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研究报告 

一株人消化道中韦荣氏球菌的分离、鉴定及其代谢特性研究 
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摘  要：【目的】分离与鉴定人肠道乳酸利用菌，研究其乳酸利用的代谢特性。【方法】利用 Hungate
滚管技术从人粪便中分离厌氧细菌，通过形态、生化和 16S rRNA 基因鉴定；通过体外发酵技术

研究乳酸代谢，并且与乳酸产生菌共培养，研究二者之间交互饲喂。【结果】验证了乳酸可作为

代谢中间产物被人肠道混合菌群利用；分离到一株乳酸利用菌，在 24 h 内消耗乳酸超过 50 mmol/L，
经鉴定为韦荣氏球菌，并将其形成乙酸和丙酸。当和肠球菌共培养时，可以有效地减缓乳酸的积

累。【结论】本株乳酸利用菌可以作为潜在的益生菌，和乳酸菌一起调节人肠道的乳酸动态平衡。 
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Isolation, identification and metabolism of a Veillonella strain in 
human gut 
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Abstract: [Objective] To isolate and identify lactate-utilizing bacteria from human gut, and investigate 
thier metabolic traits of lactate. [Methods] We used Hungate roll tube technique to isolate anaerobic 
bacteria with lactate as substrate, and then identified the strain based on morphologies, biochemical 
reaction and 16S rRNA gene. Then, in vitro fermentation system was used to assess the metabolic traits 
of lactate and its cross-feeding with lactic acid bacteria. [Results] We verified that lactate was generally 
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utilized by human microflora. We obtained a lactate-utilizing bacterium, belonging to Veillonella, that 
efficiently consumed more than 50 mmol/L lactate within 24 h, and mainly generated acetate and 
propionate. Furthermore, it ameliorated the lactate accumulation when co-cultured with lactic acid 
bacteria Enterococcus. [Conclusion] Our results suggest that this strain could be used as potential 
probiotics with lactic acid bacteria to cooperate the dynamics of lactate in the hind gut. 

Keywords: Lactate-utilizing bacteria, Veillonella, Hind gut, Cross-feeding 

人肠道内栖息着大量微生物，数量高达 1014，

微生物与宿主间、微生物与微生物间存在复杂的互

作，显著地影响人类生理功能[1]。肠道微生态不仅

是一个理论科学，与人类许多疾病紧密相关，研究

表明微生态失衡会导致腹泻、哮喘、衰老、孤独症、

肥胖等疾病[2]。 

乳酸菌是人肠道数量庞大、功能重要的一类细

菌，它们通常被视为益生菌的主要群体[3]，也是目

前市场上最常见的一类主要益生素，如双歧杆菌和

乳杆菌等。这些乳酸菌利用碳水化合物产生大量的

乳酸，成为肠道内乳酸的主要来源。然而研究发现，

只有少量的乳酸被人肠道吸收和利用，而人粪便中

乳酸含量又极少[4]，说明乳酸可作为一种代谢中间

物(Metabolic intermediate)被利用，而不是以代谢终

产物的形式排出体外。McLean 等发现，葡萄糖很

快转化为乳酸，乳酸浓度起始会升高，但是随后被

利用而略有降低，并最终达到稳定[5]。Bourriaud 等

利用同位素标记乳酸，发现乳酸可能被某些细菌利

用转化为甲酸、乙酸、丙酸、丁酸等短链脂肪酸[6]。

以上结果表明，人体内存在着许多乳酸利用菌，它

们通过交互饲喂(Cross-feeding)，即一群微生物产生

的代谢中间产物能够作为另一群微生物利用的碳

源和能源，与乳酸菌一起维护肠道内乳酸生成和利

用的动态平衡。在某些病理条件下，在腹泻病人粪

便中乳酸含量增高，浓度可达 20 mmol/g[4]，说明乳

酸菌群耐受性强，乳酸的产生受到影响较小，而乳

酸利用菌群容易紊乱，容易导致乳酸积累，乳酸积

累又进一步地加重恶化肠炎，并且可能诱发其他疾

病。因此，乳酸利用菌是一种潜在的益生菌，可作

为目前广泛使用的乳酸菌有益组合，与乳酸菌一起

组合调控和改善宿主的后肠环境，但目前未引起人

们的广泛重视，研究甚少。 

我们验证了乳酸可作为代谢中间物被人肠道

混合菌群利用，主要生产乙酸、丙酸和丁酸等短链

脂肪酸。利用 Hungate 滚管技术分离到了一株高效

利用乳酸的菌株，对其进行鉴定，该株菌与小韦荣

球菌(Veillonella parvula)亲缘关系最近。进一步研究

了它的体外利用乳酸的性质，并让其与乳酸菌混合

培养，来了解二者交互饲喂的关系。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料和仪器 
本文所用的菌株均为本实验室分离、鉴定和

保存。 

所用的主要试剂和仪器为：乳酸试剂盒和葡萄

糖试剂盒购自南京建成生物工程研究所；MRS 琼脂

培养基购自北京奥博星生物技术有限公司。PCR

仪，Thermo Fisher Scientific PX2；pH 酸度计，

Sartorius Stedim Biotech PB-10；紫外可见分光光度

仪，岛津公司 UV-1800；气相色谱仪，Thermo Fisher 

Scientific TRACE 1300；恒温培养箱，上海新苗医

疗器械制造有限公司 GNP9080BS-Ⅲ；厌氧装置系

统和冷冻离心机购自上海力申科学仪器有限公司

Neofuge 13R。 

1.2  人体混合菌体外利用乳酸检测 
取2个月内未服用抗生素及毒品的3名健康人

(2女1男)新鲜粪便，称取1 g样品，边通CO2边用10 mL 

1×磷酸盐缓冲液(g/L，磷酸二氢钾0.27，磷酸氢二

钠1.42，氯化钠8.00，氯化钾0.20，pH 7.4)稀释，之

后用3层纱布过滤掉残渣，注射器抽取1 mL滤液接

种到7 mL含葡萄糖0.25% (质量体积比)的YCFA[7] 
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(pH约为5.8−6.1)滚管中，于37 °C静置培养16 h，成

为肠道混合菌接种液。按照2.5% (体积比)比例接种

到添加1.5% (质量体积比)的乳酸YCFA的发酵瓶内

进行体外发酵，在0、2、4、6、9、12、24 h取样，

检测OD580和pH值，留样待测短链脂肪酸。 

1.3  短链脂肪酸的测定 
利用气相色谱仪检测短链脂肪酸产量[8]，方法

如下：1 mL上述发酵液加入0.2 mL 25% (质量体积

比)的偏磷酸巴豆酸混合溶液，以巴豆酸作为内标，

冰水浴30 min，12 000 r/min离心5 min，取100 μL上

清液通过0.22 μm针式滤器，2 μL滤液直接进样。色

谱条件为柱温140 °C，汽化温度180 °C，采用氢离

子火焰检测器，检测温度220 °C，氢气和压力氧气

均为0.05×105 Pa，载气为氮气，压力为0.05×105 Pa。

根据乙酸、丙酸、丁酸、戊酸、异戊酸、巴豆酸的

峰面积计算短链脂肪酸各组分浓度。 

1.4  乳酸利用菌的分离 
10−4−10−9梯度稀释1.2中获得的滤液，参照刘

威等[8]用Hungate滚管技术分离细菌，培养基为补充

乳酸0.25% (质量体积比)的LH培养基[9]，方法如下：

取6支已制备好的固体培养基融化，分别向每个培

养基中注入已稀释好的混合菌稀释液，放入已制备

好的冰槽中快速滚动，使培养基均匀附着在管壁

上。平置于37 °C恒温培养箱培养16 h，挑取单克隆

菌落。按照同样方法纯化细菌，最终获得纯菌株。

同时，我们使用MRS琼脂培养基从人粪样中分离

一株乳酸菌。 

1.5  细菌的鉴定 
1.5.1  形态和生化鉴定：革兰氏染色法；LH培养基

补充不同碳源，通过OD580检测细菌生长状况，判

断对葡萄糖、乳酸、果糖、纤维二糖、麦芽糖、甘

露醇、葡萄糖酸、乳糖、木糖等利用各种碳源的

能力。 

1.5.2  分子生物学鉴定：菌株DNA提取及PCR扩增

和测序16S rRNA基因参见文献[8]。所用引物：

5′-AAAGATGGCATCATCATTCAAC-3′ 和 5′-TACC 

GTCATTATCTTCCCCAAA-3′，PCR扩增反应条件

为：95 °C 10 min；94 °C 10 s，56 °C 15 s，72 °C 80 s，
25个循环；72 °C 10 min。将16S rRNA基因序列递

交GenBank，获取登录号。从GenBank数据库中下

载相关9株菌的16S rRNA基因序列，使用MEGA 6.0

软 件 进 行 比 对 ， 然 后 用 MEGA 软 件 中

Neighbour-Joining法绘制进化树。乳酸菌16S rRNA

基因序列经过比对，与肠球菌亲缘关系最近，其

GenBank登录号为KU664323。 

1.6  纯培养与共培养实验 
使用添加 0.5% (质量体积比)乳酸和 0.25% (质

量体积比)葡萄糖的 LH 培养基，检测乳酸利用菌纯

菌株乳酸代谢性质，以研究体外代谢乳酸性质。选

择乳酸菌和乳酸利用菌进行共培养试验，研究二者

共培养状况。按照上述方法取样，检测 OD580 和 pH
值，留样检测乳酸、葡萄糖和挥发性脂肪酸。 

1.7  乳酸和葡萄糖测定 
按照乳酸试剂盒提供的方法检测乳酸浓度，其

方法参照下述：首先，需要测定的样品经过适当稀

释，分别取 20 μL 样品稀释液、乳酸标准样与空白

对照样添加到反应小管内，37 °C 水浴 10 min，随

后加入终止液终止反应，测量 OD530 值，然后根据

公式计算出乳酸浓度。 
按照葡萄糖试剂盒提供的方法检测葡萄糖浓

度，其方法参照下述：首先，样品经过适当稀释，

取 10 μL 样品稀释液与葡萄糖标准样到反应液小管

内，37 °C 水浴 15 min，测量 OD505 值，然后根据

公式计算出葡萄糖浓度。 

1.8  统计方法 
实验重复3次，以每组数据的平均值进行数据

统计，采用单因素方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  肠道混合菌利用乳酸 
利用体外发酵实验，检测乳酸是否会作为代谢

中间物被肠道菌进一步利用。结果显现，3 个个体

P1、P2 和 P3 的肠道混合菌在补充乳酸作为唯一碳



1256 微生物学通报 Microbiol. China 2016, Vol.43, No.6 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

源的 YCFA 培养基上体外培养，其生长曲线均呈 S
型增长，其中 4 h 到 8 h 处于对数生长期，12 h 之

后开始处于稳定阶段，说明了乳酸可以作为能源和

底物支持肠道细菌的生长(图 1A)。乳酸浓度结果显

示，乳酸随着培养时间而浓度降低(图 1B)，从起始

75 mmol/L 下降到 24 h 时 5.5 mmol/L，说明肠道菌

生长消耗了乳酸。气象色谱分析短链脂肪酸的结果

显示，3 个个体的发酵液中主要物质是乙酸、丙酸

和丁酸(表 1)，但是其三者比例在不同个体之间存在

着差异(P<0.05)。综述所得，乳酸可作为一种中间

代谢物，能够被肠道混合菌作为能源和碳源而进一

步地利用，并转化其为短链脂肪酸。 

2.2  乳酸利用细菌的分离与鉴定 
上述结果表明，人体肠道内存在着乳酸利用

菌，与乳酸菌一起调控乳酸的动态平衡，但是目前

人们对这些乳酸利用菌的种类和功能的认识甚少，

为此我们尝试利用补充乳酸的 LH 培养基分离这类

细菌。我们共计挑菌 21 株，依照乳酸检测试剂盒

方法，检测每株菌 24 h 内乳酸消耗情况。经检测，

大部分细菌不利用乳酸，或者利用乳酸能力微弱，

通常小于 10 mmol/L，但是有一株细菌可以高效利

用乳酸，消耗乳酸高达 50 mmol/L，将这株细菌命

名为 FY8。 

2.3  细菌鉴定 

2.3.1  形态与生化鉴定：菌株 FY8 为革兰氏阴性球

菌，专性厌氧菌；生化鉴定结果，能有效地利用葡

萄糖、乳酸、果糖、纤维二糖、麦芽糖、甘露醇等

碳源，几乎不利用葡萄糖酸、乳糖、木糖等。形态

和生化特征与韦荣球菌属(Veillonella)特征一致。 

2.3.2  分子生物学鉴定：菌株 FY8 的 16S rRNA 基

因有效长度为 840 bp，在 GenBank 中登录号为

KU057378。16S rRNA 基因比对结果表明，菌株 FY8
属于小韦荣球菌属，与亲缘关系较近的 9 株细菌的

系统进化树见图 2。菌株 FY8 与从瘤胃中分离到可

培养的菌株 Veillonella parvula ML1 关系最紧密，位

于同一分支中，一致性高达 99.8% (817/819)，同时

与已测出全基因组菌株 Veillonella parvula strain 

DSM2008 较近，一致性为 99.5% (815/819)，与

Veillonella atypica 和 Veillonella dispar 关系也比较

近，说明菌株 FY8 属于韦荣球菌属。与目前已知的

主要乳酸利用菌巨球型菌 Megasphaera，月形单胞

菌 Selenomonas，丙酸杆菌 Proionibacterium 和厌氧

弧菌 Anaerovibrio 具有比较远的亲缘关系，与乳酸

菌 Enterococcus 亲缘关系也很远。 
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图 1  人肠道混合菌代谢乳酸情况 
Figure 1  The utilization of lactate by human intestinal microflora 

注：A：混合菌生长曲线图；B：乳酸浓度对发酵时间的曲线图. 
Note: A: The curve of growth to fermentation time; B: The concentrate curve of lactate to fermentation time. 
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表 1  短链脂肪酸产量的分析 
Table 1  The analysis of production of short chain fatty 

acids 

个体/菌株 
Individuals/Strain 

乙酸 
Acetate 

(mmol/L)

丙酸 
Propionate 
(mmol/L) 

丁酸 
Butyrate 
(mmol/L) 

P1 28.95 29.00 8.33 

P2 32.71 19.38 16.90 

P3 22.15 9.82 10.50 

FY8 29.09 53.83 0.49 

 
2.4  菌株 FY8 利用乳酸性质 

菌株 FY8 在只含乳酸的 LH 培养基上迅速生长

(图 3A)，说明乳酸支持菌株 FY8 的生长。进一步测

定乳酸利用情况，结果显示乳酸浓度随着培养时间

延长而降低，几乎在 12 h 内耗尽所添加的乳酸，说

明菌株 FY8 的生长消耗了乳酸(图 3B)。有趣地，pH

值随着发酵进行而降低(图 3C)，气相色谱分析主要

产物为乙酸和丙酸等(表 1)。为了研究菌株 FY8 是

否对乳酸利用具有偏好性，比较了它对葡萄糖和乳

酸的利用情况，结果显示(图 3D)，葡萄糖和乳酸随

着发酵进行而浓度均降低，但是乳酸的利用速率比

葡萄糖快，并且最终剩余的葡萄糖浓度高于乳酸浓

度，说明菌株 FY8 对乳酸利用具有偏爱性。 

2.5  菌株 FY8 对 pH 的耐受性 
在正常情况下，大部分人后肠维持一种微酸的

环境，pH 通常介于 5.0−7.0 之间，因此我们检验该

菌株能否耐受生理 pH。以乳酸为主要碳源，体外

模拟后肠不同 pH 环境，分别设定 5.0、6.0、6.5 和

7.5 4 个梯度，以研究菌株 FY8 的生长特性。结果

如图 4 所示，菌株 FY8 在设定的梯度下均能很好地

生长，说明菌株 FY8 适应肠道生理 pH，为这株菌

作为益生菌的开发提供了潜在的可能性。 

2.6  菌株 FY8 与乳酸菌共培养 
产乳酸菌是能利用可发酵碳水化合物产生大

量乳酸一类细菌的通称，以双歧杆菌、屎肠球菌等

为代表。以本实验室分离到的一株屎肠球菌 E7 

(Enterococcus faecium，其登录号为 KU664323)作为

乳酸菌的代表，以研究乳酸菌与乳酸利用菌之间交

叉饲喂。在添加 0.8% (质量体积比)葡萄糖的 LH 培

养基上分别接种菌株 FY8、菌株 E7 及二者组合，

按照每瓶细菌最终接种密度相同的要求接种

(1.5×106 CFU/mL)。0 h 和 3 h 时，无论纯培养还是

混合培养 OD 值相当，但是混合菌 OD 值在 6 h 时

为 1.35，E7和FY8纯培养OD值分别为 0.81和 0.65，

混合培养组 OD 值明显高于纯培养(P<0.01)，9 h 之 
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图 2  乳酸利用菌 FY8 的系统进化树 
Figure 2  Phylogenetic tree of lactate-utilizing strain FY8 

注：标尺：表示序列差异的分支长度；发育树节点的数值表示 Brootstrap 值；括号内为 GenBank 数据库的登录号. 
Note: Bar: Nucleotide divergence; Number at notes present bootstrap percentages; Those in parentheses are GenBank accession No. 
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图 3  菌株 FY8 利用乳酸的代谢特性 
Figure 3  The metabolic traits of strain FY8 to consume lactate. 

注：A：生长 OD 值对时间曲线图；B：乳酸浓度对时间曲线图；C：pH 对时间曲线图；D：葡萄糖浓度对时间曲线图. 
Note: A: The curve of growth OD value to time; B: The curve of lactate concentration to time; C: The curve of pH value to time; D: The 
curve of glucose concentration to time. 
 
后纯培养的 OD 才与混合培养 OD 值相当，均达到

1.6 左右，说明混合菌生长速度比两株菌纯培养的

快(图 5A)，体现出互相促进生长作用。菌株 E7
纯培养，乳酸浓度随着发酵进行而升高，从起始

6.4 mmol/L 逐步升高，24 h 时产生高达 77.1 mmol/L
乳酸(图 5B)，与此同时 pH 不断地降低(图 5C)，从

起始的 6.7 下降到 24 h 时 4.8，说明 E7 是一株乳酸

菌的代表菌株[10]。然而，菌株 FY8 与 E7 共培养，

乳酸浓度呈现先升高后降低趋势(图 5B)，最终把乳

酸降低到本底水平。6 h 之前，混合培养乳酸浓度

升高，6 h 时达到顶峰 43 mmol/L，比菌株 E7 纯培

养高(P<0.01)。6 h 之后，乳酸浓度开始下降，特别 
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图 4  在不同 pH 条件下菌株 FY8 生长曲线图 
Figure 4  The curve of growth FY8 in different pH 
conditions 
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图 5  菌株 FY8 和 E7 共培养分析 
Figure 5  The analysis of the cocultivation of strain FY8 and E7 

注：A：菌株纯培养与共培养的细菌生长 OD 值对时间曲线图；B：共培养及菌株 E7 纯培养乳酸浓度对时间曲线图；C：共培养及

菌株纯培养 pH 对时间曲线图；D：共培养及菌株纯培养葡萄糖浓度对时间曲线图. 
Note: A: The curves of growth OD value to time in pure culture and coculture; B: The curves of lactate concentration to time in strain E7 
pure culture and coculture; C: The curves of pH value to time in pure culture and coculture; D: The curves of glucose concentration to time 
in pure culture and coculture. 
 
12 h 之后乳酸浓度 9.6 mmol/L，和本底水平乳酸相

当，比菌株 E7 纯培养低(P<0.01)，说明菌株 FY8

利用乳酸能力很强。前期混合菌液乳酸浓度较高，

可能是因为菌株 FY8 促进了菌株 E7 快速生长，乳

酸产生速率超过利用速率。随着乳酸浓度达到一定

阈值，又进一步地促进了菌株 FY8 的快速生长，6 h

之后乳酸利用速率超过产生速率，乳酸逐步被消

耗，12 h 之后几乎被耗尽。与此同时，3 组均能降

低 pH 值和消耗葡萄糖，无特别显著差异(图 5C 和

D)。因此，这些结果说明了菌株 FY8 与菌株 E7 体

现出很好的交叉饲喂关系，促进了二者的生长，有 

效地减少了乳酸菌代谢出乳酸积累。 

3  讨论 
菌株 FY8 分离于人粪便中，16S rRNA 基因序

列与 V. palur 的同源性最高；纯培养时有效地消耗

乳酸，并生成乙酸和丙酸等短链脂肪酸；当它和肠

球菌共培养时，高效地利用肠球菌产生的乳酸，显

著地减缓乳酸在培养基内积累。V. palur 是一种正

常细菌，在动物和人的自然腔道中大量存在，如口

腔、咽部、消化道等[11-12]。目前已有报道，V. palur
对口腔健康有重要的调控作用，主要是因为其有效

消耗乳酸，防止乳酸在口腔内积累，对龋齿的预防 
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有重要功能等[13-14]，但是对于这种分布在人肠道内

乳酸利用菌及代谢特征鲜有报道。本研究发现菌株

FY8 的代谢特征与口腔中 V. palur 相似，推测它在

肠道内有效利用乳酸，防止乳酸在肠道内的累积，

维持肠道内乳酸动态平衡。 

乳酸利用菌种类比较繁多，目前已经发现主要

有 Megasphaera 、 Veillonella 、 Selenomonas 、

Proionibacterium 和 Anaerovibrio，并且在高等哺乳

动物肠道内均发现了乳酸利用菌，如牛、猪和马等

家畜动物，说明了乳酸利用菌物种多样性和功能保

守性，应该是肠道菌一类核心细菌[1,15]。作者前期

工作也分离到一株乳酸利用菌菌株 LB01[8]，而且这

株菌代谢乳酸过程能减缓 pH 值的降低，产生大量

的丁酸。与 LB01 相比，菌株 FY8 利用乳酸的能力

更强，特别当与乳酸菌混合培养时，高效地消耗乳

酸菌产生的乳酸，把乳酸浓度降低到 15 mmol/L 之

下，非常有效地防止乳酸的积累，但菌株 FY8 利用

乳酸会进一步降低发酵液 pH，不能产生丁酸。菌

株 FY8 利用乳酸时 pH 降低，可能归因于这株菌能

产生了大量的甲酸，我们可以找到间接的证据支持

这一个观点。McLean 等利用核磁共振方法发现，

乳酸不仅转化为乙酸，而且更多地转化为甲酸。由

于甲酸酸性比乳酸强，所以发酵后的 pH 值会降低[5]。

我们的结果也显示，菌株 FY8 随着发酵时间延长，

pH 会降低，间接说明菌株 FY8 也可能利用乳酸产

生大量的甲酸。有趣地，我们发现混合培养 24 h 发

酵产物中乙酸、丙酸和丁酸的含量很低，几乎检测

不出来(数据未显示)，但是 pH 显著地下降，同时产

生大量的气体，我们推测可能产生了甲酸。微酸的

后肠环境对动物健康是有利的，大部分高等哺乳类

动物后肠在 pH 5.0−7.0 时可有效吸收钠离子，分泌

钾离子等维持了肠道正常的吸收和分泌功能。总

之，上面说明了肠道内乳酸利用菌具有多样性，也

说明其代谢产物具有多样性，共同调控着肠道乳酸

和短链脂肪酸的平衡，增进人体健康。 

肠道微生物群由至少 500 种微生物构成，通过

宿主-微生物和微生物-微生物间的关系网，显著地

影响人类生理功能。不同的微生物居于不同的生态

位，某些菌群间存在着复杂的交叉饲喂[16]，保持了

系统物种的稳定性和多样性。乳酸菌利用葡萄糖等

生成乳酸，为乳酸利用菌提供了能源物质，会促进

乳酸利用菌的生长，如本文混合培养 9 h 之后，菌

株 FY8 大量生长代谢消耗乳酸；同时乳酸利用菌消

耗了乳酸，减少了乳酸对乳酸菌的抑制作用，也可

以促进乳酸菌的生长，最终结果是促进二者共同的

生长[17]。同时有研究表明，某些细菌生成以乙酸和

丙酸为主等短链脂肪酸，能降低体系 pH，也会为

乳酸菌提供了更适宜的微酸环境[18]，体现出其与乳

酸菌的共栖互生关系。 

上述结果表明菌株 FY8 是一株可与乳酸菌共

同发挥作用的潜在益生菌。菌株 FY8 有效地利用乳

酸，可以与乳酸菌共同添加，以调控和改善宿主的

后肠环境，表明了菌株 FY8 是一株具有开发潜力的

益生菌。然而，肠道内环境极其复杂，菌株 FY8 能

否有效地在体内调节后肠道功能尚需要动物模型

及临床试验来进一步地验证，这也是我们要深入要

做的工作。 
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