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摘要 体外抑菌试验采用牛津杯法，动物试验选用 90 头 21 日龄断奶仔猪（杜长大），随机分为空白组、菌粉

组、上清液组和发酵液组，试验期 49 d，旨在研究乳酸片球菌 SKL-03 的抑菌性能及其对断奶仔猪肠道菌群及黏

膜免疫的影响。试验结果显示：乳酸片球菌 SKL-03 菌粉、上清液、发酵液对 3 种常见致病菌均有显著的抑菌效

果；动物试验结果显示：相比空白组，饲粮中添加乳酸片球菌 SKL-03 菌粉、上清液、发酵液可降低盲肠、结肠中的

大肠杆菌和沙门氏菌的数量，提高乳杆菌数量和十二指肠、空肠黏膜中 SIgA 含量。综上所述，乳酸片球菌 SKL-03
具有改善断奶仔猪肠道菌群，提高小肠黏膜免疫功能的效果。
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新生期和断奶期是限制我国集约化、规模化养

猪生产效率的 2 个关键环节，改善新生和断奶仔猪

肠道健康，避免或减少肠道病原微生物感染是养猪

生产中亟待解决的重大课题[1-2]。有报道[3-7]称乳酸片

球菌在抑制病原菌生长、改善肠道微生物群落结

构、刺激宿主免疫等方面表现出良好的益生性能，

但是相比较其他益生菌，该菌在断奶仔猪上的应用

报道较少。本试验研究乳酸片球菌 SKL-03 的体外

抑菌能力及其对断奶仔猪肠道微生物菌群和免疫

能力的影响，以期为乳酸片球菌制剂在断奶仔猪生

产中的应用提供理论和实践依据。

员 材料与方法

1.1 材 料

1）菌株。试验用乳酸片球菌 SKL-03 分离于健

康断奶仔猪粪便；大肠杆菌 k88、猪霍乱沙门氏菌

ATCC13312、金黄色葡萄球菌 ATCC6538 均由饲用微

生物工程国家重点实验室保存。乳酸片球菌 SKL-03
试验品：发酵液和冻干粉（活菌数逸5伊108 cfu/g）；上

清液：发酵液经 10 000 r/min，3 min 离心后的上清

液；由北京大北农科技集团股份有限公司饲用微生

物工程国家重点实验室制备。

2）试验试剂。MRS 培养基（青岛奥博星）、NB 培

养基（青岛奥博星）、脱脂乳粉、谷氨酸钠、抗坏血

酸、蔗糖、海藻糖（北京绿琪生物科技有限公司）、乳

酸、乙酸标准品（sigma 公司）。

1.2 抑菌性能

1）试验设计。发酵液组：乳酸片球菌 SKL-03 发

酵液（含活菌数 5伊108 cfu/mL）；冻干粉组：乳酸片球

菌 SKL-03 冻干粉（含活菌数 5伊108 cfu/mL）；上清

液组：乳酸片球菌 SKL-03 发酵液经 10 000 r/min，
3 min 离心后的上清液；培养基组：MRS 培养基；冻

干保护剂组：冻干保护剂（脱脂乳粉 15%、谷氨酸钠

1.5%、抗坏血酸 1%、蔗糖 2%、海藻糖 7%）。

2）试验方法。有机酸测定：HPLC法；流动相：0.05%
硫酸溶液；色谱柱：C18 柱；流速：1 mL/min，紫外检测

器，210 nm。样品过 0.45 滋m的滤膜后，上机检测。

牛津杯法[8]：将已灭菌的 LB 琼脂培养基加热到
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完全融化，倒在培养皿内，每皿 15 mL（下层），待其

凝固。此外，将融化的培养基冷却到 50 益左右混入

致病菌（大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌）浓

度约为 1伊108 cfu/mL，将混有致病菌的培养基 5 mL
加到已凝固的培养基上待凝固（上层）。用无菌水将

待检样品稀释：乳酸片球菌 SKL-03 发酵液稀释成

0.1 mL/mL、冻干粉 0.1 g/mL、上清液 0.1 mL/mL；在
培养基表面垂直放上牛津杯，在杯中加入培养基空

白及待检样品各 150 滋L，加满后在 37 益培养 16~
18 h；游标卡尺测量抑菌圈大小。

1.3 动物功效试验

1）试验动物与试验设计。将 90 头体重、性别比

例相近的 21 日龄杜长大断奶仔猪随机分为 4 组，A
组：饲喂基础日粮；B 组：饲喂基础日粮+乳酸片球菌

SKL-03 菌粉 1 kg/t；C 组：饲喂基础日粮+乳酸片球

菌 SKL-03 上清液 1 L/t；D 组：饲喂基础日粮+乳酸

片球菌 SKL-03 发酵液 1 L/t。每组 6 个重复，每个

重复 3 头猪，试验期 49 d。
2）试验饲粮及饲养管理。试验基础日粮为玉米-

豆粕型日粮，参照 NCR（2012）7~11、11~25 kg 阶段

猪营养需要配制，基础日粮组成及营养水平见表 1。
本试验在武汉绿色巨农农牧股份有限公司进行，养

殖及防疫程序按猪场规定进行。

3）样品采集与处理。于试验第 49 天结算饲粮，

表 1 基础饲粮组成及营养水平（风干基础）

项目 第 1~14 天 第 15~19 天

原料/%

玉米（CP7.8%） 30 32
膨化玉米（CP7.8%） 27 30
去皮豆粕（44.2%） 13 16

膨化大豆 8.4 7.8
大豆浓缩蛋白 3.00 2.00
血浆蛋白粉 2.5 1.00

进口鱼粉（CP 62.5%） 3.00 2.00
乳清粉（3%） 7.00 3.00

大豆油 2.00 2.10
蔗糖 2.00 2.00
石粉 0.65 0.62

碳酸氢钙 0.30 0.31
氯化胆碱 0.15 0.15

食盐 0.40 0.40
L-赖氨酸盐酸盐（78.0%） 0.27 0.29

DL-蛋氨酸（99%） 0.08 0.08
维生素预混料 0.05 0.05
矿物质预混料 0.20 0.20

合计 100 100

营养水平

消化能/（MJ/kg） 14.69 14.64
粗蛋白质/% 19.01 18.04

钙/% 0.61 0.53
总磷/% 0.55 0.49

有效磷/% 0.36 0.29
可消化赖氨酸/% 1.35 1.23
可消化蛋氨酸/% 0.39 0.37
可消化苏氨酸/% 0.80 0.73
可消化色氨酸/% 0.23 0.21

注：淤维生素预混料为每千克饲粮提供：VA 8 000 IU，VD3 2 000 IU，VE 25.0 IU，VK 1.2 mg，VB1 2.5 mg，VB2 6.5 mg，VB6 10.0 mg，VB12
50 mg，生物素 0.15 mg，叶酸 1.0 mg，D-泛酸 20.0 mg，烟酸 45 mg。于矿物质预混料为每千克饲粮提供：Fe 100 mg，Cu 100 mg，Zn 100
mg，Mn 4 mg，Se 0.35 mg。盂营养水平为计算值。
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所有猪只禁食 12 h。试验第 50 天对所有试验猪进

行称重并记录，按顺序屠宰。采集十二指肠、空肠黏膜

样品和结肠、盲肠食糜样品，液氮速冻后置于-80 益
冰箱保存。

4）肠道微生物群落。采用实时荧光定量法[9]测
定得到断奶仔猪结肠和盲肠中大肠杆菌、沙门氏菌

和乳酸杆菌的数量。

5）免疫功能。十二指肠和空肠黏膜中 SigA 的含

量采用猪分泌型免疫球蛋白 A（SigA）酶联免疫吸附

试验试剂盒检测。

1.4 数据分析

使用 SPASS 20.0 统计软件进行单因素方差分

析，数据以“平均值依标准误差”表示，约0.05 为差异

显著，0.05臆 约0.10 为有显著差异趋势。

2 结果与分析

2.1 乳酸片球菌 SKL-03 试验品对致病菌的抑制

作用

由表 2 可知，相比于培养基组和冻干保护剂组，

不同试验品对致病菌均有显著抑制作用（ 约0.05），
乳酸片球菌 SKL-03 发酵液组抑菌效果最佳，上

清液组次之，冻干粉组抑菌圈直径最小；不同试

验品组抑菌圈直径随乳酸和乙酸含量的降低而

下降。

2.2 乳酸片球菌 SKL-03 对断奶仔猪肠道菌群的

影响

由表 3 可知，与空白组相比，菌粉组、上清液

组、发酵液组盲肠中的大肠杆菌和沙门氏菌的数量

显著降低（ 约0.05）、乳杆菌数量显著提高（ 约0.05）；
菌粉组、上清液组结肠中大肠杆菌数量显著降低

（ 约0.05），发酵组差异不显著（ 跃0.05）；各组间结肠

中乳酸杆菌数量差异不显著（ 跃0.05）；菌粉组和发

酵液组结肠中沙门氏菌数量显著降低（ 约0.05），上
清液无显著差异（ 跃0.05）。
2.3 乳酸片球菌 SKL-03 对断奶仔猪十二指肠和

空肠 SIgA的影响

由表 4 可知，与空白组相比，上清液组、发酵液

组十二指肠黏膜中 SIgA 含量显著提高（ 约0.05），菌
粉组差异不显著（ 跃0.05）；菌粉组、上清液组、发酵

液组空肠黏膜中 SIgA 含量显著提高（ 约0.05），菌粉

组对空肠黏膜中 SIgA 含量影响最大，显著高于上

清液组和发酵液组（ 约0.05）。
3 讨 论

3.1 乳酸片球菌 SKL-03 对致病菌的抑制作用

研究[10-12]表明，乳酸片球菌产生的有机酸和乳

酸片球菌素等能有效抑制致病菌。本试验研究表

明，乳酸片球菌 SKL-03 菌粉、上清液、发酵液对大

表 2 乳酸片球菌 SKL-03试验品有机酸含量及对指示菌的抑制效果

项目 发酵液组 冻干粉组 上清液组 培养基组 冻干保护剂组 值

大肠杆菌/mm 20.30依0.26a 14.21依0.09b 18.41依0.20c 7.80依0.10d 7.80依0.10 d 0.236
金黄色葡萄球菌/mm 18.03依0.45a 15.20依0.07b 16.31依0.13c 7.80依0.10d 7.80依0.10d 0.009

沙门氏菌/mm 19.39依0.21a 15.28依0.36b 17.29依0.16c 7.80依0.10d 7.80依0.10d 0.858
乳酸/（g/L） 10.81依0.24 6.76依0.12 9.24依0.05 未检出 未检出 未检出

乙酸/（g/L） 9.79依0.03 3.61依0.07 4.38依0.15 未检出 未检出 未检出

注：同行标注的不同小写字母表示差异显著（ 约0.05），相同字母表示差异不显著（ 跃0.05），下同。

表 3 乳酸片球菌制剂对 70日龄仔猪盲肠和结肠菌群的影响

项目 A 组 B 组 C 组 D 组 值

盲肠

大肠杆菌 lg（CFU/g） 8.51依0.16a 7.97依0.13b 8.02依0.09b 8.01依0.08b 0.04
乳酸杆菌 lg（CFU/g） 10.23依0.12a 10.83依0.14b 10.84依0.14b 11.08依0.30b 0.05
沙门氏菌 lg（CFU/g） 3.63依0.10a 2.75依0.15b 2.73依0.12b 2.47依0.08b 0.00

结肠

大肠杆菌 lg（CFU/g） 8.74依0.10a 8.43依0.10b 8.41依0.09b 8.46依0.08a 0.11
乳酸杆菌 lg（CFU/g） 11.03依0.10 11.21依0.11 11.25依0.12 11.23依0.09 0.46
沙门氏菌 lg（CFU/g） 3.46依0.26a 2.73依0.31b 2.82依0.11ab 2.75依0.08b 0.12
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表 4 乳酸片球菌制剂 70 日龄仔猪十二指肠和空肠黏膜中 SIgA含量的影响

项目 A 组 B 组 C 组 D 组 值

十二指肠黏膜中 SIgA 含量/（滋g/g） 5.56依0.06a 5.68依0.04ab 5.89依0.13b 5.85依0.11b 0.076
空肠黏膜中 SIgA 含量/（滋g/g） 11.39依0.46a 14.52依0.68b 13.04依0.42c 13.01依0.15c 0.002

肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌均有显著的抑

菌效果，这与王建设等[13]、Mduduzi[14]、陈亚男等 [15]的
研究结果相似；在牛津杯法抑菌试验中，发酵液组

的抑菌效果最好，其次是上清液组；且抑菌能力与

试验品中的有机酸含量有关，试验品种有机酸含量

越高，抑菌圈直径越大，表明乳酸片球菌可通过产

生有机酸等抑菌物质抑制病原菌的生长。

3.2 乳酸片球菌 SKL-03 对断奶仔猪肠道菌群的

影响

断奶应激因降低仔猪肠道有益菌数量，增加有

害菌数量而危害断奶仔猪的健康[16]。诸多研究[17-20]表
明，在断奶仔猪饲粮中添加乳酸菌具有调节肠道微

生物群、保持仔猪肠道微生物群稳定的效果。本试

验研究表明，与空白组相比，菌粉组、上清液组、发

酵液组盲肠中的大肠杆菌和沙门氏菌的数量显著

降低（ 约0.05）、乳杆菌数量显著提高（ 约0.05）；菌粉组、

上清液组结肠中大肠杆菌数量显著降低（ 约0.05），菌
粉组和发酵液组结肠中沙门氏菌数量显著降低（ 约
0.05），乳酸杆菌数量差异不显著（ 跃0.05），这与学

者们[21-24]的研究结果相似；这表明饲粮中添加乳酸

片球菌及其代谢产物能够抑制有害菌生长，改善肠

道微生态环境。

3.3 乳酸片球菌 SKL-03 对断奶仔猪十二指肠和

空肠 SIgA的影响

SIgA 具有对机体实现免疫保护的作用[16]，本试

验结果表明，饲料中添加乳酸片球菌 SKL-03 及其

代谢产物可通过提高十二指肠及空肠黏膜中 SIgA
的含量来对机体实现免疫保护。

4 结 论

本试验条件下，乳酸片球菌 SKL-03 菌粉、上清

液、发酵液具有抑制病原菌生长的作用，在饲粮中

添加上述试验品具有降低肠道致病菌的数量，提高

有益菌数量和小肠黏膜免疫功能的效果。
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重庆动物园游蛇展示笼舍的
环境丰容及其影响

欧 洁 袁 梨 吴登虎 姚 勇 张邓华 唐家桂
重庆市动物园管理处，重庆 400050

摘要 本文采用环境丰容的方法对重庆动物园 4 种游蛇的 4 个展示笼舍进行丰容，通过比较丰容前后 4 种

游蛇的饲养生存状况对丰容效果进行评估。结果显示：丰容前，4 种蛇死亡主要集中在引入初期和喂食期，禁食期

死亡数量较少。丰容后，展示笼舍中饲养的王锦蛇的新引入个体于引入初期出现死亡，而黑眉锦蛇、滑鼠蛇和乌

梢蛇在引入初期和喂食期尚未发生死亡。由此表明，丰容笼舍基本满足王锦蛇、黑眉锦蛇、滑鼠蛇和乌梢蛇的生

存需求，值得推广应用。

关键词 游蛇；环境丰容；生存状况；动物园
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王锦蛇（ ）、黑眉锦蛇（

）、滑鼠蛇（ ）和乌梢蛇（

）广泛分布于我国，它们在药用和食用等

方面有巨大的经济价值，被列入《国家保护的有益

的或者有重要经济、科学研究价值的陆生野生动物

名录》。近年来，随着生态环境的恶化和人为因素等

的影响，野外蛇类的种群及其数量正日益减少。动

物园肩负着野生动物异地保护、科学研究和保护教

育的重任，也是蛇类进行异地保护的重要场所[1]。但

是，由于两栖爬行动物对环境的高要求，同时圈养

展出模式不同于经济蛇和宠物蛇的饲养模式，因此

国内动物园的蛇类饲养普遍存在管理相对薄弱、死

亡较多、研究较少的问题。重庆动物园近年来将环

境丰容的理念融入到两栖爬行动物特别是蛇类的

饲养和保护教育工作中，通过利用植物、水体及躲

避等各种自然要素还原其原生境，并通过对灯光、

通风和保暖的改善，以期达到为蛇类创造一个适宜

的生存环境，并满足公众认知的目的。

1 材料与方法

1.1 研究对象

2015 年 1 月-2019 年 6 月，重庆动物园两栖爬

行馆饲养展出的所有有鳞目（Squamata）、游蛇科

（Colubridae）蛇：王锦蛇、黑眉锦蛇、滑鼠蛇和乌梢

蛇。所有游蛇均不冬眠（展示笼舍温度维持在 20 益
左右），每年 3-10 月为喂食期，每年 11 月至第 2 年

2 月为禁食期。

研究期间，所有游蛇均饲养在两栖爬行馆的 8
个展示笼舍中。展示笼舍为近长方体构造，底面和

操作面为水泥结构，顶面为铁密网结构，其余三面
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