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饲用微生态制剂菌种的分离及毒性研究
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摘 要 叙述了从乳猪新鲜粪便中分离菌种的方法及结果；并对获得菌株进行了耐

受性及毒性试验，最终筛选出了牬株芽孢杆菌和牪株乳酸菌，可供制作生态制剂菌种使

用。

关键词 生态制剂 菌种 毒性试验

天津市牪牨世纪青年基金资助项目内容之一

收稿日期牶牨牴牴牳－牥牬－牪牭

饲用微生态制剂是作为饲料添加剂使

用，在动物体内产生有益作用的，具有生活力

的微生物制剂，使用的目的是维持动物肠道

内微生物的良好平衡，提高饲料利用率，防治

动物疾病，最终提高动物的生产力。世界上

已有许多国家大量使用微生态制剂，日本每

年益生素用量在牨牥牥牥狋以上。在我国，目前

尚处于研制和应用的起步阶段，国内现已问

世的生态制剂也已有若干种。微生态制剂在

推广应用方面的主要问题是产品加工处理后

稳定性差，细菌易失活，功效降低。所以生产

优良制剂的重要途径是获得对动物消化道适

应性强，同时能经受制剂加工过程中不利条

件的菌种。为此，我们进行了生态制剂菌种

选育工作，经过两年的努力，取得了较为满意

的结果。

牨 菌种的分离

牨牣牨培养基

牛肉膏蛋白胨培养基 牗犔犅）牶牛肉膏牨牥

犵，蛋白胨牨牥犵，犖犪犆犾牭犵，水牨牥牥牥犿犔，

狆犎牱牣牪。

乳酸菌培养基牶酵母膏牱牣牭犵，葡萄糖牨牥

犵，蛋白胨牱牣牭犵，犓犎牪犘犗牬牪犵，西红柿汁牨牥牥

犿犔。犜狑犲犲狀牳牥牥牣牭犿犔，水牴牥牥犿犔，狆犎牱牣牥。

芽孢杆菌发酵用培养基牶豆粉牪％，玉米

粉牨牣牭％，酵母粉牥牣牭％，鱼粉牥牣牭％，碳酸钙

牥牣牥牨％，水牨牥牥牥犿犔，狆犎牱牣牳。

牨牣牪菌种来源

牨牣牪牣牨芽孢杆菌 采取牬日龄健康乳猪的新

鲜粪便用犔犅培养液进行预培养牪牬犺，置

牱牭～牳牥℃水浴中热处理牨牥犿犻狀，通过稀释平

板法，选取表面湿润、蜡质状、边缘不整齐的

典型菌落，重新划线置牫牪℃培养牪牬犺，进行

革兰氏染色，选取犌
＋菌株，再用直接染色法

检查是否有芽孢，将产生芽孢的细菌再纯化

培养，转接斜面备用。从牰头猪的粪便中共

分离到牪牥株菌株。

牨牣牪牣牪乳酸菌 牭株菌株是作者保存的菌

株，经复壮后使用。

牨牣牫细菌的扩大培养

芽孢杆菌采用芽孢杆菌发酵用培养基牞

乳酸菌采用乳酸菌培养基。第一步，将上述

牪牭株菌株分别接一环于内盛牪牥犿犔培养液

的牪牭牥犿犔三角烧瓶内，进行摇床发酵，牫牥℃

下培养牪牬犺取出；第二步，以牭％接种量将

培养好菌液接种于内盛牨牥牥犿犔培养液的

牭牥牥犿犔三角烧瓶中，牫牥℃摇床培养牪牬犺取

出；第三步，将菌液浓缩牨倍，冷冻干燥后供

耐受性及毒性试验使用。
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表牨 不同温度处理对细菌生活力的影响

牗以活菌损失率％表示牘
牪 耐受性试验

微生态制剂要求所用菌对加工过程和动

物体内所遇到的环境有一定的适应性和对不

良条件有一定耐受性。为此，在菌种选择时，

进行了耐受性选择试验。

牪牣牨抗酸性试验

一般动物胃内狆犎值牪牣牭～牫牣牭，小肠段

狆犎约为牭～牱，近中性，所以消化道内基本上

是酸性到中性的环境。细菌通过胃才能达到

肠内作用部位，因而要求生态制剂所采用的

细菌必须是耐酸性环境。抗酸试验采用

犣犻犲犺犾－犖犲犲犾狊狅狀法，其步骤为牶挑取细菌细胞

涂在载 玻片上干燥固定，然后用犣犻犲犺犾石碳

酸复红染色液染色，加热使有气泡冒出，再用

水洗，干燥后，用牫％的盐酸酒精脱色多次，

用稀释牭倍的犔ǒ犳犳犱犲狉美兰液染色牫牥狊水洗

干燥后镜检，染上红色的为抗酸性阳性。经

检查发现新分离菌株中有牨牞牫牞牬牞牴牞牨牥牞牨牫牞

牨牭牞牨牰牞牨牱号共牨牥株菌株呈现阳性反应，乳

酸菌是耐酸的，不再做耐受性试验。

牪牣牪耐热性试验

一般颗粒饲料加工过程中温度常在牳牥

℃以上。因而要求制剂所采用的细菌具有一

定耐热性，抗御加工过程中的高温，保持必要

活性。故而要进行耐热选择试验。针对上述

牨牥株芽孢杆菌菌株和牭株乳酸菌各取牨犵菌

粉，用生理盐水配成牨牥牥犿犔，加玻璃珠振摇

牨牭犿犻狀。取若干支试管，每只试管中装入菌液

牨犿犔及生理盐水牴犿犔，分别置于牭牥℃处理

牨牥犿犻狀，牳牥℃处理牨犿犻狀、牭犿犻狀及牨牥犿犻狀，取

出试管迅速冷却至室温，稀释平板计数计算

出活菌损失率犤对照活菌数－处理后活菌数牤

对照活菌数×牨牥牥％犦，显然，芽孢杆菌的牨牞

牬牞牴牞牨牱号菌株及乳酸菌牫牞牬号菌株耐热性

较好牗表牨牘。保留以上菌株继续进行研究。

牪牣牫耐贮存试验

试验菌株为芽孢杆菌牨牞牬牞牴牞牨牱号，乳酸

菌牫，牬号共牰个菌株。将其菌粉分别装入聚

乙烯塑料袋内，密封。其中一半置于冰箱内

（牬℃），另一半室温下放置（房间内冬季无采

暖设施）避光保存牱个月。两种处理每月各

取一包，做活菌计数。结果表明由牨牴牴牱年牪

月到牳月的牱个月内，前牬个月，无论是存放

冰箱内还是室温保存的菌剂，其活菌数均无

明显变化。室温保存的牬株芽孢杆菌经牱、牳

两个月的高温季节后活菌率下降牨牥％左右；

乳酸菌活菌数从牰月份起开始下降，到试验

结束下降牱牭％～牳牥％左右。然而，存放冰箱

内的两类菌至试验结束，活菌数均无明显变

化。总之，以上菌株，耐贮存性较好。

牫 细菌的鉴定试验

两株乳 酸菌 分别是 牫号 短 乳 杆 菌

（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊牞犫狉犲狏犻狊）和牬号嗜粪乳杆菌

（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊牞犮狅狆狉狅狆犺犻犾狌狊），有关芽孢杆

菌的鉴定，根据 《一般细菌常用鉴定方法》，

选定表牪中项目进行鉴定。

牬 毒性试验

种类 编号
牭牥℃ 牳牥℃

牨牥犿犻狀 牨犿犻狀 牭犿犻狀 牨牥犿犻狀

芽孢杆菌 牨 牥 牥 牥 －牭

牫 牥 牥 －牴 －牪牥

牬 牥 牥 牥 －牭

牴 牥 牥 牥 －牪

牨牥 牥 牥 －牨牳 －牬牥

牨牫 牥 牥 －牨牥 －牪牱

牨牬 牥 牥 －牪牰 －牬牭

牨牭 牥 牥 －牨牱 －牫牫

牨牰 牥 牥 －牪牫 －牪牬

牨牱 牥 牥 牥 －牰

乳酸菌 牨 －牨牥 －牭 －牱牥 －牴牰

牪 －牴 －牨牥 －牳牥 －牴牳

牫 －牭 牥 －牬牥 －牳牭

牬 －牭 牥 －牭牥 －牴牥

牭 －牪牥 －牨牭 －牳牥 －牴牴
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表牪 细菌的形态特征及部分生理生化试验

两株乳酸菌为作者保存无毒菌株，不再

进行毒性试验。参照中华人民共和国安全毒

理学评价程序（试行），按照《饲料大全》的急

性毒性试验方法，对牬株芽孢杆菌分别进行

了毒性试验，将牨，牬，牴，牨牱号菌株干菌粉分别

用生理盐水稀释后，按牨牭犵牤犽犵的剂量给小

白鼠灌服，对照只灌服生理盐水，观察牨周。

结果表明，实验小白鼠的犔犇牭牥牼牨牭牥牥牥犿犵牤

犽犵，受试鼠均无毒害症状出现。应视为无

毒。

综合以上测试结果，由乳猪粪中分离出

的牪牥株菌株中有牬株菌株（两株枯草芽孢杆

菌，牨株短小芽孢杆菌，牨株蜡状芽孢杆菌），牭

株乳酸菌中有两株菌株（牨株短乳杆菌，牨株

嗜粪乳杆菌）对试验动物均无毒害作用，耐酸

性、耐热性、耐贮藏性较好，拟选作微生态制

剂菌种，其饲喂效果及制剂技术另作报道。
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项 目 牨号菌 牬号菌 牴号菌 牨牱号菌

牨牣菌体形状长度
杆状牥牣牱～牥牣牳

—牪～牫μ犿

小杆状牥牣牭～牥牣牰

—牨～牪μ犿

杆状成链牨牣牥～牨牣牪—

牫～牭μ犿

杆状牥牣牱～牥牣牳—

牪～牫μ犿

牪牣菌落特征 圆形、表面色暗、湿润 淡黄色、表面光滑 表面灰暗、边缘不整齐 圆形、表面色暗

牫牣最适生长温度 牫牪℃ 牫牥℃ 牫牥℃ 牫牪℃

牬牣是否产生芽孢 ＋ ＋ ＋ ＋

牭牣革兰氏染色 犌
＋

犌
＋

犌
＋

犌
＋

牰牣运动性 － － ＋ －

牱牣接触酶试验 ＋ ＋ ＋ ＋

牳牣厌氧琼脂中反应 － － ＋ －

牴牣淀粉水解试验 ＋ － － ＋

牨牥牣糖类发酵试验 ＋ ＋ ＋ ＋

牨牨牣硝酸盐还原试验 － － ＋ －

初步认定结果
枯草芽孢杆菌

犅牣狊狌犫狋犻犾犻狊

短小芽孢杆菌

犅牣狆狌犿犻犾狌狊

腊状芽孢杆菌

犅牣犮犲狉犲狌狊

枯草芽孢杆菌

犅牣狊狌犫狋犻犾犻狊

犅犪犮狋犲狉犻犪犛犲狆犪狉犪狋犻狅狀犪狀犱犛犲犾犲犮狋犻狅狀犪狊犕犻犮狉狅犫犻犪犾犈犮狅犾狅犵犻犮犪犾犃犵犲狀狋狊犪狀犱犐狋狊犜狅狓犻犮犻狋狔牣犣犺犪狀犵犓犲狇犻犪狀犵犲狋犪犾牣牗犃犵狉狅－犈狀

狏犻狉狅狀犿犲狀狋犪犾犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀犐狀狊狋犻狋狌狋犲牫牥牥牨牴牨牘牞犃犵狉狅犨犲狀狏犻狉狅狀犿犲狀狋犪犾犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀牞牨牴牴牴牷牨牳牗牨牘牶牫牨～牫牫

犃犫狊狋狉犪犮狋牶犜犺犲犿犲狋犺狅犱犪狀犱狉犲狊狌犾狋狅犳犅犪犮狋犲狉犻犪狊犲狆犪狉犪狋犻狅狀犳狉狅犿犳狉犲狊犺犾犻狋狋犲狉犳犪犲犮犲狊狑犲狉犲狊狋犪狋犲犱犻狀狋犺犻狊狆犪狆犲狉牣犎犲犪狋犪狀犱

犃犮犻犱－狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犪狀犱狋狅狓犻犮犻狋狔狋犲狊狋狅狀狊犲犾犲犮狋犲犱犫犪犮狋犲狉犻犪犺犪犱犫犲犲狀犮犪狉狉犻犲犱狅狌狋牣犃狀犱犳犻狀犪犾犾狔牞犉狅狌狉犫犪犮犻犾犾狌狊狊狋狉犪犻狀狊犪狀犱狋狑狅
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