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猪的胃肠道内具有高密度的微生物菌群，从胃中的7~9 logCFU/ml到小肠末端的9 logCFU/ml，结肠可达10~11 logCFU/ml。进行微

生物种属鉴定，主要的属包括乳杆菌、链球菌、片球菌、梭菌及双歧菌等，其中乳杆菌的益生功能及较多数量使其成为最重要的一类

菌种。现已从猪的粪便、小肠、盲肠和直肠内分离得到不同浓度的麦汁乳杆菌、肠乳杆菌、卷曲乳杆菌、植物乳杆菌、嗜酸乳杆菌、

胃乳杆菌等。在仔猪饲料中具有应用潜力的益生菌株的筛选标准包括：①分离于合适的菌群栖息地；②益生菌株的安全性；③体外菌

种鉴定；④菌种适应性；⑤在混合菌种中的高水平繁殖率；⑥在宿主中的存活力和定植力；⑦产生抑制病原菌的物质。综合考虑益生

菌在动物体内的生存环境以及饲料的加工工艺，本文详细介绍评定益生乳杆菌在断奶仔猪饲料中应用潜力的几个重要指标以及指标的

测定方法，以便于今后的科学研究更好地发现并鉴定出优良的应用于饲料工业的益生乳酸菌菌株。 

1 菌株对于高酸度pH值的适应性测定 
待测菌株在MRS液体培养基中30 ℃或37 ℃过夜培养；以1％的接种量接种于新鲜MRS培养基中恒温静止培养18 h；在4 ℃下5 000×
g离心10 min,菌体沉淀用磷酸盐缓冲液PBS(10 mM 磷酸二氢钠、10 mM磷酸氢二钠、130 mM氯化钠，pH值7.2)洗涤1次；菌体悬浮

于PBS，溶液浓度为10 logCFU/ml，调pH值分别为1.0、2.0、3.0、4.0和5.0,培养1、2、4 h；将培养后的菌液梯度稀释至合适浓度,
菌液均匀涂抹于MRS固体平板上,计算细胞的存活率x logCFU/ml(0<x<10)。试验重复两次，每一个数据都是基于3次观察所得数据的

平均值。 

根据每种菌株在各个pH值条件下的存活时间比较菌株之间的差异，选择耐酸的优良菌株。 
2 菌株的抗热性测定 
待测菌株于MRS液体培养基中30 ℃或37 ℃静止培养18 h浓缩菌液,将5 ml沉淀的菌液重悬于0.5 ml MRS培养基中，浓度为10 
logCFU/ml；将菌液转移至毛细玻璃管内，70 ℃热击10 s，而后10 ℃冷却5 min，菌液涂板于MRS固体平板上。重复3次计算平均的

菌株细胞存活率。 

菌株的抗热性也经常通过将乳杆菌与猪饲料混合后来测定：稳定期收获的细胞用pH值7.0、浓度50 mM的磷酸钾缓冲液洗涤2次，细胞

沉淀重悬于双蒸水中至OD620nm为0.2，浓度约9 logCFU/ml；菌液以10%接种于5 g猪饲料将0.5 g混合物转移入毛细玻璃管内,70 
℃热击10 s，然后10 ℃冷却5 min，菌液涂板于MRS固体平板上。根据菌株热击后的细胞存活率x logCFU/ml（0<x<10）由高到低来

筛选抗热性菌株。 

3 菌株对胃肠道模拟液的适应性测定 
胃模拟液的制备：125 mM NaCl、7 mM KCl、45 mM NaHCO3、3 g/l 胃蛋白酶（来源于猪的胃粘膜）。 
肠模拟液的制备：0.1% 胰液素（来源于猪的胰腺）、0.15% 牛胆汁盐，调pH值8.0。 
胃模拟液的适应性测定：收获稳定期的待测菌株细胞,8 000×g离心10 min,菌体沉淀用生理盐水洗涤；重悬于50 ml胃模拟液,菌株细

胞浓度约10 logCFU/mlpH值分别调至2.0、3.0和8.037 ℃严格厌氧培养,并轻微震荡培养以模拟胃的蠕动分别取培养0、90 min和180 
min的菌液涂板计算菌株细胞存活率x logCFU/ml（0<x<10）。 
肠模拟液的适应性测定：收获在胃模拟液中培养180 min的菌株细胞，重悬于肠模拟液；悬浮液置于37 ℃严格厌氧培养；分别取培养

0、90、180 min的菌液涂板计算菌株细胞存活率x logCFU/ml（0<x<10）。 
经过胃肠道模拟液后，一般菌株的细胞存活率都会有所下降，但只要在一个可接受的范围内即可。细胞存活率越高，菌株经过猪胃肠

道消化后到达小肠和结肠的数目就会越多。加入保护剂或者将细胞制备成高密度可繁殖细胞形式，或者加入抗菌代谢物质，都可以增

大菌株细胞的存活率。饲料本身就是菌种的一种保护剂。 

4 菌株的抑菌性测定 
分别测定细胞和无细胞的上清培养液的抑菌活性，来鉴定细胞还是细胞代谢产物具有抑制病原菌活性。无细胞的上清培养液制备：待

测菌株培养于MRS培养基中,收获后使用8 000×g离心10 min,无细胞的上清液可直接用于检测试验或将上清液用1 M NaOH 调pH值至

6.5~7.0，再用0.5 mg/ml 过氧化氢酶处理。细胞液制备通过使用菌株对胃肠道模拟液抗性的试验方法得到。 
作为指示菌的病原菌一般选择大肠杆菌 K12、鼠伤寒沙门氏菌ATCC 6994、猪痢疾短螺旋体ATCC 27164、产气荚膜梭菌Type A 
strain 22G、葡萄球菌ATCC 25923等。对于不同的指示菌采用指定的培养基，如pH值7.0的LB培养基用于大肠杆菌 K12和鼠伤寒沙

门氏菌ATCC 6994等。指示菌均匀涂板于相应的固体平板，浓度达4 logCFU/ml。在固体平板上放置直径为5 mm的牛津杯，其中加

入经过胃肠道模拟液处理的细胞液，或无细胞的上清培养液。平板置于4 ℃放置4 h，以利于抗菌物质的充分扩散。37 ℃厌氧培养24 
h后计算抑菌圈的大小，以氯霉素作为阳性对照。 
5 菌株的抗生素抗性测定 
待测菌株的抗生素抗性采用药敏纸片法测定。待测菌株稀释至合适浓度后均匀涂于MRS固体平板，将含有一定浓度各种抗生素的药敏

纸片置于平板中央,30 ℃或37 ℃培养24 h,测量产生的抑菌圈的直径,从而判断待测菌株对某种抗生素敏感还是具有抗性。常用此方法

来检测的抗生素包括氨苄青霉素、万古霉素、氯霉素、四环素、链霉素、新霉素、卡那霉素等。 

6 菌株的抗冻性测定 
待测菌株在冻结培养物中的生存能力在冻结前、后都进行测定。将装有待测菌液的螺帽玻璃管在室温条件下每周解冻1次，随后将菌液

用PBS溶液进行梯度稀释，涂板检测细胞存活率。 
总之，益生乳杆菌应用于饲料中的一个最重要的条件就是菌株在通过动物消化道过程中具有较高的存活率。待测菌株如果能够适应体

内的胃肠道液体,具有天然的肠道定植能力而成为优势菌群，并且具有抑制病原菌特性，以及在饲料的加工贮藏中仍能够保持较高的存

活率，这样的菌株将具有很大的开发潜力。 

（编辑：王 芳，xfang2005@163.com） 
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