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摘要：运用 !%& ’()*基因序列分析了中国工业微生物菌种保藏管理中心（+,++）保存的 -"株地衣芽孢杆菌的系统
发育关系，结果显示：#.株菌株位于地衣芽孢杆菌系统发育分支；-株菌株位于蜡状芽孢杆菌 /苏云金芽孢杆菌系
统发育分支；!株菌株位于枯草芽孢杆菌系统发育分支；#株菌株与其它地衣芽孢杆菌菌株间序列同源性为 0%1.2
3 0$1.2，明显低于其它地衣芽孢杆菌菌株间同源性，分类地位不明确，有待进一步讨论。通过比较分析 !%& ’()*
基因 45端 4""67、-5端 4""67以及其全基因的系统发育树，表明 !%& ’()*基因 45端 4"" 67可以很好的代表全基因序
列进行系统发育研究，可用于区分地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌以及蜡状芽孢杆菌分支。
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地衣芽孢杆菌是常用工业微生物生产菌种，在

纸浆发酵、高温淀粉酶生产、蛋白酶生产和氨基酸

生产等领域发挥重要作用。地衣芽孢杆菌的功能

基因，比如纤维素酶［!］、蛋白酶［#］、!淀粉酶［-］、谷氨
酸脱氢酶［.］等都得到了克隆表达。由于地衣芽孢

杆菌安全性高、生长快速以及抗逆能力强等特点，

所以被广泛用于动物饲料添加剂和酶制剂行业［#］。

中华人民共和国农业部 %4Z号公告也把地衣芽孢杆
菌列入安全饲料添加剂目录。目前具有肠道免疫

调节功能的地衣芽孢杆菌菌剂胶囊已经上市。

芽孢杆菌属种类较多，位于芽孢杆菌属第二

群［4］的一些物种与地衣芽孢杆菌表型及生理生化

特征非常接近。尤其是一些有毒的种或未证明安

全性的种，用单纯的表型分类方法不易与地衣芽孢

杆菌区分，运用分子生物学方法快速有效区分地衣

芽孢杆菌和相近物种显得非常重要。本文运用 !%&
’()*基因系统对 +,++ 保藏的 -" 株“地衣芽孢杆
菌”系统发育分析。同时，比较了 !%& ’()*基因 45
端 4""67，-5端 4""67 以及 !%& ’()* 全基因序列系
统发育树，并通过整理数据对枯草芽孢杆菌和地衣

芽孢杆菌的区分提出一些观点。

! 材料与方法

!>! 菌株来源和培养条件
实验所用菌株共 -" 株，均来自 +,++［%］。实验

菌株培养所用培养基均为营养肉汁[葡萄糖培养
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基［!］。保藏菌种活化后划线纯化，挑取单菌落接种

到 "#$%液体培养基中，&#’ "##()$*+，培养 ,-.。
!"# 试剂

/01酶、23/45、637 $0(89( 购自天为时代生物
有限公司；:;<2=*9>购自北京塞百盛基因技术有限
公司；溶菌酶、蛋白酶 ?、@/7A、B6B 购自北京华绿
渊生物技术发展公司。

!"$ 基因组 %&’提取和 !() *+&’基因的扩增及
检测

基因组 637提取方法参照文献［C］。,!B (D37
基因序列扩增引物由上海生物工程有限公司合成。

引物序列如下：正向引物 "CE：-FG7:7:///:7/@G
@/::@/@7:G&F；反向引物 ,-H,D：-FG77::7::/:G
7/@@7@@@G&F［I］。运用 /6G4@D 扩增，反应程序：
J-’ -$*+；J-’ ,$*+，-I’ ,$*+， K #L- ’)MNM<9，
C"’ ,$*+，"# MNM<95；C"’ -$*+；JH’ ,$*+，HI’
,$*+，C"’ ,$*+，,- MNM<95；C"’ -$*+；H’保存。反
应体系为 ,##!%：/01（-O)!%）#LI!%；,# P 4@D AQRR9(
（ST" U 4<Q5）,#!%；23/4 S*VWQ(9（"L- $$;<)%)90M.）I

!%；模板 637 "L-+T；引物 ,（,#!$;<)%）"!%，引物 "
（,#!$;<)%）"!%；超纯水补足至 ,##!%。
!", 序列测定、分析及系统发育树的构建
纯化后的 4@D 产物用 7AX&C## 基因测序仪测

序。测序由上海基康生物工程有限公司完成。测

序结果用 @.(;$05 软件参照正反序列图谱人工校
对。由 :9+A0+8 获得芽孢杆菌属相关菌株 ,!B
(D37基因序列，以 @<Q5W0< Y［J］进行序列比对后，用
SZ:7&L,的 39*T.[;(G\;*+*+T法构建系统发育树［,#］，
并进行 ,###次 A;;W5W(0]5检验。

# 结果与分析

#"! 基因组 %&’提取、-.+扩增与序列测定
提取的基因组 637 片段大于 "&8[，满足 4@D

扩增的需求。基因组 637稀释 -# ^ ,## 倍后用于
4@D扩增，采用降落 4@D（/6G4@D）扩增 ,!B (D37基
因序列，目的条带约为 ,L- 8[（图 ,）。4@D产物纯
化后进行序列测定，由上海生工公司完成。

#"# 序列分析和系统发育树的构建
以蜡状芽孢杆菌 ! _ "#$#%& 7/@@ ,H-CJ/ 为外

群，构建了 &#株“地衣芽孢杆菌”、部分枯草芽孢杆
菌以及蜡状芽孢杆菌的 ,!B (D37基因系统发育树，
序列一致长度为 ,&C,[]（图 "）。系统发育树显示 &个

图 , 供试芽孢杆菌代表菌株 ,!B (D37
基因 /6G4@D扩增结果图示

系统发育分支："!株地衣芽孢杆菌与 A_ <*M.9+*R;($*5
6BS,&/ 聚 为 一 群；@X@@ ,##"# 与 ! _ &%’()*)&
3@6‘,H!J/ 聚为一群；@X@@ ,##-J、@X@@ ,#,IH、@X@@
,#,I-与 ! _ "#$#%& 7/@@ ,H-CJ/ 聚为一群。"H 株地
衣芽孢杆菌与 ! _ *)"+#,)-.$/)& 6BS,&/［,#］,!B (D37

图 " 地衣芽孢杆菌菌株和相关菌株

,!B (D37基因的系统发育树

基因序列同源性大于 JJL#a；@X@@ ,##JH 和 @X@@
,#,I#间序列同源性为 JILIa，与其它菌株间序列
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同 源 性 为 !"#$% & !’#$%，与 ! ( "#$%&’&"
)*+,-$"!.［-/］间 序列同源性分别为 !0#!% 和
!"#/%；*1** -//0!、*1** -/-2$和 *1** -/-20与 ! (
()*)#" 3.** -$0’!. 的序列同源性均大于 !!#/%。

图 45 -4’-67 -"8 9:)3基因序列显示的地衣芽孢杆菌、
枯草芽孢杆菌以及蜡状芽孢杆菌的系统发育关系

图 46 0;端 0//67 -"8 9:)3基因序列显示的地衣芽孢杆
菌、枯草芽孢杆菌以及蜡状芽孢杆菌的系统发育关系

图 4< 4;端 0//67 -"8 9:)3基因序列显示的地衣芽孢杆
菌、枯草芽孢杆菌以及蜡状芽孢杆菌的系统发育关系

!"# 部分和全长 $%& ’()*基因系统发育分析比
较

分别利用 -4’-67、0;端 0//67以及 4;端 0//67的
-"8 9+)3序列分析了地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌
以及蜡状芽孢杆菌菌株间的系统发育关系。4个系
统发育树显示相似的拓扑结构，地衣芽孢杆菌、枯

草芽孢杆菌以及蜡状芽孢杆菌菌株形成 4 个独立
分支。图 45 显示 =" 株地衣芽孢杆菌与 ! ( "#$%&’&"
)*+,-$"!.［-/］间序列同源性为 !’#$% & !2#0%，平
均为 !’#!%；图 46(显示 =" 株地衣芽孢杆菌与 ! (
"#$%&’&" )*+,-$"!. 间序列同源性为 !"#2% &
!2#0%，平均为 !"#$%；图 4<显示 ="株地衣芽孢杆
菌与 ! ( "#$%&’&" )*+,-$"!. 间序列同源性为 !2#0 &
!2#’%，平均为 !2#"%。结果表明 -"8 9:)3基因序
列 0;端 0//67可以代表全基因序列进行系统发育分
析，且其分辨率高于全基因序列。

# 讨论

本研究运用 -"8 9:)3基因分析了 *1**保存的
4/株“地衣芽孢杆菌”的系统发育关系，结果显示：
=$株菌株位于地衣芽孢杆菌系统发育分支；4株菌
株位于蜡状芽孢杆菌 > 苏云金芽孢杆菌系统发育
分支；-株菌株位于枯草芽孢杆菌系统发育分支；=
株与其它地衣芽孢杆菌菌株间序列同源性为

!"#$% & !’#$%，明显低于其它地衣芽孢杆菌菌株
间同源性，分类地位不明确，有待进一步讨论。通

过比较分析 -"8 9:)3 基因 0;端 0//67、4;端 0//67
以及全基因的系统发育树，表明 -"8 9:)3基因 0;端
0// 67序列可以代表其全基因序列进行系统发育研
究，可用于区分地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌以及

蜡状芽孢杆菌 >苏云金芽孢杆菌。
同时，-"8 9:)3 基因系统发育分析显示：-"8

9:)3基因序列的系统发育分析可以有效区分地衣
芽孢杆菌 >枯草芽孢杆菌群、蜡状芽孢杆菌 >苏云
金芽孢杆菌群，但是两群内种间同源性较高，前者

为 !2%左右，后者大于 !!%。所以建议在区分这些
相似性较高的种时最好考虑表型特征，例如把是否

厌氧生长作为区分地衣芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌

的重要特性；把形态学观察作为区分蜡状芽孢杆菌

>苏云金芽孢杆菌的重要特征。
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