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摘   要：【目的】高地芽孢杆菌(Bacillus altitudinis) 6ww6 是一株根际耐盐促生菌，可以作为微生

物肥料的优选菌种。为了加强菌种知识产权保护，建立菌株快速检测方法。【方法】本研究通过

基因组比对分析、TBLASTn 检索、NR 库检索验证并剔除有其他同源的结果序列，最终得到菌株

6ww6 的孤儿基因，设计引物进行 PCR 鉴定。【结果】筛选出 5 个特异性基因 J939_13195、
J9319_05960、J9319_13355、J9319_05965 和 J9319_13350。引物 5960F 和 5960R 可以单一性扩增

出菌株 6ww6 的目的基因 J9319_05960，确定其为菌株 6ww6 的特异性分子标识。【结论】本研究

确定了菌株 6ww6 的唯一性身份编码，建立了以比较基因组学和孤儿基因为基础的菌株水平上的

鉴定方法。该方法具有快速、精确、能鉴定到菌株水平的优点，对于有价值微生物的知识产权保

护提供了有力的抓手。 
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Abstract: [Objective] Bacillus altitudinis 6ww6, a salt-tolerant and plant growth-promoting 
rhizobacterium, can be used as a preferred strain for microbial fertilizer. For protection of its 
intellectual property rights, it is essential to establish a method for rapid detection of this strain. 
[Methods] The orphan genes of strain 6ww6 were obtained through comparative genomic analysis and 
the elimination of homologous sequences by TBLASTn and NR library retrieval. The corresponding 
primers of the orphan genes were designed for PCR detection. [Results] Five specific genes 
(J939_13195, J9319_05960, J9319_13355, J9319_05965, and J9319_13350) were screened out for 
strain 6ww6. The target gene J9319_05960 of strain 6ww6 could be specifically amplified with primers 
5960F and 5960R, which was confirmed to be the specific molecular marker of strain 6ww6. 
[Conclusion] In this study, we identified the unique identity code of strain 6ww6 and established a 
strain-level identification method based on comparative genomic and orphan genes analysis. This 
method can rapidly and accurately identify target species at the strain level, serving as a powerful tool 
for the protection of intellectual property rights of valuable microorganisms. 

Keywords: microbial fertilizer; comparative genomics; molecular marker of strain; Bacillus altitudinis 
6ww6; intellectual property rights 
 

高地芽孢杆菌(Bacillus altitudinis)隶属于

厚壁菌门(Firmicutes)芽孢杆菌属(Bacillus)，最

早于 2006 年从高海拔空气样本中分离得到[1]。

随后，研究人员从屠宰场废水、盐湖、水稻叶

际和小麦根际等不同环境中分离出高地芽孢杆

菌[2–6]。研究表明，菌株 GVC11 能够产生碱性

蛋白酶，且在田间能够促进鹰嘴豆的生长[7]；

菌株 KP14 能够耐受盐等多种非生物胁迫，明

显提高植株的生物量[8]；菌株 FD48 不但能够耐

受干旱胁迫，而且能够溶磷、产生吲哚乙酸(in
dole-3-acetic acid，IAA)和胞外多糖，具有明显

的促生作用[9]。高地芽孢杆菌还可以诱导与植

物生长促进性状相关基因的表达，如成熟酶 K、

TPR 超家族蛋白、BTB/POZ/TAZ 结构域蛋白，在

烟草、玉米、拟南芥等植物的生长发育中有强烈的

促进作用[4,10]。另外，高地芽孢杆菌还可以吸附土

壤或培养基中的铜离子和铁离子等金属离子，并且

可以加强活性氧清除和苯丙烷生物合成基因的表

达使作物免受过量金属离子的胁迫[11]。可见，高地

芽孢杆菌因其促生功能、抗逆功能和钝化重金属的

功能，具有作为微生物肥料菌种和土壤修复剂菌种

使用的潜力。本研究菌株 6ww6 是从滨海盐碱地分

离得到的，在轻、中度盐碱和非盐碱条件下均对小

麦和玉米有较好的促生作用，研究表明该菌株是微

生物肥料的优选菌株。截止到 2021 年 11 月 10 日，

在 NCBI 上共有 83 株高地芽孢杆菌基因组序列，其
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中装配完整的有 24 株，基因组大小 3.68−4.04 Mb 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/proka
ryotes/13475/)，菌株 6ww6 的基因组被定为参考序

列，登录号为 NZ_CP072851.1。 
微生物菌种是生物技术知识产权保护的核

心。如何加强菌种资源的知识产权保护一直以

来都是科研工作者、政府和企业共同关注的问

题。中国专利菌种保藏量位列全球第一，保藏

全球近 40%专利菌种[12−13]。然而，作为各类活

体微生物制剂一旦上市，都存在着菌种被盗用

的风险，由于缺乏快速菌株鉴定的方法很难在

短时间内对知识产权侵权进行裁定，将各类产

品中的活体微生物实施菌株的唯一性编码无疑

能很好地解决这一问题，也是未来有价值微生

物最大利益化的必然趋势。孤儿基因被定义为

与其他物种缺乏相似性的基因，这些基因的起

源及功能大部分是未知的[14]，它们通常占基因

组所有基因的 10%−20%，其可能来自不同物种

间基因的复制和重排[15−16]，孤儿基因作为基因

组中最新进化的基因对生物体能够适应特定生

存环境起到作用[17]。另外，有文献报道，研究

孤儿基因对新物种的起源和谱系特异性性状，

包括形态多样性、代谢多样性、致病性的形成

和发现新的功能基因至关重要[18−21]。孤儿基因

的识别通常使用基于序列相似性的比对工具，

比如 BLAST，其通过序列相似性的比对获得基

因的物种分布情况，从中筛选出分布非常有限

的基因作为孤儿基因[17]。由于这些基因在同种

或不同物种间具有极高的特异性，可以将这些

孤儿基因进行进一步筛选作为鉴定某一特定菌

株的分子标识，利用孤儿基因进行菌株水平上

的鉴定尚未见报道。 
本研究以微生物肥料备选菌种高地芽孢杆

菌 6ww6 为对象，提供了一种基于比较基因组

学的鉴定微生物菌株的快速检测方法。该方法

为快速鉴定特定菌株和进行菌株水平的司法仲

裁、保护知识产权提供了精准高效的依据。 

1  材料与方法 
1.1  供试菌株 

5 株分别来源于不同环境的高地芽孢杆菌

菌株，Bacillus altitudinis 6ww6 分离自无棣蓝松

根际土(本实验室)，B. altitudinis Hb4 分离自五

倍 子 原 蜜 ( 江 南 大 学 廖 祥 儒 教 授 惠 赠 ) ，       
B. altitudinis GQYP101 分离自宁夏枸杞根际土

(本实验室)，B. altitudinis 14b 分离自桃树根  
际 土 ( 山 东 农 业 大 学 石 晶 盈 教 授 惠 赠 ) ，       
B. altitudinis WR10 分离自小麦根组织(周口师

范学院孙忠科教授惠赠)。7 株不同种的芽孢杆

菌菌株(本实验室)，B. licheniformis LCDD6 分

离自玉米芯秸秆腐熟物，B. amyloliquefaciens 
Y14 分离自花生根际土，B. velezensis FKM10
分 离 自 苹果 树 根 际土 ， B. safensis 5-49 、         
B. stratosphericus 5-54、B. halodurans 6-30 分离

自核桃树根际土，B. subtilis 168 本实验室保存。 

1.2  培养基和主要仪器 
LB 液体培养基(g/L)： 酵母粉 5.0，蛋白胨

10.0，NaCl 10.0，pH 7.0。CAS 限铁培养基参照

Schwyn 等的配制方法[22]，解蛋白细菌鉴定培养

基、有机磷细菌鉴定培养基购自青岛海博生物技

术有限公司。 
微量核酸蛋白测定仪购自赛默飞世尔科技

有限公司，PCR 仪 T-Gradient 购自 Germany 
Biometra ， 高 速 冷 冻 离 心 机 5810R 购 自

Eppendorf Centrifugation ， 凝 胶 成 像 系 统

1660Pro 购自勤翔科学仪器有限公司(上海)，超

净工作台 OptiClean 1300 购自力康精密科技(上
海)有限公司，微生物培养箱 GXZ 购自江南仪

器制造厂(宁波)。 

1.3  系统发育树的构建 
将 6ww6 菌株的 16S rRNA 基因序列在
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GenBank 中比对分析，挑选了与其相似度较高

的 15 株 不 同 种 的 芽 孢 杆 菌 ， 在 LPSN 
(https://www.bacterio.net/)里查找对应参考菌株

的 16S rRNA 基因序列，利用 MEGA 7 构建系

统发育树，构建方法为最大似然法。 

1.4  DNA 提取 
将−80 °C 保存的菌株于 LB 平板三区划线

进行活化，用接种环挑取单菌落于 30 mL LB 液

体培养基中，于 37 °C、180 r/min 培养过夜，

10 000 r/min 离心 2 min 收集菌体。用细菌 DNA
提取试剂盒(北京康为世纪生物有限公司)提取

DNA，并利用微量核酸蛋白测定仪检测 DNA
浓度和纯度。 
1.5  孤儿基因的筛选 

选取高地芽孢杆菌 6ww6 (CP072851.1)编
码蛋白序列和 NCBI GenBank 其他高地芽孢杆

菌菌株基因组序列(n=83)，进行 TBLASTn 检

索，筛选 6ww6 菌株特异的编码蛋白序列，序

列长度大于 100 个氨基酸的非假基因，一致性

≥60，E-value<1e-10。将筛选蛋白序列结果放入

NCBI TBLASTn 在线检索，对 NR 库进行检索

验证，剔除含有其他同源的结果序列，最终得

到菌株 6ww6 的特异孤儿基因。 

1.6  引物设计及 PCR 鉴定 
将上述孤儿基因序列利用软件 SnapGene

设计引物(表 1)，同时以 16S rRNA 基因序列为

引物进行 PCR 扩增作为对照。PCR 扩增体系：

2×Taq Plus PCR Master Mix 25 μL，上、下游引

物(10 μmol/L)各 2 μL，模板 DNA 1 μL, ddH2O 

20 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，

48–51 °C 1 min，72 °C 1.5 min，30 个循环；72 °C 

5 min。扩增产物以 1%琼脂糖凝胶电泳检测，

特异性 PCR 产物送生工生物工程(上海)股份有

限公司青岛测序部测序。 

2  结果与分析 
2.1  6ww6 菌株功能 

分别在功能性鉴定平板上鉴定菌株 6ww6

的解蛋白、解有机磷和产铁载体能力，结果如

图 1 所示，菌株 6ww6 有很强的解蛋白能力，

在解蛋白培养基上解蛋白透明圈直径与菌落直

径的比值可达到 9.16 (图 1A)，还有明显解有机

磷(图 1B)和产铁载体的能力(图 1C)。说明该菌

株具有微生物肥料优选菌种的活化土壤养分、

为植物提供速效养分的潜力。 
 

表 1  PCR 引物 
Table 1  PCR primers 
Genes Primers Base sequences (5′→3′) Tm/°C Size/bp 
J939_13195 3195F ATGTTAACCGAAACAGTAG 51 321 

3195R TTAAGCTAGAGCCGCT 
J9319_05960 5960F ATGAAAATTGAAATTAAAAATCTTGG 50 1 422 

5960R TCATTCTTCCTCATGTTC 
J9319_13355 3355F ATGGATGTTAGAGAATTGC 50 921 

3355R TTATACACCTTCATCTATACCTTC 
J9319_05965 5965F ATGGTTTCTGCATTGG 49 630 

5965R TTAGATTATAAGACTGTTAGAATATTTAG 
J9319_13350 3350F ATGATTACAGTTCTATTTAGAATAG 49 555 

3350R TTATTTTCGAATTAAATAGATATTATGAC 
16S rRNA gene 27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 50 1 542 

1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT 
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图 1  6ww6 菌株功能 
Figure 1  Functional identification of strain 6ww6. A: protein degradation ability; B: organophosphate 
degradation ability; C: capacity producing iron carrier. 
 
2.2  供试菌株的选择 

选择 5 株高地芽孢杆菌菌株 6ww6、Hb4、
GQYP101、14b 和 WR10。参照系统发育树(图 2)，
选择与 6ww6 亲缘关系较近的 7 株芽孢杆菌作为

参比菌株，分别为地衣芽孢杆菌(B. licheniformis) 

LCDD6、解淀粉芽孢杆菌(B. amyloliquefaciens) 
Y14、贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis) FKM10、枯

草芽孢杆菌(B. subtilis) 168、沙福芽孢杆菌(B. 
safensis) 5-49、同温层芽孢杆菌(B. stratosphericus) 
5-54 和耐盐芽孢杆菌(B. halodurans) 6-30。 

 
 

 
 

图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences. Node values represent percent bootstrap 
confidence derived from 1 000 replicates. Bar 0.05 at the bottom is the sequence divergence. The GenBank 
accession numbers of the indicated sequences are shown in the parentheses. 
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2.3  孤儿基因筛选结果 
83 株高地芽孢杆菌基因组比较分析，结果

如图 3 所示，最外圈用红色标记出了菌株 6ww6
的孤儿基因及其位置。 

筛选出菌株 6ww6 相对于其他高地芽孢杆

菌基因组特有的 5 个基因分别为 J9319_05960、
J9319_05965、 J9319_13195、 J9319_13350 和

J9319_13355，它们与 GenBank 中 NR 数据库所

有菌株基因组比对相似度也极低，可以作为特

异性分子标识的候选基因(表 2)。 
 

 
 

图 3  菌株 6ww6 比较基因组分析圈图    
Figure 3  Circular representation of the comparative genomic analysis of strain 6ww6 genome. Rings 
represent the following features labeled from inside to outside: ring 1: GC skew; ring 2: GC-content; ring 3: 
the scale in bps; ring 4: circular representation of strain 6ww6 genome; rings 5−8: CDSs in 6ww6 genome; 
ring 9: circular comparison of other B. altitudinis genomes; ring 10: 6ww6 orphan gene. 
 
表 2  菌株 6ww6 的孤儿基因 
Table 2  Orphan genes of strain 6ww6 
Genes Protein Maximum similarity with other strains/% 
J9319_05960 ATP-binding protein 52.59 
J9319_05965 Hypothetical protein 58.10 
J9319_13195 Hypothetical protein 56.73 
J9319_13350 Hypothetical protein 53.26 
J9319_13355 DUF4868 domain-containing protein 54.07 
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2.4  特异基因扩增结果 
如图 4A 所示，所有菌株都能够扩增出大

小约 1 500 bp 的 16S rRNA 基因条带。引物

3195F 和 3195R 可以单一性扩增菌株 6ww6 大

小约 321 bp 的目的条带，对于其他菌株来说也

能够扩增出 300–3 000 bp 大小不同的多个基因

条带(图 4B)。引物 3355F 和 3355R 能够特异性

扩增所有供试高地芽孢杆菌大约 900 bp 的基因

条带，不能扩增其他芽孢杆菌的任何 DNA 片

段，说明该引物可以作为高地芽孢杆菌的特异

性引物标识(图 4C)。引物 5965F 和 5965R 能够

扩增菌株 6ww6 和菌株 5-54 大小约 630 bp 的特

异性片段，另外对其他菌株 Hb4、14b、LCDD6
和 5-49 也扩增出了大小不等的单一条带 (图
4D)。引物 3350F 和 3350R 可以特异性扩增

6ww6 大小约 555 bp 的目的条带，但同时也扩

增出了菌株 6-30 大小约 1 300 bp 的片段(图
4E)。引物 5960F 和 5960R 可以单一性扩增菌株

6ww6 大小约 1 400 bp 的目的条带，并且不能扩

增出其他菌株的任何基因(图 4F)。 

2.5  高地芽孢杆菌 6ww6 菌株的特异性分

子标识和鉴定方法 
以菌株 6ww6 的 DNA 为模板，引物 5960F

和 5960R 进行 PCR 扩增，将 PCR 产物直接测 
 

 
 
图 4  特异基因 PCR 扩增 
Figure 4  PCR amplification of specific genes. A: amplification products of 16S rRNA gene; B: 
amplification products of gene J9319_13195; C: amplification products of gene J9319_13355; D: 
amplification products of gene J9319_05965; E: amplification products of gene J9319_13350; F: 
amplification products of gene J9319_05960. Lanes 1 to 5 are Bacillus altitudinis 6ww6, Hb4, GQYP101, 
14b and WR10 amplification products. Lanes 6 to 12 are Bacillus licheniformis LCDD6, Bacillus 
amyloliquefaciens Y14, Bacillus velezensis FKM10, Bacillus halodurans 6-30, Bacillus subtilis 168, Bacillus 
safensis 5-49, Bacillus stratosphericus 5-54 and Bacillus halodurans 6-30 amplification products.         
M: 2 000 bp maker. 
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序并进行 nucleotide BLAST 比对，结果只匹配

到 B. altitudinis 6ww6 一株菌的基因，相似度为

99.85% ( 附 图 1A) 。 该 结 果 表 明 基 因

J9319_05960 可以作为 6ww6 特异性分子标识

(附图 1B)，5960F (5′-ATGAAAATTGAAATTAA 
AAATCTTGG-3′) 和 5960R (5′-TCATTCTTCCT 
CATGTTC-3′)可以作为检测高地芽孢杆菌 6ww6
的特异性引物，PCR 检测条件为 95 °C 5 min；
95 °C 30 s，50 °C 30 s，72 °C 1.5 min，30 个循

环；72 °C 5 min。 

3  讨论 
微生物资源收集、保藏、筛选是产业竞争

的重要因素，是支撑生命科学和生物技术发展

的关键基础之一[23]。随着绿色农业的兴起，微

生物肥料作为不可或缺的产品迅猛发展。市面

上微生物肥料种类繁多，包含了丰富的微生物

菌种资源，目前已经被广泛使用的菌种包括芽

孢杆菌、类芽孢杆菌、假单胞菌、固氮菌、沙

雷氏菌和根瘤菌等[24–29]。这些菌种资源已经成

为了产业竞争的核心，加强菌种专利、生物材

料保藏和菌种资源的合理保护是未来生物技术

产业快速、高质量发展的重要保障。落实知识

产权保护的一个有效措施就是建立菌株快速、

准确的鉴定方法，实现登记菌株的唯一编码。 
微生物菌种鉴定的分子生物学方法有 16S 

rRNA 基因序列分析、基因芯片技术、限制性片

段长度多态性分析、PCR 指纹图谱和 rRNA 基

因指纹图谱等技术，这些方法具有各自的优点，

但是也存在着实验繁琐、周期长等缺点，且一

般仅能鉴定到种属水平 [30−31]。荧光定量 PCR-
探针熔解曲线法和蛋白质指纹图谱可以使菌种

鉴定达到量化[32]，但也仅仅局限于种属水平，

且方法开发困难、造价高、耗费人力物力。王

璇等建立了胶质类芽孢杆菌 PCR 快速检测方

法，但该方法工作量大、需要设计较多的引物

并对 PCR 反应条件/体系不断优化，而且该方法

也是到菌种水平的鉴定[33]，且依赖较多数量同

属不同种的菌种资源进行鉴定才能找到比较可

靠的分子标识。现有的技术方法都不能满足快

速检测工业化微生物产品的特有微生物菌株的

要求。随着基因组测序技术和生物信息学的不

断发展，微生物的全基因组测序成本已经降低

很多，测序时间大大缩短，准确性和可靠性大

幅度提升，比较基因组技术也非常地便捷、成

熟。借助于这些技术方法快速找到目标菌株基

因组中的孤儿基因，进一步筛选特异性基因，

利用常规 PCR 技术便可以进行菌株水平的特异

性鉴定。本研究基于比较基因组学和 PCR 技术，

建立了快速识别微生物菌株的方法。首先，通过

GenBank 对同种的基因组进行比对分析，筛选出

特定菌株的孤儿基因，进一步比对分析剔除其他

同源基因，得到该菌株的特异性基因。通过软件

进行引物设计，然后用特异性引物进行 PCR 验

证，即可得到特定菌株的特异性分子标识物。该

方法需要获得同种不同菌株的所有公开的基因

组 DNA 序列，保证了在最大范围内对相似菌株

的基因信息比对分析，克服了一个研究团队拿不

到较多菌种资源的难题，具有更加准确的特点。 
本研究确定了基因 J9319_05960可以作为菌株

6ww6 的特 异 性 分 子 标 识 ( 图 5A) ， 5960F 
(5′-ATGAAAATTGAAATTAAAAATCTTGG-3′)
和 5960R (5′-TCATTCTTCCTCATGTTC-3′)可
以作为检测高地芽孢杆菌 6ww6的特异性引物，

PCR 检测条件为 95 °C 5 min；95 °C 30 s，50 °C 
30 s，72 °C 1.5 min，30 个循环；72 °C 5 min。
结果表明利用这种方法进行菌株水平上的鉴定

是高度可行的。本研究为实现菌株唯一识别码

提供了简便可行的方法，为菌种知识产权保护

落到实处提供了有力的抓手。 
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附图 1  扩增产物比对 
本文补充材料见网络版 http://journals.im.ac.cn/actamicrocn。补充材料为作者提供的原始数据, 

作者对其学术质量和内容负责。 


