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芽孢杆菌（Bacillus）是一类好氧或兼性厌氧、内生芽

孢的革兰氏阳性杆菌，广泛分布于自然界的水体、土壤、空
气、植物根系、植株表面和动物肠道，具有抗逆性强、快速

生长和性能稳定的良好特性[1]。芽孢杆菌产物中含有丰富

的蛋白酶、纤维素酶等多种活性物质，有助于调节肠道菌

群平衡、降解毒性物质、提高饲料转化率、增强机体免疫

力，常被用作饲料添加剂用于动物生产。有研究表明，地衣

芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）、枯草芽孢杆菌（Bacillus
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摘 要：为研究3株分离筛选芽孢杆菌（编号分别为V1、V2、V5）的安全性及其益生特性，通过菌株形态学观察及分子生物学技术对其

进行菌种鉴定，采用K-B药敏纸片扩散法和聚合酶链式反应（PCR）法对其进行药物敏感性和耐药基因检测，并对3株芽孢杆菌进行耐

热性、抑菌及产酶活性分析。结果表明，菌株V1、V2被鉴定为贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis），菌株V5被鉴定为地衣芽孢杆菌

（Bacillus licheniformis）。3株菌对多种抗生素药物敏感，除菌株V5检测到femA、tetA耐药基因外，菌株V1、V2未检出耐药基因。3株菌

均可耐受温度60℃。3株芽孢杆菌对猪霍乱沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌O139和大肠杆菌K88均有抑菌作用。3株芽孢杆菌均

可产纤维素酶及蛋白酶，菌株V1、V2在96 h、菌株V5在60 h获得最大纤维素酶活，分别为101 U/mL、92.29 U/mL、82.87 U/mL。3株菌分

别在48 h、36 h、72 h蛋白酶活最大，分别为75.37 U/mL、78.83 U/mL和15.38 U/mL。研究表明3株芽孢杆菌相对安全，具有较强的耐热、
抑菌及产酶等特性。
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Abstract：In order to study the safety and probiotic properties of 3 isolated and screened Bacillus strains (numbered as V1, V2, and V5, respectively),
these strains were identified by morphological observation and molecular biology techniques, and the drug sensitivity and resistance genes were de-
tected by the K-B drug-sensitive paper diffusion method and the polymerase chain reaction (PCR) method. The heat resistance, bacteriostatic and
enzyme-producing activities of 3 Bacillus strains were analyzed. The results showed that strains V1 and V2 were identified as Bacillus velezensis, and
strain V5 was identified as Bacillus licheniformis. These 3 strains were sensitive to a variety of antibiotics, and no resistance genes were detected in
2 strains of B. velezensis V1 and V2, except for B. licheniformis V5, for which femA and tetA resistance genes were detected. All 3 strains could
withstand 60 ℃ temperature. 3 strains of Bacillus had bacteriostatic effects on Salmonella cholerasuis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli O139
and Escherichia coli K88, and could produce cellulase and protease. The highest cellulase activities of strains V1、V2 were 101 U/ml and 92.29 U/ml
at 96 h, respectively, and the highest cellulase activity of stain V5 reached 82.87 U/ml at 60 h. The highest protease activities of 3 strains of Bacillus
were 75.37 U/ml, 78.83 U/ml and 15.38 U/ml at 48 h, 36 h and 72 h, respectively. The study showed that the 3 strains of Bacillus were relatively safe,
with strong heat resistance bacteriostatic and enzyme production properties.
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subtilis）的替抗效果明显[2-3]。近年来，养殖业中抗生素的广

泛应用使耐药基因在益生菌和致病菌之间水平传播的风

险增加[4]，因此，饲用益生菌的安全性问题值得关注。
贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis）和地衣芽孢杆菌

具有耐高温、耐盐碱、耐酸等特点，能合成细菌素、抑菌蛋

白、脂肽类物质和聚酮化合物等次级代谢产物[5]，具有广

谱抗菌活性和产酶、促生长等特性。研究发现两种菌在生

物防控、促进肠道微生态平衡的建立、食品发酵[6]、工业产

酶[7]、污水处理等方面具有重要应用。TRINH T H T等[8]从

黑胡椒根际中分离的贝莱斯芽孢杆菌RB.DS29菌株产生

的蛋白酶、几丁质酶和β-葡聚糖酶能够降解真菌细胞壁，对

真菌病原具有良好拮抗作用。目前，国内外关于贝莱斯芽

孢杆菌和地衣芽孢杆菌的研究主要集中在菌株的分离鉴

定[9]、抑菌物质分析[10]以及生防应用[11]等方面，针对菌株安

全性与益生功能综合性评价的研究报道还较少。
本研究以从养殖场废弃物无害化处理池堆积物中分

离筛选的3株芽孢杆菌（编号分别为V1、V2、V5）为研究对

象，结合菌株形态学观察及分子生物学技术对其进行菌种

鉴定，通过K-B药敏纸片扩散法、聚合酶链式反应（poly-
merase chain reaction，PCR）法、牛津杯试验等方法对其抗

生素敏感、携带耐药基因情况等安全性、耐热、抑菌等性

能进行检测，并测定不同时间段发酵上清液中蛋白酶和纤

维素酶活性。以期为解析芽孢杆菌的安全性、益生特性以

及应用提供参考。
1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 试验菌株

3株芽孢杆菌（编号分别为V1、V2、V5）：分离自广西玉

林市容县某养殖场废弃物无害化处理池堆积物，保藏于

本实验室；国家兽医微生物菌（毒）种保藏中心（National
CenterforVeterinaryCultureCollection，CVCC）199大肠埃希菌

（Escherichia coli）K88、CVCC1496大肠埃希菌O139、CVCC546
金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）、CVCC2139猪霍

乱沙门氏菌（Salmonella choleraesuis）：国家兽医微生物菌

（毒）种保藏中心。
1.1.2 化学试剂

3,5-二硝基水杨酸（3,5-dinitrosalicylic acid，DNS）（分析

纯）：北京索莱宝科技有限公司；L-酪氨酸（分析纯）：天津

光复精细化工有限公司；三氯乙酸、福林酚（均为分析纯）：

上海麦克林生化科技股份有限公司；干酪素（分析纯）：北

京酷莱博科技有限公司；药敏纸片：杭州滨和微生物试剂

有限公司；细菌质粒抽提试剂盒：南京诺维赞生物科技有

限公司；细菌脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid，DNA）

抽提试剂盒、DNA Ladder Marker、2×Taq Master Mix：宝生

物工程（大连）有限公司；碳酸钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、

氢氧化钠、盐酸、乙酸、醋酸钠（均为分析纯）：国药集团化

学试剂有限公司。
1.1.3 培养基

羧甲基纤维素钠刚果红培养基、羧甲基纤维素钠培养

基：山东拓扑生物工程有限公司；胰蛋白胨大豆琼脂（tryp-
tose soya agar，TSA）培养基、营养肉汤（nutrient broth，NB）

培养基、营养琼脂（nutrient agar，NA）培养基：北京陆桥技

术股份有限公司。
脱脂奶粉琼脂培养基：牛肉膏5.0 g、蛋白胨10.0 g、氯化

钠5.0 g、琼脂20.0 g，溶于800 mL蒸馏水；脱脂奶粉20.0 g溶

于200 mL蒸馏水，分别121℃灭菌20 min，两者混匀后倒板。
1.2 仪器与设备

BSA124S分析天平：德国赛多利斯集团；JJ300电子天

平：常熟市双杰测试仪器厂；MSL-3020高压灭菌锅：日本

SANYO公司；504G生物安全柜：美国Baker公司；Gel Doc
XR+凝胶图像处理系统、T100梯度聚合酶链式反应（PCR）

仪：美国Bio-Rad公司；DYY-6C电泳仪：北京六一生物科技

有限公司；TS-100C摇床：上海天呈实验仪器制造有限公司；

NP80分光光度计：德国Implen公司；HH-2恒温水浴锅：江苏

科析仪器有限公司；Infinite F50酶标仪：奥地利帝肯公司；

ECLIPSE E200显微镜：日本Nikon公司。
1.3 方法

1.3.1 菌株的鉴定

形态学观察：将-20℃冰箱保存的3株菌株接种于TSA
培养基中，37 ℃培养18～24 h，继续活化2代，观察并记录

菌落形态。用革兰氏染液进行染色经显微镜观察其菌体细

胞形态。
16S rDNA序列分析：按细菌基因组DNA抽提试剂盒

说明书提取DNA，以其为模板，进行16S rDNA基因序列扩

增；正向引物F：（5'-AGAGTTTGATCCATGGCTCAG-3'），

反向引物R：（5'-GTGTGACGGGCGGTGTGTAC-3'）。PCR
扩增条件：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性30 s、55 ℃退火

45 s、72 ℃延伸1 min，30个循环；72℃后延伸5 min。PCR扩

增体系（25 μL）：2×Taq PCR Master Mix 12.5 μL、上下游引

物（10 μmol/L）各0.5 μL、DNA模板1 μL、双蒸水（ddH2O）

10.5 μL。扩增产物用1%的琼脂糖凝胶电泳检测后，将检

测合格的PCR扩增产物委托华大基因有限公司进行测序。
将测序结果提交至美国国家生物技术信息中心（National
Center of Biotechnology Information，NCBI）的GenBank数据

库中，采用基本局部比对搜索工具（Basic Local Alignment
Search Tool，BLAST）与已有的序列进行同源序列检索，选

取同源性较高的模式菌株的16S rDNA序列，采用MEGA
11.0软件中的邻接（neighbor-joining，NJ）法构建系统发育

树，确定菌株种属。
gyrB基因序列分析[9]：使用gyrB基因通用引物（见表1）
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引物 序列（5'→3'） 靶基因 碱基大小/bp

gryB 1 200
UP1-F

UP-2R

GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAY-
GCNGGNGGNAARTTYGA

AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCC-
RTCNACRTCNGCRTCNGTCAT

表1 gyrB基因聚合酶链式反应引物序列[9]

Table 1 Primer sequences of polymerase chain reaction for gyrB gene

进行PCR扩增，UP1-F+UP-2R引物对应的扩增程序为：

95℃预变性5 min；95℃变性45 s，60℃退火45 s，72℃延伸

80 s，35个循环；72℃后延伸10 min。扩增产物用1%的琼脂

糖凝胶电泳检测后，将检测合格的PCR扩增产物委托华大基

因有限公司进行测序。将测序结果提交至NCBI的GenBank
数据库中，采用基本局部比对搜索工具（BLAST）与已有

的序列进行比对，选取同源性较高的模式菌株的序列，采

用MEGA 11.0软件中的邻接（NJ）法构建系统发育树，进一

步确定菌株种类。

1.3.2 生长曲线的绘制

将活化的菌株按1%（V/V）接种量接种于100 mL营养

肉汤培养基，置于37℃、180 r/min摇床培养48 h，每隔2 h取

样测定OD600 nm值，每株菌重复3次，结果取平均值，以培养

时间为横坐标，OD600nm值为纵坐标，绘制菌株生长曲线。
1.3.3 安全性试验

药物敏感性试验：选取大环内脂、氨基糖苷、β-内酰胺

等10类29种抗菌药物，采用K-B纸片琼脂扩散法对分离菌

株进行药敏试验。取对数生长期的菌液，将菌体浓度调整

为1×108 CFU/mL，用无菌棉试子蘸取菌液均匀涂布于营养

琼脂培养基，待菌液吸收完全后贴上抗生素纸片，每组重

复3次，将平板置于37℃培养24 h，观察并测量抑菌圈直径。
耐药基因检测：分别以菌株的基因组DNA和质粒作为

模板，PCR扩增四环素类、大环内脂类、氨基糖苷类、β-内
酰胺类、磺胺类、氟喹诺酮类、氯霉素类共7类33个耐药基

因，PCR引物、PCR扩增体系和PCR扩增条件参考文献[12]，
PCR扩增产物经2%琼脂糖凝胶电泳检测后判定结果。
1.3.4 耐热性试验

将菌株按1%（V/V）的接种量接种于含100 mL营养肉

汤培养基的锥形瓶，分别置于37℃（对照组）、45℃、50℃、
55℃、60℃条件下恒温30 min，置于37℃、180 r/min条件下

振荡培养16 h，测定波长600 nm条件下的吸光度值（OD600nm

值），并计算存活率，其计算公式如下：

存活率= 试验组OD600nm值

对照组OD600nm值
×100%

1.3.5 抑菌特性

用琼脂扩散法检测3株菌对常见致病菌的抑制效果，

以猪霍乱沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌O139、大
肠杆菌K88作为指示菌，调整浓度至1×106 CFU/mL，取1 mL
指示菌加入20 mL 45℃营养琼脂培养基，摇匀后倒入放有

无菌牛津杯（Φ6 mm×8 mm×10 mm）的无菌平板中，待琼

脂凝固后，用无菌镊子取出牛津杯，在孔穴中加入200μL于

37 ℃、180 r/min振荡培养24 h，经12 000 r/min条件下离心

5min的菌液上清，其中一孔穴加入营养肉汤培养基作为空白

对照，待上清液渗透完毕，将平板置于37 ℃恒温培养18～
24 h，观察并测量抑菌圈直径。判定依据参考文献[13]，抑菌

圈直径＞7 mm视为有抑菌作用，7～10 mm为钝敏，抑菌圈

直径在10～20 mm为中敏，抑菌圈直径在＞20 mm为高敏。
1.3.6 产水解酶能力测定

（1）产纤维素酶试验

用接种环蘸取菌落接种于羧甲基纤维素钠刚果红培

养基，置于37 ℃恒温培养24～36 h，根据特定菌株能生成

纤维素酶水解羧甲基纤维素钠产生透明圈的特性，观察是

否产生水解圈，用游标卡尺分别测量水解透明圈直径H和

菌落直径C的大小，计算H/C值，取平均值。
（2）产蛋白酶试验

挑单个菌落接种于脱脂奶粉琼脂培养基，置于37℃恒

温培养24～36 h，根据特定菌株能生成蛋白酶水解脱脂奶

粉产生透明圈的特性，观察是否产生水解圈，用游标卡尺

测量水解透明圈直径H和菌落直径C的大小，计算H/C值，

取平均值。
1.3.7 分析检测

将3株菌种按1%（V/V）接种量接种于100 mL营养肉汤

培养基中，37℃、180 r/min摇床培养24～120 h，每隔12 h取

样，得到菌株发酵液，经4℃、8 000 r/min离心15 min，所得

上清即为粗酶液，用于纤维素酶活、蛋白酶活测定。
采用3,5-二硝基水杨酸（DNS）法测定菌株产纤维素

酶活性[14]。纤维素酶活力单位定义：在50 ℃、pH 5.5条件

下，1 mL粗酶液在1 min内水解羧甲基纤维素钠底物，产生

相当于1 μg葡萄糖的酶量即为1个酶活力单位（U/mL）。
参考国标GB/T 28715—2012《饲料添加剂酸性、中性

蛋白酶活力的测定 分光光度法》测定菌株产中性蛋白酶

活[15]。蛋白酶活力单位定义：在40 ℃、pH 7.2的条件下，在

1 min内水解酪蛋白产生相当于1 μg酪氨酸的酶量定义为

1个酶活力单位（U/mL）。
1.3.8 数据处理

每个试验重复3次，试验结果用“平均值±标准差”表
示，运用GraphPad Prism 6.0对试验数据进行统计分析。
2 结果与分析

2.1 菌株的鉴定

2.1.1 形态学观察

菌株V1、V2、V5在TSA培养基的菌落及菌体形态见

图1。由图1A、1B、1C可知，3株菌株的菌落相态相似，呈淡黄

色、圆形，菌落靠近圆心周围隆起一圈褶皱，形成同心圆，

菌落表面粗糙、干燥、无光泽，边缘较规则呈花瓣形。由图1E、
1F、1G可知，通过革兰氏染色镜检观察到菌株V1、V2、V5
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的细胞形态呈杆状，单个或成对排列，两段钝圆，均为革兰

氏阳性杆菌。

2.1.2 16S rDNA基因序列分析[16]

对3株菌株的16S rDNA基因序列进行测序及同源性

比对分析后构建系统发育树，结果见图2。由图2可知，菌株

V1、V2与同属的贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis）、解
淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）、暹罗芽孢杆菌

（Bacillus siamensis）和枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）的

16S rDNA同源性均为100%，因此无法判定菌株V1、V2具体

种的归属。菌株V5与地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）
NB45（GenBank登录号：MT534569.1）聚于一支，相似度为

100%，结合菌落、菌体形态鉴定结果，将菌株V5鉴定为

地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）。

2.1.3 gyrB基因序列分析

为进一步鉴定菌株V1、V2的种属，对菌株V1、V2的gyrB
基因进行扩增及测序分析，菌株V1、V2的gyrB基因碱基对

长度分别为1 134 bp和1 121 bp。将其与芽孢杆菌属内同源

性最高的不同模式菌株的gyrB基因序列进行比对分析，同

时以同属的苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis）为外标，

构建系统发育树，结果见图3。由图3可知，贝莱斯芽孢杆菌、
解淀粉芽孢杆菌、暹罗芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌分别属于

4个分支，模式菌株Bacillus thuringiensis独立形成一支。贝

莱斯芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌和暹罗芽孢杆菌共同形成

一个大的分支，菌株V1、V2与贝莱斯芽孢杆菌处于同一分

支。经gyrB基因序列比对分析发现，菌株V1、V2与贝莱斯

芽孢杆菌的亲缘关系更近。因此，菌株V1、V2均被鉴定为贝

莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis）。

2.2 菌株生长特性分析

绘制3株菌株的生长曲线，结果见图4。由图4可知，0～
4 h为菌株生长迟缓期，4 h后3株菌均进入对数生长期，此

时菌体快速生长，分裂旺盛，持续至6 h，6～38 h为稳定期

38 h后进入衰亡期。结果表明，3株菌生长较为迅速，稳定期

持续的时间较长。

2.3 菌株安全性评价

2.3.1 药物敏感性试验

A和D，B和E，C和F分别为菌株V1、V2、V5的菌落及细胞形态。

图1 菌株V1、V2、V5的菌落及细胞形态

Fig. 1 Colony and cell morphology of strains V1, V2 and V5

图2 菌株V1、V2及V5基于16S rDNA基因序列的系统发育树

Fig. 2 Phylogenic tree of strains V1, V2 and V5 based on 16S rDNA
gene sequences

图3 菌株V1、V2基于gryB基因序列的系统发育树

Fig. 3 Phylogenic tree of strains V1 and V2 based on gryB gene
sequences

图4 菌株V1、V2及V5的生长曲线

Fig. 4 Growth curves of strains V1, V2 and V5
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选用10类29种抗生素药敏纸片对菌株V1、V2、V5的

药物敏感性进行试验，结果见表2。

由表2可知，3株菌株均存在多重耐药性，其中，3株菌株

对大环内酯类、氨基糖苷类、氟喹诺酮类、磺胺类、糖肽类、
氯霉素类抗生素均表现敏感，对β-内酰胺类、四环素类、林
可胺类、利福霉类抗生素表现出不同程度耐药性。菌株V5
对四环素类抗生素敏感，菌株V1、V2对四环素中介，对米

诺环素敏感；菌株V1、V2对利福平耐药，菌株V5对利福平

中介；3株菌株对绝大部分β-内酰胺类抗生素敏感，对氨曲

南均表现为耐药，菌株V2、V5对哌拉西林耐药，菌株V1对

其中介。结果表明，3株菌对大多数常用抗菌药敏感，能保

证其在使用过程中安全可控。

2.3.2 耐药基因检测

分别检测3株菌株的基因组DNA及质粒的7大类33个

耐药基因，结果见表3。由表3可知，在菌株V5的基因组DNA
和质粒中检测到femA（β-内酰胺类）耐药基因，在质粒中

还检测到tetA（四环素类）耐药基因，其余31种耐药基因均

未检出；而在菌株V1、V2的基因组DNA和质粒中33种耐药

基因均未检出。结果表明，菌株V1、V2相对安全，菌株V5
对耐药基因的传播风险待进一步验证。

注：“S”为敏感；“I”为中介；“R”为耐药。

类别 抗菌药物
菌株V1

敏感程度

菌株V2 菌株V5

β-内酰胺类

大环内酯类

氨基糖苷类

四环素类

氟喹诺酮类

磺胺类

糖肽类

林可胺类

利福霉类

氯霉素类

氨苄西林

哌拉西林

头孢氨苄

头孢曲松

头孢克洛

头孢哌酮

氨曲南

亚胺培南

美罗培南

乙酰螺旋霉素

阿奇霉素

链霉素

阿米卡星

庆大霉素

卡那霉素

四环素

米诺环素

左氟沙星

环丙沙星

萘啶酸

氧氟沙星

复方新诺明

磺胺异噁唑

多粘菌素B

替考拉林

万古霉素

克林霉素

利福平

氯霉素

S

I

S

S

S

S

R

S

S

S

S

S

S

S

S

I

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

R

S

S

R

S

S

S

S

R

S

S

S

S

S

S

S

S

I

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

R

S

S

R

S

S

S

S

R

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

I

I

S

表2 菌株V1、V2及V5的药物敏感性试验结果

Table 2 Results of drug sensitivity tests of strains V1, V2 and V5

类别 耐药基因

mecA

femA

AcrA

AcrB

norA

ermA

ermB

ermC

msrA

mefA

Aph3

aadA

aadB

aph（3）-Iia

aac（3）-Iia

aac（3）-Ia

tetA

tetB

tetC

tetD

tetE

tetM

tetG

tetO

CatI

grlA

ParC

GyrA

Sul Ⅰ

Sul Ⅱ

Sul Ⅲ

CmlA

floR

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

基因组DNA
菌株
V1

菌株
V2

质粒

菌株
V1

菌株
V2

菌株
V5

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

菌株
V5

β-内酰胺类

大环内酯类

氨基糖苷类

四环素类

氟喹诺酮类

磺胺类

氯霉素类

表3 菌株V1、V2及V5耐药基因检测结果

Table 3 Determination results of antibiotic resistance genes of
strains V1, V2 and V5

注：“+”表示结果呈阳性，“-”表示结果呈阴性。
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2.4 菌株耐热性试验

3株菌株的耐热性试验结果见图5。由图5可知，菌株

V1、V5对温度变化影响的生长趋势一致。45℃时3株菌的

OD600 nm值最高，随着培养温度的升高，OD600 nm值呈下降趋

势。显著性分析结果显示，菌株V1在45℃处理后OD600nm值

显著高于37℃对照组（P＜0.05），45℃处理组与50 ℃处理

组差异不显著（P＞0.05），55 ℃处理后OD600 nm值显著低于

50℃处理组（P＜0.05），60℃处理组与55℃处理组差异不

显著（P＞0.05），说明45℃、50℃为菌株V1生长较适宜温度。
菌株V2在温度提高至50 ℃时，生长受到抑制，55℃处理

组的OD600nm值最低，显著低于50℃、60℃处理组（P＜0.05），

37 ℃、45 ℃组差异不显著（P＞0.05），为菌株V2最适宜生

长温度。菌株V5 60℃处理组OD600nm值最低，显著低于37℃
对照组、55℃处理组（P＜0.05），37℃对照组与50℃、55℃处

理组差异不显著（P＞0.05），显著低于45℃处理组（P＜0.05），

45 ℃处理后菌株V5活性有所提高。结果表明，3株菌株均

可耐受60℃。

2.5 菌株抑菌效果分析

由图6可知，3株菌株对猪霍乱沙门氏菌、金黄色葡萄

球菌、大肠杆菌O139和K88均有抑制作用，对这4种常见致病

菌均为中度敏感。菌株V2对猪霍乱沙门氏菌的抑菌效果显

著高于菌株V5（P＜0.05），与菌株V1差异不显著（P＞0.05）；

菌株V5对大肠杆菌O139的抑菌效果显著高于菌株V2和

V1（P＜0.05）；3株菌株对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌K88
的抑菌效果差异不显著（P＞0.05）。
2.6 菌株产水解酶能力测定

菌株V1、V2及V5产酶H/C值测定结果见表4。由表4可

知，不同菌株的产酶能力不同。菌株V1、V2能产生纤维素

酶和蛋白酶透明水解圈，菌株V5仅产生纤维素酶水解圈。
3株菌株产纤维素酶的H/C值依次为1.10、1.04、1.03，产蛋白

酶的H/C比值分别为1.14、1.13、0。

2.7 菌株产蛋白酶及纤维素酶测定结果

菌株V1、V2及V5最高蛋白酶及纤维素酶测定结果

见表5。

由表5可知，菌株V1、V2、V5分别在48 h、36 h和72 h
达到最高蛋白酶活力，分别为75.37 U/mL、78.83 U/mL和

15.38 U/mL，菌株V1、V2最高蛋白酶活力差异不显著（P＞
0.05），与菌株V5最高蛋白酶活力差异极显著（P＜0.01）。株
菌V1、V2均在96 h纤维素酶活力最高，分别为101.0 U/mL、
92.29U/mL，菌株V5在60h纤维素酶活力最高，为83.76U/mL，

各组间纤维素酶活力差异不显著（P＞0.05）。
3 讨论

在拮抗益生菌的应用中，除考虑益生菌对病原菌的拮

抗效果外，还需评估其生物安全性。益生菌的耐药性被作

为益生菌安全性评价指标之一。朱亚珠等[17]研究自然发酵

海洋鱼酱油样品中分离到的贝莱斯芽孢杆菌SW5的抗生

素抗性，发现其对β-内酰胺类抗生素如头孢曲松、亚胺培

南及氯霉素表现敏感；张小波等[18]研究发现，鸭源贝莱斯

芽孢杆菌GZZY2019对头孢哌酮、环丙沙星、氧氟沙星、复

注：同列大写字母不同表示差异极显著（P＜0.01）。下同。

菌株编号 产蛋白酶H/C值 产纤维素酶H/C值

V1

V2

V5

1.14±0.01A

1.13±0.17A

0B

1.10±0.040A

1.04±0.026A

1.03±0.030A

表4 菌株V1、V2及V5产酶水解圈H/C值

Table 4 H/C values of enzyme-producing hydrolysis circles of
strains V1, V2 and V5

菌株编号 最高蛋白酶活力/（U·mL-1） 最高纤维素酶活力/（U·mL-1）

V1

V2

V5

75.37±1.34A（48 h）

78.83±1.83A（36 h）

15.38±0.48B（72 h）

101.00±7.17A（96 h）

92.29±3.22A（96 h）

83.76±5.83A（60 h）

表5 菌株V1、V2、V5最高蛋白酶活和纤维素酶活测定结果

Table 5 Determination results of the highest protease and cellulase
activities of strains V1, V2 and V5

同菌株不同小写字母表示差异显著（P＜0.05）。下同。

图5 菌株V1、V2及V5的耐热性试验结果

Fig. 5 Results of heat tolerance tests of stains V1, V2 and V5

图6 菌株V1、V2及V5对4种常见致病菌的抑菌效果

Fig. 6 Inhibition effect of strains V1, V2 and V5 on 4 kinds of
common pathogenic bacteria
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方新诺明、米诺环素、克林霉素、卡那霉素、庆大霉素、万古

霉素等抗生素敏感，对四环素、哌拉西林中敏，本研究结

果与其基本一致。
菌株V5的质粒中检测到femA（β-内酰胺类）和tetA（四

环素类）耐药基因。MINGMONGKOLCHAI S等[19]在克劳氏

芽孢杆菌中发现了氨基糖苷类、大环内酯类、β-内酰胺类和

氯霉素类的抗性基因。PHELAN RW等[20]报道了枯草芽孢

杆菌携带四环素类耐药基因位于可移动元件上，基因tetL
位于pIM13质粒，基因tetM位于Tn5397结合转座子。细菌对

四环素类抗生素耐药的分子机制包括3种，一是通过外排泵

主动输出四环素分子，二是削弱四环素与核糖体之间的相

互作用（核糖体保护），三是通过羟基化作用降解四环素[21]。
四环素类特异性外排泵基因共有38个，tetA基因是其中之

一[22]。结合药敏试验结果和耐药基因检测结果来看，菌株

V1、V2无耐药基因表达，3株菌的抗生素药物敏感性检测

结果与耐药基因检测结果基本一致，但也出现了耐药基因

型和菌株的抗生素抗性表型不一致的情况。菌株V5的质粒

中检测到四环素耐药基因tetA的表达，但其对四环素表现

敏感。表明菌株V5存在四环素耐药基因，但不表达耐药表

型。耐药基因型与耐药表型不一致，可能是需要其他基因

协同作用才能出现耐药表型，或是还存在其他耐药基因本

次试验并未研究。菌株V1、V2对β-内酰胺类的氨曲南耐药，

对哌拉西林中敏或耐药，对四环素中敏，但其基因组DNA
和质粒未检测到β-内酰胺类、四环素类耐药基因，即表现

为表型耐药。3株菌对氨曲南均具有抗性，推测氨曲南属于

固有耐药。
目前，贝莱斯芽孢杆菌由于具备广谱的抗菌活性及促

进植物生长功能，常用作生物防控剂和植物生长促进剂[23]。
拮抗芽孢杆菌产生的表面活性素、伊枯草菌素、泛革素等

抗菌肽类物质能够造成细胞膜的损伤，破坏细菌细胞壁，

导致细胞内容物外泄进而杀灭细菌[24]。甲基营养型芽孢杆

菌（现归属于贝莱斯芽孢杆菌）F35产生的抗菌肽对罗非鱼

片具有保鲜防腐效果，使冷冻鱼肉保质期延长4 d以上[25]。
结果显示，3株芽孢杆菌能抑制肠道病原菌的生长，菌株V2
对猪霍乱沙门氏菌的抑菌能力最强，菌株V5对大肠杆菌

O139的抑菌能力最强。与刘韶娜等[26]的研究结果基本一

致，与王婷等[27]研究结果不完全相同，其所研究地衣芽孢

杆菌BL-2对大肠杆菌、沙门氏菌没有抑制效果，可能是不

同来源菌株之间的遗传差异所造成，也可能是所选择的致

病性菌株差异造成的。
纤维素酶和蛋白酶是重要的生物工业酶，被广泛应用

于食品、皮革、动物饲料、医疗、环保和化工等行业。菌株V5
在脱脂奶粉琼脂培养基上的H/C值为0，而在液体培养基生

长至48 h能检测到蛋白酶活性，在72 h蛋白酶活性达到最

大。贾仲昕等[28]在筛选高产中性蛋白酶芽孢杆菌时，菌株

N435-3有较高H/C值，但在发酵液中检测的蛋白酶活性几

乎为0。这表明H/C值可作为初步预测菌株酶活性高低的依

据，与酶活性大小存在一定的相关性，但并不完全一致，仅

以H/C值判定酶活力高低还不够，有必要进一步测定菌株

的产酶能力。
本研究3株菌能产生蛋白酶和纤维素酶。黄悦姝等[29]

从玉米根际土壤中分离获得的贝莱斯芽孢杆菌D103菌株

纤维素酶活力为41.73 U/mL，对培养条件优化后酶活提高

至65.94 U/mL；檀茜倩等[30]从发酵海产品中分离到2株贝莱

斯芽孢杆菌，蛋白酶活力分别为8.65 U/mL和12.61 U/mL。
与上述文献报道相比，3株芽孢杆菌产酶活性处于较高水

平，具有一定的产酶优势。
4 结论

本研究以无害化处理堆积池样品分离到的3株芽孢

杆菌（编号分别为V1、V2、V5）为研究对象，经形态学观察

16S rDNA和gryB基因比对分析鉴定，其中菌株V1、V2被鉴

定为贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis），菌株V5被鉴定

为地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）。3株菌对多种抗

生素敏感，除菌株V5检测到femA、tetA耐药基因外，2株贝

莱斯芽孢杆菌未检出耐药基因。3株菌均可耐受60℃温度

处理。3株芽孢杆菌能抑制猪霍乱沙门氏菌、金黄色葡萄球

菌、大肠杆菌O139和大肠杆菌K88等常见病原菌，均可产

蛋白酶和纤维素水解酶。结果显示，3株菌最高纤维素酶活

力分别为101.0 U/mL、92.29 U/mL和83.76 U/mL。最高蛋白

酶活性分别为75.37 U/mL、78.83 U/mL和15.38 U/mL。研究

表明3株芽孢杆菌安全性、耐热性能较好，能抑制条件致

病菌，产纤维素酶活性较强，可作为益生菌应用于饲料青

贮及秸秆降解等微生态制剂的开发利用。
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