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摘要：【目的】枯草群芽孢杆菌中枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、解淀粉芽孢杆菌（B. amyloliq-

uefaciens）、地衣芽孢杆菌（B. licheniformis）和短小芽孢杆菌（B. pumilus）是微生物肥料中常用菌

种，用传统方法鉴定费时费力，有必要建立检测和鉴定这些芽孢杆菌的种特异性 PCR方法。【方法】

利用已登录的 gyrA、rpoA 和 16S rRNA 基因序列分别设计和筛选上述菌种的特异引物并建立多重

PCR 反应体系。【结果】以基因组 DNA 为模板，扩增芽孢杆菌、类芽孢杆菌和短芽孢杆菌 3 属 15

种的标准菌株（共 33 株），4 个目标种分别产生了大小不同的唯一的产物，除个别种与短小芽孢杆

菌引物有交叉反应外，其余参考菌株均为阴性。从 23 株枯草群菌株的基因组 DNA 扩增发现，PCR

鉴定与常规鉴定结果一致。【结论】本文建立的多重 PCR 方法具有较好的特异性，可快速准确鉴定

枯草群的 4个种，在微生物肥料检测方面有良好的实用前景。 
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微生物肥料产品中的微生物种类多种多样，将各

种微生物准确鉴别出来是产品检测和质量判定的依

据。常规的检测方法是根据菌落、菌体特征结合菌种

鉴定材料进行判断，而面对表型特征不明显或含有多

种微生物的样品时容易出现误判现象，此时必须结合

生化试验或一些仪器设备对菌种进行辨认。传统的生

理生化试验耗时费力；BIOLOG快速鉴定系统、脂肪
酸分析等测定繁琐、成本高，这些方法不能满足肥料

检测中的快速、准确的需要。 
枯草群芽孢杆菌是芽孢杆菌中最为复杂的一个

类群，除了较早定种的枯草芽孢杆菌（Bacillus sub-
tilis）、解淀粉芽孢杆菌（B. amyloliquefaciens）、地
衣芽孢杆菌（B. licheniformis）、短小芽孢杆菌（B. 
pumilus）、萎缩芽孢杆菌（B. atrophaeus）5个种外，
近几年又陆续从枯草芽孢杆菌中分化出莫哈韦芽孢

杆菌 B. mojavensis，死谷芽孢杆菌 B. vallismortis，B. 

sonorensis，B. tequilensis 5 个种，并将枯草芽孢杆菌
分为 B. subtilis subsp. subtilis 和 B. subtilis subsp. 
spizizenii两个亚种[1~6]。这些种有着共同的菌体特征：

直径小于 1.0 μm，长为 1.0~3.0 μm，单生或成短链，
有鞭毛，芽孢中生、偏中生或偏端生，椭圆或柱形，

芽孢囊不膨大；菌落小，扁平或微隆起，干燥或湿润。

根据菌落特征和菌体特征很难分辨不同的种，而且这

些种的生理生化特征也存在很多相同之处，在鉴定或

检测中很难准确区分[7,8]。 
基于 DNA序列的特异（引物）PCR技术是当今

快速、准确鉴定菌种的方法之一，可避免培养方法和

生化鉴定方法的烦琐，在临床诊断、流行病学调查、

食品检测、土壤微生物等领域广为应用。本文以微生

物肥料中常见的枯草芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌、地

衣芽孢杆菌、短小芽孢杆菌为材料，建立了特异 PCR
技术应用于菌种鉴定和微生物肥料检测。 
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1  材料和方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株：表 1为 22株枯草群参考菌株和 11株非 

枯草群参考菌株编号及来源；23株枯草群菌株，根据菌

落、菌体特征及生化试验从微生物肥料产品中分离筛选

得到。所有菌株均采用营养肉汤平板划线分离与纯化。 

 
表 1  实验用参考菌株 

Table 1  The bacterial strains used in this study 

Strains Strain No. a 

B. subtilis ACCC10242T, CCTCCAB92068T, CGMCC1.1849, ATCC29056, 
JCM2499, CGMCC1.15, CGMCC1.108, CGMCC1.354 

B. amyloliquefaciens ACCC10226T, CGMCC1.1131, CGMCC1.1099, CGMCC1.1226 

B. licheniformis CCTCCAB92069T, CGMCC1.813, CGMCC1.265, CGMCC1.105, [2003]025, [2005]005 
B. pumilus CCTCCAB94044T, CGMCC1.937, CGMCC1.940, CGMCC1.1847 
B. megaterium CCTCCAB92075 T 
B. cereus CCTCCAB93038 T 
B. mycoides CGMCC1.2014 
B. thuringiensis ACCC10325T 
B. mucilaginosus 7519 T 
B. edaphicus 7517 T 
Brevibibacillus laterosporus CGMCC1.2012T 

Brevibacillus brevis CCTCCAB94025 T 
Paenibacillus azotofixans CCTCCAB94023 T 
Paenibacillus polymyxa CCTCCAB92076 T 
Paenibacillus cirulans CCTCCAB94026 T 

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

 

1.1.2  主要试剂和仪器：Taq DNA聚合酶和 dNTP购
自天根生物技术公司(北京)，DNA marker 购自宝生
物工程(大连)有限公司。PCR 仪（美国伯乐公司，

PTC-200），低温冷冻离心机(德国 sigma 公司，3K15)。 
1.1.3  引物: 表 2 为各引物序列, 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  Primers for specific PCR 

Bacteria Primer sequences（5′→3′）  Gene GenBank Accession No. PCR product/bp 

B.subtilis BSL72  CGTAGAGCCACTTGAGCG 
BSR328  CTGCCGTTACAGTTCCTT 

rpoA Z99104.2 256  
 

 
   

B.amyloliquefaciens L100  AAATCTGCCCGTATCGTCG 
R836  GCGTCACGGCGR(AG)ATCTCAA 

gyrA AY212978.1 736 
 

 
   

B.licheniformis L168  TGGGATGACAAGTGATAA GC 
R514  CTCCGTTGACAAGCAAGTTCG 

gyrA CP00002.21 346 
 

 
   

B.pumilus L354  AGGGAAGAACAAGTGC(GA)AGAG 
R674  GCTCCTCAGCGTCAGTTACA 

16S rRNA DQ120942 321 

 

1.2  PCR 扩增 
1.2.1  基因组 DNA 模板的制备：挑取培养基上单个

菌落，接种于营养肉汤液体，30℃快速振摇培养 16h，

离心取沉淀，采用硅藻土吸附法快速提取各菌株的基

因组 DNA[9]，作为 PCR的模板。 

1.2.2  种特异性 PCR引物设计与合成：比较 GenBank
数据库中具有种特异性序列的基因，使用软件 primer 
5.0设计引物。将引物用 BLAST软件于互联网上（http: 

//www.ncbi.nlm.cih.gov/BLAST）进行比对，每条引物
在本种内的同源性应为 100%，与其他种同源性则应
很低，保证引物的种内通用、种间特异。通过分析比较

筛选了 4 对种特异性引物，其中包括扩增枯草芽孢杆菌
RNA 聚合酶 α 亚单位 RpoA 核酸序列的引物 B. subtilis 
BSL72/BSR328、扩增解淀粉芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌的
细菌促旋酶 gyrA 基因的引物 B. amyloliquefaciens 
L100/R836和 B. licheniformis L168/R514，扩增短小芽孢
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杆菌 16S rRNA基因的引物 B. pumilus L354/R674。 
1.2.3  多重 PCR 反应体系及程序：以参考菌株的基因
组 DNA 为模板，利用设计好的种特异性引物进行 PCR
扩增。经过多轮条件优化后，建立适宜多重 PCR反应体
系。多重 PCR反应体系：10×PCR buffer (不含Mg2+) 2.0 
μL，MgCl2 2.0 mmol/L，dNTP 各 200 μmol/L，引物
BSL72/BSR328、L100/R836、L168/R514 和 R674 各 3 
μmol/L，引物 L354 5 μmol/L，1U TaqDNA聚合酶，基
因组 DNA 50 ng 左右，加水补足 20 μL。扩增反应：     
94℃ 3 min；94℃  40 s，61.7℃ 40 s，72℃ 25 s，30
个循环；72℃ 10 min。产物经 2%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.3  PCR 产物测序 
对菌株 B.amyloliquefaciens 10226T, B.subtilis 92068T, 

B.licheniformis 92069T, B.pumilus 94044T的 PCR扩增产物进
行测序，由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。 

1.4  生产菌株的检测 
采用常规生化方法对 23 株枯草群菌株进行鉴 

定[7]，然后采用多重 PCR方法对其进行分子鉴定，考
察分子鉴定与常规生化试验结果是否一致。 

2  结果 

2.1  枯草群内参考菌株的 PCR 特异性检测 
以 22株枯草群参考菌株基因组DNA为模板分别

进行多重 PCR扩增，结果显示(图 1)，均出现了单一
的扩增条带。其扩增产物大小分别为：枯草芽孢杆菌

256 bp，解淀粉芽孢杆菌 736 bp、地衣芽孢杆菌 446 bp，
短小芽孢杆菌 421 bp，均与预期大小一致。 

由图 1 还可以看出，枯草芽孢杆菌 1.15、1.108 和
1.354没有产生 256 bp扩增产物，却形成了 736 bp的扩
增条带，与解淀粉芽孢杆菌的菌株反应相同，生化试验

也支持这一结果，显示这三株菌为解淀粉芽孢杆菌。 
 

 
 
图 1  以枯草群菌株基因组 DNA 为模板的多重 PCR 扩增结果 
Fig. 1  The multiplex PCR amplification of B.subtilis group 
representative strains using genomic DNA as template. M1: 50 
bp ladder marker; 2-6: B.subtilis 10242, 92068, 1.1849, 29056, 2499; 
7-9: B.subtilis 1.15, 1.108, 1.354; 10-13: B.amyloliquefaciens 10226, 
1.1131, 1.1099, 1.1226; 14-19: B.licheniformis 92069, 1.813, 1.265, 
1.105, [2003]025, [2005]005; 20-23: B.pumilus 94044, 1.937, 1.940, 
1.1847; M2: 100 bp ladder marker. 

2.2  非枯草群菌株 PCR 特异性检测 
以枯草群 4个种的模式菌株为阳性对照，对非枯

草群的参考菌株基因组 DNA 分别进行多重 PCR 扩
增，其特异性检验结果显示（图 2），阳性对照均出现
目标条带，所有菌株与引物 B.subtilis BSL72/BSR328、
引物 B.amyloliquefaciens L100/R836、B.licheniformis 
L168/R514无交叉反应，而短小芽孢杆菌引物 B.pumilus 
L354/R674 除了与巨大芽孢杆菌（B.megaterium）、胶胨
样芽孢杆菌（ B.mucilaginosus）、土壤芽孢杆菌
（B.edaphicus）、环状类芽孢杆菌（Paenibacillus cirulans）
有目标扩增产物外，与其它参考菌株无扩增产物。 
 

 
 
图 2  以枯草群以外的芽孢菌基因组 DNA 为模板的多重 PCR
扩增结果 
Fig. 2  The multiplex PCR amplification of other representative 
strains using genomic DNA as template. 1. B.amyloliquefaciens 10226; 
2. B.subtilis 92068; 3. B.licheniformis 92069; 4. B.pumilus 94044; 5. 
B.megaterium 92075; 6. B.cereus 93038; 7. B.mucilaginosus 7519; 8. 
B.edaphicus 7517; 9. B.thuringiensis10325; 10. Brevibibacillus 
laterosporus 1.2012; 11. B.mycoides1.2014; 12. Brevibacillus brevis 
94025; 13. Paenibacillus cirulans 94076; 14. Paenibacillus polymyxa 
92076; M. 50 bp ladder marker. 
 

2.3  PCR 产物序列分析 
对模式菌株的特异 PCR 产物进行测序，结果通

过 GenBank中 BLAST比对，与数据库中的同一区段

核酸序列的同源性达到：枯草芽孢杆菌 100%

（Z99104.2）、解淀粉芽孢杆菌 99%（AF272015.1），

地衣芽孢杆菌 100%（CP000002.21），短小芽孢杆菌

100%（AY456263.1），结果说明各特异性引物具有很

强的忠实性、特异性和保守性。 

2.4  生产菌株的检测 
经过菌落大小、形态、颜色和菌体形态及生化实

验等表型特征的测定，微生物肥料产品中 23 株枯草

群的芽孢杆菌被分别定位到枯草群的 4个种中。对这

些菌株进行多重 PCR 扩增时发现，每个菌株都产生

了唯一的扩增条带，根据片段大小将这些菌株划分到

不同种中，分子鉴定结果与传统方法结果一致（表 3），

表明 PCR 方法可以为微生物肥料产品的检测提供快

速准确的技术支持。 
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表 3  枯草群芽孢杆菌的 PCR 鉴定和部分生化实验结果 
Table 3  The identification results of B.subtilis group stains using biochemical and multiplex PCR methods 

The amplifications of multiplex PCR 
Strain 

B.subtilis B.amyloliquefaciens B.licheniformis B.pumilus

Starch 
hydrolysis

Anaerobic
 growth 

Utilization of
 propionate

Acid produced 
from lactose 

The result of biochemi-
cal identification 

3002 − + − − + − − + B.amyloliquefaciens 

3003 − + − − + − − + B.amyloliquefaciens 

3004 − + − − + − − + B.amyloliquefaciens 

3005 + − − − + − − − B..subtilis 

3006 − − + − + + + / B.licheniformis 

3008 + − − − + − − − B.subtilis 

3009 − + − − + − − + B.amyloliquefaciens 

3010 − + − − + − − + B.amyloliquefaciens 

3011A − + − − + − − + B.amyloliquefaciens 

3011B − − − + − − − / B.pumilus 

3040 − + − − + − − + B.amyloliquefaciens 

3041 + − − − + − − − B.subtilis 

3042 − − + －  + + + / B.licheniformis 

3043 − − − + − − − / B.pumilus 

3044 + − − − + − − − B.subtilis 

3045 − + − − + − − + B.amyloliquefaciens 

3046 − − + − + + + / B.licheniformis 

3047 − + − − + − − + B.amyloliquefaciens 

3048 − − + − + + + / B.licheniformis 

3049 − + − − + − − + B.amyloliquefaciens 

3050 + − − − + − − − B.subtilis 

3051 − + − − + − − + B.amyloliquefaciens 

3052 − − + − + + + / B.licheniformis 

92068T + − − − + − − − B.subtilis 

10226 T − + − − + − − + B.amyloliquefaciens 

92069T − − + − + + + + B.licheniformis 

94044T − − − + − − − / B.pumilus 

 

3  讨论 

16S rDNA是细菌鉴定时最先考虑的靶基因，已
广泛应用，但是用 16S rDNA鉴定枯草群的菌种时，
有时不尽人意[10~12]。现已有很多功能基因用于特异性

分析，这些基因进化速率较慢，在系统进化过程中非

常保守，但相对于 16S rRNA基因进化速率快，能够
代表种以下水平的进化方向，如 gyrA、cheA、gyrB、
rpoA、rpoB、vrrA、spoOA、α-amylase 等 [11,13~19]。

Oleg NR[13]和全春善[20]等利用 yyaR、yyaO和 tetB、tetL
基因排列的差异成功完成一些枯草芽孢杆菌和解淀

粉芽孢杆菌的鉴定，本文使用这些引物扩增枯草芽孢

杆菌和解淀粉芽孢杆菌菌株，结果不甚理想。 
本文在 gyrA、rpoA 和 16S rRNA 基因序列基础

上设计的引物，既有种间差异又有产物大小差异。试

验证明，以此建立的多重 PCR 方法具有很高的特异

性，能准确区分芽孢菌中亲缘关系密切的 4个种（枯

草芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌和短小

芽孢杆菌）以及其他芽孢菌。对 23 株枯草群的鉴定

结果也表明，特异 PCR 方法具有良好的可靠性和准

确性，而少量快速的模板制备方法也使其在微生物肥

料检测上具有更大的实用价值。 

枯草群菌株具有很高的同源性，一些菌株因没有

更深入研究被鉴定为枯草芽孢杆菌，本文采用的参考

菌株枯草芽孢杆菌 CGMCC1.15、1.108、1.354 即是

如此，鉴别性生化试验以及特异 PCR扩增均表明这 3

株菌为解淀粉芽孢杆菌。由此看来，特异 PCR 技术

不仅可以用于未知菌株的鉴定，也可以用于更正一些

菌株的分类错误。 
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枯草群中还有其他菌种，如莫哈韦芽孢杆菌、死

谷芽孢杆菌、B.sonorensis、B.tequilensis 等，由于未
收集到这些菌株进行检测，本文建立的检测方法是否

与其有交叉反应还有待进一步研究，但对一株枯草群

分离物进行 PCR 扩增时无扩增产物，经过克隆测序
和生化试验发现该菌株为 B.atrophaeus（待发表），
由此也说明本文建立的菌种鉴定方法在枯草群中具

有强特异性。 
本文中巨大芽孢杆菌、胶胨样芽孢杆菌、土壤芽

孢杆菌和环状芽孢杆菌与短小芽孢杆菌引物存在交

叉反应，但枯草群菌株与这些种在菌落和菌体特征上

易于区别[7,8]。因此也说明，虽然多重 PCR 方法在微生
物肥料产品检测的快速、准确方面具有很大优势，但是

也有与其他一些芽孢菌发生交叉反应的可能，所以常规

方法与分子生物学技术结合，可取得事半功倍的效果。 
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Multiplex-PCR approach to identify Bacillus species 
 applied in microbial fertilizers  
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Abstract: [Objective] To discriminate the strains of Bacillus subtilis group including B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. 
licheniformis, and B. pumilus, a rapid and accurate distinguishing method is essential for the identification of the target 
strains to ensure the quality and safety of microbial fertilizers. [Methods] By analyzing unique nucleotide sequences of 
the rpoA, gyrA and 16S rDNA genes, 4 pairs of species-specific primers were optimized and the multiplex PCR was de-
veloped to discriminate and identify B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis and B. pumilus. [Results] 
Thirty-three reference strains belonging to three genera of Bacillus, Paenibacillus and Brevibacillus were tested and the 
anticipated results appeared except for four species with cross amplification results with the primers of B. pumilus. How-
ever, the four species can be easily discriminated by morphology characters. In addition, the multiplex-PCR results of 23 
strains of B. subtilis group isolated from MF products were identical with the biochemical assay. [Conclusion] The newly 
constructed multiplex-PCR assay is species-specific and effective. This method can be used to detect and identify the 
strains of B.subtilis group from microbial fertilizers products. 
Keywords: multiplex-PCR; species-specific primers; identification; Bacillus subtilis; microbial fertilizers 
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益生乳酸细菌——  分子生物学与生物技术 
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本书分上、下两篇。篇有十二章，主要介绍： 一、益生乳酸细菌的遗传组织结构及功能，
包括基因组学中的结构基因组学、蛋白质基因组学和功能基因组学。二、益生乳酸细菌的基因

工程及其调控，各类载体和受体的分子克隆体系及转化方法； 细胞表面工程及应用； 益生乳

酸细菌作为抗原基因载体和药物分子载体的应用和前景； 食用乳酸菌的代谢及基因修饰。三、
益生乳酸细菌对生产和应用中遇到的各种环境的应激反应机理。四、益生乳酸细菌的主要代谢

产物和次生代谢产物。五、益生乳酸细菌的发酵工程，包括直投式发酵、高密度培养、细胞的

浓缩收集和噬菌体的防治。六、益生乳酸细菌在生产和应用中防御各种环境对细胞损伤的措施

和定向靶位给药（菌） 的方法。下篇有 20 个与上篇有关的实验， 包括菌的生理功能、分子
生物学方法的鉴定、噬菌体的分离、DNA 的提取、遗传转化和 DNA 洗牌育种等。 

本书对从事微生物学、微生态学、食品科学、免疫学、疫苗、分子克隆、乳酸、多糖、细菌素等研究人员、教师、研

究生以及从事益生菌、乳品工业、食品工业、制药工业、发酵工业的工作人员和其他相关人员具有重要的参考价值。 
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