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一株贝莱斯芽孢杆菌及其应用 

 

技术领域 

本发明属于植物内生细菌的提取与开发技术领域，具体涉及一株贝莱斯芽

孢杆菌及其应用。 

背景技术 

近年来，由于抗生素类药物的滥用，导致具有耐药性的病原菌产生，从而

严重威胁动物及人类的健康。因此，寻找新型有效的天然抗生素成为保障人类

健康的重要手段之一。天然抗生素的来源主要有天然动植物药和微生物药，天

然动植物资源的有限性和局限性限制了抗生素的开发，微生物则成为抗生素来

源的理想材料。 

研究表明，植物内生细菌普遍存在于各种植物体内，种类丰富，它在寄主

体内或者离体条件下培养可以产生很多结构新颖的次生代谢物，且具有生物活

性，如具有抗菌性、抗肿瘤活性、增强植物抗逆性、抗病虫害、修复环境污染

等，为医药、农业、生态等行业提供新的资源。地球上约有 30 万种植物中存

在内生菌。因此，植物内生菌是筛选抑菌化合物的重要资源。 

紫茎泽兰作为一种入侵性杂草，具有极强的环境适应力、滋生能力，它分

泌的化感物质进入到土壤中可影响其他植物的增长，导致原著植物退化，形成

单一优势群落，改变并减少植物菌落结构，破坏生态结构，造成严重的生态灾

难。同时还会导致土壤肥力下降，引起动物中毒，影响农林牧业的生产，威胁

人畜健康，造成巨大的经济损失。近年来紫茎泽兰在防除方面未达到理想的效

果，加上紫茎泽兰的不断蔓延，经济损失不断地增加，研究方向逐步向开发利

用上转移，发现紫茎泽兰在杀虫、抗菌、抗肿瘤、抗病毒、抗氧化等方面均有

一定效果。因此，筛选紫茎泽兰中具有抑菌活性的内生细菌，一方面可以了解
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到紫茎泽兰内生细菌所含代谢产物的生物学活性，为紫茎泽兰的防除及开发利

用用奠定了基础。另一方面为寻求新型天然药物提供良好的菌种资源。 

发明内容 

针对现有技术存在的问题，本发明提供一株贝莱斯芽孢杆菌及其应用，该

贝莱斯芽孢杆菌是从紫茎泽兰内生菌中分离获得，具有较强抑菌活性，且遗传

稳定。本发明的技术方案为： 

第一方面，本发明提供一株贝莱斯芽孢杆菌，保藏编号为 CCTCC NO：

M20211139，已于 2021 年 9 月 6 日在中国典型培养物保藏中心提交保藏，分类

命名为贝莱斯芽孢杆菌 Ea 73(Bacillus velezensisEa 73)。 

抑菌实验表明该菌株对 5 种病原菌：大肠杆菌(Escherichia coli 35218)、沙

门氏菌(Salmonella tropina H9812)、绿脓杆菌(Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853)、肺炎克雷伯氏菌(Klebsiellapneumoniae CMCC 46109)、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus CPCC 140594)具有普遍抑菌活性，且对金黄色葡萄球菌具

有强烈抑菌活性。基于此技术效果，第二方面，本发明提出保藏编号为 CCTCC 

NO：M20211139 的贝莱斯芽孢杆菌在防治细菌性病原菌中的应用或者在制备细

菌性病原菌的抑菌剂中的应用。 

进一步地，所述细菌性病原菌为如下病原菌的一种或两种以上：大肠杆菌、

沙门氏菌、绿脓杆菌、肺炎克雷伯氏菌、金黄色葡萄球菌。 

优选地，所述细菌性病原菌为金黄色葡萄球菌。 

为了提高该菌株中抑菌物质的产量，本发明还对该菌株的发酵方法进行了

优化，结果发现经发酵后的菌株对金黄色葡萄球菌的抑菌活性进一步增强。因

此，第三方面，本发明提供一种强化保藏编号为 CCTCC NO：M20211139 的贝

莱斯芽孢杆菌抑菌活性的发酵方法，包括：将所述贝莱斯芽孢杆菌加入至发酵
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培养基中，于 27~28℃发酵 48~52h；所述发酵培养基以酵母浸粉为碳源，以蛋

白胨为氮源，以 NaCl 为无机盐。 

进一步地，所述发酵培养基按照终浓度的组成为：酵母浸粉 2~10g/L，蛋白

胨 5~15g/L，NaCl 10~20g/L，溶剂为蒸馏水。 

优选地，所述发酵培养基按照终浓度的组成为：酵母浸粉 6.55 g/L，蛋白胨

6.61 g/L，NaCl20.00 g/L。 

优选地，所述发酵过程的参数控制为：接种量 2%，培养基初始 pH7.95，发

酵时间 51.04h，发酵温度 27.97℃，转速为 180r/min。 

进一步地，第四方面，本发明提供一种微生物菌剂，包括保藏编号为 CCTCC 

NO：M20211139 的贝莱斯芽孢杆菌或者通过上述发酵方法获得的贝莱斯芽孢杆

菌。 

综上，本发明从入侵性毒草紫茎泽兰中分离出天然植物内生细菌，通过两

道拮抗筛选，选出了一株具有较强抑菌活性且遗传稳定的内生细菌 Ea73，经形

态学和分子生物学鉴定确定其为贝莱斯芽孢杆菌。菌株Ea73对金黄色葡萄球菌、

大肠杆菌、绿脓杆菌、肺炎克雷伯氏菌和沙门氏菌等病原菌具有普遍抑菌活性，

其中对金黄色葡萄球菌具有强烈抑菌活性，为天然抗生素的获取提供了一种来

源。此外，为了提高菌株 Ea73 抑菌物质的产量，本发明优化了菌株 Ea73 的发

酵方法，极大提高了抑菌物质的产量，为抑菌物质的量产提供了依据。 

附图说明 

图 1 为本发明实施例 1 中 Ea73 菌株对金黄色葡萄球菌的抑菌圈。 

图 2 为本发明实施例 2 中菌株 Ea 73 菌落形态及革兰氏染色图，其中，图 a 和图

b 为菌株 Ea 73 菌落形态的原始图和放大图，图 c 为菌株 Ea 73 菌落革兰氏染色

图。 
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图 3 为本发明实施例 2 中菌株 Ea 73 的系统发育进化树。 

图 4 为本发明实施例 3 中菌株 Ea 73 发酵的最佳碳源及浓度对比图，其中，图 a

为酵母浸粉、葡萄糖、可溶性淀粉、蔗糖、甘露醇的考察结果；图 b 为不同浓

度酵母浸粉的考察结果。 

图 5 为本发明实施例 3 中菌株 Ea 73 发酵的最佳氮源及浓度对比图，其中，图 a

为胰蛋白胨、蛋白胨、牛肉膏、硫酸铵、尿素的考察结果；图 b 为不同浓度蛋

白胨的考察结果。 

图 6 为本发明实施例 3 中菌株 Ea 73 发酵的最佳无机盐及浓度对比图，其中，图

a 为 NaCl、MgSO4、KCl、CuSO4、CaCl2 的考察结果；图 b 为不同浓度 NaCl 的

考察结果。 

图 7 为本发明实施例 3 中培养基优化后菌株 Ea73 对金黄色葡萄球菌的抑菌圈。 

图 8 为本发明实施例 3 中菌株 Ea 73 最佳发酵时间对比图。 

图 9 为本发明实施例 3 中菌株 Ea 73 最佳发酵温度对比图。 

图 10 为本发明实施例 3 中菌株 Ea 73 最佳发酵 pH 对比图。 

图 11 为本发明实施例 3 中发酵条件优化后菌株 Ea73 对金黄色葡萄球菌的抑菌

圈。 

具体实施方式 

本发明菌种 Ea73，分类命名：贝莱斯芽孢杆菌 Ea 73(Bacillus velezensisEa 73)，

于 2021 年 9 月 6 日在中国典型培养物保藏中心(CCTCC)提交保藏，地址为湖北

省武汉市武昌区八一路 299 号，保藏号为：CCTCC NO：M20211139。 

本发明实施例采用的紫茎泽兰采集自四川省凉山彝族自治州德昌县苍州街

道办王所村。 

在本发明的描述中，需要说明的是，实施例中未注明具体条件者，按照常

规条件或制造商建议的条件进行。所用试剂或仪器未注明生产厂商者，均为可
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以通过市售购买获得的常规产品。 

下面结合附图和具体实施方式对本发明作进一步详细的说明，以帮助本领

域的技术人员对本发明的发明构思、技术方案有更完整、准确和深入的理解，

本发明的保护范围包括但不限于以下实施例，在不偏离本申请的精神和范围的

前提下任何对本发明的技术方案的细节和形式所做出的修改均落入本发明的保

护范围内。 

实施例 1 

本实施例提供一株贝莱斯芽孢杆菌 Ea73 株的分离过程，具体如下： 

（1）取无菌水冲洗紫茎泽兰根、茎、叶、花组织后，用无菌滤纸吸干水分，

先用 3% NaClO 浸泡 3 min，然后用 0.1% HgCl2 浸泡 3 min，接着用 75%乙醇

浸泡 3 min，无菌水冲洗 5 次后，用无菌滤纸吸干水分。 

（2）取最后一次清洗组织的无菌水 0.2 mL，涂布于 PDA 培养基上，28 ℃

培养，检验样品表面消毒是否彻底。 

（3）将表面消毒后的植物样本，用无菌刀片切割成 1 cm×1 cm 大小的片

段，接种到 LB 琼脂培养基上。在 30 ℃培养箱内培养 2-3 d，逐日观察，待其

切口边缘长出菌落后，将组织块周围生长的细菌菌斑用接种环挑取到 LB 琼脂

培养基上，采用四区划线法反复纯化直至获得纯净菌株。分离出共计 95 株内生

细菌。 

（4）以金黄色葡萄球菌、绿脓杆菌、肺炎克雷伯氏菌、沙门氏菌和大肠杆

菌为指示菌。采用打孔法筛选具有抑菌活性的内生细菌。将病原菌活化后，分

别接种于 50 mL LB 液体培养基中，在 37℃、150 r/min 恒温摇床中培养至对

数期（约 14 h）后，4000 r/min 离心，收集菌体沉淀。 

（5）将菌体用无菌生理盐水调节至浓度 1×10
6
CFU/mL，即制得指示菌菌

悬液，放置于 4℃备用。将活化后的内生细菌接种于 LB 液体培养基中（接种量

2%，装液量 50%），30℃培养 48h 以获得发酵液。取指示菌菌悬液 100μ L 涂
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布于 LB 琼脂培养基的平板上，待晾干后用直径 6mm 的打孔器在平板上打孔，

每个孔内滴加内生菌发酵液 60μ L。以只加生理盐水的孔作为空白对照，每个

处理重复 3 次。置于 30℃细菌培养箱中培养 24h 后，观察、测量抑菌圈直径

（mm）。 

共计筛选出 21 株对一种或多种病原菌有抑制作用的菌株（如表 1），经复

筛选出抑菌效果较强的 3 株菌，其中 Ea73 菌株对 5 种病原菌具有普遍抑菌活性，

且对金黄色葡萄球菌具有强烈抑菌活性。抑菌圈达到了 32.16±2.04mm，如图 1

所示。 

表 1 紫茎泽兰 21 株内生细菌的抑菌效果 

病原菌 
抑菌活性菌株数 

+ ++ +++ 

大肠杆菌 10 4 0 

沙门氏菌 11 2 0 

绿脓杆菌 10 4 0 

肺炎克雷伯氏菌 8 6 0 

金黄色葡萄球菌 5 5 2 

注：“+++”表示内生菌发酵液抑菌活性较强，抑菌圈直径>20mm；“++”表

示内生菌发酵液抑菌活性适中，抑菌圈直径 11～20mm；“+”表示内生菌发酵

液抑菌活性较弱，抑菌圈直径<11 mm。 

 

实施例 2 

本实施例对实施例1获得的一株菌株Ea 73进行形态学和分子生物学鉴定，

具体过程如下： 

1）形态学鉴定：将筛选出的抑菌活性最强的菌株于 LB 平板上四区划线接

种，置于37℃培养1d后，观察菌落形态；并进行革兰氏染色，在显微镜下观察



说 明 书  

 

其菌体形态。菌株 Ea 73 在 LB 平板上培养，可观察到呈乳白色、圆形或椭圆形、

不透明、中等大小、表面粗糙、边缘整齐、光滑的黏液样菌落；染色镜检分离

菌为革兰氏阳性短小杆菌，如图 2 所示。 

2）分子生物学的鉴定：扩增该菌株的 16SrDNA序列，所采用的的引物为： 

引物 27F：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′； 

引物 1492R：5′-GCTTACCTTGTTACGACTT-3′； 

PCR 扩增体系(25 μ L)：模板 DNA 2 μ L，2×Taq PCR Master Mix 12.5μ

L，引物 27F (10 μ mol/L) 1 μ L，引物 1492R (μ mol/L) 1 μ L，dd H2O 8.5 μ

L。 

PCR 反应条件：95℃ 10 min；95℃ 1 min，56℃ 30 s，72℃2 min，72℃

10 min，共 35 个循环。 

扩增后的产物送去有康生物（成都）股份有限公司进行测序并做拼接处理。

将测定的 16S rDNA 序列与 GenBank 中已知核酸序列进行 BLSAT 分析，从中

获得与菌株同源的序列，利用MEGA7.0软件构建系统发育树，如图 3所示。根

据前述结果分析，并结合菌株形态特征，鉴定菌株Ea73为贝莱斯芽孢杆菌。该

菌株对大肠杆菌、沙门氏菌、绿脓杆菌、肺炎克雷伯氏菌和金黄色葡萄球菌具

有较强的广谱抑菌活性，且对金黄色葡萄球菌具有强烈抑菌活性。显然，该菌

株有望开发成相应的抑菌剂、微生物制剂等，充当天然抗生素的角色。 

 

实施例 3 

本实施例提供强化实施例 1 获得的菌株 Ea 73 抑菌活性的发酵方法，具体包

括以下步骤：将所述贝莱斯芽孢杆菌加入至发酵培养基中，所述发酵培养基以

酵母浸粉为碳源，以蛋白胨为氮源，以 NaCl 为无机盐，于 27~28℃发酵 48~52h。

所述发酵过程最优参数控制为：装液量 50%，接种量 2%，培养基初始 pH7.95，

发酵时间 51.04h，发酵温度 27.97℃，转速为 180r/min。 



说 明 书  

 

上述发酵方法最优条件优化过程如下： 

一、培养基组成优化 

1）最佳碳源及浓度的筛选 

以对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径大小为指标，采用单因素试验选取最佳

的碳源、氮源和无机盐及其最适浓度： 

最佳碳源及浓度的筛选:用等质量酵母浸粉、葡萄糖、可溶性淀粉、蔗糖和

甘露醇分别代替 LB 培养基中的碳源，浓度为 5g/L，其他成分不变。装液量 50%，

接种量 2%，以 180r/min 的转速在 30℃恒温摇床里发酵 48h，测定抑菌圈直径，

每组重复 3 次，确定碳源。根据考察结果添加不同浓度梯度 2g/L、5.0 g/L、10.0 

g/L、15.0 g/L、20.0 g/L、25.0 g/L 的最佳碳源，确定最佳碳源浓度。 

结果显示酵母浸粉为最佳碳源，其最佳浓度是 5g/L，按此条件其抑菌圈直

径可达 34.67±0.53mm，如图 4 所示。 

2）最佳氮源及浓度的筛选 

用等质量胰蛋白胨、蛋白胨、牛肉膏、(NH4)2SO4 和尿素分别代替 LB 培养

基中的氮源，浓度为 10g/L，其他成分不变。装液量 50%，接种量 2%，以 180r/min

的转速在 30℃恒温摇床里发酵 48h，测定抑菌圈直径，每组重复 3 次，确定氮

源。根据考察结果添加不同浓度梯度 5.0 g/L、10.0 g/L、15.0 g/L、20.0 g/L、25.0 

g/L、30g/L 的最佳氮源，确定最佳氮源浓度。 

结果显示蛋白胨为最佳氮源，其最佳浓度为 10g/L，按此条件其抑菌圈直径

可达 34.52±0.50mm，如图 5 所示。 

3）最佳无机盐及浓度的筛选 

用等质量 NaCl、MgSO4、KCl、CuSO4和 CaCl2 分别代替 LB 培养基中的无

机盐，浓度为 10g/L，其他成分不变。装液量 50%，接种量 2%，以 180r/min 的

转速在 30℃恒温摇床里发酵 48h，测定抑菌圈直径，每组重复 3 次，确定无机

盐。根据考察结果添加不同浓度梯度 5.0 g/L、10.0 g/L、15.0 g/L、20.0 g/L、25.0 

g/L、30g/L 的最佳无机盐，确定最佳无机盐浓度。 
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结果显示 NaCl 为最佳无机盐，其最佳浓度为 15g/L，按此条件其抑菌圈直

径可达 34.50±1.25mm，如图 6 所示。 

根据单因素结果，从中选取对菌株抑菌活性影响显著的因素，采用

Box-Behnken 中心组合设计原理，以碳源(X1)、氮源(X2)和无机盐(X3)为自变量，

以抑菌圈直径大小为响应值，进行三因素三水平响应曲面试验设计，采用 Design 

Expert 7.0 统计软件对试验结果进行统计分析，从而得出菌株的最佳培养基组成。

根据统计分析结果，最佳培养基组成为：酵母浸粉 6.55g/L，蛋白胨 6.61g/L，

NaCl20g/L，在最佳培养基组成下，对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径可达

34.74±0.28mm，如图 7 所示。 

二、发酵条件优化 

以抑菌圈直径大小为指标，采用单因素试验确定发酵时间、温度和培养基

初始 pH 的最适参数。 

1）发酵时间考察 

以本实施例一小节中考察得到的最佳培养基组成为发酵培养基，pH 调节为

7，装液量 50%，接种量 2%，温度 30℃，转速为 180r/min，考察发酵时间在 24 

h、48 h、72 h、96 h 和 120 h 五个水平下菌株抑菌活性的大小，确定最佳发酵

时间。 

结果显示最佳发酵时间为 48h，按此培养条件抑菌圈直径可达 35.33±0.82mm，

如图 8 所示。 

2）发酵温度考察 

分别以 24 ℃、27 ℃、30 ℃、33 ℃、36℃、 39℃为不同培养温度，以最

佳培养基为发酵培养基，pH调节为 7，装液量 50%，接种量 2%，转速为 180r/min，

培养 48h。考察在六个水平下菌株抑菌活性的大小，确定最佳发酵温度。 

结果显示最佳发酵温度为 27℃，按此培养条件抑菌圈直径可达

37.84±0.51mm，如图 9 所示。 

2）发酵 pH 考察 
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以最佳培养基为发酵培养基，分别用 NaOH 和 HCl 溶液调节培养基初始 pH 

至 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 和 10.0 。装液量 50%，接种量 2%，温度 30℃，

转速为 180r/min，培养 48h。考察七个水平下菌株抑菌活性的大小，确定最佳培

养基初始 pH。 

结果显示最佳培养基初始 pH 为 8，按此培养条件抑菌圈直径可达

34.64±0.94mm，如图 10 所示。 

根据单因素结果，从中选取对菌株抑菌活性影响显著的因素，采用

Box-Behnken 中心组合设计原理，以初始 pH(X1)、温度(X2)和发酵时间(X3)为

自变量，以抑菌圈直径大小为响应值，进行三因素三水平响应曲面试验设计，

采用 Design Expert 7.0 统计软件对试验结果进行统计分析，从而得出菌株的最

佳发酵条件。 

根据统计分析结果，最佳发酵条件为：发酵时间 51.04h，发酵温度 27.97℃，

培养基初始 pH 7.95，在最佳发酵条件下，抑菌圈直径可达 40.76mm，如图 11

所示。显然，经过特殊发酵后的菌株对金黄色葡萄球菌的抑菌活性进一步增强，

故该发酵后的菌株也有望开发成相应的抑菌剂、微生物制剂等，充当天然抗生

素的角色。 

综上，本发明从入侵性毒草紫茎泽兰中分离出天然植物内生细菌，通过两

道拮抗筛选，选出了一株具有较强抑菌活性且遗传稳定的内生细菌 Ea73，经形

态学和分子生物学鉴定确定其为贝莱斯芽孢杆菌。菌株Ea73对金黄色葡萄球菌、

大肠杆菌、绿脓杆菌、肺炎克雷伯氏菌和沙门氏菌等病原菌具有普遍抑菌活性，

其中对金黄色葡萄球菌具有强烈抑菌活性，抑菌圈直径可达 32.16mm。本发明

为天然抗生素的获取提供了新的来源。此外，为了进一步提高菌株 Ea73 抑菌物

质的产量，本发明还从培养基组成（碳源、氮源、无机盐）和发酵参数（发酵

时间、发酵温度、培养基初始 pH）两方面优化菌株 Ea73 的发酵条件，使其抑

菌圈直径达到 40.76mm，极大提高了抑菌物质的产量，为抑菌物质的量产提供
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了依据。 

以上所述实施例仅表达了本发明的几种实施方式，其描述较为具体和详细，

但并不能因此而理解为对本发明专利范围的限制。应当指出的是，对于本领域

的普通技术人员来说，在不脱离本发明构思的前提下，还可以做出若干变形和

改进，这些都属于本发明的保护范围。因此，本发明专利的保护范围应以所附

权利要求为准。 


