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显著差异。 由此可知，该枯草芽孢杆菌具有良好的生物学特点，具有用于促进羊群生产的应用

潜力。
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ｏｒｇａｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｍａｉｎ ｏｒｇａｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ
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　 　 近年来随着规模化养殖业的发展，我国养殖业

抗生素的使用存在着滥用和乱用等问题［１］，农业农

村部实施 《全国遏制动物源细菌耐药行动计划

（２０１７ － ２０２０ 年）》，在 ２０１９ 年 ７ 月 ９ 日，农业农村

部第 １９４ 号公告正式发布，标志着所有促生长类药

物饲料添加剂将逐步退出，饲料中“减抗 ／替抗”已

成定局。 而 “益生菌” （ Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ） 被认为是饲料

“减抗 ／替抗”的主力军之一。

“益生菌”最早是由 Ｌｉｎｙ 和 Ｓｔｉｌｌｗｅｌｌ 在 １９６５ 年

提出的，被定义为“对饲养动物肠道菌群平衡有益

的促进物或微生物” ［２］，是一种“活的微生物，适当

补充时有利于宿主身体健康” ［３］。 我国农业农村部

２０１３ 年公布了饲料中允许添加的 ３４ 种微生物种

类，主要是：乳酸菌、芽孢杆菌和真菌。 芽孢杆菌因

其可以耐酸耐高温，因此经常添加到饲料中，其主

要功能是：提高饲料消化率，改善肠道健康，调节免

疫力，促进生长生产性能［４］。

枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ），是芽孢杆菌

属中最常见的一种，属于好氧细菌，在生长过程中

可产生枯草菌素、多粘菌素、制霉菌素等活性物

质［５］，可明显抑制致病菌生长，进而调节胃肠道的

菌群平衡。 本研究通过对羊源枯草芽孢杆菌进行

分离鉴定和活性分析，为微生态制剂的研发奠定

基础。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂和动物　 ＬＢ 固体和液体培养基；革

兰氏染色按实验室常规方法配制；８ ～ １０ 周龄雄性

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ２４ 只，体重 ２０ ～ ２５ ｇ，购于北京维通

利华公司，饲养于山西大同大学医学院脑研究所动

物房。

１． ２　 主要仪器 　 超净工作台 ＳＷ － ＣＦ（上海博速

实业有限公司医疗设备厂）；立式压力蒸汽灭菌器

ＬＳ － ３５ＬＪ（江阴滨江医疗设备有限公司）；电子天平

ＪＨ１１０２（上海精科天美科学仪器有限公司）；生化

培养箱 ＳＰＸ －１００Ｂ － Ｚ（上海博讯实业有限公司医

疗设备厂）；恒温摇床 ＧＷ － Ｄ（北京市六一仪器

厂），显微镜 ＵＢ１０２ｉ （重庆澳浦光电技术有限公

司），血球计数板 ＱＩＵＪＩＮＧ（上海市求精生化试剂仪

器有限公司）；５ ｍＬ 和 １ ｍＬ 无菌注射器（江西红新

医疗器械有限公司）；台式高速离心机 ＨＣ － ２０６２

（安徽中科中佳科学仪器有限公司）； 微波炉

Ｇ７０Ｆ２０ Ｎ２Ｌ － ＤＧ（广东格兰仕微波炉电器制造有

限公司）；移液枪（北京大龙兴创实验仪器）；小鼠

灌胃针（８ 号）。

１． ３　 菌株的分离及染色　 健康绵羊的新鲜粪便取

自山西省大同市阳高县罗文皂镇十九墩村。 称取

１ ｇ新鲜羊粪，用研钵迅速研碎，装在盛有 ９９ ｍＬ 的

无菌水的锥形瓶中，振荡 ５ ｍｉｎ，制成悬浮液，在水

浴锅中 １００ ℃水浴加热 １０ ｍｉｎ。 取 １０ ｍＬ 悬液加

入到无菌试管中，之后每次取 １ ｍＬ 菌液进行 １０ 倍

倍比稀释，配制成 １０ － ２ ～ １０ － ６的浓度梯度溶液。 将

配制好的梯度溶液在超净台中分别进行平板划线，

在 ３７ ℃恒温培养箱中倒置培养 ２４ ～ ３６ ｈ，挑取乳

白色、薄膜状带有褶皱的疑似菌落，接种到新的培

养基上继续培养，直至培养基上只生长出单一

菌落。

取一滴纯培养的菌液，用适量的生理盐水稀释

后涂片并经革兰氏染色，通过光学显微镜观察细菌

形态。 染色方法参考试剂说明书。

１． ４ 　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的测序和序列比对分析 　 １６Ｓ

ｒＲＮＡ 序列采用通用的特异性引物来扩增：正向引

物 ２７Ｆ：５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′，反向
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引物 １４９２Ｒ：５′ － ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ － ３′，
由上海生工生物工程有限公司合成。 使用细菌基

因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取基因组，以此为模板进

行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应体系（５０ μＬ）：ＴａＫａＲａ Ｌａ
Ｔａｑ ０． ５ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，１０ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ，
ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ８ μＬ，上、下游引物各 ２ μＬ，双蒸水

３０． ５ μＬ。 扩增程序：９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ，９４ ℃
３０ ｓ，５４ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，３０ 个循环；７２ ℃ 延伸

１０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物纯化后交由北京三博远志生物

技术责任有限公司进行测序。 测序结果通过 ＮＣＢＩ
数据库进行 Ｂｌａｓｔ 比对分析，通过 ＭＥＧＡ ７． ０ 构建

系统发育树。
１． ５　 生长曲线　 将菌株接种至已灭菌的 ＬＢ 液体

培养基中进行预培养（３７ ℃，１８０ ｒｐｍ 条件下过夜

培养）。 预先准备已灭菌的锥形瓶 ３ 个，并配置新

的液体培养基，灭菌后分装至锥形瓶中，每个锥形

瓶中各 １００ ｍＬ。 之后，向各锥形瓶中分别加入

１００ μＬ预先培养的菌液，３７ ℃ 恒温摇床进行振荡

培养，４ ｈ 后吸取少量菌液进行 ＯＤ ６００ 测定，之后

每隔 ２ ｈ 进行 ＯＤ ６００ 测定，绘制细菌生长曲线。
１． ６　 耐酸试验　 参考冼琼珍等的方法［６］，将芽孢杆

菌悬液分别接种到 ｐＨ 值为 ２． ０ 和 ３． ０ 的液体 ＬＢ 培

养基中，芽孢杆菌的初始浓度为 １ ×１０６ ＣＦＵ·ｍＬ －１，
３７ ℃条件下 １２０ ｒｐｍ 条件下培养，分别在 １． ５ ｈ 和

２． ５ ｈ 后取 １ ｍＬ 菌液进行平板涂布培养 ２４ ｈ，进行

平板活菌计数，每次实验重复 ３ 次。
１． ７　 菌株的安全性评价　 采用腹腔注射和口腔灌

胃两种方法对小鼠实行实验，２４ 只小鼠随机分成

Ａ１、Ａ２、Ｂ１、Ｂ２ 四组，每组 ６ 只。 Ａ１ 组腹腔注射 ０．
１ ｍＬ ０． ９％生理盐水，Ａ２ 组腹腔注射 ０． １ ｍＬ 枯草

芽孢杆菌菌液（活菌数量为 ５． ０ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ），Ｂ１
组口服灌胃 ０． １ ｍＬ ０． ９ ％生理盐水；Ｂ２ 组口服灌

胃 ０． １ ｍＬ 枯草芽孢杆菌菌液（活菌数量为 ５． ０ ×
１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ）。 每日 １４：３０ 对小鼠进行实验，持续

１５ ｄ。 第 １５ ｄ 小鼠禁食 ６ ｈ 后称量体重，并处死小

鼠，取出心、肝、脾、肺、肾、睾丸等脏器，并称量，计
算脏器系数，肉眼观察各脏器病理变化。

脏器系数 ＝ 实验动物某脏器的重量 ／动物

体重。
１． ８　 数据处理与统计 　 系数用平均数 ± 标准差

（ｘ ± ｓ）表示，用 ＳＰＳＳ １７． ０ 软件进行数据分析。
２　 结果与分析

２． １　 形态学鉴定 　 从绵羊粪便中分离出疑似菌

株，并对菌株进行纯化，纯化后的菌落形态如图 １Ａ
所示，菌落呈现乳白色薄膜状，有褶皱，菌体呈长杆

状，染色为红色，为革兰氏阳性菌（图 １Ｂ）。

图 １　 Ａ 疑似菌株的菌落（１００ × ）；

Ｂ 杆菌革兰氏染色呈阳性（１０００ × ）

Ｆｉｇ １　 Ａ Ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｆ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ（１００ × ）；

Ｂ Ｇｒａｍ － ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｉｌｌｉ（１０００ × ）

２． ２　 系统进化树的构建　 将所测序列在 ＮＣＢＩ 中
经 Ｂｌａｓｔ 初步比对后发现，其与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＺＹ －
０５ 的同源性达到 ９９． ５２％ ，与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｔｒａｉｎ
ＩＡＭ＿１２１１８ 同源性达到 ９９． １０％ 。 通过 ＭＥＧＡ ７． ０
软件构建系统进化树，结果显示菌株 Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ
与枯草芽孢杆菌亲缘关系最近，聚类为一支，而与

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｓｔｒａｉｎ 距离较远（图 ２）。

２． ３　 菌株生长曲线的绘制　 这株枯草芽孢杆菌在

４ ｈ 到 ８ ｈ 之间生长速度最快，迅速到达生长速度

的峰值。 在此之后枯草芽孢杆菌的生长速度逐渐

减慢，从稳定期开始慢慢进入衰亡期，且在 ２６ ｈ 后

其浓度再次上升。
２． ４　 耐酸性试验　 由表 １ 可知，枯草芽孢杆菌在

ｐＨ ＝２． ０ 和 ｐＨ ＝ ３． ０ 条件下，处理 １． ５ ｈ 后，其存

活率都在 ８０％以上；而在 ｐＨ 为 ２． ０ 处理 ２． ５ ｈ 以

后，细菌的存活率会下降至 ４３． ９％ ，存活率下降明

显，而在 ｐＨ 为 ３． ０ 处理 ２． ５ ｈ 以后，细菌的存活率

会下降至 ６０． ７％ ，存活率明显提高。 说明该菌株具

有较好的酸性耐受能力。

·２１·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 ９ 月第 ５４ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

图 ２　 菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 系统发育分析

Ｆｉｇ ２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ

图 ３　 细菌的生长曲线

Ｆｉｇ ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ

表 １　 不同 ｐＨ 环境下枯草芽孢杆菌的存活率

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｌｉｖａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｔｒａｉｎ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ
时间 ｐＨ ２ ｐＨ ３

０ ｈ １００％ １００％

１． ５ ｈ ８０． ０ ± ５． ０％ ８５． ２ ± ５． ０％

２． ５ ｈ ４３． ９ ± ２． ８％ ６０． ７ ± ４． ５％

２． ５　 菌株安全性评价　 由表 ２ 可知，在 １５ ｄ 试验

期间，各组小鼠均存活且小鼠体征均未见明显变

化，剖解小鼠，检测心、肝、脾、肺、肾、睾丸等脏器，

肉眼观察未发现明显异常，同时 Ａ１ 与 Ａ２、Ｂ１ 与 Ｂ２
的脏器系数相比较均无明显差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。

表 ２　 小鼠脏器系数

Ｔａｂ ２　 Ｏｒｇａｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ
脏器系数 Ａ１ Ａ２ Ｂ１ Ｂ２

心脏系数 ０． ００６ ± ０． ００２Ａ ０． ００６ ± ０． ００１Ａ ０． ００５ ± ０． ００１ａ ０． ００５ ± ０． ００１ａ

肝系数 ０． ０４８ ± ０． ００３Ｂ ０． ０４７ ± ０． ００３Ｂ ０． ０４５ ± ０． ００５ｂ ０． ０４７ ± ０． ００４ｂ

脾系数 ０． ００５ ± ０． ００２Ｃ ０． ００６ ± ０． ００１Ｃ ０． ００４ ± ０． ００１ｃ ０． ００４ ± ０． ００１ｃ

肺系数 ０． ００６ ± ０． ００２Ｄ ０． ００７ ± ０． ００１Ｄ ０． ００７ ± ０． ００１ｄ ０． ００７ ± ０． ００１ｄ

肾系数 ０． ０１６ ± ０． ００２Ｅ ０． ０１７ ± ０． ００１Ｅ ０． ０１７ ± ０． ００１ｅ ０． ０１７ ± ０． ００３ｅ

睾丸系数 ０． ０１０ ± ０． ００２Ｆ ０． ０１０ ± ０． ００２Ｆ ０． ０１０ ± ０． ００２ ｆ ０． ００９ ± ０． ００１ ｆ

　 　 注：在同字母组别的环境下，同行数字右上标字母不同表示差别显著（Ｐ ＜ ０． ０５），字母相同表示差别不明显（Ｐ ＞ ０． ０５）。

３　 讨论与结论

早在 １９４１ 年，第二次世界大战非洲军团的德

国士兵常因感染痢疾而丧命，后经科学家从新鲜骆

驼粪便中分离出枯草芽孢杆菌，制成抗痢疾药从而

·３１·
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阻止疫情蔓延［７］。 此外枯草芽孢杆菌还在畜牧业

中广泛使用［８］，可提高畜禽的生产性能，是替代抗

生素的有效途径［９］。
本研究从绵羊粪便中分离并经形态学观察和

革兰氏染色镜检，以及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析，发现其

与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＺＹ － ０５ 的相似度达到 ９９． ５２％ ，
确定该菌株为枯草芽孢杆菌。 通过测定该菌株的

生长曲线，发现在适宜生长条件下，该菌株生长速

度较快，在 ４ ｈ 后就进入对数生长期，８ ｈ 达到峰

值。 因此，其最适宜的培养时间为 ８ ｈ。
枯草芽孢杆菌可在恶劣的外部环境下形成内

生的孢子，对干热、湿热、高温、高压、紫外线、强酸、
强碱等不良条件具有很强的抗逆性。 钟罗华等对 ６
株猪源芽孢杆菌进行分离鉴定和耐酸性研究，发现

其中 ４ 株芽孢杆菌可以耐高温、耐酸，特别是枯草

芽孢杆菌耐受能力最强，在 ｐＨ ＝ ２ 的条件下，存活

率可达 ６０％ ［１０］；艾文豪对不同菌株的枯草芽孢杆

菌进行耐酸检测，发现 Ｂ５ 株耐酸效果最好，在 ｐＨ
＝１． ５ 的条件下，存活率仍可达 ７０％ 以上［１１］。 本

研究是从 １００ ℃沸水中加热 １０ ｍｉｎ 后筛选得到的

枯草芽孢杆菌，筛选出的菌株具有很强的耐高温能

力；在耐酸能力的检测中，在 ｐＨ 值为 ３． ０ 时，经过

１． ５ ｈ 后，其存活率为 ８５． ２％ ，经过 ２． ５ ｈ 后，其存

活率为 ６０． ７％ ，显示出该菌株良好的抗逆性。
菌株安全性是益生菌关注的焦点，其中相关的

副作用主要是全身感染、代谢物、佐剂和免疫调节

以及基因漂流的风险。 其中最常见的不良反应包

括胃肠道疾病，如腹泻、恶心、肠胃气胀、消化不良

和腹痛；其他副作用包括呼吸道感染、脓肿、过敏反

应和严重的医疗状况，如败血症、菌血症和心内膜

炎等等［１２］。 本研究经过 １５ ｄ 小鼠饲喂的安全性评

价，发现小鼠的饮水、采食、粪便及活动均正常，无
死亡小鼠出现；实验结束后，实验组小鼠与对照组

相比，心、肝、脾、肺、肾、睾丸等器官均未发现明显

的病理改变，各组的小鼠的脏器系数没有显著差异

（Ｐ ＞ ０． ０５）。 因此，该菌株对小鼠无毒副作用，作
为益生菌来使用是安全的，以后可作为潜在的养羊

生产中应用的益生菌菌株。
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