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摘要：【目的】将分离自猪肠道粘膜、食糜和粪便的乳酸菌，通过产乳酸能力、生长性能、耐酸和耐胆

盐性能及抑菌能力评价，筛选适应养猪生产的潜在益生特性的菌株。【方法】共分离获得 155 株乳酸菌

纯菌株，从中筛选出 4 株产酸能力较强的乳酸菌，结合生理生化试验及细菌 16S rRNA 测序鉴定其种属，

评价候选乳酸菌的生长情况、耐酸、耐胆盐及抑菌特性。【结果】综合变色时间(8 h)、pH 值(<3.9)和乳

酸含量(>100 mmol/L)，筛选出 4 株(L45、L47、L63 和 L79)候选菌株，经鉴定依次为罗伊氏乳杆菌、植

物乳杆菌、约氏乳杆菌和粪肠球菌。该 4 株乳酸菌均可在体外快速生长；L47 和 L79 能够耐受 pH 2.5

的酸性环境，L47 能够耐受 0.5%胆盐环境；各乳酸菌上清液与指示菌共培养，发现对 E coli K88 和沙门

氏菌均产生了抑制作用，其中 L47 上清液对指示菌的抑制作用较强。【结论】L47 具有较好的产酸性能

与生长性能、可耐受猪胃酸和肠道胆盐环境，对 E. coli K88 和沙门氏菌具有较好的抑制作用，说明该

乳酸菌具有潜在的益生特性。 
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抗生素作为预防疾病、促进生长、降低死亡

率的主要饲料添加剂广泛应用于动物饲粮[1]。然

而，近年来抗生素滥用造成的细菌耐药性、药物

残留等问题日益突出，严重危害人类健康。因此，

寻找抗生素替代品刻不容缓[2]。有研究指出，益生

菌作为抗生素的最佳替代品之一，具有增强宿主

抵抗力、提高机体健康水平、减少疾病发生等优

点[3]。目前，乳酸菌是应用最为广泛的益生菌之一[4]。 

乳酸菌是一类可发酵糖类，主要产物为乳酸

的无芽孢、革兰氏染色阳性细菌的总称[5]。有报道

指出，乳酸菌可通过产生抑菌物质，维持胃肠道

菌群平衡、预防肠道感染，从而提高机体的抗病

能力[6]。当前，养猪生产中使用的部分乳酸菌分离

自体外环境，由于其生活环境与肠道环境差异较

大，导致其应用效果很不稳定[7]。从对宿主的益生

作用而言，同源乳酸菌优于异源菌株[8]。Cai 等[9]

研究表明，哺乳仔猪日粮中添加猪源发酵乳杆菌

能够提高其生长性能和免疫力。Huang 等[10]发现，
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猪源发酵乳酸菌能够改善断奶仔猪的生长性能，

增强抵抗力，改善肠道微生态平衡。因此，猪源

益生乳酸菌的开发和利用尤为重要。 

本试验将不同生理阶段猪肠道粘膜、食糜及

粪便样品培养于 MRS 标准培养基，经分离、纯化

共获得 155 株乳酸菌菌株，通过产酸性能筛选候

选菌株，对候选菌株进行生理生化及细菌 16S 

rRNA 测序鉴定其种属，再对其生长速度、耐酸和

耐胆盐性能、抑制病原菌等特性进行评价，筛选

出具有良好产酸性能和抗逆性能的乳酸菌菌株，

为开发适应养猪生产的益生菌提供理论和实践

基础。 

1  材料和方法 

1.1  样品采集和菌株培养、纯化及分离 

不同生理阶段猪(仔猪、生长肥育猪、母猪)

结肠、盲肠粘膜、食糜和粪便采自江苏省某猪场，

将这些样品进行梯度稀释至 10–4–10–6，在 MRS 琼

脂培养基上涂布，37 °C 培养 24–36 h，挑取单菌

落，纯化 2–3 次后，将培养物于甘油中 4 °C 保存。 

1.2  菌株形态观察 

先将少量无菌生理盐水置于干净载玻片上，

取少量保存的菌液，充分活化，涂匀玻片，然后

干燥、固定，革兰氏染色法染色，镜检，观察菌

体形态[11]。 

1.3  菌株产酸能力测定[12] 

将保存菌株接种至 10 mL 标准 MRS 肉汤中，

37 °C 厌氧培养 24 h，充分活化。将活化的 100 μL

乳酸菌接种至改良 MRS 培养基 3(即在改良 MRS

培养基 1 基础上添加 0.01 g/L 溴酚蓝指示剂，改

良 MRS 培养基 1 即 MRS 基础培养基中醋酸钠和

葡萄糖变更为 35 g/L 麦芽糖和 5 g/L 果糖)中，

30 °C 厌氧培养，记录培养液由紫色变为黄色的时

间，90 h 后测定该菌液 pH 值，每株 3 个重复。选

择产酸速度快(变色时间较短)、终 pH 值较低的乳

酸菌，测定其乳酸含量，取 100 μL 活化后的乳酸

菌接种至改良 MRS 培养基 2 (即在改良 MRS 培养

基 1 基础上添加 2% CaCO3)中，30 °C 条件下培养

48 h 后取样，测定乳酸浓度，产酸性能较好的菌

株进入后续试验。 

1.4  菌株鉴定 

1.4.1  菌株属的鉴定：对候选菌株进行生化特性测

定，包括过氧化氢酶测定、硝酸盐还原试验、硫化

氢产生试验、明胶液化试验、吲哚试验；以及生长

试验，包括 10 °C、45 °C 和 60 °C 生长试验，6.5% 

NaCl 生长试验，pH 9.6 生长试验[11]鉴定其种属。 

1.4.2  菌株核酸鉴定：将保存的菌液充分活化后，

95 °C 热裂解，离心获取细菌 DNA，以细菌 DNA

为模板，使用细菌全序列通用引物 8f (5′-AGAGTT 

TGATCCTGGCTCAG-3′)和 1510r (5′-GGCTACCTT 

GTTACGA-3′)[13]进行 PCR 扩增[14]，扩增产物经

1.2%琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 ， 正 确 的 扩 增 子 (约

1400 bp)送 Invitrogen 公司测序，所得序列提交

GenBank 进行 BLAST 比对分析。 

1.5  菌株生长曲线绘制 

按照前述方法先活化菌株，按 1%的接种量接

种于 MRS 培养基，37 °C 培养，于接种后 0 至 20 h，

每隔 2 h 取样，测定发酵液的吸光值(OD600)，以培

养时间为横坐标，吸光值为纵坐标绘出生长曲线。 

1.6  候选菌株的耐酸和耐胆盐性能测定[15] 

耐酸性能：将候选菌株接种于 MRS 液体培养

基中，37 °C 培养 24 h，取 4 mL 菌液 10000 r/min

离心 5 min，弃上清，分别加入 4 mL 已灭菌的 pH 
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2.5 和 6.2 (空白对照)的生理盐水，37°C 保温 2 h

后取 400 μL 接种到 10 mL MRS 液体培养基中，

20 h 后测定 OD600 值。 

耐胆盐性能：与耐酸性能测试相似，活化菌

株，离心，弃上清，加入 4 mL 已灭菌 0.5%胆盐

或 0%胆盐溶液(空白对照)，37 °C 保温 2 h 后取样，

接种，20 h 后测定 OD600 值。 

1.7  候选菌株上清液抑菌性能测定[7] 

将候选菌株制成 3×108 CFU/mL 的悬液于

MRS 液体培养基中 37 °C 培养活化 2 代，将活化

好的菌株离心(10000×g，4 °C，10 min)，上清液

经滤膜(0.22 μm)过滤，收集后分为等量的 2 份，

一份不调 pH，另一份将 pH 调至 6.5，检测有机

酸是否对指示菌产生抑制作用。指示菌大肠杆菌

K 88 接种于 LB 培养基中 37 °C 培养 24 h，离心

(10000×g，4 °C，10 min)，弃上清，菌体悬于灭

菌生理盐水，离心洗涤 1 次，制成 3×108 CFU/mL

菌悬液，取 200 μL 接种到琼脂培养基中，静置 2 h，

待琼脂板凝固后，用牛津杯(直径 8 mm)在上面打

孔。分别取上述不调 pH 和 pH 6.5 的上清液 100 μL

加入孔中，室温静置 3–5 h，37 °C 培养 48 h，测

量抑菌圈直径，每组 3 个重复。 

1.8  统计分析 

试验数据经 Excel(2007)进行初步统计后，应

用 SPSS(20.0)进行独立 t 检验，F-test 检验方差同

质性，P<0.05 为差异显著。 

2  结果和分析 

2.1  菌株分离筛选 

共分离得到猪源乳酸菌 155 株，杆菌 105 株，

球菌 50 株。革兰氏染色均呈阳性。 

2.2  分离菌株的产酸能力 

155 株乳酸菌经过 90 h 培养，共得到 11 株变

色时间较短(8–11 h)、pH 值较低(<4.0)的乳酸菌

(表 1)。测定其乳酸含量，结果显示，菌株 L47 发

酵液中乳酸浓度最高为 120.00 mmol/L，L83 乳酸

浓度最低为 93.63 mmol/L。 

2.3  乳酸菌株发酵能力的聚类分析 

将上述 11 株乳酸菌，根据产酸速度(酸碱指示

剂变色时间)、产乳酸量和最终 pH 值，应用 SPSS 

(20.0)、Hierarchical cluster analysis 进行分析。由

图 1 可见，11 株乳酸菌分为两簇，簇 2 乳酸菌分

别为 L45、L47、L63 和 L79，菌液乳酸含量均高

于簇 1，且菌液终末 pH 值(除 L79 外)均低于簇 1。

簇 2 乳酸菌又分为 2 个亚簇，其中亚簇 2 乳酸菌

的相对产酸速度快、乳酸产量高，终末 pH 值更低。

综合考虑乳酸菌的产酸速度、终末 pH 值和产乳酸

量，最终选择 L45、L47、L63 和 L79 四株乳酸菌

进入后续试验。 

 
表 1.  产乳酸能力较强和 90 h 培养后 pH 值较低的乳

酸菌 

Table 1.  The isolates with higher lactate production 
and lower pH values after 90 hours inoculation 

Isolates pH value t/h c (Lactate)/(mmol/L)

L18 3.98±0.02 11 103.19±4.19 

L21 3.97±0.05 8 103.77±5.26 

L22 3.99±0.01 8 103.19±3.54 

L37 3.98±0.06 8 97.39±8.87 

L45 3.72±0.01 8 113.04±20.03 

L47 3.46±0.02 8 120.00±10.04 

L48 3.82±0.19 11 105.08±2.89 

L63 3.70±0.08 8 105.63±29.33 

L79 3.88±0.02 8 112.29±2.20 

L81 3.89±0.01 8 104.47±4.19 

L83 3.90±0.01 8 93.63±5.92 
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图 1.  11 株产乳酸能力强的乳酸菌的聚类分析图 

Figure 1.  Cluster analysis of the 11 high lactate producers. 
 

2.4  候选菌株的生化鉴定和 16S rRNA 测序结果 

L45、L47 和 L63 发酵葡萄糖产酸但不产气(数

据未显示)，过氧化氢酶、硝酸盐、硫化氢还原、

明胶和吲哚实验均为阴性，初步判定为乳酸杆菌

属。L79 能发酵葡萄糖产酸不产气(数据未显示)，

过氧化氢酶、硝酸盐、明胶、吲哚和硫化氢实验

均为阴性，在 15 °C 和 45 °C 生长，在 60 °C 不能

生长，能够耐受 6.5% NaCl，并且能在 pH 9.6 的

条件下生长，初步判定为肠球菌属(表 2)。 

将 4 株候选菌株 16S rRNA 序列测序后，提交

NCBI 进行BLAST 比对结果显示，L45 与Lactobacillus 
 

表 2.  筛选出的 4 株乳酸菌属的生化鉴定 

Table 2.  Biochemical characteristics of the 4 lactic 
acid bacteria isolates 

Test L45 L47 L63 L79 

Cell morphology Rod Rod Rod Cocci 

Catalase – – – – 

Nitrate – – – – 

Hydrogen sulfide – – – – 

Gelatin – – – – 

Indole – – – – 

15 °C N N N G 

45 °C N N N G 

60 °C N N N NG 

pH 9.6 N N N G 

6.5% NaCl N N N G 

+: positive; –: negative; N: no test; G: growth; NG: no growth. 

reuteri CT10324-RS-018 序列同源性达到 100%，

L47 与 Lactobacillus plantarum DF 序列同源性达

到 99%，L63 与 Lactobacillus johnsonii FI9785 同

源性为 99%，L79 与 Enterococcus facium strain 

LZU-55 同源性为 99% (表 3)。综合乳酸菌属生化

鉴定与 16S rRNA 测序结果推断，L45、L47、L63

和 L79 依次为罗伊氏乳杆菌、植物乳杆菌、约氏

乳杆菌和粪肠球菌。 

2.5  菌株生长曲线 

如图 2 所示，4 株乳酸菌在接种 4 h 后快速增

殖进入对数生长期，其中菌株 L45 在接种 14 h 后

进入生长稳定期，L45、L63 和 L79 在 12 h 后进

入生长稳定期，说明该 4 株菌株均可在营养丰富

的环境中生长，且 L47 生长更为快速。 

 
表 3.  筛选出的 4 株乳酸菌属 16S rRNA 序列相似性比对 

Table 3.  Similarity analysis of bacterial 16S rRNA 
sequence of the 4 lactic acid bacteria isolates 
Test 
isolates 

Sequence affiliation 
(accession number) 

Sequence 
identity/%

L45 Lactobacillus reuteri  
CT10324-RS-018 ( KU754503.1 ) 

100 

L47 Lactobacillus plantarum DF (CP  
013753.1) 

99 

L63 Lactobacillus johnsonii FI9785 (FN  
298497.1) 

99 

L79 Enterococcus facium strainLZU-55  
(KT262985.1) 

99 
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图 2.  筛选出的 4 株乳酸菌的生长曲线 

Figure 2.  Growth curves of the selected 4 lactic acid 
bacteria isolates. 
 

2.6  候选菌株的耐酸和耐胆盐性能 

如表 4 所示，菌株 L47 和 L79 在 pH 6.2(对照

组)和 pH 2.5 条件下 OD600 值差异不显著(P>0.05)，

说明这两株乳酸菌能够耐受低 pH；而 L45 和 L63

在 pH 6.2 与 pH 2.5 条件下 OD600 值差异显著

(P<0.05)，说明这两株菌对低 pH 较为敏感。4 株

乳酸菌中，L47 在 0.5%胆盐组的 OD600 值与对照

组差异不显著(P>0.05)，说明该乳酸菌能够耐受

0.5%胆盐，而 L45、L63 和 L79 在对照组与 0.5%

胆盐组的 OD600 值差异显著(P<0.05)，说明该 3 株

乳酸菌对 0.5%胆盐环境敏感。 

2.7  候选菌株上清液的抑菌能力 

表 5 显示，4 株未调 pH 的乳酸菌上清液(对照

组)对指示菌 E. coli K88 和沙门氏菌(ATCC13312)

均产生了抑制作用，其中 L47 上清液对指示菌的

抑制作用最强。而 pH 调至 6.5 的 4 株乳酸菌上清

液，均未检测出对指示菌 E. coli K88 和沙门氏菌

的抑制作用。 

3  讨论 

乳酸菌的抑菌能力主要取决于其产酸能力。

有报道指出，产酸速率、乳酸浓度、菌液终末 pH

值对于发酵乳酸菌发挥抑菌作用十分重要[16]。因

此，乳酸菌产酸能力是筛选优良益生菌菌株的重 

 

表 4.  筛选出的 4 株乳酸菌对酸和胆盐的耐受性 

Table 4.  The tolerance of the 4 lactic acid bacteria isolates to acid and bile salt 

Stains Control group(1) pH2.5 group(1) Control group(2) 0.5% bile salts(2) 

L45 1.122±0.002a 0.852±0.003b 1.022±0.002a 0.421±0.001b 

L47 1.188±0.002a 1.186±0.002a 1.003±0.002a 0.997±0.001a 

L63 1.147±0.002a 0.754±0.002b 1.032±0.003a 0.113±0.002b 

L79 1.051±0.003a 1.039±0.003a 1.144±0.001a 0.117±0.001b 

(1) Data in the same column with the different letters mean significant difference (P<0.05), and with the same letter mean no 
significant difference (P>0.05). The same as (2). 
 

表 5.  筛选出 4 株乳酸菌对 E. coli K88 和 Salmonella 的抑菌性能 

Table 5.  The inhibition ability of the 4 lactic acid bacteria isolates to E. coli K88 and Salmonella 

Test strains 
E. coli K88  Salmonella (ATCC13312) 

Control group pH 6.5 group  Control group pH 6.5 group 

L45 13.67±0.22 NE  10.10±0.48 NE 

L47 16.98±0.36 NE  14.01±0.57 NE 

L63 13.56±0.24 NE  10.30±0.45 NE 

L79 13.69±0.44 NE  10.23±0.27 NE 

NE: without inhibition. 
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要指标之一。本试验通过对产酸能力测试，从 155

株猪源乳酸菌筛选到 4 株产酸较快、48 h 后产乳

酸浓度高于 100 mmol/L、终末 pH 值为 3.46–3.88

的菌株。Brooks 等[17]指出，以乳酸菌为主的液体

发酵饲料中，乳酸浓度应当高于 100 mmol/L，才

能减少肠杆菌科细菌的浓度。Missotten 等[12]发现，

在体外乳酸菌筛选过程中，3 株乳酸菌的乳酸浓度

可快速(17 h)增加、pH 值降低(4.0 左右)，且能够

最有效地抑制 E. coli 增殖。说明本试验通过产酸

能力筛选的 4 株菌具有潜在的益菌效果。 

生长曲线能够反映细菌的数量变化、生长与

代谢状况[18]。高擎燏等[7]测定 10 株乳酸菌株的生

长曲线显示，2 株乳酸菌在接种 6 h 左右进入对数

生长期，其他菌株在接种 3–4 h 左右进入对数生长

期，在接种后 9–10 h 达到稳定期。吴慧芬等[19]发

现，乳酸菌株接种 3–4 h 进入对数期，接种 8–10 h

到达稳定期。在本试验中，4 株候选菌株在接种

4 h 后快速进入对数生长期，其中 L47、L63 和 L79

在接种 12 h 后进入生长稳定期，L47 在 14 h 后进

入生长稳定期。这与前人结果基本一致，说明该

4 株乳酸菌可在营养丰富的环境下快速生长，满足

优良益生菌的特性。 

益生菌在到达肠道之前，必须能够顺利通过

胃，因为胃酸导致大多数微生物不能存活[20]。本

试验中，L47 和 L79 能够耐受 pH 2.5 的酸性环境，

而 L45 和 L63 对 pH 2.5 环境敏感，可能是由于不

同菌株耐酸性能不同所致。有报道指出，成年猪

与断奶仔猪胃 pH 一般为 2.0 至 3.5[21]，所以，L47

和 L79 较 L45、L63 可能更容易耐受胃酸环境，

到达肠道发挥作用。Missotten 等[12]对 10 株乳酸菌

进行耐酸试验，结果也显示其耐酸性存在差异。

这与我们的结果一致。 

益生菌如果能耐受小肠胆盐形成的高渗透压

环境，有利于其定植在宿主肠道中[22]。有报道指出，

分离自猪肠道的乳酸菌可耐受 0.03%–0.50%的胆

盐环境[23–24]，因此本试验选择 0.5%胆盐对候选菌

株耐胆盐性能进行测定，结果显示，L47 能够耐受

0.5%胆盐环境，L45、L63 和 L79 对 0.5%胆盐耐受

能力较差。有研究表明，哺乳仔猪胆囊内的胆汁很

少，胆汁含量在出生后 3 周内开始增加，猪小肠内

的胆汁浓度正常范围为 0.03%–0.30%[25]。因此说明

L47 具有较好的耐受肠道胆盐的能力。 

乳酸菌的抑菌性能与其产酸能力有关，乳酸

菌作为肠道益生菌群之一，通过产生乳酸、乙酸

等代谢产物[26]，降低肠道 pH 和氧化还原电势，抑

制病原微生物的生长[27]，调节动物肠道微生物菌

群的平衡[28]，维护动物健康[29]。Ogawa 等[30]研究

发现，乳酸杆菌对产志贺毒素的大肠杆菌(Shiga 

toxin-producting Escherichia coli)的抑制作用主要

通过产生乳酸和降低 pH 实现的。Jin 等[31]报道，

仔猪小肠分离的 6 株乳杆菌对产肠毒素大肠杆菌

K88、K99 和 987P 有抑制作用，且有机酸是发挥

抑菌作用的主要物质。本试验中，4 株乳酸菌上清

液对指示菌 E. coli K88 与猪源沙门氏菌均有不同

程度的抑菌作用，其中 L47 发挥抑菌作用最大，

抑菌圈直径分别为 16.98 mm 与 14.01 mm，刘文

华[32]等研究表明乳酸菌对大肠杆菌形成的抑菌圈

直径为 16 mm，该结果与本试验基本一致。与高

擎燏[7]等筛选出的菌株相比，本试验分离菌株对大

肠杆菌和沙门氏菌均表现出更优的抑菌效果。在

排除酸效应后，4 株乳酸菌上清液均未检测到抑菌

作用，说明 4 株乳酸菌可能主要是通过产生有机

酸来发挥抑菌作用的。但也有研究表明乳酸菌除

通过乳酸和挥发性酸发挥抑菌效果外，还可通过过
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氧化氢、双乙酰、细菌素等代谢产物发挥作用[33]。

这些活性物质的抑菌作用机理仍需进一步研究。 

4  结论 

从分离纯化的 155 株猪源乳酸菌中筛选出 4 株

(L45、L47、L63 和 L79)产酸性能高的候选菌株，

经生理生化及 16S rRNA 序列分析鉴定依次为罗

伊氏乳杆菌、植物乳杆菌、约氏乳杆菌和粪肠球

菌，通过测定生长性能、耐酸耐胆盐及抑菌性能

发现 L47 具有良好的生长性能，可耐受猪胃酸和

肠道胆盐环境，其上清液能够更好地对 E. coli K88

和沙门氏菌发挥抑制作用。这说明该乳酸菌具有

应用于养猪生产的优良益生菌的益生特性。 
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Isolation, identification and characterization of lactic acid 
bacteria from swine 

Xueli Li, Chao Wang, Defu Yu, Liren Ding, Weiyun Zhu, Suqin Hang* 
Laboratory of Gastrointestinal Microbiology, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, Jiangsu Province, China 

Abstract: [Objective] We isolated, identified and characterized lactic acid bacteria (LAB) from the intestinal 

digesta, mucosa and feces of piglets, to explore the potential probiotic stains for the swine production. [Methods] A 

total of 155 lactic acid bacteria were isolated. Four isolates with high lactate production were identified by 

conventional biochemical method and bacterial 16S rRNA sequence, and their potential probiotic properties were 

assessed. [Results] Four LAB isolates (L45, L47, L63 and L79), Lactobacillus reuteri, Lactobacillus plantarum, 

Lactobacillus johnsonii and Enterococcus facium were identified based on lactate production at 8 h (> 100 mmol/L) 

and final pH at 90 h (< 3.9). The 4 isolates grew rapidly in vitro. They tolerated low pH and bile salt. Strains L47 

and L79 tolerated pH 2.5, and L47 tolerated 0.5% bile salts. When the 4 isolates were co-cultured with E. coli K88 

and Salmonella, the growth of E. coli K88 and Salmonella was inhibited. L47 demonstrated stronger inhibition 

effect than other 3 isolates. [Conclusion] L47 strain presented a higher lactate production, better growth, higher 

tolerance against pH 2.5 and 0.5% bile salt, and stronger antimicrobial effect on E. coli K88 and Salmonella, 

indicating that L47 isolate may have the potential probiotic properties for swine production. 

Keywords: swine, lactic acid bacteria, isolate, identify, probiotic properties 
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