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摘   要：【目的】探究 9 种多糖对凝结芽孢杆菌(Bacillus coagulans)的增殖、产酶特性的影响。

【方法】将凝结芽孢杆菌分别添加至菊粉多糖(inulin polysaccharide)、刺五加多糖(Eleutherococcus 
senticosus polysaccharide)、壳寡糖(chitosan oligosaccharide)、防风多糖(Saposhnikovia divaricata 
polysaccharide)、低聚木糖(xylo-oligosaccharide)、黄芪多糖(Astragalus polysaccharide)、甘露糖

(D-mannose)、白术多糖(Atractylodes macrocephala Koidz polysaccharide)和玉屏风多糖(Yu Ping 
Feng polysaccharide)为唯一碳源的培养基中，通过菌株生长、酶活性及其体外厌氧发酵等作为指

标，筛选出最优益生元。【结果】凝结芽孢杆菌能很好地利用防风多糖、黄芪多糖、白术多糖和

玉屏风多糖；添加量为 4%的防风多糖和白术多糖，pH 差值差异最大，蛋白酶活性差异显著

(P<0.05)。体外发酵乳酸活性和总蛋白酶活性均提高，4%白术多糖的乳酸和总蛋白酶活性差异显
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著(P<0.05)；肠道内容物发酵液 16S rRNA 基因高通量测序结果表明，与对照组比较，添加黄芪多

糖、防风多糖、甘露糖 3 种益生元发酵凝结芽孢杆菌显著降低了气单胞菌(Aeromonas)、α-变形菌

(α-Proteobacteria)、链球菌(Streptococcus)、志贺氏杆菌属(Shigella)等致病菌的相对丰度，提高了

乳杆菌 (Lactobacillus) 、厚壁菌门 (Firmicutes) 、乳酸乳球菌 (Lactococcus lactis) 、产酸杆菌

(Acidobacteria)的相对丰度。【结论】凝结芽孢杆菌发酵 4%白术多糖具有较好的产酶性能与益生特

性，二者协同发酵添加至饲料中具有较好的发展潜力。 

关键词：凝结芽孢杆菌；益生元；多糖；体外发酵；肠道菌群 
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Abstract: [Objective] To investigate the effects of nine polysaccharides on the proliferation 
and enzyme production characteristics of Bacillus coagulans. [Methods] B. coagulans was 
co-fermented with inulin polysaccharide, Eleutherococcus senticosus polysaccharide, chitosan 
oligosaccharide, Saposhnikovia divaricata polysaccharide, xylo-oligosaccharide, Astragalus 
polysaccharide, D-mannose, Atractylodes macrocephala Koidz polysaccharide, and Yu Ping 
Feng polysaccharide as the only carbon source in the medium, respectively. The optimal 
polysaccharides were screened based on the strain growth, enzyme activities, and in vitro 
anaerobic fermentation performance. [Results] B. coagulans could well utilize the 
polysaccharides of Astragalus, S. divaricata, A. macrocephala, and Yu Ping Feng. The 
significant differences in pH and protease activity (P<0.05) after fermentation were found 
between 4% A. macrocephala polysaccharide and 4% S. divaricata polysaccharide. After in 
vitro fermentation, the lactic acid content and total protease activity increased, which were the 
highest in the 4% A. macrocephala polysaccharide group (P<0.05). The results of 16S rRNA 
gene sequencing of intestinal contents fermentation liquid showed that B. coagulans fermented 
with Astragalus polysaccharide, S. divaricata polysaccharide, and D-mannose significantly 
reduced the relative abundance of pathogenic bacteria such as Aeromonas, α-Proteobacteria, 
Streptococcus, and Shigella and improved that of Lactobacillus, Firmicutes, Lactococcus 
lactis, and Acidobacteria compared with the control group. [Conclusion] B. coagulans 
fermented with 4% A. macrocephala polysaccharide has good enzyme production and probiotic 
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properties, which has a good potential for application in aquatic feed.  
Keywords: Bacillus coagulans; prebiotics; polysaccharides; fermentation in vitro; intestinal flora 
 
 

益生元对动物机体具有很多有益作用，近年

来越来越多地应用在功能性食品开发和饲料添

加剂中[1]。在禁抗减抗的大背景下，在水产养殖

中需要不断寻找新的绿色添加剂，益生元成为替

抗的研究热点[2]。益生元具有提高动物机体健康

和免疫应答 [3]、改善动物肠道微生物菌群的丰 
度 [4]以及刺激某些肠道微生物产生代谢物质等

作用[5]。目前菊粉、甘露寡糖、玉屏风多糖、低

聚木糖等益生元可被添加到水产饲料中使用[6]。 
益生元最开始被定义为活的非致病性生物

以及它们对宿主的有益影响[7]。后来益生元被定

义为一类不能被机体消化的物质，但能促进肠道

里某一类菌群的活性或产生代谢物质[3]，更广泛

的食品成分具有益生菌活性，包括抗性淀粉和膳

食纤维[8-9]。菊粉是一种膳食纤维，能降低血糖

血脂，刺激免疫保护结肠黏膜[10]。白术多糖可

以提高免疫增强活性，提高免疫增强力[11-12]。益

生菌对机体的有益作用被更多关注，凝结芽孢杆

菌属(Bacillus coagulans)于兼性厌氧革兰氏阳性

菌，具有耐高温产芽孢的特性，被应用于制药、

食品、饲料添加剂等，近年对其研究热度逐渐引

起大家重视[13]。在水产养殖中，乳酸芽孢杆菌

能提高鱼类和甲壳动物生长性能、免疫反应和抗

病力[14-16]。凝结芽孢杆菌具有显著提高白虾生长

性能、血清抗氧化等作用[17]。养殖水体中添加

凝结芽孢杆菌可改善日本沼虾肠道微生物群落，

提高非特异性免疫力和抗病力[18]。凝结芽孢杆

菌 XY2 上调 sod1、gstp1 和 cat 基因转录水平和

相关的酶活性，保护斑马鱼幼体应对硫酸铜诱导

的氧化应激[19]。在畜禽养殖中，凝结芽孢杆菌

可改善肉鸡的生长性能，增强肠道先天免疫力，

改善肠道微生物群落[20]。断奶仔猪饲料中添加

凝结芽孢杆菌，可改变粪便微生物组成，提高生

长性能，改善仔猪腹泻[21]。益生元可为益生菌

提供营养物质，益生菌可通过益生元发酵继而增

殖[22]。据报道，某些细菌可特定发酵对应的益

生元，如放线杆菌、类杆菌可发酵果寡糖、低聚

木糖、双歧杆菌发酵淀粉和果寡糖等[23-26]。本项

目组前期分离并鉴定出 1 株凝结芽孢杆菌

JSSW-LA-07-1，通过冷冻菌种活化和菌粉制备，

可作为饲料添加剂或水质改良剂[27]，当添加量

为 0.3%时，能较好的促进异育银鲫生长，提高

免疫力[28]。因此，本研究利用 9 种多糖替代 LB
培 养 基 中 的 碳 源 ， 探 索 凝 结 芽 孢 杆 菌

JSSW-LA-07-1 的生长和产酶特性，并通过体外

模拟发酵，探讨不同的多糖对肠道微生物和凝结

芽孢杆菌生长的影响，为在饲料中添加益生元和

凝结芽孢杆菌提供参考依据。 

1  材料与方法 
1.1  主要的益生元及试剂 

葡萄糖、蛋白胨(上海麦克林生化科技有限

公司 )、酵母粉 (北京索莱宝科技有限公司 )、
MgSO4 (国药集团化学试剂有限公司)、琼脂粉

(北京信捷创辉科技有限公司)、菊粉多糖、刺五

加多糖(扶风斯诺特生物技术有限公司)、壳寡糖

(青岛和海生物科技有限公司)、防风多糖、黄芪

多糖、白术多糖、玉屏风多糖(保定冀中生物科

技有限公司)、低聚木糖(北京瑞达恒辉科技发展

有限公司)、甘露糖(D-mannose，购自 Biofroxx)；
α-淀粉酶测试盒、乳酸含量测试盒、脂肪酶测

试盒、中性蛋白酶测试盒、酸性蛋白酶测试盒、

碱性蛋白酶测试盒(购自苏州科铭生物技术有

限公司)。 
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9 种多糖：菊粉多糖(inulin polysaccharide)、
刺 五 加 多 糖 (Eleutherococcus senticosus 
polysaccharide)、壳寡糖(chitosan oligosaccharide)、
防 风 多 糖 (Saposhnikovia divaricata 
polysaccharide)、低聚木糖(xylo-oligosaccharide)、
黄芪多糖 (Astragalus polysaccharide) 、甘露糖

(D-mannose)、白术多糖(Atractylodes macrocephala 
Koidz polysaccharide)、玉屏风多糖(Yu Ping Feng 
polysaccharide)。 

1.2  菌株及培养条件 
凝结芽孢杆菌菌株 JSSW-LA-07-1 来自淡水

渔业研究中心与江苏苏微微生物研究公司，该菌

株已保藏于中国微生物菌种库。将斜面接种的凝

结芽孢杆菌接种于灭菌 LB 中；35 ℃下培养 48 h，
并将菌种放入–80 ℃超低温冰箱保存，用于后续试

验。基础 LB 培养略有修改：葡萄糖 15.80 g/L，蛋

白胨 15.90 g/L，酵母粉 11.00 g/L，MgSO4 4.60 g/L。 

1.3  多糖含量的测定 
菊粉多糖、刺五加多糖、壳寡糖、防风多糖、

低聚木糖、黄芪多糖、甘露糖、玉屏风多糖等多

糖的含量参照 NY/T 1676—2008 食用菌中粗多

糖含量的测定，白术按照 Q/BYG 企业标准测定

多糖含量。 

1.4  多糖接种凝结芽孢杆菌试验 
在 LB 肉汤去糖基础上等量添加 2%的 9 种物

质配成的基础培养基，经 121 ℃灭菌 20 min 后备

用。将培养好的菌液调节浓度为 1×108 CFU/mL，
将该浓度的菌液按照 1%的体积接种到 100 mL
基础培养基中，且培养基中的终浓度为 1×   
106 CFU/mL，以 LB 培养基和 LB 去糖培养基作

为阳性对照和阴性对照组。将培养基放入 35 ℃、

180 r/min 摇床中培养 24 h，并在 0、9、12、15、
18、21、24 h 取 200 μL 菌液测定 OD600 吸光值，

并绘制生长曲线；在 0、6、9、15、18、21、24 h
取 2 mL 菌液测定 pH 值[29]。 

1.5  多糖最适比例的筛选 
根据以上 9 种多糖对凝结芽孢杆菌增殖的

生长曲线和菌液 pH 差值结果，与阳性对照组相

比，多糖对凝结芽孢杆菌增殖效果较好及 pH 差

值变化较小，选择白术多糖、防风多糖、黄芪多

糖、甘露糖、玉屏风多糖 5 种多糖，设置 0%、

1%、2%、3%、4%的浓度替代 LB 培养基中的

葡萄糖，配置好的基础培养基经 121 ℃灭菌   
20 min 后备用。将培养好的菌液调节浓度为 1× 
108 CFU/mL，并以该浓度的菌液按照 1%的体积

接种到 100 mL 基础培养基中，且培养基中的终

浓度为 1×106 CFU/mL，以 0%培养基作为对照

组。培养基放入 35 ℃、180 r/min 摇床中培养   
24 h, 并在 0、9、12、15、18、21、24 h 取 200 uL
菌液测定 OD600 吸光值，绘制生长曲线；在 0、6、
9、15、18、21、24 h 取 2 mL 菌液测定 pH 值。在

无菌超净台内取发酵 24 h 的菌液 1.5 mL，于 2 mL
无菌离心管中，4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min。离

心结束后取上清液用于测定 α-淀粉酶、脂肪酶、

中性蛋白酶和乳酸的含量。 

1.6  虾肠道内容物与凝结芽孢杆菌共发酵 
1.6.1  肠道粪菌制作 

选择投喂商品饲料粗蛋白质 42%、粗脂肪

6%的罗氏沼虾(15–20 g)，用酒精对体表擦拭消

毒，取下整根肠道及其内容物，多只混合 1 g 左

右于灭菌离心管，加入 9 倍体积的 0.1 mol/L PBS 
(pH 7.0–7.4)溶液，高通量组织研磨器高速匀浆  
2 min，静置 2 h 后取上清液，即 10%粪菌液。 
1.6.2  发酵培养基配制 

发酵培养基成分参照石梦玄等[30]的方法，

磷酸氢二钾 0.4 g/L、磷酸二氢钾 0.4 g/L、蛋白

胨 2 g/L、酵母浸粉 2 g/L、碳酸氢钠 2 g/L、氯

化钠 0.1 g/L、七水硫酸镁 0.1 g/L、氯化钙 0.1 g/L、

吐温 80 2 mL/L、半胱氨酸盐酸盐 0.5 g/L、胆汁

盐 0.5 g/L、维生素 K1 溶液 10 μL/L、氯化血红
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素 0.05 g/L 和硫代乙醇酸钠 3 g/L 配制模拟发酵

液。分别添加防风多糖、白术多糖(4%)、甘露糖、

黄芪多糖、玉屏风多糖(1%)到培养基中，以不添

加凝结芽孢杆菌的培养基为阳性对照，只添加凝

结芽孢杆菌的培养基为阴性对照。培养基经过

121 ℃高温灭菌 15 min，加入过滤除菌的维生素

K1 混匀。硫代乙醇酸钠在培养基中作为除氧剂，

使其保持无氧环境。 
1.6.3  多糖微生物共培养  

实验设计 7 个处理组，每个处理 3 个重复，

分别为对照组(CT)、凝结芽孢杆菌组(N)、凝结

芽孢杆菌白术多糖组(NB)、凝结芽孢杆菌防风多

糖组(NF)、凝结芽孢杆菌黄芪多糖组(NH)、凝结

芽孢杆菌甘露糖组(NG)、凝结芽孢杆菌玉屏风多

糖组(NP)；发酵体系为发酵培养基 5 mL，接种

10%粪菌(即 0.5 mL)；在 15 mL 厌氧发酵管中进

行，用无菌封口膜封口保持厌氧。35 ℃、180 r/min
发酵 24 h。 
1.6.4  发酵液测定 pH 

在粪菌发酵的 0、5、12、24 h 分别用一次

性无菌针筒取 1 mL 发酵液，采用微量 pH 计测

定其 pH 值。 
1.6.5  发酵液酶活测定 

取 2 mL 发酵液，4 ℃、8 000 r/min 离心   
10 min，取其上清液测定蛋白酶、α-淀粉酶、脂

肪酶、乳酸活性。中性蛋白酶测定：中性蛋白酶

催化酪蛋白水解产生酪氨酸；在碱性条件下，酪

氨酸还原磷钼酸化合物生成钨蓝；在 680 nm 处

测定中性蛋白酶含量。α-淀粉酶测定：α-AL 随

机催化淀粉中 α-1,4-糖苷键水解，生成葡萄糖、

麦芽糖、麦芽三糖、糊精等还原糖，同时使淀粉

的黏度降低。淀粉水解酶催化淀粉水解生成还原

糖，还原糖还原 3,5-二硝基水杨酸生成棕红色物

质，在 540 nm 处测定淀粉酶活性。脂肪酶测定：

脂肪酶催化油酯水解成脂肪酸，利用铜皂法测定

脂肪酸生成速率，在 710 nm 处测定脂肪酶含量。

乳酸测定：乳酸在乳酸脱氢酶的作用下生成丙酮

酸，同时使 NAD+还原生成 NADH 和 H+，H+传

递给 PMS 生成的 PMSH2 还原 INT 生成红色物

质，在 530 nm 处测定乳酸含量。以上试剂盒均

购自苏州科铭生物技术有限公司，具体方法参考

试剂盒说明书。 
1.6.6  微生物 16S rRNA 基因高通量测序 

将 5 mL 菌液 4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min，
离心后的菌体沉淀用于 16S rRNA基因高通量测

序，每个处理 3 个重复，样品干冰保存送至南京

集思慧远生物科技有限公司。使用 E.Z.N.A® Soil 
(Omega Bio-Tek, Norcross, GA) 试 剂 盒 提 取

DNA，在 16S rRNA V3–V4 区设计引物扩增，得

到 420 bp 左右片段，通过 Illumina NovaSeq 6000
平台测序，得到 2×250 bp 的 paired-end 数据，

通过拼接，可以得到较长序列。对于 16S rRNA
基 因 ， 默 认 选 择 silva 16S rRNA 数 据 库

(http://www.arb-silva.de/)[31]，通过扩增子序列变

体(amplicon sequence variants, ASV)序列比对

silva 细菌数据库，得到每个 ASV 对应的物种分

类信息，并从中挑选出丰度最高的一条序列，作

为该 ASV 的代表序列。使用 QIIME2 的 classify- 
consensus-vsearch 算法(https://github.com/QIIME2/ 
q2-feature-classifier)，对于每个 ASVs 的特征序

列，在 QIIME2 软件中使用默认参数进行物种注

释。通过 PCoA 降维分析展示，探究不同样本或

组别间群落结构的差异。 

1.7  数据统计与分析 
数据采用 “平均值±标准误 ”表示，采用

Graphpad Prism 8.0.1 软件作图，通过 SPSS 26.0
统计软件进行单因素方差分析(one way analysis 
of variance, one way-ANOVA)，测序数据使用和

非参数检验；显著性水平为 P<0.05，用不同小

写字母上标表示。 
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2  结果与分析 
2.1  益生元多糖含量 

9 种益生元多糖含量见表 1，多糖含量为

69%–99%，低聚木糖和甘露糖为高纯度单体。

后续益生元替代培养基的碳源，按照表 1 中碳源

的含量等比替换加入。 
2.2  多糖益生元接种凝结芽孢杆菌生长特

性的影响 
根据图 1 生长曲线所示，凝结芽孢杆菌在 

表 1  九种益生元的多糖含量 
Table 1  Polysaccharide content of the nine prebiotics 
Category Content (%) 
Yu Ping Feng polysaccharide 69.88±0.85 
Xylo-oligosaccharide 99.00±0.26 
D-mannose 99.00±0.71 
Eleutherococcus senticosus polysaccharide 82.83±2.06 
Inulin polysaccharide 95.00±0.33 
Chitosan oligosaccharide 94.10±0.31 
Astragalus polysaccharide 79.77±2.37 
Saposhnikovia divaricata polysaccharide 73.44±1.20 
Atractylodes macrocephala Koidz polysaccharide 70.38±0.92 

 

 
图 1  九种益生元发酵凝结芽孢杆菌对生长曲线(OD600)和 pH 差值的影响 
Figure 1  Effect of nine prebiotics on the growth curve (OD600) of Bacillus coagulans and pH difference of 
fermentation broth. A: Growth curve of B. coagulans. B: pH difference of fermentation broth. The error bar 
represents the standard deviation (n=3). 
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18–21 h 处于对数期，pH 差值为 24 h pH 值减去

0 h pH 值。在 21 h 时，防风多糖 OD600 值为 2.0，
玉屏风多糖 OD600 值为 1.89，黄芪多糖 OD600 值

为 1.50，阳性对照 OD600 值为 0.96。根据图 1 凝

结芽孢杆菌生长 pH 差值所示，甘露糖 pH 差值

为–0.415，黄芪多糖 pH 差值为–0.315，壳寡糖

pH 差值为–0.105，防风多糖 pH 差值为 0.290，
白术多糖 pH 差值为 0.390。 

2.3  不同的多糖添加比例对凝结芽孢杆菌

的影响 
根据 9 种益生元对凝结芽孢杆菌增殖的生

长曲线和菌液 pH 差值的结果，选择黄芪多糖、

白术多糖、防风多糖、甘露糖、玉屏风多糖 5 种

多糖作为碳源，进行适宜添加比例探索。具体结

果如图 2 所示。与对照组相比，在 21 h 时 1%黄

芪多糖组 OD600 值为 0.443，生长 pH 差值显著降

低。1%–4%黄芪多糖组蛋白酶活性显著升高

(P<0.05)，添加 1%的黄芪多糖促进凝结芽孢杆

菌生长且提高蛋白酶活性。 
白术多糖组结果如图 3 所示。与对照组相比，

在 21 h 时 4%白术多糖组 OD600值为 0.830，生长

pH 差值显著降低，1%和 4%白术多糖组的蛋白酶

活性显著升高(P<0.05)，添加 4%的白术多糖能较

好地促进凝结芽孢杆菌生长且提高蛋白酶活性。 
 

 
 

图 2  凝结芽孢杆菌与不同浓度黄芪多糖共发酵对生长曲线(OD600)、pH 差值和蛋白酶活性的影响 
Figure 2  Effects of Bacillus coagulans fermented with Astragalus polysaccharide on the growth curves 
(OD600), pH difference and protease activity. A: Growth curve of B. coagulans. B: pH difference. C: Protease 
activity of fermentation broth. The error bar represents the standard deviation (n=3). 

 

 
 

图 3  凝结芽孢杆菌与不同浓度白术多糖共发酵对生长曲线(OD600)、生长 pH 差值和蛋白酶活性的影响 
Figure 3  Effects of Bacillus coagulans fermented with Atractylodes macrocephala Koidz polysaccharide on 
the growth curves (OD600), pH difference and protease activity. A: Growth curve of B. coagulans. B: pH 
difference. C: Protease activity of fermentation broth. The error bar represents the standard deviation (n=3). 
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防风多糖组结果如图 4 所示。与对照组相

比，在 21 h 时 4%防风多糖组 OD600 值为 0.724，
生长 pH 差值显著降低，3%–4%防风多糖组蛋白

酶活性显著升高(P<0.05)，添加 4%的防风多糖

能促进凝结芽孢杆菌生长且提高蛋白酶活性。 
甘露糖组结果如图 5 所示。与对照组相比，

在 21 h 时 1%甘露糖组 OD600 值为 0.579，生长

pH 差值降低，1%–4%甘露糖组蛋白酶活性显著

升高(P<0.05)，添加 1%的甘露糖促进凝结芽孢

杆菌生长且提高蛋白酶活性。 
玉屏风多糖组结果如图 6 所示。与对照组相

比，在 21 h时 1%玉屏风多糖组OD600值为 0.541，
生长 pH 差值显著降低；1%–4%玉屏风多糖组蛋

白酶活性显著升高(P<0.05)，添加 1%的玉屏风

多糖，较好地促进凝结芽孢杆菌生长且提高蛋白

酶活性。 
 
 

 
 
 

图 4  凝结芽孢杆菌与不同浓度防风多糖共发酵对生长曲线(OD600)、生长 pH 差值和蛋白酶活性的影响 
Figure 4  Effects of Bacillus coagulans fermented with Saposhnikovia radices polysaccharide sileris on the 
growth curves (OD600), pH difference and protease activity. A: Growth curve of B. coagulans. B: pH difference. 
C: Protease activity of fermentation broth. The error bar represents the standard deviation (n=3). 

 
 
 

 
 
 

图 5  凝结芽孢杆菌与不同浓度甘露糖共发酵对生长曲线(OD600)、生长 pH 差值和蛋白酶活性的影响 
Figure 5  Effects of Bacillus coagulans fermented with mannose on the growth curves (OD600), pH difference 
and protease activity. A: Growth curve of B. coagulans. B: pH difference. C: Protease activity of fermentation 
broth. The error bar represents the standard deviation (n=3). 
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图 6  凝结芽孢杆菌与不同浓度玉屏风多糖共发酵对生长曲线(OD600)、生长 pH 差值和蛋白酶活性的影响 
Figure 6  Effects of Bacillus coagulans fermented with Yu Ping Feng polysaccharide on the growth curves 
(OD600), pH difference and protease activity. A: Growth curve of B. coagulans. B: pH difference. C: Protease 
activity of fermentation broth. The error bar represents the standard deviation (n=3). 

 

2.4  多糖微生物共培养对pH和酶活的影响 
将凝结芽孢杆菌、肠道微生物、1%甘露糖、

黄芪多糖、玉屏风多糖与 4%防风多糖、白术多糖

共发酵，在发酵结束后测定 pH 值、α-淀粉酶、乳

酸、脂肪酶、总蛋白酶活性，测定结果如图 7 所示。 
发酵液 pH 差值除凝结芽孢组外，其他组有

降低趋势。与对照组相比，白术多糖组乳酸含量

显著升高(P<0.05)，乳酸含量均升高；玉屏风多

糖组 α-淀粉酶活性显著升高(P<0.05)；凝结芽孢

组和防风多糖组脂肪酶活性显著升高(P<0.05)；
白术多糖组总蛋白酶活性显著升高(P<0.05)，所

有组蛋白酶活性均升高。 
 

 
图 7  凝结芽孢杆菌体外发酵后发酵液 pH 差值、乳酸、α-淀粉酶、脂肪酶和蛋白酶含量 
Figure 7  In vitro fermentation growth of pH difference, lactic acid, α-amylase, lipase and protease level in the 
fermentation broth of Bacillus coagulans. A: Growth curve of B. coagulans. B: pH difference of fermentation 
broth. C: α-amylase level of fermentation broth. D: Lipase level of fermentation broth. E: Protease level of 
fermentation broth. The error bar represents the standard deviation (n=3). 
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2.5  多糖微生物共培养对细菌多样性的影响 
2.5.1  体外发酵液细菌 α 和 β 多样性分析 

对所有样本进行测序，去除低质量数据，剩

余有效数据进行分析。每组物种统计分类情况进

行差异性分析，结果见表 2。α 多样性指数见表

3，其中对照组 Observed features、Shannon 指数

及 Chao1 指数差异显著高于其他组(P<0.05)，

CT、N、NB、NF、NG 组 Simpson 指数差异显

著高于 NH、NP 组(P<0.05)。 

对于肠道内容物发酵液样品，PCoA 分析

结果表明 2 个主坐标 36.8%的差异，PC1 和 PC2
分别解释了 26.78%和 10.02%的差异(图 8)。 

 
 
表 2  不同组不同水平的分类统计 
Table 2  Classification statistics of different groups at different levels 
Group Phylum Class Order Family Genus 

CT 20.67±2.6 45.67±7.4 102.67±14.2 133.33±22.9 169.00±34.5 

N 19.00±1.0 44.33±4.7 81.33±8.8 96.00±9.5 109.67±9.4 

NB 22.67±2.4 53.67±4.1 99.33±6.3 122.33±8.9b 134.00±10.5b 

NF 21.33±0.6 50.67±3.9 97.67±6.3 124.67±9.2b 146.33±12.9b 

NG 11.33±1.6 22.00±3.7 35.00±6.4 39.67±6.2 41.00±5.0 

NH 4.00±0.0 5.00±0.0 8.67±1.4 12.00±1.7 13.00±1.7 

NP 5.00±0.5 6.00±0.5 8.33±0.3 11.00±0.0 12.33±0.3 

Different lower case letters indicate that there are significant differences between groups (P<0.05). The control group is 
represented by CT; B. coagulans group is represented by N; The combination of B. coagulans and A. macrocephala Koidz 
polysaccharide group is represented by NB; The combination of B. coagulans and Saposhnikovia divaricate polysaccharide group 
is represented by NF; The combination of B. coagulans and D-mannose group is expressed as NG; The combination of B. 
coagulans and Astragalus polysaccharide group is expressed with NH; The combination of B. coagulans and Yu Ping Feng 
polysaccharide group is expressed as NP. 
 
 
表 3  α 多样性指数统计表 
Table 3  Alpha diversity index statistics 
Group Observed features Shannon Simpson Chao1 

CT 546.33±149.0 7.48±0.5 0.99±0.00 570.67±165.1 

N 334.33±38.1c 6.58±0.2 0.98±0.00 343.50±37.8c 

NB 418.33±45.9b 6.92±0.1b 0.98±0.00 427.11±43.0b 

NF 456.00±43.7b 6.97±0.1b 0.98±0.00 468.06±44.7b 

NG 159.67±4.4d 6.29±0.0 0.98±0.00 162.70±4.0d 

NH 51.67±1.6 4.96±0.0 0.96±0.00. 51.67±1.6 

NP 60.67±6.7 5.15±0.2 0.96±0.00 60.78±6.6 

Different lower case letters indicate that there are significant differences between groups (P<0.05). The control group is 
represented by CT; B. coagulans group is represented by N; The combination of B. coagulans and A. macrocephala Koidz 
polysaccharide group is represented by NB; The combination of B. coagulans and  Saposhnikovia divaricate polysaccharide 
group is represented by NF; The combination of B. coagulans and D-mannose group is expressed as NG; The combination of B. 
coagulans and Astragalus polysaccharide group is expressed with NH; The combination of B. coagulans and Yu Ping Feng 
polysaccharide group is expressed as NP. 
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图 8  肠道内容物发酵液细菌多样性的PCoA分析 
Figure 8  PCoA analysis of bacterial diversity in 
fermentation broth of intestinal contents. The 95% 
confidence interval is plotted, the smaller the value 
the smaller the area of the ellipse and the more 
concentrated the points covered. 
 
2.5.2  体外发酵液细菌多样性及组成的影响 

肠道内容物发酵液中共有 35 个细菌门和

499 个细菌属，在门水平上的优势菌分别为变形

菌 门 (Proteobacteria, 62.4%) 和 厚 壁 菌 门

(Firmicutes, 22.9%) (图 9A)。在属水平上的优势

菌属，分别为气单胞菌属(Aeromonas, 26.2%)、
乳球菌属 (Lactococcus, 20%)、柠檬酸杆菌属

(Citrobacter, 6.2%) 和 肠 球 菌 属 (Enterococcus, 
5.4%) (图 9B)。在门分类学水平上，CT 组的优

势菌群为变形菌门，厚壁菌门也占有一定的比

例；其余组的优势菌群为厚壁菌门，变形菌门

占比逐渐减少(图 9C)。在属分类学水平上，CT
组的优势菌属为乳球菌属和气单胞菌属，N 和

NF 组的优势菌群为肠球菌属、乳球菌属和气

单胞菌属；NH 和 NP 组的优势菌属为肠球菌

属(图 9D)。 
进 一 步 对 6 个 组 进 行 线 性 判 别 [line 

discriminant analysis (LDA) effect size, LEfSe]分

析，CT 组与其他组间分类群差异较大，且气单

胞菌丰度增加(图 10A)。发现的细菌生物标志物

可能具有潜在价值，筛选标准设置为 LDA>4 且

P<0.05 (图 10B)。添加 1%黄芪多糖和甘露糖后

优势菌分别为乳杆菌、厚壁菌门和乳酸乳球菌；

添加 4%防风多糖后优势菌为产酸杆菌。以上 3 个

类群属于有益菌，而对照组中有显著差异菌数 

量较多，分别为有益菌和致病菌。与对照组相比

(图 9E、9F)，添加黄芪多糖、甘露糖、防风多

糖、白术多糖、玉屏风多糖后，门水平上降低了

变形菌门、放线菌门的丰度，提高了厚壁菌门和

产酸杆菌门的丰度；属水平上降低了气单胞菌和

伯克霍尔德里亚菌的丰度，提高了乳球菌、肠杆

菌属和乳杆菌的丰度。 
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图 9  肠道体外发酵液细菌多样性组成 
Figure 9  Bacterial diversity composition of intestinal in vitro fermentation broth. A: Percentage of all groups 
of intestinal bacteria at the phylum level. B: Percentage of all groups of intestinal bacteria at the genus level. C: 
Abundance of species at the phylum level. D: Abundance of species at the genus level. E: Top four percent of 
bacteria with differences at the phylum level. F: Top ten percent of bacteria with differences at the genus level. 
 
2.5.3  体外发酵液细菌群落功能预测 

对体外发酵样品进行 KEGG 通路富集，细

菌群落的生物代谢功能分析表明，共获得 42 种

生 物 代 谢 ， 主 要 包 括 细 胞 过 程 (cellular 
processes)、遗传信息处理 (genetic information 
processessing)、代谢(metabolism)、环境信息处

理(environment information processessing)、人类

疾病 (human diseases) 、有机系统 (organismal 
systems) (图 11A)。细菌群落功能主要富集在代

谢上，其次是遗传信息处理和环境信息处理通路

上。富集前五的通路分别为碳水化合物代谢、氨

基酸代谢、膜转运、能量代谢和核苷酸代谢(图
11B)，由此可知体外发酵液细菌可能主要影响物

质代谢。 
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图 10  组间 LEfSe 分析 
Figure 10  LEfSe analysis between groups. A: Branching evolution diagram of intestinal bacteria between 
groups, center point represents the community (bacteria), each ring represents a taxonomic level. P: Phylum; C: 
Class; O: Order; F: Family; G: Genus. B: The LDA score histogram of different abundance differences between 
groups. The LDA score represents the influence size and ranking of each different-rich taxon. 
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图 11  肠道体外发酵液 KEGG 富集分析 
Figure 11  Enrichment analysis of KEGG in intestinal fermentation broth in vitro. A: Annotation results of 
primary access. B: The secondary pathway annotation result.  
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3  讨论 
3.1  不同益生元多糖对凝结芽孢杆菌生长

的影响 
益生元中含有多糖、低聚糖类、黄酮类、多

种微量元素等物质，可促进益生菌生长，并能选

择性地促进特定益生菌的增殖，因此可通过体外

培养实验进行评价。白术为菊科植物，含有挥发

油、内酯、氨基酸、多糖等成分[32]，具有抗氧

化、抗过敏、抗炎、抗病毒、免疫调节等特性[33-34]。

Wang 等[35]的研究发现，白术总多糖促进细胞周

期和淋巴细胞增殖效果显著，且增强细胞和体液

免疫能力，可作为免疫增强剂的佐剂[12]。曹俊

敏等[36]的研究发现白术可改善小鼠肠道菌群失

调，使肠道 pH 值降低，创造适宜益生菌生长的

pH 环境，促进益生菌在肠道内定殖。本研究结

果发现，在肠道内添加 4%白术多糖与凝结芽孢

杆菌共培养，降低了培养液的 pH 值，与以上研

究结果一致。 
多个研究表明，凝结芽孢杆菌能产芽胞耐胃

酸等进入肠道定殖[37]。舒国伟等[38]的研究发现，

黄芪、阿胶、蒺藜、五位子等对益生菌有较好的

促增殖效果。益生元被益生菌自身分泌的酶分解

利用，从而促进益生菌增殖[39]。本研究通过 9 种

益生元多糖对凝结芽孢杆菌的增殖效果进行筛

选，结果发现防风多糖、玉屏风多糖、黄芪多糖、

白术多糖、甘露糖这 5 种益生元对凝结芽孢杆菌

有较好的促生长作用。 
3.2  不同浓度益生元对凝结芽孢杆菌消化

酶的影响 
细菌通过新陈代谢不断合成菌体成分，如多

糖、脂肪、蛋白质以及各种辅酶。淀粉酶是水解

淀粉和糖原的酶，α-淀粉酶大量存在于动物、植

物和微生物中[39]；蛋白酶由酸性、中性和碱性

蛋白酶构成，可水解饲料中蛋白质[40]。脂肪酶

是动物体内重要的消化酶，将脂肪分解为小分子

物质。乳酸是部分细菌增殖过程中产生的有机

酸，属于代谢物[41]，通过降低 pH 来抑制某些微

生物的生长。Wang 等[42]的研究表明车前素 E/F
联合乳酸，可抑制嗜水气单胞菌 (Aeromonas 
hydrophila)。脂肪酶、蛋白酶、淀粉酶是由消   
化腺和消化系统所分泌起消化作用的酶，具有酶

的全部特征[43]，其活性反映鱼体机体的消化能

力[44]。根据益生元不同浓度筛选，其对酶活性

的影响发现，4%白术多糖组产乳酸和蛋白酶效

果最优，说明白术多糖对凝结芽孢杆菌的增殖发

挥重要作用。其中，白术多糖乳酸和总蛋白酶活

性显著提高。4%防风多糖组乳酸和脂肪酶活性

差异显著(P<0.05)，这说明防风多糖中某些物质

成分能被细菌利用，并提高了乳酸和脂肪酶活

性。从防风多糖中分离的物质有 1 000 多种，包

括多糖、挥发油、有机酸等，多糖具有抗肿瘤、

调节免疫和抗病毒等功效[45-47]。巩丽虹等[48]的研

究发现防风多糖乙酰化修饰可提高其抗氧化能

力。因此，白术多糖和防风多糖组消化酶活性的

提高，可能是其中多糖或其他物质成分被凝结芽

孢杆菌所利用，并产生了胞外酶促进凝结芽孢杆

菌的增殖，其对益生菌的增殖具体作用机制，有

待进一步深入研究。 

3.3  多糖体外发酵对细菌多样性的影响 
凝结芽孢杆菌与肠道内容体外厌氧发酵，是

为了模拟在动物体内的环境，因此根据体外发酵

来反映其对微生物菌群的影响。本研究发现，凝

结芽孢杆菌与虾肠道内容物共发酵，添加黄芪多

糖、防风多糖、甘露糖后，从而影响肠道微生物

菌群。与对照组相比，分别降低了变形菌门、放

线菌门、气单胞菌和伯克霍尔德里亚菌的丰度，

提高了厚壁菌门、产酸杆菌门、乳球菌、肠杆菌

属和乳杆菌的丰度。 
气单胞菌属包括维氏气单胞菌(Aeromonas 

veronii)、豚鼠气单胞菌(Aeromonas caviae)、嗜
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水气单胞菌等，主要引起鱼类运动性气单胞菌败

血症的病原之一[49]。也可通过食物和饮水等方

式对人类产生危害，导致人感染增加[50]。郭雅

萌 [51]的研究发现单味黄芪对嗜水气单胞菌的

MIC 为 2.5 g/mL，且 25%浓度的黄芪能抑制嗜

水气单胞菌生物被膜。李钰[52]的研究发现，添

加 0.01%的黄芪多糖至饲料中，斑马鱼体重和肠

道厚壁菌门和梭杆菌门的丰度被提高，且降低了

饵料系数。体外模型结果表明凝结芽孢杆菌

GBI-30 促进蛋白质和碳水化合物分解，且增加

可消化乳蛋白[53-54]。 
在水产养殖中，气单胞菌、变形菌、梭菌属

等致病菌导致疾病的发生，造成经济损失，危害

水生动物的机体健康。在本研究结果中也发现，

防风多糖、黄芪多糖、甘露糖、白术多糖、玉屏

风多糖的添加增加了肠道内益生菌乳杆菌、乳酸

菌和厚壁菌门等益生菌的丰度；降低了气单胞

菌、变形菌门、伯克霍尔德里亚菌的丰度，改变

了肠道菌群结构。 

4  结论 
综上所述，凝结芽孢杆菌能很好地利用白术

多糖、黄芪多糖、防风多糖和甘露糖。其中 4%
白术多糖作为碳源显著提高了凝结芽孢杆菌的

增殖，4%白术多糖凝结芽孢杆菌与肠道内容物

共发酵，降低发酵液的 pH，显著提高了乳酸、α-
淀粉酶、总蛋白酶活性。而 1%黄芪多糖、4%防

风多糖、1%甘露糖在体外厌氧发酵中，改善了

肠道菌群结构。凝结芽孢杆菌发酵 4%白术多糖

具有较好的产酶性能与益生特性，二者协同作用

机制有待下一步深入研究。 
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