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对中毒小鼠的缓解作用研究
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摘 要：本研究旨在分离筛选出具有体外降解玉米赤霉烯酮（Zearalenone，ZEN），且具备良好益生性的枯草

芽孢杆菌，并评估其缓解小鼠 ZEN 中毒症状的能力，为其作为饲料添加剂和霉菌毒素脱毒菌剂提供参考依据。

从牡丹根际土壤样品中，分离纯化对 ZEN 具有降解能力的益生菌并探究菌株益生性能。将 30 只雌鼠随机

分为 3 组，每组 10 只，每组平均体重 25~28 g，对照组小鼠灌服生理盐水，ZEN 组灌服 ZEN 标准品稀释液

（50 mg/kg BW），H-1 组灌服 ZEN 标准品稀释液（50 mg/kg BW）与 H-1 培养液（1×108 CFU/mL），每

只小鼠灌服剂量为 0.2 mL，检测各组生长性能、脏器指标和肝脏与生殖系统相关指标。结果表明：枯草芽孢

杆菌 H-1 玉米赤霉烯酮体外降解率可达 88.3%，并且有较好的益生性与安全性。与 ZEN 组相比，H-1 菌株对

ZEN 造成的生长性能影响有改善作用（P<0.05）；同时，与 ZEN 组相比，H-1 组子宫卵巢系数降低（P<0.05），

促卵泡生成素（FSH）、促黄体生成素（LH）、雌二醇（E2）含量升高（P>0.05），谷丙转氨酶（ALT）、

谷草转氨酶（AST）水平降低（P<0.05）。分离所得枯草芽孢杆菌 H-1 具有体外降解玉米赤霉烯酮的能力与

良好的益生性能，可缓解玉米赤霉烯酮中毒对小鼠肝脏及生殖系统造成的损伤。 
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玉米赤霉烯酮（Zearalenone，ZEN）是一种广泛

存在于谷物和饲料产品中的霉菌毒素，对人类和动物

健康构成威胁 [1]。ZEN 主要损害动物的肝脏等器官，

并可通过与 17β - 雌二醇竞争性结合雌激素受体，干扰

内分泌系统，进而诱发家畜和家禽的生殖功能障碍 [2-3]。

我国饲料原料霉菌毒素污染情况调查显示，ZEN 污染

率高达 82.2%[4]，表明其污染问题已十分严峻。 因此，

加强饲料原料中 ZEN 的防控与治理，已成为保障畜牧

业健康可持续发展的迫切需求。ZEN 传统的脱毒方法

有物理法与化学法 2 种 [5-6]，但物理法脱毒常用的吸附

剂同时会结合维生素以及微量元素，造成营养成分流失，

而化学法脱毒后饲料中的部分营养物质可能会因化学试

剂的加入而受到破坏，2 种方法都存在一定局限性 [7-8]。

相比之下，微生物降解法具有降解效率高，环境危害

小，饲料产品的质量降低少等优点，迅速成为国内外研

究热点 [9]。文钧等 [10] 筛选出 1 株具有体外降解 ZEN 功

能的蔬菜芽孢杆菌，其降解率可达 85.4%。同时，部分

微生物还被证实可通过调节宿主免疫、抗氧化或肠道屏

障保护等机制，缓解 ZEN 诱导的多器官损伤 [11-12]。然

而，目前微生物降解 ZEN 的研究集中在体外降解和缓

解 ZEN 中毒损伤方面，同时具有体外降解 ZEN 能力和

缓解 ZEN 中毒损伤的益生菌鲜见报道。基于此，本研

究拟分离筛选出具有体外降解 ZEN 能力且具备良好益

生性的枯草芽孢杆菌，并评估其缓解小鼠 ZEN 中毒症

状的能力，为将来其作为饲料添加剂和霉菌毒素脱毒菌

剂提供参

考依据。
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1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 样品    采自榆中校区牡丹根际土壤，无菌管封

存，-20℃冰箱冻存备用。

1.1.2 试验动物     4 周龄雌性 C57BL/6 小鼠，购自中国

农业科学院兰州兽医研究所实验动物中心。

1.1.3 主要试剂    琼脂粉、牛肉浸粉、酵母粉、蛋白胨、

胰蛋白胨、牛胆盐、胃蛋白酶、胰蛋白酶（大连美仑生

物技术有限公司），甲醇中玉米赤霉烯酮标准品溶液（山

东美正生物科技有限公司），玉米赤霉烯酮标准品（四

川精萃天成药物科技有限公司），乙腈（天津市恒兴化

学试剂制造有限公司），细菌微量生化反应管（杭州微

生物试剂有限公司），药物敏感纸片（湖南比克曼生物

科技有限公司），革兰氏染液（北京索莱宝科技有限公

司），玉米赤霉烯酮（ZEN）、促卵泡生成素（FSH）、

促黄体生成素（LH）、雌二醇（E2）Elish 检测试剂盒（天

津龙科新域生物技术有限公司），谷草转氨酶（AST）、

谷丙转氨酶（ALT）试剂盒（南京建成科技有限公司）。

1.1.4 培养基    试验所需肉汤培养基、LB 培养基等参照

微生物学实验 [13] 配置。人工胃液、人工肠液参照文献 [14]

进行配制。

1.1.5 仪器与设备    光学显微镜（13395H2X，上海徕

卡显微系统有限公司），恒温振荡器（THZ-98AB，上

海一恒科学仪器有限公司），电子天平（PTX-FA210，

福建华志电子科技公司），高速离心机（LG20-W，北

京京立离心机有限公司）；酶标仪（HBS-1096A，南

京德铁实验设备有限公司），紫外分光光度计（UV-

6000，上海元析仪器有限公司），立式压力蒸汽灭菌

器（YXQ-LB-75S1，上海博迅医疗生物仪器股份有限

公司）。

1.2 菌株的分离与筛选    称取 1 g 土壤样品，置于 50 mL

肉汤培养基中， 80℃水浴处理 15 min，后于 37℃恒温

振荡培养 24 h。取培养菌液 1 mL，用无菌生理盐水进行

梯度稀释，吸取 10-3、10-4、10-5 各梯度处理液 100 μL 涂

布平板， 37℃恒温培养 24 h，根据菌落形态挑取单菌

落镜检，选取产芽孢杆菌划线分离纯化，将纯化后芽孢

杆菌在 4℃冷藏保存。

参照刘晨 [15] 方法，各菌株活化培养后接种于肉

汤培养基中，37℃培养 24 h，将甲醇中玉米赤霉烯酮

标准品溶液稀释备用。菌株培养结束后，取 900 μL 各

菌株发酵液与 100 μL 玉米赤霉烯酮标准品稀释液，于

1.5 mL 无菌离心管中混合，作为实验组。取 900 μL

肉汤培养基与 100 μL 玉米赤霉烯酮标准品稀释液，

于 1.5 mL 无菌离心管中混合，作为对照组。实验组与

对照组 37℃培养 72 h 后检测各菌株的 ZEN 降解率，以

ZEN 体外脱毒率为标准，选取降解率最高的菌株进行

后续试验。菌株 ZEN 降解率使用下式计算：

菌株霉菌毒素降解率 =（1– 实验组毒素浓度 / 对照

组毒素浓度）×100%

1.3 菌株生理生化鉴定    对菌株进行糖发酵试验、V-P

试验和明胶液化等试验，参照《伯杰细菌鉴定手册》及

《常见细菌系统鉴定手册》对菌株进行初步鉴定。 

1.4 分子鉴定    扩增菌株 16S rDNA 基因片段。扩增通用

引物 27F 5'-AGAGTTTGA-TCCTGGCTCAG-3' 和 1492R 

5'-GGTTACCTTGTTA-CGACTT-3'，引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司合成。扩增体系：Premix Taq 

12.5 μL，上、下游引物各 1 μL，基因组 DNA 1 μL，

ddH2O 9.5 μL。PCR 扩 增 程 序：94 ℃ 预 变 性 4 min；

94℃变性 45 s，55℃退火 45 s，72℃延伸 60 s，共 30

个循环；72℃再延伸 10 min；4℃保存。用琼脂糖凝胶

电泳检测并回收目标产物，送生工生物工程（上海）股

份有限公司测序。测序结果在 NCBI 中进行 BLAST 比

对，并采用 MEGA11.0 软件构建系统发育进化树。

1.5 产酶试验    参照赵斌等 [16] 方法，在无菌条件下，

使用接种环挑取枯草芽孢杆菌，分别点种于纤维素酶选

择培养基、蛋白酶选择培养基与淀粉酶选择培养基上，

37℃培养 48 h。直接观察蛋白酶选择培养基菌落周围透

明圈情况，纤维素酶选择培养基使用 1 mg/mL 刚果红

染色后用 1 mol/L NaCl 溶液洗脱至出现透明圈，淀粉

酶选择培养基加碘液显色后观察菌落周围透明圈情况。

1.6 胆盐耐受试验    参照 Guo 等方法 [17]，取 100 μL 菌

液分别加入 900 μL 的 0.1%、0.2%、0.3% 浓度人工胆

盐混匀，作为实验组。取 100 μL 菌液加入 900 μL 生理

盐水混匀，作为对照组。将实验组与对照组同时置于

37℃、200 rpm 下培养 2 h，取出后进行梯度稀释涂平板，

于 37℃培养 24 h，选取菌落数在 30~300 的平板进行计

数，重复 3 次试验。

胆盐耐受率 = 实验组菌落数 / 对照组菌落数 ×100%

1.7 人工肠液与人工胃液耐受试验    参照于秀菊等方
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法 [18]，取 100 μL 菌液加入 900 μL 人工肠液（人工胃液）

中混匀，置于 37℃、200 rpm 下培养 0、1、2、3、4、

5、6 h，培养完成后，进行梯度稀释涂平板，于 37℃培

养 24 h，选取菌落数在 30~300 的平板进行计数，重复

3 次试验。以 0 h 的活菌数作对照组，计算不同处理时

间的存活率。

人工肠液（人工胃液）耐受率 =（不同处理时间菌

落数 /0 h 菌落数）×100%

1.8 细胞自动聚集能力与细胞表面疏水性    参照 Jeon 方

法 [19]，将菌悬液浓度调整至 OD600 为 0.5。吸取 5 mL

悬浮液置于离心管中，37℃孵育 4 h，吸取上部悬浮液，

测定 OD 值。

自动聚集百分比 =（1–4 h 后菌悬液上层悬浮液

OD 值 / 菌悬液初始 OD 值）×100%

参照 Pełka 等方法 [20]，将菌株活化培养后接种于

肉汤培养基中，37℃培养 24 h，培养液 4000 r/min 离

心 10 min 后弃去上清液，菌体使用去离子水洗涤并重

悬，使菌悬液浓度在 600 nm 下的吸光度达到 0.1~0.2。

吸取 3 mL 菌悬液与 1 mL 二甲苯混合，37℃下孵育 1 h。

待水相和有机相分离后吸取 1 mL 水相，600 nm 处测量

吸光度。

黏附能力 = （1-1 h 后水相的吸光度 /0 h 时水相的

吸光度）× 100%

1.9 DPPH 自由基清除能力测定    参照刘洋等 [21] 的方

法，将菌株活化培养后接种于肉汤培养基中，37℃培养

24 h，培养液 4 000 r/min 离心 10 min 后弃去上清液，

菌体经去离子水 2 次洗涤后再将菌体细胞重悬，制成

菌悬液。取菌悬液 1 mL，加入 0.2 mmol/L 的 DPPH 无

水乙醇溶液 2 mL、混匀后在室温下避光反应 30 min，

6 000 r/min 离心 10 min，取上清液在 517 nm 下测定吸

光度。等体积无水乙醇代替 DPPH 溶液作空白组，等体

积蒸馏水代替样品溶液作对照组，等体积蒸馏水和无水

乙醇混合液空白调零。使用下式计算：

清除率 =[1–（样品组 OD 值 - 空白组 OD 值）/ 对

照组 OD 值 ]×100%

1.10 耐药性试验    采用纸片扩散法检测解枯草芽孢杆

菌对氯霉素、青霉素、利福平、红霉素、链霉素、四环

素、环丙沙星、氧氟沙星等 10 抗生素的耐药性。

1.11 溶血性试验    无菌条件下，使用接种环挑取枯草

芽孢杆菌单菌落，划线接种和点种于哥伦比亚血平板上，

37℃恒温培养 24 h，观察菌落周围是否产生溶血环。

1.12 菌 株 对 ZEN 中 毒 小 鼠 的 影 响    本 试 验 经 西 北

民族大学实验动物伦理委员会批准（批准号 xbmu-

sm-202448）。将 ZEN 标准品溶解于乙腈溶液中，制

成 ZEN 标准品稀释液，于 -20℃冰箱中避光保存。30

只小鼠在适应性饲养 7 d 后，随机分为 3 组，平均体重

25~28 g，对照组小鼠饲喂基础饲粮并灌服生理盐水，

ZEN 组小鼠在基础饲粮的基础上灌服 ZEN 标准品稀释

液（50 mg/kg BW），H-1 组小鼠在基础饲粮的基础上

灌服 ZEN 标准品稀释液（50 mg/kg BW）与 H-1 培养

液（1×108 CFU /mL），每只小鼠灌服剂量为 0.2 mL，

试验期 14 d。试验期间自由采食和饮水，观察并记录小

鼠体重变化、精神状态、生长状况。试验结束，收集血

液，分离血清，采用 ELISA 试剂盒测定血清中雌二醇

（E2）浓度、促卵泡素（FSH）和黄体生成素（LH）活性，

并测定血清中 ALT 与 AST 活力。采集肝脏、脾脏、胸

腺、子宫卵巢并计算器官系数。器官系数 =（器官重量 /

小鼠体重）×100%。

1.13 统计与分析    试验数据采用 SPSS 21.0 进行 t 检

验，origin2021 作图，数据结果表示为平均值 ± 标准差。 

P<0.05 表示差异显著， P≥0.05 表示差异不显著。

2 结  果

2.1 各菌株 ZEN 降解率测定    由表 1 可知，菌株 H-1

的 ZEN 降解率最高，可达 88.30%，具有较高降解 ZEN

的能力。

2.2 菌株鉴定

2.2.1 菌株生理生化鉴定    如表 2 所示，菌株 H-1 的生

化鉴定结果为 V-P、木糖、蔗糖、阿拉伯糖、麦芽糖、

葡萄糖、明胶液化试验结果呈现为阳性，乳糖、甘露醇、

硫化氢试验结果呈现为阴性，将试验结果与《伯杰细菌

鉴定手册》和《常见细菌系统鉴定手册》对照，初步判

断分离所得菌株属于芽孢杆菌属。

2.2.2 16S rDNA 基因序列分析    菌株 16S rDNA 基因扩

表 1  各菌株 ZEN 降解率

指标 L-1 L-2 H-1 H-2 Z-1 Z-2 X-1 X-2

ZEN 降解率 ,% 58.44±4.17 20.12±1.43 88.30±3.42 60.33±3.66 30.43±2.18 73.75±5.43 50.16±6.72 45.57±3.43
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增产物片段大小在 1 500 bp 左右（图 1），将菌株序列

在 NCBI 数据库中进行比对，采用 MEGA 软件构建系

统发育进化树。分离所得菌株与枯草芽孢杆菌（Bacillius 

subtilis）DSM10 相似性为 99.86%，结合菌株的形态

学特征以及生理生化试验结果，确定该菌株为枯草芽

孢杆菌，并命为枯草芽孢杆菌 H-1（Bacillius subtilis 

H-1），提交中国典型培养物保藏中心保藏（保藏编号：

CCTCC NO:M 2024944）。

2.3 菌株益生性能研究

2.3.1 产酶试验    枯草芽孢杆菌 H-1 可产淀粉酶与纤维

素酶，且产酶能力良好，菌株不产蛋白酶（图 3）。

2.3.2 胆盐耐受试验    由表 3 可知，分离所得菌株在 0.3%

浓度的胆盐条件下培养 4 h 后仍有 70% 以上的存活率，

说明菌株有较好的胆盐耐受力。

2.3.3 人工肠液与人工胃液耐受试验    如表 4 所示，分离

所得菌株在人工胃液中处理 6 h 后存活率能达到 45.5%，

在人工肠液中处理 6 h 后存活率能达到 64.1%，说明菌

株对人工肠液与人工胃液都有较好的耐受性，可以在肠

道里生长繁殖并发挥其益生性能。

2.3.4 细胞自动聚集能力与细胞表面疏水性    潜在益生

菌的自聚集能力和疏水性反映了细胞黏附肠道上皮细

胞的能力 [22]。由表 5 可知，分离菌株的自动聚集性在

25% 以上，疏水性达到了 55% 以上，说明了分离菌株

有着较好的肠道黏附性。

2.3.5 DPPH 自由基清除能力测定    根据表 6 可知，分

离所得菌株的 DPPH 自由基清除率在 53% 左右，具有

良好的抗氧化性能。

2.3.6 耐药性试验    选取 10 种抗生素药敏片对分离菌株

进行药敏试验，结果显示分离菌株仅对链霉素、四环素

2 种抗生素存在耐药性，对其余 8 种抗生素均存在敏感

性（表 7）。

2.3.7 溶血性试验结果    在 37℃恒温培养 24 h 后，分离

菌株在哥伦比亚血平板中的生长情况良好，划线与点种

所得菌落四周均无溶血现象产生，表明分离菌株无溶血

活性（图 8）。

2.4 菌株对 ZEN 中毒小鼠的影响

表 3  菌株胆盐耐受能力

A：淀粉酶；B：纤维素酶；C：蛋白酶。

图 3  菌株产酶情况

图 2  分离菌株 16S rDNA 序列系统进化树

图 1  分离菌株 16S rDNA 基因序列鉴定结果

表 2  菌株生化鉴定结果

注：“+”表示阳性反应，“-”表示阴性反应。

项目 鉴定结果

V-P 试验 +

乳糖 Lactose -

木糖 Xylose +

蔗糖 Fructose +

阿拉伯糖 Arabinose +

麦芽糖 Maltose +

葡萄糖 Glucose +

明胶液化 Gelatin liquefaction +

甘露醇 Mannitol -

硫化氢 Hydrogen sulfide -

3000 bp

2000 bp

1500 bp

1200 bp
1500 bp

H1 

Baillus subilis strain DSM 10 （ NR 027552.1） 

Bacillus subtilis strain IAM 12118 （NR 112116.2） 

Bacillus subtilis subsp. subilis strain 168 （ NR 102783.2） 

Bacillus vallismortis strain DSM 11031 （ NR 024696.1） 

Bacillus mojavensis strain IFO 15718 （ NR 024693.1） 

Baillus halotolerans strain DSM 8802 （ NR 115063.1）

100

80

65

84

A B C

指标 0.1% 胆盐 0.2% 胆盐 0.3% 胆盐

菌株存活率 ,% 91.7±0.95 87.27±0.85 72.37±1.21
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2.4.1 体重变化    如图 5 所示，ZEN 会对小鼠的体重产

生一定影响，使其增重缓慢，ZEN 可以降低小鼠生长

性能（P<0.05），而枯草芽孢杆菌 H-1 可以缓解 ZEN

对小鼠体重的影响，其对 ZEN 影响的生长性能有改善

作用（表 8）。

2.4.2 器官系数变化    由表 9 可知，与对照组相比，

ZEN 组肝脏和子宫卵巢系数增大（P<0.05），脾脏和

胸腺系数下降，说明 ZEN 组小鼠出现了胸腺、脾脏萎

缩和肝脏、子宫肿大，表明 ZEN 可以对小鼠的脏器造

成一定的损伤。H-1 组对小鼠同时灌胃 ZEN 和枯草芽

孢杆菌 H-1，结果发现与 ZEN 组相比，小鼠的肝脏系

数降低，子宫卵巢系数降低（P<0.05），脾脏和胸腺系

数均增大。结果表明枯草芽孢杆菌 H-1 能够缓解 ZEN

造成的小鼠脏器损伤。

 

2.4.3 血清指标    由表 10 可知，与对照组相比，ZEN

组 LH、E2、FSH 含量均降低（P<0.05），这证明 ZEN

会造成机体的雌激素水平紊乱，损害雌性生殖系统。与

ZEN 组相比，H-1 组 LH、E2、FSH 含量均有升高，说

明枯草芽孢杆菌 H-1 对雌性小鼠的生殖系统具有保护作

用，可以缓解 ZEN 对雌性生殖系统造成的损伤。

由表 11 可知，ZEN 组血清中 AST、ALT 水平升

高（P<0.05），表明 ZEN 对小鼠的肝脏功能造成了一

表 7  耐药性试验结果

注：R：耐药 resistant；I：中度敏感 moderately sensitive；S：敏感 sensitive。

表 6  DPPH 自由基清除能力测定结果

表 5  菌株的自动聚集性和疏水性

表 4  菌株在人工肠液和人工胃液内的存活率                                                                 %

指标
处理时间 ,h

0 1 2 3 4 5 6

肠液存活率 100 84.23±1.27 75.62±1.78 69.35±1.77 59.23±1.56 47.82±2.15 45.47±1.91

胃液存活率 100 88.67±1.45 82.2±2.26 75.17±1.52 72.77±2.33 68.60±1.81 64.10±2.49

菌株名称 自动聚集性 ,% 疏水性 ,%

H-1 26.42±0.94 55.61±1.57

样品 OD 值 对照 OD 值 空白 OD 值 DPPH 自由基清除率 ,%

0.327±0.052 0.615 0.044 53.98±1.76

抗生素 每片含量 ,μg 抑菌圈直径 ,mm 判定结果

氯霉素 Chloromycetin 30 31 S

青霉素 Penicillin 10 32 S

利福平 Rifampicin 5 24 S

红霉素 Erythromycin 15 20 S

链霉素 Streptomycin 10 10 R

四环素 Tetracycline 30 10 R

环丙沙星 Ciprofloxacin 5 38 S

氧氟沙星 Loxacin 5 30 S

庆大霉素 Gentamycin 10 26 S

诺氟沙星 Norfloxacin 10 30 S

项目 对照组 ZEN 组 H-1 组

肝脏系数 5.41±0.51b 6.48±0.66a  5.58±0.71ab

胸腺系数 0.44±0.04a 0.31±0.05a 0.41±0.04a

脾脏系数 0.34±0.05a 0.25±0.07a 0.34±0.02a

子宫卵巢系数 0.25±0.05b 0.44±0.05a 0.26±0.04b

表 9  枯草芽孢杆菌 H-1 对 ZEN 中毒小鼠器官系数的影响  %

表 8  枯草芽孢杆菌 H-1 对 ZEN 中毒小鼠平均日增重的影响

注：同行数据上标字母相同表示差异不显著（P<0.05），字母不同表示差异显著

（P<0.05），下表同。

图 5  枯草芽孢杆菌 H-1 对 ZEN 中毒小鼠体重的影响

A：菌株在血平板中点种生长状况；B：菌株在血平板中划线生长状况。

图 4  分离菌株在哥伦比亚血平板中的形态

A B

项目 对照组 ZEN 组 H-1 组

平均日增重 ,g 11.86±0.51a 4.38±1.33b 10.01±1.61a

对照组

ZEN 组

H-1 组

小
鼠

体
重

,g

40

38

36

34

32

30

28

26

0              2              4              6              8              10           12            14
饲喂天数 ,d
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定损伤。与 ZEN 组相比，H-1 组 ALT、AST 水平降低

（P<0.05），说明枯草芽孢杆菌 H-1 对肝脏具有保护作

用，可以缓解 ZEN 对肝脏造成的损伤。

3 讨  论

3.1 菌株对 ZEN 的降解效果    生物降解法具有低毒性、

低污染、低残留、高效、特异性强、安全等优点，是

ZEN 脱毒的最佳方法，分离筛选出具有 ZEN 降解能力

的益生菌株也是目前的研究热点。Lei 等 [23] 从多个样

本中分离出了 36 株细菌，其中有 5 株在液体培养基中

表现出降低 50% 以上 ZEN 的能力；王泽贤 [24] 对 1 株

蜜环菌的培养条件进行了优化，最终测出其 ZEN 降解

率为 78.72%。本试验筛选的枯草芽孢杆菌 H-1 的 ZEN

降解率可达 88.3%，具有良好的体外 ZEN 降解能力，

大多数微生物降解 ZEN 的研究集中侧重在体外降解方

面，这可能与部分研究用微生物不属于允许饲用的菌种

有关，枯草芽孢杆菌属于我国农业部允许饲用的微生物

菌种，具有较高的应用前景。

3.2 枯草芽孢杆菌 H-1 的益生性能    产酶能力是衡量一

株益生菌益生功能的重要指标之一 [25]，本研究表明枯草

芽孢杆菌 H-1 具有产纤维素酶与淀粉酶的能力。人体小

肠中胆汁盐含量在 0.03%~0.3% 波动，菌株胆盐耐受性

越高，就越能够在肠道转运过程中存活 [26-27]。本研究中，

枯草芽孢杆菌 H-1 在 0.3% 浓度的胆盐条件下存活率达

72.4%，说明枯草芽孢杆菌 H-1 有着较好的胆盐耐受性。

菌株要在动物体内发挥益生效果，需要对胃液有一定耐

受性，胃液耐受性决定了菌株能否通过胃到达肠道下部

发挥功效 [28]，在小肠中有各种消化酶对益生菌的存活、

定植产生影响，对胃液与肠液有较好的耐受性的益生菌

更容易在动物肠道内存活并定植 [29]，研究表明，枯草

芽孢杆菌 H-1 在胃肠液中的存活率分别达到 64.1% 与

45.5%。说明枯草芽孢杆菌 H-1 可以耐受胃肠道环境，

有利于其在胃肠道内存活与定植，H-1 的胆盐耐受性

与对胃肠液的耐受能力与菌株本身生长繁殖的速度较

快，同时可形成有极强抗逆作用的芽孢这一特性有关。

在益生菌被摄入后，黏附性较高的菌株够能在肠

道较长时间停留并定植。Wadstrom 等 [30] 试验发现，菌

株的自动聚集性与疏水性可以反映其黏附能力的强弱。

研究结果表明，枯草芽孢杆菌 H-1 的 4 h 自动聚集性在

25% 以上，高于李龙 [31] 分离出的几株益生菌的自动聚

集性。枯草芽孢杆菌 H-1 的疏水性达到了 55% 以上，

与石超 [32] 分离出的几株益生菌疏水性相当，说明枯草

芽孢杆菌 H-1 有着较好的肠道黏附性，可在动物体内更

好地发挥益生作用，不同菌株的粘附性差异可能与其表

面黏附素结构组成不同有关。

对 DPPH 的清除能力可以用来评价抗氧化能力的

强弱 [33]。枯草芽孢杆菌 H-1 的 DPPH 自由基清除率在

50% 以上，高于王惋等 [34] 分离的具有抗氧化性的菌株，

说明枯草芽孢杆菌 H-1 有较好的抗氧化性能，可在一定

程度上避免氧化应激反应对机体造成的危害。

抗生素敏感性可作为菌株是否能应用于饲料添加剂

方面的一个重要指标 [35]。陈童锦悦等 [36] 通过纸片扩散

法利用 11 类抗生素对 3 株枯草芽孢杆菌进行抗生素敏

感性试验，耐药率最低的菌株仅对 3 种抗生素存在耐药

性。本研究表明，枯草芽孢杆菌 H-1 对青霉素等多种抗

生素存在敏感性，溶血活性是一个重要的生物安全指标，

试验结果表明，枯草芽孢杆菌 H-1 无溶血活性，保证菌

株可以安全进行动物实验。

3.3 菌株对 ZEN 中毒小鼠的影响    ZEN 对动物健康和生

长速度产生影响，有研究表明，ZEN 中毒会导致采食减

少，饲料转化率低等状况，进而造成体重增长缓慢 [37]。

在本研究中，ZEN 可以显著降低小鼠生长性能，枯草

芽孢杆菌 H-1 对 ZEN 影响的小鼠生长性能有显著的缓

解作用，推测 H-1 对改善小鼠生长性能有一定积极作用。

脏器系数是临床上判断病理变化的常用指标，朱

根生等 [38] 通过研究发现，小鼠连续 12 d 灌服 40 mg/kg

剂量的 ZEN 后，肝脏系数显著增大，其原因可能是

ZEN 在肝脏代谢过程中导致的氧化损伤。卵巢、子宫

是雌性动物重要的生殖器官，有研究表明 [39]，ZEN 具

有较强的生殖毒性，能够引起生殖器官结构形态改变，

进而影响生殖器官系数。胸腺和脾脏作为机体重要的

表 11  枯草芽孢杆菌 H-1 对 ZEN 中毒小鼠

血清生化指标的影响 U/L

表 10  枯草芽孢杆菌 H-1 对 ZEN 中毒小鼠性激素水平的影响

项目 对照组 ZEN 组 H-1 组

LH,IU/L   6.41±0.47a   4.02±0.49b   4.76±0.24ab

E2,pg/mL 24.72±1.36a 19.57±1.91b 23.09±1.72ab

FSH,IU/L   5.41±0.31a   3.23±0.47b   3.98±0.49ab

项目 对照组 ZEN 组 H-1 组

ALT   49.24±4.45b   84.29±9.57a     60.8±4.39b

AST 153.72±6.36b 248.16±7.85a 191.62±5.38b
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免疫器官，其功能正常运转有助于机体抵御各种疾病

的发生，朱炜凤 [40] 研究发现，在给小鼠连续 30 d 灌服

40 mg/kg 剂量 ZEN 后，小鼠的胸腺与脾脏系数及形态

结构发生改变，胸腺和脾脏系数降低，说明机体免疫功

能受到了影响。本研究显示，与对照组相比，ZEN 组

肝脏与子宫卵巢系数显著增加，胸腺和脾脏指数下降，

脏器系数的异常可能与 ZEN 的多器官毒性有关。H-1

组小鼠的肝脏系数降低，胸腺、脾脏系数上升，子宫卵

巢系数显著降低，结合体外降解试验与肠道粘附性试验

结果，推测 H-1 在小鼠肠道内定植后降解了摄入的部分

ZEN，减少了 ZEN 的多器官毒性。

ZEN 与 E2 具有相似的结构，因此可以与 E2 竞争

性地结合雌激素受体，干扰雌激素合成。张琼琼等 [41]

研究发现，采食 ZEN 日粮小鼠血清中 E2、FSH、LH 水

平均有降低。结合卵巢子宫器官系数上升，推测 ZEN

可能通过影响血清中雌激素水平，进而影响子宫和卵巢

的形态结构。本研究结果表明，ZEN 可使小鼠血清中

LH、E2、FSH 含量显著降低，枯草芽孢杆菌 H-1 可以

缓解 ZEN 对雌性生殖系统造成的损伤，推测 H-1 通过

降解部分 ZEN，减少对雌激素合成的干扰，从而降低

ZEN 的生殖毒性。AST 和 ALT 是反映肝功能的重要指

标，临床上常用 AST 和 ALT 作为诊断肝脏疾病的重要

依据，由于 ZEN 主要在肝脏中代谢，且有研究表明，

由 ZEN 诱导的肝损伤与氧化应激有关，AST 与 ALT 指

标的升高可能与 ZEN 造成的肝脏氧化损伤有关 [42]。本

研究发现 ZEN 组小鼠血清的 ALT 与 AST 水平显著升

高，表明 ZEN 会使小鼠肝脏受到损伤；与 ZEN 组相比，

H-1 组 ALT 水平显著下降，AST 水平显著下降，表明

枯草芽孢杆菌 H-1 可以缓解 ZEN 对肝脏造成的损伤。

与 DPPH 清除能力结果相联系，推测枯草芽孢杆菌 H-1

可以提高抗氧化水平，从而减少 ZEN 引起的自由基的

过度积累，进而缓解 ZEN 造成的肝脏氧化损伤。此外，

枯草芽孢杆菌 H-1 虽有良好的体外降解 ZEN 能力，且

对小鼠玉米赤霉烯酮中毒造成的损伤有良好的缓解作

用，但其体外脱毒与缓解 ZEN 中毒损伤的机理尚不明

确，有待于进一步研究。

4 结  论

本研究自土壤中分离出 1 株具有体外降解 ZEN 能

力的菌株 H-1，经鉴定后确认菌株为枯草芽孢杆菌，其

具有良好的益生性能，对多种抗生素敏感，无溶血活性。

H-1 可缓解 ZEN 造成的小鼠生长性能下降、器官系数

异常以及雌激素水平紊乱问题，降低 ZEN 对小鼠肝脏

与生殖系统造成的损伤。
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