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一种促进支原体抗体表达能力的芽孢杆菌

及其应用

(57)摘要

本发明公开了一种促进支原体抗体表达能

力的芽孢杆菌及其应用，所述芽孢杆菌为副蕈状

芽孢杆菌（Bacillus  paramycoides），其保藏于

中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中

心，保藏编号为：CGMCC  No .31476，保藏日期为

2024年7月26日。本发明的芽孢杆菌能够满足生

物安全菌株的安全性要求，可以促进分泌支原体

抗体，对病原鸡滑液囊支原体病具有抑制效果，

在鸡养殖过程中可以有效抑制潜在支原体的爆

发，从而降低疾病造成的损失。同时，体外代谢结

果表明菌株对鸡肠道菌群的生态代谢具有促进

效果，作为生物安全菌制剂使用可以通过调控肠

道微生态达到病害防控的目的。
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1.一种芽孢杆菌，其特征在于，所述芽孢杆菌为副蕈状芽孢杆菌（Ba c i l l us 

paramycoides），其保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，保藏编号为：

CGMCC  No.31476，保藏日期为2024年7月26日。

2.一种权利要求1所述的芽孢杆菌的培养物，其特征在于，是将权利要求1中所述的副

蕈状芽孢杆菌在微生物培养基中培养得到的物质。

3.一种菌剂，其特征在于，所述菌剂含有权利要求1中所述的芽孢杆菌或权利要求2中

所述的培养物。

4.一种如权利要求1中所述的芽孢杆菌或权利要求2中所述的培养物在制备抑制鸡滑

液囊支原体药物中的应用。

5.一种治疗鸡滑液囊支原体病的药物，其特征在于，包含如权利要求1中所述的芽孢杆

菌或权利要求2中所述的培养物。

6.一种禽类饲料，其特征在于，包括如权利要求1中所述的芽孢杆菌或权利要求2中所

述的培养物。

7.一种培养如权利要求1所述的芽孢杆菌的方法，其特征在于，包括将所述副蕈状芽孢

杆菌在用于培养副蕈状芽孢杆菌的培养基中培养的步骤。

8.一种制备权利要求3所述菌剂的方法，其特征在于，包括将权利要求1中所述的芽孢

杆菌和权利要求1中所述的芽孢杆菌的分泌物作为活性成分，得到所述菌剂。
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一种促进支原体抗体表达能力的芽孢杆菌及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物工程技术领域，特别是涉及一种促进支原体抗体表达能力的芽孢

杆菌及其应用。

背景技术

[0002] 近年来，随着畜禽业的迅速发展，高密度、集约化的养殖模式以及投入品的泛滥增

加了生态环境负担，不科学的饲养方式不仅会导致养殖环境恶化、苗种质量不断退化、养殖

产量急剧下降，而且造成机体对环境的抗逆性、机体抗病力下降，由支原体引起的病害频繁

爆发。

[0003] 鸡滑液囊支原体病（Mycoplasmasynoviae  infection）又称鸡霉形体病，是由鸡滑

液囊支原体（Mycoplasma  synoviae，简称MS）引起、发生在鸡身上的一种病害。病鸡主要特

征为渗出性滑膜炎、睫鞘滑膜炎或是黏液囊炎，表现为关节肿大、跋行。

[0004] 使用抗生素能够有效地控制疾病的发生和蔓延，但是它干扰动物肠道中微生物菌

群的正常生长和繁殖，导致动物对病原微生物的耐药性增强。另外，抗生素的使用还会导致

其在动物体内的残留，最终将危害人类的健康。目前许多国家已经明令禁止或限制抗生素

的使用。在这种情况下，寻求抗生素的替代品已经刻不容缓。随着微生物学的深入研究，利

用生物安全菌来调节动物体内的微生态平衡，正逐渐成为世界范围内的热点，由于生物安

全菌制品不会产生抗药性，所以用生物安全菌替代抗生素有着广泛的应用前景。

发明内容

[0005] 本发明的目的是针对现有技术中抗生素治疗MS具有耐药性、干扰动物肠道中微生

物菌群的正常生长和繁殖等问题，而提供一种具有促进支原体抗体表达能力的芽孢杆菌

[0006] 本发明的第二目的，提供一种所述芽孢杆菌的培养物。

[0007] 本发明的第三目的，提供一种所述芽孢杆菌的应用。

[0008] 为实现本发明的目的所采用的技术方案是：

[0009] 第一方面，一种芽孢杆菌，所述芽孢杆菌为副蕈状芽孢杆菌（Ba c i l l us 

paramycoides），其保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，保藏编号为：

CGMCC  No.31476，保藏日期为2024年7月26日。

[0010] 在一些具体实施方式中，所述副蕈状芽孢杆菌的16S  rRNA核苷酸序列含有SEQ  ID 

NO.1所示的RNA分子。

[0011] 第二方面，一种所述的芽孢杆菌的培养物，是将所述的副蕈状芽孢杆菌在微生物

培养基中培养得到的物质。

[0012] 第三方面，一种菌剂，所述菌剂含有所述的芽孢杆菌或/和所述的芽孢杆菌的分泌

物或/和所述的培养物。

[0013] 第四方面，一种所述的芽孢杆菌或/和所述的芽孢杆菌的分泌物或/和所述的培养

物在抑制滑液囊支原体中的应用。
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[0014] 第五方面，一种所述的芽孢杆菌或/和所述的芽孢杆菌的分泌物或/和所述的培养

物在调节禽类肠道菌群的生态代谢中的应用。

[0015] 第六方面，一种治疗鸡滑液囊支原体病的药物，包括所述的芽孢杆菌或/和所述的

芽孢杆菌的分泌物或/和所述的培养物。

[0016] 第七方面，一种禽类饲料，包括所述的芽孢杆菌或/和所述的芽孢杆菌的分泌物

或/和所述的培养物。

[0017] 第八方面，一种培养所述的芽孢杆菌的方法，包括将所述副蕈状芽孢杆菌在用于

培养副蕈状芽孢杆菌的培养基中培养的步骤。

[0018] 第九方面，一种制备所述菌剂的方法，包括将所述的芽孢杆菌或/和所述的芽孢杆

菌的分泌物作为活性成分，得到所述菌剂。

[0019] 与现有技术相比，本发明的有益效果是：

[0020] 本发明的芽孢杆菌能够满足生物安全菌株的安全性要求，可以促进分泌支原体抗

体，对病原鸡滑液囊支原体病具有抑制效果，在鸡养殖过程中可以有效抑制潜在支原体的

爆发，从而降低疾病造成的损失。同时，体外代谢结果表明菌株对鸡肠道菌群的生态代谢具

有促进效果，作为生物安全菌制剂使用可以通过调控肠道微生态达到病害防控的目的。

附图说明

[0021] 图1所示为本发明的副蕈状芽孢杆菌的系统发育树图。

[0022] 图2所示为MS固体培养后的“煎蛋”样菌落（1000×）照片。

[0023] 图3所示为MS染色镜检结果（1000×）。

[0024] 图 4所 示 为 M S的 P C R凝 胶电 泳结 果 图 ，图 中 ，1、2：M S；3：空白 对照 ；M：

DL2000DNAMarker。

[0025] 图5所示为MS的CCU测定结果图。

[0026] 图6所示为关节液PCR检测结果，图中，1~8：攻毒组关节液样品；9、10：空白对照组；

11：阴性对照组；M：DL2000DNAMarker。

[0027] 本发明中副蕈状芽孢杆菌（Bacillus  paramycoides）保藏于中国微生物菌种保藏

管理委员会普通微生物中心，简称CGMCC，地址为：北京市朝阳区北辰西路1号院3号，保藏编

号为CGMCC  NO.31476，保藏日期为2024年7月26日。

具体实施方式

[0028] 以下结合具体实施例对本发明作进一步详细说明。应当理解，此处所描述的具体

实施例仅仅用以解释本发明，并不用于限定本发明。

[0029] 本具体实施方式中鸡滑液囊支原体MSCVCC‑2960来自中国兽医微生物菌种保藏中

心。

[0030] 本发明中副蕈状芽孢杆菌（Bacillus  paramycoides）保藏于中国微生物菌种保藏

管理委员会普通微生物中心，简称CGMCC，地址为：北京市朝阳区北辰西路1号院3号，保藏编

号为CGMCC  NO.31476，保藏日期为2024年7月26日。

[0031] 在一些实施例中，所述副蕈状芽孢杆菌的16S  rRNA核苷酸序列含有SEQ  ID  NO.1

所示的RNA分子。
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[0032] 在一些实施例中，所述副蕈状芽孢杆菌的gyrB基因序列如SEQ  ID  NO.2所示。

[0033] 在一些实施例中，本发明的副蕈状芽孢杆菌通过如下方法得到：

[0034] 基于对土壤菌群的生理生化特性，为鸡滑液囊支原体综合征（AHPND）提供抑制菌，

分离纯化土壤中的优势菌株；以致病性的支原体为靶向物，用ELISA法从纯化菌株中筛选拮

抗菌；并通过生理生化特征及16S  rRNA技术综合方法对菌株进行鉴定。

[0035] 无菌条件下取土壤于离心管中，在冰浴条件下研磨。使用1%PBS溶液对研磨液进行

10倍梯度稀释，取各浓度梯度菌液（包括原液）各l00µL涂布于NB固体培养基上，每个梯度3

个平行，28℃恒温培养箱中倒置培养24h～48h。挑取形态不相同的单菌落进行多次划线纯

化，确定为纯培养物后进行保种。采用ELISA法对分离出的优势菌进行筛选，最终保留鸡滑

液囊支原体抗体检出水平最高的菌。最终确定所筛选的生物安全株为目的菌株，并进行进

一步的研究。

[0036] 生理生化实验结果显示菌株为副蕈状芽孢杆菌（Bacillus  paramycoides）。经过

16S  rRNA技术检测，该菌株与副蕈状芽孢杆菌同源性最高，相似度高达100.00%。系统发育

树（如图1所示）同样表明筛选株与副蕈状芽孢杆菌具有最近的亲缘关系。

[0037] 本具体实施方式的第二方面，提供一种所述的芽孢杆菌的培养物，是将所述的副

蕈状芽孢杆菌在微生物培养基中培养得到的物质。

[0038] 本具体实施方式的第三方面，提供一种菌剂，所述菌剂含有所述的芽孢杆菌或/和

所述的芽孢杆菌的分泌物或/和所述的培养物。

[0039] 本具体实施方式的第四方面，提供一种所述的芽孢杆菌或/和所述的芽孢杆菌的

分泌物或/和所述的培养物在抑制滑液囊支原体中的应用。

[0040] 本具体实施方式的第五方面，提供一种所述的芽孢杆菌或/和所述的芽孢杆菌的

分泌物或/和所述的培养物在调节禽类肠道菌群的生态代谢中的应用。

[0041] 本具体实施方式的第六方面，提供一种治疗鸡滑液囊支原体病的药物，包括所述

的芽孢杆菌或/和所述的芽孢杆菌的分泌物或/和所述的培养物。

[0042] 本具体实施方式的第七方面，提供一种禽类饲料，包括所述的芽孢杆菌或/和所述

的芽孢杆菌的分泌物或/和所述的培养物。

[0043] 本具体实施方式的第八方面，提供一种培养所述的芽孢杆菌的方法，包括将所述

副蕈状芽孢杆菌在用于培养副蕈状芽孢杆菌的培养基中培养的步骤。

[0044] 本具体实施方式的第九方面，提供一种制备所述菌剂的方法，包括将所述的芽孢

杆菌或/和所述的芽孢杆菌的分泌物作为活性成分，得到所述菌剂。

[0045] 在本具体实施方式中，磁珠法支原体基因组DNA提取试剂盒购自赛默飞世尔科技

有限公司；改良Frey氏培养基购自中海生物技术（枣庄）有限公司；灭活马血清购自郑州九

龙生物制品有限公司；吉姆萨染色液购自北京索莱宝生物科技有限公司；鸡滑液囊支原体

抗体（MS）ELISA试剂盒、白细胞介素‑6（IL‑6）ELISA、白细胞介素‑10（IL‑10）ELISA试剂盒、

免疫球蛋白G（IgG）ELISA检测试剂盒、MSAgELISA试剂盒均购自武汉艾迪抗生物科技有限公

司，酒石酸泰乐菌素为市购产品。

[0046] A300PCR仪购自杭州朗基科学仪器有限公司、SPX‑100B‑Z培养箱购自上海博迅医

疗生物仪器股份有限公司、HFsafe‑1200LC生物安全柜购自上海力康医疗设备有限公司、

1L‑161CT二氧化碳培养箱购自施都凯仪器设备有限公司、F50酶标仪购自赛默飞世尔科技
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有限公司、CX21显微镜购自奥林巴斯（中国）有限公司。

[0047] 实施例1

[0048] 实物安全性试验：

[0049] 准备本发明的副蕈状芽孢杆菌的发酵液备用，选择40只7日龄AA肉鸡为实验动物，

连续5d每天每次灌胃5mL，每天1次，期间不做任何处理，观察实验动物状态。

[0050] 通过对肉鸡高剂量的灌胃处理，试验期间及试验结束10d后，未发现个体出现趴

伏、萎靡甚至死亡的现象，故此可以认定副蕈状芽孢杆菌对肉鸡无生物安全性问题。

[0051] MSCVCC‑2960培养扩增：

[0052] 液态培养：称取45g改良Frey氏培养基，加水溶解定容至1L，高压灭菌，培养基中加

入无菌马血清100mL/L、1%MSCVCC‑2960，pH7.8，37℃培养7d。培养基由玫瑰红色变黄时立即

进行传代，连续传代3～4次。

[0053] 固态培养：将MS菌液涂布在改良Frey氏固体培养基上，在5%二氧化碳培养箱中，37

℃培养7d，放置于倒置显微镜下观察。

[0054] 经液体培养，菌落生长正常，培养基均在培养第6d由玫瑰红色变黄；如图2所示，经

固体培养7d后，可见典型“煎蛋”样菌落。

[0055] MSCVCC‑2960的染色鉴定：

[0056] 染色鉴定：MS菌液2500r/min离心5min后弃掉上清液，均匀涂于载玻片上，按照吉

姆萨染色方法进行染色，在油镜下观察菌体形态鉴定。如图3所示，油镜下可见大量球状菌

体。

[0057] MSCVCC‑2960的PCR鉴定

[0058] PCR鉴定：PCR扩增，扩增片段为207bp，上游引物序列：GAGAAGCAA  AATAGTGATATCA；

下游引物序列：CAGTCGTCTCCGAAGTTAACAA（由武汉金开瑞生物工程有限公司合成）。1%琼脂

糖凝胶电泳后于紫外光线下观察并记录结果，阳性扩增片段切胶回收测序并在NCBI上进行

核酸比对。

[0059] 由图4所示，出现207bp的目的条带，产物经测序对比，其碱基序列与MS匹配度高达

99%，说明MSCVCC‑2960鉴定为MS。

[0060] MSCVCC‑2960的颜色变化单位（CCU）测定

[0061] 用96孔板测定MS的培养物颜色变化单位（CCU），第1排作为空白对照，每孔分别添

加200μL改良Frey氏培养液；第2、3排孔中分别加入180μL的改良Frey氏培养基，每排第1个

孔加入MS菌液，反复吸打混匀后，吸取20μL加入第2个孔中，反复吸打混匀后，吸取20μL加入

第3个孔中，以此类推至第12孔，将第12孔中多余的20μL弃掉，进行10倍倍比稀释。细胞板密

封37℃培养观测，将颜色不再增加后致使颜色改变的最高稀释度作为1CCU/mL。

[0062] 如图5所示，96孔板中，第1～8列颜色均由红色变成黄色，因此MS  CCU为108mL。

[0063] 副蕈状芽孢杆菌对MS最小抑菌浓度（MIC）的测定

[0064] 本实施例中的菌剂为副蕈状芽孢杆菌（Bacillus  paramycoides）发酵液，副蕈状

芽孢杆菌发酵液通过活菌计数检测得到活菌数为2 .7×108CFU/mL，设计使用量0 .1mL、

0.2mL、0.3mL、0.4mL、0.5mL、0.6mL、0.7mL、0.8mL、0.9mL、1.0mL分别进行鸡只的灌胃与入血

操作，试验周期为三天。最后一次给药24h后进行胶体金检测卡检测，结果显示灌胃组的剂

量（A）A≥0.5mL，入血组给药剂量（B）：0.1mL≤B≤0.3mL。
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[0065] 通过96孔细胞培养板测定，副蕈状芽孢杆菌对MS最小抑菌浓度（MIC），按照表1进

行添加后，盖上板盖，置于二氧化碳培养箱内37℃孵育，7d后根据颜色变化判定结果：未发

生变化的最后一孔所对应副蕈状芽孢杆菌的最小浓度为最小抑菌浓度（MIC）。MIC≤7.81g/

L判定为敏感，7.81＜MIC≤250.00g/L为中度敏感，MIC>250g/L为不敏感。

[0066] 表1  96孔板加样分布

[0067]

[0068] 注：表中A液：改良Frey氏培养液。

[0069] B液：用改良Frey液体培养基将MS液体培养物稀释至104CCU/mL，作为MS工作菌液。

[0070] C液：在第2~11孔中各添加100μLA液，在第2孔中添加100μL副蕈状芽孢杆菌，吹打

混匀后吸取100μL混合液至第3孔，吹打混匀后吸取100μL混合液至第4孔，以此类推，依次倍

比稀释至第11孔，第11孔混匀后吸取100μL混合液，弃去。

[0071] 如表2所示，0.5mL副蕈状芽孢杆菌最早出现抑菌性。

[0072] 表2  副蕈状芽孢杆菌的胶体金检测卡测定结果

[0073]

[0074] 注：+为阳性反应，‑为阴性反应，v表示超出反应限度。

[0075] 由表3可知，0.49mL副蕈状芽孢杆菌（Bacillus  paramycoides）抑制MS属于敏感范

畴。

[0076] 表3  副蕈状芽孢杆菌对MS的MIC测定结果  单位：mL

[0077]

[0078] 注：“—”表示阳性对照孔未发生颜色改变。

[0079] 因此，后续使用副蕈状芽孢杆菌的剂量选择0.5mL。

[0080] 实施例2

[0081] MS攻毒模型的建立：

[0082] 选取40只7日龄AA肉鸡，其中20只左侧爪垫注射MS培养物（108CCU/mL）0.5mL，为试

验组；另外20只左侧爪垫注射无菌生理盐水0.5mL，为空白对照组。

[0083] （1）试验期间观测肉鸡肢体状态、行动能力、采食饮水情况及精神状态。

[0084] （2）分别于第7天、第14天、第21天采集血液样本，分离血清后参照试剂盒说明书检

测MS抗体。

[0085] （3）在21天时进行剖检。
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[0086] （4）采集关节腔内的关节液进行PCR扩增测序，并与NCBI进行核酸对比。

[0087] 攻毒7天后，鸡个别跗关节呈肿胀状态，食欲减退、精神倦怠；攻毒14天后，鸡行动

迟缓，出现跛行；攻毒21天后，鸡腿关节肿胀明显，收捏有波动感，出现鸡冠、肉髯苍白状态。

空白对照组未出现异常状态，饮食、饮水及精神状况良好。剖检可见攻毒组鸡腿关节腔内呈

脓性渗出，空白对照组剖检无症状。

[0088] 如表4所示，攻毒7天后，直至21天，血清MS抗体检测结果呈阳性；空白对照组始终

未出现阳性检测结果。

[0089] 表4  血清MS抗体检测结果

[0090]

[0091] 注：“+”表示结果呈阳性；“－”表示结果呈阴性。

[0092] 如图6所示，攻毒组鸡关节液取样扩增，获得207bp的目的条带，测序后与MS匹配度

达99％；空白对照组和阴性对照组未出现条带。

[0093] 通过临床症状、剖检症状、MS抗体检测、PCR检测结果，判定MS攻毒模型构建成功。

[0094] 副蕈状芽孢杆菌抑菌效果验证：

[0095] AA肉鸡随机分为4组，每组20只鸡。空白对照组正常饲喂；攻毒组7日龄进行MS攻

毒；阳性药物组，7日龄进行MS攻毒，8日龄即选用药物酒石酸泰乐菌素，按照药物说明书连

续饲喂3d；试验组7日龄进行MS攻毒，8日龄开始使用副蕈状芽孢杆菌发酵液，添加量为饮水

量的1%，每日3次，连续饲喂3d。

[0096] 分别在攻毒后第0、7、14、21d每组随机选择5只肉鸡翅静脉采血，检测血清免疫球

蛋白G（IgG）抗体水平及白细胞介素‑6（IL‑6）和白细胞介素‑10（IL‑10）的含量，观察期21d。

攻毒后第0、7、14、21d进行称重，观察期结束后各组肉鸡安乐死，足垫厚度及关节直径的测

定。

[0097] 所有试验均重复处理3次，采用SPSS统计软件对试验数据进行单因素方差分析。结

果均以“平均值±标准差”表示，P<0.05表示差异显著。

[0098] 如表5所示，攻毒后立即采样，各组肉鸡体重差异均不显著（P>0.05），7天后空白对

照组和试验组显著高于攻毒对照组（P<0.05）；14天后，试验组和空白对照组显著高于攻毒

对照组和阳性药物组（P<0.05）；21天后，试验组和空白对照组差异不显著（P>0.05），但是显

著高于阳性药物组（P<0.05）。

[0099] 表5  副蕈状芽孢杆菌对感染MS肉鸡体重的影响  单位：g/只
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[0100]

[0101] 注：同列数据肩标不同字母表示差异显著（P<0.05），相同字母或无字母表示差异

不显著（P>0.05）；下表同。

[0102] 如表6所示，试验组足垫厚度显著低于阳性药物组（P<0.05），与空白对照组差异不

显著（P>0.05）；试验组关节直径显著小于攻毒对照组（P<0.05），与空白对照组差异不显著

（P>0.05）。

[0103] 表6  副蕈状芽孢杆菌对感染MS肉鸡足垫厚度及关节直径的影响  单位：mm

[0104]

[0105] 攻毒后，除空白对照组外均出现了血清IgG抗体水平、IL‑6及IL‑10含量增长的情

况，说明机体有炎症的情况下，抗体和抗炎性因子开始发挥作用。

[0106] 如表7所示，攻毒7天后，试验组和阳性药物组显著高于攻毒对照组（P<0.05），显著

低于空白对照组（P<0.05）；攻毒14天后，试验组与空白对照组差异不显著（P>0.05），阳性药

物组显著低于空白对照组（P<0.05）；攻毒21天后，试验组显著高于阳性药物组（P<0.05），与

空白对照组差异不显著（P>0.05）。

[0107] 表7  副蕈状芽孢杆菌对感染MS肉鸡血清IgG抗体水平影响  单位：mg/L

[0108]

[0109] 如表8所示，攻毒7天后和14天后，试验组血清IL‑6含量显著低于攻毒对照组（P<
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0.05）；21天后，试验组显著低于阳性药物组，与空白对照组差异不显著（P>0.05）。

[0110] 表8  副蕈状芽孢杆菌对感染MS肉鸡血清IL‑6含量的影响  单位：ng/L

[0111]

[0112] 如表9所示，攻毒7天后，阳性药物组和试验组血清IL‑10显著高于空白对照组（P<

0.05），试验组与阳性药物组差异不显著（P>0.05）；攻毒14天和21天后，试验组显著高于阳

性药物组（P<0.05），同时显著高于空白对照组（P<0.05）。

[0113] 表9  副蕈状芽孢杆菌对感染MS肉鸡血清IL‑10含量的影响  单位：ng/L

[0114]

[0115] 本研究结果表明，副蕈状芽孢杆菌（Bacillus  paramycoides）可以明显提高机体

免疫力，减轻关节损伤，降低感染MS  导致的炎症反应，对滑液囊支原体病具有一定的防治

作用。

[0116] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出的是，对于本技术领域的普通技

术人员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰

也应视为本发明的保护范围。
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图 1

图 2
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图 3

图 4

图 5
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图 6
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