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  摘要: 从北京油鸡盲肠黏膜中分离得到 1 株戊糖乳酸杆菌 M8,在通气和密闭培养条件下对生长 OD600nm值和 pH

值进行了测定。结果显示: M8 在通气培养条件下 OD600nm最高值为 1. 011, pH 值最低为 4. 40, 而密闭培养条件下

OD600nm达 2. 049, pH 降至 3. 42, 确定密闭培养为最佳培养条件。密闭培养条件下, 在培养基中添加不同比例的菊粉

( 1% , 2% , 3% , 4% ) , 探讨菊粉对菌株生长情况的影响, 结果发现: 当菊粉添加量为 3% 时效果最佳, 其 OD600nm最高达

2. 937, pH 最低降至 3. 40。
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Abstract: In the experiment, we isolated 1 strain lactobacilli which was defined as Lactobacillus Pentosus (M8) from

blind intestine of healthy Beijing You fowl. We got its growth curves and best culture condition in breezy and sealed bot-

tles. The result showed: OD600nm reached to 1. 011 and pH reached to 4. 40 in breezy bottles. On the other hands, in the

sealed bottles, OD600nm reached to 2. 049 and pH reached to 3. 42. Therefore, its optimum culture condition was in

sealed bott les. We also got the growth OD600nm and pH in sealed bottles with different levels of inulin. The result was that

the best percent of inulin was 3%, and the OD600nm reached to 2. 937 and pH reached to 3. 40 .
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  Roberfroid[ 1]认为,益生菌能够抑制肠道病原菌,

合成 B 族维生素, 降低血中氨水平, 减少胆固醇的

吸收,抑制肿瘤形成等。Kung 等[ 2]把乳酸菌用于玉

米等饲料的青贮发酵, Yang 等[ 3]将人类浪费的食物

用乳酸菌发酵制成猪饲料, Pietres等[ 4]报道, 乳酸菌

作为饲料添加剂具有增重、提高饲料转化率、预防疾

病、降低死亡率等效果。目前用作饲料添加剂的乳

酸菌大多分离于动物的肠道食糜,而从肠道黏膜中

分离的较少[ 5- 7]。一般认为, 从肠道黏膜分离的菌

株更有利于在动物肠道的定殖。笔者从北京油鸡肠

道黏膜分离得到 1 株戊糖乳酸杆菌 ( Lactobacillus

pentosus) M8,在不同培养条件下测定其生长情况, 筛

选出最佳培养条件,并在培养基中添加菊粉,探讨菊

粉对 M8生长情况的影响,为提供优质禽用益生菌

制剂奠定基础。

1  材料和方法

1. 1  材料

1. 1. 1  菌种  戊糖乳酸杆菌:北京市农林科学院畜

牧兽医研究所动物营养与繁育实验室分离菌种M8,

华北农学报# 2007 , 22 ( 2 ) : 1 71- 174



其生化鉴定和糖发酵试验符合5常见细菌系统鉴定

手册6[ 8]
中的描述。

1. 1. 2  液体培养基( MRS培养基)  蛋白胨 10. 0 g,

牛肉膏 10. 0 g, 酵母膏 5. 0 g,葡萄糖 20. 0 g,三水合

乙酸钠 5. 0 g,柠檬酸二氨 2. 0 g,吐温(Tween) 80 1. 0

mL, K2HPO4 2. 0 g, MgSO4# 7H2O 0. 58 g, MnSO4# H2O

0. 19 g, 蒸馏水 1 000 mL, pH 为 6. 5, 121 e 灭菌 20

min。

1. 1. 3  菊粉  菊粉从内蒙古亿利生物技术有限公
司购买。菊粉含量\90%,单糖含量 [ 10% ,干物质

\95% , 蛋白质 [ 3% , 大肠杆菌为 0, 细菌总数 [

5 000 cfu/ g,颜色微黄。

1. 1. 4  主要仪器  H6000 型生物显微镜、ZHWY-

2102型全温震荡培养箱、pH213型酸度计、101A-2型

电热鼓风干燥箱、UV-4802型紫外可见分光光度计、

YMQ-L31-400型立式压力蒸汽灭菌锅、洁净工作台

等。

1. 2  方法

1. 2. 1  最佳培养条件的筛选  采用MRS液体培养

基,M8接种量为 10%, 37 e 下采用三角瓶通气振荡
(加棉塞)培养和密闭静置(封口)培养, 分别在培养

的第 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52 h,

取一定量菌液测定 OD600nm和 pH 值。

1. 2. 2  培养基的改良  总体上使培养基中单糖比

例为 2%不变, 改变原有培养基( MRS)的碳源成分,

以菊粉替代部分葡萄糖, 使培养基碳源占 2%, 共分

为4组: Ñ组菊粉 1%, 葡萄糖1. 9% ; Ò组菊粉2% ,

葡萄糖 1. 8% ; Ó组菊粉 3%, 葡萄糖 1. 7%; Ô组菊

粉4%,葡萄糖 1. 6%。

1. 2. 3  数据分析  采用 SPSS( 11. 5)软件进行数据

分析,数据以平均值 ? 标准差表示。

2  结果与分析

2. 1  最佳培养条件的确定
采用MRS液体培养基,测定通气和密闭培养条

件下M8的 OD600nm和 pH 值(表 1、图 1和图 2)。在

通气和密闭培养条件下, M8均在 20 h后进入稳定

生长期,在 32 h时,M8在通气培养条件下 OD600nm达

最高,为 1. 011,而此时在密闭条件下可达 2. 049;从

pH值变化情况来看,在通气培养条件下,M8生长到

52 h时 pH 值为 4. 48,而在密闭条件下为 3. 57。由

此可知, M8在密闭培养条件下生长较好。另外,从

图1也可以看出, M8生长 44 h 后有下降趋势, 说明

培养基中的营养成分已满足不了 M8的生长需要,

M8开始衰亡。

表 1  通气和密闭培养条件下M8 生长 OD600nm和 pH值

Tab11  OD600nmand pH of lactobacilli M8 in

breezy and sealed bottles

培养时间/ h

Cultivate time

通气培养

Cultivate in breezy bottles

OD600nm pH

密闭培养

Cultivate in sealed bottles

OD600nm pH

0 0. 661? 0. 042 5. 64? 0. 05 0. 728 ? 0. 055 5. 64 ? 0. 05

20 0. 917? 0. 086 4. 62? 0. 09 1. 960 ? 0. 032 3. 99 ? 0. 39

32 1. 011? 0. 009 4. 40? 0. 05 2. 049 ? 0. 047 3. 42 ? 0. 12

52 0. 889? 0. 102 4. 48? 0. 06 1. 896 ? 0. 040 3. 57 ? 0. 10

图 1  通气和密闭培养条件下M8生长的 OD600nm值

Fig11  OD600nm of lactobacilli M8 in breezy and sealed bottles

图 2  通气和密闭培养条件下M8 生长的 pH值

Fig12  pH of lactobacilli M8 in breezy and sealed bottles

2. 2  培养基的优化

在MRS培养基的基础上添加不同比例的菊粉,

采用密闭培养条件, 测定 M8 OD600nm和 pH 的值, 结

果见表 2、图 3和图 4。

由表 2和图 3可知, Ñ , Ò, Ó, Ô组中, M8均在

20 h进入稳定生长期, 28 h OD600nm达最高值,分别为

2. 712, 2. 544, 2. 937, 2. 802, 4组添加菊粉组 OD600nm

均高于不加菊粉组,其中,效果最好的为 3%菊粉添

加量。由图 3的 pH 变化情况来看, 与不加菊粉组

( 3. 57)相比, 4组添加菊粉组52 h时pH 分别为3. 45
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(1% ) , 3. 62( 2% ) , 3. 40( 3% ) , 3. 37( 4% )。并且由

图3可以看出, 添加 3%菊粉时, M8生长到 52 h未

出现下降趋势,这说明添加菊粉后其营养物质能够

满足 M8的生长需要,从而维持较长的生长稳定期。
表 2 密闭培养条件下添加菊粉后 M8 生长 OD600nm和 pH值

Tab12  OD600nm and pH of lactobacilli M8 in sealed bottles with inulin

培养时间/ h

Cultivate time

Ñ组( 1%菊粉)

GroupÑ ( 1% inulin)

Ò组( 2%菊粉)

GroupÒ( 2% inulin)

Ó组( 3%菊粉)

GroupÓ( 3% inulin)

Ô组( 4%菊粉)

GroupÔ( 4% inulin)

OD600nm pH OD600nm pH OD600nm pH OD600nm pH

0 0. 913? 0. 075 5. 77 ? 0. 11 0. 906 ? 0. 097 5. 67 ? 0. 05 0. 962? 0. 036 5. 81? 0. 16 0. 903? 0. 073 5. 95? 0. 07

20 2. 481? 0. 076 4. 15 ? 0. 09 2. 300 ? 0. 099 4. 35 ? 0. 12 2. 790? 0. 083 4. 13? 0. 10 2. 525? 0. 064 4. 56? 0. 24

28 2. 712? 0. 043 3. 74 ? 0. 10 2. 544 ? 0. 013 3. 87 ? 0. 17 2. 937? 0. 052 3. 52? 0. 13 2. 802? 0. 146 3. 65? 0. 07

52 2. 542? 0. 114 3. 45 ? 0. 10 2. 440 ? 0. 190 3. 62 ? 0. 02 2. 871? 0. 150 3. 40? 0. 03 2. 517? 0. 218 3. 37? 0. 02

图 3  添加菊粉密闭培养条件下M8 生长的 OD600nm值

Fig13  OD600nm of lactobacilli M8 in sealed bottles with inulin

图 4 添加菊粉密闭培养条件下M8 生长的 pH值

Fig1 4 pH of lactobacilli M8 in sealed bottles with inulin

3  讨论

刘丽英
[ 9]
对乳酸菌采用了密闭静置和通气振荡

2种条件的培养, 结果发现, 长期驯化的乳酸菌喜好

通气震荡培养,而在本试验中, M8 则在密闭培养条

件下生长较好, 这可能是由于 M8长期处于肠道封

闭环境中的缘故。王世荣等[ 10]从 SPF 鸡嗉囊和盲

肠内容物中分离得到的乳酸杆菌 S2-2, S3-1, C3-1,

C3-2产酸后 pH 分别为 3. 9, 3. 8, 3. 9, 3. 9; 洗琼珍

等
[ 11]
从健康仔猪肠道内分离得到的乳酸杆菌 G2,

其 pH 最低可降到 4. 35。在本试验中, 未加菊粉密

闭静置培养时 M8的 pH可以降到 3. 42。可见, 本试

验分离的 M8产酸性能更好。

碳源是细菌生长所需的 5种营养物质之一, 其

中,葡萄糖能被大部分细菌所利用, 满足其生长需

要[ 12] ,果聚糖能够促进乳酸菌的生长, 抑制有害菌

的生长[ 13]。K1eessen, Roberfroid 等[ 14, 15]发现菊粉可

显著促进人大肠中双歧杆菌、乳酸杆菌等有益菌的

繁殖,同时抑制梭菌、拟杆菌、大肠杆菌等有害菌的

生长。顾宪红等[ 16]在断奶仔猪日粮中添加 1%菊粉

能够促进仔猪盲肠内乳酸杆菌生长( P< 0. 05)。Ed-

uard等[ 12]测定了乳酸杆菌TA43、肠球菌PS99以及4

株指示菌(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、芽孢杆菌、荧

光假单胞菌)对菊粉的发酵能力, 分别在各自培养基

中加入 0%, 0. 5% , 1. 0%, 2. 0%的菊粉, 结果表明,

菊粉能够促进 PS99和 TA43的生长,其 OD600nm值随

着菊粉含量的增加而增加, 2%时达到最高值, 而菊

粉对 4株指示菌的生长没有显著影响。本试验增加

了菊粉的添加比例,结果发现,不是菊粉添加越多越

好,当添加到 3%时效果最好, OD600nm和 pH 值分别

达到 2. 937和 3. 40,其深入机制还有待进一步探讨。
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