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摘 要：【目的】选育能够适应猫胃肠环境且具有良好肠道定殖能力的猫源青春双歧杆菌菌株。

【方法】从长寿猫和普通猫的粪便中分离出青春双歧杆菌，通过生长量测试和小鼠寿命试验选育

得到原始菌株 QC-Y (寿命延长率达 33.85%)，经鉴定该菌为青春双歧杆菌。QC-Y 经辐射诱变后，

通过生长量测试、胃肠耐受性驯化和评价选育得到 QC-Y-09。【结果】QC-Y-09 的生长量、耐受性

评分分别是 QC-Y 的 55.667 倍和 5.66 倍，其对猫胃肠环境的耐受能力具有良好的遗传稳定性。

第 10 代 QC-Y-09 菌株在人工胃液、肠液、无氧和微氧环境中的存活率分别为 18.80%、41.60%、

93.26% 和 48.39%，分别达到 0 代的 62.67%、108.53%、97.92% 和 94.40%。猫肠道定殖试验表明，

QC-Y-09 在猫体内的定殖能力显著优于 QC-Y 和人源青春双歧杆菌。停止饲喂菌剂 7 d 后，QC-Y-09

组猫粪便中青春双歧杆菌活菌仍有 4.37 lg CFU/g，分别比 QC-Y 组和人源组高 1.74 lg CFU/g 和

3.02 lg CFU/g。此外，QC-Y-09 对猫换粮应激具有较好的缓解作用，能降低猫换粮应激率

85.71%。SNP 分析结果表明 QC-Y-09 在基因层面与 QC-Y 有显著差异，主要富集在核糖体结构和

氨基酰基-tRNA 生物合成的通路上。【结论】本研究选育的猫源青春双歧杆菌 QC-Y-09 菌株能够

有效适应猫胃肠环境并在猫肠道中良好定殖，这为青春双歧杆菌在猫用功能性食品中的应用提供

了重要的理论和实践基础。
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Abstract: [Objective] To breed Bifidobacterium adolescentis strains that can adapt to the 
gastrointestinal environment of felines and have strong intestinal colonization capabilities.
[Methods] B. adolescentis was isolated from the feces of felines with long and regular life spans. 
The original strain QC-Y (with the life span extension rate reaching 33.85%) was selected through 
biomass assessments and mouse life span experiments and it was identified as B. adolescentis. After 
radiation-induced mutation, QC-Y-09 was screened out by the biomass assessment, gastrointestinal 
tolerance domestication, and evaluation.[Results] QC-Y-09 showed the biomass 55.667 times and 
the tolerance score 5.66 times that of QC-Y. Moreover, the tolerance of the strain to the feline 
gastrointestinal environment showed good genetic stability. The survival rates of the 10th 
generation of QC-Y-09 in the artificial gastric juice, intestinal juice, anaerobic, and micro-aerobic 
environments were 18.80%, 41.60%, 93.26%, and 48.39%, respectively, which were 62.67%, 
108.53%, 97.92%, and 94.40% of those of the original generation. The intestinal colonization test 
showed that the colonization ability of QC-Y-09 in felines was significantly stronger than that of 
QC-Y and human-derived B. adolescentis. Seven days after the feeding of the microbial inoculum 
was stopped, the viable count of B. adolescentis in the feline feces of the QC-Y-09 group still 
reached 4.37 lg CFU/g, which was 1.74 lg CFU/g and 3.02 lg CFU/g, respectively, higher than 
those of the QC-Y group and the human-derived B. adolescentis group. In addition, QC-Y-09 had a 
good relieving effect on the feline food change stress, reducing the feline food change stress rate by 
85.71%. The results of SNP analysis showed that QC-Y-09 was significantly different from QC-Y 
at the gene level, and the differentially expressed genes were mainly enriched in the ribosome 
structure and aminoacyl-tRNA biosynthesis pathway. [Conclusion] Feline-derived B. adolescentis 
QC-Y-09 bred in this study can effectively adapt to the gastrointestinal environment and colonize 
the intestines of felines. This study provides both theoretical and practical bases for the application 
of B. adolescentis in functional food for felines.
Keywords: Bifidobacterium adolescentis; feline; life span; gastrointestinal tolerance; stress rate

猫的胃肠消化道相对脆弱，对食物和环境

刺激的承受能力较差，易出现腹泻、呕吐、食

欲不振等情况，若长期得不到维护易发展成消

化不良、胃肠炎、肠应激综合征等消化系统疾

病[1-3]。猫的胃肠健康直接影响其生活质量和衰

老速度。双歧杆菌类微生物能通过调节肠道菌
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群平衡增强猫胃肠消化和免疫能力，改善其胃

肠健康状态[4-5]。特别是青春双歧杆菌，据报道

撒丁岛百岁老人的比例是其他地区的 10 倍，这

些百岁老人肠道菌群中青春双歧杆菌的菌群丰

度明显高于普通老年人，他们的长寿可能与青

春双歧杆菌具有延缓机体衰老的作用有关[6-8]。

青春双歧杆菌(Bifidobacterium adolescentis)

是一种严格厌氧的革兰氏阳性益生菌，属于双

歧杆菌属。该益生菌已添加于人用保健品、益

生菌剂产品中，并取得了良好的应用效果[9-10]。

目前，其应用已拓展至猫用保健品、猫用益生

菌剂等产品。然而，市面上使用的青春双歧杆

菌多为非猫源的(主要是人源、牛源等)。猫胃肠

环境与人、牛及其他哺乳动物相比存在诸多差

异，猫肠道温度为 38.0−39.5 ℃，胃液 pH 值为

1.0−2.0，肠胆盐浓度为 0.1%−0.4%[11-12]。非猫

源的青春双歧杆菌对猫胃肠环境适应性差，阻

碍了其在猫肠道的定殖和生长，难以充分发挥

其有益功能。因此亟待选育能适应猫胃肠环境

的猫专用青春双歧杆菌，但目前这方面的研究

鲜有报道。

本研究从长寿猫的黄金粪便中分离青春双

歧杆菌，通过延长小鼠寿命测试挑选延长小鼠

寿命时间最长的菌株作为原始菌株。该菌株经

诱变和猫胃肠环境耐受性驯化后，再从其子代

中选育对猫胃肠环境耐受性最好的菌株，即得

到猫专用青春双歧杆菌。通过传代稳定性测试

评价该菌株传代后对猫肠道环境耐受能力的保

持情况，通过猫肠道定殖测试评价该菌株在猫

肠道的定殖能力，以期为青春双歧杆菌在猫用

产品中的应用奠定良好基础。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株

青春双歧杆菌人源菌株购自中国工业微生物

菌种保藏管理中心，菌种保藏号为 CICC 6175。

1.1.2　主要试剂和仪器

PBS 缓冲液、LB 培养基、双歧杆菌琼脂培

养基，青岛高科技工业园海博生物技术有限公

司；胃蛋白酶、胰蛋白酶、猪胆粉，西格玛奥

德里奇(上海)贸易有限公司；DNA marker，宝日

医生物技术(北京)有限公司；细菌基因组提取试

剂盒，生工生物工程(上海)股份有限公司。

ZQZY-78CN 恒温摇床，上海知楚仪器有限

公司；SPX-350B 恒温培养箱，上海力辰仪器科

技有限公司；DG250 厌氧工作站，唐惠特利科

技公司；Multiskan FC 酶标仪，赛默飞世尔科技

(中国)公司。

1.2　猫源青春双歧杆菌分离

招募不同品种的普通宠物猫(6−9 岁)和长寿

宠物猫(16−20 岁)各 3 只，采集它们排泄的黄金

粪便，混合后用 PBS 缓冲液重悬，梯度稀释后

每梯度各取 100 μL 涂布于 LB 琼脂培养基平

板[13]，39 ℃厌氧培养 48 h。选取菌落分布均匀

且生长良好的平板，挑取单菌落(普通猫组挑取

得到 842 株，长寿猫组挑取得到 840 株)并进行

分子鉴定。其中，黄金粪便的判断标准：长度

与香蕉形粪便基本一致，粪便无切口，硬度适

中、富有弹性且柔软。

1.3　分子鉴定

使用细菌基因组提取试剂盒提取得到的基

因组为模板，使用 16S rRNA 基因通用引物 27F 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ ) 和 1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)进行 PCR 扩

增与测序鉴定。PCR 反应体系(50 μL)：TaKaRa 

Taq (5 U/µL) 0.25 µL，10×PCR buffer (Mg2+ plus) 

5 µL，dNTP mixture (2.5 mmol/L) 4 µL，上、下

游引物 (10 µmol/L)各 1 µL，DNA 模板 1 µL，

ddH2O 37.75 µL。PCR 反应条件：95 ℃预变性

5 min；94 ℃变性 20 s，50 ℃退火 30 s，72 ℃延

伸 1 min，35 个循环；72 ℃终延伸 5 min。PCR

产物经琼脂糖凝胶电泳验证后，由生工生物工

程(上海)股份有限公司进行测序，测序结果在
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NCBI 数据库中进行比对，并进行普通猫与长寿

猫粪便分离培养微生物组成分析。

1.4　生长量测定

挑取青春双歧杆菌单菌落接种于 LB 培养

基，在厌氧环境下培养 15 h 后，稀释合理倍数，

测定培养前后的菌浓度(波长 600 nm)，计算菌株

的生长量，如公式(1)所示。

V =OD15 -OD0 (1)

式中：V 为生长量；OD15 和 OD0 为培养 15 h 和

0 h 时菌液的 OD600 值。

1.5　延长小鼠寿命测试

三十只 SAMP8 品系快速衰老模型小鼠(雄

性，8 周龄)购自北京大学医学部，许可证号：

SCXK (京) 2021-0013。试验方案通过杭州应驰

生物科技有限公司伦理委员会审查，编号为：

INCH-IACUC-2022-06-264。30 只小鼠适应环境

后，按体重均匀分为 3 组(试验组 1、试验组 2

和对照组)，每组 10 只。将筛选得到的生长最快

的青春双歧杆菌菌种 1 和菌种 2 菌株添加到鼠

粮中(浓度为 1×108 CFU/g)，分别饲喂试验组 1

和试验组 2 的小鼠，对照组小鼠饲喂普通鼠粮，

每组每天饲喂鼠粮 40 g，饮水自由。统计每组

小鼠的平均存活时间，选取延长小鼠寿命时间

最长的菌株，命名为 QC-Y，作为原始菌株进行

后续试验。

1.6　辐射诱变

采用钴 60 射线对原始菌株 QC-Y 进行辐射

诱变，参数为：辐射剂量 150 Gy，处理时间

10 min。

1.7　猫胃肠环境耐受驯化

诱变结束后，将菌种经稀释后涂布于 LB 琼

脂培养基平板，厌氧培养 48 h 后挑取直径较大

的菌落进行胃肠环境耐受驯化，参考耿海波

等[14]的方法并略作修改。将诱变后的菌株用耐

肠消化筛选培养基连续培养 7 d (每天传代 2 次)

进行人工肠消化筛选，其中在第 1 天和第 4 天单独

增加人工胃消化筛选。人工胃液的配制参考李

弘等[15]的方法进行，并调整 pH 至 1.5。人工肠

液和耐肠消化培养基的配制方法参考薛俊敏[16]

的方法进行，调整 pH 至 7.2，胆盐浓度为

0.4%。驯化后的菌液经梯度稀释后分离培养，

第一轮筛选挑选单菌落直径较大的菌株共

24 株，再进行第二轮生长量筛选，得到生长最

快的 3 株菌进行猫胃肠环境耐受性评价。

1.8　猫胃肠环境耐受性评价

取驯化、选育得到的生长最快的 3 株菌的

菌液 1 mL，加入 9 mL 人工胃液或人工肠液中，

在 39 ℃、90 r/min 条件下厌氧培养 2 h；另取菌

液置于 0.8% 氧分压的微氧环境中处理 2 h。通

过对人工胃液、人工肠液和 0.8% 微氧环境处理

前和处理 2 h 后的青春双歧杆菌活菌数量进行平

板计数，存活率计算如公式(2)所示。

P =
n2

n0
´ 100% (2)

式中：P 为存活率；n2 为处理 2 h 的活菌数；n0

为处理 0 h 的活菌数。

耐受性评分按公式(3)计算，对菌株的猫胃

肠环境耐受性进行评价。

S=1/3´P1´100+1/3´P2´100+1/3´P3´100  (3)

式中：S 为耐受性评分；P1 为人工胃液存活率；

P2 为人工肠液存活率；P3 为耐氧存活率。耐受

性评分总分小于等于 100。

取耐受性评分最高的一株青春双歧杆菌菌

株进行传代稳定性评价和猫肠道定殖测试。

1.9　传代稳定性评价

对耐受性评分最高的菌株每 3 d 传代 1 次，

取第 3 代、第 7 代和第 10 代的菌液 1 mL 于

9 mL 人工胃液或人工肠液中，在 39 ℃、90 r/min

条件下厌氧培养 2 h，利用平板计数法分别测定

0 h、2 h 的活菌数并计算存活率，以评价该菌株

耐人工胃液、肠液性能以及在无氧和微氧环境

中的传代稳定性。菌株的传代稳定性评价标准：

存活率≥10%，认为该菌株传代稳定；否则认为

传代不稳定。
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1.10　猫肠道定殖测试

对人源、原始和诱变选育的青春双歧杆菌

菌株进行猫肠道定殖测试。选取普通宠物猫

24 只，体重 3−5 kg，年龄 1−2 岁，健康状态良

好，品种包括布偶、英短、美短、加菲、中华

田园猫和缅因，每种 4 只。将 24 只猫均匀分为

4 组，分别为空白组、人源组、原始菌株组

(QC-Y)和诱变选育菌株组(QC-Y-09)，每组 6 只

(每个品种 1 只)。试验共计 40 d，分为适应期

(0−7 d)、定殖期 (7−21 d)、观察期 (21−40 d)。

将菌液浓缩后装入胶囊中制成菌制剂胶囊

(1011 CFU/粒)，在适应期和定殖期时每天给猫饲

喂菌制剂胶囊，每天 1 次，每次 1 粒。其中，

人源组、QC-Y 组和 QC-Y-09 组的猫饲喂的胶囊

中分别含有人源青春双歧杆菌、QC-Y 原始菌株

以及诱变选育的 QC-Y-09 菌株，空白组的猫饲

喂不含菌剂的空胶囊。进入观察期后停止饲喂

菌制剂胶囊。实验期间每 7 d 采集猫的粪便，通

过双歧杆菌琼脂培养基平板在厌氧条件下培养，

对其进行青春双歧杆菌平板计数并计算定殖活

菌数。

1.11　换粮应激率

给猫每天提供 60 g 市售猫粮 1，喂食 30 日

后挑选无换粮应激表现的猫(无呕吐、腹泻、软

便、精神萎靡、食欲不振或消化不良等表现)进

行分组。试验分 2 组，分别为对照组和试验组，

每组 50 只猫，品种包括东短、英短、美短、布

偶、中华田园猫、缅因和加菲等，每组公母各

半。对照组的猫换食市售猫粮 2，试验组的猫换

食添加有青春双歧杆菌 QC-Y-09 的市售猫粮 2 

(添加量为 1×108 CFU/kg)，每只猫每天喂食猫粮

60 g。在猫换粮 7 d 后记录各组猫存在换粮应激

的情况，换粮应激率按公式(4)计算。存在呕吐、

腹泻、软便、精神萎靡、食欲不振或消化不良

等表现时认为该猫存在换粮应激情况。

P (%)=n×100/N (4)

式中：P 为换粮应激率；n 为换粮 7 d 后仍存在

应激表现猫数量；N 为该组猫总数。

1.12　QC-Y-09 的 SNP 统计分析

QC-Y-09 的 SNP 统计分析工作由生工生物

工程(上海)股份有限公司分析完成。

1.13　统计学处理

试验数据用 mean±SD 表示，以 SPSS 17.0

软件进行统计学分析，采用 one-way ANOVA 检

验组间数据差异，P<0.05 表示差异显著。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　粪便分离培养微生物组成分析

长寿宠物猫和普通宠物猫粪便微生物组成

及占比情况如表 1 所示。在 2 组中占比最高的

7 种菌分别为肠球菌属、埃希氏菌属、芽孢杆菌

属、梭状芽孢杆菌属、双歧杆菌属、乳杆菌属

和奈瑟氏菌属，它们在 2 组中的占比之和均超

过总数的 98.00%。其中，长寿猫粪便微生物中

表1　普通猫与长寿猫粪便分离微生物组成

Table 1　 Microbial composition of fecal isolates 

from regular and long-lived feline

分类
Classification

肠球菌属Enterococcus

埃希氏菌属Escherichia

芽孢杆菌属Bacillus

梭状芽孢杆菌属Clostridium

双歧杆菌属Bifidobacterium

乳杆菌属Lactobacillus genus

奈瑟氏菌属Neisseria

片球菌属pediococcus

盐单胞菌属Halomonas

分枝杆菌属Mycobacterium

巨单胞菌属Megamonas genus

拟杆菌属Bacteroides

巴氏杆菌属Bacillus genus

普通猫
Ordinary 
feline (%)

28.52±1.78

18.92±1.46

16.03±2.05

12.61±1.38

12.35±2.21

7.23±1.06

2.37±0.58

0.66±0.12

0.39±0.06

0.26±0.09

0.26±0.11

0.26±0.08

0.13±0.04

长寿猫
Longevity 
feline (%)

18.10±2.12*

11.67±1.65*

25.71±2.64*

12.50±1.52

21.79±2.14*

8.10±1.17

0.24±0.07*

0.95±0.19*

0.00±0.00*

0.00±0.00*

0.12±0.03*

0.48±0.14*

0.36±0.12*

*表示与普通猫组间存在显著差异，P<0.05。

* indicates that there is a significant difference compared with 

the ordinary feline group, P<0.05.
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有害菌占比减少，埃希氏菌属和奈瑟氏菌属的

占比比普通猫分别降低 38.32% 和 89.87%；长寿

猫粪便微生物中有益菌占比增加，芽孢杆菌、

双歧杆菌、乳杆菌属的占比相比普通猫分别增

加 60.39%、76.44% 和 12.03%。其中，增长最

多的是双歧杆菌属。表 2 结果表明，长寿猫粪

便中分离到的青春双歧杆菌数量和在双歧杆菌属

中的占比均显著高于普通猫，分别达到 48 株和

26.23%，其中菌种 1 (Bifidobacterium adolescentis 

C6-5) 和 菌 种 2 (Bifidobacterium adolescentis 

ATCC 15703) 的数量分别为 30 株和 18 株，

均明显高于普通猫；而菌种 3 (Bifidobacterium 

adolescentis DMF2)数量为 0。推测菌种 1、菌种 2

可能与猫的长寿有关，因此选择菌种 1、菌种 2

进行后续实验。

2.2　生长量筛选

青春双歧杆菌菌种 1、菌种 2 分别以 QC1

和 QC2 进行编号命名。如图 1 所示，菌种 1 和

菌种 2 菌液 OD600 值在 0.0−0.1 范围均为 0 株；

菌种 1 和菌种 2 菌液 OD600 值在 0.1−0.2 范围分

别有 11 株和 1 株；菌种 1 和菌种 2 菌液 OD600

值在 0.2−0.3 范围分别有 10 株和 6 株；菌种 1

和菌种 2 菌液 OD600 值在 0.3−0.4 范围分别有

8 株和 7 株；菌种 1 和菌种 2 菌液 OD600 值在

0.4−0.5 范围分别有 1 株和 4 株。在菌种 1 和菌

种 2 中生长最快的菌株分别为 QC1-8 和 QC2-4，

菌液 OD600 值分别达到 0.442 和 0.494。

2.3　延长小鼠寿命测试

使用 QC1-8 和 QC2-4 菌株分别进行延长小

鼠寿命测试，结果如图 2 所示。试验组 2 的小

鼠寿命时间最长，达到 518 d，相比试验组 1 和

对照组小鼠寿命分别长 21.60% 和 33.85%。这说

明 QC2-4 菌株具有延长小鼠寿命的作用，将其

重新命名为 QC-Y。

2.4　QC-Y 发育树

QC-Y 的发育树如图 3 所示，结果表明 QC-Y

与青春双歧杆菌 P2P3、 JCM 15918、CLA AA 

H289、ATCC 15703、Iraq-Basrah 4 和 VB-ES42

为同一支，该菌株属于青春双歧杆菌。

2.5　辐射诱变和生长量筛选

以 QC-Y 作为诱变的原始菌株，在辐射诱变

后，从培养的子代中挑选直径较大的菌株共

24 株，分别编号为 QC-Y-01−QC-Y-24。它们的

生长量结果如图 4 所示，菌液 OD600 值在

0.0−0.1 范围的有 2 株；菌液 OD600 值在 0.1−0.2

范围的有 4 株；菌液 OD600 值在 0.2−0.3 范围的

有 1 株；菌液 OD600 值在 0.3−0.4 范围的有 5 株；

菌液 OD600 值在 0.4−0.5 范围的有 4 株；菌液

OD600 值在 0.5−0.6 范围的有 6 株；菌液 OD600

值在 0.6−0.7 范围的有 1 株；菌液 OD600 值在

表2　长寿猫与普通猫粪便中青春双歧杆菌菌种和数量

Table 2　Species and number of Bifidobacterium adolescentis in feces of long-lived and normal feline

双歧杆菌菌株种类
Types of Bifidobacterium strains

青春期双歧杆菌C6-5 (菌种1)
Bifidobacterium adolescentis C6-5 (strain 1)

青春期双歧杆菌ATCC 15703 (菌种2)
Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703 (strain 2)

青春期双歧杆菌DMF2 (菌种3)
Bifidobacterium adolescentis DMF2 (strain 3)

其他双歧杆菌
Other Bifidobacterium species

NCBI覆盖度
NCBI 
coverage
(%)

100

100

100

100

NCBI序列相似性
NCBI sequence 
similarity
(%)

100.00

100.00

≥99.65

≥97.75

长寿猫菌株数量
Number of strains 
of long-lived feline

30

18

0

135

普通猫菌株数量
Number of 
common feline 
strains

4

6

5

89
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0.7−0.8 范围的有 1 株；其中 QC-Y-09、QC-Y-23

和 QC-Y-24 生长量最快，菌液 OD600 值分别达到

0.668、0.663 和 0.721，是原始菌株 QC-Y (OD600

值为 0.012)的 55.250 倍、55.667 倍和 60.083 倍，

因此选择这 3 株菌进行猫胃肠环境耐受驯化。

2.6　猫胃肠环境耐受性评价和菌株分子

鉴定

三株生长量最快的诱变菌株经猫胃肠环境

图3　QC-Y系统发育树。括号中的序号为菌种序列号；0.05表示平均每个位点发生了0.05次核苷酸替换。

Figure 3　Phylogenetic tree of QC-Y. The serial number in parentheses is the strain serial number; 0.05 on the 

evolutionary scale indicates an average of 0.05 nucleotide substitutions per locus.

图1　青春双歧杆菌菌株不同生长量的菌株数量

分布

Figure 1　The number distribution of Bifidobacterium 

adolescentis strains.

图2　小鼠存活时间

Figure 2　Survival time of mice. Different lowercase 

letters indicate significant differences between 

groups, P<0.05.
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耐受驯化后分别进行猫胃肠环境耐受性评价，

结果如图 5 所示。3 株菌株的猫胃肠环境耐受性

评分均高于原始菌株 QC-Y，其中，QC-Y-09 评

分最高，达到 39.90，分别是 QC-Y、QC-Y-23

和 QC-Y-24 的 5.66 倍、1.75 倍和 1.70 倍。经分

子鉴定，QC-Y-09 菌株属于青春双歧杆菌。选育

得到的 QC-Y-09 菌株保藏于中国典型培养物保

藏中心 (CCTCC)，保藏名称为青春双歧杆菌

LifeAge20，保藏号为 CCTCC NO: M20241746。

2.7　传代稳定性评价

QC-Y 和 QC-Y-09 的传代稳定性测试结果如

图 6 所示。QC-Y-09 在传代 10 代后，在胃液、

肠液中的存活率分别达到 18.80% 和 41.60%，分

别为原始菌株 QC-Y 的 56.97 倍和 14.15 倍。在

无氧、微氧环境的存活率分别为 93.26% 和

48.39%，分别是原始菌株 QC-Y 的 1.15 倍和

8.45 倍。相较于原始菌株，诱变株 QC-Y-09 在

猫胃肠环境耐受性上具有良好的传代稳定性。

2.8　猫肠道定殖测试

人源、QC-Y 和 QC-Y-09 这 3 株青春双歧杆

菌在猫肠道定殖测试结果如图 7 所示。3 株菌

株均有一定定殖能力，其中定殖能力最强的

是选育的诱变菌株 QC-Y-09，在试验 21 d 时

QC-Y-09 组猫粪便中定殖活菌数达到峰值

5.93 lg CFU/g，比 QC-Y 组高 0.77 lg CFU/g，比

人源组高 3.65 lg CFU/g。在停止饲喂青春双歧

杆菌后 7 d，即试验 28 d 时，人源组和 QC-Y 组

定殖活菌数快速下降，而 QC-Y-09 组的定殖活

菌数仍能达到 4.37 lg CFU/g，比 QC-Y 组高

1.74 lg CFU/g，比人源组高 3.02 lg CFU/g。

2.9　猫换粮应激率

猫换粮应激率如表 3 所示，换粮 7 d 后试验

组猫换粮应激率为 8%，相比对照组显著降低

85.71%，青春双歧杆菌 QC-Y-09 有助于降低猫

换粮应激率。

图4　诱变青春双歧杆菌不同生长量的菌株数量

分布

Figure 4　 The number distribution of mutagenic 

Bifidobacterium adolescentis strains.
图5　猫胃肠环境耐受性评价。同一个数字表示同

一个指标，同一指标的不同小写字母表示组间存

在显著差异，P<0.05。

Figure 5　Evaluation of gastrointestinal tolerance in 

felines. The same number indicates the same 

indicator, and different lowercase letters of the same 

indicator indicate significant differences between 

groups, P<0.05.
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2.10　QC-Y-09 SNP 统计分析

QC-Y-09 的 SNP 变异分析结果如图 8A 所

示。经全基因组测序[由生工生物工程(上海)股

份有限公司完成]共检测到 25 781 个 SNP 位点，

其中转换变异的比例为 47.21%，包括 C→T 

(G→A) 和 A→G (T→C)；颠换变异的比例为

52.79%，包括 G→C (C→G)、 G→T (C→A) 及

A→T (T→A)。对 SNP 所在基因进行的 KEGG

通路富集分析(图 8B)共注释到 30 条通路，其中

核糖体和氨基酰基-tRNA 生物合成通路呈现显

著富集(Q 值<0.05)。核糖体作为蛋白质合成的

核心组件，其功能与氨基酰基-tRNA 生物合成

系统共同调控细胞的蛋白质翻译效率[17]。在核

糖体通路中，显著富集的基因包括 rplB (编码

L2)、rpsA (编码 S7)、rplC (编码 L3)、rplJ (编码

L10)、rpsC (编码 S3)和 rplK (编码 L11)等，这些

基因产物参与核糖体亚基的组装及翻译过程的

图6　传代稳定性测试结果。同一个数字表示同一个指标，同一指标的不同小写字母表示组间存在显著差

异，P<0.05。

Figure 6　 Results of passage stability test. The same number indicates the same indicator, and different 

lowercase letters of the same indicator indicate significant differences between groups, P<0.05.

图7　青春双歧杆菌定殖测试结果

Figure 7　Colonization test results of Bifidobacterium 

adolescentis.

表3　猫换粮应激率

Table 3　Feline food change stress rate

分组
Groups

对照组Control group

试验组Test group

换粮应激率
Grain exchange stress rate (%)

56

8*

* indicating significant difference between groups, P<0.05.
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图8　QC-Y-09的SNP及富集通路分析。A：QC-Y-09的SNP分析及SNP突变频谱累积；B：SNP所在基因的

KEGG通路。

Figure 8　A SNP and enrichment pathway analysis of QC-Y-09. A: SNP analysis and SNP mutation spectrum 

accumulation of QC-Y-09; B: KEGG pathway of the gene where the SNP is located.
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调控。相比之下，在氨基酰基-tRNA 生物合成

通路中富集基因为多种氨基酸-tRNA 连接酶，

如 lysS、valS、ileS、aspS、metG 和 hisS 等，均

属于催化氨基酸与对应 tRNA 特异性结合的氨

酰 -tRNA 合成酶家族，为蛋白质翻译提供活化

氨基酸前体。

3　讨论与结论　讨论与结论

长寿宠物猫和普通宠物猫粪便的分离微生

物组成中，占比最高的前 5 种微生物属为肠球

菌属、埃希氏菌属、芽孢杆菌属、梭状芽孢杆

菌属和双歧杆菌属。其中，长寿猫相比普通猫

显著增加的仅有芽孢杆菌属和双歧杆菌属，且

双歧杆菌属增长率更高，达到了 76.44%。由此

可见，双歧杆菌属是长寿猫与普通猫肠道中的

一个重要差异菌属。

长寿猫粪便中共分离到双歧杆菌 183 株，

其中占比最高的青春双歧杆菌(26.23%)的菌种 1

和菌种 2 分别有 30 株和 18 株，远高于普通猫

粪便中分离到的 4 株和 6 株。这 2 组间的巨大

差异提示，这 2 个菌种可能与猫寿命的延长有

关。研究表明摄入青春双歧杆菌对机体有抗衰

老作用，可显著增加血液中超氧化物歧化酶的

含量与活性，减少自由基氧化反应对机体细胞

的损伤[18]。

由于不同生物的生活习性与肠道生态存在

差异，动物个体对同源物种的肠道菌具有更好

的适应性[19]。目前市面上使用的青春双歧杆菌

主要是非猫源的，如人源、牛源的。猫的胃肠

环境与人、牛及其他哺乳动物存在诸多不同，

例如猫胃酸较酸，pH 为 1.0−2.0，而人和牛的胃

酸 pH 为 1.5−3.5；猫肠道胆盐浓度可达 0.4%，

人、牛等一般在 0.1%−0.3%；牛作为食草动物、

人作为杂食动物，肠道都远比食肉动物的猫

长[20]。因此在人、牛肠道中食物通过速度相对

较慢，青春双歧杆菌有充足的时间和空间进行

定殖，而在猫体内青春双歧杆菌则需快速完成

定殖，否则很快会被排出体外。研究表明宿主

来源菌在应用于同类宿主时相较于异源菌种具

有显著优势[21]，本研究中猫肠道定殖试验结

果证实了这一说法。在停止补饲菌剂后 7 d，

人源组猫粪便中青春双歧杆菌菌数快速降低，

而 QC-Y-09 组猫粪便中菌数仍有 4.37 lg CFU/g，

比人源组高 3.02 lg CFU/g。

研究表明益生菌具有缓解应激的作用，如

能有效缓解小鼠的断奶应激[22]，改善人类胃肠

道的应激耐受性[23]。本研究中 QC-Y-09 能够显

著降低猫换粮时的应激情况，可能是因为肠道

益生菌菌群在调节情绪方面能发挥重要作用[24]，

舒缓情绪则有利于缓解应激反应。

经 SNP 分析，选育菌株 QC-Y-09 与原始菌

株 QC-Y 在基因层面存在显著差异，差异基因功

能主要富集在核糖体结构和氨基酰基-tRNA 生

物合成通路上。这些基因翻译后的蛋白主要参

与核糖体亚基的组装及蛋白翻译过程的调控。

这些遗传变异可能通过以下机制影响菌株表

型[25]：(1) 改变关键酶(如氨酰-tRNA 合成酶)的

催化活性，调控氨基酸代谢平衡；(2) 影响核糖

体组装效率，从而调节蛋白质合成速率；(3) 通

过环境响应相关蛋白的翻译调控增强菌株的猫

胃肠道环境适应能力。这可能是选育菌株 QC-Y-09

在生长量、猫胃肠环境耐受、定殖能力等方面

优于原始菌株的分子原因。

本研究选育得到的青春双歧杆菌 QC-Y-09

菌株对猫胃肠环境具有良好耐受性，且具有良

好传代稳定性。该菌株在猫肠道中的定殖时间

显著长于人源菌株。此外，QC-Y-09 对猫的换粮

应激反应表现出较好的缓解作用。本研究为青

春双歧杆菌在猫用食品中的应用奠定了良好

基础。
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