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芽孢杆菌属（Bacillus）是一类需氧或兼性厌氧

异养细菌，革兰氏染色呈阳性，菌体呈直杆状，长度

约 1.2~10 μm，宽度约 0.5~2.5 μm，成对或链状排

列，周生鞭毛［1］，芽孢杆菌在自然界中分布广泛，比

如土壤、水源、下水道中均有分布，不良生长环境下

可产生芽孢，故名芽孢杆菌［2-4］。芽孢杆菌种类复

杂多样，主要包括地衣芽孢杆菌（Bacillus lichenifor⁃
mis）、蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）、巨大芽孢杆菌

牦牛源地衣芽孢杆菌的分离鉴定

王冬经

（西藏自治区农牧科学院畜牧兽医研究所/省部共建青稞和牦牛种质资源与遗传改良国家重点实验室，西藏 拉萨 850000）

摘 要：为分离西藏牦牛源地衣芽孢杆菌并研究其生物学特性，为今后开发相关益生菌及其制剂奠定基础，采集西藏牦牛粪便，从粪便中分

离培养、纯化病原菌，通过染色镜检、生化试验、16S rRNA PCR扩增、同源性分析、进化树构建等对分离株进行鉴定且对分离株进行耐药性试

验。结果从样品中分离到 3株地衣芽孢杆菌，革兰氏阳性杆菌，分别命名为XZ-1，XZ-2，XZ-3。3株分离株生化检测结果一致：可分解甘露

醇、淀粉、阿拉伯糖，可还原硝酸盐，V-P试验呈阳性，不能水解明胶，不能产生红色吲哚。分离株 16S rRNA PCR扩增产物电泳结果与预期结

果一致，长度为 1 500 bp左右。3株分离株之间同源性为 96.0%~99.9%，与地衣芽孢杆菌分离株的同源性为 98.3%~100%；3株分离株与地衣

芽孢杆菌处于同一支，而与链球菌其他种属芽孢杆菌处于不同分支。分离株XZ-1对青霉素、氨苄西林耐药，对林可霉素中度敏感，对头孢曲

松、四环素、红霉素、恩诺沙星、氯霉素、环丙沙星、阿莫西林敏感；分离株XZ-2对青霉素、氨苄西林、四环素、林可霉素耐药，对氯霉素中度敏

感，对头孢曲松、红霉素、恩诺沙星、环丙沙星、阿莫西林敏感；分离株XZ-3对青霉素耐药，对氨苄西林、对林可霉素中度敏感，对头孢曲松、四

环素、红霉素、恩诺沙星、氯霉素、环丙沙星、阿莫西林敏感。
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Isolation and identification of Bacillus licheniformis from yak
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（Institute of Animal husbandry and veterinary，Tibet Academy of Agricultural and Animal Husbandry Science /State Key Laboratory of Highland Bar⁃
ley and Yak Germplasm Resources and Genetic Improvement，Tibet Lhasa 850000, China）

Abstract：In order to isolate Bacillus licheniformis from Tibetan yaks and study its biological characteristics, lay a foundation for the development of
relevant probiotics and their preparations in the future, Tibetan yak feces were collected, and pathogenic bacteria were isolated, cultured and purified
from diseased materials. The isolated strains were identify through staining microscopy, biochemical tests, 16S rRNA PCR amplification, homology
analysis, and evolutionary tree construction. Drug resistance test was performed on the isolated strains. Three strains of Bacillus licheniformis and
Gram-positive bacilli were isolated from the samples, which were named XZ-1, XZ-2 and XZ-3 respectively. The biochemical test results of the three
isolated strains are consistent, which can decompose mannitol, starch, arabinose, reduce nitrate, and V-P test is positive. They cannot hydrolyze gela⁃
tin and produce red indole. The electrophoresis result of 16S rRNA PCR amplification product of the isolate strains was consistent with the expected
result, and the length was about 1 500 bp. The homology between the three isolated strains was 96.0%-99.9%, and that with Bacillus licheniformis
was 98.3%~100%; The three isolates are in the same branch with Bacillus licheniformis, but in different branches with other species of Bacillus strep⁃
tococcus. The isolated strain XZ-1 is resistant to penicillin and ampicillin, moderately sensitive to lincomycin, and sensitive to ceftriaxone, tetracy⁃
cline, erythromycin, enrofloxacin, chloramphenicol, ciprofloxacin and amoxicillin; The isolated strain XZ-2 is resistant to penicillin, ampicillin, tetra⁃
cycline and lincomycin, moderately sensitive to chloramphenicol, and sensitive to ceftriaxone, erythromycin, enrofloxacin, ciprofloxacin and amoxicil⁃
lin; The isolated strain XZ-3 is resistant to penicillin, moderately sensitive to ampicillin and lincomycin, and sensitive to other drug bacteria.
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（Bacillus megaterium）、枯草芽孢杆菌（Bacillus sub⁃
tilis）、纳豆芽孢杆菌（Bacillus natto）、凝结芽孢杆菌

（Bacillus coagulans）、短小芽孢杆菌（Bacillus pumi⁃
lus）、嗜热脂肪芽孢杆菌（Bacillus stearothermophi⁃
lus）以及致病性的肉毒梭状芽孢杆菌（Clostridium
botulinum）、破伤风芽孢杆菌（Clostridium tetani）、炭

疽芽孢杆菌（Bacillus anthracis）等［5］。其中，地衣芽

孢杆菌在农业、医药行业及食品工业等领域都被广

泛地应用［6］。地衣芽孢杆菌在恶劣条件下可形成

芽孢的特性，能够抵御极端环境，具有极强的生存

能力，在制剂、存储和运输过程中不易死亡［7］，从而

成为工业生产菌株较理想的选择，具有广阔的应用

前景。

牦牛主要栖息在青藏高原及周围地区，是青藏

高原的优势畜种，也是当地牧民重要的生产生活资

料［8］。由于青藏高原独特的地理环境，牧草产量和

营养水平远不能满足牦牛正常的营养需要，冬季最

为严重，导致牦牛出栏周期长、养殖效益低等问

题［9］。瘤胃是牦牛消化饲粮的重要场所，其中含有

大量的细菌、真菌、原生虫和古生菌等［10］，瘤胃发酵

及菌群结构组成对其生产性能具有重要影响和意

义。研究表明，不同海拔环境放牧牦牛的肠道菌群

组成具有明显的差异，并且肠道菌群对于牦牛适应

高海拔生境具有重要功能［11］。本研究拟从牦牛粪

便中分离地衣芽孢杆菌，并进行生化特性、分子生

物学鉴定，为今后开发研制针对我区牦牛促生长、

抗菌、促消化、调节肠道菌群等方面的益生菌和微

生态制剂奠定基础。

1 材料与方法

1.1 主要仪器设备

隔水式电热恒温培养箱、摇床、显微镜、PCR仪、

电泳仪、立式压力蒸汽灭菌锅、凝胶成像、隔水式电热

恒温培养箱、离心机、生物安全柜、电热鼓风干燥箱、

低温保存箱、电子天平、净水器等均来自省部共建青

稞和牦牛种质资源与遗传改良国家重点实验室。

1.2 主要试剂

培养基胰酪大豆胨琼脂培养基（TSA）、胰酪大

豆胨液体培养基（TSB）来自于青岛海博生物技术有

限公司；革兰氏染色试剂来自于珠海贝索生物技术

有限公司；Trans2K Plus DNA Ladder来自于天根生

化科技有限公司；药敏纸片来自于杭州微生物试剂

有限公司；微量生化反应管来自于青岛海博生物技

术有限公司；2XTaq PCR MasterMix来自于上海

生工。

试验所用细菌 16S rRNA通用引物干粉来自天

根生化科技（北京）有限公司。

1.3 试验材料

2022年 12月，从西藏各地采集牦牛粪便 17
份，运送回实验室后低温保存，待用。

1.4 分离培养与染色镜检

用灭菌枪头挑取适量牦牛粪便接种于TSB培养

基，37 ℃培养18 h，划线接种到固体培养基，得到单克

隆菌落后，再次接种至液体培养基增菌，保存。同时

取少量菌液进行革兰氏染色和镜检观察，拍照记录。

1.5 生化鉴定

严格按照微量生化鉴定管说明书进行操作。

1.6 分子生物学鉴定

挑取单个菌落，提取细菌基因组，利用细菌

16S rRNA通用引物，进行PCR扩增，琼脂糖凝胶电

泳检测扩增产物片段大小。将扩增产物送至公司

测序、对比分析，通过DNA Star软件构建系统进化

树，其中参考菌株信息如表1所示。

表1 16S rRNA参考菌株

物种

蜡样芽孢杆菌

Bacillus cereus

地衣芽孢杆菌

Bacillus licheniformis

地衣芽孢杆菌

Bacillus licheniformis

地衣芽孢杆菌

Bacillus licheniformis

地衣芽孢杆菌

Bacillus licheniformis

地衣芽孢杆菌

Bacillus licheniformis

地衣芽孢杆菌

Bacillus licheniformis

短小芽孢杆菌

Bacillus pumilus

枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis

解淀粉酶芽孢杆菌

Bacillus velezensis

菌株

ATCC14579

AD6

CICC 10334

HNNYDD3

IM1

ISA9

WJB74

Y24

HSY21

IMB16-090

登录号

AF290547.1

OL757865.1

GQ375243.1

JN999851.1

MZ389219.1

HQ189753.1

KU877646.1

JQ798393.1

MT513998.1

MG190655.1

宿主

土壤

矿山

土壤

土壤

土壤

水/土
混合样

土壤

池塘沉

积物

土壤

海洋沉

积物

国家

美国

亚美

尼亚

中国

中国

中国

伊朗

中国

中国

中国

中国

1.7 药物敏感性试验

试验采用纸片扩散法（Kirly-Baue法），选取青

霉素、氨苄西林、林可霉素、头孢曲松、四环素、红霉

素、恩诺沙星、氯霉素、环丙沙星、阿莫西林 10种抗
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菌药进行药物敏感性试验，严格按照药敏片说明书

进行试验操作及结果判定。

2 结果

2.1 分离纯化与形态观察

从 17份粪便中，得到了 3株细菌，对分离株进

行革兰氏染色，镜检为革兰氏阳性杆菌，呈杆状，蓝

紫色、有芽孢。初步判定分离株为芽孢杆菌，并命

名为XZ-1，XZ-2，XZ-3。
2.2 生化鉴定

生化鉴定结果如表 2所示，3株分离株生化检

测结果一致：可分解甘露醇、淀粉、阿拉伯糖，可还

原硝酸盐，V-P试验呈阳性，不能水解明胶，不能产

生红色吲哚。

表2 分离株生化鉴定结果

项目

甘露醇

淀粉

明胶

V-P试验

吲哚

阿拉伯糖

硝酸盐还原

分离株

XZ-1
﹢
﹢
-
﹢
-
﹢
﹢

XZ-2
﹢
﹢
-
﹢
-
﹢
﹢

XZ-3
﹢
﹢
-
﹢
-
﹢
﹢

+，阳性；-，阴性

2.3 16S rRNA PCR鉴定结果

分离株 16S rRNA PCR扩增产物电泳结果与预

期结果一致，长度为1 500 bp左右（图1）。

M 1 2 3

1 500 bp

bp
5 0003 0002 000
1 000750500
250100

M，Trans2K Plus DNA Ladder；1，2，3依次代表分离株 XZ-1，
XZ-2，XZ-3

图1 分离菌株16S rRNA基因PCR扩增结果

2.4 序列分析

由表 3 可知，3 株分离株之间的同源性为

96.0%~99.9%，与地衣芽孢杆菌分离株的同源性为

98.3%~100.0%；其中分离株XZ-1与地衣芽孢杆菌

分离株的同源性为 100.0%，与蜡样芽孢杆菌Bacil⁃
lus cereus分离株ATCC14579的同源性为 93.6%，与

短小芽孢杆菌 Bacillus pumilus分离株 Y24的同源

性为95.9%，与枯草芽孢杆菌Bacillus subtilis分离株

HSY21的同源性为 98.0%，与解淀粉酶芽孢杆菌

Bacillus velezensis分离株 IMB16-090的同源性为

97.9%；分离株 XZ-2与地衣芽孢杆菌分离株的同

源性为 99.9%，与蜡样芽孢杆菌Bacillus cereus分离

株ATCC14579的同源性为 93.7%，与短小芽孢杆菌

Bacillus pumilus分离株 Y24的同源性为 96.0%，与

枯草芽孢杆菌Bacillus subtilis分离株HSY21的同源

性为 98.2%，与解淀粉酶芽孢杆菌Bacillus velezensis
分离株 IMB16-090的同源性为 98.0%；分离株XZ-

表3 同源性表

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

1

0.1
0.0
6.7
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
4.1
1.9
1.9
1

2
99.9

0.0
6.6
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
4.0
1.8
1.8
2

3
98.3
96.0

6.2
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
3.3
1.7
1.3
3

4
93.6
93.7
94.8

6.7
6.7
6.7
6.7
6.7
6.7
7.9
8.2
6.7
4

5
100.0
99.9
98.3
93.5

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
4.1
1.9
1.9
5

6
100.0
99.9
98.3
93.5
100.0

0.0
0.0
0.0
0.0
4.1
1.9
1.9
6

7
100.0
99.9
98.3
93.5
100.0
100.0

0.0
0.0
0.0
4.1
1.9
1.9
7

8
100.0
99.9
98.3
93.5
100.0
100.0
100.0

0.0
0.0
4.1
1.9
1.9
8

9
100.0
99.9
98.3
93.5
100.0
100.0
100.0
100.0

0.0
4.1
1.9
1.9
9

10
100.0
99.9
98.3
93.5
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0

4.1
1.9
1.9
10

11
95.9
96.0
96.6
92.5
95.9
95.9
95.9
95.9
95.9
95.9

4.7
3.2
11

12
98.0
98.2
98.4
91.6
98.0
98.0
98.0
98.0
98.0
98.0
95.2

0.4
12

13
97.9
98.0
97.6
93.7
97.9
97.9
97.9
97.9
97.9
97.9
96.7
99.5

13

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

XZ-1
XZ-2
XZ-3
Bacillus cereus ATCC14579
Bacillus licheniformis AD6
Bacillus licheniformis CICC 10334
Bacillus licheniformis HNNYDD3
Bacillus licheniformis IM1
Bacillus licheniformis ISA9
Bacillus licheniformis WJB74
Bacillus pumilus Y24
Bacillus subtilis HSY21
Bacillus velezensis IMB16-090

Percentldentity

Div
erg
enc
e
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3与地衣芽孢杆菌分离株的同源性为 98.3%，与蜡

样芽孢杆菌Bacillus cereus分离株ATCC14579的同

源性为 94.8%，与短小芽孢杆菌 Bacillus pumilus分
离株 Y24的同源性为 96.6%，与枯草芽孢杆菌 Ba⁃
cillus subtilis分离株HSY21的同源性为 98.4%，与解

淀粉酶芽孢杆菌 Bacillus velezensis分离株 IMB16-
090的同源性为97.6%。

由 16S rRNA核酸序列进化树如图 2所示，3株
分离株与地衣芽孢杆菌处于同一支，而与链球菌其

他种属芽孢杆菌处于不同分支。

Bacillus licheniformis IM1
Bacillus licheniformis ISA9
Bacillus licheniformis WJB74
Bacillus licheniformis HNNYDD3
Bacillus licheniformis CICC 10334
Bacillus licheniformis AD6
XZ-1
XZ-2
XZ-3
Bacillus subtilis HSY21
Bacillus velezensis IMB16-090
Bacillus pumilus Y24
Bacillus cereus ATCC145793.7

2 0
Nucleotide Substitutions（x100）

图2 基因进化树

2.5 药物敏感性试验

药物敏感性试验结果如表 4所示，分离株XZ-
1对青霉素、氨苄西林耐药，对林可霉素中度敏感，

对头孢曲松、四环素、红霉素、恩诺沙星、氯霉素、环

丙沙星、阿莫西林敏感；分离株XZ-2对青霉素、氨

苄西林、四环素、林可霉素耐药，对氯霉素中度敏

感，对头孢曲松、红霉素、恩诺沙星、环丙沙星、阿莫

西林敏感；分离株 XZ-3对青霉素耐药，对氨苄西

林、对林可霉素中度敏感，对头孢曲松、四环素、红

霉素、恩诺沙星、氯霉素、环丙沙星、阿莫西林敏感。

表4 药物敏感性试验结果

药物名称

青霉素

头孢曲松

氨苄西林

四环素

红霉素

恩诺沙星

氯霉素

林可霉素

环丙沙星

阿莫西林

分离株

XZ-1
R
S
R
S
S
S
S
I
S
S

XZ-2
R
S
R
R
S
S
I
R
S
S

XZ-3
R
S
I
S
S
S
S
I
S
S

S，敏感；I，中介；R，耐药；1，2，3依次代表分离株XZ-1，XZ-2，
XZ-3

3 讨论

地衣芽孢杆菌是一种常见的革兰氏阳性细菌，

在土壤和鸟类羽毛中分布最多，目前主要用于在农

业和工业领域的生产和研究［12-13］。地衣芽孢杆菌

具有高分泌碱性丝氨酸蛋白酶的特性，是工业酶生

产中最重要的细菌之一［14］。地衣芽孢杆菌还可以

生产多肽抗生素，如杆菌肽，可代替抗生素添加在

动物饲料中［15］。在农业领域，利用地衣芽孢杆菌的

抗真菌活性，能够有效地抑制植物的烟草黑胫病等

真菌性病害［16］。此外，地衣芽孢杆菌可以降解羽

毛，从而生产营养丰富的羽毛饲料，饲喂家畜［13］。
Yu等［17］的研究表明，地衣芽孢杆菌在预防肉鸡球

虫病方面有一定作用，且可以提高肉鸡在柔嫩艾美

耳球虫（E.tenella）感染下的存活率。地衣芽孢杆菌

是一种具有良好拮抗作用的益生菌，已被证实有良

好的益生作用，是公认的“安全益生菌”，已被广泛

应用于多种动物的养殖中，如对肉鸡的健康有良好

的促进作用［18-20］。研究表明，在水中增加地衣芽孢

杆菌可以提高鸡的吸收消化能力［21］，提高鸡的生长

性能［22］，并可以减轻坏死性肠炎对鸡生长性能的影

响并降低死亡率［23］。孙铮［24］的研究表明，地衣芽

孢杆菌具有良好的耐受性，能增加小鼠肠道菌群的

多样性和肠道乳杆菌的丰度，这些特征使其具有益

生菌开发的潜力。
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地衣芽孢杆菌作为芽孢杆菌属中具有较强应

用潜力的菌种之一，受到国内外各方面的关注日益

增多［5］。促生长类药物饲料添加剂的禁用促使益

生菌产业快速发展，而我国商品化的益生菌种类还

很少，地衣芽孢杆菌可以产生芽孢，芽孢对热、酸碱

度及其他环境因素的抗性，因此具有巨大的应用潜

力［24］。本研究从西藏牦牛粪便中成功分离得到 3
株地衣芽孢杆菌，并进行生化鉴定、分子生物学鉴

定，研究其耐药性，为今后开展针对我区牦牛疫病

防控、益生菌开发、饲料添加剂研制等相关研究提

供参考。
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