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摘要!从人粪便#窖泥和动物肠道内容物分离筛选出
!

株

丁酸梭状芽孢杆菌!分别命名为
5($1;8)L)39K3;

<

8)G39

Sd

#

5($1;8)L)39K3;

<

8)G39 YU

#

5($1;8)L)39K3;

<

8)G39

Tg

%比较丁酸梭菌
Sd

#丁酸梭菌
YU

#丁酸梭菌
Tg

和酪

丁酸梭菌
CLRR4#$##

在合成培养基的发酵特性%结果

表明&丁酸梭菌
Sd

和丁酸梭菌
YU

生长能力较强%酪丁

酸梭菌产丁酸能力较强!而产乳酸能力低于丁酸梭菌%

!

株丁酸梭菌相比较!丁酸梭菌
Sd

产丁酸能力较强!达
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关键词!丁酸'丁酸梭菌'酪丁酸梭菌'发酵特性'
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"'YBPSC

丁酸是一种重要的短链脂肪酸$由结肠益生菌发酵

不易消化的糖类产生%据大量的研究)

"[!

*发现$丁酸具

有多重生理功能$可为结肠细胞生长供能$维持肠道菌群

稳态和抑制肠道炎症(癌症发生等%其抑制肿瘤的首要

机制是作为一种去乙酰化酶!

/,.>71=@=+6=>

9

-+.=

#的抑制

剂$主要通过改变组蛋白的乙酰化程度来改变染色质结

构$参与多种基因的表达$从而抑制多种肿瘤细胞生长$

诱导细胞成熟分化$诱导癌细胞凋亡)
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%

丁酸梭菌!

5($1;8)L)39K3;

<

8)G39

#是人体正常的肠

道细菌$革兰氏阳性厌氧菌$其发酵产物以丁酸和乳酸为

主$副产物还有乙酸(丁醇(淀粉酶(脂肪酶和维生素

等)

#

*

%由于是发酵产物$丁酸梭菌具有极强的整肠作用$

可用于治疗肠道菌群紊乱(急慢性腹泻(肠易激综合征

等$其微生物制剂已在临床得以广泛应用)

'

*

%目前发现

的丁酸梭菌主要是由多种来源分离纯化而得到的野生型

菌株$如牲畜粪便)

$

*

(河畔污泥)

%

*

(朗姆酒发酵液)

&

*等%

酪丁酸梭菌!

5($1;8)L)39;

<

8$K38)G39

#是一种典型

的产丁酸微生物)

"8[""

*

$属于有机化能异养型专性厌氧

菌$革兰氏阳性芽孢杆菌酪丁酸梭菌不能水解明胶(血清

蛋白$可以发酵葡萄糖(蔗糖(果糖和乳糖$并产生丁酸(

乳酸(丙酸和乙酸等短链脂肪酸)
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%

W07

等)
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*研究了木

糖(葡萄糖为碳源时丁酸的产量$结果发现酪丁酸梭菌更

偏好葡萄糖为碳源%

c,+1

2

等)
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*利用纤维床固定化酪丁

酸梭菌发酵葡萄糖$丁酸得率达到
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丁酸梭菌和酪丁酸梭菌作为产丁酸的代表性菌株$

其各自的发酵特性和生物活性已被广泛研究%刘磊等)

"#

*

研究发现丁酸梭菌
R]?8"

最佳碳源和最佳氮源分别是

葡糖糖和蛋白胨+邢宏观等)
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*采用响应面法对丁酸梭菌

生物量的发酵工艺进行优化$优化后菌体数达到
"58"Z

"8

&个'
*W

+吴杰等)

"$

*发现丁酸梭菌对健康大鼠生长没有

负面影响$对脂多糖导致的肠道蔗糖酶活性降低起到抑

制作用+

W,0

)

"%

*利用基因工程技术构建了酪丁酸梭菌磷酸

转乙酰酶缺失体$产酸量提高到
85D

2

'

2

+

Y71

2

等)
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*以褐

藻为碳源$采用分批发酵和半连续发酵$丁酸产率为

854#4

2

'

2

%由此看来对丁酸梭菌的研究大多集中于加大

其生物量及其在动物饲料上的运用$而到目前为止尚未

发现对丁酸梭菌和酪丁酸梭菌产丁酸量的比较研究%本

研究拟以不同来源的丁酸梭菌和酪丁酸梭菌为出发菌

株$比较它们在同一合成培养基中的发酵特性和产酸能

力$旨在揭示不同属产丁酸菌的差异$为后期研究产丁酸

菌株在代谢途径上的差异提供理论依据%
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材料与方法
"5"

!

材料与仪器

"5"5"

!

材料

5($1;8)L)39K3;

<

8)G39Sd

"分离于山东理工大学志

愿者粪便+

5($1;8)L)39K3;

<

8)G39YU

"分离于山东扳倒井股份

有限公司酒窖窖泥+

5($1;8)L)39K3;

<

8)G39Tg

"分离于桓台县马桥镇汇

源养牛场鲁西黄牛肠道内容物+

5($1;8)L)39;

<

8$K3;

<

8)G39CLRR4#$##

"中国普通微

生物菌种保藏管理中心%

"5"54

!

试剂

快捷型提取
PSC

试剂盒"山东赛恩斯科技有限公司+

葡萄糖"分析纯$阿拉丁试剂!上海#有限公司+

丁酸"色谱纯$国药集团化学试剂有限公司+

!5#)

二硝基水杨酸"分析纯$国药集团化学试剂有限

公司+

二氯甲烷"色谱纯$国药集团化学试剂有限公司%

"5"5!

!

仪器与设备

离心机"

#8!%T

型$德国
(

AA

=1@7BH

公司+

电泳仪"

PUU)'P

型$北京市六一仪器厂+

A

M

计"

O(48

型$梅特勒&托利多仪器!上海#有限

公司+

紫外分光光度计"

X_)4'88

型$日本岛津公司+

气相色谱仪"

'&%8S

型$美国安捷伦公司%
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!

试验方法

"545"

!

培养基

!

"

#筛选培养基"葡萄糖
%

2

$胰蛋白胨
"8

2

$牛肉膏

!

2

$琼脂
48

2

$蒸馏水
"888*W

$

A

M

!

$58b85"

#$

"4"\

灭

菌
48*,1

%

!

4

#种子培养基"酵母膏
!

2

$牛肉膏
"8

2

$蛋白胨

"8

2

$可溶性淀粉
"

2

$葡萄糖
#

2

$氯化钠
!

2

$乙酸钠
!

2

$

琼脂
"#

2

$刃天青
!*

2

$半胱氨酸盐酸盐
85#

2

$蒸馏水

"888*W

$

A

M$58b85"

$

"4"\

灭菌
48*,1

%

!

!

#合成发酵培养基"葡萄糖
!8

2

$蛋白胨
#

2

$酵母

膏
#

2

$硫酸铵
!

2

$硫酸镁
85!

2

$磷酸二氢钾
"

2

$刃天青

!*

2

$半胱氨酸盐酸盐
85#

2

$蒸馏水
"888*W

$

A

M$58b

85"

$

"4"\

灭菌
48*,1

%

"5454

!

菌种的分离纯化
!

参考文献)

%

*方法分离纯化菌

种$分别称取
"

2

粪便(窖泥和动物肠道内容物装入
&*W

无菌无氧的厌氧管中%充分振荡后$在无氧条件下采用

"8

倍梯度稀释法制成为
"8

[4

$

"8

[!

$

"8

[D

$

"8

[#稀释液$

分别取
85"*W

涂布在固体筛选培养基$

!$\

厌氧培养

D%/

%培养基长出的单菌落进行镜检$对符合梭状芽孢杆

菌特征的单菌落划线(接种到新鲜固体筛选培养基上$

!$\

厌氧培养
D%/

$重复上述操作
4

次%获取单菌落种

子培养基悬液培养$分别进行
"'YBPSC

基因系列分析$

直到获得丁酸梭菌菌株%

"545!

!

"'YBPSC

基因系列分析
!

按照文献)

48

*提取细

菌基因组
PSC

$对获得的总基因组
PSC

进行
"'YBPSC

的
VRT

扩增$采用通用引物"

4$O

"

#l)C;C;LLL;CLR)

?L;;RLRC;)!l

$

"D&4T

"

#l)LCR;;ULCRRLL;LLC)

R;CRLL)!

$

$扩增条件"预变性
&# \ #*,1

$变性
&#\

!8.

+退火
D$\4*,1

+

!#6

9

6-=

+

$4\"8*,1

%将
VRT

扩

增片段回收$送至生工生物工程!上海#股份有限公司测

序%将测序结果与
SR]F

数据库对比$绘制发育树$确定

菌株在系统分类学上的归属菌株%

"545D

!

菌株生长特性及发酵培养
!

将活化的筛选菌株

Sd

$

YU

$

Tg

及酪丁酸梭菌
CLRR4#$##

菌液按
4E

接种

于液体种子培养基中$于
!$\

恒温静置培养$每
4/

取样

"

次$在波长
'881*

处测菌液吸光度值!

EW

'88

#$绘制菌

株生长曲线%

将活 化 的 菌 株
Sd

$

YU

$

Tg

及 酪 丁 酸 梭 菌

CLRR4#$##

菌液按
4E

接种于液体种子培养基中$待其

长至对数生长期以
!E

的接种量接种于
488*W

合成发酵

培养基$

!$\

静置培养%发酵过程中定时取样测定菌体

生物量(发酵液中还原糖含量(以及乳酸(丁酸的含量%

"5!

!

发酵特性指标测定

"5!5"

!

生物量
!

采用分光光度法测定发酵液在
'881*

处的吸光值%

"5!54

!A

M

值
!

采用
A

M

计测定%

"5!5!

!

还原糖
!

采用
!

$

#)

二硝基水杨酸法)

4"

*

%

"5!5D

!

丁酸和乳酸
!

采用气相色谱分析)

44

*

$发酵液经离

("

基础研究
OXSPC?(SLCWT(Y(CTRM

总第
48%

期
"

48"&

年
4

月
"



心后取上清液
4*W

于提取瓶中$加入
"45#E

的硫酸&甲

醇溶液
"*W

$混匀$

'8\

水浴加热
'/

$自然冷却至室温$

加入
4*W

二氯甲烷$充分振荡使其混匀$静置分层后$取

下层溶液转移到新的提取瓶中$重复萃取
!

次%合并萃

取液并加入饱和
S+R-

溶液
"5#*W

洗涤$

D888B

'

*,1

离

心
#*,1

后$取下层溶液进行气相分析%气相分析条件"

OFP

检测器$

P])OOCV

毛细管柱!

'8 *Z85!4 **Z

854#

#

*

#$进样口温度
4'8\

$检测器温度
4#8\

%升温

程序为
"88\

保持
"*,1

$再以
!\

'

*,1

升温至
"'8\

$

然后以
"8\

'

*,1

升温至
4D8\

$并保持
#*,1

+进样量为

"

#

W

$载气为氮气%

分别配制不同浓度的标准溶液$按上述处理后作标

准曲线%

"5!5#

!

数据处理
!

所有试验均重复
!

次取平均值%采用

(:6=-488!

对试验数据进行分析$采用
<B,

2

,1$5#

作图%

4

!

结果与分析

45"

!

"'YBPSC

基因序列分析

45"5"

!

菌株
Sd

(

YU

(

Tg"'YBPSC

基因片段
VRT

产物

扩增
!

"'YBPSC

是细菌染色体上编码
"'YBTSC

相对

应的
PSC

系列$在结构与功能上具有高度保守性$而且

大小在
"5#JI

左右$容易利用
VRT

技术得到其序列%由

图
"

可以看出$菌株
Sd

(

YU

(

Tg

的
VRT

扩增产物大小

在
"5#JI

左右$说明是其
"'YBPSC

扩增产物%

"5

菌株
Sd

!

45

菌株
YU

!

!5

菌株
Tg

图
"

!

菌株
Sd

#

YU

#

Tg

的
VRT

扩增产物电泳图

O,

2

0B="

!

VRT=-=6>B7

A

/=B7

2

B+*7H.>B+,1SdYU

+1@Tg

45"54

!

菌株
Sd

(

YU

(

Tg"'YBPSC

基因序列及进化发育

树
!

经测定$菌株
Sd

(

YU

(

Tg

的
"'YBPSC

基因序列长

度分别为
"D"#

$

"D"'

$

"D"4I

A

%使用
PSC.>+B

分析
!

株菌株的
C

(

;

(

L

和
R

比例如图
4

所示$其
C`L

所占比

例分别为
D$5$8E

$

D$5$DE

$

D$5''E

$因它们是同一属种$

所以相似度很高%酪丁酸梭菌
CLRR4#$##

菌种的
C`L

所占比例为
D$5D'E

$与以上菌株相比$有较大差异%

图
4

!

菌株
Sd

#

YU

#

Tg

#酪丁酸梭菌
CLRR4#$##

"'YBPSC

基因序列
C

#

;

#

R

#

L

各自比例

O,

2

0B=4

!

C

!

;

!

R+1@LB+>,77H"'YBPSC.=

h

0=16=,1

.>B+,1SdYUTg+1@5($1;8)L)39;

<

8$K3;

<

8)'

G39 CLRR4#$##

!!

菌株
Sd

(

YU

(

Tg"'YBPSC

核苷酸序列在
S+>,71+-

R=1>=B],7>=6/17-7

29

F1H7B*+>,71

使用
]WCYLS

程序进

行比对%结果显示菌株
Sd

(

YU

(

Tg"'YBPSC

核苷酸序

列分别和
5($1;8)L)39K3;

<

8)G39 ND

$

5($1;8)L)39K3;

<

8'

)G39 ]"

$

5($1;8)L)39K3;

<

8)G39 PY?4D$$

的核苷酸序列

同源性为
&&E

%用
?(;C

软件构建系统发育树见图
!

$

菌株
Sd

(

YU

(

Tg

在
5($1;8)L)39

属发育树一个分支上$

与
5($1;8)L)39K3;

<

8)G39

种的菌种在一个类群内而与其

他种处于不同的分支上$所以把它们分别命名为
5($1'

;8)L)39K3;

<

8)G39 Sd

(

5($1;8)L)39K3;

<

8)G39 YU

(

5($1'

;8)L)39K3;

<

8)G39 Tg

%

45"5!

!

丁酸梭菌和酪丁酸梭菌的生长曲线
!

如图
D

可

见$各菌株在种子培养基中生长良好$丁酸梭菌
Sd

和

丁酸梭菌
YU

的对数生长期为
D

"

"4/

$所以确定种子菌

液接入发酵培养基的时间点为
%/

$同理$丁酸梭菌
Tg

和酪丁酸梭菌
CLRR4#$##

菌液接入时间点确定为

"4/

%

454

!

丁酸梭菌和酪丁酸梭菌在合成培养基中的发酵特性

比较

4545"

!

生物量的变化
!

随发酵进行$菌体生物量变化如

图
#

所示%丁酸梭菌
Sd

和丁酸梭菌
YU

具有良好的生

长性 能$生 长 速 率 较 丁 酸 梭 菌
Tg

和 酪 丁 酸 梭 菌

CLRR4#$##

大$在
8

"

"'/

内迅速达到生长稳定期$

EW

'88

分别为
$58&

和
'5DD

%而丁酸梭菌
Tg

和酪丁酸梭

菌
CLRR4#$##

生长速率较小$在
"'/

时仅分别为
!5%8

和
!5"'

$并且稳定期菌体细胞浓度也比丁酸梭菌
Sd

和

丁酸梭菌
YU

低%

45454

!

还原糖的变化
!

碳源作为微生物生长不可或缺的

能量来源之一$丁酸梭菌和酪丁酸梭菌所能够利用的碳

源以葡萄糖为最佳$所以在合成发酵培养基中$以葡萄糖

)"

"
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"
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图
!

!

菌株
Sd

#

YU

#

Tg

基于
"'YBPSC

基因发育树

O,

2

0B=!

!

"'YBPSC

2

=1=)I+.=@

A

/

9

-7

2

=1=>,6>B==7H.>B+,1SdYUTg

图
D

!

丁酸梭菌和酪丁酸梭菌的生长曲线

O,

2

0B=D

!

;B7G>/60B3=7H5($1;8)L)39K3;

<

8)G39+1@

5($1;8)L)39;

<

8$K3;

<

8)G39

图
#

!

丁酸梭菌和酪丁酸梭菌在合成培养基发酵的

生物量变化

O,

2

0B=#

!

],7*+..6/+1

2

=.,1>/=.

9

1>/=>,6*=@,0*@0B,1

2

H=B*=1>+>,717H5($1;8)L)39K3;

<

8)G39+1@5($1'

;8)L)39;

<

8$K3;

<

8)G39

为碳源%如图
'

所示"发酵结束后$

D

株菌种均有葡萄糖

剩余$其中丁酸梭菌
Sd

(丁酸梭菌
YU

和丁酸梭菌
Tg

在

!4/

时 葡 萄 糖 残 留 值 相 当$分 别 为
48584

$

"&54'

$

485#'

2

'

W

$此后剩余葡萄糖变化不大$说明发酵趋于停

止%在相同的发酵条件下$酪丁酸梭菌比每一株丁酸梭

菌产丁酸量都要多$所以酪丁酸梭菌
CLRR4#$##

较
!

株

丁酸梭菌而言$剩余葡萄糖较少$为
"D5!#

2

'

W

%

D

株菌种

均有葡萄糖残留的原因是随着发酵进行酸的产生$导致

A

M

下降$

A

M

下降到一定程度$进入衰亡期$细胞代谢能

力减弱%这与
O0

等)

4!

*的研究结果趋势是一致的%

4545!

!A

M

的变化
!A

M

对微生物生长具有显著影响$一

般细菌的生长最适
A

M

值为
$

左右$所以发酵培养基的初

始
A

M

设为
$

%接入种子培养液之后$丁酸梭菌
Sd

(丁酸

图
'

!

丁酸梭菌和酪丁酸梭菌在合成培养基发酵的

还原糖变化

O,

2

0B='

!

R/+1

2

=.7HB=@06,I-=6+BI7/

9

@B+>=,1>/=.

9

1>/=>,6

*=@,0*@0B,1

2

H=B*=1>+>,717H5($1;8)L)39K3'

;

<

8)G39+1@5($1;8)L)39;

<

8$K3;

<

8)G39

*#

基础研究
OXSPC?(SLCWT(Y(CTRM

总第
48%

期
"

48"&

年
4

月
"



梭菌
YU

(丁酸梭菌
Tg

和酪丁酸梭菌
CLRR4#$##

的初

始
A

M

分别为
'5!8

$

'5"$

$

'54#

$

'54!

%随着发酵时间的延

长$由于上述菌株均是以产丁酸为主的菌株$发酵液的

A

M

呈逐渐降低趋势%

!

株不同的丁酸梭菌虽然来源不

同$但是对酸的耐受度却相差不大$

!4/

细胞生物量基本

上达到最大值$还原糖也不再消耗!图
$

#$此时丁酸梭菌

Sd

(丁酸梭菌
YU

和丁酸梭菌
Tg

的
A

M

分别为
D544

$

D54&

$

D54D

%与
!

株丁酸梭菌相比较$酪丁酸梭菌对酸的

耐受力较强$发酵结束后$发酵液的
A

M

值为
!5%#

%

图
$

!

丁酸梭菌和酪丁酸梭菌在合成培养基发酵

的
A

M

变化

O,

2

0B=$

!

R/+1

2

=.7H

A

M,1>/=.

9

1>/=>,6*=@,0*@0B,1

2

H=B*=1>+>,71 7H5($1;8)L)39 K3;

<

8)G39 +1@

5($1;8)L)39;

<

8$K3;

<

8)G39

4545D

!

产酸量的变化
!

不同菌株对原料的利用率及产酸

能力不同%菌株利用葡萄糖发酵的产酸量变化如图
%

所

示%由图
%

可知$菌株丁酸梭菌
Sd

(丁酸梭菌
YU

及丁酸

梭菌
Tg

的丁酸产量变化趋势相同$前
%/

丁酸产量缓慢

增长$

%

"

4D/

持续快速增长%据孔青)

4D

*研究$丁酸梭菌

产物形成与菌体生长的关系为非生长偶联性$菌株在细

胞生长进入稳定期才开始产生大量丁酸%到后期$丁酸

梭菌菌株由于
A

M

的胁迫和细胞衰亡等原因$产丁酸速率

减缓%比较丁酸最后的积累量发现$丁酸梭菌
Sd

和丁

酸梭菌
Tg

产丁酸能力差异不大$分别为
458$

$

"5&$

2

'

W

$

得率!丁酸产量'葡萄糖消耗量#分别为
854!

$

854"

2

'

2

$丁

酸梭菌
YU

稍低于二者$产丁酸量为
"5''

2

'

W

$得率为

85"$

2

'

2

%酪丁酸梭菌
CLRR4#$##

产丁酸能力很强$

%

"

D%/

时产丁酸量保持快速增长$最终达到
'5D$

2

'

W

$得率

为
85D"

2

'

2

%

W07

等)

"%

*研究发现在初始葡萄糖浓度为

$#

2

'

W

时$酪丁酸梭菌
CLRR4#$##

发酵产丁酸得率为

85!'

2

'

2

%

除丁酸外$丁酸梭菌和酪丁酸梭菌发酵产物还有乳

酸)

4#

*

$由乳酸脱氢酶催化丙酮酸而得到%如图
&

所示$丁

酸梭菌
Sd

(丁酸梭菌
YU

和丁酸梭菌
Tg

发酵葡萄糖的

乳酸产量变化趋势相同$前
%/

快速增长$

!4/

后基本达

到稳定$产量分别为
85DD

$

85!$

$

85D"

2

'

W

%酪丁酸梭菌

图
%

!

丁酸梭菌和酪丁酸梭菌在合成培养基发酵的

产丁酸量变化

O,

2

0B=%

!

R/+1

2

=.7HI0>

9

B,6+6,@

A

B7@06>,71,15($1;8)L'

)39K3;

<

8)G39+1@5($1;8)L)39;

<

8$K3;

<

8)G39

@0B,1

2

H=B*=1>+>,7171.

9

1>/=>,6*=@,0*

图
&

!

丁酸梭菌和酪丁酸梭菌在合成培养基发酵的

产乳酸量变化

O,

2

0B=&

!

R/+1

2

=.7H-+6>,6+6,@

A

B7@06>,71,1>/=.

9

1>/=>,6

*=@,0*@0B,1

2

H=B*=1>+>,717H5($1;8)L)39K3'

;

<

8)G39+1@5($1;8)L)39;

<

8$K3;

<

8)G39

CLRR4#$##

利 用 葡 萄 糖 发 酵 产 乳 酸 量 较 少$仅 为

858D'

2

'

W

$这是因为在其细胞代谢流向中$碳作为分子骨

架偏向于合成丁酸%

!

!

结论
本研究从人粪便(窖泥和动物肠道内容物分离筛选

出
!

株梭状芽孢杆菌$并通过
"'YBPSC

核苷酸序列鉴定

均为丁酸梭菌$分别命名为
5($1;8)L)39K3;

<

8)G39Sd

(

5($1;8)L)39K3;

<

8)G39YU

(

5($1;8)L)39 K3;

<

8)G39 Tg

%

!

株丁酸梭菌具有不同的发酵特性$在合成培养基中$丁

酸梭菌
Sd

和丁酸梭菌
Tg

的产酸能力优于丁酸梭菌

YU

%另外$丁酸梭菌与酪丁酸梭菌相比较$由于种属的差

别$发酵特性差异显著%酪丁酸梭菌产丁酸能力优于丁

酸梭菌%然而$丁酸梭菌的生长能力和产乳酸能力高于

酪丁酸梭菌%通过以上不同种和同种不同株的比较$为

研究其代谢途径差异提供基础$以望进一步从代谢关键

!#

"
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点出发$进行基因改造$从而构建出优良的适合工业生产

的基因工程菌%
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