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鲫肠道乳酸菌的分离及益生特性
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(南京农业大学动物医学院，江苏 南京    210095)

摘要：为获得鱼源益生乳酸菌，本研究从健康鲫肠道内分离鉴定得到38株乳酸菌，并选
择其中8株乳酸菌进行体外益生特性分析。结果显示，8株乳酸菌均能在pH=4.5和10%鲫
胆汁环境中存活，对嗜水气单胞菌、豚鼠气单胞菌、无乳链球菌和副溶血弧菌均有较强
的抑菌能力，但菌体表面疏水性和自凝集能力具有菌株特异性。选择5株疏水性较高
(63%~89%)、自凝集能力强(37%~45%)的乳酸乳球菌进行体外黏附能力测定，结果显
示，黏附能力在菌株间具有差异性(4.5%~7.9%)，但均能显著降低嗜水气单胞菌NJ-35的
体外黏附率，黏附抑制率达30%~35%；最后对筛选出的3株高黏附力的乳酸乳球菌进行
安全性评价，发现3株菌对鲫均无致病力。鱼源乳酸菌的筛选，为鲫养殖生产中益生菌
的实际应用提供了理论依据。
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近年来，随着水产养殖业的迅速发展，疾

病的频繁暴发成为限制水产业发展的主要因素之

一。抗生素的过度使用导致细菌耐药性产生，

越来越多的学者提倡用益生菌替代抗生素[1-3]。

乳酸菌(Lactobacillus sp.)是一类发酵产生乳

酸、过氧化氢酶阴性的革兰氏阳性菌，其中多

个菌种属于益生菌 [4]。乳酸菌对人和动物具有广

泛的益生作用，目前，在医学和食品等领域已

有大量研究，近年来鱼类消化道乳酸菌的研究

也开始受到关注 [5]。虽然有陆生动物使用的乳酸

菌应用于水产动物的报道，但一般认为从宿主

体内或养殖环境中筛选出的乳酸菌能更好地适

应环境并在宿主体内定殖，已有研究证实使用

宿主特异性乳酸菌的重要性[6]。

鲫(Carassius auratus)是我国重要的大宗淡水

养殖品种之一，在我国淡水养殖业中具有重要

地位。随着养殖集约化程度的增高、养殖密度

的增大以及养殖水环境的恶化，鲫的病害问题

也日益突出，本研究从鲫肠道内分离乳酸菌并

分析其益生特性，旨在筛选出合适的益生菌，

为其后续的实际应用提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验菌株        嗜水气单胞菌(Aeromonas hy-
drophila)NJ-35、嗜水气单胞菌NJ-34、豚鼠气单

胞菌(A. caviae)LK-18、无乳链球菌(Streptococcus
agalactiae)GD201008-001株均由本实验室保存，

副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)VP 118由上

海兽医研究所蒋蔚惠赠。

实验对象        鲫由江苏省水产养殖技术推广

中心提供，体长10~12 cm，体质量约为25 g。
主要试剂        细菌基因组DNA提取试剂盒、

PCR产物回收试剂盒购自宝生物工程(大连)有限

公司；PCR Mix液购自Vazyme公司；荧光探针

cFDA-SE购自Sigma公司；其余试剂为进口或国

产分析纯。

培养基        MRS培养基用于乳酸菌的分离培

养及明串株菌(Leuconostoc sp.) 的培养；GM17培

第42 卷 第 10 期 水    产    学    报 Vol. 42, No. 10

2018  年 10  月 JOURNAL OF FISHERIES OF CHINA Oct.,   2018

 
 

收稿日期：2017-10-30        修回日期：2018-04-02

资助项目：江苏省农业科技自主创新项目[CX(17)2027]；江苏省水产三新工程（D2015-13）

通信作者：刘永杰，E-mail：liuyongjie@njau.edu.cn

http://www.scxuebao.cn

http://dx.doi.org/10.11964/jfc.20171011017
http://www.scxuebao.cn


养基用于乳球菌(Lactococcus sp.)的培养；THB
培养基用于无乳链球菌的培养；LB培养基用于

气单胞菌的培养；含3% NaCl的LB培养基用于副

溶血弧菌培养。

1.2    鲫肠道内乳酸菌的分离鉴定

乳酸菌的分离        健康鲫用MS-222麻醉后剪

鳃放血处死，再用碘酊和75%乙醇消毒体表，在

无菌超净台内取出肠道。纵向剪开肠道，用PBS
缓冲液冲洗除去肠道内粪便。将肠道样品匀

浆，匀浆液梯度稀释后取0.1 mL涂布含1% CaCO3

的  MRS固体培养基，28 °C静置培养48 h。挑取

有溶钙环的单菌落，再次划线接种MRS固体培

养基进一步纯化。取经2次纯化后的单一菌落，

进行革兰氏染色。

生化特性鉴定        挑取革兰氏阳性分离株接

种于MRS液体培养基，28 °C培养24 h，进行过氧

化氢酶、氧化酶、硝酸盐还原实验。

分子生物学鉴定        按试剂盒说明书提取细

菌基因组。使用16S rRNA 基因的通用引物 27 F、
1492 R进行PCR扩增。反应体系为15 μL，包括基

因组模板2 μL，上下游引物各1 μL，PCR Mix为
7.5 μL，ddH2O为3.5 μL。反应程序：94 °C预变性

5 min；94 °C变性 30 s，55 °C退火 30 s，72 °C延

伸1 min 15 s，30个循环；72 °C终延伸10 min。产

物克隆至pMD-19T载体上，送苏州金唯智生物科

技有限公司测序。测序结果在NCBI数据库中进

行BLAST比对。

1.3    生长曲线及产酸能力检测

乳酸乳球菌在GM 17培养基、明串珠菌在

MRS培养基中28 °C静置培养过夜，再用相应的

培养基调整菌浓度为OD600=1.0，按1%的比例接

种相应的液体培养基。混匀后以1 mL/管的体积

分装到1.5 mL EP管中，28 °C静置培养。从第3小
时开始，每隔1 h取出3支EP管测其OD600，记录

数据。实验独立重复3次。

在测定生长曲线的同时，在12、24、48和72 h
使用pH计分别测各分离株培养液的pH值，以测

定各分离菌株的产酸能力。实验独立重复3次。

1.4    压力耐受性实验

参照Muñoz-Atienza等 [7]的方法进行压力耐受

实验。

耐酸能力检测        新鲜过夜培养的乳酸菌，

5 000 r/min 离心10 min收集菌体细胞，PBS缓冲

液洗涤2次。以PBS缓冲液为空白对照，调整菌

浓度OD600=0.2，以1∶10的比例接种至pH为3.0、
4.5、5.5、7.4的PBS缓冲液中。28 °C静置2 h后，样

品用PBS缓冲液梯度稀释后涂GM 17平板，28 °C
培养36 h后进行菌落计数并计算相对存活率。相

对存活率(%)=CFUx/CFU7.4×100，CFUx为在不同

pH的PBS缓冲液中静置2 h后的细菌数；CFU7.4为

在pH=7.4的PBS缓冲液中静置2 h后的细菌数。实

验独立重复3次。

耐鲫胆汁能力检测        按照上述方法制备菌

悬液。鲫胆汁抽取自鲫胆囊并分装保存于–20 °C
备用 [7]。将待测菌株以1∶10的比例接种至含有

10%鲫胆汁的PBS缓冲液中，28 °C静置2 h。样品

用PBS缓冲液梯度稀释后涂GM 17平板，28 °C培

养36 h后进行菌落计数并计算相对存活率。相对

存活率(%)=CFU10%/CFU7.4×100，CFU10%为在含

有10%鲫胆汁的PBS缓冲液中静置2 h后的细菌

数；CFU7.4为在pH=7.4的PBS缓冲液中静置2 h后
的细菌数。实验独立重复3次。

1.5    抑菌活性实验

选择常见的水产病原菌——嗜水气单胞菌NJ-
35、嗜水气单胞菌NJ-34、豚鼠气单胞菌LK-18、
无乳链球菌GD201008-001、副溶血弧菌VP 118作
为指示菌，进行双层平板抑菌实验[8]。

过夜培养的乳酸菌，以培养基为空白对

照，调整菌浓度OD600=1.0。取3 μL上述菌液滴在

相应的固体培养基(含1.5% 琼脂)表面，每株菌做

3个重复，点种一个平板，室温静置10 min，待

菌液干后将培养基放入28 °C温箱中培养10 h，直

至长出圆形菌斑。在上面倾倒覆盖一层约8 mL
的含有1.0×106 CFU/mL指示菌的软琼脂(含0.8%
琼脂)，室温静置10 min，待琼脂凝固后移入适合

指示菌生长的相应的温度 (气单胞菌在28 °C、

无乳链球菌和弧菌在37 °C)中培养24 h，测量记

录抑菌圈直径。实验独立重复3次。

1.6    菌体表面疏水性

采用微生物黏附碳氢化合物法(microbial ad-
hesion to hydrocarbons, MATH)，通过菌株对碳氢

化合物的亲和力来反映菌体表面的疏水性[9]。

过夜培养的乳酸菌，5 000 r/min 离心10 min
收集菌体，PBS缓冲液洗涤2 次。以PBS缓冲液

为空白对照，调节菌浓度为OD600=0.6。取3 mL
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上述菌悬液加入1 mL二甲苯，涡旋混匀100 s，室

温静置40 min，待两相分离后，取水相，以PBS
缓冲液为空白对照，测定OD600。每株菌做3管重

复。菌体表面疏水性(%)=(A0–A1)/A0×100，A0为

菌悬液混匀后静置0 min在600 nm处测得的吸光

值；A1为菌悬液混匀后静置40 min在600 nm处测

得的吸光值。实验独立重复3次。

结果根据Santos 等[10]提出的标准来评估细菌

表面的疏水性：CSH%>50%为高度疏水，CSH%
介于20%和50%为中度疏水，CSH%<20%为非

疏水。

1.7    凝集能力检测

细菌凝集能力的检测参照已有方法[11]。

自凝集实验        用“菌体表面疏水性”部分的

方法制备乳酸菌的菌悬液。取1.8 mL调整好浓度

的菌悬液于2 mL EP管中，室温静置2 h后，取上

层溶液测OD600。每株菌做3管重复。

　　自凝集率 (%)=(A0–A2)/A0×100
共凝集实验        选择嗜水气单胞菌NJ-35、

无乳链球菌GD201008-001作为指示菌，分别在

LB培养基和THB培养基中生长。用“菌体表面疏

水性”部分的方法制备乳酸菌和指示菌的菌悬

液，分别取乳酸菌菌悬液0.9 mL、指示菌菌悬液

0.9 mL于2 mL EP管中，涡旋混匀60 s后室温静

置，2 h后取上层溶液测OD600。每株菌做3管重

复。共凝集率(%)=(A0–A2)/A0×100，A2：菌悬液

混匀后静置2 h在600 nm处测得的吸光值。实验

独立重复3次。

1.8    体外黏附与黏附抑制实验

实验参照Muñoz-Atienza等[7]的方法。

鲫前肠黏液蛋白的制备        剖取健康鲫前

肠，纵向剖开肠管，用生理盐水冲洗肠道内表

后，再用细胞刮轻轻刮取肠道表面黏液，用生

理盐水冲洗稀释黏膜蛋白样品。4 °C 11 304×g
离心5 min以除去细胞和组织碎片。取上清液检

测蛋白浓度，并调整浓度为0.5 mg/mL，分装后

–20 °C保存备用。

细菌标记        细菌培养至OD600=1.0，4 °C
4 000 r/min离心10 min，生理盐水洗2遍后调整细

菌浓度为1.0×109 CFU/mL，加入cFDA-SE至终浓

度25 μmol/L，37 °C水浴30 min。标记结束后用生

理盐水洗涤至上清液无色，再用生理盐水重悬细菌，

调整细菌浓度。

乳酸菌的体外黏附        取100 μL黏液蛋白样

品加入96孔黑色聚苯乙烯微量滴定板中，4 °C包

被过夜后每孔加200 μL生理盐水洗2次以除去未

黏附的黏液。每孔加入100 μL cFDA-SE标记的乳

酸菌(1.0×108 CFU/mL)，每株菌3个重复，28 °C
孵育1 h。用生理盐水洗去未黏附的细菌，每孔

加入200 μL 1% SDS-0.1 mol/L NaOH溶液，60 °C
孵育1 h以洗脱黏附的乳酸菌。最后设立阴性和

阳性对照：阴性对照每孔加100 μL未标记的乳酸

菌 (1.0×108 CFU/mL)；阳性对照每孔加100 μL
cFDA-SE标记的乳酸菌(1.0×108 CFU/mL)。使用

荧光酶标仪测定结果，激发波长为485 nm，荧光

发射波长为620 nm。黏附率(%)=(实验组荧光强

度–阴性对照荧光强度)/(阳性对照荧光强度–阴性

对照荧光强度)×100。实验重复3次。

乳酸菌对致病菌的体外黏附抑制        在包被

好黏液蛋白的滴定板中，每孔加100 μL cFDA-
SE标记的NJ-35(1.0×108 CFU/mL)和100 μL未标记

的乳酸菌(1.0×109 CFU/mL)，每株菌3个重复，阳

性对照孔加100 μL cFDA-SE标记的NJ-35(1.0×108

CFU/mL)，28 °C孵育1 h。用生理盐水洗去未黏

附的细菌后，每孔加入200 μL 1% SDS-0.1 mol/L
NaOH溶液，60 °C孵育1 h以洗脱黏附的细菌。最

后设立阴性对照，阴性对照每孔加100 μL未标记

的乳酸菌(1.0×109 CFU/mL)和100 μL未标记的NJ-
35(1.0×108 CFU/mL)。荧光酶标仪测定结果。黏

附抑制率(%)=(阳性对照荧光强度–实验组荧光强

度)/(阳性对照荧光强度–阴性对照荧光强度)×100。
实验重复3次。

1.9    安全性评估

过夜培养的乳酸菌，5 000 r/min 离心10 min
收集菌体，PBS缓冲液洗涤2次。以PBS缓冲液为

空白对照，调节菌浓度为5.5×109 CFU/mL。7尾
鲫为一组，共3个实验组，1个对照组。实验组

每尾鲫腹腔注射0.1 mL菌液，阴性对照组腹腔注

射0.1 mL PBS缓冲液。每天定时观察鲫的健康状

态，持续观察7 d。第8天剖检存活的鲫，观察内

脏器官有无病变。

1.10    统计学分析

数据采用Microsoft Excel 2015 和SPSS Statist-
ics v20.0软件进行分析处理。P<0.05表示差异显著。
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2    结果

2.1    乳酸菌的分离鉴定

从健康鲫肠道内共分离获得38株乳酸菌，

分离株均有溶钙环，并且过氧化氢酶、氧化酶、

硝酸盐还原实验均为阴性。16S rRNA基因测序结

果显示，上述38株乳酸菌分别属于4个属：乳球

菌属、明串珠菌属、肉食杆菌属(Carnobacterium)、
肠球菌属(Enterococcus)(表1)。

2.2    乳酸菌生长曲线及产酸能力

选择6株乳酸乳球菌(16-6、16-7、16-18、16-
19、16-21、16-24)和2株柠檬色明串珠菌(16-3、
16-4)，采用最适培养基测定生长曲线。乳酸乳

球菌在GM 17培养基、柠檬明串珠菌在MRS培养

基中的生长曲线结果显示，乳酸乳球菌各菌株

4 h开始进入对数生长期，9 h后进入平台期，其

中16-18能达到的最大生长密度比其他几株乳酸

乳球菌低；而柠檬色明串珠菌相对生长速率较

慢，5 h进入对数生长期，11 h后进入平台期，且

能达到的最大生长密度也比较低(图1)。
各分离株在培养24 h左右达到产酸最大值

(图1-b)，柠檬明串珠菌的培养基pH在4.2左右，而

乳酸乳球菌的产酸能力相对较弱，pH在4.7左右。

2.3    乳酸菌压力耐受性

各分离株在pH=4.5的PBS缓冲液中静置2 h
后均能存活(图2-a)，其中16-24的相对存活率较

低，为71.66%，其余菌株的相对存活率高于80%；

而各分离菌在pH=3.0的PBS缓冲液中处理2 h后，

相对存活率均低于0.1%。各分离株在含10% 鲫
胆汁的PBS缓冲液中静置2 h后均能存活(图2-b)，
其中16-18的相对存活率为47.60%，16-21的相对

存活率为68.11%，其余菌株的相对存活率高于77%。

2.4    乳酸菌抑菌活性

抑菌实验结果显示，各分离株均能不同程

度地抑制5株指示菌的生长(图3)。其中，对于无

乳链球菌GD201008-001和副溶血弧菌VP 118，各

分离株的抑菌作用无显著差异(P>0.05)；对于豚

鼠气单胞菌LK-18，除16-19的抑菌能力显著高于

16-3之外 (P<0.05)，其余分离株间无显著差异

(P>0.05)；对于嗜水气单胞菌NJ-34，除16-7的抑

菌能力显著高于16-18之外(P<0.05)，其余分离株

间无显著差异(P>0.05)；对于嗜水气单胞菌NJ-

表 1    鲫肠道乳酸菌的鉴定结果

Tab. 1    The molecular identification of Lactobacillus sp.
isolated from C. auratus gut

菌属

bacterial genus
菌种

bacterial strains
数量

number
乳球菌属

Lactococcus
乳酸乳球菌

L. lactis 9

棉子糖乳球菌

L. raffinolactis 3

格氏乳球菌

L. garvieae 10

明串珠菌属

Leuconostos
柠檬色明串珠菌

L. citreum 4

肉食杆菌属

Carnobacterium
麦芽糖肉食杆菌

C. maltaromaticum 9

肠球菌属

Enterococcus
屎肠球菌

E. faecium 1
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图 1    乳酸菌生长曲线及产酸

(a)乳酸菌的生长曲线；(b) 乳酸菌的产酸能力检测

Fig. 1    Growth curve and acid production of Lactobacillus sp.
(a) growth curve of Lactobacillus sp. ; (b) acid production of Lactobacillus sp.
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35，16-7、16-18、16-3的抑菌能力显著高于16-
21和16-4(P<0.05)，其余3株间无显著性差异

(P>0.05)。

2.5    菌体表面疏水性

菌体表面疏水性检测结果显示，16-6(19%)、
16-4(7%)属于非疏水性；16-3(40%)属于低疏水性；

其余5株乳酸菌属于高疏水性 (63%~89%)(图4)。

2.6    凝集能力检测

凝集实验结果显示，各分离株的自凝集能

力为27%~45%(图5-a)，其中16-7、16-18、16-

19、16-21、16-24分离株的自凝集能力显著高于

16-6、16-3和16-4(P<0.05)，与菌体表面疏水性的

实验结果一致。各分离株与嗜水气单胞菌NJ-
35的共凝集能力为30%~50%，其中分离株16-7、
16-19、16-21、16-24对NJ-35的共凝集能力显著高

于其余分离株(P<0.05)；而各分离株对无乳链球

菌GD201008-001的共凝集能力为30%~40%，无显

著差异(P>0.05，图5-b)。

2.7    体外黏附与黏附抑制实验

根据分离株的菌体表面疏水性及凝集能力，

选取了分离株16-7、16-18、16-19、16-21、16-24
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图 2    乳酸菌对酸和鲫胆汁的耐受性

(a)乳酸菌在不同pH条件下的存活情况，(b) 乳酸菌在胆汁中的存活情况；1. 16-6，2. 16-7，3. 16-18，4. 16-19，5. 16-21，6. 16-24，7. 16-3，
8. 16-4；不同分离株间比较，字母不同表示差异显著(P<0.05)；下同

Fig. 2    Acid and bile tolerance of Lactobacillus sp.
(a) survival of lactic acid bacteria at different pH, (b) survival of lactic acid bacteria in C.carassius bile; 1. 16-6，2. 16-7，3. 16-18，4. 16-19，5. 16-
21，6. 16-24，7. 16-3，8. 16-4; significant differences at P<0.05 among different groups are indicated by different letters; the same below

抑
菌
直
径

/m
m

in
h
ib

it
io

n
 d

ia
m

e
te

r

指示菌
indicator strains

40

16−6

16−21

16−7 16−18

16−24 16−3

16−19

16−4

30
ab

ab
ab

ab

ab

b
b

ab ab
ab

ab

abb

ab a a

a

a a

a
a

a

a

a a
a

a a a
a

a

abab
ab

a
a

a

abb

a

20

10

0

NJ-34 NJ-35 LK-18 VP-118 GD201008-001

 
图 3    乳酸菌对鱼源致病菌的抑菌活性

Fig. 3    Antimicrobial activity of Lactobacillus sp. against five fish pathogens
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进行体外黏附和黏附抑制实验。各分离株的体

外黏附能力具有菌株特异性(图6-a)，其中16-7、
16-19、16-24的黏附能力较高，分别为7.8%、

7.3%、7.4%，但无显著性差异(P>0.05)；这与菌

体表面疏水性及分离株凝集能力一致。各分离

株抑制嗜水气单胞菌NJ-35黏附的能力为30%~
35%(图6-b)，无显著差异(P>0.05)。

2.8    安全性检测

根据体外黏附与黏附抑制实验的结果，选

取16-7、16-19、16-24三株菌进行安全性检测。

各分离株腹腔注射鲫后连续观察7 d，发现各组

鲫摄食及精神状态均正常，无一死亡。第8天剖

检鲫，实验组和对照组的内脏器官均正常，无

坏死、出血等病理变化。初步验证了分离株的安

全性。

3    讨论

迄今为止，已有许多分离自淡水鱼肠道的

益生菌得到了鉴定，如藤黄微球菌(Micrococcus
luteus)A1-6分离自虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[12]，

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)分离自印鲮(Cir-
rhina mrigala)[13]，但极少有分离自鲫肠道益生菌

的报道。本实验从健康鲫肠道内分离获得38株乳

酸菌，考虑到格氏乳球菌(L. garvieae)和肉食杆菌

(Camobacterium sp. )可能是条件致病菌[14-16]，本实

验选择6株乳酸乳球菌和2株柠檬色明串珠菌进行

益生特性分析。

作为益生菌，最重要的特性之一即能够在

动物消化道内存活。Muñoz-Atienza等 [7]对来源于

鱼类或海产品的8株乳酸菌进行耐酸特性检测，

结果发现在pH=3.0的PBS缓冲液中处理1.5 h后，

所有菌株的存活率均高于50%。本研究发现鲫肠

道来源的8株乳酸菌均能很好地耐受pH=4.5以上

的酸度，除16-24分离株外，其余菌株的相对存

活率均高于80%。鲫作为无胃的鲤科鱼类，肠道

pH值通常在6.2~7.0 [17]。因此，本实验分离的乳

酸菌虽然不能耐受pH=3.0以下的酸度，但也足以

耐受鲫肠道的pH环境。另外，参考Muñoz-Atienza
等 [7]的方法采用10%的鲫胆汁浓度作为筛选益生

菌的标准，结果显示所有分离株均能耐受10%
鲫胆汁的环境，除16-18、16-21外，其余分离株

的相对存活率均在77%以上。这些结果提示，所

有分离株均能在鲫肠道内存活，也与已报道的

一些益生菌的压力耐受能力一致[18]。

很多研究表明，益生菌能通过产生乳酸、

过氧化氢、细菌素等多种物质来发挥对致病菌

的广泛抑菌作用 [19-20]。Sahoo 等 [21]采用打孔法检

测从南亚野鲮(Labeo rohita)和真卡特拉鲃(Catla
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图 4    乳酸菌菌体表面疏水性

Fig. 4    Cell surface hydrophobicity of
Lactobacillus sp.
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图 5    乳酸菌的凝集能力

(a)乳酸菌的自凝集率；(b) 乳酸菌对致病菌的共凝集率

Fig. 5    Aggregation ability of Lactobacillus sp.
(a) autoaggregation percentage of Lactobacillus sp. ; (b) coaggregation
percentage of Lactobacillus sp. with two fish pathogens

10 期 杨媛媛，等：鲫肠道乳酸菌的分离及益生特性 1601

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


catla)肠道分离获得的5株乳酸菌的抑菌能力，发

现其对大肠杆菌(Escherichia coli)、嗜水气单胞菌

等8株指示菌均有很强的抑制作用，但抑菌物质

不是酸。本实验采用双层平板抑菌法来模拟鲫

肠道内相对厌氧的环境，发现各分离株对常见

的水产病原菌如嗜水气单胞菌、豚鼠气单胞

菌、副溶血弧菌、无乳链球菌均有不同程度的

抑菌作用。其中，分离株16-7、16-18、16-3对嗜

水气单胞菌流行菌株NJ-35的抑菌能力最强，提

示这3株菌可用于控制淡水鱼类嗜水气单胞菌感

染。至于具体哪种物质具有抑菌活性，目前尚不

清楚，值得进一步研究。

已有研究证实，菌体表面疏水性与细菌的

自凝集能力直接相关，疏水性是细菌自凝集能

力高低的决定因素之一[10]。而细菌的凝集能力对

于细菌在肠道的生态龛中的生存有着重要意义：

一方面益生菌能够通过自凝集达到一定的数量

以形成生物被膜或黏附到宿主黏膜表面来发挥

生物学功能[22]；另一方面益生菌通过与病原菌的

共凝集，形成一道屏障阻止病原菌的黏附入侵[23]。

在本研究中，分离株16-7、16-18、16-19、16-21
和16-24属于高疏水性，自凝集率>35%，其菌体

疏水性与自凝集能力呈正相关，与已有文献研

究结果一致[24]；所有分离株均能与两株病原菌发

生共凝集，其中16-7、16-19、16-21和16-24分离

株对嗜水气单胞菌NJ-35的共凝集能力相对较

高；而各分离株对无乳链球菌GD201008-001则无

显著差异。

益生菌发挥益生作用的前提是必须能在宿

主肠道内定殖，而黏附则是细菌在肠道内定殖

的先决条件。细菌的黏附能力与其菌体的表面

特性密切相关 [25-27]，Del Re等 [11]提出可以通过

MATH法检测菌体表面的疏水性和细菌的自凝集

能力来初步筛选高黏附力的菌株。靳彩娟[27]选择

10株对小鼠 (Mus musculus)巨噬细胞、脾细胞、

肠上皮细胞和肠黏液黏附能力不同的乳酸菌，

分析其细胞表面疏水性、自凝集能力以及与致

病菌的共凝集能力，发现3株黏附能力强的乳酸

菌表面疏水性大于90%，同时也显示出较高的自

凝集以及对致病菌的共凝集能力；而4株黏附能

力弱的乳酸菌其表面疏水性、自凝集和共凝集

能力均相对较低。本研究筛选出具有高疏水性

和自凝集能力的5株乳酸菌，检测其体外黏附及

对病原菌的黏附抑制能力。研究发现，各分离

株的体外黏附能力具有菌株特异性，其中16-7、
16-19、16-24的黏附能力稍高，结果与分离株的

菌体表面疏水性及凝集能力正相关。益生菌对

病原菌的黏附抑制主要是通过竞争相同的黏附

受体、与病原菌共凝集以减少病原菌的黏附量

以及与益生菌和病原菌本身的黏附特性有关[28-29]。

本实验中，各分离株能显著降低嗜水气单胞菌

NJ-35的体外黏附率，黏附抑制率达30%~35%。

综上所述，本实验从鲫肠道内分离筛选出

3株能在鲫肠道环境中存活、具有广泛抑菌能

力、体外黏附性较高的乳酸菌。由于是鱼源分

离株，且有着良好的体外益生特性，提示其在
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图 6    乳酸菌的体外黏附及其对嗜水气单胞菌NJ-35的黏附抑制能力

(a)分离株对鲫肠道黏液的黏附能力，(b) 分离株抑制嗜水气单胞菌NJ-35对鲫肠道黏液黏附的能力；1. 16-7, 2. 16-18, 3. 16-19, 4. 16-21, 5.
16-24

Fig. 6    The in vitro adhesion of Lactobacillus sp. to C. auratus intestinal mucus and
their inhibition effect on A. hydrophila NJ-35 adhesion

(a) adhesion of the isolates to C. auratus intestinal mucus, (b) inhibition of the adhesion of A. hydrophila NJ-35 to C. auratus intestinal mucus
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水产养殖中作为候选益生菌的良好应用前景。

后续研究会进一步评估这3株鱼源乳酸菌在鲫体

内的定殖能力及其对鲫的免疫调节作用，为其

实际应用提供理论依据。
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Isolation and probiotic properties of lactic acid bacteria from
the gut of crucian carp (Carassius auratus)

YANG Yuanyuan ,     WANG Nannan ,     CAO Qing ,     LU Chengping ,     LIU Yongjie *

(College of Veterinary Medicine, Nanjing Agricultural University, Nanjing    210095, China)

Abstract: As an important freshwater aquaculture species in China, Carassius auratus culture is currently suffer-
ing from serious losses due to infectious diseases. The use of antibiotics in preventing and controlling the bacterial
diseases has caused the evolution of resistant strains of aquatic pathogens. This is a serious constraint on aquacul-
ture development. Therefore, some alternative measures need to be developed to improve the quality and sustain-
ability of aquaculture production. Probiotics can be a substitute for antibiotics. Lactobacillus sp. from the host or
the culture environment have shown to have ability to better adapt to the culture environment and colonize in the
host gut, which help them exhibit their probiotic effects better. This study intends to screen probiotic candidates
from C. auratus according to their in vitro probiotic properties, which include acid and bile tolerance ability, anti-
microbial activity, cell surface hydrophobicity, aggregation ability, in vitro adhesive ability and pathogenicity in
crucian carp. Based on biochemical tests and 16S rRNA gene sequence analysis, thirty-eight strains of Lactobacil-
lus sp. were isolated from the gut of C. auratus, which belonged to Lactococcus, Leuconostos, Carnobacterium
and Enterococcus faecium, respectively, and eight of them were selected to evaluate the in vitro probiotic proper-
ties. The results showed that all eight strains of Lactobacillus sp. bacteria could tolerate acid (pH 4.6) and bile
(10% bile of C. auratus), and exhibit good antibacterial activities against four pathogens including Aeromonas hy-
drophila, A. caviae, Streptococcus agalactiae and Vibrio parahaemolyticus. Five of eight strains showed high cell
surface properties, i.e. hydrophobicity (63%-89%) and autoaggregation (37%-45%), and their adhesive rates to C.
auratus intestinal mucus were ranged from 4.5% to 7.9%. These five isolates differed in coaggregation ability, but
exhibited good adhesion inhibition rates for the binding of A. hydrophila to C. auratus intestinal mucus, with the
inhibition rates of 30% to 35%. Three L. lactis isolates 16-7, 16-19 and16-24 with a higher adhesive ability showed
no pathogenicity when administered by intraperitoneal injection to C. auratus. Based on our data, the three L. lac-
tis isolates could be considered as potential probiotic candidates for C. auratus farming. Further in vivo evaluation
needs to be performed in the future study.
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