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摘 要：乳酸菌(lactic acid bacteria, LAB)是益生菌的主要来源。我国珍贵的地方猪种藏猪的肠道

乳酸菌资源仍有待挖掘。【目的】筛选优质藏猪源乳酸杆菌。【方法】采用平板划线法分离并通过

16S rRNA 基因测序鉴定乳酸菌，进一步选择 2 株乳酸产量有显著差异的藏猪源罗伊氏黏液乳杆

菌和 1 株实验室此前保存杜×长×大(duroc×landrace×yorkshire, DLY)猪源的罗伊氏黏液乳杆菌，共

3 株菌进行耐酸耐胆盐、抗氧化试验、抑菌能力以及耐药性等生物学特性分析和比较。【结果】

从藏猪中分离鉴定到 21 株乳酸菌，分别为 10 株非解乳糖链球菌(Streptococcus alactolyticus)、6 株

罗伊氏黏液乳杆菌(Limosilactobacillus reuteri) [原名为罗伊氏乳杆菌(Lactobacillus reuteri)]、3 株食

淀粉乳杆菌(Lactobacillus amylovorus)、1 株肠膜状明串珠菌(Leuconostoc mesenteroides)和 1 株阴道

黏液乳杆菌(Limosilactobacillus vaginalis)。在挑选出的 3 株菌中，L. reuteri T-B5L2 的乳酸产量最

高，该菌在 pH 3.0 和 0.1% 胆盐的培养基中均表现出较强的生存能力，其抑制肠致病性大肠杆菌

和猪霍乱沙门菌生长的能力最强。3 株菌在抗氧化能力上无显著差异。3 株菌均对青霉素类和头

孢菌素类抗生素较敏感，对四环素类、氨基糖苷类和糖肽类抗生素有抵抗力。【结论】本研究从

藏猪粪便中分离到 21 株乳酸菌，其中 L. reuteri T-B5L2 的产酸能力最强。进一步的体外生化特性

测定结果表明，L. reuteri T-B5L2 生长性能良好，具有耐酸、耐胆盐、抗氧化和抑制病原菌生长

的能力，是一株具有潜力的益生菌。
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Abstract: Lactic acid bacteria (LAB) are the predominant probiotics with significant health-
promoting potential. Xizang pigs, an invaluable indigenous breed in China, harbor a unique and 
largely unexplored reservoir of intestinal LAB. [Objective] To screen high-quality LAB isolated 
from Xizang pigs.[Methods] LAB were isolated by the streak plate method and identified by 16S 
rRNA gene sequencing. Two Limosilactobacillus reuteri strains with significantly different 
lactic acid production capacities were selected from Xizang pigs. The two strains, together 
with one L. reuteri strain previously preserved in our laboratory, which originated from 
duroc×landrace×yorkshire pigs, were assessed in terms of acid and bile salt tolerance, antioxidant 
activity, antibacterial properties, and antibiotic resistance.[Results] A total of 21 LAB strains were 
isolated and identified from the intestinal microbiota of Xizang pigs, including ten Streptococcus 
alactolyticus strains, six L. reuteri strains, three Lactobacillus amylovorus strains, one Leuconostoc 
mesenteroides strain, and one Limosilactobacillus vaginalis strain. Among the three strains 
screened out, L. reuteri T-B5L2 exhibited the highest lactic acid production. Moreover, this strain 
demonstrated strong survival under pH 3.0 and 0.1% bile salts. L. reuteri T-B5L2 exhibited the 
strongest inhibitory activity against enteropathogenic Escherichia coli and Salmonella 
Choleraesuis. There were no significant differences in antioxidant activity among the three strains. 
All the three strains exhibited high sensitivity to penicillins and cephalosporins but displayed 
resistance to tetracyclines, aminoglycosides, and glycopeptides.[Conclusion] In this study, 21 LAB 
strains were isolated from the feces of Xizang pigs, among which L. reuteri T-B5L2 exhibited the 
highest acid production capacity. Further in vitro biochemical characterization demonstrated that 
this strain exhibited good growth performance, acid and bile salt tolerance, antioxidant activity, and 
the ability to inhibit pathogenic bacteria. These findings suggest that L. reuteri T-B5L2 is a 
promising probiotic candidate with potential applications in improving intestinal health and 
mitigating pathogenic infections.
Keywords: Xizang pig; lactic acid bacteria; Limosilactobacillus reuteri; isolation; identification; 
probiotic properties

乳酸菌(lactic acid bacteria, LAB)是一类耐酸

且需氧量低的革兰氏阳性杆菌或球菌，属于乳

酸杆菌目[1]。乳酸菌能够抑制大肠杆菌和沙门氏

菌等致病菌的生长[2-3]，这使得乳酸菌成为潜在

的抗生素替代品[4]。研究表明，在断奶仔猪中添

加乳酸菌有助于维持仔猪肠道菌群平衡，增强

免疫力，改善生长性能[5]。此外，孔庆辉[6]的研

究表明，罗伊氏黏液乳杆菌(Limosilactobacillus 

3166



樊秋月 等 || 微生物学报, 2025, 65(7)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

reuteri) [ 原 名 为 罗 伊 氏 乳 杆 菌 (Lactobacillus 

reuteri)]通过增强肠道黏膜的物理、化学、免疫

和微生物屏障等多种机制，调节肠道健康，从

而有效抵御脂多糖(lipopolysaccharides, LPS)对断

奶藏仔猪肠道的损伤，并缓解肠道的炎症反应。

因此，在养殖业中筛选和运用优质乳酸菌具有

重要意义。

藏猪是我国珍贵的地方猪种，主要分布在

青 藏 高 原[7]。 与 杜 × 长 × 大 (duroc×landrace×

yorkshire, DLY)猪相比，藏猪具有耐粗饲、抗病

力强和肉质鲜美等优点[8]。由于饲养模式和生长

的地理环境不同，藏猪肠道内含有丰富的菌种

资源[9-10]。Shang 等[11]研究表明，藏猪结肠肠道

菌群的组成和丰度与其优良性状密切相关。同

时，相关研究表明断奶后的藏猪肠道内乳酸杆

菌的数量显著高于长白猪[12]。目前，有关藏猪

源乳酸菌的研究有限，且藏猪源乳酸菌资源也

较少，开发和利用藏猪源乳酸菌对丰富益生菌

库具有重要意义。本研究采集西藏 3 个猪场的

粪样，分离藏猪粪便中的乳酸菌，旨在筛选优

质藏猪源乳酸菌，并对其益生特性进行系统评

估，为进一步开发藏猪源乳酸菌提供研究基础。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

三号胆盐购自北京索莱宝科技有限公司；

细菌微量生化鉴定管购自青岛高科技工业园海

博生物技术有限公司；乳酸测试盒购自南京迈

博昊成生物科技有限公司；药敏纸片购自比克

曼 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 分 别 为 ： 四 环 素

(30 μg/片)、 多 西 环 素 (30 μg/片)、 强 力 霉 素

(30 μg/片 )、 米 诺 环 素 (30 μg/片 )、 链 霉 素

(10 μg/片 )、 卡那霉素 (10 μg/片)、阿米卡星

(10 μg/片)、庆大霉素 (120 μg/片)、氨苄西林

(10 μg/片)、 青 霉 素 (10 μg/片)、 头 孢 哌 酮

(75 μg/片)、 头 孢 曲 松 (30 μg/片)、 头 孢 唑 林

(30 μg/片)、头孢呋辛钠 (30 μg/片)、头孢嘧啶

(30 μg/片)、 万 古 霉 素 (30 μg/片)、 恩 诺 沙 星

(10 μg/片)、氯霉素(30 μg/片)；FeSO4 购自上海

麦克林生化科技股份有限公司；2,2-联苯基-1-苦

基肼基(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH)、甲

醇(0.791−0.793 g/mL)、邻二氮菲、Omega 细菌

DNA 提取试剂盒、Omega 质粒小量提取 I 型试

剂盒均购自南京希宝生物科技有限公司；荧光

定量 PCR 试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份

有限公司。

酶标仪，TECAN 公司；超净工作台，苏州

安泰空气技术有限公司；实时荧光定量 PCR 仪，

ThermoFisher Scientific 公司。

1.2　样品来源

本研究从西藏林芝朗县一猪场、西藏林芝

巴宜区白马镇一猪场以及西藏农牧学院藏猪试

验基地 3 个猪场采集了断奶仔猪、保育猪和育

肥猪 3 个生长阶段的粪样分离乳酸菌(表 1)。

1.3　菌株

实验室前期从 DLY 猪中分离得到的 4 株

乳 酸 菌 ： Lactobacillus amylophilus D-S1、

Limosilactobacillus mucosae D-109-4 、

Lactobacillus johnsonii D-S2、Limosilactobacillus 

reuteri D-109-1。产肠毒素大肠杆菌(Escherichia 

coli) K88 CVCC 1526 由南京农业大学动物医学

院汤芳教授惠赠，猪霍乱沙门菌 (Salmonella 

enterica serovar Choleraesuis, SC) ATCC 13312 购

自北纳创联生物科技有限公司。 L. reuteri 

D-109-1、 Limosilactobacillus reuteri T-B5L2 和

Limosilactobacillus reuteri T-B5L1 的序列已上传

至 GenBank， 登 录 号 分 别 为 ： PV094651、

PV094652、 PV094653。 含 有 intI1、 intI2、

incN-rep、 incP-oriT、 incW-rep、 tnpA02 质粒的

标准大肠杆菌由南京农业大学资源与环境学院

谢婉滢副教授惠赠。

1.4　乳酸菌的分离鉴定

用接种环蘸取适量粪样后于 MRS 琼脂培养

基上划线，置于 37 ℃培养 24 h 后，挑取单菌落
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于 MRS 液体培养基中，37 ℃静置培养 24 h。以

纯化后的菌液为模板，PCR 扩增 16S rRNA 基

因，使用乳酸菌的特异性引物[13]：上游引物 F 

(5′-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3′)和下游引物

R (5′-ATTCCACCGCTACACATG-3′)。PCR 反应

体系(25 μL)：2×Taq PCR Mix 12.5 µL，上、下

游引物(10 µmol/L)各 1 µL，菌液 1 µL，ddH2O 

9.5 µL。PCR 反应条件：94 ℃预变性 2 min；

94 ℃变性 30 s，61 ℃退火 1 min，68 ℃延伸

1 min，35 个循环；68 ℃终延伸 7 min。将扩增

产物进行 1% 琼脂糖凝胶电泳检验[13]。将扩增成

功的菌株送至北京擎科生物科技股份有限公司

进行测序，最后将测得序列与 NCBI 数据库进行

比对。

1.5　产乳酸能力测定

将鉴定完成的所有藏猪乳酸菌以及实验室

前期分离到的 4 株 DLY 猪源的乳酸菌菌株进行

培养，37 ℃厌氧培养 24 h，调节所有乳酸菌菌

液的 OD600 值为 1.0，后续试验菌液浓度调节均

如此。分别以 2% 的比例接种至 10 mL MRS 肉

汤中，每株菌 3 个重复，37 ℃厌氧培养 24 h。

使用乳酸试剂盒测定菌株产乳酸能力，具体试

验步骤参考说明书进行。

1.6　生长曲线测定

菌株的培养以及浓度调节同 1.5 节，使用分

光光度计测定滚管上同一位置的吸光度值。

0−10 h 每 2 h 检测 1 次吸光度值，10−18 h 每 4 h

测定 1 次吸光度值，18−24 h 每 2 h 测定 1 次吸

光度值，记录数据并绘制生长曲线。

1.7　生化试验测定

使用细菌微量生化鉴定管对乳酸菌进行生

化鉴定，菌株的培养以及浓度调节同 1.5 节。使

用灭菌环蘸取菌液加入到生化鉴定管中，使用

封口膜包裹生化鉴定管，放入 37 ℃培养箱中培

养 12 h，观察生化鉴定管颜色变化。颜色由紫

色变成黄色则为阳性，未发生颜色变化则为

阴性。

1.8　耐酸、耐胆盐能力测定

参考文献 [14]，将 1 mol/L 的盐酸添加到

MRS 培养基中，调节 MRS 培养 pH 值分别为

2.0 和 3.0，对照组 pH 6.2；分别配制含有 0.1%

和 0.3% 牛胆盐的 MRS 培养基，对照组不含牛

胆盐，每组做 3 个重复，生长比例的计算如公

式(1)所示。

生长比例 =
试验组OD值
对照组OD值

´ 100% (1)

菌株的培养以及浓度调节同 1.5 节，取 2%

菌液接入 10 mL 培养基中，37 ℃静置培养 5 h

后，使用分光光度计测菌液 OD600 值。

表1　乳酸菌的分离来源

Table 1　Isolated sources of lactic acid bacteria

地点
Location

西藏林芝朗县猪场
Pig farm in Lang County, Nyingchi, Xizang

西藏林芝巴宜区白马镇猪场
Pig farm in Baima Town, Bayi District, Nyingchi, Xizang

西藏农牧学院实验基地
Experimental base of Xizang Agricultural and Animal Husbandry 
University

猪生长阶段
Growth stage of pigs

保育猪Nursery pigs

育肥前期Early grower-finisher pigs

育肥后期Late grower-finisher pigs

断奶仔猪Weaned piglets

保育猪Nursery pigs

育肥猪Finishing pigs

断奶仔猪Weaned piglets

保育猪Nursery pigs

育肥猪Finishing pigs

采样时间
Sampling time

2023-02-12

2023-02-13

2023-02-14

2023-02-28

2023-02-28

2023-03-05

2023-03-10

2023-03-11

2023-03-12
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1.9　抗氧化能力测定

DPPH 自由基 (DPPH· )清除能力测定根据

Brand-Williams 等[15]描述的方法，略作修改。配

制 6×10−2 mmol/L 的 DPPH 自由基溶液，配制好

的溶液避光保存，现配现用。取 OD600 值为 1.0

时的菌液和 DPPH 自由基按照 1:4 的比例进行混

合，混匀后避光 30 ℃静置培养 30 min，每株菌

3 个重复。使用酶标仪测定溶液在 517 nm 处的

吸光度，DPPH 自由基清除率的计算如公式(2)

所示。

DPPH自由基清除率 =
(A0 -AF )

A0
´ 100% (2)

式中：A0 为培养前吸光度值，AF 为培养后吸光

度值。

配 制 0.75 mmol/L 的 邻 二 氮 菲 溶 液 和

0.75 mmol/L 的 FeSO4 溶液。菌液浓度同 1.5 节。

本研究设空白组(Ax)、对照组(A0)和试验组(Ay)，

按照 Niu 等[16]的试验方法依次加入试剂，最后

充分混匀。 37 ℃ 金属浴 1 h，测量溶液在

536 nm 处的吸光度，羟基自由基清除率的计算

如公式(3)所示。

羟基自由基清除率 =
Ay -A0

Ax -A0
´ 100% (3)

1.10　抑菌能力测定

使用打孔法检测菌株抑制病原菌的能力。

将培养至对数生长期的 E. coli 1526 和 SC 13312

稀释至 107 CFU/mL 进行抑菌试验。乳酸菌菌液

浓度调节同 1.5 节，10 000 r/min 离心 10 min，

过滤取菌液上清液待用。使用培养皿进行固体

培养基制备时，控制培养基的厚度均匀一致，

约为 4 mm，以此保证试验的准确性。取 100 μL

致病菌菌液，使用无菌棉花棒将致病菌均匀涂

抹在 LB 固体培养基上，使用 1 mL 无菌枪头在

培养基上打孔，在孔中加入 150 μL 的乳酸菌上

清液，每株菌 3 个重复，37 ℃温箱培养 24 h。

使用游标卡尺测量抑菌直径。

1.11　耐药性测定

采用药敏纸片法评估待测菌株的抗生素敏

感性。乳酸菌菌液浓度调节同 1.5 节，使用无菌

棉花棒蘸取菌液，将乳酸菌菌液均匀涂在 MRS

琼脂培养基上，然后将药敏纸片分布均匀地贴

于涂布了菌液的培养基上。37 ℃培养 24 h 后，

使用游标卡尺测量抑制圈的直径，根据檀茜倩

等[17]使用的判定标准以判断菌株对抗生素的敏

感程度。

测定的抗生素包括：四环类抗生素(四环素、

强力霉素、米诺环素)，氨基糖苷类抗生素(链霉

素、卡那霉素、阿米卡星、庆大霉素)，青霉素

类抗生素(氨苄西林、青霉素)，头孢菌素类抗生

素(头孢哌酮、头孢曲松、头孢唑林、头孢呋辛

钠、头孢嘧啶)，糖肽类抗生素(万古霉素)，氟

喹诺酮类抗生素(恩诺沙星)，酰胺醇类抗生素

(氯霉素)。

1.12　乳酸菌中可移动遗传元件(mobile 

genetic elements, MGEs)基因测定

提取 3 株 L. reuteri DNA，采用绝对定量

(qPCR)的方法对 3 株 L. reuteri DNA 进行 5 个常

见的 MGEs 基因(intI1、intI2、tnpA02、incP-oriT

和 incW-rep)的定量测定。这些基因可以反映乳

酸菌中 MGEs 的结构特征、功能或转移能力。

MGEs 标记基因引物见表 2。绝对定量试验方法

参考 Liu 等[18]的方法。

表2　MGEs标记基因引物

Table 2　Primers of MGEs marker genes

Primers name

intI1

intI2

incP-oriT

incW-rep

tnpA02

Primer sequences (5′→3′)

F: GCCTTGATGTTACCCGAGAG

R: GATCGGTCGAATGCGTGT

F: TGCTTTTCCCACCCTTACC

R: GACGGCTACCCTCTGTTATCTC

F: CAGCCTCGCAGAGCAGGAT

R: CAGCCGGGCAGGATAGGTGAAGT

F: GGCCATCGTATCAACGAGAT

R: ATTGGTGCGCTCAAAGTAGC

F: GGGCGGGTCGATTGAAA

R: GTGGGCGGGATCTGCTT
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1.13　数据统计及分析

使用 Microsoft Excel 对数据进行初步整理，

并利用 GraphPad Prism 进行统计分析。试验数

据通过单因素方差分析进行差异显著性检验，

绘图采用 GraphPad Prism 软件完成。结果以“平

均值±标准误”表示，当 P<0.05 时，差异被认为

具有统计学意义。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　乳酸菌的分离鉴定及筛选

经 MRS 培养基分离以及 16S rRNA 基因测

序鉴定，从藏猪的粪样中共分离得到 21 株乳酸

菌，分别为 10 株非解乳糖链球菌(Streptococcus 

alactolyticus)、 6 株 罗 伊 氏 黏 液 乳 杆 菌

(Limosilactobacillus reuteri)、3 株食淀粉乳杆菌

(Lactobacillus amylovorus)、1 株肠膜状明串珠菌

(Leuconostoc mesenteroides)和 1 株阴道黏液乳杆

菌(Limosilactobacillus vaginalis)。由于本研究只

探究乳酸菌，因此后续未对 10 株非解乳糖链球

菌进行生物学特性测定。

2.2　15 株乳酸菌乳酸产量

测定本研究分离到的 11 株藏猪源乳酸菌和

实验室前期从 DLY 猪中分离到的 4 株乳酸杆菌

的乳酸产量，结果显示藏猪源罗伊氏黏液乳杆菌

L. reuteri T-B5L2 乳酸产量最高，为 55.80 mmol/L，

肠 膜 状 明 串 珠 菌 (Leuconostoc mesenteroides,) 

T-Y2Z-1 乳酸产量最低，为 4.44 mmol/L (图 1)。

乳酸是乳酸菌发挥益生作用的重要基础，由于

L. reuteri T-B5L2 乳酸产量最高，因此本研究进

一步分析其益生特性。为了进一步确认产乳酸

能力与其益生特性是否呈现正相关关系，因此

图1　15株乳酸菌乳酸产量。横纹表示该柱为罗伊氏黏液乳杆菌，不同小写字母表示组间差异显著

(P<0.05)，下同。

Figure 1　Lactic acid yield of 15 lactic acid bacteria strains. The horizontal stripes indicate that the column 

represents Limosilactobacillus reuteri. Different lowercase letters indicate significant differences among 

treatments at P<0.05. The same as below.
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本研究进一步分析了 7 株 L. reuteri 的乳酸产量

差 异 ( 图 1 中 带 横 纹 的 柱 子)。 结 果 显 示 ，

L. reuteri T-B5L2 乳酸产量显著高于其他 6 株

L. reuteri (P<0.05)， 其 中 L. reuteri D-109-1、

L. reuteri T-Z1Y2 和 L. reuteri T-Z5Y 这 3 株菌之

间乳酸产量无显著差异，且显著高于 L. reuteri 

T-YH4L、L. reuteri T-B5L1 和 L. reuteri T-Y2Z1。

因此，后续研究从产乳酸能力不同的 3 个梯度

的 L. reuteri 中各选 1 株进行后续研究。所选菌

株为：产酸最多的 L. reuteri T-B5L2、产酸居

中的 L. reuteri D-109-1 和产酸偏低的 L. reuteri 

T-B5L1。

2.3　三株 Limosilactobacillus reuteri 的

生长性能

三株菌生长速度相似，均在接种 4 h 后进入

对数期，在 18 h 后进入稳定期。20−22 h 时，

L. reuteri D-109-1 的 OD600 值 高 于 L. reuteri 

T-B5L1 (P<0.05)；24 h 时，L. reuteri T-B5L2 和

L. reuteri D-109-1 的 OD600 值均高于 L. reuteri 

T-B5L1 (P<0.05，图 2)。

2.4　三株 Limosilactobacillus reuteri 生

化鉴定结果

生化鉴定结果表明(表 3)，3 株菌均能利用

麦芽糖、蔗糖、棉子糖和乳糖。

2.5　三株 Limosilactobacillus reuteri 耐

酸耐胆盐能力

耐酸试验结果表明 (图 3)，当 pH 3.0 时，

L. reuteri T-B5L2 的生长比例最高，显著高于

L. reuteri T-B5L1 (P<0.05)。当 pH 2.0 时，3 株菌

的生长比例相较 pH 3.0 时均有所下降，且 3 株

菌间无显著差异。耐胆盐试验结果表明，当培

养基中含有 0.1% 胆盐时，3 株菌均有较高的生

长比例，其中 L. reuteri T-B5L2 的生长比例最

高；随着胆盐浓度的提高，当培养基中含有

0.3% 胆盐时，3 株菌的生长比例均下降，且不

存在显著差异。

2.6　三株 Limosilactobacillus reuteri 抗

氧化能力

三株菌对 DPPH 自由基和羟基自由基(OH·)

均有一定的清除能力，但未表现出存在显著差

异。然而，L. reuteri T-B5L2 表现出更高的清除

能力趋势(图 4)。

图2　三株罗伊氏黏液乳杆菌生长曲线

Figure 2　Growth curves of three Limosilactobacillus 

reuteri strains.

表3　三株罗伊氏黏液乳杆菌生化鉴定

Table 3　Bacterial biochemical identification of three Limosilactobacillus reuteri strains

菌株
Strains

L. reuteri T-B5L2

L. reuteri T-B5L1

L. reuteri D-109-1

纤维二糖
Cellobiose

‒

‒

‒

麦芽糖
Maltose

+

+

+

甘露醇
Mannitol

‒

‒

‒

水杨苷
Salicin

‒

‒

‒

山梨醇
Sorbitol

‒

‒

‒

蔗糖
Sucrose

+

+

+

棉子糖
Raffinose

+

+

+

菊糖
Inulin

‒

‒

‒

乳糖
Lactose

+

+

+

+：阳性；‒：阴性。

+: Positive; ‒: Negative.
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2.7　三株 Limosilactobacillus reuteri 的

抑菌能力

三株菌抑制 SC 13312 生长的能力均强于抑

制 E. coli K88 1526 的能力。进一步比较 3 株菌，

发现 L. reuteri T-B5L2 抑制 2 株致病菌的能力均

最 强 (P<0.05)。 L. reuteri T-B5L1 和 L. reuteri 

D-109-1 抑制 E. coli K88 1526 的能力无显著差

异，但 L. reuteri D-109-1 抑制 SC 13312 的能力

显著高于 L. reuteri T-B5L1 (图 5)。

2.8　三株 Limosilactobacillus reuteri 的

耐药性

检测 3 株 L. reuteri 对 17 种抗生素(7 类抗生

素)的敏感性。结果表明 3 株菌均对四环类抗生

素、氨基糖苷类抗生素和糖肽类抗生素具有抵

抗力，对青霉素类、头孢菌素类抗生素较敏感，

对酰胺醇类抗生素中度敏感。其中 L. reuteri 

T-B5L2 对头孢菌素类的 4 种抗生素的敏感性与

其他 2 株菌存在差异(表 4)。

2.9　 三 株 Limosilactobacillus reuteri 

MGEs 基因的测定

对 5 个 MGEs 标记基因(intI1、intI2、tnpA02、

incP-oriT 和 incW-rep)在 3 株 L. reuteri 上进行绝

对定量 (图 6)。H2O 的基因拷贝数作为对照，

结果显示不同菌株的 MGEs 基因拷贝数存在差

异 ， 其 中 L. reuteri T-B5L2 在 intI1、 intI2、

incW-rep 和 incP-oriT 这 4 个基因的丰度上高于

L. reuteri D-109-1 和 L. reuteri T-B5L1 (P<0.05)。

在 tnpA02 基因上，3 株菌的基因拷贝数与 H2O

的检测值相近，说明 3 株菌可能均不含该基因。

图3　三株罗伊氏黏液乳杆菌耐酸耐胆盐能力

Figure 3　 Acid and bile salt tolerance of three 

Limosilactobacillus reuteri strains.

图4　三株罗伊氏黏液乳杆菌的抗氧化能力

Figure 4　 Antioxidant capacity of three 

Limosilactobacillus reuteri strains.

图5　三株罗伊氏黏液乳杆菌的抑菌能力

Figure 5　 Inhibitory ability of three 

Limosilactobacillus reuteri strains.
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3　讨论　讨论

本研究共分离到 21 株乳酸菌，其中链球菌

10 株，所占比例最高，但由于链球菌普遍不作

为益生菌，因此本研究未对其进行深入研究。

此外，本研究还分离到 1 株 L. mesenteroides 

T-Y2Z-1，但该菌通常分离自发酵食品和植

物[19]。因此，推测 L. mesenteroides T-Y2Z-1 可

能是通过食源性摄入进入肠道的过路菌，而非

肠道原籍菌。

乳酸菌的主要代谢特性是通过发酵碳水化

合物产生乳酸[20]，且乳酸菌发挥抑菌作用与乳

酸浓度密切相关[21]。此外，Lee 等[22]研究发现乳

酸能够促进肠道干细胞介导的上皮发育。因此，

本研究通过比较菌株之间的乳酸产量差异筛选

图6　三株罗伊氏黏液乳杆菌中MGEs的绝对定量

Figure 6　The absolute quantification of MGEs in the 

three Limosilactobacillus reuteri.

表4　三株罗伊氏黏液乳杆菌对抗生素的敏感性

Table 4　Antibiotic sensitivity of three Limosilactobacillus reuteri strains

类别Category

四环类抗生素
Tetracycline antibiotic

氨基糖苷类抗生素
Aminoglycoside antibiotic

青霉素类抗生素
Penicillin antibiotic

头孢菌素类抗生素
Cephalosporin antibiotic

糖肽抗生素
Glycopeptide antibiotic

氟喹诺酮类抗生素
Quinolone antibiotics

酰胺醇类抗生素
Aminoalcohol antibiotics

抗生素名称Antibiotic name

四环素Tetracycline

强力霉素Doxycycline

米诺环素Minocycline

链霉素Streptomycin

卡那霉素Kanamycin

阿米卡星Amikacin

庆大霉素Gentamicin

氨苄西林Ampicillin

青霉素Penicillin

头孢哌酮Cefoperazone

头孢曲松Ceftriaxone

头孢唑林Cefazolin

头孢呋辛钠Cefuroxime sodium

头孢嘧啶Cefacil

万古霉素Vancomycin

恩诺沙星Enrofloxacin

氯霉素Chloramphenicol

L. reuteri T-B5L2

R

R

R

IR

R

R

S

S

S

S

S

R

IR

S

R

IR

IR

L. reuteri D-109-1

R

R

R

R

R

R

R

S

S

R

IR

S

S

S

R

S

IR

L. reuteri T-B5L1

R

R

R

R

R

R

S

S

S

R

IR

S

S

S

R

IR

IR

R：低敏感性(抑菌圈直径≤14 mm)；IR：中敏感性(抑菌圈直径15−19 mm)；S：高敏感性(抑菌圈直径≥20 mm)。

R: Low sensitivity (inhibition zone diameter≤14 mm); IR: Intermediate sensitivity (inhibition zone diameter 15−19 mm); S: High 

sensitivity (inhibition zone diameter≥20 mm).

3173



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

FAN Qiuyue et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2025, 65(7)

乳酸菌进行生物学特性测定。结果显示，

L. reuteri 菌株之间的乳酸产量存在显著差异，

这可能是因为不同 L. reuteri 菌株在基因组成上

存在差异，特别是在碳水化合物代谢相关基因

方面，这些差异可能导致不同菌株在产酸能力

上的不同[23-24]。测定结果显示藏猪源 L. reuteri 

T-B5L2 的乳酸产量最高。为了使后续指标结果

更具可比性，仅选择 L. reuteri 进行后续试验。

大量文献也表明，L. reuteri 是一种具有潜力的

益生菌[25-27]，因此选择 L. reuteri 具有重要意义。

作为益生菌，L. reuteri 需要具备肠道耐受

性才能到达肠道发挥作用[28]。因此，本研究检

测了乳酸菌的耐酸和耐胆盐能力。结果表明

L. reuteri T-B5L2 的耐酸和耐胆盐能力均较强，

说明其在肠道中具有更强的耐受性和存活能力。

乳酸菌对 DPPH 自由基和羟基自由基(OH·)

的清除能力可反映其抗氧化能力[29]。本研究表

明，相较于清除羟基自由基，3 株 L. reuteri 对

DPPH 自由基的清除能力更强。相关研究表明，

乳酸菌的抗氧化能力主要与其细胞膜成分和胞

内抗氧化物质有关[30]。推测 L. reuteri T-B5L2 能

够产生抗氧化物质。

E. coil K88 和沙门氏菌是导致猪腹泻的常见

致病菌因此，本研究检测了乳酸菌上清液对这

2 种致病菌的抑制能力。结果表明，在 3 株菌

中，L. reuteri T-B5L2 的抑菌能力最强，且其抑

制 SC 13312 的能力强于抑制 E. coli K88 1526，

这与此前的研究结果一致[31]。推测 L. reuteri 

T-B5L2 的抑菌能力强可能与其上清液中乳酸含

量高有关。

随着抗生素的大量使用，益生菌的耐药性

也引起了关注。因此，本研究检测了 3 株菌对

抗生素的敏感性。结果显示，3 株菌对多种抗生

素具有抵抗力，这与先前研究中分析益生菌产

品和常见益生菌补充剂的耐药基因组结果一

致[32]。乳酸菌基因组中普遍含有抗生素耐药基

因。益生菌的耐药性是一把双刃剑：一方面，

耐药性有助于它们在肠道环境中生存；另一方

面，乳酸菌的耐药基因存在水平转移的可能

性[33]，而耐药基因的转移与细菌基因组中的可

移动遗传元件(MGEs)密切相关。本研究进一步

检测了 3 株菌的 MGEs，结果显示 L. reuteri 

T-B5L2 的 MGEs 基因最多，说明其转移耐药基

因的风险可能最高。与耐药基因类似，可移动

遗传元件也是一把“双刃剑”：一方面，它增加

了耐药基因转移的风险；另一方面，它也增加

了细菌本身对环境的适应性[34]，加速了种群的

遗传多样性进化，提升了整体适应潜力[35]。目

前，许多获批的益生菌膳食补充剂中均含有耐

药基因[34]，表明在应用时人们更重视益生菌的

益生效果，而对耐药基因转移的担忧相对较少。

4　结论　结论

本研究从藏猪粪便中分离到 21 株乳酸菌，

其中 L. reuteri T-B5L2 的产酸能力最强。进一步

的体外生化特性测定结果显示，该菌生长性能

良好，具有耐酸、耐胆盐、抗氧化和抑制病原

菌生长的能力，表明 L. reuteri T-B5L2 是一株具

有潜力的益生菌。
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