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摘要：【目的】奶牛围产期能量代谢的特点是能量负平衡，瘤胃发酵产生的丙酸是奶牛糖异生供能的主要底

物，对预防奶牛能量负平衡具有重要的意义。本研究旨在从健康奶牛瘤胃液中分离、筛选出以产丙酸为主

的痤疮丙酸杆菌，研究其瘤胃发酵特性。【方法】无菌采取装有瘤胃瘘奶牛的瘤胃液，按照厌氧菌分离步骤，

通过丙酸生成菌株的特异性培养基 3OF 进行筛选，提取分离菌的基因组 P4Q，克隆其 $%3 -R4Q 基因，进行序

列测定，分离出一株痤疮丙酸杆菌。通过体内外发酵试验研究痤疮丙酸杆菌对瘤胃液 ;S、挥发性脂肪酸和

乳酸的影响。【结果】通过形态学观察、生化反应和序列分析证实所分离的一株产丙酸的杆菌为痤疮丙酸杆

菌。该菌株在体外发酵过程中，瘤胃液 ;S 先下降，在 $# 9 时降至最低，随后上升；乙酸、丙酸、丁酸等挥发性

脂肪酸先升高，于 $#9 时升至最高，随后又降低；乳酸浓度和乙酸7丙酸总体上一直下降；在体内发酵过程中，

;S 总体上下降；乙酸、丙酸、丁酸等挥发性脂肪酸总体上升。【结论】在国内首次从健康牛瘤胃液中成功分离

出一株痤疮丙酸杆菌，为今后研发预防奶牛能量负平衡的微生态制剂奠定基础。
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奶牛围产期能量代谢的特点是能量负平衡，是

造成奶牛产后易发酮病和脂肪肝的重要病理学基

础。奶牛能量代谢不同于其他动物，主要靠瘤胃微

生物发酵产生的乙酸、丙酸、丁酸等挥发性脂肪酸供

能。体内 "1T葡萄糖是由糖异生供给的，其中由生

糖先质丙酸经肝脏糖异生生成的葡萄糖约占61T U
%1T［$ ’ )］，因此瘤胃内充足的丙酸对预防奶牛围产

期能量负平衡极为重要。瘤胃中丙酸生成菌主要包

括：反刍兽月形单胞菌、埃氏巨型球菌、痤疮丙酸杆

菌、栖 瘤 胃 拟 杆 菌、小 韦 荣 球 菌 和 发 酵 氨 基 酸 球

菌［! ’ (］。早年的研究表明，瘤胃丙酸主要是由两个

特殊的途径生成的。一是利用琥珀酸脱羧生成丙

酸，二是经丙烯酰辅酶 Q 生成丙酸。痤疮丙酸杆菌

作为瘤胃内的优势菌之一［& ’ "］，可利用奶牛主要日

粮成 分 精 料 产 生 的 乳 酸 作 为 碳 源，通 过 糖 酵 解

（JVW）和己糖单磷酸（SVW）两种途径生成丙酸［$1］。

这对反刍动物的能量提供具有十分重要的作用。因

此，本试验采用 3OF 培养基利用厌氧法从健康奶牛

瘤胃液中成功分离出一株痤疮丙酸杆菌，并通过体

内外发酵试验揭示了该菌株可以利用乳酸产生大量

丙酸，同时改变瘤胃发酵类型，促进乙酸、丁酸等挥

发性脂肪酸的生成。为构建基因工程菌，调控瘤胃

微生物发酵，增加丙酸的比例，防治围产期奶牛能量

负平衡开辟新的途径。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂和仪器：琼脂粉、乳酸钠、吐温I&1、

G-B@ 饱和酚、氯仿、异戊醇、无水乙醇均为国产分析

纯。胰 蛋 白 胨、酵 母 提 取 物 购 自 XY=BZ 公 司，



!"#$%&、$’()*+,-.* !、/0-.*1 购 自 美 国 2*’3*,)-.
（456）公司；!"# 701 聚合酶、809$.、701 4-’:*’
7;"<<< 均购自 9-!-/- 公司；=915 购自美国 >+?3-
公司；琼脂糖购自美国 %@%67 公司。圆底立式培养

袋（日本三菱瓦斯化学株式会社）、厌氧产气袋（日本

三菱瓦斯化学株式会社）、7!A>B" 型可调式恒温水

浴箱（上海森信实验仪器有限公司）、7/$AC"D" 型电

热恒温培养箱（上海森信实验仪器有限公司）、E#>A
F= 精密 E# 计（上海雷磁仪器厂）等。

!"!"# 培养基：（B）>;5 液体培养基：每升含 BG ? 乳

酸钠，D 3; 吐温AH<，B< ? 胰蛋白胨，B< ? 酵母粉，

<I"G ?!"#$%&。（"）>;5 固体培养基：每升液体培养

基中 加 入 BG ? 琼 脂 粉，<IF< ? 甲 硝 唑。调 E# 为

DI<，高压灭菌（B<< :$-，"< 3+,），冷却至 J<K时加入

甲硝唑，充分混匀后铺平板。&K保存。（甲硝唑的

灭菌方法：将称量好的甲硝唑粉末在紫外灯下照射

"< 3+, 可达到较好的灭菌效果）。

!"# 痤疮丙酸杆菌的分离方法

无菌采取健康奶牛瘤胃液，于 FDK迅速送回实

验室，置 B< 3; 离心管中，D" L ? 离心 B< 3+, 去掉饲

料颗粒及纤毛虫。取上清用生理盐水倍比稀释至

B<M D，各取 &<!; 不同稀释度的稀释液用 ; 棒均匀

涂布于 >;5 琼脂板上，放在厌氧袋中于 FDK的温箱

内厌氧环境培养 &H N。取单个疑似菌落继续在 >;5
琼脂板上纯化培养，对纯培养菌落进行革兰氏染色，

光学显微镜观察。

!"$ 生化试验［!!］

按照常规细菌接种法进行生化试验，将分离菌

株接种于阿拉伯糖、木糖、葡萄糖、甘露糖、果糖、半

乳糖、蔗糖、麦芽糖、淀粉、纤维二糖、甘露醇生化反

应管中，FDK厌氧培养 &H N 观察结果。

!"% !&’ ()*+ 基因序列鉴定

!"%"! 引物设计及基因组的提取：按照参考文献

［B"］设计细菌 BJ> ’/01 基因片段 $=/ 扩增通用引

物，上游引物序列为：GOA1P1P999P19=（1Q=）9PPA
FO，下 游 引 物 序 列 为：GOAPP1=91=（ 1Q9Q= ）

1PPP919=9119AFO。扩增目的片段大小约 DH< RE。

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

提取分离菌株的基因组 701，扩增其 BJ> ’/01 基因

片 段，与 P*,5-,: 中 发 表 的 痤 疮 丙 酸 杆 菌

（$%&’(&)(*"+,-%(./ "+)-0）BJ> ’/01 基因进行基因序

列同源性分析。

!"%"# BJ> ’/01 基因片段扩增：按参考文献［BF］提

取纯培养细菌的基因组，以纯培养细菌染色体 701

为模板，扩增其 BJ> ’/01 基因片段。$=/ 反应采用

"G!;，反应条件：C&K F 3+,；C&K B 3+,，FFK B 3+,，

D"K B 3+,，F< 个循环；D"K B< 3+,。

$=/ 产物经 BS的琼脂糖凝胶电泳检测。将上

述扩增的目的片段用 701 片段回收纯化试剂盒回

收（按试剂盒说明操作），将纯化后的目的片段送至

上海生工生物工程技术服务有限公司测序。测序结

果用 5;1>9 进行比对分析。

!", 痤疮丙酸杆菌的培养

将鉴定后的痤疮丙酸杆菌接种于 >;5 特异性

培养基中，于 FDK恒温厌氧环境下培养 &H N，大量

增菌。

!"& 菌液 !" 值的测定及细菌计数

用紫外分光光度计测定菌液 12J<< 的值。将菌

液用 培 养 液 倍 比 稀 释 为 B<M B、B<M "、B<M F、B<M &、

B<M G、B<M J、B<M D、B<M H，用微量移液器分别吸取每个

稀释度的菌液 G<!; 均匀涂于 >;5 板上，FDK厌氧

培养 &H N。选取平板上菌落数适中的稀释度进行计

数。

细菌浓度（个Q;）T 菌落数QG< L B<J L 稀释倍数

!"- 痤疮丙酸杆菌的耐酸性试验

将鉴定后的痤疮丙酸杆菌接种于 >;5 特异性

培养基中，于 FDK恒温厌氧环境下培养 &H N，大量

增菌。以 E# <IG 为间隔配制 E# &I< U DI< 系列的

>;5 琼脂平板。将菌液用培养液倍比稀释为 B<M B、

B<M "、B<M F，用微量移液器吸取原菌液及各稀释度的

菌液 G<!; 均匀涂于 >;5 板上，每个稀释度、梯度一

式三份，FDK厌氧培养 &H N，观察。

!". 痤疮丙酸杆菌体外发酵试验

绵羊晨饲后 " N 由 F 只绵羊瘤胃内上下左右不

同位点采集足量瘤胃液，放入预热达 FCK的保温瓶

中，迅速送至实验室，经 & 层纱布过滤后持续充入

=%" 气体 G 3+,，然后迅速分装至已预热并通有 =%"

的 "G< 3; 葡萄糖瓶内（每个葡萄糖瓶加 B<< 3; 瘤

胃液），加入痤疮丙酸杆菌菌液 G< 3;，再加入作用

底物乳酸 &JG!;。FDK恒温厌氧培养。于处理前及

处理后 "、&、J、H、B<、B"、"&、FJ、&H N，取培养液检测

E#、乙酸、丙酸、丁酸、乳酸含量。

!"/ 痤疮丙酸杆菌体内发酵试验

取造瘘羊 J 只，分为实验组和对照组，每组 F
只。试验组羊经瘤胃瘘管注入痤疮丙酸杆菌培养液

B<< 3;，对照组注入等量生理盐水，于处理前及处理

后 "、&、J、H、B<、B"、"& N，采集瘤胃液检测 E#、乙酸、

丙酸、丁酸、乳酸含量。
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!"!# 样品 $%、&’() 及乳酸含量的测定

样品 !" 用精密 !" 计测定，#$%& 及乳酸含量

使用 ’()*+&,-(&*./0* 123 液相色谱仪进行测定，波长

425 06，721 柱温维持 在 839，流 动 相 3:34 6;.<=
>"4?@5 <"8?@5，!"4:8A，流速 2 6=<6/0。

分析步骤：取培养液或用 1 层纱布过滤后的瘤

胃液 B 6= 置于 23 6= 离心管中，加入 2 6= 4BC的

偏磷酸，混匀，静置 23 6/0，再加入 4B3!= 甲酸，混

匀，5B3 D E，离心 23 6/0。取上清置于新的离心管

中，置于 F 439保存，直到测定。每批样品检测前，

首先 检 测 标 准 液。标 准 液 由 G33 66;.<= 乙 酸、

433 66;.<=丙酸、433 66;.<= 丁酸、433 66;.<= 乳酸

各2 6=混合而成。进样前标准液、样品均需先通过

3:5B!6 的 H/I/!;+* 过滤膜，进样量为 23!=。

!"!! 数据处理

试验数据用!! J KL 表示，用 K?KK 23:3 软件进

行数据分析，组间差异显著性用 %M@#%（方差分

析）进行分析。

* 结果

*"! 分离细菌的革兰氏染色结果

分离细菌为革兰氏阳性，菌体呈短棒状，两端钝

圆或稍尖，细胞单个、成对或短链，呈“#”或“N”字形

出现，或方形排列。

*"* 分离细菌的生化反应鉴定结果

葡萄糖、甘露醇、果糖、半乳糖呈现阳性，阿拉伯

糖、木糖、蔗糖、麦芽糖、淀粉、纤维二糖、甘露醇呈阴

性。

*"+ 分离菌株的 !,- ./0( 12/ 基因序列测定及

同源性比较结果

分离细菌的序列如下，与 O*0-(0P 中序列号为

*6Q R%H2BA581:2 R "#$%&$’&()*+,#&-. )*’,/（痤疮丙酸

杆菌）2GK +SM% 基因同源性达到 TTC。因此确定分

离菌为痤疮丙酸杆菌。

*"3 痤疮丙酸杆菌培养液的 !" 值及菌体数

细菌 培 养 液 的 01 值 为 3:1，菌 体 浓 度 为

4:A D 231 个<6=。

*"4 痤疮丙酸杆菌的耐酸试验结果

原菌液及各稀释度菌液，!" A:3、G:B、G:3、B:B、

B:3 时，细菌生长良好；!" 5:B 时，生长受到一定的

抑制，菌落数减少，!" 5:3 时，细菌的生长完全受到

抑制，平板表面无菌落生长。

*", 体外培养液中环境参数的检测结果

*","! 体外培养液的 !" 检测结果：取 3、4、5、G、1、

23、24、45、8G、51 U 的痤疮丙酸杆菌体外培养液检测

!"。结果显示（图 2），随着培养时间的延长，培养液

的 !" 逐渐降低，24 U 降至最低点，为 G:28，以后逐

渐回升。

图 ! 痤疮丙酸杆菌对体外培养液 $% 值的影响

$/EV2 WXX*Y) ;X "#$%&$’&()*+,#&-. )*’,/ ;0 !" /0 Z/)+;V

*","* 体外培养液中 #$%&、乳酸浓度及乙酸<丙酸

结果：取 3、4、5、G、1、23、24、45、8G、51 U 的体外培养

液检测 #$%&、乳酸浓度及乙酸<丙酸。结果显示（图

4），随着培养时间的延长，痤疮丙酸杆菌体外培养液

的乙酸、丙酸、丁酸浓度均呈上升趋势，且都在 24 U
达到最大值，分别为 8T:1G、41:BA 和 88:T2；随后有

所下降；乳酸浓度则一直呈下降趋势；乙酸<丙酸值

不断下降，且在 24 U 降至最低，随后有所上升。说

明痤疮丙酸杆菌可以促进乙酸、丙酸、丁酸等挥发性

脂肪酸的生成，并且以丙酸的增加量显著，同时，降

低乳酸的生成量。

3A2 =/0E ’I *) (. V <2*+) 3&*#$(&$4$5&*) 6&’&*)（433T）5T（4）



图 ! 痤疮丙酸杆菌对培养液 "#$%、乳酸浓度及乙酸&丙酸的影响

!"#$% &’’()* +’ !"#$%#&%’()*+"%,- ()&+. +, -!./，01)*") 1)"2 1,2 *3( 41*"+ +’ 5% 657 ", -"*4+$

!’( 体内瘤胃液环境参数检测结果

!’(’) 体内瘤胃液 89 检测结果：取 :、%、;、<、=、>:、

>%、%; 3 的瘤胃液测 89，结果显示（图 7），在 : ? >% 3
内，对照组和试验组的 89 总体上呈下降趋势，>% 3

后逐渐升高；对照组和试验组的 89 都在 >% 3 处降

至最低，分别为 <@>< 和 <@:%。同一时间点的 89 试

验组低于对照组，并且差异显著。

图 * 痤疮丙酸杆菌对瘤胃液 +, 值的影响

!"#$7 &’’()* +’ !"#$%#&%’()*+"%,- ()&+. +, 89 ", ABC(, !0B"2$

!’(’! 瘤胃液中 -!./ 浓度、乳酸浓度及乙酸6丙酸

结果：取 :、%、;、<、=、>:、>%、%; 3 的 瘤 胃 液 检 测

-!./、乳酸浓度及乙酸6丙酸。结果显示（图 ;），由

图 ; 可知，在 : ? %; 3 内，对照组和试验组的乙酸、

丙酸、丁酸浓度都呈上升趋势，在 >% 3 处达到最高

点，随后逐渐降低。并且同一时间点的乙酸、丙酸、

丁酸浓度，试验组高于对照组，并且差异显著；对照

组和试验组的乳酸浓度都呈下降趋势，试验组下降

幅度大于对照组，并且差异显著；对照组和实验组的

乙酸6丙酸值总体都呈下降趋势，试验组下降幅度大

于对照组，并且差异显著。

* 讨论

丙酸对反刍动物的营养具有重要的意义，它是

唯一能净生成葡萄糖的挥发性脂肪酸。因此，瘤胃

内适宜的丙酸产量对糖代谢极为重要。痤疮丙酸杆

菌为革兰氏阳性短棒状杆菌，在严格厌氧的环境中

生长最快，5D% 可促进其生长，但也有一定程度的耐

氧性。此菌可发酵葡萄糖、甘露糖、果糖及半乳糖。

其在瘤胃发酵中的重要功能是将乳酸和葡萄糖作为

碳源，通过糖酵解（&EF）和己糖单磷酸（9EF）两种

途径生成丙酸，其中 &EF 是己糖分解的主要途径。
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图 ! 痤疮丙酸杆菌对瘤胃液 "#$%、乳酸浓度及乙酸&丙酸的影响
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乳糖或其它糖类分解产生两个丙酮酸，一个氧化成

乙酸和 5;6，另一个通过转羧基酶循环还原为丙酸，

其中转羧基酶参与的反应需要生物素作为辅助因

子，因为它不需要 .<= 和二价金属离子而异于其它

生物素酶。草酰乙酸通过苹果酸和延胡索酸还原为

琥珀酸，同时需要两个 >.?@ A @A 。琥珀酸形成

后，辅酶转移酶将辅酶从丙酰辅酶转到琥珀酸生成

丙酸和琥珀酰辅酶。最后，甲基丙二酰辅酶羧基转

到丙酮酸生成草酰乙酸，完成这个循环途径。本研

究采用 BCD 培养基通过厌氧培养技术成功的分离

出一株细菌，通过对分离菌株的形态学、生化特性、

EFB 4G>. 基因序列测序结果的分析，确定该分离菌

株为痤疮丙酸杆菌，并对该菌进行了瘤胃液的体外

发酵试验和体内发酵试验，试验结果表明，痤疮丙酸

杆菌能降低瘤胃内乳酸的浓度，同时提高瘤胃内乙

酸、丙酸、丁酸的浓度，56 758 的比例减小，主要以生

成丙酸为主。能够增加丙酸在总 -!. 中的比例，增

加反刍动物的能量供给，缓解奶牛围产期能量的负

平衡。本研究为该菌可以作为调控瘤胃微生物发酵

生成丙酸的侯选菌种奠定理论基础。
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