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研究报告 

马尾松毛虫肠道产细菌素细菌的筛选及抑菌特性 

江宇航 1,2  李宏伟 1,2  杨晓洁 1,2   林连兵 1,2  张棋麟*1,2 
1 昆明理工大学生命科学与技术学院  云南 昆明  650500 

2 云南省高校饲用抗生素替代技术工程研究中心  云南 昆明  650500 

摘  要：【背景】细菌素是一类由细菌产生的抗菌肽活性物质，对多种致病菌有抑制和杀灭作用。昆

虫是世界上种类最多、肠道菌群资源最为丰富且多样的动物类群之一。昆虫肠道很可能蕴含着丰富

的产细菌素菌种资源。【目的】以马尾松毛虫(Dendrolimus punctatu)幼虫为研究材料，对其肠道细菌

进行分离、培养和鉴定，获得对典型致病菌有明显抑制作用的产细菌素细菌，推测其抑菌物质，并

对产高活性细菌素细菌的抑菌特性进行研究，进一步丰富产细菌素细菌的资源。【方法】采用传统细

菌纯培养方法分离细菌，利用牛津杯法检测抑菌物质活性，结合菌落形态特征及 16S rRNA 基因序

列确定产细菌素细菌种类；进一步排除有机酸和过氧化氢的干扰，初步证实抑菌物质有类蛋白性质。

【结果】从马尾松毛虫肠道中筛选得到 13 株产细菌素细菌，隶属于芽孢杆菌属(Bacillus)、葡萄球菌

属(Staphylococcus)、嗜冷杆菌属(Psychrobacte)和肠杆菌属(Enterobacter)。抑菌实验结果显示：13 株

产细菌素细菌对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)和大肠杆菌(Escherichia coli)两种重要病原指

示菌有一定程度的抑制效果，尤其是解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens) MW-1 产生的细菌

素经不同温度和酸碱性处理后仍保持较好的抑菌活性，而且经单因素方差分析发现在 pH 7.0和 37 °C

时抑菌活性最佳。【结论】马尾松毛虫肠道内存在多种产细菌素细菌且对重要病原菌有抑制作用。菌

株 MW-1 细菌素具有高效的病原菌抑菌能力，所产细菌素对热和酸碱处理稳定性较好，显示了替代

抗生素的应用潜力。 
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菌素稳定性 
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Abstract: [Background] Bacteriocin is a group of antibacterial-peptide substance produced by bacteria, 
with an inhibition and killing effect on various pathogenic bacteria. Insect, as the most abundant animal 
groups, is one of animals containing the most abundant and diverse intestinal microbial community in the 
world. Insect intestines may contain a rich bacteriocin-producing bacteria resource. [Objective] Sampling 
Dendrolimus punctatus larvae as experimental materials, its intestinal bacteria were isolated, and these 
bacteria were further cultured and identified. Bacteriostatic bacteria with obvious inhibitory effect on 
typical pathogens were obtained. Bacteriostatic substance was preliminarily speculated, and 
bacteriocin-producing bacteria with high bacteriostatic activity were investigated to further enrich 
resources of the bacteriocin-producing bacteria. [Methods] The bacteria were isolated by traditional-pure 
culture method, activity of the bacteriostatic substance was detected by using Oxford cup method, and 
bacteriocin-producing species were determined by combining morphological characteristics and 16S rRNA 
gene sequences of colony; interference of organic acid and hydrogen peroxide was further eliminated, and 
the bacteriostatic substance was preliminarily demonstrated with protein-like properties. [Results] 
Thirteen strains of the bacteriocin-producing bacteria were screened from intestine of the D. punctatus 
larvae, which belong to genera Bacillus, Staphylococcus, Psychrobacter and Enterobacter. Results of 
bacteriostatic experiments showed that these 13 strains have a certain degree of inhibitory effects on two 
species of typically pathogenic indicator bacteria, Staphylococcus aureus and Escherichia coli. In 
particular, bacteriocin produced by Bacillus amyloliquefaciens MW-1 maintained a good antibacterial 
activity after treating with different temperature and pH conditions, and an optimum bacteriostatic activity 
was obtained under pH 7.0 and 37 °C. [Conclusion] Many species of the bacteriocins-producing bacteria 
in the intestine of the D. punctatus larvae present antibacterial effects on important pathogens. The strain 
MW-1 with high bacteriostatic activity for pathogen shows potential to replace antibiotic, bacteriocin of 
which exhibited a good stability under heat, acids and alkaline treatments. 

Keywords: Dendrolimus punctatus, bacteriocin-producing bacteria, identification of bacteria species, 
antibacterial activity, protein-like bacteriocin, Bacillus amyloliquefaciens, bacteriocin stability 
 

细菌对抗生素的耐药性是全世界健康领域急

需解决的主要问题之一[1-2]，因此，寻找具有广泛来

源、安全高效、可广泛应用等特点的新型抗生素

替代品迫在眉睫。细菌素是细菌在生长代谢过程

中产生的一类天然大分子蛋白或小分子短肽，对

多种致病性细菌有明显的抑制或杀灭作用，同时

具有安全、高效、无残留等多重优势[3]。随着人们

的深入了解，细菌素受到了广泛的关注[4]。然而，

已有的产细菌素细菌存在菌种资源有限、抑菌特

性差、抑菌适用条件较单一等问题[5-6]。目前大多

数研究仅关注乳杆菌属(Lactobacillus)和芽孢杆菌

属(Bacillus)的产细菌素细菌，对于其他类群的产

细菌素细菌关注较少[7-8]。有研究表明，葡萄球菌

属(Staphylococcus)[9]、肠球菌属(Enterococcus)[10]等

多个属的细菌也能产生高活性的细菌素，具有一

定的应用潜能，但相关研究还较为缺乏 [11]。此

外，分离获得的产细菌素细菌主要是从鸡[12]、牦

牛[13]等脊椎动物生活的环境与肠道中获得，极少
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有人关注其他动物类群肠道中的产细菌素细菌资

源。对产细菌素细菌类群及其来源范围关注的局

限性，阻碍了人们对产细菌素细菌资源的挖掘和

认识。 

昆虫是地球上分布最广、环境适应能力最强

以及物种数目最多的动物类群[14-15]。许多昆虫肠

道中具有与其他动物类群相似或独特的肠道菌

群。此外，昆虫作为无脊椎动物，不具备完善的

由 B 细胞和 T 细胞介导的获得性免疫系统，使得昆

虫更易遭到致病性微生物的侵害[16]。研究发现，

昆虫，尤其是对环境有极好适应性的重大农业和林

业害虫，其自身和肠道内细菌能分泌某些免疫物质

或抗菌肽蛋白，有效地帮助昆虫抵抗病毒、致病

性细菌和真菌的入侵[17]。可见，昆虫肠道中具有

丰富的益生菌资源，很可能包含多种产细菌素的

细菌种类。因此，本文以我国秦岭至淮河以南各

省 广 泛 分 布 的 历 史 性 森 林 害 虫 马 尾 松 毛 虫

(Dendrolimus punctatus) (鳞翅目枯叶蛾科松毛虫

属，又名毛辣虫)幼虫为实验材料，筛选其肠道中

具有产细菌素能力的细菌，对其抑菌效果进行评

价，初步推断细菌素成分，并探索部分抑菌活性

较强菌种其细菌素的最佳抑菌条件，以期进一步丰

富产细菌素细菌资源，也为后续挖掘和深入研究

昆虫肠道内产细菌素细菌资源提供有价值的参考

信息。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

病原指示菌株：大肠杆菌(Escherichia coli)和

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)均由昆明理

工大学高校饲用抗生素替代技术工程研究中心提

供，试验前利用无菌新鲜 LB 液体培养基将两种指

示菌浓度调整为 1.0×108 CFU/mL 备用。 

1.2  主要试剂和仪器及培养基 

盐酸、75%乙醇、胃蛋白酶、氢氧化钠、胰蛋

白酶、结晶紫、蛋白酶 K、碘液和过氧化氢酶，上

海源叶生物科技有限公司。细菌基因组 DNA 提取

试剂盒、PCR 试剂和引物，生工生物工程(上海)股

份有限公司。 

酸碱度 pH 计，雷磁-上海仪电科学仪器有限公

司；台式高速离心机，Eppendorf 公司；体式显微

镜，奥林巴斯股份有限公司；落地式超净工作

台，上海苏坤实业有限公司；恒温培养箱，三洋

电器股份有限公司；恒温摇床，上海捷呈实验仪

器有限公司；超低温冰箱，赛默飞世尔科技有限

公司。 

LB 营养培养基[12] 25.0 g/L，乳酸细菌培养

基(Lactic Acid Bacteria Culture Medium，MRS)[3]   

41.5 g/L，牛肉膏蛋白胨培养基(Beef Extract Peptone 

Medium，NA)[18] 18.0 g/L，哥伦比亚血琼脂培养基

(Columbia Blood Agar Medium，CA)[18] 39.0 g/L，

上海汉尼生物技术有限公司。 

1.3  产细菌素菌株的分离纯化 

供试虫源于 2019 年 7 月采自贵州省天柱县，

4−5 龄健康幼虫。经 cox1 分子标记进一步确认其种

名后，于超净工作台上利用无菌水对 50 头马尾松

毛虫幼虫体表进行冲洗 3 次，放置于装有 75%乙醇

的无菌烧杯中浸泡 2 min 进行体表消毒，再利用无

菌水冲洗 3 次。解剖镜下迅速收集肠道，放置于装

有 600 μL 无菌水的 1.5 mL 已灭菌 EP 管中，用研

磨棒充分研磨匀浆，无菌水补齐至 1 mL。迅速利

用无菌水梯度稀释至 10−1、10−3、10−5、10−7 这 4 个

梯度，取各梯度稀释液 100 μL，均匀涂布于 LB、

NA、MRS、CA 这 4 种培养基上，设置 3 个重复。

涂布后的平板置于 37 °C 恒温培养 24 h 后，利用无

菌接种环挑取单菌落于平板上划线，第一轮初步

纯化后，再照此重复 3 次进一步纯化，共计纯化   

4 次后获得最终纯培养菌株。由于所分离和培养

菌株分类地位及最适培养温度未知，因此根据文

献[19]选择 37 °C 作为分离、培养菌株和完成后续

试验的温度条件。最后，将单菌落根据表型特征

进行初步鉴定并编号，置于装液量为 5 mL 的无菌

EP 管中，于 37 °C、150 r/min 恒温摇床培养 12 h，
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在 50%的甘油中于−80 °C 超低温保存。 

1.4  产细菌素细菌的无细胞培养液(无菌发酵

液)的制备 

将获得的单菌落培养液以 1%的接种量接种于

装液量为 200 mL 的无菌锥形瓶中，参照以往类似

研究[12,18-19]，于 37 °C、150 r/min 恒温摇床培养  

24 h，利用对应细菌筛选液体培养基将其菌液稀释

至 1.0×106 CFU/mL，取稀释液 4 °C、12 000 r/min

离心 10 min，弃沉淀、收集上清。通过 0.22 μm 的

微孔滤膜去除菌体细胞，得到不同菌株的无细胞

培养液(无菌体发酵液)，密封放置于 4 °C 冰箱中

备用。 

1.5  产细菌素菌株的筛选 

采用牛津杯双层平板法筛选，对金黄色葡萄

球菌和大肠杆菌 2 种病原指示菌株有拮抗作用的产

细菌素细菌进行初选。以 LB 固体培养基和 100 μL

指示菌与 4 mL LB 半固体培养基的混合液配制成

LB 双层平板，用无菌镊子夹取直径 8.0 mm 牛津杯

水平放置于 LB 双层平板上，吸取各菌株无细胞培

养液 200 μL 加入牛津杯中，于 4 °C 恒温冰箱中静

置 3−4 h，使其充分扩散后，再于 37 °C 恒温培养

12 h，观察有无透明抑菌圈。用游标卡尺准确测量

并记录抑菌圈直径，具有抑菌效果的菌株确定为

产细菌素细菌，进行下游实验。以等量的各菌株

对应高温灭活的无细胞培养液作为对照(200 μL)。

然后，对初选获得的产细菌素细菌再进行 3 次独立

重复实验，以进一步通过复选确认其抑菌效果。 

1.6  产细菌素细菌的菌种鉴定 

1.6.1  形态学鉴定 

将筛选获得的各产细菌素细菌单菌落，利用

肉眼初步观察菌落表观形态。挑取单菌落均匀涂

布于载玻片上，革兰氏染色后，置于 40 倍显微镜

物镜下观察其显微形态，初步确定各产细菌素细

菌的分类地位。 

1.6.2  分子鉴定 

按细菌基因组 DNA 提取试剂盒的操作步骤，

提取各产细菌素细菌新鲜培养液的 DNA。以提取

获得的细菌基因组 DNA 为模板，选择 27F (5′-AG 

AGTTTGATCMTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACG 

GYTACCTTGTTACGACTT-3′)两条通用引物对 16S 

rRNA 基因序列进行 PCR 扩增。PCR 反应体系   

(25 μL)：2×Mix 12.5 μL，DNA 模板(50 ng/μL)    

2 μL，正、反向引物(5 μmol/L)各 0.5 μL, ddH2O 补

足 25 μL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 30 s，

52 °C 30 s，72 °C 50 s，30 个循环；72 °C 10 min。

PCR 扩增产物经 1.5%的琼脂糖电泳检测后，送至

生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序。测

序结果提交至 GenBank 数据库，采用 BLAST 在

线服务器与细菌数据库进行比对后，选取得分最

高、序列一致性在 99%以上的已知细菌种类确定

为目标物种，确定各产细菌素细菌的种类。 

1.7  抑菌物质确定 

1.7.1  有机酸和过氧化氢的排除 

为了排除有机酸的干扰，通过 pH 计测定各产

细菌素细菌无细胞培养液的 pH 值，选择对应最低

pH 值相同的乳酸和乙酸 2 种有机酸溶液，以抑菌

拮抗作用较好的指示菌为抑制对象，分别观察 2 种

酸是否具有抑菌效果。实验以未添加酸的无细胞

培养液为对照。实验独立重复 3 次，记录分析抑菌

圈直径，判断有机酸是否有抑菌作用。 

为排除过氧化氢的干扰，首先将各产细菌素

细菌的无细胞培养液上清 pH 均调至 7.0，加入终浓

度为 0.5 mg/mL 的过氧化氢酶，于 37 °C 恒温水浴

处理 2 h，以未加过氧化氢酶的无细胞培养液为对

照。实验独立重复 3 次。利用牛津杯双层平板法，

以抑菌拮抗作用较好的指示菌为抑制对象进行抑

菌试验，记录分析抑菌圈直径，判断过氧化氢是

否产生抑菌作用。 

1.7.2  蛋白类抑菌物质的确定 

为验证各产细菌素菌株所产生的细菌素为类

蛋白，分别向各产细菌素菌株的无细胞培养液上

清中添加蛋白酶 K、胃蛋白酶和胰蛋白酶，使其终
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浓度为 1 mg/mL，于 37 °C 恒温水浴 2 h 后，再置

于 80 °C 恒温水浴 15 min，使蛋白酶失活。以未处

理的无细胞培养液为对照，设置 3 组平行。将各产

细菌素菌株进行病原指示菌的抑菌试验，记录分

析抑菌圈直径，判断抑菌活性物质是否有类蛋白

性质，实验独立重复 3 次。 

1.8  细菌素的热、酸碱稳定性测定 

将抑菌活性最佳菌株的发酵上清液分别按以

下处理进行细菌素粗蛋白液的热、酸碱稳定性测

定：(1) 37、50、60、70、80、90、100 °C 处理  

30 min，冷却至室温；(2) 以 1 mol/L 的 HCl 或

NaOH 溶液调节 pH 为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、

8.0、9.0、10.0、11.0，37 °C 温育 24 h 后，调回 

pH 6.5。采用牛津杯法对病原指示菌进行抑菌试

验，以经相同处理的高温灭活无细胞培养液为对

照，同时进行单因素方差分析及多重比较，每组

设置 3 个重复。 

1.9  数据分析 

所有测得的数据均包含 3 次生物学重复，以平

均值±标准差(SD)方式呈现。利用 Microsoft Excel 

2007 和 IBM SPSS 22.0 统计软件分别对数据进行整

理分析。数据对间显著性检验利用 t 检验(Student’s 

t Test)进行；采用 One-Way ANOVA 进行单因素方

差 分 析 和 最 小 显 著 差 异 法 (Least-Significant 

Difference，LSD)测验不同 pH 和温度处理下细菌

素活力间多重比较的差异显著性。显著性水平阈

值 P=0.05。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的分离 

依据菌落大小、颜色、形状等表观特征，从

50 份样品中共分离获得 168 株纯培养物，其中 LB

培养基上 66 株、NA 培养基上 32 株、MRS 培养基

上 25 株、CA 培养基上 45 株。大部分单菌落形状

呈圆形、椭圆形，部分呈饼状；菌落颜色大部分

呈乳白色、白色，少部分呈黄色、淡黄色；有的单

菌落在发酵过程中还可形成菌膜，在振荡摇匀后呈

絮状悬浮于试管内。 

2.2  产细菌素菌株的筛选 

初筛发现有 13 株菌对金黄色葡萄球菌和大肠

杆菌 2 种指示菌有明显的抑菌作用(表 1)。抑菌结

果显示：在各菌株对照组抑菌圈大小基本一致、无

抑菌圈的条件下，所有 13 个菌株对金黄色葡萄球

菌 的 抑 菌 圈 范 围 在 11.35±0.21 mm (MW-8)− 

24.26±0.49 mm (MW-1)之间；对大肠杆菌的抑菌圈

范 围 在 10.72±0.14 mm (MW-63)−22.31±0.58 mm 

(MW-1)之间，其中 MW-1 对金黄色葡萄球菌和大

肠杆菌的抑菌作用均最佳，因此选该菌株为后续

主要研究对象。此外，13 株菌中有 10 株产生的细

菌素对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径比大肠杆菌

的抑菌圈直径大，对金黄色葡萄球菌具有更好的

抑菌效果，因此选择金黄色葡萄球菌为后续研究

的 病 原 指 示 菌 。 除 MW-1 外 ， 与 对 照 相 比 ，

MW-2、MW-4 和 MW-26 这 3 株芽孢杆菌属细菌对

2 种指示菌也有极明显的抑制作用(P<0.01)，尤其

对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径均在 20 mm 以

上，排名第 2−4 位。MW-8 对大肠杆菌的抑菌效果

也极佳，仅次于 MW-1，可达 21.62±0.36 mm。相

反，MW-32、MW-35、MW-60、MW-63、MW-69

和 MW-79 这 6 个菌株抑菌活性相对较弱，但与对

照相比也存在显著差异(P<0.05)，透明抑菌圈极为

明显。 

2.3  产细菌素菌株的鉴定 

2.3.1  形态学鉴定 

对 13 株产细菌素细菌革兰氏染色后发现：

MW-1、MW-2、MW-4 和 MW-26 这 4 株菌为革兰

氏阳性菌，菌落直径较大，菌落边缘不规则，均有

芽孢产生；MW-32、MW-35、MW-60、MW-69、

MW-63 和 MW-79 这 6 株菌为革兰氏阳性菌，菌

落呈球状，显微形态观察到各细胞之间呈葡萄串

状排列；MW-3 和 MW-7 这 2 株菌菌落颜色呈黄

色，为革兰氏阴性菌，显微形态观察到细胞呈直

杆状；MW-8 同属革兰氏阴性菌，菌落呈白色，显

微观察到细胞呈球杆状，无鞭毛、无芽孢。部分
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代表性菌株的菌落形态见图 1。最后，根据《常见

细菌系统鉴定手册》[20]初步判定，13 株菌中包含葡

萄球菌属、泛菌属和芽孢杆菌属等多个种属的细

菌，具体描述见表 2。 

2.3.2  分子鉴定 

将 13 株产细菌素菌株的 16S rRNA 基因序列提

交到 NCBI，通过在线 BLAST 工具在 GenBank 数

据库中与所有已收录的细菌 16S rRNA 基因序列进

行相似性比较，选取相似性在 99%以上且比对得 

分最高的已知细菌种类确定目标物种。结果显

示，13 株产细菌素菌株中有 4 株为芽孢杆菌属中的

解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)、纺锤

形赖氨酸芽孢杆菌(Lysinibacillus fusiformis)和枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis)；6 株为葡萄球菌属中

的表皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis)、华纳

氏葡萄球菌(Staphylococcus warneri)和巴氏葡萄球

菌 (Staphylococcus pasteuri) ； 2 株 为 肠 杆 菌 属

(Enterobacter) 中 的 聚 团 肠 杆 菌 (Enterobacter 

agglomerans)；1 株为嗜冷杆菌属(Psychrobacter)中

的嗜冷杆菌(Psychrobacter pulmonis)，如表 2 所示。 

 
表 1   产细菌素菌株的抑菌活性 
Table 1  Bacteriostatic activity of bacteriocin-producing bacteria strains 

菌株 

Strains 

金黄色葡萄球菌 

Staphylococcus aureus (mm) 

对照组 

Control group (mm) 

P 值 

P values 

大肠杆菌 

Escherichia coli (mm) 

对照组 

Control group (mm) 

P 值 

P values 
MW-1 24.26±0.49 8.36±0.12  0.000 22.31±0.58 8.27±0.09 0.000 

MW-2 23.10±0.57 8.12±0.06 0.000 16.31±0.24 8.03±0.01 0.001 

MW-3 16.36±0.36 8.04±0.02 0.001 18.65±0.61 8.16±0.06 0.000 

MW-4 22.52±0.62 8.12±0.05 0.000 20.36±0.42 8.18±0.08 0.000 

MW-7 12.39±0.45 8.23±0.09 0.023 17.28±0.39 8.15±0.06 0.000 

MW-8 11.35±0.21 8.12±0.04 0.029 21.62±0.42 8.06±0.02 0.000 

MW-26 21.36±0.36 8.06±0.02 0.000 19.25±0.35 8.24±0.11 0.000 

MW-32 16.86±0.25 8.14±0.03 0.000 14.26±0.47 8.17±0.06 0.006 

MW-35 16.23±0.72 8.06±0.02 0.001 15.35±0.24 8.20±0.08 0.002 

MW-60 15.24±0.53 8.21±0.06 0.002 13.65±0.23 8.09±0.02 0.012 

MW-63 15.38±0.19 8.12±0.05 0.002 10.72±0.14 8.26±0.11 0.039 

MW-69 16.52±0.29 8.24±0.07 0.001 15.23±0.36 8.29±0.10 0.002 

MW-79 16.48±0.26 8.16±0.06 0.001 13.29±0.16 8.07±0.03 0.013 

注：表中所示数据包含牛津杯直径 8.00 mm；n=9，为 3 次生物学重复中每次的样本总量。下同 

Note: The data shown in the table include Oxford cup diameter of 8.00 mm; The n=9 is the total number of samples in three biological 
replicates, and each biological replicate contains three technical replicates. The same below 

 

 
 
图 1  部分产细菌素菌株菌落形态 
Figure 1  Colony morphology of several bacteriocin-producing bacteria strains  
Note: A: MW-2; B: MW-1; C: MW-3; D: MW-32 
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表 2  产细菌素菌株的形态学与分子鉴定 
Table 2  Morphological and molecular identification of bacteriocin-producing bacteria strains 

菌株 

Strains 

表形 

Morphological characteristics of 
bacterial colony 

显微形态 

Micromorphology of bacteria 

分子鉴定 

Molecular  
identification 

序列一致性 

Sequence 
identity (%) 

GenBank 登录号

GenBank 
accession No. 

MW-1 白色、椭圆形、菌落表面有褶 

皱，边缘不规则 

White, oval, colony surface with 

fold and irregular edge 

有内生芽孢，芽孢呈卵圆形，细胞形

态呈杆状，为革兰氏阳性菌 

With endophytic spores, oval spores, and 

rod-shaped cells, Gram-positive bacteria

解淀粉芽孢杆菌 

Bacillus  

amyloliquefaciens 

100 MF581449 

MW-2 淡黄色、圆形，菌落表面较为 

平整 

Light yellow, round, and  

relatively flat colony surface 

有芽孢、细胞形态呈杆状，为革兰氏

阳性菌 

With spores, rod-shaped cells, 

Gram-positive bacteria 

纺锤形赖氨酸芽 

孢杆菌 

Lysinibacillus  

fusiformis 

99 MH085463 

MW-4, 

MW-26 

白色、圆形，菌落表面有褶 

皱，边缘不规则 

White, round, colony surface  

with fold and irregular edge 

有芽孢，细胞形态呈直杆状，为革兰

氏阳性菌 

With spores, straight-rod cell shape, 

Gram-positive bacteria 

枯草芽孢杆菌 

Bacillus subtilis 

100 KY848338 

MW-3,  

MW-7 

黄色、圆形，菌落表面光滑， 

边缘整齐 

Yellow, round, colony with 

surface smooth and neat edge  

细菌形态呈直杆状，为革兰氏阴性菌

Straight-rod bacteria, Gram-negative 

聚团肠杆菌 

Enterobacter  

agglomerans 

99 AF130934 

MW-8 白色，球状、菌落表面光滑 

White, spherality, colony with 

smooth surface  

细菌形态呈球杆状，为革兰氏阴性菌

Rod-shaped bacteria, Gram-negative 

嗜冷杆菌 

Psychrobacter  

pulmonis 

99 KU364058 

MW-32, 

MW-35, 

MW-60, 

MW-69 

白色，球状，菌落表面光滑， 

边缘整齐 

White, spherality, colony with 

surface smooth, neat edge 

细菌呈葡萄串状排列，为革兰氏阳 

性菌 

With arranged clusters of grapes, 

Gram-positive 

表皮葡萄球菌 

Staphylococcus  

epidermidis 

100 MN511770 

MW-63 白色，球状，菌落表明光滑， 

边缘整齐 

White, spherality, colony with 

surface smooth and neat edge 

细胞形态呈球状，葡萄串状排列， 

为革兰氏阳性菌 

With spherical cells, arranged clusters  

of grapes, Gram-positive 

巴氏葡萄球菌 

Staphylococcus  

pasteuri 

99 KT003275 

MW-79 白色、球状，菌落表面湿润， 

边缘整齐 

White, spherality, wet colony 

surface with neat edge 

细菌呈葡萄串状排列，为革兰氏阳 

性菌 

With arranged clusters of grapes, 

Gram-positive 

华纳氏葡萄球菌 

Staphylococcus  

warneri 

99 KT211483 

 
 

2.4  产细菌素菌株的抑菌物质研究 

与 13 株产细菌素菌株的无细胞培养液上清最

低 pH (5.1)值一致的乳酸和乙酸 2 种有机酸，分别

对金黄色葡萄球菌进行抑菌拮抗。结果显示，与

未添加有机酸的无细胞培养液对照组明显的抑制

指示菌效果(表 1)相比(P<0.05)，2 种酸分别对各个

产细菌素菌株处理组均未显示抑菌效果(无明显抑

菌圈出现)，表明有机酸并非抑菌物质，可初步排

除有机酸的干扰。过氧化氢酶对产细菌素细菌的

无细胞培养液上清处理后，其抑菌圈直径与未加

过氧化氢酶的对照相比，抑菌圈直径未发生显著

减小(P>0.05)，可初步排除过氧化氢的干扰。此

外，利用蛋白酶 K、胰蛋白酶和胃蛋白酶等蛋白酶

类物质分别对各产细菌素菌株进行处理后，发现

其抑菌活性均有显著下降(P<0.05)且对一种或多种

蛋 白 酶 敏 感 。 其 中 ， 菌 株 MW-1 、 MW-2 、

MW-4、MW-26 和 MW-60 这 5 株菌对 3 种蛋白酶

均敏感；MW-8 对胰蛋白酶和胃蛋白酶敏感；
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MW-3 和 MW-7 对蛋白酶 K 和胰蛋白酶敏感；

MW-32、MW-35、MW-69 和 MW-79 这 4 株菌对蛋

白酶 K 和胃蛋白酶敏感；MW-63 仅对蛋白酶 K 敏

感，结果见表 3。 

2.5  解淀粉芽孢杆菌细菌素的稳定性测定 

将 MW-1 培养液上清在不同温度和不同 pH 值

条件下分别对金黄色葡萄球菌进行抑菌拮抗实

验。结果显示：在过酸(pH 3.0)和过碱(pH 11.0)处

理后，MW-1 细菌素仍保持一定的抑菌活性。在

pH 3.0 条件下，对病原指示菌的抑菌圈直径为

16.07±0.21 mm；在 pH 11.0 条件下，对病原指示菌

的抑菌圈直径为 12.36±0.02 mm，相比其他 pH 条

件显著达到最低(P<0.05)，但仍保持明显的抑菌活

性。此外，细菌素在 pH 3.0−11.0 之间均具有明显的

抑菌活性(抑菌圈直径均在 12 mm 以上)，经单因素

方差分析发现在 pH 7.0 时抑菌圈直径相较其他 pH

条件显著达到最大(P<0.05)，为 23.24±0.52 mm  

(图 2A，表 4)。在 100 °C 高温处理 30 min 后，

MW-1 细 菌 素 对 病 原 指 示 菌 的 抑 菌 圈 直 径 为

12.24±0.04 mm，达到所有温度处理中最小的抑菌 

 
表 3  产细菌素细菌的抑菌物质确定(抑菌圈直径，mm) 
Table 3  Determination of bacteriostatic substances produced by bacteria (bacteriostatic diameters (mm)) 

菌株 

Strains 

过氧化氢酶 

Catalase 

蛋白酶 K 

Protease K 

胰蛋白酶 

Trypsin 

胃蛋白酶 

Pepsin 

对照 

Control  

MW-1 22.65±0.41 8.36±0.12** 8.19±0.10** 8.16±0.17** 24.16±0.32 

MW-2 21.85±0.36 8.12±0.09** 16.35±0.11* 8.37±0.14** 23.04±0.52 

MW-3 18.58±0.28 10.14±0.21* 8.26±0.13** 15.25±0.29 18.56±0.42 

MW-4 21.79±0.48 8.35±0.11** 8.12±0.12** 8.14±0.14** 22.64±0.28 

MW-7 17.14±0.56 9.36±0.14** 8.32±0.21** 15.35±0.19 17.32±0.48 

MW-8 20.26±0.45 17.25±0.23 8.25±0.18** 8.32±0.14** 21.62±0.42 

MW-26 20.64±0.22 8.16±0.17** 8.32±0.26** 8.36±0.25** 21.21±0.21 

MW-32 16.02±0.46 10.65±0.21* 14.38±0.20 8.25±0.10** 16.74±0.68 

MW-35 15.32±0.26 9.85±0.13* 12.78±0.15 8.28±0.12** 16.29±0.19 

MW-60 15.03±0.52 12.20±0.25* 8.26±0.12** 13.14±0.12* 15.21±0.56 

MW-63 15.14±0.63 8.21±0.23** 13.59±0.10 15.06±0.13 15.32±0.13 

MW-69 16.36±0.32 12.24±0.14* 14.35±0.32 10.65±0.10* 16.46±0.35 

MW-79 16.08±0.25 9.92±0.25* 15.25±0.10 8.16±0.11** 16.53±0.31 

注：n=9；*和**分别表示该组数据与菌株对应的对照数据间差异显著和极显著(P<0.05，P<0.01) 

Note: n=9; *, ** indicate significant or extremely significant difference of this data relative to that of its corresponding control 

 

 
 
图 2  解淀粉芽孢杆菌细菌素的酸碱稳定性(A)和热稳定性(B) 
Figure 2  Stability of bacteriocin from Bacillus amylolyticus for acid, alkali (A) and temperature (B) 
注：每一个处理点上，处理组和对照组间两两比较均具有差异显著性(P<0.05) 

Note: At each treatment point, there was significant difference between treatment and control groups (P<0.05) 
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圈直径，仍具有明显抑菌效果；经 80 °C 处理     

30 min 后，抑菌圈直径从 37 °C 的 24.26±0.49 mm

显著下降到了 18.39±0.23 mm；在 37−100 °C 范围

内，经单因素方差分析发现抑菌效果在 37 °C 相较

其他温度条件显著达到最佳抑菌效果(P<0.05)，抑

菌圈直径呈现出随处理温度的升高而降低的趋

势，而且在高温区段(80−100 °C)中下降的幅度最

大(图 2B，表 5)。 

3  讨论与结论 

本研究从马尾松毛虫幼虫肠道样本中通过不

同细菌培养基共筛选获得 13 株具有产细菌素能力

的细菌。经形态学和 16S rRNA 基因序列分子鉴定

后，发现这些细菌分别隶属于芽孢杆菌属、葡萄球

菌属、肠杆菌属以及嗜冷杆菌属等。它们中的绝大

多数(如芽孢杆菌属、葡萄球菌属以及肠杆菌属)已

在其他松毛虫(云南松毛虫幼虫，Dendrolimus houi) 

 
表 4  解淀粉芽孢杆菌细菌素酸碱稳定性的单因素方差分析及多重比较 
Table 4  Single factor analysis of variance and multiple comparison of acid-base stability of bacteriocin from Bacillus 
amylolyticus 

pH 组  

pH groups  

平均值 

Mean values 

标准误 

Standard errors (SE) 

P 值 

P values 

95%置信区间 

95% Confidence limits 

上限 Upper limit 下限 Lower limit 

pH 5.0 vs. pH 6.0 −2.340  0.676  0.003  −1.664  −3.016  

pH 7.0 −3.560  1.027  0.000  −2.533  −4.587  

pH 8.0 −0.460  0.132  0.118  −0.328  −0.592  

pH 9.0 2.320  0.670  0.005  2.990  1.650  

pH 6.0 vs. pH 7.0 −1.220  0.350  0.035  −0.870  −1.570  

pH 8.0 1.880  0.545  0.003  2.425  1.335  

pH 9.0 4.660  1.346  0.000  6.006  3.314  

pH 7.0 vs. pH 8.0 3.100  0.895  0.034  3.995  2.205  

pH 9.0 5.880  1.696  0.000  7.576  4.184  

pH 8.0 vs. pH 9.0 2.780  0.802  0.001  3.582  1.978  

注：多重比较分析采用最小显著差异方法 

Note: Multiple comparison analysis was done by the LSD method 

 
表 5  解淀粉芽孢杆菌细菌素热稳定性的单因素方差分析及多重比较 
Table 5  Single factor analysis of variance and multiple comparison of thermostability of bacteriocin from Bacillus 
amylolyticus 

Tm 组 

Tm groups 

平均值 

Mean values 

标准误 

Standard errors (SE) 

P 值 

P values 

95%置信区间 

95% Confidence limits 

上限 Upper limit 下限 Lower limit 

37 °C vs. 50 °C  1.120  0.323  0.026  1.443  0.797  

60 °C  1.860  0.539  0.006  2.399  1.321  

70 °C  4.070  1.176  0.000  5.246  2.894  

80 °C  5.490  1.586  0.000  7.076  3.904  

50 °C vs. 60 °C  0.740  0.216  0.033  0.956  0.524  

70 °C  2.950  0.853  0.001 3.803  2.097  

80 °C  4.370  1.262  0.000  5.632  3.108  

60 °C vs. 70 °C  2.210  0.637  0.000  2.847  1.573  

80 °C  3.630  1.047  0.000  4.677  2.583  

70 °C vs. 80 °C  1.420  0.410  0.008  1.830  1.010  

注：多重比较分析采用最小显著差异方法 

Note: Multiple comparison analysis was done by the LSD method 
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肠道菌群中被报道[21]。随着研究者对产细菌素细

菌和细菌代谢抑菌物相关的深入研究，发现芽孢

杆菌属中存在着多种产高活性细菌素种类的细

菌，以往研究[22]从白蚁(Termite)成虫肠道中分离获

得一株产细菌素的蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)，

其 对 金 黄 色 葡 萄 球 菌 和 李 斯 特 菌 (Listeria 

monocytogenes)等常见致病菌显示了较好的抑制效

果；一种名为“美菊素”的新型细菌素从枯草芽孢杆

菌中被鉴定[23]，其具有高稳定性，能够对蜡样芽胞

杆菌、金黄色葡萄球菌和志贺氏菌(Shigella)等革

兰氏阳性致病菌有明显抑制作用，有广泛应用于

食品、医疗等行业中替代抗生物素的潜力。因

此，未来对昆虫肠道中芽孢杆菌属细菌应关注其

产高效细菌素的潜力。表皮葡萄球菌、巴氏葡萄

球菌和溶葡萄球菌(Staphylococcus dissolve)等葡萄

球菌属的多种细菌也能够产生一种称为“葡萄球菌

素”的细菌素，其对多种致病菌能起到很好的抑制

作用[24]。大量研究发现：表皮葡萄球菌、巴氏葡

萄球菌和华纳氏葡萄球菌等产羊毛硫葡萄球菌素

的葡萄球菌通常是一类生物安全菌[25-26]，而且这

些葡萄球菌属细菌也在本研究中分离得到并具有

较好抑菌特性的细菌素。嗜冷杆菌属具有产细菌

素能力的细菌，目前在部分专利中已有报道[27]；

在以往研究中，肠杆菌属的细菌(阴沟肠杆菌，

Enterobacter cloacae) 也 已 被 发 现 产 细 菌 素 的 能   

力[28]。因此，本研究进一步明确了嗜冷杆菌和肠

杆菌的产细菌素能力。以上证据也表明松毛虫肠

道中具有丰富的产细菌素细菌资源。此外，细菌

素是产细菌素细菌资源的价值所在，本研究中各

产细菌素菌株抑菌活性对供试蛋白酶中的一种或

多种具有敏感性，因此初步确定细菌素可能为类

蛋白物质，而且这些细菌素成分多样、复杂，可确

定不是同一种类蛋白物质。当然，对于其确切的

成分仍需要采用多种实验手段进一步证实，例如

对其纯化以及蛋白胶和质谱鉴定等。 

获得高活性产细菌素细菌的同时，其细菌素是

否具有良好抑菌活性也是值得考虑的问题[29-30]。本

研究通过对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌这 2 种代表

性病原菌的抑菌试验，初步探讨了各菌株产细菌

素的抑菌活性：13 株产细菌素细菌对病原指示菌

有不同程度的抑菌效果。值得注意的是，解淀粉

芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌均具备较高活性，这分

别与罗宝龙等 [19]从猪源分离得到的枯草芽孢杆

菌，以及 Ayed 等[31]从土壤中分离得到的解淀粉芽

孢杆菌对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌效果

相似。本研究中，大多数菌株为革兰氏阳性菌，

它们均显示了对金黄色葡萄球菌比大肠杆菌更好

的抑菌效果；少数菌株为革兰氏阴性菌，对大肠

杆菌的抑菌效果好于金黄色葡萄球菌，表明马尾

松毛虫肠道中非厌氧可培养细菌以革兰氏阳性菌

居多。另外，抑菌结果与不同革兰氏性质细菌来

源的细菌素通常对相同性质菌株的抑制效果更好

的规律相一致，进一步表明实验结果的可靠性。 

本研究选取抑菌活性最佳的解淀粉芽孢杆菌

为代表，对其细菌素的稳定性进一步进行评估。

该菌株产生的细菌素具有较好的活性和一定程度

的耐酸碱性，pH 7.0 时具有最佳抑菌效果。这个现

象可能与该解淀粉芽孢杆菌的生长特性有一定的

相关性，因为本研究中对该菌的初始培养条件进

行优化时，发现其生长最适 pH 也在 7.0 左右。可

见，细菌素也是解淀粉芽孢杆菌对环境适应性进

化的生物学基础之一。该菌株细菌素活性最适温

度为 37 °C，但随温度升高仍具有一定活性，显示

了其较宽的应用温度范围。此外，解淀粉芽孢杆

菌无细胞培养液对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径

可达 25 mm 左右，超过大部分已报道[19,22]的芽孢

杆菌产生的细菌素对金黄色葡萄球菌的抑制作

用，也进一步表明马尾松毛虫肠道中分离的解淀

粉芽孢杆菌具有优良的抑菌性能。 

本文首次对马尾松毛虫肠道内产细菌素细菌

进行分离，筛选出多株产较高抑菌活性细菌素的

菌株，并初步推测细菌素具有类蛋白性质，进一
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步以解淀粉芽孢杆菌细菌素为代表探讨了其温度

和酸碱耐受性。研究结果将进一步丰富人们对森

林重大害虫肠道菌群的认识，也为开发产细菌素

菌种资源提供了新途径。由于培养条件的限制，

尚未对马尾松毛虫肠道中厌氧细菌进行筛选。再

者，肠道是厌氧环境，厌氧菌的数量较为庞大，

因此挖掘肠道厌氧菌是将来极有必要开展的工

作。由于分离培养法无法准确地模拟出昆虫肠道

菌完全的生长环境，大量的肠道细菌种类还无法

体外培养，导致不少极具价值的产细菌素细菌资

源被忽视。随着基于高通量测序的肠道微生物多

样性和宏基因组测序技术的发展，人们正在从海

量的基因组学数据中探索细菌的生物学特性，从

而开发出匹配的培养基。如 2015 年，有研究者在

Nature Communications 上发表了根据 16S rRNA 基

因序列直接对目标菌株进行培养基预测的数据库

(http://komodo.modelseed.org/default.htm)[32] ， 为 挖

掘及利用肠道微生物资源提供了新的思路。因

此，利用近年来开发的资源，配制多种个性化、有

针对性的培养基筛选昆虫肠道产细菌素细菌将是

一项极有意义的工作。 
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