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摘 要：研究两歧双歧杆菌、嗜酸乳杆菌、禽大肠杆菌 D40、大肠杆菌 E1FF #35##、鸡白痢沙门氏菌和鼠伤寒沙门氏
菌与肉鸡不同部位肠粘液糖蛋白的粘附性能，探讨两歧双歧杆菌和嗜酸乳杆菌对所试病原菌的抗粘附作用。结果

表明：在不同的肠道部位，两歧双歧杆菌、嗜酸乳杆菌、鸡白痢沙门氏菌和鼠伤寒沙门氏菌与肠粘液糖蛋白均有不

同的粘附作用，而禽大肠杆菌 D40、大肠杆菌 E1FF #35##在各肠段粘液上的粘附性能则相近；在相同的肠道部位，
所试益生菌的粘附能力大于病原菌；两歧双歧杆菌和嗜酸乳杆菌对所试病原菌的粘附有不同的阻断作用，同时二

者有时还存在互补抗粘附作用。
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细菌粘附是感染致病的前提。肠道病原细菌依

其粘附素与肠粘液的受体结合，然后在局部产生毒

素或侵入深部组织致病［/］。研究表明［# H %］，粘附素

多为细菌菌毛，此外还有一些非菌毛性蛋白和糖类，

而肠粘液细菌所粘附的受体多为糖蛋白。由于不同

的细菌，其粘附素的组成成分和分子结构不同，它们

识别、结合宿主肠粘液受体的能力就不同，而且在肠

道的不同部位，由于受体的成分和活性位点可能有

别，进而也影响细菌的粘附作用。因此，本试验研究

不同细菌与不同肠段粘液糖蛋白的粘附性能，并就

嗜酸乳杆菌、两歧双歧杆菌阻断病原菌粘附的能力

进行探讨。

! 材料和方法

!"! 菌株
大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）E1FF #35##、鼠伤寒

沙门氏菌（+(*,)-%**( ./0$’,1&’1,）E1FF 3$$/"由浙
江省疾病预防控制中心提供，二者均源于人的临床；

禽大肠杆菌（7I;7, !"#$%&’#$’( #)*’）D40、鸡白痢沙门
氏菌（ +(*,)-%**( 01**)&1,）F452/" 由中国兽医药品
监察所提供，二者均源于鸡；嗜酸乳杆菌（ 2(#.)3(#’*4
*1" (#’5)0$’*1"）E1FF !"3%、两歧双歧杆菌（6’7’5)3(#4
.%&’1, 3’7’51,）EG/C/03# 由中国科学院微生物研究
所提供，其中嗜酸乳杆菌源于人粪便，两歧双歧杆菌

源于乳制品发酵。

!"# 主要试剂
"J2胸腺嘧啶核苷购自中国原子能科学研究院

同位素研究所，放射性比活度为 %$F;K::’(；LJ 肉
汤、LMG肉汤和 J7,N?’平衡盐溶液购自 O;PA’公司；
J9Q9G和牛血清白蛋白购自 G;=:7公司。
!"$ 细菌培养
将细菌在含 #$!RK:R的

"J2胸腺嘧啶核苷的培
养基中，"4S培养，其中大肠杆菌、沙门氏菌在 LJ
肉汤中培养 #!@；乳杆菌和双歧杆菌在 LMG肉汤中
厌氧培养 !0@。然后 !$$$TK:;, 离心 /$:;,，用含
$C/U（VK&）叠氮化钠的 JJ液（J-W-? B J7,N?’X+PP2
-T：/$::’(KR J9Q9G，WJ 4C!）洗涤后，悬浮在 JJ液
中。将细菌的光密度调节在约（/ H #）Y /$0 AP+K:R。
!"% 肠粘液糖蛋白
参照 M;,N;,-,等［4］方法并稍加改进。分别刮取

/!日龄 EE商品代肉鸡的十二指肠、空肠、回肠、盲
肠、结肠中部粘液，等体积加入生理盐水后匀浆，

/$$$$TK:;,离心 /$:;,。上清液经无水乙醇二次沉
淀，冻干收集。然后悬浮在 JJ液中（/$:=K:R）。若
有杂质离心除去。 B #$S保存，待用。
!"& 粘附实验
将含肠粘液糖蛋白的悬浮液于 !S解冻。用

JJ液稀释成 $C3:=K:R浓度。取 /$$!R于 5% 孔培



养板，!"下 #$%。轻轻吸弃上液，并用 #$$!& ’’液
洗涤培养板两次，以除去未粘在培养板上的糖蛋白。

取 ($$!&已标记的细菌，加入到上述培养板中。
)*"下 (%。轻轻吸弃上液，用 #$$!& ’’液洗涤培
养孔两次，以除去未粘附的细菌。然后加入 ($$!&
(+ ,-, . $/(0123& 456’溶液，7$"下 (/8%。再加
入 (8$!& 闪烁液，在液闪仪（95225: ;<:=1>?@5! A=<B
&CD，E<F25FG）上测定放射性强度 HI;5。每个做 )个
重复。以牛血清白蛋白做空白对照。

细菌的粘附率 J HI;5 3HI;1 K ($$+，其中 HI;1

是所加入细菌的放射性强度。

!"# 粘附阻断实验
取 ($$!& $/80L30&肠粘液糖蛋白液于 M7孔培

养板，!"下 #$%。用 #$$!& ’’液洗涤培养板两次。
（(）加入未标记嗜酸乳杆菌 ($$!&；（#）加入未标记
的两歧双歧杆菌 ($$!&；（)）加入未标记的嗜酸乳杆
菌和两歧双歧杆菌各 8$!&，)*"孵育 (%。轻轻吸弃
上液，用 #$$!& ’’ 液洗涤培养孔两次。再加入
($$!&标记的病原菌，)*"孵育 (%。经 ’’ 液洗涤
后，加入 (+ ,-, . $/(0123& 456’于 7$" (/8%。然
后测定放射性强度 HI;N。每个做 )个重复。
粘附阻断率 J HI;N 3HI;5 K ($$+。

!"$ 数据处理
数据均以平均值 O标准差形式表示，差异显著

性分析采用 ,P,（7/(#）中的 ! 检验。

% 结果

%"! 细菌的粘附率
各试验菌在肉鸡不同部位肠粘液糖蛋白上的粘

附率见表 (。随着肠段的后移，两歧双歧杆菌和嗜
酸乳杆菌的粘附率逐渐增大。其中两歧双歧杆菌与

回肠、盲肠和结肠粘液糖蛋白的粘附作用显著优于

十二指肠和空肠，而嗜酸乳杆菌只有在结肠粘液上

的粘附率显著高于其它肠段。禽大肠杆菌 6*Q 和
大肠杆菌 PAHH #8M##与各肠段粘液糖蛋白的粘附
率无显著差异性。鸡白痢沙门氏菌与盲肠和结肠粘

液的粘附能力强于回肠、空肠和十二指肠，而鼠伤寒

沙门氏菌与结肠粘液的粘附性能高于其它肠道部

位。就不同菌株在同一肠段粘液上的粘附性能而

言，两歧双歧杆菌和嗜酸乳酸杆菌的粘附能力要大

于所试病原大肠杆菌和沙门氏菌，禽大肠杆菌 6*Q
的粘附性能强于大肠杆菌 PAHH #8M##，鸡白痢沙门
氏菌的粘附作用高于鼠伤寒沙门氏菌。

表 ! 细菌在肉鸡肠粘液糖蛋白上的粘附率（&）
A5N2? ( PG%?R<1F S?=:?F@5L?R 1T @%? N5:@?=<5 @1 @%? <F@?R@<F52 0C:CR L2U:1S=1@?<FR 1T N=1<2?=（+）

,@=5<FR -C1G?FC0 V?WCFC0 X2?C0 H5?:C0 H121F

" Y #$%$&’( P,(/(Q8# M/(8 O (/**P5 ($/!Q O !/!$P5 (M/8! O Q/#M>5 #$/8( O (/Q*>5 #8/$$ O #/#Q>5

) Y *+$&,-.$/’0 PAHH !)87 */7( O )/!8P5N Q/#( O )/MQP5N ((/M( O #/*$PN ((/8# O )/*8PN (*/#! O 7/!M>N

PZ<5F 1 Y +,/$ 6*Q */)! O !/$)P5N */7# O #/$*P5N */88 O #/#!PN: */#! O )/#8P:G */7$ O (/7MP:

1 Y +,/$ PAHH #8M## 8/*! O $/M)P5N: 8/87 O #/)MPN: 8/*M O (/7#P:G 8/QQ O $/Q7P:G 8/*! O #/(7P:

2 Y -’//,3’( H*MB() !/$( O $/7)PN: 8/Q8 O $/*MP>N: 8/QM O #/!*P>:G */*# O #/7*>HN: Q/MQ O #/!QH:

2 Y !4-.$(’3$’( PAHH 8$$() #/!# O $/Q7P: )/*7 O $/QMP: !/)M O (/)!P>G !/7! O (/(*P>G 7/*7 O (/!Q>:

;?5FR T1221[?G NU G<TT?=?F@ RCS?=R:=<S@（P，>，H）[<@%<F @%? R50? =1[ 5=? R<LF<T<:5F@2U G<TT?=?F@（5 \ $/$8）Y A%? R50? N?21[Y ;?5FR T1221[?G NU G<TT?=?F@ RCS?=B
R:=<S@（5，N，:，G）[<@%<F @%? R50? :12C0F 5=? R<LF<T<:5F@2U G<TT?=?F@（5 \ $/$8）Y A%? R50? N?21[Y

%"% 嗜酸乳杆菌的抗粘附作用
嗜酸乳杆菌对所试病原菌均有不同程度的抗粘

附作用（表 #）。其中对鸡白痢沙门氏菌的抗粘附作
用相对较强，而对大肠杆菌 PAHH #8M## 则相对较
弱。就同一菌株在不同肠段而言，鸡白痢沙门氏菌

和鼠伤寒沙门氏菌与盲肠和结肠粘液糖蛋白的粘附

性能受嗜酸乳杆菌抑制的程度大于其它肠段，而禽

大肠杆菌 6*Q或大肠杆菌 PAHH #8M##在各肠段粘
液上的附着受嗜酸乳酸杆菌的影响未见差异显著性

（5 ] $/$8）。

%"’ 两歧双歧杆菌的抗粘附作用
由表 )可见，两歧双歧杆菌对禽大肠杆菌 6*Q、

大肠杆菌 PAHH #8M##和鸡白痢沙门氏菌在肠道各
部位粘液糖蛋白上的粘附均有一定的阻断作用，但

鼠伤寒沙门氏菌在十二指肠、空肠粘液上的粘附率

未见下降。

%"( 嗜酸乳杆菌和两歧双歧杆菌抗粘附的互补作用
表 !可见，肠粘液糖蛋白经嗜酸乳杆菌和两歧

双歧杆菌同时处理后，对所试病原菌均有一定的抗

粘附作用。
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表 ! 嗜酸乳酸杆菌对病原菌的抗粘附作用（"）
!"#$% & ’()*+",-%.*/( /0 1")-/2%(. #3 ! 4 "#$%&’($)*+（5）

6)7"*(. 89/,%(9: ;%<9(9: =$%9: >"%?9: >/$/(

’@*"( , 4 #&)$ ABC BDEFG H CEIF’"# BGEJK H GFEDK’"# BIEDI H CEBJ’"# DDEJF H GJE&B’"# DKEKI H GKEIB’#

, 4 #&)$ ’!>> &IL&& LCECG H &JECJ’" CDEDB H GDEID’" LJEFB H GBEF&’" LJEJD H GBEDL’" LGE&L H &KE&G’"

- 4 ’*))&.*/ >BL+GF DIEGC H LECL’# ICEB& H CECC’# IIEKG H GBEFK’# KJEJJ H FECGM? FLELJ H IEKJM?

- 4 01’($/*.$*/ ’!>> IJJGF B&E&& H GFELK’M"# DJEJJ H LELGM># BCEBC H G&ECC’"# IIEJ& H GGEJG>#? KLEG& H CEKF>#?

表 # 两歧双歧杆菌对病原菌的抗粘附作用（"）
!"#$% F ’()*+",-%.*/( /0 1")-/2%(. #3 2 4 3$4$%*/（5）

6)7"*(. 89/,%(9: ;%<9(9: =$%9: >"%?9: >/$/(

’@*"( , 4 #&)$ ABC BLEDF H GDE&J’" CJEKB H LEDB’"# BLEKG H GGEGG’" CGE&F H &JEKC’" BGE&J H GCEKD’"

, 4 #&)$ ’!>> &IL&& LJEF& H &FEGG’" BCEFF H &JEKD’" CBEGB H &JEGF’" BLE&B H &GEIG’" CBEIC H DEDI’"

- 4 ’*))&.*/ >BL+GF CKE&L H GKEFF’" BBELI H CEBD’" C&EKF H GJEFK’" B&ECD H GDEKG’" DCEBL H CECB’"

- 4 01’($/*.$*/ ’!>> IJJGF GJ&ELD H &FEFF’" GJ&EJK H GCECD’# LDEKF H &JEBG’" LGEKK H GDEII’" CCELK H G&EDL’"

表 $ 嗜酸乳酸杆菌和两歧双歧杆菌对病原菌抗粘附的互补作用（"）
!"#$% K ’()*+",-%.*/( /0 1")-/2%(. #3 ! 4 "#$%&’($)*+ "(, 2 4 3$4$%*/（5）

6)"*(. 89/,%(9: ;%<9(9: =$%9: >"%?9: >/$/(

’@*"( , 4 #&)$ ABC ICEIK H BEBG’" D&EDD H LECF’" IDEGC H GDEKG’" DBEFK H GDE&G’"# DCELJ H GDELD’"#

, 4 #&)$ ’!>> &IL&& BBEK& H GCEKL’" DFEFF H GKELK’" B&EBC H GJE&F’" BCEB& H GCEBK’" CGEKI H LEDF’"

- 4 ’*))&.*/ >BL+GF ICELB H CEIF’" DJE&D H GJEBI’" ILEKD H GKEGI’" KJEIB H FEDLM# FCEBI H IEIDM?

- 4 01’($/*.$*/ ’!>> IJJGF BIEBK H GIEBJ’" BJEBG H GDECJ’" BGEKF H GGEGI’" IGEK& H KE&BM"# KCEGI H GKEJGM#?

# 讨论
本研究表明，不论是益生菌还是病原菌，均与肉

鸡肠粘液糖蛋白有一定的粘附作用，但其粘附能力

是有差异。其中两歧双歧杆菌和嗜酸乳杆菌与各肠

段粘液糖蛋白的粘附作用要大于所试病原大肠杆菌

和沙门氏菌。双歧杆菌和乳杆菌均属有益菌，它们

通过粘附作用可定殖于动物肠道粘液表面，这对维

持宿主肠道微生态平衡，增强免疫功能起着非常重

要的生理功能。所以，有益菌与肠粘液的粘附作用

强于病原菌，正是有助于肠道的健康及其功能的正

常发挥，满足动物正常生存的需要。在所试病原菌

中，禽大肠杆菌 ABC和鸡白痢沙门氏菌的粘附能力
较强，说明细菌的粘附具有宿主特异性。N*$$%:.%(
等也［D］报道，大肠杆菌 OCC粘附素主要与仔猪肠道
上皮及粘液的受体有很强的粘附性能。此外，同一

菌株与不同部位肠粘液糖蛋白的粘附能力也不尽相

同。其中两歧双歧杆菌或嗜酸乳杆菌在各肠段上的

粘附性能相差较大，而禽大肠杆菌 ABC或大肠杆菌
’!>> &IL&&则相差较小。这是由于不同部位肠道
的结构和功能有别，使得肠粘液上部分糖蛋白受体

的组成、分子结构和装配机制发生了变化。这种变

化对一些细菌（如禽大肠杆菌 ABC）的粘附性能影响
较小，而对另一些细菌（如两歧双歧杆菌）则影响较

大。说明肠粘膜组织结构对一些细菌的粘附性能有

一定的影响。

本试验表明，在相同肠粘液糖蛋白上，嗜酸乳杆

菌和两歧双歧杆菌对所试病原菌粘附的阻断作用是

有差异。同时，就同一菌株与不同肠段的粘附而言，

两种益生菌的抗粘附效果也不尽相同。这充分说明

了益生素抗粘附机制的复杂性，受多种因素的影响，

其中肠粘液糖蛋白受体的多样性可能是影响益生素

抗粘附的重要因素之一。益生菌除粘附与其有特异

性的受体之外，还粘附那些与病原菌也有高度附着

力的非特异性受体，从而使病原菌的粘附作用受到

抑制，但益生菌不能粘附那些只与病原菌有特异粘

附作用的糖蛋白受体。这也就解释了为什么嗜酸乳

杆菌或两歧双歧杆菌不能完全阻断大肠杆菌或沙门

氏菌粘附的原因，也反映了益生菌用于预防和治疗

肠道细菌感染的局限性。但有必要进一步研究益生

菌在不同种糖及相应糖蛋白上的抗粘附作用。

!9/:/$"等［C］报道，乳杆菌 PP不仅没有降低鼠
伤寒沙门氏菌与肠粘液的粘附率，反而使其增加，经

显微镜观察发现，乳杆菌 PP与鼠伤寒沙门氏菌间
有相互结合作用，但这种结合作用可能比较弱，因为

细菌没有出现集聚现象。然而，本研究并未发现嗜

酸乳杆菌有提高鼠伤寒沙门氏菌粘附率的作用，说

明不是所有的乳杆菌株都有与鼠伤寒沙门氏菌结合
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的作用。但是，本研究却发现两歧双歧杆菌未使鼠

伤寒沙门氏菌在十二指肠和空肠粘液糖蛋白上的粘

附率下降。笔者认为，两歧双歧杆菌与鼠伤寒沙门

氏菌有双重作用，一方面，两歧双歧杆菌通过与肠粘

液受体的粘附作用，阻断了鼠伤寒沙门氏菌在肠粘

液上的附着；另一方面，与糖蛋白粘附的两歧双歧杆

菌又和鼠伤寒沙门氏菌发生弱的结合作用。而鼠伤

寒沙门氏菌与回肠、盲肠和结肠粘液的粘附性能因

两歧双歧杆菌的作用而下降，是由于两歧双歧杆菌

粘附的阻断作用大于其与鼠伤寒沙门氏菌的结合作

用，因为两歧双歧杆菌与回肠、盲肠和结肠粘液糖蛋

白的粘附率较高（表 !）。当然，鼠伤寒沙门氏菌与
有益菌之间的作用机理及其生物学意义还需进一步

研究。

本研究表明，嗜酸乳杆菌对大肠杆菌 "#$$
%&’%%的抗粘附作用较弱，而两歧双歧杆菌对鼠伤
寒沙门氏菌的抗粘附能力较弱。但肠粘液糖蛋白经

嗜酸乳杆菌和两歧双歧杆菌同时处理后，上述两种

病原菌的粘附率均有所下降，说明嗜酸乳杆菌和两

歧双歧杆菌对某些细菌粘附的阻断存在互补作用。

这是由于一些糖蛋白受体易与两歧双歧杆菌粘附，

而另一些易与嗜酸乳杆菌发生作用，这样使多种病

原菌的粘附作用均能得到有效地抑制。可见，就阻

断病原菌粘附的广谱性而言，复合益生菌的抗粘附

效果要优于单一益生菌。
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