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摘要：利用 %&’(’)微生物鉴定系统和 "*+ ,-./序列分析相结合的方法对自行筛选的 !0株海因酶和氨甲酰水解酶
产生菌进行了鉴定。海因酶与氨甲酰水解酶产生菌主要分布在 !"#$%%&’，()*+"#$%%&’，!,)-$+"#$%%&’，./)&,$/$+"#$%%&’，

0$#,*+"#1),$&2，3’)&4*2*/"’，5&,16$"和 728)4*+"#1), 等菌属，特别的是，5&,16$" 和 728)4*+"#1), 是新的海因酶和氨甲
酰水解酶产生菌属，说明海因酶和氨甲酰水解酶产生菌在细菌中分布较广泛。进一步分析比较发现，-1海因酶产
生菌主要分布于 3’)&4*2*/"’，.9,*+"#1),$&2 等菌属中，而大部分 21海因酶产生菌分布于 !"#$%%&’，()*+"#$%%&’，

0$#,*+"#1),$&2等菌属中，说明 -1海因酶产生菌与 21海因酶产生菌分布特点具有一定的种属倾向性。这些工作不仅
提供了多种海因酶和 .1氨甲酰水解酶的生物材料，而且对双酶的结构与功能及分子进化研究等具有重要意义。
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海因酶和氨甲酰水解酶是酶法转化 -2151取代
海因制备天然、非天然氨基酸及其衍生物的关键生

物催化剂［" ] 4］。特别是用常规发酵法难以生产的人

体必须氨基酸如 21半胱氨酸［0］和非蛋白氨基酸如
21高苯丙氨酸［5］。近年来，因海因酶和 .1氨甲酰水
解酶用于研究开发相关产品，具有工艺简单、产物光

学纯度高等特点，国际上研究比较活跃。

微生物分类和鉴定除采用传统的形态学、生理

学和生态特征之外，许多新的特征作为分类鉴定的

依据也在不断地开发中［*，6］。%&’(’) 菌种鉴定系统

是美国 %&’(’)公司从 "$Z$年开始推出，发展到今天
已能鉴定包括细菌、酵母、丝状真菌在内的近 !###
种微生物，其应用日趋广泛［Z ] "#］。另一种素有“细菌

化石”之称的分子生物学鉴定方法———"*+ ,-./序
列分析法是目前国际上细菌分类鉴定的重要方法之

一。为了快速、准确地确定所筛选到的 !0株海因酶
和氨甲酰水解酶产生菌各菌株相关的生理生化性

质，利于后续发酵分析研究，本文采用 %&’(’)菌种鉴
定系统和 "*+ ,-./序列分析法相结合进行微生物
鉴定，取得了较满意的鉴定结果，比较了两方法的优
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缺点，并进一步分析了海因酶产生菌的分布特点及

其种属分布的倾向性。

! 材料与方法

!"! 菌种来源
作者从土壤中筛选到 !"# 株海因酶产生菌，其

中 $#株（%&株为 ’(海因酶产生菌，&株为 )(海因酶
产生菌）具有较高的海因酶和氨甲酰水解酶双酶活

性［%%］，为提高海因酶与氨甲酰水解酶活性和热稳定

性，增加底物的溶解度与消旋速率，筛选温度较高，

此 $#株菌为中度嗜热菌，最适生长温度为 #*+。
本文对此 $#株菌进行鉴定。
!"# 主要材料

,通道电动移液器、浊度计、-./培养基、/0鉴
定板、/1 鉴定板、-23435 627839:;:23< 软件系统
（#=$>）（-23435公司产品）。?;@ )1A 聚合酶、胶回收
试剂盒、B6) %,(? >C7:38购自 ?;D;E; 公司，引物由
上海生工合成。

!"$ 培养基
’-培养基（5F’）：蛋白胨 %G，酵母膏 *，氯化钠

%G，BH&=$。
’-琼脂培养基（5F’）：蛋白胨 %G，酵母膏 *，氯

化钠 %G，琼脂 %,，BH&=$。
!"% 实验方法
!"%"! -23435鉴定：%）纯化待鉴定菌株：划线分离，
#*+于 ’-琼脂培养基上培养 %" I。$）革兰氏阳性
菌和阴性菌鉴定：对细菌进行革兰氏染色，革兰氏阳

性菌需做过氧化氢酶实验和芽胞染色实验，阴性菌

需做氧化酶实验和三糖铁实验［%$］，以确定实验应选

择的数据库。!）样品准备：挑取单菌落在 -./ 培
养基上划线培养，#*+条件下培养 %" I 左右。革兰
氏阳性芽胞杆菌需在 -./培养基中添加 G=$*J麦
芽糖。#）浊度调整：在关机状态下调整读数为 G，打
开电源，用装有待接种液的试管调整至读数为

%GGJ，再用浊度标准管调整读数。阳性芽胞菌浊度
标准为 $,J K $J，阳性非芽胞菌浊度标准为 $GJ
K $J，阴性非肠道菌浊度标准为 *$J K $J，阴性
肠道菌浊度标准为 "%J K $J，革兰氏阳性菌可在
浊度液中添加几滴巯基乙酸钠，使菌体易于分散。

*）菌悬液制备：取无菌棉签用无菌水蘸湿，在平板
表面轻轻滚动蘸取菌体，注意不要带出培养基，沿着

接种液管内壁转动棉签，使菌体附着在内壁上，同时

把菌体打散，倾斜接种液管使菌体均匀分散于接种

液中，通过加菌体或加无菌水调整浊度大小，使最终

浊度值达到标准（对于阳性菌可添加几滴巯基乙酸

钠使菌体易于分散）。"）接种微平板：用 , 通道电
动移液器将菌悬液分别加在鉴定板的各孔内，每孔

%*G!’，共 L"孔，A%孔为对照孔。&）培养：盖上鉴
定板盖，标上菌株号放置在一个大小适宜的托盘中，

并保持一定的湿度，#*+条件下培养 # I和 %" I后
用读数仪记录数据。

!"%"# %"M 8)1A鉴定：%）总 )1A的抽提：酚(氯仿
抽提法［%!］。

从冻存管中将待鉴定菌种接入 ’- 培养基中，
#*+培养，取培养 %" I的细胞，离心重悬于 ?N缓冲
液中，添加蛋白酶 D，溶菌酶和 M)M适量，!&+水浴
处理 #G O2< P #* O2<，依次使用等体积饱和酚 Q酚氯
仿 Q异戊醇（$* Q $# Q %，! F! F!）、氯仿：异戊醇（$# Q %，
! F!）溶液抽提，取上清，用冰乙醇沉淀，将沉淀出的
)1A用 &GJ冰乙醇洗涤 $ 次，自然风干，加入无菌
水过夜溶胀，再加入微量核糖核酸酶（E1;9C）!&+反
应 %I，备用。$）细菌 %"M 8)1A基因的 0RE扩增：选
用 通 用 引 物 -MS,F$G （ *T(
A/A/???/A?RR?//R?RA/(!T）和 -ME%*#%F$G（*T(
AA//A//?/A?RRA/RR/RA(!T）［%#］。反应条件为：
L*+预变性 * O2<。然后进行以下循环：L#+ 4 O2<，
**+ !G 9，&$+ $ O2<。!G 个循环后 &$+ 延伸
%G O2<。0RE扩增产物进行 G=,J琼脂糖凝胶电泳。
0RE产物纯化试剂盒纯化。!）%"M 8)1A的序列测
定：纯化的 %"M 8)1A与 B6) %,(?质粒（?;D;E;）于
4"+连接过夜，连接产物转化感受态细胞 " U #$%&
)H*"，培养 %$I P %"I后，做菌落 0RE鉴定。阳性克
隆由上海 V<>2:835C<公司测序。#）数据分析：测定的
%"M 8)1A序列用 SAM?A 程序与 /C<-;<W 数据库中
的 %"M 8)1A序列进行相似性比较分析。*）序列提
交：$# 株菌的 %"M 8)1A 序列通过 MC@2< 提交到
/C<-;<W数据库，$# 株的序列接收号为 )X!*G,%*(
)X!*G,!,。

# 结果

#"! &’()(*菌种鉴定生理生化实验
使用 -23435菌种鉴定系统鉴定细菌前，首先需

对菌种进行下述简单的生理生化实验，便于准确选

择对应数据库。实验结果及对应数据库选择如下表
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!。革兰氏阳性产芽胞杆菌 !"株，革兰氏阳性非产
芽胞杆菌 "株，革兰氏阳性球菌 !株。革兰氏阴性
菌 #株，且均为非肠道细菌。

表 ! "#株菌形态学和生理实验及对应数据库

菌号
镜检

形态

$%

&’(

革兰

氏

染色

()’)

实验

是否

产芽

胞

*+氧

化酶

实验

*+三

糖铁

实验

选择

数据

库

,(-.) 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

,(!.! 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

6"." 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

6-.$ 粗短杆 / / / 有 000 000 *102’3 45

4".! 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

,(".$ 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

-.! 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

78 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

91(8.! 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

91(!.$ 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

91(:.! 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

-)# 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

!.- 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

-.8 杆菌 / / / 有 000 000 *102’3 45

#!; 杆菌 / / / 无 000 000 *102’3

)!. 杆菌 / / / 无 000 000 *102’3

5# 细短杆 / / / 无 000 000 *102’3

)) 杆菌 / / / 无 000 000 *102’3

4!.." 球菌 / / / 无 000 000 *10<’<<64

,($.! 杆菌 0 0 000 000 / &=& *707>7?

7! 杆菌 0 0 000 000 0 &=@ *707>7?

5) 杆菌 0 0 000 000 / &=& *707>7?

6).) 杆菌 0 0 000 000 / &=& *707>7?

5!$ 细短杆 0 0 000 000 / &=& *707>7?

注：/表示阳性，0表示阴性；000表示不需做；&=&表示无颜色变化；

&=@表示培养基颜色下半部分有颜色变化，显黄色；*102’3 45表示

革兰氏阳性芽胞杆菌数据库，*10<’<<64表示革兰氏阳性球菌数据

库，*707>7?表示革兰氏阴性非肠道菌数据库。

"$" %&’(’)系统鉴定结果
5ABCBD菌种鉴定结果与菌种数据库中的对应数

据库进行比较，得出最佳匹配结果及相应的 4AE值，
如表 ) 所示。结果表明，)! 株菌能鉴定到属的水
平，达 8:F#%；!" 株菌能达到种的水平，达 -.%以
上，鉴定结果较为准确可靠。

"$* !+, -./0序列分析鉴定结果
将 !-4 G37@序列与 *HI5JIK 数据库中的序列

进行相似性比较，表 )列出了与它们相似性最高的

细菌及与这些菌株 !-4 G37@ 间的相似性百分比。
结果指出，;.%以上能鉴定到属的水平，:.%以上能
鉴定到种的水平。

少数几株菌如 !.-、)!.、#!;、-.!、-)#、91(!.$，)
种方法鉴定结果吻合度较低。经核查伯杰氏手册后

发现，!.-、)!.、#!; 菌株与 !-4 G37@序列分析鉴定
结果的菌种性质相符，菌株 -.!、-)# 与 5ABCBD 鉴定
结果菌属相同，91(!.$则与 5ABCBD鉴定结果完全相
符，说明这种方法具有较好的可靠性。两种方法相

结合，鉴定到属的准确率可达 !..%，鉴定到种的准
确率达 8.%以上。
从以上的鉴定结果看出，海因酶与氨甲酰水解

酶 产 生 菌 主 要 分 布 在 !"#$%%&’，()*+"#$%%&’，
!,)-$+"#$%%&’， ./)&,$/$+"#$%%&’， 0$#,*+"#1),$&2，
3’)&4*2*/"’，5&,16$"，728)4*+"#1), 等属菌中，且绝大
多数 L0海因酶产生菌为革兰氏阳性菌。

* 讨论

*$! %&’(’)菌种鉴定系统与 !+, -./0序列分析
5ABCBD微生物自动鉴定系统能利用计算机进行

数据分析，自动化和标准化程度高，大大简化了鉴定

程序，具有鉴定范围大、快速等优点，目前已成为国

际上分类鉴定常用的技术手段之一。特别是对

!-4 G37@无法鉴定的菌属，显示了一定的优越性。
其缺点是在种的鉴定上，其准确度比 !-4 G37@ 稍
低。另外，5ABCBD 菌种鉴定系统对菌种是否为纯种
及培养条件是否为最优培养条件等要求较为严格。

例如菌种不是纯种、培养时间过长、污染、培养基错

误、接种液浊度调整错误，培养温度不适合菌体生长

等原因，可能会导致鉴定结果不准确。除此之外，此

系统在国外广泛用于菌种的发酵代谢调控研

究［!#，!-］。一般而言，!-4 G37@序列分析鉴定结果较
可靠，但对于新属或新种的鉴定存在一定的局限，一

般认为，!-4 G37@同源性大于 ;:%可认为属于同一
种菌。也有少数菌仅通过 !-4 G37@不能准确鉴定，
需结合其它方法得出最终结论。如本研究中的

-.!、-)# 菌株，!-4 G37@序列分析并不能给出准确
鉴定。本研究主要采用两方法相结合鉴定海因酶和

氨甲酰水解酶产生菌，大大提高鉴定结果的准确性，

取得了较好的效果，存在的问题是对少数菌仍不能

准确定位其种别，需借助其它手段进一步鉴定。
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表 ! !"株菌的 #$%&%’系统鉴定和 ()* +,-.序列鉴定结果

!"#$%&’ $&(
$))*’’%+& ,+
+- ./! #0,1

23* 4$56* +-
!%7 89

8%+5+: ’9’"*7
;1!21 %&"*#<#*"$"%+&（./! #0,1 ’*=6*&)*）

>#+<+’*( )+&’*&’6’
%(*&"%-%)$"%+&

.?/$

（0@AB?C.B）
!"#$%& ’()*%%
?DEA

FFD?FG +&,%--". ’<H（0@?CEBAE）
FFD??G +&,%--". .)$&/0%,".（1I../.JA）

+&,%--".
.)$&/0%,".

J.?8

（0@AB?C./）
+0/1%2&,#/0%"3 -%4/4.
?DBK

FCD..G6&)65"6#*( ’+%5 8$)"*#%67（1LEJAJFK）
FKDB/G +&,%--". 3&..%-%/4.%.（1L/KK../）

+&,%--".
3&..%-%/4.%.

JJ
（0@AB?C.K）

5%,0(2&,#/0%"3 .&)/06&/
?D/.

FFDBCG 5%,0(2&,#/0%"3 .&)/06&/（1MK.KABK）
5%,0(2&,#/0%"3
.&)/06&/

B?/
（0@AB?C.C）

+&,%--". 7/-&#%4%
?D/B

FFDKJG +&,%--". 7/-&#%4%（1MBC/AEK）
FFDE?G +&,%--". 7/-&#%4%（1MC?FB??）

+&,%--".
7/-&#%4%

B.F)
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!"# 海因酶和氨甲酰水解酶产生菌分布特点
从以上鉴定结果发现，海因酶与 !"氨甲酰水解

酶产生菌具有生物多样性。主要分布在 !"#$%%&’，
()*+"#$%%&’， !,)-$+"#$%%&’， ./)&,$/$+"#$%%&’，
0$#,*+"#1),$&2，3’)&4*2*/"’ 等属菌中，并发现海因
酶和氨甲酰水解酶产生菌存在于新的菌属 5&,16$"，
728)4*+"#1),等中，文献中没有报道此类菌属，另有
#株菌属于新的菌种，未见文献报道。在目前的检
索范围内，$"海因酶产生菌报道占 %&’以上，("海因
酶产生菌的报道相对较少。菌种鉴定结果与文献报

道的海因酶菌种比较表明：较高活性 $"海因酶产生
菌主要分布于 3’)&4*2*/"’，.9,*+"#1),$&2 等菌属
中［)*，)+］，菌株的最适生长温度一般在 ,&-左右；而
("海因酶产生菌主要分布于 !"#$%%&’，.,16,*+"#1), 等
菌属中［).，#&］，菌株的生长温度一般在 */-以上。而
本文所鉴定的海因酶产生菌 ("型占绝大多数，且菌
种主要分布于 !"#$%%&’，()*+"#$%%&’，0$#,*+"#1),$&2 等
属中，这可能与本文所述菌种的最适生长温度为

*/- 0 //-有关［)*］。同时也说明 $"海因酶系产生
菌与 ("海因酶系产生菌在种属的分布上可能存在
一定的倾向性。这些研究不仅说明了海因酶与氨甲

酰水解酶产生菌在细菌中广泛分布的特点，而且对

于开发新型海因酶和 !"氨甲酰水解酶资源很有利，
为我国难以发酵生产的 ("氨基酸和非蛋白氨基酸
等新型工业的发展注入新的活力，进一步对双酶的

结构与功能及分子进化研究等具有重要意义。
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稿件规范化与标准化

高等院校教学论文的撰写要点

“高等院校教学”是微生物学会主办的科技期刊中唯一的教学栏目。该栏目是专门为高等院校教师开

辟的教学交流、切磋、提高的园地，栏目特色非常突出。因此，要求作者撰写的内容必须有新意，绝不是泛泛

地谈体会和叙述教学安排与过程。在内容选材上应该有鲜明的特点和针对性，做到主题明确、重点突出、层

次分明、语言流畅。教师的教学思路应与时俱进，及时将国内外新的科技成果贯穿到教学始终，只有这样才

能真正起到教与学的互动，提高高科技人才培养的水平。同时，稿件的录用率也能得到提高。
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