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(57)摘要

本发明公开了一株粪肠球菌YL‑EF25及其应

用，属于微生物技术领域。本发明提供的粪肠球

菌YL‑EF25保藏编号为CCTCC  NO：M  20242269。该

菌株对产气荚膜梭菌具有较强抑制能力同时，还

可调节禽类免疫反应，提高饲料转化率，服用粪

肠球菌YL‑EF25组的鸡增重量升高，料重比改善，

表明在日粮添加粪肠球菌YL‑EF25有利于鸡的生

长发育；本发明提供的粪肠球菌YL‑EF25还有助

于维持免疫系统的平衡状态，并在病原体入侵时

可以更快产生更多的免疫细胞，提高疫苗接种效

果。
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1.一株粪肠球菌YL‑EF25，其特征在于，所述粪肠球菌YL‑EF25于2024年10月21日保藏

于中国典型培养物保藏中心，保藏地址为中国武汉，保藏编号为CCTCC  NO：M  20242269，分

类命名为Enterococcus  faecalis。

2.权利要求1所述的粪肠球菌YL‑EF25在制备抗产气荚膜梭菌感染的产品中的应用。

3.权利要求1所述的粪肠球菌YL‑EF25在制备防治禽类坏死性肠炎的产品中的应用。

4.根据权利要求3所述的应用，其特征在于，所述禽类坏死性肠炎由产气荚膜梭菌诱

导。

5.根据权利要求3所述的应用，其特征在于，所述禽类坏死性肠炎由产气荚膜梭菌和球

虫共同诱导。

6.根据权利要求3所述的应用，其特征在于，所述禽类为蛋鸡或肉鸡。

7.根据权利要求2或3任一项所述的应用，其特征在于，所述产品选自药物、饲料或饲料

添加剂中的任一种。

8.根据权利要求7所述的应用，其特征在于，所述产品为饲料，其制备方法为，粪肠球菌

YL‑EF25接种于培养基进行发酵，将发酵液喷洒到饲料进行混合。

9.根据权利要求8所述的应用，其特征在于，所述饲料中含有 粪肠球

菌YL‑EF25。

10.一种微生物菌剂，其特征在于，以权利要求1所述的粪肠球菌YL‑EF25为活性成分。
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一株粪肠球菌YL‑EF25及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于微生物技术领域，特别是涉及一株粪肠球菌YL‑EF25及其应用。

背景技术

[0002] 家禽坏死性肠炎主要是由产气荚膜梭菌引起的，不同家禽发病后死淘率差异很

大，且不表现典型症状，容易失去最佳治疗时机；一旦家禽肠道内微生物环境受到破坏，就

会为产气荚膜梭菌营造良好的增殖条件，随着肠内气体和产气荚膜梭菌数量的增多，产生

大量的内毒素和外毒素，最终导致家禽暴发坏死性肠炎。另外，大量病例证明：感染坏死性

肠炎的禽群往往与暴发球虫病有关系，球虫病一般先发生，或者与坏死性肠炎一起出现，这

种情况在平养肉种鸡管理中发生率较高。家禽感染球虫病后，胃肠上皮细胞受到破坏，产气

荚膜梭菌更容易接近受到损坏的黏膜，从而提高增殖速度和危害程度。

[0003] 益生肠球菌广泛存在于健康鸡的肠道内，具有多种益生作用。其中，粪肠球菌能够

通过竞争抑制和产生抑菌物质，抑制产气荚膜梭菌在肠道内的生长，促进有益菌的生长，维

持肠道微生物的生态平衡。粪肠球菌还能通过促进肠道上皮细胞的增殖和修复，有助于增

强肠道屏障功能，减少肠道炎症反应，改善肠道健康。通过引入粪肠球菌，能够有效替代或

减少对传统抗生素的依赖，降低抗生素耐药性发展的风险。

[0004] 虽然粪肠球菌具备良好的益生作用，但由于不同菌株的抑菌能力和生化特性仍存

在差异。筛选出具有抗菌活性、能够调整家禽免疫力、促进家禽生长的菌株将对家禽坏死性

肠炎的防治做出贡献。

发明内容

[0005] 鉴于现有技术的不足，本发明提供了一株粪肠球菌(Enterococcus  faecalis)YL‑

EF25及其应用，该菌株用于家禽具有免疫调节、促生长功能。本发明提供的技术方案如下所

述：

本发明提供了一株粪肠球菌YL‑EF25，该菌株已保藏于中国典型培养物保藏中心，

保藏地址为中国武汉，保藏时间为2024年10月21日，保藏编号为CCTCC  NO：M  20242269，分

类命名为Enterococcus  faecalis。

本发明还提供了所述的粪肠球菌YL‑EF25在制备抗产气荚膜梭菌感染的产品中的

应用。

[0006] 本发明还提供了所述的粪肠球菌YL‑EF25在制备防治禽类坏死性肠炎的产品中的

应用。

[0007] 优选的，所述禽类坏死性肠炎由产气荚膜梭菌诱导。

[0008] 进一步的，所述禽类坏死性肠炎由产气荚膜梭菌和球虫共同诱导。

[0009] 进一步的，所述禽类为蛋鸡或肉鸡。

[0010] 优选的，所述产品选自药物、饲料或饲料添加剂中的任一种。

[0011] 进一步的，所述产品为饲料，其制备方法为，粪肠球菌YL‑EF25接种于培养基进行
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发酵，将发酵液喷洒到饲料进行混合。

[0012] 本发明的一个实施例中，所述饲料中含有 粪肠球菌YL‑EF25。

[0013] 本发明还提供了一种微生物菌剂，以所述的粪肠球菌YL‑EF25为活性成分。

[0014] 与现有技术相比，本发明的有益效果是：

（1）本发明提供了一株粪肠球菌YL‑EF25，对产气荚膜梭菌具有较强抑制能力，同

时，还可调节禽类免疫反应，提高饲料转化率，试验证明，服用粪肠球菌YL‑EF25组的鸡增重

量升高，料重比改善，表明在日粮添加粪肠球菌YL‑EF25有利于鸡的生长发育。

[0015] （2）本发明提供的粪肠球菌YL‑EF25有助于维持免疫系统的平衡状态，并在病原体

入侵时可以更快产生更多的免疫细胞，提高疫苗接种效果。

[0016] （3）本发明提供的粪肠球菌YL‑EF25对胆盐、人工胃液、苯酚的耐受能力较强，能够

代谢果胶、葡聚糖及纤维二糖等膳食纤维，有利于禽类肠道健康。

[0017] （4）使用本发明的粪肠球菌YL‑EF25作为饲料添加剂饲喂肉鸡，有助于增强肠道屏

障功能，可显著缓解鸡坏死性肠炎特征性症状，有效降低肠道炎症反应，支持肠道菌群平

衡。

附图说明

[0018] 构成本发明的一部分的说明书附图用来提供对本发明的进一步理解，本发明的示

意性实施例及其说明用于解释本发明，并不构成对本发明的不当限定。

[0019] 图1为本发明实施例1中粪肠球菌YL‑EF25、YL‑EF7以及YL‑EF28的镜检图片。

[0020] 图2为本发明实施例2中粪肠球菌YL‑EF25、YL‑EF7以及YL‑EF28的溶血活性图。

[0021] 图3为本发明实施例2中粪肠球菌YL‑EF25、YL‑EF7以及YL‑EF28的生长特性图。

[0022] 图4为本发明实施例2中粪肠球菌YL‑EF25、YL‑EF7以及YL‑EF28的产酸能力图。

[0023] 图5为本发明实施例2中粪肠球菌YL‑EF25、YL‑EF7以及YL‑EF28的产气荚膜梭菌共

培养抑制试验图。

[0024] 图6为本发明实施例2中粪肠球菌YL‑EF25、YL‑EF7以及YL‑EF28的产气荚膜梭菌生

物膜抑制试验图。

[0025] 图7为本发明实施例3中鸡坏死性肠炎攻毒后肠道菌群中乳酸菌属相对丰度图。

[0026] 图8为本发明实施例3中鸡坏死性肠炎攻毒后鸡外周血淋巴细胞增殖能力图。

[0027] 图9为本发明实施例3中鸡坏死性肠炎攻毒后紧密连接蛋白的mRNA相对表达水平

图。

[0028] 图10为本发明实施例3中鸡坏死性肠炎攻毒后炎性细胞因子的mRNA相对表达水平

图。

具体实施方式

[0029] 应该指出，以下详细说明都是示例性的，旨在对本发明提供进一步的说明。除非另

有指明，本文使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属技术领域的普通技术人员通常

理解的相同含义。

[0030] 疱肉培养基：称取庖肉培养基基础（海博生物，青岛）48.0  g，加热溶解于1000  mL

蒸馏水中。取数粒庖肉牛肉粒（海博生物，青岛）加入至试管中约1  cm高，121  ℃高压灭菌15
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分钟，备用。

[0031] MRS培养基：称取MRS肉汤（海博生物，青岛）52.24  g，加热溶解于1000  mL蒸馏水

中，118  ℃高压灭菌15分钟，备用。

[0032] 实施例1粪肠球菌YL‑EF25的筛选与鉴定

从健康、抗病能力强的野生鸟类粪便中分离筛选到若干株分离菌，通过牛津杯法

在血平板上测试了这些菌株对产气荚膜梭菌的抑制能力，最终筛选出三株粪肠球菌，菌落

形态为表面光滑的灰白色圆形菌落，参见图1。

[0033] 拮抗产气荚膜梭菌能力检测：分别在疱肉培养基和MRS培养基中37  ℃厌氧培养产

气荚膜梭菌和33株分离菌株24小时备用。无菌收取乳酸菌发酵液置于1  mL离心管中，12000 

r/min离心5分钟，取上清液，0.22  μm滤膜过滤除菌待用。用无菌PBS将产气荚膜梭菌菌液稀

释至光密度为OD600=0.8。在无菌环境下，吸取100  μL稀释好的产气荚膜梭菌菌液均匀涂布

在含5%绵羊血的血平板表面，然后将牛津杯垂直放在血平板上，加入200  μL分离菌株发酵

上清液于牛津杯中，置于厌氧工作站中37  ℃培养48小时，测量抑菌圈直径，结果如表1所

示。

[0034] 表1  分离乳酸菌对产气荚膜梭菌的抑菌活性测量

[0035] +：低抑菌活性；++：较强抑菌活性；+++：强抑菌活性；‑：无抑菌圈。

[0036] 菌落的纯化和富集：采用平板划线法挑取单菌落在MRS培养基平板上37  ℃倒置培

养一天，继续挑取MRS平板上单菌落重复纯化2‑3次后，挑取单菌落在5  mL  MRS培养基试管

中37  ℃摇床培养两天，待充分富集后进行16S  rDNA鉴定，剩余部分菌液加入甘油，使菌液

中的甘油终浓度范围为15%‑25%，置于‑80  ℃冰箱中保存。

[0037] 16S  rDNA鉴定：提取菌液的基因组DNA，使用细菌通用测序引物27F进行菌落PCR扩

增，进行16S  rDNA测序鉴定，将得到的16S序列在NCBI上数据库中进行序列比对分析，比对

结果显示与粪肠球菌的序列相似性为100%。确定这三株菌均为粪肠球菌(Enterococcus 

faecalis)，并将其正式命名为YL‑EF7、YL‑EF25、YL‑EF28。上述粪肠球菌YL‑EF7、YL‑EF25、
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YL‑EF28的16S  rDNA全序列如序列表SEQ  ID  NO.1所示。

[0038] GGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCT

TGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACAC

TTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCT

GATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGA

GAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAA

TGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAG

AACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC

GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGA

TGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT

CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGAC

GCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG

TGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTT

GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT

TACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATG

GTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCA

TTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCC

TTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCTAGACCGCGAGGTCATGCAAATCTCTT

AAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC

ACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG

GTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGT。

[0039] 实施例2粪肠球菌（Enterococcus  faecalis）的特性检测

溶血性试验：无菌沾取粪肠球菌菌液在血平板上划线，厌氧培养24小时，溶血活性

见图2，图中，7，25和28分别为YL‑EF7，YL‑EF25和YL‑EF28。

[0040] 生长曲线和产酸曲线：将粪肠球菌菌种在MRS平板中划线活化，接种单菌落于5  mL 

MRS培养基试管在摇床37  ℃过夜培养，将粪肠球菌菌液按照1:100比例接种于200mL  MRS培

养基中在摇床中37  ℃培养，在第2小时、第4小时及每隔6小时取5  mL测pH值及菌液OD600值，

MRS液体培养基作为空白对照，由图3图4可知，三株粪肠球菌的生长特性和产酸能力基本相

同，从第2小时开始进入对数生长期，到第6小时左右，开始进入稳定期，直至第36小时，菌液

OD600值一直维持在1.2‑1.3之间。产酸能力检测发现，三株菌在培养第6小时后，菌液pH值下

降至4.8。在进入平台期（12‑18小时），菌液pH值变为4.6左右，在第24‑36小时，菌液pH值下

降至4.4左右。图3和图4中，E.F7、E.F25和E.F28分别为YL‑EF7、YL‑EF25和YL‑EF28。

[0041] 耐人工胃液、耐胆盐试验：将粪肠球菌菌种在MRS平板中划线活化，接种单菌落于5 

mL  MRS培养基试管，在摇床37  ℃过夜培养，将粪肠球菌菌液按照1:100比例接种于200mL 

MRS培养基中在摇床中37  ℃培养，将得到的菌液用比色皿调节菌液浓度在OD600下为0.8（大

约108）。各取1  mL调整好浓度的粪肠球菌至EP管中，5000  rpm离心10分钟。离心期间，准备

好胆盐（0.2%、0.25%，PBS溶解）和人工胃液MRS培养基试管（人工胃液：0.32%胃蛋白酶，1.6 

μg/ml  溶菌酶，pH=2），分别各取1  mL至EP管中备用。弃去离心后的培养基上清，用1  mL的相

应条件的胆盐溶液和人工胃液MRS培养基重悬菌体沉淀，置于37  ℃温箱中孵育3小时，用

说　明　书 4/9 页

6

CN 119242534 A

6



PBS梯度稀释孵育后的待测菌种至10‑9，滴板计数于相应区域。在超净台晾板，待晾干后放于

温箱培养同时用PBS梯度稀释三株菌菌液至10‑9，将100  μL各个梯度稀释菌液滴板于MRS平

板。在超净台晾板，待晾干后放于温箱培养过夜，计算初始活菌数。记录数据，计算平均值、

标准差、存活率，见表2，表3。

[0042] 表2  耐胆盐试验

[0043] 表3  耐人工胃液试验

[0044] 耐苯酚试验：将粪肠球菌菌种在MRS平板中划线活化，接种单菌落于5  mL  MRS培养

基试管在摇床37  ℃过夜培养作为菌种。配制含0.1%、0.2%、0.3%、0.4%苯酚的MRS培养基试

管，将菌种按1:100比例加入相应苯酚浓度MRS试管中，37  ℃  220  rpm培养24小时，每组3个

重复试验测量各组菌液OD600值，MRS液体培养基作为空白对照，见表4。

[0045] 表4  耐人工苯酚试验

[0046] 抗生素耐药性试验：将粪肠球菌菌种在MRS平板中划线活化，接种单菌落于5  mL 

MRS培养基试管，在摇床37  ℃过夜培养，将得到的菌液用比色皿调节菌液浓度在OD600下为

0.8（大约108）。将100  μL稀释好的菌液涂布在MRS培养基平板表面，将抗生素药片贴在MRS
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平板上，放置于细菌培养箱37  ℃培养24小时，测量抑菌圈直径，见表5。

[0047] 表5  常见抗生素耐药性试验

[0048] 产气荚膜梭菌生物膜抑制试验：将粪肠球菌菌种在MRS平板中划线活化，接种单菌

落于5  mL  MRS培养基试管，在摇床37  ℃过夜培养，将产气荚膜梭菌菌种按1:100比例接种

于TSB培养基中，在厌氧工作站37  ℃过夜培养，准备培养好的产气荚膜梭菌菌液（C.P）和粪

肠球菌菌液（E.F），通过0.22  μm滤膜过滤离心后的粪肠球菌（4000转/分，5分钟）上清得到

粪肠球菌上清液（E.F上清）。将产气荚膜梭菌菌液和粪肠球菌菌液用TSB培养基稀释至菌液

浓度在OD600下为0.1，在96孔板中按下列分组（表6）混合方法进行混合，每组做6个重复，封

口膜将96孔板封口隔绝氧气，在室温条件下静置培养5天。

[0049] 表6  产气荚膜梭菌生物膜抑制试验分组

[0050] 注：表6中C.P代指产气荚膜梭菌，E.F分别代指YL‑EF25，YL‑EF7或YL‑EF28。

[0051] 培养结束后，转移每孔中悬浮液，测上清OD600值，并用无菌PBS梯度稀释每组悬浮

液至10‑9，滴板计数于TSN培养基平板上。用PBS轻轻冲洗两次转移上清后的培养孔，加入300 

μL的结晶紫染色室温放置30分钟。移去结晶紫后，再次用PBS轻轻冲洗两次。每孔加入300  μ
L的甲醇溶液室温孵育30分钟，将每孔中液体转移至新的96孔板中，测量每孔OD570值，记为

A570。计算生物膜相对测量值=A570/OD600。由图6可知，三株粪肠球菌菌液和无菌粪肠球菌上

清液均对产气荚膜梭菌的生物膜形成发挥了抑制作用。根据图5、图6分析表明，比较三株菌

的抑制产气荚膜梭菌活性的能力从强到弱排序为：YL‑EF25，YL‑EF7，YL‑EF28。选取抑制产

气荚膜梭菌形成的生物膜保护的活性最强的YL‑EF25进行动物实验。

[0052] 微生物代谢分析：将粪肠球菌菌种在MRS平板中划线活化，接种单菌落在MRS平板

中再次划线活化，按照BIOLOG公司的自动微生物鉴定系统提供的方法，挑取活化菌落于200 

μL  IF‑B培养基中制成接种液。用接种液将IF‑B培养基（BIOLOG公司，美国）调至合适的透光

度制成菌悬液。在GEN  III板每孔加入100  μL菌悬液，放置于微生物代谢鉴定培养箱中36小

说　明　书 6/9 页

8

CN 119242534 A

8



时，分析数据，由表7可知，YL‑EF25展现了典型的粪肠球菌株的代谢特征，证实粪肠球菌YL‑

EF25对葡聚糖、纤维二糖、果胶等膳食纤维具有较强的代谢能力，从而产生短链脂肪酸，促

进肠道健康。

[0053] 表7  碳源代谢分析

[0054] 注：+：代谢活性阳性，‑：代谢活性阴性，w+：代谢活性弱阳性。

[0055] 实施例3  粪肠球菌YL‑EF25对鸡坏死性肠炎的保护作用

选取体重相近的1日龄肉鸡，随机分为4个处理组，每组18只鸡。（1）对照组喂基础

日粮（NC组）；（2）坏死性肠炎组攻毒球虫和产气荚膜梭菌（4×108CFU/mL），饲喂基础日粮

（PC组）；（3）抗生素组攻毒球虫和产气荚膜梭菌（4×108CFU/mL），饲喂含有20  mg/kg恩拉霉

素的基础日粮（PT组，抗生素组）；（4）YL‑EF25试验组攻毒球虫和产气荚膜梭菌（4×108CFU/

mL），饲喂含有1×109CFU/kg粪肠球菌YL‑EF25的基础日粮（E.F25组）。

[0056] 在本发明实施例中，NC组代表对照组、PC组代表肠炎组、PT组代表抗生素组、E.F25

组代表YL‑EF25组。

[0057] 鸡的生产性能包括产蛋量、生长速度、饲料转化率、采食量等参数，本发明对增重、

采食量、料重比等参数进行了记录，汇总如表8所示：

表8  添加粪肠球菌YL‑EF25对鸡生产性能的影响
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[0058] 由表8可知，在第1‑14天，与对照组相比，粪肠球菌YL‑EF25组的增重量升高，改善

了料重比，而肠炎组和抗生素组与对照组之间的料重比没有显著差异，表明在日粮添加粪

肠球菌YL‑EF25有利于鸡的生长发育。

[0059] 饲养至第15天时，除对照组外所有组通过口服接种2×104个鸡球虫卵囊。在第21

天至第24天，除对照组外所有组通过口服每天攻毒产气荚膜梭菌（4×108CFU/mL）诱导鸡坏

死性肠炎。在第25天对所有组鸡进行病变观察评分，并取样。评分标准为：0分（无明显损

伤）；1分（肠壁变薄、变脆，白色伪膜脱落，肠壁出血点）；2分（出现1‑5个坏死灶）；3分（出现

6‑15个坏死灶）；4分（出现15个以上坏死灶）；5分（出现2‑3cm长的片状坏死）。结果如表9所

示。

[0060] 表9  添加粪肠球菌YL‑EF25对鸡坏死性肠炎攻毒后肠道病变的影响

[0061] 注：上标小写字母不同表示差异显著(P<0.05)，上标字母相同则表示差异不显著

(P>0.05)。

[0062] 由表9可知，与对照组相比，肠炎组的肠道病理变化差异显著升高（P＜0.05），与肠

炎组相比，抗生素组、YL‑EF25组肠道病变评分显著降低（P＜0.05）。

[0063] 由图7可知，与对照组相比，在攻毒后，肠炎组和抗生素组的肠道菌群中乳酸菌属

相对丰度下降，其它属的细菌相对丰度升高，表现肠道菌群平衡被破坏，而在YL‑EF25组中，

肠球菌属相对丰度升高，有益菌唾液乳杆菌属的相对丰度升高，其它菌群相对稳定，表现出

对攻毒后肠道菌群紊乱的平衡作用。

[0064] 淋巴细胞增殖试验：淋巴细胞增殖和分化是机体免疫应答过程的一个重要阶段。

因此，检测淋巴细胞增殖水平是细胞免疫研究和临床免疫功能检测的一种常用方法。首先，
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分离对照组（NC组）、YL‑EF25组（E.F25组）各5只鸡的外周血淋巴细胞，对分离细胞计数。将

各组淋巴细胞1×106/孔铺板，加入刀豆蛋白刺激细胞增殖，终浓度为10  μg/ml，作为试验

组，并设置不加刀豆蛋白刺激的对照组。设置空白孔（空白组；PBS+CCK8）细胞培养箱中刺激

48小时后，加入CCK8测吸光度，淋巴细胞增殖指数换算公式为(OD
试验

‑OD
空白)/(OD对照

‑OD
空白

)。

检测到NC组、E.F25组的OD
试验

和OD
对照

平均值分别为0.40、0.51和0.37、0.4，空白组OD
空白

的平

均值为0.34。通过计算，由图8可知，YL‑EF25组（E.F25）的鸡外周血淋巴细胞增殖能力显著

高于对照组（P＜0 .05），表明在日粮添加粪肠球菌YL‑EF25有助于维持免疫系统的平衡状

态，并在病原体入侵时可以更快产生更多的免疫细胞，提高疫苗接种效果。

[0065] 由图9可知，与对照组（NC组）相比，肠炎组（PC组）的紧密连接蛋白OLCN、ZO‑1的

mRNA相对表达水平下调，肌球蛋白轻链激酶（MLCK）的mRNA相对表达水平上调；抗生素组（PT

组）可逆转紧密连接蛋白OLCN的下调，但对紧密连接蛋白ZO‑1下调的逆转不明显，肌球蛋白

轻链激酶（MLCK）的mRNA相对表达水平上调；YL‑EF25组（E.F25组）紧密连接蛋白OLCN、ZO‑1

的mRNA相对表达水平上调，YL‑EF25组（E.F25组）肌球蛋白轻链激酶（MLCK）的mRNA相对表达

水平下调。如图10所示，与对照组（NC组）相比，肠炎组（PC组）的炎性细胞因子（TNF‑α、IFN‑
γ 、IL‑10）的mRNA相对表达水平显著升高；与肠炎组（PC组）相比，抗生素组（PT组）、YL‑EF25

组（E.F25组）的炎性细胞因子（TNF‑α、IFN‑ γ 、IL‑10）的mRNA相对表达水平降低，其中，YL‑

EF25组（E.F25组）降低效果更显著（P＜0.05），表明在日粮添加粪肠球菌YL‑EF25在鸡坏死

性肠炎攻毒后表现出较强的抗炎效果及对肠道屏障功能的改善作用。

[0066] 经分析，本发明中分离的粪肠球菌YL‑EF25具有良好的益生特性，可在体外抑制产

气荚膜梭菌的生长。在肉鸡日粮中添加粪肠球菌YL‑EF25可有效改善生长发育，增强肠道屏

障，平衡肠道菌群稳定以及缓解炎症反应等方式显著改善了球虫和产气荚膜梭菌

（Clostridium  perfringens）诱导的坏死性肠炎，可在畜禽养殖中用于抗产气荚膜梭菌感

染。

[0067] 以上所述仅为本发明的优选实施例而已，并不用于限制本发明，对于本领域的技

术人员来说，本发明可以有各种更改和变化。凡在本发明的精神和原则之内，所作的任何修

改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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图5

图6

说　明　书　附　图 3/6 页

14

CN 119242534 A

14



图7

说　明　书　附　图 4/6 页

15

CN 119242534 A

15



图8
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图10
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