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生物平衡，提高免疫力，调节脂肪代谢，促进动物

生产 以 及 改 善 畜 舍 环 境 等 功 能［３－５］。粪 肠 球 菌

（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）为 国 家 允 许 饲 用 的 饲 用

微生物添加剂之一，是属于肠球菌属的一种兼性

厌氧型乳酸菌，对环境适应力和抵抗力强，可耐受

四环素、卡那霉素、庆大霉素等多种抗生素，而且

其生长条件要求不严格，在１０～４５ ℃都能生长，
在普通营养培养基上也可生长，广泛分布于自然

界中［６－７］。粪肠球菌作为一种益生菌，在医学和食

品工程领域已得到广泛应用，但在畜禽使用的微

生态制剂中，以粪肠球菌作为生产菌种的报道较

少。为此，本试验旨在通过研究粪肠球菌的生长

特点、耐酸性、耐胆盐性和抑菌性等探讨其作为益

生菌的应用前景。

１　材料与方法

１．１　菌株及培养基

菌株来源：粪肠球菌 ＣＧＭＣＣ１．２１３５，购自中

国科学院 微 生 物 研 究 所。胰 胨－大 豆 胨 液 体 培 养

基（ＴＳＢ）：胰蛋白胨１５ｇ／Ｌ，大豆胨５ｇ／Ｌ，氯 化

钠５ｇ／Ｌ，ｐＨ 为 ７．３，１２１ ℃ 灭 菌 ３０ ｍｉｎ。胰 胨－
大豆胨固体 培 养 基（ＴＳＡ）：胰 蛋 白 胨 １５ｇ／Ｌ，大

豆胨５ｇ／Ｌ，氯 化 钠 ５ｇ／Ｌ，琼 脂 １３ｇ／Ｌ，ｐＨ 为

７．３，１２１ ℃灭菌３０ ｍｉｎ。营养 肉 汤 培 养 基：蛋 白

胨１０ｇ／Ｌ，牛肉膏３ｇ／Ｌ，氯化钠５ｇ／Ｌ，ｐＨ　７．０，

１２１ ℃ 灭 菌 ３０ ｍｉｎ。营 养 琼 脂 培 养 基：蛋 白 胨

１０ｇ／Ｌ，牛 肉 膏 ３ ｇ／Ｌ，氯 化 钠 ５ ｇ／Ｌ，琼 脂

１３ｇ／Ｌ，ｐＨ　７．０，１２１ ℃灭 菌３０ ｍｉｎ。伊 红 美 蓝

固体培养基（ＥＭＢ）：称取３７．５ｇ伊红美蓝琼脂，
溶解于１Ｌ 蒸馏水中，１２１ ℃灭菌３０ ｍｉｎ。指示

菌：大肠杆菌 Ｏ１（Ｃ８４０１０）和 Ｏ７８（Ｃ８４００８），购自

中国兽药监察所。

１．２　菌株活化

从－２０ ℃冰箱中取出粪肠球菌冻干菌粉，接

种于装有５０ｍＬ　ＴＳＢ培养基的三角瓶（２５０ｍＬ）
中，３７ ℃，１６０ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ。取０．５ｍＬ 的培

养液用生理盐水稀释至１０－５、１０－６和１０－７稀释度

时，取０．１ｍＬ涂布于 ＴＳＡ 平板，３７℃培养２４ｈ。
用接种针挑取单菌落接种于装有５０ｍＬ　ＴＳＢ 培

养基的三角瓶（２５０ｍＬ）中，３７ ℃，１６０ｒ／ｍｉｎ培养

２４ｈ，得发 酵 种 子 液。将 粪 肠 球 菌 发 酵 液 以 ２％
的接种量接种于装有５０ｍＬ　ＴＳＢ



管和 试 验 管 中 取 出 ２ 个 试 管，梯 度 稀 释 后 进 行

ＥＭＢ平板计数。

２　结果与分析

２．１　粪肠球菌生长曲线及发酵液ｐＨ变化

由图１可知，在接种２ｈ内，ＯＤ 值变化较小，
菌株处于生长延迟期，培养２ｈ 后，ＯＤ 值几乎呈

直线上升，生长进入对数期，培养８ｈ生长达到高

峰，以后没有出现下降的趋势，生长进入稳定期。
这与图２中所示的随着培养时间的延长，发酵液

ｐＨ 的变化趋势 相 符，即 粪 肠 球 菌 生 长 的 前 ２ｈ，
发酵液 ｐＨ 变化较小，２～８ｈ，ｐＨ 迅 速 上 升，８ｈ
之后，ｐＨ 上升减缓，基本趋于稳定。

２．２　耐酸性

由表１可知，粪肠球菌经人工胃液中处理１ｈ
后 ，ｐＨ　２和ｐＨ　３处 理 组 活 菌 数 均 极 显 著 降 低

图１　粪肠球菌的生长曲线

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ

（Ｐ＜０．０１），ｐＨ　４ 处 理 组 活 菌 数 虽 低 于 对 照 组，
但没有显著变 化（Ｐ＞０．０５）；随 着 处 理 时 间 的 延

长，各 处 理 组 活 菌 数 均 呈 现 极 显 著 下 降 的 趋 势

（Ｐ＜０．０１），处理３ｈ后ｐＨ　２处理组活菌数的常

用对数值降低至５．４３（２．７１×１０５　ＣＦＵ／ｍＬ），ｐＨ

３和 ｐＨ　４处理组活菌数的常用对数值分别降低

至７．０１个（１．０３×１０７　ＣＦＵ／ｍＬ）和７．７４（５．６５×

１０７　ＣＦＵ／ｍＬ）。

２．３　耐胆盐性

由表２ 可 知，粪 肠 球 菌 经 质 量 分 数 为 ０．２％
和０．３％的胆盐处理２ｈ内，活菌数均呈现极显著

降低的趋势（Ｐ＜０．０１），处理３ｈ后活菌数降低幅

度减小，与 处 理 ２ｈ 后 的 活 菌 数 的 无 显 著 差 异

（Ｐ＞０．０５），活 菌 数 的 常 用 对 数 值 分 别 为 ６．１６
（１．４６×１０６　 ＣＦＵ／ｍＬ）和 ６．１４（１．３７ × １０６

ＣＦＵ／ｍＬ）。

图２　粪肠球菌生长的ｐＨ变化

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｐＨ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ
表１　粪肠球菌在不同ｐＨ下人工胃液中的活菌数密度的常用对数值（珔ｘ±ｓ）

　　　　　Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｖｉａｂｌｅ　ｃｏｕｎｔｓ　ｏｆ　Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓｉｎ　ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　ｇａｓｔｒｉｃ　ｊｕｉｃｅ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐＨ

项 目
Ｉｔｅｍ

时间／ｈ　Ｔｉｍｅ

０　 １　 ２　 ３

ｐＨ　２　 ８．３６±０．０２Ａａ　 ７．２８±０．０１Ｂｂ　 ５．７１±０．０５Ｃｃ　 ５．４３±０．０１Ｄｄ

ｐＨ　３　 ８．３６±０．０２Ａａ　 ８．０８±０．０２Ｂｂ　 ７．３８±０．０１Ｃｃ　 ７．０１±０．０４Ｄｄ

ｐＨ　４　 ８．３６±０．０２Ａａ　 ８．３１±０．０１Ａａ　 ７．９２±０．０４Ｂｂ　 ７．７４



２．４　体外抑菌性

由表３可 知，大 肠 杆 菌 Ｏ１ 单 独 培 养 和 与 粪

肠球 菌 混 合 培 养 的 前 ８ｈ，活 菌 数 无 显 著 差 异

（Ｐ＞０．０５），其常用对数值分别增加至９．０５（１．２５

×１０９　ＣＦＵ／ｍＬ）和 ８．７８（６．２０×１０８　ＣＦＵ／ｍＬ），
培养至１０ｈ时，单独培养的活菌数极显著高于混

合培养的活菌数（Ｐ＜０．０１），培养至１２ｈ时，单独

培 养 与 混 合 培 养 的 活 菌 数 无 显 著 差 异

（Ｐ＞０．０５），均呈现上升的趋势，但混合培养的活

菌数仍处于１０８　ＣＦＵ／ｍＬ水平。
由表４可 知，大 肠 杆 菌 Ｏ７８ 单 独 培 养 和 与 粪

肠球 菌 混 合 培 养 的 前 ８ｈ，活 菌 数 无 显 著 差 异

（Ｐ＞０．０５），均增加至１０８　ＣＦＵ／ｍＬ，培养至１０ｈ
时，单独培养的活菌数极显著高于混合培养的活

菌数（Ｐ＜０．０１），其常用对数值分别为９．０７（１．１７

×１０９　ＣＦＵ／ｍＬ）和８．９６（９．１×１０８　ＣＦＵ／ｍＬ）；培

养至１２ｈ时，单独培养的活菌数常用对数值较高

于混合培养的高０．６３（Ｐ＜０．０１）。
表３　粪肠球菌对大肠杆菌Ｏ１ 活菌数密度常用对数值的影响（珔ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ　３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ　ｏｎ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｏ１

项 目
Ｉｔｅｍ

时间／ｈ　Ｔｉｍｅ

０　 ２　 ４　 ６　 ８　 １０　 １２

单独培养
Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ ８．３１±０．０１　 ８．３７±０．０１　

６



呈现上升和稳定的趋势，对酸性环境有较强的抵

抗力。侯璐［７］用人工胃液来评价粪肠球菌的耐酸

性，发现其 在 ｐＨ　２．０ 和 ｐＨ　３．０ 的 环 境 中 处 理

２ｈ后存活率高达 ８６．１％和９１．３％，活菌 数 密 度

均达到１０９　ＣＦＵ／ｍＬ，对ｐＨ　２．０和 ｐＨ　３．０的低

酸环境表现出良好的耐受性。本试验中粪肠球菌

经ｐＨ　２、３、４的人工胃液处理３ｈ后，活菌数密度

均分别极 显 著 降 低 至 ２．７１×１０５、１．０３×１０７ 和

５．６５×１０７　ＣＦＵ／ｍＬ。以上结果存在差异可能是

由于粪肠球菌的来源与生理阶段不同导致其对低

酸环境的耐受性有一定差别。动物胃内 ｐＨ 一般

波动在２．０～３．５，食物在胃内停 留 １～２ｈ［１２］，当

动物 进 食 后，一 方 面 会 在 短 时 间 内 引 起 胃 内 ｐ

†¤ ¶fl ÔÚ
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［１０］　ＬＩＵ　Ｙａｎ（刘 　 艳）．Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ　Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｏｎｅ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ　Ｓｔｒａｉｎ［Ｄ］．Ｄａｌｉａｎ：

Ｄａｌｉａｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（大 连 工 业 大 学），２００８：４２，

４４（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｗｉｔｈ　Ｅｎｇｌｉｓｈ　ａｂｓｔｒａｃｔ）．
［１１］　Ｈｅｎｒｉｋｓｓｏｎ　Ａ，Ｋｈａｌｅｄ　Ａ　Ｋ　Ｄ，Ｃｏｎｗａｙ　Ｐ　Ｌ．Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
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ｍｏｖａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｎｏｎｓｅｃｒｅｔｉｎｇｓｔｏｍａｃｈ　ｒｅｇｉｏｎ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｂ　Ｅｃｏｌ

Ｈｅａｌｔｈ　Ｄｉｓ，１９９９，１１：９６－９９．

［１２］　Ｙｕ　Ｂ，Ｔｓｅｎ　Ｈ　Ｙ．Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒａｂｂｉｔ　ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ

ｔｒａｃｔ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｆａｃｔｏｒｓ　ａｆｆｅｃｔｉｎｇ　ｔｈｅｉｒ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊ　Ａｐｐｌ

Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ，１９９３，７５：２６９－２７５．

［１３］　Ｈｉｌｌ　Ｍ　Ｊ．Ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｇｕｔ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｐｕ－

ｈａｎｎａｅｏｌｏｇｙ［Ｍ］．Ｎｅｗｙｏｒｋ：Ｗｉｌｋｉｎｓ　Ｉｎｔｅｒｓｅｉｅｎｅｅ，１９９５．

［１４］　Ｋｏｓ　Ｂ，Ｓｕｓｋｏｖｉｃ　Ｊ，Ｇｏｒｅｔａ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｃｔｏｒｓ　ｏｎ

ｔｈｅ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ　Ｍ９２ｉｎ　ｓｉｍｕｌａ－

ｔｅｄ　ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｆｏｏｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ－

ｏｌ，２０００，３８：１２１－１２７．

［１５］　Ｃｈａｒｔｅｒｉｓ　Ｗ　Ｐ，Ｋｅｌｌｙ　Ｐ　Ｍ，Ｍｏｒｅｌｌｉ　Ｌ，Ｃｏｌｌｉｎｓ　Ｊ　Ｋ．Ｄｅｖｅｌｏｐ－

ｍｅｎｔ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ　ｔｏ　ｄｅｔｅｒ－

ｍｉｎｅ　ｔｈｅ　ｔｒａｎｓｉｔ　ｔｏｌｅｒａｎｃｅ　ｏｆ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ　ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ　Ｌａｃｔｏｂａ－

ｃｉｌｌｕｓ　ａｎｄ　Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｕｐｐｅｒ　ｈｕｍａｎ

ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｔｒａｃｔ［Ｊ］．Ｊ　Ａｐｐｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９８，８４：７５９－

７６８．

［１６］　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　Ｒ　Ｃ，Ｓｈｏｗａｌｔｅｒ　Ｒ，Ｋｅｒｎ　Ｊｒ　Ｆ．Ｉｎ　ｖｉｖｏ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｂｉｌｅ

ｓａｌｔｓ　ａｎｄ　ｃｈｏｌｅｓｔｙｒａｍｉｎｅ　ｏｎ　ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ａｎａｅｒｏｂｉｃ　ｂａｃｔｅｒｉａ

［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，１９７５，６９（２）：４８３．

［１７］　Ｔｕｏｍｏｌａ　Ｅ，Ｃｒｉｔｔｅｎｄｅｎ　Ｒ，Ｐｌａｙｎｅ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｑｕａｌｉｔｙ　ａｓｓｙｒ－

ａｎｃｅ　ｃｒｉｔｅｒｉａ　ｆｏｒ　ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ　ｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．Ａｍ　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｎｕｔｒ，

２００１，７３：３８６－３９２．

［１８］　ＳＨＥＮ　Ｚｈｏｎｇｙａｎ（沈 中 艳）．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｏｆ　Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ　Ｌａｃｔｉｃ

Ａｃｉｄ　Ｂａｃｔｅｒｉａ　ｆｒｏｍ　Ｐｉｇｓ　ａｎｄ　Ｓｔｕｄｙ　ｏｎ　Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　Ｃｏｎｄｉ－

ｔｉｏｎ［Ｄ］．Ｗｕｈａｎ：Ｈｕａｎｇｚｈｏｎｇ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（华

中农业大学），２００７：２８（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｗｉｔｈ　Ｅｎｇｌｉｓｈ　ａｂｓｔｒａｃｔ）．
［１９］　ＹＩ　Ｗｅｉｘｕｅ（易维学）．Ｓｔｕｄｙ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｆｅｅｄ　Ｅｎ－

ｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ　ａｎｄ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　Ｓｕｂｔｉｌｉｓ　ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ［Ｄ］．Ｗｕ－

ｈａｎ：Ｈｕａｎｇｚｈｏｎｇ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（华 中 农 业 大

学），２０１０：３７－３９（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｗｉｔｈ　Ｅｎｇｌｉｓｈ　ａｂｓｔｒａｃｔ）．
［２０］　ＷＡＮＧ　Ｌｉｙｕｎ（王锂韫），ＨＥ　Ｙｉｎｆｅｎｇ（贺 银 凤），ＬＩ　Ｓｈａｏｙ－

ｉｎｇ（李 少 英），ｅｔ　ａｌ．Ｓｔｕｄｙ　ｏｎ　ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｋｏｕｍｉｓｓ

［Ｊ］．Ｆｏｏｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（食 品 科 技），２００６，１２：

１５－１７（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｗｉｔｈ　Ｅｎｇｌｉｓｈ　ａｂｓｔｒａｃｔ）．

·７０２·１１期 鲍延娥等：粪肠球菌益生特性的体外评价


