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摘　要：从白云岩表面分离纯化得到一株优势菌株，通过生理生化实验，初步判断其为蜡样芽孢杆菌；通过ＤＮＡ测

序分析，确定其为蜡样芽孢杆菌。为研究蜡样芽孢杆菌对碳酸盐岩的风化、表面形貌及周边环境的影响提供了重要依

据。
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　　碳酸盐岩广泛分布在自然界中，其表面具有丰富
的微生物［１－２］，微生物的生长繁殖及新陈代谢对碳酸盐
岩的风化、表面形貌及周边环境都有重要影响［３－４］，不
仅可以加速岩石矿物的风化，还可以促进或诱导矿物
的合成［５－７］。白云岩作为典型的碳酸盐岩，其表面分布
着多种重要的微生物［８－９］。
近年来，随着分子生物技术在微生物生态学研究

中的广泛应用［１０－１１］，依赖于ＤＮＡ的系统发育的多样
性研究已经成为微生物多样性研究的重要代表［１２］。
微生物种类繁多，具有各自独特的酶系统，因而对底物
的分解能力不同，其代谢产物也不同。通过代谢产物

的生理生化反应可鉴定微生物的种类［１３－１４］。
作者选用分离自白云岩表面的一株优势菌株作为

实验菌株，对其进行生理生化实验和测序以鉴定其菌
种归属。

１　实验

１．１　材料
白云岩样品采集自贵州省贵阳市云岩区阿哈水库

旁。选择表面微生物丰富的白云岩样品，以地质锤凿
取岩石矿物，除去污染物后保存在无菌袋中。
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１．２　优势菌株
用无菌水清洗岩石矿物数次，刮取表面微生物，于

牛肉膏蛋白胨固体培养基中培养数天，挑取生长旺盛
的单菌落，经过数次纯化培养得到优势菌株ＤＣＢ１。

１．３　培养基
牛肉膏蛋白胨固体培养基：牛肉膏３ｇ，蛋白胨１０

ｇ，ＮａＣｌ　５ｇ，琼脂１５～２０ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值６．５～
７．５。
淀粉琼脂培养基：蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ　５ｇ，牛肉膏

５ｇ，可溶性淀粉１０ｇ，琼脂１５ｇ，蒸馏水１Ｌ。

Ｈｕｇｈ－Ｌｅｉｆｅｏｎ 软 琼 脂 培 养 基：蛋 白 胨 ２ ｇ，

Ｋ２ＨＰＯ４０．３ｇ，ＮａＣｌ　５ｇ，葡萄糖１０ｇ，１％溴麝香草
酚蓝溶液３ｍＬ，琼脂６ｇ，蒸馏水１Ｌ。
蛋白胨水培养基：蛋白胨１０～２０ｇ，ＮａＣｌ　５ｇ，蒸

馏水１Ｌ。
葡萄糖蛋白胨水培养基：蛋白胨７ｇ，葡萄糖５ｇ，

Ｋ２ＨＰＯ４５ｇ，蒸馏水１Ｌ。
西蒙斯柠檬酸盐培养基：ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．２ｇ，

ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，柠檬酸钠５ｇ，ＮａＣｌ　５
ｇ，琼脂２０ｇ，１％溴麝香草酚蓝溶液１０ｍＬ，蒸馏水１
Ｌ。
蛋白胨胱氨酸培养基：蛋白胨５ｇ，ＮａＣｌ　５ｇ，牛肉

膏１０ｇ，半胱氨酸０．５ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值７．０～７．４。
硝酸盐还原培养基：蛋白胨１ｇ，硝酸钾０．１ｇ，蒸

馏水１Ｌ。

１．４　生理生化实验
根据《伯杰细菌鉴定手册》［１５］、《常见细菌系统鉴

定手册》［１６］、一般细菌常用鉴定方法及《环境微生物实
验技术》［１７］等，对ＤＣＢ１菌株进行生理生化实验。

１．４．１　氧化酶实验
有些细菌能产生氧化酶，氧化酶在有分子氧及细

胞色素Ｃ存在时可氧化盐酸对氨基二甲基苯胺，使之
呈玫瑰红至暗紫红。
无菌挑取ＤＣＢ１菌株斜面培养物少许，接种在淀

粉琼脂培养基平板上，３５℃培养１８～２４ｈ。再在干
净平板上放一张滤纸，滴上１％盐酸对氨基二甲基苯
胺水溶液，仅使滤纸湿润即可，不要过湿。用细玻璃棒
刮取ＤＣＢ１菌株平板培养物，涂抹在湿润的滤纸上。以

１０ｓ内菌苔或其边缘呈红色者为阳性，１０～３０ｓ呈红色
者为迟缓阳性，不呈或３０ｓ以后呈红色者为阴性。

１．４．２　过氧化氢酶实验
有些细菌能产生过氧化氢酶，过氧化氢酶能催化

Ｈ２Ｏ２ 分解成 Ｈ２Ｏ和Ｏ２。
取ＤＣＢ１菌苔涂于干净的载玻片上，向菌苔上滴

１滴３％ Ｈ２Ｏ２。有气泡产生者为过氧化氢酶阳性，否
则为阴性。

１．４．３　淀粉水解实验
淀粉是一种多糖，不能渗透到细菌细胞内。有些

细菌能产生淀粉酶，将淀粉水解成麦芽糖后进入细胞
内，淀粉遇碘呈蓝色。
在淀粉琼脂培养基平板上点种ＤＣＢ１菌株，３０℃

培养２４ｈ。待菌苔明显生长后，滴加碘液，观察菌苔
周围是否有透明圈。有透明圈者为阳性，否则为阴性。

１．４．４　吲哚实验
有些细菌能分解蛋白胨中的色氨酸产生吲哚，吲

哚与Ｋｏｖａｃ试剂中的对二甲基氨基苯甲醛作用，形成
红色的玫瑰吲哚。
将ＤＣＢ１菌株接种在装有蛋白胨水培养基的试管

中，３０～３７℃恒温培养２４ｈ。取出培养物，沿管壁缓
缓加入Ｋｏｖａｃ试剂，使在培养液表面厚３～５ｍｍ。在
两液体界面或界面以上呈红色者为阳性。若呈色不明
显，可加４～５滴乙醚并摇匀，使乙醚分散于培养液中，
然后静置片刻，待乙醚浮至液面后，再沿管壁缓缓加入

Ｋｏｖａｃ试剂，观察是否呈红色。

１．４．５　甲基红实验
有些细菌在降解葡萄糖过程中会产生丙酮酸，丙

酮酸进而分解产生甲酸、乙酸和乳酸等多种有机酸，使

ｐＨ值显著下降，可降至４．２以下，滴加甲基红指示剂
后培养液由黄色转变为红色。
将ＤＣＢ１菌株接种在装有葡萄糖蛋白胨水培养基

的试管中，３７℃恒温培养２～７ｄ。取培养液０．５ｍＬ
于比色瓷盘中，加１滴甲基红指示剂，呈红色者为阳
性，否则为阴性。

１．４．６　乙酰甲基甲醇实验（Ｖ－Ｐ实验）
有些细菌能降解糖代谢过程中产生的丙酮酸脱羧

形成乙酰甲基甲醇，乙酰甲基甲醇在碱性条件下被空
气中的氧氧化为二乙酰，二乙酰与肌酸或胍基化合物
作用生成红色化合物，加入少量α－萘酚可使反应加速，
呈色明显。
将ＤＣＢ１菌株接种在装有葡萄糖蛋白胨水培养基

的试管中，３７℃恒温培养２～７ｄ。取１ｍＬ培养液于
试管中，加０．６ｍＬα－萘酚、０．２ｍＬ　ＫＯＨ 溶液，用力
振荡，室温或温箱内静置３０ｍｉｎ，培养液呈红色或粉
红色者为阳性，否则为阴性。

１．４．７　利用柠檬酸盐实验
有些细菌能利用柠檬酸钠作为碳源，柠檬酸钠分

解后产生碱性化合物，使培养基呈碱性，培养基中的溴
麝香草酚蓝指示剂由绿色变成深蓝色。
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用接种环挑取ＤＣＢ１菌株，划线接种于西蒙斯柠
檬酸盐培养基斜面上并穿刺，３０～３７℃培养２～７ｄ，

ＤＣＢ１菌株在斜面上或沿穿刺线生长，培养基变为深
蓝色者为阳性，仍为绿色者为阴性。

１．４．８　产 Ｈ２Ｓ实验
许多细菌能分解有机硫化物产生 Ｈ２Ｓ，Ｈ２Ｓ遇铅

盐（或铁盐）形成黑色硫化铅（或硫化亚铁）沉淀物。
将ＤＣＢ１菌株接种于蛋白胨胱氨酸培养基上，用

无菌镊子夹取一条醋酸铅滤纸，借助棉塞悬于培养基
上方，不接触液面，室温培养３ｄ，以滤纸条变黑者为阳
性，不变黑者为阴性。

１．４．９　硝酸盐还原实验
有些细菌能将硝酸盐还原为亚硝酸盐、氨或氮气。

加入格里斯试剂Ａ液后，亚硝酸与对氨基苯磺酸作用
生成对重氮苯磺酸，对重氮苯磺酸与α－萘胺（格里斯试
剂Ｂ液）反应生成红色Ｎ－α－萘胺偶氮苯磺酸。亚硝酸
盐继续分解生成ＮＨ３ 或Ｎ２。故用格里斯试剂检查无

ＮＯ－２ 存在，不一定无硝酸盐还原作用，须进一步检验。

若有ＮＯ－３ 存在，滴加二苯胺试剂后，培养液即呈蓝
色；若不呈蓝色，则表示硝酸盐和新生成的亚硝酸盐都
已还原成ＮＨ３ 或Ｎ２。
将ＤＣＢ１菌株接种于硝酸盐还原培养基中，室温

培养１ｄ、３ｄ、５ｄ。取培养液约０．５ｍＬ于比色皿中，
滴加格里斯试剂 Ａ 液、Ｂ液各１滴，若产生红色、橙
色、棕色等沉淀，表示有亚硝酸盐存在，为硝酸盐还原
阳性。若颜色不变，再加１～２滴二苯胺试剂，若呈蓝
色，表示培养液中仍有硝酸盐，又无亚硝酸盐反应，为
硝酸盐还原阴性；若不呈蓝色，检查有无气体产生。

１．４．１０　葡萄糖氧化发酵实验
有些细菌能以氧化或发酵方式利用葡萄糖，糖代

谢的结果有酸产生（有的还产生气体）。氧化方式产酸
少且慢，发酵方式产酸多且快。利用含低有机氮的培
养基，通过指示剂的颜色变化可鉴别细菌利用糖类是
氧化产酸还是发酵产酸。通过软琼脂柱中有无气泡产
生可判断是否产气。
用接种针以无菌操作取少许ＤＣＢ１菌苔，接种于

装有 Ｈｕｇｈ－Ｌｅｉｆｅｏｎ软琼脂培养基的试管中并穿刺，注
意接种针不碰到试管底，３０～３７℃培养１２～１８ｈ。若
培养基变色自上向下扩散，属氧化产酸；培养基变色自
下往上扩散，则属发酵产酸。若２４ｈ已全部变黄，即
使从上部开始，也可能是发酵，这时应用封油管检查：
用灭菌凡士林油封盖（在培养基上加油１ｃｍ左右），为
闭管；其余管不封油，为开管。３０～３７℃恒温培养１
ｄ、３ｄ、７ｄ，仅开管的培养基变黄为氧化产酸；开管和

闭管的培养基都变黄为发酵产酸；软琼脂柱内产生气
泡为产气。

１．５　ＤＮＡ测序

１．５．１　ＤＮＡ提取
参照《精编分子生物学实验指南》［１８］，提取基因组

ＤＮＡ。详细过程如下：（１）取样品约０．５～１．０ｇ于２
ｍＬ　Ｂｅａｄ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｔｕｂｅｓ，在旋涡振荡器上混匀；（２）
检查Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｓ１，若有沉淀，则放入６０℃水浴锅中使
其溶解；（３）加入６０μＬ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｓ１并混匀；（４）加入

２００μＬ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ＩＲＳ；（５）在旋涡振荡器上混匀１０
ｍｉｎ，并确保Ｂｅａｄ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｔｕｂｅｓ水平；（６）１０　０００ｒ·

ｍｉｎ－１离心３０ｓ；（７）取４５０μＬ上清液转入新的离心
管；（８）加入２５０μＬ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｓ２并混匀５ｓ，４℃放置

５ｍｉｎ；（９）１０　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ；（１０）将上清液
转入新的离心管；（１１）加入９００ｍＬ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｓ３并混
匀５ｓ；（１２）取７００μＬ放入Ｓｐｉｎ　Ｆｉｌｔｅｒ，１０　０００ｒ·

ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，去下液，将剩下的加入柱子，１０　０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ；（１３）加入３００μＬ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｓ４，

１０　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｓ；（１４）去下液，１０　０００ｒ·

ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ；（１５）将柱子放入一个新的离心管，
加入５０μＬ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｓ５至柱子中膜的中央；（１６）

１０　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｓ，去掉柱子，ＤＮＡ于－２０℃
保存。

１．５．２　１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增反应
引物：２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－

３′）、１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）、Ｔ７
ｐｒｏｍｏｔｏｒ（５′－ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ－３′）、

ＳＰ６ ｐｒｏｍｏｔｏｒ（５′－ＡＣＧＡＴＴＴＡＧＧＴＧＡＣＡＣＴＡＴ－
ＡＧ－３′）。

ＰＣＲ反应体系：１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１）４μＬ，Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ·μＬ

－１）０．５

μＬ，ｄＮＴＰ　ｍｉｘｔｕｒｅ（各２．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）４μＬ，２７Ｆ（１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１）２μＬ，１４９２Ｒ（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）２μＬ，模板

ＤＮＡ　１μＬ，用灭菌双蒸水补足至５０μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４ ℃变性

１ｍｉｎ，５２℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ。
取ＰＣＲ产物５．０μＬ于１．０％琼脂糖凝胶电泳，

通过凝胶成像系统观察结果。

１．５．３　ＤＮＡ测序

ＤＮＡ测序由上海生工生物工程技术服务有限公
司完成。

２　结果与讨论
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２．１　生理生化实验结果（表１）

表１　 生理生化实验结果

Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｎｄ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

实验 结果 实验 结果

氧化酶实验 － 乙酰甲基甲醇实验（Ｖ－Ｐ实验） －

过氧化氢酶实验 ＋ 利用柠檬酸盐实验 －

淀粉水解实验 ＋ 产 Ｈ２Ｓ实验 －

吲哚实验 ＋ 硝酸盐还原实验 ＋

甲基红实验 ＋ 葡萄糖氧化发酵实验 氧化型

注：“－”为阴性；“＋”为阳性。

由表１可知，氧化酶实验中菌苔不呈红色，结果为
阴性；过氧化氢酶实验中滴加 Ｈ２Ｏ２ 有气泡产生，结果

为阳性；淀粉水解实验中菌苔周围有透明圈，结果为阳
性；吲哚实验中溶液呈红色，结果为阳性；甲基红实验
中培养液呈红色，结果为阳性；乙酰甲基甲醇实验（Ｖ－
Ｐ实验）中培养液不呈红色，结果为阴性；利用柠檬酸
盐实验中培养基颜色仍为绿色，结果为阴性；产 Ｈ２Ｓ
实验中滤纸条不变黑，结果为阴性；硝酸盐还原实验中
加入格里斯试剂后有红棕色沉淀生成，结果为阳性；葡
萄糖氧化发酵实验中培养基变色自上向下扩散，属氧
化型。通过以上生理生化实验结果并对照蜡样芽孢杆
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ）生理生化特性，初步判断ＤＣＢ１菌
株为蜡样芽孢杆菌。

２．２　ＤＮＡ测序结果（图１）

图１　ＤＮＡ测序结果

Ｆｉｇ．１　ＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔ

　　由ＤＮＡ测序结果可以确定ＤＣＢ１菌株为蜡样芽
孢杆菌，ＧｅｎＢａｎｋ登陆序列号为ＪＮ６５０５４４。

ＳＥＭ照片如图２所示。

３　结论

从白云岩表面分离纯化得到一株优势菌株，对其
进行氧化酶实验、过氧化氢酶实验、淀粉水解实验、吲
哚实验、甲基红实验、乙酰甲基甲醇实验（Ｖ－Ｐ实验）、
利用柠檬酸盐实验、产 Ｈ２Ｓ实验、硝酸盐还原实验、葡
萄糖氧化发酵实验，初步判断该菌株为蜡样芽孢杆菌；
对其进行ＤＮＡ测序，确定该菌株为蜡样芽孢杆菌。

图２　ＤＣＢ１菌株的ＳＥＭ照片

Ｆｉｇ．２　ＳＥＭ　ｉｍａｇｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＤＣＢ１
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