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摘要:【目的】胶质类芽胞杆菌(Paenibacillus mucilaginosus) 是微生物肥料广泛应用的功能菌种之一，筛选并

鉴定其特异性引物，建立该菌种快速检测方法，对微生物肥料产品检测和评价至关重要。【方法】本文筛选

了胶质类芽胞杆菌基因间的一段非编码序列作为特异性引物( orf06701-F:5'-ATGGAGGAAACATGGGGTGA-
3' / orf06701-R: 5'-TCAGGAATGAAGGCCCCCTT-3') ，通 过 PCR 反 应 条 件 /体 系 的 优 化、特 异 性 及 灵 敏 度 检

测，建立了胶质类芽胞杆菌快速检测方法。【结果】研究表明，该引物仅能在以胶质类芽胞杆菌为模板时特

异性扩增 333bp 保守序列，其检出灵敏限度为每微升反应体系 400 － 1000 个细胞，以实验选取的类芽胞杆菌

属其他菌株和芽胞杆菌属菌株为模板时均不能扩出该序列，该引物具有良好的特异性;同时，用该方法成功

地鉴定了从土壤中分离得到的胶质类芽胞杆菌，并且得到的特异性片段序列同源性达到 100%。【结论】本

研究方法为微生物肥料中胶质类芽胞杆菌的检测及生态评价提供技术支撑。
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胶 质 类 芽 胞 杆 菌 ( Paenibacillus mucilaginosus)

是土壤中一种重要功能菌，通过其菌体自身代谢产

生有机酸、氨基酸、多糖、激素等物质促进植物的生

长，并且能够分解含钾矿物，释放出钾及其他营养元

素，有些菌株还 具 备 溶 磷 和 固 氮 功 能
［1 － 4］。胶 质 类

芽胞杆菌因其自身诸多优点成为目前我国微生物肥

料产业应用最为广泛的功能菌株
［5］。近几年来，我

国微生物肥料产业发展迅速，已形成了 800 多家生

产企业，产 能 800 万 吨，产 值 超 百 亿 元 的 产 业 规

模
［6］。胶质类 芽 胞 杆 菌 在 农 业 生 产 中 表 现 出 提 高

土壤速效钾与速效磷含量、促进作物生长、提高作物

产量和品质等多方面的效应，一直是微生物肥料研

发的重点和热点之一。
胶质类芽胞杆菌作为微生物肥料产品中重要功

能菌，如何准确快速检测是产品检测和评价的关键。
目前对于胶质类芽胞杆菌的检测主要依靠传统的形

态学分析方法、生理生化实验、对解钾、溶磷等生物

功能特性的验证以及基于 16S rDNA、gyrB 基因等保

守序列的系统发育学分析。然而，胶质类芽胞杆菌

与土壤类 芽 胞 杆 菌 (Paenibacillus edaphicus) 是 近 缘

菌，两者具有及其相似的菌体形态、菌落特征和生理

生化性质，并且两者中的部分菌株都具有解钾、溶磷
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功能
［3，7］，因此根据形态学、生理生化实验和生物功

能特征设计 检 测 方 法，很 难 将 两 者 分 开。基 于 16S
rDNA、gyrB 基因等保守序列的系统发育学分析方法

能够准确地鉴定胶质类芽胞杆菌
［11］，但需要大量测

序，过程繁琐且花费较高，在大批菌株的鉴定中并不

适用。特异( 引物) PCR 技术是在基因序列和指纹

图谱分析基础上，针对不同的种属关系，根据特异的

碱基序列设计引物进行特异 PCR，通过目的产物的

有无和序列信息的分析进行微生物鉴定和分类。该

技术具有特异性强、敏感度高、快速灵敏的优点，比

起其它的分子生物学方法更加简便省时，并且避免

了大量测序，节省检测成本，在微生物鉴定和检测方

面有着巨大的应用前景，也逐渐被运用到胶质类芽

胞杆菌的鉴 定 中。曹 凤 明 等
［8］

以 16S rDNA、gyrA、
rpoA 为靶基因 设 计 引 物，建 立 多 重 PCR 反 应 体 系，

快速准确鉴定枯草芽胞杆菌群的 4 个种。Wu 等
［3］

基于 gyrB 基因序列成功设计、筛选得到胶质类芽胞

杆菌特异引物，建立了 PCR 快速检测方法。
本文以微生物肥料生产中常用功能菌株为实验

材料，根据胶质类芽胞杆菌 3016 已得到的全基因组

序列设计引物，通过 PCR 反应条件优化和特异性及

灵敏度实验，建立了一套完整的胶质类芽胞杆菌特

异 PCR 快速检测技术，为微生物肥料中胶质类芽胞

杆菌的检测和生态评价提供技术支持。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 供试菌株:实验选用 15 株 胶 质 类 芽 胞 杆 菌

和 18 株非胶质类芽胞杆菌菌株，后者主要选取微生

物肥料产品中常用功能菌株或与胶质类芽胞杆菌近

缘的芽胞杆菌 /类芽胞杆菌，作为参比菌株用于引物

设计和特异性验证。供试菌株及编号见表 1。实验

菌株采 用 适 合 的 培 养 基
［9］

和 培 养 条 件 进 行 纯 化

培养。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:E． coli DH5α 高效率感受

态细 胞、pMD-19T Vector、Taq DNA 聚 合 酶、dNTP、
Premix Taq Version2. 0 等均购自大连宝生物工程公

司;Amp、IPTG、X-Gal 等 购 自 天 根 生 化 科 技 ( 北 京)

有限公 司;PCR 产 物 纯 化 试 剂 盒 ( OMEGA 公 司 ) ;

C1000 PCR 仪 及 凝 胶 成 像 系 统 ( Bio-Rad 公 司 ) ;

DYY-8C 电 泳 仪 ( 北 京 市 六 一 仪 器 厂 ) ; NanoDrop

ND-2000C 微量紫外分光光度计(Thermo)。

表 1 实验用参考菌株

Table 1 The bacterial strains used in this study
Species No． of Straina

Paenibacillus mucilaginosus

3012，3014，3015，3016，3017，

3018，3020，3022，3021，3023，

3024，3025，3026，3027，VKPMB-
7519T

Paenibacillus edaphicus VKPM B-7517T

Paenibacillus polymyxa CCTCCAB92076T

Paenibacillus azofixans CCTCCAB94023T

Paenibacillus azoreducens ACCC10250T

Paenibacillus macquariensis 1. 2771
Paenibacillus macerans 1. 69
Paenibacillus pulvifaciens 1. 273
Bacillus circulans CCTCCAB94026T

Bacillus cereus CCTCCAB93038T

Bacillus megaterium CCTCCAB92075T

Bacillus subtilis CCTCCAB92068T

Bacillus licheniformis CCTCCAB92069T

Bacillus pumilus CCTCCAB94044T

Brevibacillus laterosporus CGMCC1. 2012T

Brevibacills brevis CCTCCAB94025T

Geobacillus thermodenitrificans ACCC10254T

Geobacillus thermoleovorans ACCC10255T

Pseudomonas aeruginosa ACCC10500T

a:ACCC:Agricultural Culture Collection of China; CCTCC:China Center
for Type Culture Collection; CGMCC: China General Microbiological
Culture Collection Center;Others:Center for Quality Supervision＆Test of
Microbial Fertilizers and Mushroom Spawn，Ministry of Agriculture，P R．
China．

1. 2 总 DNA 的提取与纯度检测

挑取 单 菌 落，接 于 菌 体 富 集 培 养 基 ( 蔗 糖

5. 0 g /L，MgSO4 0. 5 g /L，酵 母 膏 1. 0 g /L，K2HPO4

1. 0 g /L，蛋白胨 1. 0 g /L，pH 7. 2 － 7. 5) ，30 ℃ 摇床

培养 16 h( 嗜 热 脱 氮 地 芽 胞 杆 菌、喜 热 嗜 油 地 芽 胞

杆菌摇 床 培 养 温 度 为 65 ℃ ) ，离 心 取 沉 淀，根 据 文

献
［10］

方法，提取 每 株 供 试 菌 的 总 DNA，并 经 1% 琼

脂糖 凝 胶 电 泳 检 测，用 分 光 光 度 计 法 检 测 DNA 浓

度。
1. 3 特异性引物设计

特异性引物设计过程中，要求引物的长度一般

为 18 － 30 bp，引物太短易形成错配降低特异性，过

长会导致其延伸温度过高，则不适于 Taq DNA 聚合

酶进行反应;引物序列 GC 含量为 40% － 60% ，过高

或过低都不利于引发反应;两引物之间不能互补，尤

其是 3'末端不存在互补性，避免产生二聚体及发夹

结构，否则会降低引物有效浓度而使 PCR 反应不能

正常进行。
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在 GenBank 数 据 库 中 收 集 18 株 参 比 菌 株 所

有核酸数据 信 息，根 据 胶 质 类 芽 胞 杆 菌 菌 株 3016
已得到的全 基 因 组 序 列，进 行 blastn 比 对，找 出 种

间特异 序 列。观 察 同 种 内 菌 株 的 同 源 性，找 出 在

种内有代 表 性 的 序 列，从 而 选 择 出 适 于 设 计 种 群

特 异 引 物 的 序 列，使 用 primer 5. 0 设 计 特 异 性 引

物，并将引物进行 blast 比对，保证引物在与 目 标 菌

种具有高 度 的 同 源 性，与 其 他 种 则 不 同 源 或 同 源

性很低，选择 得 到 了 较 好 的 8 对 引 物 进 行 PCR 验

证，详见表 2。引物由上海生工 生 物 工 程 技 术 服 务

有限公司合成。

表 2 特异 PCR 引物

Table 2 Nucleotide sequences of the species-specific primers
No． of
Primer

Primer Sequence (5'→3') Size / bp

orf00002 － F CCTCGATCTCATGATCCAGTG
1 orf00002 － R CTACACCTCGATCGTCGTCAT 325

orf00262 － F CAATGAAGTAACGCTCGGTG
2 orf00262 － R GATGAAGAACGATCCCTCCG 265

orf00804 － F TCAAAAAGAACCAGGTGCTG
3 orf00804 － R CTTCCGGTTCGATCAGATTC 273

orf01359 － F CAAAGTCATAGATCCCCTTGC
4 orf01359 － R CGCATAGAGCTCGTCGCTGTA 268

orf02487 － F GGATTTTTACCGACCGTCGTT
5 orf02487 － R GGTATTCAACACGCCTACCA 226

orf03775 － F GACATTCAGGCCATCCTGG
6 orf03775 － R GTCACTCGGGTTCTGGAACTG 345

orf03794 － F GCTCCGAAGTTCGAATCCTT
7 orf03794 － R CGGTGCCAAAGTAATGATTG 222

orf06701 － F ATGGAGGAAACATGGGGTGA
8 orf06701 － R TCAGGAATGAAGGCCCCCTT 333

1. 4 PCR 条件 /体系的建立及验证

1. 4. 1 PCR 反应条件 /体系的建立和优 化:以 菌 株

3016 的基因组 DNA 为 模 板，进 行 PCR 扩 增。通 过

优化退 火 温 度、模 板 DNA 量、引 物 浓 度 和 Mg2 +
浓

度，建立适宜 PCR 反应条件 /体系。
1. 4. 2 菌落 PCR 扩 增:用 菌 体 富 集 培 养 基 液 体 摇

床培养胶质类芽胞杆菌 3016，200 r /min，30 ℃ ，12 －
16 h。取 1 μL 作为模板，对最优化的 PCR 条件进行

菌落 PCR 验证。
1. 4. 3 特 异 性 验 证:以 胶 质 芽 胞 杆 菌 群 菌 株 DNA
为模板，进行最优化的 PCR 条件的扩增。用不加模

板的作为空白对照。产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳检

测。以 15 株胶质类芽胞杆菌为阳性对照，以非胶质

类芽胞杆菌的参考菌株 DNA 为模板，分别进行 PCR
扩增，产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳检测，以验证引物

的特异性。
1. 4. 4 灵敏度检测:用菌体富集培养基液体摇床培

养菌株 3016，200 r /min，30 ℃ ，12 － 16 h，用 无 菌 水

对上述培养液系列梯度稀释。分别取 1 μL 为模板，

进行最优条 件 的 菌 落 PCR 反 应。并 将 稀 释 倍 数 为

105、106
和 107

的菌液于硅酸盐细菌培养基平板上

进行菌落计数。每个稀释梯度做 3 个平行。
1. 5 土壤样品的 PCR 扩增

1. 5. 1 土壤样品总 DNA 提 取:分 别 在 陕 西 省 延 安

农科所(YA)、安徽省农科院阜阳农科所(FY)、山东

省济宁农科院( JN) 提供的大豆种植试验田，采取地

表土壤，转入采样袋中，提取土壤样品总 DNA［10］。
1. 5. 2 特 异 性 检 测: 分 别 以 3 种 土 壤 样 品 的 总

DNA 为模板，以最优 PCR 反应条件进行 PCR 扩增，

PCR 产物经试 剂 盒 纯 化 后，与 pMD-19T 载 体 连 接，

转化至 E． coli DH5α 感受态细胞，进行蓝白筛选，随

机挑取阳性克隆测序并进行多重序列比对。
1. 5. 3 土壤样品中胶质类芽胞杆菌的分离与鉴定:

(1) 采用 系 列 稀 释 分 离 法 处 理 采 集 的 3 个 土 壤 样

品，筛选与胶质类芽胞杆菌形态学特征相似的菌株。
(2) 分别提 取 上 述 菌 株 总 DNA，以 通 用 引 物 UP-1:

5'-CAYGCNGGNGGNAARTTYG-3' / UP-2r:5'-CCRT-
CNACRTCNGCRT CNGTCAT-3'［11］

为 引 物 进 行 gyrB
基因(1210 bp)扩增，不加模板的为空白对照。所得

的 PCR 产物进行连接，转化，并挑取阳性克隆测序。
(3)用菌体富集培养基液体摇床培养上述与胶质类芽

胞杆菌形态学特征相似的菌株，200 r /min，30 ℃，12
－ 16 h。取 1 μL 作为模板，用 PCR 快速检测体系对

其进行菌落 PCR 验 证。所 得 PCR 产 物 直 接 送 样 测

序。

2 结果和分析

2. 1 PCR 条件 /体系的优化和验证

2. 1. 1 PCR 条 件 的 优 化: 以 菌 株 3016 的 基 因 组

DNA 为模板，建立 PCR 反应条件 /体系并进行优化。
优化的 PCR 条 件 /体 系 及 优 化 结 果 包 括:退 火 温 度

梯度 ( 50 ℃ － 65 ℃ ) ( 图 1-A ) ; 模 板 DNA ( 1 －
30 ng) ( 图 1-B) ;引物浓度 (0. 1 － 0. 5 μmol /L) ( 图

1-C) ; Mg2 +
浓度(1. 0 － 3. 5 mmol /L) ( 图 1-D)。以

8 号引物( orf06701-F / orf06701-R) 为例，由电泳图可

以看出，退火温度在 50 － 57 ℃ 均有产物形成，但考
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虑到较高的退火温度有利于 PCR 反应的特异性，所

以选择 57 ℃ 作为最适的退火温度;在模板 DNA 含

量为 10 ng 时有条带出现，但较暗，所以选择15 ng作

为最 适 宜 的 模 板 DNA 添 加 量; 在 引 物 浓 度 为

3. 0 － 5. 0 μmol /L均有 产 物 形 成，在 3. 0 μmol /L 时

产物形成量较少，从成本考虑，选择最适引物浓度为

4. 0 μmol /L;在 Mg2 +
浓 度 为 1. 5 mmol /L 时 开 始 出

现明亮的条带，随着 Mg2 +
浓度 增 加 扩 增 产 物 增 加，

当 Mg2 +
浓度达到 3. 0 mmol /L 时，条带亮度开始 减

弱，综合考虑，选择 1. 5 mmol /L 作为 8 号引物 PCR
反应的最佳 Mg2 +

浓 度。因 此，通 过 优 化 条 件，确 定

8 号引 物 ( orf06701-F / orf06701-R) PCR 反 应 的 最 优

体系 为:10 × PCR buffer ( 不 含 Mg2 + ) 2. 5 μL，

Mg2 + 1. 5 mmol /L，dNTP(2. 5 mmol /L) 2 μL，引 物

0. 4 μmol /L，Taq DNA 聚 合 酶 0. 3 U，基 因 组 DNA
15 ng 左 右，加 DEPC 水 补 足 至 25 μL。扩 增 程 序:

95 ℃ 5 min;95 ℃ 30 s，57 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，30
个循环;72 ℃ 10 min。

图 1 不同条件下胶质类芽胞杆菌 3016 的 PCR 扩增产物(8 号引物)

Fig． 1 Amplification products of P． mucilaginosus 3016 with different annealing temperature (A) ，various concentrations of templates (B) ，primers

(C) ，and magnesium (D) ． A: Lanes 1 － 16: annealing temperature of 50. 0 ℃ ，50. 5 ℃ ，51. 4 ℃ ，52. 8 ℃ ，54. 5 ℃ ，55. 8 ℃ ，56. 6 ℃ ，57 ℃ ，58

℃ ，58. 5 ℃ ，59. 4 ℃ ，60. 8 ℃ ，62. 5 ℃ ，63. 9 ℃ ，64. 6 ℃ and 65. 0 ℃ ． B: Lanes 1 － 7: 1，5，10，15，20，25 and 30 ng of DNA． C: Lanes 1 － 5:

0. 5，0. 4，0. 3，0. 2，and 0. 1μmol / L of each primer． D: Lanes 1 － 6:1. 0，1. 5，2. 0，2. 5，3. 0 and 3. 5 mmol / L of MgCl2 ． M: 2-Log ladder Marker．

以 P． mucilaginosus 3016 菌液为模板，用 8 号引

物(orf06701-F / orf06701-R)进行菌落 PCR 扩增，可扩

增到333 bp长的特异性片段(图略)。由此可以说明，

以基因组 DNA 为模板和以菌悬液为模板并无差别。
因此，所建立的 PCR 快速检测方法是可行的。
2. 1. 2 PCR 特异性扩增:实验设计的 8 对特异性引

物，以 15 株胶质类芽胞杆菌 DNA 为模板，用最优 PCR

条件进扩增，所试菌株均能得到相应大小的特异性片

段。但 1 － 7 号引物均能在以 P． edaphicus VKPM B-
7517TDNA 为模板时也得到相应大小的扩增片段，说明

1 －7 号引物不能区分胶质类芽胞杆菌与土壤类芽胞杆

菌。而 8 号引物(orf06701-F / orf06701-R)与胶质类芽胞

杆菌具有高度的同源性，与其他种则不同源或同源性

很低，可以作为该种的特异引物(图 2)。

图 2 8 号引物特异性验证结果(333bp)

Fig． 2 PCR results of No． 8 primer specificity ( 333bp) ． 1: P． edaphicus VKPM B-7517T ; 2: Paenibacills polymyxa CCTCCAB92076T ; 3:

Paenibacillus azofixans CCTCCAB94023T ; 4: Paenibacillus azoreducens ACCC10250T ; 5: Paenibacillus macquariensis 1. 2771; 6: Paenibacillus

macerans 1. 69; 7: Paenibacillus pulvifaciens 1. 273; 8: Bacillus circulans CCTCCAB94026T ; 9: Bacillus cereus CCTCCAB93038T ; 10: Bacillus

megaterium CCTCCAB92075T ; 11: Bacillus subtilis CCTCCAB92068T ; 12: Bacillus licheniformis CCTCCAB92069T ; 13: Bacillus pumilus

CCTCCAB94044T ; 14: Brevibacillus laterosporus CGMCC1. 2012T ; 15: Brevibacills brevis CCTCCAB94025T ; 16: Geobacillus thermodenitrificans

ACCC10254T ; 17: Geobacillus thermoleovorans ACCC10255T ; 18: Pseudomonas aeruginosa ACCC10500T ; 19 － 33: P． mucilaginosus 3012 － 7519;

34: negative control; M: 2-Log ladder marker．
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将 15 株胶质类芽胞杆菌 DNA 为模板特异 PCR
扩增产物 (333bp) 测 序，并 利 用 软 件 MEGA 4. 0 进

行 CLUSTAL 多重序列比对。结果显示 15 株胶质类

芽胞杆菌该段序列同源性为 100%。说明该引物对

各 DNA 序列的相应区段具有很强的忠实性、特异性

和保守性。
2. 1. 3 引 物 扩 增 纯 培 养 物 的 灵 敏 度:将 菌 株 3016
的菌悬液连续稀释 10 倍，以不同稀释梯度的菌液为

模板，最优 PCR 条件扩增。结果表明，每 微 升 PCR
反应体系含有超过 400 个细胞时能 扩 增 333 bp 的

特异性条带( 图 3)。因此，所建立的 PCR 快速检测

方法的灵敏限度是每微升反应体系达到 400 － 1000
个细胞。

图 3 P． mucilaginosus 3016 菌液稀释 梯 度 PCR 扩 增 产

物图

Fig． 3 The representative image of amplification products of serial

dilutions of P． mucilaginosus 3016． Lanes 1 － 9: 108 ，107 ，106 ，

105 ，104 ，103 ，102 ，101 and 100cells per PCR mixture; lane 10:

negative control． M: 2-Log ladder Marker．

2. 2 特异性引物对土壤样品的扩增效果

2. 2. 1 引 物 特 异 性 检 测:分 别 以 3 种 土 壤 样 品 总

DNA 为模板，用 8 号引物进行最优条件 PCR 扩增。
其中只有延安 土 样 (YA) 总 DNA 能 够 得 到 333 bp
特异性片段，而 对 阜 阳 土 样 ( FY) 和 济 宁 土 样 ( JN)

总 DNA 无 扩 增 结 果。用 PCR 产 物 纯 化 试 剂 盒 对

YA 的扩增产 物 进 行 纯 化，检 测 后，连 接 转 化，蓝 白

筛选，随机挑取 24 个阳性克隆进行菌 液 PCR 验 证

后测序，结果和 15 株胶质类芽胞杆菌 333 bp 序 列

相似性为 100%。
2. 2. 2 土壤样品中胶质类芽胞杆菌的分离与 鉴 定

结果:对 3 个土壤样品进行系列梯度稀释后，分离形

态学特征与胶质类芽胞杆菌相似的菌株，延安土样

(YA)、阜阳土样(FY) 和济宁土样( JN) 分别分离得

到到 6 株、3 株和 2 株。用所建立的 PCR 快速检测

方法对 11 个分离物进行菌落 PCR 扩增，发现其中 5

株 ( IsolateYA-1，Isolate YA-2，Isolate YA-3，Isolate
YA-4，Isolate YA-5) 能 够 在333 bp处 得 到 特 异 性 条

带( 图 4) ，且这 5 株均分离自延安土样(YA)。测序

后得到的序列与 15 株胶质类芽胞杆 菌333 bp序 列

比对，同 源 性 高 达 100%。将 从 3 种 土 样 中 分 离 得

到的 11 个分离物提取 DNA，用 通 用 引 物 UP-1 /UP-
2r 扩增 gyrB 基因片段测序，所得序列与 GenBank 中

的数据进行相似性分析，并用软件 MEGA 4. 0 构 建

系统发 育 树 ( 图 5 ) ，结 果 表 明，仅 有 自 延 安 土 样

(YA) 分 离 得 到 的 IsolateYA-1、Isolate YA-2、Isolate
YA-3、Isolate YA-4、Isolate YA-5 与 胶 质 类 芽 胞 杆 菌

归为 一 类，类 群 之 间 序 列 相 似 性 达 97% － 99% ，其

余 6 个菌株( Isolate YA-6、Isolate FY-1、Isolate FY-2、
Isolate FY-3、Isolate JN-1、Isolate JN-2) 与胶质类芽胞

杆菌相似度较低，分别与类芽胞杆菌其它种归为一

类。即用纯培养的筛菌方法从延安土样中筛选得到

胶质类 芽 胞 杆 菌 ( IsolateYA-1、Isolate YA-2、Isolate
YA-3、Isolate YA-4、Isolate YA-5 ) ，与 实 验 建 立 的

PCR 快速检测方法扩增结果一致。因此，本文所建

立的特异 PCR 快 速 检 测 技 术 可 以 成 功 的 用 于 胶 质

类芽胞杆菌的快速检测。

图 4 细菌分离物菌落 PCR 扩增

Fig． 4 the amplification of colony PCR of the isolates from soil

using No． 8 primer． 1: IsolateYA-1; 2: Isolate YA-2; 3:

Isolate YA-3; 4: Isolate YA-4; 5: Isolate YA-5; 6: Isolate

YA-6; 7: Isolate FY-1; 8: Isolate FY-2; 9: Isolate FY-3; 10:

Isolate JN-1;11: Isolate JN-2; M: 2-Log ladder Marker．

3 讨论

特异引物的设计是特异 PCR 技术的关键环节，

往往需要通过比对不同种属、不同类型菌株的相关

基因，选择合适的靶序列，充分考虑种内保守性和种

间的特异性。16S rDNA 是 微 生 物 分 类 鉴 定 时 最 常

9841



Xuan Wang et al． / Acta Microbiologica Sinica(2011)51(11)

图 5 土样分离细菌基于 gyrB 基因序列的系统发育树

Fig． 5 Phylogenetic tree based on gyrB sequences of the isolates from soil． The tree was based on an alignment of

gyrB gene sequences and was constructed using the Neighbour-Joining method (MEGA 4. 0) ． The stability of the tree

was assessed by 1000 bootstrap replications． The numbers in parentheses represent the sequences' accession number，

the numbers next to the nodes represent the bootstrap values of 1000 replications，the scale bar represents 2 nucleotide

substitutions per 100 nucleotides．

选用的靶基 因，但 有 时 通 过 16S rDNA 序 列 分 析 鉴

定微生物 结 果 并 不 理 想。gyrB 基 因 是 靶 序 列 选 择

的另一常用对象，其编码促旋酶的一个亚基，因其序

列存在高度保守和明显变异区段且分子进化速率大

于 16S rDNA 而 常 常 用 于 近 缘 种 的 鉴 定
［12 － 18］。Hu

等
［11］

通过研究，发现胶 质 类 芽 胞 杆 菌 16S rDNA 和

gyrB 基因 序 列 种 内 相 似 度 分 别 为 99. 1% － 99. 9%
和 98. 2% － 99. 9% ，种 间 相 似 度 分 别 为 90. 4% －
96. 4% 和 70. 4% － 78. 0%。Wu 等

［3］
基 于 gyrB 基

因序列设计引物，成功筛选出胶质类芽胞杆菌特异

引物，得到了 519 bp 的 保 守 序 列。同 时，很 多 其 它

功能基因也被用于微生物鉴定，如 gyrA、cheA、gyrB、
rpoA、rpoB、vrrA、spoOA 等

［19 － 23］。通常引物设计是根

据 GenBank 数据库中较常用的种属特异基因，针对

特定种群，通过多重序列比对，确定引物序列，而本

实验根据 P． mucilaginosus 3016 的 全 基 因 组 序 列，

通过更全面的筛选与比对，从全基因组的范围内寻

找 P． mucilaginosus 种群的特异序列，设计特异性引

物，使得筛选范围更全面并且更可靠，并且通过基于

全基因组序列进行的特异引物设计，一些基因间的

特异非编码序列不会被忽视。
本实验中设计了 8 对特异性引物，有些是上述

0941



王璇等: 胶质类芽胞杆菌 PCR 快速检测方法 ． /微生物学报(2011)51(11)

特异分子鉴定的常用基因某一片段，有些只是基因

间的 非 编 码 序 列。8 号 引 物 ( orf06701-F / orf06701-
R) 即为基因间的 非 编 码 序 列。以 胶 质 类 芽 胞 杆 菌

种内参比菌 株 为 模 板 时 能 够 特 异 扩 增 得 到 333 bp
大小条带，证实该引物在种内具有通用性;以实验选

取的类芽胞杆菌属其他菌株和芽胞杆菌属菌株为模

板时均不 能 扩 出 该 序 列，尤 其 是 能 有 效 的 区 分 P．
edaphicus，说明该引物具有良好的种间特异性。

本实验 通 过 灵 敏 度 实 验，确 定 所 建 立 的 特 异

PCR 反应 的 灵 敏 度 为 0. 6 ng /μL DNA 模 板，或 者

400 － 1000 个细胞 /μL，与曹凤明
［8］

等学者特异 PCR
的灵敏 度 为 100 pg /μL DNA 模 板 结 果 相 近。本 实

验建立的 PCR 快速检测体系具有较高的敏感性，在

较低浓度 DNA 或者一定浓度的菌液为模板的体系

中，可以方便快捷检测 P． mucilaginosus。
本快速检测方法成功地实现了直接从土壤中快

速检测胶质类芽胞杆菌。以 3 种土样 总 DNA 为 模

板，采 用 8 号 特 异 引 物 ( orf06701-F / orf06701-R) 扩

增，仅延安土样(YA) 能够扩得特异性片段。通过对

3 种土壤中筛 选 得 到 的 11 株 与 胶 质 类 芽 胞 杆 菌 形

态学相似的菌株进行菌落特异 PCR 验证，仅分离自

延安土样(YA) 的 5 株 菌 等 得 到 333 bp 特 异 性 片

段，同时对上述 11 株菌进行 gyrB 基因的测序分析，

证明仅有上述分离自延安土样 (YA) 的 5 株菌为胶

质类芽胞杆菌，其他 6 株与胶质类芽胞杆菌相似度

较低，分别与类芽胞杆菌其它种归为一类。因此，用

本实验建立的特异 PCR 检测方法对 11 株疑似胶质

类芽胞杆菌菌株进行鉴定，结果与常规 gyrB 基因序

列分析结果相同，但避免了 DNA 提取和测序等复杂

环节，说明本实验建立的特异 PCR 快速检测技术可

以成功的用于胶质类芽胞杆菌的快速检测。

4 结论

(1) 设计并筛选了一对胶质类芽胞杆菌特异性

引 物: orf06701-F: 5'-ATGGAGGAAACATGGGGTGA-
3' / orf06701-R: 5'-TCAGGAATGAAGGCCCCCTT-3'，
实验证明，该引物具有良好的种内保守性以及种间

的特异性。
(2) 建 立 了 一 套 胶 质 类 芽 胞 杆 菌 快 速 检 测 方

法，反 应 体 系: 10 × PCR buffer ( 不 含 Mg2 + )

2. 5 μL，Mg2 + 1. 5 mmol /L，dNTP ( 2. 5 mmol /L )

2 μL，引物 0. 4μmol /L，Taq DNA 聚合酶 0. 3U，基因

组 DNA 15 ng 左 右 或 400 － 1000 个 细 胞 /μL，加

DEPC 水补足至 25 μL;扩增程序:95 ℃ 5 min;95 ℃
30 s，57 ℃ 1min，72 ℃ 1min，30 个 循 环; 72 ℃
10 min;目标 PCR 产物长度 333 bp。

(3) 本方法应用于土壤样品胶质类芽胞杆菌快

速检测，通过特异性实验和灵敏度实验，研究结果与

常规菌株鉴定方法一致，证明此方法的可行性和结

果的可靠性。
(4) 本快速 检 测 方 法 可 用 菌 液 为 模 板，省 去 了

DNA 提取等繁 琐 的 环 节，又 避 免 了 大 量 测 序 费 用，

只需短短几个小时，便可准确检测胶质类芽胞杆菌。
该方法既适用于大量纯培养分离物的鉴定又适用于

复杂土壤环境样品的检测。该方法的建立，为微生

物肥料生产中胶质类芽胞杆菌的快速准确检测及生

态评价提供技术支持，具有非常重要的现实意义。
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Rapid identification for Paenibacillus mucilaginosus
by PCR
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China

Abstract:［Objective］ Paenibacillus mucilaginosus is widely used as microbial fertilizers，therefore，rapid identification
of this species by Polymerase Chain Reaction ( PCR) is necessary for detection and ecological evaluation of microbial
fertilizer．［Methods］ A species-specific primer pair of P． mucilaginosus，orf06701-F ( 5'-ATGGAGGAAACATGG-
GGTGA-3') / orf06701-R ( 5'-TCAGGAATGAAGGCCCCCTT-3') was designed． Optimization of PCR， specificity and
sensitivity determination were followed and the rapid identification was established．［Results］ A single band with 333 bp
was consistently amplified from all the strains of P． mucilaginosus tested and negative results were obtained from all the
reference strains，such as other strains of Paenibacillus and Bacillus． The PCR detection limitation was 400 － 1000 cells
per assay，indicating the sensitivity of the rapid culture-PCR method． To verify the rapid identification，soil was sampled
and cultured． Five of 11 soil isolates were rapidly identified as P． mucilaginosus by the method，and the similarity of
333bp sequences were 100% ．［Conclusion］ The methods can be used in the rapid identification of P． mucilaginosus
and the results will provide technical supports for the detection and ecological evaluation of microbial fertilizer．
Keywords: Paenibacillus mucilaginosus，PCR identification，species-specific primer pair
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