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摘要 为进一步挖掘益生菌资源，从武定鸡黏膜分离鸡源乳酸菌，共分离到 20株乳酸菌，分别命名为

LacC1～LacC20。根据培养特性、革兰氏染色、生理生化特性和 16s-rRNA方法等鉴定为 7个种。并通过乳酸菌益

生特性试验筛选出 3株优良菌株，进行雏鸡饲喂试验。结果表明在雏鸡的饮水中添加乳酸菌，可以明显增加武定

鸡的日增重、法氏囊和脾脏等免疫器官的重量和鸡群肠道中乳酸菌含量，提高鸡免疫器官指数和外周淋巴细胞

指数 SI，降低料肉比和死亡率。
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武定鸡是云南的一个优秀地方肉鸡品种，其鸡

肉中含有 10多种对人体有益的微量元素，其所含

的氨基酸、活性蛋白酶等人体所需的营养成分远远

高于省内其他优良的鸡种[1]。

武定鸡在云南地区被广泛养殖，然而随着规模

化养殖的大力发展，抗生素在鸡肉体内的富集也对

人类的健康产生了威胁[2]。因此，急需开发一种可以

增强鸡群抵抗力，并且不会产生耐药问题的产品来

代替抗生素的大量使用。

益生菌由此进入了人们的视野，并越来越引起

人们的关注[3]。乳酸菌是一类能利用碳水化合物产

生大量乳酸的非病原性、革兰氏阳性细菌的通称[4]。

乳酸菌在动物肠道中能产生乳酸及其他代谢产物，抑

制肠道内致病性微生物的生长繁殖[5]，合成 B族维生

素，促进钙磷吸收等，对人和畜禽的健康起着有益

作用。

为探究乳酸菌在鸡肠道内的作用，本研究从武

定鸡肠道分离、鉴定各种乳酸菌，并通过乳酸菌益

生特性试验筛选出优良菌株，进行雏鸡饲喂试验，

探讨乳酸菌在改善武定鸡的生产性能及增强鸡群

抵抗力方面所起的作用，进一步验证其生物学功效

及临床应用效果。

1 材料与方法

1.1 试验样品和试验动物

健康的武定成鸡（体重 2 000 g左右），来源于

云南武定县周边农户自家养殖、没有饲喂添加抗生

素饲料的武定鸡。动物试验所用武定雏鸡和饲料由

云岭广大种畜禽饲料公司提供。

1.2 分离鉴定

1）分离培养。将武定成鸡解剖取出肠道，将小

肠样品去除粪便，无菌剪开，用生理盐水冲洗，用载

玻片轻轻刮取肠道壁上的黏性物质 1 g，加入生理

盐水中，梯度稀释（10-1～10-6），取 1 mL稀释液倾注

培养于加碳酸钙MRS培养基内，各稀释度倾注 2个

平皿，分别在 37 ℃的恒温培养箱中厌氧培养 48 h。

挑取单个有典型溶钙圈的菌落，MRS 平板划线传

代，纯培养[6]。挑取典型菌落进行革兰氏染色，筛选

和保留革兰氏阳性菌。

2）初步筛选鉴定。对分离菌株进行革兰氏染

色、形态大小检查、运动力检查、过氧化氢酶试验，

淘汰革兰氏阴性、非杆状、有运动性、过氧化氢酶阳

性的非乳酸菌菌株。

3）分类鉴定。根据分离菌株的表型特性（培养
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特性、形态特征、运动性、生理学特性及各种糖发酵

性能等），参照《乳酸细菌分类鉴定及试验方法》[7]及

《伯杰氏细菌鉴定手册》[8]乳酸菌种属特性鉴定到种

或亚种。

4）乳酸菌 16s-rRNA鉴定。根据 GenBank上乳

杆菌的 16s-rRNA基因参考系列，使用 Primer 5.0

设计合成 16s-rRNA 的 2 条引物，由大连宝生物

（TaKaRa）公司合成。首先通过 MRS液体培养基培

养至对数生长期，分别提取 3株乳酸菌的总 DNA

作为模板。用引物进行 PCR扩增，对扩增产物进行

纯化，将已经纯化样品送大连宝生物（TaKaRa）公司

进行测序。利用 DNAstar等生物软件将测序结果与

GenBank中选择的参考菌株 16s-rRNA序列进行同

源性分析，构建进化树。

1.3 菌株筛选

1）乳酸菌产酸能力测定。配制 pH 7.0的 MRS

肉汤，分别接种分离乳酸菌，37 ℃培养，每隔 6 h

用酸度计记录 pH值。

2）乳酸菌耐酸能力测定试验。配制 pH 1.5、

2.5、3.5、4.5 的液体培养基，以 pH 为 6.5 的液体

培养基作对照。每 6 mL 培养基接种 300 μL 菌

液，37 ℃静止培养 12 h 后，观察培养基中细菌

生长情况。

3）乳酸菌的耐胆盐能力试验。配制胆盐浓度为

0.1%、0.2%、0.3%、0.4%（ / ）的液体培养基，以不

加胆盐的液体培养基作对照，然后在每 6 mL的培

养基中接种 300 μL的菌液，于 37 ℃厌氧培养，在

接种后的 300 min取菌液做平板计数[9]。

4）乳酸菌的肠黏膜吸附能力测定。

肠黏液的制备[10]：解剖取小肠，无菌生理盐水冲

洗 3次，剪开肠壁，钝塑料片轻轻刮取肠黏液，无菌

PBS 混匀，4 ℃、12 000 r/min 离心 2 次，每次 15

min。取上清液，用 Bradford法测定蛋白含量，用 PBS

（pH值 7.4）调整蛋白浓度为 1 mg/mL后置于 -20

℃保存备用。

体外黏附试验：肠黏液（1 mg/mL）100 μL 加

入 96孔培养板，4 ℃固定过夜。用 PBS洗涤除去未

黏附黏液，加 100 μL益生菌悬液（108 cfu/mL），30

℃孵育 2 h。用 PBS洗涤除去未黏附的益生菌，加

50 μL PBS及 20 μL MTT（5 mg/mL），30 ℃孵育

1 h后，加裂解液（20%SDS-50%DMSO）振荡 30

min，用酶标仪测定各孔吸光度值（λ=570 nm）[10-11]。

重复 3次，以脱脂奶粉作阴性对照组。益生菌黏附

率（%）=（ 1- 0）/（ 2- 0）×100式中， 1、 2、 0分别

是试验组、乳酸菌 +原液、空白对照组吸光度值。

5）乳酸菌的抑菌试验。本试验采用牛津杯法[12]

在体外进行抑菌试验，并测量抑菌圈直径，来测定

菌株抑菌能力。选取抑菌效果好的菌株进行后续动

物试验。

1.4 动物生产性能及免疫指标和功能测定

将经过乳酸菌益生特性试验筛选的 3 株优良

菌株，进行分组饲喂 1日龄雏鸡，并设空白对照组，

每组 20 只雏鸡。菌液制成 1.0×1010 cfu/mL 的菌

液，每天取 5 mL加入到 95 mL的水中饲喂雏鸡，

从雏鸡出生的第 2天开始喂养。分别进行以下检

测。

1）动物生产性能测定。每隔 30 d测 1次体重，

统计增重结果；在饲喂雏鸡过程中记录每天每组所

喂饲料的重量，并最后与体重一起计算每组的料肉

比；统计每组雏鸡在 60 d内的死亡只数，计算每组

的死亡率。

2）肠道乳酸菌数量测定。分别在饲喂到 30日

龄和 60日龄时取鸡肠道除去粪便，分离肠道中乳

酸菌（方法同上），通过平板划线分离计数，计算并

记录每克肠道内容物中乳酸菌数量。

3）免疫器官指数测定。在饲喂到 60 d时，每组

随机选取 2只鸡解剖，分别取完整脾脏和法氏囊称

重。然后计算免疫器官指数。免疫器官指数 =免疫

器官重量 /体重×100。

4）淋巴细胞转化试验。

淋巴细胞转化试验：在饲喂乳酸菌 60 d，采集

鸡翅膀内侧静脉血液，颠倒混匀采血管，防止血液

局部凝集。

抗凝血 3 000 r/min离心取血浆，血细胞用灭

菌生理盐水按体积 1∶1重悬，然后小心平铺于等

体积外周淋巴细胞分离液的上面。3 000 r/min离心

15 min，PBMC 将分布于中间层，用移液器吸出

PBMC，置于已灭菌的 5 mL离心管内，加入灭菌生

理盐水重悬洗涤，3 000 r/min离心 5 min，弃上清

液，得到 PBMC用完全 PRMI 1640培养液（含青霉

素 100 IU/mL，链霉素 100 μg/mL，小牛血清

10%），将细胞稀释成 5×106个 /mL待用。

将匀好的细胞悬液加入 96孔板，每份淋巴细

胞悬液分 4个孔，每孔 100 μL。其中 2孔加入浓度
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表 1 试验动物日增重、料肉比和死亡率

组别 1日龄平均重量/g 30 d平均重量/g 60 d平均重量/g 平均日增重/g 30 d料肉比 60 d料肉比 死亡率/%
对照组 40.2 386.7 968.0 15.4 2.62颐1 2.84颐1 25

LacC1组 41.0 400.1 1 029.5 16.5 2.51颐1 2.78颐1 10
LacC2组 40.3 412.1 1 014.9 16.2 2.53颐1 2.76颐1 10
LacC3组 41.2 408.9 1 030.6 16.5 2.49颐1 2.79颐1 10

为 5 μg/mL ConA刺激（0.1 mg/mL ConA加入 10

μL，孔内液体总体积为 200 μL），阴性对照 2孔不加

入 ConA，置于 37 ℃，5% CO2培养箱中培养 66 h。融

化，向各孔中加入 40 μL试剂继续培养 4 h。最后，

每孔加入 25 μL 10% SDS终止反应。酶标仪 490

nm测吸光度（OD490），计算刺激指数 SI，SI= 试验孔

OD490均值 /阴性对照 OD490均值，以 SI高低来判断

淋巴细胞增殖能力。

1.5 数据处理

数据统计分析采用 SAS 8.12统计软件 ANO-

VA进行显著性分析，并采用邓肯氏进行多重比较；

统计结果所有数据均以 ± 表示，＜0.05为

差异显著。

2 结 果

2.1 分离鉴定结果

1）形态学鉴定。从武定鸡肠道中共分离到 20株

乳酸菌，分别命名为 LacC1～LacC20。20株菌株在

含有碳酸钙的 MRS培养基琼脂平板上，形成乳白

色、圆形、边缘整齐、光滑、隆起有溶钙现象的菌落。

将 20株乳酸菌进行革兰氏染色镜检，1 000倍光镜

下 20株乳酸菌均为蓝紫色，呈长短不一杆状、线状

排列，无鞭毛，无荚膜，无芽孢的 G+杆菌。

2）分离菌株的生化特性。将所分离菌株进行属

的生化试验和种的生化试验，参考《乳酸细菌分类

鉴定及试验方法》[7]和《伯杰氏鉴定手册》[8]，初步判

断含有唾液乳杆菌 4株、阴道乳杆菌 4株、4株短乳

杆菌、2株果糖乳杆菌、3株罗伊乳杆菌、1株约氏乳

杆菌、2株鸡乳杆菌。其中 LacC1和 LacC3为唾液乳

杆菌，LacC2为阴道乳酸杆菌。

3）乳酸菌 16s-rRNA 鉴定结果。用引物对提取

的 DNA进行 16s-rRNA基因片段 PCR扩增，扩增

产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测。优化后的体系具

有专一性的扩增效果，无非特异性的扩增，无拖带，

扩增片段在 1 500 bp左右，与期望值相符。

4）同源性分析结果。为简化工作量，只对筛选

出的 3株乳酸菌进行测序，将 3株乳酸菌与 Gen-

bank所收入的 39株乳酸菌，用 Blast、Clustal、MEGA

等生物软件分析，构建遗传进化树。可知 LacC1和

LacC3 与唾液乳杆菌（ ）在同

一分支上，说明其同源性较近。LacC2与阴道乳酸杆

菌（ ）处于同一分支，其二者同

源性较近。

2.2 菌株筛选结果

1）乳酸菌产酸、耐酸和耐胆盐测定。

乳酸菌产酸能力测定表明 LacC1、LacC2 和

LacC3的产酸能力相对较高；乳酸菌的耐酸能力测

定表明均能耐受 pH为 3.5以上的强酸环境，其中，

LacC1、LacC2、LacC3 等 9 株能耐受 pH 为 1.5 的强

酸环境；乳酸菌耐胆盐能力测定表明 LacC1、LacC2、

LacC3在 0.4%的胆盐浓度下有较高的存活数。

根据以上 20株乳酸菌的生物学特性部分研究

结果表明，其中 LacC1、LacC2、LacC3 产酸值、耐酸

耐胆盐能力较好，主要选择这 3株乳酸菌进行后续

试验。

2）乳酸菌肠道黏附能力测定。3株乳杆菌对鸡

肠道都有一定的黏附能力，黏附率分别为 4.01%、

4.31%、4.11%。

3）乳酸菌抑菌能力测定结果。3株乳酸菌对大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌均有一定的抑菌效果，

LacC1～LacC3 抑菌圈分别高达 10～16 mm 和

13～18 mm。

2.3 动物试验结果

1）动物生产性能测定结果。由表 1可知饲喂乳

酸菌组雏鸡的增重显著高于对照组（ ＜0.05），各组

的平均增重与对照组相比分别有 6.3%、5.0%、6.3%

的优势；饲喂乳酸菌组雏鸡的料肉比显著低于对照

组（ ＜0.05）；死亡率明显低于对照组。

2）动物肠道中乳酸菌数量。由表 2可知试验组

雏鸡的肠道中乳酸菌含量显著高于对照组（ ＜

0.05）。在 30日龄各组与对照组相比肠道中乳酸菌

数量分别有 12%、7%、12%的优势；在 60日龄各组

试验研究6· ·



养殖与饲料 2017年第 5期

表 3 免疫器官指数和刺激指数

组别 30日龄 60日龄
对照组 4.1伊107 4.3伊107

LacC1组 4.6伊107 5.1伊107

LacC2组 4.4伊107 5.3伊107

LacC3组 4.6伊107 5.2伊107

组别 法氏囊平均重量/g 脾脏平均重量/g 免疫器官指数渊法氏囊冤 免疫器官指数渊脾冤 刺激指数 SI渊 依 冤
对照组 2.55 1.44 0.26 0.15 1.127 5依0.025 0

LacC1组 4.43 2.06 0.43 0.20 1.479 5依0.061 5
LacC2组 4.14 1.96 0.40 0.19 1.516 0依0.277 7
LacC3组 4.36 2.16 0.42 0.20 1.659 0依0.082 0

分别有 18%、23%、21%的优势。

3）试验动物的免疫器官指数和刺激指数。由表

3可知饲喂乳酸菌组的雏鸡的免疫器官指数显著高

于对照组（ ＜0.05），雏鸡的法氏囊和脾脏的平均重

量显著高于对照组（ ＜0.05）；饲喂乳酸菌各组的外

周淋巴细胞增殖刺激指数平均值均显著高于对照

组（ ＜0.05），而 3个试验组相比较差异不显著（ ＞

0.05）。表明饲喂乳酸菌的鸡淋巴细胞受到免疫原刺

激后转化能力增强。

3 讨 论

长期以来抗生素在畜牧行业的大量使用，给我

国带来了严重的经济损失，威胁着我国居民的健

康。益生菌作为良好的抗生素替代品已经逐渐成

熟。理想的益生乳酸菌应该来自健康动物肠道的自

然菌群，本身无致病性，能顺利通过消化道，在消化道

极端条件（高胃酸、高胆汁）下具有较高的存活率[13]，

并能在消化道上皮细胞表面内黏附定殖[14]，与宿主

肠道内的有害菌群竞争。此外，还具有拮抗、免疫调

节等生理作用[15]。

表 2 肠道中乳酸菌含量 cfu/g

本研究从武定鸡的肠道样品分离到 20 株乳

酸菌，根据培养特性、革兰氏染色、生理生化特性，

初步鉴定为 7 个种。16s-rRNA 同源性分析表明

LacC1 和 LacC3 为唾液乳杆菌，LacC2 为阴道乳酸

杆菌。通过乳酸菌特性分析筛选出 LacC1、LacC2

和 LacC3 等 3 株菌株，其耐酸、耐胆盐能力，抑菌

及产酸能力和肠道黏附力都相对优秀，适合作为

益生菌候选菌株。研究表明乳酸菌饲喂动物可提

高饲料利用率、体增重，并增强机体免疫水平。张

以芳等 [16]用乳酸菌制剂饲喂雏鸡，在 16 日龄时用

沙门氏菌攻毒，有 3个试验组的平均增重比对照

组高 7.23%，试验组各组的成活率比对照组高出

10%～13%。本研究选择 3株候选菌株进行武定鸡

饲喂试验，结果表明添加乳酸菌可以明显增加武

定鸡的日增重、法氏囊和脾脏等免疫器官的重量

和鸡群肠道中乳酸菌含量；提高鸡免疫器官指数

和外周淋巴细胞指数 SI；降低料肉比和死亡率，获

得了较好效果。

综上所述，乳酸菌在改善武定鸡的生产性能，

以及增强鸡群抵抗力方面起到了一定的作用。且由

于菌株来源于武定鸡本身，因此更加适宜武定鸡肠

道环境，可以起到更好的保护作用。本研究为乳酸

菌在地方养鸡生产的应用做出了探讨，为未来乳酸

菌的研究和发展奠定了良好的基础。
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