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摘要 本研究旨在从哺乳期健康幼犬粪便中分离获得具有益生功能的乳酸菌。经革兰氏染色和16S
 

rRNA
鉴定为动物乳杆菌(Lactobacillus

 

animalis)LA-1~LA-5。结果表明:各菌株具有良好生长和产酸能力;

LA-1、LA-3和LA-4在pH
 

2.0处理3
 

h的存活率超73%;0.3%胆盐处理3
 

h,菌株存活率均高于50%,LA-
3达80%以上;LA-2的自凝聚能力较强,5

 

h达52.43%;各菌株对三氯甲烷表面疏水率达94%;LA-2对

Caco-2细胞的黏附率为51.82%;LA-2和LA-4的DPPH自由基清除能力超过50%;5株菌株对金黄色葡

萄球菌、大肠杆菌、沙门氏菌等常见致病菌均有一定的抑制活性,其中LA-1对金黄色葡萄球菌的抑菌圈达

17.67±3.33
 

mm;药敏试验显示各菌株对青霉素、氯霉素和氨苄西林高度敏感,且溶血试验均为阴性。因

此,5株动物乳酸杆菌具有良好的体外益生功能,有望作为幼犬源益生菌应用到宠物犬相关食品里。
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Abstract The
 

purpose
 

of
 

this
 

study
 

was
 

to
 

isolate
 

probiotic
 

lactic
 

acid
 

bacteria
 

from
 

the
 

feces
 

of
 

healthy
 

puppies.
 

Five
 

strains
 

were
 

successfully
 

isolated
 

from
 

stool
 

samples
 

collected
 

from
 

puppies.
 

Based
 

on
 

Gram
 

staining
 

and
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequencing,
 

all
 

five
 

isolates
 

were
 

identified
 

as
 

Lactobacillus
 

animalis
 

and
 

des-
ignated

 

as
 

LA-1~
 

LA-5.
 

The
 

results
 

demonstrated
 

that
 

all
 

five
 

strains
 

exhibited
 

excellent
 

growth
 

charac-
teristics

 

and
 

acid
 

production
 

capability.
 

After
 

3
 

hours
 

of
 

exposure
 

to
 

pH
 

2.0,
 

strains
 

LA-1,
 

LA-3,
 

and
 

LA-4
 

exhibited
 

survival
 

rates
 

above
 

73%,
 

while
 

exposure
 

to
 

0.3%
 

bile
 

salts
 

resulted
 

in
 

a
 

survival
 

rate
 

a-
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bove
 

50%
 

for
 

all
 

five
 

strains,
 

with
 

LA-3
 

exceeding
 

80%;
 

Notably,
 

strain
 

LA-2
 

displayed
 

strong
 

auto-ag-
gregation

 

capacity,
 

reaching
 

52.43%
 

after
 

5
 

hours;
 

Moreover,
 

the
 

surface
 

hydrophobicity
 

measured
 

with
 

chloroform
 

was
 

exceptionally
 

high
 

(94%)
 

for
 

all
 

strains.
 

Of
 

particular
 

note,
 

LA-2
 

also
 

showed
 

a
 

high
 

ad-
hesion

 

rate
 

to
 

Caco-2
 

cells,
 

at
 

51.82%;
 

All
 

five
 

strains
 

demonstrated
 

DPPH
 

radical
 

scavenging
 

activity,
 

with
 

LA-2
 

and
 

LA-4
 

exhibiting
 

particularly
 

strong
 

effects
 

exceeding
 

50%.
 

Additionally,
 

every
 

strain
 

in-
hibited

 

the
 

growth
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus,
 

Escherichia
 

coli,
 

and
 

Salmonella.
 

Notably,
 

LA-1
 

produced
 

an
 

inhibition
 

zone
 

measuring
 

17.67
 

±
 

3.33
 

mm
 

against
 

S.
 

aureus;
 

All
 

isolates
 

were
 

also
 

highly
 

suscepti-
ble

 

to
 

penicillin,
 

chloramphenicol,
 

and
 

ampicillin.
 

Furthermore,
 

hemolysis
 

tests
 

confirmed
 

that
 

all
 

five
 

strains
 

are
 

safe
 

for
 

potential
 

use.
 

Consequently,
 

these
 

five
 

L.
 

animalis
 

strains
 

are
 

strong
 

candidate
 

probi-
otics

 

derived
 

from
 

healthy
 

puppies,
 

with
 

their
 

robust
 

in
 

vitro
 

functionality
 

supporting
 

their
 

potential
 

use
 

in
 

canine
 

nutrition.
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0 引言

近年来,我国宠物行业迅猛发展,人们对宠物健康越来越重视。肠道微生态与健康、疾病密切相关[1]。
肠道作为营养物质消化吸收的重要器官和身体免疫的重要器官,其健康水平决定机体整体健康[2]。肠道微

生态受年龄、营养和环境等诸多因素的影响,其中年龄是影响肠道微生态结构的重要因素[3,4]。生命早期不

仅是生长发育关键时期,也是肠道菌群发育和各系统迅速成熟时期,此时期肠道微生物群多样性和变异性很

高,任何扰动均可影响微生物群定植和代谢活动,改变宿主营养和免疫功能,增加远期疾病(如过敏、肥胖、精
神行为异常)发生风险[5,6]。因此,在生命早期肠道微生物群稳态是决定宠物健康的一个重要因素。

自2020年7月我国施行饲料全面禁抗以来,益生菌产品作为一种新型的饲料添加剂逐步走进大众视

野。益生菌属于活体微生物,其核心特点是当被摄入的剂量达到一定标准时,能够对宿主的健康起到积极有

益的影响[7]。使用宿主肠道内的微生物作为益生菌菌株才是最理想的选择[8]。多项研究表明,幼犬在断奶

前的粪便微生物群与成年犬有着显著差异[9]。此外,幼犬出生后的21天内,肠道乳酸菌的含量提高100倍,
表明乳酸菌在增强犬生命早期健康状态中发挥重要作用[10]。然而,目前市场上鲜有犬源益生菌菌株产品,
针对幼犬益生菌研究更加有限。因此,发掘幼犬来源乳酸菌益生菌资源刻不容缓。本研究旨在从哺乳期健

康幼犬肠道中分离乳酸菌,以期发现具备潜在开发应用前景的幼犬源乳酸菌,进而为幼犬源益生菌的菌株开

发工作及该类菌株在宠物犬相关食品中的应用提供科学支持。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验菌株:粪便样本采自2月龄以内的健康幼犬;病原指示菌:金黄色葡萄球菌(Staphylococcus
 

aureus
 

CMCC26003)、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(Methicillin-resistant
 

Staphylococcus
 

aureus
 

CCARM3090)、沙
门氏菌(Salomonella

 

typhimurium
 

CCARM8250)、肺炎克雷伯菌(Klebsiella
 

pneumoniae
 

ATCC10031)、
大肠杆菌(Escherichia

 

coli
 

CMCC44102)均为实验室保存菌株。

1.2 试验试剂

抗菌药物药敏纸片购自杭州微生物试剂有限公司;异硫氰酸荧光素(FITC),胰酶及DMEM高糖培养基

购自北京索莱宝科技有限公司;胎牛血清(fetal
 

bovine
 

serum,FBS)自武汉普诺赛生命科技有限公司购买;
哥伦比亚血琼脂平板、生化鉴定管和试验所用MRS培养基购自青岛高科技工业园海博生物技术有限公司。

1.3 试验方法

1.3.1 样本处理及菌株分离。取约1
 

g健康幼犬的新鲜粪便样本,用无菌PBS缓冲液按1∶9比例稀释并

搅拌均匀[11],再用1
 

mm孔隙的无菌纱布过滤以去除排泄物残留碎片,接着取出筛滤后的上层清液用无菌

PBS缓冲液按1∶1
 

000比例进一步稀释,取0.1
 

mL稀释液均匀涂抹在MRS琼脂平板表面,然后把平板放
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在37
 

℃孵化24~48
 

h,观察不同菌落外形和大小差异挑出单个菌落,并在MRS琼脂平板连续划线分离,重
复3~4次直到得到形态一致的纯净菌落,最后对单一菌落纯化培养物做革兰氏染色并通过显微镜查看细菌

形态特性以及菌落着色状况。

1.3.2 菌种鉴定。通过基因组提取试剂盒得到菌株基因DNA并将其作为PCR反应模板,然后用细菌通

用引物27F和1492R做PCR扩增[12]。PCR扩增体系由以下成分组成:10×PCR
 

Buffer
 

5
 

μL,2.5
 

mmol
 

dNTPs
 

5
 

μL,Forword
 

Primers(10
 

μmol)5
 

μL,Reverse
 

Primers(10
 

μmol)5
 

μL,DNA
 

聚合酶(2.5
 

U·μL-1)1
 

μL,
模板2

 

μL,ddH2O
 

27
 

μL。扩增产物用1%的琼脂糖凝胶电泳检测,合格样本交给青岛蔚来生物科技有限公

司测定基因序列,用NCBI数据库里的BLAST做同源性对比检验,并且用 MEGA
 

11.0相邻连接法(即
Neighbor-Joining算法)构建系统发育树。

1.3.3 生理生化实验。本实验采用直接接种法,将经纯化的菌株接种入生化鉴定管后用封口膜把管口严密

封闭起来,根据试剂的不同特性差异化设置培育条件,1%的马尿酸钠要在37
 

℃的水浴环境中培育2
 

h,七
叶苷、乳糖、菊糖等其它物质则需要在37

 

℃下培育24~48
 

h,最后通过观察生化鉴定管里的显色变化来确

定菌株发酵的结果。

1.3.4 生长及产酸特性。先将隔夜培育好的菌株发酵液按2%的体积比加到MRS液体培养基里面,并且

配制与之等量、无菌的MRS液体培养基当作空白对照组。两组培养过程均在37
 

℃厌氧条件下进行,并按2
 

h间隔定时取样,所取的样品均分别测定菌液在600
 

nm波长下的吸光值和酸碱度变化。

1.3.5 耐酸耐胆盐实验。耐酸试验:用0.5
 

mol/L的盐酸溶液将MRS培养基的酸碱度分别调为1.5、2.0、

2.5,经高温灭菌后重新检测培养基的酸碱度。从菌种发酵产物里吸取200
 

μL,添加到4.8
 

mL
 

pH值不同

的MRS液体营养液中并提取样本。放在37
 

℃厌氧的条件下孵化三小时后再采集样本。采集到的两组样

本要稀释到合适浓度,然后取100
 

μL均匀涂抹在MRS固态培养皿表面,培养24
 

h后统计菌落数目,计算存

活比例。存活率(%)=N3/N0×100%。式中N3为3
 

h活菌数;N0 为0
 

h活菌数;活菌数用lgCFU·mL-1

表示。
耐胆盐实验:在MRS液体培养基中添加胆盐,设置三个浓度梯度0.1%、0.2%、0.3%(m/V)。取200

 

μL
菌株发酵液,分别接种至上述含不同胆盐浓度的MRS培养基中,使体系总量为5

 

mL。接种后将培养基放

在37
 

℃的厌氧环境下培养。培养期间,分别在培养0
 

h和培养3
 

h这两个时间点取样,采用与耐酸试验相

同的平板涂布法处理样品,进而参考耐酸存活率公式计算菌株的耐胆盐存活率。

1.3.6 自凝聚能力与疏水性试验。隔夜培养好的菌液,以6
 

000
 

r/min的速率离心10
 

min获得菌体,用无

菌PBS缓冲液将菌体清洗三遍,调整菌悬液密度使其在600
 

nm波长下的吸光值在0.5到0.7之间,记下这

个初始值A0,从菌液悬浮体中吸取2
 

mL恰当浓度的菌液,用漩涡式振荡器充分混合均匀后放在37
 

℃厌氧

环境下孵化,在静止的不同时间点(0、1、3、5
 

h)测定菌液的光密度值OD600nm 并记作At,取二甲苯、乙酸乙

酯、氯仿各2
 

mL,分别与2
 

mL菌液在旋涡混合器里搅拌均匀后常温静置半小时,待混合液分层后轻轻把底

层液相提取出来,测定该液相在OD600nm 波长下的吸光度并记录为A1。
 

自凝聚能力(%)=
(A0-At)

A0
×

100%;
 

疏水性(%)=
(A0-A1)

A0
×100%。

1.3.7 细胞黏附试验。Caco-2细胞培育过程:用含20%小牛血清加1%双抗的DMEM高浓度葡萄糖培养

基培育Caco-2细胞,在恒温37
 

℃充满95%空气和5%二氧化碳混合气体的密闭环境里培育Caco-2细胞使

其生长[11]。
 

试验菌株荧光标记:把新鲜培育的试验菌悬液在4
 

℃,4
 

000
 

r/min离心5min之后去掉上清液,用无菌

PBS清洗菌体三次,洗完之后用提前在室温静置半小时的异硫氰酸酯(FITC)标记液悬浮菌体,37
 

℃避光振

荡培养2
 

h。孵育完之后按照之前离心的条件(4
 

℃、4
 

000
 

r/min、5
 

min)再离心一次并倒掉上层清液,再拿

无菌PBS洗3次以便清除没吸附的FITC,然后用不含双抗的20%DMEM培养基把菌体重新悬浮起来并将

菌液的浓度调整到2×108
 

CFU/mL,最后对这个菌液在485
 

nm吸收波长与530
 

nm发射波长的条件下测

定相对荧光强度(RFU),把这个数值记作R0,它表示附着前菌株的相对荧光强度值。
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细胞黏附实验:研究采用Caco-2细胞,要将细胞密度调整到5×105
 

mL-1,然后向24孔培养板中加入1
 

mL稀释好的细胞,设置三个重复孔。细胞大概培养24
 

h左右长成单层,弃去培养液,用无菌PBS缓冲液洗

三次,洗完后每孔注入600
 

μL
 

FITC标记好的益生菌悬浮液,接着在37
 

℃、5%二氧化碳的环境中避光培育

2
 

h,之后倒掉培养液并用无菌PBS缓冲液去掉未黏附在细胞上的菌株,再加300
 

μL胰蛋白酶溶液到每个孔

里并放到培养器中37
 

℃分解5
 

min,加入300
 

μL
 

DMEM细胞培养基来终止分解过程,在统一的光波长设置

下测细胞悬浮液的相对荧光强度值(RFU)记为R。
 

细胞黏附率(%)=R
R0
×100%。

1.3.8 DPPH自由基清除试验。按照步骤1.3.6同样的方法收集菌体配制菌悬液。取2
 

mL菌悬液和0.2
 

mmol/L
 

DPPH乙醇溶液混合于离心管中[11],在37
 

℃避光反应30
 

min,8
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清液

在波长517
 

nm条件下测定其吸光值,记为As。对照管用2
 

mL无菌PBS缓冲液代替菌悬液处理后,测定上

清液OD517 

nm 值记为Ac。空白管用2
 

mL无水乙醇代替0.2
 

mmol/L
 

DPPH乙醇溶液,测定上清液OD517 

nm

值记为A0。重复3次实验,取平均值。
 

DPPH自由基清除率(%)=1-
As-A0

Ac( )×100。
1.3.9 抑菌实验。抑菌活性测试采用牛津杯法,取新制备的菌悬液离心处理(6

 

000
 

r/min,离心10
 

min),
把离心后的上层清液留着备用。用无菌PBS调整病原菌菌液的浓度1×106

 

CFU/mL待用。无菌培养皿底

部加入5
 

mL
 

MRS固体培养基,培养基待固化后,再在培养皿内均匀摆放牛津杯。将15
 

mL
 

MRS固体培养

基冷却至在50~60
 

℃,混入100
 

μL致病菌悬浮液搅匀,慢慢倒在放有牛津杯的平板上,等混合液冷却凝固

后用无菌镊子拿出牛津杯,这时平板上就出现均匀分布的8
 

mm×6
 

mm大小的圆形孔洞。将100
 

μL培养

菌发酵上清液放入圆形孔洞里,在4
 

℃冰箱中让它扩散大概2
 

h,继续在37
 

℃环境中培育12
 

h左右,最后用

游标卡尺测量抑菌透明圈的直径(mm)。

1.3.10 溶血试验。菌株用划线法接种到哥伦比亚血琼脂培养基上,37
 

℃厌氧环境下培育24~48
 

h,待培

育完成后仔细查看菌群周围有无溶血圈,以溶血性金黄色葡萄球菌(Staphylococcus
 

aureus
 

CMCC
 

26003)
作阳性菌株作参照。

1.3.11 抗生素敏感性试验。纸片琼脂扩散技术用于抗生素敏感度检测,将新鲜培养的菌液浓度调整为2
×106

 

CFU/mL,取100
 

μL均匀涂布于MRS琼脂培养基上,在室温下静置大概10
 

min让菌液充分吸收后

再把抗生素敏感测试纸片均匀铺在平板上,37
 

℃厌氧条件下培育24
 

h后用游标尺测出药敏试纸周围透明

环的半径并记下来。
 

  注:(a~e)
 

为LA-1~LA-5在MRS固体平板形态图;(f~j)为LA-1~LA-5革兰氏染色后镜检图(1
 

000×)。

图1 5株试验菌株形态图

Fig.1 Morphology
 

diagram
 

of
 

5
 

test
 

strains

1.3 数据处理

使用SPSS
 

18.0软件中的LSD进行组间的数据两两比较(p<0.05表示差异显著);利用GraphPad
 

Prism
 

9.0软件作图。
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2 结果与分析

2.1 菌株的分离及形态学观察

用平板划线技术在MRS固体培养基里分离和纯化菌株,将五株分离菌命名为LA-1~LA-5。从图1能

看出所有菌株的菌落是表面平坦光滑、白色的独立圆形菌落,并且五株菌株的革兰氏染色结果皆为紫色杆

菌,所以判断五株菌株都属于革兰氏阳性菌。

2.2 细菌16s
 

rRNA分子生物学鉴定

PCR扩增产物经电泳分析,由图2(a)可看出5个样本的条带长度约为1
 

500
 

bp,根据BLAST同源分析

构建的进化树如图2(b)所示,所以这五株菌株可判定为动物乳杆菌属(Lactobacillus
 

animalis)。

注:M:1
 

kb
 

ladder;1-5:LA-1~LA-5
 

菌株PCR扩增条带。

图2 5株菌株琼脂糖凝胶电泳及进化树图

Fig.2 Results
 

of
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

and
 

evolutionary
 

tree
 

of
 

5
 

strains

2.3 生理生化鉴定

由表1
 

可知5株菌株均能利用乳糖、水杨苷、麦芽糖和纤维二糖。除LA-3以外,其余4株菌不能利用

菊糖和山梨醇,除LA-2以外,其余4株菌都能利用棉子糖和蔗糖,LA-2和LA-3可以利用甘露醇。实验结

果表明5株菌株对不同糖的发酵程度存在一定的差异。
表1 菌株的生化鉴定结果

Tab.1 Biochemical
 

identification
 

results
 

of
 

strains

项目 LA-1 LA-2 LA-3 LA-4 LA-5
七叶苷 - + + - -
乳糖 + + + + +
菊糖 - - + - -

棉子糖 + - + + +
蔗糖 + - + + +

山梨醇 - - + - -
水杨苷 + + + + +
甘露醇 - + + - -
麦芽糖 + + + + +

纤维二糖 + + + + +
1%马尿酸钠 - - - - -

       注:+表示阳性,-表示阴性。

2.4 生长及产酸曲线

由图3
 

的生长及产酸曲线分析可知,5株菌株的生长分为延滞期、对数生长期和稳定期三个阶段。在开

始培养的2
 

h内,5
 

株菌株均处于延滞期,此阶段培养基的
 

pH
 

值变化幅度较小。自2
 

h
 

至10
 

h,菌株进入对
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数生长期,同时培养基的pH
 

值从6.11
 

下降至约4.3。培养10
 

h后,菌株浓度变化不再显著,但仍呈现出上

升趋势,直至约18
 

h时停止生长;其pH在10
 

h后继续下降,18
 

h后pH基本稳定在4.0左右。

图3 5株菌株生长曲线及pH变化图

Fig.3 Growth
 

curves
 

and
 

pH
 

changes
 

of
 

5
 

strains

2.5 耐酸耐胆盐实验

2.5.1 耐酸实验。表2数据显示,pH值降低会影响菌株的生存能力。5株菌株在pH值为3.0的条件下

培育3
 

h后,生命活力都较强,特别是LA-3、LA-4和LA-5三株菌的存活率达到100%,这说明它们在此条

件下能够良好增殖。在pH
 

2.5环境中处理相同时间后,5株菌株的存活率均维持在95%以上。然而,当

pH降低至2.0时,所有菌株的生存能力都明显受到影响:LA-1、LA-3和LA-4表现出较强的耐酸特性,存
活率保持在73%以上;相比之下,LA-2和LA-5对酸性环境的适应能力相对较弱,但依然有超过49%的存

活率。说明5株菌株都具有较强的耐酸能力,可以很好的在胃肠道中生存。
表2 各菌株在不同pH下的存活率/%

Tab.2 Survival
 

rate
 

of
 

each
 

strain
 

at
 

different
 

pH/%

菌株 ρ1(pH=2) ρ2(pH=2.5) ρ3(pH=3)

LA-1 79.92±4.69 97.89±1.18 95.76±3.03

LA-2 49.27±7.25 97.42±0.45 99.00±0.22

LA-3 73.68±2.40 98.50±0.16 100

LA-4 84.84±0.28 95.87±0.55 100

LA-5 54.73±3.66 97.52±0.33 100

2.5.2 耐胆盐实验。表3表明,5株动物乳杆菌存活率随胆盐含量增加而降低,在0.1%胆盐酸盐条件下这

五株菌株生长性能良好且LA-2和LA-3的存活率超过100%;胆盐酸盐浓度到0.2%时所有菌株存活率都

在61%以上并且LA-2存活率达到94.27%;胆盐酸盐浓度升至0.3%时对这五株菌株存活率有明显负面影

响,但仍表现出较好的耐受性,其中菌株LA-2和LA-3存活率可达76.47%和81.85%。总体而言5株动物

乳酸杆菌的成活率随着胆盐浓度的升高不断下降,其中,LA-2和LA-3的耐胆盐能力最强。
表3 各菌株在不同胆盐浓度下的存活率/%

Tab.3 Survival
 

rate
 

of
 

each
 

strain
 

at
 

different
 

bile
 

salt
 

concentrations/%

菌株 ρ4(0.1%) ρ5(0.2%) ρ6(0.3%)

LA-1 79.06±0.00 72.79±1.39 72.74±1.46

LA-2 100 94.27±0.16 76.47±3.80

LA-3 100 81.32±3.50 81.85±1.46

LA-4 73.52±8.72 73.57±0.75 69.40±3.64

LA-5 68.53±0.52 61.75±3.21 52.04±6.04

2.6 自凝聚能力与疏水性实验

由图4可知,5株菌株自凝聚能力大小为:LA-2>LA-1>LA-5>LA-3>LA-4,其中菌株LA-2的自凝

聚能力最强,处理5
 

h可达到52.43%,相较于其余4菌株差异不显著(p>0.05)。总体来看,各菌株的自凝
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聚能力随着时间的延长不断提高。5株菌株对三氯甲烷的疏水性均较高,疏水性均高于94%,高于二甲苯和

乙酸乙酯;LA-4和LA-5对乙酸乙酯的疏水性能达到59%以上,对二甲苯的疏水性高于70%,高于其他3
株菌株。

图4 各菌株自凝聚力及疏水性结果图

Fig.4 Self-cohesion
 

and
 

hydrophobicity
 

of
 

each
 

strain

2.7 细胞黏附试验

用Caco-2细胞作为实验对象检测5株菌株的细胞黏附能力。从图5可看出,5
 

株菌株的黏附率在

21.65%~51.82%之间。其中菌株LA-2的黏附率可达(51.82±0.91)%,黏附能力高于其余4株菌株(p<
0.05)。

 注:不同菌株之间的不同字母表示差异显著(p<0.05)。

图5 5株菌株对Caco-2细胞的黏附率结果

Fig.5 Adhesion
 

rate
 

of
 

5
 

strains
 

to
 

Caco-2
 

cells
   

图6 各菌株DPPH自由基清除率

Fig.6 DPPH
 

free
 

radical
 

scavenging
 

rate
 

of
 

each
 

strain

2.8 DPPH自由基清除能力实验

从图6可看出,5株动物乳杆菌DPPH自由基清除能力均在40.3%~51.2%之间。其中菌株LA-2和

LA-4的DPPH自由基清除率较高,超过50%,经计算,各菌株之间自由基清除能力并无统计学差异(p>
0.05)。

2.9 抑菌实验

利用牛津杯法测定5株菌株发酵液的抗菌效能,表4和图7显示5个菌种的抗菌活性较为广泛但抗菌

效力随菌种不同有独特差异。LA-1广谱抑菌能力很出色,对所有受试病原菌的抑菌圈大小都超过14
 

mm,
其中对金黄色葡萄球菌的抑制尤其明显,抑菌圈直径达(17.67±3.33)mm。LA-2对大肠杆菌抑制能力最

强(13.13±0.37)mm、LA-3对沙门氏菌抑制效果最佳(15.33±0.33)mm,此外,LA-4和LA-5分别抑制大

肠杆菌(15.5±1.00)mm以及金黄色葡萄球菌(16±0.50)mm的效能最佳。研究表明5株动物乳杆菌有抑

制多种病原性微生物的潜力,但是它们各自的抗菌范围和抑制能力不一样且个体差异明显。
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表4 5株菌株的抑菌圈结果

Tab.4 Results
 

of
 

the
 

inhibition
 

zone
 

of
 

the
 

five
 

strains

菌株
耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌(MRSA)
大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 肺炎克雷伯菌 沙门氏菌

LA-1 14.17±0.33a 16.50±1.50a 17.67±3.33a 15.17±2.33a 14.33±0.33a

LA-2 0.00±0.00d 13.13±0.37c 10.33±0.67c 0.00±0.00c 9.67±0.83a

LA-3 12.87±0.77b 14.83±0.83b 14.00±0.50b 14.83±0.83a 15.33±0.33a

LA-4 12.87±0.77a 15.50±1.00ab 14.33±0.67ab 9.67±0.33b 9.66±1.67a

LA-5 14.67±0.33c 15.07±1.07c 16.00±0.50b 12.00±0.00b 14.33±0.67a

  注:同列比较,不同字母表示数据存在显著差异(p<0.05)。

  注:(a)~(e)
 

分别是MRSA,金黄色葡萄球菌,大肠杆菌,肺炎克雷伯

菌和沙门氏菌,1-3表示LA-5上清液,C表示MRS空白培养基对照。

图7 LA-5对5种病原菌的抑菌效果

Fig.7 Inhibitory
 

activity
 

of
 

Strain
 

LA-5
 

against
 

pathogenic
 

indicator
 

bacteria

  

图8 各菌株溶血实验结果

Fig.8 Hemolysis
 

experimental
 

results
 

of
 

each
 

strain

2.10 溶血实验

图8显示,通过与阳性对照菌株比较可看出5株菌株并未出现透明或半透明形态的溶血圈,基于此可确

定这5株菌株不具备溶血性能力,可以安全使用。
2.11 药敏实验

对5株菌株进行了7种常用抗生素(诺氟沙星、氯霉素、头孢唑啉、青霉素、环丙沙星、氨苄西林、庆大霉

素)的敏感性测试,结果如表5所示,5株菌株对青霉素、氯霉素和氨苄西林三种抗生素高度敏感。LA-2、
LA-4和LA-5对头孢唑林敏感性极高,不表现抗性;LA-1~LA-4对环丙沙星中度敏感,LA-1对诺氟沙星中

度敏感。此外,菌株对除以上所述的其余抗生素敏感性低,表现出较高抗性。

3 讨论

乳酸杆菌是人和动物胃肠道菌群中的核心成员,在促进宿主健康方面发挥着多重作用。研究表明,这类

细菌不仅能刺激机体生长、强化免疫系统,还能分泌抗菌物质并增强肠道屏障功能[12]。Strompfová等[13]研

究表明,在狗粮内掺入专为犬类发酵的乳杆菌CCM7421,能有效提升犬只肠道内乳杆菌的数量,进而减少腹

泻事件。Biagi等[14]工作显示,喂食犬源动物乳杆菌后,犬粪便中的产气荚膜梭菌明显减少,同时乳酸杆菌

水平提升了10
 

000倍。基于这些发现,本研究从健康幼犬(1~56日龄)粪便中分离出5株动物乳杆菌,并通

过体外实验评估其益生潜力,筛选出对幼犬有显著益生效益的菌株。
3.1 菌株对环境的耐受性

益生菌要发挥功效,首先必须耐受消化道严苛环境。胃酸抵抗能力是筛选益生菌的重要标准[15]。犬胃

液pH值范围较宽(2~7),其杀菌效果与pH密切相关[16]。李艳欣[17]报道的12株犬源乳杆菌(L1-L12)在
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pH2.8条件下3
 

h存活率保持在60%。陈晓玉等[18]分离的5株菌株中,B5在pH2环境中存活率达56%,
而LA-1、LA-3和LA-4表现更优,存活率超过70%。当环境pH升至3时,所有菌株存活率均达95%以上,
证明其具备穿越胃部、定植肠道的潜力。耐受胆汁酸的能力也是评价益生菌在消化系统内能否有效发挥作

用的关键指标,胆汁里的盐分会破坏掉细菌细胞壁从而抑制其繁殖,因此肠道中的乳杆菌必须具备一定的抵

抗能力[19]。研究结果表明,5株菌株在含0.3%胆盐的培养基处理3
 

h,存活率都超50%,这表明它们有适应

肠道环境的潜力。总的来说,筛选获得的5株动物乳杆菌酸性耐受能力和胆盐抗性都很不错,可以作为益生

菌候选菌株。
表5 各菌株的抗生素敏感性

Tab.5 Antibiotic
 

susceptibility
 

of
 

each
 

strain

抗生素

名称

抑菌圈直径/mm 敏感性

LA-1 LA-2 LA-3 LA-4 LA-5 LA-1 LA-2 LA-3 LA-4 LA-5

青霉素 33.20±1.36 36.90±0.44 17.87±0.95 36.05±0.21 28.60±0.57 S S S S S

氯霉素 26.50±1.13 26.55±0.42 20.15±1.08 22.18±0.78 29.20±0.10 S S S S S

氨苄西林 25.10±0.76 32.60±0.85 30.17±0.35 32.70±0.05 28.30±1.23 S S S S S

头孢唑林 0±0 30.13±1.12 13.05±0.06 36.08±0.18 25.05±0.56 R S R S S

环丙沙星 17.11±1.21 18.15±1.12 16.98±0.22 18.25±0.07 0±0 I I I I R

诺氟沙星 14.25±1.12 12.05±0.91 10.01±1.11 0±0 0±0 I R R R R

庆大霉素 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 R R R R R

  注:S:高度敏感;I:中度敏感;R:抗性。

3.2 菌株的益生特性

益生菌的肠道定植效果与其黏附上皮细胞的能力密切相关,这是益生菌发挥益生功能的关键前提[20]。
研究表明,菌株的自凝集特性和表面疏水性共同影响其黏附效率———较强的自凝集能力促进细菌聚集,而疏

水表面能减缓近壁运动速度,从而增强黏附稳定性[21]。根据现有分类标准,细菌自凝集能力可分为三个等

级:16%~35%为低级,35%~50%属中级,超过50%则为高级[22]。表面疏水性则按以下阈值划分:疏水率

大于50%为高疏水型,疏水率20%~50%属中等疏水型,疏水率小于20%视为非疏水型[23]。张媛媛团

队[24]报道的犬源乳酸片球菌GLP236表现出优异的黏附特性,其8小时自凝集率达57.02%,疏水率高达

62.56%。本试验中,LA-2菌株展现出更快的自凝集特性,5小时内自凝集率即达到52.43%,属于高等自凝

集菌株。值得注意的是,所有测试菌株对三氯甲烷的疏水率均超过94%,均具备高度疏水特征。
在黏附能力评估方面,Caco-2细胞模型被公认为理想的体外肠道屏障模拟系统[25]。Liu等[26]从犬粪便

分离的11株乳酸菌中,L177对Caco-2细胞的黏附率最高(36.17%)。本试验数据显示,5株受试菌均能有

效黏附肠上皮细胞,其中LA-2表现尤为突出,其黏附率达到51.82%。这些证据充分说明,本研究筛选的益

生菌株具备显著的肠道定植优势。
活性氧(ROS)在生物体里长时期生成和清除不平衡就会引发氧化应激反应,从而直接或者间接损害肠

道健康[27],研究发现有益菌能提升身体的抗氧化能力。Bao等[28]研究人员指出,在高脂饲料喂养的情况下,
植物乳杆菌P-8能让大鼠肝脏的抗氧化能力大幅增强。再者,DPPH是一种特性稳定的活性基团,益生菌对

这种基团的去除效率可有效评估益生菌的抗氧化能力[29],一般认为,若DPPH自由基清除效率超30%,则
该物质抗氧化能力较强[30]。段瑞峰[31]从健康比格犬中分离到动物乳杆菌B12的DPPH自由基清除率的是

31%。本试验5株分离菌株的菌液DPPH自由基清除能力均大于40%,表明5株菌株均具备通过抑制氧化

应激来有效保护肠道健康的潜力。
抑菌活性是益生菌抑制肠道中有害微生物的一个重要指标,具有抗菌活性的乳酸菌可以预防胃肠道感

染[32]。魏雪等[33]从犬粪便中分离到的J40乳酸菌对大肠杆菌和沙门氏菌的增殖有抑制作用,可有效降低犬

的腹泻率。特定的病原菌菌液被用于该实验来评估五类菌株样本抑制病原体生长的效果,结果显示这五种

益生菌在各自独特层面对病原体有抑制作用。
3.3 菌株的体外安全评价

益生菌的安全性是开发和应用过程中不可忽视的重要条件,其中抗生素耐药性和溶血活性是评估菌株
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安全性的核心参数[20]。本研究测试的5株益生菌对青霉素、氯霉素和氨苄西林等抗生素表现出高度敏感

性,然而对庆大霉素、诺氟沙星等药物则显示出耐药性,且不同菌株间存在明显差异。Danielsen等[34]研究

指出,多数乳杆菌对庆大霉素和诺氟沙星具有天然抗性;张丽芳等[35]的试验也证实,14株乳杆菌对氨苄西

林、青霉素及氯霉素均敏感,与本研究的结论一致。现已有文献提出,某些乳酸菌的抗生素抗性可能源于其

携带的特定抗性基因,且这种抗性通常是内源性的,未必具有转移特性[36]。后续实验过程中可以对菌株进

行全基因组序列分析及体内实验进一步验证菌株的耐药性。此外,溶血活性测试显示,5株候选益生菌均未

在血平板上形成溶血圈,表明其具备良好的生物安全性。在实际生产应用中,需对益生菌进行严格的安全性

评估,并深入分析其基因型与益生功能之间的关联。

4 结论

本研究成功从1至56日龄的健康幼犬粪便中分离并鉴定出5株动物乳杆菌,分别命名为LA-1~LA-5。
进一步研究结果表明,这5株菌株展现出良好的生长性能和产酸能力,对极端酸性环境及高胆盐条件表现出

高度耐受性。同时,它们具备一定的清除DPPH自由基能力和较强的黏附力,以及良好的抑菌效果。此外,
这5株菌株对常见抗生素表现出高度敏感性,且无溶血活性,因此具备作为候选犬源益生菌株的潜力。
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