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摘要：应用 !$% &’()克隆文库法对有机物料腐熟菌剂 )和 *样品中的细菌组成进行分析研究。结果表明，样品 )
有 !+个 ,-.，主要是融合乳杆菌（!"#$$"%%& ’()*+$&）、枯草芽孢杆菌（ ,&’#%%+$ $+-.#%#$）和短小芽孢杆菌（ ,&’#%%+$
/+0#%+$），其比例分别占总克隆文库的 /#0$1、2"0+1和 /20/1；样品 *有 +2个 ,-.，主要是布氏乳杆菌（1&’.(-&’#%%+$
-+’2)"3#）、香肠乳杆菌（1&’.(-&’#%%+$ *&3’#0#)#$）和耐酸乳杆菌（ 1&’.(-&’#%%+$ &’".(.(%"3&)$），占总克隆文库的比例分别为

!#0"21、!#0#$1和 !20!/1；所得出的结果均与产品标注存在差异，样品 )未提及细菌的种类，而样品 *只标注短
小芽孢杆菌。研究表明这一方法在微生物菌剂细菌组成分析及其质量检测中具有良好的应用前景。
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有机物料腐熟菌剂，是微生物肥料的一个重要

品种，是指能加速各种有机物料（包括农作物秸秆、

畜禽粪便、生活垃圾及城市污泥等）分解、腐熟的微

生物活体制剂。由于其腐熟对象的复杂性，决定了

有机物料腐熟剂菌种组成的多样性。此类产品一

般为复合菌剂，由细菌、酵母、真菌和放线菌组成，

采用传统的平板培养测定这类产品质量，不仅费时

费力，更主要是不能准确测定出其所含的菌群，尤

其是其中的细菌组成，由于其种类多且形态鉴别特

征少，给国家控制和监管此类产品带来难度。微生

物分子生态学的发展和应用，从技术层面为有机物

料腐熟菌剂中菌群的准确、快速分析提供了手段。

微生物分子生态学是近年来兴起的一门涉及

生物学、基因组学和生物信息学等学科的交叉学

科，主要是以微生物基因组 ’() 的序列信息为依
据，通过分析样品中 ’()分子的种类和数量来反映
微生物区系的组成和群落结构及其变化［!］。构建克

隆文库是微生物分子生态学中用来研究微生物组

成的常用方法之一［/］，目前细菌菌群分析中应用最

多的是 !$% &’() 克隆文库方法。它是通过对
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!"# $%&’全长序列进行扩增和分析，达到研究和监
测样品与环境中细菌多样性、种群结构和区系变化

的目的［(，)］，并应用于水体、土壤、海洋沉积物、生物

水处理系统中的微生物分析。

本文采用建立 !"# $%&’克隆文库的方法，通过
测序并与已知序列比较确定细菌种类，以揭示有机

物料腐熟菌剂样品中的细菌组成，同时也可以根据

克隆文库中克隆子出现的频率了解样品的细菌组

成比例。

! 材料与方法

!"! 样品
所用样品来自 *个企业的有机物料腐熟菌剂，

为固体剂型，编号分别为 ’、+。’产品标注的微生
物种类是酵母菌，米曲霉。+产品标注的微生物是
枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、多粘芽孢杆菌和短

小芽孢杆菌。它们均是生产中广泛应用的产品。

!"# 菌落平板计数、菌种的分离和纯化
按照中华人民共和国国家标准 ,+*-*./0*--"

和中华人民共和国农业行业标准 &123 !!!) 4 *--"
的规定操作。

!"$ 样品总 %&’提取
采用文献［5］方法。

!"( )*+反应体系参数
样品细菌 !"# $%&’全长扩增见文献［"］。678

扩增总 体 系 为 *5!9：!- : ;<==>$ *?5!9， @&36
（*?5AABC29）*!9，引物（浓度为 !-AABC29）各 -?5!9，
DE* F（*5 AABC29）!?5!9，3GH 酶（*?5I）-?*!9，稀释

%&’模板 !!9，@@J*K补足至 *5!9。

!", 克隆文库的构建
割胶纯化 678产物，与 LD%!M03载体连接，转

化大肠杆菌 %J5"，涂板，(/N培养 !*O后，挑取阳性
克隆子，用限制性内切酶 !"#"和 $%& =#分型，每个
酶切类型挑取一个代表菌株进行测序（上海生工公

司），用 %&’ DGP、,>P> 3BBC等软件对测序结果进行
编辑、分析，并把编辑好的序列在 ,>P+GPQ数据库中
进行 +9’#3同源性检索后下载同源性序列。

# 结果与分析

#"! 样品的 !-. /%&’克隆文库分析
对随机挑取 ’样品的 !!!个阳性克隆、+样品

的 !** 个阳性克隆采用限制性内切酶 !"#" 和
$%& =#酶切，’共得 *)个酶切类型，+共得 5/个酶
切类型。每个酶切类型挑取 !个代表克隆子进行测
序，测序结果在 ,>P+GPQ 数据库中进行 +9’#3 比
对，将序列比对结果相同的克隆子定义为一个操作

分类单元（ BL>$GRSBPGC RGTBPBASU <PSR，K3I）。样品 ’
得到 !)个 K3I，样品 +得到 )(个 K3I。*个样品的
主要 K3I所含克隆子数目及其相似性菌株如表 !
所示。

由表 !结果可知，’样品克隆子与 ,>P+GPQ 数
据库中已知细菌的 !"# $%&’ 序列相似性最高为
MMV，最低为 M"V；其中 K3I!、K3I(、K3I) 的克隆
数最多，为克隆文库中优势菌株，其菌种分别是

’(%""())* +,&-."*，/*+%))." ".01%)%" 和 /*+%))." #.2%)."；
研究分析共得到的芽孢杆菌属的克隆子有 "*个，占
库容总量的 55?."V；属于乳酸菌的克隆子共有 (M
个，占库容总量的 (5?!)V。另外有 M个克隆子（占
.?!-V）与已知类群相似性较低，在 ,>P+GPQ数据库
中未找到与其相似的已知细菌序列，属于未知类

群，它们分属于不同的 K3I，与目前不可培养细菌
<PU<CR<$>@ 31*#45),+,++." WLX（’Y)"/)*"）、IPU<CR<$>@
;GUR>$S<A（ %Z.!."MM ） 、 IPU<CR<$>@ +GUR>$S<A
（%Z!*M)*-）的相似性分别是 MMV、M"V、M/V。
样品 +克隆子与 ,>P+GPQ数据库中已知细菌的

!"# $%&’序列相似性范围在 M!V [ !--V，其中有
!-!个克隆子（占 .*?/MV ）与已知序列同源性高于
M/V。有 *M个 K3I仅含有 ! 个克隆子，*) 个克隆
子（占 !M?(/V）与已知类群相似性较低，在 ,>P+GPQ
数据库中未找到与其相似的已知细菌序列，它们分

属于不同的 K3I，与目前不可培养细菌 <PU<CR<$>@
;GUR>$S<A、<PU<CR<$>@ UBALBWR ;GUR>$S<A、<PU<CR<$>@ WBSC
;GUR>$S<A等的同源性较高，表明样品 +中的细菌具
有丰富的多样性。如表 !所示，克隆文库中优势菌
株为 K3I!、K3I5和 K3I/，分别占克隆文库比例为
!.?-(V、!(?!*V、!.?."V。根据克隆文库所得结
果，克隆子大致可分为 )大类，即：乳酸菌类，醋酸菌
类，芽孢菌类和目前不可培养类，分属于上述 )类的
克隆子数量分别是：/-、)、!*和 *)，它们分别占克隆
文库 库 容 总 量 的 5/?(.V、(?*.V、M?.)V 和
!M?"/V，共占库容总量的 M-?!"V。其余为只有 !
个克隆子的博特氏菌属 /,67(1())* #(16%%（’\./-M"M）
（ !--V）、脱 氮 硫 杆 菌 84%,0*+%))." 7(&%16%-%+*&"
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（!"#$$$%&）（’’(）、斯氏小小梨形菌 !"#$%%&%’ ()’%$*"
（ )*&’’’%"）（ ’#(）、气 微 菌 属 +$#,-".#,/"&-
’%0’%")$##’$（ )+,--#""）（ ’,(）、泛 养 硫 球 菌
!’#’.,..&( 1’2),)#,13&( （ ).#’,$’# ）（ ’,(）、
!#,)$,/’.)$#"&-（ )+#"#/!!）（ ’"(）、短 杆 菌 属

4#$5"/’.)$#"&- 012（)+$!!,%/）（’’(）、假单胞菌属
!($&6,7’2)3,-,2’( (&8,2$2("(（)+’-!’’"）（’,(）。
另外，样品中还有 -个克隆子为放线菌 93$#-,/":"6’
:&(.’ +3（!%’%"%&,）（%##(）。

表 ! !"# $%&’克隆文库法分析的样品主要细菌组成结果

样品
操作分

类单元

每个 456

含克隆数
最相似菌株（78.9登录号）

每种 456

百分比（(）

相似性

（(）

456% &- 融合乳杆菌 ;$"(($%%’ .,2:&(’（:;&-%!$%） -,<,# ’, = ’’

456- & 肠膜明串珠菌 <$&.,2,(),. -$($2)$#,"6$(（)+/!$-"’） -<!# ’!

) 456& &" 枯草芽孢杆菌 4’."%%&( (&/)"%"(（).#/$&!#） &#</# ’’

456" -/ 短小芽孢杆菌 4’."%%&( 1&-"%&(（).%’$-,&） -&<"# ’! = ’’

456$ ! 不可培养葡萄球菌 6>?@AB@CDE =)’13*%,.,..&( 012（)*"/!"-/） /<&# ’’

456/ - ;$"(($%%’ ."/’#"’（)F"--#&%）
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

%<,# ’,

456% -- 布氏乳杆菌 <’.),/’."%%&( /&.32$#"（).-#$#$$） %,<#& ’/ = ’,

456- / 6>?@AB@CDE 0GHA IJ?BDCH@K（)*"-&-/&） "<’- ’&

456& & 短乳杆菌 <’.),/’."%%&( /#$5"(（:&!!,$） -<"/ ’/

456" - 93$#-,/":"6’ :&(.’ +3（!%’%"%&,） %</" %##

456$ %/ 耐酸乳杆菌 <’.),/’."%%&( ’.$),),%$#’2(（L$,,#%） %&<%- ’! = ’,

456/ " 4’."%%&( 012（)+$!-",#） &<-, ’’

. 456! -& 香肠乳杆菌 <’.),/’."%%&( :’#."-"2"(（)F"%!"’’） %,<,/ ’! = ’’

456, & 短乳杆菌 <’.),/’."%%&( /#$5"(（)*$%$--#） -<"/ ’$ = ’’

456’ - 短小芽孢杆菌 4’."%%&( 1&-"%&(（).%’$-,&） %</" ’’

456%# & 假单胞菌属 !($&6,7’2)3,-,2’( (&8,2$2("(（)+’-!’’"） -<"/ ’,

456%% & 6>?@AB@CDE ?GK1G0B IJ?BDCH@K（:;&"/"",） -<"/ ’,

456%- - 芽孢杆菌属 4’."%%&( 012（+%&#//） %</" ’&

456%& - 6>?@AB@CDE ’%13’ 1#,)$,/’.)$#"&-（)F&%,%/&） %</" ’!

()( 采用菌落平板计数法测定的样品结果
按传统的平板计数方法测定的样品菌含量见

表 -，其菌含量均高于国家和行业的标准要求。样
品 )测定含有 $株芽孢杆菌和 -株乳酸菌，样品 .
测定含有 /株芽孢杆菌和 %株乳酸菌。

表 ( 平板计数方法测定的样品菌含量

样品 ) .

总菌含量（ %#, ?M@NO） ’<$’ ’<,%

芽孢菌

（%#, ?M@NO）

枯草芽孢杆菌 - 株 & 株

短小芽孢杆菌 &株 &<&! %株 #<--

类芽孢杆菌 # -株

乳酸菌 乳杆菌 % 株 % 株
（%#, ?M@NO） 片球菌 % 株 $<"! # %<-

()* !"# $%&’克隆文库法和菌落平板计数测定结
果的比较

样品 )的 %/P C:7)建库结果得出有 "种芽孢
杆菌和 $ 种分属于不同 456的乳酸菌。其中芽孢
杆菌还包括表 %未列出的只有 %个克隆子的 456’
［4’."%%&( (&/)"%"(（&-"/,/,!）］和 456%#［4’."%%&( 012
（).%’’&%!）］；乳酸菌则分别是 ;$"(($%%’ .,2:&(’
（:;&-%!$%）、;$"(($%%’ ."/’#"’（)F"--#&%）、;$"(($%%’
."/’#"’ （ :;-’"’/% ）、 <$&.,2,(),. -$($2)$#,"6$(
（)+/!$-"’） 、乳 明 串 珠 菌 <$&.,2,(),. %’.)"(
（)F’!#&%/），其中前 & 种同属于魏斯菌属。而样品
)菌落平板计数测定结果只含有 - 株枯草芽孢杆
菌、&株短小芽孢杆菌和 -株乳酸菌。
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样品 !的 "#$ %&’(建库结果共得到 )株芽孢
杆菌［包括 *株类芽孢杆菌属 !"#$%&"’%(()* +,-（共 *
个克隆子，占 ".#/0）］和 )株乳酸菌。芽孢杆菌除
去表中所列的 123#、1234、123"* 以外，其余皆是
只有 "个克隆子 123，乳酸菌则分别是 +"’,-&"’%(()*
&)’.$#/%、+"’,-&"’%(()* &/#0%*、+"’,-&"’%(()* 1"/’%2%$%*、
+"’,-&"’%(()* "’#,-,-(#/"$*、类布氏乳杆菌 +"’,-&"’%(()*
3"/"&)’.$#/%、 坏 发 酵 乳 杆 菌 +"’,-&"’%(()*
2"(#1#/2#$,"$*。另外建库结果还检测到 "株嗜热放
线菌 4.#/2-&%1%5" 1)*’" 56（7"4"/"8)）（* 个克隆子，
占 ".#/0）的存在。菌落平板计数测定结果却得到
#株芽孢菌和 "株乳酸菌。
建库结果与样品所标注的菌群存在差异，样品

(申报的菌种中并未提及细菌的存在。而实验结果
表明该样品的菌群组成包括细菌，主要为芽孢杆菌

和乳杆菌。样品 !的建库结果只有 1234与样品标
注的短小芽孢杆菌一致，其余均未检测到。原因可

能是：（"）厂家为了保护自主知识产权，不会将所有
菌株标出。（*）厂家在生产过程中主动地加入了标
注菌种，但是加入的菌种实际并未成为产品中的优

势菌种。部分菌种加入以后由于脱离原有合适的

培养条件，被其他竞争能力强的菌种稀释并取代。

分析 "#$ %&’(克隆文库法和菌落平板计数两
种方法存在差异的可能原因有 8方面：!提取样品
&’(时细胞破碎难易程度有差别，造成 &’( 本身
与实际样品之间产生偏差；"9:;扩增过程中 &’(
扩增的偏好性；#平板测定所用培养基不适合某些
寡营养微生物生长。

! 讨论

本文采用构建 "#$ %&’(克隆文库的方法分析
了目前广泛应用的两种有机物料腐熟菌剂产品的

细菌组成。结果表明样品 (的优势细菌是乳酸菌
和芽孢杆菌，样品 !的优势细菌是乳酸菌，除了样

品 (建库结果检测到的芽孢杆菌比菌落平板计数
测定结果少 "株以外，"#$ %&’(克隆文库法均比平
板法得到的细菌种类多，可见 "#$ %&’(克隆文库法
能更好地反映出样品中存在的细菌，从而全面、准

确的测定产品中细菌菌群组成及其比例。

作为一种全新的技术手段，"#$ %&’(克隆文库
法最大的优点是可以不经过细菌分离培养，直接对

样品进行分析。将得到的微生物 "#$ %&’(序列提
交到 <=>!?>@中，采用 !A($2程序与已知序列进行
相似性分析，得到原始样品中微生物的菌群和数量

信息，揭示微生物的多样性，进而进行微生物分类

系统发育分析［7］。

本研究表明 "#$ %&’(克隆文库法可以用于微
生物菌剂中的细菌组成分析，快速准确检测菌剂质

量，这对于微生物菌剂质量的提高，推进微生物肥

料行业的可持续发展具有重大意义。"#$ %;’( 克
隆文库方法也有其不足之处，仅适用于细菌菌群的

分析［)］。对样品中真菌和酵母菌等真核微生物分

析，需要建立 ")$ %&’(克隆文库，还要结合其它分
子生物学技术如 &<<B等，进一步研究腐熟过程中
各种微生物演替、菌系稳定性等问题，从而指导微

生物菌剂产品的生产并提高产品质量。
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