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摘要:[目的]本试验旨在研究一株牦牛源短小芽孢杆菌(命名:ＴＳ１)的分离鉴定、抗逆性、对常用抗菌药物的耐药性以及对

常见致病菌的抑菌活性ꎬ初步探索其作为益生菌添加剂在畜牧养殖中应用的可行性ꎮ [方法]对健康牦牛新鲜粪便进行

１００ ℃水浴处理 １０ ｍｉｎ 以筛选具有抗逆性的芽胞杆菌ꎬ进行形态学、生理生化特征及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析鉴定ꎬ通过测量生

长曲线、耐酸、耐胆盐试验、药敏试验及抑菌试验等方法对其生物学特性进行研究ꎬ通过全基因测序分析其可能产生抗菌物

质的类型ꎮ [结果]ＴＳ１ 为短小芽胞杆菌且具有耐酸、耐胆盐生长特性ꎻＴＳ１ 对于 １２ 种常见的抗菌药物敏感ꎬ且对大肠杆菌、
沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、猪链球菌具有抑菌作用ꎮ 测序分析显示该菌株可编码与 Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎ 同源性达 ４８.９０％的一种

新型抗菌肽ꎬ进而发挥其抗菌活性ꎮ [结论]短小芽胞杆菌 ＴＳ１ 有一定的抗逆性和潜在的益生能力及广谱抗菌效果ꎬ并且在

畜禽肠道微生物系统中对抗生素耐药性传递的风险较低ꎬ适合作为益生菌添加剂类抗生素替代产品ꎮ
关键词:短小芽胞杆菌ꎻ分离鉴定ꎻ抑菌ꎻ抗生素替代品:益生菌添加剂

中图分类号:Ｓ８５２.６　 　 　 　 文献标志码:Ａ　 　 　 　 文章编号:１０００－２０３０(２０２４)０１－００６９－０９

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎꎬｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ＴＳ１ ｆｒｏｍ ｙａｋ ｃａｔｔｌｅ

ＬＩＵ Ｙｉｎｋｕｎ１ꎬＬＩ Ｈａｏ１ꎬＬＩ Ｚｉｘｉｎ１ꎬＬＩ Ｚｈｉｘｉｎ２ꎬＺＨＡＮＧ Ｙｕｙａｎ３ꎬＬＩ Ｗｅｎｃａｉ３ꎬＲＥＮ Ｊｉａｎｊｕｎ３ꎬＴＡＮＧ Ｓｈｕ１∗

(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ＭｅｄｉｃｉｎｅꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬＣｈｉｎａꎻ
２.Ｎｉｎｇｘｉａ Ａｎｉｍａｌ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ ＣｅｎｔｅｒꎬＹｉｎｃｈｕａｎ ７５０１９９ꎬＣｈｉｎａꎻ

３.Ｎｉｎｇｘｉａ Ａｎｌｉｓｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ. Ｌｔｄ.ꎬＹｉｎｃｈｕａｎ ７５０００１ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｏｆ ｙａｋ ｏｒｉｇｉｎ ( ｎａｍｅｄ: ＴＳ１)ꎬ ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｉｔｓ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｓ ａ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ａｄｄｉｔｉｖｅ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｈｕｓｂａｎｄｒｙ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔｈｅ ｆｒｅｓｈ ｍａｎｕｒｅ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ｃａｔｔｌｅ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｗａｔｅｒ ｂａｔｈ ａｔ
１００ ℃ ｆｏｒ １０ ｍｉｎ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｂａｃｉｌｌｕｓꎬａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌꎬｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ １６Ｓ
ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅｍꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｃｕｒｖｅｓꎬａｃｉｄ ａｎｄ ｂｉｌｅ ｓａｌｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔｓꎬｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓꎬａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ
ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｔｈｅｙ ｍａｙ ｐｒｏｄｕｃｅ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] ＴＳ１ ｗａｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ｗｉｔｈ ａｃｉｄ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ ｂｉｌｅ ｓａｌｔ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎻＴＳ１ ｗａｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ １２ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｈａｄ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａꎬ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ａｎｄ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ. Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｓｔｒａｉｎ ｃｏｕｌｄ ｅｎｃｏｄｅ ａ ｎｏｖｅｌ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ
ｗｉｔｈ ４８.９０％ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｔｏ Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎꎬａｎｄ ｔｈｕｓ ｅｘｅｒｔｅｄ ｉｔｓ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] Ｔｈｉｓ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ＴＳ１ ｈａｓ
ｃｅｒｔａｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｅｃｔꎬａｎｄ ｈａｓ ｌｏｗ ｒｉｓｋ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ ａｎｄ ｐｏｕｌｔｒｙ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｙｓｔｅｍꎬ ａｎｄ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｓ ａ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ａｄｄｉｔｉｖｅ ｃｌａｓｓ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ
ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓꎻｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎꎻａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｔｏ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓꎻｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ａｄｄｉｔｉｖｅ

抗菌药物是人类和畜禽防治细菌感染的重要手段ꎮ 随着抗菌药物的不当使用或滥用ꎬ细菌对常用抗

菌药物的耐药性日趋严重ꎮ 因此ꎬ“饲料端禁抗、养殖端减抗、限抗”已成为全球共识ꎮ 欧盟自 ２００６ 年 １
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月开始不允许抗菌药物作为饲料添加剂使用ꎬ中国自 ２０２０ 年开始也禁止在畜禽养殖过程中作为饲料添加

剂使用抗生素[１－２]ꎮ 在“禁抗限抗”的大背景下ꎬ急需开发抗生素替代产品用于畜禽临床生产实践ꎮ 目前

益生菌是应用较广的替代产品之一ꎬ益生菌添加剂不仅可以提高动物生长速度ꎬ还可以维持肠道菌群平

衡ꎬ并且可以通过调控畜禽肠道菌群维持肠道上皮的稳态ꎬ从而促进畜禽肠道健康[３－５]ꎮ 益生菌本身及其

代谢产物又具有广谱抗菌作用ꎬ因此筛选不同动物来源的益生菌是“减抗限抗”大背景下抗生素替代品开

发的有效方式ꎮ
农业部 ２０１３ 年公布了饲料添加剂的品种目录ꎬ共有 １３ 种类别ꎬ其中包括短小芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ｐｕｍｉｌｕｓ) [６]ꎮ 短小芽胞杆菌被广泛应用的优势:１)易保存、抗逆性好ꎬ分离、培养和保藏的条件简单ꎬ对工

业化工生产技术要求低ꎬ能够在肠胃中保持稳定作用并且保持较高活性ꎻ其芽胞对外在的恶劣环境(如
热、紫外线、电离辐射和低 ｐＨ 等)有较强抵抗作用[７]ꎻ２)当摄入足够量时能够预防或改善腹泻[８]ꎬ缓解不

耐乳糖症状ꎬ预防生殖系统感染[９]ꎬ增强畜禽免疫力[１０]ꎬ促进肠道消化系统健康[１１－１２]ꎬ降低血清胆固醇ꎬ
帮助吸收营养成分与促进畜禽生长[１３－１４]等ꎮ 综上ꎬ短小芽胞杆菌具有易保存、活性成分高等优势ꎬ值得大

量推广和应用ꎮ
本试验从健康牦牛粪便中分离到 １ 株具有益生潜力的短小芽胞杆菌ꎬ对其形态学、生理生化、耐酸、耐

胆盐、对常用抗菌药物的敏感性及对常见病原菌的抑菌活性等进行研究ꎬ旨在评价其用于制备益生菌添加

剂的可行性ꎬ为动物来源的益生芽胞杆菌的开发利用提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 样品来源

于甘肃将军山丹军马场无菌采集健康牦牛粪便ꎬ一部分用于室温分离短小芽胞杆菌ꎬ剩余样品－８０ ℃
保存ꎮ
１.２　 主要试剂

试验所需主要试剂为 ＬＢ 培养基(青岛海博生物技术有限公司)、ＬＢ 液体培养基(青岛海博生物技术

有限公司)、Ｌａｎｄｙ 培养基(上海瑞楚生物科技有限公司)、磷酸盐缓冲液(ＰＢＳꎬ南京诺唯赞生物科技股份

有限公司)、革兰氏染色液(南京建成生物工程研究所)、盐酸(优级纯ꎬＨＣｌ 含量 ３６％ ~ ３８％)、牛胆盐(上
海源叶生物科技有限公司ꎬ胆酸含量大于等于 ６０％)、细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 通用引物及 ＰＣＲ ２ｘ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)、生化鉴定管(广州环凯微生物科技有限公司)、药敏纸片(杭州微生

物试剂有限公司和北京索莱宝科技有限公司)等ꎮ
１.３　 菌株的分离与纯化

取 １ ｇ 左右牛粪样品至装有 ５ ｍＬ 无菌生理盐水的玻璃试管中ꎬ用封口膜封住管口于沸水中煮沸 １０ ｍｉｎꎻ
取煮沸后的 １００ μＬ 上清液至装有 ５ ｍＬ ＬＢ 液体培养基的 ＥＰ 管中ꎬ放入摇床ꎬ３７ ℃、１６０~１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡

培养 １６~１８ ｈꎻ取 １００ μＬ 菌液加入 ５ ｍＬ 液体培养基中再次振荡培养 １６ ｈꎻ蘸取菌液在 ＬＢ 固体培养基中

划线ꎬ于 ３７ ℃恒温箱中倒置培养 １２~１８ ｈꎬ挑取单菌落接种 ＬＢ 固体培养基于 ３７ ℃恒温箱培养 １２~１８ ｈꎬ
再次挑取单菌落至 ５ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中振荡培养 １６~１８ ｈꎬ得到纯化菌液ꎮ
１.４　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ 扩增、测序以及同源性和系统进化树分析

将分离纯化后的菌液用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 引物按照说明书进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ产物在 １０ ｇ􀅰Ｌ－１的琼脂糖凝胶中

进行电泳ꎮ 将含有目的条带的 ＰＣＲ 产物原液送至北京擎科生物科技有限公司进行一代测序ꎻ将纯化后的

菌液送至上海凌恩生物科技有限公司进行基因组 ＤＮＡ 提取以及全基因组测序ꎮ 使用 ＰａｃＢｉｏ ＲＳ 和

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平台对 ＴＳ１ 基因组进行全基因组测序ꎮ 使用 ＡＢｙＳＳ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｂｃｇｓｃ. ｃａ / ｐｌａｔｆｏｒｍ / ｂｉｏｉｎｆｏ /
ｓｏｆｔｗａｒｅ / ａｂｙｓｓ)进行基因组组装ꎬ再使用 ｃａｎｕ(ｈｔｔｐｓ: / / ｇｉｔｈｕｂ.ｃｏｍ / ｍａｒｂｌ / ｃａｎｕ)来组装 ＰａｃＢｉｏ 校正后的长

读数ꎬ最后用 ＧａｐＣｌｏｓｅｒ(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ.ｎｅｔ / ｐｒｏｊｅｃｔｓ / ｓｏａｐｄｅｎｏｖｏ２ / ｆｉｌｅｓ / ＧａｐＣｌｏｓｅｒ / )填补剩余的局部内

部空白ꎬ并纠正单碱基多态性ꎬ得到最终的组装结果ꎮ 用 Ｃｉｒｃｏｓ ｖ０.６４(ｈｔｔｐ: / / ｃｉｒｃｏｓ.ｃａ / )绘制完整基因组

圈图ꎮ 将测序得到的一代测序即 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列提交到 ＮＣＢＩ 中进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ将同源性高于 ９９％的

菌株以及其他芽胞杆菌属的代表菌株用 Ｍｅｇａ ５.０ 软件建立系统进化树ꎻ将全基因组测序的 ４７ 个序列片

段提交到 ＢＡＧＥＬ４(ｈｔｔｐ: / / ｂａｇｅｌ.ｍｏｌｇｅｎｒｕｇ.ｎｌ / )与数据库进行比对ꎬ预测 ＴＳ１ 含有的抗菌基因ꎮ 将预测含

有抗菌基因的序列片段用 ＳｎａｐＧｅｎｅ ４.３.６ 软件分析并绘图ꎮ
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１.５　 菌株的形态以及生化鉴定试验

将 ＴＳ１ 菌株按照革兰氏染色试剂盒的说明书进行染色镜检观察其形态ꎻ将纯化的 ＴＳ１ 菌液按生化鉴

定管说明书接种于不同细菌生化鉴定管中ꎬ于 ３７ ℃恒温培养箱培养 ２４ ｈꎬ观察结果并参照细菌生化鉴定

编码册进行鉴别ꎮ
１.６　 菌株的生长曲线测定及耐酸、耐胆盐试验

将纯化的 ＴＳ１ 菌株按 １０ ｍＬ􀅰Ｌ－１的接种量接种到新鲜的 ＬＢ 培养基中ꎬ取 ２００ μＬ 菌液加入 ９６ 孔板中ꎬ
设置 ３ 个重复ꎬ置于 ３７ ℃的酶标仪中ꎬ每隔 １ ｈ 测量 Ｄ６００值ꎬ绘制生长曲线ꎮ

取 ５０ μＬ 纯化后的 ＴＳ１ 菌液分别加入 ４ ９５０ μＬ ｐＨ 值为 ３.０２、４.０６、５.０３、６.０４ 的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ再
取 ５０ μＬ 纯化后的菌液加入 ４ ９５０ μＬ 正常 ＬＢ 液体培养基中作为对照ꎬ同时放入 ３７ ℃、１６０~１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１

恒温振荡培养箱培养 １６~１８ ｈꎬ用酶标仪分别测量酸性培养液和对照培养液培养的菌液 Ｄ６００值ꎬ计算菌株

存活率ꎮ
另取 ５０ μＬ 纯化后的 ＴＳ１ 菌液分别加入 ４ ９５０ μＬ 牛胆盐浓度为 ０.０５％、０.１％、０.２％、０.３％的 ＬＢ 液体

培养液中ꎬ再取 ５０ μＬ 活化后的菌液加入 ４ ９５０ μＬ ＬＢ 液体培养基中作为对照ꎬ同时放入 ３７ ℃、１６０ ~ １８０
ｒ􀅰ｍｉｎ－１恒温振荡培养箱振荡培养 １６~１８ ｈꎬ用酶标仪分别测量含胆盐的培养液和对照培养液培养的菌液

Ｄ６００值ꎬ计算菌株存活率ꎮ
１.７　 不同抗菌药物对 ＴＳ１ 菌株的抑菌活性

用无菌生理盐水将 ＴＳ１ 纯化菌液稀释至 ０.５ 麦氏浓度(约 １×１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１)ꎬ将稀释后的 ＴＳ１ 菌液均

匀铺于 ＬＢ 固体培养基中ꎬ选取六大类 １５ 种抗菌药物ꎬ用 Ｋ－Ｂ 药敏纸片法[１５] 间隔一定距离贴药敏纸片

(具体型号见表 １)ꎬ于 ３７ ℃恒温培养 １８ ｈ 后测量抑菌圈平均直径(ｍｍ)ꎬ参照 ＣＬＳＩ Ｍ１００ＥＤ３０ 的结果判

读标准[１６]描述 ＴＳ１ 耐药结果ꎮ
表 １　 药敏纸片信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｄｉｓｋ

药敏纸片 Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｄｉｓｋ 购入公司 Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐａｎｉｅｓ 货号 Ｃｏｄｅ ｎｕｍｂｅｒ

　 　 复方新诺明 Ｃｏｔｒｉｍｏｘａｚｏｌｅ 索莱宝 Ｓｏｌａｒｂｉｏ ＣＴ００５１Ｂ
　 　 阿米卡星 Ａｍｉｋａｃｉｎ 索莱宝 Ｓｏｌａｒｂｉｏ ＣＴ０１０７Ｂ
　 　 氧氟沙星 Ｏｆｌｏｘａｃｉｎ 杭州微生物 Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓ１０４９
　 　 氨苄西林 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 杭州微生物 Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓ１００９
　 　 青霉素 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ 杭州微生物 Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓ１００１
　 　 庆大霉素 Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ 杭州微生物 Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓ１０２８
　 　 多西环素 Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ 杭州微生物 Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓ１０３７
　 　 环丙沙星 Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ 杭州微生物 Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓ１０５０
　 　 阿莫西林 Ａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ 索莱宝 Ｓｏｌａｒｂｉｏ ＣＴ０５３８Ｂ
　 　 美罗培南 Ｍｅｒｏｐｅｎｅｍ 杭州微生物 Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓ１０６６
　 　 头孢唑林 Ｃｅｆａｚｏｌｉｎ 杭州微生物 Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓ１０１２
　 　 头孢呋辛 Ｃｅｆｕｒｏｘｉｍｅ 杭州微生物 Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓ１０１５
　 　 头孢他啶 Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ 杭州微生物 Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓ１０１９
　 　 头孢噻肟 Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ 杭州微生物 Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓ１０２２
　 　 头孢吡肟 Ｃｅｆｅｐｉｍｅ 杭州微生物 Ｈａｎｇｚｈｏｕ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓ１０７７

１.８　 ＴＳ１ 菌株的体外抑菌试验

以大肠杆菌 (ＡＴＣＣ２５９２２)、沙门氏菌 (ＡＴＣＣ５８７８５)、金黄色葡萄球菌 (ＡＴＣＣ２５９２３)、猪链球菌

(ＷＨ１６０９)作为指示菌ꎬ采用琼脂扩散打孔法测定抑菌圈ꎬ每组设置 ３ 个重复ꎮ 将 １００ μＬ 指示菌均匀铺

于 ＬＢ 固体培养基中ꎬ打孔后在孔中加入 ５０~８０ μＬ 的纯化 ＴＳ１ 菌液ꎬ３７ ℃恒温培养 ２４ ｈꎬ测量抑菌圈直

径ꎬ以抑菌圈平均直径(ｍｍ)描述抑菌效果ꎮ
选取革兰氏阳性菌、 革兰氏阴性菌的代表菌株金黄色葡萄球菌 ( ＡＴＣＣ２５９２３) 和大肠杆菌

(ＡＴＣＣ２５９２２)作为指示菌进行后续试验ꎮ 将纯化后的菌液放入高速冷冻离心机中 ５ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心

５ ｍｉｎ 获得菌体和上清液ꎬ用无菌 ＰＢＳ 清洗菌体 １~２ 次保证菌体的纯度ꎮ 然后采用打孔法设置试验分组:
阴性对照组、ＴＳ１ 全菌液组、上清液组以及菌体组ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈꎬ进行 ＴＳ１ 菌体和上清的抑菌试验ꎬ以有

无抑菌圈判定其抑菌效果ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 短小芽胞杆菌 ＴＳ１ １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ 扩增与系统进化树分析

从 ４９ 株益生菌中分离、筛选得到 １ 株各方面性能相对比较好的菌株ꎬ将其命名为 ＴＳ１ꎬ并保藏于中国

典型培养物保藏中心ꎬ保藏号为ＮＯ.２０２２５３８ꎮ ＴＳ１ １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ 扩增结果(图 １－Ａ)显示:在 １ ０００~２ ０００ ｂｐ
处出现明显条带ꎬ且阴性对照组没有出现条带ꎮ 系统发育树结果见图 １－ＢꎬＢＬＡＳＴ 分析发现与 ＴＳ１ １６Ｓ ｒＲＮＡ
同源性高于 ９９％的菌株均属于短小芽胞杆菌ꎬ且与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ＥＥ１１２￣Ｐ４ 聚在一支ꎮ

图 １　 ＴＳ１ １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ扩增结果与系统进化树分析

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＳ１ １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
　 　 Ａ. ＴＳ１ １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ 扩增结果(ｃｏｎ 为阴性对照ꎬＬＢ 和 Ｌａｎｄｙ 代表不同的液体培养基ꎬＭ 为 ＤＮＡ 标准品)ꎻ
Ｂ. 基于菌株 ＴＳ１ 及相关菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列采用邻接法建立的系统发育树ꎮ

Ａ. ＴＳ１ １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ(ｃｏｎ ｉｓ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬＬＢ ａｎｄ Ｌａｎｄｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ
ｍｅｄｉｕｍꎬＭ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ)ꎻＢ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｕｓｉｎｇ ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＴＳ１ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ.

２.２　 ＴＳ１菌株的形态以及生化鉴定结果

ＴＳ１ 革兰氏染色为阳性ꎬ细菌形态为单个、短直、杆状(图 ２－Ａ)ꎻＴＳ１ 在 ＬＢ 培养基上生长状况良好ꎬ菌落

形态大多为直径 ２~３ ｍｍ 中间稍有凹陷的圆形或者椭圆形(图 ２－Ｂ)ꎻ将 ＴＳ１ 分别接种不同的生化反应鉴定

管ꎬ按说明书进行培养ꎬ根据生化鉴定结果(表 ２)并对照细菌生化鉴定编码册确定该菌株为短小芽胞杆菌ꎮ

图 ２　 ＴＳ１革兰氏染色结果及菌株形态

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＴＳ１ Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
Ａ. 革兰氏染色结果 Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓꎻＢ. ＴＳ１ 的菌落形态 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＴＳ１.

２.３　 ＴＳ１的生长曲线测定及耐酸耐胆盐试验

用酶标仪每隔 ２ ｈ 测定 ＴＳ１ ４８ ｈ 的生长曲线(图 ３－Ａ)ꎬ结果显示ꎬＴＳ１ 在培养约 ４ ｈ 进入对数生长期ꎬ繁
殖快速ꎬ菌体浓度增加ꎬ在 ２２ ｈ 左右到达平台期且 ４８ ｈ 仍然保持稳定ꎬ说明稳定期的维持时间长ꎻ由图 ３－Ｂ
和 Ｃ 可知ꎬＴＳ１ 在低 ｐＨ 值和高胆盐含量下存活率仍然较高ꎬ说明 ＴＳ１ 能在畜禽的胃以及肠道中存活ꎮ
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表 ２　 ＴＳ１的生化鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＳ１

项目 Ｐｒｏｊｅｃｔｓ 结果 Ｒｅｓｕｌｔｓ 项目 Ｐｒｏｊｅｃｔｓ 结果 Ｒｅｓｕｌｔｓ

　 葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ Ｈ２Ｓ －

　 乳糖 Ｌａｃｔｏｓｅ － ６.５％高盐肉汤 ６.５％ ｈｉｇｈ ｓａｌｔ ｂｒｏｔｈ 生长 Ｇｒｏｗｔｈ
　 半乳糖 Ｇａｌａｃｔｏｓｅ ＋ 丙二酸盐 Ｍａｌｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｓａｌｔ －

　 麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ ＋ 柠檬酸盐 Ｃｉｔｒａｔｅ －

　 甘露醇 Ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋ 硝酸盐还原 Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ －

　 蔗糖 Ｓｕｃｒｏｓｅ ＋ 苯丙氨酸 Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ －

　 山梨醇 Ｓｏｒｂｉｔｏｌ ＋ 尿素 Ｕｒｅａ －

　 鼠李糖 Ｒｈａｍｎｏｓｅ － 运动性 Ｓｐｏｒｔｙ ＋
　 　 注:“＋”为阳性ꎬ发生相应的显色反应ꎻ“－”为阴性ꎬ不发生显色反应ꎮ" ＋" ｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎬｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｌｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｃｃｕｒｓꎻ" －"

ｉｓ ｎｅｇａｔｉｖｅꎬｎｏ ｃｏｌｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｃｃｕｒｓ.

图 ３　 ＴＳ１的生长曲线及耐酸、耐胆盐结果

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＴＳ１ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｃｉｄ ａｎｄ ｂｉｌｅ ｓａｌｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
Ａ. ＴＳ１ ４８ ｈ 生长曲线ꎻＢ. ＴＳ１ 在不同 ｐＨ 下的存活率ꎻＣ. ＴＳ１ 在不同胆盐含量下的存活率ꎮ
Ａ. ＴＳ１ ４８ ｈ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅꎻＢ. Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＴＳ１ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ ｖａｌｕｅꎻＣ. Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＴＳ１ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｉｌｅ ｓａｌｔ ｃｏｎｔｅｎｔ.

２.４　 ＴＳ１的药敏试验结果

由表 ３ 可知ꎬ短小芽胞杆菌 ＴＳ１ 对 β－内酰胺类、磺胺类、四环素类、喹诺酮类、氨基糖苷类、头孢 １ / ２ / ３ / ４
代中常用的代表性药物中的复方新诺明、阿米卡星、氧氟沙星、氨苄西林、青霉素、庆大霉素、多西环素、环丙

沙星、阿莫西林、美罗培南和头孢唑林极敏ꎬ对头孢他啶产生耐药ꎬ对头孢噻肟和头孢吡肟中度敏感ꎬ对头孢

呋辛高度敏感ꎮ
表 ３　 短小芽胞杆菌 ＴＳ１的药敏试验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ＴＳ１

药敏纸片 Ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｐａｐｅｒ ｓｈｅｅｔｓ 抑制 ＴＳ１ 直径 / ｍｍ Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴＳ１ ｄｉａｍｅｔｅｒ 敏感性 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

　 复方新诺明 Ｃｏｔｒｉｍｏｘａｚｏｌｅ ３０ Ｓ
　 阿米卡星 Ａｍｉｋａｃｉｎ ２３ Ｓ
　 氧氟沙星 Ｏｆｌｏｘａｃｉｎ ２８ Ｓ
　 氨苄西林 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ １５ Ｉ
　 青霉素 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ２７ Ｓ
　 庆大霉素 Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ ２５ Ｓ
　 多西环素 Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ３１ Ｓ
　 环丙沙星 Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３１ Ｓ
　 阿莫西林 Ａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ ２７ Ｓ
　 美罗培南 Ｍｅｒｏｐｅｎｅｍ ３９ Ｓ
　 头孢唑林 Ｃｅｆａｚｏｌｉｎ ４０ Ｓ
　 头孢呋辛 Ｃｅｆｕｒｏｘｉｍｅ ２０ Ｓ
　 头孢他啶 Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ ０ Ｒ
　 头孢噻肟 Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ １４ Ｒ
　 头孢吡肟 Ｃｅｆｅｐｉｍｅ １３ Ｒ

　 　 注:１７ ｍｍ 以上判读为 Ｓ(敏感)ꎬ１５~１６ ｍｍ 判读为 Ｉ(中介)ꎬ１４ ｍｍ 以下判读为 Ｒ(耐药)ꎮ Ａｂｏｖｅ １７ ｍｍ ｉｓ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔｅｄ ａｓ Ｓ( ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ)ꎬ
１５－１６ ｍｍ ａｓ Ｉ( ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｒｙ)ａｎｄ ｂｅｌｏｗ １４ ｍｍ ａｓ Ｒ(ｒｅｓｉｓｔａｎｔ) .
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２.５　 ＴＳ１的体外抑菌试验结果

由图 ４ 可知:短小芽胞杆菌 ＴＳ１ 对大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌和猪链球菌 ４ 种指示菌(革兰氏

阳性菌和革兰氏阴性菌各 ２ 种)均产生较明显的抑菌作用ꎬ抑菌直径分别为 １８、２１、２８ 和 ２３ ｍｍꎬ对革兰氏阳

性菌的抑菌作用更明显ꎬ阴性对照组无抑菌圈(图 ４－Ａ—Ｄ)ꎬ说明 ＴＳ１ 产生了抑菌产物ꎻ全菌液和菌体对大肠

杆菌以及金黄色葡萄球菌都产生了抑菌圈ꎬ上清液以及阴性对照组无抑菌圈(图 ４－Ｅ、Ｆ)ꎬ这可能与 ＴＳ１ 的培

养条件有关ꎮ

图 ４　 短小芽胞杆菌 ＴＳ１体外抑菌试验结果

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ＴＳ１
　 　 Ａ. ＴＳ１ 对大肠杆菌的抑菌结果ꎻＢ. ＴＳ１ 对沙门氏菌的抑菌结果ꎻＣ. ＴＳ１ 对金黄色葡萄球菌的抑菌结果ꎻＤ. ＴＳ１ 对猪链球菌的抑菌结果ꎻ
Ｅ. ＴＳ１ 的全菌液、上清液、菌体沉淀以及阴性对照 ＬＢ 肉汤对大肠杆菌的抑菌结果ꎻＦ. ＴＳ１ 的全菌液、上清液、菌体沉淀以及阴性对照 ＬＢ 肉汤

对金黄色葡萄球菌的抑菌结果ꎮ
Ａ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＳ１ ａｇａｉｎｓｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎻ Ｂ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＳ１ ａｇａｉｎｓｔ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａꎻ Ｃ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＳ１ ａｇａｉｎｓｔ

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓꎻＤ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＳ１ ａｇａｉｎｓｔ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓꎻＥ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＳ１ ｉｎ ｗｈｏｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔꎬｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ＬＢ ｂｒｏｔｈ ａｇａｉｎｓｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎻＦ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＳ１ ｉｎ ｗｈｏｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔꎬｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ ａｎｄ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ＬＢ ｂｒｏｔｈ ａｇａｉｎｓｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ.

２.６　 ＴＳ１的全基因组测序结果

由图 ５ 可知ꎬＴＳ１ 基因全长为 ３ ６４６ ８８７ ｂｐꎬＧＣ 含量约为 ４２.０９％ꎮ ＢＡＧＥＬ４ 中的结果显示其产生的抗菌

肽与 Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎ 较为相近ꎬ且与数据库里的抗菌肽比对后发现相似度只有 ４８.９０％ꎬ说明 ＴＳ１ 产生的抗菌

肽可能是一种新型抗菌肽ꎮ

图 ５　 短小芽胞杆菌 ＴＳ１全基因组测序及分析结果

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ＴＳ１
Ａ. ＴＳ１ 全基因组圈图ꎻＢ. ＴＳ１ 中的 Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎ 位置以及与基因库对比的相似性ꎻＣ. Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎ 基因簇ꎮ
Ａ. Ｓｋｅｔｃｈ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ＴＳ１ꎻＢ. Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｉｎ ＴＳ１ ａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｔｏ ｇｅｎｅ ｂａｎｋ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎꎻＣ. Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ.

３　 讨论与结论

畜禽养殖中细菌耐药性问题已日益严峻ꎬ对抗生素替代品的筛选和研究刻不容缓ꎮ 益生菌添加剂不仅

可以促进动物生长ꎬ还可抑制致病菌ꎬ同时通过调节畜禽肠道菌群维持肠道上皮稳态ꎬ从而促进畜禽肠道健
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康[１７－１９]ꎮ 目前市面上所售动物用益生菌产品大多数为枯草芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｕｂｔｉｌｉｓ)ꎬ少数为地衣芽胞杆菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ)、蜡样芽胞杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ)等[２０]ꎮ 本试验从健康牦牛粪便中分离鉴定出了一株具

有益生潜力的短小芽胞杆菌 ＴＳ１ꎮ 芽胞杆菌属在恶劣的环境中可以形成芽胞而存活ꎬ因此具有抗逆性好、易
保存的优点ꎮ 有研究表面ꎬ芽胞杆菌属因容易在畜禽肠道中定殖而发挥益生作用[２１]ꎮ

畜禽养殖中可以应用的益生菌应具备生长性能强、耐受恶劣环境的特点ꎬ因此筛选出具有耐受强酸性、
高胆盐含量以及高温条件的菌株具有重要意义ꎮ 本试验筛选的短小芽胞杆菌 ＴＳ１ 在 ｐＨ３ 左右时的存活率为

３１.４％ꎬ在牛胆盐浓度为 ０.３％时的存活率为 ６５.４％ꎬ说明其具有较强的耐酸、耐胆盐能力ꎮ 畜禽胃中大多为强

酸环境ꎬ肠道中的胆盐含量为 ０.０５％~０.３％ꎬＴＳ１ 具有较强的耐酸耐胆盐能力ꎬ足够数量的 ＴＳ１ 可以通过胃

肠ꎬ从而占据肠道生态位抑制致病菌的定殖ꎬ减少致病菌侵害[２２]ꎮ
ＴＳ１ 体外抑菌试验结果表明ꎬＴＳ１ 菌全菌液和离心后的菌体对革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌均具有一定

的抑菌作用ꎮ 有研究表明短小芽胞杆菌发挥抑菌作用可能是各种酶在发挥作用[２３－２４]ꎬ也有研究认为是细菌

素的作用[２５－２６]ꎮ 本研究通过全基因组测序结果推测 ＴＳ１ 发挥抑菌作用的物质可能是抗菌肽 Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎꎬ
这是一种对革兰氏阳性菌有高抗菌活性的新型细菌素[２７]ꎮ Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎ 是环状细菌素的一个成员ꎬ这是一

类核糖体合成的多肽家族ꎬ它们因其热稳定性和高磷酸基团(ＰＩ)值而区别于其他细菌素并普遍存在于芽胞

杆菌类群中[２８]ꎮ 在许多革兰氏阳性细菌中都存在环状细菌素ꎮ 本试验发现的 Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎ 与其他环状细

菌素的同源性较低ꎬ如大肠杆菌的 Ｃａｒｎｏｃｙｃｌｉｎ[２９] (３３.７％)、粪肠球菌的 Ｅｎｔｅｒｏｃｉｎ[３０] (３８.２％)、乳酸菌的

Ｌａｃｔｏｃｙｃｌｉｃｉｎ[３１](３５. ６％)ꎮ 与同是芽胞杆菌 ＦＺＢ４２ 的 Ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ[２７] 相比ꎬ同源性为 ４８. ９％ꎬ ＴＳ１
Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎ 的核苷酸序列与芽胞杆菌属的序列相似性为 ９７％~９９％[３２]ꎮ 有研究表明 Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎ 发挥抑

菌作用的主要机制是破坏致病菌细胞壁使其形成孔洞ꎬ其内容物外泄ꎬ细菌因无法进行正常代谢而死亡[３３]ꎮ
因此ꎬ本试验所分离的 ＴＳ１ 具有潜在的替代抗生素的应用价值ꎮ Ｓｕｄａ 等[３４]研究表明芽胞杆菌产生抗菌肽的

最适条件需采用 ＢＨＩ(ｂｒａｉｎ ｈｅａｒｔ ｉｎｆｕｓｉｏｎ)培养基ꎬ于 ３０ ℃有氧条件下振荡(１５０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１)培养ꎮ 还有研究表

明果糖和 Ｌａｎｄｙ 培养基也会促进抗菌肽的产生和分泌[３５－３６]ꎮ 我们发现 ＴＳ１ 序列中有编码抗菌肽

Ａｍｙｌｏｃｙｃｌｉｃｉｎ 的基因簇ꎬ但本实验未发现 ＴＳ１ 的培养上清液具有明显的抗菌活性ꎬ推测该基因簇需要在一定

的培养条件或者合适的培养基方可大量表达ꎬ对此尚需进一步优化培养条件进行深入探究ꎮ
本研究所筛选出的牦牛源短小芽胞杆菌 ＴＳ１ꎬ具备生长速度快、稳定期时间长、抗逆性强、广谱抗菌的特

点ꎬ基本具备了畜禽饲料添加剂临床使用的特性ꎬ具有开发成为畜禽用饲料添加剂的潜力ꎮ 在此基础上ꎬ我
们发现 ＴＳ１ 的基因组中存在一段较新的编码抗菌肽的序列ꎬ其抑菌作用可能与此抗菌肽有关ꎬ但是具体的机

制还需要进一步探究ꎮ
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