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一株芽孢杆菌的分离和鉴定 
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摘  要: 从中国农业科学院北京畜牧兽医研究所鸡舍附近土壤中分离到一株芽孢杆菌 P-25, 并进

行了分子鉴定。通过形态鉴定、革兰氏染色、生理生化测定、16S rRNA 序列分析和系统发育树构

建, 确定该菌株为蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus), 其 16S rRNA GenBank 登录号为 GU271135。 
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Abstract: A Bacillus sp. strain P-25 was isolated from soil nearby the henhouse of Institute of Animal 
Sciences, Chinese Academy of Agricultural Sciences. This bacterium was identified as Bacillus cereus 
by analyses of its morphological and biochemical properties and 16S rRNA sequence. 
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自 20 世纪 50 年代以来, 抗生素开始广泛应用

于畜禽养殖业, 虽然在保证动物健康、促进生长、

节约饲料成本、提高经济效益等方面做出了巨大的

贡献, 但是随着抗生素的长期使用, 引发了诸如病

原菌产生耐药性、动物免疫力和抗病力下降、动物

产品中抗生素残留危害人类健康等一系列问题[1−2]。

2006 年, 欧盟已经全面禁止了饲料中抗生素的使用, 
美国和日本等国家也对其做出了严格的限制, 其他

动物食品中抗生素残留标准也越来越高。由于抗生

素的滥用, 人类正面临着“超级菌”的威胁。2008 年, 
世界卫生组织提出警告, 耐药菌日益增加, 可能会

将我们的世界推回到前抗生素时代。抗生素作为饲

料添加剂已面临了严峻的困境[3]。 

益生菌(Probiotics)又称为益生素、微生态调节

剂 、 活 菌 制 剂 等 , 最 早 是 由 俄 国 科 学 家 Elie 
Metchnikoff 提出。他在研究高加索地区居民长寿原

因的时候, 发现这与当地居民长期食用发酵乳品有

关, 认为乳制品中产酸细菌可能是使得当地人长寿

的原因[4]。目前, 益生菌被定义为一类“能够促进肠

内菌群生态平衡 , 对宿主起有益作用”的活微生物

制剂[5−6]。近年来的研究表明, 益生菌在调节畜禽肠

道微生物群落、增强动物免疫力、提高饲料利用率

和畜禽生长率等方面具有良好的促进作用 , 是无

毒、无残留、无抗药性的新型饲料添加剂, 为国内

外科研工作者和饲料业者所广泛关注, 极具开发前

景[7]。饲用益生菌在饲料工业中已有广泛的应用, 但



1160 微生物学通报 2010, Vol.37, No.8 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

作为活菌制剂, 其开发和利用还受到许多条件的制

约, 如在饲料加工、运输途中容易失活；在动物肠

道难以存活、定殖并成为优势菌群而发挥益生功效

等[8−9]。目前, 芽孢杆菌以其抗逆性强、营养需求低、

复活率高、致病性低等特点, 被视为最理想的益生

菌类之一[10]。 
本研究从中国农科院北京畜牧兽医研究所鸡舍

附近土壤中, 分离得到一株产淀粉酶和蛋白酶的芽

孢杆菌菌株, 编号为 P-25。利用微生物常规生理生

化检测和分子生物学手段, 鉴定 P-25 为蜡状芽孢杆

菌(Bacillus cereus), 其 16S rRNA GenBank 登录号为

GU271135。 

1  材料与方法 

1.1  菌株及培养基 
菌株来源: 采集于中国农科院北京畜牧兽医研

究所鸡舍附近土壤。 
牛肉膏蛋白胨液体培养基: 牛肉膏 3.0 g, 蛋白

胨 10.0 g, NaCl 5.0 g, 蒸馏水 1000 mL, pH 值

7.0−7.2。1 × 105 Pa 灭菌 20 min。 
牛肉膏蛋白胨固体培养基: 牛肉膏 3.0 g, 蛋白

胨 10.0 g, NaCl 5.0 g, 琼脂粉 20.0 g, 蒸馏水

1000 mL, pH 值 7.0−7.2。1 × 105 Pa 灭菌 20 min。 

1.2  菌株分离与纯培养 
土壤样品 1 g 置于 100 mL 牛肉膏蛋白胨液体培

养基内, 37°C、150 r/min 培养 24 h。培养液在 90°C
水浴中孵育 10 min, 取 0.1 mL 以无菌水稀释成 10−6、

10−7 和 10−8 3 个浓度梯度, 涂布牛肉膏蛋白胨平板, 
37°C 培养 24 h。挑选菌落进行芽孢染色, 挑选具有

芽孢的菌落, 利用牛肉膏蛋白胨平板划线培养, 获

得单菌落。 

1.3  革兰氏染色与镜检 
获得的纯培养菌株接种于牛肉膏蛋白胨平板

上, 37°C 培养 24 h。取新鲜菌体进行革兰氏染色并

镜检, 染色方法参照《农业微生物学》[11]。取新鲜

菌体送中国农业大学电镜室, 制备扫描电镜切片并

镜检、拍照。 

1.4  细菌总 DNA 提取 
细菌总DNA的提取利用异硫氰酸胍(GUTC)法[12]。 

1.5  16S rDNA 的 PCR 扩增 
以 10 ng 纯化的细菌总 DNA 作为模板, 扩增

16S rDNA。所用引物为大肠杆菌(Escherichia coli)

通用引物 P1 (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAA 
CGAACGCT-3′)和 P6 (5′-TACGGCTACCTTGTTAC 
GACTTCACCCC-3′), 由上海英骏生物技术有限公

司合成。PCR 扩增体系采用 25 µL 体系 , 包括

0.25 µL Taq 酶(0.5 U/mL)、2.5 µL 10 × Buffer、2.0 µL 
dNTPs Mixture、1.0 µL 模板 DNA、1.0 µL 正向引物

P1 (10 µmol/L)、1.0 µL 反向引物 P6 (10 µmol/L)和
17.25 µL ddH2O, 以灭菌的 ddH2O 代替模板 DNA 作

为阴性对照。扩增条件: 95°C 5 min；94°C 30 s, 58°C 
30 s, 72°C 2 min, 30 个循环；72°C 5 min, 4°C 终止反

应。PCR 产物送上海英骏生物技术有限公司测序, 
其余部分−20°C 保存。 

1.6  系统发育树的构建 
根据 16S rRNA 测序结果, 结合 GenBank 中芽

孢杆菌属(Bacillus)中 24 个种 16S rRNA 序列, 利用

MEGA 3.0 软件, 绘制系统发育树。 

1.7  生理生化鉴定 
生理生化实验方法参照《常见细菌系统鉴定手

册》[13]。测定其糖醇利用、产酸产气、生长温度、

pH 范围、耐盐试验、溶菌酶抗性、V-P 测定、接触

酶反应、卵黄反应、吲哚反应、明胶穿刺、淀粉水

解、硝酸盐还原、厌氧生长、柠檬酸盐利用、苯丙

氨酸脱氨酶活性、酪素水解和酪氨酸水解。 

2  结果 

2.1  细菌形态及菌落特征 
P-25 菌株在牛肉膏蛋白胨平板上 37°C 培养

24 h, 菌落扁平、略粗糙, 成圆形或近圆形, 稍带光

泽, 乳白色(近似蜡烛颜色), 不产色素。菌体杆状, 
末端钝圆, (0.8−1.2) µm × (2.0−4.0) µm, 成短链或长

链。革兰氏阳性, 产芽孢, 芽孢椭圆形, 中生或近中

生, (0.7−1.2) µm × (1.0−1.5) µm。菌株扫描电镜照片

如图 1 所示。 
 

 

图 1  P-25 菌株扫描电镜照片 
Fig. 1  Scanning electron micrograph of cells of strain P-25 
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2.2  16S rRNA 测定与系统发育树构建 
P-25 菌株 16S rRNA 测序后, 登录 GenBank, 登

录号为 GU271135。利用 MEGA 3.0 软件, 与芽孢杆

菌属内 24 个种的 16S rRNA 序列(菌株号见发育树)

进行同源性比对, 绘制系统发育树, 结果见图 2。

P-25 菌株与蜡状芽孢杆菌(B. cereus)、苏云金芽孢杆

菌(B. thuringiensis)和蕈状芽孢杆菌(B. mycoides)亲

缘 关 系 最 近 , 同 源 性 分 别 为 99.85% 、 99.70% 和

99.55%。 

2.3  生理生化特性 
P-25 菌株的生理生化特征见表 1, 根据《常见

细菌系统鉴定手册》[13]和《伯杰氏细菌鉴定手册》(第

8 版)[14]芽孢杆菌属特征, 结果显示 P-25 菌株生理生

化特性与蜡状芽孢杆菌一致。 
 

 

图 2  依据 16S rRNA 序列构建的菌株 P-25 和同属相关种的系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree of P-25 and related Bacillus sp. based on 16S rRNA sequences with MEGA 3.0 software 
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表 1  P-25 菌株形态和生理生化特征 
Table 1  Morphological and biochemical characteristics of P-25 strain 

特  征 
Characteristic 

活  性 
Activity 

特  征 
Characteristic 

活  性 
Activity 

D-葡萄糖 
D-Glucose 

+ 5°C + 

L-阿拉伯糖 
L-Arabinose 

− 20°C + 

D-木糖 
D-Xylose 

− 30°C + 

产酸 
Acid production 

D-甘露醇 
D-Mannitol 

− 40°C + 

葡萄糖产气 
Gas production using glucose 

+ 45°C + 

2% + 

生长温度 
Growth temperature 

50°C − 

5% + 0.001%溶菌酶抗性实验 
0.001% lysozyme resistance 

+ 

7% + V-P 实验 V-P test + 

生长 NaCl 
Growth with NaCl 

10% + 接触酶反应 Catalase reaction + 

5.0 + 卵黄反应 Lecithin hydrolysis + 

6.0 + 吲哚反应 Indole reaction + 

7.0 + 明胶穿刺 Gelatin experiment + 
生长 pH 值 
Growth pH 

8.0 + 淀粉水解 Amylum hydrolysis + 

厌氧生长 Anaerobic growth + 硝酸盐还原 Nitrate deoxidization + 

柠檬酸盐利用 Citrate utilization + 苯丙氨酸脱氨酶 Phenylalanine deaminase − 

酪素水解 Casein hydrolysis + 酪氨酸水解 Tyrosine hydrolysis + 

注: +: 阳性反应; −: 阴性反应. 
Note: +: Positive; −: Negative. 
 

3  讨论 

芽孢杆菌广泛存在于自然界中, 其营养简单、

繁殖迅速；适应能力强, 能够形成抗逆性很强的芽

孢结构, 当环境条件适宜时重新萌发形成营养体细

胞；具有抑制病原菌生长、产生物酶等特点, 除个

别种(如炭疽芽孢杆菌)外 , 对人畜无害 , 是目前应

用较广的理想益生菌类型。本试验研究发现, P-25

菌株在温度范围为 5°C−45°C、盐度范围为 2%−10%、

pH 值 5.0−8.0 时均能生长。16S rRNA 序列同源性比

对显示, P-25 菌株与蜡状芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌

和蕈状芽孢杆菌亲缘关系最近, 但均高于 99%。 

一般认为, 16S rRNA 序列同源性大于 99%, 可

以认为属于同一种；同源性为 95%−98%可以认为是

同属不同种；同源性在 95%以下可以认为属于不同

属 [15−16] 。 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 具 有 特 有 的 伴 孢 晶 体

(Parasporal crystals)结构, 而 P-25 菌株未发现此类

结构, 故而不属于苏云金芽孢杆菌。蕈状芽孢杆菌

与蜡状芽孢杆菌同源关系极近, 其最初分类地位是

蜡状芽孢杆菌的一个变种, 即蜡状芽孢杆菌蕈状变

种 [Bacillus cereus var. mycoides (Flugge) Smith, 
Gorden & Clark], 拥有其特有的性质, 包括菌落根

状、少数菌株 37°C 生长等[14]。本研究中 P-25 菌株

菌落扁平、略粗糙, 成圆形或近圆形, 稍带光泽, 乳

白色 , 与典型蕈状芽孢杆菌菌落形态不符。同时 , 
P-25 菌株 16S rRNA 序列与蜡状芽孢杆菌相似性最

高, 因而最终确定其为蜡状芽孢杆菌。 
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