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摘 要：从-!位健康人的粪便中分离到2株丁酸梭状芽孢杆菌，其中丁酸梭状芽孢杆菌34"$产
酸和细胞生长速度最快(对其安全性评价为基本无毒，并进行了鉴定(
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丁酸梭状芽孢杆菌（!"#$%&’(’)*+)%,&’-)*）又
名酪酸菌，主要存在于奶酪、天然酸奶、人与动物粪

便、某些树叶、土壤等自然环境中，一般在"$W!
!$W健康人群中能分离得到［"］(丁酸梭状芽孢杆菌
作为微生态制剂来研究，是"+--年由日本千叶医
科大学宫入近治首先发现并报告，因此又名宫入

菌［!］(其作为微生态制剂的药理机制至今还没有得
到清楚的解释［-］(丁酸梭状芽孢杆菌活菌制剂经日
本学者的大量研究证明，主要在大肠和盲肠周边增

殖，目前广泛应用于消化、小儿、外科、肿瘤、妇产科

等种种原因引起的肠道菌群失调，急慢性腹泻，肠

易激综合症，抗生素相关性肠炎，便秘或腹泻便秘

交替症等疾病的治疗［2，0，#］(作为微生态制剂有如下
特点：（"）促进肠道内有益菌群的增殖和发育，抑制
肠道内有害菌和腐败菌的生长繁殖，减少胺类、吲

哚类物质的产生［1］；（!）在肠道内产生维生素X族、
维生素Y、淀粉酶，有良好的保健作用；（-）代谢物
丁酸是肠上皮组织细胞再生和修复的主要营养物

质；（2）对多种抗生素有较强的耐受性，与抗生素并
用时不会影响其生物作用，并能大幅度降低伪膜性

肠炎的发病率［.］；（0）在人体内不受胃酸、消化酶、
胆汁酸等影响(作者从健康人群粪便中分离筛选出
生长性状较优良的丁酸梭状芽孢杆菌，并进行了菌

种鉴定(为丁酸梭状芽孢杆菌的进一步应用提供了
理论依据(

= 材料与方法

=>= 实验材料

=(=(= 样品采集 选择不同健康人群的粪便作为
样品来源(
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!!!!" 培养基
梭菌增殖培养基（均为质量浓度"／#$）：胰蛋白

胨%，牛肉浸膏&，酵母膏’!(，葡萄糖’!)，牛胆酸盐

’!*，复合盐&份（+%,-.)’!%、+,%-.)’!&、

/"0.)’!’)、1213%’!’%、450.)’!’&、盐酸半胱氨
酸’!’*，以下同）；6,7!%，&%&8，&*9:;杀菌!
梭菌计数培养基（均为质量浓度"／#$）：胰蛋白

胨&，牛肉浸膏’!*，酵母膏’!<，葡萄糖’!)，琼脂

&!(；复合盐&份；6,7!%，&*9:;杀菌!
梭菌分离培养基：在增殖培养基中加入：牛胆

酸盐’!*"／#$，琼脂&!("／#$；调6,到7!%，&*9:;
杀菌!
梭菌培养基：在梭菌增殖培养基中减掉牛胆酸

盐，其它成分不变，6,依试验需要用=2.,调节，

&*9:;杀菌!
产酸指示培养基：在梭菌培养基中加入<9$

质量浓度为’!)"／#$的溴甲酚紫!
明胶液化培养基：在梭菌培养基中加入&!%

"／#$的明胶即可!
无碳基础培养基（均为质量浓度"／#$）：酵母膏

’!&，（=,)）0.)’!%，碳源另加’!*；复合盐&份!
!#" 实验方法

!!"!! 分离方法

&）取粪便样品&’"加到>’9$稀释液中，放
入?’8水浴&’9:;，杀死非芽孢菌，然后放入增殖
培养基，于<&8培养<(@!
%）将样品分别稀释到&’A<、&’A*、&’A7，涂布
于梭菌分离培养基，放入厌氧罐中，置换<次气体
（体积分数分别为&’B的 ,%、&’B 1.% 和?’B
=%），并用铂粒作为催化剂，在’!’&/-2的气体压
力下<78厌氧培养［>］<(!)?@!
<）采用影印平板法分离菌种［&’］，分别进行好
氧和厌氧培养，选取厌氧生长良好的菌株，镜检!
!!"!" 属及群的初步鉴定： 按《伯杰氏细菌鉴定
手册》［<］和《细菌属的鉴定指导》［&&］对分离到的纯菌

株进行属的相关试验，以及群、种的相关生理生化

实验，分别包括：明胶液化试验，蜜二糖、松三糖、淀

粉水解试验!
!!"!$ 菌种的产酸及最大活菌量试验& 接体积分
数为%B的菌种到产酸指示培养基，<78条件下，
厌氧培养不同时间!培养时记录指示剂变色时间，
培养变色后，用计数培养基进行菌落计数（CDE）!
!!"!% 安全性评价方法
给药途径：霍恩氏法———经口（灌胃）；

急性毒理试验法———FG&*&><—>)［&%］!

将菌株经液体培养，)’’’H／9:;离心，生理盐
水洗<次，对离心得到的湿菌体称重，按国标规定
方法进行灌胃!
!!"!& 生理生化试验及糖类发酵试验& 参见参考
文献［&&］

" 结果与讨论

丁酸梭状芽孢杆菌广泛存在于自然界中，作为

整肠剂使用，必须具有以下特点：（&）必须来源于人
体，只有这样才能最大限度在人的肠道中定植；（%）
菌株对人体的消化道环境有明显的适应性，即能在

高酸度的胃液环境和高胆汁的小肠中存活!因此选
择健康人群的粪便作为该菌的来源，采用选择性培

养基从中分离，对分离得到的菌株进行筛选和安全

性评价，得到活力较高且安全并具有生产前景的菌

株，进而研究其形态特征、生长特性!
"#! 菌种分离的理论依据
丁酸梭状芽孢杆菌为典型的严格厌氧菌，直或

微弯的杆菌，产芽孢，孢子卵圆，偏心到次端生，无

孢子外壁和附属丝，（’!(!&!%）"9I（<!’!7!’）

"9（宽I长），端圆，单个或成对，短链，偶见长丝状
菌体，以周生鞭毛运动，革兰氏阳性菌，在培养后期

能变为阴性菌!依据这些特点，设计这样的筛选分
离方法：（&）对样品进行热处理，基本杀死非芽孢
菌；（%）涂布平板，初步得到纯菌株；（<）影印好氧与
厌氧培养，除去好氧和兼性厌氧菌，得到严格厌氧

菌；（)）镜检得到典型的!"#$%&’(’)* 属!依据《伯杰
氏细菌手册》，从菌落形态及个体形态以及严格厌

氧型能鉴定到属!对所得到的菌株进行明胶液化试
验及芽孢位置染色试验，可以鉴定到群!在群内只
要进行蜜二糖、松三糖、淀粉利用试验，即可鉴定到

种!
"#" 菌种分离结果
采样来源见表&!对<%个样品处理培养后，共

得到菌株><’个，以影印平板进行厌氧和好氧培
养，得到严格厌氧菌%(%个!镜检得到典型的

!"#$%&’(’)* 属%&个菌株!对这%&株进一步纯化后
进行个体形态、菌落特征观察，结果见表%和表<!
按《伯杰氏细菌手册》，对这%&株菌种进行属

到群的鉴定，对于符合群特征的菌株进行群内的初

步生理生化实验，对结果不符合要求的不再进行下

一步实验，对于可能存在不确定结果的继续进行下

一步实验，对得到的&’株菌种进一步进行糖醇类
发酵实验，得到)株丁酸梭状芽孢杆菌!结果见
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表!"
!"# 菌种产酸及最大活菌量实验
以菌株最大的产酸能力及最多的活菌量作为

目标，可采用#$指示剂的变色和活菌计数来简化
筛选"试验结果见表%"可以看出，&’()株有较好的
产酸能力和最多的活菌数"因此选择&’()株作为优
选菌株"

表$ 采样来源表

%&’"$ ()*+*,-./&012*,+

人群年龄
样品数（份）

男 女

*)!%)+ ! !
,)!,%岁 % %
!)!!%岁 ! *
-%岁以上 * !
合计 (- (-

表! 分离菌种的个体形态

%&’"! 34220-)15-2-+67-,.-)0&8*-,-.*/-2&849/8)&*,/

菌株编号 形 态
大小

（".）
初期革兰氏

染色结果

后期革兰氏

染色结果

芽孢的

形状、位置

&’% 直的杆菌、单个、较大 )"/!-"0 1 1 卵圆、次端生

&’2 直的杆菌、单个、成对 )"-!,") 1 1 卵圆、次端生

&’() 单个、成对、单端膨大梭状 )"!!-") 1 ’ 卵圆、次端生

&’(% 直、微弯杆菌 ("-!2") 1 ’ 卵圆、次端生

&’(/ 杆状、单个 ("*!%", 1 ’ 卵圆、次端生

&’,( 直到微弯的杆菌 )"2!%"% 1 ’ 卵圆、端生

&’,, 直、微弯杆菌 ("-!2"% 1 ’ 卵圆、次端生

&’,! 直、微弯杆菌 )"-!%") 1 1 球形、端生

&’,- 直、微弯杆菌 (")!/"% 1 1 卵圆、端生

&’,0 单个、成对、单端膨大梭状 )"!!-") 1 ’ 卵圆、次端生

&’*) 直、微弯杆菌 )"!!-") 1 1 卵圆、端生

&’*, 杆状、单个 ("*!%", 1 ’ 卵圆、次端生

&’!, 单个、成对、单端膨大梭状 )"!!%"0 1 ’ 卵圆、次端生

&’!* 直、微弯杆菌 (")!/"% 1 1 卵圆、端生

&’%) 直的杆菌、单个、较大 (")!2"0 1 1 卵圆、次端生

&’%, 直、微弯杆菌 )"!!-") 1 1 卵圆、端生

&’-) 端圆的直杆菌 ("(!*"% 1 1 卵圆、次端生

&’-* 直、微弯杆菌 ("-!2"% 1 ’ 卵圆、次端生

&’-! 直到微弯的杆菌 )"2!-") 1 ’ 卵圆、端生

&’-% 单个、成对、梭状 )"!!%"0 1 ’ 卵圆、次端生

&’2) 端圆的直杆菌 ("(!*"% 1 1 卵圆、次端生

表# 分离菌种的菌落形态

%&’"# 3-2-,67-,.-)0&8*-,-.*/-2&849/8)&*,/

菌株编号 大小（..）
形态

正面观 侧面观
边缘 表面状态 颜色 透明度

&’% ,"%!% 圆形 突起 微扩张 有光泽 淡灰黄 半透明

&’2 (!, 圆形 凸起 整齐 光滑 微黄 半透明

&’() (",!* 圆形 低凸面 整齐 湿润光滑 乳黄色 不透明

&’(% (")!, 圆形 凸起 整齐 有光泽 灰色 半透明

&’(/ *!% 圆形 低突起 整齐 无光泽 灰白 半透明
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续表!

菌株编号 大小（""）
形态

正面观 侧面观
边缘 表面状态 颜色 透明度

#$%& ’!( 不规则、圆形 扁平 扩展 有光泽 灰白 半透明

#$%% &)*!&)( 圆形 突起 整齐 光滑 灰色 半透明

#$%+ &!% 圆形 稍突 裂叶状 光滑 灰色 半透明

#$%, &!%)’ 不规则圆形 低突起 裂叶状 光滑 灰色 不透明

#$%- &)%!! 圆形 低凸面 整齐 湿润光滑 乳黄色 不透明

#$!* &!% 圆形 不规则 凸起 光滑 白色 半透明

#$!% %)’!’ 圆形 低凸面 整齐 无光泽 灰白 半透明

#$+% &)*!%)- 圆形 低凸面 整齐 湿润光滑 奶油色 不透明

#$+! &!%)’ 不规则、圆形 低突起 裂片状 光滑 灰色 半透明

#$’* %)’!’ 圆形 突起 裂叶状 有光泽 淡黄 半透明

#$’% &!%)’ 圆形 不规则 突起 光滑 白色 半透明

#$,* *)’!& 圆形 稍突 整齐 光滑 灰暗 半透明

#$,! &)*!&)- 圆形 突起 整齐 光滑 灰色 半透明

#$,+ +)’!, 不规则、圆形 扁平 扩展 有光泽 灰白 半透明

#$,’ &)*!%). 圆形 低凸面 整齐 湿润光滑 奶油色 不透明

#$(* *)’!&)% 圆形 稍突 整齐 光滑 暗淡 半透明

表! 群内及种的鉴别实验结果

"#$%! &’()*+,-+).(/0(1+2()*3,40(5+(4#)’.136

!
!!!

0
菌株

编号

孢子

位置

水解

明胶
蜜二糖 松三糖 淀粉

菌株

编号

孢子

位置

水解

明胶

!
!!

蜜二糖 松三糖 淀粉

#$’ 次端生 /" #$!% 次端生 /

!
!!

"

#$( 次端生 $ $ $ $ #$+% 次端生

!
!!

$ / $ /

#$&* 次端生 $ / $ / #$+! 端生

!
!!

$

#$&’ 次端生 $ / / $ #$’* 次端生 /

!
!!

"

#$&. 次端生 /" #$’% 端生 /

!
!!

"

#$%& 端生 $" #$,* 次端生

!
!!

$ $ $ /

#$%% 次端生 $ / / $ #$,! 次端生

!
!!

$ / / $

#$%+ 端生 $" #$,+ 端生 $

!
!!

"

#$%, 端生 $" #$,’ 次端生

!
!!

$ / $ /

#$%- 次端生 $ / $ / #$(* 次端生

!
!!

$ $ $ /

#$!* 端生 /"

注：“/”实验结果阳性，“—”实验结果阴性，“"”表示前一试验结果与要求特性不符，不再继续进行下一步实验)

表7 产酸及最大活菌量实验结果

"#$%7 8/0(1+2()*#91(469*3,013’65+).#5+’#)’2#/+262
#5*+:(4*1#+)

菌株编号 变色时间（0） 菌体（个／"1）

#$&* && &)%2&*-

#$%- &’ *)!2&*-

#$+% &’ *)&2&*-

#$,’ %& *)!2&*-

;%! 安全性评价
按我国卫生部&.-’年颁发的《食品安全性毒

理学评价程序（试行）》的规定，丁酸梭状芽孢杆菌

作为一种保健食品必须进行安全性毒理学评价试

验)第一步是急性毒性试验，半致死量13’*是在一
定条件下衡量物质毒性大小的基本数据［&!］)用湿菌
体进行灌胃后，小鼠一直活泼，无异常及死亡现象，

说明#$&*株的经口13’*#&*4／54)由中药类急性
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毒性试验分级标准可以认定属基本无毒［!"］#
!"# 丁酸梭状芽孢杆菌$%&’菌种的鉴定

!###& 细胞形态! 将菌种接入液体培养基，于$%
&厌氧培养!’(，取出，涂片、染色，进行显微摄影#
菌株)*!+为梭状，芽孢卵圆，（+#,!!#!）"-.（"#
+!%#+）"-，其形态见图!#

!+++/
图& 丁酸梭状芽孢杆菌$%&’的菌体形态

()*"& +,--./012/-/*3/4!"#$%&’(’)*+)%,&’-)*$%&’

!###! 培养特征! 将菌种接入液体培养基，于

$%&厌氧培养#培养初期试管上部轻微浑浊，符合
严格厌氧菌的特征#培养初期产大量气，后期沉淀
较多#在产气旺盛期，将密封培养的试管在酒精灯
旁打开，有明显的“突”声，可能是生长产生的氢气

所致#将菌种在平板划线，于$!&厌氧培养’"(，
其菌落如图’所示#菌落大小约!#’!$--，正面
为圆形，边缘整齐，侧面低凸，表面湿润光滑，乳黄

色，不透明，略有酸臭味#其形态如图’所示#

图! 丁酸梭状芽孢杆菌$%&’的菌落形态

()*"! +/-/5)6-./012/-/*3/4!"#$%&’(’)*+)%,&’-)*
$%&’

!###7 生理生化特征! 采用《细菌属的鉴定指导》
中介绍的方法，测定)*!+对各种碳源的利用情况以
及进行其它生理生化试验，结果见表,，表%#根据试
验结果，对照《伯杰氏细菌鉴定手册》和《细菌属的

鉴定指导》检索，菌株)*!+初步鉴定结果为丁酸梭
状芽孢杆菌#

表8 菌株$%&’对碳源的同化

96:"8 ;<<).)-6=)/5/4>60:/5>/.1/?5@<:3!"#$%&’(’)*+).
%,&’-)*

!
!!

!
!!

$%&’

!
!! !
!!

碳源 结果 碳源 结果 碳源 结果

苦杏仁苷 0 菊糖 1 水杨苷

!
!! !
!!

1

阿拉伯糖 0 乳糖 1 山梨醇

!
!! !
!!

*

纤维二糖 1 麦芽糖 1 山梨糖
!
!! !
!!

*

卫矛醇 * 甘露糖 1 淀粉
!
!! !
!!

1

七叶苷 0 甘露醇 1 蔗糖

!
!! !
!!

1

果糖 1 松三糖 * 海藻糖

!
!! !
!!

1

半乳糖 1 密二糖 1 木糖

!
!! !
!!

1

葡萄糖 1 棉子糖 1 核糖醇

!
!! !
!!

*

甘油 1 鼠李糖 0 纤维素

!
!! !
!!

*

糖原 1 核糖 1 赤藓糖醇

!
!! !
!!

*

肌醇 0

注：“1”试验结果阳性，“—”试验结果阴性，“0”表示试验
结果不明显#

表A 菌株$%&’的其它生理试验结果

96:"A B=2,0123<)/-/*)>6->2606>=,0</4!"#$%&’(’)*+).
%,&’-)*

!
!!

$%&’

!
!!

实验项目 结果 实验项目 结果

过氧化氢酶试验 * 水解明胶试验

!
!!

*

硝酸盐还原试验 1 水解酪蛋白试验

!
!!

*

吲哚试验 * 运动性试验

!
!!

1

乙酰甲基甲醇试验 *

注：“1”试验结果阳性，“—”试验结果阴性#

7 结 论

从健康人群的粪便分离到2$+株菌种，从2$+
株中经影印平板严格厌氧实验筛选到’,’株，对

’,’株镜检得到符合梭菌属的特征菌株’!株，对’!
株进行个体形态和菌落形态观察及属内群、种的研

究，得到符合梭菌属群（#）特征菌株!+株，经部分
生理生化实验得到"株丁酸梭状芽孢杆菌，进行发
酵能力试验，选出产酸和菌体生长速度较快的)*!+
株#对)*!+株进行安全性评价得出基本无毒#说明
丁酸梭状芽孢杆菌)*!+株可以用于制造丁酸梭状
芽孢杆菌微生态制剂#
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