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作者简介：陈永亮（１９８１—），男，江苏阜宁人，副教授，主要从事家禽
生产与疾病防治研究。Ｔｅｌ：（０５１６）８３６２８０４９；Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｙｏｌａ８８８＠
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通信作者：王彦红，博士，讲师，主要从事家禽疾病临床诊断与防治研

究。Ｔｅｌ：（０５１４）８７９７９０３６；Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｙｈ７４０５＠１６３．ｃｏｍ。

　　由于耐药菌的持续出现与存在，研究者希望能获得生物
的抑菌方法，近年来芽孢杆菌发展为益生菌，被广泛应用于猪

饲养、禽业及水产等养殖业［１］。候选益生菌菌株主要有蜡样

芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、
地衣芽孢杆菌 （Ｂａｃｌｉｃｕｓｌｉｎｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）、短小芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ）等［２－３］。２０１７年６月从江苏省扬州市高邮

市某养殖场饲养的散养草鸡中分离出２株芽孢杆菌，经鉴定
１株为短小芽孢杆菌（Ｂ．ｐｕｍｉｌｕｓ），另 １株为巨大芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ），对２株细菌的生化特点、耐药性及其对
其他细菌的抑制作用等生物学特性作初步研究。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
将牛肉膏蛋白胨琼脂培养基溶化，待凉至５０℃左右时按

５％的比例加入无菌绵羊血配成血琼脂培养基，倒入培养皿
中，４℃保存备用。牛肉膏蛋白胨琼脂培养基、麦康凯培养基
购自上海中科昆虫生物技术开发有限公司，肠杆菌科细菌生

化鉴定管和药敏试纸购自杭州微生物试剂有限公司。

１．２　细菌分离培养
２０１７年６月从江苏省扬州市高邮市某养殖场饲养的６００

只１１０日龄散养草鸡中取２只消瘦的病鸡剖杀，主要病变为
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肝肿大且有白色斑点，脾肿大，腺胃肿大。取肝、脾、肺等组织

器官，按常规无菌操作接种于血琼脂平板上，并于３７℃条件
下培养２４ｈ，挑取单菌落分别在麦康凯培养基与血琼脂培养
基上进行纯化培养，观察分离菌的生长状况和菌落形态特征。

再挑选单个菌落用革兰氏染色，并于显微镜下观察细菌形态。

１．３　ＭＡＬＤＩｂｉｏｔｙｐｅｒ分析
参照ＭＡＬＤＩｂｉｏｔｙｐｅｒ分析仪的操作标准进行单个菌落点

样、晾干，然后加１μＬ甲酸混匀、再晾干后进机器 ＭＢＴ（购自
德国Ｂｒｕｋｅｒ公司，型号 ｍｉｃｒｏｆｌｅｘ）检测，采用 ｆｌｅｘｃｏｎｔｒｏｌ程序
进行检测［４］。

１．４　１６ＳｒＲＮＡ基因测序
挑取单个菌落加入２０μＬ的１６Ｓ－ｆｒｅｅＨ２Ｏ水中，煮沸，

裂解，制备其ＤＮＡ模板，按照宝生物工程（大连）有限公司的
１６ＳｒＤＮＡＢａｃｔｅｒｉａｌＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＰＣＲＫｉｔ方法进行ＰＣＲ扩增，
取５μＬ扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，出现大小为 ５００ｂｐ
的目的片段，然后将剩余的ＰＣＲ扩增产物送至金斯瑞生物科
技公司进行测序。

１．５　生化试验
用接种针挑取纯化后细菌的单个菌落，按常规方法分别

进行葡萄糖、乳糖、麦芽糖、甘露糖、蔗糖、木糖、棉子糖、甘露

醇、鼠李糖、果糖、卫茅醇、阿拉伯糖等糖或醇类生化发酵试

验，以及甲基红（ＭＲ）、二乙酰（ＶＰ）、硫化氢、淀粉水解、硝酸
盐还原、明胶液化、蛋白胨水（吲哚）等试验。另外进行耐盐

（７％ ＮａＣｌ）试验检测，置３７℃条件下培养２４ｈ后观察结果。
１．６　药敏试验

采用Ｋｉｒｂｙ－Ｂａｕｅｒ药敏纸片法进行药敏试验，所用药敏
纸片包括头孢三嗪（菌必治）、氟苯尼考、美洛西林、多粘菌素

Ｂ、多西环素、新霉素、丁胺卡那霉素、卡那霉素、庆大霉素、复
方新诺明、链霉素、诺氟沙星、左旋氧氟沙星、环丙沙星和妥布

霉素等１５种，具体操作步骤为在无菌条件下，挑取纯化后的
单个菌落均匀涂布于血琼脂平板上，取６ｍｍ药敏纸片贴于
平板琼脂面上，３７℃条件下培养２４ｈ后观察结果，测量各抗
生素纸片的抑菌圈直径。

１．７　分离菌对其他细菌的抑菌性试验
参照文献［５－６］采用琼脂扩散法进行抑菌性试验，把临

床分离的鸡源大肠杆菌、鸡源金黄色葡萄球菌和鸡白痢沙门

菌分别接种于牛肉膏蛋白胨液体培养基中，于 ３７℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养７２ｈ，取１００ｍＬ菌液以６０００ｒ／ｍｉｎ的
转速离心５ｍｉｎ，弃去上清液，将下部沉淀用生理盐水稀释成
１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液，其中鸡源大肠杆菌和鸡源金黄色
葡萄球菌悬液均匀涂布在厚度约为４ｍｍ的营养琼脂平板
上，鸡白痢沙门菌悬液均匀涂布在厚度约为４ｍｍ的血平板
上，然后在平板上打直径约为４ｍｍ的孔，封底。用相同方法
制备的芽孢杆菌菌悬液加满孔，每个菌株加样３个孔，置于适
宜温度下培养２４ｈ，测量抑菌圈直径（φ），取平均值。判断标
准［６］：φ≤５ｍｍ，不敏感；５ｍｍ＜φ≤１０ｍｍ，低度敏感；
１０ｍｍ＜φ＜１５ｍｍ，中度敏感；φ≥１５ｍｍ，高度敏感。

２　结果

２．１　细菌分离
将病原菌材料接种于血琼脂平板上，于３７℃条件下培养

２４ｈ后，观察发现，在接种脾脏组织的血琼脂平板上出现完
全溶血的菌落，命名为２０１７０６ＪＳ，血琼脂平板镜检结果见图
１；在接种肝脏组织的血琼脂平板上出现不溶血的较大不光滑
菌落，命名为２０１７０６ＪＬ，血琼脂平板镜检结果见图２，２株分离
菌在麦康凯琼脂培养基上均不生长。其他组织接种后放置

４８ｈ仍无可疑菌落出现。

２．２　ＭＡＬＤＩｂｉｏｔｙｐｅｒ分析结果
ＭＡＬＤＩｂｉｏｔｙｐｅｒ分析发现，２株分离菌中的 ２０１７０６ＪＳ为

短小芽孢杆菌（Ｂ．ｐｕｍｉｌｕｓ），２０１７０６ＪＬ为巨大芽孢杆菌（Ｂ．
ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）。
２．３　１６ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ扩增及序列分析

２株分离菌的１６ＳｒＲＮＡ基因经 ＰＣＲ扩增后［７］，出现大

小为５００ｂｐ左右的目的条带，将所测得的序列结果（图３、图
４）在ＮＣＢＩ网站上进行ＢＬＡＳＴ搜索比对，结果表明，所获得的
序列 ２０１７０６ＪＳ与短小芽孢杆菌（Ｂ．ｐｕｍｉｌｕｓ）（序列号：
ＫＵ９２８３６５．１）的同源性为 １００％，２０１７０６ＪＬ与巨大芽孢杆菌
（Ｂ．ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）（序列号：ＫＹ４１７１６０．１）的同源性为１００％。

２．４　生化特性
由表１可知，２株分离菌均能发酵葡萄糖、果糖，并能够

水解淀粉，但不能水解乳糖、蔗糖等糖类，耐盐试验呈阳性，

ＭＲ、ＶＰ试验为阴性。
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表１　２株分离菌生化试验结果

生化管 ２０１７０６ＪＳ ２０１７０６ＪＬ 生化管 ２０１７０６ＪＳ２０１７０６ＪＬ
葡萄糖 ＋ ＋ 甲基红（ＭＲ） － －
乳糖　 － － 二乙酰试验（ＶＰ） － －
麦芽糖 ＋ ＋ 硫化氢 － －
甘露糖 － － 果糖 ＋ ＋
蔗糖　 － － 卫茅醇 － －
木糖　 － － 阿拉伯糖 － －
淀粉　 ＋ ＋ 硝酸盐还原 － －
棉子糖 － － 明胶液化 ＋ ＋
甘露醇 － － 蛋白胨水（吲哚） － －
鼠李糖 － － 耐盐试验（７％ Ｎａｃｌ） ＋ ＋

　　注：“－”表示阴性；“＋”表示阳性。

２．５　药敏试验结果
药敏试验结果（表２）显示，２株分离菌对常用抗生素强

力霉素、诺氟沙星、氟苯尼考、复方新诺明、环丙沙星、卡那霉

素、丁胺卡那霉素、妥布霉素、庆大霉素、链霉素、左旋氧氟沙

星等均敏感。

表２　２株分离菌药敏试验结果

抗生素
规格

（μｇ／片）
抑菌环直径（ｍｍ）
耐药 中介 敏感

２０１７０６ＪＳ２０１７０６ＪＬ

复方新诺明 １２５／７５≤１２１３～１６≥１７ ４４ ２７
环丙沙星 ５ ≤１５１６～２０≥２１ ３６ ２６
美洛西林 ７５ ≤１７１８～２０≥２１ ２８ ２０
头孢三嗪（菌必治） ３０ ≤１３１４～２０≥２１ １５ ２４
妥布霉素 １０ ≤１２１３～１４≥１５ ２６ ２２
庆大霉素 １０ ≤１２１３～１４≥１５ ２５ ２０
链霉素 １０ ≤１１１２～１４≥１５ １８ １６
卡那霉素 ３０ ≤１３１４～１７≥１８ ２６ ２２

丁胺卡那霉素

（阿米卡星）

３０ ≤１４１５～１６≥１７ ２３ ２４

新霉素 ３０ ≤１２１３～１６≥１７ １６ １９
多粘菌素Ｂ ３００ ≤８８～１１ ≥１２ １１ １３
强力霉素（多西环素） ３０ ≤１２１３～１５≥１６ １９ ２３
诺氟沙星（氟哌酸） １０ ≤１２１３～１６≥１７ ２０ １９
氟苯尼考 ３０ ≤１２１３～１７≥１８ ３２ ２５
左旋氧氟沙星 ５ ≤１３１４～１６≥１７ ３７ ２６

２．６　分离菌对其他细菌的抑菌性试验
　　由表 ３可知，鸡源大肠杆菌对分离的短小芽孢杆菌
（２０１７０６ＪＳ）和巨大芽孢杆菌（２０１７０６ＪＬ）都低度敏感，鸡源金
黄色葡萄球菌对短小芽孢杆菌（２０１７０６ＪＳ）低度敏感，但是鸡
白痢沙门菌对２株细菌均不敏感。

表３　２株分离菌对其他细菌的抑菌结果

指示菌
抑菌环直径（ｍｍ）

２０１７０６ＪＳ ２０１７０６ＪＬ
鸡源大肠杆菌 ６．０ １０
鸡白痢沙门菌 ４．０ ４
鸡源金黄色葡萄球菌 ５．５ ４

３　讨论

本研究从散养草鸡的脾和肝中分别分离出短小芽孢杆菌

和巨大芽孢杆菌各１株，通过生理生化鉴定和分子生物学鉴
定，分别为短小芽孢杆菌（Ｂ．ｐｕｍｉｌｕｓ）和巨大芽孢杆菌（Ｂ．
ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）。这２株芽孢杆菌对强力霉素、诺氧沙星、氟苯
尼考、复方新诺明、环丙沙星、卡那霉素、丁胺卡那霉素、妥布

霉素、庆大霉素、链霉素、左旋氧氟沙星常用抗生素均敏感，由

此可知，在临床上使用抗生素不仅容易造成致病菌的耐药性，

更会杀灭益生菌，引起家禽体内菌群失调，因此在家禽生产中

不能一味使用抗生素，须全面考虑用药的正面和负面影响。２
株芽孢杆菌对常见病原菌尤其是对鸡源大肠杆菌均有一定抑

制性，初步具备了优良的益生菌株条件，加上芽孢杆菌自有的

较强可逆性和益生性，适合用作生产家禽微生态制剂［８－９］。

但从已知的文献可以看出，益生菌在体外试验中由于受各种

因素以及细菌本身特性的影响，对致病菌的抑制性差异比较

大，张红英等在抑菌试验中将芽孢杆菌菌液浓缩１０倍，获得
了较好的抑菌效果［１０］，因此运用此类芽孢杆菌生产微生态制

剂用于抗菌抑菌时应该注意加工和使用方法，这也是笔者所

承担２个基金项目研究中草药配伍芽孢杆菌来替代抗生素的
一个初衷。
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