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摘要：为了研究芽孢杆菌荧光原位杂交技术（fluorescence in situ hybridization，FISH）检测的影响因素，该实验以地衣芽孢杆菌

（Bacillus licheniformis）为研究对象，分析了不同探针、菌体预处理方式、细胞通透化处理条件及杂交条件对 FISH 检测结果的影响，

并进一步对选出来的探针进行特异性检测。结果表明，在设计的探针中有两个可以特异性识别地衣芽孢杆菌，且使用双探针检测比单

探针荧光效果更好，提高 1.54 倍灰度值；当反应条件为超声分散菌体时间 120 s、溶菌酶处理 40 min、杂交时间为 6 h、甲酰胺浓度

为 30%时检测结果最佳，其灰度值为 41.16、菌体检出率为 96.35%；特异性检测表明该方法可以特异性识别地衣芽孢杆菌。该研究建

立了一种操作简单的地衣芽孢杆菌的双位点荧光原位杂交检测方法，无需核酸提取及扩增，且具有较强特异性。 
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Abstract: In order to investigate the affecting factors of fluorescence in situ hybridization (FISH) on Bacillus, this work used Bacillus 

licheniformis as its research object. It analyzed the effects of different probes, strain pretreatments, strain permeability treatments, and 

hybridization conditions on the detection results of FISH, and further detected the specificity of the selected probes. The results showed that two 

of the designed probes could identify Bacillus licheniformis; specifically, the two probes exhibited a better fluorescence effect than a single probe, 

having 1.54 times higher pixel intensity. The reaction conditions were the following: ultrasonic dispersing time, 120 s; lysozyme treatment, 40 

min; hybridization time, 6 h; formamide concentration 30%. Consequently, the detection result was the best, producing a gray value of 41.16 and 

a detection rate of 96.35%. The specificity detections determined that the said method could specifically recognize Bacillus licheniformis. A 

relatively simple two-site fluorescence in situ hybridization approach was established to detect Bacillus licheniformis, with strong specificity 

without nucleic acid extraction and amplification. 
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地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）是一种公 
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认安全的细菌菌株，为革兰氏阳性嗜热细菌，其具有

合成 2,3-丁二醇的巨大潜力，从而促进四甲基吡嗪的

生成[1]。地衣芽孢杆菌在大曲制备过程中具有水解原

料中淀粉以及分解蛋白质的能力，有利于原料的分解

利用，能够产生独特的大曲风味，提高大曲香气的饱

满度，生成酒体的芳香类物质，对白酒的风味提供香

味物质[2-4]。目前，地衣芽孢杆菌的检测方法主要为传

统计数法、聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，
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PCR）和高通量检测等[5,6]。传统计数法，操作繁琐，

检测周期长，容易受到环境杂菌的污染；PCR 扩增与

高通量检测具有效率高、成本低等特点，但是需要提

取细菌 DNA，且无法直接观察其细菌形态。 
荧 光 原 位 杂 交 技 术 （ fluorescence in situ 

hybridization，FISH）是指利用荧光标记已知序列的核

酸碱基，根据碱基互补配对原则，特异性探针会识别

目标核酸并进行杂交，通过荧光激发产生荧光信号[7]。

FISH 广泛应用于遗传学分析[8-10]、临床医学[11-14]、微

生物群落[15,16]等领域，在微生物学领域的应用主要是

在复杂环境中微生物种群的鉴定、定量和表征[17]。荧

光原位杂交常用的探针主要分为肽核酸探针（PNA）

和寡核苷酸探针[18]。肽核酸探针具有优异的特异序列

识别能力，不带电荷，因此可以与 DNA 和 RNA 特异

性结合，具有很高的杂交稳定性，但是其水溶性较差，

细胞通透性不强，设计复杂且价格昂贵[19]，因此主要

用于致病菌的检测[20,21]。寡核苷酸探针虽然特异性和

灵敏度较低，杂交条件复杂，但是也可以与靶标序列

特异性结合，操作简单且价格便宜，因此，大部分研

究都使用寡核苷酸探针进行非致病微生物的检测
[22-25]。Posada 等[22]利用 FISH 对许多作物的植物生长

促进细菌枯草芽孢杆菌（PGPB）进行鉴定，根据 16S 
rRNA 设计的探针可以特异性识别枯草芽孢杆菌，与

其他近缘杆菌无法杂交产生荧光。Geneviève 等[23]首

次建立了快速有效的FISH检测芽孢杆菌孢子的方法，

可应用于 1 h 内原位标记的芽孢杆菌研究，并且可以

有效检测在混合细胞群。Zhang 等[24]将分子信标与荧

光原位杂交结合快速和直接检测阳性血液培养中的金

黄色葡萄球菌，该方法具有较强的特异性和高灵敏度，

可用于阳性血培养中的金黄色葡萄球菌；吴冬梅等[7,25]

先后利用 FISH 对窖泥微生物群落和纯培养的微生物

进行检测，该方法可视化定量表征了窖泥中细菌和古

菌的特征，且在优化杂交体系后提高 FISH 计数的准

确性，为其在今后的微生物检测奠定基础。因此，荧

光原位杂交与传统微生物计数方法和 PCR 相比，其操

作简单，检测周期短，不需要进行扩增以及核酸提取，

可以观察到完整的细菌形态，从而避免了外界污染造

成的假阳性和假阴性的结果[26]。但是在大量的研究中

发现，FISH 虽然可以实现可视化检测，但是不同的检

测对象可视化程度差异较大，其特异性探针杂交情况

容易受到溶菌酶浓度、杂交时间、去离子甲酰胺浓度

等影响，导致荧光信号不稳定[27,28]。 
因此本实验以纯培养地衣芽孢杆菌为研究对象，

探究纯培养微生物 FISH 检测的荧光探针的选择、菌

体分散方式、细胞通透性、杂交条件等影响因素，对

探针特异性进行检验，以期为白酒生产过程中不同发

酵过程中微生物的荧光原位杂交检测奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  微生物菌株 

七株芽孢杆菌，其中包括地衣芽孢杆菌、解淀粉

芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌、沙式类芽

孢杆菌、嗜气芽孢杆菌、甲基营养型芽孢杆菌，三株

酵母菌，其中包括热带假丝酵母、毕赤酵母、埃切假

丝酵母；三株其他菌株，其中包括嗜盐四联球菌、根

霉属、肠沙门氏菌肠炎亚种，其中肠沙门氏菌肠炎亚

种购买自中国工业微生物菌种保藏管理中心，菌种编

号 CICC 22956，其余菌株均保藏于四川大学纺工楼

513 实验室，-20 ℃磁珠法保藏。 

1.2  主要试剂及仪器 

试剂：多聚赖氨酸溶液（L 型）（分子质量>15000 
u）、PBS 缓冲液、PBS-T 缓冲液、曲拉通 X-100、盖

玻片（24×60 mm，厚度 0.13~0.17 mm）、抗荧光猝灭

封片剂、溶菌酶（>20000 U/mg）、4%多聚甲醛、去离

子甲酰胺溶液均购自生工生物工程（上海）股份有限

公司；荧光探针，序列如表 1 所示，5’端分别修饰 CY3
和 FAM，HPLC 纯化，由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成；无水乙醇，购自成都金山化学试剂厂；

4',6- 二 脒 基 -2- 苯 基 吲 哚 （ 4',6-diamidino-2- 
phenylindole，DAPI）（分析纯），购自海门碧云天生

物技术有限公司；20X SSC 溶液购自北京索莱宝科技

有限公司；DTT（0.1 mol/L）、RiboLockRnase Inhibitor、
Yeast tRNA 均购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司；

所有溶液采用分子生物级水配制，购自美国康宁（纽

约）有限公司。 
仪器：Ti2-U 倒置荧光显微镜，日本 Nikon 公司；

分析软件 NIS-Elements Analysis；D3024R 台式高速冷

冻型微量离心机，美国 SCILOGEX（赛洛捷克）；

THZ-98AB 恒温振荡器，上海一恒科学仪器有限公司；

分光光度计，上海佑科仪器仪表有限公司；DSX-30L-I
手提式高压蒸汽灭菌器，上海申安医疗器械厂；数显

超声波清洗机，广州繁花科技有限公司等。 

1.3  培养基 

所需的培养基包括：LB 培养基、MRS 培养基、

BHI 培养基、PDA 培养基、YPD 培养基，高温高压

灭菌后使用。 
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表1 探针序列 

Table 1 Sequences of probes 

名称 探针（5-3） 5 端修饰 来源 
EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT Cy3 Amann et al.(1990)[29]

16S rRNA 

P1 CGGCTTCGCTGCCCTTTGTTCTGCCCATTGTA FAM 本研究 

P2 CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG FAM 本研究 

P3 TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG FAM 本研究 

P4 CGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATG FAM 本研究 

随机探针 ATGTTACCCGTCTTGTTTCCCGTCGCTTCGGC FAM 本研究 

1.4  探针的设计与验证 

FISH 探 针 的 设 计 是 在 NCBI 的 网 站 上

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）搜索地衣芽孢杆菌的

的 16S rRNA 的基因，用 Primer Premier5 软件进行探

针的设计，如表 1 所示。根据探针设计原则，选出四

个长度合适、二级结构较少、GC 含量在 40%~60%的

探针用于实验。为了验证探针的敏感度和特异性，用

BLAST（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）对探

针进行了验证。BLAST 搜索发现，所设计的探针具有

较高的特异性。 

1.5  实验方法 

1.5.1  地衣芽孢杆菌生长曲线的测定 
将保存于斜面固态培养基的地衣芽孢杆菌接一环

于液态 LB 培养基中，37 ℃，140 r/min，振荡培养。

对其不同生长时期的吸光度值（即 OD 值）进行测定，

以无菌的液体培养基作为空白对照，在 600 nm 波长

下用光程 1 cm 的比色皿通过比浊法测定地衣芽孢杆

菌不同生长时期的培养液的 OD 值。分别于 0、4、8、
12、16、20、24、28、32、36、40、44、48、52 h 取

出 3 mL 菌液，测定其在 600 nm 波长下的 OD 值，每

个时间点重复三次取平均值。 
1.5.2  样品的处理 

取在 37 ℃、140 r/min 活化 24 h 的地衣芽孢杆菌

菌液 1 mL，2000 r/min 离心 5 min，去掉上清液。加

入 1 mL 的 PBS 溶液，混匀，5000 r/min 离心 10 min，
去掉上清液，收集菌体。最后再加入 0.5 mL 的 PBS
溶液，混匀，放置 4 ℃冰箱中待用。 

取 20 μL 菌液滴在多聚赖氨酸涂层载玻片上，0.5 
h，加入 100 μL PBS 和 300 μL 4%多聚甲醛固定 0.5~1 
h，结束后用 PBS 洗涤两次。加入 10 mg/mL 溶菌酶在

37 ℃下反应 20 min，使细胞膜通透，再加入 5‰的曲

拉通 X-100，反应 5 min。用 70%、90%、100%乙醇

进行梯度脱水，每次反应 2 min，自然风干即可进行

荧光原位杂交。 

加入20 μL的杂交液，其中包括2 μL荧光探针（10 
μmol/L），2 μL 20 x SSC 缓冲液，1 μL DTT（100 
nmol/L），0.5 μL RibolockRnase Inhibitor （40 U/μL），
2 μL yeast tRNA（10 mg/mL），4 μL 去离子甲酰胺溶

液，10.5 μL RNase-free H2O。加入杂交液之后盖膜，

避光杂交过夜，该过程保持湿润的反应环境，避免因

为过于干燥而引起的非特异性杂交。 
杂交反应结束，用 PBS-T 在室温下清洗两次，加

入 20 μL 的 3% DAPI 溶液进行非特异性染色，盖膜，

避光染色 10 min。反应结束用 PBS-T 在室温下清洗两

次，避光空气干燥，加入抗荧光猝灭剂封片。选择绿

光激发（WG 534~558 nm）、蓝光激发（WB 420~485 
nm）及紫外激发（WU 330~400 nm）滤光片，随机拍

摄 5 个视野，对照样品拍摄 2 个视野，对视野进行荧

光光点计数。 
1.5.3  条件优化 
1.5.2.1  特异性探针的选择 

将已经处理好的处于稳定期的菌液进行避光原位

荧光杂交，加入 20 μL 的杂交液，其中，荧光探针分

别加入 EUB338、P1、P2、P3、P4 和随机探针，在 37 ℃
下进行原位杂交，通过观察其 FISH 检测结果分析其

特异性。 
1.5.2.2  菌体分散形式的优化 

稳定期的菌体用 4%多聚甲醛固定，探讨在不同

超声时间对菌体分散的影响，涡旋振荡后超声波处理，

超声功率为 100 W，温度为 20 ℃，超声时间分别为：

0 s、30 s、60 s、90 s、120 s、150 s，间隔 30 s 超停一

次，取 20 μL的菌液进行原位杂交，观察 FISH 检测效

果。 
1.5.2.3  细胞通透性对 FISH 检测的影响 

以地衣芽孢杆菌为研究对象，加入 20 μL 的溶菌

酶（10 mg/mL），在 37 ℃条件下分别对稳定期菌体处

理 0 min、20 min、40 min、60 min，然后进行原位杂

交，观察 FISH 检测效果，计算其菌体检出率[1]： 

DMC
FISHCR =  
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式中： 

R——待测样品的菌体检出率； 

FISHC——蓝光激发下绿色荧光光点数目； 

DMC——显微镜直接计数菌液菌体数目。 

1.5.2.4  杂交条件的优化 
针对杂交条件（杂交时间及甲酰胺浓度）固定某

一个因素，改变另外一个因素进行实验，然后进行原

位杂交后 FISH 计数（FISHC）。杂交时间分别为 0、2、
4、6、8 h，去离子甲酰胺浓度分别为 0%、10%、20%、

30%、40%，同时计算菌体检出率。 
1.5.2.5  特异性检测 

使用特异性探针、EUB338 细菌通用探针和 DAPI
染料对七株芽孢杆菌、三株酵母菌、三株其他菌株共

13 株菌株进行检测，观察 FISH 检测效果。 

1.6  数据处理 

利用 NIS-Elements Analysis、ImageJ、OriginPro 8.5
分析软件进行数据处理。 

2  结果与讨论 

2.1  地衣芽孢杆菌生长曲线 

 
图1 地衣芽孢杆菌的生长曲线 

Fig.1 Growth curves of bacillus licheniformis 

由图 1 可知，地衣芽孢杆菌的 OD600 nm值随发酵

时间增加呈逐步上升的趋势，OD600 nm值由 0 增加至 2
左右。当发酵时间为 0~4 h 时，OD600 nm值几乎没有变

化，处于地衣芽孢杆菌的延滞期，主要是由于菌株接

种到新的培养基中需要缓慢适应生长环境，吸收培养

基中的营养物质从而开始生长繁殖。当发酵时间为

4~24 h 时，OD600 nm值急剧增加，处于地衣芽孢杆菌

的对数生长期，主要是因为菌株已经适应了培养基的

环境，开始指数增长，不断的吸收周围的营养物质生

长繁殖。当发酵时间为 24~40 h 时，OD600 nm值增加缓

慢，趋于平稳，处于地衣芽孢杆菌的稳定期，主要原

因可能是因为菌株的大量生长繁殖大量消耗培养基中

的营养物质，导致营养物质的缺乏，产生大量的代谢

产物，因此培养基不适宜繁殖生长。当发酵时间为

40~52 h 时，OD600 nm 值开始缓慢下降，处于地衣芽孢

杆菌的衰亡期，菌株不再生长，开始衰亡。综上所述，

地衣芽孢杆菌在 0~4 h 处于生长迟缓期，4~24 h 处于

对数生长期，24~40 h 处于稳定期，40~52 h 处于衰亡

期。 

2.2  探针的选择 

如图 2 所示，由 2a~2e 可知，通用探针可对所有

的细菌进行染色[23]，P1、P2 可对地衣芽孢杆菌进行特

异性染色，P3、P4 无法染色，原因可能是因为探针序

列长度较长，且二级结构比较复杂，因此无法与目标

序列特异性杂交。从 2f 的染色情况可知，设计的随机

探针其无法与地衣芽孢杆菌杂交，且对其修饰的 FAM
荧光基团不可以附着在细菌表面，从而造成假阳性结

果。由图 2g 可知，在 DAPI 染料处理下，所有具有细

胞核的真核细胞都能被 DAPI 穿透细胞膜与细胞核中

的双链 DNA 结合而发出荧光[30]。由 2h 可知，当体系

中只含有地衣芽孢杆菌时是无法产生任何荧光，说明

菌体本身不自带荧光，以及实验中使用的其他化学试

剂是不含荧光。因此，该方法设计的探针 P1、P2 针

对地衣芽孢杆菌具有一定的特异性。 

   

   

  

图2 不同探针下地衣芽孢杆菌的荧光染色情况 

Fig.2 Fluorescence staining of Bacillus licheniformis under 

different probes  
注：a：细菌通用探针 EUB338；b：P1 探针；c：P2 探针；

d：P3 探针；e：P4 探针；f：随机探针；g：DAPI 染料；h：空

白组：未添加任何探针。放大倍数：1500×，标尺 10 μm。 
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图3 单探针和双探针下地衣芽孢杆菌的荧光染色情况 

Fig.3 Fluorescent staining of Bacillus licheniformis under single 

and double probes  
注：a：P1 探针（a1 为 P1 的特异性绿色荧光，a2 为 DAPI

的通用性蓝色荧光，a3 为两者的合并）；b：P1+P2 探针（b1 为

P1+P2 的特异性绿色荧光，b2 为 DAPI 的通用性蓝色荧光，b3

为两者的合并）；c：不同探针体系下像素点灰度值的变化。放

大倍数：1500×，标尺 10 μm。 

由图 2 可知，P1 和 P2 可以与地衣芽孢杆菌特异

性杂交发出荧光，因此，我们尝试用两个位点不同的

P1 和 P2 探针按 1:1 的比例加入到杂交体系中，进行

双位点杂交。结果如图 3 所示，通过合并通道的图 a1
和 b1 来看，双位点杂交染色情况优于单位点；通过合

并通道的图 a3 和 b3 来看，b3 的菌体检出率高于 a3。
通过随机选取 20 个菌的荧光进行灰度计算，结果如图

3c 所示，发现单探针灰度值为 21.54，多探针的灰度

值为 33.16，增加 1.54 倍，进一步说明了双探针的杂

交效果更优于单探针。采用双位点进行杂交，用两个

探针对地衣芽孢杆菌进行染色，其染色效果和检出率

均优于单一位点。因此，选择使用两个探针进行双位

点杂交可以提高检测的特异性。 

2.3  菌体分散形式的选择 

采用超声波处理待杂交菌体分散液，菌体分散状

况见图 4。由图 4a 可知，未经过超声处理的菌体分布

不均匀，荧光信号时强时弱，并且部分菌体容易聚集，

不便于观察计数；由图 4b~4f 可知，在一定的超声处

理内，有利于菌体的均匀分散，时间过短无法有效的

破坏细菌细胞壁，荧光信号较弱；当超声处理时间为

120 s 时，菌体分散状态良好，荧光信号明显且强烈，

便于观察计数；当超声处理时间偏长，菌体活性降低

甚至会导致菌体死亡，使荧光信号变弱，并且会产生

许多杂质，背景变得杂乱，导致荧光信号下降，增加

观察计数的难度[7,31]。由图 4g 可知，随着超声时间的

加长，在一定程度上灰度值呈增加趋势，在 120 s 时
达到峰值，且高于未超声处理的灰度值。因此选择超

声处理时间为 120 s，间隔 30 s。 

   

   

 
图4 不同超声时间下地衣芽孢杆菌菌体分布情况 

Fig.4 Distribution of Bacillus licheniformis under different 

ultrasonic time  

注：a：未经过超声处理的菌液；b：超声 30 s；c：超声

60 s；d：超声 90 s；e：超声 120 s；f：超声 150 s；g：不同超

声时间下像素点灰度值的变化。放大倍数：1500×，标尺 10 μm。 

2.4  细胞通透性对 FISH检测的影响 

使用 FISH 法检测菌体时，需要改变细菌的细胞

通透性，从而增加特异性探针与目标核酸结合的几率，

提高菌体检出率。由于细胞壁的存在，细菌细胞的通

透化处理主要是通过添加溶菌酶，因为溶菌酶可以有

效的水解细菌细胞壁中的主要成分肽聚糖[32]。Park 等
[33]通过比较两种不同的溶菌酶体系，发现先用 70%乙

醇清洗再加溶菌酶有利于细胞的通透化，有效保留细
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胞形态，减少了单一溶菌酶处理引起的破坏；Filion
等[34]报道了在不同的化学物质以及溶菌酶的处理下，

可以有效的提高细菌通透性，促进探针的杂交。 
用溶菌酶处理地衣芽孢杆菌，结果见图 5a。由图

5a 可知，通过添加一定浓度的溶菌酶提高可以提高菌

体检出率，使细胞通透，更有利于探针与目的核酸的

结合。随着溶菌酶的反应时间的增加，菌体检出率也

随之增加，可能是因为地衣芽孢杆菌为革兰氏阳性菌，

其含有丰富的肽聚糖且细胞壁较厚，因此在短时间的

溶菌酶处理下无法完全破壁，菌体检出率较低；当溶

菌酶处理时间为 40 min 以上时，菌体检出率达到

94%，探针可以有效的与目的核酸的结合。因此选择

溶菌酶处理 40 min，更有利于杂交。 

 

 

 
图5 溶菌酶处理时间（a）、杂交时间(b)及甲酰胺浓度（c）与

菌体检出率的关系 

Fig.5 Relationship between lysozyme treatment time (a), 

hybridization time (b), formamide concentration (c) and 

bacteria detection rate 
表2 特异性检测 

Table 2 Specificity detection 

分类 菌种 
荧光 

蓝色 绿色 红色 

芽孢杆菌属 

地衣芽孢杆菌Bacillus licheniformis + + + 

解淀粉芽孢杆菌Bacillus amyloliquefaciens + - + 

枯草芽孢杆菌Bacillus subtilis + - + 

蜡样芽孢杆菌Bacillus cereus + - + 

沙式类芽孢杆菌Bacillus shackletonii + - + 

嗜气芽孢杆菌Bacillus aerophilus + - + 

甲基营养型芽孢杆菌Bacillus methylotrophicus + - + 

酵母属 

热带假丝酵母Candida tropicalis + - - 

毕赤酵母Pichia farinosa + - - 

埃切假丝酵母Candida etchellsii + - - 

其他菌属 

嗜盐四联球菌Tetragenococcushalophilus + - + 

根霉属Rhizopus sp. + - - 

肠沙门氏菌肠炎亚种Salmonella enterica subsp. enterica + - + 

2.5  杂交条件的优化 

杂交条件对杂交体系的稳定性有较大的影响，杂

交时间、温度、杂交缓冲液中成分的浓度探针浓度（甲

酰胺、氯化镁和氯化钠等）等变量会影响杂交效率

[35-37]。由图 5b 可知，时间对菌体检出率有显著性影响，

随着时间的增加，菌体检出率增加。当杂交时间较短

时，探针无法与目的核酸完全杂交，导致荧光信号少，

菌体检出率不高。当杂交时间为 6 h 以上时，有利于

探针识别目的核酸，菌体检出率明显提高，达到
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95.12%。但是杂交时间不宜过长，在杂交温度 37 ℃
下杂交过久，杂交液会挥发，干燥的杂交环境会导致

非特异性杂交，因此建议的杂交时间为 6~8 h。通常，

在 FISH 的检测过程中在反应体系中加甲酰胺以降低

杂交温度。由图 5c 可知，甲酰胺的浓度对地衣芽孢杆

菌的检出率影响较大，添加一定比例的甲酰胺溶液有

利于杂交的进行，当甲酰胺的浓度达到 30%的时候，

菌体检出率为 96.35%。因此，建议使用的甲酰胺浓度

为 30%，可以适当降低杂交温度，有利于探针特异性

杂交。 

2.6  特异性检测 

以 P1、P2 为特异性荧光探针、EUB338 为细菌通

用探针和 DAPI 染料对不同菌种进行特异性检测，如

表 2 所示，只有地衣芽孢杆菌在蓝光激发下发出绿色

荧光，说明了本文章设计的 P1、P2 探针具有一定的

特异性，可以特异性识别地衣芽孢杆菌。 

3  结论 

本实验以地衣芽孢杆菌为研究对象，研究了不同

位点的特异性探针、菌体分散形式、细胞通透性及杂

交条件对检测结果的影响。结果表明，根据 16S rRNA
设计的不同位点的特异性探针有两个可以特异性识别

地衣芽孢杆菌，且利用双探针进行双位点检测可以提

高 1.54 倍灰度值，荧光检测效果更佳；当超声分散菌

体时间为 120 s 时，灰度值为 41.16 且菌体分散均匀便

于观察；当溶菌酶处理 40 min 时，菌体检出率高达

94%；当杂交条件为杂交时间 6~8 h、杂交液中甲酰胺

含量 30%时，有利于 FISH 的检测，菌体检出率为

95.12%和 96.35%；对探针进行特异性检测，发现该方

法在不同菌种中可以特异性结合地衣芽孢杆菌发出绿

色荧光。 
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