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摘   要：【背景】人类和动物消化道内栖息着极其复杂和多样化的微生物群落，这些微生物群落

分布在肠道的不同位置并执行着特定的功能。近年来，产丁酸菌逐渐成为微生物领域的研究热点，

产丁酸菌主要为产芽孢革兰氏阳性厌氧菌，对肠道健康有重要意义。【目的】从反刍动物瘤胃中筛

选出产丁酸菌株并研究其生长特性，进一步优化其培养条件，从而提高产丁酸菌的丁酸产量。   

【方法】以绵羊瘤胃内容物为样品，运用稀释涂布法进行产丁酸菌的筛选，通过形态学观察和 16S 

rRNA 基因序列分析等方法对菌株进行鉴定。通过单因素试验与 Box-Behnken design 试验相结合，

对培养条件进行优化，确定筛选菌株在梭菌增殖培养基(reinforced clostridium medium，RCM)中的

最佳产酸培养条件。【结果】经过筛选鉴定得到的菌株为梭菌属的拜氏梭菌(Clostridium beijerinckii，

CB)，命名为拜氏梭菌 R8 (CB.R8)。对拜氏梭菌 R8 的培养条件进行优化，得出该菌株在接种量为

1.22%、温度为 38.45 °C、pH 6.08 和培养时间为 64.67 h 的条件下丁酸产量为 2.48 g/L。【结论】筛

选到 1 株拜氏梭菌 R8，该菌能够在 RCM 培养基中生长并代谢产生丁酸，具备较高的应用价值。 

关键词：产丁酸菌；拜氏梭菌；菌种鉴定；响应面分析法 
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butyrate-producing Clostridium beijerinckii strain from sheep 
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Key Laboratory of Feed Biotechnology of Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Institute of Feed Research, 
Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China 

Abstract: [Background] The digestive tracts of humans and animals harbor complex microbiota 

composed of diverse species which inhabit different parts of the intestine and perform specific functions. 

In recent years, butyrate-producing bacteria have gradually become a research hotspot in microbiology. 

Butyrate-producing bacteria are mainly spore-forming Gram-positive anaerobic bacteria, which are of 

great significance to intestinal health. [Objective] To screen butyrate-producing bacteria from the rumen 

of ruminants and study its growth characteristics, and further optimize its culture conditions to improve 

the butyrate production. [Methods] Butyrate-producing bacteria were screened from sheep rumen 

contents by dilution coating method and identified via morphological observation and 16S rRNA gene 

sequence analysis. Single factor test and Box-Behnken design were employed to optimize the acid 

producing conditions of the screened strain in reinforced Clostridium medium (RCM). [Results] The 

strain screened and identified was Clostridium beijerinckii and was named C. beijerinckii R8. The 

butyrate production of C. beijerinckii R8 reached 2.48 g/L under the conditions of 1.22% inoculation 

amount, 38.45 °C, and pH 6.08 for 64.67 h. [Conclusion] A strain of C. beijerinckii R8 was screened, 

which grows and produces butyrate in RCM, demonstrating a high application value. 

Keywords: butyrate-producing strain; Clostridium beijerinckii; identification of strain; response surface 
methodology 

人类和动物消化道内栖息着极其复杂和多

样化的微生物群落，这些微生物群落分布在肠

道的不同部位并保持着相对稳定和平衡，对宿

主健康发挥着重要作用[1]。产丁酸菌是一类产

芽孢的革兰氏阳性严格厌氧菌，在调控肠道菌

群结构、改善宿主肠道环境及影响宿主机体健

康等方面发挥重大作用[2]。 

虽然产丁酸菌在肠道菌群中具有重要的地

位和意义，但仍存在实际应用方面的不足。一

方面，目前研究人员从不同生境中筛选得到的

菌株其丁酸产量都相对较低；另一方面，筛选

得到的菌株主要为丁酸梭菌，不利于产丁酸菌

筛选的多元化[3]。反刍动物的瘤胃是一个天然

的微生物发酵罐，在瘤胃中栖息生存着不计其

数的微生物，也是微生物筛选的最佳样本[4]。

因此，本研究从绵羊瘤胃内容物中分离筛选丁

酸产量较高的产丁酸菌，研究其单因素生长特

性，并利用响应面法优化其培养条件，以期为产

丁酸菌的相关制剂的研发及应用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品采集 

于河北省保定市某屠宰场取新鲜绵羊瘤胃

内容物于离心管中低温保存。 

1.1.2  培养基 

梭 菌 增 殖培 养 基 (reinforced Clostridium 

medium，RCM)：酵母浸膏 3 g，牛肉浸膏 10 g，
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胰蛋白胨 10 g，葡萄糖 5 g，可溶性淀粉 1 g，

氯化钠 5 g，无水乙酸钠 3 g，半胱氨酸盐酸盐

0.5 g，琼脂 20 g (固体培养基时用)，蒸馏水加

至 1 000 mL；调节 pH 7.0±0.1，1×105 Pa 高压

灭菌 30 min。 

梭菌选择性培养基(trypticase sulfite neomycin 

agar，TSN)：酵母浸膏 10.0 g、胰蛋白胨 15.0 g、

亚硫酸钠 1.0 g、柠檬酸铁 0.5 g、硫酸新霉素 0.05 g、

多粘菌素 B 0.02 g、琼脂 20 g (固体培养基时用)

蒸馏水加至 1 000 mL，pH 调至 7.0±0.1，1×105 Pa

高压灭菌 30 min[5]。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

酵母浸膏、牛肉浸膏、胰蛋白胨、葡萄糖、

可溶性淀粉、氯化钠、无水乙酸钠、半胱氨酸

盐酸盐、亚硫酸钠、柠檬酸铁、硫酸新霉素、

多粘菌素、琼脂，以上试剂均购自宝林科(北京)

生物科技有限公司。生化恒温培养箱，上海一

恒科学仪器有限公司；倒置显微镜，上海蔡康

光学仪器有限公司；2.5 L 厌氧培养袋，青岛高

科技工业园海博生物技术有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株初筛 

使用生化恒温培养箱和厌氧培养袋进行厌

氧菌的液体培养、分离和稀释平板计数。产丁

酸菌的分离：(1) 取瘤胃内容物样品 10 g，加入

到 90 mL 无菌水中，置于 80 °C 水浴 10 min 以

灭杀非芽孢菌，混合物转入 RCM 培养基 37 °C、

21% CO2 浓度下厌氧培养 48 h。(2) 将上述培养

液置于 80 °C 水浴 10 min，转入 TSN 培养基，

37 °C 厌氧选择性富集培养 48 h。(3) 选取 10–3、

10–5、10–7 梯度稀释培养液，涂布 TSN 培养基

平板 37 °C、21% CO2 浓度下厌氧培养 48 h。

(4) 更换样品，重复以上步骤。(5) 将所筛得的

菌株分别进行纯化传代培养 3 代以上，得到初

筛菌株。 

1.2.2  菌株复筛 

(1) 分离所有初筛菌株的 16S rRNA基因序

列：使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取纯化

细菌总 DNA，设计合成 PCR 引物 P0 (5′-GAGT 

TTGATCMTGGCTCAG-3′)和 PC3 (5′-CTAHAG 

GGTATCTAATCCT-3′)。PCR 反应体系：上游引物

P0 (20 μmol/L) 0.5 μL，下游引物 PC3 (20 μmol/L) 

0.5 μL，模板 DNA 1 μL，dNTPs (10 mmol/L) 2 μL，

10×PCR Buffer (含 Mg2+) 2 μL，Taq polymerase 

(5 U/μL) 0.2 μL，无菌去离子水补足 50 μL。PCR

反应条件：95 °C 5 min；94 °C 1 min，50 °C   

1 min，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 10 min；4 °C

终止反应。 

(2) 对 PCR 产物进行回收纯化后送至北京

睿博兴科生物技术有限公司进行测序鉴定。测

序后采用 MEGA 7.0.14 构建菌株 16S rRNA 基

因的系统发育树[6]。 

(3) 对鉴定结果符合产丁酸的菌株制作发

酵液[1%接种量(体积分数)，37 °C、21% CO2

浓度下厌氧培养 48 h]送至中国农业科学院饲

料研究所检测中心进行液相色谱产酸检测。 

1.2.3  单因素生长特性测定 

以 1%、37 °C、pH 7.0 和 24 h 为标准模型

分别进行接种量、温度、pH 和生长时间的单因

素生长特性测定。 

(1) 最佳接种量的测定：分别接种 1%、

3%、5%、7%和 9%的种子液于 RCM 液体培养

基中，培养 24 h 后观察生长情况并测定其

OD600 和丁酸产量。 

(2) 最佳生长温度的测定：取种子液接种于

RCM 培养基，接种后分别置于 36、37、38、39

和 40 °C 环境中，培养 24 h 后观察生长情况并

测定其 OD600 和丁酸产量。 

(3) 最佳 pH 的测定：取种子液分别接种于

不同 pH (5.0、6.0、7.0、8.0 和 9.0)的 RCM 培
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养基，培养 24 h 后观察生长情况并测定其 OD600

和丁酸产量。 

(4) 最佳生长时间的测定：取种子液接种于

RCM 培养基，接种后分别测定其 12、24、36、

48、60 和 72 h 的 OD600 和丁酸产量。 

1.2.4  响应面优化组合培养条件 

采用 Design-Expert 8.0.6.1 软件设计响应面

试验方案，建立数学回归模型，对产丁酸菌培

养条件进行优化分析。根据 Box-Behnken 的中

心组合试验设计原理，结合单因素试验结果，

分别选择接种量、温度、pH 和生长时间作为自

变量，以丁酸产量为响应值设计四因素三水平

的响应面分析实验。响应面试验为 29 个试验

点，其中存在 24 个析因点和 5 个零点，用以估

计实验误差。 

2  结果与分析 

2.1  产丁酸菌的分离培养与鉴定 
2.1.1  复筛菌株初步产酸测定 

将初筛所得的所有菌株发酵液进行液相色

谱检测，得到丁酸产量较高的 8 株产丁酸菌，

见表 1。 

2.1.2  菌落及细胞形态学观察 

菌株 R8 经进一步纯化后进行个体形态、菌

落特征观察。菌体在 RCM 培养基上的菌落 
 

表 1  复筛菌株的初步产酸结果 
Table 1  Preliminary acid production results of the 
rescreened strains 

Strain  

No. 

Lactic 

(g/L) 

Formic  

(g/L) 

Acetate  

(g/L) 

Propionate 

(g/L) 

Butyrate 

(g/L) 

R8 0.04 0.02 1.23 61.58 1.97 

R13 0.03 0.03 1.88 94.01 1.85 

C1 0.24 0.02 1.76 88.11 1.69 

R16 1.62 0.09 1.97 98.71 1.59 

A4 0.09 0.03 2.10 104.82 1.58 

C8 0.32 0.02 1.88 93.91 1.56 

A2 0.04 0.02 1.87 93.43 1.54 

D6 0.04 0.02 1.79 89.69 1.53 

征图和菌体形态见图 1。菌落表面黏稠，边缘

处形成白色或乳白色一圈突起，呈不规则圆形

形态，稍突。菌体形态为直杆状、单生、革兰

氏阳性、产芽孢，芽孢中生。 

2.1.3  细菌 16S rRNA 基因序列测定结果 

菌株 R8 的 16S rRNA 基因扩增可见单一清

晰目的条带，测序结果经 BLAST 比对显示，与

多个 Clostridium beijerinckii 的 16S rRNA 基因

序列相似度均在 99%以上，确定该分离株为梭

菌属(Clostridium)的拜氏梭菌，命名为拜氏梭菌

R8 (CB.R8) (图 2)。 

2.2  单因素法优化拜氏梭菌培养条件 
2.2.1  最佳接种量 

拜氏梭菌 R8 在 1%−9%接种范围内生长，

最佳接种量为 3% (图 3A)。在该接种量下，生长

OD600 值大于 1，丁酸产量相较于 7%略有降低但

不明显，而且接种量过高容易提前进入衰亡期。 

 

 
 

图 1  分离株的菌落特征图(A)和菌体形态图(B) 
Figure 1  Colony characteristics (A) and cell 
morphology (B) of isolates.  
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图 2  拜氏梭菌 R8 (CB.R8)基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   Bootstrap 次数设置为 1 000；括

号内表示 GenBank 登录号；分支点上的数字表示 bootstrap 的支持率；左下角标尺表示 0.05%的序列进

化差异 

Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence of Clostridium beijerinckii R8. Bootstrap 
times are set to 1 000; The numbers on the branch points indicate the support rate for bootstrap; The 
parentheses represent the GenBank accession No.; Ruler represents 0.05% of sequence evolutionary 
differences. 

 

 
 

图 3  不同接种量(A)和不同温度(B)条件下的生长量与丁酸产量 
Figure 3  Growth and butyrate production under different inoculation amount (A) and different 
temperatures (B). 

 

2.2.2  最佳生长温度 

拜氏梭菌 R8 在 36−40 °C 范围内生长，最

佳生长温度为 38 °C (图 3B)。在该温度下，生

长 OD600 值接近 1.2，丁酸产量达到 1.482 g/L。 

2.2.3  最佳生长 pH 

拜氏梭菌 R8 在 pH 5.0−8.0 范围内接种生

长，最佳生长 pH 为 7.0 (图 4A)，在该生长 pH

条件下，丁酸产量与 pH 为 6.0 的实验结果相近，

生长量优于 pH 为 6.0 的实验结果。 

2.2.4  最佳生长时间 

拜氏梭菌 R8 的时间生长曲线和产酸曲线见

图 4B，最佳生长时间为 36 h，在 36 h 时生长量

趋于平缓，丁酸产量仍有增长。说明在 36 h 后菌

株的增殖速度下降，主要以发挥代谢功能为主。 
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图 4  不同 pH (A)和不同生长时间(B)条件下的生

长量与丁酸产量 
Figure 4  Growth and butyrate production under 
different pH (A) and different time (B).  
 

2.3  响应面法优化拜氏梭菌培养条件 
2.3.1  Box-Behnken 试验因素水平 

根据单因素生长特性结果，制定 Box-Behnken

试验因素水平如表 2 所示。 

根据 Box-Behnken 试验因素水平表，完成

响应面 29 个试验点，结果如表 3 所示。 

2.3.2  响应面优化数据分析 

利用 Design-Expert 8.0.6.1 软件对表 3 中实

验数据进行二次线性回归拟合，得到回归模型 
 

表 2  Box-Behnken 试验因素水平表 
Table 2  Factor levels for Box-Behnken 
experiment 

Factors Coding Low  

level (−1) 

Intermediate 

level (0) 

High  

level (1)

Inoculation  

amount (%) 

X1 1 3 5 

Temperature  

(°C) 

X2 36 38 40 

pH X3 6 7 8 

Time (h) X4 24 48 72 

表 3  Box-Behnken 试验设计的因素水平及结果 
Table 3  Factor levels and results of Box-Behnken 
experimental design  

Experiment 

No. 

X1 X2 X3 X4 Y (butyrate  

production) (g/L) 

1 −1 −1 0 0 0.702 

2 1 −1 0 0 1.555 

3 −1 1 0 0 0.660 

4 1 1 0 0 1.574 

5 0 0 −1 −1 2.116 

6 0 0 1 −1 1.889 

7 0 0 −1 1 0.056 

8 0 0 1 1 0.059 

9 −1 0 0 −1 0.745 

10 1 0 0 −1 2.148 

11 −1 0 0 1 0.033 

12 1 0 0 1 0.066 

13 0 −1 −1 0 1.431 

14 0 1 −1 0 1.924 

15 0 −1 1 0 1.920 

16 0 1 1 0 1.788 

17 −1 0 −1 0 0.915 

18 1 0 −1 0 1.565 

19 −1 0 1 0 0.745 

20 1 0 1 0 1.774 

21 0 −1 0 −1 2.458 

22 0 1 0 −1 1.847 

23 0 −1 0 1 0.055 

24 0 1 0 1 0.058 

25 0 0 0 0 1.732 

26 0 0 0 0 1.961 

27 0 0 0 0 1.598 

28 0 0 0 0 1.653 

29 0 0 0 0 1.587 

 
方程：Y=1.71+0.41X1−0.023X2+0.014X3−0.91X4+  

0.015X1X2+0.095X1X3−0.34X1X4−0.16X2X3+  

0.15X2X4+0.058X3X4−0.46X1
2−0.027X2

2−4.750× 

10−4X3
2−0.58X4

2，该方程为丁酸产量的预测响应

值。为进一步确定该响应面模型拟合的数据是

否有效，通过参考 R2、Adj R2、P 值、失拟项(lack 

of fit)和 F 值等方差分析确定模型的可行性  

(表 4)。由表可知，P 值小于 0.000 1，这说明该

模型极显著，可信度极高；失拟项为 0.201 5 (大
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于 0.05)，说明模型拟合度良好，与响应面情况

极接近，模型建立合理；该模型的决定系数

(R2=95.94%)与矫正系数(Adj R2=91.89%)接近，

模型预测性良好。本实验模型的变异系数

(coefficient variation，CV)为 17.34%，该变异值

的大小与模型的可信度成反比，表示模型的精

确度，由标准偏差与平均值的比值得到。从丁

酸产量的结果上看，高水平 pH (1，pH 8.0)的丁

酸产量极低，该系列的响应值影响了标准差与

平均值的稳定性。综上所述，可以利用此模型

对菌株的产酸率作为响应值进行预测。 

2.3.3  培养条件交互作用分析 

利用 Design-Expert 软件对表 3 的数据进行

二次多元回归拟合，所得到的显著项二次回归

方程响应面及其等高线见图 5。结合 P 值分析

得到各培养条件之中培养时间与 pH 交互作用

最强。响应面图中曲线的弯曲程度表示结果的

显著性，等高线图呈圆形表示交互作用不显著，

呈椭圆形则表示交互作用显著，每条曲线上丁

酸产量相同，图形颜色由蓝色变为红色表明丁

酸产量由少到多，颜色变化越深坡度越大，即

效果越显著。分析可知，随着培养时间的增加，

响应值先增加后减少；随着 pH 值的增加，响

应值呈先增后减变化。即当培养时间取值为

67.93−75.86 h 范围时，pH 取值为 5.87−6.62 范

围时，响应值达到最大响应区域。 

2.3.4  响应面优化后的培养条件和丁酸产量 

经过培养条件优化后的菌株在接种量为

1.22%、温度为 38.45 °C、pH 6.08 和培养时间为

64.67 h 的条件下丁酸产量为 2.479 3 g/L，菌株

在初筛阶段得到丁酸产量为 1.970 5 g/L，优化

后丁酸产量提高了 1.26 倍。 

 
表 4  回归模型方差分析 

Table 4  Analysis of variance (ANOVA) for regression equation 

Source Sum of squares df Mean square F value P value 

Model 15.880 14 1.130 23.66 <0.000 1 

X1 1.990 1 1.990 41.42 <0.000 1 

X2 6.075×10–3 1 6.075×10–3 0.13 0.727 2 

X3 2.352×10–3 1 2.352×10–3 0.049 0.827 9 

X4 9.860 1 9.860 205.58 <0.000 1 

X1X2 9.303×10–4 1 9.303×10–4 0.019 0.891 2 

X1X3 0.036 1 0.036 0.75 0.401 4 

X1X4 0.470 1 0.470 9.79 0.007 4 

X2X3 0.098 1 0.098 2.04 0.175 5 

X2X4 0.094 1 0.094 1.97 0.182 7 

X3X4 0.013 1 0.013 0.28 0.607 7 

X1
2 1.390 1 1.390 29.00 <0.000 1 

X2
2 4.633×10–3 1 4.633×10–3 0.097 0.760 5 

X3
2 1.464×10–6 1 1.464×10–6 3.052×10–5 0.995 7 

X4
2 2.200 1 2.200 45.82 <0.000 1 

Residual 0.670 14 0.670   

Lack of fit 0.580 10 0.580 2.42 0.201 5 

Pure error 0.094 4 0.094   

Cor total 16.550 28 16.550   

R2=95.94%, Adj R2=91.89%, CV=17.34% 
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图 5  培养时间和 pH 交互作用等高线(A)及响应面图(B) 
Figure 5  Interaction contour (A) and response surface (B) of culture time and pH.  

 

3  讨论与结论 
产丁酸菌最早发现于 1930 年，McCoy 等

研究得出产丁酸菌能够通过多种发酵方式(蛋

白质及其衍生物的发酵、乳酸盐的发酵；碳水

化合物、多元醇和糖苷的发酵)产生丁酸[7]。丁

酸是结肠黏膜的主要能量来源，也是宿主细胞

中基因表达、炎症、细胞分化和凋亡的重要调

节剂[8]，对于维持宿主肠道健康起着关键作用。

研究发现，丁酸的形成过程在细菌能量代谢中

发挥了特殊作用[9]，这意味着能量代谢和微生

物生态学的某些特征可能在不同产丁酸菌之间

存在共享。以上结论都指出产丁酸菌在肠道菌

群中具有重要的地位和意义[10-12]，但目前筛选

得到的菌株其丁酸产量无法完全发挥其生物功

能，产丁酸菌的菌株数据库也需要进一步扩充。 

产丁酸菌的优势菌属为梭菌属，研究人员

从不同生境中筛选得到的产丁酸菌多为丁酸梭

菌(Clostridium butyricum)[13]，产丁酸的细菌除了

丁酸梭菌外还包括普拉梭菌 (Faecalibacterium 

prausnitzii)、罗氏弧菌(Roseburia intestinalis)[14]、

直肠真杆菌(Eubacterium rectale)[15]和霍氏真杆

菌(Eubacterium hallii)[16]等。其中，王腾浩等[17]

和廖秀冬 [18]分别筛选得到了丁酸梭菌 ZJU-F1

和丁酸梭菌 NF3，在 RCM 培养基中的丁酸产

量分别为 1.87 g/L 和 1.58 g/L；方超等[19]从健康

成人粪便中分离得到普拉梭菌，其丁酸产量最

高为 1.4 g/L；Duncan 等[14]从健康婴儿的粪便中

分离得到 5 株罗氏弧菌，其中丁酸产量最高为

1.2 g/L。本实验从绵羊瘤胃内容物中通过梭菌

选择性培养基筛选得到一株丁酸产量较高的产

丁酸菌，其在梭菌增殖液体培养基中丁酸的产

量可达 1.97 g/L 左右，产酸结果优于前述学者

研究所得结果。 

拜氏梭菌是一种厌氧、杆状、产芽孢的革

兰氏阳性细菌[20]，其生长温度宽泛，可利用底

物范围广且无葡萄糖抑制作用，对木质纤维素

水解物中的抑制剂抗性非常好[21]。本实验菌株

从形态学和 16S rRNA 基因序列同源性等方面

将其确定为拜氏梭菌，命名为拜氏梭菌 R8。该

菌菌落表面黏稠，边缘处形成白色或乳白色一

圈突起，呈不规则圆形形态，稍突。菌体形态

为直杆状、单生、革兰氏阳性、产芽孢，芽孢

中生。拜氏梭菌在工业生产中多用于发酵生产

丁醇[22-24]，对其产丁酸的研究则鲜有报道。本

实验经单因素试验与 Box-Behnken 试验得到了

拜氏梭菌 R8 的最佳培养条件，在接种量为

1.22%、温度为 38.45 °C、pH 6.08 和培养时间
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为 64.67 h 的条件下丁酸产量达到 2.479 3 g/L，菌

株在初筛阶段得到的丁酸产量为 1.970 5 g/L，

优化后的丁酸产量比初始的丁酸产量提高了

1.26 倍。本研究结果初步表明该菌具备潜在的

应用价值，在生物领域有广泛的应用前景。 
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