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一株硅酸盐细菌的鉴定及其系统发育学分析"

何琳燕 殷永娴 黄为一""

（南京农业大学生命科学学院微生物学系 南京 #2$$.0）

摘 要：从南京地区黄棕壤中分离的一株好氧、革兰氏阴性、产芽孢的硅酸盐细菌 -=>菌株，
能产生丰厚的荚膜，具有鞭毛，能水解淀粉、产生吲哚、液化明胶，全细胞脂肪酸为硬脂酸

?24@$、软脂酸 ?2/@2（!.）和 7:AB,C&1?20，D-)的 EF ? 6&’G为 0"H3G。24I +J-)基因测序和系统发

育学分析的结果表明，该菌株与胶质芽孢杆菌 =1302.（!"#$%%&’ (&#$%")$*+’&’）、土壤芽孢杆菌 =1
3023（! ( ,-"./$#&’）亲缘关系最近。该菌株与 ! ( ,-"./$#&’ =13023的总 D-)杂交率为 4.G，在
形态、生理生化特征上有差异，故可把 -=>菌株定为 !"#$%%&’ ,-"./$#&’的一个亚种。
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硅酸盐细菌是土壤中一类能分解硅酸盐类矿物并释放出磷、钾等元素供植物利用的

细菌，同时，硅酸盐细菌亦有固氮功能［2］。目前的种类主要有环状芽孢杆菌（!"#$%%&’ #$0#&1
%"*’）［#，"］、胶质芽孢杆菌（! ( (&#$%")$*+’&’）［!］和土壤芽孢杆菌（! ( ,-"./$#&’）［0］等，在采矿、
冶金、微生物肥料、饲料工业上具有广阔的应用前景［4］。因此，有关硅酸盐细菌的研究日

益受到重视。但我国有关硅酸盐细菌资源和分类学研究较少，且以表型特征和肥料应用

效果研究为主［#，"，3］。盛下放等发现硅酸盐细菌 -=>菌株能合成多种有机酸、氨基酸和植
物激素，认为硅酸盐细菌促进植物生长的机理在于硅酸盐细菌既能破坏钾长石的晶格结

构，使矿物中的钾释放出来供植株利用，又能通过合成的植物激素来促进作物生长［3，/］。

殷永娴等［.］对其形态、生理生化特征作了初步描述，认为其属于胶冻样芽孢杆菌（! (
(&#$%")$*+’&’ L+7CC,’:,M&N），但有差别。本实验主要采用生理生化性状分析、全细胞脂肪酸
分析、D-) E F ? 6&’G含量测定、D-)1D-)同源性比较和 24I +D-)序列分析对硅酸盐细
菌 -=>菌株的分类地位进行了研究。

! 材料和方法

!"! 菌株及培养条件
供试菌株为硅酸盐细菌 -=>菌株，由南京农业大学微生物学系分离筛选；参照菌株

为 ! ( (&#$%")$*+’&’ %LOP =1302.、! ( ,-"./$#&’ %LOP =13023，由中国农业科学院土壤肥
料研究所提供。菌体生长培养基为硅酸盐细菌培养基［2$］。



!"# 形态结构观察及生理生化试验
参照文献［!!］在硅酸盐细菌培养基上观察菌落形态，采用 "#$%染色法光学显微镜下

观察菌体形态，并进行电镜观察鞭毛结构。以硅酸盐细菌培养基为基础，参照文献［!!］对

菌株 &’(、’)*+!,、’)*+!*进行生理生化实验，如糖发酵、淀粉水解、吲哚试验、-.反应、甲
基红试验等。

!"$ %&’ () * +,-.含量及 %&’/%&’杂交
根据 /$#%0#［!1］和林万明［!2］等的方法，提取和纯化总 3&4。采用热变性温度法来测

定 3&4 " 5 6 %789，以 ! : "#$% ;!1作对照；采用液相复性速率法来测定 3&4)3&4同源
性［!<］，重复 2次，所用仪器为 =$%>$ ’?7 1@型紫外分光光度计（.AB;C& A=/AB公司）。
!"0 !12 34&’基因的 5*4扩增及全序列分析
两个 .6B 引物分别为 .!：+D)6"EE$FGG4"4"((("4(66(""6(64"446"446"6()2D和

.H：+D)6"EE$FGG(46""6(466(("((46"46(646666)2D，其中小写字母为 &’(I C 酶切位
点，其下游序列对应于 ! : "#$% !HJ #B&4基因的第 K L 2*个碱基位置和第 !<*, L !+@H个
碱基位置。.6B产物的回收纯化采用北京博大科技公司的 3&4快速纯化回收试剂盒。
.6B产物直接测序，以 .!、.H 和 .1（+D)((44466464(46(6646("6)2D）为测序引物，用
4’C 2** 3&4自动测序仪测序。
!"6 序列数据分析
所测序列进入 "MN’$NO数据库进行相似性分析，并与 "MN’$NO中的相近序列在 680PF)

$8Q（!RK）程序包中进行多重序列匹配排列（/08F?S8M 48?EN%MNFP）分析，最后形成一个多重序
列匹配排列阵，其中形成的缺口用横杠“ T”填补，用 /A"4（1R!）程序包中的 &M?EUV7# T
W7?N?NE法构建系统进化树。
!"1 全细胞脂肪酸分析
菌体培养用 J.3 培养基：1R+ E 葡萄糖，< E淀粉，! E（&I<）1JX<，1 E ;1I.X<，

@R+ E /EJX<·*I1X，@R1 E &$68，@R@@+ E YM682，用去离子水定容至 !=，SI *R@ L *R+。离心
（K @@@#Z%?N [ !+%?N）收集处于对数生长期的菌体，冻干。根据刘杰华等方法［!+］，抽提全细
胞脂肪酸甲酯，进行气相色谱检测分析。

# 结果和分析

#"! 形态学特征
&’(菌株在硅酸盐细菌培养基上生长良好，单个菌落呈半玻璃珠状，边缘整齐，表面

湿润光滑，有光泽，无色透明（图 !)4）。菌苔浓稠富有弹性，接种针挑动时可牵拉出较长
丝。菌体为杆状（!R@ L !R+!% [ 2R@ L +R@!%），两端钝圆，幼龄时周生鞭毛（图 ! T ’），革兰
氏反应阴性。在硅酸盐细菌培养基上易形成芽孢，芽孢位于孢囊中部，孢囊不膨大。菌体

外有肥厚的荚膜。

#"# 生理生化特征
实验结果见表 !。菌株 &’(能很好利用葡萄糖、蔗糖、乳糖、甘露醇等为碳源；在肉汤

蛋白胨培养基上生长微弱，但能利用多数氨基酸中的氮。初始生长 SI为 +R+ L ,R@，最适
生长 SI为 *R@ L *R+，最适培养温度为 1K\ L 2@\，&$68浓度高于 !R@9时生长受抑制。
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图 ! 菌株 "#$在硅酸盐细菌培养基上的菌落形态和电镜照片
!"#$% &’( )*+*,- *. /012", 34& #1*5, *, ,601"(,0 2#21 2,7 (+()01*, 8")1*#129’

:$ ;*+*,- *. 34& 20 <=> .*1 ? 7；4$ &’( (+()01*, 8")1*#129’ *. /012", 34&（%@ AAA B）$

表 ! 菌株 "#$与 ! % "#$%&’(%)*+#+、! % ,-’./%$#+的生理生化特征比较
&2C+( % ;’212)0(1"/0")/ )*8921"/*, *. "/*+20( 34&、! $ "#$%&’(%)*+#+ 2,7 ! $ ,-’./%$#+

D012",/ 34& ! $ "#$%&’(%)*+#+ ! $ ,-’./%$#+

;202+2/( 2)0"E"0- F F F

G128 /02",! H F，)’2,#(2C+( F，)’2,#(2C+(

D6#21 .(18(,0 (I9(1"8(,0

J（ F）K/6)1*/( F H F H F H

J（ F）K#+6)*/( F H F H F H

J（ F）K+(E6+*/( F H F H F H

J（ F）K212C"2 /6#(1 F H F H F H

J（ F）K82,,"0*+ F H F H F H

:8-+*+-/"/ F F F

J"’-71*I-2)(0*,( 91*76)(7 C- #+-)(1*+ H H H

L()"0’", ’-71*+-/"/ H H H

M,7*+( 0(/0 F H H

N$O F F F

P$ Q（9R） H（STA） H H

G(+20", +"U6(.2)0"*, 0(/0 F H H

&-1*/",( ’-71*+-V( H H H

G1*50’ ", %W32;+ H H H

41*0’ )6+061( 8(7"68 #1*50’ H H H

! $ :0 +*#21"0’8") 9’2/(；F $ Q*/"0"E(；H $ 3(#20"E(；F H $ :)"7/ 91*76)(7 C60 ,* #2/ .*18(7$

&’( "#$菌株和参照菌株 )"*中 +, - ./01及 )"*2)"*杂交
34&菌株 J3:的 G F ; 8*+W为 X?TYW，与 ! $ ,-’./%$#+ 的 J3:杂交率为 SZW，因此
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可以认为 !"#与 ! $ "#$%&’()* 是同一种群。!"#菌株与 ! $ +)(’,$-’./*)* 的 %!&杂交率为
’()，据此可把二者区分为不同的种。! $ "#$%&’()* 与 ! $ +)(’,$-’./*)* 的 %!&杂交率为
**)，二者不是同一个种。
!"# 全细胞脂肪酸分析

+个菌株的主要脂肪酸成分见表 +，!"# 菌株脂肪酸种类为硬脂酸 ,-./0、软脂酸

,-1/-（!2）和 3456789:,-(，且 ,-./0 ; ,-1/-（!2）; 3456789:,-(，而 ,-1/’（!2，!--）的含量也可达 -*<0)，高于

! $ "#$%&’()* 和 ! $ +)(’,$-’./*)* 的 ,-1/’（!2，!--）的量。! $ "#$%&’()* 的脂肪酸含量为 ,-./0 ;

,-1/-（!2）; 3456789:,-(，! $ +)(’,$-’./*)* 的脂肪酸含量为 3456789:,-( ; ,-./0 ; ,-1/-（!2），而且 34:

56789:,-(的量可达 +*<.)，,-1/-（!2）的量很小，与文献［(］报道的结果一致。

表 $ 菌株 %&’、&()*+,和 &()*+)的细胞脂肪酸的主要成分和含量
#3=>6 + ,6>>?>3@ A& B9CD9875794 9E 85@374 !"#，! $ "#$%&’()* 34F ! $ +)(’,$-’./*)* $

G5@374
A& B9CD9875794 H)

-*/0 &456789:-( /0 I89:-. /0 -. /0 -. /- -1 /0 -1 /- -1 /’

!"# -<(0 -.<(( -<*. *0<02 0 (<.( ’0<+J -*<+1

! $ "#$%&’()* -<0* ’-<++ ’<2- +(<(1 +<-’ .<2+ ’’<J( .<+*

! $ +)(’,$-’./*)* -<*2 (+<+2 +<12 ’.<(. ’<JJ +<.1 .<’2 ’<0’

!"* 系统发育学分析
用引物 K-和 K.扩增菌株 !"#的 -.G @L!&基因，共 -*(0个碱基，其序列见图 ’。将

该序列与 M64"34N中相关数据进行相似性分析。结果表明，菌株 !"# 与类芽孢杆菌属
（0$".’1$(’,,)*［-.］）、芽孢杆菌属（!$(’,,)*）的部分菌株序列同源性较高，从 11<0)到 2.<2)。
从 !:O法建立的系统发育树（图 +）上可以看出 !"#菌株与 ! $ "#$%&’()*、! $ +)(’,$-’./*)*
聚成一群，相似性分别为 2.<0)、2.<2)。此发育分支与其它几种芽孢杆菌聚成一大分
支，其中 !"#菌株与 ! $ "&’+".*’*、! $ 2’*(/*)*、! $ (&’3’./,34()* 的相似性分别为 2.<1)、
2.<.)、2(<*)，系统发育关系较近。该发育分支与类芽孢杆菌又形成两个分支。!"#菌
株与芽孢杆菌属中常见菌种 ! $ (’5(),$.*、! $ +"-$3"5’)+、! $ (/$-),$.*、! $ ,".3)* 的相似
性分别 12<0)、11<2)、12<.)、11<-)。据此推测，硅酸盐细菌 !"#菌株、! $ "#$%&’()* 和
! $ +)(’,$-’./*)* 介于 !$(’,,)* 和 0$".’1$(’,,)* 之间，与 0$".’1$(’,,)* 也是近源，但芽孢成熟
后不形成梭形。

$ 讨 论
目前硅酸盐细菌菌株主要有 +个种：即 ! $ (’5(),$.*，! $ "#$%&’()* 和! $ +)(’,$-’./*)*。

P3Q@3［+］、李凤汀［’］等报道的硅酸盐细菌为 ! $ (’5(),$.*，而 ! $ "#$%&’()* 和 ! $ +)(’,$-’./*)*
的命名长久以来未得到国际承认。-22J 年，GQ6>9=9>743［(］等通过表型性状、M R , C9>)、
%!&:%!&杂交、-.G @L!& 基因全序列分析等方法对能分解硅酸盐矿物的菌株 -*10%、
! $ +)(’,$-’./*)* 8?=8D$ 87>7B6?8和新分离产粘液的 -- 株菌株进行了研究，发现 -*10%与
! $ +)(’,$-’./*)* 8?=8D$ 87>7B6?8、新分离产粘液的 -- 株菌株的同源性只有 +.) S (*)，
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图 ! 菌株 "#$的 %&’ ()"*基因序列
!"#$% &’( )*+ ,-./ #(0( 1(23(04(1 56 17,8"0 .9&

! $ "#$%&’(%)*+#+ 13:1;$ 1"<"4(31和新菌株 &=的同源性为 >)?，从而将 )@>AB列为 ! $ "#,
$%&’(%)*+#+（胶质芽孢杆菌）的模式菌株；将 &=命名为 ! $ -.’/0%$#+（土壤芽孢杆菌），原 ! $
"#$%&’(%)*+#+ 13:1;$ 1"<"4(31归入其种内。至此 ! $ -.’/0%$#+ 和 ! $ "#$%&’(%)*+#+ 的命名得
到国际承认。

本试验中，菌株 .9&的形态特征、生理生化特征与 ! $ "#$%&’(%)*+#+、! $ -.’/0%$#+ 很
相似：细胞杆状，内生芽孢，在硅酸盐细菌培养基上产生丰厚的荚膜。在目前的细菌分类

鉴定中，表型特征往往不能反映菌株的确切分类地位。根据国际细菌学分类委员会的建

议，B./同源性!=A?为种的界线［)=］。.9&菌株、! $ -.’/0%$#+、! $ "#$%&’(%)*+#+ 的 C D E
F5<?分别为 GHI=?、GHI*?、GGIJ?，三者之间差异均小于 %?。但 .9&菌株与 ! $ "#$%,
&’(%)*+#+的 B./杂交同源性为 %G?，因此可以认为这两个菌是不同的种。.9& 菌株与
! $ -.’/0%$#+的 B./杂交同源性为 *J?，可以认为是一个种。

**) 微 生 物 学 报 @H 卷



图 ! 菌株 "#$的系统发育学地位
!"#$% &’( )’*+,#(-(."/ ),0".",- ,1 0.23"- 45&

45&菌株又与 ! $ "#$%&’(%)*+#+、! $ ,-’./%$#+ 这两个种有差别：菌体具有鞭毛，能水
解淀粉，产生吲哚，液化明胶，使牛奶胨化，使石蕊褪色。45&菌株的全细胞脂肪酸种类为
硬脂酸 6789:、软脂酸 67;97（!<）和 3-.("0,=67>，且 6789: ? 67;97（!<）? 3-.("0,=67>，与 ! $ ,-’./%$#+ 的
脂肪酸含量相似，而 67;9@（!<，!77）的含量也可达 7AB:C，高于 ! $ ,-’./%$#+ 和! $ "#$%&’(%)*+#+
的 67;9@（!<，!77）的量。45&菌株分离自中国南京地区黄棕壤，而 ! $ ,-’./%$#+ 分离自俄罗斯
粘土土壤。

综上所述，可以认为 45&菌株是 ! $ ,-’./%$#+ 的一个亚种。

致谢 本文承蒙中国农业大学陈文新院士指导和审阅，谨致谢意。
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重 要 声 明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学术期刊（光盘版）》和“中

国期刊网”，如作者不同意将文章编入该数据库，请在来稿时声明，本刊将做适当处理。另外，从 &’’&年
开始，凡被本刊录用的文章均统一纳入“万方数据———数字化期刊群”，有不同意者，请事先声明。本刊

所付稿酬包含刊物内容上网服务报酬，不再另付。
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