
浙江理工大学学报!第
!"

卷!第
#

期!

!$%!

年
%%

月

&'()*+,'-./0

1

2+*

3

4526705/8*290):2;

<

=',>!"

!

?'>#

!

?'9>!$%!

文章编号!

!"#$6$%&!

"

'(!'

#

("6(%&'6("

收稿日期!

!$%!@$B@%A

基金项目!国家,

D#B

-项目"

!$$#JJ%$.F!D

$

作者简介!张珊珊"

%"DA@

$#女#硕士研究生#浙江温岭人#主要从事土壤微生物分子生物学研究&

通信作者!胡秀芳#电子邮箱!

/(a2(-

!

:2*+>5'I

土壤类芽孢杆菌
8+P

鉴定方法的建立
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基因为靶标!设计土壤类芽孢杆菌的特异性引物!建立了土壤类芽孢杆菌的特异性
TSE

鉴定

方法%该方法具有较高的特异性!可有效区分胶质类芽孢杆菌及其它各种细菌菌种%该
TSE

方法也具有较好的灵

敏度!可检测只含
%

到
%$

细胞之间的检测样品%

关键词!土壤类芽孢杆菌'

<8

[W

基因'

TSE

鉴定'特异性'灵敏性

中图分类号!

P"B">B
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文献标识码!
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引
!

言

硅酸盐细菌是土壤中一类能够分解硅铝酸盐类

矿物'产生钾和磷等元素的细菌(

%

)

#主要包括胶质类

芽孢杆菌"

A2;'(32O(PP=XZ=O(P2

<

('>X=X

$

(

!

)

'土壤类

芽孢杆菌"

A2;'(32O(PP=X;V2

M

F(O=X

$

(

B

)和环状芽孢

杆菌"

N2O(PP=XO([O=P2'X

$

(

F

)等&由于硅酸盐细菌能

分解土壤中的矿物提高土壤有效磷'钾等元素的含

量(

A

)

#并对病原菌具有拮抗作用(

#6C

)

#因此能促进辣

椒(

A

)

'棉花(

A

)

'芥菜(

D

)和番茄(

"

)等多种农作物生长并

提高作物产量%硅酸盐细菌能移除矿物中的杂质'因

此可用来浸出矿物中有价值的金属(

%$

)或提高陶瓷

等级(

%%

)

%硅酸盐细菌产生的胞外多糖是优良的絮凝

剂#可以吸附水体中的有机和无机悬浮颗粒以及金

属离子'降低
WR̂

A

"生化需氧量$和
SR̂

"化学需氧

量$#因此可用于处理各种废水'用于矿浆固液分

离(

%!6%F

)以及吸附
6

浮选废水中的重金属#加以回收利

用(

%A

)

&因硅酸盐细菌具有上述广泛的用途#故对满

足各种用途的高效菌株的筛选和鉴定具有重要意

义&

4/0,'\',2*+

(

B

)在
%""C

年对
%%

株硅酸盐细菌进

行了分类#将其中的一个菌株命名为土壤芽孢杆菌

"

N2O(PP=X;V2

M

F(O=X:

`

>?'9>

$并首次对这种菌的

特性进行了描述&

Q(

等(

%#

)于
!$$"

年根据土壤芽

孢杆菌
%#4)E?J

序列'

<8

[W

序列'

?̂J6̂ ?J

同

源性和脂肪酸成分等特性与有效类芽孢杆菌

"

A2;'(32O(PP=X\2P(V=X

$的相似性比较#将土壤芽孢

杆菌归到类芽孢杆菌属#并将其命名为土壤类芽孢

杆菌"

A2;'(32O(PP=X;V2

M

F(O=X5'I\>*'9>

$&

目前#对土壤类芽孢杆菌的鉴定主要局限于将

其与典型菌株的形态和生理生化反应特征的比较&

但由于其他种类的菌如胶质类芽孢杆菌等也具有相

似的形态和生理生化反应特征#因而给鉴定工作带

来了困难&虽然一些分子水平上的方法如
?̂J6

?̂J

同源性比较或
%#4)E?J

测序(

%C

)也应用于对

土壤类芽孢杆菌的菌种鉴定上#但是这些方法成本

较高或操作繁琐#不便于对大量分离物的鉴定工作&

聚合酶链式反应"

TSE

$技术由于具有快速简便和灵

敏度高的优点#目前被广泛用于鉴定细菌(

%D

)

&

TSE

检测的特异性主要取决于合适的靶基因的选择#目

前编码细菌核糖体小亚基
E?J

组分的基因"

%#4

)E?J

基因$常被作为
TSE

检测的靶基因#但由于

%#4)E?J

基因进化速率慢#序列保守性太高#难以

设计种特异性引物通过
TSE

反应来区分紧密相关

的细菌&最近的研究表明基于
%#4)E?J

基因设计



的引物不能用来区分短小芽孢杆菌"

N2O(PP=X

M

=Z(P=X

$#巨大芽孢杆菌"

N2O(PP=XZ;

<

2B;[(=Z

$#环

状芽孢杆菌"

WCO([O=P2'X

$#胶质类芽孢杆菌"

AC

Z=O(P2

<

('>X=X

$和 土 壤 类 芽 孢 杆 菌 "

AC

;V2

M

F(O=:

$

(

%"

)

&

<8

[W

基因是细菌解旋酶的
W

亚单

位基因#由于细菌
<8

[W

基因比
%#4)E?J

基因进

化速率更快(

!$

)

#因而其序列具有更高的可变性#更

容易通过设计引物来区分紧密相关的细菌和鉴定菌

种&本论文探讨了基于
<8

[W

序列设计引物#以建

立
TSE

法用于鉴定土壤类芽孢杆菌的可行性#该方

法可能适合于对大量分离物的快速鉴定&

!

!

材料与方法

%>%

!

实验菌株和培养条件

本研究中用到的参考菌株列于表
%

中&其中

ACZ=O(P2

<

('>X=X=_TMW6CA%"

7和
T>;V2

M

F(O=X

=_TMW6CA%C

7用硅酸盐细菌无氮培养基培养#其

它菌株使用
XW

培养基培养#各菌株都在
B$i

下培

养
B#

"

FD/

&

表
!

!

菌株及其来源

细菌属名 菌株

A2;'(32O(PP=XZ=O(P2

<

('>X=X

=_TMW6CA%"

7

A2;'(32O(PP=X;V2

M

F(O=X =_TMW6CA%C

7

A2;'(32O(PP=X2

M

(2[(=X

JSSS%$%"B

7

A2;'(32O(PP=X2T>B>

D

(J2'X JSSS%$!A%

7

A2;'(32O(PP=X

M

>P

8

Z

8

J2

SS7SSJW"!$C#

7

A2;'(32O(PP=X\2P(V=X SS7SSJW"A$%#

7

N2O(PP=X2T>B>

D

>[Z2'X

JSSS%$!!#

7

N2O(PP=XO;[;=X JSSS%$!#B

7

N2O(PP=XO([O=P2'X

JSSS%$!!D

7

N2O(PP=XZ;

<

2B;[(=Z JSSS%$!FA

7

N2O(PP=XX=3B(P(X

SS7SSJW"!$#D

7

N[;\(32O(PP=X3[;\(X JSSS%$!FD

7

"('>[F(T>3(=ZZ;P(P>B( JSSS%CA%#

AX;=V>Z>'2X2;[=

<

('>X2 J7SS%AFF!

"B2

M

F

8

P>O>OO=X2=[;=X J7SS#ABD

4XOF;[(OF(2O>P( J7SSD$""

%>!

!

土样采集与总
?̂J

提取

土壤样品于
!$$"

年
#

月采集于杭州下沙地区

的新元村"

YGS

$和元城"

GS

$这两个蔬菜种植地&

采集的土壤样品用于提取总
?̂J

以扩增土壤类芽

孢杆菌的
<8

[W

基因&土样采集前去除表土#于
A

"

%A5I

深度取土%随机选取
A

个点的土样充分混合#

四分法留取
%Z

3

土样带回实验室#土样提取总

?̂J

前保存于
@C$i

&土壤中总
?̂J

的提取参

考
./'(

(

!%

)等的方法&

%>B

!

特异性引物设计

为设计土壤类芽孢杆菌的特异性引物#从

V0*W+*Z

数据库获得
C

株胶质类芽孢杆菌的序列!

L&$$"A%#

'

L&$$"A%C

'

L&$$"A%D

'

L&$$"A!$

'

L&$B"A!A

'

L&$B"A!C

和
U8C%%$C$

%

%

株土壤类芽孢杆菌的序

列!

L&$$"A%"

%类芽孢杆菌属
"

个其它种的
<8

[W

基

因序列及芽孢杆菌属
%B

个种的
<8

[W

基因序列(

%#

)

&

用
S,(:;+,Y

"版本
%>D>B

$软件进行多序列比对#然

后选择土壤类芽孢杆菌序列上那些与其它种类的菌

序列差异大的'长度在
%"

"

!B\

`

的区域作为备选

引物&将这些备选引物序列提交到
?SWK6W,+:;?

搜索数据库中的同源序列#保留与其它菌种同源性

最低的
A

对引物&引物的
7I

值"解链温度$使用

R,2

3

'5+,5

"

/;;

`

!**

HHH>\+:25>*');/H0:;0)*>0](

*

\2';'',:

*

',2

3

'5+,5>/;I,

$计算#所获得的目的引物

序列由英潍捷基"上海$贸易有限公司合成&

%>F

!

TSE

反应的建立

TSE

扩增反应使用
!A

$

X

反应体系#包括
%

"

%$*

3

的总
?̂J

模板'

%$ II',

*

X 7)2:6QS,

'

A$II',

*

X_S,

'

$>!II',

*

X]?7T

'

%>AII',

*

X

M

3

S,

!

'

$>%j7)2;'*6%$$

'

$>!

$

I',

*

X

的上下游引

物和
$>#A8

*

IX

的
7+

h

?̂J

`

',

<

I0)+:0

"广州东

盛生物科技有限公司$&

TSE

循环条件!预变性

"

"Fi

#

BI2*

$#

B$

个循环"

"Fi

#

!$:

%

#$i

#

!$:

%

C!i

#

!$:

$#延伸"

C!i

#

BI2*

$&扩增产物用琼脂

糖凝胶电泳分离#

UW

染色并用紫外凝胶成像仪"上

海天能科技有限公司$拍照&

%>A

!

特异性引物筛选和验证

鉴于土壤类芽孢杆菌与胶质类芽孢杆菌的高度

亲缘关系#用这两种菌的典型菌株
AC;V2

M

F(O=X

=_TM W6CA%C

7和
ACZ=O(P2

<

('>X=X =_TM W6

CA%"

7进行
TSE

反应扩增以对各对引物进一步筛

选&为验证筛选后保留的引物扩增结果的正确性#

将各对引物扩增土壤类芽孢杆菌
=_TMW6CA%C

7

产生的条带用
Ja

<3

0*

公司的凝胶回收试剂盒割胶

回收并进行克隆'测序和序列比对分析&

%>#

!

TSE

反应的特异性确定

使用所建立的
TSE

反应扩增芽孢杆菌属和类

芽孢杆菌属等属的各种菌株"见表
%

$#电泳检测扩

增条带#以确定
TSE

方法的特异性&

用建立的
TSE

反应来扩增提取的土壤总

?̂J

#并对得到的目的扩增产物进行回收'克隆'测

序与序列分析#以进一步检验
TSE

反应的特异性&
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%>C

!

TSE

反应的灵敏性确定

液体培养土壤类芽孢杆菌典型菌株
=_TMW6

CA%C

7

#进行
%$

倍系列稀释后涂板计数#计算每微升

培养原液所含的细胞数&取适量培养原液用灭菌双

蒸水调节至每微升稀释液含有的菌体细胞落在

%$

A

'

%$

F

'

%$

B

'

%$

!

'

%$

%

'

%$

$和
%$

6%个范围内#取
%

$

X

上述稀释液直接作为
TSE

反应模板#检测各稀释度

下能否扩增出目的条带#

TSE

反应循环数为
B$

&

%>D

!

序列分析与登录号

使用
?̂J4;+)

"版本
C>%>$

$的
M0

3

J,2

3

*

程序

计算各对引物扩增的序列与
=_TM W6CA%C

7 的

<8

[W

序列"登录号
L&$$"A%"

$的同源性以及土壤克

隆子序列与土壤类芽孢杆菌
=_TM W6CA%C

7 的

<8

[W

基因序列的相似性&

土壤类芽孢杆菌引物对扩增土壤总
?̂J

产生

的克隆子在排除测序失败和测序错误的序列后剩下

F%

个克隆子#这些克隆子序列的
V0*W+*Z

登录号

是
V8B"#%$A

"

V8B"#%FA

&

'

!

结
!

果

!>%

!

特异性引物设计与筛选

!>%>%

!

特异性引物的设计

本实验中共设计了
A

对土壤芽孢杆菌的引物

"见表
!

$&引物位置对应于大肠杆菌
_%!

菌株的

<8

[W

基因"

V0*W+*Z

登录号
Y$FBF%

$&引物对

L%%6E%B

的理论扩增产物长度为
!!B\

`

"包括引物

区$#引物对
L%%6EB%

的理论扩增产物长度为
%!F

\

`

#引物对
L!!6E!

的理论扩增产物长度为
!BA\

`

#

引物对
L!!6EF

的理论扩增产物长度为
!B!\

`

#引

物对
L!!6EFB

的理论扩增产物长度为
%"B\

`

&

表
!

!

表
'

!

基于
<8

[W

基因的土壤类芽孢杆菌特异引物

引物 序列"

An6Bn

$ 位置 长度*
\

`

解链温度*
i

L%% 7VJ777SVJ7JSVS77SJV7SS AF#6A#C !! AC

L!! VVJ7VS77SVJ7SJVSVJJV77 %!B"6%!#$ !! #$

E! S77V7VV7JVSVVVSS77VV7J %FAA6%FC# !! #%

EF V7VV7JVSVVVSS77VV7JJ7S %FA!6oFCB !! A"

E%B SJVVVSJJS77SSJSSV7J CA$6C#D %" A#

EB% VJSVJ7SSSVSSS7SJ7JSJ7 #F"6##" !% A"

EFB JSS7V7VSSSJVJVSJV7JJ7J %F%$6%FB% !! A"

!>%>!

!

特异性引物的筛选与验证

采用所建立的
TSE

方法扩增土壤类芽孢杆菌

=_TM W6CA%C

7 和胶质类芽孢杆菌
=_TM W6

CA%"

7

#并用
!j

的琼脂糖凝胶电泳检测#结果显示

所设计
A

对引物都能成功地扩增土壤类芽孢杆菌且

不引起胶质类芽孢杆菌的扩增"见图
%

$&

M

!

M+)Z0)

#

+%

!

L!!6EF

#

\%

!

L!!6E!

#

5%

!

L%%6EB%

#

]%

!

L!!6EFB

#

0%

!

L%%6E%B

#

+!

!

L!!6EF

#

\!

!

L!!6E!

#

5!

!

L%%6EB%

#

]!

!

L!!6EFB

#

0!

!

L%%6E%B

#

-

!

?0

3

+;2905'*;)',

"

L!!6EF

$

图
%

!

A

对引物的扩增效果验证

其中#

F

对引物
L%%6E%B

'

L%%6EB%

'

L!!6E!

和

L!!6EF

扩增土壤类芽孢杆菌产生单一的目的条带%

另外#有一对引物
L!!6EFB

扩增产生一条大小约为

FA$\

的̀非特异性条带"见图
%

$#因此该引物不适

宜作为特异性引物#故被排除&

以土壤类芽孢杆菌
=_TMW6CA%C7

为模板#

检验了引物对
L%%6E%B

'

L%%6EB%

'

L!!6E!

和
L!!6

EF

的扩增结果&将扩增产物分别纯化'克隆后进行

测序#测序结果采用
?̂J4;+)

的
M0

3

J,2

3

*

程序比

对#结果显示其中四对引物
L%%6E%B

'

L%%6EB%

'

L!!6

E!

和
L!!6EF

的扩增序列与
=_TM W6CA%C

7 的

<8

[W

序列"登录号
L&$$"A%"

$的同源性都为
%$$j

#

序列完全一致&可见#四对引物的扩增结果都是正

确的&

!>!

!

TSE

检测的特异性

!>!>%

!

参考菌株的
TSE

特异性

采用建立的
TSE

方法#对表
%

所列的各个参考

菌株进行
TSE

检测以确定各引物对的特异性#

TSE

检测结果见图
!

&从图
!

可见#对于四对引物
L%%6

E%B

'

L%%6EB%

'

L!!6E!

和
L!!6EF

#各个非土壤类芽

孢杆菌菌株都未扩增出目的条带#表明四对引物对

的特异性都较好&
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图
!

!

TSE

特异性检测结果

!>!>!

!

土壤总
?̂J

的
TSE

特异性

为进一步验证
TSE

检测的特异性#使用从土壤

中提取的总
?̂J

作为
TSE

反应的模板进行
TSE

扩增#

TSE

扩增结果见图
B

&从图
B

可见#对于引物

对
L%%6E%B

和
L%%6EB%

#所有检测的土壤样品都不

能产生扩增条带&对于引物对
L!!6E!

和
L!!6EF

#

部分土壤样品的总基因组
?̂J

获得扩增并产生特

异性条带"白色箭头指示$和非特异性条带&

M

!

M+)Z0)

#

+

!

YGS%

#

\

!

YGS!

#

5

!

YGSB

#

]

!

GS

#

0

!

?0

3

+;2905'*;)',

图
B

!

用土壤类芽孢杆菌的四对引物扩增土壤
?̂J

的结果

将引物对
L!!6E!

和
L!!6EF

扩增产生的特异

性扩增产物经割胶回收后#进行克隆并分别随即挑

取
%A

个克隆重组子测序&排除测序产生的重复序

列'测序失败或不正确的序列#用
?̂J4;+)

的

M0

3

J,2

3

*

程序计算剩下的序列与土壤类芽孢杆菌

=_TMW6CA%C

7的序列相似性#结果显示所有序列

与
=_TMW6CA%C

7的相似性只有
CD>#j

"

DB>!j

#

表明这两对引物扩增土壤总
?̂J

得到的都是非特

异性产物#所以这两对引物用于检测复杂的
?̂J

样品时的特异性不高&

!>B

!

TSE

检测的灵敏度

用
%$

倍系列稀释的土壤类芽孢杆菌
=_TMW6

CA%C

7液体培养物直接作为
TSE

反应的模板#进行

TSE

扩增反应的结果见图
F

&从图
F

可见#对于每

!A

$

XTSE

反应体系#引物对
L%%6E%B

和
L%%6EB%

可检出的最低菌量为
%$

个细胞#引物对
L!!6E!

和

L!!6EF

可检出的最低菌量为
%

个细胞&从
TSE

检

测的灵敏度看#引物对
L!!6E!

和
L!!6EF

优于
L%%6

E%B

和
L%%6EB%

#可能是由于引物对
L!!6E!

和

L!!6EF

的特异性弱于引物对
L%%6E%B

和
L%%6EB%

所致&
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图
F

!

TSE

灵敏度检测结果
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$

!

讨
!

论

类芽孢杆菌属的特异性
TSE

鉴定方法已在部

分物种鉴定中得到了研究和应用#其所用靶基因一

般为
%#4)E?J

#目前这些方法在进行种的快速鉴

定中还存在一些不足&如针对短小芽孢杆菌设计的

%#4)E?J

引物在使用中不能区分短小芽孢杆菌'

巨大芽孢杆菌'环状芽孢杆菌'胶质类芽孢杆菌和土

壤类芽孢杆菌(

%"

)

#因此筛选确定合适的用于设计引

物的基因是保证所设计的引物具有高的特异性#进

而确保建立成功的
TSE

方法的前提&

Q(

等(

%#

)的

研究表明土壤类芽孢杆菌
<8

[W

基因与其他类芽孢

杆菌的相似性仅为
C$>Bj

"

C">!j

#因此存在较多

的种间差异序列可用来设计引物&鉴于此#本论文

选择
<8

[W

作为靶基因#设计了特异性引物并建立

了
TSE

方法用于鉴定土壤类芽孢杆菌&

根据土壤类芽孢杆菌
<8

[W

基因设计了
A

对引

物#除其中
%

对引物引起土壤类芽孢杆菌产生非特

异性扩增条带外#其他均为特异性单一条带%同时#

这些引物对不引起胶质类芽孢杆菌以及各种检测的

对照菌种的扩增#表明
F

对引物特异性较好&使用

这
F

对引物扩增从土壤中提取的总
?̂J

时#两对

引物"

L!!6E!

和
L!!6EF

$虽然能扩增产生目的产物

但产物序列与土壤类芽孢杆菌的
<8

[W

基因序列有

较大差异#

TSE

扩增中也发现这两对引物能引起一

些土壤样品产生非特异性扩增条带#因此这两对引

物的特异性不高#而引物对
L%%6E%B

和
L%%6EB%

可

能是更好的土壤类芽孢杆菌的种特异性的引物对&

本论文所建立的
TSE

方法的灵敏度较高#最低

可检出
%

"

%$

个细胞&虽然
<8

[W

基因为单拷贝基

因#与
%#4)E?J

基因比较#其灵敏度会有所降低#

但显然本实验中
<8

[W

基因的拷贝数对灵敏度造成

的影响很小&引物对
L%%6E%B

和
L%%6EB%

最低可

检测到每
TSE

反应体系中
%$

个细胞#引物对
L!!6

E!

和
L!!6EF

最低可检测到每
TSE

反应体系中
%

个菌体细胞&

目前对土壤类芽孢杆菌的鉴定主要依赖于同参

考菌株进行形态和生理生化特征的比较#这给大量

分离物的鉴定工作带来了困难&使用本论文所建立

的
TSE

方法进行鉴定所需的时间较短#从进行

TSE

反应到电泳检测扩增产物只需
%>A/

#且具有

较高的特异性和灵敏度#因此所建立的
TSE

反应对

大量分离物的快速鉴定具有积极的意义&
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