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摘  要：枯草芽孢杆菌近缘种群(简称枯草群)是一群表型相似的革兰氏阳性、产芽孢的杆菌，

目前该群已包括 10 个有效发表种。该群细菌广泛应用于生物技术、工业和农业等领域，因此

实现菌株的快速准确鉴别与鉴定，确保其使用的安全性和有效性是首要条件。本文在本研究室

进行的枯草群鉴定研究基础上，总结提出了基于形态和生化特性测定的传统经典方法和以分子

生物学技术为基础的基因序列分析技术、特异 PCR 技术，并在实践上进行了大量的验证，对

指导该种群的准确鉴定与快速鉴别具有重要应用价值。 
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Abstract: Bacillus subtilis and closely related species, as members of the “subtilis-group”, are 
composed of rod-shaped, endospore-forming bacteria with high degree of phenotypic and 
biochemical similarity. The “subtilis-group” includes B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B. 
amyloliquefaciens, B. atrophaeus, B. mojavensis, B. vallismortis, B. sonorensis, B. tequilensis, B. 
siamensis. Strains of the group have been exploited for biotechnological, industrial and agricultural 
applications; therefore, their rapid and accurate identification is important in practice. Here we 
reviewed traditional and molecular methods to identify these species. The combination of the 
physiological and biochemical characteristics, sequencing analysis and species-specific PCR would 
allow us to rapidly and accurately differentiate the strains of the group. 
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枯草芽孢杆菌自从 1835年正式命名以来，其
研究已有 178年的历史，在工业发酵、农业生产、
医药卫生、食品保健、水产养殖等领域应用广泛。

随着研究技术的进步，人们发现枯草芽孢杆菌实

际上是一个表型相似的群体，即枯草芽孢杆菌近

缘种群(简称枯草群)[1]。除了较早命名的枯草芽孢

杆 菌 (Bacillus subtilis) 、 地 衣 芽 孢 杆 菌 (B. 
licheniformis)、短小芽孢杆菌(B. pumilus)、解淀粉
芽孢杆菌[2](B. amyloliquefaciens)、深褐(萎缩)芽孢
杆 菌[3](B. atrophaeus) 5个种外，枯草群还包括莫
哈韦(莫杰夫)芽孢杆菌[4](B. mojavensis)、死谷芽孢
杆菌[5](B. vallismortis)、索诺拉沙漠芽孢杆菌[6](B. 
sonorensis)、特基拉芽孢杆菌[7](B. tequilensis)、暹
罗芽孢杆菌[8](B. siamensis)；而且枯草芽孢杆菌这
个分类种也进一步被分为 B. subtilis subsp. 
subtilis、B. subtilis subsp. spizizenii[9]和 B. subtilis 
subsp. inaquosorum[10]三个亚种，解淀粉芽孢杆菌

也 被 分 为 B. amyloliquefaciens subsp. 
amyloliquefaciens 和 B. amyloliquefaciens subsp. 
plantarum两个亚种[11]。至此，枯草芽孢杆菌的近

缘种已包括 10个有效发表种。 
由于枯草群菌株与人类生产、生活密切相关，

所以对这类微生物的准确鉴定和鉴别非常重要，然

而枯草群分类的复杂性给其鉴定带来了巨大的困

难。传统的生化试验法进行菌株鉴定耗时费力，结

果易受环境条件和人员经验的影响；现在广泛应用

的 Biolog 快速鉴定系统、API 系统、脂肪酸分析
系统等技术操作简便、速度快、效率高，但对于亲

缘关系密切的枯草群菌株只能鉴定到群，很难鉴定

到种。基于基因序列分析的鉴定技术以其高分辨

率、稳定性和重现性的优势逐渐成为鉴定菌株的重

要工具，而在序列分析基础上建立的特异 PCR 技
术使鉴定工作更快速，针对性更强。为促进新技术

与新方法的使用，提高鉴定的速度和效率，本文综

述了传统生化法、基因序列分析和特异 PCR 技术

在枯草及其近缘种群鉴定的研究进展，并对其应用

前景进行了展望。 

1  枯草群的典型生化特征对比分析 

枯草芽孢杆菌近缘种群的形态特征和生理生

化特征，是早期进行各种群分类与鉴定的基础。传

统的枯草群分类主要依据这些表型特征，如用色素

区分深褐芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌[3]；通过菊粉、

乳糖发酵产酸试验、菌体成链排列和芽孢中生等特

性区分解淀粉芽孢杆菌与枯草芽孢杆菌[2]；地衣芽

孢杆菌则通过鼠李糖、半乳糖、丙酸盐利用、产生

脲酶以及厌氧生长等试验与枯草芽孢杆菌区分[12]；

而对氯化钠 14%的强耐受性则成为区分暹罗芽孢
杆菌与其他枯草群菌株的重要特征[8]。除了这些特

征外，其他特征包括生长温度范围、厌氧反应、碳

氮源利用、盐类利用、抗生素敏感性、氯化钠耐受

性、氧化酶、接触酶、糖醇类发酵、淀粉水解、硝

酸盐还原等也是枯草群内各种的重要鉴别特征。尽

管 Biolog 和 API 等快速鉴定系统可以提供大量信
息，但是表 1中分析总结出的枯草近缘种群的典型
生化特征，仍然是该群鉴定时不可或缺的[1-12]，是

快速鉴别的重要特征。 

2  具有鉴别作用的基因序列分析 

16S rRNA基因以其含有丰富的信息量，能够
反映种属的亲缘关系，已成为细菌系统发育和分类

鉴定的金标准。但经比较分析发现(图 1)，枯草群
中除短小芽孢杆菌和索诺拉沙漠芽孢杆菌以外，其

余 8个种的 16S rRNA基因序列相似性均在 99.5%
以上，因此根据 16S rRNA基因序列不能准确区分
枯草群内的各个种。细菌的基因组中有很多功能基

因，这些基因在系统进化过程中非常保守，但相对

于 16S rRNA基因变异速率快，能够代表种以下分
类单元的进化方向，如 gyrB、gyrA、rpoB、rpoD、
recA、purH、polC、groEL、sodAint、toxR、rctB
等[10,13-16]。 
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表 1  枯草芽孢杆菌近缘种群的典型生化特征 
Table 1  Biochemical characteristics that distinguish Bacillus subtilis and other related Bacillus species 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
厌氧生长 
Anearobic growth 

– – – – – + – + + – 

溶血反应 
Heamolytic activity 

– + + + + ND – – ND + 

吲哚产生 
Production of indole 

– – – – – ND + – – – 

淀粉水解 
Starch hydrolysis 

+ + + + + + – + + – 

氧化酶 
Oxidase activity 

+ + – + + – + + ND + 

硝酸盐还原 
Nitrate reduced to nitrite 

+ + + + + + – + + − 

丙酸盐利用 
Utilization of propionate 

– – – – – ND ND + + – 

柠檬酸盐利用 
Utilization of citrate 

+ + + + + – + + + + 

乳糖发酵产酸 
Acid produced from lactose   

– – – – + + + + ND ND 

最高生长温度 
Maximum temperature for growth (°C) 

50 50 50 50 50 55 50 55 55 50 

最低生长温度 
Minimum temperature for growth (°C) 

10 10 10 10 10 4 ND 15 15 10 

7% NaCl生长 
Growth in the presence of 7% NaCl 

+ + + + + + ND + – + 

12% NaCl生长 
Growth in the presence of 12% NaCl 

+ + ND – – + ND – – ND 

DNA G+C含量 
DNA G+C content (mol %) 

43 43 42 43 45 41 ND 46 46 ND 

pH 5.6琼脂色素分析 
Pigmentation assays of pH 5.6 agar  

Cream 
white 

Cream 
white Darkbrown Cream Cream 

white 
Cream 
white Yellow Cream Bright 

yellow ND 

Note: 1: B. subtilis subsp. subtilis CECT39T; 2: B. mojavensis NRRL B-14698T; 3: B. atrophaeus NRRL NRS213T; 4: B. vallismortis 
NRRL B-14890T; 5: B. amyloliquefaciens NRRL B-14393T; 6: B. siamensis PD-A10T; 7: B. tequilensis 10bT; 8: B. licheniformis NRRL 
NRS-1264T; 9: B. sonorensis NRRL B-23154T; 10: B. pumilus CCTCCAB94044T; ND: Not detected.  
 

 
 

图 1  枯草芽孢杆菌及近缘种代表菌株 16S rRNA 基因系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic relationships of some species of the genus Bacillus and related taxa based on 16S rRNA gene 

sequence analysis 
Note: The branching pattern was generated by the UPGMA method. Bootstrap values (expressed as percentages of 1 000 replications). 
Bar 0.005 substitutions per nucleotide position. 
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近几年解旋酶基因在菌种分类和鉴定上的意

义日显突出。Wang等比较了 16S rRNA基因和 gyrB
基因序列，发现枯草群各种、亚种的 gyrB 基因相
似性在 75%−95%之间，比 16S rRNA有更好的区
分效果，认为 gyrB基因是非常好的替代靶基因[17]；

2008 年他还利用 gyrB 基因序列和全基因组 DNA
杂交、生化试验确认了贝莱斯芽孢杆菌 (B. 
velezensis)是解淀粉芽孢杆菌的同物异名种[18]。与

gyrB基因一样，枯草群 gyrA基因的碱基序列也存
在明显差异，最相似的两个种深褐芽孢杆菌和莫哈

韦芽孢杆菌的 gyrA基因序列相似性也仅为 95.8%，
因此 gyrA 基因也有望成为枯草群的快速鉴定工具
之一[19]。 

rpoB基因是分类研究中广泛应用的基因，目前
已用于炭疽芽孢杆菌(B. anthracis)、嗜盐芽孢杆菌
(Halobacillus)等菌属鉴别和系统发育分析[20-21]。但

是 rpoB 基因序列较短，根据其序列制作的相似性

树与 16S rRNA的相似，不足以反映细菌中相似种
群的细微差异[22-23]。笔者曾测定枯草芽孢杆菌 12
号的 rpoB 基因的部分序列，发现其与死谷芽孢杆
菌和莫哈韦芽孢杆菌的相似性为 99%，深褐芽孢杆
菌 97%，解淀粉芽孢杆菌 96%，地衣芽孢杆菌 91%，
而非枯草群菌株均在 81%以下。因此 rpoB 基因序
列只能用于区分枯草群中差异相对较大的种。 

2009年，Rooney等利用 gyrA、rpoB、purH、
polC 和 groEL 基因序列构建了系统发育树，不仅
将枯草群中的不同种准确区分开，还将枯草芽孢杆

菌的 3 个亚种分成不同组群[10]。由此看来，虽然

各个基因序列在属、种、亚种以及分型中的作用各

不相同，但利用多基因序列进行综合分析则更能真

实反应枯草群各个分类单元的差异。目前 NCBI
核酸数据库中，16S rRNA、gyrB、gyrA、rpoB、
purH等基因已涵盖了枯草群的各个种，可利用这些
基因序列(表 2)进行相关菌株的鉴定和鉴别[24-26]。 

表 2  测序基因、PCR 引物及扩增条件 
Table 2  Genes and primers and amplification parameters used for PCR and sequencing 

基因 
Genes 

引物序列 
Primer sequences (5′→3′) 

扩增条件 
Amplification parameters 

PCR产物 
PCR products 

(kb) 
16S 
rRNA 

27f: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
1492r: GGTTACCTTGTTACGACTT 

50 μL 反应体系：1×PCR buffer, 2.0 μL dNTPs (2.5 
mmol/L), 4.0 μL 的 25 mmol/L MgCl2, 2.0 μL每条引物
(10 pmol/L), 2.5 U Taq DNA聚合酶, 50−100 ng模板
DNA, 加灭菌双蒸水至 50 μL 
扩增反应：95 °C 5 min; 93 °C 1 min, 50 °C 1 min, 72 °C 
1 min 10 s, 25个循环; 72 °C 10 min 

1.5 

gyrB UP1: GAAGTCATCATGACCGTTCTGC 
AYGCNGGNGGNAARTTYGA 
UP2r: AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCCRT 
CNACRTCNGCRTCNGTCAT 
测序引物 
UP1S: GAAGTCATCATGACCGTTCTGCA 
UP2rS: AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCC 

50 μL反应体系：1×PCR buffer (含Mg2+), 2.0 μL dNTPs 
(2.5 mmol/L), 2.0 μL每条引物(10 pmol/L), 2.5 U Taq DNA
聚合酶, 50−100 ng模板DNA, 加灭菌双蒸水至 50 μL 
扩增反应：94 °C 4 min; 94 °C 1 min, 57 °C 1 min, 72 °C 
1 min 10 s, 35个循环; 72 °C 10 min 

1.2 

gyrA 42f: CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT 
1066r: CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT 

反应体系同 gyrB基因 
扩增反应：94 °C 2 min; 94 °C 1 min, 51 °C 45 s, 68 °C 
1 min, 40个循环; 68 °C 10 min 

1.0 

rpoB 2292f: AGGTCAACTAGTTCAGTATGGAC 
3354r: AAGAACCGTAACCGGCAACTT 

反应体系同 gyrB基因 
扩增反应：94 °C 2 min; 94 °C 1 min, 51 °C 45 s, 68 °C 
50 s, 40个循环; 68 °C 90 s 

0.6 

purH 70f: ACAGAGCTTGGCGTTGAAGT 
1013r: GCTTCTTGGCTGAATGAAGG 

反应体系同 gyrB基因 
扩增反应：94 °C 2 min; 94 °C 30 s, 45−55 °C 30 s, 
72 °C 1 min, 35个循环; 72 °C 10 min (尽可能选用较高
的退火温度) 

0.9 
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3  枯草群的特异 PCR 技术 

多基因序列分析是菌株鉴定最有效的方法，但

仍存在费用高时间长的问题。特异 PCR 技术利用

具有种特异性的引物和优化的反应条件，通过 PCR

扩增、产物检测在几个小时内即可完成菌株的鉴

定，其简便、经济、快速、直观的优势很快被应用

于临床诊断、流行病调查、食品检测等领域。Idriss

和 Oleg分别利用 α-淀粉酶基因、yyaR、yyaO、tetB、

tetL 基因设计引物，通过特异 PCR 完成了枯草芽

孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌的区分[26-27]。刘勇等则利

用 β-甘露聚糖酶基因建立的特异 PCR技术实现了

枯草芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌 3

个种的快速鉴别[28]。 

为了解决微生物肥料中枯草群菌株出现频率

高、检测要求时间短的问题，曹凤明等利用 gyrA、

rpoA、16S rRNA基因差异序列建立了多重 PCR技

术，通过一个 PCR反应即可完成枯草群中枯草芽孢

杆菌、解淀粉芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌和短小芽孢

杆菌的准确区分[29]。近三年本实验室使用该技术 

(表 3)检测了微生物肥料中 450株枯草群菌株，仅一

株因无扩增产物无法鉴定到种(经序列分析发现该

菌株为莫哈韦芽孢杆菌)，其余菌株均为 4 个种之

一，其结果与传统生化法和基因分析结果一致。 

虽然特异 PCR技术在枯草群准确鉴定与快速
鉴别上作用明显，但也会出现特异性不足的问题。

由于新建 PCR技术时不可能对所有相关菌株进行
特异性验证，在应用时极易出现假阳性或假阴性。

Idriss 因在设计和验证方法之初选取的参比菌株
太少，未包含枯草芽孢杆菌的斯氏亚种，结果是

特异 PCR在枯草芽孢杆菌种内的通用性不够，无
法用于斯氏亚种菌株的鉴定[27]。为此，为了提高

PCR 的分辨能力和适用范围，应尽量多地使用参
比菌株、尤其是近缘种、亚种的菌株进行特异性

验证。 
另外，一项新 PCR 技术的建立需要进行引物

设计、条件优化、特异性验证等复杂过程，耗时费

力，所以只能在一些有经济或研究价值的微生物种

群中进行。目前枯草群特异 PCR 技术主要针对生
产常用种，而应用较少如深褐芽孢杆菌、莫哈韦芽

孢杆菌等则无人问津。随着生物产业的发展，必将

有枯草群的其他种应用到生产中，这在带来更多的

经济效益的同时也存在一定的安全隐患，因此需要

投入更多力量于快速鉴定方法的研究当中。 

 
 

表 3  特异 PCR 的引物和扩增条件 
Table 3  Genes and primers and amplification parameters used for specific PCR 

种名 
Specie names 

基因 
Genes 

引物序列 
Primer sequences (5′→3′) 

扩增条件 
Amplification parameters 

PCR产物 
PCR products 

(bp) 

枯草芽孢杆菌 
B. subtilis 

rpoA BSL72: CGTAGAGCCACTTGAGCG 
BSR328: CTGCCGTTACAGTTCCTT 

20 μL反应体系：1×PCR buffer, 
0.8 μL MgCl2 (25 mmol/L)溶液, 
0.8 μL dNTPs (2.5 mmol/L),  
0.3 μL 每条引物(10 pmol/L), 
1.0 U Taq DNA聚合酶, 10−50 ng
模板 DNA 
扩增反应：94 °C 3 min; 94 °C 
40 s, 61.7 °C 40 s, 72 °C 25 s, 
30个循环; 72 °C 10 min 

256  

解淀粉芽孢杆菌 
B. amyloliquefciens 

gyrA L100: AAATCTGCCCGTATCGTCG 
R836: GCGTCACGGCGRATCTCAA 736  

地衣芽孢杆菌 
B. licheniformis 

gyrA L168: TGGGATGACAAGTGATAAGC 
R514: CTCCGTTGACAAGCAAGTTCG 346  

短小芽孢杆菌 
B. pumilus 

16S 
rRNA 

L354: AGGGAAGAACAAGTGCRAGAG 
R674: GCTCCTCAGCGTCAGTTACA 321  
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4  结语 

近年来微生物分类更新周期快，不仅新种数量

增加迅速，而且有的种也被重新确立分类地位。枯

草群即是分类变化快速的典型代表，对该群菌株准

确鉴定的难度越来越大。无论形态学与生化结合的

传统方法还是基于序列分析的分子生物学鉴定方

法均存在着一定的缺陷，如，传统鉴定方法耗时长、

再现性差；而分子生物学方法会因为实验条件不好

控制，极易造成扩增失败或非特异性扩增，甚至由

于公开核酸数据库中核酸数据鱼龙混杂，稍有不慎

鉴定结果会大相径庭。因此，任何单一的鉴定技术

不能完全胜任枯草群菌株的鉴定，只有将传统方法

与先进的分子生物学方法相结合，互为补充和验证

才能得到快速、科学、准确的鉴定结果。 
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科技信息摘录 

抗生素作为链霉菌种间信号的研究获进展 

微生物能够产生多种结构各异的抗生素，然而，对微生物产生抗生素的真正生物学意义的认识至今尚

不明晰。目前，研究表明天然抗生素除了对非产生菌的抑杀作用外，还可能在微生物种间起信号作用；但

是，迄今为止尚没有在分子层面上，对抗生素作为种间信号介导特定的生理行为及其机理有深入的阐释。 
中国科学院微生物研究所杨克迁课题组经过潜心研究，发现天蓝色链霉菌能够感应来源于委内瑞拉链

霉菌产生的抗生素——杰多霉素(Jadomycin B，JdB)信号，引起气生菌丝提前分化和十一烷基灵菌红素产生
等一系列生理行为；并证明对种间 JdB 信号的感应和传导是通过受体 ScbR2 介导的一个复杂的调控网络实
现的；该调控网络包含了一个由 ScbR2-AdpA-RedD构成的前馈调控回路(Feed-forward loop)，该调控回路可
以感应 JdB 浓度变化，对不同浓度做出不同的生理响应。该研究还进一步证明其它链霉菌产生的角蒽环化
合物在天蓝色链霉菌也都能通过这一信号转导网络诱导相似的生理响应行为，说明角蒽环化合物作为种间

信号具有普遍性。这一研究首次报道了角蒽环抗生素的种间信号作用及其分子机制，揭示了抗生素在调节

微生物种群相互作用中的生态及进化意义。 
相关文章发表在 Proceedings of the National Academy of Sciences，文章发表后立即被 Faculty of 1000推荐。 

 
——摘自《中国生物技术信息网》2014/4/24 
http://www.biotech.org.cn/information/119022 


