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摘  要: 利用自主分离的蜡状芽孢杆菌菌株 TS02, 采用 RAPD 方法对 TS02 及其同源性相近的 5
株芽孢杆菌(地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、凝结芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌、短小芽孢杆菌) 进行

了RAPD条带特异性分析, 从 TS02基因组中筛选获得了一个 533 bp的特异RAPD标记 TSR1。TSR1

克隆、测序后, 根据其序列设计出一对特异引物 P1/P2 进行扩增, 结果只在 TS02 中扩增得到目的

片段, 而其余对照菌株扩增为阴性, 从而证明试验得到了在种水平上对该菌种进行准确鉴定的特

异 SCAR 标记。 
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Abstract: Bacillus cereus TS02 is a functional strain separated by our laboratory. RAPD was used to analyse 
the specificity of TS02 in contrast to other five Bacillus bacteria (Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, 
Bacillus coagulans, Bacillus megaterium and Bacillus pumilus) that are highly homologic to TS02 according 
to the conventional taxonomy. A specific marker TSR1 (533 bp) was obtained, cloned and sequenced, a spe-
cific primer pair P1/P2 was designed based on the TSR1 sequence. P1/P2 can specifically amplify the objec-
tive band which is only in TS02 and not found in other control strains. The results showed that the specific 
RAPD marker had been transformed to the steady SCAR marker, and the specific SCAR marker can cor-
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rectly detect the Bacillus TS02 in specie’s lever.  

Keywords: Bacillus cereus TS02, RAPD marker, SCAR marker 

随着人们对农、畜产品安全意识的不断加强 , 
抗生素与部分化学农药被禁用已成必然趋势, 微生
态调节剂等对人、畜和植物友好的产品将逐步取代

抗生素与部分化学农药, 在食品、医药、畜牧和植
物保护等领域发挥作用[3, 9]。微生态调节剂是由有益

菌及其代谢产物和促进物质制成的制剂, 有益菌是
指必须对宿主有益而无毒、无害、安全、无副作用

的在肠内或其他生境内具有活力的一类菌[10]。芽孢

杆菌 TS02 是实验室从土壤中自主分离得到的一株
功能菌, 研究证明 TS02可分泌多种消化酶(淀粉酶、
蛋白酶、甘露聚糖酶)和抗氧化物质, 不仅对常见的
动物致病性大肠杆菌、沙门氏菌有抑制作用, 同时
还对植物一些病菌有抑制作用。前期实验室通过

TS02 16S rDNA 全序列同源性等方法的分析,证明
TS02 菌株属于一株蜡状芽孢杆菌[1,2], 目前实验室
正在进行 TS02 的安全性和功能性开发研究, TS02
有望作为微生态调节剂在相应的生产领域加以应

用。 
作为微生态调节剂 , 其中有益目标菌种的存

在、含量与活性是保证其产品质量的关键[4, 5], 因此, 
有益目标菌种的检测至关重要。目前人们普遍认知

的是有益菌发挥作用是建立在有益菌菌株遗传特异

性基础之上的 , 它与菌株分子水平的多态性相关 , 
因此利用分子生物学技术从 DNA 水平上对目标菌
种进行鉴定将更为快速、合理、可靠[6−8]。本实验以

TS02 为研究对象进行有益目标菌种的分子检测技
术的研究, 为今后 TS02 种质的保护利用提供技术
支持, 同时也为有益微生物分子检测技术的建立和
完善提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  参试菌株及来源 
1.2  RAPD 特异标记的筛选 

通过文献检索, 筛选出 16个(表 2) 适合芽孢杆
菌 RAPD 分析的引物, 以 TS02 和参试菌株(表 1) 
DNA为模板进行 RAPD扩增。PCR反应体系为 20 μL, 
其中模板 DNA 50 ng, 10×扩增缓冲液 2 μL, dNTP混
合物各 0.25 mmol/L, 随机引物 0.50 mmol/L, Taq聚
合酶 1.0 U, Mg2+ 2 mmol/L。PCR反应程序为：94℃ 
2.5 min; 94℃ 30 s, 36℃ 40 s, 72℃ 1.5 min, 进行
40个循环; 72℃延伸 5 min, 最后 4℃保存。扩增产
物在 1%琼脂糖凝胶上电泳分离, 通过分析扩增结
果, 筛选 TS02的 RAPD特异条带。 

1.3  RAPD 特异标记的 SCAR 标记转化和验证 
筛选到的 TS02的 RAPD特异条带经 DNA胶回

收试剂盒分离纯化后克隆至 pGEM-T 载体上, 转化
大肠杆菌(Escherichia coli)DH5α感受态细胞, 在氨
苄抗性平板上进行蓝白斑筛选。将阳性克隆进行测

序, 根据片段测序结果利用 Primer Premier5.0软件, 
设计一对 SCAR 引物 P1/P2。利用合成的 SCAR 引
物 P1/P2, 以 TS02 和参试菌株(表 1)DNA 为模板进
行 PCR 扩增, 验证 SCAR 标记的准确性; 同时, 设
定灭菌超净水为阴性对照, 设定细菌 16S rDNA 片
段为阳性对照。PCR 反应体系为 50 μL, 其中模板
DNA 50 ng, 10×扩增缓冲液 10 μL, 4种 dNTP混合物
各 200 μmol/L, 正反引物各 20 pmol/L, Pfu 聚合酶  
1.5 U, Mg2＋ 2 mmol/L。PCR 反应程序为：94℃  
2.5 min; 94℃ 45 s, 52℃ 1 min, 72℃ 1.5 min, 进行
35个循环; 72℃延伸 5 min, 最后 4℃保存。 

 

表 1  参试菌株及来源 
Table 1 Strains tested and their resource 

中文名称 Chinese name 拉丁文名称 Latin name 菌株号 Strain number 来源 Resource 

蜡状芽孢杆菌 Bacillus cereus TS02 实验室保存 
凝结芽孢杆菌 Bacillus coagulans 7050 ATCC 
巨大芽孢杆菌 Bacillus megaterium 14581 ATCC 
地衣芽孢杆菌 Bacillus licheniformis 14580 ATCC 
地衣芽孢杆菌 Bacillus licheniformis B-402-1 CGMCC 
枯草芽孢杆菌 Bacillus subitilis subsp. subtilis 6051-U ATCC 
枯草芽孢杆菌 Bacillus subitilis 6633 ATCC 
短小芽孢杆菌 Bacillus pumilus 7061 ATCC 

ATCC：美国典型培养物保藏中心; CGMCC：中国普通微生物菌种保藏管理中心。 
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表 2  RAPD 随机引物序列 
Table 2  RAPD random primer sequence 

编号 Primer number 核苷酸序列 Nucleotide sequence 编号 Primer number 核苷酸序列 Nucleotide sequence 

A 08 GTGACGTAGG H 18 GAATCGGCCA 

A 17 GACCGCTTGT Q 03 GGTCACCTCA 

A 18 AGGTGACCGT R 13 GGACGACAAG 

B 19 ACCCCCGAAG S 11 AGTCGGGTGG 

C 01 TTCGAGCCAG T 01 GGGCCACTCA 

C 06 GAACGGACTC T 05 GGGTTTGGCA 

C 17 TTCCCCCCAG W 14 CTGCTGAGCA 

G 09 CTGACGTCAC W 19 CAAAGCGCTC 

 

2  结果与分析 

2.1  RAPD 扩增结果分析 
TS02基因组 DNA RAPD扩增结果如图 1所示, 

1 6 个随机引物均有扩增产物。片段大小分布在 

0.2 kb~2 kb之间。不同引物扩增出的片段数量不同, 
少则 1 条, 多则 7 条, 平均每个引物可产生 4~5 条
带。选取 6 个带型较为清晰的引物 C01, C06, H18, 
G09, T05, W14 进行下一步的特异性条带扩增和筛
选实验。 

 

 
 

图 1  随机引物对 TS02 的 RAPD 扩增 
Fig. 1  TS02 RAPD amplication with random primers 

M: Marker v; 1-16随机引物依次为 A08, A17, A18, B19, C01, C06, C17, G09, H18, Q03, R13, S11, T01, T05, W14, W19 
M: Marker v; 1-16: The random primers are A08, A17, A18, B19, C01, C06, C17, G09, H18, Q03, R13, S11, T01, T05, W14, W19 respec-
tively 
 
2.2  RAPD 特异标记的筛选 

筛选的 6 个随机引物对同源性相近的 5 株芽孢
杆菌菌株基因组DNA进行RAPD扩增, 经分析比较
发现, 只有引物 G09 在 TS02 中扩增到 1 条特异性
条带 TSR1(图 2箭头所指), 分子量为 500 bp左右。
在地衣芽孢杆菌 (ATCC 14580), 枯草芽孢杆菌
(ATCC 6051-U), 凝结芽孢杆菌(ATCC 7050), 巨大
芽孢杆菌(ATCC 14581)和短小芽孢杆菌(ATCC 7061)
其他 5株芽孢杆菌菌株中没有扩增到 TSR1条带。 

2.3  RAPD 特异标记的 SCAR 标记转化和验证 
回收、克隆上述 RAPD特异标记片段, 经测序后

获得这个片段的全序列(图 3), 两端的 10个碱基序列
为 G09的碱基序列及其反向序列, 全长共 533 bp。 

将此序列输入 Primer Premier 5.0软件, 设计一
对 PCR 特异引物 P1/P2：5′-TCCAACTACTTCTCC 
AT-3′和 3′-TTTGCCATTACATAGAGT-5′, 利用

P1/P2特异引物对 TS02和其他同源性相近 7株芽孢
杆菌菌株：地衣芽孢杆菌(ATCC 14580 和 CGMCC 
B-402-1), 枯草芽孢杆菌(ATCC6051-U 和 ATCC 

 

 
 

图 2  G09 随机引物对 6 个供试菌株基因组 DNA 的扩增

结果 
Fig. 2  PCR amplified results from 6 bacterial genomic DNA 
using G09 primer 
M: Marker v; 1-6菌株依次为 TS02, 地衣芽孢杆菌(ATCC 14580), 枯
草芽孢杆菌(ATCC 6051-U), 凝结芽孢杆菌(ATCC 7050), 巨大芽孢
杆菌(ATCC 14581), 短小芽孢杆菌(ATCC 7061) 
M: Marker v; 1-6: The strains are TS02, Bacillus licheniformis 
ATCC 14580, Bacillus subitilis subsp. subtilis ATCC 6051-U, Ba-
cillus coagulans ATCC 7050, Bacillus megaterium ATCC 14581 
and Bacillus pumilus ATCC 7061 respectively 
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6633), 凝结芽孢杆菌(ATCC 7050), 巨大芽孢杆菌
(ATCC 14581), 短小芽孢杆菌(ATCC 7061)基因组
DNA 进行扩增, 获得了预期的结果(图 4)。引物对

P1/P2 只在 TS02 中扩增到唯一的一条条带, 在其他
同源性相近的芽孢杆菌菌株中没有此带 , 表明
RAPD标记已成功转化为 SCAR标记。 

 

 
 

图 3  RAPD 特异标记片段的测序结果 
Fig. 3  The result of RAPD special marker’s sequence 

 

 
 

图 4  特异性 SCAR 引物 PCR 扩增结果 
Fig. 4  PCR amplified results with specific SCAR primer  
M: Marker v; 1-8菌株依次为 TS02, 地衣芽孢杆菌 ATCC 14580, 地
衣芽孢杆菌 CGMCC B-402-1, 枯草芽孢杆菌 ATCC 6051-U, 枯草芽
孢杆菌 ATCC 6633, 凝结芽孢杆菌 ATCC 7050, 巨大芽孢杆菌 ATCC 
14581, 短小芽孢杆菌 ATCC 7061; 9：阴性对照 
M: Marker v; 1-8: The strains are TS02, Bacillus licheniformis 
ATCC 14580, Bacillus licheniformis CGMCC B-402-1, Bacillus 
subitilis subsp. Subtilis ATCC 6051-U, Bacillus subitilis ATCC 
6633, Bacillus coagulans ATCC 7050, Bacillus megaterium ATCC 
14581, Bacillus pumilus ATCC 7061 respectively; 9: Negative 
control 
 

3  结论 

本研究通过 RAPD 分析从芽孢杆菌 TS02 菌株
中获得了一条特异性片段, 并将该标记转化为稳定
的 SCAR 标记, 并通过验证, 该特异 SCAR 标记的
获得为从分子水平上对 TS02 种质的保护利用提供
了技术支持。 
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