代谢产物对常见致病菌有较好的抑制作用 ,对小白鼠无毒

性。
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Abstract : Five strains of lactobacillus were isolated and identified from the intestinal tracts of healthy

dogs , in which three strains are lactobacillus , one strain is lactobacillus fermenti , and one strain is lacto2
bacillus1 Two strains of lactobacillus acidophilus , D1 - 3 and D4 - 3 , were selected according to their

biological characteristic tests such as their tolerance to bile salts and growth performance , and their acid

tolerance , adhesive ability and bacteriostasi were further tested1 The results revealed that these strains

can endure bile salts of 610 g/ L and acid environment of hydrogen ion concentration(pH) intestinal mu2
cosa , the metabolic products of which have good inhibitory effect to pathogenic bacteria , and have no tox2
icity to Kunming mice1
Key words : canine ; lactobacillus ; biological characteristic

　　益生素 (probiotic)是一种能够参与调节动物

肠道微生态平衡的微生物活菌制剂 ,因其无毒性、

无残留、不产生耐药性 ,具有防治疾病、提高动物

生产性能和适合绿色环保要求等优点[1 ] ,在动物

饲养业中得到广泛的应用。Fuller指出 ,益生素菌

株应具备生长速度快、具有良好的吸附于肠道上

皮细胞的特性、对胃肠道内的抑制因素具有抵抗

能力、能够产生抗菌物质等特点[2 ]。菌株的选择

是益生素成败的关键 ,而粘附性能的强弱 ,对于菌

株能否很好地定植于肠道上皮细胞表面 ,从而形

成细菌生物膜 ,抵抗外来致病菌的定居和感染具

有重要意义[3 ]。乳酸菌是动物肠道中的优势菌群

之一 ,其对动物的有益作用已被许多研究结果所

证实[2 ]。目前国内对动物消化道乳酸菌的研究报
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道较少 ,尤其对犬源乳酸菌的分离、鉴定及生物学

特性方面的研究未见报道。近年来 ,犬病发病率

的上升已成为养犬业规模化饲养的制约因素之

一 ,大量使用抗生素又会导致药物残留和抗药性

的产生。因此 ,本研究依据微生态制剂的作用机

制及特点 , 从健康犬肠道中分离乳酸杆菌并对某

些生物学特性进行了研究 ,其结果可为应用微生

态学防治犬的疾病及益生素添加剂的开发与应用

提供依据 ,同时对无公害绿色畜产品生产具有一

定的实践意义。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

实验动物选择健康的本地土种 4 月龄仔犬

15只 ; 昆明小白鼠 ,体重 18～22 g(3～4周龄) ,由

延边大学医学院实验动物室提供。

1. 2　培养基

MRS培养基、SL培养基、牛乳培养基、葡萄糖

酵母膏蛋白胨培养基 (PYG)等均按文献[4 ]配制。

113　菌种

金黄色葡萄球菌 (C56000) 、马流产沙门氏杆菌

(C77 - 1) 、大肠杆菌 ( K99)均购于中国兽药监察

所 ;嗜水气单胞菌、酵母由延边大学农学院微生物

实验室保存菌种。

114　试验方法

11411　乳酸菌分离与鉴定 　选择健康的仔犬 ,

剖杀后无菌剪开肠管 ,用无菌棉拭子蘸取肠黏膜

黏液 ,在 SL 琼脂培养基和 MRS琼脂培养基上划

线接种 ,立即置于厌氧培养箱中 ,37℃厌氧培养

48 h。挑取疑似乳酸杆菌的白色菌落 ,纯化保存。

按文献[5 ]从形态、生理特性、代谢产物等方面进

行鉴定。

11412　生物学特性检测　(1)胆盐耐受试验。参

照文献[6 ]方法进行。将不同菌株的 24 h MRS液

体培养液以 3 000 r/ min离心 20 min ,去上清液 ,以

无菌磷酸缓冲液 (PBS , pH 712 )洗涤菌体 3次 ,用

PBS配成菌浓度为 109 cfu/ mL菌悬液。取 1 mL菌

液 ,与预先冷却至 45℃的MRS琼脂培养基混合倾

注平皿 ,MRS培养基中分别含有牛胆盐 110 ,210 ,

310 ,410 ,510 ,610 ,710 ,810 ,910 ,1010 g/ L ,以不加

胆盐为空白对照。37℃培养 48 h ,观察生长情况。

(2)耐酸试验。用肉汤培养基将乳酸杆菌制

成 109 cfu/ mL 菌悬液 ,并调节 pH 值分别为 210 ,

310 ,410 ,在 37℃保温处理 1 ,2 ,3 h。分别取各保

温处理液 ,用 MRS 琼脂培养基进行菌落计数 ,

pH 610 的菌悬液作为对照 ,计算出细菌存活率。

(3)肠黏膜上皮细胞粘附性检查。参照文献

[7 ]方法 ,选择出生后未吮母乳的新生幼犬 ,以无

菌操作方法取小肠 ,剪开后用 PBS (磷酸缓冲液 ,

pH 712) 液冲掉内容物 ,浸于 PBS 中 , 4℃放置

30 min ,使表面黏液松散。再用 PBS液洗涤几次 ,

用载玻片边缘将肠黏膜上皮细胞轻轻刮下 ,悬浮

于 PBS液中 ,涂片后 ,革兰氏染色镜检 ,无菌备

用。将乳酸杆菌用 PBS液制成 1010 cfu/ mL 的菌

悬液 ,取 1 mL菌悬液与1 mL肠上皮细胞悬液在试

管中混合 ,在 37℃下 20 r/ min振荡 30 min。涂片

后革兰氏染色 ,在显微镜下观察菌体的粘附情况。

(4)抑菌试验。参照文献 [ 8 ] ,采用扩散法。

将受试菌悬液 (1010 cfu/ mL) 011 mL 均匀涂布于

PYG琼脂平板培养基上 ,琼脂上打孔 (孔径 6 mm)

并封底。将乳酸菌 37℃培养 36 h , PYG肉汤培养

物过滤除菌液 ,取 50μL加入孔中 ,同时设 pH 315

乳酸水溶液和 PYG肉汤为对照。置 37℃培养

24 h ,测定抑菌圈直径。

(5)毒性试验。取体重 18～22 g 昆明小鼠

30只。按雌雄随机分成 3组 (每组雌雄各半) ,分

别为 D1 - 3 菌株试验组、D4 - 3 菌株试验组和

MRS液体培养基空白对照组。将乳酸杆菌按

5×1011 cfu/ kg分别灌服小白鼠 ,每日 1 次 ,连续

5 d。对照组口服MRS液体培养基。各组小鼠观

察 12 d ,每日记录临床表现 ,并剖检观察内脏、其

它组织器官和血液有无病理变化。

2　结果与分析

211　乳酸菌分离与鉴定

采用选择培养基 SL , 从 15份犬的肠道样品

中共分离并鉴定出 18株乳酸杆菌。这些菌株在

MRS琼脂平板上均形成白色、圆形、边缘整齐的

光滑型隆起菌落。经革兰氏染色镜检 ,呈革兰氏

阳性 ,大小为 (017～019)μm×(210～415)μm ,无芽

孢杆菌 ,菌体单个或成双 ,少数短链状。根据生长

情况及耐胆盐、产乳酸能力等情况优选出 5株乳

酸杆菌 ,分别为 D1 - 3、D2 - 1、D4 - 3、D6 - 2、

D19 - 6 (表 1) 。
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表 1　生化特性鉴定结果

Table 11 Results of biological characteristic identification

项目
Item D1 - 3 D2 - 1 D4 - 3 D6 - 2 D19 - 6

木糖
Xylose - - - - -

海澡塘
Fucose + - + + +

蔗糖
Sucrose + + + + +

山梨醇
Sorbitol - - - - -

水杨苷
Salicin + - + + +

核糖
Ribose - + - - +

鼠李糖
Rhamone - - - - -

棉籽糖
Raffinse + + + + +

密二糖
Melibiose + + + + +

松三糖
Melezitose - - - - -

甘露糖
Mannose + + + + +

甘露醇
Mannitol - + - - -

麦芽糖
Moltose + + + + +

乳糖
Lactose + + + + -

葡萄糖
Dextrose + + + + +

半乳糖
Galactose + + + + +

果糖
levulose + + + + +

七叶树苷
Esculin + - + + -

纤维素二糖
Cellobiose + + + + -

阿拉伯糖
Arabinose - - - - -

苦杏仁苷
Laetrile + - + + -

鉴定结果
Result

嗜酸乳
杆菌 肠乳杆菌

嗜酸乳
杆菌
嗜酸乳
杆菌
发酵乳
杆菌

212　胆盐耐受性

试验结果表明 ,5 株乳酸杆菌均具有一定程

度的耐盐特性 ,但耐盐程度有差异。在胆盐浓度

110～310 g/ L 时 ,与空白对照组相比较 ,5株乳酸

杆菌均生长良好。其中 D1 - 3 和 D4 - 3 菌株在

胆盐浓度为 610 g/ L 时仍生长良好 ,当盐浓度为

710 g/ L以上时生长明显受到抑制 ,甚至不能生

长。说明 D1 - 3 和 D4 - 3 菌株是胆盐耐受能力

比较强的乳酸杆菌。因此 ,选这 2种菌株进行耐

酸性、粘附性、抑菌作用、毒性等试验。

213　对酸的抵抗能力

乳酸杆菌 D1 - 3和 D4 - 3在不同 pH值条件

下以及不同处理时间的耐受能力见表 2。从表 2

可以看出 ,pH值 310和 410时 ,1 ,2 ,3 h 3个处理

的活菌数与对照相差不大 ,存活率 96 %以上 ,说

明D1 - 3和 D4 - 3菌株能耐受 pH值 310 和 410

的环境。pH值为 210 时 ,1 h时处理组 D1 - 3和

D4 - 3的存活率分别为 89 %和 86 % ,2 ,3 h存活率

明显降低 ,最低达 37 %。说明 pH值为 210 的酸

性环境对 D1 - 3和 D4 - 3 2种菌株有比较强的抑

制作用。由于动物特别是幼龄动物胃肠内的 pH

值一般为 3～5 ,因此 ,D1 - 3和 D4 - 3 2种菌株完

全能适应动物胃肠道环境 ,作为微生态制剂用菌

种具有较好的潜力。

214　肠道粘附性

在乳酸杆菌粘附性的显微观察中可见 ,D1 -

3和 D4 - 3菌株呈丛状聚集于上皮细胞表面 ,而

细胞间菌体很少。这表明 D1 - 3和 D4 - 3 2种菌

株对犬肠黏膜上皮细胞有良好的粘附作用。

表 2　不同 pH值和处理时间 D1 - 3 、D4 - 3存活率

Table 21 Livability of strains D1 - 3 and D4 - 3 treated with different pH value and time %

菌株
Strain

pH 210 pH 310 pH 410

1 h 2 h 3 h 1 h 2 h 3 h 1 h 2 h 3 h

D1 - 3 89 51 38 99 97 98 100 99 97

D4 - 3 85 50 37 99 96 98 100 98 97

215　抑菌作用

由表 3可以看出 ,菌株 D1 - 3和 D4 - 3对金

黄色葡萄球菌、沙门氏细菌、假单胞菌均具有明显

的抑制作用 ,对大肠杆菌也表现出抑制作用。对

酵母菌没有抑制作用。pH 315 乳酸水溶液和

PYG肉汤都不产生抑菌圈。图 1 显示的是 D1 -

3、D4 - 3、PYG肉汤以及乳酸水溶液对沙门氏杆

菌的抑菌结果。

216　毒性试验

毒性试验组动物在观察期内体温、精神状态

及食欲变化等临床表现均正常 ,观察期结束后均

健康存活 ,无任何不良反应。剖检观察心、肺、胃、

肠、肝、脾、肾等组织器官均正常 ,无明显病理变

化 ,表明菌株 D1 - 3和 D4 - 3经口服对小白鼠均
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无毒性作用。
表 3　抑菌试验结果

Table 31 Results of bacterio sta sis te st mm

试验菌
Tested strain

抑菌圈直径
Diameter of inhibition zone

D1 - 3 D4 - 3

特征
Characteristic

金黄色葡萄球菌
Staphyl2
ococcus

18121 19111 清晰

嗜水气单胞菌
Aeromonas
hydrophila

19110 19122 清晰

沙门氏细菌
Salmonella

18113 18161 清晰

大肠杆菌
E. coliform

11121 10112 模糊

酵母菌
Yeast 0 0

A1 D1 - 3 菌株 Strains D1 - 3 ; B1 D4 - 3菌株 Strains D4 - 3 ;

C1 PYG肉汤 PYG;D1乳酸水溶液 Lactic acid solution(pH 315)

图 1　乳酸杆菌 D1 - 3和 D4 - 3菌株对沙门氏杆菌

的抑菌结果

Fig. 11 Results of Salmonella inhibition zone affected

by lactobacillus D1 - 3 and D4 - 3

3　讨　论

作为优良益生素菌株必须具有粘附性 ,才能

在肠道中长期生存并发挥作用 ,粘附是定植的第

一步 ,不能粘附于肠上皮细胞表面的细菌 ,只能是

过路菌 ,不能在肠道内定植[9 ]。乳酸菌通过粘附

素与肠黏膜细胞紧密结合 ,在肠黏膜表面定植占

位 ,形成生理屏障 ,在维持肠道正常菌群的平衡、

抵御外来病原菌的侵入等方面发挥重要的作用。

粘附性试验结果表明 ,D1 - 3和 D4 - 3 2 种菌株

对犬肠上皮细胞表面有良好的粘附性。Savage[6 ]

发现乳酸菌对消化道上皮细胞的的粘附性有动物

种类的特异性。因此 ,在选育益生菌素生产菌的

过程中 ,应该采用来源于本动物的乳酸菌 ,并且进

一步筛选具有良好粘附性的菌株。

动物胃中的 pH值为 210～610 ,口服是益生

菌进入肠道的主要途径 ,因此 ,益生素菌株必须有

良好的耐酸能力 ,才能通过高酸性的胃环境到达

肠道发挥作用。本试验结果表明 ,乳酸杆菌 D1 -

3和 D4 - 3具有很高的耐酸性。胃肠道环境对细

菌的抑制因素除了 pH值以外 ,还有胆汁中所含

的胆盐。D1 - 3和 D4 - 3 2种菌株在胆盐浓度为

610 g/ L时仍生长良好 ,这与王传彬等[7 ]所报道的

菌株相比 ,胆盐耐受能力更强。因此 ,D1 - 3 和

D4 - 3 2 种菌株完全能适应动物胃肠道环境 ,作

为微生态制剂用菌种具有较好的潜力。

据文献报道[8210 ] ,乳酸菌抑制病原菌的作用

是通过产生有机酸、H2O2、细菌素等来实现的。本

试验结果表明 ,乳酸菌 D1 - 3和 D4 - 3 2菌株的

培养物对金黄色葡萄球菌、沙门氏细菌、假单胞菌

均具有明显的抑制作用 ,但对酵母菌没有抑制作

用 ,而 pH 315的乳酸水溶液几乎不产生抑菌圈 ,

这与王传彬等的报道相似[7 ]。这说明乳酸菌的抑

菌作用主要取决于乳酸以外的其它抑菌物质 ,有

待于进一步研究。此外 ,乳酸菌不同菌株的抑菌

谱并不一致 ,因此 ,我们认为益生素生产时 ,应选

用多种抑菌谱互补的菌株配合使用 ,以获得较好

的抑菌效果。

关于乳酸杆菌 D1 - 3 和 D4 - 3 菌株的临床

应用效果有待于进一步研究。
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