
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2022, 62(10): 3981–3996  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20220108  

 Research Article 研究报告 
 

                           

基金项目：国家重点研发项目(2019YFA0905601)；中国科学院先导专项(XDB38020300)；中国科学院微生物组项目

(KFZD-SW-219) 
Supported by the National Key Research and Development Program of China (2019YFA0905601), by the Strategic Priority 
Research Program of Chinese Academy of Sciences (XDB38020300) and by the China Microbiome Initiative of Chinese 
Academy of Sciences (KFZD-SW-219) 
*Corresponding author. E-mail: liusj@im.ac.cn 
Received: 24 February 2022; Revised: 2 May 2022; Published online: 14 June 2022 

香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌在无菌猪肠道中的定殖 

韩姗姗 1,2，杜梦璇 1,3，刘畅 1，牛鹏霞 1，冯婕 1，张志刚 4，刘双江 1,3* 

1 中国科学院微生物研究所微生物资源前期开发国家重点实验室和环境微生物与生物技术中心，北京 100101 
2 中国科学技术大学生命科学与医学部，安徽 合肥 230026 
3 山东大学微生物技术国家重点实验室，山东 青岛 250002 
4 云南大学生命科学学院，云南 昆明 650091 
 

韩姗姗, 杜梦璇, 刘畅, 牛鹏霞, 冯婕, 张志刚, 刘双江. 香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌在无菌猪肠道中的定殖. 微生物学

报, 2022, 62(10): 3981–3996. 
Han Shanshan, Du Mengxuan, Liu Chang, Niu Pengxia, Feng Jie, Zhang Zhigang, Liu Shuangjiang. Colonization of germ-free pig 
guts by Enterococcus xiangfangensis and Lactobacillus reuteri strains from different origins. Acta Microbiologica Sinica, 2022, 
62(10): 3981–3996. 

摘   要：【背景】已有研究表明，微生物在宿主肠道中的定殖受宿主、肠道环境、微生物物种特

性和菌株来源等多个因素的影响。一般认为，来源于同类宿主的微生物菌株，在该类宿主肠道中

具有定殖优势，但缺乏在物种和菌株水平上研究微生物自身特性在宿主肠道中定殖的研究报道。

【目的】将不同来源(同类宿主肠道、非同类宿主肠道和非肠道环境)、具有不同生物学特性的 3 株香

坊肠球菌(Enterococcus xiangfangensis)和 4 株罗伊氏乳杆菌(Lactobacillus reuteri)对无菌猪肠道进

行定殖，在物种和菌株 2 个水平上探究物种特性和菌株来源对宿主肠道定殖的偏好性，揭示影响

微生物定殖效率的关键因素。【方法】在本项研究中，将从藏猪(Tibetan pigs)、小鼠(ob/ob mice)、
食蟹猴(Macaca fascicularis)和发酵食品中分离得到的多株香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌，制成混合

菌剂对无菌巴马香猪(Bama miniature pig)进行为期 4 周的饲喂，并通过实时荧光定量 PCR 方法检

测这 7 株菌在无菌猪肠道中的定殖情况。【结果】在物种水平上，香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌在

无菌猪体内具有相近的定殖细胞数目。但是在菌株水平上，小鼠来源的香坊肠球菌(EX-MS)和罗
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伊氏乳杆菌(LR-MS)定殖的细胞数目显著高于其他 5 株菌，表明小鼠来源的菌株具有定殖优势。

在体外混合培养中，将 3 株香坊肠球菌和 4 株罗伊氏乳杆菌分别等比例混合培养 72 h 后，发现香

坊肠球菌 EX-MS 菌株的细胞数目高于香坊肠球菌 EX-MK 和 EX-PG 菌株；在罗伊氏乳杆菌中，4 株

菌的细胞数目相近。7 株菌相互作用表明，EX-MS 菌株对 EX-MK 和 EX-PG 菌株均有明显的抑制

作用，但对 4 株罗伊氏乳杆菌无抑制作用。【结论】本次定殖实验的结果表明，在物种水平上，香

坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌均具有在无菌猪肠道中良好的定殖能力；但在菌株水平上，小鼠来源的香

坊肠球菌 EX-MS 菌株和罗伊氏乳杆菌 LR-MS 菌株具有定殖优势；同时发现，小鼠来源的香坊肠球

菌 EX-MS 菌株通过抑制同物种的 EX-PG 和 EX-MK 菌株，获得了在宿主肠道中的定殖优势。 

关键词：肠道微生物；香坊肠球菌；罗伊氏乳杆菌；无菌猪；定殖偏好性 
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Abstract: [Background] Previous studies suggested that the colonization of microorganisms in the 
host՚s intestinal tract was affected by both host and microbial behaviors, including many factors such as 
the host's intestinal environment, the origin of microbial strain and species characteristics. It is 
generally believed that the microbial strains have advantages in colonizing the intestinal tract of the 
same category of hosts, but there were few reports on the colonization of host intestinal tract at the 
species and strain levels. [Objective] This study aims to explore the colonization of host guts by 
different microbial species and strains, and to reveal the key factors affecting the rate of microbial 
colonization. [Methods] In this study, three strains of Enterococcus xiangfangensis and four strains of 
Lactobacillus reuteri from Tibetan pigs, ob/ob mice, Macaca fascicularis and fermented food were 
prepared into a mixed agent to feed germ-free Bama miniature pigs for four weeks, and the colonization 
of germ-free pig guts by these seven strains were detected with quantitative real-time PCR. [Results] At 
the species level, E. xiangfangensis and L. reuteri colonized similar number of cells in the germ-free 
pigs. However, at the strain level, E. xiangfangensis EX-MS and L. reuteri LR-MS that originated from 
mice colonized more cells than the other five strains, indicating that these mouse-originated strains had 
an advantage of colonizing germ-free pigs. After the three strains of E. xiangfangensis and four strains 
of L. reuteri were respectively mixed in equal proportions and cultured for 72 h, E. xiangfangensis 
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EX-MS colonized more cells than EX-MK and EX-PG, while the four strains of L. reuteri colonized 
similar number of cells. The interaction test between the seven strains demonstrated that EX-MS exerted 
inhibitory effects on EX-MK and EX-PG, while it had no inhibitory effect on the four strains of L. reuteri. 
[Conclusion] At the species level, both E. xiangfangensis and L. reuteri had good ability of colonizing 
the intestinal tract of germ-free pigs. At the strain level, E. xiangfangensis EX-MS and L. reuteri 
LR-MS that originated from mice had colonization advantages. Moreover, EX-MS gains the 
colonization advantage in the host intestine by inhibiting the growth of E. xiangfangensis EX-PG and 
EX-MK respectively originated from Tibetan pigs and M. fascicularis. 

Keywords: gut microbiota; Enterococcus xiangfangensis; Lactobacillus reuteri; germ-free pigs; 
colonization preference 
 

人类微生物组计划的实施揭示了人体微生

物的多样性和重要性 [1]。事实上，我们身体上

几乎所有部位都被微生物占据，肠道微生物菌

群被认为是调节宿主健康的关键因素之一[2]。

当宿主处于正常的生理状况时，肠道微生物菌

群系统保持稳态平衡 [3]，并且，肠道微生物能

够分泌如维生素等人体必需的营养元素，帮助

人体从日常的食物中获取更多的营养[3]。而肠

道微生物菌群紊乱与宿主多种疾病相关[4]，如乳

糜泻疾病[5]、结直肠癌[6]和慢性肝病[7]等。肠球菌

属(Enterococcus)和乳杆菌属(Lactobacillus)中一

些菌株是公认安全的益生菌(generally regarded 
as safe，GRAS)[8]，具有制成益生菌制剂的前景。

已有研究表明，摄入益生菌不仅能有效改善宿

主肠道疾病如肠道菌群失调引起的炎症性肠病

(inflammatory bowel disease，IBD)[9]，还能缓解

儿童哮喘[10]和辅助改善胃癌术后短期结果[11]。

肠球菌在生长过程中产生一些抑菌物质如细菌

素(bacteriocin)等具有较好的酸碱耐受性以及温

度不敏感性，能直接杀伤食源性病原菌如单核

增生李斯特菌等，在食品加工和贮藏等领域拥

有较好的应用前景[12]。乳杆菌属细菌可将糖类

转化为酸性物质，降低环境 pH，抑制病原菌在

肠道内的定殖[13]。由于外源微生物在肠道中定

殖受多种因素影响，如菌株分离来源[14]、宿主

和肠道环境 [2,15]以及微生物物种特性 [16]等，益

生菌能否在肠道中有效定殖是一个备受关注

的问题。 
许多研究表明，外源性微生物在宿主体内

具有宿主定殖偏好性(host-specific colonization 
preference)[4,17]。与动物共生的特定肠道微生物

会随着宿主共同进化，并表现出宿主特异性，

因此，这些共生微生物会更倾向于定殖于其同

源宿主 (遗传背景相同 )[14]。罗伊氏乳杆菌    
(L. reuteri)广泛存在于多种脊椎动物的胃肠道

中，并分化为不同的具有宿主特异性的系统发

育谱系[18]。如啮齿动物分离源的罗伊氏乳杆菌

在小鼠体内显示出高度的定殖适应性，家禽分

离源的罗伊氏乳杆菌也在鸡体内高度富集。但

是人源和猪源的罗伊氏乳杆菌几乎不在人和猪

的肠道中占据定殖优势[14]。宿主定殖偏好性在

金黄色葡萄球菌中也存在，将牛和猪来源的金

黄色葡萄球菌进行系统发育聚类分析发现，牛

来源和猪来源的金黄色葡萄球菌菌株各自聚

集在一起，且猪来源的分离株共享一个牛来源

菌株不存在的基因，这表明金黄色葡萄球菌可

能存在特异的宿主适应性基因[19]。宿主定殖偏

好性在鸟类[20]、海绵[21‒22]和浮游植物[23]中同样

存在。以上研究表明，微生物具有宿主特异性

定殖特性，不同的宿主来源可能比环境变化等
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对微生物定殖更为重要，但这种定殖偏好背后

的机制目前尚未完全解析。 
不同肠道微生物的物种或菌株特异性特征

在细菌定殖宿主中也起着关键作用[22]。嗜黏蛋

白阿克曼氏菌(Akkermansia muciniphila)以黏液

蛋白为生长碳源、氮源和能源，可在宿主黏液

层定殖[24]，大肠杆菌益生菌株 Nissle 的 F1C 菌

毛和 1 型菌毛有助于微生物定殖并结合小鼠肠

道上皮[16]。粪肠球菌利用群体感应策略，通过

细胞溶解素、LuxS 系统和 Fsr 系统调控种群密

度来调节基因表达，增强粪肠球菌在人体中的

定殖强度[25]。此外，肠道微生物产生各种具有

抗菌作用的代谢产物，包括短链脂肪酸、次级胆

汁酸和细菌素[26]。短链脂肪酸通过改变细胞内

的 pH 值[27]和肠道致病菌代谢功能[28]来破坏细

菌的生长，抑制外源微生物在肠道中的定殖能

力。经初级胆汁酸转化得到的去氧胆酸，通过

破坏细胞膜和泄漏细胞内容物抑制许多如金黄

色葡萄球菌、双歧杆菌和乳酸菌等的生长[29‒30]。

而细菌素可以直接抑制亲缘关系密切细菌的定

殖和生长，如唾液乳杆菌 UCC 118 的细菌素

Abp118 能直接杀死单核增生李斯特菌并保护

小鼠[31]。所以，不同的肠道微生物或依靠菌毛

或群体感应策略促进自身在肠道中的定殖能

力，或表达具有抑菌作用的代谢产物与其他肠

道微生物竞争生态位。 
虽然宿主定殖偏好性和微生物的特异性特

征都影响微生物在宿主肠道的定殖效率，但是

在这些影响因素中，究竟是哪一类因素对定殖

影响的优先级是最高的，或者不同因素共同在宿

主肠道定殖中发挥作用的条件和程度，依然有待

进一步的探究。本研究将不同来源分离得到的  
3 株香坊肠球菌和 4 株罗伊氏乳杆菌对无菌猪进

行定殖，探究宿主定殖偏好性是否普遍存在，以

及哪些因素是影响定殖效率的决定因素。 

1  材料与方法 
1.1  菌株来源 

3 株香坊肠球菌和 4 株罗伊氏乳杆菌分别

分离于藏猪粪便、小鼠粪便、食蟹猴的粪便和

发酵食品，分别简称为 EX-PG (藏猪粪便来源)、
EX-MS (小鼠粪便来源)、EX-MK (食蟹猴粪便

来源)、LR-PG (藏猪粪便来源)、LR-MS (小鼠

粪便来源)、LR-MK (食蟹猴粪便来源)和 LR-JJ 
(发酵食品来源)。LR-JJ 来自中国普通微生物菌

种保藏管理中心(China General Microbiological 
Culture Collection Center，CGMCC)，其余 6 株菌

均由本实验室从不同的粪便中分离得到。3 株香

坊肠球菌接种于 mGAM 液体培养基，4 株罗伊

氏乳杆菌接种于 MRS 液体培养基，在 37 °C 培

养箱中厌氧静置培养。相关厌氧实验操作在厌

氧台(COY)进行，厌氧台气体环境为 1.5%‒4.0% 
H2，N2 平衡。 

1.2  无菌猪定殖 
首先将 7 株菌分别培养至 OD600=1.0 进行

接种培养，将 3 株香坊肠球菌按照细胞数量等

比例收菌，然后与保护剂(5%脱脂乳粉、3% α-乳

糖和 2%甘油)混合均匀，分装冻干，制成冻干

粉；4 株罗伊氏乳杆菌同样等比例收菌，然后

与保护剂混合均匀，制成冻干粉。 

7 株菌定殖无菌仔猪实验周期共 28 d，分

为观察期(3 d)、给菌期(14 d)和定殖期(11 d)。
观察期：无菌仔猪出生后先观察 3 d，淘汰体弱

仔猪。给菌期：无菌仔猪观察 3 d 后挑取一只

体态中等仔猪进行试菌，观察 1 d 后无腹泻等

非健康症状，然后开展实验。定殖组共选择 8 只

仔猪，随机分为 4 只一组，分别在 No.7 和 No.12
无菌培养箱培养。无菌组共选择 8 只仔猪，随

机分为 4 只一组，分别在 No.10 和 No.16 无菌

培养箱培养。试菌正常后，将等比例混合香坊
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肠球菌和罗伊氏乳杆菌的冻干粉喂养定殖组仔

猪(取 0.25 g 香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌冻干粉

混合物加入 50 mL 牛奶中混匀饲喂仔猪，等仔

猪进食完毕再补奶正常饮食)，无菌组按照定殖

组相同的进食频率喂养不添加微生物冻干粉的

牛奶。仔猪出生后 1 d 给奶 6 次(包括定殖组和

无菌组)，每次 100 mL，根据进食量适当增加

给奶量并减少给奶次数，给奶量最高 800 mL。

每次记录给奶量与仔猪的进食量，弃余奶，洗

食槽。每天统计给奶量与仔猪进食量，观察仔

猪的健康状况。定殖组连续给菌 3 d，每天喂养

1 次含有菌冻干粉的牛奶，共 3 次；再间隔 1 d
给菌，给菌日喂养 1 次含有菌冻干粉的牛奶，至

给菌期结束共给菌 5 次。在给菌期定殖组一共

给菌 8 次。定殖期：给菌期结束后正常饲养至

28 日龄处置采样。无菌猪喂养流程如图 1 所示。 
无菌猪(巴马香猪)来自于重庆荣昌无菌猪

实验基地，无菌动物实验全部在该实验基地完

成，并得到了重庆市畜牧科学院实验动物伦理

委员会的批准(批准号为 Cqaa2019003)。 

1.3  主要培养基 
MRS 培养基(g/L)[32]：蛋白胨 10，牛肉粉 8，

酵母粉 4，葡萄糖 20，磷酸氢二甲 2，柠檬酸

氢二铵 2，硫酸镁 0.2，硫酸锰 0.04，乙酸钠 5，
半胱氨酸 0.5，吐温-80 1 mL，刃天青 5 mL 
(0.1%)，定容至 1 L，pH 6.5。 

MRS 固体培养基：MRS 培养基添加 1.3%
琼脂。 

改良 GAM (mGAM)培养基(g/L)[33]：改良

GAM 基础培养基 60，半乳糖 0.5，海藻糖 0.5，
果糖 0.5，甘露糖 0.5，菊粉 0.5，帕拉金糖 0.5，
鼠李糖 0.5，纤维二糖 0.5，半胱氨酸 0.5，精氨

酸 0.5，色氨酸 0.3，无水乙酸钠 2.46，碳酸氢

钠 2，氯高铁血红素 5 mL (0.1%)，刃天青 1 mL 
(0.1%)，定容至 1 L，pH 7.2。改良 GAM 固体

培养基添加 1.3%琼脂。 
 

 
 
图 1  无菌猪肠道菌株定殖实验流程图 
Figure 1  Flowchart of bacterial colonization of germ-free pigs. 
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MIX 培养基：将 MRS 培养基和改良 GAM 
(mGAM)培养基 1:1等比例混合，调节 pH至 7.0。 

上述培养基均需要通过抽换气装置用氮气

将培养基中的氧气置换出来。当培养基中含有

氧气时，由于刃天青的存在，培养基呈淡粉色；

当氧气被氮气置换完全时，培养基中粉色消失，

变为培养基本身的颜色。 
1.4  七株菌生长曲线的测定 

以 1%接种量在 mGAM 和 MRS 液体培养

基中分别接种(种子 OD600 约为 1.0) 3 株香坊肠

球菌和 4 株罗伊氏乳杆菌，放置在 37 °C 培养

箱中静置培养。每隔 2、4、24 h，以空白的 mGAM
和 MRS 液体培养基校准，测定吸光度 OD600 值，

持续检测到 72 h，每个时间点测定 3 次吸光度

OD600 值，取其平均值作为这个时间点的 OD600

值。以每株菌的生长时间为横坐标，以生长时间

的对应测得的 OD600 值为纵坐标，绘制细菌生

长曲线。根据生长曲线推算出细菌每分裂一次/
细菌数目增加一倍所需要的时间，称为代时

(generation time)，用 G 表示；比生长速率(μ)为
微生物每小时的分裂数。使用 GraphPad Prism 
v8.3.0.538 (GraphPad Software)软件进行统计学

分析，计算公式分别为： 
G=(T1‒T2)/(lgW2‒lgW1)×lg2；μ=1/G。 
T1 和 T2 是 7 株菌对数生长期中的 2 个时

间点，W1 和 W2 分别为对应对数生长期测得的

细胞数。 

1.5  DNA 提取、引物、探针设计和 qPCR
定量 

从无菌猪的肠道中选取小肠部位的回肠以

及大肠部位的盲肠、结肠和直肠，一共 4 种肠

段，参照 DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen)说明书，

提取 4 种肠段中微生物的基因组 DNA，样品保

存于‒20 °C，用于后续测定 7 株菌在无菌猪体

内定殖的细胞数目的实验。 

将 3 株香坊肠球菌和 4 株罗伊氏乳杆菌这

7 株菌分为 3 组。3 株香坊肠球菌为一组等比例

接种于 mGAM 培养基，4 株罗伊氏乳杆菌为  
一组等比例接种于 MRS 培养基，这 7 株菌为  
一组混合等比例接种于 MIX 培养基，在 37 °C
培养箱中厌氧静置培养，分别在间隔 0、4、8、
12、24、48、72 h 时吸取 1 mL 混合菌液，参照

DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)说明书，提

取 3 个实验组在不同时间点的基因组 DNA，通

过 Qubit 4.0 荧光定量仪(Thermo Fisher Scientifc)
检测提取的 DNA 浓度。提取的基因组 DNA 用于

后续在物种水平和菌株水平上检测 7 株菌在体外

混合培养条件下不同培养时间点的细胞数目。 
香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌的基因组采用

Prokka 软件进行预测分析[34]，香坊肠球菌和罗

伊氏乳杆菌的泛-核心(pan-core)基因集 [35 ]由

Roary 软件(v3.6.1)[36]构建。选取同种菌株基因

组中相似度高于 80%的基因作为核心基因，作

为菌株的特异标记区域。使用 Primer Express 
v3.0.1 (Whitehead Institute and Howard Hughes 
Medical Institute)软件在此区域内设计特异性引

物和探针(表 1)。香坊肠球菌选取的特异基因为

accC，罗伊氏乳杆菌选取的特异基因为 xylB，通

过凝胶电泳观察到目标产物在 124–203 bp 之间，

扩增片段的大小与预期一致。使用 qPCR 对 3 株

香坊肠球菌和 4 株罗伊氏乳杆菌的混合基因组

DNA 样品进行检测，每株菌的引物和探针特异

性扩增目的 DNA 片段结果为阳性，扩增其余  
6 株菌结果为阴性；用上述方法对香坊肠球菌

和罗伊氏乳杆菌的 16S rRNA 探针进行交叉检

测，香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌的探针仅能扩

增目的 DNA 片段结果为阳性，交叉扩增结果为

阴性，表明 Taqman 探针具有良好的特异性。引

物(表 1)由北京天一辉远公司合成，探针由北京

擎科生物科技有限公司合成。构建 7 株菌的标 
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表 1  引物和 Taqman 探针序列 
Table 1  Primers and Taqman probe sequences 
Detection object Primer/probe Sequences (5′→3′) Target genes Product size/bp 
EX-PG P_accC_228_Fpg GGCGATCCATCCAGGTTTTG accC 193 

P_accC_420_Rpg TGTATTGATCGCACCATCGCT 
T_accC_278_pg CGATGTGTGCTGAATGCAATATCA 

EX-MS P_accC_210_Fms ATCCATCCAGGTTTTGGTTT accC 196 
P_accC_405_Rms GGAATAACTGGGACTCCTGC 
T_accC_278_ms CGATGTGTGCTGAGTGTAACATT 

EX-MK P_accC_241_Fmk GGCTTTGGGTTCTTGTCCGAA accC 124 
P_accC_364_Rmk GGACGCCGGCTTTTTGCATTAA 
T_accC_269_mk TATTTGCGACGATGTGCGCCGA 

LR-PG P_xylB_303_Rpg TGCCCAAGTGATTAACCATG xylB 174 
P_xylB_130_Fpg GAACAAGAGCCAGAAGAAGT 
T_xylB176_pg ATGATGTAGCTAGGGCAG 

LR-MS P_xylB_833_Rms TCTGGGTCAATAACAGGATG xylB 203 
P_xylB_631_Fms ACTGGTTTAGTGCCCGAAGC 
T_xylB675_ms ACTTGGAGTACCCGCTAATA 

LR-MK P_xylB_512_Fmk AGGTTGATATGTCAATCGCTTCC xylB 154 
P_xylB_665_Rmk GCTTCGGGCACTAAACCAGT 
T_xylB538_mk ACCGGCTTGATGAACCTTAA 

LR-JJ P_xylB_294_Rjj GATTAACCGTGAAAGAGGCT xylB 141 
P_xylB_154_Fjj AATGCTGCGGAACAAACTAT 
T_xylB216_jj ACTGGCAGTCTCAATTTCA 

Eall/Lall P_16S_613_F TAGCACTCATCGTTTACGGC 16S rRNA 150 
P_16S_762_R CCATGTGTAGCGGTGAAATG 
T_16S_657_Eall TGTTTGCTCCCCACGCTTTC 
T_16S_657_Lall TGTTCGCTACCCATGCTTTC 

 
准质粒，采用质粒小提试剂盒(ZOMANBIO)提

取质粒 DNA，利用 LightCycler 480 定量 PCR

系统和软件(Roche)构建标准曲线，以灵敏度、

特异性和重复性等特征检验标准曲线的准确

性。以 Taqman 荧光定量 PCR (qPCR)法检测 7 株

菌的细胞数目。 
1.6  细菌相互作用 

用改良的琼脂孔扩散法检测 7 株菌的相互

作用。在厌氧操作台中，首先，将已灭菌处理

(115 °C、30 min)固体培养基温度降到 40‒50 °C，

选择 1 株菌作为指示菌，将其以 1%的接种比例

接种到培养基中，使其均匀混合在培养基中。

其次，在空白平板上放置已灭菌的牛津杯，将

上述培养基倾倒在平板除牛津杯外的空白处，

静置 30 min 等待培养基凝固，然后将每一个牛

津杯取出。其余 6 株菌各取 100 µL 菌液直接加

入到相应标记的孔中，并将平板保持水平状态，

放置在 37 °C 恒温的厌氧操作台中培养过夜，

检测是否有抑菌圈形成。如果有抑菌圈则表示

这株菌能抑制指示菌，反之则不能。 

2  结果与分析 
2.1  七株菌的生长曲线和代时 

从 7 株菌的生长曲线(图 2)可知，7 株菌在

培养 2 h 后，OD600 值迅速上升。3 株香坊肠球

菌在培养 10 h后，OD600值达到最高，为 1.2‒1.3，
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表明香坊肠球菌在 2‒10 h 处于菌株生长的对数

期；而培养 10 h 后，3 株菌的 OD600 值不再直

线增加，表明 3 株香坊肠球菌的生长趋于平稳。

4 株罗伊氏乳杆菌在培养 16 h 后，OD600 值达到

最高，为 1.6‒1.7，表明罗伊氏乳杆菌在 2‒16 h
处于生长的对数期；在培养 16 h 后，4 株罗伊氏

乳杆菌的生长曲线呈下降的趋势。7 株菌的代时和

比生长速率见表 2 和表 3。在 3 株香坊肠球菌中，

EX-MK 的生长速率为 0.73 h‒1，快于 EX-PG 和

EX-MS，但单因素方差分析结果表明，3 株香坊

肠球菌的代时[F(2,6)=3.20，P=0.11]和比生长速率

[F(2,6)=3.46，P=0.10]不存在显著差异。在 4 株罗

伊氏乳杆菌中，LR-MK 的生长速率是 0.70 h‒1，

快于其他 3 株罗伊氏乳杆菌。方差分析结果表明，

4 株罗伊氏乳杆菌的代时[F(3,8)=22.79，P=0.000 3]
和比生长速率[F(3,8)=11.06，P=0.003]存在显著

差异。进一步 Tukey 多重比较结果表明，LR-MK
的代时与 LR-PG 不存在显著差异(MD=‒0.05，
P=0.99)，但与 LR-MS (MD=‒1.10，P=0.000 8)
和 LR-JJ (MD=‒0.88，P=0.003)的代时存在显著

差异；LR-MK 的比生长速率与 LR-PG 不存在

显 著差异 (MD=0.03 ， P=0.98) ，但与 LR-MS 
(MD=0.31，P=0.009)和 LR-JJ (MD=0.28，P=0.02)
的比生长速率存在显著差异。虽然生长速率各

不相同，但是 4 株罗伊氏乳杆菌物种亲缘关系

密切，所以生长趋势彼此相近。随着培养时间

的不断延长，LR-MS 和 LR-JJ 的生物量明显下

降，LR-MK 和 LR-PG 的生物量也趋于下降。 
 

 
 
图 2  香坊肠球菌(A)和罗伊氏乳杆菌(B)不同菌株的生长曲线 
Figure 2  Growth curves of E. xiangfangensis (A) and L. reuteri (B) strains. 
 
表 2  三株香坊肠球菌的代时和比生长速率(M±SD)及方差分析结果 
Table 2  Generation time and specific growth rate (M±SD) and variance analysis results of 3 strains of    
E. xiangfangensis 
Growth EX-PG (n=3) EX-MS (n=3) EX-MK (n=3) F(2,6) 
Generation time/h 1.61±0.12 1.52±0.03 1.38±0.14 3.20 
Growth rate/(h‒1) 0.62±0.05 0.66±0.01 0.73±0.07 3.46 
 
表 3  四株罗伊氏乳杆菌的代时和比生长速率(M±SD)及方差分析结果 
Table 3  Generation time and specific growth rate (M±SD) and variance analysis results of 4 strains of L. reuteri 
Growth LR-PG (n=3) LR-MS (n=3) LR-MK (n=3) LR-JJ (n=3) F(3,8) 
Generation time/h 1.50±0.23 2.55±0.23*** 1.45±0.25 2.33±0.03** 22.79 
Growth rate/(h‒1) 0.68±0.11 0.39±0.04** 0.70±0.12 0.43±0.01* 11.06 
***: P<0.000 2; **: P<0.002 1; *: P<0.033 2. 
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2.2  香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌在无菌猪

肠道内定殖和体外混合培养生长情况 
在物种水平上，采用 qPCR 检测了 3 株香

坊肠球菌和 4 株罗伊氏乳杆菌在无菌猪不同肠

段区域中定殖情况。结果表明，在无菌猪体内，

香坊肠杆菌和罗伊氏乳杆菌在回肠、盲肠、结

肠和直肠均可被检测到，每克肠道内容物大约

有 106‒107 个细胞。香坊肠杆菌在 4 种肠段(回
肠、盲肠、结肠和直肠)中的细胞数量分别是

1.51×106、4.49×106、8.06×107和 5.20×106 cells/g，
罗伊氏乳杆菌在 4 种肠段(回肠、盲肠、结肠和

直肠)中的细胞数量分别是 2.76×105、2.15×106、

2.08×107 和 1.05×106 cells/g (图 3A)。虽然香坊肠

球菌在 4 种肠段中定殖的细胞数目均稍高于罗

伊氏乳杆菌，但是差异并不显著。由此可见，

香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌能很好地定殖在无

菌猪肠道内。另外，在无菌猪的 4 种肠段中，

我们发现香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌在无菌猪

大肠中定殖的细胞数目高于其在小肠中定殖的

细胞数目(差异不显著)。 

将香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌按细胞数量

等比例 1:1 体外混合培养，采用 qPCR 方法检

测混合培养的不同时间下香坊肠球菌和罗伊

氏乳杆菌的细胞数目。结果表明，在混合培养的

0‒72 h 时间里，香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌的

细胞数目基本相同，不存在显著差异(图 3B)。
随着培养时间的延长，观察到香坊肠球菌和罗

伊氏乳杆菌在不同时间点的细胞数目并没有显

著变化，维持着基本的波动变化。上述结果表

明，2 种菌混合培养时，这 2 种菌之间维持着

稳定的状态，细胞数目基本不变，因此，推测

香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌之间不存在相互竞

争和抑制作用。 

2.3  不同来源的罗伊氏乳杆菌在无菌猪肠

道内定殖和体外混合培养生长情况 
在 4 株罗伊氏乳杆菌中(图 4A)，LR-MS 在

无菌猪的回肠、盲肠和直肠定殖的细胞数目显

著高于 LR-PG、LR-MK 和 LR-JJ (P<0.05)；在

结肠中，LR-MS 定殖的细胞数目高于 LR-PG、

LR-MK 和 LR-JJ，但不存在显著差异。没有观 
 

 
 
图 3  香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌在体内外物种水平的定量检测 
Figure 3  The number of colonization cells of E. xiangfangensis and L. reuteri in vivo (A) and in vitro (B) at 
species level. A: two species in germ-free pig four intestinal tracts; B: two species mixture culturing in vitro. 
ns stands for P≥0.05; error bars indicate standard deviations. 



 

 

 

3990 Han Shanshan et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(10) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 
 
图 4  不同来源的罗伊氏乳杆菌在体内外条件下的定量检测 
Figure 4  The number of colonization cells of L. reuteri in vivo and in vitro. A: 4 strains of L. reuteri in 
germ-free pig four intestinal tracts; B: 4 strains of L. reuteri mixture culturing in vitro. ns stands for P≥0.05; 
error bars indicate standard deviations. 
 
察到藏猪来源的罗伊氏乳杆菌在无菌猪体内占

据优势的现象，而是小鼠来源的菌株在无菌猪

体内占据优势。 
将 4 株罗伊氏乳杆菌体外等比例混合培养

72 h，不同时间点取样测定 4 株罗伊氏乳杆菌的

细胞数目，qPCR 荧光定量结果显示，LR-MK 和

LR-PG 的细胞数目高于 LR-MS 和 LR-JJ (图 4B)，
与 4 株罗伊氏乳杆菌单独培养条件下的生长速

率和代时相似。体外混合培养排除了无菌猪的

肠道环境对微生物生长的影响，表明 4 株菌体

外混合培养的结果与单菌的生长特性相关，而

4 株罗伊氏乳杆菌之间不存在抑制性相互作用。

因此推测 LR-MS 在无菌猪肠道中具有的定殖

优势可能与菌株自身有关，无菌猪的肠道环境

有可能对 4 株不同来源的罗伊氏乳杆菌具有较

大的影响作用，更倾向于选择小鼠来源的罗伊

氏乳杆菌定殖，其原因需要进一步探究。 

2.4  不同来源的香坊肠球菌在无菌猪肠道

内定殖和体外混合培养的生长情况 
在 3 株香坊肠球菌中(图 5A)，在无菌猪的

回肠、盲肠和直肠的 3 个肠段中，EX-MS 定殖的

细胞数目显著高于 EX-PG 和 EX-MK (P<0.05)；

在结肠中，EX-MS 定殖的细胞数目高于 EX-PG
和 EX-MK，但不存在显著差异。没有观察到藏

猪来源的香坊肠球菌在无菌猪体内占据优势的

现象，而是小鼠来源的菌株在无菌猪体内占据

定殖优势。 
将 3 株香坊肠球菌体外等比例混合培养 

72 h，不同时间点取样测定 3 株香坊肠球菌的

细胞数目，荧光定量结果显示(图 5B)，EX-MS
的细胞数目显著高于EX-PG和EX-MK (P<0.05)，
与 3 株香坊肠球菌在无菌猪体内的定殖情况相

似。3 株香坊肠球菌体外混合培养排除了无菌

猪的肠道环境对微生物生长的影响，但出现了无

菌猪体内定殖和体外混合培养条件下 EX-MS 的

细胞数目显著高于 EX-PG 和 EX-MK 的现象，

因此推测这种现象可能表明 3 株菌香坊肠球菌

之间存在相互抑制作用关系，且 EX-MS 产生抑

制性代谢物质抑制细菌生长。 
将 7 株菌按照 1:1 等比例体外混合培养时，

在不同培养时间点中的细胞数目与 3 株香坊肠

球菌和 4 株罗伊氏乳杆菌单独混合培养时相似

(图 5C)。上述无菌猪体内定殖 qPCR 检测结果

表明，藏猪来源的肠道微生物在无菌猪肠道定
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殖实验中不占据优势地位，小鼠来源的香坊肠

球菌和罗伊氏乳杆菌反而在无菌猪肠道定殖实

验中占据优势地位。不同宿主来源的香坊肠球

菌和罗伊氏乳杆菌混合定殖无菌猪没有选择偏

好性。这 7 株菌在无菌猪体内定殖效率可能与

这 7 株菌本身的特性更具有关联性。 

2.5  细菌相互作用 
我们进一步研究了罗伊氏乳杆菌与香坊肠

球菌在固体平板上的相互作用。结果表明，在物

种水平上，未发现罗伊氏乳杆菌(4 株)对香坊肠球

菌(3 株)存在相互竞争和抑制的情况(图 6A-1 和

A-2)，与液体培养的结果一致。在菌株水平上，

也未观察到 4 株罗伊氏乳杆菌有相互作用的情

况(图 6B-1 和 B-2)，如 LR-PG 对 LR-MS 和

LR-MK 无抑制作用，其余结果相同(省略)。但

发现了香坊肠球菌不同菌株之间具有相互作用

情况，观察到菌株 EX-MS 在以菌株 EX-MK  
(图 6C-1)和 EX-PG (图 6D-1)为指示菌时具有抑

菌圈，这表明菌株 EX-MS 对菌株 EX-MK 和

EX-PG 有抑制作用。而 EX-MK (图 6C-2)和 

 

 
 
图 5  不同来源的香坊肠球菌在体内外条件下的定量检测 
Figure 5  The number of colonization cells of E. xiangfangensis in vivo and in vitro. A: 3 strains of       
E. xiangfangensis in germ-free pig four intestinal tracts; B: 3 strains of E. xiangfangensis mixture culturing in 
vitro; C: 7 strains mixture culturing in vitro. ****: P<0.000 1, ns: P≥0.05; error bars indicate standard deviations. 
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图 6  香坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌不同菌株间的相互作用 
Figure 6  Interactions between 7 strains of E. xiangfangensis and L. reuteri. A-1: L. reuteri had no inhibitory 
effect on E. xiangfangensis, A-2: E. xiangfangensis had no inhibitory effect on L. reuteri; B-1: LR-PG had no 
inhibitory effect on LR-MS, B-2: LR-PG had no inhibitory effect on LR-MK; C-1: EX-MS inhibited EX-MK, C-2: 
EX-MK had no inhibitory effect on EX-MS; D-1: EX-MS inhibited EX-PG, D-2: EX-PG had no inhibitory effect 
on EX-ES. Arrows indicate the range of inhibitory zones. 
 
EX-PG (图 6D-2)在以菌株 EX-MS 为指示菌时

没有抑菌圈，表明 EX-MK 和 EX-PG 对 EX-MS
没有抑制作用。 

3  讨论 
罗伊氏乳杆菌和香坊肠球菌是广泛存在于

多种脊椎动物肠道中的革兰氏阳性细菌[37‒38]。

罗伊氏乳杆菌随多种脊椎动物共同进化，分化

为具有宿主特异性的不同系统发育谱系[18]，其

谱系特异性基因组差异也反映了不同宿主肠道

中的生态位特征[39]。来自共同或相关宿主的罗

伊氏乳杆菌可以有效定殖在该类宿主中，这一

现象已在无乳酸杆菌小鼠模型中得到验证，因

为只有啮齿动物来源的罗伊氏乳杆菌能有效地

在小鼠中定殖[17]。但罗伊氏乳杆菌与其他脊椎

动物共同进化的机制尚未确定[14]，猪来源的罗

伊氏乳杆菌在猪等宿主中的定殖特异性存在与

否依然有待研究。本研究将从藏猪、食蟹猴和

小鼠的肠道内容物以及发酵食品中分离得到的

4 株罗伊氏乳杆菌和 3 株香坊肠球菌定殖无菌

猪，发现藏猪分离源罗伊氏乳杆菌和香坊肠球

菌在无菌巴马香猪肠道中没有定殖优势，而是

小鼠来源的罗伊氏乳杆菌和香坊肠球菌具有定

殖优势，定殖的细胞数目显著高于其余菌株。

鉴于藏猪和巴马香猪亲缘关系较远，本研究结

果难以判断肠道菌株来源与宿主定殖特异性的

关系。 
由于体外混合培养消除了无菌猪的肠道环

境对微生物生长的影响，且 4 株罗伊氏乳杆菌之

间不存在抑制性相互作用，这表明可能小鼠来源

的罗伊氏乳杆菌的独特特性和宿主环境相互作

用使得其在无菌猪肠道中具有定殖优势。3 株

香坊肠球菌之间存在抑制性相互作用，小鼠来

源的香坊肠球菌可以显著抑制藏猪和食蟹猴来

源菌株的生长，且在无菌猪体内和体外混合培

养 2 种条件下表型一致，这表明小鼠来源的香

坊肠球菌 EX-MS 极有可能产生抑制性代谢物

质，抑制 EX-PG 和 EX-MK 的生长，帮助 EX-MS
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在无菌猪体内占据更多的生态位，从而拥有显

著的定殖优势。 
小鼠来源的罗伊氏乳杆菌的菌株特性可能

在于与其他谱系分支的罗伊氏乳杆菌相比，啮

齿类动物谱系菌株的遗传异质性较高[18]，相比

于猪、家禽和人类群体的基因变异和重组的发

生概率要高得多。啮齿类动物特有的罗伊氏乳

杆菌富含 1 个表达上皮粘附因子、特异性蛋白

质转运、细胞聚集、环境感知和细胞裂解的基

因集，这个基因集有助于罗伊氏乳杆菌形成生

物膜和在宿主特异性定殖，并且这个基因集已

在小鼠肠道环境中被证明具有宿主特异性的

生态学意义[40]。其中特别是富含丝氨酸的重复

蛋白(serine-rich repeat protein，SRRP)表面粘附

蛋白与专用运输系统 (SecA2-SecY2)途径有助

于啮齿类动物谱系罗伊氏乳杆菌形成生物膜和

在小鼠前胃中的定殖，这可能是赋予啮齿类动

物来源的罗伊氏乳杆菌在小鼠肠道内具有宿主

定殖特异性的原因之一[40‒41]。因此在本研究中，

小鼠来源的罗伊氏乳杆菌可能具有这个特异的

基因集，所以相较于藏猪、食蟹猴和发酵食品

来源的罗伊氏乳杆菌具有较好的黏附能力，即

使不是在相关来源的宿主环境中，也更容易定

殖。其次，根据罗伊氏乳杆菌分离菌株的种群

结构和表型特征可知，宿主环境是影响罗伊氏

乳杆菌分化的主要因素。虽然我们还不知道驱

动菌株多样化的确切生态因素，但种群遗传结

构表明，宿主之间存在显著差异且宿主环境对

特异性定殖起到很大作用[37]。无菌猪的肠道环

境可能具有较大影响，更倾向于选择小鼠来源

的罗伊氏乳杆菌定殖，促进其在肠道内占据了

优势生态位。 
而肠球菌属的微生物基本上都会表达由核

糖体合成的抗菌肽或细菌素[42]，抑制种属相近

细菌的生长。细菌素的种类较多，可以依据初

级结构间的差异、分子量大小、是否具有热稳

定性以及是否具有遗传特性等[43]，分为 3 类细

菌素：羊毛硫菌素(如 nisin)、非羊毛硫菌素(如
pediocin PA-1)和高分子量肽(如 helveticins J)。
这些细菌素可以杀死或抑制争夺同一生态位或

营养的细菌，这就使得许多细菌素的抑菌谱很

窄，因为细菌素可能对稀缺相同营养的且亲缘

关系密切的细菌最有效[44]。小鼠来源的香坊肠

球菌在无菌猪体内和体外混合培养 2 种条件下

可以显著抑制藏猪和食蟹猴来源菌株的生长，

且表型一致。因此推测小鼠来源的香坊肠球菌

EX-MS 可能产生某种细菌素，抑制同种肠球菌

EX-PG 和 EX-MK 的生长，帮助 EX-MS 在无菌

猪体内争夺更多的生态位和营养物质，使得

EX-MS 在无菌猪肠道中具有显著的定殖优势。 
有研究通过外源性菌群分段移植证明细菌

沿胃肠道定殖的空间异质性，即来自一个特定位

置的菌群选择性定殖于其同源的肠道区域[45]。香

坊肠球菌和罗伊氏乳杆菌在无菌猪大肠(盲肠、

结肠和直肠)中定殖的细胞数目分别高于其在

小肠(回肠)中定殖的细胞数目。因为这 7 株菌大

都分离于肠道内容物，属于大肠微生物，推测

它们更倾向于在大肠中定殖，所以这 2 种菌在

大肠中定殖的细胞数目高于小肠肠段。罗伊氏

乳杆菌和许多其他乳酸菌是近端胃肠道的主要

定殖菌[41]，猪的胃食管末端的 pH 值相对较低，

而向幽门方向的 pH 值较高，所以形成了沿着

胃肠道的纵向 pH 梯度[46]。啮齿类动物来源的

罗伊氏乳杆菌表面粘附蛋白 SRRP在低 pH条件

下易与膳食成分结合，而在中性条件 pH 条件

下可与宿主上皮细胞结合，这可能有利于罗伊

氏乳杆菌在胃肠道中定殖的持久性[41]。微生物

发酵主要发生在猪盲肠、结肠及直肠部位，乳

酸菌能发酵碳水化合物，产生有机酸，从而降

低肠道 pH 值[47]，促进罗伊氏乳杆菌与膳食成
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分结合。在本研究中，罗伊氏乳杆菌在大肠中

定殖的细胞数目略高于小肠(差异不显著)，有可

能是实验选用的大肠肠段中拥有较多的肠道内

容物，结合的罗伊氏乳杆菌可能也较多，所以这

可能促使更多的罗伊氏乳杆菌在大肠中定殖。 
小鼠来源的罗伊氏乳杆菌因特有的促进生

物膜黏附和宿主特异性定殖的基因集，小鼠来

源的香坊肠球菌因可能表达具有抑菌作用的细

菌素，这 2 株菌从而在无菌猪肠道定殖实验中

占据优势地位。而与无菌猪具有相关来源的罗

伊氏乳杆菌和香坊肠球菌在无菌猪肠道定殖实

验中没有占据优势地位，表明这 7 株菌在无菌

猪体内定殖效率可能与菌株本身的特性更具有

关联性。宿主环境也是影响肠道微生物分化的

主要因素，但驱动菌株多样化的确切生态因素

还需要进一步研究。此外，EX-MS、EX-PG 和

EX-MK 是不同来源的同一种菌株，其基因组相

似性很高，但 EX-MS 却能抑制 EX-MK 和

EX-PG 的生长，据此推测 EX-MS 可能具有和

EX-PG 与 EX-MK 不同的抑菌抗性的独特基因，

产生了具有抑菌活性的物质，这需要通过基因

组分析进一步确定其特异基因，才能进一步探

究其独特的抑菌作用机制。 

4  结论 
本研究基于实验室从藏猪、小鼠和食蟹猴

粪便和发酵食品分离得到的 3 株香坊肠球菌和

4 株罗伊氏乳杆菌，通过在无菌猪体内定殖和

体外混合培养，发现在不同来源的香坊肠球菌

和罗伊氏乳杆菌在无菌猪的肠道定殖中，具有

促生物膜黏附基因的小鼠来源的罗伊氏乳杆菌

和具有抑菌特性的小鼠来源香坊肠球菌具有定

殖优势，表明菌株自身的特性可能是影响定殖

效率的决定因素。本研究通过 7 株菌在无菌猪

体内和体外混合培养实验的互补，为宿主与微

生物相互作用的机制提供了新的信息，并为香

坊肠球菌作为益生菌在宿主中的应用提供了研

究基础。 
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