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摘  要：【背景】乳酸菌(lactic acid bacteria)作为益生菌可用作动物微生态制剂，家蚕(Bombyx mori)
作为鳞翅目的模式昆虫，其肠道内的乳酸菌还有待研究。【目的】从家蚕肠道菌中筛选出性能良好

的乳酸菌作为微生态制剂潜力菌株。【方法】通过形态学特征和生化试验筛选出家蚕肠道分离菌中

的乳酸菌，结合 16S rRNA 基因序列分析鉴定到种；通过溶血试验评估其安全性；通过生长曲线及

产酸曲线测定其生长特征和产酸情况；通过温度及 pH 敏感性试验测定其抗逆性；通过测定自聚合

能力、疏水能力、病原菌共凝聚能力评估其黏附性；通过药敏试验测定其耐药性，并检测其耐药

基因。【结果】从家蚕肠道分离出的 56 个菌株中筛选出一株乳酸菌 A2，经鉴定为粪肠球菌

(Enterococcus faecalis)。该菌株不溶血，接种后 3−9 h 生长迅速且产酸最快；在 80 ℃高温条件下

仍能存活；pH<4.0 时存活率显著下降，但当 pH 10.0 时存活率>78%，具有极强的耐碱性；黏附

性较强，自聚合能力为 18%，疏水能力为 70%，与大肠杆菌(Escherichia coli)的共凝聚性为 32%、

与沙门氏菌(Salmonella)的共凝聚性为 34%、与金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)的共凝聚性

为 40%，对氨苄西林、红霉素和万古霉素有耐药性，对庆大霉素中度敏感，对磺胺异恶唑、氯霉素、

四环素和氧氟沙星敏感。此外，从该菌株中检测到 4 类抗生素的 5 个耐药基因，它们分别是：β-内
酰胺类 blaSHV、blaTEM、氯霉素类 cat、氨基糖苷类 aph(3')-IIa 和四环素类 tetE。【结论】该乳酸菌安

全、耐高温、耐碱、黏附性较强，可作为后续开发微生物发酵饲料及家蚕微生态制剂的菌种，为

肠道益生菌的开发利用提供科学依据和优质资源。 
关键词：家蚕；乳酸菌；生物学特性；耐药基因 



 
772 微生物学通报 Microbiol. China 

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

Identification and biological characterization of a lactic acid 
bacterial strain isolated from the gut of Bombyx mori 
LI Simiao1, CHEN Fangmin*1,2, FANG Li1, JI Xinqi1, XIA Wanting1,2, SHI Mengxiong1,  
LI Jiaxuan1, WANG Xindi1 

1 Liaoning Key Laboratory of Urban Integrated Pest Management and Ecological Security, College of Life 
Science and Bioengineering, Shenyang University, Shenyang 110044, Liaoning, China 

2 Key Laboratory of Eco-restoration of Regional Contaminated Environment of Ministry of Education, Shenyang 
University, Shenyang 110044, Liaoning, China 

 
Abstract: [Background] Lactic acid bacteria as probiotics can be developed as microecological 
preparations for animals. The lactic acid bacteria in the gut of Bombyx mori, a model insect of 
Lepidoptera, remain to be studied. [Objective] To isolate the lactic acid bacteria with good 
biological properties from the gut of B. mori for developing microecological preparations. 
[Methods] The lactic acid bacteria isolated from the gut of B. mori were screened based on 
morphological, physiological, and biochemical characteristics and identified by 16S rRNA gene 
sequencing. The safety of the strain screened out was evaluated by the hemolysis test, and the 
growth characteristics and acid production of the strain were determined by growth curve and 
acid production curve. The stress tolerance of the strain was determined by temperature and pH 
sensitivity tests. The adhesion of the strain was evaluated based on self-aggregation, 
hydrophobicity, and coagglutination with pathogens. Furthermore, the drug resistance of the 
strain was examined by the drug sensitivity test, and the drug resistance genes carried by the 
strain were detected. [Results] Among the 56 strains isolated, one strain A2 was screened out 
and identified as Enterococcus farcalis. The strain did not present hemolysis, experienced rapid 
growth and acid production 3–9 h after inoculation. It could survive at a high temperature of 
80 ℃. The survival rate of the strain decreased in the case of below pH 4.0 and was over 78% at 
pH 10.0, which indicated that the strain had strong alkaline tolerance. The strain demonstrated 
strong adhesion, with the self-aggregation of 18%, the hydrophobicity of 70%, and the 
coagglutination of 32%, 34%, and 40% with Escherichia coli, Salmonella, and Staphylococcus 
aureus, respectively. It was resistant to ampicillin, erythromycin, and vancomycin, moderately 
sensitive to gentamicin, and sensitive to sulfafurazole, chloramphenicol, tetracycline, and 
ofloxacin. The strain carried five drug resistance genes conferring resistance to four categories 
of antibiotics: β-lactam (blaSHV and blaTEM), chloramphenicol (cat), aminoglycosides (aph(3')-IIa), 
and tetracycline (tetE). [Conclusion] The lactic acid bacterial strain isolated from the gut of B. mori 
was safe, thermostable, and alkali-tolerant and it had strong adhesion. Therefore, it served as a 
candidate strain for the subsequent development of microbial fermented feed and microecological 
preparations for silkworm. This study provided a scientific basis and high-quality resources for 
the development and utilization of gut probiotics. 
Keywords: Bombyx mori; lactic acid bacteria; biological characteristics; drug resistance gene 
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家蚕(Bombyx mori)是鳞翅目蚕蛾科家蚕蛾

属昆虫，其肠道菌资源十分丰富[1-2]，家蚕肠道微

生物不仅能降解纤维素、木聚糖、果胶和淀粉，

促进家蚕的消化生长[3]，而且能激活家蚕的先天

性免疫，抵御病原菌的入侵[4]。但在家蚕的养殖

过程中由于大量使用抗生素造成药物残留、耐药

细菌增多等一系列问题，严重危害家蚕养殖业发

展和人类健康[5]。乳酸菌(lactic acid bacteria)因其

具有参与吸收营养物质、改善胃肠道环境、促进

动物生长、抑制肠道病原菌的侵入与定殖、调节肠

道菌群平衡、参与免疫应答等多种益生功能[6-8]，

能发挥出抗生素的使用效果但不会对人体产生

危害，已作为微生态制剂广泛应用于畜禽养殖业

中。Hayakawa 等[9]将乳酸菌饲喂给猪，发现其进

食量和生长性能都有所提高，Zhang 等[10]的研究

发现饲喂乳酸菌可以提高肉鸡的生长性能和免

疫功能。罗智明等[11]已证实给家蚕添食枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis)能够促进家蚕的生长。然

而，家蚕肠道中的乳酸菌特性及开发潜力还有待挖

掘。本研究旨在从家蚕肠道菌中筛选出生长状况

良好、抗逆性和黏附性强的乳酸菌，为开发微生物

发酵饲料及动物微生态制剂提供优质菌种资源。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

供试菌株为实验室从家蚕肠道分离出的 56 个

菌株，病原菌为大肠杆菌 (Escherichia coli) 
CMCC(B)44102、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 
aureus) CMCC(B)26003、沙门氏菌(Salmonella) 
CMCC(B)50115 和铜绿假单胞菌(Pseudomonas 
aeruginosa) CMCC(B)10104，均购于上海鲁微

科技有限公司。 

1.2  培养基和主要试剂、仪器 
乳酸细菌培养基(MRS)，海博生物技术有

限公司；哥伦比亚血琼脂培养基，江门市凯林

贸易有限公司。革兰氏染色试剂盒，北京索莱

宝科技有限公司；细菌 DNA 提取试剂盒，北京

鼎国昌盛生物技术有限责任公司；抗生素药敏

片，杭州微生物试剂有限公司。电泳仪，北京

六一仪器厂；凝胶成像仪，Bio-Rad 公司；紫外

分光光度计，上海佑科仪器仪表有限公司。 

1.3  乳酸菌的鉴定 
形态观察及革兰氏染色镜检：观察菌落形

态特征，通过镜检观察革兰氏染色结果和细

胞形态特征。生化鉴定：对菌株进行过氧化

氢试验、明胶液化试验、糖酵解试验。分子生

物学鉴定：用细菌 DNA 提取试剂盒提取菌株

DNA，使用细菌 16S rRNA 基因通用引物 27F 
(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 
(5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′)进行 PCR
扩增。PCR 反应体系(30 μL)：2×Taq Plus Master 
Mix 15 μL，27F (10 μmol/L) 1 μL，1492R (10 μmol/L) 
1 μL，DNA 模板 1 μL，ddH2O 补足 30 μL。PCR
反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 40 s，
72 ℃ 40 s，35 个循环；72 ℃ 5 min；4 ℃保存。

扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，条带单一

且长度为 1 500 bp 左右的样品送往生工生物工

程(上海)股份有限公司测序。获得序列与 NCBI
数据库中已有基因序列进行同源性比对分析，

相似度>95%则鉴定为同一个属，相似度>99%，

则鉴定为同一个种[12]，用 MEGA 11 的 ClustalW
对齐序列，用最大似然法构建系统发育树，重

复取样 1 000 次计算自展值(Bootstrap)。 

1.4  溶血试验 
将供试菌株培养为 OD600=0.5 的菌悬液，将

菌液点接在哥伦比亚血琼脂培养基上，37 ℃培

养 24 h，观察溶血圈的形成情况，若产生和铜

绿假单胞菌一样的草绿色溶血圈则为 α 溶血；

若产生和金色葡萄球菌一样的透明溶血圈则为

β 溶血；若无溶血圈产生则为不溶血[13]。 
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1.5  菌株生长曲线的测定 
将供试菌株按 1%的接种量接种于无菌 MRS

液体培养基中，于 37 ℃、180 r/min 条件下培养，

分别于 0、0.5、1、1.5、2、2.5、3、4、5、6、
8、10、12、14、16、18、20、22、24 h 取样，

测定波长 600 nm 处的吸光度值(OD600 值)，每组

设置 3 个重复，以培养时间为横坐标，以 OD600

值为纵坐标，绘制生长曲线。 

1.6  菌株产酸能力的测定 
将 100 μL 供试菌株接种于 200 mL 无菌

MRS 液体培养基中，于 37 ℃、180 r/min 条件

下培养，分别于 0、1、2、3、4、5、6、7、8、
10、12、14、16、18、20、24 h 取样，测定其

pH 值，每组设置 3 个重复，以培养时间为横坐

标，以 pH 值为纵坐标，绘制产酸曲线。 

1.7  温度敏感性试验 
按照参考文献[14]的方法，将供试菌株接种

于无菌的 MRS 液体培养基中，分别于 20、30、
40、50、60、70、80 ℃条件下水浴 15 min，37 ℃
培养 24 h 后测定 OD600 值，每组设置 3 个重复，

并计算其存活率。 
存活率(%)=试验组 OD600 值/对照组 OD600

值×100。 

1.8  pH 敏感性试验 
将 MRS 液体培养基用 0.1 mol/L 盐酸溶液

及 0.1 mol/L 氢氧化钠溶液调整 pH 值分别为

2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0，
将菌种以 1%的接种量分别接种到灭菌后的培

养基中，37 ℃、180 r/min 培养 24 h。测 OD600

值，每组设置 3 个重复，并计算其存活率。 
存活率(%)=试验组 OD600 值/对照组 OD600

值×100。 

1.9  自聚合能力测定试验 
按照参考文献[15]的方法，将菌液 5 000×g

离心 10 min 得到菌体，使用 PBS 重悬菌体并调

整 OD600 为 0.5，吸取 2 mL 细菌重悬液，37 ℃
培养 2 h，吸取 1 mL 上层液体测定 OD600 值(A1)。
运用公式(1)计算自聚合能力。 

自聚合能力(%)=(1–A1/0.5)×100       (1) 
细菌对于自聚合能力的划分标准为：自聚合

能力在 16%–35%为低自聚合能力，在 36%–50%为

中等自聚合能力，在 50%以上为高自聚合能力。 

1.10  疏水能力测定试验 
按照参考文献[15]的方法，将菌液 5 000×g

离心 10 min 弃去上清，加入 PBS 清洗 3 次菌体,
使用 0.1 mol/L 硝酸钾重悬，调整 OD600 为 0.5，
取 3 mL 菌悬液加入 1 mL 二甲苯静置 10 min，
振荡 1 min，静置 30 min，取水相测定 OD600 值

(A2)，运用公式(2)计算疏水能力。 
疏水能力(%)=(1–A2/0.5)×100         (2) 
细菌对于疏水能力的划分标准为：疏水能

力在 20%以下为非疏水，在 20%–50%为中度疏

水，在 50%以上为高度疏水。 

1.11  病原菌共凝聚能力测定试验 
按照参考文献 [15]的方法，将菌液调整

OD600 为 0.5，取等量菌悬液与大肠杆菌、金黄

色葡萄球菌、沙门氏菌分别混合，室温静置，

于 0 和 18 h 取上清液测定 OD600 值(A3)，运用公

式(3)计算共凝聚性。 
共凝集性(%)=(0.5–A3)/0.5×100      (3) 

1.12  药敏试验 
在 MRS 固体培养基上均匀涂布活化后的

菌悬液，将氨苄西林、红霉素、磺胺异恶唑、

氯霉素、庆大霉素、四环素、万古霉素和氧氟

沙星这 8 种抗生素的药敏片放置于平板上，每

组设置 3 个重复，37 ℃培养 24 h，观察并记录

抑菌圈大小，根据抑菌圈大小判定耐药性。 

1.13  耐药基因检测 
参考文献[16-30]，共选择了 8 类抗生素的

22 种耐药基因，具体引物序列信息如表 1。以乳 
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表 1  22 种耐药基因 PCR 引物序列信息 
Table 1  Sequence information of PCR primers for 22 drug resistance genes 
抗生素种类 
Antibiotic type 

耐药基因 
Drug resistance 
gene 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

产物长度 
Product 
length (bp) 

退火温度 
Annealing 
temperature (℃) 

参考文献 
Reference 

β-内酰胺类 
β-lactam  

blaCTX‑M F: TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 
R: CGATATCGTTGGTGGTGCCATA 

500 54.0 [16] 

blaSHV F: TGGTTATGCGTTATATTCGCC 
R: GCTTAGCGTTGCCAGTGCT 

800 54.0 [17] 

blaTEM F: CAGAAACGCTGGTGAAAGTA 
R: ACTCCCCGTCGTGTAGATAA 

719 54.5 [18] 

磺胺类
Sulfonamides 

sul1 F: CATTGCCTGGTTGCTTCAT 
R: ATCCGACTCGCAGCATTT 

238 52.0 [19] 

sul2 F: CATCATTTTCGGCATCGTC 
R: TCTTGCGGTTTCTTTCAGC 

793 55.0 [19] 

sul3 F: AGATGTGATTGATTTGGGAGC 
R: TAGTTGTTTCTGGATTAGAGCCT 

443 55.0 [19] 

氯霉素类 
Chloramphenicol 

catA F: GGATATGAAATTTATCCCTC 
R: CAATCATCTACCCTATGAAT 

486 50.0 [20] 

cat F: TTAGGTTATTGGGATAAGTTA 
R: GCATGRTAACCATCACAWAC 

300 48.0 [21] 

氨基糖苷类 
Aminoglycosides 

aph(3')‑IIa F: TGACTGGGCACAACAGACAA 
R: CGGCGATACCGTAAAGCAC 

667 52.0 [19] 

ant(3″)‑Ia F: ATCTGGCTATCTTGCTGACA 
R: TATGACGGGCTGATACTGG 

284 50.0 [22] 

ant(6) F: ACTGGCTTAATCAATTTGGG 
R: GCCTTTCCGCCACCTCACCG 

597 58.0 [22] 

四环素类
Tetracyclines 

tetB F: CTCAGTATTCCAAGCCTTTC 
R: CTAAGCACTTGTCTCCTGTT 

416 52.0 [23] 

tetE F: GTCATGATGGCACTGGTCAT 
R: CTCTGCTGTACATCGCTCTT 

1 180 52.5 [24] 

tetM F: GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 
R: CTAAGATATGGCTCTAACAA 

657 57.0 [24] 

糖肽类 
Glycopeptides 

vanA F: CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA 
R: CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA 

1 030 55.0 [25] 

vanB F: ATGGGAAGCCGACAGTC 
R: GATTTCGTTCCTCGACC 

635 53.0 [25] 

喹诺酮类 
Quinolones 

qnrA F: ATTTCTCACGCCAGGATTTG 
R: GATCGGCAAAGGTTAGGTCA 

516 53.0 [26] 

qnrB F: ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 
R: GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 

469 54.0 [26] 

qyrA F: TGTCCGAGATGGCCTGAAGC 
R: CGTTAATCACTTCCGTCAG 

525 58.0 [27] 

大环内酯类 
Macrolides 

ermB F: GAAAAGGTACTCAACCAAATA 
R: AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC 

639 60.0 [28] 

MefE F: GGGAGATGAAAAGAAGGAGT 
R: TAAAATGGCACCGAAAG 

363 60.0 [29] 

MefA F: TGGTTCGGTGCTGCTTACTATTGT 
R: CCCCTATCAACATTCCAGA 

553 60.0 [30] 

 



 
776 微生物学通报 Microbiol. China 

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

酸菌的 DNA 为模板，进行 PCR 扩增。PCR 反

应体系(25 μL)：2×Taq Plus Master Mix 12.5 μL，
上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA 模板 1 μL，
ddH2O补足 25 μL。PCR反应条件：95 ℃ 10 min；
95 ℃ 30 s，退火温度根据表 1 以及温度梯度实验

设定，40 s，72 ℃ 40 s，35 个循环；72 ℃ 10 min；
4 ℃保存。其中 cat、aph(3')-IIa 和 tetE 基因经

温度梯度实验后确定的退火温度分别为 52、53
和 53 ℃。 

1.14  统计分析 
实验数据分析采用 GraphPad Prism 8 软件。

抑菌圈大小数据用平均值±标准差( x s± )表示，

存活率、自聚合能力、疏水能力、病原菌共凝

集能力以百分率(%)表示，2 个以上样本比较采

用单因素方差分析。 

2  结果与分析 
2.1  形态特征和生化鉴定结果 

家蚕肠道分离出的 56 个菌株经形态学观察

及革兰氏染色镜检结果显示，有 31 株为潜在的

乳酸菌，通过进一步生化鉴定，最终确定菌株

A2 为乳酸菌。其菌落形态特征及染色结果如图 1
所示。结果表明，菌株 A2 的菌落特征为白色、

圆形、湿润、边缘整齐，革兰氏染色阳性。 
生化鉴定结果显示菌株 A2 的过氧化氢试

验、明胶液化试验结果为阴性，能分解蔗糖、

葡萄糖、麦芽糖，不能分解阿拉伯糖(表 2)。 
综合形态特征和生化鉴定结果，参考相关

文献 [31-32]，初步判断菌株 A2 为肠球菌属

(Enterococcus)且为乳酸菌(lactic acid bacteria)。 

2.2  分子生物学鉴定结果 
菌株 A2 的 16S rRNA 基因序列已递交到

NCBI 基因数据库，GenBank 登录号为 PP471139，
序列分 析 结 果 显 示 菌 株 A 2 与 粪 肠 球 菌

(Enterococcus faecalis)相似性达到 99.79%。基于 

 
 
图 1  菌株A2的菌落特征(A)及革兰氏染色结果(B) 
Figure 1  Colony morphology (A) and Gram staining 
(B) of strain A2. 
 
表 2  菌株 A2 的生化鉴定结果 
Table 2  Biochemical identification results of 
strain A2 
试验 Test 结果 Result 
过氧化氢试验 Hydrogen peroxide test – 
明胶液化试验 Gelatin liquefaction test – 
蔗糖 Sucrose + 
葡萄糖 Glucose + 
麦芽糖 Maltose + 
阿拉伯糖 Arabinose – 
+：阳性；–：阴性。 
+: Positive; –: Negative. 

 
菌株 A2 和肠球菌属序列相似度高(>95%)的 7 个

模式菌株的 16S rRNA 基因序列构建系统发育

树(图 2)，结果显示，菌株 A2 与粪肠球菌亲缘
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关系最近，可鉴定为粪肠球菌 (Enterococcus 
faecalis)。 

综上可知，从家蚕肠道菌中筛选出的菌株

A2 为乳酸菌，鉴定为肠球菌属的粪肠球菌。 

2.3  安全性评估结果 
菌株 A2 的溶血性检测结果(图 3)显示，以

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)和铜绿

假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa)为质控菌

株，A2 不溶血，为安全菌株。 

2.4  菌株生长活性及产酸情况测定结果 
菌株 A2 的生长曲线及产酸曲线如图 4 所

示，结果表明菌株 A2 前 3 h 生长缓慢，处于迟

缓期，产酸较慢；3−9 h 生长迅速，处于对数期，

产酸较快；10−20 h 生长趋于平稳，处于稳定期

且产酸也趋于平稳；20 h 后呈下降趋势，处于

衰亡期。 
 

 
 
图 2  基于家蚕肠道乳酸菌 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号内的编号为 GenBank 登录

号；分支点上的数字是自展值，代表进化树分支可信度的百分比；标尺 0.005 表示 0.5%的序列分歧。 
Figure 2  Phylogenetic tree constructed based on 16S rRNA gene sequence of gut lactic acid bacteria of 
Bombyx mori. The serial number in parentheses is the login number in GenBank; The numbers at the branch 
points are the self-spread values representing the percentage of the evolutionary tree branch confidence; The 
scale 0.005 represents a sequence divergence of 0.5%. 
 

 
 
图 3  菌株 A2 的溶血性检测   A：金黄色葡萄球菌；B：铜绿假单胞菌；C：粪肠球菌 A2。 
Figure 3  The hemolytic test of strain A2. A: Staphylococcus aureus; B: Pseudomonas aeruginosa; C: 
Enterococcus faecalis A2. 
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2.5  抗逆性试验结果 
菌株 A2 的抗逆性试验结果见图 5。由图 5A

可知，以 20 ℃为对照组，30、40、50、60、70
和 80 ℃条件下的存活率分别为 93.52%、

92.45%、83.46%、79.75%、52.33%和 47.55%，

菌株 A2 在 80 ℃高温条件下仍能存活，具有一

定的耐高温特性。温度敏感性试验的单因素分

析结果显示，50 ℃时菌株的存活率显著下降，

20−40 ℃时菌株的存活率无明显变化，说明

20−40 ℃为菌株最适生长温度。由图 5B 可知，

以 pH 6.0 为对照，pH 值为 2.0、3.0、4.0、5.0、
7.0、8.0、9.0 和 10.0 时，菌株存活率分别为

2.62%、3.11%、9.95%、97.70%、97.27%、90.16%、

90.05%和 78.69%，菌株 A2 在 pH 10.0 时存活率

仍高达 78.69%，具有较强的耐碱性。pH 敏感

性试验单因素分析结果显示在 pH 4.0 和 8.0 时 

 

 
 
图 4  菌株 A2 生长曲线及产酸曲线   A：生长曲线；B：产酸曲线。 
Figure 4  Growth curve and acid production curve of strain A2. A: The growth curve; B: The acid 
production curve. 
 

 
 
图 5  菌株 A2 抗逆性试验结果   A：温度敏感性试验结果；B：pH 敏感性试验结果。 
Figure 5  Resilience test results of strain A2. A: The result of temperature sensitivity experiment; B: The 
result of pH sensitivity test. **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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存活率开始显著下降，pH 5.0−7.0 时存活率无

明显变化，说明 pH 5.0−7.0 为菌株最适 pH。综

合温度和 pH 敏感性结果可知，菌株 A2 具有耐

高温、耐碱性环境的特性。 

2.6  黏附性测定结果 
菌株 A2 的黏附性测定结果如图 6 所示。

由图 6A 可知，菌株 A2 的自聚合能力为 18%，

为低自聚合能力；疏水能力为 70%，为高度疏

水；由图 6B 可知，菌株 A2 与大肠杆菌的共凝

聚性为 32%、与沙门氏菌的共凝聚性为 34%、

与金黄色葡萄球菌的共凝聚性为 40%，单因素

分析显示菌株 A2 对大肠杆菌与金黄色葡萄球

菌的共凝聚性之间差异显著。总的来说，该菌

株高度疏水并且能够与肠道中的病原菌共凝

聚，有在肠道中定殖的潜力。 

2.7  药敏试验结果 
利用 8 类抗生素药敏片分别测定菌株 A2 对

8 类抗生素的敏感性，结果如图 7 所示。 
 

 
 
图 6  菌株 A2 黏附性测定结果   A：自聚合能力及疏水能力结果；B：病原菌共凝聚结果。 
Figure 6  Adherence test results of A2 strain. A: The result of self-polymerization ability and hydrophobic 
ability; B: The result of coaggregation of pathogenic bacteria. *: P<0.05. 
 

 
 

图 7  菌株 A2 对 8 类抗生素的药敏试验结果   A–H：氨苄西林、红霉素、磺胺异恶唑、氯霉素、庆

大霉素、四环素、万古霉素、氧氟沙星。 
Figure 7  Drug susceptibility test results of strain A2 to eight kinds of antibiotics. A–H: Ampicillin, 
erythromycin, sulfisoxazole, chloramphenicol, gentamicin, tetracycline, vancomycin and ofloxacin. 
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测量菌株 A2 对 8 类抗生素药敏片的抑菌圈

直径并按美国临床实验室标准化研究所(Clinical 
and Laboratory Standards Institude, CLSI) CLSI 
M100-S26 版的标准[33]得出 A2 对不同抗生素的

药敏性结果(表 3)。 

结果表明菌株 A2 对氨苄西林、红霉素和

万古霉素耐药，对庆大霉素中度敏感，对磺胺

异恶唑、氯霉素、四环素和氧氟沙星敏感。 

2.8  耐药基因检测结果 
耐药基因检测结果表明， β- 内酰胺类

blaSHV、blaTEM、氯霉素类 cat、氨基糖苷类

aph(3')-IIa 和四环素类 tetE 检测结果为阳性，

其余为阴性，PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳图见

图 8。 
 
表 3  菌株 A2 对 8 类抗生素药敏性判定结果 
Table 3  Susceptibility determination results of A2 strain to eight kinds of antibiotics 
抗生素 
Antibiotic 

判定标准 Judgement criteria (mm) 抑菌圈直径 
Inhibition zone diameter (mm) 

结果 
Result S I R 

氨苄西林 Ampicillin ≥29 28–29 ≤28 17.71±0.62 R 
红霉素 Erythromycin ≥23 14–22 ≤13 6.99±0.64 R 
磺胺异恶唑 Sulfisoxazole ≥17 13–16 ≤12 19.43±1.19 S 
氯霉素 Chloramphenicol ≥18 13–17 ≤12 19.82±0.51 S 
庆大霉素 Gentamicin ≥15 13–14 ≤12 13.85±0.73 I 
四环素 Tetracycline ≥19 15–18 ≤14 20.03±0.37 S 
万古霉素 Vancomycin ≥17 15–16 ≤14 12.96±0.60 R 
氧氟沙星 Ofloxacin ≥16 13–15 ≤12 18.69±0.80 S 
R：耐药；I：中度敏感；S：敏感。 
R: Resistant; I: Intermediary; S: Susceptible. 
 

 
 

图 8  菌株 A2 耐药基因的 PCR 扩增结果   A–E：blaTEM、blaSHV、cat、aph(3')-IIa、tetE 的 PCR 扩增

结果。M：DL2000 DNA Marker；1–3：3 个重复；4：阴性对照。 
Figure 8  PCR amplification results of drug resistance genes in strain A2. A–E: PCR amplification results of 
blaTEM, blaSHV, cat, aph(3')-IIa, and tetE. M: DL2000 DNA Marker; 1–3: Three replicates; 4: Negative 
control. 
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3  讨论 
乳酸菌是多数动物肠道的优势菌株之一，动

物源的乳酸菌资源近年来备受关注。Tajabadi 等[34]

发现蜜蜂蜜胃中植物乳植杆菌(Lactiplantibacillus 

plantarum)、戊糖乳植杆菌 (Lactiplantibacillus 

pentosus)和发酵黏液乳杆菌(Limosilactobacillus 

fermentum)是优势乳酸菌。本研究从家蚕肠道分离

出 1 株乳酸菌，经鉴定为粪肠球菌(Enterococcus 

faecalis)，属于肠球菌属(Enterococcus)。已有研

究表明，肠球菌在家蚕消化道内是高频微生物，

具有多样的生物学特性，并且对家蚕微孢子虫

孢子的发芽具有显著抑制作用[35]。因此，这株

菌具有较高的研究价值。 
本研究中的菌株 A2 无溶血性，为安全菌

株，不会对家蚕健康产生影响。其产酸性能良

好，能够降低环境的 pH 值，抑制其他有害微

生物的生长。菌株 A2 的抗逆性也很强，在 80 ℃
的高温条件下仍能存活，有耐高温特性。因家

蚕肠道为碱性，所以测定了菌株的耐碱能力，

结果表明菌株 A2 在 pH 10.0 时存活率高达

78.69%，有耐碱特性，能够在家蚕的碱性肠道

中存活。 
菌株定殖肠道过程中需要先黏附于组织表

面，菌株的疏水能力和自聚集能力与黏附性有

关，龚虹等[36]发现戊糖片球菌的自聚集能力为

7.76%，疏水能力为 8.38%，本研究中粪肠球菌

A2 的自聚合能力为 18%，疏水能力为 70%，自

聚合能力及疏水能力更具优势。与病原菌共凝

聚能够防止病原菌在肠道中的定殖，使病原菌

直接排出体外，减少病原菌的危害，大肠杆菌、

沙门氏菌、金黄色葡萄球菌是常见的病原菌，

会导致家蚕出现腹泻、脓肿等症状，菌株 A2 对

它们的共凝聚力均大于 30%，说明菌株 A2 具有

一定的抗病原菌潜力。 

随着抗生素的大量使用，细菌的耐药性受

到人们的广泛关注，对于益生菌的耐药性及耐

药机制的研究也日益增多[37-39]。有耐药性的益

生菌在肠道定殖后，可以耐受动物服用的抗生

素，从而稳定地发挥其益生特性，对动物有益。

本研究选取了最常见的八类抗生素检测粪肠球

菌 A2 的耐药性，发现其对氨苄西林(β-内酰胺

类)、红霉素(大环内酯类)和万古霉素(糖肽类)具
有耐药性。马炳存等[40]从林麝肠道分离出的乳

酸菌对目前常用的抗生素都敏感，罗强等[41]对

屎肠球菌(Enterococcus faecium) SC-Y112 的耐

药性检测发现其表现出多重耐药性，分析耐药

性的不同可能与动物的种类及生存的环境等因

素有关。 
有研究表明，乳酸菌可能由于在自然选择

进化中产生天然的耐药性，或者通过携带耐药

基因、主动外排泵系统及菌株之间的接合性转

移从而对抗生素产生耐受性[42-44]，为确定本研

究中的粪肠球菌 A2 是否由于耐药基因的存在

产生耐药性，选取了八类抗生素共 22 个耐药基

因对其进行检测，发现菌株 A2 的耐药表型和耐

药基因有 4 种关系：第 1 种为菌株 A2 对 β-内
酰胺类的耐药表型和基因型呈现了相对应的关

系，推测可能是由于其具有耐药基因导致的耐

药表型，但仍需后续对耐药基因进行敲除后验

证耐药表型才能确定；第 2 种为菌株 A2 对大

环内酯类、糖肽类有耐药表型，但未检测出相

应的耐药基因，推测可能是相关的耐药基因还

未发现，或是因为外排泵系统等其他方式产生

的耐药性；第 3 种为菌株 A2 检测出了氯霉素

类、氨基糖苷类，四环素类耐药基因，但没有

耐药表型，可能是由于耐药基因未表达；第 4 种

为菌株 A2 对磺胺类和喹诺酮类既没有耐药表型，

又没有检测出耐药基因，临床用药方面可以参

考。此外，菌株携带的耐药基因是否会转移至
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动物体内仍需后续进一步实验研究。 

4  结论 
本研究从家蚕肠道分离菌中筛选出的乳酸

菌安全无毒性，能在高温环境下生存，具有耐

碱性能在家蚕肠道中生存，有较强黏附性能够

在肠道中定殖，可以与病原菌共凝聚，防止病

原菌的入侵与繁殖，可作为一种潜力菌株用于

改良家蚕的饲料，或用于微生态制剂调节肠道

菌的平衡，为肠道益生菌的开发利用提供科学

依据和优质资源。 
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