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中图分类号 Q939. 1 文献标识码 A

硅酸盐细菌是土壤中一类能分解硅酸盐类矿物,

破坏其晶格结构,使矿物钾转化成有效钾释放出来供

植物生长的细菌
[ 1]
。它不仅能溶磷解钾,亦有固氮的

作用[ 2]。目前的种类主要有, 环状芽孢杆菌( Bacillus

circulans)、胶质芽孢杆菌( B. mucilaginosus )和土壤芽

孢杆菌( B . edaphicus )三个种的菌株
[ 3, 4]
。由于硅酸

盐细菌的独特作用,已广泛应用于采矿、冶金、微生物

肥料、饲料工业上[ 2]。我国在硅酸盐细菌的生物学功

能方面已进行了大量的工作,尤其是在硅酸盐细菌作

为生物肥料方面[ 5~ 9] ,但是对硅酸盐细菌的分类地位

和遗传多样性研究较少。贺积强等研究表明
[ 10]

, 紫

色土硅酸盐细菌的理化性质和解磷解钾特性存在差

异,本研究应用 RAPD、TP PCR和16S rRNA PCR RFLP

进一步分析了这些硅酸盐细菌的遗传多样性及系统

发育地位,以期弄清其遗传背景。

1 材料与方法

1 1 供试硅酸盐细菌的分离与纯化

菌株分离采用硅酸盐细菌专用培养基[ 11] ,制备

土壤悬液: 10
- 2
, 10

- 3
, 10

- 4
, 每一稀释度设 3 次重

复,混菌平板法; 混菌平板于 28~ 30 培养箱中培

养 3~ 5d,挑选圆形突起、无色透明粘稠的单个菌

落, 在固体平板上划线培养 5~ 7d, 如此重复划线

2~ 3次直至获得纯培养。挑取典型的菌落镜检,

观察到的为大荚膜杆菌 , 菌体长杆状, G- , 荚膜

厚, 呈椭圆形 , 与典型的硅酸盐细菌形态特征相

似[ 5, 10, 12]。得到供试硅酸盐细菌 38 株, 其中 36

个菌株分离自四川紫色土, 其余分离自重庆紫色

土, 分别编号 K1~ K41; 2个参照菌株 (胶质芽孢

杆 菌 Bacillus muculaginosus VKPM 7519T 和

AS1 232)分别由南京农业大学黄为一教授、中国

农业科学院土壤肥料研究所惠赠, 供试硅酸盐细

菌见表 1。

1 2 硅酸盐细菌总 DNA提取

根据杨江科等介绍的方法[ 13] 提取细菌总

DNA。

1 3 遗传特性分析

1 3 1 供试引物 实验中采用了 6个 RAPD引

物和 1对 16S rDNA PCR引物,供试引物见表 2。
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表 1 供试的硅酸盐细菌

菌株及编号 分离地或来源 土壤类型

Bacillus mucilaginosus VKPM 7519T 南京农业大学

Bacillus mucilaginosus AS1. 232 中国农业科学院土壤肥料研究所

K1, K2, K18, K19 四川乐山 石灰性紫色土

K3, K16, K17 四川乐山 酸性紫色土

K5 四川内江 中性紫色土

K22, K23, K24 四川内江 石灰性紫色土

K6, K7, K8, K9, K10, K11, K12 四川宜宾 石灰性紫色土

K13, K27, K28, K41 四川雅安 中性紫色土

K14, K15 四川名山 石灰性紫色土

K25, K26 四川遂宁 中性紫色土

K40 四川蓬溪 石灰性紫色土

K37, K38 四川南充 石灰性紫色土

K29, K30 重庆 石灰性紫色土

K31 四川绵阳 石灰性紫色土

K32 四川绵阳 中性紫色土

K4 四川仁寿 石灰性紫色土

K20 四川江安 酸性紫色土

K33 四川巴中 石灰性紫色土

K36 四川达县 石灰性紫色土

K35 四川泸县 中性紫色土

表 2 供试引物

引物名称 序列

P5 5 TCGGAGTGGC 3 

P22 5 CTAGGCGTCG 3 

P24 5 ACCCATGCGG 3 

P25 5 CGGAGAGTAC 3 

P58 5 CGGGAGACCC 3 

P64 5 CCACGCCCAA 3 

P9 5 GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3 

P14 5 AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3 

1 3 2 RAPD扩增 RAPD扩增,引物序列见表 2。

反应体系的总体系为25 l, RAPD扩增程序为: 94 初

始变性 3min; 94 变性1 min, 37 退火 1min, 72

延伸 2min, 35个循环,最后 72 延伸 7min[ 13]。扩增

产物以 200 bp DNA ladder 作分子量标准,用 1 5%琼脂

糖凝胶电泳 4 h,用柯达自动凝胶成像系统拍照。

1 3 3 16S rRNA PCR RFLP 为了获得供试菌株

的16S rDNA 扩增片段, 实验采用的 P9, P14引物对

(表2) ,分别对应于 E. coli 16S rRNA基因的第 7~ 第

27个碱基位置和第 1541~ 第 1522个碱基位置。反

应体系为 50 l。扩增程序: 初始变性 94 3 min;

94 变性 1 min, 55 退火 1 min, 72 延伸 2 min,

30个循环,最后 72 延伸 7 min。PCR扩增产物以

Marker!作分子量标准, 0. 8%琼脂糖凝胶电泳检测

后, 贮存于- 20 冰箱备用。各取 8~ 10 l的 PCR

产物,分别加入10U 的 Msp I、HaeIII、Hinf I、AluI 限制

性内切酶, 37 酶切 3 h, 在 1. 5%琼脂糖凝胶上水

平电泳后,紫外光检测并用柯达自动凝胶成像系统

拍照。

1 4 数据分析及处理

凝胶图像经电脑扫描处理后, 在同一位置有带

的记为∀ 1#, 没有的记为∀ 0#。应用 NTSYS软件进行

相似性分析, 采用平均连锁法(UPGMA) 进行聚类分

析构建树状图谱
[ 13, 14]

。

2 结果与分析

2 1 遗传特性分析

2 1 1 RAPD 本研究选用的 6个随机单引物的

RAPD结果,各引物分别产生了 1~ 13条带, 扩增谱

带表现出了明显的多态性(图 1) ,表明选用的 RAPD

随机引物能够较好地反映出供试菌株间的遗传多

样性。
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图 1 以 P22为引物部分菌株的 RAPD电泳图谱

对供试菌株的 RAPD图谱进行聚类分析后,获

得了 RAPD聚类树状图(图 2) , 图 2可见, 供试硅酸

盐细菌在 26% 的相似性水平被分成了 5个群。群

∃有 4株菌, 3株分离自宜宾; 群 %由 8 个菌株组

成,群 &包含 4个菌株,群∋最大,由 18株硅酸盐细

菌和 2株参比菌株 B . mucilaginosus VKPM 7519T 和

AS1. 232组成, 占供试紫色土硅酸盐细菌的 47 3% ;

分离自乐山的 K2、K3、K18和 K37聚在群!中。约
45%供试菌株聚于群∋, 与 B . mucilaginosus VKPM

7519T 聚在一群, 表明这些菌株与胶质芽孢杆菌的

遗传特性相近; 另一方面,供试菌株间也表现出了较

大的遗传多样性, 群 ∃、%、&和群!的菌株与 B .

mucilaginosusVKPM 7519T 有差异。此外, 虽然部分

菌株按地域聚群,但全部供试菌株间地域差异性不

明显。

图 2 供试菌株 RAPD分析树状图

2 1 2 TP PCR 在 6 个随机引物的基础上, 实

验选择了 P5+ P22、P24+ P25二对随机引物进行了

TP PCR, 以进一步研究供试菌株间的遗传特性。

与以 P22 为引物的 RAPD 扩增图谱相比 ,

双引物 P5+ P22 的谱带相对来说有所增加 ( 图

3) , 而且其特异性的谱带增多, 这更有利于揭

示出菌株间更大的多样性。TP PCR 聚类结果

见图 4。

图 3 部分菌株 TP PCR产物电泳图( P5+ P22 为引物)

图 4 供试菌株TP PCR 分析树状图

由图 4可见, 与 RAPD分析结果相似, TP PCR

将供试菌株也分成了 5个群。群 I 由来自乐山、

宜宾、内江、南充的 5株菌组成; 群 %的 8 株菌分

别分离自宜宾、仁寿、乐山等地; 群 &由 K38 和

K35 组成, 分离自南充市和名山县; 群!的 5株菌

分离自乐山、遂宁、内江; 供试菌株中, 由分离自

绵阳、泸县、雅安等地的 18 株菌组成群∋, 与参

比菌株 B . mucilaginosus VKPM 7519T 和参比菌株

B . mucilaginosus AS1. 232 聚成一群, 占供试菌株

的 47. 3%。
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2 1 3 RAPD和 TP PCR 综合分析 综合 RAPD

和TP PCR 扩增图谱进行聚类分析, 聚类结果见

图 5。供试菌株和标准菌株在 28%的相似性上可

分为 5 个群, 其中 17 株菌和参比菌株 B . mu

cilaginosusVKPM 7519T 和 AS1. 232 同处在群 ∃。

综合分析结果与 RAPD 和 TP PCR 的聚类结果相

似,表明实验条件稳定和一致时, RAPD分析具有

较好的可靠性。

图 5 供试菌株 RAPD和TP PCR 综合分析树状图

2 2 16S rRNA PCR RFLP 聚类分析

在RAPD分析的基础上,本研究对供试 38株硅

酸盐细菌, 2 株 B . mucilaginosus 参比菌株进行了

16S rRNA PCR RFLP 分析。

以P9和 P14 为引物, 对供试菌 16S rRNA 基因

进行扩增,均获得 1. 5kb 的片段。用 HaeIII、HinfI、

Alu I、Msp I 限制性内切酶分别对 40 个菌株的

16S rRNA PCR 产物酶切电泳后, 分别得到 11、9、7

和7种内切酶图谱类型, 图 6为部分菌株的 HaeIII

酶切图。对四种限制酶酶切谱带综合分析后, 全部

供试菌株分成了 21种 16S rRNA PCR RFLP 遗传型

(表 3) ,大多数菌株集中在遗传型 11、12、13中, K1,

K2等 17个菌株则单独形成了 17个基因型, 表明供

试紫色土硅酸盐细菌在系统发育上也存在差异。虽

然土壤都为紫色土, 但是由于土壤理化性质、微域地

形、气候以及植被存在不同,客观上为紫色土硅酸盐

细菌遗传多样性的产生提供了条件。如 K6~ K12

等7个菌株分离自宜宾,土壤类型为石灰性紫色土,

但在 16S rRNA PCR RFLP 分析中, 这些菌株分属于5

个不同的遗传型。

图 6 16SrRNA PCR扩增产物 Hae&酶切产物电泳图

表 3 供试菌株 16S rRNA PCR RFLP基因型

菌株及编号 Hae III Hinf I Alu I MspI 基因型

VKPM 7519T, AS1. 232 A A A A 1

K1 A B A A 2

K2 B C B A 3

K3 C D A B 4

K4 D E C C 5

K5 E F D D 6

K6 F G D E 7

K7 G E D F 8

K8 H G E E 9

K9 I G F C 10

K10,K11, K12,K13, K14 A A D A 11

K15, K17, K29, K38, K41 D E G D 12

K16, K19, K20,K22,K23,

K27,K30, K32, K33, K40
D E G D 13

K18 C F A G 14

K24 A A G A 15

K25 H G D E 16

K26 H G D A 17

K28 H H D A 18

K31, K35 J A D A 19

K36 D I A F 20

K37 K E B F 21

用平均连锁聚类法 ( UPGMA ) 对供试菌株

16S rRNA扩增片段的 4种酶切带谱进行了聚类分

析, 获得的 16S rRNA PCR RFLP 聚类分析结果表明

(图 7) ,在 59%相似性水平处, 供试菌株聚在一起。

在 62%相似性水平处,所有菌株被分为 3个 16S rD

NA遗传群,其中,群 ∃最大,由 25株供试菌株组成,

它们与2株参比菌株 B. mucilaginosus VKPM 7519T

和AS1 232聚在一起; 群 %由 10株供试菌株组成,

包括分离自乐山的 K2、K3、K17、K18和分离自仁寿、
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内江、名山、重庆和宜宾的 K4、K5、K15、K29和 K6、

K9;群 &的 3个菌株分别分离自南充和雅安。群%

和群 &菌株与 B . mucilaginosus 亲缘关系较远。

16S rRNA PCR RFLP 聚类分析中, 供试菌株间仍然

没有表现出明显的地域性差异。

图 7 供试菌株 16S rRNA PCR RFLP树状图

3 结 论

利用 RAPD、TP PCR 和 16S rRNA PCR RFLP 技

术研究了分离自四川、重庆的紫色土的 38株硅酸盐

细菌的遗传多样性和系统发育。结果表明, 供试菌

株间遗传多样性明显存在, 在 RAPD、TP PCR分析

中,供试菌株分别在 26%、23%相似性水平划分为 5

个群, 约50%的供试菌株与胶质芽孢杆菌 B . mu

cilaginosus VKPM 7519T 聚在一群; 16S rRNA PCR

RFLP 分析结果表明,在 62%相似水平, 供试菌株被

分为3群,约65. 8%的供试菌株与胶质芽孢杆菌 B .

mucilaginosus VKPM 7519T 聚在一群。说明大多数

紫色土硅酸盐细菌的系统发育与 B . mucilaginosus

VKPM 7519T 相近,但菌株间存在明显的遗传差异。

实验结果还表明, RAPD、TP PCR 和 16S rRNA PCR

RFLP均能较好地反映出供试菌株间的遗传差异。

本研究中,菌株聚类与地理来源没有明显的联系,紫

色土土壤类型对硅酸盐细菌遗传特性的影响, 尚需

进一步探讨。
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