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研究报告

四株儿茶酚类铁载体高产菌株产消化酶活性及其 

益生特性 

武怡荷 1,2  胡会玲 2  陈书明*1  张希春*2 
1 山西农业大学动物科技学院  山西 太谷  030801 

2 山西中医药大学中药与食品工程学院  山西 晋中  030619 

摘  要：【背景】儿茶酚类铁载体对胃肠道菌群的生长代谢具有重要作用，研究儿茶酚类铁载体高产

菌株的消化酶活性，挖掘其潜在益生特性具有重要意义。【目的】分析 4 株分离自健康成人粪样的儿

茶酚类铁载体高产菌的产酶特性，通过分析菌株耐酸耐胆盐能力、粘附定殖能力、抗生素耐受性和急

性毒性研究其益生特性。【方法】测定 4 株菌的蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶、纤维素酶、植酸酶、乳糖

酶和 β-葡萄糖苷酶的酶活性。4 株菌经人工模拟胃、肠液连续培养后分别计算其活菌数；分析 4 株菌

的自凝集率、黏蛋白粘附率和表面疏水率；对小鼠连续 7 d 灌胃不同剂量的 4 株高产菌，观察并记录

小鼠的一般体征，计算小鼠脏器指数，进行阳性细菌移位试验。【结果】在试验所测的 7 种消化酶中，

E. coli Gut 07、E. coli Gut 12 无蛋白酶和脂肪酶活性，B. cereus Gut 16 无乳糖酶活性，E. coli Gut 20

无蛋白酶活性，其余均具有。4 株菌经人工模拟胃液培养 6 h 后存活率均大于 60%，转移到人工模拟

肠液培养 24 h 后活菌数均大于初始菌落数；该 4 株菌具备在胃肠道中粘附定殖的能力，对大多数抗生

素敏感，在浓度低于 4.5×1011 CFU/mL、灌胃剂量为 20 mL/kg-bw 时对小鼠无急性毒性，无阳性菌株

移位现象。【结论】4 株儿茶酚类铁载体高产菌株可作为潜在益生菌进行进一步的安全性和功能性研究。 

关键词：儿茶酚类铁载体，胃肠道，消化酶，益生特性，安全性 

Digestive enzymes and probiotic properties of four bacteria with 
high yield catechol siderophore 
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Abstract: [Background] Catechol siderophore play an important role in the growth and metabolism of 
gastrointestinal flora. [Objective] To study various digestive enzymes of four bacteria producing catechol 
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siderophores isolated from healthy adult feces, and to study their probiotic potential. [Methods] Activities of 
protease, amylase, lipase, cellulase, phytase, lactase and β-glucosidase were analyzed; The number of live 
bacteria were counted after culturing four strains in simulated gastric and intestinal juice; and then 
self-agglutination rate, adhesion rate and surface hydrophobicity of four strains were detected; At lost, for 
intake safety evaluation different dose of four strains were administrated to mice for 7 days, to observe and 
record the general signs of mice, to calculate the organ index of mice, and conduct bacterial translocation. 
[Results] E. coli Gut 07 and E. coli Gut 12 didn’t show protease and lipase activity, B. cereus Gut 16 showed 
no lactase activity, and E. coli Gut 20 was without protease activity. All the enzymes in this study were 
detectable in the four selected strains. Regard with the probiotic property, the survival rate of the four strains 
after 6 hours of simulated gastric juice culture was more than 60%, and the number of live bacteria after   
24 hours of simulated intestinal juice culture was greater than the initial colony number. Analysis of 
self-agglutination rate, adhesion rate and surface hydrophobicity showed that the four strains can adhesion 
and colonization on the gastrointestinal tract (GIT). For safety evaluation, strains were not tolerant to most of 
the antibiotics. Intragastric administration (4.5×1011 CFU/mL, 20 mL/kg-bw) didn’t show acute toxicity to 
mice and no translocation of positive strains. [Conclusion] These four bacteria have the potential as 
probiotics and need further studying on detail function to human diet and safety assessment after that of acute 
toxicity. 

Keywords: Catechol siderophore, Gastrointestinal tract, Digestive enzyme, Probiotic properties, Safety 
 

儿茶酚类铁载体是由微生物分泌的一类低分

子 量 高 效 铁 螯 合 剂 ， 其 产 生 菌 在 胃 肠 道 低 铁

(10−18−10−24 mol/L)环境中分布广泛[1]。儿茶酚类铁

载体能够竞争性抑制机体胃肠道中含有类似铁元

素吸收系统的致病菌，而且能为胃肠道中无法自身

合成铁载体的益生菌提供铁元素而促进其生长，对

胃肠道微生物的铁营养平衡及其生长代谢具有重

要作用[2]。 

胃肠道微生物是一个复杂且动态变化的群落，

具有许多人体自身所不具备的代谢功能，能调控胃

肠道微生物菌群平衡，对人体的营养与健康产生直

接或间接的影响，且能在胃肠道中定殖并发挥相应

的功能活性，是挖掘潜在益生菌的理想来源[3-5]。 

实验室前期从一健康成人粪样中分离纯化、筛

选鉴定得到 8 株人胃肠道源产儿茶酚类铁载体易培

养微生物[6]，本研究通过对其中 4 株儿茶酚类铁载

体高产菌株的产酶活性及益生特性进行研究，以期

为儿茶酚类铁载体及其高产菌株在食品、医药和工

农业生产等领域的应用提供理论依据，对儿茶酚类

铁载体及其产生菌的应用和胃肠道营养与健康的

研究具有促进意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

儿茶酚类铁载体高产菌株 E. coli Gut 07、    

E. coli Gut 12、B. cereus Gut 16、E. coli Gut 20 (利

用 Rioux 法定量测定儿茶酚类铁载体产量依次

为 ： 66.48±0.10 、 58.89±0.48 、 94.75±0.40 、

49.45±0.10 μmol/L；GenBank 中的 16S rRNA 基因

序 列 登 录 号 依 次 为 KU156684 、 KU156685 、

KU156688 和 KU156689)，均由实验室从健康成人

粪样中分离纯化得到[6]。 

Ⅱ型胃粘蛋白，南京奥多福尼生物科技有限公

司。分光光度计，尤尼柯仪器有限公司；恒温培养

箱、全温振荡摇床，上海精宏仪器有限公司；酶标

仪，BioTek 公司。 

MRS 液体培养基参考文献[7]，人工胃液(含胃蛋

白酶 0.3%，pH 2.0)、肠液(含胆盐 0.3%，胰酶 0.1%，

pH 7.5)参考文献[8]，蛋白酶、脂肪酶、淀粉酶、纤

维素酶、植酸酶、乳糖酶、β-葡萄糖苷酶发酵培养基

参考文献[9-14]。营养肉汤培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，

牛肉粉 3.0，NaCl 5.0，pH 7.0。 
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1.2  4 株高产菌株的产消化酶活性分析 

1.2.1  粗酶液制备 

将 4 株儿茶酚类铁载体高产菌株分别接种于

MRS 液体培养基，37 °C、150 r/min 振荡培养 18 h，

取 2 mL 菌液分别接种于 100 mL 的蛋白酶、淀粉

酶、脂肪酶、纤维素酶、植酸酶、乳糖酶、β-葡萄

糖苷酶发酵培养基中，37 °C、150 r/min 振荡培养  

3 d，取 2 mL 发酵液于干净离心管中，12 000 r/min

离心 15 min，取其上清液即为相应的粗酶液。 

1.2.2  消化酶活性测定 

(1) 蛋白酶活性测定   

采用福林酚法测定 4 株菌的蛋白酶活性[15]。蛋

白酶比活力定义为：37 °C 条件下，1 mL 蛋白酶粗

酶液水解酪蛋白每分钟产生 1 μg 酪氨酸所需的酶

量，即为 1 个蛋白酶活力单位(U/mL)。 

(2) 淀粉酶活性测定   

采用 3,5-二硝基水杨酸显色法测定 4 株菌的淀

粉酶活性。淀粉酶比活力定义为：40 °C 条件下，  

1 mL 淀粉酶粗酶液水解可溶性淀粉每分钟释放   

1 mg 还原糖的酶量，即为 1 个酶活力单位(U/mL)。 

(3) 脂肪酶活性测定   

根据改良对硝基苯酚棕榈酸酯(p-NPP)法测

定 4 株菌的脂肪酶活性[16]。脂肪酶活力单位定义

为：40 °C 条件下，1 mL 脂肪酶粗酶液每分钟还原    

1 μmol 对硝基苯酚所需要的酶液，即为 1 个酶活力

单位(U/mL)。 

(4) 纤维素酶活性测定   

纤维素酶有 3 种组分，其酶活难以直接测定，

本研究采用羧甲基纤维素钠(CMC-Na)法测定纤维

素酶中的内切葡聚糖酶活性。纤维素酶活力单位

定义为：40 °C 条件下，1 mL 纤维素酶粗酶液每分

钟降解释放 1 mg 还原糖所需的酶量，即为 1 个酶

活力单位(U/mL)。 

(5) 植酸酶活性测定   

根据钒-钼酸铵法测定 4 株菌的植酸酶活性[17]。

植酸酶活性单位定义为：37 °C、pH 5.5 的条件下，

1 mL 植酸钠底物溶液中每分钟释放 1 μmol 无机磷

所用酶量，即为 1 个植酸酶活力单位(U/mL)。 

(6) 乳糖酶活性测定   

利用邻硝基苯酚-β-D-半乳糖苷(ONPG)法测定

4 株菌的乳糖酶活性[18]。乳糖酶比活力定义为：

37 °C 条件下，1 mL 粗酶液每分钟水解 1 μmol 邻硝

基苯酚的酶量，即为 1 个酶活力单位(U/mL)。 

(7) β-葡萄糖苷酶活性测定   

根据对硝基苯酚-β-D 葡萄糖苷法测定 4 株菌的

β-葡萄糖苷酶活性[19]。β-葡萄糖苷酶比活力定义

为：45 °C 条件下，1 mL β-葡萄糖苷酶粗酶液每分

钟催化生成 1 μmol 对硝基苯酚所需的酶量，即为  

1 个 β-葡萄糖苷酶活力单位(U/mL)。 

1.2.3  酶活计算 

酶比活力(U/mL)=X×N/(V×t)。其中，X 为根据

标准曲线计算得到酶解产物含量；N 为粗酶液稀释

倍数；V 为粗酶液的体积；t 为酶解反应时间。 

1.3  菌株的耐酸耐胆盐能力分析 

参照王芬等[20]的方法，利用人工模拟胃、肠

液连续培养法研究 4 株菌的耐酸耐胆盐能力。将  

4 株儿茶酚类铁载体高产菌株分别接种到 10 mL 液

体 MRS 培养基中，37 °C、180 r/min 振荡培养   

15 h，用 MRS 平板涂布法测定活菌数(下同)，记为

N0。取 1 mL 菌液接种到 9 mL 模拟胃液培养基中，

于 37 °C、180 r/min 振荡培养，根据平板计数法分

别计算胃部培养 3、6 h 的活菌数，记为 Nt。取胃

部培养 6 h 的菌液 1 mL 接种到 9 mL 模拟小肠液培

养基中，于 37 °C、180 r/min 振荡培养，分别在培

养 3、6、18、24 h 时，根据平板计数法计算小肠

部不同培养时间的活菌数，记为 Nt。 

菌株存活率(%)=Nt/N0×100。其中，N0 为初始活

菌数；Nt 为不同培养基不同培养时间的活菌数。 

1.4  菌株粘附能力的分析 

1.4.1  自凝集能力 

参照 Grigoryan 等[21]的方法测定 4 株菌的自凝

集率。取 5 mL 于 37 °C、180 r/min 振荡培养过夜的

菌液，5 000 r/min 离心 10 min 收集菌体沉淀，用无

菌 PBS 缓冲液(pH 7.4)洗涤菌体沉淀 2 次，调节菌
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悬液使其在 600 nm 处的吸光值为 0.8−1.0，记为

A0。取 10 mL 菌悬液于 15 mL 试管中，室温下分别

静置 1、4、20 h，测定上层溶液在 600 nm 处的吸

光值，记为 At。菌株自凝集率计算公式： 

菌株自凝集率(%)=(A0−At)/A0×100 

其中，A0 为 t=0 时测得的吸光值；At 为 t=1、4、  

20 h 时测得的吸光值。 

1.4.2  黏蛋白粘附能力 

参照文献[22-23]的试验方法研究 4 株菌的粘附

能力。Jonsson 等[22]研究发现通过在细菌生长培养

基中加入粘蛋白来部分模拟肠道环境，粘液蛋白

的存在增加了细菌与粘液的结合活性。因此，试

验时可将活化后的 4 株儿茶酚类铁载体高产菌株

在添加有 0.1%Ⅱ型胃粘蛋白的营养肉汤培养基

中 37 °C 培养 24 h，以增强结合活性，用于后续粘

附试验。向 96 孔板中添加 150 μL 的粘蛋白溶液  

(100 μg/L 的粘蛋白溶于 50 mmol/L Na2CO3，pH 

9.7)，4 °C 孵化 16 h，加入 PBST (1%吐温-20，pH 

7.4)缓冲液静置 1 h，用 PBST (0.05%吐温-20；pH 

7.4) 缓 冲 液 冲 洗 2 次 ， 调 节 菌 悬 液 至 A595 为

0.5±0.02，记为 A0。向处理过的孔中添加 100 μL 菌

悬液，并在室温下孵育 1 h。取灭菌后的 PBST 洗

涤微孔 3–5 次以除去未粘附的细菌，晾干后，用酶

标仪测定 A595 值，记为 A1。每组设置 3 个重复。 

粘附率(%)=A1/A0×100。其中，A0 为粘附前测得

的吸光值；A1 为粘附后测得的吸光值。 

1.4.3  表面疏水性 

采用碳羟化合物法(MATH)测定 4 株高产菌株

的表面疏水性[24]。取 37 °C、180 r/min 下振荡培养

24 h 的菌液 5 mL，5 000 r/min 离心 10 min 后弃上

清，用 PBS 缓冲液洗涤菌体沉淀 2 次，以 PBS 缓

冲液为空白对照，调节菌悬液至 A580 为 0.8±0.1，

记为 A0。取 1 mL 二甲苯、乙酸乙酯、三氯甲烷溶

液，分别与 3 mL 菌悬液混合，涡旋 2 min，室温静

置 30 min 分层。取水相测定 580 nm 处吸光值，记

录为 A，以 PBS 缓冲液为空白对照。 

细菌表面疏水率 (CSH%)=(A0−A)/A0×100。其

中，A0 为有机试剂与菌液混合前的菌液吸光值；A

为有机试剂与菌液混合后的水相吸光值。 

1.5  4 株菌株的安全性分析 

1.5.1  抗生素耐受性 

使用抗生素纸片试剂盒研究 4 株菌的抗生素

耐受性。所用抗生素：青霉素(10 IU)，苯唑西林

(1 μg)，氨苄西林(10 μg)，羧苄青霉素(100 μg)，

氯 噻 酮 (100 μg) ， 头 孢 氨 苄 (30 μg)， 头 孢 唑 啉   

(30 μg)，头孢拉定(30 μg)，头孢呋辛(30 μg)，头孢

他 啶 (30 μg) ， 头 孢 三 嗪 (30 μg) ， 头 孢 哌 酮      

(30 μg)，阿米卡星(30 μg)，庆大霉素(120 μg)，卡

那霉素(30 μg)，新霉素(30 μg)，四环素(30 μg)，多

西环素(30 μg)，米诺环素(30 μg)，红霉素(15 μg)。

取 30 μL 菌液均匀涂布在 MRS 固体培养基上，将

抗生素纸片贴在培养基表面，每种抗生素 3 个平

行，空白培养基抗生素纸片作为阴性对照，37 °C

静置培养 24 h，测量抑菌圈直径。 

1.5.2  急性毒性试验 

按照 GB15193.3-2003 寇氏(Korbor)法研究 4 株

菌对小鼠经口的急性毒性[25]。将 52 只 SPF 级 ICR

小鼠(雌:雄=1:1，体重 20−25 g)随机分为 13 组，试

验 组 分 别 用 4 株 菌 的 4.5×1011 、 4.5×109 、   

4.5×107 CFU/mL 3 个剂量组进行灌胃，灌胃剂量

为 20 mL/kg，对照组小鼠灌胃等量的生理盐水，

每天相同时间连续灌胃 1 周，观察并记录小鼠每

天的生长情况、采食量、体重及精神状态。 

阳性细菌移位试验。最后一次灌胃结束后对

小鼠禁食 18 h，将小鼠麻醉称重后在超净工作台中

对小鼠心脏穿刺取血 100 μL，与生理盐水等量混

合为血液样品；解剖小鼠，吸取 5 μL 小鼠组织液

用无菌生理盐水稀释 40 倍为组织液样品；摘取小

鼠肠系膜上的淋巴结，置于 200 μL 无菌生理盐水

中充分混匀为淋巴结样品。将小鼠的血液、组织

液和淋巴结样品涂布于 MRS 固体培养基表面，

37 °C 培养 24 h，观察培养基表面有无儿茶酚类铁

载体高产菌株菌落生成，若无菌落生长说明未发

生阳性细菌移位，反之说明发生移位。 
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取出小鼠的心、肝、脾、肾，将表面处理干

净后称重，计算脏器指数。 

脏器指数=脏器重量/小鼠体重。 

1.6  数据处理与分析 

用 SPSS 19.0 软件进行 ANOVA 单因素方差统

计分析，并用 Duncan 检验法做差异显著性分析，

数据分析结果以平均值±标准偏差( ± SDX )表示，

P<0.05 表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  消化酶活性 

4 株菌均能分泌到胞外不同种类的测试消化

酶，这也说明胃肠道微生物产消化酶活性的互补

性和组学特征。结果如表 1 所示，B. cereus Gut 16

除了能分泌 4 株菌均产生的淀粉酶、纤维素酶、植

酸酶和 β-葡萄糖苷酶外，还能分泌蛋白酶和脂肪

酶，且淀粉酶和纤维素酶酶活显著高于其他菌株

(P<0.05)；E. coli Gut 20 则能分泌脂肪酶和乳糖

酶，且脂肪酶活性显著高于另一株具有脂肪酶活

性的 B. cereus Gut 16 (P<0.05)，乳糖酶活性显著高

于另两株具乳糖酶活性的 E. coli Gut 07 和 E. coli 

Gut 12 (P<0.05)；E. coli Gut 07 和 E. coli Gut 12 分

泌相同种类的消化酶，但不同的消化酶酶活性有

显著差异(P<0.05)。 

2.2  益生特性 

2.2.1  耐酸耐胆盐能力 

4 株儿茶酚类铁载体高产菌株在人工模拟胃液

和人工模拟肠液中生长良好，结果见图 1。在 pH 2.0

的人工模拟胃液中，4 株菌的活菌数量显著降低

(P<0.05)，连续培养 6 h 后其存活率均在 60%以上，

E. coli Gut 12 的存活率最高(80.00%±1.12%)；4 株

菌在人工模拟肠液初期生长平缓，连续培养 24 h

后，4 株菌的活菌数量均超过初始菌量，其中 E. coli 

Gut 12 的存活率最高(114.70%±2.59%)。本研究不仅

证明该 4 株菌具有较强的耐酸耐胆盐能力，而且对

胃蛋白酶、胰酶具有较强的耐受性。 

 

表 1  4 株高产菌株的消化酶活性 
Table 1  The enzyme activities of 4 high-yeild strains of catechol siderophore (U/mL) 
菌株 

Strains 

蛋白酶 

Protease 

淀粉酶 

Amylase 

脂肪酶 

Lipase 

纤维素酶 

Cellulase 

植酸酶 

Phytase 

乳糖酶 

Lactase 

β-葡萄糖苷酶 

β-Glucosidase 
E. coli Gut 07 − 1.19±0.06b − 0.95±0.06c 5.64±0.28a 0.50±0.03b 1.20±0.02c 
E. coli Gut 12 − 0.87±0.15c − 1.14±0.03b 3.61±0.12b 0.55±0.03b 1.05±0.07d 
B. cereus Gut 16 6.46±0.59 2.30±0.25a 2.54±0.10b 1.51±0.10a 1.22±0.54c − 1.34±0.02b 
E. coli Gut 20 − 0.66±0.06c 2.85±0.05a 1.06±0.09bc 5.20±0.26a 0.87±0.03a 1.48±0.08a 

注：−：无消化酶活性；同一列内含不同字母的数据有显著性差异(P<0.05). 

Note: −: No digestive enzyme activity; There were significant differences in data with different superscripts in the same column (P<0.05). 

 

 
 

图 1  4 株高产菌株在人工模拟胃液(A，pH 2.0)和肠液(B，pH 7.5，胆盐浓度 0.3%)中的存活率 
Figure 1  Survival rate of four strains with high-yeild catechol siderophore in artificial gastric juice (A, pH 2.0) and 
intestinal juice (B, Bile salinity 0.3%) 
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2.2.2  自凝集率、黏蛋白粘附率和表面疏水率 

自凝集作用可使潜在益生菌在胃肠道环境中

相互凝集，提高自身数量，同时可在胃肠道粘膜

表面形成一层保护屏障，抑制致病微生物的定殖，

对益生菌益生功能的发挥具有重要作用[26]。4 株菌

E. coli Gut 07、E. coli Gut 12、B. cereus Gut 16、E. 

coli Gut 20 的自凝集率如图 2 所示，随着时间的延

长，4 株菌的自凝集率均有提升，20 h 时 B. cereus 

Gut 16 自凝集率最大(92.93%±1.14%)。 

4 株菌 E. coli Gut 07、E. coli Gut 12、B. cereus 

Gut 16、E. coli Gut 20 的黏蛋白粘附率分别为

34.61%±0.90%、26.20%±1.12%、56.67%±1.81%、

34.15%±1.20%，B. cereus Gut 16 的黏蛋白粘附率

最高，显著高于其他 3 株菌(P<0.05)。 

MATH 法是以微生物对碳水化合物的粘附能

力作为菌株表面疏水能力的衡量指标。4 株菌对二

甲苯、三氯甲烷、乙酸乙酯 3 种有机溶剂的表面疏

水率如表 2 所示。二甲苯为非极性溶剂，由表 2 可

知 B. cereus Gut 16 对二甲苯的表面疏水能力最大 
 

 
 

图 2  4 株高产菌株自凝集率 
Figure 2  The autoaggregation of high-yeilding strains of 
catechol siderophore  

(57.68%±0.98%)，显著高于其他 3 株菌(P<0.05)，说

明菌体表面极性与非极性残基的分布与微生物

种属具有很大相关性；三氯甲烷为单极性电子

受体有机溶剂，4 株菌对三氯甲烷的表面疏水率

均大于 30%，无显著性差异(P>0.05)，表明 4 株

菌都可以作为电子供体；乙酸乙酯为单极性电

子供体有机溶剂，E. coli Gut 07、E. coli Gut 12 和

E. coli Gut 20 对乙酸乙酯具有较高的表面疏水率

(42.16%−55.18%)，属于强电子受体。 

2.3  安全性 

2.3.1  抗生素耐受性 

在所使用的 20 种常用抗生素中，E. coli Gut 07、

E. coli Gut 12、E. coli Gut 20 对盘尼西林、苯唑西

林、四环素、多西环素和红霉素具有耐受性，对其

他 15 种测试抗生素均敏感；B. cereus Gut 16 对羧苄

青霉素、阿米卡星、四环素和红霉素具有耐受性，

对其他 16 种抗生素敏感。结果见表 3。 

2.3.2  急性毒性 

4 株高产菌株分高、中、低 3 个剂量组对小鼠

连续灌胃 1 周后，各组小鼠的体重、摄食量、脏器

系数情况如表 4 所示。各组小鼠直至灌胃结束，摄

食、饮水和排泄等一切正常，毛色正常，精神状况

良好，未出现腹泻、中毒和死亡等病例，各剂量组

与对照组小鼠体重增加量无显著性差异，说明 4 株

菌对小鼠体重增长无显著影响。心脏指数能够反映

小鼠身体健康状况，肝脏、肾脏和脾脏为体内重要

的解毒排毒器官，其指数的变化能够反映灌胃菌株

的毒性程度[27]，试验结果显示各脏器指数均无显著 

 
表 2  4 株高产菌株的表面疏水率(平均值±标准偏差，%) 

Table 2  The hydrophobicity of high-yeilding strains of catechol siderophore ( ± SD,X %) 

菌株 

Strains 

二甲苯 

C8H10 

三氯甲烷 

CHCl3 

乙酸乙酯 

CH3COOC2H5 
E. coli Gut 07 8.88±0.76cB 39.26±0.57bA 42.16±0.71aA 
E. coli Gut 12 6.73±0.32cB 46.78±1.00bA 55.18±0.71aA 
B. cereus Gut 16 57.68±0.98aA 31.65±0.49bA 21.79±0.76cB 
E. coli Gut 20 5.72±0.49cB 37.29±0.74bA 47.87±0.23aA 

注：同一行含不同小写字母的数据有显著性差异(P<0.05)；同一列含不同大写字母的数据有显著性差异(P<0.05). 

Note: Lowercase indicated that there were significant differences in data with different superscripts in the same line (P<0.05). Uppercase 
indicated that there were significant differences in data with different superscripts in the same column (P<0.05). 
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表 3  儿茶酚类铁载体高产菌株抗生素耐受性 
Table 3  The antibiotic resistance of high-yeilding strains of catechol siderophore 

抗生素 

Antibiotic 

E. coli  

Gut 07 

E. coli  

Gut 12 

B. cereus 

Gut 16 

E. coli  

Gut 20 

抗生素 

Antibiotic 

E. coli  

Gut 07 

E. coli  

Gut 12 

B. cereus 

Gut 16 

E. coli  

Gut 20 

盘尼西林 

Penicillin (10 IU)  

−  − ++++ − 头孢三嗪 

Ceftriaxone (30 μg) 

++++ +++ +++ ++++ 

苯唑西林 

Oxacillin (1 μg)  

− − +++ − 头孢哌酮 

Cefoperazone (30 μg) 

++ +++ ++++ ++++ 

氨苄西林 

Ampicillin (10 μg)  

++++ ++++ +++ ++++ 阿米卡星 

Amikacin (30 μg)  

++++ ++ − + 

羧苄青霉素 

Carbenicillin (100 μg)  

+++ ++++ − ++ 庆大霉素 

Gentamicin (120 μg) 

++ ++ ++++ ++ 

氯噻酮 

Chlorthalidone (100 μg)  

+++ +++ ++++ +++ 卡那霉素 

Kanamycin (30 μg) 

++ + ++++ ++ 

头孢氨苄 

Cephalexin (30 μg)  

+++ +++ ++ +++ 新霉素 

Neomycin (30 μg)  

++ ++ +++ ++ 

头孢唑啉 

Cefazolin (30 μg)  

+++ +++ ++ +++ 四环素 

Tetracycline (30 μg) 

− − − ++ 

头孢拉定 

Cefradine (30 μg)  

+++ +++ ++ ++ 多西环素 

Doxycycline (30 μg) 

− − +++ − 

头孢呋辛 

Cefuroxime (30 μg)  

++ +++ +++ +++ 米诺环素 

Minocycline (30 μg) 

+ + + + 

头孢他啶 

Ceftazidime (30 μg)  

+++ ++ ++ +++ 红霉素 

Erythromycin (15 μg) 

− − − − 

注：−：抑菌圈直径 0−0.5 cm，耐受；+：抑菌圈直径 0.5−1.0 cm，低敏；++：抑菌圈直径 1.0−1.5 cm，中敏；+++：抑菌圈直径

1.5−2.0 cm，高敏；++++：抑菌圈直径大于 2.0 cm，极敏. 

Note: −: The diameter of bacteriostatic circle is 0−0.5 cm, resistance; +: The diameter of bacteriostatic circle is 0.5−1.0 cm, low sensitivity; 
++: The diameter of bacteriostatic circle is 1.0−1.5 cm, intermediate; +++: The diameter of bacteriostatic circle is 1.5−2.0 cm, susceptible; 
++++: The diameter of bacteriostatic circle is greater than 2.0 cm, extreme sensitivity. 
 
 

表 4  儿茶酚类铁载体高产菌株不同剂量组对小鼠急性毒性的测定 
Table 4  The toxicity test of 4 high-yeild strains in different doses to mice 
菌株 

Strain 

剂量 

Dose 
(CFU/mL) 

体重增重 

Weight gain 
(g/mice) 

总摄食量

Total food 
intake (g)

脏器系数 Organ index( SDX  ) 

心脏 Heart 脾脏 Spleen 肝脏 Liver 肾脏 Kidney 

Normal control 0 3.34±0.17a 162.7 0.006 1±0.000 7a 0.004 7±0.000 9a 0.052 2±0.003 4a 0.016 5±0.001 7a

E. coli Gut 07 4.5×1011 3.73±0.10a 152.3 0.007 1±0.001 0a 0.009 0±0.004 9a 0.054 2±0.002 8a 0.016 4±0.003 9a

4.5×109 3.03±0.49a 146.6 0.006 7±0.001 4a 0.005 3±0.001 3a 0.053 0±0.000 6a 0.016 5±0.002 7a

4.5×107 3.38±0.84a 156.8 0.007 0±0.001 0a 0.008 3±0.006 1a 0.053 9±0.004 2a 0.017 8±0.003 1a

E. coli Gut 12 4.5×1011 3.35±0.26a 147.4 0.006 1±0.001 2a 0.006 3±0.001 2a 0.054 8±0.007 3a 0.016 7±0.002 8a

4.5×109 3.33±0.54a 155.3 0.006 3±0.000 8a 0.005 2±0.001 7a 0.054 3±0.002 9a 0.016 4±0.002 0a

 4.5×107 3.28±0.59a 148.0 0.006 5±0.000 7a 0.009 6±0.005 0a 0.058 1±0.003 1a 0.015 7±0.002 9a

B. cereus Gut 16 4.5×1011 3.40±0.22a 157.9 0.007 5±0.001 0a 0.005 6±0.001 1a 0.059 7±0.003 5a 0.016 8±0.003 0a

4.5×109 3.25±0.47a 161.2 0.006 6±0.000 6a 0.010 3±0.010 2a 0.051 9±0.006 8a 0.016 2±0.001 5a

4.5×107 3.10±0.18a 156.6 0.006 5±0.001 1a 0.005 9±0.001 9a 0.056 5±0.004 0a 0.016 6±0.003 3a

E. coli Gut 20 4.5×1011 3.18±0.29a 159.5 0.007 2±0.001 1a 0.005 7±0.001 2a 0.056 6±0.001 6a 0.016 5±0.001 9a

4.5×109 3.03±0.19a 170.1 0.006 1±0.001 1a 0.006 1±0.003 3a 0.057 4±0.002 6a 0.017 4±0.003 7a

4.5×107 3.20±0.56a 162.2 0.006 1±0.001 0a 0.005 2±0.000 6a 0.050 7±0.002 9a 0.016 1±0.003 3a

注：实验组与对照组无显著性差异(P>0.05)；同一列相同小写字母表示无显著性差异(P>0.05). 

Note: There were no significant differences between the control group and the groups fed with different concentrations of test bacterial 
strains (P>0.05). There were no significant differences in data with same superscripts in the same column (P>0.05). 
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性差异(P>0.05)，说明 4 株菌对小鼠各脏器无毒

性。各组小鼠的血液、组织液和淋巴结样品中均

未出现菌落，即均未检测到菌株移位，试验结果

呈阴性，说明 4 株儿茶酚类铁载体高产菌株不会对

机体其他组织器官产生影响。结果表明，4 株高产

菌株在浓度低于 4.5×1011 CFU/mL、灌胃剂量为     

20 mL/kg 时对小鼠无急性毒性。 

3  讨论与结论 

本研究中的 4 株人胃肠道源儿茶酚类铁载体

高产菌株产量大于其他研究中从湖水中筛选得

到 的 高 产 铁 载 体 荧 光 假 单 胞 菌 铁 载 体 产 量    

(15 μmol/L)[28]，均分泌不同种类的消化酶，且具有

益生特性，初步安全，可以成组方式开发其辅助消

化的益生活性，发挥其促营养、保健康的作用。 

人和哺乳动物缺少完整的产酶系统，胃肠道

微生物菌群能够分泌多种与食物营养消化相关的

酶，如蛋白酶、纤维素酶、淀粉酶、脂肪酶、植

酸酶、β-葡聚糖酶等[29]。本试验中 4 株儿茶酚类铁

载体高产菌株均产生分泌到胞外的消化酶，且不

同菌株的产酶活性存在显著差异，具有显著的组

学特征，有进一步了解其益生特性的必要。 

益生菌生物学特性需要满足的条件有良好的

耐酸耐胆盐能力、粘附定殖能力、生产性能等且

对动物机体安全[30-31]。 

在耐酸耐胆盐试验中，本研究的 4 株菌在人工

模拟胃液中连续培养 6 h 后其存活率均在 60%以

上；在人工模拟肠液连续培养 24 h 后，4 株菌的活

菌数量均超过初始菌量，存活率较高，与其他耐

酸耐胆盐研究结果[32]相比，4 株儿茶酚类铁载体高

产菌株的耐酸耐胆盐能力更强。 

对益生菌粘附定殖能力的研究是评价益生菌

生物学特性的重要指标。研究表明自凝集、黏蛋

白粘附和表面疏水性都属于非特异性粘附，由菌

株细胞壁表面成分及其所带电荷决定，微生物表

面疏水性由菌体表面电荷及其极性与非极性残基

的分布决定，因此可用于判断菌体在胃肠道中的

粘附性能[33]。自凝集率和黏蛋白粘附能力较大的

B. cereus Gut 16 表现出了较强的表面疏水性能，由

此推测菌株的自凝集率、黏蛋白粘附率和表面疏

水率具有正相关性，与 Feng 等对 11 株益生菌表面

特性的研究结果[34]一致；靳彩娟研究筛选得到的

高 粘 附 性 乳 酸 菌 对 小 肠 粘 液 的 最 大 粘 附 率 为

35.2%，与本研究中 3 株 E. coli 菌的粘附率相近，

但显著低于 B. cereus Gut 16[23]，人胃肠道源微生物

对黏蛋白具有特异性识别作用，出现该结果的原

因可能为菌株来源不同。益生菌在胃肠道黏膜粘

附定殖时，首先通过非特异性粘附作用附着在胃

肠道上皮的粘液层，其次才是通过特异性粘附将

菌体表面蛋白与胃肠道细胞表面受体蛋白相结  

合 [35]，还需进一步研究菌株对上皮细胞的粘附

性，如 Caco-2 细胞等，才能够更充分地反映菌株

在胃肠道环境中的粘附定殖能力。 

近年来抗生素的滥用导致越来越多的胃肠道

微生物出现耐药性 [36]，人类肠道共生菌可能充

当与人类病原体中发现的抗生素抗性基因相似的

基因库。与这些细菌相关的主要威胁是它们可以

将抗药性基因转移给致病细菌。胃肠道环境中致

病菌株吸收耐药基因后对后续的抗生素疗法将产

生不利影响 [37]。因此，在挖掘潜在益生菌时，

必须对其抗生素耐受性进行客观评价。本研究结

果中 4 株儿茶酚类铁载体高产菌株对大多数抗生

素 不 具 有 耐 受 性 ， 且 在 20 mL/kg 灌 胃 剂 量

(4.5×1011 CFU/mL)下对小鼠无急性毒性，其在食

品、医药、工农业生产等各行业的应用具有重要

意义，可以对其进行下一步研究。 

本试验 4 株菌能够在胃肠道中存活并定殖，对

大多数抗生素不具耐受性且无急性毒性，多种产

酶活性表明其在胃肠道中有利于食物的消化吸

收，可作为潜在益生菌进行进一步的深入研究。 
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