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降解黄曲霉毒素 Ｂ１ 芽孢杆菌的
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　 　 摘要：本研究旨在从不同来源的样本中分离出对黄曲霉毒素 Ｂ１（ＡＦＢ１）具有降解作用的芽孢杆菌，为降

解 ＡＦＢ１的芽孢杆菌开发利用提供理论依据。 采集鸡的肠道、肛拭子和土壤样本，富集后利用 ＭＹＰ 固体培养

基和初筛培养基筛选出疑似芽孢杆菌的菌落，通过分析细菌对 ＡＦＢ１的降解率复筛，选出对 ＡＦＢ１ 具有降解作

用的菌株，通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序鉴定细菌种属，然后对筛选出的芽孢杆菌的溶血性、抗生素敏感性、生长曲线、
耐酸和耐胆盐性进行测试。 结果显示，共筛选出 ２０ 株对 ＡＦＢ１具有降解作用的芽孢杆菌。 结合细菌测序和溶

血试验结果，选择 ３ 株降解率高的地衣芽孢杆菌（Ｓ５１、Ｓ４８、Ｓ８－２）进行试验，结果表明，３ 株芽孢杆菌对多种抗

生素较敏感，其中 Ｓ５１ 的生长速度最快，菌液浓度最大，对酸和胆盐的耐受性均强于另外两株菌。 本研究筛选

出 １ 株对 ＡＦＢ１有较好降解作用的地衣芽孢杆菌，具有良好的安全性和耐受性，有望作为微生态制剂应用到

ＡＦＢ１降解过程中。
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　 　 黄曲霉毒素（ ａｆｌａｔｏｘｉｎ，ＡＦ）是由多种黄曲霉

和寄生曲霉通过聚酮途径产生的二呋喃香豆素衍

生物，目前已经分离鉴定出的 ＡＦ 有 ２０ 多种，其
中以 ＡＦＢ１分布最广、毒性最强［１－２］。 ＡＦＢ１的代谢

物具有急性毒性、致畸性、致突变性和致癌性［３］。
动物食入 ＡＦＢ１后，毒素会在体内蓄积造成急性或

慢性中毒，影响动物的生长性能，损伤生殖系统、
消化系统、免疫系统等，降低养殖户的经济效

益［４］。 ＡＦ 还存在于中毒动物的肉蛋奶中，严重威

胁食品安全［５］。 近几年，随着畜禽饲养数量的不

断增加，饲料消耗量也随之增多，饲料在存储运输

过程中极易发生发霉变质等情况。
目前 ＡＦ 的解毒方法有三种：物理降解、化学

降解、微生物降解［６］。 其中微生物是通过将霉菌

毒素结合到其表面降解或转化为毒性较小的代谢

物来起作用，相较于物理和化学方法，具有安全、
高效、绿色且对动物存在益生作用等优点［７］。 芽

孢杆菌因具有稳定的结构、良好的抗逆性以及具

有调节免疫、增强机体对疾病的抵抗力等益生作

用，在动物养殖过程中被广泛应用［８－９］。 Ｌｉｕ
等［１０］给 １ 日龄肉鸡连续灌服凝结芽孢杆菌 ４２
天，发现其可以通过改善肠道菌群、促进肉鸡肠上

皮细胞再生和增强先天免疫力来保护肠黏膜屏

障；Ｊｉａ 等［１１］研究发现，给食用黄曲霉毒素污染饲

料的蛋鸡连续饲喂枯草杆菌降解产物 ４ 周，可以

明显改善蛋鸡的采食量、产蛋量等生产性能；Ｌｉ
等［１２］研究发现，给小鼠灌喂解淀粉芽孢杆菌 ２８
天能够缓解 ＡＦＢ１对小鼠肝脏的损伤。 基于以上

研究，本试验旨在从不同来源的样品中分离具有

良好安全性和耐受性的 ＡＦＢ１降解菌，以期为芽孢

杆菌降解 ＡＦＢ１的研究和微生物解毒制剂的开发

利用提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

１．１．１　 样品来源 　 从济南市某市场采集不同日

龄健康鸡的盲肠内容物和肛拭子样本共 ２０ 份；从
济南华山湖采集土壤样品 １０ 份。
１．１．２　 主要试剂 　 初筛培养基：（ＮＨ４） ２ ＳＯ４ ５．０
ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ ２．５ ｇ，ＭｇＳＯ４ １．０ ｇ，Ｎａ２ ＨＰＯ４·１２Ｈ２ Ｏ
０．５ ｇ，ＣａＣｌ２ ０．１ ｇ，琼脂 １５ ｇ，蒸馏水 １ Ｌ，ｐＨ 值 ７，
１２１ ℃灭菌 １５ ｍｉｎ，加入过滤除菌的香豆素溶液

至 １ ｇ ／ Ｌ。 ＬＢ 培养基、ＭＹＰ 培养基和 ＭＨ 琼脂培

养基，购自青岛海博生物技术有限公司。 血平板

培养基，购自环凯微生物科技有限公司。 ＡＦＢ１标

准品，购自 ＦＥＲＭＥＮＴＥＫ。 ＡＦＢ１ ＥＬＩＳＡ 试剂盒，
购自南京博研生物科技有限公司。 ＤＮＡ 提取试

剂盒，购自北京天根生化科技有限公司。 庆大霉

素、青霉素及四环素等 １２ 种药敏纸片，购自杭州

微生物试剂有限公司。 香豆素，购自 Ｍａｃｋｌｉｎ。 猪

胆盐，购自北京索莱宝科技有限公司。
１．２　 降解菌株的筛选

１．２．１　 初筛 　 将采集到的肠道和土壤样本置于

５０ ｍＬ 的 ＬＢ 液体培养基中富集培养 ２４ ｈ，将富集

后的菌液用无菌水梯度稀释至 １０－４、１０－５、１０－６，划
线培养于 ＭＹＰ 固体培养基，３７ ℃倒置培养 ２４ ｈ，
重复操作 ２ 次。 纯化后的细菌染色后进行形态特

征观察，选取疑似芽孢杆菌的菌株继续划线培养

于含有香豆素的初筛培养基，选择在初筛培养基

上生长良好的细菌菌液与 ６０％的甘油 １ ∶１混合，
－８０ ℃冻存。
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１．２．２　 复筛 　 挑取单个菌落接种在 ５ ｍＬ ＬＢ 液

体培养基，３７ ℃、１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ２４ ｈ。 将菌液按

照 ５％的比例接种在 ５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中进行

发酵，３７ ℃、１６０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ４８ ｈ。 培养结束后，
取 ９８０ μＬ 发 酵 液 与 ２０ μＬ ＡＦＢ１ 标 准 品

（５ μｇ ／ ｍＬ） 混 合， 使 ＡＦＢ１ 的 最 终 浓 度 为 １００
ｎｇ ／ ｍＬ，３７ ℃、１５０ ｒ ／ ｍｉｎ 避光孵育 ７２ ｈ。 以不接

种菌液的 ＬＢ 培养基加入 ２０ μＬ 的 ＡＦＢ１标准品作

为空白对照。 孵育结束，４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 低温离心 ５
ｍｉｎ，吸取上清液，使用 ＡＦＢ１ ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测菌

液上清中 ＡＦＢ１ 的含量。 每个菌株重复 ３ 次。
ＡＦＢ１降解率（％） ＝ （对照组 ＡＦＢ１ 含量－细菌组

ＡＦＢ１含量） ／对照组 ＡＦＢ１含量×１００。
１．３　 菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列鉴定

利用 ＤＮＡ 提取试剂盒提取分离菌株的基因

组 ＤＮＡ，采用细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 通用引物 （ ２７Ｆ ／
１４９２Ｒ）对分离菌株的 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ
反应体系（２０ μＬ）：ＤＮＡ 模版 １ μＬ，引物 ２７Ｆ、
１４９２Ｒ 各 ０． ４ μＬ，２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＳｔａｒＭｉｘ １０ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ ８．２ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９４ ℃ 预变性 ２
ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ２
ｍｉｎ，２５ 个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经

１．５％琼脂糖凝胶电泳验证后，送往深圳华大基因

股份有限公司测序，测序结果输入 ＢＬＡＳＴ 进行序

列比对。
１．４　 菌株特性分析

１．４．１　 溶血试验　 挑取单菌落，接种于 ５ ｍＬ ＬＢ
液体培养基，３７ ℃、１７０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜培养。 将菌液

划线于血平板上，３７ ℃倒置培养 ２４ ｈ，观察菌落

周围是否出现溶血环。
１．４．２　 药敏试验　 首先在 ＬＢ 平板上挑取芽孢杆

菌，接种于 ＬＢ 液体培养基中，３７ ℃培养过夜，用
无菌水调整为麦氏浊度为 ０．５ 的菌悬液。 用无菌

棉棒蘸取菌悬液，均匀涂布于 ＭＨ 琼脂平板，室温

放置 ５ ｍｉｎ。 用无菌镊子将药敏纸片贴在涂布有

菌液的 ＭＨ 琼脂平板上并做好标记，３７ ℃培养 ２４
ｈ 后用游标卡尺测量抑菌圈直径，根据抗生素敏

感性评价标准（表 １）判定结果。
１．４．３　 细菌生长曲线　 将细菌按照 ５％接种量接

种于 ＬＢ 液体培养基中，３７ ℃、１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养

７２ ｈ，每 １２ ｈ 用酶标仪检测菌液在波长 ６３０ ｎｍ 处

的吸光度，以培养时间为横坐标，吸光度为纵坐

标，绘制细菌生长曲线。

表 １　 抗生素敏感性评价标准

抗生素 剂量
抑菌圈直径 ／ ｍｍ

耐药（Ｒ） 中度敏感（Ｉ） 敏感（Ｓ）
青霉素 Ｇ １０ Ｕ ≤２６ ２７～２８ ≥２９
苯唑西林 １ μｇ ≤１０ ＞１０～ ＜１３ ≥１３
庆大霉素 １０ μｇ ≤１２ ＞１２～ ＜１５ ≥１５
四环素 ３０ μｇ ≤１４ ＞１４～ ＜１９ ≥１９

多西环素 ３０ μｇ ≤１２ ＞１２～ ＜１６ ≥１６
阿奇霉素 １５ μｇ ≤１３ ＞１３～ ＜１８ ≥１８
万古霉素 ３０ μｇ — — ≥１５
克林霉素 ２ μｇ ≤１５ ＞１５～ ＜１９ ≥１９
甲氧苄啶 ５ μｇ ≤１０ ＞１０～ ＜１６ ≥１６
利福平 ５ μｇ ≤１６ ＞１６～ ＜２０ ≥２０
氯霉素 ３０ μｇ ≤１２ ＞１２～ ＜１８ ≥１８

环丙沙星 ５ μｇ ≤１５ ＞１５～ ＜２１ ≥２１

１．４．４　 细菌耐受性试验　 耐酸试验：将 ０．５ ｍＬ 分

离菌悬液分别接种于 ｐＨ 值为 １．０、２．０、３．０、４．０ 的

４．５ ｍＬ 无菌 ＬＢ 液体培养基中，３７ ℃处理３ ｈ。以
酸处理 ０ ｈ 的 ＬＢ 培养基作为对照。 取 １００ μＬ 菌

液 １０ 倍稀释后，选 ３ 个稀释度平板计数。 ３７ ℃
恒温培养 ２４ ｈ 后计数活菌数量，按照公式计算存

活率。 存 活 率 （％） ＝ 酸 处 理 ３ ｈ 的 活 菌 数

（ｃｆｕ ／ ｍＬ） ／酸处理 ０ ｈ 的活菌数（ｃｆｕ ／ ｍＬ）×１００。
耐胆盐试验：挑取单菌落接种于 ＬＢ 液体培

养基并置于摇床中 ３７ ℃、１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜培养。
将 ０．５ ｍＬ 菌悬液分别接种于 ４． ５ ｍＬ 含 ０． １％、
０．２％、０．３％胆盐的 ＬＢ 液体培养基中，３７ ℃、１８０
ｒ ／ ｍｉｎ培养 ３ ｈ。 以胆盐处理 ０ ｈ 的 ＬＢ 液体培养

基为对照。 取菌液适度稀释，进行平板计数，计算

存活率。 存活率（％） ＝ 胆盐处理 ３ ｈ 的活菌数

（ｃｆｕ ／ ｍＬ） ／胆盐处理 ０ ｈ 的活菌数 （ ｃｆｕ ／ ｍＬ） ×
１００。
１．５　 Ｓ５１ 菌株降解特性

取 １０ ｍＬ 菌株 Ｓ５１ 发酵液， ４ ℃、 １０ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，分离获得上清液和菌体。 菌体

用无菌蒸馏水洗涤、离心，重复 ３ 次后加入 １０ ｍＬ
无菌蒸馏水制备成 Ｓ５１ 菌悬液。 按上述方法制备

１０ ｍＬ 菌悬液，随后低温超声破碎 ２０ ｍｉｎ，无菌过

滤制备胞内液。 将 Ｓ５１ 上清液、菌悬液、胞内液分

别加入 ＡＦＢ１，３７ ℃孵育 ７２ ｈ 后，检测各组 ＡＦＢ１

降解率。
１．６　 数据处理与分析

试验数据用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 汇总后进行初步
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整理，利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６． ０２ 进行 Ｏｎｅ －ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ 分析和作图。

２　 结果与分析

２．１　 降解菌株的筛选

２．１．１　 初筛　 利用 ＭＹＰ 培养基共分离出 ７３ 株细

菌，通过形态特征观察，筛选出菌落呈乳白色、边
缘不规则、显微镜下菌体呈蓝紫色杆状的革兰氏

阳性菌（图 １），初步判断有 ２７ 株为芽孢杆菌。 因

香豆素的化学结构与 ＡＦＢ１相似，继续筛选在含有

香豆素的初筛培养基上生长良好的细菌，选出 ２０
株可能对 ＡＦＢ１具有降解作用的细菌。

图 １　 部分芽孢杆菌菌落形态（Ａ）及革兰氏染色镜检图（１ ０００×）（Ｂ）。

２．１．２　 复筛　 将筛选的菌株与 ＡＦＢ１共培养，检测

细菌对 ＡＦＢ１的降解率。 结果（图 ２）显示，降解率

在 ５０％ 以上的有 ４ 株，分别为菌株 Ｓ５１、 Ｓ４８、
Ｓ８－２、 Ｓ４５，对 ＡＦＢ１ 的降解率分别为 ６１． ０３％、
５８．８０％、５３．１８％、５２．５８％。
２．２　 菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列鉴定

经 ＢＬＡＳＴ 比对，这 ２０ 株菌均为芽孢杆菌，其
中地衣芽胞杆菌有 １０ 株，枯草芽孢杆菌有 ２ 株，
蜡样芽孢杆菌有 ３ 株，贝莱斯芽孢杆菌、短小芽孢

杆菌、蕈状芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、假真菌样

芽孢杆菌各 １ 株（表 ２）。

图 ２　 ＡＦＢ１降解菌株复筛结果

表 ２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序结果

菌株编号 来源 参考菌株 相似性 ／ ％ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

Ｄ２３－２ 鸡盲肠
枯草芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＳＲＣＭ１２５７２７ １００．００ ＣＰ１１６７７３．１

Ｔ１－１ 土壤
蜡样芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ＡＲＣＨＡ－０１ ９９．４０ ＭＨ５０７２５０．１

Ｔ１－２ 土壤
短小芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ＢＰＲ１ ９９．９３ ＭＦ０００３０３．１

Ｔ２－１ 土壤
蕈状芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｙｃｏｉｄｅｓ ＬＺＨ－Ｘ４１ ９９．７９ ＫＹ０４９８９４．１

Ｎ２－６－２ 土壤
苏云金芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ＡＮ４ １００．００ ＯＱ５６６２１９．１

Ｎ２－２ 土壤
枯草芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＮＲＳ６１６０ ９９．４９ ＯＸ４１９５５４．１

Ｚ２－１ 土壤
蜡样芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ＢＸＣ１９ １００．００ ＭＮ２２７４９４．１

Ｚ５－１ 土壤
假真菌样芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｓｅｕｄｏｍｙｃｏｉｄｅｓ ＡＢ－ＣＳＬ９ ９９．９３ ＭＧ７８０２４３．１
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　 　 表 ２（续）
菌株编号 来源 参考菌株 相似性 ／ ％ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

Ｓ２－２ 鸡肛拭子
地衣芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ＮＢ４５
１００．００ ＭＴ５３４５６９．１

Ｓ４－２ 鸡肛拭子
地衣芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ＣＩＣＣ１０１８１
１００．００ ＡＹ８４２８７１．１

Ｓ５－２ 鸡肛拭子
地衣芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ＹＷＯ１－１２
１００．００ ＭＴ３６８０１２．１

Ｓ８－２ 鸡肛拭子
地衣芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ Ｋ３
９９．９３ ＫＵ９２２４３１．１

Ｓ５４５ 鸡肛拭子
枯草芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＤＥ－７
９９．９３ ＭＴ２４０９１８．１

Ｓ１５ 鸡肛拭子
蜡样芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ＢＣ－２
１００．００ ＫＦ８３５３９１．１

Ｓ３６ 鸡肛拭子
地衣芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ Ｒ－ＱＬ－７７－１０
１００．００ ＭＴ０７８６３０．１

Ｓ４０ 鸡肛拭子
副地衣芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ＮＹＧＲ２０
９８．９７ ＭＮ９２２８１２．１

Ｓ４１ 鸡肛拭子
地衣芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ＭＰＦ３８
９９．８６ ＭＴ４８７６８１．１

Ｓ４５ 鸡肛拭子
地衣芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ＱＴ２０１
１００．００ ＭＴ０７２１４５．１

Ｓ４８ 鸡肛拭子
地衣芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ＮＢ４５
９９．８６ ＭＴ５３４５６９．１

Ｓ５１ 鸡肛拭子
地衣芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ＱＴ３３８
１００．００ ＭＴ０４３７３５．１

２．３　 菌株特性

２．３．１　 菌株溶血性　 如图 ３ 所示，２０ 株芽孢杆菌

中，Ｔ１－１、Ｄ２３－２、Ｎ２－６－２、Ｄ２３－２ 和 Ｚ５－１ 的菌

落周围存在溶血环，有溶血现象。 结合细菌的形

态特征、对 ＡＦＢ１的降解率、１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分

析以及溶血试验结果，最终选择 Ｓ５１、Ｓ４８ 和 Ｓ８－２
这 ３ 株地衣芽孢杆菌进行后续试验。

图 ３　 菌株的溶血性

２．３．２　 菌株药敏试验 　 由表 ３ 可知，３ 株地衣芽

孢杆菌均对庆大霉素、多西环素、万古霉素和环丙

沙星敏感，对青霉素 Ｇ、阿奇霉素和克林霉素耐

药，对利福平中度敏感。 其中菌株 Ｓ４８ 对 ８ 种药

物敏感，对 １ 种药物中度敏感；菌株 Ｓ５１ 对 ５ 种药

物敏感，对 ４ 种药物中度敏感；菌株 Ｓ８－２ 对 ４ 种

药物敏感，对 ５ 种药物中度敏感。
２．３．３ 　 菌株生长曲线 　 由图 ４ 可知，Ｓ５１、Ｓ４８、
Ｓ８－２这 ３ 株地衣芽孢杆菌均在培养 ２４ ｈ 达到生

长稳定期，其中菌株 Ｓ５１ 生长速度最快；在前 １２ ｈ

菌株 Ｓ４８ 的生长速度高于 Ｓ８－２；在 ２４ ｈ 之后菌

株 Ｓ８－２ 的生长速度高于 Ｓ４８。 持续监测 ７２ ｈ，３
株地衣芽孢杆菌的浓度均能维持在稳定水平。
２．３．４　 细菌耐受性　 ３ 株芽孢杆菌对不同酸度的

耐受性见图 ５。 ３ 株芽孢杆菌的存活率随着 ｐＨ
值的升高而提升，其中 Ｓ５１ 菌株对不同酸性溶液

的耐受性明显高于另外两株芽孢杆菌，其在 ｐＨ
值 １．０ 条件下的存活率为 ２６．０６％，在 ｐＨ 值 ４．０ 条

件下的存活率为 ６４．１２％。
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表 ３　 ３ 株地衣芽孢杆菌药敏试验结果

药物 药物含量
敏感性

Ｓ４８ Ｓ５１ Ｓ８－２
青霉素 Ｇ １０ Ｕ Ｒ Ｒ Ｒ
苯唑西林 １ μｇ Ｓ Ｉ Ｉ
庆大霉素 １０ μｇ Ｓ Ｓ Ｓ
四环素 ３０ μｇ Ｓ Ｉ Ｉ

多西环素 ３０ μｇ Ｓ Ｓ Ｓ
阿奇霉素 １５ μｇ Ｒ Ｒ Ｒ
万古霉素 ３０ μｇ Ｓ Ｓ Ｓ
克林霉素 ２ μｇ Ｒ Ｒ Ｒ
甲氧苄啶 ５ μｇ Ｓ Ｓ Ｉ
利福平 ５ μｇ Ｉ Ｉ Ｉ
氯霉素 ３０ μｇ Ｓ Ｉ Ｉ

环丙沙星 ５ μｇ Ｓ Ｓ Ｓ

图 ４　 ３ 株地衣芽孢杆菌的生长曲线

图 ５　 ３ 株地衣芽孢杆菌在不同 ｐＨ 值条件下的存活率

３ 株芽孢杆菌对不同浓度胆盐溶液的耐受性

见图 ６。 胆盐对 ３ 株芽孢杆菌均有不同程度的抑

制作用，并随着胆盐终浓度的升高细菌的存活率

降低。 Ｓ４８ 对胆盐的耐受性最低，在 ０．１％和 ０．３％
的胆盐浓度下存活率分别为 ３２．０５％和 ２２．２６％。
在 ０． １％ 的胆盐浓度下 Ｓ５１ 的耐受性最高，为

５１．５４％；在 ０．２％的胆盐浓度下 Ｓ８－２ 的耐受性较

高，为４６．２２％。
２．４　 Ｓ５１ 菌株降解特性

比较菌株 Ｓ５１ 上清液、菌悬液、胞内液对

ＡＦＢ１的降解特性，发现上清液的降解能力最强，
达 ６１．０３％，菌悬液和胞内液的降解效果相对较

弱，降解率分别为 １０．１７％和 ７．１５％（图 ７）。 表明

菌株 Ｓ５１ 对 ＡＦＢ１的脱毒能力主要来源于上清液

中的某种活性物质，而非吸附作用。

图 ６　 ３ 株地衣芽孢杆菌在不同胆盐浓度下的存活率

图 ７　 菌株 Ｓ５１ 各组分对 ＡＦＢ１的降解率

３　 讨论与结论

动物饲料大量堆积容易出现发霉变质现象，
如何对饲料中的黄曲霉毒素进行解毒成为问题关

键。 利用微生物降解黄曲霉毒素是近些年研究较

多的一种解毒方法，目前已发现的降解菌有芽孢

杆菌、乳酸菌、酵母菌、假单胞菌和黑曲霉等［１３］。
芽孢杆菌可以分泌多种酶类和蛋白，通过降解和

吸附的方式将 ＡＦＢ１转化为低毒的或无毒的化合

物达到解毒效果。 本研究采集土壤以及鸡的肠道

和肛拭子样本，经过富集、ＭＹＰ 培养基培养、革兰

氏染色镜检以及含香豆素的培养基培养对分离菌

进行初筛，选出 ２０ 株可能对 ＡＦＢ１具有降解作用

的细菌，经与 ＡＦＢ１ 共培养复筛发现 ４ 株芽孢杆

菌（Ｓ５１、Ｓ４８、Ｓ８－２、Ｓ４５）对 ＡＦＢ１的降解率在 ５０％
以上，通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序鉴定均为地衣芽孢杆

菌。 王康［１４］从发霉的谷物中分离出 ２ 株枯草芽

孢杆菌， 对 ＡＦＢ１ 的降解率分别为 ７０． ６５％ 和
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６１．４２％。细菌对 ＡＦＢ１的降解率与 ＡＦＢ１浓度、反应

时间、反应温度等条件有关［１５］。 Ｗａｎｇ 等［１６］ 从土

壤中分离出 １ 株地衣芽孢杆菌，１２０ ｈ 内对 ＡＦＢ１

的降解率为 ８９．１％。 程思忠等［１７］ 分离出一株能

够降解 ＡＦＢ１的贝莱斯芽孢杆菌，发现其主要通过

上清液中的胞外酶发挥解毒作用。 王明清等［１８］

筛选出一株 ＡＦＢ１降解菌，其各组分中上清液的降

解率最高可达 ９１．７％。 本试验进一步研究表明菌

株 Ｓ５１ 降解 ＡＦＢ１的活性组分主要存在于胞外上

清液中，该结果可为后续分析 Ｓ５１ 菌株降解 ＡＦＢ１

的活性物质奠定基础。
安全性试验是评价细菌能否应用到动物体内

的关键。 细菌的溶血性是筛选菌株的先决条件，
溶血阳性细菌通常被认为存在安全风险，会对宿

主的健康产生威胁［１９］。 通过溶血试验对筛选出

的 ２０ 株芽孢杆菌进行安全性评价，其中 Ｔ１－１、
Ｄ２３－２、Ｎ２－６－２、Ｄ２３－２ 和 Ｚ５－１ 这 ５ 株细菌菌落

周围出现透明的溶血环，表明存在溶血现象。 结

合细菌的复筛结果和菌种测序结果，最终选取 ３
株菌进行后续试验，分别是 Ｓ５１、Ｓ４８、Ｓ８－２。 益生

菌对抗生素的敏感性也是评价细菌安全性的重要

指标之一［２０］。 细菌对抗生素的耐药性既可以是

特定物种所固有的，也可以通过基因突变或水平

基因转移获得［２１］。 携带耐药基因较少的菌株进

入动物体内，其耐药基因转移的风险也会随之减

少［２２］。 药敏试验结果显示 ３ 株菌均对庆大霉素、
多西环素、万古霉素和环丙沙星敏感，对青霉素

Ｇ、阿奇霉素和克林霉素耐药，对利福平中度敏

感。 这与地衣芽孢杆菌对克林霉素的耐药性是固

有特性且与其耐药基因有关的报道相一致［２３］。
对 Ｓ５１、Ｓ４８、Ｓ８－２ 这 ３ 株地衣芽孢杆菌生长

性能的监测结果显示，在 ２４ ｈ 内均能达到生长稳

定期，其中 Ｓ５１ 菌株生长最快，细菌浓度最大；连
续培养 ７２ ｈ，Ｓ５１ 的细菌数量略有下降，菌株 Ｓ４８
和 Ｓ８－２ 的细菌数量略有升高，但 ３ 株细菌的数

量均能够维持在稳定水平，暗示芽孢杆菌进入动

物体内后可以持续发挥降解作用。
能够在胃和小肠的恶劣环境中生存是益生菌

所需的特性之一［２４］。 益生菌进入机体后，首先会

在胃内停留 ３ ｈ，动物胃肠道的 ｐＨ 值为 １．５ ～ ４．０，
经过胃酸的消化后益生菌进入小肠，由胆盐形成

的高渗透环境会改变细胞外膜的通透性从而起到

杀菌作用，胆盐浓度为 ０．０３％ ～ ０．３０％［２５］。 对酸

和胆盐的耐受能力直接影响益生菌能否在动物体

内存活。 通过对 ３ 株地衣芽孢杆菌进行耐受性试

验发现，即使 ｐＨ 值为 １．０ 的强酸情况下，３ 株菌

仍能保持一定的活性，其中菌株 Ｓ５１ 的存活率能

达到 ２０％以上，在 ｐＨ 值 ４．０ 的情况下 Ｓ５１ 的存活

率可以达到 ６０％以上，表明其对酸的耐受性较

强，能够通过胃酸消化。 这与张昊等［２６］的研究结

果一致。 耐胆盐的试验结果显示，芽孢杆菌 Ｓ５１
对胆盐的耐受性最强，在 ０．１％的胆盐浓度下存活

率可达 ５０％以上。 这些结果表明地衣芽孢杆菌

Ｓ５１ 对酸和胆盐的耐受性强于另外 ２ 株菌，有作

为益生菌添加剂的潜力。
本研究从土壤及鸡的肠道和肛拭子样本中分

离出 ２０ 株对 ＡＦＢ１具有降解作用的芽孢杆菌，其
中有 ４ 株地衣芽孢杆菌对 ＡＦＢ１的降解率在 ５０％
以上。 从中筛选出一株对 ＡＦＢ１降解率较高的地

衣芽孢杆菌 Ｓ５１，其具有良好的生长性能，无溶血

现象，耐酸、耐胆盐，耐药性较差，有望作为微生物

添加剂用于降低饲料中 ＡＦＢ１的含量。 后续仍需

开展动物体内试验检测 Ｓ５１ 在动物体内的安全性

和解毒效果。
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